T.C.
HATAY MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLER ENSTITUSU
VETERINERLIK VIROLOJISI ANABILIM DALI

HATAY ILINDE HALK ELINDE YETISTIRILEN
MANDALARDA SIGIR HERPESVIRUS TIiP 4 (BoHV-4)
ENFEKSiYONUNUN SEROLOJIK VE VIROLOJIK
OLARAK ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZI

Kemal GUREL

Danmisman

Prof. Dr. Veysel Soydal ATASEVEN

HATAY-2022



T.C.
HATAY MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLER ENSTITUSU
VETERINERLIK VIROLOJiSi ANABILIM DALI

HATAY ILINDE HALK ELINDE YETIiSTIiRILEN
MANDALARDA SIGIR HERPESVIRUS TIiP 4 (BoHV-4)
ENFEKSiYONUNUN SEROLOJIK VE VIROLOJIK
OLARAK ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZI

Kemal GUREL

Damisman

Prof. Dr. Veysel Soydal ATASEVEN

Bu tez, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii
tarafindan 21.YL.008 proje numarasiyla desteklenmistir.

HATAY-2022



KABUL ONAY

T.C.
HATAY MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLER ENSTITUSU
VIROLOIJI (VET) ANABILIM DALI

HATAY ILINDE HALK ELINDE YETISTIRILEN MANDALARDA SIGIR
HERPESVIRUS TiP 4 (BoHV-4) ENFEKSIYONUNUN SEROLOJIK VE VIROLOJIK
OLARAK ARASTIRILMASI

Yiiksek Lisans Tezi

Kemal GUREL

Bu tez asagida isimleri yazil tez jiirisi tarafindan 04/07/2022 tarihinde yapilan tez savunma
sinavinda oygoklugu/oybirligi ile kabul edilmistir.
Tez Jiirisi : Jiiri Baskan1 : Prof.Dr.Seval BILGE DAGALP  ....cc..oovvivniiiiiiieeinn
Uye : Prof.Dr.Veysel Soydal ATASEVEN ..,
Uye :Do¢.Dr.Firat DOGAN
Bu tez, Enstitiimiiz Viroloji (Veteriner) Anabilim Dali’nda hazirlanmistir.

....... /oo ]2022
Prof.Dr.ibrahim Halil CERCI

Enstiti Mudiira



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim siiresince, mesai saatlerinde ve mesai saatleri haricinde hatta
tatil giinlerinde dahi ilgisi ve desteginin yaninda, sorularimi yanitlamak ve sorunlarimi
¢6zmek i¢in kiymetli bilgilerini ve 6nerilerini benden esirgemeyen, sabrini ve sevgisini her
zaman hissettigim danisman hocam Hatay Mustafa Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Viroloji Anabilim Dali Bagskani Prof. Dr. Veysel Soydal ATASEVENe, egitimim siiresince
yardimlarini esirgemeyen degerli hocam Viroloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog.Dr.
Firat DOGAN’a; Tezimin istatistiksel verilerini en yogun oldugu zamanlarda dahi nezaketle
ve bilyiikk duyarlilikla degerlendirerek kiymetli zamanini ayiran degerli hocam Hatay
Mustafa Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Dr. Pinar AMBARCIOGLU’na; Lisansiistii egitimime baglamam igin verdigi destek ile
arkadagligini ve dostlugunu her daim hissettigim kiymetli meslektasim Uzman Veteriner
Hekim Tanay OZCAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarmm.

Hayatimin her doneminde ve oOzellikle kritik siireglerde aldigim kararlar
destekleyen, gerektiginde yol gosteren, sabirlarini, sevgilerini ve bana olan giivenlerini her
zaman hissettigim aileme minnet, sonsuz saygi ve siikranlarimi sunarim.

Bu tez projesi, aym baslikla Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinatorliigii tarafindan 21.YL.008 proje numarasiyla desteklenmistir.



ICINDEKILER

KaDUI VB ONAY ...ttt re et sre e enes 1
TESEKKUR .....ocviitieeieieieeeeeetee et es ettt s st et n ettt en et s st sensnanens 1
ICINDEKILER .....cocvitititctctctctetetetete ettt ettt ts sttt sttt ettt sstete st tesetetesesesesesesesesanas v
CIZELGELER DIZINI ....ocoitiiiiiteeieieeeeeeeete ettt ettt sttt VI
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINT.......coooiiiiiiececsenee s \l
OZET oottt VI
ABSTRACT ...ttt ettt sttt sttt e bt et bt ter e R et re et e eneere s IX
(€ 02 £ 1
2.GENEL BILGILER ......oevuiiiiiiiiiieisisisei ettt sse s sssnnsas 2
2.1 ETIYOIO Ittt bbb 2
3.2 EPIAEMIYOIOJI ..ttt 3
2.3. KIINTK V& PALOGENEZ ...t 6
Sl I o PR PPRSUOPPRPR 7
2.5. Kontrol ve Miicadele Stratejileri...........oerririerieiriirieiisiinieniee s 8
3.GEREC VE YONTEM ......coiiititetetctcteteteie ettt sttt sttt sttt sttt snas 10
K TN I € L) T« T PP TPPTRPPRRUPPPTPRN 10
3.1.1. HayVan Materyali........c.cooiiiiiiiiiiiieeee e 10
I 0] 1 L1<) oo F SO PPOUP PP 11
3.2.1. Materyallerin HazirlanmasI.........c.ccuveieienieneniesesicsescee e 11
3.2.1.a. Kan Serumu OrNeKIETi........c.c..cvcveviiieieieiieeceee ettt ss st 11
3.2.1.b.Genital S1vap OrNeKIEri...........cciveveiiiriieiereieeeeee et 12
I 1Y 10 21 B 10T 12
3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)........ccoeiiiiiiiiiese e 13
3.2.3.a. Viral Niikleik ASit IZ0laSyonU..........cccoeeiririviiieiiicieiee s 13
3.2.3.b. Viral Niikleik Asit AMPHTIKASYONU .......ccocoiiiiiiiiiiee e 14
3.2.4. IstatiStiksel ANAIIZIET........cciieieceece et 15
A BULGULAR. ...ttt sttt bttt b et et e b et et e e besr s ene e 16
4.1.Serolojik Bulgular ve Istatistiksel Degerlendirme ..........cccooevevveceeeerereeeeceeeeienenennn, 16
4.2 PCR BUIGUIATT ... e 17



S.TARTISMA ....ooiii 18

3R] @) N1 6T 21
TIKAYNAKLAR ..ottt en sttt sttt s s nean e 22
] G DRSPS 26
ETIK BEY AN . ...oiicteieieieeeetete et esete et s ettt en et n ettt en st an s ses st as s snsnans 27
(@746 ) 2101 1 15T 28



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 3.1. Toplanan 6rneklerin igletmelere gore dagilimi........ccccocvevviiiiiiniiiie e, 11
Cizelge 3.2. ELISA sonuglarinin degerlendirme formiilii.........ccocovvvieiiiiiiiiniiiic e, 13
Cizelge 3.3. Caligmada kullanilan primerlerin dizin ve PCR protokolii............c.ccccvivinnn. 14
Cizelge 4.1. Isletme tipi, yas ve cinsiyet gruplarinmn istatistiksel degerlendirmesi ............ 16
Cizelge 4.2. Cinsiyete gore seropozitiflik diizeylerinin dagilimi.........ccoccevviiiiiiiiiiinnnnnn, 17
Cizelge 4.3. Yas gruplarina gore seropozitiflik diizeylerinin dagilimi..........c.ccocooiieenen. 17

Vi



bp

SIMGELER ve KISALTMALAR DIiZiNi

: Baz Cifti

BoHV-4 : Bovine Herpesvirus-4

BoHV-1 : Bovine Herpesvirus-1

BVDV
Cl
COX-2
ELISA
gB

gH

gL

gM
ICTV
kb

NK
nm

Mg
oD
PCR
PGE2
pH

PK

: Bovine Viral Diyare Virus

: Klor

: Siklooksijenaz-2

: Enzim-Linked Immunosorbent Assay
: Glikoprotein B

: Glikoprotein H

: Glikoprotein L

: Glikoprotein M

: Uluslararasi1 Virus Taksonomi Komitesi
:Kilobaz

: Negatif Kontrol

: Nanometre

:Magnezyum

: Optik Dansite

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Prostaglandin Estradiol 2

- Asidite

: Pozitif Kontrol

: Mikrolitre

\l



OZET

Hatay Ilinde Halk Elinde Yetistirilen Mandalarda Sigir Herpesvirus Tip
4 (BoHV-4) Enfeksiyonunun Serolojik ve Virolojik Olarak Arastirilmasi

Hatay ili Kirikhan ilgesinde halk elinde yetistirilen 18 adet aile tipi isletmelerdeki
saglikll goriiniislii 3 ayliktan biiyiik 150 adet mandadan tesadiifi 6rnekleme yoluyla serum
ve 100 adet genital sivap 6rneklendi. Aragtirmada 6rneklenen 150 mandadan 65 adedinde
(%43,0) BoHV-4 spesifik antikor varligi saptandi. Genel olarak isletme diizeyindeki
seropozitiflik oranlar1 %0-100 arasinda belirlendi. Seropozitiflik oranlari yetistirme tiplerine
gore karma yetistiricilik yapan isletmelerde %10-100, sadece manda yetistiriciligi yapilan
isletmelerde ise %0-100 arasinda tespit edilmistir. Orneklenen hayvanlardan 36 disi (%43,9)
ve 29 erkek hayvanda (%42,0) virus spesifik antikor varligi saptandi. Yas gruplarina gore
ise 3-6 aylik yashlarda 17 (%48,6) ve 6 ayliktan biiylik mandalarin 48 (%41,7) adedinde
seropozitiflik tespit edildi. Orneklenen serumlar % pozitivite degerlerinin frekansmin +1
diizeyinde yiiksek oldugu belirlendi. Bulgular neticesinde, iilkemizde farkli bir ruminant tiirii
olan mandalarda da BoHV-4 enfeksiyonunun prevalansinin yiiksek oldugu saptanmis olup,
BoHV-4 enfeksiyonunun ruminant popiilasyonlarindaki epidemiyolojik dinamiklerinin daha
iyl anlagilmasimi saglayacak gelecekteki biiyiik 6l¢ekli epidemiyolojik caligmalara rehber
olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Antikor, Sigir Herpesvirus Tip 4 (BoHV-4), ELISA, Manda.
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ABSTRACT

Serological and Virological Investigation of Bovine Herpesvirus Type 4
(BoHV-4) Infection in Privately Owned Water Buffaloes in Hatay
Province

A total of 150 sera and 100 genital swabs were sampled from healthy-appeared water
buffaloes aged older than 3 months in 18 private farms in Kirikhan, Hatay province. BoHV-
4 specific antibodies were detected in 65 (43.0%) of 150 water buffaloes here sampled. In
general, the seropositivity rates at the enterprise level were determined between 0-100%.
According to the breeding types, seropositivity rates varied between 10-100% in mixed-
breeding enterprises, and between 0-100% in enterprises engaged in only water buffalo
breeding. The presence of virus-specific antibodies was demonstrated in 36 female (43.9%)
and 29 male animals (42.0%) from the sampled animals. According to age groups,
seropositivity was detected in 17 (48.6%) buffaloes aged 3-6 months and 48 (41.7%)
buffaloes older than 6 months. In general, it was determined that the frequency of %
positivity values of the sampled sera was high at the level of +1. The findings showed that
the prevalence of BoHV-4 infection was high in water buffaloes as a different ruminant
species in Turkey, and this research will guide future large-scale epidemiological studies,
which will provide a better understanding of the epidemiological dynamics of BoHV-4
infection in ruminant populations.

Keywords: Antibody, Bovine Herpesvirus Tip 4 (BoHV-4), ELISA, Water Buffalo.



1. GIRIS

Stit sigircilign sektorii buzagi kayiplari, abort, infertilite, servis siiresinin uzamasi ve
mastitis gibi problemler nedeniyle biiyiik ekonomik kayiplara ugramaktadir. Kizginlik
belirtilerinin tam olarak agiga ¢ikmamasi, folikiil gelisim yetersizligi, oosit kalitesindeki
diistikliik, sperma transferi sirasindaki olumsuzluklarin yol agtig: fertilizasyon problemleri,
tireme organlarinda embriyonun gelisimi i¢in yetersiz ¢evre sartlar1 veya tiim bu faktorlerin
bir arada bulunmasiyla ineklerde infertilite tablosu sekillenebilmektedir. Bu faktorlerle
beraber, embriyo olusumu oncesinde reprodiiktif organlarda meydana gelen yangisal
olaylarin da fertilite bozukluklarina yol a¢tigi kabul edilmektedir. Fertilizasyonun
basarisini dogrudan etkileyen kronik yanginin sebebi; yonetimsel, metabolik, immiinolojik,
mikrobiyolojik ve virolojik nedenlere dayandirilabilir. Reprodiiksiyonu olumsuz etkileyen
en onemli nedenlerin basinda dogum sonrasi uterus liimeninde enfeksiyon tablosunun
sekillenmesi gelmektedir (Gilbert ve ark. 2015). Siit sigirlarinin yaklasik %40'mi etkileyen
postpartum metritisin olusmasinda baslica bakteriler sorumlu tutulmasina karsin bir
gammaherpesvirus olan BoHV-4’iin de rolii oldugu kanitlanmistir. BoHV-4 varligi
postpartum metritis disinda, endometritis, peritonitis, vulvovaginitis, dermatitis, mastitis,
abort, ishal ve respiratorik problemler gibi ¢esitli klinik semptomlar gosteren hayvanlarda
da tespit edilmistir (Czaplicki ve Thiry 1998, Donofrio ve ark. 2000, Frazier ve ark. 2001,
Kalman ve ark. 2004, Monge ve ark. 2006, Egyed ve ark. 2011, Bellino ve ark. 2015,
Delooz ve ark. 2017, Bilge Dagalp ve ark. 2020).

Bu arastirmada, Hatay ilinde halk elinde (aile tipi) yetistiriciligi yapilan mandalarda
serolojik ve molekiiler yontemlerle BoHV-4 enfeksiyonunun prevalansinin arastirilmasi
amaglanmistir. Ulkemizde BoHV-4 enfeksiyonuna y&nelik arastirmalarin sigirlarda
gerceklestirilmis olmasi ve diinyada mandalarda yapilan sinirl sayida arastirma bulunmasi
nedeniyle ulusal ve uluslararas1 diizeyde bilimsel literatiire katki saglayacagi da

diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Etiyoloji

Herpesviridae ailesi genom yapisi, replikasyon dongiisii, enfekte ettigi hiicrelerde
sergiledigi sitopatoloji ve latentlik bolgesi gibi biyolojik 6zelliklerine gore
Alfaherpesvirinae, Betaherpesvirinae ve Gammaherpesvirinae olmak iizere ii¢ alt aileye
ayrilmaktadir (Davison ve ark. 2009). Alphaherpesvirinae ve Betaherpesvirinae alt
ailelerindeki viruslarin litik replikasyonu birgok hiicre tipi tarafindan desteklenirken, bu
viruslar sinirl sayida hiicre tipinde latentlik sergilemektedir. Bu iki alt ailenin aksine,
Gammaherpesvirinae alt ailesindeki viruslar genellikle genis bir hiicre spektrumunda
latentlik ve smirli diizeyde litik replikasyona neden olmaktadir (Ackermann 2006).
Gammabherpesvirinae alt ailesinde Bossavirus, Rhadinovirus, Lenfokriptovirus, Makavirus,
Mantikavirus, Patagivirus ve Percavirus cinsleri yer almaktadir (ICTV 2021).

Sigir Herpesvirus Tip 4 (BoHV-4); Herpesviridae ailesinin Gammaherpesvirinae
alt ailesinde Rhadinovirus cinsi i¢inde siniflandirilan zarl bir virion yapisina sahip DNA
virusiidiir. BoHV-4’iin, diger s18ir herpesviruslari ile antijenik ve biyolojik yakinlig: tespit
edilememistir (Roizman ve ark. 1992). Ilk arastirmalarda izole edilen BoHV-4 suslari,
Movar 33/63-like ve DN 599-like suslar olmak iizere iki grup altinda tanimlanmistir. Movar
benzeri suslar1 genel olarak Avrupa'da izole edilmesine kargin, DN-599 benzeri suslar ise
tiim Amerikan suslarini ve bufalodan izole edilmis bir Afrika susunu igermektedir (Thiry
ve ark. 1990). BoHV-4 izolatlar1 arasinda genetik iliski ¢ok yiiksek olmasina karsin (Shen
ve ark. 1992; Van Santen 1993). BoHV-4 suslarinin, virus genomunun glikoprotein B (gB)
ve timidin kinaz (TK) gen bolgelerinin dizin analizine gore 3 genotip altinda gruplandig:
bildirilmistir. (Gonzalez Altamiranda ve ark. 2015, Kog¢ 2020, Bilge Dagalp ve ark. 2021).
Virus, 146 kb'lik biiyiik bir DNA genomuna sahiptir. Genom; 162 kapsomer (12 pentamer
ve 150 hekzamer) iceren bir ikosahedral kapsidle, her ikisinin olusturdugu 100-110 nm
capindaki niikleokapsid ise zar ile ¢evrilidir (Roizman ve Baines 1991). BoHV-4
virionlarinda; gB, gH, gL, gp180 ve gM olmak iizere bes zarf glikoproteini (peplomer)
tanimlanmustir (Lete ve ark. 2012). Zarf glikoproteinlerinden en az ii¢iiniin, virusun hiicrede
enfeksiyon baslatmasi igin kesinlikle gerekli oldugu ve doku tropizminde etkisi oldugu
diistiniilen virion ylizey glikoptoteinlerinin varyasyonlarinda 6nemli rol oynadigi

belirtilmektedir (Frazier ve ark. 2002). Tiim herpesviruslarin girisi i¢in gB, gH ve gL olarak



aslandirilan ii¢ glikoproteinin gerekli oldugu bildirilmektedir. gB glikoproteini viral
enfektivitede esansiyel bir proteindir (Little ve ark. 1981, Lomonte ve ark. 1997).

Herpesviruslarin  genel karakteristiginde oldugu gibi, BoHV-4 de primer
enfeksiyondan sonra konak¢ida latent kalmaktadir. BoHV-4’tin latentlik bolgeleri
monosit/makrofaj mononiikleer hiicreleridir (Donofrio ve ark. 2005). Yapilan ¢alismalarda,
ganglionlarinda BoHV-4’ iin latentligi i¢in olas1 bir yer oldugu belirtmistir (Homan and
Easterday 1981, Naeem ve ark. 1991). Ayrica, Egyed ve Bartha (1998) tarafindan kemik
iligi, lenf digiimleri ve sinir sisteminin farkli kisimlarinda BoHV-4 izolasyonu
gerceklestirilmistir.

BoHV-4’iin, 6zellikle baz1 insan kanser hiicre hatlarinda viral enfeksiyon sonucu
apoptozisi indiikledigi veya modiile ettigi belirtilmektedir. Bu olaya “Viro-onkoapoptozis”
denilmektedir. BoHV-4 enfeksiyonunun bazi kanser hiicre hatlarinda doza ve zamana bagl
olarak viral replikasyon i¢in gerekli olmayan erken donem BoHV-4 genlerinin ekspresyonu
ve kaspaz-10 aktivasyonuna bagl olarak apoptozisi indiikledigi tespit edilmistir. BoHV-
4’in bazi insan karsinomalarinin tedavisinde potansiyel bir viro-onkoapoptotik ajan

olabilecegi disiiniilmektedir (Gillet ve ark. 2005, Aligholipour Farzani ve ark. 2021).

2.2. Epidemiyoloji, Diinyadaki ve Ulkemizdeki Durumu

BoHV-4, ilk kez 1963 yilinda Macaristan’da solunum sistemi problemleri ve
keratokonjunktivitis belirtileri bulunan sigirlardan izole edilmistir (Bartha ve ark. 1966).
Sigirlar disinda, zebu (Bos indicus) (Moreno-Lopez J ve ark. 1989), Amerikan Bizonu
(Todd ve Storz. 1983), Afrika mandasi (Rossiter ve ark. 1989), koyun ve kegi gibi
ruminantlar da konakg1 spektrumunda yer almaktadir. Aslanlar, kediler ve maymunlarda da
sporadik olarak etken izolasyonu gercgeklestirilmistir (Barahona ve ark. 1973, Kruger ve
ark. 2000). Deneysel olarak , BoHV-4 iin kobaylari ve tavsanlari enfekte ettigi
gosterilmistir (Bublot ve ark. 1991, Kruger ve ark. 2000).

BoHV-4 nazal, konjuktival ve vajinal sekretlerle sagilmaktadir (Egyed ve ark. 1996,
Bilge Dagalp ve ark. 2020). Enfeksiyon, solunum yolu sekretleriyle aerosol olarak veya
buzagilarda enfekte annelerinden siit emme ile gerceklesir (Donofrio ve ark. 2000, Kalman
ve ark. 2004).

BoHV-4’iin reprodiiktif bozukluklar ve mastitis olgularinda komplikasyon

olusturdugu bazi bakteriyel ve viral mikroorganizmalarla iligkisi ortaya konulmustur



(Barkema ve ark. 1998, Kalman ve ark. 2004, Barkema ve ark. 2009, Cvetojevig ve ark.
2016, Szenci ve ark. 2016, Bilge Dagalp ve ark. 2020). Viral ajanlar arasinda en yaygin
olarak BVDV (Cvetojevic ve ark. 2016, Bilge Dagalp ve ark. 2020), nadiren BoHV-1 ve
parapox virus ile koenfeksiyon olusturdugunu bildiren arastirmalar bulunmaktadir (Areda
ve ark. 2018, Bilge Dagalp ve ark. 2020). Ayrica Escherichia coli, Streptococcus uberis,
Trueperella pyogenes, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus agalactiae, Histophilus
somni ve Staphylococcus aureus gibi bakteriyel ajanlarin neden oldugu mastitis olgularinda
da latentlik bolgesi olan makrofajlardan reaktive olarak kofaktor olarak daha siddetli ve
daha uzun siireli mastitis olgularina katkida bulunabilmektedir (Barkema ve ark. 1998,
Kalman ve ark. 2004, Barkema ve ark. 2009, Szenci ve ark. 2016, Ataseven, 2022). BoHV-
4, ayn1 endemik siiriilerde yetistirilen ineklerden izole edilmis olmasina ragmen, buzagi
veya diivelerden basarili bir sekilde izole edilmemistir. Dogum sonrasi endometriyal doku
tropizminin nedenleri belirsizdir ancak dogumdan hemen sonraki dénemde mevcut olan
mikrobiyal faktdrlerin endometriumun duyarliligini artirmas1 muhtemeldir. Bu yatkinlik
faktorleri; dogumdan veya bakteriyel metritisten kaynaklanan endometriyal hasar, dogum
sonrast mikrogevre (pH, tuzluluk, protein kalintis1 vd.), buzagilama veya hepatik lipidoz ile
iliskili immiinosupresyon olabilir. Gebelik ve dogumla iliskili glukokortikoid saliniminin
neden oldugu immiinosupresyon endometriyal enfeksiyonlarda temel bir yatkinlik
faktoridiir. Ayrica, deksametazon tedavisini takiben bogalarda ve buzagilarda latent
BoHV-4 enfeksiyonunun reaktivasyonu da gosterilmistir (Frazier ve ark. 2001). Distosi,
olii dogum ve ikiz buzagilama gibi diger problemlerin yani sira stresin de BoHV-4 ile
enfeksiyon riskinin artmasi i¢in dnemli bir hazirlayici faktor olabilecegini belirtmislerdir
(Areda ve ark. 2018).

Enfeksiyonun prevalans: ile iliskili risk faktorleri de tanimlanmustir. Onceki
aragtirmalarda, BoHV-4 ile yas, cinsiyet, laktasyon sayis1 (multiparite), laktasyon evresi ve
Klinik metritis arasinda anlamli1 diizeyde bir iliski oldugu gosterilmistir (Wellenberg ve ark.
1999, Bilge Dagalp ve ark. 2007, El Hassan ve ark. 2011, Areda ve ark. 2018). Bununla
birlikte, BoHV-4 ile irk, cografi konum veya mevsim arasinda anlamli bir iliski
bulunmamustir. Laktasyon sayisina gore BoHV-4 enfeksiyonu olasiligy, ilk laktasyondaki
ineklerle karsilagtirildiginda 4. (6.47 kat) ve 5. (6.79 kat) laktasyondaki inekler arasinda
daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Laktasyon evresine gore; erken evresindeki inekler (0-

120 giin), laktasyonun geg¢ evresindeki (>240 giin) ineklere kiyasla BoHV-4 enfeksiyonu



icin 8.27 kat daha yliksek oranlara sahiptir. Benzer sekilde, BoHV-4 ile metritis gelisimi
arasinda gii¢lii bir iliski bulundugu ve postpartum metritis olusumuna gore BoHV-4 ile
enfeksiyon olasiliginin olmayanlara kiyasla 4,51 kat daha yiiksek bulundugu rapor
edilmistir (Areda ve ark. 2018). Iki yasindan biiyiik hayvanlarin seropozitiflik oranlarmin
daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Wellenberg ve ark. 1999, Bilge Dagalp ve ark. 2007).

BoHV-4 enfeksiyonu, Tiirkiye’nin de i¢inde oldugu diinyanin bir¢ok iilkesinde
serolojik ve virolojik olarak tanimlanmistir. Yapilan c¢alismalarda enfeksiyonun
seroprevalansi diinyadaki sigir populasyonlarinda % 4,2-87,4 arasinda tespit edilmistir
(Naeem ve ark. 1989, Wellenberg ve ark. 1999, Graham ve ark. 2005, Nikolin ve ark. 2007,
Bilge Dagalp ve ark. 2007, Yavru ve ark. 2014). Frazier ve ark. (2002), dogum sonrasi
tilseratif endometritisli ineklerde BoHV-4'iin seroprevalansint %36 olarak bildirmistir.
Kalman ve ark. (2004), ayni siiriide bulunan yaklasik 300 inegin siit 6rneklerini PCR
teknigi ile incelemis ve saglikli ineklerin %5,9’unda ve mastitisli ineklerin %37,6’sinda
BoHV-4 niikleik asit varligini belirlemislerdir. Ayni arastirmada, mastitisli hayvanlarin siit
orneklerinde Escherichia coli, Streptococcus uberis ve S. aureus bakterileri de
belirlenmistir. Ayn1 aragtirmada tiim hayvanlar laktasyon donemi boyunca takip edilerek,
laktasyon siirecinde hem saglikli goriiniimliilerde hem de subklinik mastitis olgularinda
virus tespiti gerceklestirilmistir. Deim ve ark. (2007), aborte olmus sigir fetiislerinin
%29’unda BoHV-4 varlig1 tespit etmisler ve enfeksiyonun ineklerdeki abort vakalarinda
risk faktorii oldugunu belirtmislerdir. Nikolin ve ark. (2007), post-partum metritisli
ineklerde %84,37 oraninda seropozitivite tespit etmislerdir. Sudan’in farkli eyaletlerinde
yer alan siit sigircilig isletmelerinde reprodiiktif problemler, abort ve neonatal buzag:
Oliimleri bildirilmis ve s6z konusu siiriiler BoHV-1, BoHV-4 ve BVDV antikor varligi
yoniinden kontrol edilmistir. Seroprevelans oranlar1 sirasiyla infertilite vakalarinda%86,8,
%26,3, %81,6; abort vakalarinda %84,3, %48,6, %84,3 ve neonatal Oliimlerde %75,
%58,3, %91,67 olarak tespit edilmistir (El Hassan ve ark. 2011).

Ulkemizde BoHV-4 iizerine smirli sayida arastirma bulunmaktadir. Bilge Dagalp
ve ark. (2007), fertilite problemleri bulunan isletmelerde serolojik olarak %54,3 oraninda
seropozitiflik tespit etmislerdir. Baska bir ¢alismada (Bilge Dagalp ve ark. 2008), hem
Avrupa hem de Amerika izolatlarina yakinlik gosteren suslar izole edilmistir. Giir ve Dogan
(2010), repeat breeder tespit edilen hayvanlarda BoHV-4 seropozitiflik oranlarmi %69,
saglikli goriinimlii hayvanlarda %44 olarak tespit etmislerdir. Bilge Dagalp ve ark. (2010),



metritis problemleri belirtilen bir isletmede BoHV-4 varligini serolojik ve virolojik olarak
ortaya koymuslardir. Kale ve ark. (2011)’1 repeat breeder tespit edilen hayvanlarda BoHV-
4 seroprevalansini %53,7 olarak belirlemislerdir. Bilge Dagalp ve ark. (2011)’1 abort ve
neonatal Oliimlerin goriildigi isletmedeki hayvanlardan alinan 6rneklerin %52,5 inde

BoHV-4 niikleik asit varligini tespit etmislerdir.

2.3.Klinik ve Patogenez

BoHV-4 vulvovajinitis, orsitis, metritis, endometritis ve abort gibi c¢esitli
reprodiiktif bozukluklar, mastitis, piistiller meme dermatitisi, enteritis, bronkopndémoni
gibi farkl klinik problemlerin yani sira, 6len buzagilarin karaciger, beyin, dalak, akciger
gibi farkl dokularinda da saptanmistir (Czaplicki ve Thiry 1998, Donofrio ve ark. 2000,
Frazier ve ark. 2001, Kalman ve ark. 2004, Monge ve ark. 2006, Egyed ve ark. 2011,
Bellino ve ark. 2015, Delooz ve ark. 2017, Bilge Dagalp ve ark. 2020). Ayrica, saglikli ve
asemptomatik hayvanlarda da virusun varligi ortaya konulmustur (Egyed ve Bartha 1998,
Kalman ve ark. 2004, Graham ve ark. 2005, Monge ve ark. 2006).

BoHV-4 mukoza epitel  hiicrelerinde replike  olmakta, sonrasinda
monosit/makrofajlar ~ (mononiikleer  hiicreler) aracilifiyla tiim  organizmaya
yayilabilmektedir. Virus endometrial ve endotel hiicrelerine tropizm gosterir. Plasental
bariyeri gegerek fotusu enfekte olabildigi gibi plasental hiicrelerde yikimlanma ve buna
bagl fonksiyonel bozukluk sonucu aborta neden olabilmektedir (Fabian ve ark. 2008).
Frazier ve ark. (2001), BoHV-4 enfeksiyonu ile iligkili postpartum siipiiratif ve iilseratif
endometritis tablosu gézlemlemis, uterus epiteli ve endotelinde elektron mikroskobu ile
herpesviriis partikiilii belirlemislerdir.

BoHV-4, endometrial stromal hiicreler i¢in dikkate deger bir tropizme sahiptir
(Donofrio ve ark. 2007). BoHV-4'ln, sigirlarda postpartum metritis gelisiminde bir
kofaktor olarak olduk¢a karmasik bir rolii oldugu varsayilabilir (Jacca ve ark. 2013).
Dogum sonrast ineklerin uterusu; uterus bagisiklik sistemini uyaran, reprodiiktif
performansin diigmesine ve sik uterus enfeksiyonlarina neden olabilecek cesitli patojenik
bakteri tiirleri ile kontamine olur ancak bu tiir enfeksiyonlar 3 hafta igcinde temizlenir
(Frazier ve ark. 2002, Sheldom ve Dobson 2004, Lewis 2004). Dogumu takiben uterusun
bakteriyel enfeksiyonunun, siirekli olarak BoHV-4 ile enfekte olmus makrofajlarda BoHV-

4 litik replikasyonunu aktive eden, inflamatuar yanitlarin énemli bir aracis1 olan COX-2



proteini ekspresyonunu ve prostaglandin E (PGE2) salgilanmasini indiikledigi rapor
edilmistir (Zhu ve ark. 2002, Donofrio ve ark. 2005). PGE2 ile indiiklenen replikasyonun
bir sonucu olarak yeni iiretilen BoHV-4 partikiilleri uterus zarlarin1 enfekte edebilir ve bu
durum PGE2 sekresyonunu daha da arttirir. Bu nedenle, PGE2 tiretimi ile viral replikasyon
arasindaki bu pozitif geri besleme mekanizmasi BoHV-4'lin metritise neden olmadaki
roliinii aciklayabilir (Donofrio ve ark. 2005). Ayrica, virusun reaktivasyonunu baslatici en
erken gen (IE2) {irlinii ORF50/Rta’nin, IL-8 iiretimini de indiikleyerek enflamasyonu akut
ve gecici bir durumdan (metritis) kronik bir duruma (endometrit) dogru kaydirdig:
vurgulanmistir (Donofrio ve ark. 2010).

Reprodiiktif dongiiniin luteal faz1 sirasinda progesteron diizeyinin diger fazlara gore
onemli 6l¢iide daha yiiksek olmasi, progesteron hormonunun genital sistemdeki bagisiklik
hiicrelerinin sayisini azaltmasi ve sitokin sentezini inhibe etmesi nedeniyle reprodiiktif
sistemin BoHV-4 enfeksiyonuna luteal fazda folikiiler faza gore daha duyarli olabilecegi
ileri siirlilmiistiir. Ayrica, uterustaki enfekte monositik hiicre sayisi, vajina ve
servikstekinden onemli Olglide diisiik oldugu igin uterustaki BoHV-4 enfeksiyonunun
vajina ve servikstekinden daha az etkili olabilecegi, BoHV-4'iin genital sistemi kolayca

enfekte ettigi ve genital sekresyonlarla bulasabilecegi de gosterilmistir (Yang ve ark. 2017).

2.4. Tam

Sigirlarin BoHV-4 enfeksiyonlarina karsi humoral bagisiklik tepkisi ve buna baglh
olarak nétralize edici antikor tepkisi ¢ok diisiiktiir. Hatta baz1 durumlarda nétralize edici
antikorlar saptanamamaktadir. Bu nedenle antikorlarin belirlenmesi i¢in nétralizasyon testi
uygun bir yontem degildir. Antikor tespiti i¢in hassas bir test gereklidir (Thiry ve ark.
1990). BoHV-4'e 6zgiil antikorlar; komplement fikzasyon (KF) testi, indirekt floresan
antikor testi (IFA), immiinoperoksidaz (IP) veya ELISA ile tespit edilebilmektedir (Sass ve
ark. 1974, Guo ve ark. 1988, Wellenberg ve ark. 1999). Kan serumu 6rneklerinde BoHV -
4’e kars1 spesifik antikorlarin tespiti icin ELISA en ¢ok kullanilan yontemdir. ELISA’nin
sensitivitesi KF testinden daha yiiksektir (Guo ve ark. 1988). Spesifik antikorlarin
saptanmasinda ticari indirekt ELISA tercih edilmektedir (Cabalar 2021).

BoHV-4 ile viral ve bakteriyel etkenler arasinda ko-enfeksiyonlarin olusmasi Klinik
taniy1 zorlagtirmaktadir. Kesin teshis ancak virolojik ve serolojik yontemlerle yapilabilir.

Hastalikli hayvanlardan alinacak nazal, konjunktival ve vajinal akint1 drnekleri, abort



olmus fotus dokulari, plasenta, kan mononiiklear hiicreleri ve lenfoid organlardan
hazirlanan inokulumlar virus izolasyonu amaciyla MBBK, BHK-21 gibi hiicre kiiltiirlerine
inokiile edilebilir. Ancak, virusun belirgin bir sitopatojenite gostermemesi izolasyonu
olumsuz yonde etkileyen bir faktordiir. (Cabalar 2021). Deneysel olarak enfekte olmus
tavsanlardan alinan organ 6rneklerinden BoHV-4 DNA'sin1 saptamak igin polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) gelistirilmistir (Egyed ve ark. 1996, Lin ve ark. 1999). Solunum ve
genital sistem akintilari, aborte fotus dokulari, plasenta, semen ve siit 60rneklerinde viral
DNA tespiti i¢in virusun gB ve TK bolgelerini hedef alan PCR ydntemi kullanilmaktadir.
(Wellenberg ve ark. 2002, Nikolin ve ark. 2008, Egyed ve ark. 2011, Cvetojevi¢ ve ark.
2016, Kog 2020, Bilge Dagalp ve ark. 2021).

2.5.Kontrol ve Miicadele Stratejileri

BoHV-4 iin patogenezisi lizerine yapilan ¢alismalarin ve elde edilen verilerin yeterli
diizeyde olmamasi, hastalik teshisinde etiyolojik olarak roliiniin spesifik belirlenememesi,
latentlik iizerine yapilan calismalarin verilerinin yeterli diizeyde olmamasi ve en dnemlisi
diisiik aviditeli antikor olusumu sekillenmesi nedeniyle basarili bir as1 gelistirilememistir
(Bilge Dagalp ve ark. 2010). BoHV-4 spesifik antikorlar1 primer enfeksiyondan 15-20 giin
sonra belirlenebilmektedir. Antiviral immunitede, humoral antikorlarin titresinin ve yari-
Omriiniin disiik ve kisa siireli olmasindan dolayr hiicresel immunite daha 6nemli role
sahiptir. (Cabalar 2021).

BoHV-4 viruslar, bakteriler ve protozoanlar dahil olmak iizere diger patojenlerle
birlikte sigirlarda endometrit olgulari, abort ve solunum sistemi enfeksiyonlarinda bir
kofaktor olarak rol oynamaktadir (Reed ve ark. 1979, Frazier ve ark. 2002, Chastant
Maillard 2015, Cvetojevi¢ ve ark. 2016, Gagnon ve ark. 2017). Primer hastalik yapici
etkinligi kanitlanan ve bazilart immunsupresyona neden olan bu mikrobiyal etkenler, latent
enfekte hayvanlarda virus reaktivasyona yol acarak siddetli klinik semptomlarla seyreden
hastalik tablolar1 olusturabilmektedir. Onceki arastirmalar, mastitis ve reprodiiktif
problemlerde BoHV-4’iin ko-enfeksiyon olusturdugu viral etkenler arasinda BVDV
prevalansinin (Reed ve ark. 1979, Cvetojevi¢ ve ark. 2016, Bilge Dagalp ve ark. 2020)
BoHV-1 ve parapox prevalansina (Areda ve ark. 2018, Bilge Dagalp ve ark. 2020) gore
daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Reprodiiktif hastaliklarda ve oOzellikle klinik

mastitisli hayvanlarin 6rneklerindeki bakteriyel etkenler ise Escherichia coli,



Streptococcus uberis, Trueperella pyogenes, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
agalactiae, Histophilus somni ve Staphylococcus aureus (Barkema ve ark. 1998, Kalman
ve ark. 2004, Barkema ve ark. 2009, Szenci ve ark. 2016) olarak bildirilmistir. Uterus,
serviks gibi reprodiiktif dokulardaki lokal Histophilus somni ¢ogalmasi PGE2 gibi
molekiillerin sentezi ve takiben BoHV-4'ln reaktivasyonunu etkinlestirirken, lokal
makrofaj ve noétrofil islevlerinin (opsonizasyon, antijen sunumu, Oldiirme etkinligi)
etkinligini ise azaltmaktadir. Bunun neticesinde, hem mikroorganizmalar birbirinin
replikasyonunu tesvik eder hem de bagisiklik sisteminin miidahalesini sinirlandirir. Hedef
dokular ayni1 anda farkli mikroorganizma tiirlerinin saldirisiyla karsi karsiya kalir (Donofrio
ve ark. 2005, Perez ve ark. 2010, Szenci ve ark. 2016). Bu etkenlere yonelik planlanacak
profilaktik ve metafilaktik uygulamalarla BoHV-4’ le birlikte olusan ko-enfeksiyonlar
kontrol altma almabilir. Ozgiinliik ve Yildirim (2017), yetistiricilerin egitimi, hayvan
hareketlerinin kontrolii, BVDV ile persiste enfekte hayvanlarin tespiti-eliminasyonu ve asi
uygulamasinin BoHV-1 ve BVDV enfeksiyonlarinin prevalansinin diisiiriilmesinde 6nemli
oldugunu belirtmiglerdir. BoHV-4 tarafindan kofaktor olarak desteklenen bakteriyel ve
viral etkenlere bagli olusan reprodiiktif problemlerin ve klinik mastitisin dnlenmesi igin
asilama birincil hedef olmalidir (Ataseven 2022). Asilama ile birlikte bulasici (siitle
bulasan) etkenlerden kaynaklanan enfeksiyonlar1 kontrol altina almak i¢in; enfekte
hayvanlarin izole edilmesi, sagim hijyeninin ve tekniginin daha iyi hale getirilmesi,
hayvanlarin direncinin yiiksek tutulmasi, erken teshis (6n siitiin kontrolii/somatik hiicre
sayimi) ve etkili tedavi uygulamalari gibi unsurlar planlanmalidir (Hulsen ve ark. 2016).
BoHV-4 enfeksiyonunun miicadelesinde; seropozitif hayvanlar siiriiden
cikartilmali, yeni doganlar seronegatif annelerin kolostrum/siitii ile beslenmeli ve latent
virusun reaktivasyonunu Onlemek i¢in stres dogurucu faktorlerden uzak durulmalidir
(Cabalar 2021). Son arastirmalar, farkli klinik olgulardan izole edilen virus suslarinin
antijenik ve genetik karakterizasyonunun net bir sekilde ortaya konulmasiyla rekombinant
as1 caligmalar1 yapmanin miimkiin olabilecegini vurgulamaktadir (Bilge Dagalp ve ark.

2010).



3. GEREC VE YONTEM

3.1.Gerec¢
3.1.1. Hayvan Materyali

Arastirmada Kasim 2020-Mart 2021 tarihleri arasinda Hatay il Tarim ve Orman
Miidiirliigii’niin kayitlarina gore manda popiilasyonunun en yogun oldugu Kirikhan
ilcesinde halk elinde yetistirilen ve (sahiplerinin goniilli oldugu) 18 adet aile
isletmesindeki saglikli goriiniislii 3 ayliktan biiyiik farkli yas gruplarinda mandalardan
tesadiifi ornekleme yoluyla jelli tiiplere toplam 150 adet kan 6rnegi toplandi. Yas
ortalamasinin 12,91+7,45 aylik oldugu belirlendi. Yas gruplarina gore, 3-6 aylikgruptan
35 adet; 6 aylhigin iizerindeki gruptan 115 adet mandadan kan ornegi toplandi.
Orneklemeler sirasinda infertilite, abort veya o6lii dogum gibi reprodiiktif sistem
enfeksiyonu bulgularina yonelik anamnez verilmedigi ve klinik bulgu tespit edilemedigi
icin subklinik veya latent enfekte hayvanlarin belirlenebilmesi amaciyla klinik olarak
saglikli goriiniislii 3-36 ay yas araligindaki 100 adet mandadan da genital (81 vajinal ve
19 praeputial) sivap 6rnegi alindi. Orneklerin isletmelere gore dagilimlari Cizelge 3.1°de
gosterildi.

Bu tez calismasmin yiiriitiilmesi Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu (Tarih: 24.06.2020; Karar No. 2020-04-27) tarafindan

onaylanmustir.
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Cizelge 3.1. Toplanan 6rneklerin isletmelere gore dagilimlari.

Siirii No. Manda No. Isletme Tipi Cinsiyet Seropozitif No.
Dagilim (%)
Disi | Erkek
1 8 Karma 6 2 8 (100)
2 10 Karma 9 1 9 (90)
3 6 Manda 3 3 3 (50)
4 5 Manda 3 2 5 (100)
5 7 Karma 3 4 4 (57,1)
6 11 Karma 6 5 5 (45,4)
7 2 Manda - 2 1(50)
8 19 Manda 9 10 10 (52,6)
9 15 Karma 7 8 5(33,3)
10 5 Karma 4 1 1 (20)
11 10 Karma 7 3 0 (0)
12 6 Karma 3 3 3 (50)
13 1 Manda 1 - 0(0)
14 2 Manda - 2 1 (50)
15 7 Manda 2 5 3 (42,8)
16 1 Karma - 1 1 (100)
17 8 Manda 5 3 3(37,5)
18 27 Karma 13 14 3(11,1)
Toplam 150 - 81 69 65 (43,3)
3.2.Yontem

3.2.1. Materyallerin Hazirlanmasi

3.2.1.a.Kan Serumu Ornekleri

Koagulan madde olarak jel iceren tiiplere alinan kan ornekleri laboratuvarda

13000xg devirde 5 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan serum 100-1000 pL hacimli

mikropipet ucu yardimiyla ependorf tiiplerine aktarilarak test edilinceye kadar -20°C derin

dondurucularda saklandi.
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3.2.1.b.Genital Sivap Ornekleri

Kuru sivap ¢ubuklar ile toplanan genital sivap 6rneklerinin her biri kendilerine ait
icinde 2 mL PBS bulunduran tiiplerde laboratuvara getirildi. Laboratuvarda
vortekslendikten sonra steril ependorf tiiplerine aktarilarak 8000xg devirde 5 dakika
santrifiij edildi ve siipernatant yeni steril ependorf tiiplerine aktarildi. Ornekler, test

edilinceye kadar -20°C derin dondurucularda saklandi.

3.2.2. Indirek ELISA

Manda serumlarinda BoHV-4 spesifik antikor varligi BoHV-4 antijeni kapl ticari
bir indirek ELISA Kiti (Monoscreen Ab ELISA, double wells, Bio-X Diagnostics, Belgika)
kullanilarak {iretici firmanin kit kilavuzunda belirttigi sekilde test edildi. ELISA
pleytlerinde tek rakamli gézler (1,3,5,7,9,11) sensitize antijen kapliyken, ¢ift rakamli gozler
(2,4,6,8,10,12) kontrol olarak degerlendirildigi i¢in herbir serum 6rnegi tek ve ¢ift rakamli
gozlerde test edildi. ELISA pleytinin Al ve A2 gozleri pozitif, Bl ve B2 gozleri negatif
kontroller igin ayrildi. Oncelikle kontroller ve tiim serum drneklerinin ayr1 bir pleytte 1/10
on sulandirmast hazirlandi. Onceden 90 pL diliisyon tamponu eklenen kit gozlerine bu
sulandirmalardan 10pL alinarak 1/100 sulandirmalari hazirlandi. Tiim serum 6rnekleri ve
kontroller 21°C’de 1 saat inkubasyona birakildi. Siire sonunda 3 kez yikama soliisyonu ile
yikand1 ve pleyt gozleri dikkatli bir sekilde kurutuldu. Tiim goézlere 1/50 oraninda
hazirlanan konjugat soliisyonundan 100uL eklenerek 21°C’de 1 saat inkubasyona birakildi.
Siire sonunda 3 kez yikama soliisyonu ile yikandi ve pleyt gozleri dikkatli bir sekilde
kurutuldu. Tim go6zlere 100uL substrat soliisyonu eklendi ve karanlik ortamda 21°C’de 10
dakika beklendikten sonra tiim gozlere S0uL. “Reaksiyon durdurma (Stop)” soliisyonu
eklenerek 450nm dalga boyunda ELISA okuyucuda optik dansite degerleri okutuldu.
Sonuglar kit kilavuzunda belirtilen matematiksel yontem kullanilarak asagida belirtilen

formiilasyonla hesaplandi (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. ELISA sonuglarinin degerlendirme formiilii.

Degerlendirme

(+) kontrol A1 ODaso> 0,7
(-) kontrol: B1 OD450<0,3
% Deger: SerumODa4s0 x100

PK ODas0
Pozitivite Dereceleri
<%30 Negatif
>%30 - <%60 +
>%60 - <%90 ++
>%90 - <%120 +++
>%120 - <%150 ++++
>%150 +++++

3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
3.2.3.a.Viral Niikleik Asit izolasyonu
Genital sivap Orneklerinden viral niikleik asit izolasyonu ticari niikleik asit

ekstraksiyon kiti (Roche HighPure Viral Nucleic Acid Extraction kit, Almanya)
kullanilarak gerceklestirildi. izolasyon asamalart;
a. Siipheli drnekten 200uL ependorf tiipiine alindi.
b. Uzerine 200uL proteinaz K enzimi ve baglanma soliisyonu igerisinde hazirlanan
tastyict (poly A) igeren ¢alisma sollisyonundan 200uL eklenerek vortekslendikten sonra
su banyosunda 72°C’de 10 dakika inkube edildi.
c. Inkubasyondan ¢ikarilan érnegin iizerine 100uL baglanma soliisyonu eklenerek tekrar
vortekslendi ve spin kolon bulunan bir tiipe aktarildi.
¢. Spin kolon filtre iceren tiip 8000xg’de 1 dakika santrifiij edildi ve alttaki tiip atilarak
spin kolon filtre yeni bir bos tiipe alindi.
d. Spin kolon filtrenin tizerine 450uL inhibitor uzaklastirici tampon eklendi ve 8000xg’de
1 dakika santrifiij edildi.
e. Yeni bir bos tiipe alinan spin kolon filtrenin iizerine 500pL yikama soliisyonu
eklendikten sonra 8000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.

f. Spin kolon filtre yeni bir bos tiipe alindiktan sonra son bir kez 13000xg’de 10 saniye

santrifiij edilerek kalintilar uzaklastirildi. Son asamada viral niikleik asitin aktarilacagi
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ependorf tiiplerine almman spin kolon filtre iizerine 50uL eliisyon tamponu eklenerek
8000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Stok tiipline alinan niikleik asit ekstrakti, PCR
amplifikasyonunda kullanilmak iizere test edilinceye kadar -20°C derin dondurucularda

saklandi.

3.2.3.b.Viral Niikleik Asit Amplifikasyonu

Wellenberg ve ark. (2001)'nin bildirdigi, virusun gB gen bolgesine yonelik primer
cifti (sentetik oligoniikleotit dizileri) ve ticari mastermiks soliisyonu (5xHot FIREPol PCR
mastermiks with 15 mM MgClz, Solis BioDyne, Estonya) kullanilarak spesifik PCR
amplifikasyonu gerceklestirildi (Cizelge 3.3). Amplikonlarin gdériintiilenmesi amaciyla
0,5xTBE (Tris Boric Acid-Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid) soliisyonu iginde
%1,5’1uk olarak hazirlanan agaroz (Prona, EU) soliisyonuna 0,2pg/mL konsantrasyonunda
niikleik asit boyasi (Safe View Fire Red, ABM, Kanada) ilave edilerek polimerize olduktan
sonra elektroforez tankina alindi. 615 bp biiyiikliglindeki spesifik iiriin band1 100-3000
bp’lik DNA standardi (100bp DNA Ladder Plus, Hibrigen Biyoteknoloji, Tiirkiye) ile
karsilastirilarak ve jel goriintiileme sistemi (UVP EC3W Darkroom, Cambridge, Birlesik
Krallik) kullanilarak goriintiilendi. Negatif kontrol olarak DNase/RNase distile su
kullanildi.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan primerlerin dizin ve PCR protokolii (Wellenberg ve ark. 2001).

Primer Dizin (5°-3°) Reaksiyon protokolii
Baslangi¢ 95°C’de 13 1siklus
denatiirasyonu  dak.

BoHV-4/gB1 Denatiirasyon 95°C’de 15 sn

CCCTTCTTTACCACCACCTACA Baglanma 56°C’de 45 sn 35
siklus

BoHV-4/gB2 Uzama 72°C’de 55 sn

TGCCATAGCAGAGAAACAATGA

Son uzama 72°C’de 10 1siklus
dak.
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3.2.4. Istatistiksel Analizler

BoHV-4 seroprevalansi lizerine isletme tipi (karma/manda), yas ve cinsiyet
etkisinin belirlenmesinde Pearson Ki-Kare analizi kullanildi. Tanimlayici istatistikler
frekans yiizde olarak gosterildi. Istatistik olarak anlamli fark smir1 p<0,05 olarak belirlendi.

Istatistiksel analizlerde SPSS 23.0 paket programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Serolojik Bulgular ve Istatistiksel Degerlendirme

Arastirmada Orneklenen 150 mandadan 65 adedinde (%43,0) BoHV-4 spesifik
antikor varlig1 saptandi. Genel olarak igletme diizeyindeki seropozitiflik oranlart %0-100
arasinda belirlendi.

Yetistirme tiplerine gore karma yetistiricilik yapan isletmelerde seropozitiflik
oranlar1 %10-100 arasinda, sadece manda yetistiriciligi yapan isletmelerde ise %0-100
arasinda oldugu saptandi. Orneklenen hayvanlardan 36 disi (%43,9) ve 29 erkek hayvanda
(%42,0) virus spesifik antikor varligi tespit edildi. Yas gruplarina gore ise 3-6 aylik yash
grupta 17 (%48,6) ve 6 ayliktan biiyiikk mandalarin 48 (%41,7) adedinde seropozitiflik tespit
edildi. BoHV4 seroprevalansi iizerinde isletme tipi, yas ve cinsiyetin etkisi istatistiksel

olarak anlamli bulunmad (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Isletme tipi, yas ve cinsiyet gruplarmin istatistiksel degerlendirmesi.

Parametreler Negatif Pozitif P degeri
n (%) n (%)

Isletme Tipi

Manda 24 (48,0) 26 (52,0) 0,130

Karma 61 (61,0) 39 (39,0)

Yas

3-6 ay 18 (51,4) 17 (48,6) 0,475

>6 aydan biiyiik 67 (58,3) 48 (41,7)

Cinsiyet

Disi 45 (55,6) 36 (44,4) 0,766

Erkek 40 (58,0) 29 (42,0)

Toplam 85 (56,7) 65 (43,3)

Serum antikor diizeylerini gosteren ODaso lizerinden hesaplanan yiizde degerleri
dretici firmanin bildirdigi sekilde +1°den +5’e gore siralandiginda (Tablo 2) yas ve
cinsiyet ayirtetmeksizin Orneklenen serumlarin % pozitivite degerleri ortalamasinin
(Ortalama=standart sapma) 1,82+0,093 oldugu belirlendi. Orneklenen serumlar arasinda en
yiiksek deger olan +4 pozitivite degeri 6 ayliktan biiylik erkek bir mandada belirlendi
(Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.2 Cinsiyete gore seropozitiflik diizeylerinin dagilimi.

Pozitiflik Disi Erkek Toplam
Diizeyi n:85 (%) n:65 (%0) n:150 (%)
+ 20 (23,5) 14 (21,5) 34 (22,7)
++ 6(7,1) 4 (6,2) 10 (6,7)
+++ 10 (11,8) 10 (15,4) 20 (13,3)
++++ - 1(1,5) 1(0,6)
+++++ - - -
Toplam 36 (42,4) 29 (44,6) 65 (43,3)

Cizelge 4.3. Yas gruplarina gére seropozitiflik diizeylerinin dagilimi

3-6 ay >6 ay
n n
+ 12 22
++ 2 8
+++ 3 17
++++ < 1
+++++ - -
Toplam 17 (%48,6) 48 (%41,7)

4.2. PCR Bulgular:

Saglikli gorlinlimlii mandalardan alinan genital sivap drneklerinin hicbirinde

BoHV-4 niikleik asit varlig1 belirlenemedi.
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5. TARTISMA

Saglikli goriiniimli sigirlardan oldugu gibi postpartum metrit, vulvovajinit ve abort
gibi reprodiiktif bozukluklar basta olmak {lizere deri lezyonlari, iilseratif mamillit, enterit
gibi farkli klinik bulgular sergileyen sigirlardan da izole edilen (Belak ve Palfi 1974,
Kalman ve ark. 2004) bir gammaherpesvirus olan BoHV-4, tiim sigir popiilasyonlarini
etkilemektedir (Egyed ve ark. 1996, Egyed ve Bartha 1998).

Serolojik ve virolojik calismalar, Afrika mandasinin da bu virus i¢in dogal bir
konake¢1 oldugunu gostermistir (Dewals ve ark. 2006). BoHV-4'lin sigir ve mandalardan
izole edilen farkli suslarinin Bo17 gen analizleri tiirleraras1 bulagma olayinin yaklagik 700
bin y1l kadar 6nce gergeklesmis olabilecegini ve virusun o zamandan beri sigirlarla birlikte
evrimleserek sigirlarda ve mandalarda enfeksiyon olusturan iki ayri dal olusturdugunu
ortaya koymustur (Markine-Goriaynoff ve ark. 2003). Kenya'da vahsi Afrika manda
(Syncerus caffer) popiilasyonunda gergeklestirilen bir arastirmada, saglikli goriiniimlii
vahsi Afrika mandalarinin %94°niin BoHV-4 spesifik antikorlara sahip oldugu ve kan
orneklerinin %25’inden virusun izole edildigi bildirilmistir (Rossiter ve ark. 1989). Bir
baska arastirmada ise Dogu ve Giiney Afrika'daki cesitli alanlardaki vahsi Afrika
mandalarindan alinan 400 serum Orneginde %068'lik bir BoHV-4 seroprevalansi rapor
edilmistir (Dewals ve ark. 2005). Ulkemizde sigirlarda gerceklestirilen smirli sayidaki
arastirmada enfeksiyonun seroprevalanst %29,3-69,6 arasinda degisen oranlarda
bildirilmistir (Bilge Dagalp ve ark. 2007, Giir ve Dogan 2010, Yildirim ve ark. 2011, Kale
ve ark. 2011, Oztiirk ve ark. 2012, Avci ve Yavru 2013). Bu arastirmalardan bir kismi abort
veya repeat breeder gibi klinik bulgularin gorildigi sigircilik  isletmelerinde
gerceklestirilmistir. Ulkemizde BoHV-4 varligmin ilk defa ortaya konuldugu ¢aligmada,
Tiirkiye’nin ii¢ farkli bolgesinde yer alan postpartum metrit, abort ve repeat breeder gibi
reprodiiktif problemlere sahip siit sigirciligi isletmelerinde enfeksiyonun seroprevalansinin
%54,3 oldugu bildirilmistir (Bilge-Dagalp ve ark. 2007). Ulkemizde gergeklestirilen diger
serolojik ve virolojik caligmalarda, Konya ilindeki bir siit sigircilig1 isletmesinde %20,22
(Avct ve Yavru 2013); Kars ilinde 10 siit sigirciligi isletmesindeki gebeligin 1. ve 2.
trimesterlerinde abort yapan ineklerden 6rneklenen serum érneklerinin %11,4’tinde BoHV-
4 spesifik antikor varligi bildirilmistir (Y1ldirim ve ark. 2011). Isletme bazinda %33,1-69,5
arasinda seropozitiflik bildirilmekle birlikte reprodiiktif patolojiler ile BoHV-4
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seropozitifligi arasinda istatistiksel anlam oldugu da rapor edilmistir (Yildirim ve ark.
2011). Bu arastirmada, 6rneklenen 150 mandadan 65 adedinde (%43,3) BoHV-4 spesifik
antikor varlig1 saptanmistir. Genel olarak isletme diizeyindeki seropozitiflik oranlart %0-
100 arasinda belirlenmistir. Yetistirme tiplerine goére seropozitiflik oranlari, karma
yetistiricilik yapilan isletmelerde %10-100 arasinda, sadece manda yetistiriciligi yapilan
isletmelerde %0-100 arasinda degistigi tespit edilmistir. Bu aragtirmada Orneklenen
serumlarin pozitivite degerlerinin 1,82+0,093 diizeyinde oldugu belirlenmistir. BoHV-4
spesifik antikorlarin titresinin ve aviditesinin diisiik, yari-dmriiniin kisa olmas1 nedeniyle
(Donofrio ve ark. 2000), bu calismada tek serum 6rnegi ile ¢alisildigindan ve avidite testi
yapilmadigindan sadece seropozitivite diizeylerine bakarak enfeksiyonun statiisii (latent,
akut veya reenfeksiyon) degerlendirilememistir. Ancak, bu arastirmadaki seroprevalans
sonugclari ile iilkemizde sigirlarda gerceklestirilen dnceki ¢alismalarin sonuglar1 benzerlik
gostermektedir. Bununla birlikte, bazi ¢alismalarda 6zellikle reprodiiktif problemleri olan
sigirlarda %50' nin {izerinde prevalans bildirilmektedir. Bununla birlikte, saglikli gériiniislii
hayvanlarda da virus varligi saptanmasina ragmen, bu arastirmada Orneklenen genital
stvaplarin higbirinde viral niikleik asit tespit edilememistir. Isletmelerde tesadiifi
ornekleme yapilmasi nedeniyle saglikli goriiniimlii mandalarda 6rnekleme doneminde
virus sac¢iliminin olmamasina bagli olarak virus tespiti yapilamadig: diigiiniilmektedir.

Bu calismada, yas gruplarina gore 3-6 aylik yas grubunun %48,6 (17/35)’sinda, 6
ayliktan biiyiik yas grubunda ise %41,7 (48/115)’sinde seropozitiflik tespit edildi. 6
ayliktan kiigliklerdeki seropozitiflik orani, 6 ayliktan biiyilk yas grubuyla
karsilastirildiginda goreceli olarak daha yiiksek bulunmustur. Bilge-Dagalp ve ark. (2007)
tarafindan yapilan ¢alismada BoHV-4 enfeksiyonun seroprevalansinin 2 yasindan biiyiik
sigirlarda, 2 yasindan kiiciik sigirlara oranla daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. El-
Hassan ve ark. (2011), 6-12 (%3,9) ve 12-24 aylik (%2,8) sigirlarda benzer prevalans
oranlar1 saptanmasina ragmen, 6zellikle 36 ayliktan biiytik (%29,2) yasli hayvanlarda geng
hayvanlara oranla daha yiiksek seropozitiflik oldugunu ve bu farkliligin da istatistiksel
olarak 6nemli oldugu gostermislerdir. Bu arastirmada her iki yas grubundaki seroprevalans
dagilimlan istatistiksel olarak anlamli bulunmamasina karsin, 6zellikle 6 ayliktan kiigiik
mandalardaki yliksek seropozitiflik oranlarimin maternal antikor kaynakli veya
yasamlarinin ilk yilindaki bir enfeksiyona bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Onceki

arastirma sonuglartyla (Bilge-Dagalp ve ark. 2007, El-Hassan ve ark. 2011, Areda ve ark.
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2018) karsilastirildiginda, enfeksiyona karsi farkli duyarhiliklardaki tiirlerle calisiimasi
(s1g1r ve manda), yetistirme tiplerinin farkli olmasi (karma veya tek tiir yetistirme), kiiciik
yas gruplarinin Orneklenmesi, cografi alan ve Orneklem biiyiiklikleri (n:150) gibi
farkliliklar bulunmaktadir. Areda ve ark. (2018)’1 yaptiklar1 ¢calismada laktasyon sayisi,
laktasyon evresi ve postpartum metritisle BoHV-4 enfeksiyonu arasinda anlamli bir iliski
oldugu gosterilmesine karsin, 1rk, cografi konum ve mevsimsel iligki bulunamamustir.

Bu arastirmada, disilerin %43,9 (36/81) ve erkeklerin %42,6 (29/69)’sinda BoHV-
4 spesifik antikor varlig1 gosterilmistir. Onceki arastirmalarda, disilerde erkeklere kiyasla
daha yiiksek bir seropozitiflik saptandigi rapor edilmistir. Ayrica, EHV-3 seroprevalans
calismalarinda, kullanim (yaris, damizlik, tasima gibi) amacinin prevalansi
etkileyebilecegi, Ozellikle yiiksek prevalans oranlarinin disilerdeki ¢iftlesme ve genital
organlarin inspeksiyonunun sikligiyla iligkili oldugu rapor edilmistir. (Ataseven ve ark.
2014, Pagamjav ve ark. 2011). Bu arastirmada, 6rneklenen mandalarda dogal asim yontemi
kullanilmaktadir. Disi ve erkek mandalardaki seroprevalans oranlarinda biiyiik farklilik
saptanmamasina karsin disi mandalarda goreceli olarak daha yiiksek prevalans tespit
edilmis, ancak bu farklilik istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. Deneysel ¢aligmalar
siit, salya ve spermada aralikli sagilim oldugunu gostermistir (Frazier ve ark. 2002). Her iki
cinsiyetteki benzer seroprevalans oranlarinin dogal agim kaynakli venereal bulasmanin bir

sonucu olarak sperma yoluyla olabilecegini diisiindiirmektedir.
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6. SONUC

Arastirmada calisilan manda populasyonunda BoHV-4 seroprevalansinin yiiksek oldugu
saptandi. Bir ruminant tiirii olmasindan dolay1 sigirlardaki BoHV-4 enfeksiyonunun
miicadelesinde uygulanacak stratejiler mandalarda da uygulanabilir. Bu amagla;

Diisiik seroprevalans oranlarina sahip siiriilerde seropozitif hayvanlar siiriiden
cikartiimali,

Yeni dogan yavrular, seronegatif annelerin kolostrum ve siitii ile beslenmeli,

Latent virusun reaktivasyonunu 6nlemek i¢in stres dogurucu faktorlerden kaginilmali,
Virusun etkilestigi diger mikroorganizmalardan agis1 olanlarin kullanimi mandalarda da

korunma/miicadele protokollerine eklenmeli ve

Meme sagligi i¢in sagim hijyeni protokollerine uyulmalidir.
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