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IPV): NÖTRALİZAN ANTİKORLARININ 
SAPTANMASI VE MDBK, PRiMER DANA BÖBREK 

HÜCRE KÜLTÜRLERİNDE VİRUS İZOLASYONU 

INFECTIOUS BOYINE RHINOTRACHEITIS- INFECTIOUS 
PUSTULAR VULVOVAGrNITIS (IBRIIPV): DETECTION OF 

NEUTRALIZATION ANTffiODIES AND ISOLATION OF THE 
VIRUS IN MDBK AND PRJMARY CALF KIDNEY CELL CUL

TURES. * 

Özden KABAKLI ** K. Tay/im ÇARLI *** 

ÖZET 

Bu çalışmada, Türkiye'nin çeşitli bölgelerinden, sağlıklı görülen sığırlarmdan 
toplanan 670 adet kan senıınu makronötralizasyon testi ile IBR/IPV virus 
antikorları yönünden test edildi. Ayrıca klinik senıptonı gösteren 5 adet hayvandan 
burun S\:vab örnekleri alındı ve MDBK ve FDB hücre kültürlerinde virus 
izolasyonu amacıyla kullanıldı. Çalışılan bölgelerin tümünde infeksiyonun varlığı 
tespit edildi. Makro nötralizasyon testi ile kontrol edilen 670 adet kan serumundan 
354 adedinin (%52.83) IBR/IPV virus nötralizan antikorları içerdiği belirlendi. 
Antikor taşıyıcılarının SN

5
,, değerleri ı: ı .4 ı - ı :25 I arasında değişmekteydi . 

Virus İzolasyon amacıyla toplanan örnekler içinde bir inekten alınan bunın 
swabından primer FDB hücre kültüıiinde virus izole edildi. 

Anahtar Kelimeler: 

IBR/PV nötralizan antikorlar. IBRIIPV virus İzolasyonu 

SUMMARY 

In this study 6 70 serum sanıpel s obtained from ca tt le which see m to be 
healty, in various regions of Turkey were testcd for IBRIIPV virus antibodics 
using macroneutralization test. In addition, 5 nasal swab samplcs wcrc uscd for 
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virus isolation in MDBK and priınary FDB cell cultures. lt was found that IBR/ 
IPV infection was present in all regions studied. Three hundred fıfty four (354) 
(%52.83) of 670 serum saınples were found to have IBR/IPV virus neutraliz
ing antibodies. Neutralizing dose 50 (ND50) values of the antibody carriers ranged 
betwwen 1: 1. 41 - 1:251. The virus w as isolated from the nasal swab collected 
from a cow in primary FCK cell culture 

Key Words: IBR/IPV neutralization antibodies, IBR/IPV virus izolation. 

GİRİŞ 

Sığırların IBRIIPV infeksiyonu biılaşıcı, latenfve akut seyirli olup, dünyanın 
bir çok yerinde ve Türkiye ' deki varlığı çeşitli araştıncılar tarafından (I ,5 ,6, I O, I 1) 
ortaya konmuştur. Hayvancılık işletmelerinde büyük ekonomik kayıplarının 
gerçek temelini, ağırlık kaybı ve süt veriminde azalma ile aboıtus , neonatal ve 
embriyonal ölüm, endoınetritis , döl tu tamama gibi fertilite bozuklukları meydruıa 
getirmektedir (28). 

Türkiye'de sığırların IBR/IPV infeksiyonu üzerine ilk çalışma Erhan ve 
arkadaşları ( 13) tarafından yapılmıştır. Sonraki yıllarda yapılan araştırmalarda 
hastalığın artış gösterdiği bel irleımıişti r {5,6,7, 18,25). 

IBR/IPV virusu Herpesvi~dae familyasııun, alfaherpes virinae alt familyasına 
dahil olup, Bovine Herpes Vinıs Tip-I plarak (BHV-1) isimlendirilmiştir 
{10,11,16). Doğal konakçısı dışında BHV-1 virusu, hücre kültürlerinde 
üretilebilmektedir (11 ,27) . Hücre kültürü olarak sığırların fötal böbrek, testis, 
deri, lenf bezleri, pankreas, timus, tiroid bezleri ve akciğer hücre kültürleri 
kullanılınaktadır {1 , ll) . Bundan başka Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK), 
kanserli insan hücresi (Hela), Baby Hamster Kidney (BHK) devamlı hücre 
kültürlerinde ve at, domuz, keçi beyin ve böbrek hücre kültürlerinde üretilebilirler 
( 1, ll) . Deneme hayvanları içinde tavşanlar ve kokarcalar (ll , 16) virusa karşı 
duyarlı olup, tavşanlar deneysel çalışmalarda başarıyla kullanılmaktadır. 

Konakçı sayısı az olmasına rağmen IBR/IPV infeksiyonu dünyanın bir çok 
yerinde yaygmdır {11 ,23,24) . Vahşi türlerin çoğunda yapılan çalışmalarda 
serapozitiflik bulunmasma karşın yruılızca sığırlarda klinik belirtiler görülmektedir 
(11 ,23) . Virustın bulaşmasında akut veya latent infekte evcil ve yabani hayvanlar 
ile spenna, embriyo transferi ve keneler rol oynarlar (ll , 16). Latent infekte 
hayvanlardaki virus, doğum, nakil , D.viviparus enfestasyonu gibi doğal stres 
faktörleri ve oral yolla 3- ınethylinedale verilmesi vt: glukokortikoit enjeksiyonu 
sonucu tekrar reaktive olur (8 ,20,23 ,26). Reaktive olan virus bulunduğu 
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bölgelerdeki mukozalarda etkisini göstermeye başlar. Canlı aşı uygulanan 
hayvanlarda da latentlik ve reaktivasyon ile ilgili problem ve prensipierin hepsi 
geçerlidir (11 ,20,23,26) . Bu nedenle latent enfekte hay\'anların vinıs rezervuan 
olarak tarnınlandıkları bildirilmektedir (11 ,21,23,26). 

BHV -1 vi nı s infeksiyonunda klinik tablo, virus suşu na, virus dozu na, 
infeksiyon yoluna, hayvanların İmınun dummuna ve çevresel faktörlere bağlı 
oiarak değişir (11 ,23) . Hastalık %100 'e yakın bir morbidite ile %10 'a kadar 
çıkan mortahteye sahiptir (2). Infeksiyana her yaş grubundaki hayvanlar 
duyarlıdırlar (11,23) . BHV-1 infeksiyonu sığırlarda klinik olarak solunum sistemi 
infeksiyonu olan IBR, genital sistem infeksiyonu olan IPV/IPB ile birlikte 
konjunktivitis, enteritis, ensefalitis, mastitis, endometritis, abortlar ve infertiliteye 
neden olan bozukluklar meydana getirmektedir (4, 11 ,28) . Solunum ve genital 
sisteme ait bozukluklar birbirinden ayrı olarak meydana gelebildiği gibi birliktede 
görülebilirler (4,11 ,16). 

BHV -1 vinıs infeksiyonlarının teşhisinde direkt ve indirekt teşhis yöntemleri 
kullanılır (10,11 ,23). Direktteşhis yöntemi, vinıs İzolasyonu ve identifıkasyonu 
(7,12,20), indirekt teşhis yöntemleri ise BHV-1 'e karşı spesifik antikorların 
aranması prensibine dayanır (2,3 , 1 0,25) . Direkt teşhis yöntemlerinde virus 
İzolasyonuna ilaveten immunperoksidaz (IP), immunoflouresan (IF), Enzyme 
Linked İmmunosorbent Assay (ELISA), revers passive heamaglutination 
(RPHA), hibridizasyon teknikleri yer alınaktadır ( 1 O, 12,23). BHV -1 ' in indirekt 
teşhisinde kullanılan yöntemler kan serumları, süt serumları ve s emendeki vinısa 
spesifik antikorlarıı' tesbitidir. Bu amaçla serum nötralizasyon (SN), ELISA, 
agar gel presipitasyon (AGPT), elektroforezis, indirekt heınaglütinasyon (IHA), 
plak redüksüyon (1 ,2.,3 ,6, 10,11,14,25) testleri kullanılmaktadır. 

IBR/IPV infeksiyonlarının hızla yayılışı , bütün dünyada yaygın oluşu ve derin 
dondurulmuş spermalar vasıtasıyla taşmabilirliği yönünden, hastalıklamücadele 
ve kontrol zor olmaktadır. Hastalık kontrolunda başarılı olmak için, sürülerde 
hijyenik tedbirlerin alınması , bakım şartlarının iyileştirilmesi , eradikasyon ve 
İzolasyon tedbirlerine başvurulması ve aşılama önemlidir (ll , 14,23 , 24) . 

MATERYAL VE METOT 

MATERYAL: 

Hücre: İzolasyon, titrasyon, nötralizasyon testlerinde Pirbright, İngiltere ' den 
getirilen Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) devamlı hüc.::re kültüründen 
yararlanıl dı. Hücre üretmek için % 1 O dana se nun! u Gibco MEM kullamldı. Ayrıca 
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İzolasyon çalışmalarında kullanılmak amacıyla primer fötal dana böbrek (FDB) 
hücre kültürü hazırlamd ( 15). 

Virus: Weybridge, İngiltere ' den temin edlien BHV-1 ' in 0403/08 katolog 
numaralı ED 1 suşu kullanıldı. 

Serum: Hücre kültürü vasatında ve vinıs üretme vasatlarında Seromed
Biochrom KG (Cat.No.SO 1 13) Fetal Calf Senımu kullanıldı. Şüpheli senım 
olarak çeşitli bölgelerden toplanan çeşitli yaş ve cins gnıbundan sığır senımiarı 
kullanıldı (Tablo 1) 

Virus İzolasyon Materyalleri : Çanakkale, Samsun, Adana ve Ankara 
İllerinden PBS içinde steril olarak bu nın akıntısından alınan swablar kullamldı. 

METOT: 

Makro nötralizasyon test: Test, Cuningham (9)'ın bildirdiği yönteme göre 
yapıldı . BHV l antikoru içerdiği saptanan seruın örneklerindeki antikor titrelerinin 
tesbitide yine makro nötralizasyon test ile yapıldı. Serumlar log~ tabanına göre 
11512 'ye kadar sulandırıldı. Sonuçlar Kaerber yöntemine göre hesaplandı (22) . 

Virus İzolasyonu: Steril şartlarda alınan antibiyotikli PBS içindeki bunın 
swabları 3000 devirde 30 dakika santrifiij edilerek süpernetant ayrıldı. Bu 
süpemetantlar 0.2 ml olarak MDBK ve FDB hücre kültürlerine inokule edilerek 
37°C'de 1 saat adsorbsiyona bırakıldı. Adsorbsiyondan sonra 2 ml vinıs üretme 
vasatı ilave edildi . Hücre kültürleri 6 gün süre ile 37°C'de inkubasyona bırakıldı 
ve her gün doku kültürü mikroskobunda sitepatolojik değişiklikler yönünden 
kontrol edildi . Daha sonra -80° C' de dondunılan vinıslu hücre kültürleri 37°C'de 
su banyosunda çöziiierek 3000 devirde 30 dakika santrifuj edildi . Süpernetant 
bir sonraki pasaj için inokulum olarak kullamldı. Her örnek için en az üç pasaj 
yapıldı ve 4 tüpte hücre kontrolu olarak bırakıldı. 

Virus İdentifıkasyonu: İzolasyon çalışınaları sonucu 6. pasajdan sonra 
elde edilen şüpheli vinısun titresi ve makro nötralizasyon testi Cuımingham (9) 
tarafından bildirilen yönteme göre yapıldı. Sonuçlar Kaerber yöntemine göre 
(22) hesaplanarak vinısun titresi belirlendi . 

ıso 
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Tablo 1: İller Bazında Yaş ve Cinsiyete Göre Şüpheli Senım Sayısı 
(The Number of Sera According to Regions, Age and Sex) 

IL 
Dişi Erkek 

6 Ay-2 Yaş 2Yaş 6 Ay-2 Yaş 2 Yaş 
Yukansı Yukansı 

Adıyaman 3 6 2 4 
Amasya 5 7 3 5 

Ankara 6 7 2 5 

Ardahan 6 7 ı 6 

Artvin 6 7 3 4 

Aydın 4 8 2 6 

Bartın ı 6 ı 2 
Balıkesir 6 8 - 6 

Bilecik 5 15 - 5 

Bingöl 3 lO 2 5 

Burdur 5 7 5 3 

Bursa 4 10 2 4 

Çanakkale 6 7 2 5 
Denizli 5 7 3 5 
Elazığ 4 9 2 5 
Erzincan - 12 - 8 
Erzı.ınun ı 10 ı 8 
İzmir 4 7 3 6 

Kayseri 4 7 5 4 
Kınkka.le 5 ı ı 4 -
Kırklareli ı 10 3 (j 

Kırşehir 3 7 5 5 

Konya 5 6 5 4 
Kütahya 3 ı o ı 6 
Manisa 5 6 5 4 
Muğla 4 6 4 6 
Rize 5 5 5 5 
Samsım 6 6 2 6 
Tekirdağ 4 7 4 5 
Tokat ı ı2 3 4 
Trabzon 2 8 5 5 
Uşak 2 8 4 6 

Vcın 5 4 5 6 
Zonguldak 4 10 3 3 

Toplrun 133 273 97 167 

ısı 
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BULGULAR 

Makronötralizasyon testi ile BHV -I antikoru içeren serumların tesbiti: 
Türkye'nin çeşitli bölgelerinden değişik yaş ve cinsiyetteki sığırlardan 670 adet 
serum toplanmıştır. Bunlardan 354 tanesi (%52.83) IBR/IPV virusuna karşı 
makronötralizasyon testi ile pozitifsonuç vermiştir (Tablo 2, şekil 1). 6 ay-2 yaş 
arası 23 O adet sığırdan 3 6 adedi pozitif(% ı 5. 65) iken, 2 yaş yukarısı 440 adet 
sığırın 318 adedi (%72.27) pozitif olarak bulunmuştur (Tablo 3). 

Pozitifserumların serum nötralizasyon (SN50) değerleri: Pozitifsonuç veren 
354 adet serumun makronötralizsyon testi ile saptanan serum titreleri Tablo 4 
ve Şekil2 'de görüldüğü gibi en düşük I: ı .4ı ve en yüksek 1:25 ı olarak tesbit 
edlid. Vınıs izole edilen sığırdan alınan serumun titresi ı :5 ı2 olarak bulundu. 

Vinıs İzolasyon çalışması sonuçları: Virus İzolasyon amacıyla üzerinde 
çalışma yapılan burun swablarının Ankara bölgesinden alınan ı adedinde hücre 
kültürlerinde yapılan pasajlarında FDB hücre kültürlerinde IBR/IPV virus u izole 
edildi ve virusun identifıkasyonu yapıldı. 
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Tablo 2: Makronötralizasyon Testi Sonuçları 
(Results ofMacroneutralisation Test) 

BHV -1 Vınısu 
nötralizasyon antikorlan 

No Serum alınan Se nun 
iller sayısı Pozitif serum Pozitiflik 

sayısı orariı (%) 

ı Adıyaman 15 5 33.3 
2 Amasya 20 8 40.0 
3 Ankara 20 ll 55.0 
4 Ardahan 20 .6 30.0 
5 Artvin 20 6 30.0 
6 Aydın 20 17 85.0 
7 Bartın ı o 5 50.0 
8 Balıkesir 20 15 75.0 
9 Bilecik 25 lO 40.0 
10 Bingöl 20 10 50.0 
ll Burdur 20 6 30.0 
12 Bursa 20 lO 50.0 
13 Çanakkale 20 15 75.0 
14 Denizli 20 16 80.0 
15 Elazlğ .20 ll 55.0 
16 Erzincan 20 lO 50 
17 Erzunun 20 18 90.0 
18 İzmir 20 16 80.0 
19 Kayseri 20 8 40.0 
20 Kırıkkale 20 lO 50.0 
21 Kırldareli 20 18 90.0 
22 Kırşehir 20 6 30.0 
23 Konya 20 6 30.0 
24 Kütahya 20 8 40.0 
25 Manisa 20 lO 50.0 
26 Muğla 20 8 40.0 
27 Rize 20 6 30.0 
28 Sanısun .20 8 40.0 
29 Tekirdağ 20 12 60.0 
30 Tokat 20 12 60.0 
31 Trabzon 20 10 50.0 
32 Uşak 20 16 80.0 
33 Vcm 20 6 30.0 
34 Zonguldak 20 5 25.0 

Toplam 670 354 52.83 
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Şekill: BHV -1 Virusuna Karşı Oluşan Nötralizan Antikorların iller Bazında Dağılııru 
(Distribution ofBHV -1 Virus Neutralising antibodies for Regions) 

Tablo 3: Yaş Gruplarına Göre PozitifSernın Oranları 
(The Ratio ofPositive Sera According to Age Groups) 

6 Ay- 2 Yaş 2 Yaş Yukarısı 

Toplam Pozitif % Toplam Pozitif 

Erkek 97 ll 11.34 167 158 
Dişi 133 25 19.0 .273 160 
Toplam 230 36 15.65 440 318 

% 

94.6 
58.6 
72.27 
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Tablo 4: IBRJIPV Virusuna Karşı Pozitif Serurulann SN50 Değerleri 

(SN
50 

Values of Positive Sera Against IBRJIPV Virus) 

Senun sulandınnalan Pozitif seruma dedi Pozitifserum oranı(%) 

1:1.41 17 4.80 
1:3.98 10 2.82 
1:7.95 25 7.06 
1:11.2 40 11.29 
1:15.9 27 7.62 
1:26.6 36 10.17 
1:44.6 28 7.91 
1:63.1 45 12.70 
1:74.9 38 10.73 
1:89.2 52 14.68 
1:125.8 23 6.49 
1:149.6 8 2.26 
1:251 5 1.41 

1 ____.___ Pozitif serum oranı 1 

ı: ı .4ı ı :7 .95 ı : ı5.9 ı :44.6 

SN SO 

ı :74.9 ı : ı25 . 8 

Şekil 2: IBRJIPV Virusuna Karşı Pozitif Serumlann SN50 Değerleri 

(SN50 Values of Positive Sera Against IBR/IPV Virus) 
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TARTIŞMA VE SONUÇ 

IBRJIPV infeksiyonu sığırlarda süt veriminde azalma, kilo kaybı , abortlar 
ve infertiliteye neden olarak yurt ekonomisine büyük zararlar veren bir hastalıktır 
Özellikle virusun sığırlarda kalışı ve çeşitli faktörlerin etkisiyle latent du nundan 
aktif duruma geçişi hastalığın epizootiyolojisine yeni bir bakış açısı getirmiş (21, 
26) ve araştırıcıları IBR/IPV infeksiyonunun insidansını araştırmaya 
yönlendinniştir (6,14,25,30). Bu çalışmada da aynı amaçla Türkiye ' nin çeşitli 
bölgelerinden toplanan 670 adet kan serumu IBR/IPV nötralizan antikorları 
yönünden test edilerek %52.83 oranında serapozitiflik bulunması daha önce aym 
yönde çalışmış olan çeşitli araştırıcıların ( 18, 19 ,25) bulmuş oldukları sonuçlarla 
paralellik göstennektedir. Forscclıner (14) Federal Almanya' daki sürülerin 
%70 ' inde %20 oramnda serapozitiflik tesbit etmiştir. Serapozitif sürülerde yaş 
gruplarına göre 1 yaşmdan küçüklerde %5 .7, yetişkinlerde gittikçe artan 
oranlarda 8 yaşa kadar %18.6 serapozitiflik tesbit etmiştir. Hassan ve Karar 
(19) sudan'da yapmış oldukları araştımıada virus nötralizasyon testleri ile test 
ettikleri 452 serum örneğinin %2 I 'ini serapozitif bulmuşlardır. Türkiye'de ilk 
çalışma E rhan ve arkadaşları tarafından yapılmış (I 3) iki farklı işletmede bulunan 
sığırlarda %20 ve %29 oranında serapozitiflik belirlenni.iştir. Burgu ve Akça (5) 
Gelemen devlet üretme çiftliğindeki 61 adet sığır serumunun 31 adedini (%55. 73) 
IBR/IPV yönünden antikor taşıyıcısı olarak seropozitifbulmuşlardır. Öztürk ve 
ark . (25) Konya Merkez Hayvancılık Araştırma Enstitüsü sığırlarında 
mikronötralizasyon test ile yapmış oldukları çalışmada 238 adet sığır kan 
serumunun %56.3'ünü serapozitif olarak bulmuşlardır. Sığırların 6-15 aylık 
olanlarında %ll . 7 ve 25 aylıktan büyüklerinde %85 .7 oranında serapozitiflik 
tesbit etmişlerdir. Bu araştırmada özellikle 2 yaş üzeri ineklerde %72.27, 
boğalarda %94.6 gibi yüksek bir oran olması, bu boğaların bir kısmının aşılı 
olabileceği düşünüise bile bunların bir bölümünün damızlık amaçla kullamlması 
nedeniyle, latent hayvanlarda virusun çeşitli faktörler etkisi ile zan1an zaman 
reaktive olarak yeniden primer infeksiyana dönüşebilme ve etrafa saçılabilmesi 
yönünden önemli olmaktadır. Bu nedenle bu konuda önlemlerin alınmasının 
gerekliliği ortaya çıkmaktadır (24). İki yaş üzerindeki pozitiflik oranının daha 
yüksek oluşunun yanlızca boğalara özgü olmadığı, ineklerde de bu durumun söz 
konusu olduğu dolayısı ile infeksiyenun ilerleyen yaşla arttığı çeşitli araştırıcılar 
tarafından da: belirtilmiştir (6,25,30). Grunnert ve ark. (17) ve daha yukarı 
yaşlardaki hayvanlarda antikor saptama olasılığının yüksekliğini IBR/IPV 
infeksiyonlarının genital fonnlarında viremi devrinin oluşmadığına, nötralizan 
antikorların çok geç meydana geldiğine bağlamaktadırlar. 
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Bu araştırmanın diğer bölümünde virus İzolasyon çalışmaları sonucu hasta 
bir inekten alınan burun swabından FDB hücre kültüıünde IBR/IPV vinısu izole 
ve identifiye edilmiştir. Türkiye'de ilk kez Burgu ve Akça (7) bunın akıntısından 
FDB hücre kültüründe virusu izole etmişlerdir. Bu çalışmada FDB hücre 
kültüründe virus izole edilirken MDBK hücre kültüründe izole edilememiştir. 
FDB hücre kültürlerinin MDBK hücre kültürlerine göre virus İzolasyonları için 
daha duyarlı oldukları S ing ve ark. (29) tarafından bildirilmiştir. 

Sonuç olarak sığırlarda viral hastalıklar içerisinde önemli bir yeri olan IBR/ 
IPV infeksiyonunun latent özellikte olduğu (20, 26) unutulmamalıdır. Latent 
inefekte bir yabancı hayvanm kontrolsüz bir şekilde sürüye katılınası hastalığın 
yayılarak problem haline gelmesine neden olur. Bu nedenle ithal edilen damızlık 
hayvanların, tabi tohumlamada kullanılan boğaların (23,24) ve suni tohumlama 
için kullanılan sperınamn (11 ,24) hastalığın yayılmasmı önlemek açısından virolojik 
kontrollarının yapılması gerekmekte ve damızlık olarak seranegatifhayvanların 
seçilmesi, diğer hayvanlar için ise koruyucu olarak aşı uygulamasına geçilmesi 
öneri Im ektedir. 
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