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INFEKSIYOZ BOVINE PHINOTRACHEITIS -
INFEKSIYOZ PUSTULAR VULVOVAGINITIS (IBR/
IPV): NOTRALIZAN ANTIKORLARININ
SAPTANMASI VE MDBK, PRIMER DANA BOBREK
HUCRE KULTURLERINDE VIRUS IZOLASYONU

INFECTIOUS BOVINE RHINOTRACHEITIS - INFECTIOUS
PUSTULAR VULVOVAGINITIS (IBR/IPV): DETECTION OF
NEUTRALIZATION ANTIBODIES AND ISOLATION OF THE
VIRUS IN MDBK AND PRIMARY CALF KIDNEY CELL CUL-
TURES. *
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OZET

Bu galigmada, Thirkiye nin gesitli bolgelerinden, saghkli goriilen sigirlarindan
toplanan 670 adet kan serumu makronétralizasyon testi ile IBR/IPV virus
antikorlan yéniinden test edildi. Ayrica klinik semptom gosteren 3 adet hayvandan
burun swab ornckleri alindi ve MDBK ve FDB hiicre kiiltiirlerinde virus
izolasyonu amaciyla kullanildi. Calisilan bolgelerin tiimiinde infeksivonun varlig
tespit edildi. Makro nétralizasyon testi ile kontrol edilen 670 adet kan scrumundan
354 adedinin (%352.83) IBR/IPV virus nétralizan antikorlari igerdigi belirlendi.
Antikor tastyicilarinm SN degerleri 1:1.41 - 1:251 arasinda degismekteydi.
Virus izolasyon anmc;yla'toplanan ornckler i¢inde bir inckten alinan burun
swabindan primer FDB hiicre kiiltiiriinde virus izole edildi.

Anahtar Kelimeler:

IBR/PV nétralizan antikorlar. IBR/IPV virus izolasyonu

SUMMARY
In this study 670 serum sampels obtained tfrom cattle which seem to be
healty, in various regions of Turkey were tested for IBR/IPV virus antibodics

using macroneutralization test. In addition, 5 nasal swab samples were used for
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virus isolation in MDBK and primary FDB cell cultures. It was found that IBR/
IPV infection was present in all regions studied. Three hundred fifty four (354)
(%52.83) of 670 serum samples were found to have IBR/IPV virus neutraliz-
ing antibodies. Neutralizing dose 50 (ND, ) values of the antibody carriers ranged
betwwen 1:1.41 - 1:251. The virus was isolated from the nasal swab collected
from a cow in primary FCK cell culture

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

GIRIS

Sigirlarin IBR/IPV infeksiyonu bulagicy, latent ve akut seyirli olup, diinyanin
bir gok yerinde ve Tiirkiye’deki varligi gesitli aragtiricilar tarafindan (1,5,6,10,11)
ortaya konmustur. Hayvancilik isletmelerinde bityitk ekonomik kayiplarinin
gergek temelini, agirlik kaybi ve siit veriminde azalma ile abortus, neonatal ve

embriyonal 6liim, endometritis, d6l tutamama gibi fertilite bozukluklari meydana
getirmektedir (28).

Turkiye’de sigirlarmn IBR/IPV infeksiyonu iizerine ilk ¢alisma Erhan ve
arkadaslar (13) tarafindan yapilnustir. Sonraki yillarda yapilan aragtirmalarda
hastaligin artis gosterdigi belirlenmistir (3,6,7,18,25).

IBR/IPV virusu Herpesviridae familyasinin, alfaherpes virinae alt familyasina
dahil olup, Bovine Herpes Virus Tip-1 plarak (BHV-1) isimlendirilmistir
(10,11,16). Dogal konakgisi diginda BHV-1 virusu, hiicre kiiltiirlerinde
tiretilebilmektedir (11,27). Hiicre kiiltiirii olarak sigirlarin fotal bobrek, testis,
deri, lenf bezleri, pankreas, timus, tiroid bezleri ve akciger hiicre kiiltiirleri
kullanilmaktadir (1,11). Bundan bagka Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK),
kanserli insan hiicresi (Hela), Baby Hamster Kidney (BHK) devamli hiicre
kiiltiirlerinde ve at, domuz, kegi beyin ve bobrek hiicre kiiltiirlerinde tiretilebilirler
(1,11). Deneme hayvanlari iginde tavsanlar ve kokarcalar (11,16) virusa karsi
duyarli olup, tavsanlar deneysel ¢aligmalarda basariyla kullanilmaktadir.

Konakg1 sayisi az olmasina ragmen IBR/IPV infeksiyonu diinyanin bir ¢ok
yerinde yaygindir (11,23,24). Vahsi tiirlerin ¢ogunda yapilan g¢alismalarda
seropozitiflik bulunmasina karsin yanlizca sigirlarda klinik belirtiler goriilmektedir
(11,23). Virusun bulagmasinda akut veya latent infekte evcil ve yabani hayvanlar
ile sperma, embriyo transferi ve keneler rol oynarlar. (11,16). Latent infekte
hayvanlardaki virus, dogum, nakil, D.viviparus enfestasyonu gibi dogal stres
faktorleri ve oral yolla 3- methylinedale verilmesi ve glukokortikoit enjeksiyonu
sonucu tekrar reaktive olur (8,20,23,26). Reaktive olan virus bulundugu
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bolgelerdeki mukozalarda etkisini gostermeye baslar. Canli as1 uygulanan
hayvanlarda da latentlik ve reaktivasyon ile ilgili problem ve prensiplerin hepsi
gegerlidir (11,20,23,26). Bu nedenle latent enfekte hayvanlarin virus rezervuari
olarak tanimlandiklar bildirilmektedir (11,21,23,26).

BHV-1 virus infeksiyonunda klinik tablo, virus susuna, virus dozuna,
infeksiyon yoluna, hayvanlarin immun durumuna ve gevresel faktérlere bagl
olarak degisir (11,23). Hastalik %100’ yakin bir morbidite ile %10’a kadar
¢ikan mortaliteye sahiptir (2). Infeksiyona her yas grubundaki hayvanlar
duyarhdirlar (11,23). BHV-1 infeksiyonu sigirlarda 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 ayri olarak meydana gelebildigi gibi birliktede
goriilebilirler (4,11,16).

BHV-1 virus infeksiyonlarinin teshisinde direkt ve indirekt teshis yontemleri
kullanilir (10,11,23). Direkt teshis yontemi, virus izolasyonu ve identifikasyonu
(7,12,20), indirekt teshis yontemleri ise BHV-1"¢ karsi spesifik antikorlarin
aranmasi prensibine dayanir (2,3,10,25). Direkt teshis yontemlerinde virus
izolasyonuna ilaveten immunperoksidaz (IP), immunoflouresan (IF), Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), revers passive heamaglutination
(RPHA), hibridizasyon teknikleri yer almaktadir (10,12,23). BHV-1"in indirekt
teshisinde kullanilan yéntemler kan serumlari, siit serumlari ve semendeki virusa
spesifik antikorlarin tesbitidir. Bu amagla serum nétralizasyon (SN), ELISA,
agar gel presipitasyon (AGPT), elektroforezis, indirekt hemagliitinasyon (IHA),
plak rediiksiiyon (1,2,3,6,10,11,14,25) testleri kullamilmaktadir.

IBR/IPV infeksiyonlarimin hizla yayiligi, biitiin diinyada yaygin olusu ve derin
dondurulmus spermalar vasitasiyla taginabilirligi yoniinden, hastalikla miicadele
ve kontrol zor olmaktadir. Hastalik kontrolunda basarili olmak i¢in, siiriilerde
hijyenik tedbirlerin alinmasi, bakim sartlarinin iyilestirilmesi, eradikasyon ve
izolasyon tedbirlerine bagvurulmasi ve agilama 6nemlidir (11,14,23, 24).

MATERYAL VE METOT

MATERYAL:

Hiicre: Izolasyon, titrasyon, nétralizasyon testlerinde Pirbright. ingiltere’den
getirilen Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) devamli hiicre kiiltiiriinden
yararlamldi. Hiicre iiretmek igin %10 dana serumlu Gibco MEM kullanildi. Ayrica

149



Nétralizan Antikorlarmin Saptanmasi, Viriis [zolasyonu-Kabakli-Carli

izolasyon galigmalarinda kullanilmak amaciyla primer fotal dana bobrek (FDB)
hiicre kiiltiirii hazirlamd (15).

Virus: Weybridge, Ingiltere’den temin edlien BHV-1’in 0403/08 katolog
numarali ED 1 susu kullanildi.

Serum: Hiicre kiiltiirii vasatinda ve virus iiretme vasatlarinda Seromed-
Biochrom KG (Cat.No.SO113) Fetal Calf Serumu kullanildi. Siipheli serum
olarak gesitli bolgelerden toplanan gesitli yas ve cins grubundan sigir serumlari
kullanild (Tablo 1)

Virus Izolasyon Materyalleri: Canakkale, Samsun, Adana ve Ankara
Illerinden PBS iginde steril olarak burun akintisindan alinan swablar kullanildi.

METOT:

Makro nétralizasyon test: Test, Cuningham (9)’mn bildirdigi yonteme gére
yapildi. BHV [ antikoru igerdigi saptanan serum 6rneklerindeki antikor titrelerinin
tesbitide yine makro nétralizasyon test ile yapildi. Serumlar log, tabanina gére
1/512’ye kadar sulandirildi. Sonuglar Kaerber yontemine gére hesaplandi (22).

Virus Izolasyonu: Steril sartlarda alinan antibiyotikli PBS igindeki burun
swablar1 3000 devirde 30 dakika santrifiij edilerek siipernetant ayrildi. Bu
siipernetantlar 0.2 ml olarak MDBK ve FDB hiicre kiiltiirlerine inokule edilerek
37°C’de 1 saat adsorbsiyona birakildi. Adsorbsiyondan sonra 2 ml virus iiretme
vasati ilave edildi. Hiicre kiiltiirleri 6 giin siire ile 37°C’de inkubasyona birakildi
ve her giin doku kiiltiirii mikroskobunda sitopatolojik degisiklikler yoniinden
kontrol edildi. Daha sonra -80° C’de dondurulan viruslu hiicre kiiltiirleri 37°C’de
su banyosunda ¢oéziilerek 3000 devirde 30 dakika santrifuj edildi. Siipernetant
bir sonraki pasaj igin inokulum olarak kullanildi. Her 6rnek i¢in en az iig pasaj
yapildi ve 4 tiipte hiicre kontrolu olarak birakildi.

Virus Identifikasyonu: izolasyon calismalari sonucu 6. pasajdan sonra
elde edilen siipheli virusun titresi ve makro nétralizasyon testi Cunningham (9)
tarafindan bildirilen yénteme gore yapildi. Sonuglar Kaerber yontemine gore
(22) hesaplanarak virusun titresi belirlendi.
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Tablo 1: Iller Bazinda Yas ve Cinsiyete Gore Siipheli Serum Sayisi

(The Number of Sera According to Regions, Age and Sex)

L Disi Erkek
6 Ay-2 Yas 2 Yas 6 Ay-2 Yas 2 Yas
Yukarisi Yukarist
Adiyaman 3 6 2 4
Amasya 5 7 3 5
Ankara 6 7 2 5
Ardahan 6 7 1 6
Artvin 6 7 3 4
Aydin 4 8 2 6
Bartin 1 6 1 2
Balikesir 6- 8 - 6
Bilecik 5" 15 - 5
Bingol 3 10 2 5
Burdur 5 7 5 3
Bursa 4 10 2 4
Canakkale 6 7 2 5
Denizli 5 7 3 5
Elazig 4 9 2 5
Erzincan - 12 - 8
Erzurum 1 10 1 8
[zmir 4 7 3 6
Kayseri 4 7 5 4
Kirikkale 5 11 4 .
Kirklareli 1 10 3 6
Kirgehir 3 7 5 5
Konya 5 6 5 4
Kiitahya 3 10 1 6
Manisa 5 6 5 4
Mugla 4 6 4 6
Rize 5 5 5 5
Samsun 6 6 2 6
Tekirdag 4 7 4 5
Tokat 1 12 3 4
Trabzon 2 8 5 5
Usak 2 8 4 6
Van 5 4 5 6
Zonguldak 4 10 3 3
Toplam 133 273 97 167
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BULGULAR

Makrondétralizasyon testi ile BHV-1 antikoru igeren serumlarin tesbiti:
Tirkye’nin gesitli bolgelerinden degisik yas ve cinsiyetteki sigirlardan 670 adet
serum toplanmustir. Bunlardan 354 tanesi (%52.83) IBR/IPV virusuna karsi
makronétralizasyon testi ile pozitif sonug vermistir (Tablo 2, sekil 1). 6 ay-2 yas
arasi 230 adet sigirdan 36 adedi pozitif (%15.65) iken, 2 yas yukarisi1 440 adet
sigirin 318 adedi (%72.27) pozitif olarak bulunmustur (Tablo 3).

Pozitif serumlarin serum nétralizasyon (SN, ) degerleri: Pozitif sonug veren
354 adet serumun makronétralizsyon testi ile saptanan serum titreleri Tablo 4
ve Sekil 2°de goriildiigii gibi en diisitk 1:1.41 ve en yitksek 1:251 olarak tesbit
edlid. Virus izole edilen sigirdan alinan serumun titresi 1:512 olarak bulundu.

Virus izolasyon ¢aligmasi sonuglari: Virus izolasyon amaciyla tizerinde
caligma yapilan burun swablarinin Ankara bolgesinden alinan 1 adedinde hiicre
kiiltiirlerinde yapilan pasajlarinda FDB hiicre kiiltiirlerinde IBR/IPV virusu izole
edildi ve virusun identifikasyonu yapildi.

189



Etlik Vet. Mikrob. Derg. 1996.8.(4)

Tablo 2: Makrongtralizasyon Testi Sonuglari

(Results of Macroneutralisation Test)

BHV-1 Virusu
nétralizasyon antikorlar
No | Serum alinan Serum

iller sayis1 Pozitif serum Pozitiflik
sayl1sl orani (%)

1 | Adiyaman 15 5 333
2 | Amasya 20 8 40.0
3 | Ankara 20 11 55.0
4 | Ardahan 20 6 300
5 | Artvin 20 6 30.0
6 | Aydin 20 17 85.0
7 | Bartin 10 5 50.0
8 | Balikesir 20 15 750
9 | Bilecik 25 10 40.0
10 | Bingol 20 10 50.0
11 | Burdur 20 6 30.0
12 | Bursa 20 10 50.0
13 | Canakkale 20 15 750
14 | Denizli 20 16 80.0
15 | Elazig .20 11 550

16 | Erzincan 20 10 30
17 | Erzurum 20 18 90.0
18 | Izmir 20 16 80.0
19 | Kayseri 20 8 40.0
20 | Kirikkale 20 10 50.0
21 | Kurklareli 20 18 90.0
22 | Karsehir 20 6 30.0
23| Konya 20 6 30.0
24 | Kiitahya 20 8 40.0
25| Manisa 20 10 50.0
26 | Mugla 20 8 40.0
27| Rize 20 6 300
28 | Samsun .20 8 400
29 | Tekirdag 20 12 60.0
30 | Tokat 20 12 60.0
31| Trabzon 20 10 50.0
32| Usak 20 16 80.0
33| Van 20 6 30.0
34| Zonguldak 20 5 250
Toplam 670 354 52.83
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Sekil 1: BHV-1 Virusuna Karg1 Olusan Nétralizan Antikorlann iller Bazinda Dagilimu

(Distribution of BHV-1 Virus Neutralising antibodies for Regions)

Tablo 3: Yas Gruplarina Gore Pozitif Serum Oranlan
(The Ratio of Positive Sera According to Age Groups)

31

6 Ay -2 Yas . 2 Yas Yukarisi
Toplam | Pozitif | % Toplam Pozitif | %
Erkek 97 11 11.34 167 158 94.6
Disi 133 25 19.0 213 160 58.6
Toplam 230 36 15.65 440 318 7227
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Tablo 4: IBR/IPV Virusuna Karg: Pozitif Serumlarin SN50 Degerleri
(SN, Values of Positive Sera Against IBR/IPV Virus)

Serum sulandirmalar Pozitif seruma dedi Pozitif serum orani (%)
1:141 17 4.80
1:3.98 10 2.32
1:7.95 25 7.06
1:11.2 40 11.29
1:159 , 27 ; 7.62
1:26.6 36 10.17
1:44.6 28 791
1:63.1 45 12.70
1:74.9 38 10.73
1:89.2 52 14.68
1:1258 23 6.49
1:149.6 8 2.26
1:251 5 1.41

Pozitif serum orani

20
| —— Poxitif serum oran |
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TARTISMA VE SONUC

IBR/IPV infeksiyonu sigirlarda siit veriminde azalma, kilo kaybi, abortlar
ve infertiliteye neden olarak yurt ekonomisine biiyiik zararlar veren bir hastaliktir
Ozellikle virusun sigirlarda kalisi ve gesitli faktorlerin etkisiyle latent durumdan
aktif duruma gegisi hastaligin epizootiyolojisine yeni bir bakis agist getirmis (21,
26) ve arastiricilar1 IBR/IPV infeksiyonunun insidansini arastirmaya
yonlendirmistir (6,14,25,30). Bu ¢aligmada da ayn1 amagla Tiirkiye nin gesitli
bolgelerinden toplanan 670 adet kan serumu IBR/IPV nétralizan antikorlari
yoniinden test edilerek %352.83 oraninda seropozitiflik bulunmasi daha énce ayni
yonde g¢alismus olan ¢esitli arastiricilarin (18,19,25) bulmus olduklari sonuglarla
paralellik gostermektedir. Forscchner (14) Federal Almanya’daki siiriilerin
%70’inde %20 oraninda seropozitiflik tesbit etmistir. Seropozitif siiriilerde yas
gruplarina gore 1 yasindan kigiiklerde %5.7, yetigkinlerde gittikge artan
oranlarda 8 yasa kadar %18.6 seropozitiflik tesbit etmistir. Hassan ve Karar
(19) sudan’da yapmis olduklari aragtirmada virus nétralizasyon testleri ile test
ettikleri 452 serum 6rmeginin %2 1’ini seropozitif bulmuslardir. Tiirkiye’de ilk
calisma Erhan ve arkadaslari tarafindan yapilmus (13) iki farkli isletmede bulunan
sigirlarda %20 ve %29 oraninda seropozitiflik belirlenmistir. Burgu ve Akga (5)
Gelemen devlet iretme giftligindeki 61 adet sigir serumunun 31 adedini (%355.73)
IBR/IPV yéniinden antikor tastyicisi olarak seropozitif bulmuslardir. Oztiirk ve
ark. (25) Konya Merkez Hayvancilik Arastirma Enstitiisii sigirlarinda
mikronétralizasyon test ile yapmis olduklari ¢alismada 238 adet sigir kan
serumunun %356.3"ini seropozitif olarak bulmuslardir. Sigirlarin 6-15 aylik
olanlarinda %11.7 ve 25 ayliktan biiyiklerinde %85.7 oraninda seropozitiflik
tesbit etmislerdir. Bu arastirmada 6zellikle 2 yas tizeri ineklerde %72.27,
bogalarda %94.6 gibi yiiksek bir oran olmasi, bu bogalarin bir kisminin asili
olabilecegi diisiiniilse bile bunlarin bir béliimiiniin damizlik amagla kullanilmasi
nedeniyle, latent hayvanlarda virusun gesitli faktorler etkisi ile zaman zaman
reaktive olarak yeniden primer infeksiyona doniisebilme ve etrafa sagilabilmesi
yoniinden 6nemli olmaktadir. Bu nedenle bu konuda 6nlemlerin alinmasinin
gerekliligi ortaya gikmaktadir (24). iki yas iizerindeki pozitiflik oraninin daha
yiiksek olusunun yanlizca bogalara 6zgii olmadigy, ineklerde de bu durumun séz
konusu oldugu dolayisi ile infeksiyonun ilerleyen yasla arttigi gesitli arastiricilar
tarafindan da belirtilmistir (6,25,30). Grunnert ve ark. (17) ve daha yukari
yaglardaki hayvanlarda antikor saptama olasiliginin yiiksekligini IBR/IPV
infeksiyonlarinin genital formlarinda viremi devrinin olugsmadigina, nétralizan
antikorlarin gok ge¢ meydana geldigine baglamaktadirlar.
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Bu arastirmanin diger béliimiinde virus izolasyon ¢alismalari sonucu hasta
bir inekten alman burun swabindan FDB hiicre kiiltiiriinde IBR/IPV virusu izole
ve identifiye edilmistir. Tiirkiye’de ilk kez Burgu ve Akga (7) burun akintisindan
FDB hiicre kiiltiiriinde virusu izole etmislerdir. Bu ¢alismada FDB hiicre
kiiltiiriinde virus izole edilirken MDBK hiicre kiiltiiriinde izole edilememistir.
FDB hiicre kiiltiirlerinin MDBK hiicre kiiltiirlerine gére virus izolasyonlari igin
daha duyarli olduklan Sing ve ark. (29) tarafindan bildirilmigtir.

Sonug olarak sigirlarda viral hastaliklar igerisinde 6nemli bir yeri olan IBR/
IPV infeksiyonunun latent 6zellikte oldugu (20, 26) unutulmamahdir. Latent
inefekte bir yabanct hayvanin kontrolsiiz bir sekilde siiriiye katilmasi hastaligin
yayilarak problem haline gelmesine neden olur. Bu nedenle ithal edilen damizlik
hayvanlarin, tabi tohumlamada kullanilan bogalarin (23,24) ve suni tohumlama
icin kullamilan spermanun (11,24) hastaligin yayilmasin 6nlemek agisindan virolojik
kontrollarinin yapilmasi gerekmekte ve damizlik olarak seronegatif hayvanlarin
secilmesi, diger hayvanlar igin ise koruyucu olarak ag1 uygulamasina gegilmesi
onerilmektedir.
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