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BOGALARDA BOVINE HERPESVIRUS TiP- 1 (BHV-1) ENFEKSIYONUNUN
ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA), POLYMERASE CHAIN
REACTION (PCR) VE VIRUS iZOLASYONU (Vi) METOTLARI iLE
KARSILASTIRMALI TESHiSI VE SEROEPIDEMiYOLOJISI

Oya Bulut1@ Sibel Yavrul

Seroepidemiology and Comparative Diagnosis of Bovine Herpesvirus Type-1 (BHV-1)
in Bulls using Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Polymerase Chain
Reaction (PCR) and Virus Isolation (VI)

Ozet: Arastirmada, Konya ve ¢evresinden Konya Ozel Konet mezbahasina kesim amaci ile getirilen, 100 adet sagdhki g&-
randmld, yerli ik ve 1 yagindaki bogalardan kan, sperma ve nasal swap drnekleri alindi. Sperrna ve nasal swap dmekler
Fétal Dana Babrek (FDB) ve Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) devamli hiicre kiiltirierine inokule edildi. Inkubasyon si-
resi sonunda 26 adet spemma ve 2 adet nasal swap dmeginde sitopatik etki (CPE) gdzlendi. [zole edilen viruslann iden-
tifikasyonu amaciyla Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA/Ag) kullanildi ve sperma dmeklerinden 15 adedi BHV-1
olarak identifiye edilirken, nasal swap dmeklerinin higbirisi BHV-1 olarak identifiye edilemedi. Ayrnca sperma ve nasal swap
dmeklerinde BRV-1'In tespiti amaciyla ELISA ve Polymerase Chain Reaction (PCR) metodundan yararanildi. Direkt ELISA
lle 1 adet sperma ve 1 adet nasal swap 8magi pozitif bulundu. PCR ile ise 23 adet spemma dmegi pozitif olarak be-
firlenirken, nasal swap 8meklerinin hi¢ birinde pozitif sonug tespit edilemedi. BHV-1'e kargl olusan antlkorlarin tespit edil-
mesi amaclyla ELISA/Ab ve serum mikrondétralizasyon (serum mNT) testleri kullanildi, BHV-1’e kargi olugan antikonann tes-
pit amaciyla uygutanan ELISA/AD ile 23 adet kan serumu pozilit olarak belidenirken, serum mNT testi ile 14 adet kan
serumu pozitif bulundu ve antikor pozitit bu Smeklerin SNgy dederleri ise 1:1.78 — 1:22,4 arasinda tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Bovine Herpesvirus Tip-1 (BHV-1), ELISA, Ndtralizasyon Testi, PCR ve Virus [zolasyon

Summary: In this study, bioocd. semen and nasal swap samples were taken from 100 clinically healty, indigenous and one
year old bulls brought 1o Konya Private Konet abbatoir from Konya and its environment with the purpose of slaughter.
Semen and nasal swap samples were inoculated into Foetal Bovine Kidney (FBK) and Madin Darby Bovine Kidney
(MDBK) cell cultures. At the end of incubation, cytopatogenic effect (CPE) was determined in 26 semen and 2 nasal swap
samples. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA/Ag) was used for idenlification of viruses isolated. Two isolates
from nasal swap could not be identified, whila 15 out of 28 isolates from semen samples was identified as BHV-1 by
EUSA. Following ELISA/Ag and Polymerase Chain Reaction (PCR) method was applied for detection of BHV-1 in semen
and nasal swap samples. One semen sample and 1 nasal swap sample were found as positive by ELISA/Ag. No positive
result could be detected in any of nasal swap samples while 23 semen samples were detected as positive by PCR. Be-
sides, Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) and serum microneutralization test (serum mNT) were used for de-
tection of antibodies aganist to BHV-1. Twenty-three blood sera samples were detected positive by ELISA, while 14 blood
sera samples were detected positive by serum mNT. SNsq values of the posilive sera samples were detected between

1:11.78 - 1:22.4.
Key Words: Bovine Herpesvirus type-1 (BHV-1), ELISA, Neutralization Test, PCR and Virus Isolation

Girig yaygin solunum sistemi enfeksiyonlanna, rhi-

Infectious Bovine Rhinotracheitis /infectious notracheitise, konjuktivitise, st veriminde azalmaya,
Pustuler Vulvovaginitis / Infectious Pustuler Ba- metritise, arthrtise, enteritise, digilerde vulvovaginitise,
lanopostitis (IBRAPV/IPB) sigifann solunum, sindirim bogalarda balanopostitise, gebe hayvanlarda abort-
ve genital sistemlerinin subklinik, akut veya latent se- lara ve nadiren encephalitise sebep olabilmektedir

yirli dnemli bir viral enfeksiyonudur, Enfeksiyon et- (Smith ve ark 1991, Kit ve ark 1992, Yason ve ark
keni Bovine Herpesvirus tip-1 (BHV-1)'dir. BHV-1, 1995).

Gelig Tarihi : 28.01.2005 @: obulut@sclcuk.cdu.tr
Bu makale aym isimli doktora 1ezinden dzetlenmistir.
I. Selguk Universitesi Veteriner Fakilliesi, Viroloji Anabilim Dali, KONYA




BULUT. YAVRU

Bovine Herpesvirus tip-1 (BHV-1)in en dnemli
6zelligi primer enfeksiyonu takiben virusun bdlgesel
ganglionlarda latent durumda kalabilmesidir (Engels
ve Ackermann 1996, Winkler ve ark 2002). Latent en-
fekte hayvanlarga cesitli stres faktorlerinin etkisiyle la-
tent virus reaktive olabilmekte ve sinir yoluyta rep-
likasyonun gergeklegecedi ~mukozal ylzeylere
ulagarak buradan sagtimaya devam edebilmektedir
(Whetsone ve ark 1986, Jones ve ark 1990, Ka-
ashoek ve ark 1996). Enfeksiyonu bir kez gegiren
hayvanlar klinik tablo gdstermeksizin yagam boyu
virus tasryicisi ve reenfeksiyonlarda virus sagicist ola-
rak bir stride enfeksiyon kaynadi olabilmektedir. Bu
nedenle damiziik ofarak kullanilan bo§alann dizenli
aralikdaria serolojik kontrollerden gegiriimesi gerektigi
gibi sperma, preputial galkantt sivisi, 18kosit, burun ve
gdz akinisindan virus (zolasyonu ¢aligmalannin da
yapllmas: gerekmektedir (Kupferschmied ve ark
1986, Van Oirschot ve ark 1993). Ciinkl damizlik ola-
rak kullanilan bogalardan elde edilen spermatarin tabi
ve suni tohumlama yoluyla duyarh hayvaniara nak-
lediimesi bu hayvanlarm da enfeksiyona ya-
kalanmalarina neden oimaktadir. Bu nedenlerle, suni
tohumlama istasyonlarinda hem bogalann hem de
ontardan elde edilen spermalann virolojik kontrolQ
bayuk dnem tasimaktadir (Yavru ve ark 1998b).

Bu aragtimada, Konya ve gevresinden Ozel
Konet Mezbahasina kesime getirilen bogalarda
BHV-1 tarafindan olugturuian BR/APV/IPB en-
feksiyonlannin seroprevalansinin belifenmesinin yani
sira sperma ve nasal swap dmeklerinde de Enzyme
Linked Imunosorbent Assay (ELISA), Polymerase
Chain Reaction (PCR) ve hicre kdltdrinde virus izo-
lagyonu metotlan ile virolojik kontroller yapilarak, bu 3
lestin birbirlerine olan GsttinlOklerinin kargilagtinimasi
amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Arastimada Kullanilan Hayvanlar: Aragtirmada,
Konya ve gevresinden Konya Ozel Konet mez-
bahasina kesim amact e getinlen, 100 adet saglildr g&-
randmld, yerki itk ve 1 yasindaki bogalardan serolojik
aragtirmalar amaciyla kan dmeklen, virolojik ¢alismalar
igin ise spema ve nasal swap dmekleri alindt.

Serum Omeklerinin - Mikrondtralizasyon Testi
{(mNT) ile Incelenmesi: Usuidne uygun olarak ha-
zifanan kan serum dmeklerinde BHV-1'e karsi ndt-
talizan antikorlarin vah) Frey ve Liess'in (1971) bil-
dirdiklen mikrongtralizasyon testi (mNT) ile aragtinidi.

Serum Ormeklerinde indirekt ELISA ile Antikor
Tespitt Bu amagla, Laboratoire Service Intemational
(LSI, LISSIEU, FRANSA) fimasinin sigir serumunda
bulunan spesifik anti-IBR antikorannin tespiti icin ha-
zifamis oldudu ELISA kiti kullapid.
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Hicre Kittorande Virus lzolasyonu ve BHV-1'in
ldentifikasyonu: Usulne uygun olarak inokulasyona
hazir hale getirllen sperma ve nasal swap dmeklerinin
Fétat Dana Bébrek (FDB) hdcre kiitUriennde 3 kor pa-
saj yapllarak, CPE gbzlenen &mekier daha sonra
Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) devarli hdcre
kulturerine adapte edligi. Doku kulurti mikroskobu ile
yapiian kontrollerde, MDBK devamli hiicre kaltlrerinde
sitopatik etki (CPE) gdzlenen hicrelerden toplanan 3.
pasaj Ust sivilar, ELISA ile virus identifikasyonu ama-
ciyla kullanilds.

ELISA ile BHV-1in Teghisii Gerek hicre kal-
torlinde izole edilen viruslann BHV-1 olarak iden-
tifikasyonu ve gerekse direkt olarak omeklerde BHV-1
antijen vadi@imin aragbnimasi amaciyla Bio-X Di-
agnostics (Belgika) firnasi tarafindan geligtirilen Bio-X
BHV-1 ELISA kiti kullanitdi. .

Polymerase Chain Reaction (PCR) Metodu: Sper-
ma ve nasal swap omeklerinden DNA ekstraksiyonu
amaciyla QIAamp DNA Mini Ekstreksiyon Kiti (Ql-
AGEN, Almanya) kullanild. Ekstrakte edilen DNA'lar ti-
car olarak hazirlanan IBR DNA tespit PCR kiti (NO-
VENTIST™M)  kullanilarak  amplifiye  edildi. PCR
Grinlerinin  degerendirilmesi igin  NOVENTIST™ fir-
masimn bildirdigi elektroforez tekniginden yararanild,

Bulgular

Serolojk Calisma Sonuglan: Kan 6dmeklerinin
serum mNT ve ELISA sonuglan Tablo 1.'de gds-
terlmistir.

Pozitif Serumlann Serum Notralizasyon 50 (SNgp)
Testi Sonuglan : Caligmada serum mNT sonunda BHV-
1 antikorlan yéndnden pozitif olarak tespit edilen 14
adet (%14) kan serumu omegdinin mNT ile SNgq da-

gilimlar 1/1.78 — 1/22.4 arasinda tespit edildi (Sekil 1).
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Sekil 1. Pozilit Serumlann SNgg Degener
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Tablo 1. Mikronglralizasyon ve EUSA ile Pozitit Tespit Edi-
len Kan Serumlar

Tablo 2. Hucre Kaltirderinde virus izolasyonu ve izole edilen
viruslann ELISA ile BHV-1 olarak identifikasyon sonuglan
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Sonug 14

Virolojik Galigma Sonuglan: Hdcre kiiltiirlerinde
virus izolasyonu ve izole edilen viruslarnn ELISA ile
BHV-1 ofarak identifikasyon sonuglan Tablo 2.'de gos-
terilmistir.

$ekil 2. Spema dmekderinin PCR sonuglan
M : Marker {390 pb’lik DNA}, VK : BRV-1 Kontrof,
3 : 3'notu sperma dmegi, 7 : 7nolu spenma dmegi,
13 18notu sperma 6medi. NK : Negatit Kontrol

Omek No Hicre Kiltirinde Virus [zolasyonu / lzole edilen
Viruslann ELISA ile BHV-1 Olarak |den-

tifikasyonu
Spema Nasal Swap
Omeklerinde Grneklerinde
1 +/(-y -/-
3 +/(+) -/-
4 +/(#) -/-
7 +/() -J-
13 +/(+) -f-
14 +/() +/-
15 +/(+) -/-
18 +1() -/-
25 +/{+) -/-
34 +71() -/-
a7 +/{) -/-
40 +/(+) +/-
44 +/() -/-
as () -1
a7 +/(+) -/-
56 +/(9) ./-
58 +1(+) --
62 +/(-) -/-
64 +/(+) -/-
72 +1(+) -1-
a2 +1() -1-
84 +/(+) -/-
86 +/(+) -/-
93 +/(+) -/-
97 + 1/ (+) -7-
100 +/{+) -/-
Sonug 26/(15) 2/0

( )* Hicre kUltGrande izole edilen viruslann ELISA ile BHV-1
olarak identifiye edilip edilemedigini ftade etmektedir.

Tablo 3. BHV-1 Antijen Varigi Pozitif Omeklerin ELISA So-
nuglan

BHV-1 Antijen Varhge Pozitif
Omek Pozitid Omeklerin Omelderin
No ELISA Sonuglari OD Degerlen
Spema Nasal Swap
12 - + 0.179
58 + - 0.236
Sonug 1 1
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Tablo 4. Aragtirmanin toplu sonugiar

Hucre Kiltarunden
Virus |zolasyonu /

Omek mNT ELISA/Antikor ELISAile PCR Sonuglan ELISA/Antijen
No Sonuglan Senugtarn Identifikasyonu Sonuglan
Spema Nasal Swap Sperma Nasal Swap Spemma Nasal Swap
i + + +/{-) ~/- - -
3 - - H(+) -/ + - - -
4 + + +(+) /- - -
5 - + - -/- - - -
7 - - +(-} -/~ + -
12 - - - -/ - - - +
13 - + +(+) -/- + - -
14 - - +(-) +- + - - -
15 + + +/(+) -/- + - -
18 + + +/(-) -/- - - -
21 + + - -/ - - -
24 + + - -/ - - - -
25 - + +{+) -/ + - - -
34 - +() -/ + « - -
37 - + +(-) -/ - - -
40 + +(+) +/- + - - -
43 + + - -/ - - -
44 - - +(-) -/- + - -
45 + + +/(-) -/~ - - -
48 + + - -/- - - -
47 - + H{+) -~ + - -
54 - + - -/- -
55 - + - -/- + - - -
56 - - H() - + . )
58 - - )+ -/- +) - +) -
62 - +H() - + R - .
64 +(+) -/ + - -
71 - - -/- + - -
72 - +/(+) /- + - - -
78 - + - A - -
79 + + /- - - -
80 + + - -/- - - -
81 + + - -/- - - - -
82 + + +(-) /- - - - -
84 - - +/(+) -/- + - -
85 - - - -/- + - - -
86 - +(+) /- + - -
91 + + - -/- - -
93 - - +(+) -/ + - - -
97 - - +/(+) -/- + -
100 - - +(+) -/ + - -

()" Huere kiltirunde izole edilen virustann ELISA ile BHV-1 olarak identifiye edilip edilemedigini ifade etmektedir.
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BHV-1 antijen varhginin tespitt amaciyla direkt
ELISA Jle incelenen ve pozitif olarak tespit edilen
sperma ve nasal swap dmeklerinin ELISA sonuglarn
Tabio 3.'de gosterilmistir.

Polymerase Chain Reaction (PCR) Sonuglari :
Arastirmada kullanilan bogalardan elde edilen sper-
ma omekierinden 23 adedi {%23) PCR metodu ile
pozitif olarak belirlenirken, nasal swap dmeklerinde
PCR metodu ite pozitif senug tespit edilemedi

(Sekil 2).
Tartigsma ve Sonug¢

Bu ¢aligmada, klinik olarak saghkli géranamld,
bir yasinda ve yerli irk olan 100 adet bojadan al-
nan kan serurnu O0mekleri mNT ve ELISA ile kontrol
edilerek, 14 (%14) adedi mNT ile ve 23 (%23)
adedi ELISA ile BHV-1'e kargl olugsan antikoriar y6-
ninden pozitif olarak tespit editmistir. Elde edilen
seropozitifik oranlan daha &nce yapilan ¢a-
gmalarda (Florent ve Mamefte 1986, Burgu ve
Akga 1987, Oztirk ve ark 1988, Bolat ve ark 1996,
Yavru ve ark 1998b, Bilge-Dagdalp ve ark 2001) be-
lilenen oranlara goére dosik bulunmugtur. Be-
litenen dustk seropozitivite orantarinin nedenlen,
omek alinan hayvanlarin yaglanmn k{icik olmasina
(1 yas), boydk bir kisminin hayvan hareketleri az
ofan ilgelerden gelmesine, &rnekleme yapilan ay-
lann ilkbahar sonu ve yaz bagina rastlamasina, irk
hassasiyetine (yerli irk) ve cinsiyete (bogda) bag-
lanabilir.

Florent ve Marneffe (1986) BHV-1 virusuna
kargl olugsan serum antikorlarinin tespiti amaciyla
yaptiklan galismada, 42 adet stgirdan kan serumu
6rneklerini almiglar ve bu hayvanlarda IBR/IPV/IPB
enfeksiyonlarinin serolojik teghisi igin ELISA'y1 kul-
lanmiglardir. Aragtiricilar (1986), aldiklan 42 adet
kan serumunun 9 (%21.4) tanesini pozitif, 33
(%78.5) tanesl negatif olarak belirlemiglerdir.

Bu g¢ahismada, 6zellikle 1 yasinda olan bo-
galann orneklenmesi nedeniyle enfeksiyonun se-
roprevalansi her iki testte de digOk bulunmustur.
Enfeksiyonun seroprevalansi ile hayvanlarin yag
arasindaki iliskiyi belinemek igin pek ¢ok ¢aligma
(Burgu ve Akga 1986, Ozturk ve ark 1988, Yavru ve
ark 1998b, Bilge-Dagalp ve ark 2001) yapilmistir.
Burgu ve Akga (1986) yaptikian galigmada, 3 yasin
uzerindeki bogalarda seropozitiflik oramnin %100’e
ulastidi, 1 yasindaki hayvanlarda ise %33.3 ci-
vannda oldugunu ifade etmiglerdir. Latent bir en-
feksiyona neden olan BHV-1'in gesitli faktdrlerin et-
kisi ile reaktivasyonu, enfeksiyonun ileri yaslarda
tekrar goérdimesine neden olabilmektedir. Ozellikle
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2 yag ve Uzeri bogalann damizhk amaciyla kul-
laniimasi enfeksiyonun sperma vasitasiyla bir hay-
vandan digerine kolaylikla bulagmasinin en onemli
nedenlerinden birisidir. Oztirk ve ark (1988) Konya
Hayvancibk Merkez Aragtirma Enstitusinde yap-
tiklar arastirmada, en yuksek antikor dagiminin 2
yasin Uzerindeki sigirlar arasinda oldugunu bil-
dirmiglerdir. Yavru ve ark (1998b) Konya Et ve Balik
Kurumu mezbahasina getirilen farkli irk ve yaglardaki
bogalardan aldiklarc kan serumu drneklerinde en
yUksek antikor dagiliminin (%93.1-100) ve antikor tit-
relerinin 3 yasin Uzerindeki bogalarda oldugunu bil-
dirmiglerdir. Yavru ve ark (1998b) yaptkian ¢a-
lismada, hayvanlarda seropodzitiflik oranlannin yaga
bagl olarak artmasinin, ozellikle tohumiamada aktif
olarak kullanildigi yaglarda daha yiuksek oranda tes-
pit edilmesinin dnem arz ettigine dikkat gekmiglerdir.
Bu galismada ormeklenen hayvantarin 1 yaginda of-
mas! belifenen dastk seropozilligin (mNT ile %14
ve ELISA ile %23) bir nedeni olarak belirtilebilir.

IBR/IPV/IPB enfeksiyonlannda, bir bdlgedeki
hayvan hareketterinin blylik dnem arz ettigini bil-
dirilmistir (Singh ve ark 1985). Ozellikle bir streye
yeni giren latent enfekte hayvanlann enfeksiyonu ko-
layhkia o sUriiye bulastirabildigi belirtiimektedir (Msol-
la ve ark 1981). Bu ¢alismada, Konya ve g¢ev-
resinden Konet &zel mezbahasina, hayvan
hareketlerinin ¢ok yogun olmadigi tespit edilen il-
¢elerdeki isletmelerden kesim amaci ile getiriten hay-
vanlardan érnekleme yapilmistir. Bu aragtirmada, or-
neklenen hayvanlann geldigi bdigelerin  6zelligi
nedeni ile elde edilen seropozitiflik oranlan daha
bnce yapllan galismalara {Cho ve Bohac 1985, Ed-
wards ve ark 1986, Florent ve Marneffe 1986, Burgu
ve Ak¢a 1987, Oztirk ve ark 1988, Bolat ve ark
1996, Yavru ve ark 1998b, Bilge-Dagalp ve ark
2001) godre dOsuk bulunmustur. Ancak Msolla ve ark
(1981) Iskogya’da mNT ile yapmis olduklan serolojik
¢aligsmada elde eftikleri %12'lik seropozitifiik orani ile
uyum igindedir.

BHV-1 enfeksiyonunun &zellikle ki mevsiminde
daha sik ontaya ¢ikuig bilinmektedir. Kig mevsiminde
hayvanlann kapal isletmelerde barindinlmasi, en-
feksiyonun temasta bir hayvandan digerine kolaylikla
nakli, latent enfekte hayvanilarda stres nedeniyle vi-
rusun reaktivasyonu ve yayilmasi enfeksiyonun ar-
tisindaki en éneml) nedenlerdir. Singh ve ark (1985),
yagisit mevsimlerde abort yapan hayvaniardaki se-
ropozitiviteyi yaz mevsiminden daha yOksek
(p<0.05) oranda buimuslardir. Bu yuksek se-
ropozitiviteyi virusun yazin daha az aktif olmasina
baglamiglardir. Bu ¢aligmada, dmekleme takviminin
Gzellikle ilkbahar sonu ve yaz bagina rastlamasi,
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elde edilen dasuk seropozitiflik orantann daha iyi
aciklayabilir.

IBRAPV/IPB enfeksiyonlannda irk hassasiyeti
ile ilgili birgok ¢alisma yapiimigtir (Msolla ve ark
1981, Singh ve ark 1985, Yawru ve ark 1998b).
Msolla ve ark (1981) yaptiklan calismada, siriye
sonradan giren Holstein irki disiter ile enfeksiyonun
onaya ¢ikigl arasinda bir iligki olduguna dikkat ¢ek-
miglerdir. Singh ve ark (1985), yerli hayvanlardaki
seropozitiviteyi (%22.2), Jersey (%50.3) ve Hols-
tein-Friesian (%35.4) itk hayvanlardan daha dugak
bulmalanna ragmen, galigmada kullanilan yerli hay-
van sayisinin az olmasi nedeniyle tam bir kar-
stlastima yapamayacaklannt bildirmislerdir. Yavru
ve ark (1998b) yaptiklan galismada, Holstein irki
hayvanlardaki seropozitiviteyi (%19.66) yeri irk-
lardan (%4) daha yOksek bulmuglardir. Bu arag-
tirmada da, &rneklenen hayvanlarin yerli rkiardan
olusmasi ve yerli irklanin &zellikle gevresel gartlara
ve iklim kosullarina karg) daha dayanikli olmas) ile
aciklanan dosUk seropozitiflik oranlart (%14 ve
%23), Singh ve ark. (1988) ile Yavru ve ark
(1998b)min  galisma sonuglan ile uyumiu bu-
lunmustur.

ELISA’nin indirekt teghiste daha duyarli ve pra-
tik olmasi nedeniyle, ndétralizasyon testi ite kar-
siaginidiginda en uygun metot oldugu bil-
dinimektedir Bu nedenle, bir ¢ok arastincr (Durham
ve Sillars 1986, Edwards ve ark 1986, Florent ve
Mameffe 1886) duyadiliklan ve spesifitelerini be-
liremek amaciyla serum mNT ile ELISA'yi birikte
kullanarak bu iki testi kargilagtirmiglardir.

Durham ve Sillars (1986) ELISA prosediriniin
hizli oldugunu ve serum mNT'ne gére daha ¢ok re-
aktord tespit etligini belitmiglerdir. Arastiricilar
(1986) aynt zamanda sitotoksik 6zelliginden dolay!
serum mNT ile incelenmek igin uygun olmayan se-
rumiarin ELISA ile sonuc¢ verebildigini de bil-
dirmiglergir. Collins ve ark (1984/85) da ELISA’nin
diger serolojik testlere gore daha duyarh oldugunu
ve ¢ok kisa sirede sonu¢ verdigini belirterek, elde
edilen sonucun giveniriligi nedeniyle, bu metodun
kullaniminin son yillarda hizla artti§ini ifade et-
miglerdir.

Bolat ve ark (1996), Elazi§ ve gcevresindeki top-
lam 335 adet koltdr k) siJirdan alinan kan se-
rumlarint mNT ve ELISA ile kontrol etmigler ve test
edilen dmeklerin 188 (%56.1)'ini ELISA ile 98
(%29.25)'ini de mNT ile BHV-1'e kars! olugan an-
tikorlar yoninden pozitif bulmuslardir. Arastincilar
(1996), serum mNT ve ELISA arasindaki sensitivite
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farkini ise mNT’nde uyguladiklan inkubasyon su-
resine baglamiglardir. Edward ve ark (1986) da 24
saat soren inkubasyon periyodunun ardindan mo-
difiye serum mNT ile ELISA arasinda sensitivite far-
kinin olmadigini, 1 saat siOren inkubasyon pe-
riyodunun ardindan standart serum mNT ile ELISA
arasinda sensitivite farkinin oldugunu bildirerek, uy-
gulanan inkibasyon siresine bagl ofarak bu farkin
olugtugunu belirtmiglerdir.

Bu galismada, serum mNT'nde 1 saat standan
inkubasyon periyodu uygulanmes ve virusa kargl olu-
san tim antikorlan belirleyebilen ticari bir ELISA kiti
kullarilrmistir.  Aragtirmada elde edilen sonuglara
gbre, ELISA'nin mNT nden daha duyarll bulunmasi,
ELISA ile tUm virusa baglanan antikorlann, serum
mNT'nde ise sadece virusu notralize eden an-
tikorlarin tespit edilmesine bagianabilir.

Yeterli dizeyde antikor titresi olugmamig veya
saronegatif latent enfekte hayvanlarda, IBR/IPV/IPB
enfeksiyonlannin serolojik teshisinde uygulanan test-
lerin bazen yetersiz kalabildidi bilinen bir gergektir
(Kahrs 1977). Bu nedenle enfeksiyonun arag-
tinimasinda, serolojik teshisin yaninda, direkt clarak
etken izolasyonu veya antijen varidinin tespitine yoé-
nelik testlerden de faydalanmanin gerekli oldugu be-
litiimektedir (Unver 2002).

Edwards ve ark (1983) intranasal olarak BHV-1'i
inokule ettikleri hayvanlardan aldiklari burun swap-
larindan immunofloresans (IF), immunoperoxidase
(IP) ve ELISA ile viral antijen variginin belilenmesi
ve primer dana bdbrek (PDB) hicre kaltGrlerinde
virus izolasyonu ve izole edilen viruslann iden-
tifilkasyonu i¢in ise P teknidini kullanmiglar ve bu 4
testin hassasiyetini karsilastirmislardir. Aragtincilar
(1983), hicre kiltirinde virus izofasyonunun IF, IP
ve ELISA’dan daha duyarl oldugunu belirtilmisgtir.

Yavru ve ark (1998a) Ankara'daki suni to-
humlama istasyonundan ve halkin elinde bulunan,
Konya Et ve Ballk Kurumu Mezbahasinda kesime
getirilen, agimda kullanilmis bogalardan aldiklan 60
adet sperma érneginden virus izolasyonu ¢aligmalan
yapmiglardir. Arasghiniclar (1998a), izole ettikleni 5
adet virusun 3'0nd notralizasyon testi ile BHV-1 ola-
rak identifiye etmigler ve hicre kditarerinin olduk¢a
fazla ekipman gerektimesine, masrafll olmasina ve
sonuglarin geg elde edilmesine ragmen teghis igin
hassas bir ydniem oldugunu ifade etmiglerdir.

Bu calismada, spermalarin 26 (%26)'si, nasal
swaplarin ise 2 (%2)'si virus izolasyonu amaciyla ya-
pilan ekimler sonucunda CPE yoéninden pozitif bu-
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lunmustur. Sperma ve nasal swap 6meklerinden
virus izole edilen dmeklerin identifikasyonu igin
ELISA ile kontrol edilmistir. CPE pozitif 26 sperma
orneginden 15 adedi BHV-1 olarak identifiye edi-
lirken, CPE pozitif 2 nasal swap 6medi BHV-1 ola-
rak identifiye edilememistir. Elde edilen sonuglar,
hucre kiltGrlerinde virus izolasyonunun has-
sasiyetini beliten dijer ¢aligmalarla (Edwards ve
ark 1983, Yavru ve ark 1998a) uyumlu bu-
lunmugtur,

Turkiye'de IBR/IPV/IPB enfeksiyonlannin direkt
teshisinde ELISA'nin kullanildi§i herhangi bir c¢a-
hsma daha &énce bildirilmemistir. Bu arastirmada,
sperma ve nasal swap Ornekleri kit prosedirine
uygun olarak ELISA ile kontrol edilmistir. Incelenen
sperma ve nasal swap 6rneklerinin 1 (%1)'er adedi
BHV-1 antijen varligi yoninden pozitif olarak tespit
edilmistir. Aragtmada, ELISA'nin BHV-1’in antijen
variginin tespiti amaciyla kullanilabilecegini, ancak
hassasiyelinin daha az oldugu ve bagka bir test ile
sonucun mutiaka desteklenmesi gerektigi ortaya
konulmustur.

Son yillarda yapilan calismalarda hizi, spe-
sifitesi ve sensitivitesi nedeniyle polymerase chain
reaction (PCR) metodu Gzerinde yogdunlasiimistir
(Sreenivasa ve ark 1996, Rocha ve ark 1999,
Fuchs ve ark 1999), PCR metodunun ¢ok kisa sG-
rede sonu¢ verebilmesi ve diger rutin tekniklere
oranla daha duyarli olmasi nedeniyle bilyUk bir
avantaja sahip oldugu bildiriimistir (Belak ve ark.
1987, Belak ve Ballagi-Pordany 1993, Cetinkaya
1998).

Birgok arastinci (Rola ve Zmudzinski 1989,
Van Engelenburg ve ark 1995, Masri ve ark 1996,
Wagter ve ark 1996, Rocha ve ark 1998, Smits ve
ark 2000)ya goére PCR metodu klinik nu-
munelerden BHV-1'in tespitinde, hicre kiitirinde
virus izolasyon metoduna gdre daha duyarhdir.

Rola ve Zmudzinski (1989) yaptiklan bir ¢a-
hsmada, BHV-1 ile dogat olarak enfekie bogalarin
sperma &rneklerini kullanarak, PCR ve virus jzo-
lasyon metotlarinin duyarhliklarini kar-
silastirmiglardir. MDBK devaml hicre kulltirerine
virus izolasyonu amaciyla yéntemine uygun olarak
hazirladiklari 44 sperma &rnegini inokule ederek, IF
testi le 6 (%13.8)'sint BHV-1 olarak identifiye et-
miglerdir. Arastincilar (1989), incelenen sperma &r-
neklerinin 21 (%47.7)'ini ise PCR metodu ile pozitif
olarak belifeyerek, PCR'In virus izolasyon me-
todundan 10 Kat daha fazla duyarl oldugunu ifade
etmislerdir.
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Rocha ve ark (1998) Brezilya'da bir suni to-
humlama merkezinde bulunan 61 boJadan top-
ladiklari 101 sperma 6rnegdini hicre kaltGrinde virus
izolasyonu ve PCR metodu ile inceleyerek her iki
testi karsilagtirmiglardir. Aragtincilar (1998) hicre kal-
tirinde izole ettikleri 20 adet (%19.8) virusu nét-
ralizasyon testi ile, arastinlan émeklerin 32 adedini
(%31.7) ise PCR metodu ile BHV-1 olarak identifiye
etmiglerdir.

Bu galismada, klinik olarak saghkli gérinamla
ve bir yaginda olan 100 adet bogadan alinan sperma
ve nasal swap ornekleri ydntemine uygun olarak ha-
zirandiktan sonra PCR metodu ile incelenmis ve
elde edilen PCR runlerinin agaroz jel elekiroforez
ile analizi sonucunda 23 sperma drmnedi BHV-1 DNA
varlig) yoéninden pozitif bulunurken, nasal swap 6r-
neklerinin hepsi negatif olarak tespit edilmigtir. Elde
edilen sonuclara gére PCR metodu hiicre kiiltdrOnde
virus izolasyonu ve ELISA'ya gére daha duyarll bu-
lunmugtur. Bu sonug daha once yapilan ve PCR
metodunun hicre kditirinde virus izolasyonundan
daha duyarlt oldugunu gdsteren ¢afismalar (Rola ve
Zmudzinski 1989, Van Engelenburg ve ark 1995,
Rocha ve ark 1998, Zhou ve ark 1999, Smits ve ark
2000) ile uyumlu bulunmustur.

Aragtirmada, toplam 25 hayvan virus (htcre kil-
tironde virus izolasyonu ile 15%), viral genom (PCR
ile 23'0) veya viral antijen (ELISA ile 1'i) varigtn tes-
pit etmek amaciyla yapilan testler ile pozitif clarak
belirlenirken, 23 hayvan BHV-1'e kars! olugan an-
likorlar yonunden pozitif (ELISA ile 23 ve mNT ile
14) olarak tespit edilmigtir. Arastirmada virus/ viral
genom veya viral antijen varkd yénunden pozitif bu-
lunan toplam 25 hayvandan 18 adedinde antikor tes-
pit edilememigtir. Bu sonuglar, 18 hayvanda &r-
neklemenin yapildi§ dénemde enieksiyonun akut
olarak seyrettigini ve hayvanlarin virusa kargi heniz
antikor olusturmaya baslamadigini gdstermektedir.
Béyle bir durumda 2-3 hafta sonra yaptlacak clan 2.
bir 6rnekleme ile enfeksiyonun durumu daha ag¢ik
olarak ortaya konabilir. Bunun yani sira, yukarida be-
litilen 18 hayvanda Kahrs (1977)'in da bildirdigi gibi
virusun lokal bir enfeksiyon olugturabilecedi ve bu
nedenle de Iokal enfeksiyon espasinda sir-
kilasyonda antikorlarin tespit edilemeyecek kadar
disik seviyede olabilecegi de g6z ardi edil-
memelidir. Hem aatikor hem de virus/ viral genom
veya viral antijen varli§l yéninden pozitif olarak tes-
pit edilen 7 hayvanda ise BHV-1 rekirrensinin (tek-
rarlama) meydana geldigi dusunllebilir. Bunupla ilgili
otarak, GUngor (2003) tarafindan yapilan bir aras-
tirmada antikor yanitimin mevcut oldugu hayvan po-
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pulasyonlannda BHV-1 rekdrrensi olustugu sap-
tanmig, 1/24'e kadar olan antikor tifre degerlerinin
bireylen BHV-1 rekirrens veya reenfeksiyon-
lanndan koruyamadigl 6nemli bir epidemiyolojik
sonug olarak degerendiriimistir. Bu ¢aligmada da
antikor yanittnin meveut oldugu hayvaniann antikor
titreleri 1/1.78 ile 1/22.4 arasinda tespit edilmigtir.
Aragtirmada, virus/ viral genom veya viral antijen
varigi yoninden negatif oldugu halde antikor varhgi
yoninden pozitif olarak tespit edilen 16 hayvanda
ise enfeksiyonun latent bir ddonemde olabilecedi
akla gelmektedir.

Sonu¢ olarak c¢aligmada, serolojik teshiste
ELISA'nin mNT'nden, BHV-1'in teshisinde ise
PCR'In ELISA ve virus izolasyon metotlarindan
daha hassas oldugu goriimekiedir. Bu galismada,
direkd teshis amaciyla kullanilan sperma Or-
nekierinden tespit edilen virus/ viral genom veya
antijen varhg (PCR ile 23, VI ile 15 ve ELISA ile 1)
nasal swap omeklerinde tespit edilenden ( PCR ite
0, VI ile 0 ve ELISA ile 1) gok daha fazladir. Bu
durum enfeksiyonun hayvanlann biydk ¢o-
gunjugunda lokal olarak seyreltigini gostermektedir.
Bu durum, ozellikle suni tohumlama merkezlerinde
kullanilan ya da bu merkezlerde kullaniimak zere
se¢gilen bogalarin BHV-1 enfeksiyonu yoninden
aragtinimasinda materyal olarak nasal swaptan ¢ok
spermanin segilmesinin, teghis agisindan daha gi-
venilir oldugunu gdstermektedir. Bu aragtirradan
elde edilen sonuglar, sigiiann dzeflikle bogalann
rutin olarak BHV-1 antikor varh@ yoninden belidi
periyotlarda incelenmesi ve bu kontrollerin BHV-1
varli§ini ortaya koyan direkt teshis metotlarindan bi-
risi ile dzellikle de PCR ile mutlaka destekienmesi
gerektigini géstermistir.
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