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BOGALARDA BOVINE HERPESVIRUS Tip-ı (BHV-l) ENFEKSivONUNUN

ENZVME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAV (ELISA), POLVMERASE CHAIN

REACTION (PCR) VE ViRUS iZOLASVONU (VI) METOTLARI iLE

KARŞıLAŞTıRMAlıTEŞHisiVE SEROEPiDEMiVOLOJiSi

Oya Bulut
'

@ Sibel Yavru!

Seroepidemiology and Compa rative Diag nosis of Bovlne Herpesvirus Type-I (BHV-I)
in Bulls using Enzyme-Llnked Immuncsor bent Assay (E LISA), Polymerase Chain

React ion (p e R) and Virus Isolation (VI)

Özet: Araşbrmada, Konya ve çevresinden Konya ÖZel Konet mezbahasına kesim amacı ile getirilen, 100 adet sağlıklı gö­
rCınCımlO, yerli ırk ve 1 yaşındaki bOğaJardan kan, sperma ve nasal swap örnekleri alındı. Sperma ve naSaJ swap örnekleri
Fôtal Dana Böbrek (FOB) ve Madin Daıby Bovine Kidney (MDBK) devamlı hücre kOnurlerine inokula edildi. fnkubasyon sü­
resi sonunda. 26 adet sperma ve 2 adet nasar swap örneğinde sitopatik etki (CPE) gözlendi. Izole edilen viruslann iden­
tilikasyonu amacıyla Enzyme Linked Immunosarbent Assay (ELlSAlAg) kullanıldı ve sperma örneklerinden 15 adedi BHV· l
olarak identiliye edilirken, nasat swap örneklerinin hiçbirisi BHV·1 olarak identifiye edilemedi. Aynca sperma ve nasa l swap
örneklerinde BHV·1'in tespiti amacıyla ELlSA ve Polymerase Chain Reaetion (PCR) metodunda n yararlamldı . Direkt ELlSA
ile 1 adet sperma ve 1 adet nasal swap örneğ i pozitif bulundu. PCR ile ise 23 adet sperma örneği pozitif olarak be­
lirlenirken, neset swap örneklerinin hiç birinde pozit il sonuç tespit edilemedi. BHV· 1'e karş ı oluşan antikarlann tespit edil­
mesi amac ıyla ELlSAlAb ve se rum mikronötralizasyon (sen en mNT) testleri kullanıldı . BHV-1'e karşı oluşan antikortann tes­
piti amacıyla uygulanan ELlSAlAb ile 23 adet kan seruma poziti lolarak belirtenirken, serum mNT testi ile 14 adet kan
serumu pozitif bulundu ve antiko r poziut bu örneklerin SNsodeğerleri ise 1:1.78 - 1:22.4 arasında tespit edildi.

Anahtar Keümeter: Bovine Herpesvirus Tip-l (BHV-1), EU SA, Nötralizasyon Testi, PCR ve Virus ıZolasyon

$ummaıy: in this study, biood, semen and nasai swap sarre-eswere taken from 100 cfinicaIly healty, indigenoos and one
year old bul ls brou!lıl to Konya Private Konet abbatoi r lrom Konya and ils environmenl with the purpose ol slaughter.
Semen and nasal swap samples wer e inoculated into Foela/ Bovine Kidney (FaK) and Madin Daıby Bovine KJdıeY

(MDBK) eell cultures. Ai the end of incubation, cyIopatogenic eltect (CPE) was determined in 26 semen and 2 nasal swap
sanıples. Enzyme linked lmmunosorbent Assay (EU SN Ag) was used lor idenlification of viruses isolated Two isolates
from naseı swap could not be ideniilied, while 15 out of 26 isolaıes l rom semen sampres was identified as BHV· l by
ELlSA. Foflowing ELlSAlAg and Polymerase Chain aeacnon (PCR ) method was appl ied for detect ion ol BHV-1 in semen
and nasat swap samples. One semen sampla and 1 nasa l swap sampte were found as positive by ELlSNAg. No positlve
result could be detected in any ol nasal swap sampres while 23 semen samples were detected as posi tive by PC R. Be­
sides, Enzyme linked immu nosorbent assay (EU SA) and serum microneutralization test (serum mNT) were used for de­
tecüon ol antibodies aganist to BHV·1. Twenty-three blood sera samples were detected positive by ELISA, whi le 14 blood
sefa samples were detected positive by serum mNT. SNso values ol the positive se ra samples were detected between
1:1.78 - 1:22.4.

Key Word s: Bovine Herpesvirus type-1 (BHV· l), EU SA, Neutralization Test, PCR and Virus Isolation

Giriş

Infectious Bövine Rhinotrachei1is IInfectious
Pustuler Vulvovaginitis i Infectious Pusıuler Ba­
laroposütis (IBRlJPVIIPB) slğlMnn solunum. sindirim

ve qenttal sistem le rini n subklinlk, akut veya latent se­

y ini önem li bir v iral enteksiyonudur. Enfeksiyon et­
keni Bov ine He rpesvirus t ip-1 (BHV· 1)' di r. BHV-1,

yaygın solunum sistemi enfeksiyonlanna, rhl­
notracnelnse. konjuk1ivitise, süt veriminde azalmaya,

metritise, arthritise. emenuse. dişlierde vulvovaginitise,

boğalarda balanopostitise, gebe hayvanlarda abor1 ­

tara ve nad ire n encepha lit ise sebep olabi lmektedir

(Smith ve ark 1991 , K it ve ark 1992 , Yason ve ark

1995).
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Bovine Herpesvirus tc-ı (BHV-l)'in en önemli
özelliği primer enfeksiyonu takiben virusun bölgesel
ganglionlarda latent durumda kalabilmesidir (Engels
ve Ackermann 1996. Winkler ve ark 2(02). Latent en­
fekte hayvanlarda çeşitli stres faktörlerinin etkisiyle la­
tent virus reaktive olabilmekte ve sinir yoluyla rep­
likasyonun ge rçekleşeceği mukozal yüzeylere
ulaşarak buradan saç ı lmaya devam edebilmektedir
(Whetsone ve ark 1986, Jones ve ark 1990, Ka­
astıcek ve ark 1996). Enfeksiyonu bir kez geçiren
hayvanlar klinik tablo göstermeksizin yaşam boyu
virus taşıyıcıs ı ve reenfeksiyonlarda virus saçıcısı ola­
rak bir sürücle enfeksiyon kaynağ ı olabilmektedir. Bu
nedenle damızlı k olarak kullanılan ~Iann düzenli
aralıktarta serotojik kontrollerden geçirilmesi gerektiği

gibi sperma. preputial çalkantı sıvısı, lökosit, burun ve
göz akıntısından virus izolasyonu çalışmalannın da
yapılmas ı gerekmektedir (Kupferschmied ve ark
1986, Van Oirschot ve ark 1993). Çünkü damızlık ola­
rak kullan ı lan boğalardan elde edilen spermaları n tabi
ve suni tohumlama yoluyla duyarlı hayvanıara nak­
ledilmesi bu hayvanların da enfeksiyona ya­
kalanmaları na neden olmaktadı r. Bu nedenlerle, suni
tohumlama i stasyonlarında hem boğaların hem de
onlardan elde edilen spermalann virolojik kontrolü
büyük önem taşımaktadır (Yavru ve ark 1998b).

Bu araştırmada. Konya ve çevresinden Öze l
Korıet Mezbahas ına kesime getirilen boğalarda

BHV·l tarafından Oıuşturulan IBRIlPVIIPB en­
feksiyonlarının seroprevatansınm belir1enmesinin yan ı

sıra sperma ve nasal swap örneklerinde de Enzyme
Linked Imunosorbent Assay (ELISA), Polymerase
Chain Reaetion (PCR) ve hücre kültüründe virus lzo­
lasyonu metotları ile virolojik kontroller yapılarak, bu 3
testin birbirlerine olan üstünlüklerinin karşılaştm lması

amaçlanmıştı r.

Materyal ve Metot

Araştırmada Kullan ı lan Hayvanlar: Araştırmada,

Konya ve çevresinden Konya Özel Konet mez­
bahas ına kesim amacı ile getirilen. 100 adet sağırld ı gö­
!Ünümlü, yerli ırk ve 1 yaşındaki boğalardan serolojik
araştırmalar amacıyla kan örnekleri, virolojik çalışmalar

için ise sperma ve nasal swap örnekleri alındı.

Serum Örneklerinin Mikronötralizasyon Testi
(mNT) ile incelenmesi: Usulüne uygun olarak ha­
zırlanan kan serum örneklerinde BHV-l 'e karş ı rLÖI·
rauzan antikorların varlığ ı Frey ve Liess'in (1971) bil­
dirdikleri mikronötralizasyon testi (mNT) ile araştırıldı.

Serum Örneklerinde indirekt ELlSA ile Antikor
Tespiti: Bu amaçla, Laboratoire Service International
(LSI, L1SSIEU, FRANSA) firmas ının sığ ı r serumunda
bulunan spesifik anti-lBR antikortannın tespiti için ha­
zırlamış olduğu ELlSA kitikullanıld ı.
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Hücre Kültüründe Virus ızolasyonu ve BHV·1'in
Identifikasyonu; usuıane uygun olarak lnokulasyona
haz ı r hale getirilen spenna ve rasat swap örnekle rinin
Fötal Dana Böbrek (FDB) hücre kültürlerinde 3 kör pa­
salı yapılarak, CPE gözlenen örnekler daha sonra
Madln Darby Bovine Kidney (MOBK) devamlı hücre
kültürlerine adapte edildi. Doku kültürü mikroskobu ile
yap ı lan kontrollerde, MDBK devamlı hücre kültürlerinde
sitopatik etki (CPE) gözlenen hücrelerden toplanan 3.
pasaj üst srvııan, ELlSA ile virus idenlifikasyonu ama­
cıyla kullanıldı .

ELlSA ile BHV·1'in Teşhisi: Gerek hücre kül·
türünde izole edilen viruslann BHV·l olarak iden­
ntikasyonu ve gerekse direkt olarak örneklerde BHV-1
antijen varl ığının araştınımas ı amacıyla Bio-X Dj·
agnostics (Belçika) firmas ı tarafından geliştirilen Bo-X
BHV·1 ELlSA kiti kuUanddl.

Polymerase Chain Reaetion (PCR) Metodu: Sper­
ma ve nasal swap örneklerinden DNA ekstraksiyonu
amacıyla QIAamp DNA Mini Ekstraksiyon Kiti (OL·
AGEN , Almanya) kullanıld ı. Ekstrakte edilen ONA'lar ti­
cari olarak hazırlanan IBR DNA tespit PCR kili (NO·
VENTISTM) kullanılarak ampl ifiye edildi. PCR
ürünlerinin değerlendirilmesi için NOVENTISTM fir­
masının bildirdiği elektroforez tekniğinden yararıamkn.

Bulgular

Serolojik Çalışma Sonuçtan: Kan örneklerinin
serum mNT ve ELlSA sonuçları Tablo l .'de gös­
terilmiştir.

Pozitif Serumlar mSerum Nötra lizasyon 50 (SNSO)

Testi Sonuçları: Çalışmada serum mNT sonunda BHV·
1 antikorlan yönünden pozitif olarak tespit edilen 14
adet (%14) kan serumu örneğ in in mNT ile SNso da­
ğılımları 1/1.78 - 1/22.4 aras ı nda tespit edildi (Şekil 1).

s

,

z a

•
~ • ~

,
O " : §~ <

S 5 S '" 5 s

Şekil 1. Pozitif Serumların SNso Değerieri
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Tablo 1. Mikronötralizasyon ve ElISA ile Pozitif Tespit Ed- Tablo 2. acce kOOürlerilde virus izolasyorMJ ve izole edlen
!en KanSerumlan viıuslann ElISA ile BHV-l olarak den1itikasyon sonuç!an

Senm No mNT EUSA Omek No u cee KO/tUründe Virus ızolasyonu i Izole edilen

1
Viruslann ELlSA ile BHV-l Olarak Iden-

+ + tifjkasyonu
4 + +
5

Sperma Nasal Swap
+

13 +
Örneklerinde Örneklerinde

15 + + 1 + /(.)" - t ,

18 3 + / (+) . r,
+ +

21
4 + / (+) -t :

+ + 7 + /(-) . /.
24 + + 13 + / (+) . /.
25 + 14 + /(-) + / .
37 + 15 + / (+) . / .

40 • 18 + /(-) . / .

43 • + 25 + 1(+) . /.

45 • + 34 + / (-) . / .

48 37 + / (.) . / .
+ +

47
40 + / (+) + / .

• 44 + /(.) - t ,
54 • 45 + / (.) . /.
55 • 47 + / (+) . /.
78 • 58 + / (.) . / .

79 • + 58 + / (+) - t ,

BO • + 62 + 1(-) . / .

81 + + 64 + / (+) . / .

82
72 + / (+) . / .

+ +
91

82 + / (.) · 1·
+ + 84 + / (+) · 1·

Sonuç 14 23 86 + / (+) · 1·
93 + / (+) · 1·

Virolojik Çalışma Sonuçları : Hücre kültü rlerinde
97 + / (+) -r,
100 + / (+) - t •

virus ızolasyonu ve izole edilen vi rus ların ELlSA ile Sonuç 28/(15) 2/0
BHV-l olarak ide ntifikasyon sonuçları Tab lo 2.'de gös-
terilmiştir. ( )" Hikre kültüründe izole edilen virus ların ElISA ile BHV·1

olarak identifiye edilip edilemeciğini ifade etmektedr.

Şekil2. Sperma örneklerinin pe R sonuçlan
M : Marker (390 pb'ik DNA) , VK : BHV ·1 KontrOı.

3 : 3'noIu soerma Omeği. 7 : T noIu scerrre Ome{;.
13 : 13'noIu spenrıa Omeği . NK : Negalil Kc:ırıtra
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Tablo 3. BHV- l Antijen Varlığı Pozitif ömekıem ElISA so­
nUçIan

BHV·l Antijen Varlığı Pozitif

Örnek Pozitif Omeklerin Örneklelin

No ElISA Sonuçlan OD Değerle ri

Sperma Nasa! Swap

12 • 0.179

58 + 0.236

Sonuç 1
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Tablo 4. Araştırmanın toplu sonuçlan

Hücre Kültüründen
Virus ızolasyonu /

Örnek mNT ELlSNAntikor ELlSAile pe R Sonuçlan ELlSNAolijen
No Sonuçlan Sonuçlan Identifikasyonu Sonuçları

Sperma Nasal Swap Sperma NasalSwap Sperma Nasal Swap

1 + + +/(-) .t;

3 +/(+)* .ı: +
4 + + +/(+) -1-
5 + ·1·
7 +/(-) -1- +
12 -1- +
13 + +/(+) -I· +
14 +1(-) +1- +
15 + + +/(+) -I- +
18 + + +/(-) -1-
21 + + -I-
24 + + -I-
25 + +/(+) -I- +
34 +/(-) .,. +
37 + +/(-) -I-
40 + +1(+) +1- +
43 + + -I-
44 +1(-) -1- +
45 + + +1(-) ·1·
46 + + -1-
47 + +/(+) -I- +
54 + -I-
55 + -I- +
56 +/(-) .,. +
56 (+)'(+) -I- (+) (+)
62 +1(.) -I- +
64 +/(+) -1- +
71 -I· +
72 +/ (+) -I- +
78 + .t:
79 + + -I-
80 + + -I-
81 + + -I-
82 + + +/ (-) -I-
64 +/(+) -1- +
85 -I- +
86 +/(+) -,- +
91 + + -I-
93 +/(+) -1- +
97 +/(+) -1- +
100 +/(+) -1- +

( ). Hücre kültüründe izole edilen virusların ELlSAile 8HV-1 olarak identifiye edilip edilemediğ in i ifade etmektedir.
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BHV-1 antijen van ığ ı n ı n tespiti amacıyla direkt
EUSA ile incelenen ve pozitif olarak tespit edilen
sperma ve nasal swap örneklerinin ELlSA sonuçları

Tablo 3.'de gösterilmişti r.

Potymerase Chain Reaetion (PCR) Sonuçları :
Araştırmada kullan ı lan boğalardan elde edilen spe r­
ma örneklerinden 23 aded i (%23) PCR metodu ile
pozitif olarak belirlenirken, nasal swap örneklerinde
PCR metodu ile pozitif sonuç tespit edilemedt
(Şeklı 2).

Tart ışma ve Sonuç

Bu çalışmada, klinik olarak sağlıkl ı görünüm hl ,
bir yaşında ve yeni ırk olan 100 adet boğadan alı­

nan kan serumu örnekleri mNT ve EUSA ile kontro l
edilerek, 14 (%14) adedi mNT ile ve 23 (%23)
adedi ELlSA ile BHV·1 'e karş ı oluşan antikonar yö­
nunden pozitif olarak tespit edilmiştir. Elde edilen
seropozitiflik oranla rı daha önce yapı lan ça­
lışmalarda (~Iorent ve Mameffe 1986, Burgu ve
Akça 1987, Oztürk ve ark 1988, Bolat ve ark 1996,
Yavru ve ark 1998b, Bilge·Oağalp ve ark 2001) be­
lirlenen oranlara göre düşük bulunmuştur. Be­
lirlenen düşük seropozitivite oran lannı n neden leri,
ömek alı nan hayvanlarm yaşlarının küçük o lmas ına

(1 yaş) , büyük bir kısm ının hayvan hareketleri az
olan ilçelerden gelmesine, örnekleme yapılan ay­
ların ilkbahar sonu ve yaz başına rastlamasına , ı rk

hassasiyetine (yer li ı rk) ve cinsiyete (boğa) bağ·

lanabilir.

Florent ve Marneffe (1986) BHV·1 virusuna
karşı o luşan serum ant ikanan n ı n tespiti amacıyla

yaptıkları çalışmada, 42 adet s ığ ı rdan kan serumu
örneklerini alm ışla r ve bu hayvanlarda IBR/IPVlIPB
enfeksiyonlarının serotoilk teşhis i için EUSA'yl kul­
I anm ışlard ı r. Araştı rıcıla r (1986), a ldıkları 42 adet
kan serumunun 9 (%2 1.4) tanesini pozit if, 33
(%78.5) tanesi negatif olarak bellrlemlşlerdir.

Bu çalışmada, özellikle 1 yaş ında olan bo­
ğala rı n örneklenmesi nedeniyle enfeksiyonun se·
roprevalansı her iki testte de düşük bulunmuştur.

Enfeksiyonun seroprevatanst ile hayvanların yaşı

aras ındaki i l i şkiyi beftnemek için pek çok çalışma

(Burgu ve Akça 1986, Ozt ürk ve ark 1988, Yavru ve
ark 1998b, Bilge-Oağa lp ve ark 2(01) yap ı lmıştı r.

Burgu ve Akça (1986) yapt ıklan çalışmada, 3 yaşın

üzerindeki boğa larda seropczintltk oranın ın % 1oo'e
ulaştığ ı nı , 1 yaş ındaki hayvanlarda ise 0/033.3 ci­
varında olduğunu ifade etmişlerdi r. Latent bir en­
feksiyona neden olan BHV·1'in çeşitli takt örterin et­
kisi ile reaktivasyonu, enfeksiyonun ileri yaşlarda

tekrar görülmesine neden olabilmektedir. Özellikle
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2 yaş ve üzeri boğaları n damızlık amacıyla kul­
lanı lmas ı enfeksiyonun sperma vas ıtas ı yla bir hay­
vandan diğerine kolaylıkla bulaşmasının en önemli
nedenlerinden birisidir. Öztürk ve ark (1988) Konya
Hayvancılık Merkez Araştırma Enstitüsünde yap­
tı kla rı araştırmada, en yüksek antikor dağılımın ı n 2
yaş ın üzerindeki sığırlar aras ında olduğunu bil­
d irmiş lerdi r. Yavru ve ark (1998b) Konya Et ve Balık

Kurumu mezbahasına getirilen farklı ı rk ve yaş lardaki

boğalardan aldıkları kan serumu ömeklerinde en
yüksek ant ikor dağı tımının (%93.1-100) ve antikor tit­
relerinin 3 yaş ın üzerindeki boğalarda olduğunu bil­
dirmişlerdi r. Yavru ve ark (1998b) yaptı kları ça­
lışmada, hayvanlarda seropozitiflik oranlarının yaşa

bağlı olarak artmasın ın , özellilde tohumlamada aktif
olarak kuııanı ld ığ ı yaşlarda daha yüksek oranda tes­
pit edilmesinin önem arz ettiğine dikkat çekmişlerdir.

Bu çatışmada örneklenen hayvanların 1 yaşında ol­
ması belirlenen düşük seropezifliğin (mNT ile %14
ve ELl5A ile %23) bir nedeni olarak belirtilebüir.

IBRIIPV/lPB enfeksiyonlarında, bir bölgedeki
hayvan hareketlerin in büyük önem arz ettiğini bit­
dirilmiştir (Singh ve ark 1985). Özellikle bir süreye
yeni giren latent enfekte hayvanlann enfeksiyonu ko­
laylıkla o sürüye bulaşl ırabildiği belirti lmekted ir (Msol­
la ve ark 1981). Bu çalışmada, Konya ve çev­
resinden Kone l özel mezbahasma, hayvan
hareketlerinin çok yoğun olmadığı tespit ed ilen il·
çelerdeki işletmelerden kesim amacı lle getirilen hay­
vanlardan örnekleme yapılmıştır. Bu araştırmada , ör­
neklenen hayvan ların geldiği bölgelerin özeltiğ i

nedeni lle elde edilen seropozitiflik oranları daha
önce yapı lan çalışmalara (Cho ve Bohac 1985, Ed­
wards ve ark 1986, Florent ve Marneffe 1986, Burgu
ve Akça 1987, Öztürk ve ark 1988, Bolat ve ark
1996, Yavru ve ark 1998b, Bilge-Oağalp ve ark
200 1) göre düşük bulunmuştur. Ancak Msolta ve ark
(1981) Iskoçya'da mNT ite yapmış old uk la rı seroloj ik
çalışmada elde ettikleri % 12'tik se ropozitiflik o ranı ile
uyum içindedir.

BHV-1 enfeksiyonunun özellikle kış mevsiminde
daha sık ortaya çıktığı bilinmektedir. Kış mevsiminde
hayvanların kapalı iş l etmelerde banndmlması, en­
feksiyonun temasla bir hayvandan diğerine kolaylıkla

nakli, latent enfekte hayvanlarda stres nedeniyle vi­
rusun reaktivasyonu ve yayılması enfeksiyonun ar­
t ış ındaki en önemli nedenlerdir. Singh ve ark (1985),
yağış lı mevsim lerde abert yapan hayvan lardaki se­
ropoz itiviteyi yaz mevsiminden daha yüksek
(p<O.05) oranda bulmuşlardır. Bu yüksek se­
ropozitiviteyi virusurt yazın daha az aktif olması na

bağ lamış lardı r. Bu çalışmada, örnekleme takviminin
özellikle ilkbahar sonu ve yaz başına rast laması ,
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elde edilen düşük seropozitiflik oranlarını daha iyi
açık-layabilir.

IBRlIPVIIPB enfeksiyonlarında ırk hassasiyeti
ile ilgili birçok çalışma yapı lmışt ı r (Msolla ve ark
1981, Singh ve ark 1985, Yavru ve ark 1998b).
Msolla ve ark (1981) yaptıklan ça lışmada, sürüye
sonradan giren Holstein ı rkı dişiler ile enfeksiyonun
ortaya çıkışı aras ı nda bir i lişki olduğuha dikkat çek­
mişlerdir. Singh ve ark (1985), yerli hayvanlarda ki
seropozltlvlteyt (%22.2) , Jersey (%50.3) ve Hcls­
tein-Fnesian (%35.4) ı rkı hayvanlardan daha düşük

bulmalanna rağmen. çalışmada kullanılan yerli hay­
van sayısının az olmas ı nedeniyle tam bir kar­
şılaştı rma yapamayacaklanm bildirmişlerd i r. Yavru
ve ark (1998b) yaptıklan çalışmada, Holstein ırk ı

hayvanlardaki seropozitiviteyt (%19.66) yerli ı rk­

lardan (OM) daha yüksek buımcşıarc n r. Bu araş­

tı rmada da, örneklenen hayvanların yerli ı rkıardan

oluşması ve yerli ı rkıan n özellikle çevresel şartlara

ve iklim koşulla rına karşı daha dayanıklı olması LLe
açıklanan düşü k seropozitiflik oran la rı (%14 ve
%23), Singh ve ark. (1986) ile Yavru ve ark
(1998bl'mn çalışma sonuçları ile uyumlu bu­
lunmuştur.

ElISA'n ı n indirekt teşhiste daha duyarlı ve pra­
tik olması nedeniyle, nötrarzasyon testi ile kar­
ş ı laşt ınldı ğ ı nda en uygun metot oldu{ıu bil­
dirilmektedir Bu nedenle, bir çok araştırıc ı (Durham
ve anıers 1986, Edwards ve ark 1986, Rorent ve
Mamefle 1986) duyarl ı lıklan ve spesititelerini be­
linernek amacıyla serum mNT ile ELlSA'yl birlikte
kullanarak bu iki testi karş ı laştı rmışlardır.

Durham ve Sillars (1986) ELlSA prosedürünün
hızlı olduğunu ve serum mNT'ne göre daha çok re­
aktörü tespit ettiğini belirtm iş lerd ir. Araştırıc ıla r

(1986) aym zamanda sitotoksik ö zelliğinden dolayı

serum mNT ile incelenmek için uygun olmayan se­
rumiarın ELlSA ile sonuç vereb ildiğini de blt­
oirmişterdir. ColJins ve ark (1984/85) da ELlSA'mn
diğer serolojik testlere göre daha duyarlı olduğunu

ve çok kısa sürede sonuç verd iğini belirterek, elde
edilen sonucun güvenirliliği neden iyle, bu metodun
kullanımımn son y ı llarda hızla arttığın ı ifade et­
miş lerd i r.

Bolat ve ark (1996), Elaz ığ ve çevresindeki top­
lam 335 adet kültür ı rkı sığırdan alınan kan se­
rumiarı nı mNT ve ELlSA ile kontrol etmiş ler ve test
edilen örneklerin 188 ("IoS6.1l'ini ELlSA ile 98
(%29.2S)'ini de mNT ile BHV-1'e karş ı oluşan an­
tikorlar yönünden pozitif bulmuşlardı r. Araştırıcılar

(1996), serum mNT ve ELlSA arasındaki sensitivite
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farkım ise mNT'nde uyguladıkları inkubasyon sö­
resine bağlamış lardır. Edward ve ark (1986) da 24
saat süren inkubasyon periyodunun ard ından rrc­
difiye serum mNT ile ELlSA arasında sensitivite tar­
kı nı n olmadığım, 1 saat süren inkubasyon pe­
riyodunun ardından standart serum mNT ile ELlSA
arası nda sensltlvlte fark ının old uğun u bildirerek, uy­
gulanan inkübasyon süresine ba{ılı olarak bu farkı n

oluştuğunu be lirtm i şlerdir.

Bu çalışmada, serum mNT'nde 1 saat standart
inkubasyon periyodu uygulanmış ve virusa karş ı otu­
şan tüm antikorlan belirleyebilen ticari bir ELlSA krti
kuııanılmı ştı r. Araştırmada elde edilen sonuçlara
göre, ELlSA'n ı n mNT'nden daha duyart ı bulunmas ı ,

ELlSA ile tüm virusa bağlanan antikonann. serum
mNT'nde ise sadece virusu n ötraüze eden an­
tikonann tespit edilmesine bağlanabilir.

Yeterli düzeyde antiko r titresi oluşmamış veya
seronegatif latent enfekte hayvanlarda, IBR/IPVlIPB
enfeks iyonlar ı n ı n serotojik teşhis i nde uygulan an test­
lertn bazen yetersi z kalabildiğ i bilinen bir gerçektir
(Kahrs 1977). Bu nedenle enfeks iyonun araş­

tı rılması nda, seroloj ik teşhisin yanında, direkt olarak
etken izolasyonu veya antijen va rlığımn tespitine yö­
nelik testlerden de faydalanmanın gerekli olduğu be­
Iirtilmektedir (Ünver 2002) .

Edwards ve ark (1983) intranasal olarak BHV~ 1 'i

inekule ettik leri hayvan lardan aldıklan burun swap­
ları ndan immunofloresans (IF), immuno peroxidase
(IP) ve ELlSA ile viral antijen varlığın ın belirlenmesi
ve prime r dana böbrek (PDB) hücre kültürlerinde
virus izolasyonu ve izole edilen virusla rın iden­
titlkasycnu için ise ı P tekniğin i kullanm ış la r ve bu 4
test in hassasiyetini karşıfaştrrrr uştartnr. Araşt ırı cıla r

(1983), hücre kültüründe virus izolasyonunun IF, ı P

ve ELlSA'dan daha duyarlı o lduğ unu belirtilmiştir.

Yavru ve ark (1998a) Ankara'daki suni to­
humlama istasyonundan ve halkın elinde bulunan,
Konya Et ve Bal ık Kurumu Mezbahasında kesime
getirilen, aşımda kullanılmış boğalardan aldıklan 60
adet sperma örneğinden virus izolasyonu çalışmalan

yapmışlard ı r. Araştırıc ı lar (1998a), izole ettikleri 5
adet virusun 3'ünü n ötralizasyon testi ile BHV-l ola­
rak identifiye etmişler ve hücre kültürlerinin oldu kça
fazla ekipman gerektirmesine, masraflı olmasına ve
sonuçları n geç elde edilmesine ra ğmen teşhis için
hassas bir yöntem o lduğunu ifade etmişlerdi r.

Bu çalışmada , spermaları n 26 (%26)'sl , nasal
swapları n ise 2 (%2l'si virus izolasyonu amacıyla ya­
pılan ekimler sonucunda CPE yönünden pozit if bu-
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lunmuştur. Sperma ve nasal swap örneklerinden
virus izole edilen örneklerin identifikasyonu için
ELlSA ile kontrol ed i lmişti r. CPE pozitif 26 sperma
örneğ inden 15 adedi BHV-1 olarak identifiye edi­
lirken, CPE pozitif 2 nasal swap örneğ i BHV-1 ola­
rak identifiye edilememişt i r. Elde edilen sonuçlar,
hücre kültürlerinde virus izolasyonunun has­
sasiyetini belirten d iğer çalışmala rla (Edwards ve
ark 1983, Yavru ve ark 1998a) uyumlu bu­
l u nmuştu r.

Türkiye'de IBRlIPV/IPB enfeks iyonlarının direkt
teşhisinde ELISA'nın kullanıldığ ı herhangi bir ça­
lışma daha önce bildi rilmemişt ir. Bu araştırmada ,

sperma ve nasal swap örnekleri ka prosedürüne
uygun olarak ELlSA ile kontrol edi lm i şti r. Incelenen
sperma ve nasal swap örneklerinin 1 (%1}'er adedi
BHV-1 antijen varl ı ğ ı yönünden pozitif olarak tespit
edilmişti r. Araşt ı rmada , ELISA'nın BHV-1'in antijen
varlığının tespiti amacıyla ku llanılab i leceğini , ancak
hassasiyetinin daha az o lduğ u ve başka bir test ile
sonucun mutlaka desteklenmesi gerektiğ i ortaya
konulmuştu r .

Son yıllarda yap ı lan ça lışma larda h ız ı, spe­
sititesi ve sensitivitesi nedeniyle polymerase chain
reaction (PCR) metodu üzerinde yoğun laş ı l m ışt ı r

(Sreenivasa ve ark 1996, Rocha ve ark 1999,
Fuchs ve ark 1999). PCR metodunun çok kısa sü­
rede sonuç verebilmesi ve d iğe r rutin teknikiere
oranla daha duyarl ı olmas ı nedeniyle büyük bir
avantaja sahip o ld uğ u b ild i rilmişt i r (Belak ve ark.
1987, Belak ve Ballagi-Pordany 1993, Çetinkaya
1998).

Birçok araştırıc ı (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 göre PCR metodu klinik nu­
munelerden BHV-1'in tespitinde, hücre kültüründe
virus izetasyon metoduna göre daha duyarlıdır.

Rola ve Zmudzinski (1989) yaptıkları bir ça­
l ı ş mada , BHV·1 ile doğalolarak enfekte boğaların

sperma örneklerini kullanarak, PCR ve virus ize­
lasyon metot la rın ın duyarlılıklarını kar­
şılaştırm ışla rd ı r. MDBK devamlı hücre kültürlerine
virus izolasyonu amacıyla yöntemine uygun olarak
hazırlad ı kla rı 44 sperma örneğin i inekule ederek, IF
testi ile 6 (%13.6)'slnl BHV-1 olarak identifiye et­
mişlerdir. Araşt ırıcılar (1989), incelenen sperma ör­
neklerinin 21 {%47.7)' ini ise PCR metodu ile pozitif
olarak belirleyerek, PCR'ın virus izolasyon me­
todundan 10 kat daha fazla duyarl ı olduğunu ifade
etmişlerdir.

67

Rocha ve ark (1998) Brezilya 'da bir suni to­
humlama merkezinde buluna n 61 boğadan top­
ladıkları 101 sperma örneğ i n i hücre kültüründe virus
izolasyonu ve PCR metodu ile inceleyerek her iki
testi karşılaştrrmı şlardır. Araştırı cılar (1998) hücre kül­
türünde izole ettikler i 20 adet (%19.8) virusu nöt­
raHzasyon testi ile, araştırılan örneklerin 32 adedini
(%31.7) ise PCR metodu ile BHV- 1 olarak identif iye
etmişlerdir .

Bu çalışmada, klinik olarak sağ l ı k l ı görünümlü
ve bir yaşında olan 100 adet boğadan alınan sperma
ve nasal swap örnekleri yöntemine uygun olarak ha­
zırlandıktan sonra PCR metodu ile incelenmiş ve
elde edilen PCR ürünlerinin agaroz jel elektrotorez
ile analizi sonucunda 23 sperma örneğ i BHV-1 DNA
varlı ğ ı yönünden pozitif bulunurken, nasal swap ör­
neklerinin hepsi negatif olarak tespit edilmişti r. Elde
edilen sonuçlara göre peR metodu hücre kültüründe
virus ızolasyonu ve ELlSA'ya göre daha duyarlı bu­
lunmuştur. Bu sonuç daha önce yapılan ve PCR
metodunun hücre kültüründ e virus izolasyonundan
daha duyarl ı o lduğ unu gösteren çalışmalar (Rola ve
Zmudzinski 1989, Van Engelenburg ve ark 1995,
Rocha ve ark 1998, Zho u ve ark 1999, Smits ve ark
2000) ile uyumlu bulunmuştur.

Araştırmada, toplam 25 hayvan virus (hücre kül­
türünde virus izolasyonu ile 15'i), viral genom (PCR
ile 23'ü) veya viral antijen (ELlSA He 1'i) varl ığın ı tes­
pit etmek amacıyla yap ı lan testler ile pozitif olarak
belirlenirken , 23 hayvan BHV-1'e karşı o luşan an­
tikorlar yönünden pozitif (ELlSA ile 23 ve mNT ile
14) olarak tespit edilmişti r. Araştırmada virus/ viral
genom veya viral antijen varlığ ı yönünden pozitif bu­
lunan toplam 25 hayvandan 18 adedinde antikor tes­
pit edilememiştir. Bu sonuçlar, 18 hayvanda ör­
neklemeni n yap ı ld ığ ı dönemde enfeksiyonun akut
olarak seyrettiğ i n i ve hayvanların virusa karşı henüz
antikor oluşturmaya başlamadığın ı gösterme ktedir.
Böyle bir durumda 2-3 hafta sonra yapı lacak olan 2.
bir örnekleme ile enfeksiyonun durumu daha aç ı k

olarak ortaya konabili r. Bunun yanı sı ra, yukarıda be­
lirtilen 18 hayvarıda Kahrs ( 1 977)' ın da b i l dirdiği gibı

virusun lokal bir enfeksiyon oluşturab i leceğ i ve bu
nedenle de lokal enfeksiyon esnas ı nda sir­
külasyonda antikorların tespit edi lemeyecek kadar
düşük seviyede olab i leceğ i de göz ard ı edil­
memelidir. Hem antikor hem de virusl viral genom
veya viral antijen varlığ ı yönünden pozitif olarak tes­
pit edilen 7 hayvanda ise BHV- 1 rekürrensinin (tek­
rarlama) meydana geldiği düşünülebili r. Bununla ilgili
olarak, Güngör (2003) taraf ı ndan yapı lan bir araş­

t ı rmada antikor yan ıt ını n mevcut o lduğu hayvan po-
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pulasyonla rında BHV·1 rekürrensi oluştuğu sap­
tanmış, 1124'e kadar olan antikor litre değerlerinin

bireyleri BHV· 1 rekUrrens veya reenfeksiyon­
la rından koruyamadığ ı önemli bir epidemiyolojik
sonuç olarak değerlend irilmişti r. Bu çalışmada da
antikor yanıtının mevcut olduğu hayvanlar ın antikor
titreleri 1/1.78 ile 1/22 .4 aras ı nda tespit edilmişt ir.

Araştırmada, virus! viral genom veya viral antijen
varl ığ ı yönünden negatif o ldu{ıu halde antikor varl ı ğı

yönünden pozitif olarak tespit edilen 16 hayvanda
ise enfeksiyonun latent bir dönemde o lab i leceğ i

akla gelmektedir.

Sonuç olarak çalışmada, se rolojlk teşhiste

ELISA'nın mNT' nden, BHV-1'in teşhisinde ise
PCR' ln ELlSA ve virus ızolasyon metottanndan
daha hassas olduğu görü lmektedir. Bu çalışmada,

direkt teşh is amacıyla ku llan ı lan sperma ör­
neklerinden tespit edilen virus! viral genom veya
antijen varl ığ ı (PCR ile 23, Vi ile 15 ve ELlSA ile 1)
nasal swap ömeklerinde tespit edilenden ( PCR ile
O, Vi ile O ve ELlSA ile 1) çok daha fazladır. Bu
durum enfeksiyonun hayvan ların büyük ço­
ğunluğunda lokal olarak seyrettiğini göstermekted ir.
Bu durum, özellikle suni tohumlama merkezlerinde
kullan ı lan ya da bu merkezlerde kullanı lmak üzere
seçilen boğaları n BHV·' enfeksiyonu yönünden
araştı rılmasında materya lolarak nasal swaptan çok
spennanın seçilmesinin. teşhis açıs ından daha gü­
venilir olduğunu göstermektedir. Bu araşt ı rmadan

elde edilen sonuçlar, sığ ı rları n özellikle boğaların

rutin olarak BHV·1 antikor varl ı ğı yönünden belirli
periyotlarda incelenmesi ve bu kontrollerin BHV-1
varlığ ı n ı ortaya koyan direkt teşhis metotlarından bl­
nsl ile özellikle de PCR ile mutlaka desteklenmesi
gerektiğin i gösterm i şti r.
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