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BOGALAROA BoviNE HERPES ViRUS Tip 1 (BHV-1) ENFEKSiYONUNUN 
SEROLOJiK VE ViROLOJiK OLARAK ARAŞTIRILMASI 

Sibel Ya·vru1 Atilla Şimşek' Feridun Öztürk1 

Investigation of Bovine Herpes Virus Type 1 (BHV-l) [nfection by Serologic and 
Virologic Methods in Bulls 

Summary: A lolal of 300 blood sera samples laken from bulls in variaus ages and breed in Meat and Fish As
sociation's Slaughterhouse in Konya were tested against Bovine Herpes Virus type 1 (BHV-') antibodies by mit
roneutralisation test. 125 (41.66 %) sera were found to be positive . The neutralising antibody titers ol the posilive 
sera were detected between 1:2.37 and 1:200. The highest antibody incidance (91.1%-100%) and titers were ob
served in bulls over 3 years old. In addilion, conjunctival or nasal swap samples from 15 bul1s with respiraıoric 
symptoms in Slaughterhouse were taken for virus isolation. A virus was isolated by inoculation onto ce1l culture. The 
isolated virus was identified BHV-' by cross microneuıralisation tesl for used hyperimmun sera obtained from rabbits. 

Key words: Bovine Herpes Virus type-I, buJI, serology, virus izolaıion. 

Özet: Konya Et ve Balık Kurumu mezbahasına gelirilen farklı ırk ve yaşlardaki ıoplam 300 adet boğadan alınan kan 
serumu örnekleri Bovine Herpes Virus type 1 (BHV.Il'e karşı mikronötralizasyon testi ile kontrol edildi. Test sonunda 
125 (% 41.66) adet kan serumu seropozitif olarak bulundu. Poziıif serumların nölralizan antikor titrelerinin 1 :2.37 ile 
1 :200 arasında olduğu saptandı. En yOksek anlikor dağılımının (% 93.1·%100) ve anlikor tilrelerinin 3 yaşın üzerindeki 
boğalarda olduğu tespit edildi. Ayrıca Konya Et ve Balık Kurumu mezbahasına getirilen solunum yolu enfeksiyonuna 
bağlı Idinik belirti gOsteren 15 boğadan konjunktival ve nazal swap örnekleri izolasyon materyali olarak alındı. Bu 
örneklerin hCıcre külturlerine inokulasyonu sonucu 1 adet virus izole edildi. Izole edilen virus tavşanlardan 
hazırianan hiperimmun serumla çapraz mikronötralizasyon testi sonuçlarına göre BHV-, olarak identifıye edildi. 

Anahlar kelimeler: Bovine herpes virus tip-l. boğa, seroloji, virus ızolasyonu. 

Gırış 

Bovine herpes virus tip-1 (BHV-1) her· 
pesviridae ailesinin alphaherpesvirinae all gru
bunda yer ahr. BHV-1 sı�ırların solunum ve genital 
kanallarını etkileyerek Infeclious bovine rhi
notracheitis {I BR), Infectious pUSlular vul
vovaginilis (IPV) ve Infectious pusıular ba
lanoposthitis (IPB) gibi çeşitli klinik belirtilerle 
seyreden enfeksiyonların oluşmasına neden olur· 
(Kahrs, 1980; Sellers, 1983; Van Engelenburg, 
1993). 

Madine ve ark. tarafından 1956 yılında üst 
solunum yolu enfeksiyonu geçiren bir slOlrdan 
BHV-1'in ilk ızolasyonundan birkaç yıl sonra pus-
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lular balanoposthitisli bir boOadan BHV-' izole 
edilmiştir. O tarihten itibaren suni tohumlama is
tasyonlarında bulunan bo�alardan balanoposthitis 
enfeksiyonu salgınıarı rapor edilmiştir (Van Oirs
chot. 1993). Aynı zamanda, klinik olarak saOlıkll 
gOrOnen boOalardan da BHV-1 izole ve identiliye 
edilmiştir (Seller, 1983; Singh, 1986). 

Bo�aların genital kanallarının BHV-, ile en
feksiyonunda, BHV-1 prepusyal, penis ve büyük 
bir ihtimalle urethranın distal kısmının mu
kozasında çoOalır. Semen daha çok ejakülasyon 
sırasında mukozadan saçılan virus ile konlamine 
olur. BHV-1 Ile kontamine semen, tohumlanan 
inekler için muhtemel enfeksiyon kaynaOıdır ve 
bOyle hayvanlar ile tohumlanan ineklerln gebe 
kalma ora�larında azalma olur, endometritis, abort 
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ve infertilile problemleri gelişebilir (Ackermann. 
1984; Burgu, 1986; Spradbrow, 1968; Van En
gelenburg, 1993). Primer enfeksiyon sırasında 
BHV-1 ile enfekte olan hayvanlarda, virus ak
sonlar boyunca t�şınarak periferal ganglionlarda 
latent hale gelir, böylece hayvanlar hayalları bo
yunca persiste olarak kalırlar (Burgu, 1991; Mwe
ene, 1996; Van Engelenburg, 1993; Saxegaard, 
1966), Daha sonra stres, nakil veya kortikosteroid 
uygulamaları gibi sebepler (Kaashoek, 1996.a; 
Kaashoek, 1996.b; Sheffy,1973), BHV-ı 'in re
aktive olmasına, virusun aksanlar boyunca geriye 
yol alarak primer enfeksiyon alanına taşınmasına, 
burada ço�almasına ve solunum sistemi, geniıal 
kanal (semen dahil) veya göz sekresyonları ile 
saçıımasına neden olur (Kupferschmied,1986; MiI
ler, 1991; Sellers, 1983; Van Engelenburg, 1993). 
Bu nedenle, BHV-ı ile enfekte bo�alar hayaııan 
boyunca virusun potansiyel taşıyıcılandır ( De 
Gee, 1996; Kupferschmied, 1986; Van En
gelenburg, 1993). 

Türkiye'de ISRIIPV enfeksiyonunun varlı�ı ilk 
kez 1971 yılında Erhan ve ark.(1971) tarafından 
gerçekleştirilen serolojik bir çalışma ile ortaya 
konmuştur. iık virus izolasyonu ise Burgu ve Akça 
(1987) tarafından , klinik olarak hasta bir dananın 
burun akıntısından Fötal Dana Böbrek (FOS) 
hücre kültüründe yaptıkları inokülasyonlar so
nucunda gerçekleştirilmiştir, Türkiye'de slOlrların 
IBR/IPV/IPB enfeksiyonu üzerinde yapılan 
çalışmalar daha çok serolojik olup elde edilen 
sonuçlar bu enfeksiyonun oldukça yaygın 
olduOunu göstermektedir (Burgu, 1982; Burgu, 
1988 ; Öztürk, 1988). 

Semenden BHV-ı ızolasyonu Türkiye'de ilk 
kez Yavru ve ark (1998) tar�fından 
gerçekleştirilmiştir. Araştırteılar tabii ve suni to
humlamada kullanılan bo�alardan alınan 60 
semen numunesinden 5 adet virus izole etmişler, 
tavşanlardan hazırladıkları hiperimmun ser4m ile 
çapraz nötralizasyon testine tabi tutarak izole et
tikleri viruslardan 3 tanesini BHV-l olarak iden
tifiye etmişlerdir. 

Suni tohumlama istasyonlarında kullanılan 
damızlık bo�alarda IBRIIPV enfeksiyonunun tes
piti amacıyla Burgu ve Akça (1'988) , bo�alardan 
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topladıkları kan serumlannda nötralizan an
tikorların varllOınl tespit etmişlerdir. 

Bu çalışma; Konya Et ve Balık Kurumu Mez
bahasına kesime getirilen çeşitli ırkıara ait 1-5 yaş 
arasındaki boğaların BHV-l ile enfeksiyonu 
yönünden mikronötralizasyon testi ile serolajik, so
lunum yolu enfeksiyonu klinik belirtileri gOsteren 
hayvanlardan alınan konjunktival ve nasal swap
lardan virus izolasyonu çalışmaları ile virolojik ola
rak araştırılması amaçlanmıştır. 

Materyal ve Metot 

Hayvan Materyalleri : 

Su araştırmada, Konya Et ve Balık Kurumu 
Mezbahasına kesime getirilen çeşitli ırkıara ait top
lam 300 bo�adan alınan kan serumları ve solunum 
yolu enfeksiyonuna ba�1ı klinik belirtiler gösteren 
15 boOadan alınan konjunktival ve nasal swap nu
muneleri çalışma materyali olarak kullanılmıştır. 
Kan serumu alınan bo�alara üst solunum yolları 
viral enfeksiyon ları na karşı aşılanmayan hay· 
vanlardan seçilmiştir (Tablo 1 ve 2). 

Hücre kültür1eri: 

Araştırmada virus ızolasyonu amacıyla FOtal 
Dana BObrek (FOS) hücre kültürü; izole edilen vi
rusun adaptasyonu, titrasyonu, mikronötralizasyon 
testi (mNT), IBR/IPV virusu Calarada referens 
suşunun üretilmesi ve titrasyonu için de MDBK 
hücre kültürleri kullanıldı. 

Virus: 

Araştırmada serum nötralizasyon testinde kul
lanmak ve hiperimmun serum sağlamak amacıyla 
IBR/IPV virusunun Colorada referens suşu kul
lanıldı. 

Kan Serumları : 

Kan numuneleri, v.jugulari&'den steril vakumlu 
tüplere alınmıştır. Usulüne uygun olarak ayrılan se
rumlar su banyosunda 56 °C'de 30 dakika süre ile 
inaktive edildikten sonra sterilite kontrolleri 
yapılmış ve 1 ml'lik porsiyonlara ayrılarak testte kul
lanılıncaya kadar -20 oC· de derin dondurucuda 
saklanmıştır. 
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Tablo 1. Serolojik kontrol amacıyla kan serumu ahnan boğaların ı!"kları ye yaş dağılımları. 

Boğaların l!"kları Boğaların Yaşına Göre Serum sayısı TOPLAM 
1 yaş 2 yaş 3 yaş 

HOLSTEIN 39 75 10 

MONTAFON 20 70 8 

HEREFORD 2 6 
YERLI 10 10 

MELEZ 10 10 6 

MANDA • 

TOPLAM 81 171 29 

Virus ızolasyon Materyali Için Örneklenen 
Hayvanlar: 

Bu araştırmada, Konya Et ve Balık Kurumu 
Mezbahasına kesime getirilen solunum yolu en· 
feksiyonu klinik belirtileri gösteren çeşitli ırkıara ait 
toplam 15 boQadan alınan konjunktival ve nasal 
swap numuneleri izolasyon materyali olarak kul
lanıldı (Tablo 2). 

Tablo 2. Virolojik kontrol amacıyla alınan örneklerin 
hayvan ı!"klarına gôre dağılımları. 

Numunelerin 
Alındığı Hayvan 
Irkıarı 

Holsıein 
Montafon 
Hereford 
Yerli 
TOPLAM 

Numune Sayısı 
Konjunktiyal Nasal 

svap syap 

• 2 

1 
1 2 

2 2 

8 7 

TOPLAM 

6 

2 
3 

• 

15 

Virusun Mikrotitrasyon Yöntemi ile Tit
rasyonu: 

Bu amaçla, Frey ve Uess (1971)' in bil
dirdikleri yöntem kullanıldı. Her gün hücre kültürü 
mikroskobunda hücrelerde meydana gelen 
değişiklikler (C PE) kontrol edilerek 5. günün so
nunda elde edilen sonuçlar, Kaerber (1964) 
Yôntemine göre hesaplanarak virusun titresi tespit 
edildi. 

Serum Örneklerinin Mikronötralizasyon Testi; 

BHV-,'e karşı serum nUrDunelerinde nötrali-
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4 yaş 5 yaş 

5 5 13' 

1 100 

1 10 

2 22 

2 28 

2 6 

13 • 300 

zan antikorların vartığı Frey ve Liess (1971 )'in bil
dirdikleri mikronötralizasyon testi ile araştırılmıştır. 
inaktive edilmiş ve sulandınlmamış se· rum nu· 
muneleri eşit miktarda tilresi bilinen test virusun 
100 doku kültürü in!ekti! doz 50 (100 OKlOso =10 
-4.75/0.05 ml) oranında sulandırması ile 
karşılaştırılarak mikronötralizasyon (mNT) tab
lasında bulunan gözlere 0.1 ml konuldu. Virus 
konirol için dört göze, her göz için 0.05 ml olmak 
üzere Eagle Minimum Essenlial Medium (EMEM) 
vasatı damlalıldı. Üzerine 100 OKlOso oranında su
landırılmış virustan 0.05 ml ilave edildi. Hücre kont
rol için dört göze, her bir göz için 0.1 ml miktarında 
olmak üzere serumlu EMEM vasatı konuldu. Tok
sik etkisi oımayan özel yapıştıncı bir bant ile mNT 
tablasının üzeri kapatıldı. 37 °C'lik etüvde 1 saat 
bekletildi. Sonra mNT tablasının üzerindeki 
yapıştırıcı bant kaldırılarak hücre, serum ve virus 
kontrol da dahil olmak üzere. bütün gözlere Madin 
Oarby Bovine Kidney (MOBK) hücre 
süspansiyonundan 0.05 ml (300000 hücre/ml) mik
tarında özel pipet yardımıyla damlatıldı. mNT tab· 
lasının üzeri tekrar yapıştırıcı bant ile kapatılarak 
37 oC' de inkübasyona bırakıldı. Doku kültürü mik
roskobunda her gün sitopatik effekt (CPE) 
yönünden konirolleri yapılarak, sonuçlar 4. gOnden 
itibaren değerlendirmeye alındı. 

Pozitif Serumların Serum Nöıralizasyon 50 
(SNso) Oe�erlerinin Saptanması: 

Mikronötralizasyon testi sonunda pozitif bu
lunan serum örneklerindeki antikor titreleri mik· 
ronöıralizasyon testi ile saptandı. 

Sulandırılmayan serum numunelerinden mik
ronötralizasyon 

.
tablasının ilk sırada bulunan dört 
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gözüne 0.1 ml konuldu. Takip eden sıralarda bu
lunan gözlere Ise özel pipet yardımıyla EM EM 
vasatından 0.05 ml damlatıldı. Sonra özel su
landırıcılar yardımıyla ilk sırada bulunan su
landırılmamış serumdan başlamak üzere, bir son
raki göze 0.05 ml aktarılarak sulandırıldı. 

Titresi bilinen virus 100 OKıOso oranında su
Iandırılarak özel pipet yardımıyla bütün gözlere 
0.05 mi miktarında damlatıldı. Virus kontrol için 
dört göze. her göz için 0.05 ml olmak üzere 
EMEM vasatı damlatıldı. Üzerine 100 OKıOso 
oranında sulandırılmış virustan 0.05 ml ilave edil
di. Hücre kontrol için dört göze, her bir göz için 
0.1 ml miktarında olmak üzere serumlu EMEM 
vasatı konuldu. Toksik etkisi olmayan özel 
yapıştırıcı bir bant ile mNT tablasının üzeri 
kapatıldı. 37 °C'lik etüvde 1 saat bekletildi. Sonra 
mNT tablasının üzerindeki yapıştıncı bant 
kaldırılarak hücre, serum ve virus kontrol da dahil 
olmak üzere bütün gözlere MOBK hücre 
süspansiyonundan 0.05 ml (300 000 hücre/ml) 
miktarında özel pipet yardımıyla damlatıldı. mNT 
tablasının üzeri tekrar özel kapaOI ile kapatılarak 
37 °C'lik etOvde inkübasyona bırakıldı. Ooku 
kültürü mikroskobunda her gün CPE yönünden 
kontrolleri yapılarak, sonuçlar 4. günden itibaren 
Kaerber (1964) metoduna göre hesaplandı. 

Virolojik Kontrol Amacıyla Alınan Örneklerin 
Hazırlanması: 

Virus izolasyonu amacıyla steril şartlarda 
alınan konjunktiva ve nasal swap örnekleri an
tibiyolikli PBS içinde laboratuvara getirildi. Kon
junktival ve nasal swap örnekleri 3000 devirde 
+4°C'de 30 dakika sanlrifuj edildi. Üstte toplanan 
sıvıya, virus izolasyonu çalışmalarında inokulum 
olarak kullanılmadan önce, 2x antibiyotik (1'00 LU! 
ml penisilin, 100 mg/ml gama streptomisin ve 
0.005 mg/ml kanamisin) ilave edildi. Sterilite kont
rolleri yapılarak kullanılıncaya kadar - 80 °C'de 
saklandi. 

Tavşanlardan Hiperimmun Serum Elde Edil
mesi: 

Araştırmada hücre koıtürlerinde CPE mey
dana geliren virusların identifikasyonu amacıyla, 
IBR/IPV virusuna karşı tavşan1ardan hazırlanan 
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hiperimmun serum kullanıldı. IBR/IPV virusunun 
Colorado referens suşuna karşı hiperimmun serum 
elde elmek için 2 adet Yeni Zelanda ırkı tavşan 
kullanıldı. Virus verilmeden önce, tavşanların bu vi
rusa karşı anlikor taşıyıp taşımadıkları kontrol edil
di. 

Bu tavşanların kulak venalarına titreleri daha 
önce saptanmış olan virustan (OKIOSO:10 -6.75/ 
0.05 ml) 3' er gün ara ile 6 enjeksiyon yapıldı. Bi· 
rinci enjeksiyonda 0.5 ml, ikinci enjeksiyonda 1 ml 
ve diOer 4 enjeksiyonda ise her defasında 2 ml 
olmak üzere virus inokule edildi. Son enjeksiyonu 
izleyen 7. günden başlamak üzere. birer hafta ara 
ile 4 kez tavşanların kalplerinden kan alındı. Ste· 
rilite kontroleri yapılarak · 20 °C'de saklandı. Bu 
serumlar, titreleri tespit edilerek izole edilen vi· 
rusun idenlifikasyon çalışmalarında kullanıldı. 

Tavşanlardan Elde Edilen Hiperimmun Se
rumun mNT ve Serum Nötralizasyon 50 (SNso) 
Oe�erlerinin Sapıanması: 

Hiperimmun serumda BHV·t'e karşı oluşan 
antikorların saptanmasında, Frey ve Liess 
(1971 )'in bildirdikleri yöntem kullanıldı. 

Hiperimmun serumun SNso de�erlerinin tes· 
piti ise serum örneklerinin SNSO de�erlerinin sap
tanmasında belirtildiOi gibi yapılarak, sonuçlar Ka· 
erber (1964)'e göre hesaplandı. 

Virololik Araştırmalar: 

Konjunktiva ve Nasal Swap Örneklerinden 
Virus ızolasyonu: 

Bu amaçla yukarıda bildirildiOi şekilde 
hazırlanan örnekler depolandıkları derin don
durucudan (-80 oc) alınarak 37 °C'lik su ban
yosunda hızla çözdürüldü. Her bir numune iki adet 
FOB hücre kültürüne adsorbsiyona ba�1ı virus 
ekim yöntemi ile 0.2 ml miktarında inokule edildi. 
37 °C'de C02'1i elüvde 1 saat inkubasyon 
süresinden sonra inokulumlar dökülerek hücre 
yüzeyleri 3 kez PBS-M ile yıkandı. Virus üretme 
vasatı olarak serumsuz EMEM hücre kültürü 
lüplerine ilave edildi ve tüpler 37 °C'de in
kubasyona.bırakıldı. Doku kültürü mikroskobunda 
her gün kontroıa yapılan hücreler, �. günün so
nunda dondurma-çözme işleminin ardından, 3000 
devirde, 4 °C'de� 30 dakika süreyle santriluj edil· 
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diler. Santrifüj sonrası hücre sedimentinin 
üstündeki sıvı, inokulasyon materyali olarak kut· 
lanıldı. Örneklerin bu yöntemle FOB hücre 
kültürlerinde 3 kör pasaj i yapıldı. FDB hücre 
kültüründe virus izolasyonu yapılan örnekler daha 
sonra MDBK hücre kültürlerine adapte edildi. 
Doku kültürü mikroskobu ile yapılan kontrollerde, 
sitopatolojik deQişiklik gözlenen tüplerden 
saQlanan süpernatanllar virus identilikasyonu 
amacıyla kullanıldı. 

Izole Edilen Virusların Mikrotitrasyonu: 

BoQalara ait konjunktival ve nasal 
örneklerden izole edilen virusların titrasyonu da 
Frey ve Liess (1971)'in bildirdiQi yönteme göre 
yapıldı. 

BHV·l Hiperimmun Serumu ile Izole Edilen 
Virusun Çapraz Nölr.alizasyon Testi: 

Konjunktivat ve nasal örneklerden, hücre 
kültürlerine inokulasyonları sonrasında izole edi· 
len virusun, identifiye edilmesi amacıyla hi
perimmun serum kullanıldı. Bu amaçla .. 
tavşanlardan hazırlanan ve SNso titre deQerinde 
sulandırılan BHV-l hiperimmun serum, 100 

OKıOso oranında sulandırılmış olan izolat ite 
çapraz mNT'ne tabi tutuldu. Testin sonucu hücre 
kültürü mikroskobunda deOerlendirildi. 

Bulgular 

Virusun Titrasyonu: 

Serolojik çalışmalarda kullanılan BHV-1 Co
lorado suşunun MOBK hücre kültüründe en
feksiyôzite gücü Kaerber (1964 )'e göre: 100 

OKıOSO :::: 10  -S.7S1 0.05 ml olarak hesaplandı. 

Mikronötralizasyon Testi Sonuçları: 

Serum Örneklerinin Mikronötralizasyon Testi 
Sonucu: 

Mikronötralizasyon testi ile yapılan serolojik 
kontroller sonunda toplam 300 adet boOa kan se
rumunun 12S'inde (%41.66) BHV-1 'e karşı 
nôlralizan antikor varırOı tespit edilmiştir (Grafik 1). 
BoOaların ırkıara ve yaşa göre mikronötralizasyon 
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Şekil 1. Serum Nötralizasyon Testinin Toplu� Sonuçları. 
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Tablo 3. Boğaların ırkıara ve yaşa göre mikronötralizasyon testi sonuçları. 
Boğaların Irkıarı TOPLAM Boğaların Yaşına Göre Pozitif ve Negatif 

Serum sayısı Nötralizan POZITIF 

1 yaş .2 yaş 3 yaş 4 yaş 5 yaş Antikor 1%)" 
1+1 I-I 1+1 i-i 1+1 '1-1 1+1 I-I 1+1 I-I Pozitif Negatif 

HOLSTEIN 134 39 75 10 5 5 59 75 19.66 
19 20 20 55 10 5 5 

MONTAFON 100 20 70 8 23 77 7.66 
20 15 55 6 2 

HEREFORD 10 2 6 8 2 2.66 
2 6 

YERLI 22 10 10 2 12 10 4.00 
4 6 6 4 2 

MElEZ 28 10 10 6 2 17 11 5.66 
5 5 4 6 6 2 

MANDA 6 4 2 6 2.00 
4 2 

TOPLAM 300 61 171 29 13 6 125 175 41.66 
28 53 51 120 27 2 13 - 6 

'Toplam hayvan sayısına göre pozitifiik oranları. 

Tablo 4. IBRlIPV'ye karşı nölralizan antikorlar yönünden pozitif olarak tespit edilen hayvanların yaşlarına göre poziliflik 
oranları. 

Boğaların Yaşı Kontrol Edilen 
SerumSayısı 

Pozitif Serum Sayısı Pozitiflik Oranı (%) 

2 

3 
4 
5 

TOPLAM 

81 
171 
29 
13 
6 

300 (% 100 ) 

26 
51 
27 
13 
6 
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testi sonuçları Tablo 3 ve 4'de özetlenmiştir. 

Pozitif Serumların SNso Değerleri : 

Sulandırılmamış serum örneklerinde pozitif 
sonuç veren 125 adet serumun mik
ronötralizasyon testi ile saplanan serum titreleri, 
boğa ırkıarı genelinde en düşük SNso değeri 
1 :2.37, en yüksek SNso değeri ise 1 :200 olarak 
tespit edildi (Tablo 5). 

Hiperimmun 
Sonuçları: 

Serumların SNso Testi 

Mikronötralizasyon testi � sonunda su-
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%36.11 
% 29.82 
%93.10 
% 100 
%100 

% 41.66 

landırılmamış serum örneğinde, BHV-ı antikorlan 
yönünden pozitif olduğu saptanan hiperimmun se
rumun SNso değeri 1/32 olarak tespit edildi. 

Virolojik Çalışmalar: 

Konjunktival ve Nasal Swap Örneklerinden 
Virus ızolasyonu: 

Bu araştırmada, Konya Et ve Balık Kurumu 
Mezbahasır;ıa kesime getirilen solunum YOlu en
feksiyonu klinik belirtileri gösteren çeşitli türlere ait 
toplam 15 boğadan izolasyon materyali olarak 
alınan konjunktival ve nasal swap örnekleri (Tablo 
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2) FOB hücre kültüründe 3 kez pasajiandı. FOB 
hücre kültüründe, 3. pasajıarda CPE gOsteren, 1 
adet virus izolasyonu gerçekleştirildi. OiQer 
örneklerin hücre kültürüne yapılan ino
kulasyonıarında, herhangi bir viraı ajan tespit edi· 
lemedi. Sitopatik olmayan virus suşıarı için viral 
antijen yönünden herhangi bir araştırma 
yapılmadı. 

Tablo 5. Serum nOtralizasyon ıesti ile pozitif oldu{Ju ıes· 

pit edilen serumların SNSO de{Jerleri ve 
yüzdeleri. 

SNso Değerleri Pozitif serum Pozitif Serum 
Sayısı Oranı (%) 

1:2.37 4 3.2 
1:5.62 7 5.6 
1:6.68 11 B.B 

1:7.95 9 7.2 
1: 11.2 20 16 
1:15.8 16 12.8 
1:22.4 21 16.8 
1:26.6 12 9.6 
1:53.1 B 6.4 
1:75 5 4 
1: 126 2 1.6 
1:1 SO 3 2.4 
1:168 4 3.2 
1:178 2 1.6 
1:200 O.B 
Toplam 125 100 

Izole Edilen Vlrusun Mikrotitrasyon Testı 
Sonuçları: 

Nasal örnekten izole edilen virusun, MOBK 
hücre kültüründe enfeksiyözite gücü Kaerbar 
(1964)'e gOre OKlOso = 10 '3.7 10.05 ml olarak 
tespit edildi. 

BHV-l'e Karşı Hazırlanan Hiperimmun Serum 
ile Izole Edilen Virusun Çapraz mNT Sonucu: 
Nasal örnekten Izole edilen sitopatojen virus; 
BHV-l'e karşı hazırlanmış hiperimmun serum ile 
MDBK hücre kültüründe yapıı�n çapraz mNT so
nunda BHV-1 olarak identifiye edildi . 
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Tartı,ma ve Sonuç 

SIQır yetlştlriciliQlnde fertilite problemlerine 
neden olan enfeksiyonlar içinde BHV-1'in neden 
olduQu IBRlIPV/IPB enfeksiyonlan oııemli yer tutar 
(Kahrs, 1917). Türkiye'de BHV-1 enfeksiyonları 
yönünden yapılan serolojik araştırmalarda hay· 

'vanların yüksek oranda antikor içermesi dikkat 
çekicidir. Bu durum, BHV-1 enfeksiyonlarında se
ropezitif hayvanların enfeksiyonu latent olarak 
taşıyabileceQi ve virusun ileride çeşitli faktörlerin 
etkisi ile aktif hale geçerek çevreye yayllabileceQi 
göz önüne alınırsa oldukça önemlidir (Burgu ve 
ÖZkul, 1991; Kaashoek ve ark,1996). Bu nedenle 
damızlık olarak kullanılan boQaların düzenli ara· 
larla serolojik kontrollerden geçirilmesi gerektiQi 
gibi, sperma, prepusyal çalkantı sıvısı, lökosit, 
burun ve göz akıntısından virus izolasyonu 
çalışmalarının yapılması da gerekmektedir. Se
ropezitif bulunan veya virus ızolasyonu yapılan 
boQ:aların damızlık olarak kullanılmasından 
kaçınmak gerekir (Burgu, 1986; Kupferschmied, 
1986). Böylece damızllk olarak kullanılan boQaların 
IBRIIPV/ıPB enfeksiyonu yönDnden kontrol altına 
alınması sa§landlQı gibi etkenin sperma vasıtası ile 
hassas hayvanlara bulaşma ihtimali de önlenmiş 
olacaktır. 

BHV-l, saQhkl' hayvanlara akut, subklinik 
veya latent enfekte hayvanlar vasıtası ile bulaşır 
(Kupferschmied, 1986; Van Engelenburg, 1986). 
Latent enfekte hayvanlarda virus stres, nakil, 
doQum ve konikoslerold uygulamaları ile reaktive 
olur ve vDcut salgılan ile çevreye saçıımaya başlar 
(Burgu, 1991; Miller, 1991; Sellers, 1983). Bu ne
denıe virus izolasyonu yapılmamış ancak se
ropezitif olan boOalar epidemiyolojik açıdan sürekli 
virus taşıyıeısı olarak kabul edilirler (De Gee, 
1996). 

BHV-ı enfeksiyonlarının teşhisi direkt ve in· 
di.ı:�W1. 'i�w.lıQ.M '1��\\t \'O'lt�, \�1·, '{�ru, 

1998). Virusun izolasyonu ve identifikasyonu direkt 
teşhis yöntemlerı Ile, virusa spesifik antikorların 
tespiti ise indirekt teşhis yOntemleri ile yapıhr. 
(Burgu, 1982; Miller, 1991; Mohan, 1989; Zyambo, 
1973). 
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Yavru ve ark (1998) ise yine Türkiye'de 
damızlık olarak kullanılan boOalardan aldıkları 
semen örneklerinden BHV-l'i ilk kez izole ve iden
tiliye ettiklerini ancak hayvanları serolojik yOnden 
konIrol etmediklerini bildirmişlerdir. Yine aynı 
araştırmada virolojik çalışmaların seroloji ile des
teklenmesi gerektiOini vurgulamışlardır. 

Serum nOlralizasyon testi BHV-l en
feksiyonlarında antikor tespiti amacıyla yaygın ola· 
Tak kullanılmaktadır (Burgu, 1986; Öztürk, 1988; 
Mohan, 1989; Zyambo, 1973). 

Mohan ve ark (1989) Jersey, Holsıein, Fri
esian, Murrah ve Kongeyam boğalarından top· 
ladıkları 210 adet kan serumunu serum 
nölralizasyon testı ile IBR/IPV/IPB antikorları 
yönOnden test etmişler ve 38'inde ("lo 18.95) 
nOtralizan antikor varllOınl saptamışlardır. 

Singh ve ark (1986), serolojik araştırmaların 
ve epidemiyolojik çalışmaların IBR/IPV en· 
feksiyonunun Hindistan'da oldukça yaygın olarak 
bulunduOunu bildirmişlerdir. Araştırmacılar (Singh, 
1986) yaptıkları çalışmada sOtçü slOlrların bu· 
lundu{ıu çiftliklerden topladıkları 506 adet kan se· 
rumunun 241 'inde ("lo 47.63) IBRIlPV'ye karşı 
nOlralizan anlikor lespit ettiklerini, daha da ayrıntılı 
bir ifade ile % 30.39 oranında boOalarda, % 53.03 
oranında ıohumlanmış ineklerde ve % 50 oranında 
abort yapmış ineklerde seropozitiflik bulduklarını 
ifade etmişlerdir. 

Zyambo ve ark. (1973) serum nOlralizasyon 
(SN) ıve passive haemagglutinalion (PH) ıesııerini 
kullanarak yaptıkları karşılaşıırmalı araştırmada 
boOa kan serumlarında BHV-ı antikorlarını 
araştırmışlardır. PH testi ile toplam 432 adet boOa 
kan serumunun 416'slnda (% 96) antikor varllOI 
tespit ederken, 432 serumdan seçilen Z10 se
rumun %97'sinin SN testi ile pozitif oldu{ıunu bil
dirmişlerdir. Sonuç olarak her iki testin kalitatif 
sonuçlarının aynı oldu{ıunu, PH lestinin de 
çalışmalarda rahatııkla kullanllabileceOinl bil
dirmişlerdir. 

Van Oirschot ve ark. (1993) BHV-ı ile 
subklinik olarak enfekte olan bo{ıaların bulunduOu 
bir suni tohumlama merkezinde yaptıkları 
çalışmada; 116 boOa spermasının 43'Onde BHV
l'i tespit ettiklerini, aynı boOaların 84 tanesinden 
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aldıkları kan serumlarının 40'ında (bu borıalardan 3 
tanesi 4 veya 5 kez BHV-ı aşısı ile aşılanmış) 
nôtralizasyon testi ile BHV-l'e karşı antikor tespit 
ettiklerini bildirmişlerdir. 

Türkiye'de boOalar üzerinde BHV-l yönünden 
yapılan ilk çalışma serolojik olup Burgu ve Akça 
(1986) tarafından gerçekleştirilmiştir. Araştırıcılar 
(Burgu, 1986) suni tohumlamada kullanılan toplam 
47 boOadan aldıkları kan serumlarının 3Q'unda 
(%63.8) BHV-l'e karşı nôlralizan antikonarın 
vanlOınl saplamışlar, ancak virus izolasyonu yap
madıklarını bildirmişlerdir. 

Bu araştırmada, bo{ıalardan alınan 300 adet 
kan serumu örneOinin mNT ile 125 tanesinin 
(%41.66) BHV-l'e karşı antikor içerdi{ıi tespit edil
miştir. Elde edilen %41.66'lık pozitiliik oranı, di{ıer 
araştırmacıların saptadlOI değerler arasında 
olmasına rağmen Burgu ve Akça'nın tespit ettikleri 
orandan (% 63.8) biraz daha düşüktür. Her iki 
araştırmada da enfeksiyonun boğalar arasında 
yaygın olarak bulunduOu ortaya konulmaktadır. 

Zyambo ve ark.(1973) yaptıkları araştırmada, 
IBR/IPV virusuna karşı pozitif buldukları hay
vanların serum tilrelerinin 1132 ile 112048 arasında 
olduOunu bildirmişlerdir. Mohan ve ark. (1989), 
yedi bo{Ja istasyonundan topladıklan 210 adet kan 
serumunun 38 tanesini nötralizasyon testi ile IBR 
antikonarı yönünden pozitif bulmuşlar ve serum 
nötralizasyon titrelerinin 1/4 ile 1/16 arasında 
olduOunu ifade elmişlerdir. Yapılan bu araştırmada 
ise 300 boOa kan serumunun BHV-l yOnünden po
zitif bulunan 125'inin SNso de{ıerlerinin 1 :2.37 ile 
1 :200 arasında da{Jılım gösterdiği tespit edilmişlir. 

Burgu ve Akça (1986) yapııkları çalışmada 
nötralizan antikorlar yönünden kontrol editen se
rumiarda, bo{ıaların yaşları ile pozitif serum sayısı 
arasında yaşa ba{ılı bir artış oldu{ıunu, 3 yaşın 
üzerindeki bo{ıalarda pozitiflik oranının % 100'e 
ulaştı{ıını, 1 yaşındaki hayvanlarda ise % 33.3 
civarında oldu{ıunu saptamışlardır. 

ÖztOrk ve ark. (1988) Konya Hayvancılık Mer
kez Araştırma Enstitüsünde solunum sistemi en
feksiyonu geçirip daha sonra iyileşen sı{ıırlardan 
topladıkları kan serumlarının yaş durumlarına göre 
antikor da{ıılımlarının 2 yaş ve üzerindeki hay
vanlarda yoQunraştlOınl ("lo 89.70) ve bu hay-
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vanların yüksek antikor titrelerine sahip olduklarını 
vurgulamışlardır. Jensseti ve Rampton (1975) IBR 
virusuna karşı nötralizan antikorların 2 yaşın 
üzerindeki sı!:)ırlarda daha fazla görüldü§ünü bil
dirmişlerdir. 

Bu araştırmada, BHV-1'e karşı pozitif bulunan 
boOaların, yaşları ile pozitiflik oranlarının aynı 
do!:)rultuda arttı�ı tespit edilmiştir. Nötralizan an
tikorlar yönünden pozitiflik oranlarının 1 yaşındaki 
boğalarda % 36.11, 3 yaşın üzerindeki boğalarda 
% 93.10 ve 4 yaşın üzerindeki boğalarda ise % 
100 olduOu tespit edilmiştir. Elde edilen sonucun 
di!:)er araştırmacıların (Surgu, 1986; ÖztOrk, 1988; 
Jessett, 1975) bulguları ile uyum içinde olduğu 
gözlenmiştir. 

Virus izolasyon ve identifikasyonu için hücre 
kültürleri yaygın olarak kullanılmaktadır (Burgu, 
1987; Van Engelenburg, 1993; Yavru, 1998). Ed
ward ve ark (1983), burun akınlısından BHV-l'i 
tespit etmek amacıyla yaptıkları çalışmada im
munollouresan (IF), immunoperoksidaz (IP), 
ELlSA (enzyme linked immunosoment assay), re
verse passlve haemagglutination (RPHA) test
leriyle viral antijen varlığının araştırılması ile hücre 
kültürlerinde virus izolasyon tekniğini 
karşılaştırmışlardır. Elde ettikleri sonuçlara göre, 
hücre kOltürlerinde virus izolasyonunun diğer 4 
teknikten daha duyarlı olduğunu bildirmişlerdir. 

Surgu ve Akça p 987), krınYk olarak entekte 
bir dananın burun akıntısından FOB hücre 
kültürlerine yaptıkları inokulasyonla IBR virusunu 
izole etmişlerdir. Rao ve Char (1991), şiddetli kon
junktivitis olgusu ile seyreden bir enfeksiyon 
geçiren buffaloların konjunktival swap 
örneklerinden hücre kOitürlerinde ISR virusunu 
izole etıiklerini ifade etmişlerdir. Yavru v,e ark. 
(1998) tabii ve suni tohumlamada kullanılan boğa 
spermalarından FOB hücre kültürlerinde 3 adet 
BHV-l'i izole ederek hücre kültürlerinin izo
lasyondaki hassasiyetini vurgulamışlardır. Yapılan 
çalışmada solunum yolu enfeksiyonuna ba61ı kli
nik belirtiler gösteren çeşilli ırkıara ait toplam 15 
boğadan 8 adet konjunktival swap ve 7 adet de 
nasal swap örneği alınarak virus izolasyonu amacı 
ile FOB hücre kültürlerinde pasajlanmış ve sadece 
bir nasal swap örneğinden � virus izolasyonu 
yapılmıştır. Izole edilen virus BHV-,'e karşı 
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tavşanlardan hazırlanan hiperimmun serum ile 
nötralizasyon testine tabi tutularak BHV-1 olarak 
identiliye edilmiştir. Elde edilen sonuç hücre 
kültürlerinin virus izolasyonundaki hassasiyetini or
taya koyarak yukarıda belirtilen araştırmaları des
teklemektedir. 

Sonuç olarak yapılan araştırma, IBRIIPV en
feksiyonunun boğalar arasında oldukça yaygın ola
rak bulunduğunu göstermiştir. Araştırmada kul
lanılan 300 boğa kan serumunun .125'inde 
(0/041.66) nötraUzarı antikor tespit edilmesi ve 
SN50 değerlerinin 1 :2.37 ile 1 :200 arasında 
dağılım göstermesi enfeksiyonun boğalar arasında 
yaygınlığını ortaya koyması bakımından oldukça 
dikkat çekicidir. Pozitiflik oranlarının. yaşa bağlı 
olarak artması ve hayvanların tohumlamada aktif 
olarak kullanıldığı yaşlarda daha yüksek oranda 
tespit edilmesi önem arz etmektedir. Solunum sis
temi ile ilgili klinik belirtileri gösteren bir boğadan 
alınan nasal swaptan BHV-l'in izolasyonu, virolojik 
kontrollerin yapılmasının önemini ortaya koy
maktadır. 

SIQırların viral hastalıktarı içinde Onemli yeri 
olan IBR/IPV enfeksiyonları solunum, sindirim, 
merkezi sinir sistemi hastalığı, abort. infertilite ve 
neonatal ölümlere yol açmaktadır. Bu nedenle se
ropozitif bulunan hayvanların virus izolasyonu 
yapılmasa bile işletmeden çıkarılması, bilhassa 
Qam\'Z\\� Q'aıa� �\l\\at\\\mama'&\ ,,� \oo\lm\a,maGa 

kullanılan hayvanların belirli zaman dilimlerinde se
rolojik ve virolojik kontrollerinin yapılması 
önerilmektedir. 
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