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ONSOz

Tarkiye'de kecilerde alphaherpesvirus enfeksiyaniar (CpHV-1 ve BoHV-1)
varligi daha onceden yapilan gahalarla bildirilmgtir.  Yapilan cakmalarda
kecilerde her iki etkene karantikor varlgl Virus Notralizasyon Testleri (VNT) ile
arggtinimistir. Ancak son yillarda yapilan ¢ginalarda BoHV-1 ile ikkili ruminant
alphaherpesviruslarin antijenik yakghdan dolayr kros reaksiyon verebildikleri
bilgisinden dolayi, belirlenen seropozitiflik oraninda BoHV-1 ve/veya CpHV-1
etkinliginin ne oranda oldtu bilinmemektedir. Bu nedenle her iki enfeksiyonun
kecilerde varkginin/yayginlginin aratirilmasina ve olgturduklari klinik bulgulara
bagli olarak ekonomik anlamda etkilerinin belirlenmesihtiyac¢ vardir.

Bu amacla planlanan bu gahada, Bolu ve cevresinde wgiilen sitcu
Saanen kegilerinde CpHV-1 ve BoHV-1 enfeksiyonunamliginin/yayginlginin
BoHV-1 gB ve gE blocking ELISA kombinasyonu ve hkr virus icin ayri ayri
uygulanacak notralizasyon testleri ile belirlenmasiaglanmstir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

BoHV-1: Bovine herpesvirus tip 1
BoHV-5: Bovine herpesvirus tip 5
BuHV-1: Bubaline herpesvirus tip 1
BRD: Bovine Respiratory Disease
CerHV-1: Cervine herpesvirus tip 1
CPE: Cytopathic effect

CpHV-1: Caprine herpesvirus-1
DKIDso: Doku kulttrt enfektif doz 50
DNA: Deoxiribonucleic acid

ELISA: Enzyme linked immunosorbent assay
gB: Glikoprotein B

gE: Glikoprotein E

HSV-2: Herpes simplexvirus tip 2

IFT: Immunfloresan teknikleri

IBR: Enfeksiydz bovine rhinotracheitis
IPB: Enfeksiyoz pustular balanopostitis
IPV: Enfeksiyoz pustular vulvovaginitis
Kb: Kilobaz

MDBK: Madine Darby Bovine Kidney
ml: Mililitre

pl: Mikrolitre

Nm: Nanometre

SNso: Serum Notralizasyon 50

VNT: Virus Notralizasyon Testi
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1. GIRIS

Herpesviridae ailesinin Gyeleri olganisti evrimsel galne gosterebilen DNA
viruslaridir. Herpesvirus ismi, Yunanca herpeiriifiénme, sessizce gitme” anlamina
gelmektedir. Bu aile bdcek, suringen, amfibia, ysmkga, ky ve memelilerden
izole edilmg ikiylize yakin virusu icermektedir (Murphy ve ark999; Thiry ve ark.,
2006a).

Herpesviridaeailesi, Alpha-, Beta- ve Gammaherpesvirinae oldi@klt aileden
olusmaktadir. Alphaherpesvirinae alt ailesi d8implexvirus, Varicellovirus,
Mardivirus ve lltovirus olarak ¢ genusa ayrilir (Knipe ve ark., 2007; ¥hie ark.,
2006a). Bu alt aileye ait viruslar genbir konak araliina ve kisa replikasyon
siklusuna sahiptirler. Enfekte htcreleri lize edtergogalan alphaherpesviruslar,
olusan immun yanita gamen primer enfeksiyonun ardindan sensorik gangiroml
ndkleusunda latent olarak kalarak, enfekte hayvgegami boyunca reaktive olup,
sacilabilirler (Knipe ve ark., 2007; Murphy ve ark999; Thiry ve ark., 2006a).

Bircok  Ulkede  giirlarda  yaygin  olarak  enfeksiyon  eturan
alphaherpesviruslardan biri olan Bovine herpesvitips 1 (BoHV-1), ¢ ana
sendromla ikkilidir: Bunlar; enfeksiydz bovine rhinotracheit($BR), enfeksiyoz
pustuler vulvovaginitis (IPV) ve enfeksiydz pustutealanopostitistir (IPB). BoHV-1
ile iliskili pek cok ruminant alphaherpesviruslari izole karakterize edilnstir.
Bunlardan biri olan Caprine herpesvirus tip 1 (CpHyY yenidgan keci
yavrularinda sistemik hastalik ve ergin kecilerbertlara neden olan genital sistem
hastalglyla seyretmektedir (Saito ve ark., 1974; Thiryark., 2006). CpHV-1'in
molekiler yapi, vajina epitel dokuya tropizm, gehiezyonlarin tipleri ve sakral
ganglionda latent olarak kalma gibi pek ¢cok biyiddjzelligi Herpes Simplexvirus
tip 2 (HSV-2) ve BoHV-1 ile benzerdir (Camero v&.a2010; Engels ve ark., 1987).



Bazi aratiricilar (Berrios ve ark., 1975; Martin ve ark.99D) BoHV-1 ve
CpHV-1'in ortak antijen paykmalarina rgmen, immunolojik olarak farkli
olduklarini bildirirken, son yillarda yapilan gahalarda BoHV-1 ile igkili ruminant
alphaherpesviruslarin  antijenik  yakinhklarindan lago capraz reaksiyon
verebildikleri ve bu viruslar arasinda serolojili@k ayrim yapilamamasinin tani ve
kontrol-eradikasyon programlarinda buyuk problendugli ortaya konulmgtur
(Lyaku ve ark., 1992; Nixon ve ark., 1988; Thiryask., 2006a).

1.1. Etiyoloji

Herpesvirus virionlar zarfli ve yakig 150 nm capindadirlatkozahedral simetrili
nikleokapsid 100 nm ¢apinda olup, 150 hekzamer2vpehtamer olmak lzere 162
kapsomerden ofuir (Nandi ve ark., 2009; Thiry ve ark., 2006a; Takee ark., 1995).
Kapsomerler, 3.5 nm c¢apinda, 10-12 nm uzgumhgda ve 11.5 nm geghiginde,
hekzagonal bir yapiya sahiptirler (Gibbs ve Rweyema 1977). Virus, cift
iplikcikli, linear yapida ve 125-235 kilobase (kimplekul &irliga sahip DNA icerir
(Murphy ve ark., 1999; Nandi ve ark., 2009). Nuklgpsid ve zarf arasinda
“tegument” adi verilen bir protein tabaka bulunktadir. Virusun dyinda bulunan
zarf, buylk oranda virusun glikoproteinleri (g) mlagB, gC ve gD ile normal
immunglobulin (Ig) G’leri b@layan Fc reseptor aktivitesine sahip peplomerbgir t
(Sekil 1.1) (Thiry ve ark., 2006a; Tikoo ve ark., B3¥Nandi ve ark., 2009).



Sekil 1.1. Herpesvirus morfolojisi. (sol) Human herpesvirugHHV-1) kapsitinin kriyo-elektron
mikroskop gorintusi. Hekzamerler mavi, pentamedemnizidir. (orta) Virionunsematik gériinima
ve c¢aplarin nm cinsinden olglsi. (G) Genom, (C)skdp(T) tegument, (E) zarf. (@aHHV-1
virionunun kriyo-elektron mikroskobu goérintisi (aet ve ark., 2005).

Virus konakgi hiicre cekirgende replike olmaktadir. Herpesvirus replikasyonu
yaygin olarak, bir alphaherpesvirus olan HSV-1 madiearak cakilmaktadir. Beta
ve gammaherpesviruslar da hemen hemen buna bemzgolbzleseler de, daha
yavg replike olurlar. Virusun glikoprotein peplomeriein  konak hicre
reseptorlerine kganmasiyla niikleokapsid hiicreye girmektedir. @me Porcine
herpesvirus tip 1'in gatli  hicre tiplerindeki reseptdéri heparan silfat
proteoglikandir. Hucreye giriise virion zarfinin hiicre membranina flizyonu ya da
endofagositoz yoluyla gercekle Nukleokapsit stoplazmaya girdikten sonra niklee
membranla birlgr ve DNA nikleer membrandaki porlardan iceri galer
replikasyon boélgesi olan cekirge ulgip, konak hiicre makromolekil sentezini
durdurur. Viral DNA replikasyonu c¢ekirdekte gergsil. Herpesviruslarda,
nukleokapsit cekirdek icinde bir araya gelir ve toouklanma ile stoplazmaya
cikarken nukleer membrandan da bir kisim aliniru¥ipartikilleri golgi aparatina
gelir ve burada glikoproteinler altuktan sonra ekzositoz ile veya hicrelerin lize
olmasi ile dgar cikabilirler §ekil 1.2). Virus zarfinin yuzeyinde lokalize olan
peplomerler virus tarafindan kodlanir. Yapilarinpnotein, glikoprotein olmasi
nedeniyle de antijeniktirler ve vicutta antikor ami uyarirlar (Murphy ve ark.,
1999).
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Sekil 1.2. Herpesviruslarin replikasyon siklusu. Virusun higergirisi, tegumentin ayriimasi, iceri
giren kapsitlerin nikleer pora stamasi, viral DNA'nin cekirdekte serbest kalmasagiamda
gOsterilmitir. Sonraki basamaklarda kapsitin bjrieesi ve DNA’nin paketlenmesi gosteriktii
(Mettenleiter, 2002).

Herpesviruslarin viral glikoproteinleri, virus—kdnaicre etkilgiminde énemli
rol oynamaktadirlar. Viral siklusun tutunma, peasyon, olgunlgma ve dsari
dokulme gibi pek cok basagla ilgilidirler. Bu nedenle konak immun yanitiing
onemli bir hedef olgturmaktadirlar. Bazi glikoproteinler,sia veya diagnostik
testlerin bir komponenti olarak kullanilabileceknmnolojik 6zelliklere sahiptirler
(Thiry ve ark., 2006a). Yapilan c¢gtinalarda, BoHV-1 virionunun, 10 tanesi zarfda
bulunan glikoproteinler olmak tzere kapsit ve tegatte bulunan yapisal ve yapisal
olmayan yaklgtk 70 adet protein icergli tespit edilmgtir. Bunlardan 6zellikle zarfta
bulunan glikoproteinler, (gB, gC, gD, gE, gl, gH,, @G, gK, gM) immun sistemin
aktivasyonu, konak hiicreye adsorbsiyon ve penatmdyicreden hiicreye yayllma
gibi fonksiyonlara sahiptirler. Bunlarin gunda bazi enzimler (ribonikleotid
rediktaz, DNA polimeraz, dUTPase gibi) ve bir gdijzenleyici protein de (BICPO,
4, 22 ve 27,0TIF) bulunmaktadir (Schwyzer ve Ackermann, 1996pHB-1'in



glikoproteinlerinin ¢@u karakterize edilngtir (Thiry ve ark., 2006a; Tikoo ve ark.,
1995). Unique long () segmenti gB (W27), gC (W44), gH (U22), gL (U1), gK
(U53) ve gM (UW10) glikoproteinlerini kodlayan genleri icerirkeklnique short
(Us) segmenti gG (&4), gD (Us6), gl (Us6) ve gE (48) ile ilgili dort geni icerir
(Thiry ve ark., 2006a; Schwyzer ve Ackermann, 1996)
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Sekil 1.3. BoHV-1'in genomik yapisi. (AJki segment iceren BoHV-1 genomunun organizasyonu,
unique long (W) ve unique short (Us). Unique shortun iki tarafindternal repeat(IR) ve terminal
repeat (TR) bulunur (Muylkens ve ark., 2007).

Virusun gC, gl, gE, gG ve gM proteinleri esansigghayan glikoproteinlerdir
(Baranowski ve ark.,1996; Konig ve ark., 2002).k@firotein B, gD ve gH ile
birlikte gL ve gK 6zellikle virusun hlcreye giriicin esansiyel olan proteinlerdir
(Mettenleiter, 2003). Glikoprotein B, gD ve gH dgroteinlerini kodlayan genlerin
ctkarilmasi durumunda invitro replikasyon kapasiti&mektedir (Fehler ve ark.,
1992; Meyer ve ark., 1998). BoHV-1 gB, virusun kkgiahlicreye gitinde énemli
rol oynayan esansiyel bir protein olmasinin yana,sikonakcida koruyucu
immuniteyi uyaran dominant bir antijenik determibdmlgedir (Ros ve Belak,
1999). Glikoprotein B antikorlari yoin olarak serolojik tani testlerinde hedeflenir.
Alphaherpesviruslarda @sebilen uzunluklarina gmen gB homologlar tim



protein motiflerinde dikkate ger bir konservasyon gosterirler (Ros ve Belak, 2002
Thiry ve ark., 2007). Bu durum da ruminantlarda thlags neden olan
alphaherpesviruslarda (CpHV-1, BuHV-1, BoHV-5, BoHYCerHV-1 ve RanHV-
1) gB bdlgesinin fonksiyonunun ayni ofglinu ortaya koyar (Ros ve Belak, 2002).
BoHV-1 gB bolgesinin CpHV-1 ile ortak ¢ok sayidaitep icerdgi belirlenmitir
(Thiry ve ark., 2008).

Us8 geninin  kodladn gE’nin  yapilan dizin analizlerinde ruminant
alphaherpesviruslarda en fazlgg&enlik gosteren bdlge ol@u ortaya konulmgtur
(Thiry ve ark., 2007). BoHV-1 gE alphaherpesvirudtaslevsel olarak korunmyu
bir bdlge olup (Knapp ve Enquist, 1997), hiicredéoréye yayillimda ve virulenste
baslica rol oynamaktadir (Rebordosa ve .dr896). Ayni zamanda enfekte
hayvanlardaki morbidite ve mortalite oranlarini yl&kseltmektedir (Yang ve ark
1999).
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Sekil 1.4. BoHV-1 ve CpHV-1'in gB ve gE gen bolgeleri dizegenyakinliklar
(Biswas ve ark., 2013).



BoHV-1'in klasik serolojik testlerde belirlenen ganik olarak bir serotipi
vardir (Edwards ve ark., 1990; 1991). Ancak DNAmniksiyon enzim analizi ile 3 alt
tipe ayriimstir. Virusun respiratorik izolatlari 1.1, genitablatlar 1.2, encephalitise
neden olanlar ise 1.3 olarak tiplendiriktii (Engels ve ark., 1981; Muylkens ve ark.,
2007). Alt tip 2 BoHV-1.2a ve BoHV-1.2b olarakt &éip 3 ise daha sonra Bovine
herpesvirus 5 (bovine encephalitic herpesvirusjaglganimlanmgtir (Edwards ve
ark., 1990; 1991).

BoHV-1 ve CpHV-1'in fiziksel ve kimyasal 6zelliklediger herpesviruslara
benzerdir (Berrios ve ark., 1975). CpHV-1'in DNA pyainin, biyolojik ve
biyokimyasal Ozellikler yoninden BoHV-1 ile ¢ok lzem old@gu ortaya konmgtur
(Engels ve ark., 1983; 1987).

Herpesviruslar, -65°C’den diik 1sI derecelerinde stabildir; -60°C’de 9 ay,
-20°C’de 2 ay, 4°C’de 1 ay sure ile enfektif kalal@r (Fenner ve ark., 1993).
60°C’de 15 dakika (Fenner ve ark., 1993), 56°C’dedakika, 37°C’de 10 gun,
22°C’de 50 gunde inaktive olurlar (Gibbs ve Rweyema1977). Zarfli olduklari
icin eter, kloroform gibi organik solventlere kaduyarldirlar. Bircok dezenfektana
karsi da duyarh olan herpesviruslarin inaktivasyonm i%5’lik sodyum hidroksit,
%Z1’lik amonyum, %10luk Lugol iodini, %5’lik formol yaygin olarak
kullaniimaktadir. Herpesviruslar, pH 6.0-9.0’da bsttapH 4.5-5.0’de labildirler
(Gibbs ve Rweyemamu, 1977).



Cizelge 1.1.Hayvanlarda tespit edilen herpesviruslar ve nedktuklari klinik
bulgular (Murphy ve ark., 1999).

Virus Hastalik

Alphaherpesvirinae Alt familyasi

Enfeksiydz bovine rhinotréeitis (IBR),
Enfeksiydz pustuler vulvoviiitis (IPV),

Bovine herpesvirus 1 Enfeksiydz pustulebalanopostitis(IPB),

abort
Bovine herpesvirus 2 Bovine mammillitis, pseudo4wyskin hastafi
Bovine herpesvirus 5 Encephalitis
Caprine herpesvirus 1 Konjunktivitis, respiratorék enterik hastalik

Geng domuzlardaeperalize hastalik,
yetiskinlerde abort,

sekonder konaklarda ndérolojik hastalik
(pseudorabies)

Abort, perinatatay 6lumleri, respiratorik hastalik
norolojik hastalik

Porcine herpesvirus 1

Equine herpesvirus 1

Equine herpesvirus 3 Koital ekzantem

Equine herpesvirus 4 Rhinopneumonitis

Canine herpesvirus 1 Yavru képeklerin hemorajikdlas
Felid herpesvirus 1 Feline viral rhinotracheitis

Makaklarin herpesimpleks benzeri hastal)

B virus (Cercopithecine herpesvirus 1) insanlarda fatal encephalitis

Simian varicellavirus Maymunlarin varicella benzeaistalg
Gallid herpesvirus 1 Tavuklarin enfeksiydz larimgeheitisi
Gallid herpesvirus 2 Tavuklarin Marek hastali

Anatid herpesvirus 1 Ordek vebasi

BetaherpesvirinaeAlt familyasi

Porcine herpesvirus 2 Rhinitis, jeneralize sitoategrus enfeksiyonu
GammaherpesvirinaeAlt familyasi

Alcelaphine herpesvirus 1 Bovine malignant katéeaér

Equine herpesvirus 2 Ust solunum yolu enfeksiyonu

Equine herpesvirus 5 Ust solunum yolu enfeksiyonu

1.2. Epidemiyoloji

Herpesvirus virionlari organizmaninschda ¢ok dayanikli olmagh igcin bulagma
genellikle direkt mukozal temas ve damlacik enfgiisu seklinde (6rngin; koitus,

yalama, burun sldrtme, gom esnasinda anneden yavruya plasental sioalp



olusmaktadir. indirekt bulama ise kontamine yem ya da su, suni tohumlama
esnasinda semen ya dagisa makinalari yoluyla gerceldmektedir (Engels ve
Ackermann, 1996).

BoHV-1'in bulasmasi virusla enfekte hayvana direkt temasla veydiraht
olarak caitli vektdrlerle gerceklgmektedir. Burun, goz, @z akintisi, gaita, vajinal
salgl, sperma, sit gibi sekret ve ekskretlerin rydaifotal membran ve dokular da
bulasmada etkili rol oynarlar. Enfeksiy6z virusun akalunum sistemi enfeksiyonu
sirasinda 10-14 gun boyunca sag@idbildiriimistir (Gibbs ve Rweyemamu, 1977).

BoHV-1'in genital formu, ciftlgme ya da suni tohumlama kaynaklidir ancak
bazi durumlarda, 6zellikle sutclt ineklerde cifttee olmadan da meydana gelebilir.
Solunum formu ve konjunktivitis ise damlacik enfgksiu seklindedir (Murphy ve
ark., 1999).

Enfeksiyonun bulgmasindaki bir dier onemli faktér de latent enfekte
hayvanlardir. Latentlik mekanizmasi sayesinde reaktolan ve sagilan
herpesviruslar, bir jenerasyondargetine ygamlarini devam ettirebilirler. Latent
enfekte hayvanlarin surtde v@rli enfeksiyonun sirt dinaginde g6z o6ninde
tutulmasi gereken konulardir; reaktivasyonun heghhair klinik bulgu gézlenmeden
de gerceklgmesi nedeniyle latent enfekte hayvanlar suriletansiyel sacicidirlar
(Murphy ve ark., 1999).

Yapilan calmalarda ruminant tirleri arasinda capraz enfek$ayonespit
edilmistir. Enfekte koyun ve Kkecilerin, enfeksiyonun epidgolojisinde rol
oynayabilecgi ve enfeksiyonla micadelede tirler arasi gefgsilginin da tGzerinde
durulmasi gereken bir konu olglw bildirilmistir (Taylor ve ark., 1977; Wafula ve

ark., 1985; Six ve ark., 2001). g&r evcil ve vaki ruminant tirleri de potansiyel
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BoHV-1 rezervuarlandir. Bunun Uzerine yapilan seidemiyolojik calgmalarda,
pekcok ruminant tiriinde BoHV-1'e aantikor saptanmgtir (Cizelge 1.2.).

Cizelge 1.2BoHV-1 ile iliskili ruminant alphaherpesviruslari (Thiry ve arRQ06)

Virus Dogal konak Hastalk Cografi dagilim
Bovine herpesvirus 1 gr Enfeksiydz bovine rhinotracheitis  Avrupa, ABD,
Enfeksiydz pustular Asya, Avustralya
vulvovaginitis
Bovine herpesvirus 5 gr Bovine encephalitis Avrupa, ABD,
Avustralya
Bubaline herpesvirus 1 Manda Subklinik genital &sfgon Avrupa, Avustralyg
Caprine herpesvirus 1 Keci Vulvovaginitis, abogpnatal Avrupa, ABD,
sistemik enfeksion Avustralya
Cervid herpesvirus 1 Ala geyik Okdler sendrom Awaup
Cervid herpesvirus 2 Renggyi Subklinik genital enfeksiyon Avrupa
Elk herpesvirus 1 Elk Subklinik genital enfeksiyon| Kuzey Amerika

Kecilerde BoHV-1/CpHV-1 enfeksiyonlarinin vallyayginlginin argtirildigi
calismalar sinirh sayidadir. CpHV-1 ilk kez 1975’de @ahia’da enteritis bulgulari
saptanan yenid@an kecilerden izole edilgtir (Saito ve ark., 1974). Daha sonra
Isvicre’de benzer hastalik tablosuna sahip kegcilezdpit edilmitir (Mettler ve ark.,
1979). CpHV-1'e kan antikor varlgl serolojik olarak Norvecjrlanda, ispanya,
Italya, Yunanistan, Suriye (Kao ve ark., 1985) vekijie'de (Yonguc ve ark., 1990)
gosterilmitir. Bazi Ulkelerde kecilerde CpHV-1'e kar yuksek seropozitiflik
saptanmytir. Seropozitiflik oranlari Yunanistan'’da %50’'déazla (Koptopoulos ve
ark., 1988)jtalya’da %30-60 aras! (Guercio ve ark., 1998; Testgpge ark., 1994),
Ispanya’da %21 (Keuser ve ark., 2004) olarak belinligtir. Turkiye’de Yongug ve
ark. (1990) yaptiklari caimada, orneklenen kecilerin kan serum 6rneklerinin
%26’sinda CpHV-1'e kar antikor varlgl saptanny, alinan nasal surtntilerden de

virus izolasyonu gercekdarilmi stir.

Kecilerde BoHV-1 seroprevalansi ise Nijerya’da 21T aylor ve ark., 1977),
Kanada'da %6.9 (Elazhary ve ark.,1984), ABD’'de %81@ulton ve ark., 1982) ve
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Misirda %27.6 (Mahmoud ve Ahmed, 2009) olarak aaptstir. Turkiye'de
kecilerde BoHV-1 enfeksiyonu Uzerine yapilangahlar sinirh sayidadir (éébag

ve ark., 2003; Ataseven ve ark., 2010; Bolat, ¥9d). Ysailbag ve ark. (2003)
yaptiklari calgmada virus noétralizasyon testi (VNT) ile kecilerBeHV-1'e kasi
%5.52 antikor varfil tespit etmglerdir. Ataseven ve ark. (2010) Van ilindeki
kecilerde VNT ile %0.7 oraninda BoHV-1 antikor varlbelirlemglerdir. Bolat
(1990) D@u ve Gineydgu Anadolu bdlgesinde bulunan koyun ve kecilerde
BoHV-1 antikor varlgini belirlemek Uzere yagh calsmada, 117 keciden alinan

serum ornginde BoHV-1'e kagl antikor varlgl tespit edemeriir.

1.3. Patogenez ve Patoloji

Herpesviruslarin organizmaya ilk giryerleri nazal kavite, orofarenks, g6z, genital
kanal veya deri lezyonlari yoluyla deridir. Geildd, viral replikasyonun ilk
basamal giris yerindeki epitelyal hiicrelerde gercekieektedir. Enfeksiyonun daha
sonra izledii yol, virus vel/veya konak faktorine gore gogklik gostermekle
beraber, lokal alanlarla sinirl kalma, viremi distemik yayillim ve ndronal yayilim

olarak ug¢ farklsekilde olabilmektedir (Engels ve Ackermann, 1996).

BoHV-1'in solunum sisteminde, gdzde, genital sigdenyayilma yolu lokal
alanlarla sinirli  kalma seklindedir. Hastallk semptomlari temelde virusun
replikasyonuna ki enfekte hiicrelerin hasari ile skilli olmaktadir. immun yanit
sayesinde bu tip enfeksiyonlar sinirli kalmaktageaellikle bir iki hafta icerisinde
lyilesme meydana gelmektedir.

BoHV-1 enfeksiyonundaki abort, enteritis ve CpH\Venfeksiyonuna [gh
yenidgzanlarin sistemik hastgliise viremiyle sistemik yayilima 6rnektir (Engeis

Ackermann, 1996). BoHV-1'in nétralizan antikorlaribulunmadg dénemde
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lenfositlere adsorbe olabikglive busekilde yayildgl gosterilmgtir. Genel bir kural
olarak, pek cok alphaherpesvirus enfeksiyonundate eddilen bulgulara gore,
sistemik yayilimin, lenfosit gkili vireminin ardindan virusun lenf nodullerine ve

lenf damarlarina yerdenesi ile gercekigigi ileri sirtlmektedir (Mettenleiter, 2002).

Zarf glikoproteinleri viral tutunmanin, penetrasyon hicreden cikin ve
hiicreden hiicreye yayilimin ana mediatoru olarakegdiger. Hiicre icine viral gig
pek cok glikoprotein ve en az iki hiicresel reseptéren ¢cok basamakli biglemdir
(Spear, 1993; Mettenleiter, 2002). Alphaherpesiandsa gC hicre ylzeyindeki
heparan sulfat proteoglikanlaragenarak bu basamaklar deatir. Bu reseptorler
pek cok hicrede mevcuttur, bdylece herpesvirusldarkli hicre tiplerine
adsorbsiyonuna izin verilir. Glikoprotein C’nin rean sulfat parcalarina
baglanmasini, gD’nin varsayilan ikinci hicresel reseptb&lanmasi takip eder.
Glikoprotein D’nin hucresel reseptore g@nmasi viral gigi baslatmak icin
gereklidir (Karger ve ark., 1995; Thaker ve arkh94). Virusun hiicreye giii ve
viral zarfin hticre membrani ile fizyonu gB, gH Meémrgn etkilesimleri sonucunda
gerceklgamektedir. Virusun bazi glikoproteinleri virusun h&psyonunda rol
oynamalarina g@men, invivo ve invitro keullarda virus replikasyonu icin esansiyel
degildirler (Schwyzer ve Ackermann, 1996). Van Engélerg ve ark. (1994)
yaptiklari calimada gE gen bdlgesi cikartignBoHV-1'in, vahsi tip virus ile ayni
bblgedeki dokulari enfekte edebitthi; ancak enfeksiyonun daha kisa siidliii
ortaya koymsglar ve bu durumun gE’nin hicreden hicreye yayiliknda

fonksiyonunu yansigini bildirmislerdir.

BoHV-1 enfeksiyonunun patogenezi iyi tanimlagim Kecilerde CpHV-1
enfeksiyonunun patogenezi degidarda BoHV-1 enfeksiyonunun patogeneziyle
oldukca benzerdir. Ancak, CpHV-1 enfeksiyonunda itgényolun virusun
organizmaya gisinde en 6nemli yol oldtu distnilmektedir (Thiry ve ark., 2006a,;

Tempesta ve ark., 2000).
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Tam herpesvirus enfeksiyonlarinda, periyodik yaddaamli saciimayla persiste
enfeksiyon meydana gelir. Alphaherpesvirus enfekdgrinda viral DNA'nin birgok
kopyasl, ya epizomal olarak ya da latent enfekt®mérin kromozomal DNA’sIna
entegre olarak kalabilir (Murphy ve ark., 1999). lAkBoHV-1 enfeksiyonundan
sonra hayvanin yami boyunca devam eden latent enfeksiyon tablosgurol
Latentlik, enfeksiy0z virusun izole edilememesi lagent enfekte hicrelerde viral
antijenin tespit edilememesiyle karakterizedir (Blsgve Ackermann, 1996).
Latentlik déneminde viral DNA, genital sistem ergglonundan sonra sakral,
solunum sistemi enfeksiyonunun ardindan da trigamganglionlara yerkebilir.
Stres ve kortikosteroid uygulamalari latent enfgdisun reaktivasyonuna neden olur
(Murphy ve ark., 1999).

BoHV-1 enfeksiyonunda, reaktive olan virus intrass@kal olarak organizmaya
ilk qgiris yerine geri gelerek saciimaktadir. Reaktivasyomassndaki virus
replikasyonu, enfeksiyonun tekrarlamasina nederakiadir (Engels ve Ackermann,
1996). Latent enfekte hayvanlarda genellikle transps@uk, sillama, dgum,
kortikosteroid uygulamalari ya da ¢gka bir enfeksiyondan kaynaklanan stresle
ili skili reaktivasyon meydana gelmektedir. Deneyselayotaktivasyon icin yiksek
doz deksametazon uygulamasi (6 giun boyunca 4.4 gng@erekmektedir
(Buonavoglia ve ark., 1996; Thiry ve ark., 2006&ecilerde reaktivasyon sonrasi
sacilim, dger turlere gore daha glik antikor titresinin varfiinda gerceklgmektedir
(Tempesta ve ark., 1998; Thiry ve ark., 2006a).kite@syon sonrasinda virus nasal,
genital, rektal ve okuler akintilardan izole ediletektedir. CpHV-1'in sacilim yeri
primer enfeksiyonun okwmuna bglidir. Virus intranasal inokule edilirse
reaktivasyondan sonra sacilim burun ve vajinadan genital primer enfeksiyondan
sonra reaktive CpHV-1 yalnizca vajinadan sacilhifyf ve ark., 2006a; Tempesta ve
ark., 2000). CpHV-1 enfeksiyonunda,gdr herpesviruslarin aksine g ya da
deneysel ¢cagmalarla reaktivasyonu gostermek zordur. Stres somiken Ozellikle
genital yolla sacilir (Tempesta ve ark., 2002; keuge ark., 2004). Stres kayna
olarak ciftlasme donemleri ve Ostrusdaki hormonal durum rol owhaynektedir
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(Donofrio ve ark., 2013). Deneysel olarak ise gkati kecilerde reaktivasyon, yuksek
dozda deksametazon uygulamasiyla mumkuin gkm@Marinaro ve ark., 2010).

Kecilerde BoHV-1 enfeksiyonu sonrasinda latentliz skonusudur ancak
Wafula ve ark. (1985) ile Ackermann ve ark. (1986ksametazon uygulamasindan
sonra kecilerde BoHV-1 izolasyonunu gercglitememslerdir. Buna kagin Tolari
ve ark. (1990) BoHV-1'i izole etrgive enfekte kecilerin virusu birka¢ gun yiksek
titrede sactiini belirlemglerdir. CpHV-1 sgirlarda da enfeksiyon meydana getirir ve
latent kalir. BoHV-1'in kecilerde reaktivasyonu pés edilirken, CpHV-1'in

sigirlarda reaktivasyonu belirlenemeytii (Six ve ark., 2001).

Alphaherpesviruslarin goi, 6zellikle deride ya da solunum yolu ve genih&l
mukozalarinda lokalize lezyonlar etururlar. Jeneralize alphaherpesvirus
enfeksiyonlari maternal antikorlarin korumaglesgamadgl, 3 ay yain altindaki
hayvanlarin organ ve dokularinda gorilen nekrozkladiyla karakterizedir. Gebe
hayvanlarda virusun plasentaya transferi sonucustétfokal nekrotik lezyonlarla
gozlenen, aborta neden olan mononukleer huaielilviremi olusabilir (Murphy ve
ark., 1999). Eozinofilik intrantkleer inklizyon oiscikleri (Sekil 1.4) herpesvirus
enfeksiyonlarinda karakteristiktir (MacLachlan veidovi, 2011; Murphy ve ark.,
1999).
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Sekil 1.5. Intranikleer inkliizyon cisimcikleri (MacLachlan veilmovi, 2011).

Herpesvirus enfeksiyonlarinda lezyonlar epitelyékre nekrozuseklindedir.
Epitelyal hucreler sismistir.  Tipik herpesvirus inklizyonlart nekrotik ogia
periferinde, cekirdekte bulunabilir. ¥an bir yangisal yanit vardir. Atik fotusta
makroskobik lezyon yoktur ancak mikroskobik olarakkrotik odaklar birgok
dokuda tespit edilebilmektedirS¢kil 1.5). Ozellikle karagierde kalici hasar
goOzlenebilmektedir (Murphy ve ark., 1999).

Sekil 1.6. CpHV-1 ile enfekte bir ke¢i fotusunun renal kodlde fokal nekroz. Nekrotik odm
periferdeki pek cok hiuicrede gerintraniikleer inkliizyon cisimcikleri bulunmaktadigzal ve ark.,
2004).
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1.4. Klinik Semptomlar

BoHV-1 sgirlarda yaygin olarak gozlenen bir enfeksiyonduastdlik tist solunum
yolu enfeksiyonu ile di ve erkeklerde genital kanal enfeksiyonuna neden
olmaktadir. Hastalikta gorilen semptomlarglbalarak abort, yenidganlarda olim

ve sut veriminde dime sonrasinda 6nemli ekonomik kayiplar sahilmektedir
(Muylkens ve ark., 2007).

Hastalgin solunum formu (Enfeksiy6z bovine rhinotracheiliBR) subklinik,
hafif veya siddetli olarak seyretmektedir. Morbidite %100, nabite %10
oranindadir. Hafif seyirde klinik belirtiler ciddiir nasal ve okuler akintiyla sinirli
kalabilmektedir. Klasik IBR ise aie(40.5- 42°C), gtahsizlik, solunum sayisinda
artis, dispne, persiste sert 6ksuruk, depresyon ve sigklierde sit veriminde ciddi
distusle karakterizedirilk olarak ser6z daha sonra muko-purulente dénibilateral
burun akintisi mevcuttur. Nasal mukoza hiperemikig lezyonlar pustuler
nekrozdan gegihemorajik ve llseratif alanlara ggleiyebilir (Murphy ve ark., 1999;
Nandi ve ark., 2009). Koti kokulu nefegizdan nefes alma, salya ve derin bir
brorsiyal 0ksuruk yaygindir. Sekonder bakteriyel veyelenfeksiyonlar mortalite
oraninin yukselmesine neden olabilirler. Hayvamarsit ve pndmonitis belirtileri
gosterebilirler. Akut ve kagik olmayan vakalar 5-10 ginde sonlanir ve hizli bir
iyilesme olur (Tikoo ve ark., 1995). Oskultasyonda, teaith anlailir ancak akgier
sesleri normaldir. Etkilenen hayvanlarin %10’u Mvi&ondisyonunu kaybeder ve
pndmoni sekel olarak kalir (Gibbs ve Rweyemamu,7197

BoHV-1, sgir solunum hastaliklari (BRD) kompleksini gturan patojenlerden
biridir. Kompleksi olgturan dger virus ve bakteriler; bovine viral diare virusyvne
parainfluenzavirus-3, bovine respiratory sinsityaltus (BRS\), Mannheimia

haemolytica, Pasteurella multocida Histopbilus somnudir (Yates, 1982).
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Hastalgin konjunktival formunda, tipik IBR’li giirlar bol lakrimasyonlu tek
veya cift tarafli konjunktivitis gdésterirler. Korae genellikle etkilenmez ancak
sekonder bakteriyel bir enfeksiyon giugunda Kkeratitis ve korneal Ulserasyon
olusur (Murphy ve ark., 1999). Kaik olmayan vakalarda, semptomlar 5-10 gin
icerisinde geriler. Bu form respiratorik formdarriaglarak gekebilir (Nandi ve ark.,
2009).

Hastalgin genital formunda, akut enfeksiyoz pustuler vubjmitis (IPV),
genellikle ciftlsmeden 1-3 gin sonra geti sik iseme ve kuyruk sallama ilk
farkedilen karakteristik belirtileridir. Etkilenemayvanlarda ate depresyon ve
anoreksi gelir ve hayvanlar kuyruklarinin vulvayla temasindaagikirlar. Vulva
siskin ve hiperemiktir, 1-2 mm c¢apinda ufak pustuligerir. Lezyonlar genellikle
hastalgin baglangicindan 10-14 gin sonra igider; ancak bazi hayvanlarda
purulent vajinal akinti birka¢ hafta devam ederr{iTwve Russo, 2003). Enfeksiyoz
pustuler balanopostitis (IPB), 1-3 gunluk bir inlglyon periyodunun sonunda ortaya
cikar. Penis ve prepusyum mukozasinda gozleneroméaay diilerde gorilenlere
benzerdir.lyilesme karsik olmayan vakalarda 10-14 ginde gercgiklancak bazi
hayvanlarda libido kaybi,gali ereksiyon ve ejakulasyon gorilebilir; bu dumsn
yeniden duzenli giftigme icin birkag hafta gerekir. IPV/IPB’nin hafif v@ibklinik
formlari da gorilebilir (Tikoo ve ark., 1995). BbHL kaynakli abortus genellikle
dogal enfeksiyon ya dasdamadan sonra gebgin 4-7. aylari arasinda meydana
gelir (Nandi ve ark., 2009).

CpHV-1 kegilerde iki farkl sendromla gkilidir (Saito ve ark., 1974)ilki yeni
dogan kecilerde, gastroenterik lezyonlarla karakteridé@mle sonuclanan sistemik
enfeksiyon ve deri ise yetgkinlerde balanopostitisS€kil 1.7), vulvovajinitis §ekil
1.8) ve aborta yol agcan bir genital sistem hasthh (Thiry ve ark., 2006Db;

Marinaro ve ark., 2010).
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Sekil 1.7. CpHV-1 ile enfekte bir keci surusinden bir gri&eait Ulseratif postitis
(Uzal ve ark., 2004).

Sekil 1.8. Caprine herpesvirusun neden d@duvulvovajinitis (Courtesy of K.
Thompson, Massey University).

Genc kecilerin CpHV-1 ile dal ve deneysel enfeksiyonu jeneralize enfeksiyon
sonucu Olumle son bulur (Papanastasopoulou ve E3R1; Roperta ve ark., 2000).
Etken, ergin hayvanlarda subklinik ya da respiiltdoulgular, vulvovajinitis
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(Grewal ve Wells, 1986), balanopostitis (Tarigan ark., 1987), repeat breeder
(Kouptopoulos ve ark., 1992) ve 6zellikle gepelison donemlerinde aborta (Keuser
ve ark., 2002; Williams ve ark., 1997) neden olradkt Nasal enfeksiyon sonrasi
virus viremi ile genital kanala wa ve yuksek titrede sacilim olur. Genital
enfeksiyon sonrasi virus replikasyonu genital kdaainirh kalir; eritem, 6dem ve

vezikuler nekrotik lezyonlar g6zlenir.

BoHV-1 ve CpHV-1 serolojik olarak #kilidir. Latentlik mekanizmasini da
kapsayan birgok biyolojik 6zellikleri de ortaktiBik ve ark., 2001)iki virus da
dogal konakcilarinda spesifik klinik tablo gosterirkemlternatif turlerde de
enfeksiyon meydana getirebilmektedirler (Six ve.a@001; Koptopoulos ve ark.,
1992). BoHV-1 ile deneysel enfekte kecilerde na&ahti, dispne, adenitis ve diyare
gorulurken, CpHV-1 grlarda subklinik seyretmektedir (Six ve ark., 2D01

1.5. Teshis

Herpesvirus enfeksiyonlarinin laboratuvaghisi, virolojik ve serolojik metotlar ile
yapilabilmektedir (Wyler ve ark., 1989).

1.5.1. Virolojik Teshis

Bu amacla virus izolasyonu, antijen ve nikleik &sgipitine dayall metotlar yaygin

olarak kullanilabilmektedir.

BoHV-1 izolasyonu icin primer veya sekonder danarbk, akcger, testis,
turbinata veya trachea hucreleri ile Madin DarbyviBe Kidney (MDBK) gibi
devaml hucre kultirlerinden yararlaniimaktadirrdgi klinik semptomlarla ikili

olarak nasal, konjunktival, vajinal surintl ve preyal akintidan, aborte fétusun
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plasental kotiledonlarindan, fétal dalak, &esi bobrek, lenf nodull, solunum
sistemi mukoz membranindan ve tonsillerden izolebkilir (Homan ve Easterday,
1980). islenmemj veya koruyucu maddelerle dondurugnisemen de virus
izolasyonu icin kullanilabilir (Snowdon ve ark., 68). BoHV-1'in hicrede
olusturdusu karakteristik morfolojik dgisimler (CPE) virusun inokulasyondan sonra
24-48 saat icinde ofur. CpHV-1'in izolasyonu icin de MDBK hucre kultara
kullanilabilmektedir; virus Gremesi BoHV-1'in karakistik CPE’sine ¢ok benzerdir

(Buonavoglia ve ark., 1996).

Antijen tespitine dayali metotlar surtntilerdepyan immunfloresan antikor
teknigi (IFAT), immunperoksidaz (IP) ve enzyme-linked imnosorbent assay
(ELISA) teknikleridir (Wyler ve ark., 1989).

Viral nikleik asit tespitine dayanan testler ise@maik DNA'nin polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile tespiti, nikleik asitihibridizasyonu ve dizin
analizleridir (Nandi ve ark., 2009). PCR, virus lesyon yodntemlerinden daha
hizhdir ve latent enfekte ganglionda viral DNA’nin tespitine de olanak
sazslamaktadir (Van Engelenburg ve ark., 1993). Ozellikerpesviruslarda gB, gC,
gE ve gD PCR testlerinde hedeflenen genlerdir (2&)8). PCR testleri yakin
iliskili olan alphaherpesviruslarin ayriminin yapilnmasiolanak sgamaktadir
(Keuser ve ark., 2004). CpHV-1 DNA’sinin tespitindzellikle virusun gC bdlgesi
yaygin olarak kullaniimaktadir (Tarsitano ver a010; Elia ve ark., 2008). Bilge
Dagalp ve ark. (2013) tarafindan Hatay ilinde sik akaabort olgulari tespit edilen
bir keci yetitiricili gi isletmesinden alinan vajinal suruntt 6rneklerinde €gHve
BoHV-1 varligi gC gen boélgesi hedef alinarak PCR ilesaramis ve CpHV-1
yoninden pozitiflik tespit edilngiir. Daha sonra yapilan dizin analizi ile de bu

sonugclar dgrulanmstir.
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1.5.2. Serolojik Tghis

Serumda spesifik antikor tespiti igin virus nozakyon testleri (VNT), ELISA ve

immunfloresan antikor tekgii (IFAT) kullaniimaktadir (Kramps ve ark., 1993).

BoHV-1 ve CpHV-1 enfeksiyonlarinin her ikisinin derolojik tanisinda VNT
yaygin olarak kullaniimaktadir. VN testleri yukseéuyarlliga ve 6zgillge sahiptir.
Diger yandan VN testleri pahal olmasi, 3-4 gin icisdau¢ vermesi acisindan her
zaman tercih edilmemektedir. Ayrica tim virus praggonlarinin kullanilmasi testi
duyarli kilsa da, populasyonda hangi virusun bulgnda bgh olarak dger
ruminant alphaherpesvirus glikoproteinlerinin capreaksiyonlari nedeniylgipheli
sonuclara neden olabilmektedir (Bertolotti ve a#13). Ruminant herpesviruslari
temel olarak kendi konakcilarinda enfeksiyon stitmalarina rgmen, kros-tir
gecki dogal sartlar altinda gegebilir ve en azindan primer enfeksiyon sirasinda ye
konakcilara yayilabilirler (Thiry ve ark., 2006Bu nedenle, populasyonlarda
ruminant alphaherpesviruslarina &aplusan antikorlarin ayriminin yapilabilmesi

oldukca 6nemlidir.

ELISA tekngi bircok hastalgin serolojik tanisinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Basit, hizli ve ¢ok miktarda Ggndest etmesi acisindan VN
testlerine gobre daha avantajlidir. Kecilerde CpHVahtikorlarinin tespitinde
kullanilan bir ticari ELISA mevcut ddédir. Diger yandan BoHV-1 antikorlarinin
tespitinde bircok ELISA kiti bulunmaktadir. Son Igrida serolojik testler ticari
BoHV-1 gB ve gE blocking ELISA kullanimina dayanntedkr; hizli, ucuz ve buyik
miktarda test orng taramasini gdayan metotlardir (Kramps ve ark., 2004). Birgok
calisma gB’nin herpesviruslarda iyi korungbir bélge oldgunu gosternstir (Ros
ve Belak, 2002; Thiry ve ark., 2007). Bu gen BoH\frEsansiyel zarf proteinidir ve
virusun hicreye giginde 6nemli rol oynar. Ayni zamanda dominant bralvantijen
olan gB, konakgida koruyucu immuniteyi uyarmakta@egisebilen uzunluklarina

ragmen gB homologlari tim protein motiflerinde dikkadeser bir konservasyon
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gosterirler. Bu durum da ruminantlarda hagelneden olan alphaherpesviruslarda
(CpHV-1, BuHV-1, BoHV-5, BoHV-1, CerHV-1 ve RanHV)}1 gB'nin
fonksiyonunun ayni oldiunu ortaya koyar (Ros ve Belak, 2002). Boylelikle
BoHV-1 gB’sinin CpHV-1 ile ortak cok sayida epitogerdigi belirlenmitir;
CpHV-1'e kagi antikorlar, antijen olarak BoHV-1 gB’si kullandabir ELISA’'da
BoHV-5'de oldyu gibi capraz reaksiyon verebilir (Wellenberg vek.ar2001).
Glikoprotein B blocking ELISA, ruminant alphaherpgas enfeksiyonlarinin
identifiye edilmesini sglamakta ancak ayrimini yapamamaktadir (Thiry ve,ark
2008).

Ruminant alphaherpesviruslarinda g en fazlgisdenlik gosteren bélgedir.
CpHV-1'in gE’si BoHV-1'in gE’sinden oldukcga farkbulunmutur (Tyborowska ve
ark., 2000). BoHV-1 gB/gE ELISA kombinasyonununitenkullaniimasi BoHV-5
icin denenmitir. BoHV-5 ile deneysel enfekte edilergslar, BoHV-1 gB blocking
ELISA ile pozitif ve gE blocking ELISA ile negatiblarak tespit edilnstir
(Wellenberg ve ark., 2001). Bir alphaherpesviruanoBoHV-5, BoHV-1 ile ¢ok
yakin antijenik ilgkili olmasina rgmen (Ros ve Belak, 1999a,2002) gE bdlgesi
acisindan antijenik farkhlik géstermektedir (Knosk ve ark., 1995; Wellenberg ve
ark., 2001). Bu sonug, CpHV-1 icin de gE bolgesinatijenik farkhliklar
olabilecggini disundirmig ve CpHV-1'e kagi olusan antikorlarin BoHV-1
antikorlarindan ayriminda gB/gE blocking ELISA té&arinin kullaniminin
mumkun olabilecg bildirilmi stir (Thiry ve ark., 2008).

Us8 geninin kodladii gE’'nin yapilan son kismi dizin analizi de, BoHV-1
iliskili ruminant alphaherpesviruslari arasinda genetiarklihk oldugunu
dogrulamstir (Thiry ve ark., 2007). Boylece kecilerden ahnakan 6rneklerinin
BoHV-1 gB ELISA ile pozitif olmasi halinde, enfelgsha neden olan etkenin
(BoHV-1 veya CpHV-1) ayirici tanisinda BoHV-1 gE IBA temeline dayanan bir
degerlendirmenin mamkun oldw bildirilmistir (Thiry ve ark., 2007; Thiry ve ark.,
2008). Bununla birlikte enfeksiy6z durumun gergéistergesi icin sik stk VNT'nin
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kullanimi da odnerilmektedir (Thiry ve ark., 200&yrica, sgir populasyonlarinda
marker ailarin kullanimi bu testlerin gerlendirilebilmesini zorlgtirir. Bunun yani
sira gE spesifik ELISA'nin duyarlginin yaklgik %70 oldgu, bu nedenle %30
oraninda yan§l negatif dgerlendirmeler olabilegg bildirilmi stir (Kramps ve ark.,
2004). Bu testin ikinci dezavantaji ise, gE’ye skarayif diizeyde antikor yanitinin
olmasi ve gE antikorlarinin tespitinin enfeksiyondd42 gin sonraya kadar
gecikebilecgidir (Beer ve ark., 2003).

1.6. Immunoloji

Herpesviruslarda primer enfeksiyon, konakta gigithomoral ve hiicresel immun
yaniti uyarir. Alphaherpesviruslarda hucresel immganit ilk olarak enfeksiyondan
5 gun sonra ortaya cikar ve yafka8-10. giinde en yuksek seviyeyesulaHumoral
immun yanitta ise noétralizan antikorlar IgM ve butakiben IgG sinifi, genellikle
enfeksiyondan yakiak 10 gin sonra tespit edilmektedir. Nétralizanikartar hiicre
digi virusu elimine edebilmekte, hiicresel immun yaeé hastaliktan iyikgmeyi
sglamaktadir (Babiuk ve ark., 1996; Engels ve Acketmd 996).

Hicresel immun yanit makrofajlari, interlokin-2 weterferon v dretimini,
natural killer (NK) hucrelerini ve NK benzeri akiigyi, viral gC- ve gD-spesifik
CDA4+T hucrelerinin proliferasyonu ve sitotoksik@nfosit aktivitesinin uyariimasini
icerir (Hutchings ve ark., 1990; Tikoo ve ark., 58%.

BoHV-1 immunsupresyona neden olarak, enfekgarlari sekonder viral ve
bakteriyel enfeksiyonlara kar duyarh kilmaktadir (Nandi ve ark., 2009).
Immunsupresyon makrofajlarin, polimorfniikleer ndtiefin  ve lenfositlerin

fonksiyonunun bozulmasi sonucunda ortaya ¢ikmak{adioo ve ark., 1995a).
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Koruyucu antikorlar BoHV-1 enfeksiyonunda ¢gB, gD ve ¢E
glikoproteinlerine kan uretilmektedir (Tikoo ve ark., 1995a, Mechor v&.a1987).
BoHV-1 ailamasini izleyen 3 yil boyunca antikorlar saptalivatiizeydedir (Hage
ve ark., 1998). BoHV-1'e kar maternal antikorlar, yavrularin 2 aylik syga sitten
kesilmesinden sonra 123. gune kadar tespit edmetbdedir (Fulton ve ark., 2004).
Yeni dogan buzgilar, ili annelerin kolostrumunu alarak enfeksiyondan
korunabilmektedirler (Mechor ve ark., 1987); anca&ternal antikorlar BoHV-1 ile

latent enfeksiyonu tam olarak 6nleyememektedir §8c2000).

CpHV-1 ile primer enfeksiyondan 1-2 hafta sonraiseta notralizan antikorlara
rastlanir; 3. ya da 4. haftay! takiben en yiuksakyglere ularrlar ve yaklaik 6-10
ay sonra azalmaya $arlar. Bu gaamada hayvanlar strese girerlerse CpHV-1
reaktive olup, Ozellikle genital yolla sacilabilmed#lir. Reaktivasyona yanit olarak

humoral ve hiicresel immun yanit artmaktadir (Maonge ark., 2010).

1.7. Micadele ve Kontrol

Alphaherpesvirus altfamilyasi, prototip olarak BoHMle yakin ilgkili viruslardan
olusur. BoHV-1 sgirlarda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan hadealdan olan
IBR/IPV’'ye neden oldgu icin BoHV-1'in izolasyonundan bu yana birgok
konvansiyonel @ gelistiriimistir (Thiry ve ark., 2006b)Inaktif virus ailari ve
modifiye canli virus glarini iceren konvansiyonelsigarin kullanimi sonrasinda
olusan antikor yaniti enfeksiyon sonrasi g@n antikor yanitindan ayirt
edilememektedir. Etkin bir kontrol programi uygudsyimek icin aili ve enfekte
hayvanlarin birbirinden ayrilmasi énemli bir konudBu nedenle esansiyel olmayan
genlerden biri olan gE gen bdlgesi cikartgnmutant & viruslar ile hazirlanan
marker ailar gelstirilmis olup, Ozellikle eradikasyon amacli olarak bircdkeile

yaygin olarak kullaniimaktadir (Kaashoek ve ark94).
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IBR’in basariyla kontrol altina alinmasi etkin, duyarli, hesse spesifik tanisal
testlere dayanir. Bu diagnostik testleringgoun poliklonal serum antikorlarinin
tespitine dayanmasindan dolayr BoHV-1 ve onunlaskiili ruminant
alphaherpesviruslar arasindaki serolojik capraksigan varlgl testlerin
Ozgulligini riske atmaktadir (Thiry ve ark., 2006a). Fidiga'’da yapilan bir
calsmada siir populasyonu BoHV-1 ydninden negatif olmasingnman, ren
geyiklerinde %23 oraninda BoHV-1 antikoru saptagimi(Ek-Kommonen ve ark.,
1981). Daha sonra belirlenen antikorlarin nedengewyiklerde enfeksiyona neden
olan yeni bir virus oldgu anlgiimis ve Cervine herpesvirus tip 2 (CvHV-2) olarak
karakterize edilmgtir. Bu 6rnek BoHV-1 ile potansiyel gkili enfeksiyonlarin ortaya
konmasinda o6nemlidir (Ek-Kommonen ve ark., 1986¢r Hhe kadar kecilerin
BoHV-1 ile nadir olarak enfekte olduklari gintlse de, gir ve kecilerin birlikte
barindirldgl ya da ayni meray pagiklar durumda enfekte olmalari mimkuindur
(Thiry ve ark., 2008). Bu 0Ozellikle BoHV-1 gkili rezervuarlarn identifiye etmek
noktasinda 6nem g¢anaktadir. CpHV-1 ve der ruminant alphaherpesviruslarinin
epidemiyolojisinin surekli izlenmesi, IBR kontroleveradikasyonunu benimseyen
Avrupa Ulkelerinde Uzerinde 6nemle durulan bir kdunu CUnkl potansiyel IBR
iliskili virus rezervuarlarini identifiye etmek, IBRmi tanisinda kagikligin
onlenmesinde gereklidir (Lyaku ve ark., 1992; Nixam ark., 1988; Thiry ve ark.,
2006a).

Kecilerde CpHV-1 enfeksiyonuna kaklasik bir inaktif g1 gelistirilmis; ancak
keci veteriner tibbi Urlnler piyasasinda ikincitléiiden biri olarak gérulditinden,
s6z konusu @, ekonomik bulunmayip lisanslandiriimatm. Bu nedenle, CpHV-1
enfeksiyonun kontroll i¢in yalnizca hijyenik onlesré bavurulmaktadir (Thiry ve
ark., 2006b). Ancak son yillarda kecilerin enfeksiglan korunmasinda ve klinik
bulgularinsiddetinin azaltilmasinda @ik yaklasimlarda bulunulmaktadir. BoHV-1
ve CpHV-1'in antijenik yakingindan yola c¢ikilarak, bir canl attenie gE negatif
BoHV-1 aisi kegilerde intranasal olarak uygulagnmve daha sonra gedin nasal
CpHV-1 enfeksiyonundan sonra viral titreningtligii tespit edilmgtir. Glikoprotein

E negatif BoHV-1 aisinin intranasal yolla uygulanmasinin kecileri &sH genital
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enfeksiyonundan korugu da ortaya konmyur (Thiry ve ark., 2006b). Donofrio ve
ark.’nin (2013) yapgi bir calsmada, CpHV-1'in immunodominant proteini olan gD
aktarilan Bovine herpesvirus 4 (BoHV-4) vektor alkakullanilarak getiirilmis olan
bir asinin (BoHV-4-A-gD:pgD10cATK) kegilerde genital forma ker koruyuculigu
degerlendirilmistir. Calismada bir grup yegkin keci 15 gunde iki kezsdanmg ve
daha sonra patojen bir CpHV-1ssyla intravajinal yolla enfekte edilgierdir.
Yirmi gunluk bir gézlem periyodu boyunca hayvandgmliik olarak klinik belirtiler
(ates ve viral lezyonlar) ve viral sacihm yoninden kahtedilmistir. Antikor ve
gamma interferon belirlemek igin kan ornekleri twmphstir.  Asili kecilerin
asllanmamglara oranla CpHV-1'in neden oldu genital hastaga kagl korundgu
(vajinal lezyonlarin olmagi) gortlmtir. Asilanmamg kecilerde ise vajinal 6dem,

eritem ve vezikuler-tlseratif lezyonlar ve vajimdinti gozlenmtir.

1.8. Tezin Amaci

Turkiye'de kecilerde alphaherpesvirus enfeksiyaniar (CpHV-1 ve BoHV-1)
varligi daha 6nceden yapilan gahalarda (Yonguc¢ ve ark.,1990; ylbag ve ark.,
2003; Ataseven ve ark., 2010i)dirilmistir. S6z konusu caimalarda kecilerde her
iki etkene kagi antikor varlgl VN testleri ile argtinimistir. Ancak son vyillarda
yapilan cajmalarda BoHV-1 ile ikkili ruminant alphaherpesviruslarin antijenik
yakinligindan dolay! ¢apraz reaksiyon verebildikleri tespién hareketle, bildirilen
calismalarda (Thiry ve ark., 2006b) belirlenen seropfiikitoranlarinda BoHV-1
ve/lveya CpHV-1 etkinfiinin ne oranda oldiu bilinmemektedir. Bu nedenle her iki
enfeksiyonun Kkecilerde vaginin/yayginlginin argtirilmasina ve olgturduklari
Klinik bulgulara b&h olarak ekonomik anlamda etkilerinin belirlennresiihtiyac

vardir.

Bu bilgiler iginda planlanan bu camada, Bolu ve cevresinde ygditiilen
Saanen kegilerinde CpHV-1 ve BoHV-1 enfeksiyonunamliginin/yayginlginin
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BoHV-1 gB ve gE blocking ELISA kombinasyonu ve hkr virus icin ayri ayri
uygulanacak notralizasyon testleri ile belirlenmasiaglanmstir.

Bu amacla kan serum oOrnekleri dncelikle gB ELISA iést edilerek, pozitif
olarak belirlenen 6rnekler daha sonra gE ELISAkibatrol edilecektir; sadece gB
pozitif / gE negatif olarak belirlenen érnekler CgH yoninden pozitifii, her iki
testte pozitif olarak belirlenen 6rnekler ise BoHVyoninden pozitifii ortaya
koyacaktir. Tum ornekler ayni zamanda her iki vigésitinden mikrondtralizasyon
testine de tabi tutulacak ve ELISA sonuclar milkitalizasyon testi ile de

karsilastirmall olarak dgerlendirilecektir.

Boylece ulkemizde her ne kadar kecilerde BoHV-1lakularak uygulanan
notralizasyon testi sonuclarina dayali pozitiflianelarina ilgili veriler var ise de, bu
verilerin gercekte alphaherpesviruslara ilgili aladeserlendirilmesi gerekgi bilgisi
de dikkate alinarak, kecilerde BoHV-1 ve CpHV-loggevalansina gkin guncel
veriler elde edilebilecektir. Agairmada ayrica ELISA ve VN testleri sonucu elde
edilen bilgilere dayanilarak, CpHV-1 ve BoHV-1 rdlizan antikor dizeylerine
bagli olarak etkenlerin antijenik gki dizeyi gE ELISA tekrdinin kecilerde
alphaherpesviruslarin ayirici tanisinda kullanlidbinin  sorgulanmasi ile bu
konuda varolan sinirh sayida literature katlglaamasi da mumkin olabilecektir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Orneklenenisletmeler

Bu calsmada, daha ekonomik kegi wgitiicili gi amaciyla sut ve dél verimi agisindan
on plana cikanjsvicre orijinli bir irk olan Saanen kegci ysgticili gi yapilan Bolu
iline ait 14 farkll koyde yeralan 2Glétme orneklendi. Ornekleme yapilan kdyler
Sekil 2.1’de gdsterildi.

KIZ_I_!&_Qil Hamzabey
Kyt Bakirh

Caryeribakacak ﬂ akavak
Muratbey ' E ‘d? F o 2.Gd  Sarayoik
Kayii _ El‘,_mal'k e:s*'EﬁfQKen Yenig:gif_:eren
Camlica VeSO ™ . oy Susuzkinik
Kyl Yolgati P 9%,
Galkiy
Omerler
prrt Karacasu
i
Hrdrgeyhler
o
W ~
w'—'f?

Kuzfindik
Kbyl

aketen

Ketenler
Kyl Sebenard)

Kéyu

Sekil 2.1. Ornekleme yapilan koyleigletme numaralari).
A; Bolu, B; Képruculer Koyua (1), C; Cepni Koyl (IMIII), D; Kiligarslan Koyu(lll), E; Karkciler
Koyu (1V), F; Gévem Koyl (V, VI, VII), G; Guneyfeleettin (IX, X), H; Belkaragac (XI, XII), I;

Yenisefa Koyt (XIl1), J; Dganci Koyt (XIV), K; Seyit Koyu (XV), L; Karagac¢ Koyl (XVI, XVII),
M; Akcakavak Koyl (XVIII), N; Bahcekdy (XIV), O; Msluklar Kéyl (XX).

Orneklenen kegci sirilerinin ygtiicilik sekli, stiriideki hayvan sayisi ve klinik

bulgulari kaydedildi. Cagmada epidemiyolojik veri elde etme kriterleri gdziiade
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bulundurularak, %95 glven ar&aida, yapilan drneklemelerde 6 aylyatzerinde
546 adet keciden (4 teke ve 542idieci) kan serumu orge alindi. isletmelerdeki
toplam hayvan sayilari, érneklenen hayvan sayikdinik bulgular ve sletmelerde

uygulanan besiekilleri Cizelge 2.1'de gosterildi.

Cizelge 2.1Isletmelere gore érneklenen hayvanlara ait bilgiler

isletme | isletmenin Toplam Orneklenen | Siiri Besi
No Bulundugu Hayvan Hayvan Problemi | Sekli
Koy Sayisl Sayisl
I Kopriculer 16 7 SG A
Il Cepni 105 20 SG A
[} Kilicarslan 30 10 SG A
\Y Kurkguler 65 11 SG D
\% Govem 60 25 (+1teke)| SG D
Vi Govem 50 29 (+1teke)| SG D
Vil Govem 110 30 SG D
VIl Cepni 56 21 SG A
IX Guneyfelakettin | 125 66 SG A
X Guneyfelakettin | 20 12 SG A
Xl Belkaragac 100 24 SG D
Xl Belkaragacg 160 73 Abort B
Xl Yenisefa 130 53 Abort C
XV Doganci 28 28 SG B
XV Seyitler 20 12 Abort, A
Sat verimi
disukligi
XVI Karagag 50 24 SG D
XVII Karagag 60 17 SG D
XV Akcakavak 35 27 SG A
XIX Bahcekoy 50 20 SG A
XX Musluklar 70 33 (+2teke)| Abort, B
yenidgsan
olumleri
Toplam 1340 546

SG:Saslikli gérinimla
A: Kapali;B: Acik, sgir-keci ortak meraC: Kapali, sgir-keci birlikte; D: Yari agik
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2.2. Hicre

Arastirmada, BoHV-1 ve CpHV-1in dretiimesinde, titrasyunda ve
mikronétralizasyon testinde Viroloji Anabilim Dasdtoklarinda mevcut olan Madin

Darby Bovine Kidney (MDBK) devamli hiicre kultirinmdgararlanildi.

2.3. Viruslar

Arastirmada, mikronétralizasyon testinde Viroloji Ankoi Dali stoklarinda mevcut
olan BoHV-1'in Cooper s ve Dr. Tempestadan ganan (Parmadtalya)
CpHV-1'in BA-1 swu kullanildi. Viruslar MDBK hiicre kultiriinde treg titreleri

belirlendikten sonra -80°C’lik derin dondurucudakéandi.

2.4. Kan Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Silikonlu tiplere alinan kan ornekleri pihgiktan sonra 2000 rpm’de 10 dakika
santrifilj edilip, serumlari ayrildi ve stok tuplesi alinan serumlar test edilinceye
kadar -20°C’de korundu. Mikronétralizasyon testinddlanmadan 6nce serumlar,

56°C’lik su banyosunda, 30 dakika sureyle inaktyaasislemine tabi tutuldu.

2.5. Viruslarin Uretilmesi

Her iki virusun Uretiimesinde MDBK hiicre kilturalkanildi. Bu amagla 75 cfilik
hiicre kultirtsiselerinde Uretilen hicrelerin Gretme vasatlar ddilten sonra,
hiicre yuzeyleri yikandi. Daha sonra adsorbsiyong ly@ntem ile sise hacminin
%1'i oraninda virus inokule edildi. Bir saat adssiylon suresinin ardindan virus

suspansiyonunun tzerine serumsuz Dulbeco’s Minksakntial Medium (DMEM)
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vasati ilave edildi. Doku kultari mikroskobunda yap kontroller sonucunda CPE
olusumunun ardindan hicre kilturgiseleri, intraseliler durumda olan virusun
ekstraseliiler duruma getirilmesi amaciyla 6nce°G8ik derin dondurucularda
donduruldu, ardindan 3Z’lik su banyosunda co6zildi. Daha sonra viruslu siv
3000rpm’de, 4C’de, 15 dakika santrifij edilerek hucrelerin ¢olenesalandi.
Santriftj sonrasi elde edilen virus suspansiyonml'iik porsiyonlar halinde steril
tiplere bolinerek, testlerde kullaniimak Uzere,°G3ik derin dondurucularda

stoklandi.

2.6. Viruslarin Titrasyonu

Bu amacla Frey ve Liess’in (1971) bildigdiyontem kullanildi. Her iki virus, iginde
DMEM vasati bulunan bir seri deney tipundeitadgbanina gore sulandirildi. Daha
sonra sulandirmalar mikrotitrasyon tabletinin génke, her sulandirma basagna
icin 4’er g6z olacalksekilde 0.1 ml oraninda aktarildi. Virus ve hicrentol icin
ayrilan gozlerden hiicre kontrol gozine 0.1 ml séwddMEM, virus kontrol goziine
0.05 ml serumsuz DMEM ve 0.05 ml saf virus konul@aha sonra tim gozlere
300.000 hucre/ml olacagekilde, %5 fotal dana serumlu hiicre Gretme vasatde
hazirlanan 0.05 ml oraninda hiicre sltspansiyonuilgktarabletler, 37C’lik, %5
CQO;'li etiive kaldirildi. Uglincii giiniin sonunda dokutktil mikroskobunda virusun
enfeksiyodzite gucu Kaerber metoduna (1964) goragpiaadi.

2.7. ELISA

BoHV-1 gE ve gB gen boélgelerinin kodl&diproteinlere kan olusan antikorlarin
tespiti amaciyla ticari ELISA kitleri (Herdcheck lBBgB ve gE antikor ELISA,
IDEXX) kullanildi. Testler, Uretici firmanin beliigi prosedire gore yapildi.
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BoHV-1 gB spesifik antikor tespiti amaciyla uygudantest basamaklarsagida
bildirildi gi sekilde uygulandi:

1. Tum reaksiyon bilgenleri oda 1sisina alinip ve vortekslendi.

2. Her goze 50ul yikama soliisyonu konuldu.

3. 50ul negatif kontrol ve 50ul pozitif kontrol ger g6z olacakekilde aktarildi.
4. Test serumlarindan 50ul gozlere konuldu ve calkeldst (shaker) bir sire
tutuldu.

5. Tabletler bir gece (12-18 saat) 4°C’da inkubasyminakildi.

6. Tabletteki sivi dokuldukten sonra, tim gozler 30Qieyikama solisyonuyla

5’er kez yikandi ve kurutuldu.

7. 100 pl konjugat (IBR-gB spesifik monoklonal antikeiim gézlere konuldu
ve 1 saat oda isisinda inkubasyona birakildi.

8. Tabletteki sivi dokildukten sonra, tim gozler 30Qieyikama solisyonuyla
5’er kez yikandi ve kurutuldu.

9. Tam gozlere 100ul tetrametilbenzidin (TMB) subskanuldu.
10. Tabletler 10 dakika oda i1sisinda karanlik ortanudialdu.

11. Tum gozlere 100ul durdurma soliisyonu eklendi.
12. Ik tabletten bglayarak tim tabletler ELISA Okuyucu'da (Titertekb®t

nm’de okunarak sonuclar gerlendirildi.

Degerlendirme;

1- Negatif kontrollerin ortalamasinin hesaplann{ii€ X)

NCX= Testte kullanilan iki negatif kontrol OD’sinmrtalamasi hesaplandi.

2- Pozitif kontrollerin ortalamasinin hesaplanm@&sTX)

PCX= Testte kullanilan iki pozitif kontrol OD’siniortalamasi hesaplandi.

3- Testin dgerlendiriimesi: Negatif kontrolin OD’si - test serudrnezinin
OD’si X 100 / Negatif kontroltiin OD’si.

Hesaplamalar sonucunda c¢ikan sonu¢ %45’'den kigeksenegatif, %45-%55

arasindayssaiipheli, %45 ve Uzerindeyse pozitif olarakzddendirilir.
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BoHV-1 gE spesifik antikor tespiti amaciyla uyguantest basamaklarsagida
bildirildi gi sekilde uygulandi:
1. Tum reaksiyon bilgenleri oda 1sisina alindi ve vortekslendi.
2. Her g6ze 100ul sample diluent konuldu.
3. 100ul negatif kontrol ve 100ul pozitif kontrol gker g6z olacaksekilde
konuldu.
4. Test serumlarindan 100ul g6zlere konuldu veskamida (shaker) bir sure
tutuldu.
5. 1:2 oraninda sulandiriig;mdrnekler bir gece (18-24 saat) oda isisinda kapali
olarak tutuldu.
6. Tabletteki sivi dokuldd, tum gozler 300°er pl yikarsolisyonuyla 5’er kez
yikandi ve kurutuldu.
7. Tabletin gbzlerine 100 pl anti-BHV-1-gE konjugatirularak, 30 dakika oda
Isisinda inkubasyona birakildi.
8. Tabletteki sivi dokuldd, tim gozler 300 er ul yikasolisyonuyla 5’er kez
yikanip, kurutuldu.
9. Her g6ze 100ul TMB substrate konuldu.
10. 15 dakika oda isisinda inkubasyona birakildi.
11. Tum gozlere 100ul stop soliisyonu eklendi.
12. Tum tabletler ELISA Okuyucu'da 650nm’de okunup, wsclar
degerlendirildi.

Degerlendirme;

1- Negatif kontrollerin ortalamasinin hesaplannfii€iX)

NCX= Testte kullanilan iki negatif kontrol OD’sinmrtalamasi hesaplandi.

2- Pozitif kontrollerin ortalamasinin hesaplanm@&sTX)
PCX= Testte kullanilan iki pozitif kontrol OD’siniortalamasi hesaplandi.

3- Testin dgerlendirilmesi: Test serumlarinin OD’si / Negatifrkroliin OD’si.
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Hesaplamalar sonucunda ¢ikan sonug %60’dan kic@kitee test pozitif, %60-
%70 arasindaysgipheli, %70’in Gzerindeyse negatif olaralkgddendirilir.

2.8. Mikrondtralizasyon testi

Tam keci serum oOrnekleri her iki virus yoninden roidtralizasyon testine tabi
tutuldu. Bu amagla, Frey ve Liess (1971) tarafintadirilen yontem kullanildi. %2
oraninda sulandirilan inaktive edigrserum 6rnekleri, 96 gozli mikronotralizasyon
tabletlerinin 2 adet g6zine 50ul hacimde aktaklaréizerine gt hacimde
100DKIDsp oraninda sulandirilan viruslardan ayri ayri konuldtirus kontrol igin
ayrilan gozlere 50ul serumsuz vasat ve 50ul safsyihlicre kontrol igin ayrilan
gozlere ise 100ul serumlu vasat konuldu. Tablellesaat sureyle 3C'de, %5
CQO'li etuivlerde inkube edildi. Sure sonunda tim gézl800.000 hiicre/ml olarak
hazirlanan MDBK hiicre stispansiyonundan ilave esiler3. giiniin sonunda doku

kaltart mikroskobunda sitopatolojik gigikliklere gore dgerlendirme yapildi.

2.9. Pozitif Serumlarin Serum Notralizasyon 50 Dgerlerinin (SNso)

Belirlenmesi

BoHV-1 velveya CpHV-1 antikor vagh saptanan serum o&rneklerinde antikor
titresinin belirlenmesi amaciyla, bu serumlarin athk (1/2, 1/4, 1/8,....1/256)
sulandirmalarina VNT uygulandi. Test 2.2.5'de bilen sekilde uygulandi.

2.10.istatistiksel Analiz

CpHV-1 ve BoHV-1 yoniinden yapilan VN testi sonucampibzitif ve negatif ¢ikan
gruplari ayirt etmede alternatif yontem olarak &nilan gB/gE ELISA sonuglarinin
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istatistiksel olarak anlamli bir belirleyigiinin olup/olmadgr SPSS (SPSS Inc.,
Chicago, IL, United States) for Windows 11.5 pgketgrami kullanilarak yapildi.

CpHV-1 ve BoHV-1 VNT sonuclarina gore gB/gE ELISA sonuclanini

uyumlulusu k katsayisi hesaplanarakggelendirildi. « katsayisi;

<0 ise hi¢ uygma olmadgl,

e 0.0-0.20 ise 6nemsiz uyma oldwgu,

e 0.21-0.40 ise orta derecede gmya oldigu,

* 0.41-0.60 ise ekseriyetle uyna oldgu,

* 0.61-0.80 ise dbnemli derecede gyia oldwgu,

* 0.81-1.00 ise neredeyse mukemmelgmya oldigu kabul edildi.

CpHV-1 veBoHV-1 VNT negatif ve pozitif ¢cikan gruplari aygtmede gB/gE
ELISA sonuglarinin tanisal performanslarini incedéramaciyla duyarhlik, secicilik,
pozitif ve negatif tahmini dgerler ve tanisal dguluk oranlari hesaplandi. Ayrica
klinik semptom (abort, solunum sistemi problemléiigirilen isletmeler ile sglhkh
gorinimlu  ¢letmelerde saptanan CpHV-1 seropozitiflik oranlaarasindaki
farklihgin  6nemi incelendi. Kategorik @dskenler Pearson’'un Ki-Kare veya
Fisherin Kesin Sonuglu Ki-Kare testi kullanilarakegerlendirildi. P<0.05 igin

sonuglar istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

Analizde kullanilan kavramlar:

Duyarhlik (Sensitivity): Gercekte hasta oldgu bilinen 6rneklerin alternatif

(taramal\tani) testle de hasta olarak belirlenmsiigiedir.

Ozgiilluk (Specificity): Gergekte sglikhi oldugu bilinen 6rneklerin alternatif

(taramal\tani) testle de@ekli olarak belirlenme olasgidir.
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Pozitif Tahmini Deger (Positive Predicted Value): Alternatif (taramaltani) test,
hasta olarak sonug¢ vegdzaman, olgunun gercekte de hasta olma ofaditi

Negatif Tahmini Deger (Negative Predicted Value):Alternatif (taramaltani) test

sailikl olarak sonuc ver@ zaman, olgunun gercektegs&li olma olasilgidir.
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3. BULGULAR

3.1. Viruslarin Uretilmesi

CpHV-1'in BA-1 su ve BoHV-1'in Cooper swunun MDBK hicre kultiriine
yapilan inokulasyonlari sonucunda 18-24 saat sdmegpesviruslar icin tipik
sitopatolojik dgisiklikler izlendi. MDBK hiicre kontrol Sekil 3.1, CpHV-1 ve
BoHV-1'e ait CPE goruntuleri sirasiyekil 3.2 veSekil 3.3'de verildi.

Sekil 3.1.MDBK hticre kultart (Hicre kontrol) (x 800)
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Sekil 3.2.CpHV-1'in BA-1 suu ile enfekte MDBK hiicre kiltiriinde 18-24. saatte
olusan CPE (x 800)

Sekil 3.3.BoHV-1'in Cooper sku ile enfekte MDBK hicre kiltirinde 18-24. saatte
olusan CPE (x 800)
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3.2. Viruslarin Titrasyon Sonuclari

Arastirmada kullanilan CpHV-1'in BA-1 su ile BoHV-1'in Cooper sgunun
MDBK hiicre kudltiriinde, mikrotitrasyon yontemi ileaglan titrasyonlarinda,
enfeksiyozite giicleri sirasiyla DKER 10°"¥0.1ml ve DKIDso: 10°%0.1ml olarak
belirlendi.

3.3. ELISA Sonuclar

Orneklenen gletmelerin %45’inde (9/20) alphaherpesviruslara HEpL velveya
BoHV-1) ait antikor varig tespit edildi. Toplanb46 keciye ait kan serum OgiBin
gB ELISA ile kontrolii sonucunda drneklerin %32.7@Li79/546) CpHV-1 ve/veya
BoHV-1 yonunden pozitif olarak d@erlendirildi. Test edilen 6rneklerin %32.05’i
(175/546) gB(+)/gE(-) olarak bulunurken, % 0.734/546) ¢gB(+)/gE(+) olarak
deserlendirildi. GB/gE ELISA sonuclar sletmelere gore derlendirildiginde,
gB(+)/gE(-) ©rnekler 1V, V, VI, VI, XI, X, X, XVII ve XX numarali
isletmelerde tespit edilirken, gB(+)/gE(+) 6rneklaliyzca kegi ve §irlarin ortak
merayl paylgtiklari ve birlikte barindirildiklari sietmelerden olan Xl ve Xl
numaral §letmelerde tespit edildiisletmelere gore pozitiflik oranlari, gE spesifik
antikor varlgi kriter alinarak CpHV-1 icin %20.8-70.0, BoHV-1lincgise %2.73 ve
%3.77 olarak bulundu (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1Isletmelere gore ELISA sonugclarininggglendiriimesi

Antikor
. Test Edilen
Isletme No Ornek Sayisi
9B (+)/gE(-) | 9B (+)/gE(+) 9B(-)/gE(-)
(%) (%) (%)
| - -
! 7
I - R
20 20
I - R
10 10
IV 1 4 (%36.36) -
7
v 11 (%42.30) -
26 15
VI 20 21 (%70.00) -
9
Vil 20 (%66.60) -
30 10
Vil - R
21 01
IX - R
66 66
X - -
12 12
X 5 (%20.8) -
24 10
Xl 23 45 (%61.64) 2 (%2.73)
26
Xl £3 34 (%64.15) 2 (%3.77)
17
XIV - R
28 08
XV - R
12 12
XVI - R
24 ”
XVII - -
17 17
XVIII 07 16 (%59.25) -
11
XIX - -
20 20
XX 19 (%54.28) -
35 16
175 4 367
Toplam 546 (%32.05) (%0.73) (%67.21)
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3.4. Mikrondtralizasyon Testi Sonuclari

Mikronétralizasyon testi sonucunda Orneklenegletinelerin 9'unda CpHV-1
yoninden pozitiflik tespit edilirken, s6z konusgletmelerin 5'inde BoHV-1
yoninden de pozitiflik belirlendi. Test edilen satarin %31.86’s1 (174/546)
CpHV-1 antikorlari yonunden pozitif bulunurken, 23u (18/546) BoHV-1
antikorlari yonunden pozitif olarak gerlendirildi (Cizelge 3.2)lIsletmelere gore
CpHV-1 antikorlar1 yoninden pozitiflik gerleri %20.83-83.33, BoHV-1 antikorlari
yoninden pozitiflik dgerleri ise %3.70-13.20 olarak tespit edildi. CpHV-1
antikorlari yoninden pozitif bulunan 174 kan serdmezinin mikrondtralizasyon
testi ile hesaplanan SiNdasilimlar 1:3-1:> 64 arasinda, geometrik ortalamaise
1:31.2 olarak bulundu. BoHV-1 antikorlari yonundworitif bulunan 18 kan serum
ornezinin SNeo dagilimlari ise 1:3-1:6 arasinda bulunurken, geometritalamalari
1:3.43 olarak hesaplandi (Cizelge 3.2). CpHV-1 @o&iB-1 antikor titre dgerlerinin
sayisal dailimi Sekil 3.4’de gosterildi.
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Cizelge 3.2Isletmelere gore CpHV-1 ve BoHV-1 Sidasilimlari ve ortalamalari

CpHV-1
isletme Sgrirr‘nu P BoHV-1
Kodu | “govir | INT (+) Shko SNeo CVNT (+) Shko SNeo
Ornek (%) Dagihmi Ortalamasi | Ornek (%) | Dagilimi | Ortalamasi

1 7 - -
2 20 - -
3 10 - -
4 11 5 (45.45) 1:6->1:64 1:26.80 -
5 26 11 (42.30) 1:3->1:64 1:27.72 -
6 30 21 (70.00) 1:3-1:48 1:18.57 -
7 30 25(83.33) 1:6 - > 1:64 1:32.56 2 (6.60) 1:3-1:6 1:45
8 21 - -
9 66 - -
10 12 - -
11 24 5(20.83)| 1:6->1:64 1:42.80 -
12 73 44 (60.27) 1:6 - > 1:64 1:29.50 4 (5.47) 1:3-1:4 1:3.25
13 53 35 (66.03) 1:6 - > 1 :64| 1:40.28 7 (13.20)| 1:3-16 1:3.42
14 28 - -
15 12 - -
16 24 - -
17 17 - -
18 27 12 (44.44) 1:8-1:64 1:32.6 1(3.70) 1:3-143 1:3
19 20 - -
20 35 16 (45.71) 1:8->1:64 1:30 4(11.42) 1:3-13 1:3

Toplam | 546 (3117.36) 1:31.20 (3129) 1:3.43
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35
30 * ¢
g | 25
a
y | 20— # CpHV-1
v 2 2
a sl g o ® EBoHV-1
n
g | 10 * .
;‘ 5
S 0
| 13 14 1:6 1:8  1:12 1:18 1:24 1:32 148 1:64 >1:64

SN,, Degerleri

Sekil 3.4.CpHV-1 ve BoHV-1 antikor titre dgerlerinin sayisal dalimi

VNT sonugclari dgerlendirildiginde, her iki etken yéninden 18 6rnek pozitif
olarak bulunurken,
degerlendirildi (Cizelge 3.3).

yalnizca CpHV-1 yoninden 156 elrnpozitif olarak

Cizelge 3.3. Mikrondtralizasyon testi sonuclarinin CpHV-1/BoHV-idninden
karsilastirilmasi

CpHV-1 (+) CpHV-1 (-) CpHV-1 (D%
BoHV-1 (+) 18 - -
BoHV-1 (-) 156 368 4

D* Degerlendirilemeyen 6rnekler

3.5. ELISA ve Mikronétralizasyon Testi Sonuclarinin CpHV-1 ve BoHV-1

Yonunden Birlikte Degerlendiriimesi

ELISA velveya VNT sonuclarina gére CpHV-1 antikarhgi 9 isletmede (1V, V,
VI, VII, X1, XII, XIlI, XVIII, XX) saptanirken, BoHV-1 antikor varlgi ise yine bu 9
isletmenin 5’inde (VII, XIlI, XIII, XVIII, XX) belirlendi.
bulunduklan koéylerSekil 3.5'de gdsterildi. Busletmelerden Xll, Xlll, XX no’lu

Bu kletmelerin
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isletmeler keci ve grlarin ortak merayr payaklart ve birlikte barindiklari
isletmeler olup, VIl ve XVIII no’lu gletmelerde keciler ile girlarin bir arada
barindiriimadil ya da ortak merayl payimadgl bilgisi isletme sahiplerinden

ogrenildi.

Calsmada CpHV-1 icin VNT velveya gB ELISA pozitif drnedayisi190
(%34.79), BoHV-1 icin VNT vel/veya gE ELISA pozitif 6rnek sy 21 (%3.84)
olarak bulundu. BoHV-1 antikorlari yontinden pozdian bu 21 6rnek ayni zamanda
CpHV-1 antikorlari ydoninden de pozitif olarakgeeendirildi.

CpHV-1 yoninden yapilan ELISA ve VN testinde 163ak ortak pozitif
olarak bulundu. ELISA da pozitif olarak bulunan Inek VNT de negatif
bulunurken, ELISA ile negatif bulunan 11 6rnek VNde pozitif olarak
degerlendirildi (Cizelge 3.5).

BoHV-1 antikorlari ydoninden yapilan ELISA ve VNE d 6rnek ortak pozitif
olarak bulunurken (Cizelge 3.6), ELISA’da pozitlatak belirlenen 3 6rnek VNT de
negatif olarak dgerlendirildi (Cizelge 3.6). ELISA’da negatif olaraleserlendirilen
17 drnek ise, VNT'de pozitif olarak bulundu (Cizeld.7).
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Cizelge 3.4.isletmelere gore ELISA ve VNT sonuglarinin CpHV-1 BeHV-1

yonunden birlikte dgerlendirilmesi

isletme Orneklenen CpHV-1 BoHV-1
Kodu | e T [ B OED | N 9B (VER)
Ornekler (%) Ornekler (%) Ornekler (%) | Ornekler (%)

l By ] : ] -

I 20 . ] - ]

T o ] : ] -

v 11 5 (%45.45) |4 (%36.36) - -

v 26 11 (wa2.30) |1 (#4230) | -

Vi 30 21 (%70.00) |2L(#7000) -
ALY 25 (%83.33) |20 (Y6660) |5 046 60) -

i |, ] : ] -

IX 66 - ) - )

X 12 - - - -

Xi on 5 962083 |5 (62080) ] -

X | 10 60027 |95 OBLEA) |4 e 2 (%2.73)
TR 35 0666.03) |4 0641 |7 qiaon |2 (R8TT)
XV g ] : ] -

S ] : ] -

T |, ] § _ -

XV |, ] : ] -

XVIE 1 57 12 waa.aay |16 (05925 14 40s 70 -

XX |0 ] - ] -

XX |35 16 %45.71) | T2 P5428) 14 0411 42 -

Toplam | 546 174 (%31.86) |175(%34.79) |18 (%3.29) 4 (%0.73)
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Cizelge 3.5.ELISA ve VNT sonuclarinin CpHV-1/BoHV-1 yoninderirlixte
degerlendirilmesi

CpHV-1 VNT BoHV-1 VNT Toplam
+ - + -
gB(+)gE(-) 159 12 + & 15 160 175
gB(+)gE(+) 4 - 1 3 4
gB(-)gE(-) 11 356 2 365 367
Ara Toplam 174 368 18 528 542
Toplam 546 546 546

D*.Degerlendirilemeyen drnekler

Sekil 3.5. VNT/ELISA sonuclarina gore CpHV-1 ve BoHV-1 antikgozitif

isletmelerin bulundgu koyleri gosteren haritalgkirmizi isaretli kdylerde CpHV-1, sari
isaretli kdylerde de BoHV-1 pozitif serumlarin saptam isletmeler bulunmaktadir.)

ELISA'da sadece dort kan serum 0gngB/gE(+) pozitif olarak dgerlendirildi.
Serum notralizasyon testlerinin sonucunda o6rnekldérepsi CpHV-1 antikorlari
yoninden de pozitif bulundu. BoHV-1 antikorlari yiirden yapilan ELISA/VN
testinde yalnizca bir ortak pozitif 6rnek tespitdid Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.6 BoHV-1 yonunden ELISA (+) orneklerin CpHV-1 antikan ile birlikte
degerlendirilmesi

] BoHV-1 BoHV-1 CpHV-1
Isletme gB gE
No. ELISA ELISA VNT SNso VNT SNso
Xl Pozitif Pozitif Negatif 0 Pozitif 1:16
Xl Pozitif Pozitif Negatif 0 Pozitif 1:8
Xl Pozitif Pozitif Negatif 0 Pozitif 1:48
Xl Pozitif Pozitif Pozitif 1:3 Pozitif >1:64

BoHV-1 VNT (+) Orneklerin CpHV-1 VNT ve gB/gE ELISAonuclari ile
birlikte dezerlendiriimesi sonucunda, BoHV-1 antikorlari yonéndpozitif olan tim
orneklerin CpHV-1 antikor yoninden pozitif olgluve SNo degerlerinin 1:24->1:64
arasinda oldgu tespit edildi. S6z konusu o6rneklerde BoHV-1 amtiktitre
degerlerinin ise 1:3-1:6 arasinda offlu ve CpHV-1'e kag1 olusan antikor titre
degerlerinden dgik olduzu goéralda.
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Cizelge 3.7.BoHV-1 VNT (+) o6rneklerin CpHV-1 VNT ve gB/gE ELISAonuclari
ile birlikte dezerlendiriimesi

ELISA SNso

Serum | Isletme
Sira No No gB gE CpHV-1| BoHV-1

108 \il negatif | negatif| >1:64 1:3
131 |vil POZTIF| negatif | >1:64 1:6
305 |XIl POZTIF| negatif | >1:64 1:3
315 Xl o

POZTIF| negatif >1:64 1:3
324 | XIl o

POZTIF| negatif 1:32 1:4
327 | Xl o

POZTIF| negatif | >1:64 1:3
331 Xl POZTIF| negatif | >1:64 1:3
337 X1l o

POZTIF| negatif 1:32 1:3
347 X1l o

POZTIF| negatif | >1:64 1:3
349 | Xl o

POZTIF| negatif 1:48 1:3
359 | Xl o o

POATIF | POATIF| >1:64 1:3
363 | Xl o

POZTIF| negatif | >1:64 1:3
380 | Xl o

POZTIF| negatif | >1:64 1:6
472 XVIII POZITIF| negatif 1.64 1:3
512 | XX negatif | negatif 1:48 1:3
516 XX o

POZTIF| negatif 1:64 1:3
518 XX o

POZTIF| negatif 1:24 1:3
531 XX o

POZTIF| negatif | >1:64 1:3

3.6.istatistiksel Analiz

CpHV-1 VN testi sonucunda pozitif ve negatif cilkgmuplari ayirt etmede alternatif

yontem olarak gB ELISA sonuglarinin istatistiksellarak anlamli  bir
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belirleyiciliginin oldugu, CpHV-1 ile gB sonugclarinin mikemmel diizeyde ulyum
oldugu goruldi €=0.897 ve p<0.001). CpHV-1 VN testinde 4 Ornek komhe
oldugu icin degerlendirme dyinda tutuldu. CpHV-1 VN testi sonucunda pozitif ve
negatif ¢cikan gruplari ayirt etmede alternatif @ntolarak sadece g ELISA’nin
uygun bir yontem olmag istatistiki olarak anlamli bulundu«£0.032 ve p=0.010).
CpHV-1 VN testi sonucu pozitif ve negatif ¢cikan plari ayirt etmede alternatif
yontem olarak gB/gE ELISA (bir arada gielendirildiginde) sonuclarinin
istatistiksel olarak anlamli bir belirleyigiinin oldugu, CpHV-1 ile gB/gE
sonuglarinin - mikemmel duzeyde (gB'nin katkisindamlagl) uyumlu oldgu
goruldi  =0.897 ve p<0.001). Cizelge 3.8'de ¢gB/gE ELISA'nitanisal

performansina igkin gostergeler yer almaktadir.

Cizelge 3.8.CpHV-1 VNT sonucu pozitif ve negatif ¢cikan gruplayirt etmede
alternatif yontem olarak gB/gE ELISA'nin duyarlijikecicilik, pozitif ve negatif
tahmini deerleri ve dg@ruluk oranlari

Tanimlar gB gE gB+gE #
Ornek Sayisi N 537 537 537
Duyarlilik GP/(GP+YN)  159/171 (%93,0) 4/171 (%2,3) 159/171 3969
Segicilik GN/(GN+YP)  354/366 (%96,7) 366/366 (%100,0)  354/8B56,7)
PTD GP/(GP+YP) 159/171 (%93,0) 4/4 (%100,0) 159/1713%p
NTD GN/(YN+GN) 354/366 (%96,7) 366/533 (%68,7) 354/3%696,7)
Dogruluk (GP+GN)/(N)  514/537 (%95,5) 370/537 (%68,9) 514/8%D5,5)
k Katsayisi 0,897 0,032 0,897
p-degeri <0,001t 0,010% <0,001t

PTD: Pozitif Tahmini Dger, NTD: Negatif Tahmini Dger, #: gB/gE ELISA testlerinin her ikisinin
negatif olmasi negatif olarak, gB/gE ELISA testhelén birinin pozitif olmasi pozitif olarak kabul
edildi, T: Pearson’un Ki-Kare testi, : Fisher'ir$in Sonuclu Ki-Kare testi.

BoHV-1 VN testi sonucunda pozitif ve negatif cikgruplar ayirt etmede
alternatif yontem olarak gB ELISA sonuclarinin istksel olarak anlamli bir
belirleyiciliginin oldugu, ancak BoHV-1 VN testi ile gB sonuglarinin 6nemsi
dizeyde uyumlu oldiu goéruldi ¢=0.112 ve p=0.010). BoHV-1 VN testi sonucunda
pozitif ve negatif ¢cikan gruplari ayirt etmede altdif yontem olarak g ELISA

sonuclarinin istatistiksel olarak anlamli bir Belyiciliginin olmadgl goéraldu
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(p=0.127). BoHV-1 VN testi sonucunda pozitif ve agfycikan gruplari ayirt etmede
alternatif yontem olarak gB/gE ELISA sonuclaringtatistiksel olarak anlamli bir
belirleyiciliginin oldugu, ancak BoHV-1 VNT ile gB/gE sonuclarinin énemsiz
dizeyde uyumlu oldiu goruldi «=0.112 ve p=0.010). Cizelge 3.9'da gB ve gE’'nin
tanisal performansinagkin gostergeler yer almaktadir.

Cizelge 3.9.BoHV-1 VNT sonucu pozitif ve negatif ¢ikan gruplayirt etmede
alternatif yontem olarak gB/gE ELISA'nin duyarlijikecicilik, pozitif ve negatif
tahmini degerleri ve d@ruluk oranlari

Tanimlar gB gE gB+gE #
Ornek Sayisi N 541 541 541
Duyarlilik GP/(GP+YN) 16/18 (%88,9) 1/18 (%5,6) 16/18 (%88,9)
Segicilik GN/(GN+YP) 364/523 (%69,6) 520/523 (%99,4) 364/52%9,6)
PTD GP/(GP+YP) 16/175 (%9,1) 1/4 (%25,0) 16/175 (%9,1)
NTD GN/(YN+GN) 364/366 (%99,5) 520/537 (%96,8) 364/3609,5)
Dogruluk (GP+GN)/(N) 380/541 (%70,3) 521/541 (%96,3) 380/840,3)
k Katsayisi 0,112 0,080 0,112
p-degeri <0,001t 0,127% <0,001t

PTD: Pozitif Tahmini Dger, NTD: Negatif Tahmini Dger, #: gB ve gE ELISA’larin her ikisinin
negatif olmasi negatif olarak, gB veya gE ELISA'abirinin pozitif olmasi pozitif olarak kabul
edildi, T: Pearson’un Ki-Kare testi, : Fisher'ir$in Sonuclu Ki-Kare testi.

Arastirmada ayrica sik sik abort, solunum sistemi Halgubildirilen
isletmelerde (XII, X, XV, XX no.lu) tespit edilenCpHV-1 pozitiflik oranlar
(%060.6; 98/173) enfeksiyon bildiriimeyenslatmeler (%20.6; 77/373) ile
karsilastirildiginda, enfeksiyon bildirilensietmelerdeki pozitiflik oranlari istatistiki
olarak 6nemli bulundu (p<0.001).
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4. TARTI SMA

Ruminant herpesviruslari temel olarak kendi korakgida enfeksiyon
olusturmalarina rgmen, capraz-tir gegidogal sartlar altinda gegebilmekte ve en
azindan primer enfeksiyon sirasinda yeni konalgikgyilabilmektedirler (Thiry ve
ark., 2006). BoHV-1 genomu kegci, koyun, manda, bize birka¢ geyik turinde
saptanmygtir (Kalman ve Egyed, 2005; Sausker ve Dyer, 20®@cluma ve ark.,
2010; Thiry ve ark., 2006). Her ne kadar kecildmHV-1 ile nadir olarak enfekte
olduklarn dgundlse de, gir ve kecilerin birlikte baringg ya da ayni merayi
paylastiklari durumda enfekte olmalari mimkun gortlmekt€thiry ve ark., 2008).
CpHV-1 ve dger ruminant alphaherpesviruslarinin epidemiyolojisi surekli
izlenmesi, IBR kontrol ve eradikasyonunu benimseyArrupa ulkelerinde
zorunludur. Cunkl potansiyel IBRghkili virus rezervuarlarini tanimlamak, IBR’nin
tanisinda kagikligin dnlenmesinde gereklidir (Lyaku ve ark., 1992xd ve ark.,
1988; Thiry ve ark., 2006a).

Bu nedenlerle her iki enfeksiyonun Kkecilerde \@mnin/yayginlginin
aragtirlimasina ve olgturduklari klinik bulgulara b&i olarak ekonomik anlamda
etkilerinin belirlenmesine ihtiya¢ olgu disiincesiyle planlanan bu ¢ghada, Bolu
iline ait koylerde yeralansletmelerde yettirilen Saanen kecilerinde BoHV-1
velveya CpHV-1 varfi/lyayginlgr argtirilmis, kecilerde CpHV-1/BoHV-1
enfeksiyonlarinin tespitinde BoHV-1 antikor varhi belirlemede kullanilan gB/gE
blocking ELISA sistemlerinin kullanilabiliggi sorgulanmgtir. Ayrica her iki virus
icin ayr1 ayri uygulanan virus notralizasyon testiee de sonuclar karlastirmali

olarak dgerlendirilmistir.

Bu amacla, Bolu ilinin 11 farkl kéyinde bulunan 2@tmede barindirilan 546
keciden (542 di, 4 teke) alinan kan serum ornekleri 6ncelikle BoH gB/gE
ELISA kombinasyonu ile test edilgtir. Orneklenen sletmelerin %45'inde (9/20)
CpHV-1 ve/veya BoHV-1 antikor vag tespit edilmgtir. Toplam546 keciye ait kan
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serum oOrnginin gB ELISA ile kontroli sonucunda oOrneklerin %32'u (179/546)
CpHV-1 velveya BoHV-1 yonunden pozitif olarakgageendirilmistir. Test edilen
orneklerin %32.05’i (175/546) gB(+)/gE(-) olarak lbaurken, % 0.73'0 (4/546)
gB(+)/gE(+) olarak Dbelirlenmgtir. ELISA  sonuclari gletmelere  gore
degerlendirildiginde, gE spesifik antikor vaginin BoHV-1 ile enfeksiyonu
gosterdgi goristine gore, CpHV-1'e kar antikor varlg! 1V, V, VI, VII, XI, XII,
X1, XVIII ve XX numarall isletmelerde tespit edilirken, BoHV-1'e karantikor
varhgl vyalnizca keci ve 8irlarin ortak merayr payaklart ve birlikte
barindiriidiklari gletmelerden olan XII ve Xl no’lusletmelerde tespit edilrytir.
Isletmelere gore pozitiflik oranlari CpHV-1 igin %30-70.00, BoHV-1 icin ise,
%2.73 ve %3.77 olarak bulungtur (Cizelge 3.1).

Laura ve ark.’nin (2012) yagt calsmada 12 gebe, 6 adet gebe olmayan
keciye CpHV-1 veya BoHV-1'in intranasal olarak irid&syonu yapilngtir. Antikor
yaniti, gB/gE-ELISA ile kontrol edilmi ve hangi virusun kullanilgina
bakilmaksizin tim keciler gB ELISA pozitif bulunghardir. BoHV-1 ile enfekte
edilmis bir keciden alinan 6rnek ginda dger tium ornekler g ELISA negatif
bulunmylardir. Bu sonucglara bakilarak gB ELISA testinin, eckerde

alphaherpesvirus enfeksiyonlarinin tanisinda gilivdii test oldwgu belirtilmistir.

Bu calgmada alinan tum 6rnekler CpHV-1 ve BoHV-1 antikarkgbninden
mikronétralizasyon testi ile de kontrol ediktii. Mikronétralizasyon testi sonucunda
orneklenen gletmelerin 9'unda CpHV-1 yonunden pozitiflik tesmtilirken, s6z
konusu gletmelerin 5’'inde BoHV-1 yonunden de pozitiflik énmistir. Test edilen
serumlarin %31.86’sI (174/546) CpHV-1 antikorladnyinden pozitif bulunurken,
%3.29'u (18/546) BoHV-1 antikorlari yoninden pdzitlarak degerlendirilmistir
(Cizelge 3.2).
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CpHV-1 antikorlari yoninden pozitif olarak gkrlendirilen kan serum
orneklerinin SNo dagilimlari 1:3->1:64 arasinda bulunurken, soNdeserlerinin
geometrik ortalamalar1 1:31.2 olarak belirlegtini BoHV-1 antikorlari yoninden
pozitif bulunan kan serum o6rneklerinin &Ndagilimlar ise 1:3-1:6 arasinda
bulunurken, ortalamalari da 1:3.43 olarak hesapiginm(Cizelge 3.2). VNT
sonuglari dgerlendirildiginde, her iki etken yonunden 18 6rnek ortak poxtérak
bulunurken, yalnizca CpHV-1 yoninden 156 6rnek fifoaliarak degerlendirilmistir
(Cizelge 3.3).

VNT kullanilarak yapilan testlerde, CpHV-1'e kar antikor varlgi
Yunanistan'da %50 den fazla (Koptopoulos ve arR88), italya’da %30-60 arasi
(Guercio ve ark., 1998; Tempesta ve ark., 19&8Panya’da %21 (Keuser ve ark.,
2004) olarak belirlenngtir. Turkiye’de Yongug¢ ve ark.(1990) yaptiklari gahada
orneklenen kecilerin kan serum orneklerinin %2&lainCpHV-1'e kagi antikor
varhigl saptanmgtir. Bu calsmada CpHV-1'e kan saptanan pozitiflik deeri diger
calismalarla benzer oranlarda bulungtur.

Kecilerde BoHV-1 seroprevalansi ise Nijerya'da %21([Taylor ve ark., 1977),
Kanada'da %6.9 (Elazhary ve ark.,1984), ABD’'de %81@ulton ve ark., 1982) ve
Misirda %27.6 (Mahmoud ve Ahmed, 2009) olarak saptstir. Turkiye'de
Yesilbag ve ark. (2003) VNT ile kecilerde BoHV-1'e ka65.52, Yagilbag ve ark.
(2010) baka bir calsmada %26.6 oraninda antikor varltespit ederken, Ataseven
ve ark. (2010) Van ilindeki kecilerde %0.7 oranin8aHV-1 antikor varlg
belirlemiglerdir. Bu calgmada kecilerde BoHV-1'in seroprevalansisiki oranda
(%3.29) bulunmsgtur. Kecilerin BoHV-1 ile nadir olarak enfekte oklari bilgisi de
dikkate alinarak, s6z konusu sirilerde ortak megpaylgan 3 sletme (XII, Xl ve
XX no’lu) disinda sgir-keci temasinin da bulunmamasi -¢capraz reaksotasilgi
hari¢ tutulursa- BoHV-1 pozitiflik dgerlerinin 6rneklenen populasyonda coksiaki

olmasinin 6nemli bir faktori olarak gorulghiir.
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ELISA ve her iki etken yoninden yapilan VN testiari kasilastirmal
degerlendirilmesi sonucunda, CpHV-1 antikor varl® isletmede (IV, V, VI, VII,
XI, X, X, XVII, XX) saptanirken, BoHV-1 antilor varligl ise yine bu 9
isletmenin 5’inde (VII, XII, X, XVIII, XX) belirle nmistir. Bu isletmelerden XiIl,
X, XX no'lu isletmeler kegi ve @irlarin ortak merayr payaklar ve birlikte
barindiklari sletmeler olup, VII ve XVIII no.lu gletmelerde ise kegi ve @&r
temasinin olmag bilgisi isletme sahiplerinden genilmistir. S6z konusu iki
isletmede (VII ve XVIII no.lu) keci/giir temasinin olmag bildiriimesine rgmen,
BoHV-1 yonunden yapilan VN testinde saptanan sil@8o 6.60 ve %3.70 oraninda
pozitiflik degeri bir capraz reaksiyon olabilegiei disindturmektedir. Bu konu
Uzerine yapilacak deneysel eaialar ile her iki virus arasinda olasi capraz

reaksiyonlarin orani daha gercekgi olarak irdeléaeéktir.

Calsmada CpHV-1 icin VNT velveya ELISA pozitifik oran%34.79
(190/546), BoHV-1 icin VNT vel/veya ELISA pozitiflibrani %3.84 (21/546) olarak
tespit edilmgtir. BoHV-1 yonunden yapilan VNT de antikor vdrlibelirlenen
ornekler, CpHV-1 yonunden de pozitif olarakgddendirilmistir. Martin ve ark.
(1990) keci orijinli herpesviruslar ile geyik ve gs1 orijinli herpesviruslari
karsilastirmis ve farkh bulmgtur. S6z konusu caimada CpHV-1'e kan gelisen
antikorlar BoHV-1 sglarini notralize edememi BoHV-1'e kakl elde edilen
antikorlar CpHV-1 sgilarini sinirli dizeyde notralize etgtit. Bu c¢alsmada da,
BoHV-1 antikorlart ydninden pozitif bulunan o6rnekke hepsinin CpHV-1
antikorlari yoéninden de pozitif bulunmasi Martin aek.(1990)'nin cabmasini
destekler niteliktedir. Aynsekilde, Silva ve ark. (2013) da Brezilya’da kegiler
yaptiklari calgmada VNT ile BoHV-1 yodninden seropozitif bulduklatiim
hayvanlari ayni zamanda CpHV-1 antikorlari yonundemozitif bulmglardir.

BoHV-1 yonitnden yapilan VNT'de pozitif olarak béinen drneklerin antikor
titre degerlerinin CpHV-1 ile kagilastiriimasi durumunda, s6z konusu 18 @nel3
tinde CpHV-1 antikorlarinin 1:64 ve tGzerinde @dugeri kalan érneklerde de 1:24-
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1:48 arasinda oldw goriilmektedir (Cizelge 3.2). Ozellikle CpHV-1 o titresi
yuksek olan 6rneklerde BoHV-1 antikorlar tespitlmeési her iki virus arasinda
olasi capraz reaksiyonlar acisindan irdelenmesekger bir konudur. Capraz
notralizasyon testlerinde homolog tire ait titretenolog tirden daha yiksek ise
pozitif kabul edilmektedir (Thiry ve ark., 2008)uRalsmada, g ELISA (-) olarak
belirlenen bu 6rneklerdeki BoHV-1 antikor pozitifinin ¢capraz reaksiyon vagina
isaret etmesinin yani sira, g spesifik ELISA’nin duyiginin yaklgik %70 oldgu
(Kramps ve ark., 2004) ve gE antikorlarinin tegyitienfeksiyondan 42 giin sonraya
kadar gecikebilme olasgh (Beer ve ark., 2003) bilgisiyle de yanlnegatif
degerlendirmeler olabilegg akla gelmektedir. Bu olasiliklarin yani sira,HB6-1'e
kargl tespit edilen dgiilk antikor titrelerinin, BoHV-1 enfeksiyonu sonnada
kazanilan antikorlarin 3 yila kadar tespit ddileesi (Kaashoek ve ark., 1995)
nedeniyle, daha ©6nceden gecirilen bir BoHV-1 enfeksuna ait olabilegg de
disinulmektedir. Bu konunun daha iyi irdelenebilmesdina hem CpHV-1, hem de
BoHV-1 kullanilarak deneysel camnalarin gerceklgdiriimesi ve her iki teknik

kullanilarak dgerlendirme yapilabilmesi gerekli gorilmektedir.

CpHV-1 yonunden yapilan her iki testte (VNT ve BR) ortak pozitif
degerlendirilen 6rnek orani % 87,63 (163/190) dur. &pH yoninden ELISA'da
pozitif olarak bulunan 12 6rnek VNT de negatif bulken, ELISA ile negatif
bulunan 11 6rnek VNT de pozitif olarak glendirilmistir. CpHV-1 VNT ve gB
uyumu yapilan istatistiksel analiz ile de destekiatir. Bu sonuca gére, CpHV-1
antikorlarinin tespitinde gB/gE ELISA sisteminin feksiyonun hizli tanisinda
rahatlkla kullanilabilecg bir kez daha ortaya konngtuir.

BoHV-1 antikorlari yoninden her iki testte ortakzpif 6rnek orani %4.76
(1/21) dir. BoHV-1 yonunden ELISA'da pozitif olarddelirlenen 3 6rnek VNT'de
negatif olarak bulunmgur. ELISA’da negatif olarak derlendirilen 17 6rnek VNT
de pozitif olarak dgerlendirilmistir. BoHV-1 VNT ve ELISA tekniklerinin
arasindaki uyumluluk istatistiksel olaraksdi diizeyde bulunmgtur (p=0.010). Bu
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duruma etki eden bircok faktor olabilécedisinilmektedir. Daha 6nceden de
bildirildi gi Gzere, VN testinde olasi ¢apraz reaksiyonlarE§ESA’nin duyarhlginin
distk olusu, VN testinde kullanilan serumlarin referenz térimin distk tutulmasi
(1/2), 6rneklenen surulerde yeni kazanglioir BoHV-1 enfeksiyonunun s6z konusu
olmamas! bunlardan en Onemlileri olarak soylenebilkecilerde BoHV-1
antikorlarinin tespitinde bu olasiliklar g6z onuntlgularak BoHV-1 varfinin
tespitinde ELISA’'nin yani sira her iki etken yon@ndyapilacak VN testi ile antikor
titre deserlerinin kasilastirilmasi uygun gorilmektedir. Ayrica, kecilerdeptsman
alphaherpesvirus spesifik antikorlarinin CpHV-1B@HV-1 yoninden ayirici tanisi
amaciyla uygulanan VNT’de serum sulandirma oramlarCpHV-1 i¢in 1:2, BoHV-

1 icin en azindan 1:8’den gayarak uygulanmasi 6nerilmektedir.

Orneklenen gletmelerden V, VI ve XX no’lu sletmelerde bulunan toplam 4
tekeden kan serum orgiealinmis olup, s6z konusu tekeler CpHV-1 ydninden
seropozitif bulunmglardir. Bu kletmelerde CpHV-1 antikor pozitifli sirasiyla,
%42.30, %70.00, %54.28 olarak belirlegtmi Bu isletmelerde yuksek CpHV-1
seropozitifik degerinin saptanmasinda bir faktor olarak seropoztgkelerle
cifttesme digunilmektedir. Nitekim, Silva ve ark. (2013) awekilde enfeksiyonun
semen yoluyla bulmasindan dolay! dal ciftlesmenin, CpHV-1 seropozitif kegi
surulerindeki prevalans atyla iliskili oldugunu 6ne surmglerdir. Enfeksiyonun
kontroliinde bu konuya dikkat edilmesi 6nemli goréktedir.

Ornekleme yapilan bazglétmelerde (XII, XIll ve XX no’lu) abortlar, yeni
dogan olumleri ve sit veriminde giie, Gst solunum yolu enfeksiyonu bulgular
bildiriimis ve bu gletmelerde belirlenen CpHV-1 pozitiflik oranlaritasistiki
anlamda da o6nemli bulunmtur (p<0.001). S6z konusu bulgularda CpHV-1
enfeksiyonunun roli olabilege dustinulmekte; ancak bu konunun ileride
yapilabilecek etiyolojik ajani belirlemeye yonetklismalar ile desteklenmesi uygun

gorulmektedir.
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Bu calsmada, orneklenen populasyonda kecilerde alphaherpsiarin
seroprevalansina gkin gtncel veriler elde edilrgtir. Kecilerde alphaherpesvirus
(CpHV-1 ve BoHV-1) enfeksiyonlarinin yaygiginin aratirilmasi ve buna I
olusan ekonomik kayiplarin belirlenmesi amaciyla daksisgcapli calgmalarin
yapilmasi gerekli gorilmektedir. Keg¢i populasyomida alphaherpesvirus
enfeksiyonlarina kg olarak meydana gelen kayiplarin belirlenmesiuduinda
antijenik yakinhktan yararlanilarak BoHV-1 enfekmnu icin kullanilan marker
asllar kecilerde kullanilabilecektir. Bu konu Uzeripapiims saha cagmalari (Thiry
ve ark., 2007) s06z konusyilarin kecilerde de klinik semptomlari engelleydti

yonundedir.

BoHV-1 gB blocking ELISA'nin kullanimi ruminant diaherpesviruslarin
tespitinde bircok agaricinin bildirdigi sekilde en iyi serolojik tani metodu olarak
gorulmekle birlikte, enfeksiyona neden olan etke(@pHV-1 ve/veya BoHV-1)
belirlenmesi amaciyla daha duyarli metotlarin gjelimesine ihtiya¢c oldgu
disunulmektedir. Spesifik etken tespitine yonelik gigilen PCR (Nandi ve ark.,
1989) ve IF testleri (Wyler ve ark., 1989) bulunrzakr ancak serolojik tanida
ayrimini  s#&layabilecek  6zgin bir test bulunmamaktadir.  Ozlllik
alphaherpesviruslarda gE bdlgesinin farglndan vyararlanilarak CpHV-1 gE
bdlgesine spesifik duyarli kitlerin ggirilmesi durumunda bu kankligin dnemli

Olciide Onlenebile@ni disinmekteyiz.

Yakin zamana kadar BoHV-1'in vagh ve yayllmasinda yalnizcagslarin
onemli old@gu disunulmis, evcil, vali bircok ruminant tirinin de enfekte
olabilecgi konusu Uzerinde fazla durulmagnr. Son yillarda, seropozitif olarak
saptanan hayvanlarin epidemiyolojik 6nemleri hatam olarak bilinmemesine
ragmen, potansiyel rezervuar olaraksddilmektedirler (Kalman ve Egyed, 2005;
Scicluma ve ark., 2010). Bu konu uzerine yapilaggismalar BoHV-1'in
epidemiyolojisinin daha iyi anjdabilmesine katkida bulunabilmesinin yaninda,

enfeksiyonun kontrol/eradikasyonunda daha etkilegrer alinabilmesine de hizmet
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edebilecektir. BoHV-1 enfeksiyonu Turkiye'de gslarda yaygin olarak
gorulmektedir. BoHV-1 antikorlarinin  @rlarda yayginginin  belirlendgi
calsmalarda (Alkan ve ark., 2005; Bilge, S., 1996; QahaM., 1993) dgisen
oranlarda seropozitifik saptangtir. Turkiye’de ulke genelinde vydratulen bir
BoHV-1 eradikasyon programi bulunmamaktadir. Baamy ve 0Ozelsietmelerde
marker a1 uygulamasina dayali kontrol programlari uygulakiadir. Ulusal bir
eradikasyon programi uygulagchda, BoHV-1 ile ilskili virus rezervuarlarinin

saptanmasi konusu da giindeme gelebilecektir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu argtirmada,

- Bolu ilinde vyetgtirilen Saanen kecilerinde CpHV-1 enfeksiyonunun

varhgi/yayginlgi serolojik olarak ortaya konulrgtur.

- Ornekleme yapilan bazslétmelerde abortlar, yeni gan olumleri ve sit
veriminde digme, Ust solunum yolu enfeksiyonu bulgulari bildg ve bu
isletmelerde belirlenen CpHV-1'in seroprevalansinstatistiki anlamda 6nemli

oldugu gorulmitar.

- CpHV-1 VNT ve gB blocking ELISAuyumu elde edilen sonuglar ve yapilan
istatistiksel analiz ile desteklengniCpHV-1 antikorlarinin tespitinde gB/gE ELISA
sisteminin enfeksiyonun hizli tanisinda kullanlkedssi bir kez daha ortaya

konmustur.

- Kecilerde alphaherpesvirus enfeksiyonlarininolegik tanisinda gB blocking
ELISA'nin  kullanilabilecgi ortaya konmg ancak BoHV-1 antikorlarinin
belirlenmesinde kullanilan gE blocking ELISA'nin INile uyumu istatistiksel
olarak diguk duzeyde bulunmgtur. Bu nedenle, enfeksiyona neden olan etkenin
(CpHV-1 velveya BoHV-1) belirlenmesi amaciyla daltuyarli metotlarin
gelistiriimesine ihtiya¢ oldgu disunulmektedir.

- Kecilerde BoHV-1 antikorlarinin tespitinde EIA®INn yani sira her iki etken
yoninden yapilacak VN testi temelli §N\deserlerinin kagilastiriimasi 6nem arz
etmektedir. Bu c¢amanin sonuclarina gore, CpHV-1 yoénunden vyapilacak

sulandirmanin 1:2 ile keamasi ve BoHV-1 yoninden yapilacak sulandirmalésda
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en azindan 1:8 sulandirma oranininglé@gic dilusyon olarak kullaniimasi

onerilmektedir.

- Enfeksiyonun semen yoluyla bgitaasindan dolay! d@l ciftlesmenin, CpHV-1
enfeksiyonunun yayllmasinda etkili olabilgce bu nedenle tekelerin siriye
katilmadan once test edilmesinin enfeksiyonununtritimde 6nemli olabilegg

distndimektedir.

- Kecilerde alphaherpesvirus (CpHV-1 ve BoHV-fjeksiyonlarinin yayginginin
arastiriimasi ve buna @ olusan ekonomik kayiplarin belirlenmesi amaciyla daha
geng capli calgmalarin yapilmasi gerekli gorilmektedir. Kec¢i p@aylonlarinda
alphaherpesvirus enfeksiyonlarinaghalusan kayiplarin belirlenmesi durumunda
antijenik yakinhktan yararlanilarak BoHV-1 enfekmnu icin kullanilan marker

asllar kecilerde kullanilabilecektir.
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OZET

Bolu ili ve cevresinde kecilerde alphaherpesvirus BoHV-1 ve CpHV-1)
enfeksiyonlarinin serolojik olarak arastiriimasi

Bu calsmada, Bolu ili ve ¢evresinde kecilerde alphaherpesBoHV-1 ve CpHV-
1) enfeksiyonlarinin vaglinin/yayginiginin serolojik olarak agairiimasi ve
kecilerde alphaherpesviruslarin tanisinda gB/gE SBLI kombinasyonunun
kullanilabilirliginin belirlenmesi hedeflenstir. Bu amacla, 546 Saanen kecisinden
alinan kan serumu 6rnekleri ELISA ve VNT kullanadlrtest edilmitir. glikoprotein

B ve gE ELISA ile test edilen drneklerin %32.05176/546) CpHV-1 antikor
pozitifligini yansitan gB(+)/gE(-) olarak bulunurken, % 0ir34/546) BoHV-1
antikorlari yoninden pozitifi yansitan gB(+)/gE(+) olarak belirlengtir. Her iki
virus icin ayri ayri yapilan virus notralizasyorstiesonuclarina gére serumlarin
%31.86’ sI (174/546) CpHV-1 antikorlar yonindenziidé bulunurken, %3.29'u
(18/546) BoHV-1 antikorlari yéniinden pozitif olardkserlendirilmistir. Orneklenen
kecilerde CpHV-1/BoHV-1 enfeksiyonlarinin valyayginligl serolojik olarak
ortaya konulmstur. Kecilerde alphaherpesvirus enfeksiyonlarirmroljik tanisinda
gB blocking ELISA’'nin alternatif test olarak kulldabilecesi disintlmekte ancak
CpHV-1/BoHV-1 antikorlarinin ayriminda kullanilare glocking ELISA'™nin VNT
ile uyumunun diilk dizeyde olmasi nedeniyle enfeksiyona neden etlanin
(CpHV-1 velveya BoHV-1) belirlenmesi amaciyla daltuyarli metotlarin
gelistirimesine ihtiya¢ oldgu dngorulmektedir.

Anahtar sézcukler: Bolu, Bovine Herpesvirus 1, Caprine HerpesvirugB/gE

ELISA, kegi, Virus Notralizasyon Testi
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SUMMARY

The serological investigation of alphaherpesvirus (BoHV-1 and CpHV-1)
infections in Bolu province

In this study, we aimed to examine the presena/gience of the alphaherpesvirus
(BoHV-1 and CpHV-1) infections serologically in Boland to determine the
availability of gB/gE ELISA combination for the djaosis of alphaherpesvirusus in
goats. In this purpose, blood serum samples wdtected from 546 Saanen goats
and tested by using ELISA and VNT. While 32.05%5/546) of the samples which
are tested by gB and gE ELISA were found gB(+)/gEéflecting CpHV-1 antibody
positivity; 0.73% (4/546) of the samples were fog®i{+)/gE(+) , reflecting BoHV-

1 antibody positivity. According to the VN testseaperformed for both virus
samples separately, while 31.86% (174/546) of tbeurs samples were found
positive for CpHV-1 antibodies, 3.29% (18/546) @fras were found positive for
CpHV-1 antibodies. The presence/prevalence of CA¥B6HV-1 infection was
revealed serologically in collected samples. It hasn predicted that gB blocking
ELISA could be used as an alternative test in sgrichl identification of
alphaherpesvirus in goats. However, since gE bhackELISA shows poor
compatibility with VNT, we anticipate that more s#&ive methods need to be
developed for identification of viral agent causthg infection (CpHV-1 and BoHV-
1).

Key words: Bolu, Bovine Herpesvirus 1, Caprine HerpesvirugB/gE ELISA,

goat, Virus Neutralisation Test
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