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SUNi TOHUMLAMA MERKEZLERINDE KULLANILMAK UZERE SEGILEN

BOGALARDA BHV-1, BVDV VE EBLV ENFEKSIYONLARININ ARASTIRILMASI
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Investigation of BHV-1, BVDV and EBLV Infections in Bulls Selected for Artificial
Insemination Centers

Ozet: Bu galigmada, suni tohumlama merkezlerinde kullaniimak (izere segilen 143 adet bogadan alinan kan serum 6r-
nekleri BHV-1, BVDV ve EBLV enfeksiyonlarina kargi olugan antikorlar ydntnden ELISA ile incelendi. Aragtirmada kul-
lanilan bogalarin 12'si (% 8.3) BHV-1'e, 25'i (% 17.4) BVDV'una ve 14’0 (% 9.7) EBLV'una kargi olusan antikorlar y6-
niinden pozitif olarak tespit edildi. Ayrica, BYDV'una kargi olugan antikorlar yoéniinden seronegatif olan bogalarin tim
BVDV'una spesifik antijenler yoninden de ELISA ile negatif olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Boga, Suni tohumlama, BHV-1, BVDV, EBLV, ELISA

Summary: In this study, blood samples taken from 143 bulls choosen bulls that using in artificial insemination centers
were investigated for antibodies against BHV-1, BVDV and EBLYV infections by ELISA/ADb. It was determined as po-
sitive that antibodies against 12 bulls (8.3%) for BHV-1, 25 bulls (17.4%) for BVDV and 14 bulls (9.7%) for EBLV. Be-
sides, all seronegative bulls were also detected as antigen negative by ELISA/Ag.
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Giris

Sigir populasyonlarinda genetik ilerfemenin sag-
lanmasi, modern vyetistirme programlarninin uy-
gulanabilmesi ve igletmelerin verimliliginin an-
tinlmasinda suni tohumlamanin énemi blyuktdr.
Ancak enfeksiy6z etkenlerle bulagik spermalarin kul-
lanimi, Ulke iginde ve diginda birgok enfeksiyonun
yayilma riskini arttirmaktadir (Afshar ve Eaglesome,
1990; Wentink ve ark., 2000). Bu nedenle tim din-
yada suni tohumlama merkezlerinde kullanilacak
olan bogalarin se¢imi olduk¢a blylk bir dnem ta-
simaktadir. Sperma ile yayilma olasihdi ylksek olan
viral etkenlerin baginda gelen ve Uluslar arasi Salgin
Hastaliklar Merkezi (OIE 2006)'nin sidir hastaliklar
listesinde yer alan, bovine herpesvirus tip 1 (BHV-1),
bovine viral diarrhea virus (BVDV) ve enzootik bo-
vine leukosis virus (EBLV) enfeksiyonlar ydninden
bogalarin incelenmesi, suni tohumlamada kul-
lanilacak spermalarin glvenilirligini arttirmaktadir.

Akut, subklinik veya kronik enfekte bogalara ait,
sivl azot iginde dondurularak saklanan spermalarda
bulunan ve enfeksiydzitesini koruyan viruslar, suni

tohumlama yoluyla enfeksiyonlarin yayiima ihtimalini
arttirmaktadirlar. Bir ¢ok Ulkede ekonomik ydnden
onem tasiyan bu enfeksiyonlar, ayni zamanda sigir
yetistiriciliginde fertilite problemlerine de neden ol-
maktadir (Meyling ve Jensen, 1988, Kirkland ve
ark.,1994, Wentink ve ark., 2000, Wrathall ve ark.,
2006).

BVDV'nun hem akut hem de persiste enfekte
(Pl) bogalarn spermalariyla sagildigi bilinmektedir
(Wentink ve ark., 2000). BVDV ile enfekte sper-
malann kullaniimasi, alici olarak kullanilan ineklerde
akut, daha sonraki nesillerde ise persiste  en-
feksiyonlara neden olabilmektedir (Polak ve Zmud-
zinski, 1999).

BHV-1; hayvanlarda canl agirlik kaybi, sut ve-
riminde azalma, abort ve dlimlere neden oldugu igin
dinyada yaygin ve ciddi ekonomik kayiplarin ba-
sinda gelmektedir. BHV-1 ile enfekte bogalarin sper-
malarinda siklikla virus bulunabilmekte ve suni to-
humlama yolu ile bulastirnlabilmektedir (Zhou ve ark.,
1999).

Etkenin 6zellikle sidir lenfosit hicrelerine ilgi
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gostermesi ve bu nedenle daha gok kan yoluyla bu-
lasma egilimine sahip olmasinin yaninda, boGalara
ait spermalar ile alici ineklerin enfekte olabilmeleri ih-
timalinden dolayr EBLV ile enfekte hayvanlardan
elde edilen spermalarin da kullaniminda uluslar arasi
kisittamalar halen devam etmektedir (Monke, 1986;
Santos ve ark., 2006).

BHV-1 ve EBLV ile enfekte bogalarin yagamlar
boyunca aralikli veya slrekli olarak viruslan etrafa
sagabilmeleri nedeniyle, seropozitif bogalar epi-
demiyolojik agidan virus taslyicis| ve sagicisi olarak
kabul edilmektedirler (Wrathall ve ark., 2006). Ul-
kemiz de dahil olmak Uzere birgok tlkede, BHV-1,
BVDV ve EBLV'unu tasiyan hayvanlarin ithalatina ve
spermalarnn suni tohumlamada kullaniimasina izin
verilimemektedir.

Bu aragtirmada, suni tohumlama merkezlerinde
kullamiimak Gzere segilecek olan, genetik verimi ol-
dukga yiksek bogalarda BVDV, BHV-1 ve EBLV en-
feksiyonlaninin  gorilme  olasihginin  aragtinimasi
amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Suni tohumlama merkezlerinde kullaniimak
amaciyla Turkiye'nin farkli illerinden segilen, klinik
olarak saglikli gérGnen, genetik verimi ylksek ve
aragtinlan viruslara karsi higbir agi uygulamasi ger-
ceklestirimeyen 18-24 aylik, 143 adet bogadan steril
kaolinli ve EDTA'I tiplere kan 6rnekleri alinarak +4
Co'de laboratuvara getirildi. Serolojik inceleme ama-
ciyla alinan kan érnekleri, 2000 rpm'de 10 dk. sant-
rifdj edildikten sonra elde edilen serumlar steril epen-
dorf  tlplerine  aktanldl.  Serum  &rnekleri
kullanilincaya kadar -20 Co'de derin dondurucuda
saklandi, Boga serumlannda; BHV-1, BVDV ve
EBLV'larina karg! olusan antikor varligi ELISA (Ins-
titut Pourquer, Montpellier, Fransa) ile kontrol edildi.

Serum ornekleri, testin prosediriinde belirtilen
miktarlarda sulandinidiktan sonra, (¢ enfeksiyon y6-
nunden ayr ayn antijenle kapli mikropleytlerde in-
kubasyona birakildi. Yikama iglemini takiben horse
radish peroxidase enzim konjugati ilave edilerek tek-
rar inkubasyona birakildi. Substrat ve ardindan stop
solusyonlarnin ilave edilmesinden sonra sonuglar
ELISA cihazi (Anthos II, Avusturya) ile belirtilen
dalga boylarinda okunarak degerlendirildi.

Hayvanlarin EDTA'll tuplere alinan kan nu-
munelerinden elde edilen l6kositler, aynca BVDV
antijenleri ydninden ELISA (Institut Pourquer, Mont-
pellier, Fransa) ile kontrol edildi. Bogalardan elde
edilen kan I6kosit érnekleri 6nce hemoliz buffer ile
muamele edilip 2500 rpm’'de santriflj islemine
tabi tutuldu. Daha sonra &rnekler, BVDV'unun NSP
2-3 (p80) ve EO (gp48)'e spesifik monoklonal an-
tikorlarla kaph mikropleytlere, BVDV'una spesifik po-
liklonal antikor iceren buffer ile beraber ilave edi-
lerek inkubasyona birakildi. Yikama iglemini takiben
anti-poliklonal antikor konjugati  konularak in-
kubasyona birakildi ve substrat ve ardindan stop so-
lusyonunun ilave edilmesinden sonra sonuglar
ELISA cihazi ile belittilen dalga boylarinda okunarak
degerlendirildi.

Bulgular

Arastirmada ELISA ile 12 adet (% 8.3) serumda
BHV-1'e, 25 adet (% 17.4) serumda BVDV'una ve
14 adet (% 9.7) serumda EBLV‘'una kargi antikor
varligi tespit edildi. Kontrolleri yapilan boJalardan; 5
tanesi (% 3.5) sadece BHV-1, 18 tanesi (% 12.6) sa-
dece BVDV, 14 tanesi (% 9.7) ise sadece EBLV en-
feksiyonu yéninden seropozitif bulundu. Ayrica tek
bir enfeksiyon yéninden seropozitif olan boga sayisi
37 (% 25.8), hem BVDV hem de BHV-1 ile enfekte
bofa sayisi 7 (% 4.8) iken, (¢ enfeksiyon yoninden
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Sekil 1, Hayvanlarnn (n=143) enleksiyonlara gore seropozitifik oranlanmin dagilim

22



Suni Tohumlama Merkezlerinde Kullamimak...

de seropozitif olan hayvan tespit edilemedi (Sekil 1).

Bu calismada ELISA ile incelenen bogalann
tumi BVDV'una spesifik antijen yoninden negatif
bulundu.

Tartigma ve Sonug

Enfekte hayvanlarnin spermalan aracili: ile has-
sas hayvanlara bulagma 6zelligi tagiyan ancak viral
yapi ve patogenez agisindan énemii farklliklar gos-
teren BHV-1, BVDV ve EBLV'larinin en 6nemii ortak
yanlanndan birisi de, neden olduklan en-
feksiyonlarda klinik belirtilerin ya hi¢ gézlenmemesi
ya da gbzden kagabilecek oranda hafif ger-
¢eklegmesidir. Bu durum, enfekte hayvanlarn di-
sandan bakildiginda saglikh oldugu yanilgisina yol
agmakta ve birlikte bulundugu diger saglikli hay-
vanlar i¢in bUyuk bir risk olusturmaktadir. Suni to-
humlama merkezlerinde bu tir enfeksiyona sahip
olan bir bogadan, yasami boyunca ortalama
100.000-150.000 doz sperma hazirlandigi (Wish-
wanath, 2003) ve bunun Glke iginde hatta diginda
kullanildi@i intimali disandidogande, olayin nemi
daha agik bir sekilde ortaya gikmaktadir. Bu nedenle
suni tohumiama merkezlerinde kullanilacak boga
adaylannin segiminde, hayvanlarda bulunma ihtimali
olan BHV-1, BVDV ve EBLV enfeksiyonlarinin sap-
tanmasinda klinik teghisten daha ¢ok laboratuar tes-
hisin temel bir unsur oldugu gériimektedir.

Hlcre kiitGrinden badimsiz olarak ya-
pilabilmesi, saha taramalarinda kolayca uy-
gulanabilmesi ve test sonuglarinin birkag saatte oku-
nabilmesi gibi sebepler, ELISA'y1 son yillarda
enfeksiyonlann hem virolojik hem de serolojik ta-
nisinda glncel bir test haline getirmigtir (Niskanen
ve ark., 1989, Uysal ve ark., 1998, VanLeeuwen ve
ark., 2006). Aragtirmada bGtin bu avantajlarnindan
dolayi, her G¢ enfeksiyonun teghisinde de ELISA ter-
cih edilmigtir. Avrupa'da agi uygulamas: yapilmamig
sigir giftliklerindeki PI hayvanlarin belilenmesi ama-
ciyla yapilan tarama testlerinde BVDV'una spesifik
antikor ve antijenlerin tespiti icin 1990l yillanin ba-
sindan beri ELISA'min kullanididi bildiriimektedir.
(Greiser-Wilke ve ark., 2003). Ayni sekilde Payment
ve ark. (1979) BHV-1'in teshisinde ELISA'nin spe-
sifik bir test oldugunu, BHV-1'e karg: olusmus disik
titredeki antikorlann teshisinde bile gok hassas bir
test olarak kullanilabilecegini belitmiglerdir. Yine
EBLV enfeksiyonlannin tanisinda yaygin serolojik
test olarak agar jel immunodifuzyon (AGID) testi kul-
lanilmasina ragmen, son zamanlarda ELISA'nin ter-
cih edildigi vurgulanmaktadir (Uysal ve ark., 1998).

Bu caligmada aragtinlan BHV-1 ve BVDV'unun
dunyadaki sigir populasyonlar arasinda yaygin ola-
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rak gdzlenmesinin bir neticesi olarak enfeksiyona bir
sekilde yakalanmig olan bogalar, birgok Ulkede fa-
aliyet gbsteren suni tohumiama merkezlerinde ma-
alesel fark ediimeden kullamimiglardir (Murphy ve
ark.,, 1999). Polak ve Zmudzinski (1999) Po-
lonya'daki suni tohumlama merkezlerinde yetistirilen
175 bogadan alinan kan serumu omeklerinde yUk-
sek oranda (% 86) BVDV'una spesifik antikor tespit
etmisler, 219 adet bodadan aldiklan birinci tam kan
orneklerinin 5 adedinde (% 2.3) BVDV antijeni sap-
tamig, 2 adet (%0.9) boganin da Pl oldugunu ortaya
koymuslardir. Van Oirschot ve ark. (1993) tarafindan
gergeklegtirilen bir bagka g¢alismada Ise, bir suni to-
humlama merkezinde kullanilan ve herhangi bir kli-
nik belirti gbstermeyen 116 bogadan alinan sperma
orneklerinin 43 tanesinde BHV-1'in saptandif be-
litiimigtir. Hayvanlarda aragtinlan diger bir en-
feksiyon etkeni olan EBLV'u hakkinda ise, spermada
viral antijen ya da proviral DNA'nin bulunabilme ih-
timali olmasina ragmen, seropozitif bogalardan elde
edilen spermalarin bulagmada 6nemli bir risk olug-
turmadi§n  ydninde geligkili Dbilgiler mevcuttur
(Monke, 1986, Santos ve ark., 2006).

BHV-1 ile enfekte olan ve serolojik taramalarda
pozitif olarak tespit edilen bogalar daimi virus tagyicis:
olarak kalmaktadiriar. Seropozitif bogalardaki latent
virus, ¢esitli nedenlerie (kortikosteroid kullanimi, trans-
port, gebelik vs) reaktive olabilmekte ve gevreye sa-
gilabilmektedir. Bu nedenle 6zellikle enfeksiyonun en-
fekte sperma vasitasiyla da yayilabildigi g6z 6ninde
bulundurularak, bogalann suni tohumlama mer-
kezlerine alinmadan 6nce BHV-1 antikor varigi yo-
ninden belirli periyotlaria kontrol edilmesi ve se-
ropozitif bogalarin siriiden uzaklagtinimasi tavsiye
ediimektedir (De Gee ve ark., 1996). Bu bilgiler isi-
ginda yetistiricilere, aragtirmada BHV-1 yoniinden se-
ropozitif saptanan 12 adet boga adayinin suni to-
humlamada kesinlikle kullaniimamasi ve bir an énce
suriden ayirt edilerek kesime sevk edimeleri ge-
rektigi bildirilmistir. Ayni bildirim, EBLV yéninden se-
ropozitif belilenen 14 hayvan igin de yapilmistir.
Gunkd bu enfeksiyonda da seropozitifik, ayni za-
manda virus ydnGnden pozitiflijin bir gdstergesi ola-
rak kabul edimektedir. Ancak BVDV en-
feksiyonlannda ise tagiyici hayvanlann
belirenmesinde antikor tespitinden gok antijen var-
liginin ortaya konulmas: énem arz etmektedir. Pl hay-
vaniann antikor yoninden genellikle negatif oldukian
ve bu hayvanlann bulundugu surllerde seropozitiflik
oraninin oldukca yiksek gdzlendigi disUndldGginde
serolojik taramanin tek yarar, stride Pl hayvan olup
olmadigi konusunda bir on bilgi saglamasidir. Bu ¢a-
hsmada, boga adaylannin genellikle gegitli sGrilerden
bireysel olarak segilmesi ve isletmelerdeki diger hay-
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vanlardan herhangi bir érnekleme yapiimamast surd
bazinda bir yorum yapiimasini engellemigtir. Arag-
tirmada BVDV'una spesifik antikor tagiyan toplam 18
hayvan tespit edilmesine ragmen hi¢bir hayvanda an-
tien  saptanmamasi, BVDV  agisindan de-
gerlendirildiginde, suni tohumlama merkezlerinde bu
bogalarin kullaniimalarinin bir risk olugturmayacagi ka-
nisini uyandirmaktadir. Ancak viremi belirenemeyen,
buna ragmen kan serumunda yiksek titrede antikor
bulunduran bir boganin 11 ay slreyle spermalar ara-
cihigiyla BVDV'unu sagtigi (Voges ve ark., 1998) ve bu
boganin spermalarinin  seronegatif ineklerin bu-
lundugu strtlerde kullaniimasi sonucunda virusun
bulagtii ve bu durumun Pl buzagdl dodumiarina yol
acabilecegi (Niskanen ve ark., 2002) yonindeki arag-
tirma sonuglan, BVDV yéninden seropozitif hay-
vanlarin da tohumlamada kullaniimalarinin risk olus-
turabilecedi disincesini akla getirmektedir. Bu
nedenle seropozitif bogalann tohumlamada kul-
laniimalar gerekiyorsa spermalannin mutlak surette
BVDV yénlinden test edilmeleri énemli bir zorunluluk
olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Ulkemizde Hayvan Islahi Kanununa dayanilarak
cikarilan “Embriyo ve Sperma Uretim Merkezlerinin
Kurulug, Calisma Esas ve Usulleri Hakkinda Yé-
netmelik” hikUmleri geregince si§ir spermasi ureten,
sperma Uretim merkezlerinin uymasi gereken ko-
nularla ilgili talimatta, damizlik boga adaylarinin EBLV,
BVDV ve BHV-1 enfeksiyonlan agisindan teste tabi
tutuimalan gerektigi Uzerinde énemle durulmaktadir.
Genetik verimliligin arttinimasi amaci gtidilen suni to-
humlama g¢aligmalarinda, T.C. Tanm ve Koyisleri Ba-
kanli@inin 2002 yili istatistiklerine gére Ulkemizde
1.997.544 doz sperma Uretiminin yapildigi géz 6niine
alindiginda adi gegen viruslar ile kontamine sper-
malarn  kullaniminin - enfeksiyonlarin  yayiimasinda
buylk bir potansiyel olusturdugu agiktir. Bu potansiyel
digtndldiginde uzun ugraglar sonucunda genetik
verimliligi yikseltilen bogalarin, dogduklan andan iti-
baren daha itinall ve 6zellikle hayvan hareketlerinin
yogun olmadigi surllerde yetigtiriimeleri ve en-
feksiyonlar yodnlinden uygun araliklarla test edil-
melerinin oldukga 6nemli oldugu ortaya gikmaktadr.
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