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SUNi TOHUMLAMA MERKEZLERiNDE KULLANıLMAKÜZERE SEçiLEN

BOGALARDA BHV-1, BVDV VE EBLV ENFEKSiYONLARININ ARAŞTIRILMASI
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Investigation of BHV-l, BVDV and EBLV Infections in Bulls Selected for Artificial
Insemination Centers

Özet: Bu çalışmada, suni tohumlama merkezlerinde kullanılmak üzere seçilen 143 adet boğadan alı nan kan serum ör­
nekleri BHV-1, BVDV ve EBLV enfeksiyonlarına karşı oluşan antikarlar yönünden ELl8A ile incelendi . Araştırmada kul­
lan ılan boğaların 12'si ("lo 8.3) BHV-1'e, 25'i ("lo 17.4) BVDV'una ve 14'ü ("lo 9.7) EBLV'una karşı oluşan antikarlar yö­
nünden pozitif olarak tespit edildi. Ayrıca , BVDV'una karşı oluşan antikarlar yönünden seronegatif olan boğaların tümü
BVDV'una spesifik antijenler yönünden de ELl8A ile negatif olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Boğa, 8un i tohumlama, BHV-1, BVDV, EBLV, ELl8A

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 EBLV infections by ELl8A1Ab. It was determined as po­
silive 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 seronegat ive bulls were alsa detected as antigen negative by ELl8A1Ag.
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Giriş

S ığır populasyonlarında genetik ilerıemenin sağ­

lanması, modern yetişt irme programlarının uy­
gulanabilmes i ve i şletme lerin veriml i l iğinin art­
t ırıl mas ında suni tohumlaman ı n önemi büyüktür.
Ancak enfeks iyöz etken lerle bulaşık spermaların kul­
lanımı, ülke içinde ve dışında birçok enfeksiyonun
yayılma riskini arttırmaktadır (Afshar ve Eaglesome,
1990; Wentink ve ark., 2000) . Bu nedenle tüm dün­
yada suni tohumlama merkezlerinde kullanılacak

olan boğaların seçimi oldukça büyük bir önem ta­
şımaktadır. Sperma ile yayılma olasılığ ı yüksek olan
viral etkenlerin başında gelen ve Uluslar arası Salgın

Hastalı kla r Merkezi (OIE 2006)'nin sığır hastalıkları

listesinde yer alan, bovine herpesv irus tip 1 (BHV-l),
bovine viral diarrhea virus (BVDV) ve enzootik bo­
vine leukosis virus (EBLV) enfeksiyonları yönünden
boğaların incelenmesi, suni tohumlamada kul­
lan ılacak spermaları n güvenil irl iğini arttı rmaktadır.

Akut, subkl inik veya kronik enfekte boğalara ait,
sıv ı azot içinde dondurularak saklanan spermalarda
bulunan ve enteksiy özitesini koruyan viruslar, suni

tohumlama yoluyla enfeksiyonların yay ı lma ihtimalini
arttırmaktad ırlar. Bir çok ülkede ekonomik yönden
önem taşıyan bu enfeksiyonlar, aynı zamanda s ı ğı r

yetiştiric iliğinde fertilite probleml erine de neden ol­
maktadır (Meyling ve Jensen, 1988, Kirkland ve
ark.,1994, Wentink ve ark., 2000 , Wratha ll ve ark.,
2006).

BVDV'nun hem akut hem de persiste enfekte
(PI) boğaların spermalarıyla saçııd ığı bilinmektedir
(Wentink ve ark., 2000). BVDV ile enfekte sper­
maların kullanılması, alıcı olarak kullan ılan ineklerde
akut, daha sonraki nesillerde ise persiste en­
teksiyonlara neden olabilmektedir (Polak ve Zmud­
zinski, 1999).

BHV-l ; hayvanlarda canlı ağ ırl ık kaybı , süt ve­
riminde azalma , abort ve ölümlere neden olduğu için
dünyada yaygın ve ciddi ekonomik kayıpların ba­
şında gelmekted ir. BHV-1 ile enfekte boğala rın sper­
maları nda sıkl ık la virus bulunabi lrnekte ve suni to­
humlama yolu ile bulaştırı labilmektedir (Zhou ve ark.,
1999).

Etksnin özellikle s ığ ı r lenfosit hücrelerine ilgi
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göstermesi ve bu nedenle daha çok kan yoluyla bu­
laşma e~i limine sahip olmasının yan ında, OOQalara
ait scenreıer ile ahc ı ineklerin enfekte olabilmeleri ih­
timalinden dolay ı EBLV ile enfekte hayvanlardan
elde edilen spermaların da ku llan ı mında uluslar arası
kısıtlamalar halen devam etmektedir (Monke, 1986;
Santos ve ark., 2006).

BHV-1 ve EBLV ile enfekte boQaları n yaşamları

boyunca aralıklı veya sürekli olarak virusla rı etrafa
saçabilmeleri nedeniyle, seropozi tif boğalar epi­
demiyolojik açıdan virus taş ıy ı cı sı ve saçıcısı olarak
kabul edilmektedirler (Wrathall ve ark., 2(06). ÜL­
kemiz de dahil olmak üzere birçok ülkede. BHV-l ,
BVDV ve EBLV'unu taşıyan hayvanların ithalatına ve
spermalann suni tohumlamada kullanı lmasına izin
verilmemektedir.

Bu araştırmada, suni tohumlama merkezlerinde
kullanılmak üzere seçilecek olan, genetik verimi ol­
dukça yüksek boğalarda BVDV, BHV-1 ve EBLV en­
feksiyonları nın görülme olasıhğmm araştı rılmas ı

amaçlanmıştır.

Materyal ve Metot

Suni tohumlama merkezlerinde kullanılmak

amacıyla Türkiye'nin farklı ülerinden seçilen, klinik
olarak sa{Jlı klı görünen, genelik verimi yüksek ve
araştırılan viruslara karşı nıçoır aşı uygulamas ı ger­
çekleşlirilmeyen 18-24 ayl ık , 143 adet boğadan steril
kaolinli ve EDTA' l ı tüptera kan örnekleri alınarak +4
Co'de laboratuvara getirildi. Serolojik inceleme ama­
cıyla alınan kan örnekleri , 2000 rpm'de 10 dk. sant­
rifüj edildikten sonra elde edilen serumlar stenl epen­
dorf tüplerine aktanldı. Serum örnekleri
kullanılıncaya kadar ·20 Co'de derin dondurucuda
saklandı . Bo{Ja serumtarmoa : BHV-1, BVDV ve
EBLV'larına karş ı oluşan antikor varll{Jı ELlSA (Ins­
tilul Pourquer, Montpeürer, Fransa) ile kontrol edildi.

Serum örnekleri, testin prosedü ründe belirtilen
miktarlarda sulandırıldıktan sonra, üç enfeksiyon yö'
nünden ayrı ayrı antijenle kaplı mikropleytlerde in­
kubasyona bı rak ı ld ı . Yıkama işlemini takiben horse
rao.sn peroxldase enzim konjugat ı ilave edilerek tek­
rar inkubasyona bırakıldı . Substrat ve ard ından stop
so lusyonlarının ilave edilmesinden sonra sonuçlar
ELISA cihazı (Anthos II, Avusturya) ile belirtilen
dalga boyla rı nda okunarak de{Jerlendirilcli .

Hayvan ların EDTA'lı tüpıere alınan kan nu­
munelerinden elde edilen lökositler, ayrıca BVDV
antijenleri yönünden ELlSA (tnstitut Pourquer. Mont­
pelller. Fransa) ile kontrol edildi. ao öaıardan elde
edilen kan lökosit örnekren önce bemolu buffer ile
muamele edilip 2500 rpm'de santrifüj i şlemine

tabi tutuldu. Daha sonra örnekler, BVDV'unun NSP
2-3 (pBO) ve EO (gp48)'e spesifik monoklonat an­
nkorıar ta kaph mikropleytlere, BVDV'una spesifik po­
liklonal antikor içeren buffer ile beraber ilave edi­
lerek inkubasyona bı rakı ld ı. Yıkama işlemin i takiben
antl-poüklcnal antikor konjugatı konularak in­
kubasyona bı rakıld ı ve substrat ve ardından stop so­
lusyonunun ilave edilmesinden sonra sonuçlar
ELlSA cihaz ı ile belirtilen dalga boylarında okunarak
deQerlendirildi.

Bulgular

Araşt ı rmada ELlSA ile 12 adet (% 8.3) serumda
BHV-l 's , 25 adet (% 17.4) serumda BVDV'una ve
14 adet (% 9.7) serumda EBLV'una karş ı antikor
var1l{J ı tespit edildi. Kontrolleri yapılan bo{Jalardan; 5
tanesi (% 3.5) sadece BHV-1, 18 tanesi (% 12.6) sa­
dece BVDV, 14 tanesi (% 9.7) ise sadece EBLV en­
feksiyonu yönünden sereecnın bulundu . Ayrıca tek
bir enfeksiyon yönünden seropozitit olan boQa sayısı

37 (% 25.8), hem BVDV hem de BHV- 1 ile enfekte
~a sayısı 7 (% 4.8) iken, üç enfeksiyon yönünden
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Şekil 1. Hayvanların (n=143) enıeksıycnta ra göre seropoıı l l t lı k oranla rın ı n dagılımı
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de seropozitif olan hayvan tespit edilemedi (Şekil 1).

Bu çalışmada ElISA ile incelenen boOalann
tümO BVOV'una spesıük antijen yOnünden negatif
bulundu.

Tart ı şma ve Sonuç

En/ekle hayvan lann spennalan aracıııgı ile has­
sas hayvan lara bulaşma özelliQi taşıyan ancak viral
yapı ve patogenez açısından Onemli fa rklılı klar çös­
teren BHV-1. BVDV ve EBLV'lann ı n en Onemli ortak
yanlan ndan birisi de , nede n oldukları en­
feksjyonlarda klinik bel irtilerin ya hiç gözlemnemesi
ya da ç özcen kaçabilecek oranda hal il ger­
çek leşmesid ir . Bu durum, enfekte hayvanlann dr­
şandan bakıld ı!)ında saqtrkh oldu!)u yanılgısına yol
açmakla ve birlikte bulunduQu diQer saQhklı hay·
vanlar için büyük bir risk oluşturmaktadır. Suni to­
humlama merkezlerinde bu tür enfeksiyona sahip
olan bir boQadan. yaşamı boyunca ortalama
100.000-150.000 doz sperma hazırtandlQ I (Wish­
wanath, 20(3) ve bunun ülke Içinde hatta d ışında

kullanlldıO I ihtimali düşünOldüOünde, olayın önemi
daha açık bir şekilde ortaya ç ıkmaktad ır. Bu nedenle
suni tOhumlaım merkezlerinde kullanılacak boğa

adaytannın seçiminde, hayvanlarda bulu nma ihtimali
olan BHV-1 . BVDV ve EBLV enfeksiyonlannın sap.
tanmasında klın ik teşhisten daha çok laboratuar teş­

hisin ternet bir unsur olduQu görülmektedjr.

Hücre kültüründen baQrmsız ola rak ya­
pılabil~si, .saha taramalarında kolayca uy­
gulanabilmesı ve test sonuçlarını n birkaç saatte oku­
nabilmesi gibi sebepler, ElISA'yl son y ı llarda

enleksiyonla rı n hem virolojik hem de serolojik ta­
nıs ında güncel bir test haline getirmiştir (Niskanen
ve ark., 1989, Uysal ve erk., 1998, VanLeeuwen ve
ark., 2006). Araşt ırmada bütün bu avantajlarından

dolay ı , her üç enfeksiyonun teşh isinde de ElISA ter­
cih ed~lmişlir: Avrupa'da aşı uygulaması yap ı lmamış

sıg ı r çıft lıklenndeki Pi hayvanların belirlenmesi ama ­
cıyl.a yap ı lan larama testlerinde BVDV'una spesif ik
antıkor ve antijenlerin tespiti için 1990'h yılların ba­
ş ından ben ElISA'nın kullan lld lOI bildirilmektedir.
(Greiser·Wilke ve atk. , 2003). Aynı şekilde Payment
ve ane (1979) BHV·1 'in teşh isinde ELlSA'nın spe­
sıfık bir test oIdUOunu, BHV-1'e karş ı oluşmuş düşük

Wedeki anükcrıann teşhisinde bile çok hassas bir
test olarak kul1anılabilec~ini beli rtmişlerdi r. Yine
EBLV enfeksiyonlarının tanısında yaygın seroloiik
test Oıarak agar jel immunodiluzyon (AGID) testi kul­
lan ılmasına raQrnen. son zamanlarda ELlSA'nın ler­
cıh edjldiQi vurgulanma ktadır (Uysal ve ark .• 1998).

Bu çalı şmada araş tı rı lan BHV-1 ve BVDV'unun
dünyadaki slQır populasyonları arasında yaygın ola-
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rak gOzlenmesinin bir neticesi olarak enfeksiyona bir
şekilde yakalanmış olan OOOSlar, birço k ülkede fa­
aliyet gösteren suni tohumlama merkezlerinde ma­
alesef fark edilmeden ku l lanı lmışlardır (Murphy ve
ark. 1999). Polak ve Zmudzinski (1999) Po­
Iof'lya'daki suni tohumlama merkeZierinde yetişt i rilen

175 boQadan alınan kan serumu Omeklerinde yUk­
sek oranda (% 86) BVDV'una spesifik antikor tespıt

etmişler, 219 adet boQadan ald ıklan birinci tam kan
ömeklerinin 5 a1edinele (% 2.3) BVDV antijeni sap.
tamış. 2 adet (%0.9) boQanın da PI oIduOunu ortaya
koymuşlard ır . Van Oirschot ve ark . (1993) taralından

gerçekleştirilen bir başka çalışmada ise, bir suni to­
humlama merkezinde kullanılan ve herhang i bir kli­
nik belirti göstermeyen 116 boQadan alınan sperma
örneklerinin 43 tanes inele BHV·1'in saptandığı be·
ünümtştlr. Hayvanlarda araş t ı rılan di!)er bir en­
teksiyon etkeni olan EBLV'u hakkında ise, spermada
viral antijen ya da provıra t DNA'n ı n bulunab ilme ih­
timali olmasına rağmen, seropozitif boğalardan elde
edilen spermatann bulasmada Onemli bir risk cıuş ­

turmadlOI yönünde çelişki li bilgi ler mevcuttur
(Mon ke. 1986. Santos ve ark., 2006).

BHV-1 ile enfekte can ve serolojik taramalarda
pozitd olarak tespit edilen boOalar daimi v sus taşıyıcısı

olarak kajmaktadırtar, Seropoz itil bo{Jalardakl ıetent

virus, çeş itli nedenlerle (konikosteroid kullanımı. trans­
port, gebelik vs) reaktive olabilmekte ve çevreye sa­
ç ılabUmektedir. Bu nedenle özeııikle enfeksiyonun en­
lekte sperma vasıtasıyta da yayılabildiOi gOZ Onünde
bulunduru larak, boOala rın suni tohumlama mer­
k~Zlerine alınmadan önce BHV-1 antikor var1101 yO.
nunden belirli periyotlana kontrol edilmesi ve se­
repozitif boQaların sürüden uzaklaşt ırılması tavsiye
edilmektedir (De Gee ve arx., 1996). Bu bilgiler I ŞI ­

Oında yetişt irieilere , araştırmada BHV- 1 yönünden se­
rapozit if saptanan 12 adet boğa adayının suni to­
humlamada kesinlikle kullanılmaması ve bir an Once
sürüden ayırt edilerek kesırre sevk edilmeleri ge­
rektiği bildjri lmiştir. Ayn ı bildjrim, EBLV yönünden se­
fO?Oz~td belir1ene~ 14 hayvan için de yapılmıştı r.

Çunkü bu enfeksiyonda da scrapozitillik, aynı ZiJ ·
manda virus yönünden pozit ifliğ in bir gOstergesi ola·
rak kabul edilmekted ir. Ancak BVDV en-
feksiyonlan nda ise taşıyıcı hayvanların

belirlenmesinde antikor tespitinden çok antijen var­
h!)ının ortaya konulması onem atı etmektedi r. Pi hay­
vanların antıkor yönÜnden genell ikle negallf oldukları

ve bu hayvanların bulundu!)u sürülerde seropozi1ıftik

oranının oldukça yüksek gözlend iQi dUşünüldUQıü1xJe

serolojik taramanın tek yararı, sürüde Pi hayvan oop
olmadığı konusunda bir ön bilgi saglamasıd ı r. Bu ça­
Ir~mada, t:ıOOa adaytannın genellikle çeşitli sürü!erden
bıreysel olarak seçilmesi ve işletmelerdeki diQ€r hay-
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vanlardan herhangi bir ömekleme yapı lmaması sürü
bazında bir yorum yapılmasını engellemiştir. Araş­

tırmada BVDV'una spesifik antikor taşıyan toplam 18
hayvan tespit edilmesine rağmen hiçbir hayvanda an­
tijen saptanmaması , BVDV açısından de­
ğerlendi ri ldiğinde, suni tohumlama merkezlerinde bu
boğaların kullanılmalarının bir risk oluşturmayacağ ı ka­
nısını uyand ı rmaktad ı r. Ancak viremi beliı1enemeyen ,

buna rağmen kan serumunda yüksek ütreoe antikor
bulunduran bir boğanın 11 ay süreyle spermaları ara­
cılı ğıyla BVDV'unu saçllğ ı (Voges ve ark., 1998) ve bu
boğan ı n spermalanr un seronegat if ineklerin bu­
l unduğu sürülerde kullanılması sonucunda virusun
bulaştığı ve bu durumun PI buzağı doğumlarına yol
açabileceği (Niskanen ve ark., 2002) yönündek i araş­
tırma sonuçları , BVDV yönünden seropozitif hay­
vanlann da tohumlamada kullanılmalarının risk oluş­

turabileceğ i düşüncesini akla getirmektedir. Bu
nedenle seropozitit boğaların tohumlamada kul­
lan ılmaları gerekiyorsa spermalarının mutlak suretle
BVDV yönünden test edilmeleri önemli bir zorunluluk
olarak ortaya çıkmaktadır,

Ülkemizde Hayvan lslat u Kanununa dayanılarak
çıkarı lan "Embriyo ve Sperma Üretim Merkezlerinin
Kuru luş, Çalışma Esas ve Usulleri Hakkında YÖ­
netmelik" hükümleri gereğince sığ ı r sperması üreten,
sperma üretim merkezlerinin uyması gereken ko­
nularla ilgili taürnatta, damrzbk boğa adaylarının EBLV,
BVDV ve BHV-l enfeksiyonları açısından teste tabi
turulmalan gerektiğ i üzerinde önemle durulmaktadır.

Genetik verimliliğin arttırılması amacı güdülen suni to­
humlama çalışmalarında , T.C. Tarım ve Köyişleri Ba­
kanlığının 2002 yılı istatistiklerine göre ülkemizde
1.997.544 doz sperma üretiminin yapıldığı göz önüne
alındığında adı geçen viruslar ile kontamine sper­
maların kullanımının enfeksiyonların yayılmasında

büyük bir potansiyeloluşturduğu açıktır. Bu potansiyel
düşünüldüğünde uzun uğraşlar sonucunda genetik
veriml i liğ' i yükseltilen boğaların , doğdukları andan Itl­
baren daha itinail ve özellikle hayvan hareketlerinin
yoğun o lmadı ğı sürülerde yetiştirilmeleri ve en­
feksiyonlar yönünden uygun aralıklarla test' edil­
melerinin oldukça önemli olduğu ortaya çıkmaktadır.
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