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SUNi ve TABii TOHUMLAMADA KULLANILAN BOGALARIN 

SPERMALARINDAN ViRUS iZOLASYONU 

Sibel Yavru' Feridun Öztürk' Atilla Şimşek' 

Orhan Yapkıç' Cengiz Yıldız2 

Virus Isolation From Semen of Bulls that using Artificial and Natural Insemination 

Summary: In this study; 60 semen samples from the artıfidal insemination centre in Ankara and also from the bulls -
under the possessions ol farmers- brought to be slaughtered in Meat and Fish Foundation Slaughterhouse in Konya 
were examined for virus isolation 00 sensitive cell cultures. As a resul! of inoculation of 60 semen samples onto cell 
cultures, 5 viruses were isolated. 3 of the isolated v;ruses were identilied as Bovine Herpesvirus Type 1 (BHV-l) ac­
cording lo the results of cross microneulralisation lesi by rabbi! hyperimmun sera. 
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Özet: Bu araştırmada; Ankara'da bulunan suni tohumlama istasyonundan ve aynca halkın elinde bulunan, Konya Et 
ve Balık Kurumu Mezbahasında kesime getirilen, aşımda kullanılmış boğalardan alınan 60 sperma ömeğillden duyar11 
hücre kültürlerinde virus izolasyonu çalışmaları yapılmıştır. Incelenen 60 sperma örneğinin hücre kültür1erine ino­
kulasyonu sonucu 5 adet virus izole edilmiştir. Izole edilen virusların 3 tanesi, ıavşanlardan hazır1anan hiperimmun 
serumla yapılan çapraz mikronötralizasyon lesıi sonuçlarına gOre Bovine Herpesvirus lip-l (BHV-l) olarak idenlifiye 
edilmiştir. 

Anahtar kelimeler: Boğa, sperma, virus izolasyoou 

Giriş 

Enfeksiyonlara baQlı olarak spermada, viruslar 
da dahil olmak üzere çeşitli mikroorganizmalar bu­
lunabilir. Bu etkenler, suni ve tabii tohumlama yo­
luyla hassas hayvanlara nakledilebilirler. Suni to­
humlama istasyonlarında, viral enfeksiyon 
yönünden kontrolleri yapılmamış enfekte hay­
vanlardan alınan spermaların dondurularak sak­
lanması sırasında içerdikleri viruslar inaktive ol­
mazlar ve varlıklarını kolaylıkla devam ettirirler. Bu 
durum enfeksiyonun spermalarla tohumlanan has­
sas hayvanlara bulaşmasına ve hatta embriyoyu 
etkileyen çeşitli sonuçlarla karşılaşılmasına' neden 
olur. Bütün dünyada, bu sebeplerden dolayı, suni 
tohumlama istasyonlarında hem verici boQaların 
hem de onlardan elde edilen spermaların virolojik 
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kontrolü büyük önem taşımaktadır. Türkiye'de gerek 
suni tohumlama istasyonlarında gerekse tabii to­
humlamada kullanılan boQalar şimdiye kadar ciddi 
bir virolojik kontrole tabi tutulmamış ancak serolojik 
kontrollerle taranmış ve işletmelere gerekli bilgiler 
verilmiştir. 

Spermadan virus izolasyonunun insan, slQır, 
koyun, at ve domuzlardan yapıldığı bildirilmiştir 
(Lang ve Kummer, 1975; Sellers, 1983). SIQır spsr­
masından izole edilen viruslar arasında; lnfeksiyöz 
Bovine Rhinotracheitis i Infeksiyöz Pustular Vul­
vovaginitis/ lrifeksiyOz Pustular Balanopostilis (lBRI 
IPV/ IPB), Foot and Mouth Disease (FMD), Blu­
etongue (BT), Bovine Viral Diarrhea (BVD), Bovine 
Leukemia (BL), Ephemeral Fever (EF) ve Lumpy 
Skin Disease (LSD) virusları sayılabilir (Breekon ve 
ark., 1980; Cottral ve ark .• 1968; Lowen ve Dareeı, 
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1985; Parsonson ve Snowdon, 1974; Palon ve 
ark., 1990; Van Engelenburg ve ark" 1993; Wel· 
don ve ark., 1979; Wentink ve ark" 1993) . Bo�alar 
üzerinde yapılan bazı araştırmalarda ise, sper· 
madan enteroviruslar. parapoxvirus ve bazı ka· 
rakterize edilmemiş virusların da izole edjJdi�j bjl­
dirilmiştir (Afshar ve Eaglesome, 1990; Afshar ve 
ark., 1991; Kahrs ve ark., 1980). 

Sperma ile nakledilen önemli viruslardan bjr 
tanesi olan InleksiyOz Bovine Ahinotracheitis vi­
rusunun sa�lıkll hayvanlara bulaşmasında akut 
veya tatenI enfekte evcil ve yabani hayvanlar (Ab­
raham ve ark., 1982; Kupferschmied ve ark., 1986; 
Misra ve Mıshra, 1987), suni tohumlamada kul· 
lanılan spermalar (Dennen ve ark., 1973; Elazhary 
ve ark.,1980; Kupferschmied ve ark.,1986), emb· 
riyo transferi (Burgu ve Özkul, 1991) ve keneler 
(Taylor ve ark., 1982) önemli rol oynamaktadır. 

IBA ile akut, subklinik veya latent enfekte 
boğalardan alınan spermalar kullanılincaya kadar 
likiı niUojende dondurularak saklandıkları için suni 
tohumlama yolu ile enfeksiyonun yayılmasına 
neden olabilmektedirler. Yapılan çalışmalarda se­
ropozitif olduQu tespit edilen boğaların epi­
demiyolojik olarak virus ıaşıyıcısı olduğu ve virusun 
yayılmasında rol oynadığı kabul edilmektedir (Afs­
har ve Eaglesome, 1990; Burgu ve ÖZkul, 1991; 
Paton ve ark., 1990), Saxegaard (1966), Spradb­
row (1968) suni tohumlama merkezlerindeki 
bo�alardan elde edilen dondurulmuş spetma nu­
munelerinden virusu izole ettiklerini bildirmişlerdir. 
Burgu ve Akça (1986), suni tohumlama is­
tasyonlarında kullanılan damızlık boQalarda IBRI 
IPV enfeksiyonlarının tespiti amacıyla bo�alardan 
topladıkları kan serumlarında nötralizan antikorlann 
varlığını tespit etmişlerdir. 

Bo�alarda peniste meydana gelen IPB en­
feksiyonu normal üreme fonksiyonuna engel olur 
(Miller, 1991; Sellers, 1983). Virus ile enfekte 
bo�alar, spermalarında virusu taşıdığı için .tabii 
döIJenmede uterus içine giren virusun, endometritis 
oluşturarak ineklerde geçici bir infertiliteye neden 
olabildiği bildirilmektedir (Mjııer, 1991; Misra ve 
Mıshra, 1987). 

Türkiye'de sığır yetiştiricili�inde suni to­
humlamanın önemi ve etkisi g' ün geçtikçe art-
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maktadır. Halkın elinde bulunan yerli ırklar giderek 
üstün verime sahip ırklarla yer de�iştirmektedir. Uy­
gulamanın geniş bir alana yayılmasına rağmen. 
ülkemizde suni tohumlama istasyonlarından elde 
edilen spermaların virolojik kontrolleri 
yapılmamaktadır. Türkiye' de şimdiye kadar suni 10-

humlama istasyonlarında bulunan verici boğaların 
serolojik kontrolleri üzerine çalışmalar yapılmış 
olmasına rağmen, spermadan virus izolasyonunu 
bildirilen bir araştırma yoktur. Bu araştırmada; An­
kara'daki suni tohumlama istasyonunda bulunan ve 
Konya Et ve Balık Kurumu Mezbahalarında kesime 
getirilen bo�alardan elde edilen spermaların vi­
rolojik olarak kontrol edilmesi sonucunda spermanın 
viral kontaminasyonunun tespiti, uygulanan me­
todun bundan sonra yapılacak araştırmalara yol 
göstermesi ve ayrıca viral enfeksiyonların suni to­
humlamada kullanılan spermalar vasılası ile hassas 
hayvanlara yayılabilece�inin ortaya konulması 
amaçlanmıştır. 

Materyal ve Metot 

Virus ızolasyon Materyali Için Örneklenen Hay­
vanlar: 

Ankara'daki suni tohumlama istasyonundan 
payetlenerek dondurulmuş ve Konya'da halkın elin­
de bulunan, aşımda kullanıldı�ı tespit edilen, Konya 
Ei ve Balık Kurumu Mezbahasına kesime getirilen 
3-10 yaştarı arasında çeşitli ırkıara ait bo�alardan 
sağlanan toplam 60 adet sperma örne�i izolasyon 
materyali olarak kullanıldı (Tablo1). 

Tablo 1. Virolojik kontrol amacıyta sperma örneklerinin 

alındığı yerler 

Sperrna Örneklerinin Alındığı Yer 

L.H.A.E: 

KonyaOO 
TOPLAM 

Örnek Sayısı 

2. 
31 
60 

• lalahan Hayvacıhk Araştırma Enstitüsü, ANKARA. 
00 Halk elinde bulunan ve doğal aşırnda kullanılan 

boğalar. 
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Virolojik Kontrol Amacıyla Sperma Örnekle· 
rinin Hazırlanması: 

Virus izolasyonu amacıyla toplanan sperma 
örnekleri Lowen ve Darcel (1985)'in bildirdikleri me· 
totdan faydalanılarak hazırlandı. Bu yönteme göre 
sperma örnekleri Eagle's Minimum Essential Me· 
dium (EMEM) ile 1/10 oranında sulandirildı. Daha 
sonra 2x antibiyotik (100 lU/mi penisilin, 100 mg/ml 
gama streptomisin ve 0,05 mg/ml kanamisin) ilave 
edildi. Sterilite kontrolleri yapılarak kullanılıncaya 
kadar -80 °C'de saklandı, 

Hücre kültürleri: 

Araştırmada virus izolasyonu amacıyla Fötal 
Dana Böbrek (FDB) hücre kültüru; izole edilen vi· 
rusun adaptasyonu, titrasyonu. mikronölralizasyon 
tesli (mNT), IBR/IPV virusu Colorado relerens 
suşunun üretilmesi ve titrasyonu için Madin Darby 
Bovine Kidney (MDBK) hücre kültürleri kullanıldı. 

Virus: 

Araştırmada hiperimmun serum saQ-Iamak 
amacıyla IBR/IPV virusunun Colorado referens 
suşu kullanıldı. 

Virusun Mikrotitrasyon Yöntemi ile Titrasyonu: 

Bu amaçla, Frey ve Uess (1971)' in bildirdikleri 
yöntem kullanıldı. Her gün hücre kültürü mik· 
roskobunda hücrelerde meydana gelen deQ-işiklikler 
(CPE) kontrol edilerek 5. günün sonunda elde edilen 
sonuçlar, Kaerber yöntemine (1964) göre he· 
saplanarak virusun tilresi tespit edildi. 

Tavşanlardan Hiperimmun Serum Elde Edil· 
mesi: 

Araştırmada doku kültürlerinde CPE meydana 
getiren virusların identifikasyonu amacıyla. IBR/IPV 
virusuna karşı tavşanlardan hazırlanan hiperimmun 
serum kullanıldı. IBR/IPV virusunun Colorada re­
ferens suşuna karşı hiperimmun serum elde etmek 
için 2 adet Yeni Zelanda ırkı tavşan kullanıldı, Virus 
verilmeden önce, tavşanlann bu virusa karşı an· 
likor taşıyıp taşımadıkları kontrol edildi. 

Bu tavşanların kulak venalarına titrelerı daha 
önce saptanmış olan virustan (DKIDso:10·4.7S/ 
0.05 ml) 3' er gün ara ile 6 enjeksiyon yapıldı. Bi· 
rinci enjeksiyonda 0.5 ml, ikinci enjeksiyonda 1 ml 
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ve diQ-er 4 enjeksiyonda ise her defasında 2 ml 
olmak üzere virus inokule edildi. Son enjeksiyonu 
izleyen 7. günden başlamak üzere, birer hafta ara 
ile 4 kez tavşanların kalplerinden kan alındı. Sterilite 
kontrolleri yapıtarak -20 °C'de saklandı, 

Bu serumların titrereri tespit edilerek izole edi­
len virusun idenlifikasyon çalışmalarında kullanıldı', 

Mikronötralizasyon Testi: 

Tavşanlardan Elde Edilen Hiperimrnun Se· 
rumun mNT ve Serum Nötralizasyon 50(SNso) 
OeQ-erlerinin Saptanması: 

Hiperimmun serumda BHV-l'e karşı oluşan 
antikarlann saptanması Frey ve Liess (1971)'in, 
SNso de�erlerinin tespiti ise Kaerber (1964)'in bil· 
dirdikleri metoda göre yapıldı. 

Virolojik Araştırmalar: 

Sperma Örneklerinden Virus izolasyonu: 

Bu amaçla yukarıda bi1dirildi�i şekilde 
hazırlamın sperma örnekleri depolandıkları derin 
dondurucudan (-80 oc) alınarak 37 °C'lik su ban­
yosunda hızla çözdürüldü, Lowen ve Dareel 
(1985)'in bildirdiği yönteme uygun olarak hazırlanan 
her bir sperma numunesi iki adet FDB hücre 
kültürüne adsorbsiyona baQ-Iı virus ekim yöntemi ile 
0,2 ml miktarında inokule edildi. 37 °C'de CO2'li 
elüvde 1 saal inkubasyon süresinden sonra ino­
kulumlar dökülerek hücre yüzeyleri 3 kez PBS-M ile 
yıkandı. Virus üretme vasall olarak serumsuz 
EMEM hücre kültürü tüplerine ilave edildi ve tüpler 
37 °C'de inkubasyona bırakıldı, Doku kültürü mik­
roskobunda her gOn kontrolü yapılan hücreler, 7. 
gunun sonunda dondurmaoçözme işleminin 
ardından, 3000 devirde, 4 °C'de, 30 dakika süreyle 
santriluj edildiler. Santrifüj sonrası hücre se­
dimentin1n üslündeki Sıvı, inokulasyon materyali ola­
rak kullanıldı. Sperma örneklerinin bu yöntemle 
FOB hücre kültürlerinde 3 kör pasaj i yapıldı ve daha 
sonra MDBK hücre kültürlerine adaple edildi. Doku 
kültürü mikrbskobu ile yapılan kontrollerde, si­
topaıoroJik de�işikJik gözlenen tüplerden sa�lanan 
süpernatantlar virus identilikasyonu amacıyla kul­
lanıldı. 
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Izole Edilen Virusların Mikrotitrasyonu: 

BoQalara ait sperma örneklerinden Izole edilen 
virusların titrasyonu da Frey ve Liess (1971),in bil· 
dirdiQi yOnteme göre yapıldı. 

BHV-1 Hiperimmun Serumu ile Izole Edilen Vi· 
rusun Çapraz Nötralizasyon Testi: 

Sperma örneklerinden, hücre kültürlerine ino· 
kulasyonları sonrasında izole edilen virusun, iden­
tifiye edilmesi amacıyla hipenmmun serum kul· 
lanıldı. Bu amaçla, tavşanlardan hazırlanan ve 
SNso= 1132 titre de{ıerindeki BHV-1 hiperimmun 
serum, 100 DKIDso oranında sulandırılmış olan her 
bir izolat ile ayrı ayrı çapraz mNT'ne tabi lululdu. 
Testin sonucu doku kültürü mikroskobunda 
deQerlendirildi. 

Bulgular 

Virusun Titrasyonu: 

Serelojik çalışmalarda kullanılan BHV-1 Co· 
lorado suşunun MOBK hücre kültüründe en· 
leksiyözite gücü Kaerber (1 964)'e göre 100 OKıOso 

=10' 4.75/ 0.05ml olarak hesaplandı. 

MikroMtralizasyon Testi Sonucu: 

Hiperimmun Serumların SNso Testi Sonuçları: 

Mikronötralizasyon testi sonunda su­
landırılmamış serum örneQinde, BHV-1 antikorları 
yönünden pozitif olduQu saptanan hiperimmun se­
rumun SN50 deQeri 1/32 olarak tespit edildi. 

Virolojik Çalışmalar: 

Sperma Örneklerinden Virus ızolasyonu: 

Araştırmada kontrol edilen 60 adet boQa sper­
ması örnekleri FOB hücre kültüründe 3 kez pa· 
sajlandı. FDS hücre kültüründe 2. ve 3. pasajlarda 
karakteristik CPE gösteren 5 adet virus izolasyonu 
gerçekleştirildi (Tablo 2). Diğer sperma örneklerinin 
hücre kültürüne yapılan inokulasyonlarında, her­
hangi bir viral ajan tespit edilemedi. Nonsitopatojen 
virus suşları için viral antijen yöııünden herhangi bir 
araştırma yapılmadı. 
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Tablo 2, Virus izole edilen spermaların d8{ılhml. 

Sperma 
Örneklerinin Örnek Sayısı Virus izole Edilen 

Ahndı{ıı Yer Sperma Sayısı 

l.H,A,E. 29 

Konya 31 4 

TOPLAM 60 5 

Izole Edilen Virusların Mikrotitrasyon Testi 
Sonuçları: 

Spermadan izole edilen virusların, MOBK hücre 
kültüründe enfeksiyözite gücü Kaerber (1964)'e 
göre lespit edildi (Tablo 3). 

Tablo 3. lzolaUarın MOBK hücre kaııanannde tiırasyorıu. 

Izolat No 

Izolat 1 
fzolat 2 

[zolal3 

Izoıat 4 

Izoıat 5 

100 OKıOso /0.05 mL. 

10,2.70 
10.2.45 
1 0.1.45 
10,1.20 

10'1.95 

BHV·1'e Karşı Hazırlanan Hiperimmun Serum 
ile Izole Edilen Virusun mNT Sonucu: 

Sperma örneklerinden izole edilen sitopatojen 
viruslar BHV-1'e karşı hazırlanmış hiperimmun 
serum ile MOBK hücre kültüründe yapılan mNT so­
nunda, izole edilen viruslardan 3 tanesi BHV·1 ola, 
rak idenlifiye edildi (Tablo 4). 

Tablo 4. BHV-1'e karşı tavşanlardan hazırlanmış hi-
penmmun serum ile izolalların çapraz 
nôıralizasyon testi sonuçları. 

Izole Edilen Virus Örnekleri 

Izolaı 1 
Izolal2 

IzoJat 3 

Izolal4 

Izolal5 

CPE 

+ 

+ 

mNT 

+ 

+ 

+ 
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Tartışma ve Sonuç 

Suni tohumlama merkezlerinde hazırlanan 
spermalar -196 °C'de dondurularak saklanır ve ge­
rektiQ:i zaman istenilen yere gönderilir. Çeşitli 
şekillerde spermaya bulaşan virusların dondurma 
işlemi sırasında ve sonrasında etkilenmemeleri 
viral enfeksiyOz hastalıkların slQ:ır populasyonları 
arasında yayılma ihtimalini arttırmaktadır. Sper­
manın mikrobiyal kontaminasyonunun kontrolü ve 
engellenmesi ancak bu işten sorumlu la­
boraluvarlarda çalışan kişiler tarafından yapılabilir. 
Spermanın kontaminasyonu, sulandınlarak 
çoğaııııması sırasında ortama katılan antimikrobiyal 
ajanlar tarafından bir ölçüde engellenebilir. Ancak 
bu güne kadar, spermadaki virusların kontrolü için 
kullanılan antimikrobiyal ajanlar viruslara etkili 
olmamıştır. Suni tohumlama merkezlerinde bu­
lunan ve genetik olarak mükemmel bir yapıya sahip 
olan �aların, viral enfeKsiyonlardan etkilendiQ:i 
zaman işletmeden uzaklaştırılması pratik ve eko­
nomik bir çözüm deQ:ildir. Çözüm daha çok bir se­
lerde alınan ve sulandırılarak çoğaltılan spermanın 
uygun laboratuvarfarda virus mevcudiyeti 
yönünden araştırılmasında aranmalıdır. Bugüne 
kadar bu yönde yapılan birçok araştırmada sper­
madan çok sayıda virus izole edildiQ:i bildirilmiştir 
(Bowen ve Howard, 1984; Cottral ve ark., 1968; 
Johnston ve Deas, 1971; Lowen ve Darceı, 1985; 
Lucas ve ark., 1980; Meyling ve Jensen, 1988; 
Nussbaum ve ark., 1993; Parsonson ve Snowdon, 
1974; Parsonson ve ark., 1994; Weldon ve ark., 
1979). 

Bu çalışmada, suni tohumlama istasyonunda 
bulunan ve halkın aşımda kullandlQ:ı, Et ve_ Balık 
Kurumu Mezbahasına getirilen boQ:alardan alınan 
sperma örneklerinin virolojik kontrolleri yapılarak, 
özellikle sığırlarda viral enfeksiyonlara baQ:1ı fertilite 
problemleri arasında önemli yer tutan IBRIIPV/ıPB 
enfeksiyonu etkeni olan BHV-,'in izolasyonu 
amaçlanmıştır. 

Burgu ve Akça (1986), suni tohumlamada kul­
lanılan damızlık boQ;alarda IBRIIPV!IPB en­
feksiyonunun varlığını tespit etmek amacıyla, 
bo{ıalardan topladıkları kan serumlarında nötralizan 
antikorların varlığını tespit etmişlerdir. Elde ettikleri 
bulgular sonunda latent enfekte boğaıarın devamlı 
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virus taşıyıcısı ve saçıcısı olabilecekleri ve bu ne­
denle suni tohumlama merkezlerinde aktif durumda 
bulunan �aların, en küçük hastalık belirtilerinde 
bile özellikle sperma, prepusyal çalkantı sıvısı, 
lökosit ve burun akınıısı örneklerinden virus izo­
lasyon çalışmalarının yapılması ve düzenli yapılan 
serolojik kontrollerde pozitif bulunan bo!')aların 
damızhktan çıkarılması gerekti!')ini vurgulamfşlardır. 

Enfeksiyon, saQ:lıkh hayvanlara akut, subklinik 
veya latenl enfekte hayvanlar vasıtasıyla bulaşır 
(SheHy ve Rodman, 1973). Latent enfekte hay­
vanlardaki virus stres, doğum, bir yerden başka bir 
yere nakil, aşılama ve kortikosteroidlerin uy­
gulanması sonucunda yeniden aktive olarak 
saçıımaya başlar. Bu nedenle tüm latent enfekte 
hayvanlar virus rezervuan olarak tanımlanırlar (Den­
net ve ark, 1973; Neltleton ve Sharp, 1980). Akut, 
$ubklinik veya latent enfekte boğalardan alınan 
spermalar likit nitrojende dondurularak kul­
lanılıncaya kadar saklandığı için suni tohumlama 
yolu ile enfeksiyonun yayılmasına neden olurlar. Bu 
nedenle seropozitif boğalann epidemiyolojik olarak 
virus taşıyıcısı olduğu ve virusun yayılmasında rol 
oynadığı kabul edilmektedir (Afshar ve Eaglesome, 
1990; Kupferschmied ve ark., 1986). 

Burgu ve Akça (1986) tarafından bildirilen ve 
yukarıda belirtilen araştırmalarda da dikkat çekildiOI 
gibi izolasyon çalışmalarının seroloji ile de des­
teklenmesi büyük bir önem taşımaktadır. Bundan 
sonra yapılması planlanan çalışmalarda serolojik 
kontrollerin de yer alması ve araştı rmada elde edi­
len sonuçların, işletmeler tarafından 
değerlendirilmesi gerekmektedir. Bu görüş Kup­
fershimied ve ark. (1986) tarafından belirtilen, sper­
ma ömeklerinin alınmasından önce boğaların IBRI 
IPVI1PB enfeksiyonuna karşı seronegatif olması ge­
rekti!')1 düşüncesi ile paralellik göstermektedir. 

Elazhaıy ve ark. (1980) abortus ve fertilite 
problemlerinin görüldüğü bir işletmede bulunan ve­
rici bo!')alar üzerinde yaptıkları çalışmada, tabii to­
humlamada kullanılan bir boğadan aldıkları sperma 
örneğinden IF testi ile BHV-ı antijeninin varllOınl 
saptamışlar, ve virus izolasyonunu 
gerçekleştirmişlerdir. Aynı boOa ile tohumlanan 
ineklerin uterus sekresyonundan BHV-1'in de izo­
lasyonunu gerçekleştirerek suni tohumlama yolu ile 
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kullanılan spermaların viral enfeksiyonların 
yayılmasında önemli bir rol oynadığına dikkati 
çekmişlerdir, 

Abraham ve ark. (1982) ısrail'de inek ve 
boQaları etkileyen ve yaygın olarak seyreden bir 
enfeksiyonun araştırılmasında nazal, konjunktival 
akınıı, prepusyal çalkantı sıvısı ve sperma 
örneklerinden IBRIlPV virusunu izole ettiklerini, 
ancak vaginal akıntıdan virus izole edemediklerini 
bildirerek enfeksiyondan etkilenen bütün hay­
vanların kan serumlarında IBRlIPV virusuna karşı 
nötralizan antikorlar tespit ettiklerini bildirmişlerdir. 

Collery (1974), infertilite problemi görülen 14 
inek ve 1 boQanın bulunduQu bir işletmeden aldığı 
2 vaginal swap ve 1 prepusyal çalkantı sıvısından 
IBRlIPV virusu izole ettiğini belirtmiştir. 

Bu araştırmada, suni tohumlama merkezinden 
ve halk elinde bulunan boQalardan alınan sperma 
numunelerinden virus izole edilerek, IBRlIPVIIPB 
virusunun spermada bulunabileceği, suni veya 
tabii tohumlama ile hassas hayvanlara nak­
ledilebileceQi ve dondurularak saklanan sper­
malarda virusun inaktive olmadığı görüşü bir kez 
daha doOrulanmışıır. 

Virusun izolasyon ve identifikasyonu amacıyla 
immunperoksidaz (IP), immunfloresan(lF), reserve 
passive haemaglutination (RPHA), ELISA, poly­
merase chain reaction (PCR), deney hayvanları ve 
hücre kültürleri yaygın olarak kullanılmaktadır (Ed­
ward ve Gitao, 1987; Elazhary ve ark., 1980; Reed 
ve ark., 1971). 

IBRlIPVIIPB virusu doOal konakçılan dışında 
sığırlardan orijin alan fötal dana böbrek, akciQer, 
lürbinal ve deri Ile koyunların fötal akciğer ve de­
vamlı hücre kültürlerinden MDBK. hücre 
kültürlerinde de üretilebilmektedir (Nettleton ve 
Sharp, 1980; Theodoridis, 1978). 

Singh ve ark. (1986), IBRlIPVIIPB virusunun 
izolasyon çalışmalarında FDB ve türbinat hücre 
kültürlerinin ilk izolasyonda MDBK hücre 
kültüründen daha duyarlı olduğunu bildirmişlerdir. 
Kahrs ve ark. (1980), hücre kültürü ile virus izo­
lasyonunun yaygın olarak kullanılmasına raQmen 
oldukça zaman alan ve pahalı bir yöntem olduğunu 
belirtmişlerdir. Loewen ve Dareel (1985) BHV-1'in 
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teşhisinde, spermayı iki ayn metot ile hazırlayarak 
hücre kültürüne inokule etmişler ve bu iki tekniğin 
birbirine olan üstünlüğünü araştırmışlardır. Sonuçta 
hangi metot olursa olsun hücre kültürü tekniQinin 
virus izolasyon çalışmalarında tercih edilmesi ge­
reken bir yöntem olduğunu ifade etmişlerdir. Van 
Engelenburg ve ark. (1993) PCR tekniQinin pahah 
bir yöntem olmasına raQmen, sonucun 1 gün gibi 
kısa bir sürede alınması diğer izolasyon me­
totlarında bu sürenin en kısa 7 gün olması ne­
deniyle, izolasyon tekniklerine alternatif ola­
bileceğini belirtmişlerdir. Spermanın hücre üzerine 
olan toksik etkisi, hücre kültürü tekniğinin diQer bir 
dezavantajı olarak belirtilmiş olup, yapılan 
araştırmalarda bu toksik etkinin spermanın su­
landınlması ile giderilebileceği bildirilmiştir (Lowen 
ve Dareel, 1985). Ayrıca araştırıcılar, spermada bu­
lunan virus miktarı az ise, numunenin hücre 
kültüründe minimum 3 kör pasajının yapılması ge­
rektiği, bazen de az toksik etkinin hücre 
kültürferinde CPE olarak gözlenebileceğini bu 
yüzden kör pasajların mutlaka yapılması ve hiç 
değilse hücrelerin boyanarak virusa özel si­
toplazmik inklüzyon cisimciklerinin tespit edilmesi 
gerektiğini önemle vurgulamışlardır. 

Bu araştımıada, spermadan virus izolasyonu 
amacıyla hücre kültürü tekniQi kullanılmıştır. Diğer 
araştırmacıların da belirttiği gibi pahalı bir yöntem 
olmasına ve oldukça uzun bir zaman almasına 
rağmen izolasyon çalışmalarındaki hassashğı 
tartışılmazdır. Araştırmada spermanın hücre 
kültürleri üzerindeki toksik etkisi 1/10 oranında su­
landınlarak gideriimiş ve kör pasaj sayısı 3 olarak 
tespit edilerek diğer araştırmalar ile uyumlu olması 
sağlanmıştır. 

SIQır yetiştiriciliğinde fertilite problemlerine 
neden olan enfeksiyonlar içinde IBAlIPVIIPBI en­
feksiyonları önemli bir yer ahr. Türkiye'de yapılan 
serolojik araştırmalarda IBR enfeksiyonları 
yönünden hayvanların yüksek oranlarda antikor 
içermesi dikkat çekicidir. Bu durum hayvanların en­
feksiyonu latent olarak taşıyabileceğini, virusun 
çeşitli faktörlerin etkisi ile aktif hale geçerek en­
feksiyonu çevreye yayabileceğini göstermektedir. 
IBRlIPVIIPB virusu ile enfekte boğalardan ahnan 
sperma ile tohumlanan ineklerde geçici de olsa kısa 
süreli bir infertilite oluşabileceği bilinen bir sonuçtur. 
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Her tür hayvan yetiştiriciliQinde olduQu gibi slQır 
yetiştiriciliğinde de enfeksiyon hastalıklardan ko­
runma önemli yer tutar. Bu nedenle suni to­
humlamada ve tabii döllemede kullanılan boQaların 
düzenli periyodlarla serolojik kontrollerden 
geçirilmesi, sperma, prepusyal çalkantı sıvısı, 
lökosit, burun ve göz akıntısı numunelerinden virus 
izolasyon çalışmaları yapılması gerekmektedir. Se­
rolojik olarak pozitif olan veya virus izolasyonu 
yapılan boQaların damızlık olarak kullanılmasından 
kesinlikle vazgeçrnek gereklidir. Böylece suni to­
humlama merkezlerindeki viral enfeksiyonların 
kontrol altına alınması sağlandığı gibi, spermada 
bulunan bir virusa baQIı enfeksiyonun hassas hay­
vanlara bulaşma ihtimali de kesin olarak önlenmiş 
olacaktır. Bu araştırma, Türkiye'de bundan sonra 
yapılacak olan çahşmalara yol göstereceği gibi, 
hayvan yetiştiriciliğinde verimin artmasını 
saQıayarak, suni tohumlama merkezlerinin en­
feksiyonlar yönünden güvenilirliğinin artmasına 
neden olacaktır. 

Kaynaklar 

Abraham, A., Ayolan, N. and Marcus. S. (1982). An 
outbreak ol IBR/IPV inleelion in bulls and dairy cattle in 
ısrail . 1. Clinical and diagnoslic aspecıs . Reluah Ve­
lerinarilh. 39 (3). 93-98. 

Afshar, A. and Eaglesome, M.D. (1990). Viruses as­
sociated wilh bovine semen, Vel. Bull., 60 (2). 93-109. 

Alshar. A., Dulac. G.C., Dubuc, C. And Howard, T.H. 
(1991). Comparative evalualion ol the fluorescenl an· 
libody lest and microliler immunoperoxidase assay for 
deteelion of bovine viral diarrhea virus from bull semen. 
Can.J.Vet.Aes.,(55),91-93. 

Bowen, AA and Howard, H.T. (1984). Transmission of 
bluetongue virus by intrauterine inoculaıion or in· 
semination of virus- containing bovine semen. 
Am.J.VeI.Aes .• 45 (7),1386·1388. 

Breckon. RO .. Luedke, A.J. and Wallon, T.E. (1980). 
Bluetongue virus in bovine semen: Viral isolation. 41 (3), 
439·441. 

Burgu, i. (1980). InfeksiyOz bovine rhinolracheitis/ in· 
feksiyöz pusıular vulvovaginilis (IBR/IPV), Koital exanl­
heml infeksiyöz bovine necrolic rhinOlracheitis, Vet. 

45 

Hek.Der.Derg., 50 (1-2), 33-40. 

Burgu, i. ve Akça, Y. (1986). Türkiye'de suni LO­

humlamada kullanılan bazı damızlık boğalarda IBR/IPV 
enfeksiyonu. A.Ü'vet.Fak.Derg., 33 (1), 113-121. 

Burgu, i. ve Ozku1, A. (1991). Hayvan ve biyolojik madde 
ithalallnın viral hastalıklar yönünden önemi. 11 Hayvancılık 
Kongresı. 323-333. 

Collery, P. (1974). Isolation ol the virus inlectious bovine 
rhinotracheitis i Infeetiouse pustular vuivovaginitis during 
an outbreak ol genital disease. lrish.Vet.J., (28), 89-92. 

CoHral, G.E., Gailiunas, P. and Cox B.F. (1968). Foot­
and-Mouth disease virus in semen ol bulls and its trans­
mission by artilicial insemination. Archiv lür die gesamte 
Virus lorschung.(23), 362-3n. 

Dennett, D.P., Allan, P.J. and Johnson, RH (1973). The 
use ol eorticosteroids lo aid deleetion ol bulls carrying in­
lectious bavine rhinoıraeheitis virus. Aust. Vet. J., (49), 
594-595. 

Dinıer, Z. And Morein, B. (1990). Virus Infeetions ol Ru­
minant. In: Slraub, O.C.: Inleetious bovine rhinotracheitis 
virus, pp. 78·108. 

Edward, S. and Gitao, G.C. (1987). Highly sensitive an­
tigen deıection procedures for Ihe diagnosis of infectious 
bovine rhinolracheitis : Amplilied ELlSA and resaNe pas· 
sive heamaglutlnation. Vet. Mic .• (13), 135-141. 

Elazhary, MA5.Y., Lamothe, P., Silim, A. and Roy, RS. 
(1980). Bovine herpes virus type 1 in the sperm of a bull 
from a herd with fertility problems. Can. Vet.J., (21), 336-
339. 

Frey. H.R. and Liess,B. (1971). Vermehrungskinetik und 
verwendbarkaiı eines stark zyıopalogenen VD-MD vi­
russıammes 'ür diagnostische unıersuchungen mit der 
mikrotiter-methode. ZbI.Vet.Med.Bul., (18), 61-7t. 

Johnsıon. W.S. and Deas, D.W. (1971). Isolation ol pa­
ravaecinia virus from bovine semen. Vet.Rec., (10), 450. 

Kaerber, G. (1964). In diagnostic procedures for virus 
and rickeısial disease. Pub1ic.Healt.Ass. (New York)., (3), 
48-50. 

Kahrs, R.F. (19n). Inleelious bovine rhinotracheitis : A 
review and update:JAV.M.A., 171 (10), 1055-1064. 

Kahrs, RF., Gibbs, E.P.J. and larsen, R.E. (1980). The 
search lor viruses in bovine semen, A review. The­
riogenology, (14),151-165. 

Kaminjolo. J.S .• Nyaga, P.N., Omuse, J.K. and Muliga, 
E.R. (1975). Inlectious bovine rhinolraheitis- Infectious 



YAVRU, ÖZTÜRK, ŞIMŞEK, YAPKıÇ, YILDIZ 

pustular vulvovaginilis viral isolales Irom cattle wilh epi­
didymis and vaginilis_ Am.J.VetAes., 36 (1),123-125. 

Kuplerschmied, H.U., Kıhm. U., Bachmann, P., Muller, 
K.H. and Ackermann, M. (1986). Transmission ol IBRI 
IPV virus in bovine semen : A case report. The­
dogenology, (25),439-44 

Lang. D.J. and Kummer, J.F. (1975). CytomegaloYirus in 
semen: Observations in selecled populalions. 
J.lnfec.Dis., 132 (4), 472-473. 

Lomba, F., Bidnleı, V. and Wellemans, G. (1976). IBR 
virus and occurrence ol meirilis al partulition in the bo­
vine 8e19ian blue ,while breed. Sr.VeI.J., (132), 178-181. 

Lowen, K.G. and Darcel, C.le a. (1985). A comparalion 
of Iwo methods for Ihe isolation of boYine herpesYirus 1 
(BHV·l) from eXlended boYine semen. The· 
riogenology,23 (6), 935·943. 

Lucas, M.H., Dawson, M., Chasey, D., Wibberley, D.H. 
and Roberts, OH (1980). Enzoolic boYine leucosis virus 
in semen. Vet.Rec., (2), 128. 

�, "". CIf'I6 �errsen, �.�. \'I'9'e8). ıransrrilSsıon 0\ bo· 
yine virus diarrhoea virus (SVOV) by artificial in· 
seminalion (AI) wilh semen from a persisıenııy·infecıed 
bull. Vet.Mic. (17), 97·105. 

Miller, J.M. (1991). The eHeet ol IBR virus inleetion on 
reprodUCliYe luncıion ol cattle. Symposium on IBR virus . 
VetMed., 45 (4), 790-794. 

Misra, PK and Mıshra, A. (1987). Infeclious bovine mi· 
nolracheitis virus infeetlon and infertility in cows, heifers 
and bulls. Indian J. Ani. Sel., 57 (4), 267-271. 

Mohan, M .. Singh, S.K. and Manickam, R. (1989), Se­
roepidemiological sludies on infeelious bovine mi· 
nolracheilis (IBR) in bulls. Indian Vet. J., 66 (10), 914-
916. 

Nettleıon, P.F. and sharp, J.M. (1980). Infectious bovine 
minolracheilis virus excreıion afler vaccination. 
Vet.Rec.,(107).379. 

Nussbaum, O., lasler, J. And Loyter, A. (1993). Fusion ol 
enveloped viruses wilh sperm ceJls: Interaclion of sendal, 
inlluenza and semıiki foresi viruses wilh buJI spe(­
maıozoa. Exp.Cell Res., (206), 11·15. 

Parsonson, I.M., Thompson, L.H. and Wallon, T.E 
(1994). Experimenıally induced inleclion with bluetongue 
virus serolype 11 in COW. Am. J. Vet. Res., 55 (11), 
1529-1534. 

Palon, D.J., Brockman, S. and Wood, L (1990). in­
seminaıion of susceplible and preimmunized cattle wilh 

46 

bovine viral diarmoea virus infecled semen. Br.VeI.J., 
146 (2), 171-174. 

Reed, D.E., Bickneıı, EJ., Larson, C.A., Knudtson, W.U. 
and Kirdbride, C.A. (1971). Infeetious bovine mi· 
nolracheiıis virus induced abortion: Rapid diagnosis by 
fluorescent anlibody ıechnique. Am.J.VeI.Res., 32 (9), 
1423-1426. 

Saxegaard, F. (1966). Problems connecfed wilh Ihe di­
agnosis ol subelinical Infecllon wilh infectious Puslular 
Vulvovaginilis virus (IPV virus) in bulls. Nord.VetMed., 
(18), .452-459. 

Seııers, R.F. (19B3). Transmission of viruses by artificial 
breeding ıeehniques: a review. J. Royal Soc.Med., 76 (9), 
772·775. 

Sheffy, B.E. and Rodman, S. (1973). Activation of latenl 
infecıious bovine rhinotracheilis inleeılon. J.A.V.M.A., 
(163),850-851. 

Singh, B.K., Sreenivasan, M.A., Tonagaonkar, S.S., Kanı' 
��, 'i' :t\�. \"\�. � dı 'IffIet.1ıous'Do­

yine minolracheitis virus Irom semen and abofted ma· 
ıerials of dairy catlle. Indian J. Anim. Sel., 56 (B), B23-
826. 

Spradbrow, P.B. (1968). The isolation of infeclious bovlne 
rhinolracheitis virus from bovine semen. AusI.Veı.J., (44), 
410-412. 

Taylor, RE., Seal,B.S. and Jeor, S.S. (1982). Isolation of 
infectious bovine rtlinoıracheitis virus from the soll­
shelled tick, Omilhodoros coriaceus. Science, 216 (16), 
300-301. 

Theodoridls, A. (197B). Preliminary characıerisalion of vi­
ruses isolaled Irom cases ol epididymidis and vaginilis in 
catlle. J.VeI.Res., 45, lB7-195. 

Van Engelenburg, F.A.C., Maes, RK, Van Oırschot, J.T. 
and Rijsewijk, F.A. (1993). Development ol €i rapid and 
sensilive poIymerase chain reaction assay for deleellon 
of bovine herpesvirus type 1 in bovine semen. J.eILMic., 
31 (12), 3129-3135. 

Weldon, SL, Blue, J.l., Wooley, RE and Lukert, P.D. 
(1979). Isolation of picornavirus Irom f�s and semen 
from infertile bull. J.A.V.M.A., 174 (2), 168-169. 

Wentink, G.H., Van Olrschol, J.T., Pelgrim, W., Wen­
sing,T. And Gruys, E. (1993). Experimentaııransmission 
of bovines luecosis virus by raclal palpaııon. VeI.Rec., 
(2),135-136. 


