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SUNiI ve TABii TOHUMLAMADA KULLANILAN BOGALARIN
SPERMALARINDAN ViRUS iZOLASYONU
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Virus Isolation From Semen of Bulls that using Artificial and Natural Insemination

Summary: In this study; 60 semen samples from the artificial insemination centre in Ankara and also from the buils -
under the possessions of farmers- brought to be slaughtered in Meat and Fish Foundation Slaughterhouse in Konya
were examined for virus isolation on sensitive cell cultures. As a result of inoculation of 60 semen samples onto cell
cultures, 5 viruses were isolated. 3 of the isolated viruses were identified as Bovine Herpesvirus Type 1 (BHV-1) ac-
cording to the results ot cross microneutralisation test by rabbit hyperimmun sera.
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Ozet: Bu aragtirmada; Ankara’da bulunan suni tohumlama istasyonundan ve aynca halkin elinde bulunan, Konya Et
ve Bafik Kurumu Mezbahasinda kesime getirilen, agimda kullaniimis bogalardan alinan 60 sperma 6meginden duyari
hiicre kultirlerinde virus izolasyonu galtsmalari yapilmistir. Incelenen 60 sperma &meginin hiicre kiiltiiderine ino-
kulasyonu sonucu 5 adet virus izole edilmigtir. izole edilen viruslanin 3 tanesi, tavsanlardan hazirlanan hiperimmun
serumla yapilan gapraz mikronétralizasyon testi sonuglarina gore Bovine Herpesvirus tip-1 (BHV-1) olarak identifiye

edilmigtir.

Anahtar kelimeler: Boga, sperma, virus izolasyonu

Girig

Enfeksiyonlara badli olarak spermada, viruslar
da dahil olmak uzere gesitli mikroorganizmalar bu-
lunabilir. Bu etkenler, suni ve tabii tohumlama yo-
luyla hassas hayvanlara nakledilebilirler. Suni to-
humlama  istasyonlarinda, viral enfeksiyon
yéninden kontrolleri yapiimamis enfekte hay-
vanlardan ahnan spermalarin dondurularak sak-
lanmasi sirasinda igerdikleri viruslar inaktive ol-
mazlar ve varliklarini kolayltkla devam ettirirler. Bu
durum enfeksiyonun spermalarta tohumlanan has-
sas hayvanlara bulagmasina ve hatta embriyoyu
etkileyen ¢esitli sonuglarla kargilasiimasina neden
olur. BUtdn didnyada, bu sebeplerden dolayt, suni
tohumlama istasyonlarinda hem verici bogalann
hem de onlardan elde edilen spermalarin virolojik

kontroll buyuk énem tagimaktadir. Turkiye'de gerek
suni tohumlama istasyonlarinda gerekse tabii to-
humlamada kullanilan bogalar simdiye kadar ciddi
bir virolojik kontrole tabi tutulmamis ancak serolojik
kontrollerle taranmis ve isletmelere gerekli bilgiler
verilmistir,

Spermadan virus izolasyonunun insan, sigir,
koyun, at ve domuzlardan yapildi@i bildirilmistir
(Lang ve Kummer, 1975; Sellers, 1983). Si§ir sper-
masindan izole edilen viruslar arasinda; infeksiydz
Bovine Rhinotracheitis / infeksiydz Pustular Vul-
vovaginitis/ Infeksiyéz Pustular Balanopostitis (IBR/
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) viruslan sayuabilir (Breckon ve
ark., 1980; Cottral ve ark., 1968; Lowen ve Darcel,
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1985, Parsonson ve Snowdon, 1974; Paton ve
ark., 1990; Van Engelenburg ve ark., 1993; Wel-
don ve ark., 1979; Wentink ve ark., 1993) . Bogalar
Gzerinde yapilan bazi arastirmalarda ise, sper-
madan enteroviruslar, parapoxvirus ve bazi ka-
rakterize edilmemis viruslarin da izole edildigi bil-
diriimistir (Afshar ve Eaglesome, 1990; Afshar ve
ark., 1991; Kahrs ve ark., 1980).

Sperma ile nakledilen 6énemli viruslardan bir
tanesi olan infeksiydz Bovine Rhinotracheitis vi-
rusunun sadhkh hayvanlara bulagmastnda akut
veya latent enfekte evcil ve yabani hayvanlar (Ab-
raham ve ark., 1982; Kupferschmied ve ark., 1986;
Misra ve Mishra, 1987), suni tohumlamada kul-
lanilan spermalar (Dennett ve ark., 1973; Elazhary
ve ark.,1980; Kupferschmied ve ark.,1986), emb-
riyo transferi (Burgu ve Ozkul, 1991) ve keneler
(Taylor ve ark., 1982) 6nemli rol oynamaktadtr.

IBR ile akut, subklinik veya latent enfekte
bogalardan alinan spermalar kullanihncaya kadar
likit nitrojende dondurularak saklandiklar igin suni
tohumlama yolu ile enfeksiyonun yayiimasina
neden olabilmektedirler. Yapilan ¢alhigmalarda se-
ropozitif oldugu tespit edilen bogalarin epi-
demiyolojik olarak virus tasiyicisi oldudu ve virusun
yaylimasinda rol oynadigi kabul edilmektedir (Afs-
har ve Eaglesome, 1990; Burgu ve Ozkul, 1991;
Paton ve ark., 1990). Saxegaard (1966), Spradb-
row (1968) suni tohumlama merkezlerindeki
bogalardan elde edilen dondurulmus sperma nu-
munelerinden virusu izole ettiklerini bildirmiglerdir.
Burgu ve Akga (1986), suni tohumlama is-
tasyonlarinda kullanilan damizlik bogalarda IBR/
IPV enfeksiyonlarinin tespiti amaciyla bogalardan
topladiklan kan serumlarinda nétralizan antikorlann
varligini tespit etmislerdir.

Bogalarda peniste meydana gelen IPB en-
feksiyonu normal Ureme fonksiyonuna engel olur
(Miller, 1991; Sellers, 1983). Virus ile enfekte
bogalar, spermalarinda virusu tasidid icin .tabii
déllenmede uterus igine giren virusun, endometritis
olusturarak ineklerde gegici bir infertiliteye neden
olabildigi Dbildirilmektedir (Miller, 1991; Misra ve
Mishra, 1987).

Turkiye'de sigir  yetigtiriciliginde suni  to-
humlamanin énemi ve etkisi g'
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maktadir. Halkin elinde bulunan yerli irklar giderek
astdn verime sahip irklarla yer degistirmektedir. Uy-
gulamanin genis bir alana yayilmasina ragmen,
Ulkemizde suni tohumlama istasyonlarindan elde
edilen spermalarin virolojik kontrolleri
yaptimamaktadir. Tlrkiye’ de simdiye kadar suni to-
humlama istasyonlarinda bulunan verici bogalarin
serolojik kontrolleri Gzerine galigmalar yaptimig
olmasina ragmen, spermadan virus izolasyonunu
bildirilen bir arastirma yoktur. Bu aragtirmada; An-
kara’daki suni tohumlama istasyonunda bulunan ve
Konya Et ve Balk Kurumu Mezbahalarinda kesime
getirilen bogalardan elde edilen spermalarin vi-
rolojik olarak kontrol edilmesi sonucunda spermanin
viral kontaminasyonunun tespiti, uygulanan me-
todun bundan sonra yapilacak aragtirmalara yol
gbstermesi ve ayrica viral enfeksiyonlarin suni to-
humlamada kullanilan spermalar vasitasi ile hassas
hayvanlara vyayilabileceginin ortaya konulmasi
amaglanmgtir.

Materyal ve Metot

Virus izolasyon Materyali igin Orneklenen Hay-
vanlar:

Ankara’daki suni tohumlama istasyonundan
payetlenerek dondurulmus ve Konya'da halkin elin-
de bulunan, asimda kullamidig: tespit edilen, Konya
Et ve Baltk Kurumu Mezbahasina kesime getirilen
3-10 yastan arasinda cesitli irklara ait bogalardan
saglanan toplam 60 adet sperma 6rnegi izolasyon
materyali olarak kullanildi (Tablo1).

Tablo 1. Viralojik kontrol amaciyla sperma dmeklerinin

alindigi yerler
Sperma Omeklerinin Alindigi Yer Omek Sayisi
LHAE"* 29
Konya** 31
TOPLAM 60

* Lalahan Hayvacihk Aragtirma Enstitisi, ANKARA.

** Halk elinde bulunan ve dogal agimda kullanilan
bogalar. )
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Virolojik Kontrol Amaciyla Sperma Ornekle-
rinin Hazirlanmasi:

Virus izolasyonu amaciyla toplanan sperma
ornekleri Lowen ve Darcel (1985)’in bildirdikieri me-
totdan faydalanilarak hazirlandi. Bu yénteme gére
sperma ornekleri Eagle's Minimum Essential Me-
dium (EMEM) ile 1/10 oraminda sulandiriidi. Daha
sonra 2x antibiyotik (100 IU/ml penisilin, 100 mg/ml
gama streptomisin ve 0.05 mg/m! kanamisin) ilave
edildi. Sterilite kontrolleri yapilarak kullanilincaya
kadar -80 °C’de saklandi.

Hucre kuiturieri:

Arastirmada virus izolasyonu amaciyla Fétal
Dana Bébrek (FDB) hicre kaltard; izole edilen vi-
rusun adaptasyonu, titrasyonu, mikrondtralizasyon
testi (mMNT), IBR/IPV virusu Colorado referens
susunun iretilmesi ve titrasyonu igin Madin Darby
Bovine Kidney (MDBK) hicre kaltirleri kullanild.

Virus:

Arastirmada hiperimmun serum sa§lamak
amaciyla IBR/IPV virusunun Colorado referens
susu kullanildi.

Virusun Mikrotitrasyon Yontemi ile Titrasyonu:

Bu amagla, Frey ve Liess (1971)’ in bildirdikleri
yéntem kullanildi. Her gin hicre kaltard mik-
roskobunda hicrelerde meydana gelen degisiklikler
(CPE) kontrol edilerek 5. gianin sonunda elde edilen
sonuglar, Kaerber ybntemine (1964) goére he-
saplanarak virusun titresi tespit ediidi.

Tavsanlardan Hiperimmun Serum Elde Edil-
mesi:

Arastirmada doku kulturlerinde CPE meydana
getiren viruslarin identifikasyonu amactyla, IBRAPV
virusuna karsi tavsanlardan hazirlanan hiperimmun
serum kullanildi. IBR/IPV virusunun Colorado re-
ferens susuna karsi hiperimmun serum elde etmek
i¢in 2 adet Yeni Zelanda irki tavsan kullanildi. Virus
veriimeden 6nce, tavsanlann bu virusa karsi an-
tikor taglyip tagimadiklari kontrol edildi.

Bu tavsanlarin kulak venalarina titreleri daha
once saptanmis olan virustan  (DKIDgq:10-4-75/
0.05 ml) 3 er gin ara ile 6 enjeksiyon yapildi. Bi-
rinci enjeksiyonda 0.5 ml, ikinci enjeksiyonda 1 m!
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ve diger 4 enjeksiyonda ise her defasinda 2 ml
olmak (zere virus inokule edildi. Son enjeksiyonu
izleyen 7. ginden baslamak izere, birer hafta ara
ile 4 kez tavsanlarin kalplerinden kan alindi. Sterilite
kontrolleri yapitarak -20 °C’de saklandi.

Bu serumlarin titreleri tespit edilerek izole edi-
len virusun identifikasyon galigmalarinda kullanild: .

Mikronétralizasyon Testi:

Tavsanlardan Elde Edilen Hiperimmun Se-
rumun mNT ve Serum Notralizasyon S50(SNsq)
Degerlerinin Saptanmasi:

Hiperimmun serumda BHV-1'e karsi olusan
antikorlann saptanmasi Frey ve Liess (1971)'in,
SNs, degerlerinin tespiti ise Kaerber (1964)'in bil-
dirdikleri metoda gbre yapild..

Virolojik Arastirmalar:
Sperma Omeklerinden Virus izolasyonu:

Bu amagla yukanda bildirildigi sekilde
hazirianan sperma érnekleri depolandiklari derin
dondurucudan (-80 °C} alinarak 37 °Cllik su ban-
yosunda hizla ¢6zdiraldd. Lowen ve Darcel
(1985)’in bildirdigi yonteme uygun olarak hazirianan
her bir sperma numunesi iki adet FDB hicre
kaltariine adsorbsiyona bagl virus ekim yontemi ile
0.2 ml miktaninda inokule edildi. 37 °C'de CO,'li
etivde 1 saat inkubasyon slresinden sonra ino-
kulumlar dékuilerek hicre yizeyleri 3 kez PBS-M ile
yikandi. Virus Uretme vasati olarak serumsuz
EMEM htcre kultard tiplerine ilave edildi ve tapler
37 °C'de inkubasyona birakildi. Doku kaltard mik-
roskobunda her gin kontrolu yapilan hacreler, 7.
ginin sonunda dondurma-¢gézme isleminin
ardindan, 3000 devirde, 4 °C'de, 30 dakika slreyle
santrifuj edildiler. Santrifij sonrasi hicre se-
dimentinin Gstindeki sivi, inokulasyon materyali ola-
rak kullanildi. Sperma &émeklerinin bu ydntemle
FDB hicre kuitarlerinde 3 kér pasaji yapildi ve daha
sonra MDBK hicre kiltirlerine adapte edildi. Doku
kalitara mikroskobu ile yapilan kontrollerde, si-
topatolojik degisiklik gézlenen tlplerden saglanan
sUpernatantlar virus identifikasyonu amaciyla kul-
lanildi.
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Izole Edilen Viruslarin Mikrotitrasyonu:

Bogalara ait sperma 6rneklerinden izole edilen
viruslann titrasyonu da Frey ve Liess (1971)'in bil-
dirdigi yénteme gére yapildi.

BHV-1 Hiperimmun Serumu ile izole Edilen Vi-
. rusun Gapraz Nétralizasyon Testi:

Sperma érneklerinden, hiicre kaltirlerine ino-
kulasyonlari sonrasinda izole edilen virusun, iden-
tifiye edilmesi amaciyla hiperimmun serum kul-
lanildi. Bu amagla, tavsanlardan hazirlanan ve
SNgy= 1/32 titre dederindeki BHV-1 hiperimmun
serum, 100 DKIDg, oraninda sulandiriimts olan her
bir izolat ile ayrn ayrn ¢apraz mNT'ne tabi lululdu.
Testin sonucu doku kdltdri  mikroskobunda
degerlendirildi.

Bulgular

Virusun Titrasyonu:

Serolojik ¢aligmalarda kullanilan BHV-1 Co-
lorado susunun MDBK hicre kaltirinde en-
feksiyozite giicu Kaerber (1964)'e gore 100 DKIDg,
=10 4-75/0.05ml olarak hesaplandt.

Mikronotralizasyon Testi Sonucu:

Hiperimmun Serumlarin SNgq, Testi Sonuglar:

Mikronétralizasyon  testi  sonunda  su-
landinimamig serum Ornedinde, BHV-1 antikorlan
yénlinden pozitif oldugu saptanan hiperimmun se-
rumun SNg, degeri 1/32 olarak tespit edildi.

Virolojik Galigmalar:
Sperma Orneklerinden Virus izolasyonu:

Aragtirmada kontrol edilen 60 adet boga sper-
masi Ornekleri FDB hiicre kaltarinde 3 kez pa-
sajlandi. FDB hucre kaltarinde 2. ve 3. pasajlarda
karakteristik CPE gdsteren S adet virus izolasyonu
gerceklestirildi (Tablo 2). Diger sperma érneklerinin
hucre kulturine yapilan inokulasyonlarinda, her-
hangi bir viral ajan tespit edilemedi. Nonsitopatojen
virus suglan igin viral antijen yénanden herhangi bir
arastirma yapilmadi.
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Tablo 2. Virus izofe edilen spermalann dagilimi.

Sperma

Orneklerinin Ormnek Sayisi  Virus izole Edilen
Alindig Yer Sperma Sayisi
L.HA.E. 29 1

Konya 31 4
TOPLAM 60 5

izole Edilen Viruslarin Mikrotitrasyon Testi
Sonuglar:

Spermadan izole edilen viruslarin, MDBK hcre
kiltarinde enfeksiydzite glicli Kaerber (1964)’e
gore lespit edildi (Tablo 3).

Tablo 3. izolatlarn MDBK hiicre kdltdrierinde titrasyonu.

Izolat No 100 DKIDg /0.05 mi.
[zolat 1 10-2.70
izolat 2 10-2:45
zotat 3 10°1.45
[zolat 4 10-1.20
lzolat 5 10°1.95

BHV-1'e Kargi Hazirlanan Hiperimmun Serum
ile Izole Edilen Virusun mNT Sonucu:

Sperma Omeklerinden izole edilen sitopatojen
viruslar BHV-1'e kargit hazirlanmig hiperimmun
serum ile MDBK hicre kalturinde yaptlan mNT so-
nunda, izole edilen viruslardan 3 tanesi BHV-1 ola-
rak idenlifiye edildi (Tablo 4).

Tablo 4. BHV-1'e kargi tavsanlardan hazirlanmig hi-

perimmun serum ile izolatlarin  gapraz
notralizasyon testi sonuglari.
[zole Edilen Virus Ornekleri CPE mNT
izolat 1 + .
izolat 2 +
[zolat 3 +
[2olat 4 4
[zolat 5 -
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Tartigma ve Sonug

Suni tohumlama merkezlerinde hazirlanan
spermalar -196 *C’de dondurularak saklanir ve ge-
rektigi zaman istenilen yere génderilir. Cesitli
sekillerde spermaya bulagsan viruslartn dondurma
islemi sirasinda ve sonrasinda etkilenmemeleri
viral enfeksiydz hastaliklartn siir populasyonlari
arasinda yayllma ihtimalini arttirmaktadir. Sper-
mantn mikrobiyal kontaminasyonunun kontrolu ve
engellenmesi ancak bu isten sorumlu la-
boratuvarlarda g¢aligan kisiler tarafindan yapilabilir.
Spermanin kontaminasyonu, sulandirilarak
¢ogaltiimasi sirasinda ortama katilan antimikrobiyal
ajanlar tarafindan bir élgude engellenebilir. Ancak
bu glne kadar, spermadaki viruslann kontrolG igin
kullamlan antimikrobiyal ajanlar viruslara efkili
olmamigtir. Suni tohumlama merkezlerinde bu-
lunan ve genetik olarak mikemmel bir yapiya sahip
olan bogalann, viral enfeksiyonlardan etkilendigi
zaman isletmeden uzaklagtinimasi pratik ve eko-
nomik bir ¢6zum degildir. G6z0m daha ¢ok bir se-
ferde alinan ve sulandirilarak ¢odaltilan spermanin
uygun  laboratuvarlarda  virus  mevcudiyeti
yénunden aragtinlmasinda aranmalidir. Bugune
kadar bu yénde yapilan birgok aragtirmada sper-
madan ¢ok sayida vitus izole edildigi bildiriimigtir
(Bowen ve Howard, 1984; Cottral ve ark., 1968,
Johnston ve Deas, 1971; Lowen ve Darcel, 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 galigmada, suni tohumlama istasyonunda
bulunan ve halkin asimda kullandigi, Et ve.Balik
Kurumu Mezbahasina getirilen bogalardan alinan
sperma orneklerinin virolojik kontrolleri yapilarak,
Ozellikle stgirlarda viral enfeksiyonlara bagl fertilite
problemleri arasinda énemli yer tutan IBR/IPV/IPB
enfeksiyonu etkeni olan BHV-1’in izolasyonu
amaglanmisgtir.

Burgu ve Akca (1986), suni tohumlamada kul-
lanilan damizlik bogalarda IBR/IPV/IPB en-
feksiyonunun varligim tespit etmek amaciyla,
bogalardan topladtklan kan serumlarinda nétralizan
antikorlarin varh@ini tespit etmislerdir. Elde ettikleri
bulgular sonunda latent enfekte bogalarin devamhi
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virus tagiyicist ve sagicisi olabilecekleri ve bu ne-
denle suni tohumlama merkezlerinde aktif durumda
bulunan bogalarn, en kigik hastalik belirtilerinde
bile 6zellikle sperma, prepusyal c¢alkanti sivisi,
I6kosit ve burun akintisi érneklerinden virus izo-
lasyon ¢aligmalarinin yapilmast ve dizenli yapilan
serolojik  kontrollerde pozitif bulunan bogalarin
damizliktan ¢ikariimasi gerektigini vurgulamislardir.

Enfeksiyon, sa@liklt hayvanlara akut, subklinik
veya latent enfekte hayvanlar vasitasiyla bulagir
(Shefty ve Rodman, 1973). Latent enfekte hay-
vanlardaki virus stres, dogum, bir yerden bagka bir
yere nakil, agilama ve kortikosteroidlerin uy-
gulanmasi sonucunda yeniden aktive olarak
sagtimaya baglar. Bu nedenle tim latent enfekte
hayvanlar virus rezervuan olarak tammlanirlar (Den-
net ve ark, 1973; Nettleton ve Sharp, 1980). Akut,
subklinik veya latent enfekte bogalardan alinan
spermalar likit nitrojende dondurularak  kul-
lanihncaya kadar saklandigi igin suni tohumlama
yolu ile enfeksiyonun yayiimasina neden olurlar. Bu
nedenle seropozitif bogalann epidemiyolojik olarak
virus tagiyicisi oldudu ve virusun yayilmasinda rol
oynadi§i kabul edilmektedir (Afshar ve Eaglesome,
1990; Kupferschmied ve ark., 1986).

Burgu ve Akga (1986) tarafindan bildirilen ve
yukarida belirtilen aragtirmalarda da dikkat gekildigt
gibi izolasyon c¢alismalarinin seroloji ile de des-
teklenmesi blyuk bir 6nem tagtmaktadir. Bundan
sonra yaptlmasi planlanan g¢aligmalarda serolojik
kontrollerin de yer almasi ve aragtirmada elde edi-
len sonuglarin, isletmeler tarafindan
degerlendiriimesi gerekmektedir. Bu géris Kup-
fershimied ve ark. (1986) tarafindan belirtilen, sper-
ma Oomeklerinin alinmasindan énce bogalarin IBR/
IPV/IPB enfeksiyonuna karsi seronegatif olmasi ge-
rektidi disuncesiile paralellik géstermektedir.

Elazhaty ve ark. (1980) abortus ve fertilite
problemlerinin géraldiga bir isletmede bulunan ve-
rici bogalar Gzerinde yaptiklari ¢aligmada, tabii to-
humlamada kullanilan bir bogadan aldiklari sperma
orneginden IF testi ile BHV-1 antijeninin varkgdni
saptamiglar ve virus izolasyonunu
gergeklestirmiglerdir. Ayni boda ile tohumlanan
ineklerin uterus sekresyonundan BHV-1'in de izo-
lasyonunu gergeklestirerek suni tohumlama yolu ile
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kulanmilan  spermalarin  viral  enfeksiyonlarin
yayllmasinda &énemli bir rol oynadigina dikkati
cekmiglerdir.

Abraham ve ark. (1982) lsrailde inek ve
bogalar etkileyen ve yaygin olarak seyreden bir
enfeksiyonun arastirimasinda nazal, konjunktival
akinti, prepusyal c¢alkanti sivis) ve sperma
Orneklerinden IBR/IPV virusunu izole ettiklerini,
ancak vaginal akintidan virus izole edemediklerini
bildirerek enfeksiyondan etkilenen batin hay-
vanlann kan serumlannda IBR/IPV virusuna karsi
nétralizan antikorlar tespit ettiklerini bildirmiglerdir.

Collery (1974), infertilite problemi goralen 14
inek ve 1 boganin bulundudu bir isletmeden aldig
2 vaginal swap ve 1 prepusyal ¢alkanti sivisindan
IBR/IPV virusu izole ettigini belirtmigtir.

Bu arastirmada, suni tohumlama merkezinden
ve halk elinde bulunan bogalardan alinan sperma
numunelerinden virus izole edilerek, IBR/IPV/IPB
virusunun spermada bulunabilecegi, suni veya
tabii tohumlama ile hassas hayvanlara nak-
ledilebilece@i ve dondurularak saklanan sper-
malarda virusun inaktive olmadigi gériusia bir kez
daha dogrulanmgtir.

Virusun izolasyon ve identifikasyonu amaciyla
immunperoksidaz (IP), immuntloresan(lF), reserve
passive haemaglutination (RPHA), ELISA, poly-
merase chain reaction (PCR), deney hayvanlari ve
hucre kaltarleri yaygin olarak kullaniimaktadir (Ed-
ward ve Gitao, 1987, Elazhary ve ark., 1980; Reed
ve ark., 1971).

IBR/IPV/IPB virusu dogal konakgilan diginda
sigirlardan orijin alan fétal dana bdbrek, akciger,
tarbinat ve deri ile koyunlarin f6tal akciger ve de-
vaml  hidcre  kultdrlerinden  MDBK. hicre
kaltarlerinde de uretilebilmektedir (Nettleton ve
Sharp, 1980; Theodoridis, 1978).

Singh ve ark. (1986), IBR/IPV/IPB virusunun
izolasyon caligmalarinda FDB ve tirbinat hicre
kdltarlerinin ~ ilk  izolasyonda MDBK hicre
kultirinden daha duyarh oldugunu bildirmiglerdir.
Kahrs ve ark. (1980), hucre kdltard ile virus izo-
lasyonunun yaygin olarak kullaniimasina ragmen
oldukga zaman alan ve pahali bir ydntem oldugunu
belittmiglerdir. Loewen ve Darcel (1985) BHV-1'in

teshisinde, spermay iki ayn metot ile hazirlayarak
hucre kiltarine inokule etmigler ve bu iki teknigin
birbirine olan Gstunligind arastirmiglardir. Sonugta
hangi metot olursa olsun hiicre kultard tekniginin
virus izolasyon caligmalarinda tercih edilmesi ge-
reken bir yontem oldugunu ifade etmiglerdir. Van
Engelenburg ve ark. (1993) PCR tekniginin pahali
bir yontem olmasina ragmen, sonucun 1 gin gibi
kisa bir surede alinmasi diger izolasyon me-
totlannda bu sirenin en kisa 7 gun olmasi ne-
deniyle, izolasyon tekniklerine alternatif ola-
bilecegini belirtmiglerdir. Spermanin hicre Gzerine
olan toksik etkisi, hicre kaltiri tekniginin diger bir
dezavantajl olarak belirtilmis olup, yapilan
arastirmalarda bu toksik etkinin spermanin su-
landinimas ile giderilebilecegi bildiriimigtir (Lowen
ve Darcel, 1985). Ayrica aragtincilar, spermada bu-
lunan virus miktan az ise, numunenin hicre
kaltdrande minimum 3 kér pasajinin yapilmasi ge-
rektigi, bazen de az toksik etkinin hicre
kiltarlerinde CPE olarak gdzlenebilecegini bu
yuzden kér pasajlarin mutlaka yapilmasi ve hig
degilse hucrelerin boyanarak virusa &zel si-
toplazmik inklizyon cisimciklerinin tespit edilmesi
gerektigini 6nemle vurgulamislardir.

Bu aragtirmada, spermadan virus izolasyonu
amaciyla hicre kaltara teknidi kullaniimistir. Diger
aragtirmactlarin da belirttigi gibi pahal bir yéntem
olmasina ve oldukga uzun bir zaman almastna
ragmen izolasyon c¢aligmalarindaki hassasligi
tartigiimazdir.  Aragtirmada  spermanin  hicre
klltarleri Gzerindeki toksik etkisi 1/10 oraninda su-
landirilarak gideriimis ve kbr pasaj sayisi 3 olarak
tespit edilerek diger aragtirmalar ile uyumlu olmasi
saglanmistir.

Sigir  yetigtiriciliginde feitilite problemlerine
neden olan enfeksiyonlar iginde IBR/IPV/IPB/ en-
feksiyonlan 6nemli bir yer ahr. Turkiye’de yapilan
serolojik  aragtrmalarda  IBR  enfeksiyonlari
yonunden hayvanlarin yuksek oranlarda antikor
icermesi dikkat gekicidir. Bu durum hayvanlann en-
feksiyonu latent olarak tasiyabilecegini, virusun
cesitli faktorlerin etkisi ile aktif hale gegerek en-
feksiyonu gevreye yayabilecegini gdstermektedir.
IBR/IPV/IPB virusu ile enfekte bogalardan alinan
sperma ile tohumlanan ineklerde gegici de olsa kisa
sureli bir infertiite olugabilecegi bilinen bir sonugtur.



Suni ve Tabii Tohumlamada Kullamilan Bogalanin...

Her tur hayvan yetigtiriciliginde oldudu gibi sigir
yetistiricilijinde de enfeksiyon hastaliklardan ko-
runma o6nemli yer tutar. Bu nedenle suni to-
humlamada ve tabii déllemede kullanilan bogalarn
dizenli  periyodlarla  serolojik  kontrollerden
gegiriimesi, sperma, prepusyal c¢alkanti sivisi,
I6kosit, burun ve g6z akintisi numunelerinden virus
izolasyon ¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir. Se-
rolojik olarak pozitif olan veya virus izolasyonu
yapilan bogalann damizhik olarak kullaniimasindan
kesinlikle vazge¢gmek gereklidir. Bbylece suni to-
humlama merkezlerindeki viral enfeksiyonlarnn
kontro! altina alinmas: saglandi§: gibi, spermada
bulunan bir virusa bagl enfeksiyonun hassas hay-
vanlara bulagma ihtimali de kesin olarak énlenmig
olacaktir. Bu arastirma, Turkiye'de bundan sonra
yapilacak olan ¢aligmalara yol gdsterece@i gibi,
hayvan yetigtiriciliginde  verimin  artmasini
saglayarak, suni tohumlama merkezlerinin en-
feksiyonlar ydénanden guvenilirliginin artmasina
neden olacaktir.
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