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BOGALARDA BAZI ÖNEMLi PATOJEN ETKENLERiN ARAŞTIRILMASI*
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Investigation of Some Important Pathogens in Bulls

Özet: Bu çalışmada, boğa semen ve prepusyal yıkantı ömeklerinde , Bovine Herpesvirus 1 (BHV-1), Bovine Viral Disrmee
Virus (BVDV), Campylobacter, Bruceıla ve Mycoplasma gibi bazı önemli enfeksiyöz etkenlerin varlığı , virallbakteriyel izo­
lasyon, PCRlRT-PCR ve serolojik yöntemlerle araştırıldı. Çalışmada, mezbahaya kesime getirilen bir yaşın üzerindeki hay­
vanlardan alınan 73 adet semen , 94 adet prepusyal yıkantı ve 101 adet kan serumu ömeği ile bir suni tohumlama mer­
kezindeki 19 adet boğadan değişik tarihlerde alınan 210 adet dondurulmuş semen ve bu hayvanların kan serurnu örnekleri
incelendi. Semen örneklerinden PCRlRT-PCR ve virus izolasyon yöntemleri ile BHV-1 ve BVDV; bakteriyolaj ik mu­
ayenelerde ise Bruceıla ve Campylobacter etkenleri tespit edilmedi. Incelenen 94 prepusyal yıkantı ömeğinin 24
(%25.5)'ünden Mycoplasma spp. izole edildi. Serolojik olarak ELlSA ile test edilen 120 boğaya ait (19'u suni tohumlama
merkezi, 101'j mezbahadan alınan) kan serumlarının 42'sinde ("1035) BHV-1, 46 (%39.6)'slnda BVDV antikorları tespit edildi.
Suni tohumlama merkezine ait 19 boğa kan serumunun tümü BHV-1, 4'ü ise BVDV antikor pozitif bulundu. Incelenen se­
rumiarın tümünde Bruceıla antikorları negatif bulundu. Çalışmada test edilen hayvanların hiçbirinde klinik olarak herhangi
bir bulguya rastlanmadı.

Anahtar Kelimeler: Boğa, Semen, BHV-1, BVDV, PCR, RT-PCR, Campylobacter, Bruceıla, Mycoplasma

Summary: In this study, presence of same important pathogens such as Bavine Herpesvirus 1 (BHV-1) , Bavine Viral Di­
arrhea Virus (BVDV), Campylobacter, Bruceıla and Mycoplasma were investigated by viral and bac1eriological isolation,
PCRlRT-PCR and serological methods in bulls. Seventy three semen, 94 preputial washings and 101 serum samples from
bulls above 1 year old brought in slaughterhouse and, 210 extended semen samples collected in different dates from 19
bulls in an artificial insemination center and their sera were examined . BHV-1 and BVDV were not deterrnined by PCRlRT­
PCR and virus isolation in semen samples. Bruceıla and Campylobacter were not isolated in any of semen and preputial
washing samples. Mycoplasma spp. was isolated in 24 (25.5%) of 94 preputial washing samples. In 120 bull sera (19 sera
from an artificial insemination center, 101 from slaughterhouse) tested by ELISA, 42 (35 %) were positive for BHV-1 and 46
(39.6 %) for BVDV antibod ies. Of the 19 bulls in an artificial insemination center all were seropositive for BHV-1 and 4 were
seropositive for BVDV. All serum samples were negative for Bruceıla antibodies. None of the bulls examined in this study
had any elinical symptoms.
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Giriş

Sığır semenlerinin bazı patojen mikroorganizma­
ları taşıma ve bulaşt ı rma riski nedeniyle suni to­
humlama merkezlerinde veya bireyselolarak ye­
t işt i rilen ' boğaların spesifik patojen etkenlerden ari
olarak yetiştirilmesi gerekmektedir. Ayrıca ulus­
lararası ticarette genetik kalitenin yanında mik­
robiyolojik kalite yönünden de artan talep, semende
bulunmaması gereken patojen etkenler listesini ar-

tırmaktadır. Son zamanlarda ülkeler arası ticarette
ürünlerin güvenliğinin daha fazla ön plana çıkma eğ i ­

limi, semenin mikrobiyal kalitesinin sağlanmas ı için
standart teşhis yöntemlerinin uygulanma ihtiyacını do­
ğurmaktadır.

Boğaların taşımamas ı gereken bakteriyel pa­
tojenlerden biri olan C. fetus subsp. veneralis, inek­
lerde abortus, erken embryo ölümü ve infertilite ile ka­
rakterize veneral kampilobakteriozis enfeksiyonuna
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neden olmaktadır. Etken, hiçbir klinik belirti gös­
termeksizin boğaların prepusyumuna yerleşerek en­
feksiyonun başlıca bulaşma kaynağını oluşturur (OIE,
2000). Ülkemizde boğalardan C. fetus subsp. ve­
neralis'in izolasyonu ilk olarak Diker ve ark.(1988) ta­
rafından bildirilmiştir.

Sığırların reprodüktif sistemi ile ilişkili diğer bir
mikroorganizma grubu Mollicules sınıfında yer alan
Mycoplasma ve Ureaplasma'lardır. Acholeplasma
spp. erkek ve dişi genital sistemden sıklıkla ve na­
diren atık fötuslardan izole edilmesine rağmen bu mik­
roorganizmaların reprodüktif sistem hastalıkları ile iliş­

kisi ortaya konulamamıştır. Birçok ülkede yapılan

çalışmalarda suni tohumlamada kullanılan boğa se­
menlerinin büyük bir oranda Mycoplasma ve Ure­
aplasma'larla kontamine olduğu tespit edilmiştir. Se­
menden izole edilen değişik Mycoplasma türlerinin
erkek ve dişi genital sisteme kolonize olma ye­
teneğine sahip olduğu, özellikle M. bovigenitalum, M.
bovis ve Ureaplasma diversum gibi bazı türlerin erkek
ve dişi reprodüktif sistem enfeksiyonları ile ilişkisi or­
taya konulmuştur (Eaglesome ve ark., 1992).

Boğaların brusellozisten ari olması ge-
rekmektedir. Bruceıla ile enfekte erkek hayvanlarda
genellikle genital organlar etkilenmektedir. Ancak, en­
fekte boğaların semeni Bruceıla içermesine rağmen

tabii tohumlama ile enfeksiyonun bulaştırılması na­
diren görülmektedir (Aiello, 1998).

BHV-1, sığırlarda üst solunum sistemi hastalığı

(IBR), enfeksiyöz pustular vulvovaginitis (IPV) ve en­
feksiyöz pustular balanopostitis , abortus ve fertilitede
azalma gibi reproduktif problemlere de neden ol­
maktadır (OIE, 2000). Genital enfeksiyonu takiben
BHV-1 sakral ganglionlarda Iatent olarak kaldığından

enfekte boğalar primer enfeksiyondan uzun süre
sonra bile semen ile intermitent olarak virusu saçma
ve yaşam boyu taşıyıcı potansiyeline sahiptirler (Van
Oirschot, 1995). Ülkemizde ilk BHV-1 izolasyonu
Burgu ve Akça (1987) tarafından bildirilmiş ve Burgu
ve Akça (1991) tarafından suni tohumlamada kul­
lan ı lan boğalarda bu virusa karşı nötralizan an­
tikorların varlığı tespit edilmiştir. Yavru ve ark. (2001)
ise inceledikleri 60 semen ömeğinin 3'ünden BHV-1
izole etmişlerdir.

BHV-1 de diğer birçok etken gibi sperm hüc­
relerinden ziyade çoğunlukla seminal plazmada bu­
l unmaktad ı r (Van Engelenburg ve ark., 1993; Van En­
gelenburg ve ark., 1995; Van Oirschot, 1995; Amin
ve ark., 2001). BHV-1 ile enfekte boğaların serolojik
olarak antikorlar tespit edilmeden önce semen ile vi­
rusu saçtıkları tespit edilmiştir (Xia ve ark., 1995; De
Gee ve ark., 1996).
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Sığırların bovine viral diarrhea virus (BVDV) en­
feksiyonları dünyada yaygın olarak görülmektedir.
BVDV enfeksiyonun değişik formlarının neden olduğu

ekonomik kayıplar, repeal breeding problemleri, abor­
tus, embryonal ölüm, fötal mumifikasyon ve konjenital
defektier, fötal enfeksiyondan sonra büyümede ge­
cikme, süt veriminde azalma ve diğer bozuklukları

içine almaktadır (Houe, 1999). Gebeliğin ilk üçte birlik
döneminde oluşan prenatal enfeksiyonlar im­
munotolerant ve persiste enfekte buzağıların doğumu

ile sonuçlanmaktadır. Persiste enfekte hayvanlar
yaşam boyu virus taşıyıcısı olarak kalırlar ve sürekli
olarak fazla miktarda virusu saçarlar. BVDV'unun sü­
rüde başlıca bulaşma kaynağının persiste enfekte hay­
vanlar olduğu kabul edilmektedir. Postnatal BVDV en­
feksiyonları genellikle subklinik ve geçici olup uzun
süren antikor oluşumuna neden olmaktadır. Akut en­
fekte hayvanlardan virus akut enfeksiyon süresince ve
sadece birkaç gün ve daha az miktarlarda sa­
çılmaktadır (Houe, 1999). Hem akut hem de persiste
enfekte hayvanlar semen ile virusu saçabilir. Ancak,
akut enfekte hayvanların virusun bulaştırılmasında per­
siste enfekte hayvanlar kadar etkili olmadığı bil­
dirilmektedir (Meyling ve Jensen, 1988; Howard ve
ark., 1990; Kirkland ve ark., 1991; Kommisrud ve ark.•
1996; Kirkland ve ark., 1997).

Viral etkenlerin izolasyonu zaman alıcı olup se­
menden virus izolasyonu, semenin hücre üzerine si­
totoksik etkisi nedeniyle güç olmaktadır. Son yıllarda

BHV-1'in sığır semeninden (Van Engelenburg ve ark.,
1993; Xia ve ark., 1995; De Gee ve ark., 1996; Masri
ve ark., 1996; Wagter ve ark., 1996; Kataria ve ark.,
1997; Rocha ve ark., 1998) ve BVDV'unun hay­
vanların süt, kan ve iç organ ömeklerden RT-PCR ile
tespiti konusunda çalışmalar (Hooft van Iddekinge ve
ark., 1992; Sandvik ve ark.,1997; EI-Kholy ve ark.,
1998; Drew ve ark., 1999; Letellier ve ark., 1999;
Radwan ve ark., 1999) yapılmıştır.

Bu çalışmada, boğa semen ve prepusyal yıkantı
ömeklerinde Campylobacler, Bruceıla ve Mycoplasma
izolasyonu ile semende BHV-1 ve BVDV'unun PCR!
RT-PCR ve virus izolasyon yöntemleri ile kar­
şılaştırmalı olarak araştırılması ve boğalarda bu et­
kenlerin yaygınlığının tespiti amaçlanmıştır.

Materyal ve Metot

Semen, Prepusyal Yıkantı ve Kan Serumu Ör­
nekleri: Çalışmada Konya Konet Mezbahasında ke­
sime getirilen 1 yaşın üzerindeki erkek hayvanlardan
alınan 73 adet semen ve 94 adet prepusyal yıkantı ör­
nekleri ile bir suni tohumlama merkezine ait 19 adet
boğadan değişik tarihlerde ve herbir hayvandan en az
2 en fazla 19 adet olmak üzere farklı sayılarda alınan

toplam 210 adet dondurulmuş semen (payet) ör-
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nalden kullanıldı . Mezbahaya kesime getirilen 101
tıoQadan ve suni t<>tu.ımama merkeZine ait 19 adet
OOQadan serolojik inceleme amacıyla kan serumu ör­
neklen alındı . Uygıjanan testlere göre örneklerin da ­
Qıhmı Tablo 1 de özetlenmiştir.

Bakteriyel ıZolasyon YOntemleri: CafTJ1Ylobaeter
izolasyonu amacıyta. semen ve prepusyal yrkann ör­
nalderinden %7 koyun kanlı agar ve CarrpyIobaeter
selektif supplement (Oxoid) ila~i kanlı agar besi yer­
lerine ekim yapılarak 37 OCde mikroaerofilik ortamda
3-6 gün inkübe edildi (OIE. 2000).

. Mycoplasma izolasyonu için, semen ve pre­
pusyal yıkantı örne kler ioden Modifiye Hayflick sıvı ve
katı besi yerlenne ekimler yapıldı . Ekim yapılan agar
pleytten 37 °C'de %5-10 C02'1i ve nemli ortamda in­
kübasyona bırakılarak 48 saatten sonra koloniler mik­
roskapta x40 büyütmede incelendi. Sıvı besi yerlen
ise 37 "C'de aerobik olarak inkübe edilerek, günlük
kontrollerde hafrt renk deQişimi ve bulanıklık görülen
tOplerden agar besiyenerine pasaj yapıld ı. 14 güne
kadar üreme görülmeyen örnekler negatif kabul edil­
di (Razin ve Tulty, 1983).

BruceIIa izolasyoru amacıyla. semen ve pre­
pusyal yıkantı örneklerden %7 koyun kanl ı agar ve
BruceNa selektif supplement (Oxoid) içeren kanlı

agar besiyerierine ekinler yapılarak %5- 10 COı'ti or­
tamda 3-7 gün inkübe ediSdi (Aftan ve ark.. , 1988).

Viral ızolasyon Yöntemlen: ViRJS izolasyonu için
toptanan seman örnekleri. Lowen ve Dareel (l 985)'e
gOre hazınancı t, VlRJS izolasyonu amacıyla FDB ve
MDBK hücre kültOr1en kullanıldı.

PeR Testıeri için Semanden Viral DNA ve ANA
Ekstraksiyonlan : Semen örnek ler inden BHV-l DNA
ekstraksiyonu amacıyla. bir tupe alınan 100 ~i semen
öme{ıi (donduru lmuş semen ömekleri için 200 ııJ)

Proteinase K reagent'i (1.5 mg/ml Proteinasa K,
%0.75 sodium laurytsarcosine ve 0.15 M NaCl) ile
55 °C'de 1 saat bekletildikten sonra 10 000 rpm de
45 san. santrifüj edilerek spermatozaid içermeyen
est kıs ım başka bir töpe alınd ı ve ekstraksiyon ya­
pıld ı (W'agler ve ark.. 1996). BVDV RNA ecs­
traksiyonu için de serren ömeQi BHV·l DNA eks­
traksiyonunda oId~u gibi Proteinase K reagenn ile
muamele edildikten sonra RNA ekstraksiyonu gu­
anidinium isolhiocyanate ve phenoVchlorofomı eks­
trakslyon yOntem le yapıldı (Chomczynski ve sece­
.... 1987).

BHV-l PeR Testi: Semen ömeklennde BHV·
t'in PCR yOntemi ile tespiti amacıyla. BHV-l gli­
koprotein D geni için spesifik 343 bp bir fragmenli
amplifiye eden primer çifti kuııanıkj ı (Smits ve ark..,
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2(00).

Primener: P1 : S'·CGG CCGCTG TAC TAC ATGGA- 3'

p2: S'· GATACGTCA GGCGCAGM CC 3'

PeR reaksiyoro 1QxPCR buffer (500 mM KC~

100 mM TrMiCt (PH 8.3). %Q.1 getatine). 250 L'M
her bir dNTP. 2 mM MgCt2. %5 gycerol. 125 U Taq
polymerase (Promega). her bir primerden 1 L'M ve 5
ııJ rerroıete iavesi ile toplam 50 ııJ haCUrde ger·
çekleştirildi . Themıal cydefda 94 ·C'de 30 san. yi ta­
kiben 94 OC'de 1.5 dak. , 67 °C'de 1.5 dak. ve 72
°C'de 1 dak. dan oluşan 35 devir uyguland ı . PeA
üriınlen %1.5 agamse jelde elektroforezi takiben et­
hidium bromide ile bayanarak UV transilluminatörde
g6riınlülendi (W'agler ve ark., 1996), Testte pozitif
kontrol olarak BHV·l Colorado suşu kullanıldı .

BVOV RT-PCR Testi : Semen ömeklerinde
BVDV'unun RT·PCR yöntemi ile tespiti amacıyla. tüm
pastiviruslarda korunan bir bölge olan 5'notHXX1ing
bOIgesinden 293 bp bir lragmenti amplifrye eden pri­
mer çifti kullanıld ı (Drew ve ark.., 1999).

Primer1er: V324: S' ATGeec ATA GTA GGACTA GCA3'

A14: S' CAA CTC CATGTG CCATGTACA GCAG 3'

Reverse 'rranscroton (AT) Reaksiyonu: Eks­
trakte edilen RNA'dan 8.5 ııJ alınarak 75 oC' de 5 dak.
bekletildi ve daha sorva buz üzerinde 5 dak. tutularak
soQutuldu. Üzenoe 5(Reverse ırerscrctase buffer
(Promega). 1 mM dNTPs. 300 ng random hexamer
(Promega). 200 U reveese transcriptase M-MLY (Pro­
mega). 20 U RNAse inhibitön:; (Promega) ilave ed i­
lerek. reverse t~ işlerri toplam 20 ııJ ha­
cimde ve 37 OC de 1 saat bekletilerek gerçekleştirild i

(RadYIanve ark.., 1999).

PCR reaksiyonu 10xPCR buffer (Promega). 250
JlM her bir dNTP, her bir primerden 0.5 ilM , 2 mM
MgC12, 1.5 U Taq potymerase (Promega), 10 III re­
verse uanscrouon ürünü ile toplam 50 ~ hacimde
gerçekleştiri ldi . Thermal eyeerde 94 "O'de 30 san.,
57 OCde 1 dak., 72 °C'de 30 san. olmak üzere 35
devir lik bir program uygulandı . PCR ürünlert %1.5
agarose jelde elektroforezi takiben UV tran­
sil1uminatOrde göriıntülend i (Orew ve ark.. , 1999).
Testte pozitif kontrol olarak BVDV NACL suşu kul­
lanıldı.

Serolojik Testler. Kan senımı örneklennde an­
l ikortann ıespe ı, BHV-l Çin Institute Pourquier ve
BVDV için ise Bio-X Diagnosties firmasından tenW'ı

edilen EllSA kitieıi kullanılarakyapıldı .

Bruce/faantikortannın tespiti içinPendik Vetenner
Kontrol ve Araşt ırma Enstitüsunden lemin edilen
ABPT antijeni kunanıldı (Man ve ark.. 1988).
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Bulgular

Bakteriyolojik Test Sonuçları : Mezbahada kesilen
hayvanlardan alınan 73 semen ve 94 hayvana ait pre­
pusyal yıkantı ömeklerinden Bruceıla ve Camp­
ylobacter izole edilemedi. Yetmiş üç adet semen ve 94
prepusyal yıkantı ömeklerinin Mycoplasma yönünden
kültürü sonucu semen ömeklerinde Mycoplasma izo­
lasyonu olmazken, 24 (%25.5) prepusyal yıkantı ör­
neğinde Mycoplasma spp. izole edildi.

M 123 45 67

PCR ve Virolojik Test Sonuçları: Mezbahadan
alınan 73 adet hayvana ait taze semen ve bir suni to­
humlama merkezindeki BHV-1 seropoz itif 19 adet
boğadan alınan toplam 210 adet sperma payetinin
virus izolasyonu ve PCR testleri ile incelenmesi so­
nucu hiçbir ömekten BHV-1 virusu tespit edilemedi
(Şeki l 1).

Mezbahadan alınan 73 taze semen ve 210 adet
sperma payetinin virus izolasyonu, 73 adet taze

M 1 2 3 4 5 6 7

343 bp 293 bp

Tablo 1. Boğalardan alınan kan serumu , semen ve prepusyal yıkantı ömeklerin in serolojik, virolojik, bakteriyo lojik, PCR ve
RT-PCR test sonuçları

Incelenen örnekler
Test edilen ömek sayısı/pozitif ömek sayısı (%)

Etken Yapılan Kan Taze Dondurulmuş Prepusyal
Testler serumu semen semen' yıkantı

ELlSA 120/42
(%35)

BHV-l PCR 73/0 210/0
Virus izolasyonu 73/0 210/0

ELlSA 120/46
(%39.6)

BVDV RT-PCR 73/0 31/0
Virus izolasyonu 73/0 210/0

Bruceıla ızolasyon 73/0 94/0
RBPT 120/0

Campylobacter ızolasyon 73/0 94/0

Mycoplasma ızolasyon 73/0 94124
(%25.5)

, Bir suni tohumlama merkezindeki 19 adet boğadan değişik tarihlerde, herbir hayvandan en az 2, en fazla 19 kez alınan

payet örnekleri .
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semen ve bir suni tohumlama merkezindeki 15 00­
ğaya ait 31 adet sperrna payetinin RT-PCR yön­
temleri ile incelenmesi sonucunda hiçbir örnekten
BVDV'u tespit edilemedi (Şeki l 2).

Serolojik Test Sonuçları : Çalışmada toplam 120
adet (101'i rnezbaha , 19'u bir suni tohumlama mer­
kezinden alınan) kan serumu BHV-1 ve BVDV an­
tikorları yönünden ELlSA testi ile incelendi ve 42
(%35) hayvanda BHV-l , 46 (%39.6) hayvanda
BVDV'una karşı antikor tespit edildi. Sperma pa­
yetleri test edilen 19 hayvanın kan serumlarından

tümü BHV-l , 4'ü ise BVDV antikor pozitif bulundu .
Serumların tümü brusellozis yönünden RBPT ile ne­
gatif bulundu.

Tartışma ve Sonuç

Bu çalışmada boğa semen ve prepusya l yıkant ı

örnekterinde bulunabilen ve boğaların ari olmas ı ge­
reken bazı önemli patojenlerin varlığının araştırılması

amaçlandı. Boğaların genital siteminde potansiye l
olarak bulunabilen bakteri ve virusların lzolasyonlan
genelolarak güç, zahmetli ve zaman alıcı olup se­
lektif besiyerleri gerektirmektedir. Ayrıca semenin
hücre üzerine toksisitesi nedeniy le viral etkenlerın

ızolasyonunda problemlerle karşılaşılmaktad ı r. Bu
nedenle alternatif teşhis yöntemleri konusunda araş­

tırmalar yapılmaktadır. Ayrıca semen ile mik­
roorganizmala rın atılmas ı genelolarak sürekli ve
fazla miktarda olmadığından tekrarlayan örnek alım­

la rına ve daha sensitif teşhis yöntemlerine ihtiyaç du­
yu lmaktadır.

Çalışmada Mycoplasma yönünden incelenen
semen ve prepusyal yıkantı örneklerinden sadece
prepusyal yıkant ı örneklerinden %25.5 oranında

Mycoplasma spp. izole ed ildi. Ak ve ark. (1992) 100
boğa prepusyurn yıkama sıv ısından 20 Mycoplasma
suşu izole etmişler ve bunların s'smı M. bo­
vlçenuetum; 14'ünü ise M. bovis olarak identifiye et­
mişlerdir. Özdemir ve ark. (1999) ise inceledikleri 67
prepusyum yıkantısından 12 Mycoplasma ve 6 Ure­
ap/asma suşu izole etmiş l er, izole edilen suşları M.
bovis, M. bovirhinis, U. diversum ve A. laidlawiiola­
rak identiliye etmiş le rd ir. Bu çalışmada klinik ve
makroskopik atarak herhang i bir bulguya rast­
lanmayan hayvanla rın sadece prepusya l yıkantı ör­
neklerinden izole edilen Mycoplasma suşla rın ın flo­
radan kaynakland ığı düşünü lmektedir.

BHV-1 ve BVDV slğ ı r1arın iki önemli viral has­
talığ ı olup birçok ülkede olduğu gibi ülkemizde de
son yı llarda kontrol ve eradikasyonlan konusunda

75

çalışmalara başlanmıştır. Bu vlruslann semen ile at ı ­

labilmesi nedeniyle tohumlamada kullanılan boğaların

IBR ve BVDV enfeksiyonlarından ari olması is­
tenmektedi r.

Bu çalışmada BHV-l ve BVDV'lanna karşı sı ­

rasıyla 0/035 ve %39.6 oranlarında seropozitiüik tespit
edilirken. semen örneklerinde hem virus izolasyonu
yapılamamış hem de PCR yöntemi ile viral DNNRNA
tespit edilememiştir. Aşı uygulamaları nedeniy le 58­
roleilk olarak tespit edilen antikorların enfeksiyondan
kaynaklanıp kaynaklanmadığının tespiti güçtür. ÜL­
kemizde yapılan çalışmalarda (Akça, 1981; Çabalar
ve Akça, 1994; Bilge, 1996; Ertürk ve ark., 2002)
BHV-l ve BVDV' ları na karşı yüksek oranlarda (% 60­
BO) seropozitiflik tespit edilirken virus izolasyonu veya
viral antijen tespiti daha az oranlarda bildirilm i ştir.

BVDV yönünden yapılan çalışmalarda, Burgu ve ark.
(1999) persiste virus enfeksiyonunu %0.25 oranında ,

Ôzkul ve ark. (1995) ise sütçü işletmelerde ortalama
%0.3 oranında tespit etmişlerdir. Ertürk ve ark. (2002)
TÜrkiye genelinde yaptıkları çalışmada BVDV antijeni
tespit ettikleri hayvanların oranını %1.4 olarak be­
lirtirken, Şimşek ve Öztürk (1997) 142 hayvanın

2'sinde viral antijen tespit etmişlerdir. Ak ve ark.
(2002) ise nispeten yüksek oranda (%13.4) viral an­
tijen varlığını bildirmişlerdir. Samenden ise BVDV tes­
pitini bildiren bir çalışmaya rastlanmamıştır.

BHV-l 'in semen örneklerinden PCR yöntemi ile
tespiti konusunda çoğunlukla deneyselolarak en­
fekte edilen boğalardan elde edilen veya doğrudan

virus ilave edilen serrenlerde (Xia ve ark., 1995; Wag­
ter ve ark., 1996; Kataria ve ark., 1997; Smits ve ark.,
2000) ve doğal enfekte boğa semenleri ile (De Gee
ve ark., 1996; Hocha ve ark., 1998; Rola ve Zmud­
zinski, 1999) bir çok çalışma yapılm ıştı r. Genel olarak
PCR tekniğinin virus izolasyonundan daha duyarl ı ol­
duğu bildirilmektedir. Bunun nedeni PCR tekn iğ i ile
BHV-l 'e ait genomun tespiti yapılırken . virus izo­
lasyonu ile enfeksiyöz partiküllerin tespit edi­
lebilmesidir . BHV-l genom sayısının, enteksiyöz par­
tiküllere oranının 30-100 arasında olabileceği

bildirilmektedir (Van Engelenburg ve ark., 1993; Van
Engelenburg ve ark., 1995). Bu nedenle teorik olarak
PCR tekniğinin virus lzolasyonundan daha duyarl ı ola­
bileceğ i görülmektedir. Ayrıca semen içinde bulunma
olasılığı olan nötralizan antikorlar ve dondurulan se·
meniere katılan çeşitl i maddeler virusurt entektivitestni
etkileyebilmektedir. Van Engelburg ve ark. (1995)
BHV-l 'i nötratze eden antikor1arın itk tespit edilmeye
başladığı 6-13. günlerde virus ızolasyon oranının azal­
dığını tespit etmişlerdir. Araştırıcılar aynı zamanda de­
neysel enfeksiyondan 65 gün sonrasına kadar bazı

semen örneklerinde PCR ile BHV-1 tespit edebilirken
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virusu izole edememişlerdir. Smits ve ark. (2000)
prepusyal boşluklarına BHV-1 inokule ettikleri bo­
ğalardan enfeksiyondan sonraki 107. güne kadar
haftada iki kez semen örneklerini toplayarak, 3 ayrı

PCR yöntemiyle incelemişler ve hem taze semen
hem de dondurulmuş semen örneklerinde PCR yön­
teminin virus izolasyonundan daha duyarlı olduğunu,

ancak taze semende virus izolasyonu ve PCR'ın

dondurulmuş semenden daha duyarlı olduğunu tes­
pit etmişlerdir. De Gee ve ark. (1996) bir suni to­
humlama merkezinde boğalarda doğal BHV-1 en­
feksiyonu nedeniyle, vakanın tespitinden 2 ay önce
ve 2 ay sonraki dönem süresince toplanan, 110 bo­
ğaya ait toplam 2383 donmuş semen örneğini PCR
ile test etmişler ve 4'ünü pozitif bulmuşlardır. PCR
pozitif örneklerin sadece 1'inde virus izolasyonu ya­
pılabilmiştir; seropozitif 23 boğadan alınan toplam
318 taze semen örneğinin ise 11'inde (5 hayvana ait)
BHV-1 DNA'sı tespit edilmiştir. Rola ve Zmudzinski
(1999) yaptıkları çalışmada, yine BHV-1 enfeksiyonu
tespit edilen bir suni tohumlama merkezine ait boğa
semenlerinde virus izolasyonu ile PCR tekniğinin du­
yarlılığını benzer bulmuşlar, ancak nested PCR ile bu
duyarlılığın 10 kat arttığını bildirmişlerdir. Yapılan ça­
lışmalarda (Masri ve ark., 1996; Kataria ve ark.,
1997; Rocha ve ark., 1998) nested PCR veya PCR
ürünlerinin dot blot ile analizinin duyarlılığı artırdığı

görülmektedir. Aynı zamanda PCR şartlarının op­
timizasyonu çok önemli olup, örneklerin hazırlanması

ve uygulanan DNA ekstraksiyon yöntemi, PCR amp­
lifikasyonu için seçilen hedef genler testin du­
yarlılığını etkilemektedir.

Bu çalışmada, Smits ve ark (2000) tarafından

yapılan karşılaştırmalı araştırmada duyarlılığı en fazla
bulunan primer çifti ile birlikte semende önerilen
DNA ekstraksiyon yöntemi uygulandı, ancak in­
celenen örneklerde virus izolasyonu ve PCR yön­
temi ile BHV-1 tespit edilemedi. Belirtilen potansiyele
rağmen diğer saha çalışmalarında da doğal va­
kalardan semen ile virus atılımının yaygın olarak tes­
pit edilemediği görülmektedir. Bu durum en­
feksiyonun alınma yolu, enfeksiyonun dönemi, saha
suşlarının özellikleri, alınan virus miktarı, ayrıca ko­
nakçı direnci veya hayvanların maruz kaldığı stres
durumları gibi birçok faktörden etkilenebilir. Ancak
BHV-'1 ve BVDV'ları düşük de olsa taşıdıkları bu po­
tansiyel nedeniyle uluslar arası hayvan, semen ve
embryo ticaretine engeller getirmekte ve era­
dikasyonları büyük önem taşımaktadır. Suni to­
humlama merkezlerinin bu enfeksiyonlardan ari
olmak için uluslar arası standart kurallara (OIE Ani­
mal Health Code) göre periyodik testleri uy­
gulamaları ve gerekli biyogüvenlik tedbirlerini al­
maları gerekmektedir.
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