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BOGALARDA BAZI ONEMLi PATOJEN ETKENLERIN ARASTIRILMASI*

Leyla Giller'®  Sibel Yavru2 Mehmet Ekik ' Umran Ok

Atilla Simgek? Kadir Gandaz! Yasin Gllcu?
Investigation of Some Important Pathogens in Bulls

Ozet: Bu ¢alismada, boda semen ve prepusyal yikanti émeklerinde, Bovine Herpesvirus 1 (BHV-1), Bovine Viral Diarrhae
Virus (BVDV), Campylobacter, Brucella ve Mycoplasma gibi bazi 6nemli enfeksiydz etkenlerin varhdi, viral/bakteriye! izo-
lasyon, PCR/RT-PCR ve serolojik yontemlerle aragtinldi. Caligmada, mezbahaya kesime getirilen bir yagin Uzerindeki hay-
vanlardan alinan 73 adet semen, 94 adet prepusyal yikanti ve 101 adet kan serumu 6megi ile bir suni tohumlama mer-
kezindeki 19 adet bogadan degigik tarihlerde alinan 210 adet dondurulmug semen ve bu hayvanlarin kan serumu érnekleri
incelendi. Semen orneklerinden PCR/RT-PCR ve virus izolasyon yontemler ile BHV-1 ve BVDV, bakteriyolojk mu-
ayenelerde ise Brucella ve Campylobacter etkenleri tespit edimedi. Incelenen 94 prepusyal yikanti dmeginin 24
(%:25.5)inden Mycoplasma spp. izole edildi. Serolojik olarak ELISA ile test edilen 120 bogaya ait (19'u suni tohumlama
merkezi, 101'i mezbahadan alinan) kan serumlarinin 42'sinde (%35) BHV-1, 46 (%39.6)'sinda BVDV antikorlari tespit edildi.
Suni tohumlama merkezine ait 19 boga kan serumunun timi BHV-1, 4'i ise BVDV antikor pozitif bulundu. Incelenen se-
rumlarin timiinde Brucella antikorlan negatif bulundu. Galismada test edilen hayvanlarin higbirinde klinik olarak herhangt
bir bulguya rastlanmadt.

Anahtar Kelimeler: Boga, Semen, BHV-1, BVDV, PCR, RT-PCR, Campylobacter, Brucella, Mycoplasma

Summary: In this study, presence of some important pathogens such as Bovine Herpesvirus 1 (BHV-1), Bovine Viral Di-
arrhea Virus (BVDV), Campylobacter, Brucella and Mycoplasma were investigated by viral and bacteriological isolation,
PCR/RT-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 determined by PCR/RT-
PCR and virus isolation in semen samples. Brucella 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 antibodies. 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 Brucelfa antibodies. None of the bulls examined in this study
had any clinical symptoms.
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Giris tirmaktadir. Son zamanlarda (lkeler arasi ticarette
drunlerin guavenliginin daha fazla 6n plana ¢ikma egi-
limi, semenin mikrobiyal kalitesinin saglanmas! igin
standart teshis yéntemlerinin uygulanma ihtiyacini do-

Si1@ir semenlerinin bazi patojen mikroorganizma-
fart tagima ve bulastirma riski nedeniyle suni to-
humlama merkezlerinde veya bireysel olarak ye-

tistirlen bogalarnn spesifik patojen etkenlerden ari gurmaktadir.

olarak yetigtiriimesi gerekmektedir. Aynca ulus- Bogalann tagimamasi gereken bakteriyel pa-
lararast ticarette genetik kalitenin yaninda mik- tojenlerden biri olan C. fetus subsp. veneralis, inek-
robiyolojik kalite yoniinden de artan talep, semende lerde abortus, erken embryo dlumii ve infertilite ile ka-
bulunmamas! gereken patojen etkenler listesini ar- rakterize veneral kampilobakteriozis enfeksiyonuna
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neden olmaktadir. Etken, hi¢bir klinik belirti gos-
termeksizin bogalarn prepusyumuna yerleserek en-
feksiyonun baglica bulagsma kaynagini olusturur (OIE,
2000). Ulkemizde bogalardan C. fetus subsp. ve-
neralis'in izolasyonu ilk olarak Diker ve ark.(1988) ta-
rafindan bildirilmistir.

Sigirlann reprodiktif sistemi ile iligkili diger bir
mikroorganizma grubu Mollicutes sinifinda yer alan
Mycoplasma ve Ureaplasmallardir. Acholeplasma
spp. erkek ve digi genital sistemden sikiikla ve na-
diren atik fotuslardan izole edilmesine ragmen bu mik-
roorganizmalarin reprodiktif sistem hastaliklar ile ilig-
kKisi ortaya konulamamigtir. Birgok Ulkede yapilan
calismalarda suni tohumlamada kullantan boda se-
menlerinin bUyUk bir oranda Mycoplasma ve Ure-
aplasma'larla kontamine oldugu tespit edilmistir. Se-
menden izole edilen degisik Mycoplasma tarerinin
erkek ve digi genital sisteme kolonize olma ye-
tenegine sahip oldugu, ézellikle M. bovigenitalum, M.
bovis ve Ureaplasma diversum gibi bazi tirlerin erkek
ve disi reprodiktif sistem enfeksiyonlar ile iligkisi or-
taya konulmustur (Eaglesome ve ark., 1992).

Bogalanin  brusellozisten ar  olmasi ge-
rekmektedir. Brucella ile enfekte erkek hayvanlarda
genellikle genital organlar etkilenmektedir. Ancak, en-
fekte bogalarin semeni Brucella igermesine ragmen
tabii tohumlama ile enfeksiyonun bulagtinimasi na-
diren gériimektedir (Aielio, 1998).

BHV-1, sidirflarda Gst solunum sistemi hastalig
(IBR), enfeksiydz pustular vulvovaginitis (IPV) ve en-
feksiy®z pustular balanopostitis , abortus ve fertilitede
azalma gibi reproduktif problemiere de neden ol-
maktadir (OIE, 2000). Genital enfeksiyonu takiben
BHV-1 sakral ganglionlarda latent olarak kaldigindan
enfekle bogalar primer enfeksiyondan uzun sire
sonra bile semen ile intermitent olarak virusu sagma
ve yagsam boyu tasiyici potansiyeline sahiptirler (Van
Oirschot, 1995). Ulkemizde ilk BHV-1 izolasyonu
Burgu ve Akga (1987) tarafindan bildiriimis ve Burgu
ve Akga (1991) tarafindan suni tohumlamada kul-
lanlan bogalarda bu virusa kargl nétralizan an-
tikortann varhigr tespit edilmistir. Yavru ve ark. (2001)
ise inceledikleri 60 semen 6medinin 3'Unden BHV-1
izole etmiglerdir.

BHV-1 de dider bircok etken gibi sperm hic-
relerinden ziyade g¢oguniukla seminal plazmada bu-
lunmaktadir (Van Engelenburg ve ark., 1993; Van En-
gelenburg ve ark., 1995; Van Qirschot, 1995; Amin
ve ark., 2001). BHV-1 ile enfekte bogalann serolojik
olarak antikorlar tespit edilmeden énce semen ile vi-
rusu sagtiklar tespit edilmigtir (Xia ve ark., 1995; De
Gee ve ark., 1996).
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Sigirlann bovine viral diarrhea virus (BVDV) en-
feksiyonlar dinyada yaygin olarak goriimektedir.
BVDV enfeksiyonun degisik formlarinin neden oldugu
ekonomik kayiplar, repeat breeding problemleri, abor-
tus, embryonal 6lum, fétal mumifikasyen ve konjenital
defektler, fotal enfeksiyondan sonra blyUmede ge-
cikme, slt veriminde azalma ve diger bozukiuklan
icine almaktadir (Houe, 1999). Gebeligin ilk Ugte birlik
doneminde olusan prenatal enfeksiyonlar im-
munotolerant ve persiste enfekte buza@larn dogumu
ile sonuglanmaktadir. Persiste enfekte hayvanlar
yasam boyu virus taglyicisi olarak kabrar ve sirekli
olarak fazla miktarda virusu sagartar. BVDV'unun sd-
ride baglica bulagsma kaynaginin persiste enfekte hay-
vanlar oldugu kabul edilmektedir. Postnatal BVDV en-
feksiyonlart genellikle subkiinik ve gegici olup uzun
sliren antikor olusumuna neden olmaktadir. Akut en-
fekte hayvanlardan virus akut enfeksiyon suresince ve
sadece birkag¢ gln ve daha az miktarlarda sa-
¢llmaktadir (Houe, 1999). Hem akut hem de persiste
enfekte hayvanlar semen ile virusu sagabilir. Ancak,
akut enfekte hayvanlarn virusun bulagtirimasinda per-
siste enfekte hayvanlar kadar etkili olmadidt bil-
dirimektedir (Meyling ve Jensen, 1988; Howard ve
ark., 1990; Kirkland ve ark., 1991; Kommisrud ve ark.,
1996; Kirkland ve ark., 1997).

Viral etkenlerin izolasyonu zaman alici olup se-
menden virus izolasyonu, semenin hucre uzerine si-
totoksik etkisi nedeniyle gi¢ olmaktadir. Son yillarda
BHV-1'in sigir 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-
vanlarin sit, kan ve i¢ organ drneklerden RT-PCR ile
tespiti konusunda galigmalar (Hooft van Iddekinge ve
ark., 1992; Sandvik ve ark.,1997; El-Kholy ve ark,,
1998; Drew ve ark., 1999; Letellier ve ark., 1999;
Radwan ve ark., 1999) yapilmigtir.

Bu ¢alismada, boga semen ve prepusyal yikanti
Odmeklerinde Campylobacter, Brucella ve Mycoplasma
izolasyonu ile semende BHV-1 ve BVDV'unun PCR/
RT-PCR ve virus izolasyon yontemleri ile kar-
silagtrmall olarak aragtnimas) ve bogalarda bu et-
kenlerin yayginhginin tespiti amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Semen, Prepusyal Yikanti ve Kan Serumu Or-
nekleri: GCaligmada Konya Konet Mezbahasinda ke-
sime getirilen 1 yagin Uzerindeki erkek hayvanlardan
alinan 73 adet semen ve 94 adet prepusyal yikanti dr-
nekleri ile bir suni tohumlama merkezine ait 19 adet
bogadan degisik tarihlerde ve herbir hayvandan en az
2 en fazla 19 adet olmak Gzere farkl saylarda alinan
toplam 210 adet dondurulmus semen (payet) or-
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nekleri kullaniidi. Mezbahaya kesime gelirien 101
bofadan ve suni tohumlama merkezine ait 19 adet
bogadan serolojik inceleme amaciyla kan serumu 6r-
nekleri alindi. Uygulanan testlere gore dmekderin da-
gihme Tablo 1 de dzetlenmigtir.

Bakteriyel Izolasyon Yontemileri: Campylobacter
izolasyonu amaciyla, semen ve prepusyal yikant or-
neklerinden %7 koyun kanh agar ve Campylobacter
seleklif supplement (Oxoid) ilaveli kani agar besi yer-
lerine ekim yapilarak 37 °C'de mikroaerofilik ortamda
3-6 gun inkibe edildi (OIE, 2000).

- Mycoplasma izolasyonu igin, semen ve pre-
pusyal yikanti meklerinden Modifiye Hayflick sivi ve
kali besi yerlerine ekimler yapildi. Ekim yapilan agar
pleytleri 37 °C'de %5-10 CO5'li ve nemli ortamda in-
kilbasyona birakilarak 48 saatten sonra koloniler mik-
roskopta x40 blydtmede incelendi. Sivi besi yerleri
ise 37 °C'de aerobik olarak inkiibe edilerek, gunluk
kontrollerde hafif renk degisimi ve bulaniklik gérilen
tiplerden agar besiyerlerine pasaj yapildi. 14 gine
kadar ureme gordimeyen dmekler negatif kabul edil-
di (Razin ve Tully, 1983).

Brucelia izolasyonu amaciyla, semen ve pre-
pusyal yikanh dmeklerden %7 koyun kanh agar ve
Brucelia seleklif supplement (Oxoid) igeren kani
agar besiyerlerine ekimier yaptiarak %5-10 COz'i or-
tamda 3-7 gin inkibe edildi (Alton ve ark., 1988).

Viral Izolasyon Yéntemieri: Virus izolasyonu igin
toplanan semen dmekleri, Lowen ve Darcel (1985)'e
gbre hazirdandi. Virus izolasyonu amaciyla FDB ve
MDBK htcre kiitdreri kullanid,

PCR Teslieri igin Semenden Viral DNA ve RNA
Ekstraksiyonlar: Semen Odmeklerinden BHV-1 DNA
ekslraksiyonu amaciyla, bir tipe alinan 100 pl semen
omegi (dondurulmug semen Ornekleri igin 200 pl)
Proteinase K reagenti (1.5 mg/ml Proteinase K,
%0.75 sodium laurylsarcosine ve 0.15 M NaCl) ile
55 °C'de 1 saat bekletildikten sonra 10 000 rpm de
45 san. santrifljj edilerek spermatozoid igermeyen
ust kisim bagka bir tipe alindi ve ekstraksiyon ya-
pidi (Wagter ve ark, 1996). BVDYV RNA eks-
lraksiyonu igin de semen dmedi BHV-1 DNA eks-
traksiyonunda oldugu gibi Proteinase K reagenti ile
muamele edidikten sonra RNA ekstraksiyonu gu-
anidinium isothiocyanate ve phenol/chloroform eks-
traksiyon ydntemi ile yapildi (Chomczynski ve Sace-
hi, 1987).

BHV-1 PCR Testi: Semen 6meklerinde BHV-
1in PCR ydntemi ile tespiti amacryla, BHV-1 gli-
koprotein D geni icin spesifik 343 bp bir fragmenti
amplifive eden primer ¢ifti kuflanildi (Smits ve ark.,
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2000).
Primeder: P1: 5 CGG CCG CTG TAC TAC ATG GA- 3
P2: 5'- GAT ACG TCA GGC GCA GAA CC- 3

PCR reaksiyonu 10xPCR buffer (500 mM KCI,
100 mM Tris/HCI (pH 8.3), %0.1 gelatine), 250 uM
her bir dNTP, 2 mM MgCi2, %5 glycerol, 1.25 U Tag
polymerase (Promega), her bir primerden 1 pM ve 5
ul template ilavesi ile toplam 50 ul hacimde ger-
geklestirildi. Thermal cyclerda 94 °C'de 30 san. i ta-
kiben 94 °C'de 1.5 dak. , 67 °C'de 1.5 dak. ve 72
°C'de 1 dak. dan olugan 35 devir uyguland.. PCR
arunleri %1.5 agarose jelde elekiroforezi takiben et-
hidium bromide ile boyanarak UV transilluminatorde
goruntdlendi (Wagter ve ark., 1996). Testte pozitil
kontrol olarak BHV-1 Colorado susu kullanildi.

BVDV RT-PCR Testi: Semen ormeklerinde
BVDV'unun RT-PCR yonteml lle taspill amaciyla, {im
pestivirusiarda korunan bir bélge olan 5'non-coding
bélgesinden 283 bp bir fragmenti amplifiye eden pri-
mer ¢ifti kullanildi (Drew ve ark., 1999).

Primeder: V324; 5' ATG CCC ATA GTA GGACTAGCA 3
A14:5'CAACTC CATGTG CCATGTACAGCAG T

Reverse Transcription (RT) Reaksiyonu: Eks-
trakte edilen RNA'dan 8.5 pl alinarak 75 °C’ de 5 dak.
bekletildi ve daha sonra buz Gzerinde 5 dak. tutularak
soJutuidu. Uzerine 5{Reverse transcriptase buffer
(Promega), 1 mM dNTPs, 300 ng random hexamer
(Promega). 200 U reverse transcriptase M-MLV (Pro-
mega), 20 U RNAse inhibitdri (Promega) ilave edi-
lerek, reverse transcription iglemi toplam 20 pl ha-
cimde ve 37 °C de 1 saal bekletilerek gergeklegtirildi
(Radwan ve ark., 1999).

PCR reaksiyonu 10xPCR buffer (Promega), 250
UM her bir dNTP, her bir primerden 0.5 uM, 2 mM
MgCi2, 1.5 U Tag polymerase (Promega), 10 pl re-
verse transcription GriinG ile toplam 50 pl hacimde
gergeklestiridi. Thermal cyclerda 94 °C'de 30 san.,
57 °C'de 1 dak, 72 °C'de 30 san. olmak lzere 35
devirfik bir program uygulandi. PCR dranleri %1.5
agarose jelde elektroforezi lakiben UV tran-
silluminatérde gorOntllendi (Drew ve ark., 1999).
Testte pozitif kontrol olarak BVDV NADL susu kul-
laniidi.

Serolojik Testler: Kan serumu 6meklerinde an-
tikorlann tespiti, BHV-1 igin Institute Pourquier ve
BVDV igin ise Bio-X Diagnostics firmasindan lemin
edilen ELISA kitleri kultanilarak yapild.

Brucella antikorlannin tespiti igin Pendik Veteriner
Kontrol ve Araghrma EnstitGsGnden temin edilen
RABPT antijeni kullaruldi (Alton ve ark. 1988).
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Bulgular

Bakteriyolojik Test Sonuglari: Mezbahada kesilen
hayvanlardan alinan 73 semen ve 94 hayvana ait pre-
pusyal ykantt oOmeklerinden Brucella ve Camp-
ylobacterizole edilemedi. Yetmis (i¢ adet semen ve 94
prepusyal yikanti émeklerinin Mycoplasma yonunden
kultaru sonucu semen émeklerinde Mycoplasma izo-
lasyonu olmazken, 24 (%25.5) prepusyal yikanti or-
neginde Mycoplasma spp. izole edildi.

M 12345 67

PCR ve Virolojik Test Sonuglan: Mezbahadan
alinan 73 adet hayvana ait taze semen ve bir suni to-
humlama merkezindeki BHV-1 seropozitift 19 adet
bogadan alinan toplam 210 adet sperma payetinin
virus izolasyonu ve PCR testleri ile incelenmesi so-
nucu higbir 6mekten BHV-1 virusu tespit edilemedi

(Sekil 1).

Mezbahadan alinan 73 taze semen ve 210 adet
spermma payetinin virus izolasyonu, 73 adet taze
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Tablo 1. Bogalardan alinan kan serumu, semen ve prepusyal yikanti meklerinin serolojik, virolojik, bakteriyolojik, PCR ve

RT-PCR test sonuglar

Incelenen émekler

Test edilen d6mek sayisi/pozitit dmek sayisi (%)

Etken Yapilan Kan Taze Dondurulmusg Prepusyal
Testler serumu semen semen® yikanti
ELISA 120/42
(%635)
BHV-1 PCR 73/0 210/0
Virus izolasyonu 73/0 210/0
ELISA 120/46
(%39.6)
BVDV RT-PCR 73/0 31/0
Virus izolasyonu 73/0 210/0
Brucella izolasyon 73/0 94/0
RBPT 120/0
Campylobacter Izolasyon 73/0 94/0
Mycoplasma [zolasyon 73/0 94/24
(%25.5)

* Bir suni tohumlama merkezindeki 19 adet bogadan degisik tarihlerde, herbir hayvandan en az 2, en fazla 19 kez alinan

payet orneklen.
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semen ve bir suni tohumlama merkezindeki 15 bo-
Jaya att 31 adet sperma payetinin RT-PCR y&n-
temleri ilo incelenmesi sonucunda higbir 6mekten
BVDV'u tespit edilemedi (Sekil 2).

Serolojik Test Sonuglar: Galismada toplam 120
adet {101 mezbaha, 19'u bir suni tohumlama mer-
kezinden alinan) kan serumu BHV-1 ve BVDV an-
tikortar yoninden ELISA testi ile incelendi ve 42
(%35) hayvanda BHV-1, 46 (%39.8) hayvanda
BVDV'una karst antikor tespit edildi. Sperma pa-
yetleri test edilen 19 hayvanin kan serumlarindan
iomo BHV-1, 4'0 ise BVDV antikor pozitif bulundu.
Serumlann tima brusellozis yonunden RBPT ile ne-
gatif bulundu.

Tarhigma ve Sonug

Bu ¢alismada bogda semen ve prepusyal yikanti
omeklerinde bulunabilen ve bogdalarin ari olmasi ge-
reken bazi dnemli patojenierin variginin arastinimasi
amaglandi. Bogalarin genital siteminde potansiyel
olarak bulunabilen bakteri ve viruslarn izolasyonlar
genel olarak gi¢, zahmetli ve zaman alici olup se-
leklif besiyerieri gereklirmektedir. Ayrnica semnenin
hicre Gzerine toksisitesi nedeniyle viral etkenlerin
izolasyonunda problemlerle karsiiasiimaktadir. 8u
nedenie alternatif teshis yontemleri konusunda arag-
trmalar yapimaktadir. Aynca semen ile mik-
roorganizmalann atlmasi genel olarak slrekii ve
fazla mikiarda olmadigindan tekraayan émek alm-
iarina ve daha sensitif teshis vontemlerine ihtiya¢ du-
yulmaktadrr.

Calismada Mycoplasma ydninden incelenen
semen ve prepusyal yikanti dmeklerinden sadece
prepusyal yikant 8meklerinden %25.5 oraninda
Mycoplasma spp. izole edildi. Ak ve ark. (1892) 100
boga prepusyum yikama sivisindan 20 Mycoplasma
sugu izole etmigler ve bunlann 6'sim M. bo-
vigenitalum, 14'0n0 ise M. bovis olarak identifiye et-
miglerdir. Ozdemir ve ark. (1999) ise inceledikleri 67
prepusyum yikantsindan 12 Mycoplasma ve 6 Ure-
aplasma sugu izole etmigler, izole edilen suglan M.
bovis, M. bovirhinis, U. diversum ve A. jaidlawij ola-
rak identifiye etmislerdir. Bu ¢alismada Klinik ve
makroskopik olarak herhangi bir bulguya rast-
lanmayan hayvanlann sadece prepusyal yikant: or-
neklerinden izole edilen Mycoplasma suslannin flo-
radan kaynaklandigi disinilmektedir.

BHV-1 ve BVDV si§irlann iki énemli viral has-
tahigr olup birgok Ulkede oldugu gibi Glkemizde de
son yillarda kontrol ve eradikasyonlan konusunda
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calismalara baglanmigtir. Bu viruslann semen ile ati-
labitmesi nedeniyle tohumlamada kullanilan bogalarin
IBR ve BVDV enfeksiyonlanndan an olmasi is-
tenmektedir,

Bu ¢alismada BHV-1 ve BVDVianna kars: si-
rasiyla %35 ve %39.6 oranlarinda seropozitiflik tespit
edilirken, semen omeklerinde hem virus izolasyonu
yapilamamig hem de PCR yontemi ile viral DNA/RNA
tespit edilememigtir. Ag1 uygulamalarn nedeniyle se-
rolojik olarak tespit edilen antikortarin enfeksiyondan
kaynaklanip kaynaklanmadiginin tespiti gugtor. Ul
kemizde yapilan caligmalarda (Akga, 1981; Cabalar
ve Akga, 1994; Bilge, 1996: Ertlrk ve ark., 2002)
B8HV-1 ve BVDV'lanna karg yiksek oranlarda (% 60-
80) seropozitiflik tespit edilirken virus izolasyonu veya
viral antijen tespiti daha az oranlarda oildirilmigtir.
BVDV ydn0nden yapllan ¢aligmalarda, Burgu ve ark.
(1999) persiste virus enteksiyonunu %0.25 oraninda,
Ozkul ve ark. (1995) ise sii¢D isletmelerde ortalama
%0.3 oraninda tespit eimiglerdir. Ertirk ve ark. (2002)
TUrkiye genelinde yaptikian ¢alismada BVDV antijeni
tespit ettikleri hayvanlann oranint %1.4 olarak be-
litirken, Simgek ve Oztiirk (1997) 142 hayvanin
2'sinde viral antijen tespit etmislerdir. Ak ve ark.
{2002) ise nispeten yiksek oranda (%13.4) viral an-
tijlen varligin: bildirmiglerdir. Semenden ise BVDV tes-
pitini bildiren bir caligmaya rastlanmarmuistir.

BHV-1'in semen 6mekierinden PCR ydntemi ile
tespiti konusunda ¢ogunlukla deneysel olarak en-
felte edilen bogalardan elde edilen veya dogrudan
virus ilave edilen semenlerde (Xia ve ark., 1995; Wag-
ter ve ark., 1996; Kataria ve ark., 1897; Smits ve ark.,
2000) ve dogal enfekte boda semenleri ile (De Gee
ve ark,, 1996, Rocha ve ark., 1998; Rola ve Zmud-
zinski, 1999) bir ¢ok ¢alisma yapilmistir. Genel olarak
PCR teknidinin virus izolasyonundan daha duyarl ol-
dugu bildirtmektedir. Bunun nedeni PCR teknidi ile
BHV-1'e ait genomun tespiti yapilirken, virus izo-
lasyonu lle enfeksiydz panikillern tespit edi-
lebilmesidir. BHV-1 genom sayisinin, enfeksiydz par-
tikUllere oramnin  30-100 arasinda  olabilece§
bildiriimektedir (Van Engelenburg ve ark., 1993; Van
Engelenburg ve ark., 1995). Bu nedenle teorik olarak
PCR tekniginin virus izolasyonundan daha duyarli ola-
bilecegi gorilmekiedir. Ayrica semen iginde bulunma
olasiligl olan nétralizan antikorlar ve dondurulan se-
menlere katilan ¢esitli maddeler virusun enfektivitesini
etkileyebilmekiedir, Van Engelburg ve ark. {1995)
BHV-1'i nétralize eden antikorlarin ilk tespit ediimeye
bagladidr 8-13. gUnlerde virus izolasyon oraninin azal-
digini tespit etmislerdir. Arastincilar ayni zamanda de-
neysel enfeksiyondan 65 gin sonrasina kadar baz
semen drneklennde PCR ile BHV-1 tespit edebilirken
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virusu izole edememiglerdir. Smits ve ark. (2000)
prepusyal bogluklarina BHV-1 inokule ettikleri bo-
Jalardan enfeksiyondan sonraki 107. gine kadar
haftada iki kez semen dmeklerini toplayarak, 3 ayri
PCR yoéntemiyle incelemigler ve hem taze semen
hem de dondurulmus semen émeklerinde PCR yén-
teminin virus izolasyonundan daha duyarli oldugunu,
ancak taze semende virus izolasyonu ve PCR'In
dondurulmus semenden daha duyarfi oldugunu tes-
pit etmislerdir. De Gee ve ark. (1996) bir suni to-
humlama merkezinde bogalarda dogal BHV-1 en-
feksiyonu nedeniyle, vakanin tespitinden 2 ay dnce
ve 2 ay sonraki dénem slresince toplanan, 110 bo-
Jaya ait toplam 2383 donmus semen émegini PCR
ile test etmisler ve 4'UnG pozitif bulmuslardir. PCR
pozitit érneklerin sadece 1'inde virus izolasyonu ya-
pilabilmigstir; seropozitift 23 boJadan alinan toplam
318 taze semen d6rnegdinin ise 11'inde (5 hayvana ait)
BHV-1 DNA'sI tespit edilmistir. Rola ve Zmudzinski
(1999) yaptiklar ¢alismada, yine BHV-1 enfeksiyonu
tespit edilen bir suni tohumlama merkezine ait boga
semenlerinde virus izolasyonu ile PCR tekniginin du-
yarliligint benzer bulmuglar, ancak nested PCR ile bu
duyarihigin 10 kat artidini bildirmiglerdir. Yapilan ga-
ismalarda (Masri ve ark., 1996; Kataria ve ark.,
1997, Rocha ve ark., 1998) nested PCR veya PCR
arinlerinin dot blot ile analizinin duyarliligi artirdigi
gorGlmektedir. Ayni zamanda PCR sartlarinin op-
timizasyonu ¢ok énemili olup, érneklerin hazifanmasi
ve uygulanan DNA ekstraksiyon yéntemi, PCR amp-
lifikasyonu igin segilen hedef genler testin du-
yarliligini etkilemektedir.

Bu galigmada, Smits ve ark (2000) tarafindan
yapilan karsilastirmali arastirmada duyarliigi en fazla
bulunan primer ¢ifti ile birlikte semende &nerilen
DNA ekstraksiyon yontemi uygulandi, ancak in-
celenen 6rneklerde virus izolasyonu ve PCR ydn-
temi ile BHV-1 tespit edilemedi. Belirtilen potansiyele
ragmen diger saha cgaligmalannda da dogal va-
kalardan semen ile virus atihminin yaygin olarak tes-
pit edilemedidi gérulmektedir. Bu durum en-
feksiyonun alinma yolu, enfeksiyonun dénemi, saha
suglarinin dzellikler, alinan virus miktari, ayrica ko-
nakgi direnci veya hayvanlann maruz kaldi§ stres
durumlan gibi birgok faktérden etkilenebilir. Ancak
BHV-1 ve BVDV'lan disik de olsa tasidiklari bu po-
tansiyel nedeniyle uluslar arasi hayvan, semen ve
embryo ticaretine engeller getirmekte ve era-
dikasyonlan bilylk 6nem tasimaktadir. Suni to-
humlama merkezlerinin bu enfeksiyonlardan ari
olmak igin uluslar arasi standart kurallara (OIE Ani-
mal Health Code) gore periyodik testleri uy-
gulamalari ve gerekli biyoglvenlik tedbirlerini al-
malar gerekmektedir.
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