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Vi

ONSOZ

Tim diinyada yaygimlik gosteren Equine Herpes Virus 2 ve Equine Herpes Virus 5
enfeksiyonlar1 erigkin at ve taylarda oOzellikle baz1 bakteriyel hastaliklara
predizpozisyon olusturabilmektedir. Her iki etken iist solunum yolu semptomu
gosteren ya da gostermeyen atlardan izole edilebilmektedir. Patogenezleri tam olarak
bilinmemekle beraber 6zellikle EHV-2’nin solunum sisteminin énemli patojenleri ile
birlikte bildiriliyor olmasi etiyolojik ajan olarak EHV-2 ve EHV-5 baglaminda bir
sorgulama yapilmasi geregini dogurmaktadir.

Ulkemizde Malatya, Eskisehir ve Bursa illerinde yerlesik, kamuya ait ii¢
isletme Tirkiye ve Ortadogu’da Arap at1 yetistiriciliginde en Snemli yetistirici
durumundadir. Bu isletmelerde yetistirilen atlar her yil yaris at1 olarak kullanilmak
tizere, bu alanda faaliyet gosteren yetistiricilere arz edilmektedir. S6z konusu
isletmelerde pneumoni olgular1 ve buna bagh tay o6liimlerinin oldugu ya da tedavi
sonrasinda yarig ati olma yetenegini kaybeden atlarin oldugu bilinmektedir. Bu
calismada EHV-2 ve EHV-5 enfeksiyonlarinin iilkemizde bir sektor halini alan ve
onemli bir ekonomik boyutu olan yaris ati yetistiricili§i yapilan isletmelerde
varhigi/yayginligi ilk kez sorgulanmis olup, izolasyon ¢aligmasi sonunda izole edilen
saha viruslari, daha sonra yapilmasi planlanan molekiiler karakterizasyon ve as1
gelistirme c¢alismalart i¢in  kullanilabilir niteliktedir. Bu c¢alisma kapsaminda
gelistirilen EHV-5 real-time PCR tamida hizli ve hassas bir yontem olarak
kullanilabilecek ve gelistirilecek benzeri teshis metotlar1 igin 6rnek teskil edecektir.
Bu calisma Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Miidiirliigii tarafindan
10B3338009 proje numarasi ile desteklenmistir.
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DNA: Deoksiribo Niikleik Asit
dNTP : Deoksiniikleotid triphosphate
DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium
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1. GIRIS

Equine Herpesvirus 2 (EHV-2) ve Equine Herpesvirus 5 (EHV-5) yarig ati
endiistrisinde  kayiplara yol agan, patogenezleri tam olarak bilinmeyen
enfeksiyonlarin etkenidirler (Nordengrahn ve ark 2002, Wilcox, 2004). Bu iKi
gammaherpesvirustan EHV-2’nin direkt olarak ya da sekonder viral ve bakteriyel
patojenlere predispozisyon olusturarak iist solunum yolu hastaliklarina yol agtigi
bilinmektedir (Kershaw ve ark. 2001; Craig ve ark. 2005). EHV-5’in solunum
sistemi enfeksiyonlarindaki rolii halen tartisilmakta olmasina karsin multinodiiler
fibrozis ve dermatit olgularinda tespit edilmistir (Verryken ve ark., 2010; Ko6nig ve
ark 2011; Marenzoni ve ark., 2011).

Equine Herpesvirus 2 diinyadaki at populasyonunun biiyiik bir ¢ogunlugunda
tespit edilmis olup, bazen %80-%90 oraninda seropozitiflige ulasabilmektedir.
EHV-5 enfeksiyonu da yaygin olarak goriilmekle beraber, EHV-2 enfeksiyonuna
oranla daha diisiik prevalansa sahiptir (Borchers ve ark., 1999; Craig ve ark., 2005).

Equine Herpesvirus-2 ilk defa 1963 yilinda ist solunum yolu semptomu
gosteren bir attan izole edilmis olup, LK susu olarak isimlendirilmistir (Plummer ve
ark., 1963). Onceleri cytomegaloviruslarla benzer sitopatoloji ve in vitro konakg1
spesifisitesi gostermesi sebebiyle betaherpesvirus ailesine dahil edilen virusun daha
sonra yapilan sekans analizi ¢alismalari, EHV-2 ve EHV-5"in antijenik olarak yakin

iliskili gammaherpesviruslar oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Telford ve ark., 1993).

EHV-2 izolasyonundan 24 yil sonra 1987°de diger bir gammaherpesvirus
olan EHV-5 izolasyonu gerceklestirilmistir (Browning ve ark., 1987). EHV-2 ile
benzer guanin-sitozin igerigi ve guanin fosfat sitozin yayilimi gostermektedir
(Telford ve ark., 1993).



1.1. Etiyoloji ve EHV-2, EHV-5 Genom Yapisi

Tek tirnakli hayvanlarin solunum sistemi enfeksiyonlarinda bazi bakterilerin
(Streptococcus zooepidemicus, Rhodococcus equi, vb.) yanisira adenoviruslar, equine
influenzavirus, equine arteritisvirus ve alpaherpesviruslar (EHV-1 ve EHV-4) 6nemli
yer alan etiyolojik ajanlardir (Borchers ve ark., 2005; Dynon ve ark., 2001,
Nordengrahn ve ark., 1996 ve Nordengrahn ve ark., 2002). Bunlardan baska bir
gammaherpesvirus olan EHV-2 de son yillarda solunum sisteminin patojenleri i¢inde
degerlendirilmeye baslanmistir. EHV-2 ile ayni alt ailede bulunan EHV-5 ise diger
bazi etkenler ile gelisen solunum sistemi enfeksiyonlarinin predispoze faktorii olarak

tanimlanmaktadir (Agius ve ark., 1994; Bell ve ark., 2006).

Herpesviridae ailesi, viruslar i¢erisinde kompleks ve genis bir ailedir. Bu aile
simdiye kadar tanimlanan 120 tiiriin disinda bagka tiirleri de barindirmaktadir
(Minson ve ark., 2000). Herpesviruslarin virionlart 200-250 nm ¢apindadir ve
yaklasik 125 c¢apindaki ikozahedral kapsidle ¢evrelenmis linear ¢ift sarmal DNA
igerir (Davison ve Clements, 1997). DNA biyikligi 125-290 kbp arasinda
degisiklik gosterir. DNA’y1 saran ikozahedral kapsid T=16 simetrisine sahiptir.
Ikozahedral kapsid birgok proteini iceren tegiimente gomiilii ve ¢esitli viral
glikoproteinleri iceren lipid membranla sarilmig durumdadir (Pellet ve Roizman,
2006).

Herpesviruslar temel olarak 3 alt aileye ayrilmislardir. Bu alt aileler alfa, beta
ve gammaherpesvirinae alt aileleridir (Davison ve ark., 2009; Domingo ve ark.,
2008) (Sekil 1.1).



CeHV-2 | Simplexvirus

Varicellovirus Alphaherpesvirinae

1
Ca T MImomn oo
T T T O O
LT = =— = L T T
e
(=) —_— T —

GaHv-3 |Mardivirus

1 lltovirus
ChHV-5 _(No genus)

CEHU:E Cytomegalovirus

Tuv-1 - (No genus) Betaherpesvirinae

Muromegalovirus
CavHv-2 (No genus)
HHV-T :Roseumwms

Lymphocryptovirus

OvHV-2  |Macavirus

EHV-2 _Percavirus Gammaherpesvirinae

Rhadinovirus

|
|Tﬁﬁr|1ﬂlr'1ﬁb;wr|ﬁ

=i (.1 Divergence — MuHV4 | i

Sekil 1.1. Herpesviridae ailesi filogenetik iligkiler.
H, human; Ce, cercopithecine; Pa, panine; Mc, microtus; Ma, macropodid; Bo, bovine; Su,
suid; E, equid; Ga, gallid; Me, meleagrid; Ps, psittacid; Ch, chelonid; Pn, panine; Ao, Aotine;
Sa, saimiriine; Tu, tupaiid; Mu, murid; Cav, caviid; Cal, callitrichine; Al, alcelaphine; Ov,
ovine; At, ateline (Domingo ve ark., 2008).

Tek tirnakli hayvanlarda bugiine kadar 11 herpesvirus tanimlanmis olup,
bunlar alphaherpesvirinae ve gammaherpesvirinae alt ailelerinde yer almaktadir

(Fortier ve ark., 2010). Alphaherpesviruslardan olan Equine Herpes Virus tip 1



(Equine Abort Virus) atlarda respiratorik enfeksiyon, abort ve norolojik olgularda
izole ve karakterize edilmis; EHV-4 (Rhinopneumonitis Virus) ise respiratorik
enfeksiyon ve abort olgularina ilgili olarak tanimlanmistir (Patel ve Heldens, 2005).
Equine Herpes Virus Tip 3 genital sistem enfeksiyonu (Equine Coital Exanthema
Virus) patojeni olarak bilinmektedir (Gleeson ve ark., 1976). Son yillarda dogal
konakgist kesin olarak bilinmeyen EHV-9 virusu vahsi atlarda tespit edilmistir.
Eseklerde ise EHV-1 homologu (Asinine Herpes Virus tip 3, AHV-3) ve EHV-3
homologu (Asinine Herpes Virus tip 1, AHV-1) olan alphaherpesviruslar ile
gammabherpesviruslardan olan Asinine Herpes Virus tip 2, Asinine Herpes Virus tip
4, Asinine Herpes Virus tip 5 tespit edilmistir (Browning ve ark., 1988; Borchers ve
ark., 2005 ve Bell ve ark., 2008).

Gammaherpesvirinae alt ailesinde yer alan atlarda enfeksiyon olusturan
viruslar ise Equine Herpesvirus 2 ve Equine Herpesvirus 5°dir. Onceleri
cytomegaloviruslarla benzer sitopataloji ve in vitro konake1 spesifisitesi gostermesi
sebebiyle betaherpesvirus ailesine dahil edilen bu herpesviruslar, sitopatojenik
equine orphan viruslar olarak adlandirilmiglar; daha sonra yapilan sekans analizi
calismalar1 EHV-2 ve EHV-5’in antijenik olarak yakin iliskili viruslar oldugunu
ortaya koymus ve s6z konusu bu etkenler gammaherpesvirinae alt ailesi percavirus
genusunda siniflandirilmislardir (Telford ve ark., 1993; Plummer ve ark., 1969;
Davison, 2010) (Cizelge 1.1.). Her iki virusun yanisira B-hiicre lenfomasi ve
nasofarengeal karsinomaya yol agan Epstein-Barr virusu da igeren
gammaherpesvirinae alt ailesi, diger herpesviridae alt ailelerinde goriildigii gibi
latentlik Ozelligi gosteren bir alt ailedir (Gleeson ve ark., 1985; Drummer ve ark.,
1996; Borchers ve ark., 1999 ve McGeoch, 2011).



Cizelge 1.1. Tim dizin analizi bilinen gammaherpesviruslar (McGeoch 2011)

Virus Tiiri Virus Adi Genom Baz Referans ve
Kisaltmas1  Biiyikligi Kompozisyonu  aksesyon numarasi
(kbp) (G+CO)b
Epstein-Barr EBV 154 59b Baer ve ark. (1984);
Virus (Human V01555
HV-4) Parker ve ark.
(1990); M35547
Human HV-8 HHV-8 141 54 Russo ve ark.
(Kaposi’s (KSHV) (1996); U75698
Sarcoma-iliskili Neipel ve ark.
herpesvirus) (1997); U93872
Rhesus RRV 131 52 Searles ve ark.
Rhadinovirus (1999); AF083501
(cercopithecoid Alexander ve
HV-17) ark.(2000);
AF210726
Mouse HV-68 MHV-4 118 46 Virgin ve ark.
(Murine HV-4) (1997); U97553
Nash ve ark.2011);
AF105037
Herpesvirus ateles HVA 108 37 Albrecht (2000);
(ateline HV-3) AF083424
Herpesvirus HVS 113 35 Albrecht ve ark.
saimiri (saimiriine (1992); X64346
HV-2)
Equine HV-2 EHV-2 149 58 Teldford ve ark.
(1995); U20824
Wildebeest AHV-1 131 46 Ensser ve ark.

herpesvirus
(alcephaline HV-1)

(1997); AF005370




EHV-2, diger gammaherpesviruslar gibi B lenfositleri latent olarak enfekte
etmektedir. Bundan bagka {ist solunum yolunda, merkezi ve periferal sinir
sisteminde, lenf nodiillerinde de etken tespit edilmistir (Drummer ve ark., 1996;
Rizvi ve ark., 1997).

EHV-2 ve EHV-5 biyolojik 0Ozellikleri sebebiyle gecici olarak
cytomegaloviruslar olarak degerlendirilip (Plummer ve ark., 1969), beta
herpesvirinae ailesinde klasifiye edilmistir. EHV-5’in EHV-2’den ayrimiysa
betaherpesviruslarin genomik heterojenitesinin arastirildigi ¢alismada gergeklesmis,
izole edilen 4 sus southern blot hibridizasyonu ve genom biiyiikligli agisindan
farklilik gostererek yeni betaherpesviruslar olarak tanimlanmislardir (Browning ve
ark., 1987a). Daha sonralar1 her iki virusun genomlarindan elde edilen sekans
analizleri EHV-2 ve EHV-5’in kesin bir sekilde gammaherpesviruslar oldugunu ve
aminoasit kodlayan 25 EHV-2 ve 28 EHV-5 geninin diger herpesviruslarla belirgin
homoloji gosterdigini ortaya ¢ikarmistir (Telford ve ark., 1993; Telford ve ark.,
1995).

Ik karakterize edilen EHV-2, LK susu olup linear, ¢ift iplik¢ikli genom
184,427 bp biiyiikliigiinde ve %57,7 G+C igerigine sahiptir. LK susunun tiim sekansi
daha sonra yayimlanmis olup, EHV-2 genomunun arastirilmasiyla bu virusun sahip
oldugu ve konak¢1r immun cevabinin asagi regiilasyonuna yol agan interleukin-10"u
da igeren birgok genin varligini ortaya ¢ikarmustir (Telford ve ark., 1995). Bu
genlerden kemokine reseptorii benzeri E1, E6 ve ORF 74 tarafindan G proteini
olarak da bilinen {i¢ homolog hiicresel yedi transmembran reseptor kodlanmaktadir
(Rode ve ark., 1994, Telford ve ark., 1995). EHV-5 ise 179 kbp biiyiikliigiinde,
EHV-2’ye gore daha kisa bir genoma sahip olmakla beraber her iki virusun G+C
icerikleri benzerdir. Her iki virusun bir¢ok ortak epitoplari yanisira tip spesifik
epitoplar1 da mevcuttur. EHV-2 terminal ve kisa i¢ tekrarlara sahipken, EHV-5’¢ ait

tekrarlayan sekans bulunamamistir (Agius ve ark.,1992; Telford ve ark., 1995).

EHV-2 ve EHV-5 korunmus sekanslari arasinda, hem DNA hem de aminoasit

seviyeleri arasinda %60 benzerlik bulunmakta olup, bu yakinliklari diger



herpesviruslara oldugundan daha yiiksektir (Gleeson ve Studdert, 1977; Agius ve
ark., 1994b). Takacs ve ark. (2001) 20 adet tam sekansi ¢ikarilmig herpesvirus
genomundaki diniikleotid frekansini incelemis; EHV-2 ve EHV-5’de de CpG
dintikleotidlerini diger gammaherpesviruslardaki gibi eksik bulmuslardir. TpG ve
komplementeri CpA ise rhesus rhadinovirusun iki susu hari¢, diger lenfotropik
gammaherpesviruslarda oldugu gibi fazla bulunmustur. EHV-5’in tim genomunun
dizin analizi sonucunda tiim herpesviruslar tarafindan paylasilan ve molekiiler tani
aract olarak kullanilabilecek korunmus bir bolge tespit edilmistir (Agius ve ark.,

1992).

EHV-2 ve EHV-5 genomlari, Herpesvirus saimiri (HVS) ve Epstein Barr
Virus (EBV) gammaherpesviruslariyla genetik benzerlik géstermektedir. EHV-2 ile
HVS arasinda ortalama %52, EHV-2 ve EBV arasinda ise %46 aminoasit sekans
benzerligi vardir. EHV-5 ile HVS ve EBV arasinda ise sirasiyla %51 ve %44
benzerlik bulunmaktadir. EHV-2nin sekiz proteini HVS ile benzerlik gdsterirken
sadece bir proteini EBV ile benzerlik gostermektedir (Agius ve Studdert, 1994b).

Herpesviruslarin olduk¢a korunakli bir bolgesi olan ve iki distilfit bagindan
olusan glikoprotein B enfektivite i¢in gerekli olup, virionun filizyonunda rol
almaktadir (Pereira, 1994; Holloway ve ark., 1998). Holloway ve ark. (1998),
oncelikle EHV-2’nin gB karakterizasyonunu gergeklestirip gB’nin virion zarinda
320 kDa biiyiikliigiinde bir dimer olarak varoldugunu western blot analizi ile ortaya
koymuslardir. Sonrasinda EHV-5 gB’nin sekans analizi ve karakterizasyonunu
tamamlamis ve EHV-2 ile aminoasit sekansi karsilastirmasini gergeklestirmislerdir
(Holloway ve ark., 1999).

Franchini ve ark.’in (1997) oligoniikleotid primerlerinin kombinasyonuna
dayali olarak yaptiklar1 c¢aligmada, PCR reaksiyonu sonucunda EHV-2 spesifik,
EHV-5 spesifik ve tek basina ya da diger iki virusa ait bantlarla beraber olusan bir
fragman gozlemlenmistir. Bu fragmani veren dort farkli izolatin klonlanmasini ve
takip eden dizin analizi sonucunda EHV-2 delesyon ya da insersiyon mutasyonlar1

tespit edilmistir. Bu mutasyona ugramis EHV-2’nin bahsedilen {i¢ fragmanin tespit



edildigi bir kiiltirden plak purifikasyonu da gergeklestirilmistir. Bu fragman diger
tirtinlerden farkli bir amplifikasyon olup bir PCR amplifikasyonuna bagli nonspesifik
bir bant degildir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar equine gammaherpesviruslarin

tahmin edilenden daha yiiksek heterojeniteye sahip oldugunu gostermistir.

Equine gammaherpesviruslarin heterojenitesinin arastirildigi  bir bagka
calismada Dunowska ve ark. (2000) tarafindan gergeklestirilmistir. Calismada 17
adet Yeni Zellanda EHV-5 izolati Avustralya prototip susuyla karsilastirilarak EHV-
5’in genetik degiskenligi arastirilmistir. Bu amagla EHV-5 gB geni ¢ogaltilmis ve
restriction fragment length polymorphism teknigi kulanilarak klonlanan PCR
rtinleri arasindaki farkliliklar gozlemlenmistir. Farkli atlardan saglanan EHV-5
izolatlar1 arasinda yiiksek heterojenite gdzlenirken, ayni attan daha sonra yapilan
orneklemelerde homojenite saptanmustir. Viruslardaki mutasyona bagli bu

heterojenite atlarin farkli suslarla enfeksiyonuna yol agmaktadir.

1.2. Epidemiyoloji

EHV-2 enfeksiyonu tespiti, Almanya (Borchers ve ark. 1999), izlanda (Torfason ve
ark., 2008). Ingiltere (Rizvi ve ark., 1997), Avustralya (Reubel ve ark., 1995) Yeni
Zellanda (Plummer ve Waterson, 1963), Amerika (Kemeny ve Pearson, 1970),
Tirkiye (Ataseven ve ark. 2010a) gibi bircok iilkede bildirilmistir. EHV-2
enfeksiyonu erigkin at popiilasyonunda endemik olup, Kemeny, L ve Pearson, JE
(1970) atlarin, kan I6kositlerinin  %88,7’sinden EHV-2 izolasyonu
gerceklestirmiglerdir. EHV-2 tiim diinyada gosterdigi yayginlik, saglikli ve semptom
gosteren hayvanlardan izole edilebilmesi ve sekonder enfeksiyonlara predispozisyon
olusturmasi agisindan dnem arz eden bir etkendir. Ust solunum yolu enfeksiyonuna
bagli ekonomik kayip yasayan bir isletmedeki 2-4 aylik tay ve annelerinde yapilan
epizootiyolojik bir caligmada, EHV-2’nin 2 ile 6 aya kadar persiste olarak kaldig1 ve
yash taylarda viral enfeksiyona bagli sekonder enfeksiyonlarin tespitinin daha
yiiksek oranda oldugu saptanmistir (Fu ve ark., 1986). Taylarda yiiksek titrelerde

maternal antikor bulunmasina ragmen enfeksiyon sekillenebilmektedir (Turner ve



Studdert, 1970; Wilks ve Studdert, 1974; Nordengrahn ve ark., 2001; Bell ve ark.,
2006a).

EHV-2 enfeksiyonu diinyada oldukg¢a yaygin olmasina karsin, arap atlarinda
EHV-2’nin arastirildigi siirli sayida ¢alisma vardir (Nordengrahn ve ark. 2002;
Amer ve ark. 2011). Amer ve ark. (2011) ilk defa misir arap yaris atlarinda equine
herpesviruslart aragtirmis, poliklonal antikor havuzu sistemiyle ¢alisan hiicre-ELISA
sistemini kullanarak materyaller arasinda EHV-1, 2 ve 4’¢ kars1 %36.56 pozitiflik
saptamiglardir. Daha sonra pozitif 6rnekler semi-nested PCR testiyle tiplendirilerek,
3 6rnek EHV-1, 17 6rnek EHV-2, 7 6rnek EHV-4, bir 6rnekse hem EHV-1 hem de
EHV-4 yoniinden pozitif olarak tespit edilmis ve diinyada arap atlarinda equine
herpesvirus enfeksiyonlarinin arastirildigi ilk ¢alisma gerceklestirilmistir (Amer ve

ark. 2011).

EHV-5 diinyanin ¢esitli bolgelerinde iist solunum sistemi bulgular1 gosteren
ve gostermeyen 3 ayliktan yetiskin atlara kadar farkli yaslardaki hayvanlarda burun
akintis1 ve organlarda tespit edilmistir (Agius ve Studdert, 1994; Reubel ve ark.,
1995; Borchers ve ark., 1999; Nordengrahn ve ark., 2002; Bell ve ark. 2006;
Torfason ve ark., 2008; Herder ve ark. 2012). Fransiz atlarinda bronkoalveoler ve
tracheal lavaj sivisinda varligi PCR ile gosterilen EHV-5in Isvigre ve Almanya’da
da tespiti yapilmistir (Franchini ve arkl., 1997; Borchers ve ark., 1999; Fortier ve
ark., 2008). Virusun Amerika’da ilk izolasyonu ise 2006 yilinda gerceklestirilmis
olup, 2-6 yasindaki 47 yarig atindan toplanan burun akintilarinda PCR ile %64
oraninda pozitiflik tespit edilmistir (Bell ve ark. 2006).

Italya’da tesadiifi olarak seg¢ilmis saglikli Lippizzaner atlari iizerinde yasa
bagli EHV-5 prevalansinin arastirildigi bir caligmada, 4-17 yaslarinda 25; 1-3
yaslarinda ise 30 at 6rneklenmis; yas dagiliminin diisiik oldugu gruba ait nasal akinti
ve kan orneklerinde prevalans (%73 ve %80) yiiksek olan gruba kiyasla ( %40 ve
%?20) daha yiiksek olarak belirlenmistir (Marenzoni ve ark., 2010). Evcil atlarin
yanisira vahsi Przewalski atlarinda da EHV-5’¢ kars1 seropozitiflik gosterilmis ve bu
atlardan EHV-5 izolasyonu kokiiltivasyon teknigiyle gerceklestirilmistir (Borchers



10

ve ark., 1999). Ayni ¢alismada EHV-2 ve EHV-5 viruslariin tek bir atta beraber
tespiti de gergeklestirilmistir. Benzer olarak koenfeksiyon, equine multinodiiler
pulmoner fibrozis olgusu gosteren 24 atta da tespit edilmistir (Williams ve ark.,
2007). Avustralya’da yaris at1 ve damizlik kisraklarda equine gammaherpesviruslarin
multipleks PCR teknigi ile sorgulandigi bir arastirmada da %8 oraninda

koenfeksiyon olgusu saptanmigtir (Reubel ve ark.1995).

Bir¢ok ¢alisma EHV-5 enfeksiyonunun EHV-2 enfeksiyonuna kiyasla daha
diisiik prevalansa sahip oldugunu gostermektedir (Borchers ve ark., 1999;
Nordengrahn ve ark., 2002; Bell ve ark., 2006; Torfason ve ark., 2008). Bununla
birlikte 6rneklenen populasyonlarda %3 ile %64 arasinda tespitleri gergeklesen
EHV-5 daha az sayida ¢alismada EHV-2 enfeksiyonuna kiyasla daha yiiksek oranda
tespit edilmistir (Wang ve ark., 2007; Diallo ve ark., 2008; Fotier ve ark. 2009;
Richter ve ark., 2009; Ataseven ve ark., 2010). Bazi bilim adamlar1 EHV-5’in
prevalansinin diisiik olmasinin alternatif bir hiicre rezervuarinin varligiyla iliskili
olabilecegini bildirmislerdir (Reubel ve ark., 1995). Bununla birlikte EHV-5
izolasyonu son yillarda yayginlik gostermistir (Borchers ve ark. 1999; Dunowska ve
ark. 1999; Dunowska ve ark., 2000; Bell ve ark. 2006).

1.3. Patogenez ve Klinik Semptomlar

EHV-2 enfeksiyonu immunsiipresyon, yarig atlarinda verim distkligi,
lenfadenopati, keratokonjunktivit, faranjit, oral mukozada iilseratif lezyonlar ve iist
solunum yolu semptomlar1 ve aborta yol agmakta olup, tay ve atlardan izole
edilmistir (Thein ve Bohm, 1976; Kershaw ve ark., 2001, Nordengrahn ve ark., 1996;
Borchers ve ark. 2002; Allen and Murray, 2004; Galosi ve ark., 2005; Vengust ve
ark., 2008). Son yapilan calismalar taylarda goriilen atesin lenfositosiz, lenfosit
morfolojisindeki degisiklikler, sitokin ekspresyonu ya da wviral yiikle iligkili
olmadigini, fakat periferal kan mononiikleer hiicrelerin EHV-2 spesifik cevabiyla
iligkili olabilecegini ortaya koymustur (Brault ve ark. 2010). EHV-2 enfeksiyonunun

patogenezinin tam olarak bilinememesi tiim diinyadaki at popiilasyonunda her an ve



11

¢ok yaygin olarak goriilmesinden kaynaklanmaktadir (Allen ve Murray, 2004). EHV-
5 enfeksiyonuyla iligkili klinik semptomlar daha az bilinmesine karsin, bu enfeksiyon
iist solunum yolu semptomlari, ates, faranjit, genislemis lenf nodiilleri ve
multinodiiler fibrosiz olgularina yol agmaktadir. (Franchini ve ark., 1997; Williams
ve ark., 2007; Hart ve ark., 2008, Verryken ve ark. 2010). Son yillarda hem EHV-2
hem de EHV-5’in dermatit olgularinda da tespiti gerceklestirilmistir (Sledge ve ark.,
2006; Herder ve ark. 2012).

Hiicre kiiltiirlerindeki iireme karakteristikleri ayirt edilemeyen EHV-2 ve
EHV-5, saglikl1 atlarda da tespit edilebilmekte olup, tiim diinyada yiiksek prevelansa
sahiptirler (Nordengrahn ve ark. 2002; Diallo ve ark. 2008, Reubel ve ark., 1995).
Atlarda durgunluk, ser6z-mukopurulent nazal akinti, siskin lenf nodiilleri, oksiiriik
ve hafif atesle seyreden ve morbiditesi %100’¢ ulasan salginlara yol agmaktadirlar
(Fu ve ark., 1986., Dunowska ve ark. 2002). Bu iki gammaherpesvirus yasa baglilik
gostermeyerek atlarda dermal ve pulmoner semptomlara yol agabilmektedir (Sledge

ve ark., 2006; Williams ve ark., 2007; Soare ve ark., 2011; Herder ve ark. 2012).

EHV-5 son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, Kuzey Almanya’da bir aygirda
her iki gbziin ¢evresi, ag1z kenar1 ve burun ¢evresinde bir yildir siiren ve intraniikleer
inkluzyon cisimciklerinin gozlendigi deri lezyonunda tespit edilmistir. Bu ¢alisma
EHV-5 ile iliskili dermatitise yonelik ilk calisma olup, insanlarda goriilen

herpesvirus iligkili eritema multiforma ile benzerligi vurgulanmigtir (Herder ve ark.
2012).

EHV-2’ye yonelik olarak yapilan deneysel bir ¢aligmada virus semptom
sekillendirmeden ya da hafif {ist solunum yolu semptomlar1 gézlenen enfeksiyona
neden olmustur (Borchers ve ark., 1998). Ozellikle geng taylarda daha yaygin olarak
goriilen EHV-2 ayn1 zamanda persiste enfeksiyon sekillendirebilmekte, persiste
enfekte bir at genetik olarak farkli olan baska bir EHV-2 susu ile yeniden enfekte
olabilmektedir (Blakeslee ve ark. 1975; Browning ve Studdert, 1987a; Drummer ve
ark., 1996).


http://veterinaryrecord.bmj.com/search?author1=T.+Soare&sortspec=date&submit=Submit
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Lokosit, lenfoid doku, trigeminal ganglia, merkezi ve periferal sinir
sisteminden izole edilebilen EHV-2’nin Strep. zooepidemicus, S.equi gibi bakteriler
ve alphaherpesviruslar (EHV-1 ve EHV-4) ile dual enfeksiyonlarini bildiren
caligmalar vardir (Dynon ve ark., 2001, Edington ve ark., 1994, Rizvi ve ark.1997).
EHV-2 transaktivatorlerinin  EHV-1 gen ekspresyonunu modile edebildigi
bilinmektedir (Purewal ve ark., 1992). Ayrica taylar i¢in siddetli seyreden R. equi
patojeninin iist solunum yolu mukozasina invazyonunda predispoze faktor olarak rol
oynamaktadir (Nordengrahn ve ark., 1996). Nitekim Banbura ve ark. (2004) 3 atta
bakteriyel nedenli solunum sistemi enfeksiyonu ve ndrolojik bozukluklarin siddetinin

belirlenmesinde EHV-2’nin 6nemli rol oynadigini belirtmislerdir.

EHV-2, primer enfeksiyondan sonra B-lenfositlerde kalarak, latentlik
sekillendirebilmekte olup, B lenfositlerdeki IL-10 ve G proteininin viral iiretimi
latent virusun reaktivasyonunda rol oynamaktadir (Drummer ve ark., 1996). EHV-2
periferal sinir sisteminde (%50) merkezi sinir sistemine oranla (%11) daha yiiksek
oranlarda tespit edilebilmektedir. Bu nedenle, trigeminal ganglianin nazal epiteli
innervasyonu da goz oniinde bulundurularak, bu ganglianin EHV-2’nin latentliginde

biyolojik olarak 6nemli olabilecegi diistiniilmiistiir (Rizvi ve ark., 1997).

Fu ve ark. (1986) tarafindan EHV-2 enfeksiyonu epizootiyolojisinin
arastirildig1 bir ¢alismada st solunum yolu hastaliklarina bagli olarak ekonomik
kayiplar goriilen bir isletmedeki safkan taylar 6rneklenmistir. Secilen 16 ¢ift anne ve
taydan 2-4 aylik olanlarin hepsi EHV-2 ile enfekte olmuslar; yapilan ELISA testiyle
serolojik olarak pozitif bulunmuslardir. EHV-2 enfeksiyonu bu taylarda 2 ile 6 ay
arasinda kalict ya da aralikli olarak virus sagilimina yol agarak persistans
gostermistir. Persiste enfeksiyon EHV-2’ye karsi devamli antikor iiretilmesine yol
acmakta; 5. ve 6. aylarda antikor seviyesi en st diizeye ulagmaktadir (Fu ve ark.
1986). Ayrica primer hamster embriyo hiicrelerinin de invitro olarak EHV-2 ile
persiste enfekte olabilecekleri gosterilmistir (O’Callaghan ve ark., 1981; Staczek ve
ark., 1984).
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EHV-2’nin saglikli atlardan izole edilmesi virus izolasyonu ve klinik
semptomlar arasindaki ilskinin incelenmesini giliglestirmektedir. Ayrica EHV-2
antikorlarinin, EHV-2 enfeksiyonuna karsi koruma saglamadigi; onun yerine varolan
EHV-2 yiikiinii yansittig1 goriilmiistiir (Wilks ve Studdert 1974; Gleeson ve Coggins
1985).

1.4. Teshis

EHV-2 ve EHV-5 viruslarinin tanisinda DNA amplifikasyonuna dayali yontemler,
hiicre  kiiltiirti  teknikleri, elektron mikroskop ve serolojik metotlardan

faydanilmaktadir.

Franchini  ve ark’m (1977) vyaptiklar1 bir ¢alismada, equine
gammaherpesviruslarin tespitinde kullanilan en giivenilir metodun kan hiicrelerinin
duyarli hiicrelerle kokiiltivasyonu oldugu sonucuna varilmistir. Calismada izolasyon
amaciyla kokiiltivasyonu yapilan Orneklerin islem Oncesi bir kismindan DNA
ekstrakte edilmis, fakat yapilan PCR sonrasinda gammaherpesviruslarin tespiti
gergeklestirilememistir. Buna karsin ilerleyen pasajlarda virus izole edilmistir
(Franchini ve ark. 1997). Nitekim hem EHV-2 hem de EHV-5 i¢in 3-4 pasaj sonrasi
virus miktar1 artacagindan PCR ile tespitin bu asamada yapilmasi direkt olarak
izolasyon materyaline uygulanmasindan daha basarili bulunmustur (Wang ve ark.,
2007). Equine gammaherpesviruslarin kanda yiiksek oranda tespit edilmesine karsin
EHV-2’nin burun akintilarinda da yiiksek miktarda tespiti ve taylarin yaslar1 arasinda
iliski gdzlenmistir. Ug aylik taylara ait burun akintilarinda en yiiksek miktarda viral
DNA tespiti gerceklestirilmistir (Brault ve ark. 2010).

EHV-2’nin teshisi amaciyla equine dermal, equine fetal kidney, equine fibroblast ve
RK-13 kullanilan hiicre hatlaridir (Plummer ve Waterson, 1963; Hsiung ve ark.,
1969; Fu ve ark. 1987; Gleeson ve Coggins, 1985; Franchini ve ark. 1997; Borchers
ve ark. 1999). EHV-5 izolasyonu amaciyla da equine dermal, primer f6tal at bobrek,

tavsan bobrek ve vero hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir (Borchers ve ark. 1999;
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Dunowska ve ark. 2000; Bell ve ark., 2006a; Ataseven ve ark. 2010). Bir ¢alismada
toplanan burun akintilar1 ve l6kositler equine fotal bobrek, tavsan bobrek ve vero
hiicre hiicre kiiltiirlerine inokule edilerek sitopatolojik etki gdzlenmistir. izolatlar
PCR testine tabi tutularak EHV-5 olarak karakterize edilmistir (Dunowska ve ark.
2000).

EHV-2 ve EHV-5 yakin antijenik iliskileri sebebiyle bu iki virus kros
reaksiyon vermekte olup, serolojik ayrimi ¢ok zayiftir (Telford ve ark., 1993, Agius
ve ark, 1994). Bu nedenle genis spektrumlu antikor testleriyle ayrimi
yapilamadigindan gammaherpesviruslar olarak tanimlanirlar. EHV-2 ve EHV-5
proteinleri arasindaki kros reaksiyon ve immunojeniteyi arastirmak amaciyla western
blot ve ELISA testleri uygulanmis ve testler sonunda iki virusun tip spesifik
epitoplarla beraber bir ¢ok ortak epitop paylastiklart ortaya ¢cikmistir (Agius ve ark.,
1994). EHV-2’nin serolojisinde kullanilan bir diger yontem bloklamali ELISA
testidir. Monoklonal antikor temelli test, taylarda sekillenen akut enfeksiyonlari
basarili bir sekilde tespit etmektedir (Nordengrahn ve ark., 2001). Amer ve ark.’da
(2011) hiicre ELISA yontemiyle, poliklonal antikor havuzu yardimiyla EHV-1,
EHV-2 ve EHV-4 tespitleri gerceklestirmislerdir.

Deneysel olarak EHV-2 LK susuyla bes atin enfekte edildigi bir ¢alismada,
iki tayda kronik faranjit gézlenmis, enfekte hayvanlardan elde edilen virusun EHV-2
ile iligkili olduguna biiyiime karakteristikleri, cpe, inkluzyon cisimcigi olusumu, eter
duyarliligi ve immunfloresans analizler yapilarak karar verilmistir. Yetiskin atlarda
yapilan komplement fikzasyon ya da virus nétralizasyon testinde antikor cevabi
gozlenmemekle birlikte kronik faranjit tespiti yapilan iki tayda komplement
fikzasyon antikor titresinde artis gOriilmiistiir. Notralizasyon testinde ise sadece
taylardan birinde antikor titresinde artig saptanmistir (Blakeslee 1975). Yapilan bir
baska serum nétralizasyon testinin titreleri ile latent enfekte hiicre oranlari direkt

olarak iligkili bulunmustur (Gleeson ve Coggins, 1985).

Equine gammaherpesviruslarin tespitinde ve prevalansiin  belirlenmesinde

kullanilan diger bir test de hassas bir yontem olan PCR’dir. Periferal kan
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mononiikleer hiicrelerinde ve burun akintilarinda viral DNA tespiti PCR testi ile
gerceklestirilmigtir (Reubel ve ark., 1995; Franchini ve ark., 1997; Dynon ve ark.,
2001; Nordengrahn ve ark., 2002; Bell ve ark. 2006a; Wang ve ark., 2007). En ¢ok
calisilan gen bolgesi glikoprotein B (gB) olmasina karsin glikoprotein H (gH) de
olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Birgok arastirict virus tespitinde
giivenilirligi arttirmak amaciyla her iki gen bolgesine yonelik primerlerle de virusun
amplifikasyonunu 6nermektedirler (Nordengrahn ve ark., 2002; Bell ve ark., 20064a;
Marenzoni ve ark.2010). EHV-5 virusunun timidine kinaz gen bdlgesi de PCR’da
amplifikasyonu tercih edilen gen bolgelerindendir (Reubel ve ark. 1995). Aym
zamanda virusun korunmus bolgelerinden olan IL-10 benzeri protein geni ve
ORF64’¢ yonelik ¢alismalar da bulunmaktadir (Borchers ve ark., 1997; Rizvi ve ark.,
1997).

Herpesvirus DNA polimeraz geni PCR reaksiyonuyla tespiti yapilan gen
bolgelerinden birisidir. Equine gammaherpesviruslar ile equine multinodiiler fibrozis
iliskisinin arastirildig1 bir ¢alismada (Williams ve ark., 2007) DNA polimeraz gen
bolgesi amplifikasyonu temeline dayali olarak enfekte atlarin %79.2’si, kontrol
grubunun ise %8.7’si pozitif bulunmustur. Yine ayn1 gen bolgesi, hayvanat bahgesi
ve vahsi dogadaki equidealerde herpesviruslarin tesptinin gergeklestirilebilmesi
amaciyla kullanilmistir. Zebra, vahsi esek ve tapire (yakin akrabasi at ve gergedan
olan memeli) ait kan 6rneklerinde konsensus PCR analizi sonucunda elde edilen
amplikonlar gammaherpesviruslarin DNA polimeraz genleriyle yiliksek oranlarda
(%50) sekans benzerligi gostermislerdir. Vahsi esek ve zebra sekanslart EHV-2 ve
EHV-5 ile %80 sekans benzerligi gostermistir (Ehlers ve ark., 1999).

Hassas ve spesifik bir test olan multipleks PCR da bu iki gammaherpesvirus
amplifikasyonunda kullanilan yontemlerden olup, Avustralya’da bulunan yaris
atlarinda ve Tirkiye’de {ist solunum yolu semptomu gosteren atlarda EHV-2 ve
EHV-5 tespiti i¢in kullanilmistir (Reubel 1995; Dynon ve ark., 2001; Wang ve ark.
2007; Ataseven ve ark. 2010). Metot daha az is glicii gerektirmesi ve daha az

reaksiyon bilesimi kullanilmasin1 sagladigr icin tercih edilmektedir. Son yillarda
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siirli sayida arastirma olsa da EHV-2 tanisinda kullanilmaya baslayan bir diger

yontem ise real-time PCR’dir (Brault ve ark. 2010; Dunowska ve ark. 2011).

EHV-5’in equine multinodiiler fibrozis olgusu gosteren atlarda tespitini
gostermek amaciyla in situ hibridizasyon testinden faydanilmistir. Bu amacgla gH gen
bolgesine spesifik dioxigenin isaretli oligoniikleotid problar kullanilmistir (Williams
2007).

Elektron mikroskobi her iki virusun teshisinde kullanilmakta olup, negatif
kontrast elektron mikroskobide tipik herpesvirus morfolojisi gozlenmektedir. Virusla
iligkili intraniikleer ve intrasitoplazmik inkluzyon cisimcikleri tespit edilebilmektedir
(Plummer ve Waterson, 1963; Bell ve ark., 2006a; Sledge ve ark. 2006; Williams ve
ark. 2007).

1.5. Bagisikhk

Atlarda yaygin olarak seropozitif tespit edilen EHV-2 ve EHV-5 kros reaksiyon
gosteren gammaherpesviruslardir (Agius ve ark. 1994). Siit emen taylarin kan
serumlarinda bulunan EHV-2 maternal antikorlar ilk iki ay azalirken, bu donemin
sonunda baslayan antikor iiretimi 5-6. ayda en tist seviyeye ulasir (Fu ve ark., 1986;
Fu ve ark., 1987). Taylarda EHV-2 prevalansinin arastirildigi bir ¢alismada, 2-7 ay
aralikla iki Ornekleme gergeklestirilmis; ilk Ornekleme zamaninda antikor
saptanamayan bir tay, ikinci 6rneklemede EHV-2 spesifik antikor yoniinden pozitif
olarak tespit edilmistir. Bu tay disinda her iki 6rneklemede de diger tiim taylarda
antikor varhig1 pozitif olarak tespit edilmistir. 1 ile 7 aylik taylara uygulanan virus
notralizasyon testi titrelerine ait regresyon analizleri, antikor titrelerinin yas ile

pozitif iliskili oldugunu ortaya koymustur (Murray ve ark. 1996).

Dunowska ve ark.’in (2011) safkan atlarda EHV-2 kinetigini aragtirdigi bir
calismada ve Brault ve ark.’mn (2010) 5 ay boyunca takip ettikleri 9 taydaki EHV-2
viral yiiklerine benzer sekilde EHV-2 viral yiikii 1 ve 2 aylik taylarda az farkla daha
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yiikksek olarak tespit edilmistir. Her iki calisma taylarin biiylik ¢ogunlugunun
hayatlarinin ilk iki aymmda EHV-2 ile enfekte oldugunu gostermistir. Enfeksiyon
tespit edilen ayni1 grubun i¢inde biliyiik olasilikla maternal antikor barindiran 2-4
giinliik taylarda bulunmaktadir (Dunowska ve ark. 2011). Bu calismaya benzer
sekilde 2 haftalik taylarin 6rneklendigi bir ¢alismada (Murray ve ark., 1996) 27
taydan 10’u EHV-2 pozitif tespit edilmis yine birgok calismada 1 aylik taylardan
EHV-2 izolasyonu gergeklestirilmistir (Fu ve ark., 1986; Nordengrahn ve ark., 2002;
Bell ve ark., 2006b; Brault ve ark., 2010). Yapilan bu c¢alismalar maternal

antikorlarin taylart EHV-2 enfeksiyonuna kars1 korumadigini géstermistir.

Equine gammaherpesviruslara karsi IgG alt smif cevabina iligkin bu giine
kadar bildirilen tek bir ¢alisma bulunmakta olup, 1/800 dilusyonunda 1gG3/5, IgG1l
titresine gore daha yiiksek bulunmustur. 7 erigkin, 2 adet 10 aylik tay IgG3/5
yoniinden pozitif bulunmus olup, geng taylar degisen titrelerde cogunlukla IgG4/7 ile
cevap vermislerdir (Svansson ve ark., 2009). EHV-2’nin biyolojik &zellikleri iizerine
yapilan molekiiler ¢alismalarda (Purewal ve ark., 1992; Purewal ve ark., 1993) EHV-
2’nin, EHV-1 ve EHV-4 virus replikasyon ve regiilasyonunda rol oynayan immediate
early genlerini modiile ettigi gosterilmis, EHV-1, EHV-2 ve HHV-1’in IEG arasinda

homoloji bulunmustur.

1.6. EHV-2 ve EHV-5 Enfeksiyonlarinin Tiirkiye’deki Durumu

Tiirkiye’de equine alfa herpesviruslara yonelik ¢alismalar (Giir ve Yapict 2008;
Ataseven ve ark. 2009, Ataseven ve ark. 2010b) bulunmasma karsin EHV-2 ve
EHV-5 enfeksiyonu ile ilgili calismalar (Ataseven ve ark., 2010a) sinirli sayidadir.
[lk defa 2009 yilinda equine herpesviruslarin sorgulanmasi amaciyla yapilan
caligmaya ait bir bildiride, EHV-1 ve EHV-4’iin yan1 sira EHV-2 ve EHV-5 tespitleri
de bildirilmistir (Bilge-Dagalp ve ark., 2009).
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Bunun disinda Tiirkiye’de equine gamaherpesviruslarin sorgulandigi tek ¢alisma
2010 yilinda yaymnlanmistir (Ataseven ve ark., 2010a). Ust solunum yolu semptomu
gosteren atlarin orneklendigi s6z konusu c¢alismada, EHV-2 ve EHV-5 viruslarinin
yayginlig1r multipleks nested PCR yontemiyle arastirilmistir. Tan1 materyalleri olarak
kan ve burun akimtilarinin kullanildigr bu ¢alismada 127 adet materyalin %19,2’si
EHV-2;  %21,9’u ise EHV-5 yoniinden pozitif bulunmustur. Pozitif bulunan
oreklerden 6 adet EHV-2, 3 adet de EHV-5 susunun sekans analizi
gerceklestirilmis, fonksiyonel olmayan gB gen bolgesi filogenisi Avrupa suslarindan

belirgin farklilik gostermistir.

Bildirilen ¢aligmada iki EHV-2 izolat1 (EHV-2-TR-L1-1 ve EHV-2-TR-L1-3)
Sharp ve ark. (2007) tarafindan tanimlanan 1. altgrup icersine dahil edilmis; sekansi
cikarilan diger dort izolat (EHV-2-TR-NS28, EHV-2-TR-NS3, EHV-2-TR-NS41,
ve EHV-2-TR-NS46) Avrupa suslarindan belirgin bir sekilde farkli bulunarak 2.
altgrup igerisinde ayr bir dalda yer almigtir. EHV-2 ve EHV-5 gB genlerinin sekans
karsilastirmalar1 kendi i¢lerinde ve Avrupa suslar1 arasinda heterojenite gostermistir

(Ataseven ve ark., 2010a).
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Bu c¢alismada, Tirkiye’de varligi, yayginligi konusunda smirli sayida arastirma
(Bilge-Dagalp ve ark., 2009; Ataseven ve ark., 2010a) ile bilgi sahibi oldugumuz,
ancak arap at1 yetistiriciliginde 6nemli yetistirici durumda olan isletmelerde bulunan
arap yaris atlarindaki varligi/yayginligi konusunda herhangi bir bildirim bulunmayan,
EHV-2 ve EHV-5 enfeksiyonlarinin prevalansinin, solunum sistemi enfeksiyonu
klinik bulgular1 gdsteren ya da bu hayvanlar ile ayni isletmede yetistirilen tay ve
erigkin atlardan alinan kan, burun ve gozyasi akintis1 ornekleri kullanilarak
belirlenmesi, EHV-5 enfeksiyonunun tanisi i¢in hizli ve giivenilir bir yontem olan
TagMan real time PCR teknigi gelistirilmesi ve yapilmasi planlanan molekiiler
karakterizasyon ve asi gelistirme ¢alismalart igin saha viruslarmin izolasyonu

hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec
2.1.1. Hiicre Kiiltiirii

Kontrol viruslarin iiretilmesinde ve test materyallerinden (kan, burun ve gozyasi
akintis1) virus izolasyonu calismasinda Equine Dermal ve Rabbit Kidney-13 hiicre
hatlar1 kullanildi. S6z konusu hiicre hatlar1 Freie Universitesi, Veteriner Fakiiltesi,

Viroloji Enstitiisii hiicre koleksiyonu Berlin, Almanya’dan saglandi.

EHV-2 ve EHV-5 saha izolatlarmin tretilmesi amaciyla hiicre kiiltiirlerinde
idame vasat olarak; 25000 U/ml Penisilin ve 20 mg/ml Streptomisin ve %10 Fotal
Dana Serumu (FDS, Biochrom, Almanya) igeren Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, Biochrom, Almanya), virus iiretme vasati olarak ise %2 FDS
iceren DMEM kullanildi.

2.1.2. Referans Viruslar

Arastirma kapsaminda yapilan tip spesifik PCR ve TagMan real time PCR
uygulamalarinda referans viruslar olarak Freie Universitesi, Veteriner Fakiiltesi,
Viroloji Enstitiisii virus koleksiyonundan temin edilen EHV-2 T400 ve EHV-5 P48

susu kullanildi.

2.1.3. Tan1 Materyalleri

Arastirma kapsaminda Tiirkiye ve Ortadogu’da Arap at1 yetistiriciliginde Onemli
yetistirici durumunda olan 3 isletmedeki klinik olarak {ist solunum sistemi

enfeksiyonu bulgular1 gésteren ve bu hayvanlar ile birlikte barindirilan toplam 165
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attan (tay ve erigkin atlar) alinan burun, gézyasi akintisi ve kan ornekleri olmak tizere
toplam 495 materyal kullanildi. Orneklenen 165 at; 17 aygir, 5 emziren kisrak, 49
kisrak, 61 (1-3yaslarinda) tay ve 33 siit emen taydan olustu. Arastirmada kullanilan
tan1 materyallerine ait bilgiler Cizelge 2.1°de sunuldu. Tan1 materyallerinin tiimiinde
EHV-2 ve EHV-5 enfeksiyonlar1 nested PCR ile arastirilirken, virus izolasyonu i¢in
165 adet kan oOrneginin ED ve RK-13 hiicre kiiltiirleriyle Kokiiltivasyonu
gergeklestirildi. Ayrica nested PCR testiyle 17’si pozitif, 34’1 negatif olarak
belirlenen toplam 51 6rnek ise bu arastirma kapsaminda gelistirilen real time PCR

testinde kullanildi.

Sozkonusu {i¢ isletmede zaman zaman Ozellikle geng yastaki hayvanlarda
solunum sistemi bulgular1 gozlendigi bildirilmis; bu isletmelerde solunum sistemi
enfeksiyonu ajanlarindan R. equi tespitleri yapildigi isletme yetkililerinden

Ogrenilmistir.

Cizelge 2.1. Arastirmada 6rneklenen at populasyonuna ait bilgiler

Isletme No I I 11 Toplam
Yer Eskisehir ~ Malatya Bursa

Aygir ) ) 7 17
Materyal Saglanan  Kisrak 9 15 30 54

At Populasyonu  Tay 26 20 15 61

(1-3 yasinda)

Siit emen Tay 5) 13 15 33
Toplam 45 53 67 165

Bu calismada materyal temini Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu'nun 06/01/2010 giin ve 2009-266 nolu karar1 kapsaminda
gerceklestirildi (Ek 2).
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2.1.4. Dana serumu

Virus izolasyonu ve hiicrelerin iiretilmesinde ticari olarak temin edilen fotal dana

serumu (FDS, Biochrom S-0113, Almanya) kullanildi.

2.1.5 Nested PCR

Calismada tip spesifik i¢ ve dis nested PCR primerleriyle pozitif saha 6rneklerinin
tespit edilebilmesi amaciyla Taq Polimeraz Enzimi (MBI, Fermentas, Lithuania)
PCR protokolleri Biometra® Thermocycler, Thermal Cycler PTC 200, Thermal
Cycler (Techne) TC-3000 marka cihazlarda gerceklestirildi ve sonuglarin
goriintiilenmesinde 100 bp DNA merdiveni (MBI, Fermentas, Lithuania) kullanildi.

Arastirmada nested PCR ile EHV-2 ve EHV-5 tanisi i¢in kullanilan gB
genine yonelik olarak tasarlanan primer dizinlerine ilgili bilgiler Cizelge 2.2’de

sunuldu.
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Cizelge 2.2. EHV-2 ve EHV-5 Tip Spesifik Nested PCR’da kullanilan primerler

Virus Prosediir Primer (5°— 3°)* Lokasyon Uriin Referans
(bp) biiyikligi
(bp)

1.TUR

Fw ATCAACCCCACCAGCGTCA 33677 - 33697 Borchers et

Rev TTTTTACTTCTTCCTCTCGTC 34605 - 34625 947 al 2006
EHV-2 2TUR

Fw CCCAGGAACGAGATTGTGCT 33899 - 33919 Borchers et

Rev GCTATGATGAGGACTATGAG 34391 -34411 512 al 2006

1.TUR

Fw CAGACTATGGTGTGGGG 897 - 924 Agius et al
EHV-5 Rev GCTGGCCACGTTCACTA 2224 - 2241 1328 1994

2.TUR

Fw GGACCAAGAGAGCGTGTTTGTG 1681 -1722 Agius et al

TCCCCCAAGAACTGGATAAAGC 492 1994
Rev 2172 - 1294

2.1.6. EHV-5 TagMan Real Time PCR ve Klonlama

Calismada EHV-5 TagMan real time PCR yontemiyle virusun tespitine yonelik

primer ve prob tasarlanmasinda Primer Express Software v3.0 (Applied Biosystems,

ABD) programindan yararlanildi ve virusa spesifik Minor Groove Binding TagMan

probe sentezlettirildi. Probe 5’ucunda VIC, 3’ ucunda ise nonflourescent quencher

(NFQ) boya ile isaretlendi. Standart egri olusturulmasi amaciyla vektor primerler ve

Taq polimeraz enzim (Fermentas, Lithuania) araciligiyla elde edilen EHV-5 PCR

urtinii ve spesifisite reaksiyonunda kullanilmasi planlanan EHV-2 PCR iiriinleri

plazmide klonlandi (pGEM-T Easy Vector System Promega, ABD). Arastirmada
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EHV-5 real time PCR tanisi ve klonlanmasi amaciyla kullanilan primer ve probe

dizinlerine ilgili bilgiler Cizelge 2.3°de sunuldu.

EHV-5 pozitifligi arastirilan saha 6rnekleri Applied Biosystems7500/7500 Fast Real-
Time PCR Sisteminde Perfecta gPCR superMix (Quanta Biosciences, ABD)

kullanilarak Real-time PCR reaksiyonuna alindi.

Cizelge 2.3 EHV-5 TagMan real time PCR ve klonlamada kullanilan probe ve primerler

Lokasyon Uriin

Virus Primer (5°— 37) (bp) biytkligi
VIC-NFQ (bp)

EHV-5 Fw TCGCTGCCATTGACAAACTTGA 1649-1670
EHV-5 Rev TGGACCAAGAGAGCGTGTTTG  1565-1585 63
EHV-5 Probe CCCGGGACCCTTAG 1597-1610
EHV-5 Vector CAGACTATGGTGTGGGG 897 - 924
Primer Fw 1328
EHV-5 Vector GCTGGCCACGTTCACTA 2224 - 2241

Primer Rev
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2.2. Yontem

2.2.1. Test materyallerinin hazirlanmasi

Sitrath tiiplere (K3sEDTA, Greiner bio-one, Almanya) alinan kanlardan 1.077g/ml
yogunlukta izotonik Biocoll soliisyonu (Biochrom AG) yardimiyla periferal kan
mononiikleer hiicreleri elde edildi. Bu amagla plazma uzaklastirildiktan sonra kan
hiicrelerinin iizerine toplam hacim 10 ml olacak sekilde phosohate buffer saline
(PBS) ilave edildi. Esit miktarda Biocoll (10 ml) ve kan (10 ml) kullanilarak
birbirine karigsmayacak tek katmanl bir tabaka haline getirildi. Karisim 1900 rpm’de
15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi periferal kan mononiikleer hiicreleri
(PBMC) topland1 ve 1500 rpm’de 5 dakika siireyle PBS ile yikandi. Yikama
isleminin ardindan siipernatant atild1 ve pellet haline getirilen kan hiicreleri 2 ml PBS
ile sulandirilip 2 ayr1 1 ml’lik tiipe boliindii. Tiiplerin biri kokiiltivasyon yonteminde
kullanilirken digeri ise 1000 rpm’de santrifiij edildikten sonra, siipernatantin

uzaklagtirilmasinin ardindan PCR’da kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

Gozyas1 ve burun akintilart 6rnekleri ise, 3000 rpm’de santrifiij edilmelerinin

ardindan PCR’da kullanilmak tizere -20°C’de bekletildi.

2.2.2.Virus izolasyonu

Kan orneklerinin virus izolasyonu i¢in hazirlanmasindan 2-3 saat 6nce ED ve RK-13
hiicreleri (1x10°/ml) 6 gdzlii tabletlere her bir gozde 4 ml olacak sekilde konuldu.
Biocoll soliisyonu yogunluk farkiyla kanlardan periferal kan mononiikleer hiicreleri
hazirland1 ve tryphan blue (%0,4) ile boyanarak canli lenfosit hiicreleri sayildi
[200’lik biyiitme (10X20) (Olympus CKX41)]. Daha sonra hazirlanan lenfositler
herbir tablet géz i¢in ED ve RK-13 hiicreleriyle ayn1 miktarda olacak sekilde (toplam
4x10° hiicre) kokiiltivasyon i¢in ayrildi. Lenfositler hiicre kiiltiirlerine konulmadan
once tablet gozlerinden 3 ml hiicre sivisi alindi. Bu sekilde lenfositlerin ED ve
RK-13 hiicreleriyle kontakt kurmasi saglandi. Bu sekilde 1 giin 37°C’de %5 CO2’li
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etiivde inkube edildi ve ertesi giin iizerlerine 3 ml vasat ilave edildi. Ekim yapilan
hiicreler dort giin arayla 3 kez pasajlandi. Her ekime ait pasaj sivilari saklandi ve
CPE goriilen gozler 25 cm?lik hiicre kiiltiirii siselerine gecildi. Ekim yapilmis hiicre
kiltirlerinin  %80’ninde CPE goriilmesini takiben, hiicre kiiltiirleri 3 kez -80°C’de
dondurulup 37°C lik su banyosunda hizla ¢ozdiiriilme islemi uygulandi. Kiiltiir
stvilart +4°C de, 3000 rpm’ de, 20 dakika santrifiij edilmelerinin ardindan
porsiyonlanarak -80°C’ye kaldirildi. Daha sonra izolatlarin identifikasyonu islemi,

2.2.3’de tamimlanan sekilde, Nested PCR yontemi ile yapildi.

2.2.3. Nested PCR

2.2.3.1. DNA Ekstraksiyonu

Eskisehir’de yerlesik isletmede bulunan atlardan saglanan gozyasi ve burun akintisi
ornekleri i¢in Sambrook ve ark. (1989) tarafindan tanimlanan DNA ekstraksiyon
metodu; Bursa ve Malatya’da bulunan isletmelerden saglanan tiim materyaller ve
Eskisehir’den saglanan kan 6rnekleri i¢in Viral Niikleik Asit kiti (High Pure Viral
Nucleic Acid Kit, Roche, Almanya) yardimiyla ekstraksiyon islemi gergeklestirildi.

Kit yardimiyla yapilan ekstraksiyon metodunda 200 pl klinik 6rnek iizerine,
icerisine poly (A) ve proteinase K ilave edilmis 200 pl baglayict soliisyon konuldu.
Hizla karistirilmalarinin ardindan 10 dakika 72°C’de inkube edildi ve inkubasyon
stiresinin sonunda tekrar 100 pl baglayict soliisyon ile karigtirildi. High Pure filtre
tiiplere alinan karisim 8.000 x g’ de 1 dakika siireyle santrifiij edildi ve santrifiij
sonunda toplama tiipiinde biriken sivi dokiilerek tizerine 500 pl uzaklastirict
soliisyon eklendi. Tiip 8.000 x g’ de 1 dakika siiren santrifiijiin ardindan iki kez 450
pl yikama soliisyonu kullanilarak yikandi ve en yiiksek hizda 10 sn siireyle santrifiij
edildi. Toplama kabi atildi ve 1.5 ml’lik tiipler (Greiner Kat N0:616201) igerisine
yerlestirilen filtrelere 50 pl eliisyon soliisyonu konularak, 8.000 x g’ de 1 dakika
stireyle santrifiij edilmelerinin ardindan elde edilen DNA’lar nested ve real-time PCR

reaksiyonlarinda kullanilmak amaciyla -20°C’de saklandi.
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Konvansiyonel ekstraksiyon metodunda 300ul klinik 6rnek ve 300 pl soliisyon D
(4.2 M Guanidin tiyosiyonat, 0.75M Sodyum Sitrat dihidrat, 0.33M N-Lauril
sarcosin ve 360 pl 2-merkaptoetanol) karisimi 1.5 ml’lik tiip (Greiner Bioone Kat
N0:616201) icerisinde biraraya getirildi ve 10-15 saniye vorteks (Hedolph, Almanya)
ile karigtirnildi. Karigimm {izerine 325 pl alkali fenol (pH 4), 325 ul
kloroformizoamilalkol [Ch/IsoA (24:1)] ilave edildi ve homojen bir karisim elde
edilene kadar 15 saniye siire ile karistirildi. Tiipler masaiistii santrifiijde, oda 1s1sinda,
12000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda olusan 3 fazin en {ist
fazindan 700 pl yeni bir tiipe aktarildi ve lizerine esit hacimde -20°C’ye sogutulmus
2-izopropanol ve 100 pl 3 M sodyum asetat (pH 5.2) ilave edildi ve karistirildi.
Niikleik asit presipitasyonu i¢in karisim en az 1 saat siire ile -80°C de bekletildi. Siire
sonunda donmus olan karisimlar oda 1sisinda eritildikten sonra, 14000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Coken DNA pelleti, %70’ lik etanol ile yikand1 ve 37°C’ lik
etiivde kurutuldu. Kurutulan pelletler 20 pl deiyonize su (18Mohm/cm, Applichem,
Almanya) ile ¢oziildii. Elde edilen DNA’lar dncelikle nested daha sonrasinda da real-

time PCR reaksiyonlarinda kullanilmak amaciyla -20°C’de sakland.

2.2.3.2. Nested PCR Spesifisite

Calisma igin tasarlanan EHV-2 ve EHV-5 primerlerinin spesifikligini kontrol etmek
amaciyla EHV-2 viral DNA ile birlikte EHV-5, EHV-1, EHV-4 viruslarinin
DNA’lar1 ve EHV-5 viral DNA ile birlikte EHV-2, EHV-1, EHV-4 viruslarinin
DNA’lar1 Borchers ve ark. (1999) tarafindan bildirilen yontem modifiye edilerek
nested PCR reaksiyonuna alind1 (Cizelge 2.4).



28

2.2.3.3. Nested PCR Uriin Eldesi

EHV-2 ve EHV-5 virus siipheli eriskin at ve taylardan alinan kan, gézyasi ve burun
akintis1 6rnekleri EHV-2 ve EHV-5 viruslarinin gB gen bolgesine spesifik primerler
(Cizelge 2.2) kullanilarak, Borchers ve ark. (1999) tarafindan bildirilen yontem
modifiye edilerek nested PCR reaksiyonu gergeklestirildi.

Cizelge 2.4. Calismada kullanilan PCR karigim bilesenleri ve miktarlari

Bilesen Miktar
(ul)
Taq DNA polymerase (5 U/ul) 0.3 ul
(NH4), SO4iceren 10 X Taq Buffer (1.25ml) 3ul
25mM MgCl, 1.8 ul
10mM dNTP mix 1 ul
EHV-2 (gB) ex/ in Forward-Primer (10 pmol/ ul) 1pul
EHV-5 (gB) ex/ in Forward-Primer (10 pmol/ ul)
EHV-2 (gB) ex/in Reverse-Primer (10 pmol/ pul) 1pul
EHV-5 (gB) ex/ in Reverse-Primer (10 pmol/ ul)
DNAse, RNAse ari H,0O 18.90 pul
DNA 3l
Toplam 30 ul

EHV-2 ve EHV-5 DNA amplifikasyonu i¢in tanimlanan 30 pl’lik PCR
karigiminin bilesimi Cizelge 2.4’de sunuldu. EHV-2 i¢in laminal flow altinda (esco
1s0 9001 quality, ABD) EHV-2 (gB) ex Forward-Primer (10 pmol/ ul) ve EHV-2
(gB) ex Reverse-Primer (10 pmol/ pl) ile birinci tur PCR reaksiyonunu takiben daha
spesifik iiriin elde edebilmek i¢in, EHV-2 (gB) in Forward-Primer (10 pmol/ul) ve
EHV-2 (gB) in Reverse-Primer (10 pmol/ pl) primerleri ile ikinci tur PCR
reaksiyonu gerceklestirildi. EHV-5 i¢in EHV-5 (gB) ex Forward-Primer (10 pmol/
ul) ve EHV-5 (gB) ex Reverse-Primer (10 pmol/ pl) ile birinci tur PCR reaksiyonunu



29

takiben daha spesifik iiriin elde edebilmek i¢in, EHV-5 (gB) in Forward-Primer (10
pmol/ ul) ve EHV-5 (gB) in Reverse-Primer (10 pmol/ ul) primerleri ile ikinci tur
PCR reaksiyonu gergeklestirildi. Reaksiyonun 1. turu EHV-2 ve EHV-5 igin aym
reaksiyon 1s1 ve siiresinde toplam 40 siklustan olusmakta olup, denatiirasyon agamasi
94 °C’de 30 saniye, ¢ogaltma asamasi 60°C’de 30 saniye, son uzama agamasiysa
72 °C’de 1 dakika olarak uygulandi. 35 siklus siiren 2.turda ise 1.turdan farkli olarak
¢ogaltma asamasi EHV-2 i¢in 60°C, EHV-5 iginse 66 °C uygulandi. Birinci turda
elde edilen PCR iiriinleri 2.turda hedef DNA olarak kullanildi.

2.2.3.4. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforez Yéntemi ile Goriintiilenmesi

PCR iiriinlerinin gorilintiilenmesi amaciyla %1 yogunlukta olacak sekilde 0.3 gr
agaroz (Prona, EU), tizerine 30 ml 0.5X TAE (Tris-Asetik Asit-EDTA) elektroforez
tampon séliisyonu ilave edildi ve karisim mikrodalga firinda kaynatilarak ¢oziildii.
Agarozun 50-55°C ye sogumasi beklendi ve 0.5 pg/ml etidyum bromide (Sigma,
ABD) ilave edildi. Hazirlanan %]1°lik agaroz, jel tarag: yerlestirilmis jel tasiyicisina
dokiildli. Agarozun donmasi i¢in 15 dakika beklendi. Taraklar cikartildi ve jel
tasiyicist  ile birlikte elektroforez tankina yerlestirildi. PCR  firiinlerinin
biiytikliiklerinin tespit edilebilmesi amaciyla 1 pl DNA merdiveni (100 bp DNA
merdiveni, Fermentas, Lithuania) konuldu. PCR fiiriinleri, 5 kisim firiin, 1 kisim 6X
yiikkleme boyast (10 mM Tris-HCI, %0.03 bromophenol blue, %60 gliserol, 60mM
EDTA) oraninda karistirilarak toplam 6pl hacminde jel taraklart yardimi ile agilan
gozlere aktarildi. Jel’e 8 volt/cm elektrik akimi uygulanarak 30 dakika siireyle
triinler yiiriitildii. Siire sonunda agaroz jel CCD kamera baglantih UV
transilliminatore (Vilber Lourmat, Fransa) nakledildi ve jel gériintiileme sisteminde

(Kodak, Gel Logic 100, ABD) goriintiilenerek fotograflar kaydedildi.
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2.2.4. EHV-5 TagMan Real Time PCR

2.2.4.1. EHV-2 ve EHV-5 PCR Uriinlerinin Klonlanmasi

EHV-5 kontrol virusu P48 susu EHV-5 Vector Fw-Rev primerleriyle 6n
denatiirasyonu 94 °C’de 30 saniye, ¢cogaltma asamas1 60°C’de 30 saniye, son uzama
asamastysa 72 °C’de 1 dakika olmak iizere 40 siklus siiresince g¢ogaltilmasinin
ardindan ticari pirifikasyon kiti (High Pure Cleanup Micro Kit, Kat. No:
04983912001, Roche, Almanya) kullanilarak firma tarafindan onerilen prosediir
uygulanarak saflagtirildi. Aymi sekilde EHV-2 kontrol virusu nested PCR ikinci tur
primerleriyle 94 °C’de 30 saniye, ¢ogaltma agamasi 60°C’de 30 saniye, son uzama
asamastysa 72 °C’de 1 dakika olmak iizere 40 siklus siiresince g¢ogaltilmasinin
ardindan ticari pirifikasyon kiti (High Pure Cleanup Micro Kit, Kat. No:
04983912001, Roche, Almanya) yardimiyla firma tarafindan Onerilen prosediir
uygulanarak saflagtirildi.  Saflagtirilan iriinler pGEMt Easy Vector sistemine
klonland1 (Promega, USA). Bu amagla 5ul 2X Rapid Ligasyon soliisyonu, 1ul T4
DNA Ligase Enzimi, 1ul pGEM-T Easy Vector (50ng) ve 3 ul PCR iirlinii bir gece
boyunca +4°C’de inkubasyona birakilarak ligasyon gerceklerstirildi. Ligasyonu
gerceklesen tirlinden 2 pl alinarak 50 pl JM 109 kompetan hiire ( > 10° cfu / ne,
Promega, Kat. No. L2001) igerisine aktarildi ve buz igerisinde 30 dakika
inkubasyona birakildi. Siire sonunda 42°C’de 45 saniye termal 1s1 blogunda
bekletilmesinin hemen ardindan 2 dakika siireyle tekrar buzda bekletilerek
transfeksiyon gergeklestirildi. PCR {iriiniinii igeren kompetan hiicrelerin lizerine 950
ul SOC medyum ilave edildi ve 37°C 1sida olan karistiricida 1 saat bekletilmelerinin
ardindan, 8000 rpm’de 2 dakika siireyle santriflij edildi. Geriye sadece 100 pl
medyum birakilarak hiicre pelleti resiispanse edildi ve siispansiyonun; ampisilin, X-
Gal ve IPTG igeren LB agara (LB Agar, Luria Bertani, LABM, Kat N0:079948/323,
UK) ekimi gergeklestirildi. Ekim yapilan agarlar 1 gece boyunca 37°C’de
bekletilmelerinin ardindan ligasyon iiriiniinii iceren her tiip i¢in tek bir koloni olmak
lizere beyaz bakteri kolonileri segilerek koloni PCR’lar gerceklestirildi. Pozitif

bulunan koloniler 5 ml LB medyum igerisinde, 5 pl ampisilin ilavesiyle beraber 1
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gece boyunca 37°C 1sida olan karistiricida bekletildi. inkubasyon sonrasinda bakteri
tiretilmis LB medyumun 4 ml’si 8000 rpm’de 2 dakika siiresince santrifiij edildi ve
elde edilen pelletin plazmid izolasyon kiti (Invisorb Spin Plazmid Mini Two, Kat No:
10101404, Invitek, Almanya) kullanilarak, firma tarafindan onerilen prosediire gére

plazmid ekstraksiyonu gergeklestirildi.

Elde edilen iiriinlerde klonlamanin gerceklesip gerceklesmedigi restriksiyon
endoniikleaz enzimleriyle ¢ift ve tek kesim yapilarak kontrol edildi. Bu amagla
oncelikle 1 pl ApaLl enzimi (New England Biolabs), 2 ul, 3 numarali enzim
tamponu, 1 ul BSA, 2 ul DNA ve 14 ul su daha sonrada 1 ul Ncol (New England
Biolabs) enzimi, 1 ul Smal (New England Biolabs) enzimi 4 pl 4 numarali enzim
tamponu, 4 pul DNA ve 30 pl su reaksiyona sokuldu ve 2 saat 37°C’ de
bekletilmelerinin ardindan, %1°lik oraninda hazirlanmig agaroz jelde goriintiilenerek
kontrol edildi. Beklenilen kesim patternini saglayan EHV-5 kolonileri EHV-5
realtime PCR igin pozitif kontrol olarak ve standart egri olusturulabilmesi amaciyla
diliisyonlart yapilarak reaksiyonda kullanildi. Dogru kesim dizilimine sahip EHV-2

kolonileri ise spesifisite reaksiyonunda kullanildi.

2.2.4.2 EHV-5 TagMan Real Time PCR Primer Tasarim

Gen bankasinda tam sekansi ¢ikarilmis gen bolgesi olan ve ¢ok sayida farkli EHV-5
susunun tespit edilmesine olanak saglayan EHV-5 gB gen bolgesi MGB probe ve
primerlerin tasarimi amaciyla secildi. Bu amagla BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) ile EHV-2 ayrim1 agisindan spesifisite saglanacag diisliniilen bolgede
hizalama yapild1 (sekil 2.1). Probe tasariminin uygun olacagi diisiiniilen bu bolgede
istedigimiz MGB probe sec¢imi gerceklestirilemedi. Bu sebeple ayni bolgede
komplementer tasarima karar verildi ve real-time icin yiiksek spesifisite saglayan
MGB probe’da 5 uyumsuz baz igeren bir kombinasyon segilerek probe ve
primerlerin sentezi gerceklestirildi. Primer tasariminda lisansli program olan Primer

Express Software v3.0 kullanildi (Applied Biosystems, ABD).
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Sekil 2.1. EHV-2 ayrimi agisindan spesifisite saglanacagi diisiiniilen gB bolgesinde yapilan
hizalama

3131 B3 13143 3313 33165 317 338 3198 20 3320 233 Jadl 3153 it 33075 33286 2]
1010] CEGRTGITGIGRARGERGTTCCCTAGCGCCATACAGAC CAA e ACGAGR ARG T ACCAT T TAT AGCA AT GCT T AR CCRCCTCTTT TACARCTCCTCT CACTRAT GAAACT TCT TACT TTARCACAACATATCLGTGT GCGTGRCALGACATAGAAGRTGARATTCI
60325592 | 699 CIGGTGITGTGGARGRATTTCCOTACCGCCATACAGACCAACCACCACRARAG T ACCAT T T AT AGCA CATGCT FTAACCGCCTCT T TACAAA TCCTCTCACTGATGAARCT T CTTACTTTARCACAR CAT AT CRRTGT GCATGGCAAGACATAGRAGET GARATTC!
EF182710( 196 CIGRTGITGIGGARGGRTTTCCOCARCACCAT A CA AL C A CCAC G ARG TACCAT T TAT AGCA AT GCT CTARCAGC CTC T T T TACARCTCCTCTCACT AT GAAACT T CT CAAT T TAR T CRGT CATACCCRIGCGCTIGGCAAGECATAGRAGET GRRATT
EF182711 | 196 CIGATGTTGTGGARGGATT T CCCARCACCAT A O AL e GAC] AN G T A CAT T T TAT AGCA CATGCT FIARC CGCCTC T T TACARCTCCTCTCACT AT GAALCT TCT CAAT TTAR T CAAT CATACCCRIGCGCTIRGCAGECATAGRAGRT GAAATT !
60325593 | 895 CIGGIGITGTGGARGGET ITCCCCAGCACCATACAGACCAAGCCAACRARAG T ACCAT T TAT AGCA CATGCT FTAACAGCCIC T T T TACAACTCCTCTCACTGATRRARCT T CT CAAT T TART CAGT CATACCCRIGCECTIGGCRAGECATAGRAGET GRARTT G
EF182712 | 196 CIGRTGITGIGGARGGRTTTCCCCARCACCATACGACC A CCAC ARG TACCATTTTATAGCC GATGC T CIARCCGCCTCTTT TACARCTCCTCTCACT AT GAARCTTCT CAATTTARCCRAT CATACCCRIGCGCTIGGCAAGACATAGRAGET GRAATTC!
EF182709 208 TOGRTATTGTGGAAGGRGT T TCT AL T GCT AT A CA A A CA T GAC A CAGCTACCAT T T AT TGC AR AT T CCATAACCRCTICT T TTCARCT T CTCTACA AR TGAAACT A CCAAT T TARCAR AR CATA CTGRIGT CT CIGEAR CRACCTAGRARATGARATT
00486971 1
EHV-2COMPGRHQ| 919 CTGGTACTGTGRAGRRRGRTT AT GCTAT TR GAC T A AL GAC AR CAGC T A C AT T T T TAC A AT AR C A T ARG AL TG e TT T T ACACTCC CCTGACT RRRGAGAC T CT GAAT TTAACA AR AL AT ACCARTAT G TGTARARACACAT AAAGGAAGARATT ol
HQ247740| 919 CIGGTGCTGTGGAGRGEGCTT COARATGCT AT TCAGACT CARCACGACAACAGCTACCAAT TI TCT T ACCATGACA TAACAGCTGCTTT TACAACTCCCCTGACT GARGAGACA T CT GAAT T TARCAAAA CATACCRRTGTGT CTGEARAGACATAGRGGEAGLARTT G
HQ247739 | 907| CTGGLGCTATGRANAGGATTCTCT AR GCT AT TCARAC CAACCAT LA CAGCTACCATT T TATTGCCAATGAN CTARCAGC TTCTTTCACAACTCC T CICACAAR T GAGACT T T GG GTTTARCAGGACATACAR GTGT CTGTGRGAT ALCAT AGARR AN GARRTTCl
H0247753| 907 CCGGTGCTATGGARAGRATTCTCT AR T GO AT T CAAAC CA A COA T AL A CAGT GCCCAT T TATTGCCAAT AL FTAACAGT TICT T CACAACTCCTCTCACLARTRAGACT T T CRAGTTTARCA FGACATACARGTGT CT CIGGGAT AACATAGRARARGARATTC!
D(486961 1
86962 1
maﬁgn | 4DQ486961 - posl
GU065278| 37| GRATTTAAATGRCATTGRALACCCCT T CCATAGAAT T AT CACARTRAGGAG AT T CAGIGAT GRC T I AR CACARERAAT AT CCCC AR TAT T G ARG AT CT GATAGC AT TATCAGCCTRC CCCRACCCCACACCGTACTT TRT GACAGCATARTTT]
60065262  401) GAGTTTAARTGRCATTGaAALACCCCT T CCAT AL AT TA AT CACART - AGGAGCTRT-T T CAGTGRT CRC T T I CA CA RERART AR T COCC AR TAT T GC ARG T CT GRTAGC AT TATCAGCCTRC CCCRACCCCACACCRTACTT TRT GACAGCATAGTTT!
GU065279| 414 GRATTTAAATGRCAT I GaALACCCCT T CCAT AL AT TAL A TCACART -GGG TAT-T T CAGIGRT GRC T I CC A CA ARG AR AT COCC AR TAT T GC ARG AT CT GRTAGC AT TATCAGCCTRC CCCAACCCCACACCRTACTT TRT GACAGCATARTIT!
GU06S260 |  414| GRATTTAAATGRCATTRRAAACCCCT T CCAT AL AAT T A AT CACART -GGG TAT-T T CAGTGRT GRC T I A CA ARG AAT AT C O CC AR TAT T G AR GAA T LT SGTAGC AT TATCAGCCTRC CCCRACCCCACACCRTACTT TRT GACAGCATARTTT!
GU065281|  421] GRGTTTGAATGECATIGRRALACCCCT TCCAT AL AR T TAL A TCACART - AGGAGCTAT-T T CAGIGRT CRCTT I CC AR GACARERART AT COCC AR TAT T GC AR GAA T CTGRTAGC AT TATCAGCCTRC CCCRACCCCACACCRTACTT TR GACAGCATARTIT]
60737539 1
00486964 1
D(486965 1
HO247738| 916 GRTTTAR T AT ARRARGGAT T T CCAA T GCCAT TC AR A T CAAC A AT AR AT T AT T T AT T AL AN GRTAT AR CAGECT CCTTCTCAAC TCCT TT ACARGAA GARGCT GATT TTARCACCAC TACGCRTGT ATATGRARCAACACGCGAGAAGARRTTC
D(486973 1
HQ247746| 49| TIARITITAT
HQ247751|  910) TEAATT T ATGGAAGGEGTT T TCCAR T GCCAT T AT CAA CAC A AT ACCAGT CTCCAT T T AT TGCC AT AT A TAAC G CICC T TTCTACCCCCT A AL GAAGAGCCT AT TT TAACACCACATACGCATRTATATGRAACARCACGCRAGRAGARATT CARR
H0247752 | 910| THAATTTTATGRAAGRGRTT] TCCAR T GCCAT TCAAACT CAN CACA AT ACCAGTCTCCATTITATIGCC A ATGAT A TARCAGCCTCCTTT TCTACCOCCT A CAR CARGAGACTCAT TT TAACACOACGTACGCCTCTATAT AGAACANCACGCCAGRAGARAT TCARA
H0247753| 916 THAATTTTATGRARGRGRTTT TCCAA TGO AT TCARAC AN CA T GACAACAGC T ACCAT T TTATIGCANAT TCCAT ARG CRCTICTTT T TCARCTTCTCRACAAAATGRRACT GACCAAT TIAACAAR - -~ --- -~ ACATACTGRTGTGTGTGEARGEACGTAGAAL
D(486963 1
EF182706| 220 TEAGTTITATGGAAGGRGTT T TCCALT GCCATTCARACT CALCACA AT AGCAGT CTCCATTTTATTGCCAATGACATARCAGCTICCTTTTCARCTCOCCTGRARGAARAGCCAART ---TTTARCACCACCTACGAGTGTGTGTIGGARCAGTACACARRARGLRATTC]
EF182707 | 220 TOAGTTTTATGaAAGGRGT T TCCAL T GCCAT TCAAACT CAr CACA A TR CCAGT CTCCATTTTATTGCC A AT AT A TARCAGC TICCTT TTCARCTCCCCTGGARGARRAGCCARAT - - TT TARCACCACCTACGRRTGT CT CIGGARCARTACACARR AR GARATTC!
EF182708| 220 TIAGTTITATGGAAGGRGTTT TCCALTGCCATTCARACT CALCACARTAGCAGT CTCCATTTTATIGCCAATGAC A TARCAGCTICCTT T TCARCTCCCCTGRARGARRAGCCAART ---TTTARCACCACTTACGRTGT GTGIGGARCGTACACARRARGRRATTC]
0486970 1
00486967 1
D(486974 1
EF182704( 220 TOAATTTTATGGAAGGRGT T TCCAL T GCCAT TCAAACT CAr CACA A TACCAGT CTCCATTTTATTGCC A AT GAT A TARCAGCCTCCTT TTCTACCCCCTTACA R GAAGAGGCTAAT - - TTTARCACCACCTACGCRIGT LT ATGGARCAACACCCARGARGRRATTC!
EF182705( 220 TRAATTITATGGAAGGRGTTT TCCALTGCCATTCARACT CALCACA AT AGCAGT CTCCATTTTATIGC AT AT ATARCAGCCTCCTTTTCTACCCCCT TACAR GAARAGGCTAAT -- - TT TARCAC CACCTACGCRIGT LT ATGGARCAACACCCARGARGRRATTC!
D(486968 1
EF182696 | 220 TIAATTTTATGGARGGRGTTT TCCAL T GCCAT TCARACT CArCACA A TAGCAGT CTCCATTTTATTGCC AR GAT A TARCAGCCTCCTTCTCTACTCCT T TAGA R GANGAGGCTART - - TT TARCGRGACAT TT AR GTGT AT ATGGARCAACACCCARGARGRRATTC!
FF182607 | 200| TRA AT T AT AR BRI T T C A A TR AT T CAA AT CA A e A TR A AT CTCEATT T TATTCr AN DA T A TAACAGE CTC TT T ET AT CAT TRARA A GARGARAETART - - - PTTAACRAGACA TTTAA RTRTAT AR GRAN R ACAC CARCAA RARATT
Consensus | 33131 ‘T TTTTATGRAAGRREIT CCA TGCCAT‘ CRRAC ACACAL Ac CCATTTIATIGC ATGT TAACAGC ICTD CACCC T GARGA CI T TITAAC CT GG TGER A & GRARITI
{ ]
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2.2.4.3. EHV-5 TagMan Real Time PCR Spesifisite

Calisma i¢in tasarlanan primerler ve probe’un spesifikligini kontrol etmek amaciyla
EHV-5 plazmid ve EHV-5 viral DNA ile birlikte EHV-2 plazmid, EHV-2, EHV-1,
EHV-4 viruslarinin DNA’lar1 Cizelge 2.5°de belirtilen kosullarda reaksiyona alindi.

2.2.4.4. EHV-5 TagMan Real Time PCR Relatif Sensitivite

TagMan real time PCR reaksiyonunda 3,54 x 10° kopya miktari ile pozitif bulunan
bir goz akintist 6rnegi logaritma 10 tabanma goére sulandirilarak nested PCR

reaksiyonuna alind1 ve relatif sensitivite i¢in kullanildi.

2.2.4.5. EHV-5 TagMan Real Time PCR Tespit Limiti Belirlenmesi

pGEMt Easy Vector Sistemine klonlanan EHV-5 gB gen bdlgesi real-time
reaksiyonunda plazmid sulandirmasi olarak kullanilmadan once klonlamanin
dogrulugunun teyit edilmesi amaciyla yapilan kesim islemlerinden sonra nanodrop
yardimiyla pl’deki plazmid DNA miktar1 Olgiildi ve bu spektrofotometrik
belirlemenin ardindan standart DNA molekiillerinin kopya sayist “(X g/ul DNA /
[plazmid length in basepairs x 660]) x 6.022 x 102 = Y molecules/ul” formiilii
kullanilarak belirlendi. 10'° standart DNA kopyasi igeren plazmid 10* kopyaya kadar
sulandirildi ve sulandirmalar sonrast tekrar nanodrop yardimiyla o6lciilerek
sulandirma isleminin dogrulugu teyit edildi. Daha sonra bu sulandirmalardan 10°
kopya ile 10" kopyaya kadar olan kisim tespit limitinin belirlenmesi i¢in kullanildi.
Bu amagla logaritma 10 tabanina goére sulandirilan 6 basamakli sulandirma dizisi 4
kez olmak tizere negatif kontrollerle birlikte pleyt gézlerine konuldu. Hizli real-time
sisteminde uygun reaksiyon karisimi ile 40 dakikalik reaksiyona alinan
sulandirmalardaki tespit limiti belirlendi ve ornekler reaksiyona alinirken
sulandirmalar ¢ift olarak konularak siklustaki esik deger ve DNA kopya sayisi
belirlendi.
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2.2.4.6. EHV-5 TagMan Real Time PCR Uriin Eldesi

Applied Biosystems’de sentezlenen tasarladigimiz primerler ve MGB probe Applied
Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR sisteminde Cizelge 2.3’de berlirtilen
g(B) gen bolgesine spesifik primerler ve probe kullanilarak, Perfecta g°PCR superMix
(Quanta Biosciences, ABD) yardimiyla hizli ¢ogaltma reaksiyonuna tabi tutuldu.
DNA amplifikasyonu i¢in tanimlanan 20 pl’lik real-time PCR karigiminin bilesimi
Cizelge 2.5.°de sunuldu. EHV-5 Forward-Primer (10 pmol/ pl), EHV-5
Reverse-Primer (10 pmol/ ul) ve EHV-5 MGB Probe (10 pmol/ pl) ile Reaksiyonun
1. turu EHV-2 ve EHV-5 i¢in aym1 ve toplam 40 siklustan olusmakta olup
denatlirasyon asamast 94 °C’de 10 saniye, ¢ogaltma ve uzama agamasi 60°C’de 30
saniye olarak uygulandi1 ve elde edilen 63 bp’lik iiriin yiiksek spesifisite 6zelligine
sahip olan MGB probe ile floresans i1sildama verdi. Raportér boya sinyalini

normalize etmek amaciyla reaksiyonlar ROX pasif boya varliginda gergeklestirildi.

Cizelge 2.5. Calismada kullanilan TagMan real time PCR karisim bilesenleri ve miktarlar

Bilesen Miktar
(1)
Perfecta gPCR superMix 10 ul
EHV-5 Fw (10 pmol/ pul) 0.9 ul
EHV-5 Rev (10 pmol/ pul) 0.9 ul
EHV-5 MGB Probe (10 pmol/ pl) 0.2 ul
DNAse, RNAse ari H,O 3ul
DNA 5ul

Toplam 20 pl
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3. BULGULAR

3.1. Virus izolasyonu

Equine Dermal (ED) ve Rabbit Kidney-13 (RK-13) hiicre Kkiiltiirleri ile
kokiiltivasyonu yapilan 165 eriskin at ve taya ait periferal kan mononiikleer
hiicrelerinden 37 adedinin, 3 pasaj sonrasinda, her iki hiicre kiiltiiriinde de tipik
herpesvirus plak olusumu ile karakterize CPE olusturdugu gozlendi. izolatlarin
EHV-2 ve EHV-5 yoniinden nested PCR ile yapilan kontrolii sonucunda, timii
EHV-2 olarak identifiye edildi. Bu izolatlarin 19 adedi Malatya, 12 adedi Eskischir
ve 6 adedi Bursa’da yerlesik isletmelerde bulunan atlardan alinan kan 6rneklerinden
elde edildi. Kokiiltivasyon teknigiyle ekimi yapilan diger orneklerin 3 pasaj
sonrasinda 2 hafta bekletilmelerine karsin herhangi bir CPE gdzlenmedi. ED ve
RK-13 hiicre hatlarinda saptanan CPE ve hiicre kontrollere ait goriintiiler Sekil
3.1.- Sekil 3.3.’de sunuldu.

Sekil. 3.1.. EHV-2 olarak identifiye edilen saha virusunun ED hiicre hattinda olusturdugu
CPE. (100’liik biyiitme [10X10][Nikon eclipse TS100], 3.Pasaj.)
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Sekil. 3.2. EHV-2 olarak identifiye edilen saha virusunun RK-13 hiicre hattinda olusturdugu
CPE. (200’lik biiyiitme [20X10][Nikon eclipse TS100], 3.Pasaj.)

Sekil. 3.3. RK-13 ve ED kontrol hiicre hatlari. (100’liik biiyitme [10X10][Nikon eclipse
TS100], 3.Pasaj.)
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3.2. Nested PCR

3.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Viral DNA ekstraksiyonunda Sambrook ve ark. (1989) tarafindan tanimlanan DNA
ekstraksiyon metodu ve Viral Niikleik Asit kiti (High Pure Viral Nucleic Acid Kit,
Roche, Almanya) kullanildi. Bursa ve Malatya’da yerlesik iki isletmeye ait
orneklerden islem sonucunda elde edilen DNA (ng/ ul) nested PCR ve/veya real
time PCR reaksiyonunda kullanilmadan 6nce 260 nm dalga boyunda (Picodrop
v2.08) olgiilerek ul’deki DNA miktar1 belirlendi (EK 1). Belirlenen DNA

miktarlarinin PCR reaksiyonu i¢in uygun oldugu goriildii.

3.2.2. Nested PCR Spesifisite

EHV-2 virusu gB gen bolgesine spesifik primerler kullanilarak EHV-2, EHV-5,
EHV-1 ve EHV-4 kontrol virus DNA’lar1 ile uygulanan nested PCR sonucunda
sadece EHV-2 viral DNA’s1 512 bp biiyiikliikte istenilen tiriini verdi (Sekil 3.4).
EHV-5 virusu gB gen bolgesine spesifik primerler kullanilarak EHV-5, EHV-2,
EHV-1 ve EHV-4 kontrol virus DNA’lariyla uygulanan nested PCR sonucunda
sadece EHV-5 viral DNA’sindan 492 bp biiyiikliigiindeki istenilen iriiniin elde
edilmesiyle primerlerin spesifikligi belirlendi (Sekil 3.5).
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512 bp

Sekil 3.4. EHV-2 i¢in spesifisite tespiti amaciyla uygulanan nested PCR sonucu. [1:3000 bp
DNA merdiveni, 2:EHV-5, 3:EHV-1, 4:EHV-4, 5:EHV-2 T400 referans susu, 6-negatif
kontrol.]

Sekil 3.5. EHV-5 i¢in spesifisite tespiti amaciyla uygulanan nested PCR sonucu. [1-3000 bp
DNA merdiveni, 2-EHV-2, 3- EHV-1, 4- EHV-4, 5-EHV-5 P48 referans susu, 6,7-negatif
kontrol.]
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3.2.3. Nested PCR Sonuglan

EHV-2 ve EHV-5 siipheli at ve taylardan alinan kan, gézyasi ve burun akintisi
orneklerine EHV-2 ve EHV-5 viruslarinin gB genine spesifik primerler kullanilarak
Nested PCR testleri uygulandi. EHV-2 nested PCR reaksiyonlarinda T400 susu
kontrol virusu 512 bp biiyiikliginde ve EHV-5 nested PCR reaksiyonlarinda P48
susu kontrol virusu 492 bp biiyiikliigiinde amplifiye edildi (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7).

492 bp

Sekil 3.6. EHV-5 nested PCR sonucu olusan tirlinlerin agaroz jel goriintisii [1:3000 bp
DNA merdiveni, 2,3,4,6,8,10:pozitif saha ornegi, 4,7,9,11:negatif saha 6rnegi, 12:EHV-5
P48 referans susu, 13-negatif kontrol].
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Sekil 3.7. EHV-2 nested PCR sonucu olusan iiriinlerin agaroz jel goriintiisii [1:3000 bp
DNA merdiveni, 6,9,10,11:pozitif saha 6rnegi, 4,5,7,8,12,13:negatif saha 6rnegi, 2:EHV-2
T400 referans susu, 3-negatif kontrol].

Nested PCR ile EHV-2 ve EHV-5 niikleik asiti yoniinden {i¢ ayr1 isletmede
yetistirilen atlara ait 165 adet kan, 165 adet gézyasi akintis1 ve 165 burun akintisi
ornegi olmak tizere toplam 495 adet materyal incelendi. Materyal saglanan her bir
isletmeye ait EHV-2 ve EHV-5 enfeksiyonu pozitiflik oranlart hesaplandi
(Cizelge 3.3- Cizelge 3.5).

Elde edilen sonuglara gore Eskisehir ilinde yerlesik I nolu isletmeye ait saha
materyallerine yapilan nested PCR sonrasinda kan, gézyast ve burun akintilarindan
en az birisinde pozitif saptanmis olmasi kriter alinarak toplam 45 erigkin at ve taydan
34’1 (%75,5) EHV-2, 26’s1 (%57,7) EHV-5 yoniinden pozitif bulundu. Bu atlardan
22’sinde (%48,8) hem EHV-2 ve hem de EHV-5 varligi saptandi. EHV-2 i¢in
periferal kan hiicrelerinde pozitiflik oran1 %71,7, gézyas1 akintilarinda %33,3, burun
akintilarinda %15,5, EHV-5 i¢in periferal kan hiicrelerinde pozitiflik oran1 % 44,4,
okuler swaplarda %28,8, nasal swaplarda %22,2 olarak tespit edildi (Cizelge 3.1.).
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Cizelge 3.1. I nolu isletmeden saglanan materyallerin nested PCR sonuglart

Isletme No  Materyal/
(Yerleske) ~ Hayvan Sayi EHV-2 (+)  EHV-5(+) EHV-2ve EHV-5 (+)

Kan 45 31 (%71,7) 20 (%44,4) 16 (%35,5)
Gozyasi
45 15 (%33,3) 13 (%28,8) 5 (%11,1)
| AKintis1
(Eskisehir) Burun 45 7 (%155) 10 (%22.2)
0lo, 042, 0
AKkintisi 2 (et d)
At 45 34 (%75,5) 26 (%57,7) 22 (%48,8)

Malatya ilinde yerlesik II nolu isletmeden saglanan saha materyallerine
yapilan nested PCR sonrasinda toplam 53 eriskin at ve taydan 34’ii’'nde (%64,15)
EHV-2, 36’sinda (%67,92) EHV-5 varlig1 saptanirken, bunlarin 29°u (%54,71) hem
EHV-2 hem de EHV-5 pozitif bulundu. EHV-2 igin periferal kan hiicrelerinde
pozitiflik oran1 %50,94, gozyasi akintilarinda %35,29, burun akintilarinda %34,69,
EHV-5 igin periferal kan hiicrelerinde pozitiflik oran1 %47,16, gozyasi akintilarinda
%19,16, burun akintilarinda %55,1 olarak tespit edildi (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Il nolu isletmeden saglanan materyallerin nested PCR sonuglari

Isletme No  Materyal/

(Yerleske) Hayvan Say1 EHV-2 (+) EHV-5 (+) EHV-2 ve EHV-5 (+)
Kan 53 27 (%50,94) 25 (%47,16) 20 ( %37,73)
Gozyasi 53
18 (%35,29) 10 (%19,6) 8 (%15,68)
1 AKintis1
(Malatya)  Burun 53
17 (%34,69) 27 (%55,1) 13 (%26,53)
Akintisi
At 53 34 (%64,15)
36 (%67,92) 29 (%54,71)

Bursa ilindeki III nolu Isletmeden saglanan saha materyallerine yapilan
nested PCR sonrasinda toplam 67 eriskin at ve taydan 29°u (%43,28) EHV-2, 41°i
(%61,19) EHV-5 yoniinden pozitif bulunurken 24’iinde ise (%35,82) hem EHV-2
hem de EHV-5 varligi saptandi. EHV-2 i¢in periferal kan hiicrelerinde pozitiflik
orani %31,34, gbzyas1 akintilarinda %14,9, burun akintilarinda %23,88, EHV-5 icin
periferal kan hiicrelerinde pozitiflik oran1 %53,73, gozyasi akintilarinda %14,9,
burun akintilarinda %46,26 olarak tespit edildi (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. 1l nolu isletmeden saglanan materyallerin nested PCR sonuglari

Isletme No  Materyal/

(Yerleske) Hayvan Say1 EHV-2 (+) EHV-5 (+) EHV-2 ve EHV-5 (+)
Kan 67 21 (%31,34) 36 (%53,73) 17 (%25,37)
11 Gozyasi
67 10 (%14,9) 10 (%14,9) 4 (%5,97)
(Bursa) Akintisi
Burun
67 16 (%23,88) 31 (%46,26) 14 (%20,89)
Akintisi
At 67 29 (%43,28) 41 (%61,19) 24 (%35,82)

Arastirma sliresince Orneklenen 3 isletmedeki, 165 attan saglanan kan,

gbzyaslt, burun akintilarindan en az birisinin pozitif tespit edilmesi kriter alinarak,

orneklenen popiilasyonda EHV-2 ve EHV-5 i¢in pozitiflik oranlar1 sirasiyla %58,78
(97/165) ve %62,42 (103/165) olarak belirlendi. Her iki etken yoniinden pozitiflik
orani ise %45,45 (75/165) olarak saptandi. Sozkonusu hayvanlarda EHV-2 igin

pozitiflik orani, periferal kan hiicrelerinde %47,87 (79/165), gozyasi akintilarinda
%26,06 (43/165), burun akintilarinda %24,24 (40/165), EHV-5 i¢in pozitiflik orani
periferal kan hiicrelerinde %49,09 (81/165), gbzyasi akintilarinda %20 (33/165),
burun akintilarinda %41,21 (68/165) olarak tespit edildi.

Elde edilen veriler 6rneklenen hayvanlarin cinsiyet ve yas gruplari yoniinden

degerlendirildiginde, s6z konusu her iki etken icin taylardaki pozitiflik oraninin

eriskin atlara oranla daha yliksek oldugu saptandi. Aygir ve kisraklar icin belirlenen

pozitiflik oranlari ise birbirine yakin bulundu (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. Arastirma siiresince orneklenen atlara ait nested PCR sonuglari

Materyal/Hayvan  EHV-2 (+) (%) EHV-5 (+) (%)
PBMC 5(29,41) 4 (23,52)
Aygir (17) Gozyas1 Akintisi 2 (11,76) 1(5,88)
Burun Akintisi 2 (11,76) 3(17,64)
At 6 (35,20) 7(41,17)
PBMC 13 (24,07) 13 (24,07)
Kisrak (54)  Gozyas1 Akintist 5 (9,25) 5 (9,25)
Burun Akintisi 7 (12,96) 10 (18,51)
At 20 (37,03) 19 (35,18)
Materyal
Saglanan At PBMC 33 (54,09) 40 (65,57)
Populasyonu Gozyas1 Akintisi 17(37,86) 10 (16,39)
(1-3 yasinda)
Burun Akintisi 9 (14,75) 29 (47,54)
At 40 (65,57) 47 (77,04)
PBMC 29 (87,87) 24 (72,72)
Gozyas1 Akintist 19 (57,57) 17 (51,51)
Burun Akintisi 22 (66,66) 27(81,81)
At 31 (93,93) 29 (87,87)
Toplam 97(58,78) 103 (62,42)
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3.2.3. Nested PCR Sonuglarinin Kokiiltivasyon Verileriyle Karsilastirilmasi

165 adet kanin ED ve RK-13 hiicre kiiltiirleriyle kokiiltivasyonu sonucunda 37 adet
EHV-2 izole edilirken, toplam kan materyalinde nested PCR ile 97 adet EHV-2
pozitif hayvan saptandi (Cizelge 3.5). Nested PCR ile kokiiltivasyon teknigine gore
daha yiiksek pozitiflik saptanmasina ragmen, nested PCR ile negatif olarak belirlenen
iki ornek kokiiltivasyonda pozitif bulundu. EHV-5 i¢in yapilan nested sonucunda

ornek pozitif iken, kokiiltiivasyonda pozitiflik saptanmadi.

Cizelge 3.5. EHV-2 nested PCR sonuglarinin kokiiltivasyon verileriyle karsilagtiriimasi

Nested PCR Toplam
(+) ()
+) 35 2 37
Kokiiltivasyon
) 62 66 128
97 68 165

3.3. EHV-5 TagMan Real Time PCR

3.3.1. EHV-2 ve EHV-5 PCR Uriinlerinin Klonlanmasi

EHV-5 kontrol virusu P48 susu EHV-5 Vector Fw-Rev primerleriyle, EHV-2 nested
PCR ikinci tur primerleriyle amplifikasyonlarinin ardindan saflagtirilarak klonlandi.
Ligasyon gerceklesen koloniler LB medyuma aktarilmadan 6nce koloni PCR ile
kontrol edildi (Sekil 3.8.). Pozitif bulunan koloniler LB medyumda ¢ogaltilmalarinin
ardindan izole edildi ve klonlamanin dogrulugu restriksiyon endoniikleaz
enzimleriyle yapilan kesimler sonucu kontrol edilerek (Sekil 3.9) klonlamanin

gerceklestigi klonlar EHV-5 real-time PCR reaksiyonunda kullanildi.



46

947 bp

Sekil 3.8. EHV-2 koloni PCR sonucu olusan iiriinlerin agaroz jel goriintiisii

[1: negatif koloni, 5:20000 bp DNA merdiveni, 2,3,4,6,7,8,9: pozitif koloniler].

S AR SR R S e < i

"
—_—

- e w e e e e LY

e 849 bp

Sekil 3.9. EHV-5 plazmid DNA’siin restriction endoniikleaz enzimleriyle kesimi sonucu
olusan iiriinlerin agaroz jel goriintiisii. [1,8:20000 bp DNA merdiveni, 2,3,4,7: ApaLl enzimi
kesimi pozitif koloniler, 5,6,: ApaLl enzimi kesimi negatif koloni, 9,10,11,14: Ncol, Smal
enzimleri kesimi pozitif koloniler, 12,13: Ncol, Smal enzimleri kesimi negatif koloni].
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3.3.2. EHV-5 TagMan Real Time PCR Primer Tasarim

Bu arastirma kapsaminda tasarimi yapilan EHV-5 virusuna ait primerler ve probe
gB gen bolgesinden komplementer olarak tasarlandi. Probe tasariminda spesifisite
icin yiiksek ayirict Ozellige sahip olan MGB probe EHV-2 gB gen bdlgesi ile
hizalama yapilarak 5 uyumsuz baz igeren bir tasarim olusturuldu. Bu calismalar
sonucunda tasarlanan primerler ve probe beklenilen 63 bp’lik EHV-5

amplifikasyonunu capraz reaksiyon vermeden gergeklestirdi.

EHV-5 gB genine yonelik forward, reverse primer ve reverse probe yerlesimi;

GGGACGTGGTCCAAATCTCTGACTGTATCACCG(Rev.Primer)TGGACCAAG
AGAGCGTGTTTGTGCACAGAAAT (Rev.Probe) CRARCEETEEEEEE TAGCA
AAGACCTGTGTTACACCCCTGCACCAGGTTTAGAGACTGACATAGTGGC
(Fw.Pirmer)ACCTGGTTCTCTCGCACAAACACGTGTCTTTA

3.3.3. EHV-5 TagMan Real Time PCR Spesifisite

EHV-5 virusu (gB) gen bolgesine spesifik primerlerin EHV-5 plazmid, EHV-5,
EHV-2, EHV-1 ve EHV-4 viral DNA’lariyla reaksiyonu sonucu sadece EHV-5
plazmid ve viral DNA’s1 beklenilen siklusta (EHV-5 plazmid ct: 7, EHV-5 virus ct:
24) pozitif pikler olusturdu (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. EHV-5 TagMan real time PCR igin spesifisite tespiti amplifikasyon goriintiisii.
[1: EHV-5 plazmid DNA, 2: EHV-5 viral DNA, 3: EHV-2, EHV-1, EHV-4 viral DNA’lan
ve negatif kontroller.]

3.3.4. EHV-5 TagMan Real Time PCR Relatif Sensitivite

EHV-5 TagMan real time PCR reaksiyonunda 3,54 x 10°/ul kopya miktar1 ile pozitif
bulunan g6z akintis1 6rnegi logaritma 10 tabanina gore sulandirildi ve daha once
yapilan plazmid sulandirmasinin nested PCR reaksiyonunda gosterdigi sensitiviteye
bagli olarak beklenilen relatif sensitivite tespit edildi. 35 kopya ve alt1 nested PCR
reaksiyonu ile tespit edilemedi (Sekil 3.11 ve Sekil 3.12).
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63 bp

Sekil 3.11. EHV-5 TagMan real time PCR plazmid sulandirmalari nested PCR sensitivitesi
agaroz jel goriintiisii. [1:3000 bp DNA merdiveni, 2:EHV-5 viral DNA 3: 10°%, 4:10°, 5:10,
6:10°, 7:10% 8:10%, 9,10: negatif kontroller].

492 bp

Sekil 3.12. Relatif sensitivite agaroz jel gorintiisi. EHV-5 TagMan real time PCR
reaksiyonunda 3,54 x 10° kopya miktar1 ile pozitif bulunan géz akintist 6rneginin logaritma
10 tabani sulandirmast. [ 1:3000 bp DNA merdiveni 1:3,54 x 10°, 2: 3,54 x 10%, 3: 3,54 x
10%, 4: 3,54 x 10°, 5,6: negatif kontroller].



50

3.3.5. EHV-5 TagMan Real Time PCR Tespit Limiti Belirlenmesi

Tespit limiti belirlenmesine iliskin olarak hesaplanan EHV-5 plazmid DNA kopya
sayisinin  belirlenmesini  takiben logaritma 10 tabaninda gergeklestirilen
sulandirmalar negatif kontrollerle birlikte 4’er kez reaksiyona konularak tespit limiti
10 DNA molekiilii olarak belirlendi (Cizelge 3.6). Bu amagla gergeklestirilen
reaksiyonda slope: 3.272, y-inter: 39,586, R% 0.994, Eff%: 102,118 degerleri iginde
istenen verimlilikte saglandi (Sekil 3.13 ve Sekil 3.14).

Cizelge 3.6. Logaritma on tabamina goére hazirlanan plazmid sulandirmalarinin applied
biosystems 7500/7500 fast real-time PCR sisteminde hesapalanan esik degerleri ve kopya
sayilart.

Hedef Gorev Reporter Quencher Esik Deger Esik Deger Miktar

(Cr) Ortalama
(Ct Mean)
1 STANDARD VIC NFQ- 19,95902  19,95902 1000000
MGB
2 STANDARD VIC NFQ- 22,50556  22,50556 100000
MGB
3 STANDARD VIC NFQ- 26,509 26,509 10000
MGB
4 STANDARD VIC NFQ- 30,00956  30,00956 1000
MGB
5 STANDARD VIC NFQ- 33,29011  33,29011 100
MGB
6 STANDARD VIC NFQ- 35,94471  35,94471 10

MGB
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Sekil 3.13. EHV-5 TagMan real time PCR tespit limiti belirlenmesi sonucu olusan iriinlerin
amplifikasyon goriintiisii [1: 10° 2:10° 3:10* 4:10% 5:107 6:10 ! 7:negatif kontroller].
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Sekil 3.14. EHV-5 TagMan real time PCR tespit limiti belirlenmesi sonucu olusan standart
egri [slope: 3.272, y-inter: 39,586, R% 0.994, Eff%: 102,118].
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3.3.6. EHV-5 TagMan Real Time PCR Sonuclari

Nested PCR ile EHV-5 yoniinden pozitif (17 adet) ya da negatif (34 adet) olduklari
tespit toplam 51 adet kan, gbzyasi ve burun akintis1 6rnegi EHV-5 virusunun gB
genine spesifik primerler ve probe kullanilarak real time PCR reaksiyonuna alindi.
Tim EHV-5 real-time PCR reaksiyonlarinda siklus esik degeri belirlenebilmesi
amaciyla EHV-5 plazmid DNA’s1 sulandirmalart ¢ift géz olarak konuldu (Sekil
3.16). Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Sistem’de yaklagik 40
dakika siiren hizli reaksiyonlarin ardindan her reaksiyon i¢in esik deger otomatik
olarak tespit edildi (Sekil 3.17). Reaksiyon basinda girilen standart egri verilerine
gore program tarafindan reaksiyon sonunda drneklerin igerdigi DNA molekiilii kopya

sayilar1 hesaplandi (Sekil 3.15- Sekil 3.17) (Cizelge 3.7).
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Cizelge 3.7. Esik deger tespiti amaciyla logaritma on tabanina gére hazirlanan plazmid
sulandirmalarinin ve viral yiikii tespit edilmek istenen orneklerin applied biosystems
7500/7500 fast real-time PCR sisteminde hespalanan esik degerleri ve kopya sayilari

.. . . Cr . Cr - Kopya Kopya
Goz Isim (Esik Deger) (Eslksléeger) Sayist Sg}sm Sonug¢
Al |52P 30,14369 3,005998 102,2458 | 1765,938 +
A2 |52 OSW 34,64514 3,005998 3,817627 | 1765,938 -
A3 |52 SW 27,60278 3,005998 654,0604 | 1765,938 +
A4 |55P 32,54192 3,005998 5,691226 | 1765,938 -
A5 |55 0SW 28,40617 3,005998 363,7337|1765,938 +
A6 |55SW 26,64466 3,005998 1316,838|1765,938 +
A7 |58P Undetermined | 3,005998 -
A8 |58 OSW 25,29176 3,005998 3537,284 | 1765,938 +
A9
AL10 FSIPANIDAN{P I 17,41585 0,120807 1000000
All BSIRANIDZAIN 17,24501 0,120807 1000000
Al2
B1 |58 SW 23,78658 3,005998 10619,67 | 1765,938 +
B2 |60P 33,53994 3,005998 8,557795|1765,938 -
B3 |60 OSW 31,76002 3,005998 31,40129|1765,938 +
B4 |60 SW Undetermined | 3,005998 -
B5 |61P 31,57525 3,005998 35,93832 | 1765,938 +
B6 |61 OSW 30,33555 3,005998 88,87701 | 1765,938 +
B7 |61SW 32,31395 3,005998 20,95284 | 1765,938 +
B8 |65P 31,94217 3,005998 27,48981 | 1765,938 +
B9
B10 ESAIFAWNIPYA\Z{PEEN 20,87628 100000
YN STANDARD
B12
Cl |650SwW 32,95396 3,005998 13,12902 | 1765,938 +
C2 |65SW 27,70749 3,005998 605,9061 | 1765,938 +
C3 |78P 29,60588 3,005998 151,4388|1765,938 +
C4 |78 OSW 33,19898 3,005998 10,97774|1765,938 +
C5 |78 SW 30,90537 3,005998 58,61932 | 1765,938 +
C9
C10 BSIFANIYAz{IP I 23 93983 0,267184 10000
C11 BSIrANIAG{D I 24, 31768 0,267184 10000
C12
D1 |82P 36,67859 3,005998 0,864539 | 1765,938 -
D2 |82 OSW 31,95125 3,005998 27,30801 | 1765,938 +
D3 |82 SW Undetermined | 3,005998
D4 |89P 35,24995 3,005998 2,454407 | 1765,938 -
D5 |89 OSW Undetermined | 3,005998
D6 |89 SW 31,89659 3,005998 28,42032 | 1765,938 +
D7 |99P 30,19034 3,005998 98,82087 | 1765,938 +
D8 |99 OSW Undetermined | 3,005998
D9
D10 ESAFAWN DA NN 27,40974 0,233603 1000
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27,07937 0,233603 1000

D12

E1 |99 SW Undetermined | 3,005998

E2 |100P 29,55358 3,005998 157,3358 | 1765,938

E3 |100 OSW 35,09153 3,005998 2,755496 | 1765,938

E4 |100 SW 29,87573 3,005998 124,3494 | 1765,938

E5 [101P 33,94256 3,005998 6,377485|1765,938

E6 |101 OSW Undetermined | 3,005998

E7 |101SwW 31,87016 3,005998 28,97419|1765,938

E9

E10 BSIVAWNIDZANRIDIEN 29,4128 100

=W STANDARD

E12

F6 |104P Undetermined | 3,005998

F7 |104 OSW 33,99604 3,005998 6,133204 | 1765,938

F8 |104 SW Undetermined | 3,005998

F9

SR STANDARD

F11 ESFAWNBYA\Z{P I 33 42809 10

F12

Gl |105P 32,57524 3,005998 17,31252 | 1765,938 +
G2 | 105 0sSwW 32,40073 3,005998 19,66601 | 1765,938 +
G3 |105SwW 32,31604 3,005998 20,92082 | 1765,938 +
G4 |106P 32,33185 3,005998 20,68066 | 1765,938 +
G5 | 106 OSW 34,13503 3,005998 5,541158 | 1765,938

G6 | 106 SW 25,42833 3,005998 3201,484 | 1765,938 +
G7 |115P Undetermined | 3,005998

G8 | 115 0SW Undetermined | 3,005998

G9

G10 Undetermined

Gl1 Undetermined

G12

H1 |115SW 32,91875 3,005998 13,47103|1765,938

H2 |116 P 35,51788 3,005998 2,018191 |1765,938

H3 | 116 OSW 33,41047 3,005998 9,406537 | 1765,938

H4 | 116 SW Undetermined | 3,005998

H5

H6

H7

H8

H9

H10 Undetermined

H11 Undetermined

H12

P: Periferal kan mononiikleer hiicreleri, OSW: Gozyas1 akintisi, SW: Burun akintist
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Sekil 3.15. EHV-5 TagMan real time PCR reaksiyonuna alinan Orneklerin standart
egrilerinin olusturulmas1 amaciyla hazirlanan sulandirmalara ait amplifikasyonlar.
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Sekil 3.16. EHV-5 TagMan real time PCR reaksiyonu esik degerin belirlenmesi.
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Sekil 3.17. EHV-5 TagMan real time PCR reaksiyonuna alinan orneklerin standart egri
iizerindeki yerlesimi [slope: 3.153, y-inter: 36,479, R 0.995, Eff%: 107,586].
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Saha materyallerine yapilan real time PCR sonrasinda 17 periferal kan hiicresinden
8’1 (%47), 17 gozyas1 akintist 6rneginden 9°u (%52,9), 17 burun akintis1 6rneginden
11’1 (%64,7) olmak iizere toplam 51 materyalden 28’1 (%54,9) EHV-5 pozitif
bulundu. Real time PCR reaksiyonu amaciyla segilen 51 materyalin nested PCR
pozitiflik oranlari degerlendirildiginde periferal kan hiicrelerinde pozitiflik oran:
%35,2 (6/17) gozyast akintilarinda %11,7 (2/17), burun akintilarinda %52,9 (9/17)
olarak tespit edildi. Testte alinan toplam 51 materyalin nested PCR ile pozitiflik
orani ise %33,33 olarak belirlendi (Cizelge 3.8). Elde edilen verilere gore 6rneklenen
real time PCR testinin nested PCR testine gore daha yiiksek sensitiviteye sahip
oldugunu saptandi. S6z konusu 51 test materyalinin viral DNA yiikleri (Cizelge 3.9)

ile elde edilen sonuglar arasinda bir iliski saptanmadi.

Materyal saglanan 17 at yoniinden nested ve real time PCR sonuglar
degerlendirildiginde, s6z konusu hayvanlarda EHV-5 pozitiflik orani sirasiyla
%70,58 (12/17) ve %88,23 (15/17) olarak belirlendi.
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Cizelge 3.8. TagMan real time PCR ve nested PCR testinde EHV-5 pozitifligi arastirilan
orneklerin karsilastirmali sonuglari

No EHV-5 EHV-5
Nested PCR TagMan real time PCR
Gozyas1 | Burun Gozyasi Burun
PBMC | Akintis1 | Akintis1 | PBMC | Akintis1 | AKintisi

1 | SUT EMEN TAY N ] N N ] N
2 | SUT EMEN TAY ] R R ] R R
3 | SUT EMEN TAY ] s . ] .\ s
4 | AYGIR ] ] ] ) + )
5 | AYGIR + ) _ + + .
6 | TAY ] ] .\ B .\ .\
! TAY + - + + + +
8 TAY ) ) i ) + i
9 | KISRAK ] ] + _ i +
10 | TAY s ] ] s ] ]
11 [TAY s ] ] , ] ,
12 [ TAY ] ] .\ ] ] .\
13 | KISRAK ) ] ] ] ; ;
14 TAY + - + + ar +
15 | TAY ] ] .\ B ] .\
16 | KISRAK ] ] ] ] ] ]
17 | KISRAK

- - - - + -

TOPLAM 6(%35,2) | 2(%11,7) | 9(%52,9) | 8(%47) | 9(%52,9) | 11(%64,7)
(51)

17/51 (%33,3)

28/51 (%54,9)
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Cizelge 3.9. TagMan real time PCR reaksiyonuna alinan  &rneklerin
viral DNA yiikleri (ng/ul) ve kopya sayilari
PBMC Gozyas1 Akintisi Burun AKintis1
1 - 668,12 ng/ul 201,27 ng/ul 202,02 ng/ul
SUT EMEN TAY 102,2458 kopya/ ul | 3,817627 kopya/ ul | 654,0604 kopya/ ul
2 - 302,68 ng/ul 206,45 ng/ul 210,55 ng/ul
SUTEMENTAY | 5 691226 kopya/ il | 363,7337 kopya/ ul | 1316.838 kopya/ ul
3 - 616,45 ng/ul 178,92 ng/ul 216,72 ng/ul
SUT EMEN TAY Tespit edilemedi 3537,284 kopya/ ul | 10619,67 kopya/ ul
4 AYGIR 756,54 ng/ul 189,88 ng/ul 214,41 ng/ul
8,557795 kopya/ pl 31,40129kopya/ pl Tespit edilemedi
5 AYGIR 573,79 ng/ul 216,04 ng/ul 125,36 ng/ul
35,93832 kopya/ ul | 88,87701 kopya/ ul 20,95284 kopya/ ul
6 TAY 485,88 ng/ul 228,4 ng/ul 211,04 ng/ul
27,48981 kopya/ ul | 13,12902 kopya/ ul | 605,9061 kopya/ ul
7 TAY 121,51 ng/ul 175,78 ng/ul 203,53 ng/ul
151,4388 kopya/ ul | 10,97774 kopya/ ul | 58,61932 kopya/ ul
8 TAY 217,33 ng/ul 113,46 ng/ul 211,18 ng/ul
0,864539 kopya/ ul | 27,30801 kopya/ ul Tespit edilemedi
9 KISRAK 117,93 ng/ul 192,21 ng/ul 167,52 ng/ul
2,454407 kopya/ pl Tespit edilemedi 28,42032 kopya/ pl
10 TAY 201,33 ng/ul 230,09 ng/ul 201,33 ng/ul
98,82087 kopya/ ul Tespit edilemedi Tespit edilemedi
11 TAY 212,63 ng/ul 232,26 ng/ul 212,63 ng/ul
157,3358 kopya/ ul | 2,755496 kopya/ ul | 124,3494 kopya/ ul
12 TAY 300,42 ng/ul 181,6 ng/ul 300,42 ng/ul
6,377485 kopya/ ul Tespit edilemedi 28,97419 kopya/ ul
13 KISRAK 212,27 ng/ul 220,9 ng/ul 212,27 ng/ul
Tespit edilemedi 6,133204 kopya/ ul Tespit edilemedi
14 TAY 217,38 ng/ul 221,87 ng/ul 217,38 ng/ul
17,31252 kopya/ ul | 19,66601 kopya/ ul | 20,92082 kopya/ ul
15 TAY 208,25 ng/ul 242,99 ng/ul 208,25 ng/ul
20,68066 kopya/ ul | 5,541158 kopya/ ul | 3201,484 kopya/ ul
16 | \1SRAK 248,78 ng/ul 216,75 ng/ul 248,78 ng/ul
Tespit edilemedi Tespit edilemedi 13,47103 kopya/ pl
17 KISRAK 233,47 ng/ul 232,86 ng/ul 233,47 ng/ul
2,018191 kopya/ ul | 9,406537 kopya/ ul Tespit edilemedi
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4. TARTISMA

EHV-2 kerotokonjunktivitis, pneumoni, faranjit, ates, bliyiimiis lenf nodiilleri,
istahsizlik, halsizlik ve yariglarda diisiik performans gibi farkli klinik semptom
gosteren atlardan siklikla izole edilmektedir (Thein ve ark., 1976; Browning ve ark.
1987b; Agius ve ark. 1994; Borchers ve ark., 1997; Torfason ve ark. 2008; Fortier ve
ark., 2009). Bununla birlikte klinik olarak saglikli atlardan da EHV-2 tespiti bir¢ok
caligmada bildirilmistir. Ozellikle geng taylarda daha yaygin olarak goriilen bu
enfeksiyonun prevalansi cografya, yetistirme sekilleri (hayvanat bahgesinde bulunan
atlar, yaris at1, vb) gibi farkliliklara ragmen, yapilan birgok ¢aligmada (Plummer ve
Waterson, 1963; Fu ve ark., 1986; Browning ve Studdert, 1987b; Telford ve ark.,
1993; Collinson ve ark., 1994; Craig ve ark., 2005) yiiksek oranda saptanmaktadir.
Bu durumun muhtemel nedenlerinin basinda virusun persiste enfeksiyon
sekillendirebilmesi, persiste enfekte atlarin genetik olarak farkli bir baska EHV-2
susu ile yeniden enfekte olabilmesinden ileri gelmektedir (Blakeslee ve ark. 1975;
Browning ve Studdert, 1987a; Drummer ve ark. 1996). EHV-2’nin heterojenitesinin
arastirildigi bir ¢alisma (Browning ve ark., 1987a) araciligiyla saptanan EHV-5’de
tist solunum sistemi enfeksiyonu bulgularima sahip ya da saghkli goriiniimli
hayvanlardan siklikla saptanmaktadir (Bell ve ark., 2006a; Borchers ve ark., 1999;
Fortier ve ark., 2009; Torfason ve ark., 2008; Marenzoni ve ark., 2011; Herder ve
ark., 2012). Bundan baska multinodiiler fibroz, dermatit olgularindan saptandigina
dair bildirimler de (Verryken ve ark., 2010; K6nig ve ark 2011; Marenzoni ve ark.,
2011) bulunmaktadir.

Tiirkiye’de EHV-2 ve EHV-5 enfeksiyonlarina iligkin sinirl sayida calisma
(Bilge-Dagalp ve ark. 2009, Ataseven ve ark., 2010a) bulunmaktadir. Bu
caligmalarda PCR yontemi kullanilarak sézkonusu etkenler sorgulanmis ve elde
edilen amplikonlarin  dizin  analizleri  yapilarak, etkenlerin = molekiiler

karakterizasyonu bildirilmistir.
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Sunulan bu ¢alismada Eskisehir, Malatya ve Bursa illerinde bulunan kamuya ait 3
arap at1 yetistiriciligi isletmesindeki yaris atlarindan saglanan kan, gézyasi ve burun
akintis1 6rneklerinin nested PCR yontemiyle EHV-2 ve EHV-5 viruslar1 varhigi ve
yayginlig1 yoniinden arastirilmasi; kan ornelerinin ED ve RK-13 hiicre hatlar ile
kokiiltivasyonu yapilarak etken izolasyonu ve EHV-5’in daha hizl, giivenli ve
kantitatif tanisina yonelik olarak TagMan real time PCR teknigi gelistirilmesi

caligmalar1 gergeklestirilmistir.

Izolasyon calismasina alinan kan orneklerinden (165 adet) ED ve RK-13
hiicre hatlarinda, en fazla 3. pasaj uygulamasi sonrasinda CPE olusumu gosteren
37’sinden (%22,42) virus izolasyonu gerceklestirilmis; izolatlar EHV-2 ve EHV-5
yoniinden yapilan nested PCR sonrasinda EHV-2 olarak identifiye edilmistir.
Arastirmada kullanilan hiicre hatlart EHV-2 izolasyonu i¢in bir¢ok arastirict
(Borchers ve ark. 1999; Dunowska ve ark. 2000; Bell ve ark., 2006a; Ataseven ve
ark. 2010) tarafindan onerilen hiicre hatlar1 olup, bu ¢alismada hiicre hatlarinin virus
izolasyonunun basarisinda bir farklilik yaratmadigi saptanmistir. Bu ¢aligmada, daha
once bazi arastiricilar (Dunowska ve ark. 1999 ve Torfason ve ark. 2008) tarafindan
bildirilenlere benzer olarak, nested PCR ile EHV-2 ve/veya EHV-5 yoniinden pozitif
bulunan 6rneklerin higbirisinden EHV-5 izolasyonu yapilamamistir. PCR testleriyle
tespiti gerceklestirilemeyen equine gammaherpesviruslarin kan hiicrelerinin duyarlh
hiicrelerle  kokiiltivasyonu  sonucu, ilerleyen  pasajlarda izolasyonunun
gerceklestirilebildigi  bilinmektedir (Franchini ve ark. 1977). Bu c¢alismada
izolasyonu gerceklestirilen 37 adet EHV-2 izolatindan Bursa’daki III nolu isletmeden
saglanan 2 tanesi nested PCR reaksiyonunda negatif bulunmus, ED ve RK hiicre
kiiltirlerinde  yapilan ilerleyen pasajlarinda {retilerek  virus izolasyonu

gerceklestirilmistir.

EHV-2 ve EHV-5 enfeksiyonlarinin prevalansinin sorgulanmasi amaciyla
kan, gbzyas1 ve burun akintis1 6rnekleri kullanilarak uygulanan nested PCR sonuglari
degerlendirildiginde, EHV-2 ve EHV-5 prevalansi materyal temin edilen isletmeler
(1, 11 ve 11 nolu isletme) i¢in sirasiyla %75,5, %64,15, %43,28 ve %57,7, %67,92,
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%61,19; orneklenen populasyon igin ise sirasiyla %58,78 (97/165) ve %62,42
(103/165) olarak belirlendi. Bu oranlar s6zkonusu enfeksiyonlarin prevalansinin
bildirildigi bir¢ok arastirma (Browning ve Studdert, 1987b; Telford ve ark., 1993;
Agius ve Studdert, 1994; Collinson ve ark., 1994; Nordengrahn ve ark., 2002;
Torfason ve ark., 2008) verileri ile benzer sekilde, enfeksiyonunun varligi saptanan

isletmelerde genellikle yiliksek prevalansa sahip oldugunu ortaya koydu.

EHV-2’nin, R. equi igin solunum yoluna invazyonunda predispoze faktor
olarak rol aldig1 son yillarda bilim insanlarinca kabul gdren bir yaklagimdir. Nitekim,
EHV-2’ye karsi pasif ve aktif immunizasyon kullanilarak, virusun bakteriyel
invazyonu baglatmak icin kullandig1 tetikleme mekanizmasinin gosterildigi
calismada (Palfi ve ark. 1978; Belak ve ark. 1980; Nordengrahn ve ark. 1996),
EHV-2’ye karsi asilama yapilmasinin R. equi’ye bagli pneumdni olusumunu
engelledigini (Nordengrahn ve ark., 1996) bildirilmistir. Dunowska ve ark. (2011),
taylarda EHV-2 enfeksiyon kinetiginin belirlenmesi ve EHV-2 enfeksiyonunun
R. equi’ye bagli gelisen pneumonilerdeki roliiniin arastirildigi galigmada, iki olgu
arasinda pozitif bir iligki gézlemlendigini bildirmislerdir. Benzer olarak, Brault ve
ark. (2010), EHV-2 genotipleri ve iist solunum yolu semptomlar: arasinda
istatistiksel olarak belirgin bir fark bulunmamis olmakla birlikte, EHV-2 varliginin,
R. equi’ye bagli oldugu disiiniilen pneumoni olgularinda daha yaygin olarak
saptandigint  bildirmiglerdir. Aragtirmanin  yiriitiildigii isletmelerde R. equi
enfeksiyonunun yaygim oldugu bilgisinden hareketle ve elde edilen verilerin bu
calismada materyal saglanan isletmelerde R. equi kaynakli st solunum yolu
enfeksiyonlarinin degerlendirilmesi ve onlenmesi i¢in yapilacak ¢aligsmalar yoniinden
de 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Bu baglamda, isletmelerden izole edilen viruslar
kullanilarak, as1 gelistirme amaclh yapilacak calismalarin sdzkonusu isletmeler
yanisira ilkemizde at yetistiriciligi isletmelerine 6nemli katkilar saglama potansiyeli

bulunmaktadir.

Bu c¢alismada belirlenen EHV-5 prevalanst (%62,42) EHV-2 prevalansindan
(%58,78) yiiksek bulunmustur. Tiirkiye’de daha 6nce bildirilen bir ¢alismada da
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(Ataseven ve ark. 2010a) benzer bulgular (EHV-5 i¢in %21,9, EHV-2 i¢in %19,2)
bildirilmesine karsin, diinyada yapilan birgok c¢alismada (Borchers ve ark., 1999;
Nordengrahn ve ark., 2002; Bell ve ark., 2006b; Torfason ve ark., 2008) EHV-2
prevalanst EHV-5 prevalansina oranla daha yiiksek olarak belirlenmistir. Ulkemizde
daha once bildirilen ¢alismanin az sayidaki at populasyonuna ait verileri igeriyor
olmasi, bu c¢aligmada saglanan sonuglarin da at populasyonu/yetistiriciligi
isletmelerini sinirli oranda temsil ediyor oldugu diisiiniildiigiinde, bu konudaki

verilerin yeni ¢aligmalar ile gelistirilme ihtiyacinda oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Nested PCR ile elde edilen veriler, 6rneklenen populasyonda her iki etken
yoniinden pozitiflik oranmin %45,45 (75/165) oldugunu gostermistir. Atlarda
gammaherpesviruslarin sorgulandigi birgok c¢alismada (Nordengrahn ve ark. 2002;
Diallo ve ark. 2008, Reubel ve ark., 1995; Torfason ve ark., 2008), o6rneklenen
hayvanlarda her iki virusun siklikla tespit edildigi bildirilmistir. Bu durumun
muhtemel nedeni enfeksiyonlarin latentlik olusturmasi ve her birinin olduk¢a yaygin
olarak saptaniyor olmasidir. EHV-2 ve EHV-5 enfeksiyonlarin siklikla birlikte
tespitlerinde, olasi baska mekanizmalarin varligi konusu ise halen sorgulanma

thtiyacindadir.

Bilindigi iizere tani ¢aligmalarinda uygun yontem se¢imi kadar dnemli bir
diger konu da uygun tani materyalinin se¢imidir. Bu c¢alismada 3 farkli materyal
kullanilarak,  enfeksiyonlarn  varhigi/prevalanst  arastirilmistir.  Orneklenen
hayvanlarda nested PCR ile EHV-2 i¢in pozitiflik oran1 periferal kan hiicrelerinde
%47,87 (79/165), gbzyas1 akintilarinda %26,06 (43/165) ve burun akintilarinda
%24,24 (40/165), EHV-5 i¢in pozitiflik orani periferal kan hiicrelerinde %49,09
(81/165), gozyast akintilarinda %20 (33/165), burun akintilarinda %41,21 (68/165)
olarak tespit edilmis olup, bulgular bir¢ok arastirici (Dunowska ve ark., 1999; Wang
ve ark., 2007) tarafindan daha 6nce bildirilenlere benzer olarak, her iki enfeksiyon
icin de kan orneklerinin pozitiflik oranlarinin diger materyallere oranla daha yiiksek
oldugunu gostermektedir. Diger yandan, EHV-2’nin EHV-5’e kiyasla ozellikle

taylarda burun akintistyla daha uzun siire sa¢ildigini bildiren ¢aligmalar (Edington ve
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ark.,1994; Murray et al., 1996; Dunowska et al., 2002; Nordengrahn et al., 2002; Bell
et al., 2006b; Fortier ve ark. 2009) bulunmasina karsin, bu g¢aligmada burun
akintilarinda EHV-5 pozitiflik oram1 EHV-2’ye gore daha yiiksek oranda tespit
edilmistir (Cizelge 3.4).

Bircok enfeksiyonun epidemiyolojisinde yas, sorgulanmasi gereken 6nemli
faktorlerdendir. Dunowska ve ark. (2011), 43 tay iizerinde real time PCR yontemi
kullanarak yurittikleri ¢alismada, iki ayliga kadar olan taylarin %88’ini EHV-2
yoniinden pozitif bulunmuslar ve taylarin %86’smin daha sonra yapilan ardigik
orneklemelerde virus ile enfekte oldugunu saptamislardir. EHV-2 suslar1 arasindaki
heterojenite ve farkli genotipler ile tekrarlayan enfeksiyonlarin olusumu g6z oniinde
bulundurulmas1 gereken bir yaklasim olmakla birlikte, arastirmanin niteligi
diistiniilerek bu durum gammaherpesvirus enfeksiyonlarinda latent enfeksiyon
olugmasi ile agiklanmistir. Benzer sekilde EHV-5"in de taylarda eriskin atlara oranla
daha yiiksek oldugu calismalar (Marenzoni ve ark., 2010) bildirilmistir. Bu
calismada orneklenen materyallerin en az birisi i¢in pozitiflik saptanmasi kriter
alinarak, erigkin at (kisrak ve aygir), tay (1-3 yash), siit emen taylarda belirlenen
pozitiflik oranlart EHV-2 sirasiyla %36,6, %65,57, %93,93 ve EHV-5 igin sirasiyla
%38,0, %77,04, %87,87 olarak belirlenmis olup (Cizelge 3.4), veriler her iki

enfeksiyonun da taylarda en yiiksek oranda oldugunu gostermektedir.

Dogaldir ki 6rneklenen hayvanlarin yaslar ile kullanilan tan1 materyalleri de
bazi farkliliklart ortaya koyabilmektedir. Nitekim Marenzoni ve ark., (2010); yasa
baglh EHV-5 goriilme sikligimin arastirildigr bir ¢alismada, taylarda burun akintisi
ve kan orneklerinde sirasiyla %73,3 ve %80 oranlarinda, eriskin atlarda ise (4-17
yasinda) burun akintisi ve kan drneklerinde sirasiyla %40 ve %20 oraninda pozitiflik
bildirmislerdir. Benzer sekilde yas ile tan1 materyali iligkisi birgok ¢alismada (Brault
ve ark., 2010; Dunowska ve ark., 2011; Fu ve ark., 1986; Murray ve ark., 1996;
Nordengrahn ve ark.,, 2002; Bell ve ark., 2006b; Brault ve ark., 2010).

sorgulanmistir. Brault ve ark. (2010), {i¢ aylik taylara ait burun akintilarinda en
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yiiksek miktarda viral DNA tespiti ettiklerini ve EHV-2"nin tespitinde burun akintisi

ornekleri ile yas arasinda pozitif bir iligkinin varligini bildirmislerdir.

Yakin iligkili EHV-2 ve EHV-5 enfeksiyonlarinin, antikor tespitine dayali
tam1  yontemleri ile aymrici  tamisi  yapilamamaktadir.  Bu  nedenle
gammaherpesviruslarin tespitinde her iki virusun ayrimimin gergeklestirilmesine
olanak saglayan, 6zellikle virusun gB gen bdlgesinin ¢ogaltilmasinin hedef alindigi
PCR yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir (Reubel ve ark., 1995). Bundan
bagka her iki virusun gH gen bolgesine yonelik PCR uygulamalart da (Nordengrahn
ve ark. 2002) bildirilmistir. Bu ¢alismada EHV-2 ve EHV-5 tanisi, prevalanslarinin
belirlenmesi amaciyla, s6zkonusu viruslarin gB gen bolgesinin ¢ogaltilmasinin
amaglandigi nested PCR yontemi kullanilmistir. Bununla birlikte PCR
uygulamalarinin bir¢ok bilesenden onemli sekilde etkilendigi bilinmektedir. Bu
nedenle temel prensipleri ile s6z konusu yontemler esas alinmis olmakla birlikte,

kullanilan bilegenlerin miktari, vb konusunda baz1 modifikasyonlar yapilmstir.

Son yillarda birgok enfeksiyonun tanisi i¢in real time PCR yontemlerinin
gelistirilmesi ve kullanilmasi yoniindeki calismalar hizla siirdiiriilmektedir. Bu
baglamda EHV-2 tespiti i¢in de real time PCR yontemi gelistirilmistir (Brault ve
ark., 2010; Dunowska ve ark., 2011). Yapilan literatiir incelemesinde, EHV-5
enfeksiyonu igin real time PCR yonteminin tanimlandigi bir ¢alismanin bulunmadigi
goriilerek, bu calismanin 6nemli amaclarindan birisi olarak EHV-5 enfeksiyonu
tanis1 i¢in, kantitatif degerlendirmelere olanak saglayan ve bu nedenle O6zellikle
enfeksiyonun patogenezinin arastirilmasi i¢in yapilabilecek ¢alismalarda yaygin
kullanim olanagi bulacagi diisiiniilen, TagMan real time PCR yonteminin
gelistirilmesi planlanmistir. Bu baglamda, real time PCR optimizasyonu i¢in, primer
ve probe tasarimi, tasarimi yapilan primer ve probe etkinliinin belirlenmesi ve
nested PCR ile EHV-5 yoniinden verileri elde edilmis saha 6rneklerinin real time
PCR ile elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi calismalar1 gergeklestirilmistir. Bu
amagla bu caligma kapsaminda oncelikle, gen bankasinda tiim sekans bilgileri

bulunan EHV-5 suslarinin hizalamsi1 gergeklestirilerek, virusun gB gen bdlgesinin
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cogaltilmasina yonelik primer ve probe tasarimi gergeklestirilmistir. Real time PCR
optimizasyonu, pPGEM-T klonlama sistemiyle iretilen EHV-5 plazmidleri
aracihigiyla gerceklestirilmistir. Ozellikle EHV-2 ile yakin antijenik iliskili olan
EHV-5’in tespitinde MGB probe kullanilan TagMan real time PCR gelistirilmesi
tercih edilmistir.

Real time PCR diisiik kopya miktarlarin1 tespit edebilen, floresan boya
miktarmin belirlenmesine dayali bir yontem olup, belirgin sekilde artis goriilen
logaritmik fazda PCR {iriiniinii goriintiilemeye imkan vermektedir. TagMan real time
probelar PCR f{iriiniiniin i¢ bolgesine baglanacak sekilde tasalanmis olup, diger bazi
probe (SYBR Green) secimlerine kiyasla daha yiiksek spesifisite gostermektedirler.
TagMan probelar DNA amplifikasyonunda siklikla tercih edilen hidroliz probe
ozelligi gostererek floresan ve quencher boya arasinda gergeklesen floresan rezonans
enerji transferini (FRET) niikleaz akitivitesi ile engeller ve serbest kalan raportor

boyanin 1s1ma vermesini saglar.

Bu calismada kullanilan TagMan MGB probe ise VIC ve NFQ boyalartyla
isaretlenmis olup, bes uyumsuz baz igeren bir kombinasyonu tasarlanmistir. MGB
probelar Tm derecesini arttirarak, hibridizasyonu stabil hale getirmektedir. Standart
TagMan probelara gore daha kisa probelardir. Bu sayede uzun probelarin uyumsuz
baz ayirimlarindaki diisiik sensitivite probleminin 6niine gegilebilmektedir. MGB
probelar ayni zamanda arka plandaki floresan 1simay1 da azaltarak daha yiiksek

verimlilik saglamaktadirlar (Kutyavin ve ark. 2000).

EHV-2 ve EHV-5 kullanilarak testin spesifite ve sensitivitesi belirlendikten
sonra, saha Orneklerindeki etkinligi sorgulanmistir. Toplam 51 saha materyaline
uygulanan nested PCR ile %33,3 (17/51) olarak belirlenen pozitiflik oranina karsin,
real time PCR sonrasinda pozitifiklik oran1 %54,9 (28/51) olarak belirlenmistir. Test
materyallerine ilgili veriler karsilastirildiginda, nested PCR ile pozitif bulunan

orneklerin tamaminin real time PCR reaksiyonunda da pozitif sonug verdigi; buna
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karsin nested PCR ile EHV-5 i¢in “negatif “ olarak degerlendirilen 11 6rnegin real
time PCR’da “pozitif” oldugu saptanmistir. Bundan baska nested PCR ile yapilan
calismalar sonucunda EHV-5 varlig1 saptanmayan 3 at real time PCR ile EHV-5
yoniinden pozitif bulunmustur. Nested PCR ile EHV-5 tespiti gercgeklestirilemeyen
orneklerde, 10-35 kopya arasindaki viral yiikiin real time reaksiyonunda “pozitif “
olarak tespite neden oldugu belirlenmistir. Bu durum bir¢ok enfeksiyonun tanisinda
real time PCR’in diger PCR’lara (PCR, RT-PCR, nested PCR, vb) oranla daha
yiiksek duyarlikta ve tanisal degerinin daha yiiksek oldugu yoniindeki bildirimler ile
benzer sekilde, bu c¢alisma kapsaminda gelistirilen real time PCR’m yiiksek
duyarlikta oldugunu ortaya koymustur.

Bu bilgilerden o6zetle, EHV-5’in tanis1 amaciyla, ilk kez bu calisma
kapsaminda gelistirilen real time PCR testinin, PCR ile teshisin getirdigi jelde
goriintiileme geregini ve kanserojen olan etidyum bromide kullanimini da ortadan
kaldirmas1 yanisira, sézkonusu enfeksiyonun tanisinda yaygin olarak kullanilan
nested PCR testine gore duyarli ve giivenilir bir yontem oldugu saptanmistir. Bu
yontemin is yiikiinii azaltmasi, kantitatif degerlendirmeye imkan tanimasi, diisiik
viral yiikleri tespit edebilmesi nedeniyle EHV-5 enfeksiyonunun tanisinda
kullanilmasiin hem arastiricilar agisindan kolaylik saglayacagi, hem de tanida nicel
nitelikle daha spesifik sonuglari ortaya koymasi agisindan 6nemli bir avantaj

saglayabilecegi kanaatine varilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, iilkemizde yaris at1 yetistiriciligi yapilan kamuya ait isletmelerde
EHV-2 ve EHV-5 enfeksiyonlarinin varliginin ve yayginliginin sorgulanmasi,
enfekte bireylerden etken izolasyonu ve EHVS5 enfeksiyonunun tanisina yonelik

TagMan real time PCR gelistirilmesi ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Elde edilen verilere gore;

- Materyal temin edilen isletmelerde s6zkonusu enfeksiyonlarin yiiksek oranda
varligi belirlenmistir. Ayrica geng hayvanlarda s6zkonusu enfeksiyonlar daha

yiiksek oranda saptanmustir.

- Virus izolasyonu i¢in kan orneklerinin kokiiltivasyonu amaciyla kullanilan
RK-13 ve ED hiicrelerinin benzer duyarlikta oldugu; 6rneklerin siklikla 2. ve

3. pasaj asamasinda CPE olusturduklart gézlenmistir.

- EHV-2 ve EHV-5 tanisinda, nested PCR yoOnteminin virus izolasyonundan
daha duyarli oldugu saptanmistir. Bununla birlikte virus izolasyonunun,
patogenez ve biyolojik iiriin gelistirme g¢alismalar1 i¢in gz ardi edilemez

oldugu bir gergektir.

- EHV-2 ve EHV-5 enfeksiyonlarinin tanisinda, farkli klinik Orneklerin
kullanilabilirliginin oldugu, bununla birlikte 6zellikle taylarda kan ve burun

akintis1 6rneklerinin tanisal degerinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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Bu calisma kapsaminda, bilindigi kadariyla EHV-5 tanis1 amaciyla daha 6nce
tanimlanmamus olan, real time PCR gelistirilmis ve saha orneklerinde tanisal
etkinligi degerlendirilmistir. Bildirilen yontemin bu konuda yapilacak bir¢ok
calismada, hizli, kantitatif, kisa siirede sonug veren ve giivenilir bir yontem
olarak kullanilacagi kanaatine varilmistir. Bu ¢alismada EHV-5 tanist igin
gelistirilen real time PCR’daki yaklasim ve deneyimlerin, farkli hastaliklarin
tanisi i¢in yontem gelistirme ¢alismalar1 yoniinden de degerlendirilebilirligi

oldugu diistiniilmektedir.

Atlarin gammaherpesvirus enfeksiyonlarina ilgili ¢alismalarda, 1wk ile
enfeksiyona duyarlilik arasinda bir iliski sorgulanmamistir. Bununla birlikte
muhtemelen arastiricilarin bulunduklari cografyada siklikla yetistiriliyor
olmalar1 nedeniyle, Ingiliz atlarinda elde edilmis veriler bulunmaktadir. Bu
calismada elde edilen veriler, Tiirkiye’de bir sektor haline gelen at
yetistiriciliginin 6nemli yap1 taglarindan olan isletmelere ilgi veriler olmalari
yanisira, arap atlarinda gammaherpesviruslarin varlig1 ve prevalansina iligkin
tilkemizdeki ilk verilerdir. Bu baglamda farkli irk, yetistirme sekli, vb.

yoniinden yapilacak yeni ¢alismalar i¢in kaynak olusturur niteliktedirler.

Bu bilgilerden hareketle;

Atlarin solunum sistemi patojeni olarak son yillarda {izerinde durulan, bazi
viral ve bakteriyel enfeksiyonlarin (6zellikle R. equi) hazirlayici faktorii de
oldugu bilinen EHV-2 enfeksiyonunlarinin daha genis populasyonlar igin

sorgulanmasi, benzeri caligmalarin EHV-5 i¢in de gergeklestirilmesi,

S6z konusu enfeksiyonlarin patogenezine iligkin bilgilerin sinirli oldugu
diistintilerek farkli yas, yetistirme sekilleri, diger enfeksiyonlarin varligi, vb.
kriterler dikkate alinarak deneysel/dogal enfeksiyonlarin sorgulanmasi,

nekropsi 6rneklerinin degerlendirilmesi,
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- Ogzellikle EHV-2 igin farkli genotiplerin varhg:i ve farkli genotipler ile
reenfeksiyonlarin gelistigi bilgisinden hareketle, saha viruslarinin izolasyonu

ve molekiiler karakterizasyonun yapildigi ¢alismalar 6nerilmektedir.
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OZET

At Yetistiriciligi Isletmelerinde EHV-2 ve EHV-5 Enfeksiyonlarinin Arastirilmas: ve
Tamisal EHV-5 TagMan real time PCR Tekniginin Gelistirilmesi

Bu ¢alismada, Tirkiye’de kamuya ait {i¢ biiyiik isletmedeki arap yarig atlarinda nested PCR
teknigi kullanilarak EHV-2 ve EHV-5 enfeksiyonlarinin varligt ve yayginliginin
belirlenmesi, yerel saha izolatlarinin elde edilmesi ve tanisal EHV-5 real-time PCR
gelistirilmesi amaglandi. Eskisehir, Malatya ve Bursa ’da yerlesik kamuya ait 3 at
yetistiriciligi isletmesinde bulunan 165 erigkin at ve taya ait kan, gbzyast ve burun akintisi
ornegi (toplam 495 6rnek) arastirma materyalini olusturdu. Tan1 materyallerinin tiimii nested
PCR metoduyla EHV-2 ve EHV-5 yoniinden test edildi. Kan orneklerinden elde edilen
periferal kan mononiikleer hiicrelerin ED ve RK-13 hiicre hatlar1 ile kokiiltivasyonlar
gergeklestirilerek, virus izolasyonu caligmasi yapildi. Bu ¢alismada ayrica EHV-5 tanisina
yonelik hizli ve duyarl bir teshis metodu olan EHV-5 real-time PCR gelistirildi.

Arastirmada Orneklenen atlarda EHV-2 ve EHV-5 i¢in pozitiflik orani sirasiyla
%58,78 ve %62,42 olarak belirlendi. Orneklenen atlarin %45,45°nin her iki etken ile enfekte
oldugu saptandi. Orneklenen isletmelerde, kullanilan tani1 materyallerinde, &rneklenen
hayvanlarin yaslarina goére EHV-2 ve EHV-5 pozitiflik oranlar1 belirlendi ve literatiir
verilerine gore yorumlandi. Virus izolasyon ¢alismasina alinan kan 6rneklerinden 37 adedi
ED ve RK-13 hiicre hatlarinda CPE olusturdu. izolatlarin tiimii EHV-2 olarak identifiye
edildi. EHV-5 tanisina yonelik tasarlanan primerler ve MGB probe’un, klonlanan
plazmidlerle EHV-5 real-time PCR i¢in optimizasyonun gergeklestirilmesinin ardindan tespit
limiti, spesifisite ve relatif sensitivite ¢alismalar1 yapilarak gelistirilen real time PCR’in saha
orneklerinde yiiksek duyarlikta ve giivenle kullanilabilecegi belirlendi. Saha 6rneklerinde
real time PCR ve nested PCR pozitiflik oram sirasiyla %54,9 ve %33,3 olarak saptandi.

Elde edilen veriler EHV-2 ve EHV-5 enfeksiyonlarinin 6rneklenen at yetistiriciligi
isletmelerinde yiiksek prevalansa sahip oldugunu, enfeksiyonun taylarda daha yiiksek oranda
seyrettigini ortaya koydu. Ayrica EHV-5 enfeksiyonu tanisi igin gelistirilen EHV-5 TagMan
real time PCR’in giinimizde kullanilan molekiiler tekniklerin yerine/beraber
kullanilabilecek giivenli, hizl1 ve hassas bir teknik oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: EHV-2, EHV-5, nested PCR, real-time PCR, kokiiltivasyon.
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SUMMARY

The Investigation of EHV-2 and EHV-5 Infections in Stud Farms and Development of
the Diagnostic EHV-5 TagMan real time PCR.

In this study it was aimed to investigate EHV-2 and EHV-5 presence/ prevalence by type
specific nested PCR in three state owned stud farms that have the arabian race horses, obtain
local field isolates and evaluate diagnostic EHV-5 TagMan real time PCR. For this purpose,
from three stud farms in Eskisehir, Malatya, and Bursa 165 horses and foals sampled. From
each animal blood, tears and nasal swap were collected and totaly 495 sample used as thesis
material. Viral load of EHV-2 and EHV-5 in whole materials was determined by nested PCR
assay. 165 PBMCs are isolated from blood samples and inoculated to ED and RK-13 cell
lines with cocultivation method. Second part within this study, EHV-5 TagMan real time
PCR evaluated for sensitive, rapid and reliable detection of EHV-5.

In the study EHV-2 and EHV-5 determined as positive at a rate of 58.78% and
62.42% respectively. For both agents the positivity rate determined as 45,45%. Moreover,
37 blood sample formed CPE in ED and RK-13 cell lines. Isolates were obtained as EHV-2
by using nested PCR. For diagnosis of EHV-5 by real time PCR primers and MGB probes
were designed. After optimizing EHV-5 real time PCR; detection limit, specificity and
relative sensitivity reactions made by using clonned plazmids. In the optimized spesific
reaction 51 field samples tested and real time PCR and nested PCR positive ratio determined
as 54,9% and 33,3%, respectively. It was shown that designed EHV-5 real time PCR can be
used in the field strains as a reliable method.

The data showed EHV-2 ve EHV-5 infections of race horses with and without
symptoms in the state owned stud farms have high prevalence ratio which is similiar with the
data worlwide. Also foals showed higher prevalance than adults. Additionally it is concluded
that EHV-5 TagMan real time PCR is a rapid, reliable and sensitive technique which can be
used instead of /or together with the molecular techniques using today.

Key words: EHV-2, EHV-5, nested PCR, real-time PCR, cocultivation.
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EK-1: Malatya ve Bursa’da yerlesik isletmelerde bulunan atlardan saglanan

materyallere ait dsDNA’larin (ng/ ul) 260 nm dalga boyunda oél¢iimleri

II Nolu isletme’ye ait dsDNA Olgiimleri.

Ornek Gozyas1 | Burun | Ornek Gozyas1 | Burun
No PBMC Aklztlzl AKintis1 No PBMC Akll}lltlzl AKintisi

46 652,48 246,82 207,08 | 80 148,4 174,44 200,54

47 686,47 235,54 243,38 | 81 112,23 | 148,83 186,08

48 476,76 172,59 174,53 | 82 217,33 | 113,46 211,18

49 543,26 202,52 198,12 | 83 122,83 | 198,75 206,86

50 364,69 227,47 212,32 | 84 94,23 132,22 246,02

51 574,54 179,25 190,05 | 85 153,54 | 154,18 198,15

52 668,12 201,27 202,02 | 86 193,12 | 190,35 278,78

53 547,77 224,7 221,17 | 87 80,77 167,44 200,91

54 534,38 256,98 213,71 | 88 110,08 | 185,34 171,04

55 302,68 206,45 210,55 | 89 117,93 | 192,21 167,52

56 332,19 209,66 225,45 | 90 140,23 | 197,15 185,5

57 709,48 242,51 199,43 | 91 80,33 142,58 200,23

58 616,45 178,92 216,72 | 92 148,58 | 212,16 197,82

59 628,5 212,19 188,53 | 93 248,65 197,3 172,65

60 756,54 189,88 214,41 | 94 99,96 157,75 183,41

61 573,79 216,04 125,36 | 95 118,19 | 215,85 197,6

62 328,15 188,55 1288 | 96 177,96 | 192,67 193,11

63 470,07 211,45 176,99 | 97 180,45 | 207,43 193,38

64 427,05 235,79 206,6 | 98 175,02 | 195,31 189,2

65 485,88 228,4 211,04

66 456,95 208,66 247,17

67 495,48 234,9 236,93

68 389,6 212,37 217,81

69 789,69 235,79 193,42

70 251,61 206,05 217,31

71 284,66 203,72 232,36

72 206,05 195,79 231,9

73 196,25 224,63 217,98

74 202,66 175,75 208,25

75 320,85 217,72 207,91

76 176,96 213,24 202,41

77 194,58 177,83 199,77

78 121,51 175,78 203,53

79 163,74 149,29 230,61
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I1I Nolu isletme’ye ait dsDNA Olciimleri.

Ornek Gozyas1 | Burun | Ornek Gozyas1 | Burun

No PBMC Akll)lltlzl AKintis1 No PBMC Aklztlzl AKintisi
99 801,47 230,09 201,33 | 133 782,45 | 226,98 234,61
100 952,74 232,26 212,63 | 134 631,9 200,1 204,02
101 764,64 181,6 300,42 | 135 943,71 | 227,72 207,69
102 774,93 159,64 220,50 | 136 790,74 | 224,37 214,60
103 847,37 214,27 213,40 | 137 661,08 | 192,81 239,57
104 728,36 220,9 212,27 | 138 680,52 | 270,04 224,14
105 219,55 221,87 217,38 | 139 914,75 | 288,82 201,01
106 557,9 242,99 208,25 | 140 695,89 | 288,58 201,54
107 795,32 221,93 238,26 | 141 582,71 | 254,53 240,46
108 666,16 211,44 189,67 | 142 287,62 | 212,09 236,57
109 942,62 227,99 192,84 | 143 730,57 | 191,89 200,96
110 598,64 243,37 188,98 | 144 549,19 | 256,47 216,60
111 9279 242,33 167,07 | 145 718,55 | 254,97 192,34
112 999,41 233,16 236,25 | 146 451,9 228,73 175,94
113 726,44 248,9 223,74 | 147 334,44 | 248,08 190,38
114 539,03 219,95 207,89 | 148 225,51 | 212,74 185,76
115 1015,84 216,75 248,78 | 149 607,84 | 214,13 207,47
116 541,72 232,86 233,47 | 150 297,57 197,49 219,81
117 526,69 255,52 226,81 | 151 235,01 | 194,47 230,03
118 5447 221,09 21195 | 152 595,83 | 231,52 211,65
119 849,24 218,37 228,25 | 153 410,8 212,2 222,56
120 895,9 220,45 222,62 | 154 563,64 | 193,51 201,98
121 935,08 199,97 195,08 | 155 245,18 | 199,81 190,81
122 962,03 233,89 233,67 | 156 727,91 | 212,36 227,28
123 833,81 232,66 182,93 | 157 261,69 | 243,13 215,98
124 722,94 219,11 216,68 | 158 344,99 | 267,52 204,32
125 760,83 225,84 208,63 | 159 704,91 | 228,05 208,56
126 529,45 197,64 185,35 | 160 538,29 | 185,52 188,92
127 795,57 228,17 178,34 | 161 641,4 201,18 198,56
128 645,5 200,25 207,68 | 162 517,68 | 223,52 218,87
129 660,88 195,69 207,52 | 163 419,3 220,06 214,24
130 652,03 201,15 176,78 | 164 412,62 | 207,69 205,41
131 872,13 252,92 196,92 | 165 570,27 | 238,42 190,05
132 865,44 215,79 224,44
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