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OZET

Degirmenci, H. (2011). Enzootik bovine leukosis virus infeksiyonunun Marmara
bolgesinde serolojik ve molekiiler yontemler ile arastirilmasi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Doktora Tezi. Istanbul.

Bu caligmanin amaci Marmara bolgesinde, sigirlarda Bovine Leukemia Virus
genomunun molekiiler yontemlerle saptanmasi ve ELISA ile anti-BLV antikorlarinin
tespitidir.

Bu c¢aligmada Marmara bolgesindeki 9 ilgede toplam 13 adet ciftlikten 211 adet kan ve
serum toplandi. ELISA i¢in EDTA’siz kan tiipleri, PCR i¢in ise EDTA’l1 tiiplere kan
alindi. Kan serumlart BLV’ye karsi olusan antikorlar1 saptamak icin ELISA ile test
edildi. Ayrica total kandan BLV Proviral DNA'sinin tespit igin real-time ve
konvansiyonel PCR kullamldi. Orneklerden proviral DNA’nimn izolasyonu igin ticari
DNA ekstraksyon kiti kullanildi. BLV referans kontrol ve primerler kullanilarak PCR
standardize edildi. ELISA ile 23 (%10.9) adet kan serumunda seropozitiflik tespit
edildi. Orneklerin 24 adetinde (%11.379) BLV proviral DNA’s1 konvansiyonel ve real-
time PCR ile saptandi. BLV “env gen” kismi olarak sekanlandi ve filogenetik analiz
yapildu.

Bu calisma, Marmara bolgesinde EBL infeksiyonunun tanisina yonelik olarak real-time
PCR’mm kullanildig1 ilk ¢aligmadir. Calisma sonucunda ELISA ve PCR sonuglarinin
yiiksek oranda benzerlik gosterdigi ortaya konmustur. Ayrica sekans analizleri
sonucunda 4 adet Tiirkiye BLV susu Genotip 4 igerinde siniflandirildi.

Sonug olarak, bolgede ve tiim Tiirkiye’de EBL infeksiyonuna yonelik olarak risk
analizlerini de kapsayan ve eradikasyona yonelik daha genis capta arastirmalarin
planlanmas1 gerektigi goriisiindeyiz.

Anahtar Kelimeler: EBL, PCR, ELISA, Bovine Leukemia Virus, Marmara Bolgesi.

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 3672
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ABSTRACT

Degirmenci, H. (2011). Detection of Bovine Leukemia Virus by using serological and
moleculer methods in Marmara region. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Microbiology Phd Thesis. Istanbul.

The aim of this study was to detect the genome of Bovine Leukemia Virus (BLV) by
molecular methods and antibodies to BLV by ELISA.

In this study, 211 cattle belonging to 13 farms from 9 localities in Marmara region of
Turkey were sampled. For ELISA, blood samples were taken into vacutainer without
EDTA while for PCR blood had taken into tubes with EDTA. Sera samples were
analysed by a commercial ELISA kit for precence of antibodies to BLV. In addition,
real-time and conventionel PCR were used to detect proviral DNA of BLV in whole
blood. The proviral DNA was extracted by using a commercial kit. The PCR was
standardized using a positive control and primers. Antibodies to bovine leukosis virus
(BLV) were detected in 23 cattle sera (10.9%) by ELISA belonging to thirteen farms in
nine localities. The proviral DNA of the BLV was detected in the 24 (%11.37) of the

samples by conventional PCR and also with real-time PCR.

The “env gene” of BLV was partially sequenced, and phylogenetic analysis was

performed.

This is the first study in which real-time PCR has been used to investigate EBL
infection in cattle in the Marmara region. Results of PCR and ELISA were found to be
correlated. Sequence analyses have shown that 4 Turkish BLV strains clustered within

Genotype 4.

In conclusion, further investigations are necessarry to establish risk analysis and to

eradicate of EBL infection in the Marmara region and in Turkey.
Key Words: EBL, PCR, ELISA, Bovine Leukemia Virus, Marmara region.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No.3672



1. GIRIS VE AMAC

Diinyanin gesitli bolgelerinde sik¢a goriilen bovine leukemia virus (BLV)
infeksiyonu, iki yasindan biiylik sigirlarda lenf diiglimlerinde tiimor olusumlari, kan
tablosu degisiklikleri ve lenfosit sayis1 artis1 ile karakterize, sigirlarda kondisyon ve
agirlik kaybi ile siit veriminde ve fertilitede azalmadan dolayr ekonomik kayiplara
neden olan bir infeksiyondur. Genellikle subklinik seyirli olup klinik belirtileri,

lenfosarkom olusumu ve tlimorlerin yerlestigi bolgeye gore degismektedir (10, 17, 19).

Bovine leukemia virus (BLV) Retroviridae familyasinda Deltaretrovirus
cinsi icinde smiflandirilmistir. ikozahedral simetride ve zarfli olan virion, tek iplikgikli,

pozitif polariteli, tek segmentli, linear RNA genomuna (Proviral DNA) sahiptir (10).

Bovine leukemia virus, sigirlarin 16kosit hiicrelerinde, 6zellikle B lenfositlerde
persiste kalir. Bulasmada en 6nemli yol bu infekte hiicrelerin saglikli hayvanlara
aktarilmasidir. Bu noktada cesitli amaglarla yapilan uygulamalar (kan alma, kulak
numaralama, vb.) sirasinda gelisen iatrojenik bulagma, infeksiyonun bulagmasinda
onem tasimaktadir. Bunun yaninda infeksiyonun artropodlar wvasitasi ile naklinin

miimkiin oldugu ve siit ile de yavrulara aktarilabildigi bildirilmistir (20).

Yapilan ¢alismalarda bir ¢ok iilkede degisik oranlarda varligi bildirilen EBL
infeksiyonu (7, 29, 73, 75, 93), iilkemizde ilk kez 1962 yilinda patolojik ve hematolojik
bulgulara dayanilarak bildirilmistir (33). Daha sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda,
gerek halk elinde bulunan ve gerekse kamuya ait isletmelerde yetistirilen sigirlarda
infeksiyonun degisen oranlarda varlig1 serolojik olarak saptanmistir. Bu c¢aligmalardan
bazilarinda Marmara bolgesi kapsamindan da Ornekleme yapilmis ve ortalama %10

oraninda pozitiflik saptanmustir (11, 36, 78, 87).

Bu calisma Trakya bolgesinde planlanmistir. Bolgede kiictik aile isletmeleri, orta
ve biiylik isletmeler ile kombine tesisler ve meradan faydalanmaya dayali sigir

yetistiriciligini yapilmaktadir.



Trakya ve Avrupa Birligi ilgili beklentiler g6z 6niinde bulundurularak, bolge
kapsamindaki illerde halk elindeki sigirlarda BLV enfeksiyonunun seroprevalansinin
aragtiritlmasi amaglandi. Tiirkiye’nin Avrupa Birligine sinir1 olan Marmara Bolgesi’nde
hem halk elindeki hemde sigir isletmelerindeki EBL infeksiyonunu serolojik ve

molekiiler biyolojik yontemler kullanilarak arastirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tanim

Enzootik Bovine Leukosis (EBL) iki yasindan biiyilik sigirlarin hemen hemen
tiim organlarinda neoplastik lenfosit gelisimiyle, kan tablosu ve lenfosit sayilarindaki
artigla karakterize, sigirlarda verim ve kilo kaybina neden olan, Retroviridae familyasina
ait bir Oncorna virus olan Bovine Leukemia Virus (BLV)’unun olusturdugu sistemik ve

kronik viral bir hastaliktir (60).

Cogunlukla iatrojenik yollarla bulasabilen bu hastalik etkeni, lenfositlerde
degisiklik olusturmadan ve semptom gostermeden seyredebilir. Enfekte sigirlarin  1/3
tinde persiste lenfositozis gelisirken, %5-10 oraninda neoplazma, organ ve dokularda
l6semik infiltrasyonlar ve lenf yumrularinda biiylimeye bagli olarak, siit veriminde
azalmalara, kilo kaybina, liremenin azalmasina ve Oliime sebebiyet vermesi nedeniyle

sigircilik endiistrisinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (60, 83).

2.2. Tarihge

Miller ve ark. ineklerden yapilan lenfosit kiiltiirlerinde C-tipi viral partikiillerin
varligimmi saptamis ve loykotik sigirlarin serumlarinda bu partikiillere karsi antikorlar
tesbit etmislerdir (55). Daha sonra Miller ve Olson hastaligin teshisi amaciyla EBL
alaninda yeni bir arastirma baslatmislardir (55). Transmisyon denemeleri C-tipi viral
partikiillerin EBL'min etkeni oldugunu ortaya koymus ve daha sonra retroviridea
familyasindan sigir 16ykemi virusu olarak adlandirilmistir. Hastaligin gelismis seklinin
ve persiste loykositozis olgulariin belirli cografik bolgelerde kiimelesme gostermesi

nedeniyle, hastalik genelde "Enzootik bovine leukosis (EBL)" olarak anilmaktadir (18).

Yapilan caligmalarda diinyanin bir¢ok iilkesinde degisik oranlarda varligi
bildirilen EBL infeksiyonu (7, 12, 21, 30, 62, 93), iilkemizde ilk kez 1962 yilinda
patolojik ve hematolojik bulgulara dayanilarak bildirilmistir (33). Daha sonraki yillarda
yapilan g¢aligmalarda gerek halk elinde bulunan ve gerekse kamuya ait isletmelerde
yetistirilen sigirlarda infeksiyonun degisen oranlarda varligi saptanmistir (17, 23, 36, 65,
66, 78, 80, 87, 92). Ayrica Burgu ve ark. tarafindan 2005 yilinda kontrol ve

eradikasyona yonelik ¢aligmalar da bulunmaktadir.



Hastalik 22.01.2011 tarihinde resmi gazetede yayinlanan Tarim ve Kdyisleri
Bakanligi’na ait * Ihbar1 Mecburi Hayvan Hastaliklari ve Bildirimine iliskin

Y 6netmelik” uyarinca ihbari mecburi hastaliklar listesine eklenmistir (81).
2.3. Etiyoloji

Bovine leukemia virus (BLV) Retroviridae familyasinin Orthoretrovirinae
altfamilyasinda ve Deltaretrovirus cinsi icinde smmiflandirilmaktadir. Ikozahedral
simetrili ve zarfl1 olan virion, tek iplik¢ikli, pozitif polariteli, tek segmentli, linear RNA
genomuna sahiptir. 80-120 nm biiyiikliigiinde, kiiresel goriiniimde RNA viruslaridir.
Zarfli viruslardir ve DNA aracilifiyla ikilesme yapabilirler. Retroviruslar retro (reverse,
backward) adini biitiin ailenin genomunda bulunan “reverse transcriptase” enzimi
sebebiyle almaktadirlar. Retroviruslarlarin sebep oldugu hastaliklar veteriner hekimlik

alaninda 6nemli bir yer tutmaktadir (10, 17, 19).

Etkende viral genomu ikozahedral simetrili bir kapsid ¢evreler. Kapsid kisminda
riboniikleoproteinler bulunur. En dis kisimda ise lipid ihtiva eden ¢ift tabakali bir zarf
vardir. Zarf iizerinde ise glikoproteinden olusan yuvarlak cikintilar yer alir. BLV,
konak¢1 diginda stabil degildir (11). Retrovirus'lar iki tip antijene sahiptir. Birinci tip
antijenler viral zarf {izerinde bulunan glikoprotein ¢ikintilar: ile iliskili antijenlerdir.
Bunlar tipe 6zgiil ya da alt gruba 6zgiil antijenlerdir. Buna kars1 olusan antikorlar farkli
tirdeki Retrovirus'lar ile reaksiyona girmezler. Bu antijenik yapilar viral genomda yer
alan envolope (env) genleri tarafindan kodlanirlar. Bu antijenlere karsi ndtralizan
antikorlar olusmaktadir (Sekil 2.1) (21). Ikinci tip antijenler ise virusun yapisinda
bulunan antijenler olup, bunlar viral genomdaki gag genleri tarafindan kodlanirlar. Bu
antijenler gruba 0zgiil antijenler olup, bunlara karst olusan antikorlar farkli tiirdeki
Retrovirus'lar ile reaksiyona girerler (Sekil 2.2) (56, 79).

Rodrigez ve ark. Bovine leukosis virusunun proviral env sekanslarma ve
filogenetik calismalarina gére 7 genogruba ayrildigini bildirilmistir (70). Matsumura ve
ark. ise 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada BLV’nin 8 genogrup oldugunu rapor
etmislerdir (54).

Etkenin tiretilmesi hasta hayvanlardan 16kosit hiicre kiiltlirlerinde miimkiindiir.

Sinsitya olusumu diginda baska bir sitopatolojik degisiklik gézlenmez. Doku kiiltiiriinde



antijen tespitinde AGPT (Agar Gel Precipitasyon Test) ve IF (Immunfloresan) testleri

ve genom analizi i¢in PCR kullanilir (6).

SU (gp31)

™™ (gp30)

Lipid bilayer

» MA (pl5)

CA (p24)

RT (reverse transcriptase)

IN (integrase)
Genomik RNA

NC (p12)

Sekil 2.1-BLYV viral parc¢aciginin sematik goriiniimii (28)

Tek iplik¢ikli genomik RNA’nin viral pargacik igerisindeki iki kopyasi. Niikleokapsit NC (p12) ve viral RNA’y1
cevreleyen CA (p24) proteinleri. Ayrica kapsitin igerisindeki iki enzimatik protein olan RT ve IN. Matrix proteini
olan MA (p15). Viral proteinler gp51 SU and gp30 TM. Kapsit ve dis yapiy1 birbirine baglayan lipid bilayer tabaka.
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Sekil 2.2-BLYV provirus genomunun sematik yapisi (79)

2.4. Epidemiyoloji

Serolojik ve molekiiler testler ile yapilan ¢aligmalardan elde edilen bulgulara
gore BLV tiim diinyada yaygin bir hastaliktir. infeksiyon varligi sigirlarda serolojik ve
molekiiler olarak ortaya konulmustur, virus izolasyonu zordur ve taniya yonelik cok
fazla ¢alisma bulunmamaktadir (4, 6, 10, 29, 51, 71). Sigirlardaki seropozitiflik orani
iilkelere ve irklara gore degismektedir. Irk olarak hastaligin siit sigirlarinda, et
sigirlarina gore daha fazla goriildiigi bildirilmistir (85). Pandemik seyirli olan Bovine
Loykozis enfeksiyonunun prevalans: siiriilerde yiizde 60 ile 90 diizeyine ulasabilir (39,

42).

Bulagsmada en o6nemli yol bu enfekte hiicrelerin saglikli hayvanlara
aktarilmasidir. Bu noktada c¢esitli amaglarla yapilan kan alma, kulak numaralama, siirii
sagaltimlarinda ayni enjektorlerin kullanilmasi, ayni eldiven ile birden fazla hayvanda
rektal muayene gibi uygulamalar sirasinda gelisen bulagmalar, hastaligin naklinde
iatrojenik bulagsmanin dogal enfeksiyonun bulasmasinda 6nemli bir yer tuttugunu
gdstermektedir. latrojenik bulagsmaya 6rnek olarak intradermal tiiberkiilin uygulamalar
da diger bir yoldur (11). Bunun yaninda enfeksiyonun bulagsmasinin hayvanlarin fiziki
temaslar1 sirasinda meydana gelen travmalar ile miimkiin oldugunu, ayrica siit ile de
yavrulara aktarimin yapilabilecegi bildirilmistir (11, 19). Asemptomatik olarak virus
tagityan bogalar ve sperma yoluyla da virusun bulasabildigi bildirilmistir. Ancak vertikal
bulasma konusunda kesin bir bilgi yoktur (91). Artropodlarin vasitasi ile olan
bulagmalarda deneysel bulgular ve epizootiyolojik godzlemlerde iilkemizde mevcut olan
(43, 86) Ixodes ricinus kenelerinin, kan emici Tabanidae sineklerinin ve bazi sivrisinek

tiirlerinin rol oynayabilecegi bildirilmistir (18, 19).



2.5. Persiste infeksiyon

Bovine leukemia virus, sigirlarin 16kosit hiicrelerinde 6zellikle B lenfositlerde
persiste kalir. Lenfoid hiicrelere bagli olarak konak¢inin kendisinin sekresyon ve
ekstresyonlarinin virusla bulasik olmasi BLV'nin baska hayvanlara aktarilmasina olanak

saglar (56, 87).

Genelde salya, burun akintisi, idrar ve digki da BLV enfektivitesi saptanmamig
olmakla beraber, bazi aragtiricilar salyanin ve idrarin enfeksiyon kaynagi olabilecegini
bildirmislerdir (11). Bir sekret olan siit lizerine yapilan ¢alismalar siitiin fazla hiicre
icermesinden dolayr bulasmada rol oynayabilecegini ortaya koymustur. Boga
ejakulatlarmin BLV naklinde rol oynayabilecegi iizerinde goriis ayriliklari olmakla
birlikte, ejakulatin elde edilme metodu nedeniyle kanli olmasi halinde bulagma tehlikesi
olabilecegi One siiriilmiistlir (91 ). Sekret ve ekskret ile enfekte bir konak¢idan virusun
cevreye yayilmasi hiicreye bagli olarak meydana gelebilecegininden bu tiir salgilarin
enfeksiyon giicii, icerdigi hiicreyle orantili olarak degismektedir. Ozellikle lenfositler
yoniinden sekresyonlarin hiicresel igerigini artiracak fizyolojik, yangisal ve travmatik

faktorler bulagsmay1 kolaylastirir (11).

BLV ile enfekte olan sigirlarda yasamlari boyunca persiste bir enfeksiyon

olusur. Bu tiir hayvanlar, saglikli hayvanlar i¢in bulasma kaynag: olustururlar (82).

BLYV ile enfekte sigirlarin % 60 veya daha fazlasinda persiste bir lenfositosise
rastlanmaktadir. BLV infeksiyonunun teshisinde perifer kandan yapilan lenfosit
sayimlart kullanilmakta ancak yetersiz kalmaktadir. Hastalik etkeninin izolasyonu
oldukc¢a giictlir. Bu nedenlerden dolayr BLV enfeksiyonu ve hastaligin kontrolii i¢in

daha ¢ok serolojik ve molekiiler metotlardan yararlanilmaktadir (24, 32, 35).



2.6. Klinik Bulgular ve Tasiyicilik

Enfeksiyonun iki klinik gdriiniimii vardir. Birincisi enzootik form olup ii¢ yas ve
tizerindeki ergin sigirlarda goriiliir, ikincisi spontan (deri) 16ykozu (Sporadik form) 2

yasina kadar olan geng sigirlarda goriilmektedir (18, 77).

Enfeksiyon cogunlukla subklinik seyreder ancak lenfosarkom olusumu ve

tiimorlerin yerlestigi bolgeye gore farkli klinik belirtiler ortaya ¢ikabilir (18, 77).

Enfekte hayvanlarda klinik bulgular genellikle 4 ile 8 yaslar arasinda
goriilmektedir (60).

Hastalik iki dénem halinde birbirini izler. Birinci dénem preloykoz ve ikinci
donem klinik 16ykoz dur. Birinci donemde kan lenfositlerinde asir1 cogalma ve yilizde
10 ile 30 arasinda bir oranda da tiimér goriiliir. Ikinci ddnemde nefes darligi, yutkunma
gicliigii, felg, siskinlik, istahsizlik, siit veriminde azalma, sindirim bozuklugu ve 6lim

goriilmektedir (1, 56).

Hastalikli hayvanlarin lenf yumrularinda, abomasumda, kalpte, bobreklerde,
uterusta, dalakta ve beyinde lenfoid tiimorlere rastlanmaktadir. Rektal palpasyonda

dalakta biiyiime gozlenebilir (60).

Etken, sigirlarin 16kosit hiicrelerinde, 6zellikle B lenfositlerde persiste kalir ve
sigira yerlestikten sonra virus proteinlerine karsi antikor olusur, dolayisiyla persiste bir
infeksiyon sekillenir. Etken biitiin bir yasam boyu sigirda persiste kaldigindan dolay1

hasta hayvan yasami boyunca etkeni sagmaya devam eder (41, 56, 66).

2.7. Patogenez

BLV etkeni iatrojenik yolla, artropodlar vasitasiyla veya siit yoluyla anneden
yavruya bulastiktan sonra, preloykoz doneminde kan tablosunda l8kositlerde asiri
cogalma ve ardindan 4 ile 8 yas araligindaki hastalarin % 10-30’unda tiimoérlerin
olustugu gozlenir (Sekil 2.3). Klinik 16ykoz doéneminde histopatolojik olarak
lenfaden6z, lenfosarkom, retikulosarkom, karisik formda tiimor olusumlari, lenf
yumrularinda sisme ve lenfosit degerlerinde artma goriiliir. Bu degisikliklere baglh
olarak nefes darligi, yutkunma gii¢liigi, felg, siskinlik, istahsizlik, siit veriminde azalma

ve sonunda 6liim goriilebilir (60, 77, 83).



BLYV Patogenezi

U

Iatrojenik , artropodlar veya siit ile

yavruya bulasma.

iy

Birinci donem preloykoz

U

Kan lenfositlerinde asir1 cogalma ve

yiizde 10 ile 30 arasinda bir oranda

tiimor goriilmesi

g

ikinci Donem

Klinik Loykoz

iy

Nefes darhgi, yutkunma giicliigii,

felg, siskinlik, istahsizlik,

siit veriminde azalma,

U

OLUM

Sekil 2.3- Enzootik Sigir Loykozunun Patogenez Semasi.
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2.8. Tam

EBL enfeksiyonunda preloykoz doneminde kan tablosu degisiklikleri, klinik
16ykoz doneminde ise tiimoral olusumlarin izlenmesi teshiste yardimci olabilir. Daha
onceki yillarda yapilan ¢alismalarda kandaki lenfosit degerleri Olgiilerek  “Ldykoz
Teshis Anahtarlar1” gelistirilmistir, hastalik gogunlukla subklinik seyrettiginden dolayi
daha ¢ok serolojik ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir (18, 53, 58, 72, 76).

Sigirlar 6 ayliktan itibaren serolojik, hematolojik ve molekiiler yontemler ile
teste tabi tutulmalidir. AGID, ELISA, PCR gibi testler ile 6 ayda bir kontrollerin
yapilmasi teshise yardimci olur. Pozitif hayvanlar kesime sevkedilir. Tiimor varligi
teshiste yardimei olabilir. Ozellikle populasyon taramalarinda AGID testi ile kan
serumlarinda antikor aranmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Son yillarda kan serumu ve siit

orneklerinde ELISA testi ile antikor tespiti sik¢a kullanilmaktadir (3, 8, 26, 42).

Kan orneklerinden yapilan PCR testleri etkenin 6zellikle proviral DNA’siin
saptanmasinda biiylik 6nem tasimaktadir. Bu amagla konvansiyonel PCR, nested PCR
ve real-time PCR teknikleri kullanilmaktadir. Ayrica etkenin RNA’sinin saptandigi RT-
PCR (Reverse Transcriptase PCR) kullanilabilir (25, 38, 45). PCR fiiriinleriyle yapilan
dizi analizi caligmalar1 ile virusun soy agaci ¢ikartilabilmekte ve bu sekilde

siniflandirilabilmektedir (49, 54, 59).

2.8.1. Nekropsi

Nekropside hastalikli hayvanlarda lenf yumrulari, abomasum, kalp, bobrek,
uterus, bagirsak, karaciger, akciger, dalak ve beyinde lenfoid tiimorlere rastlanmaktadir.
Deri, vertebral kanal ve iskelet kaslarinda genelde neoplastik olusumlar goriilmez.
Lenfosarkomlar organlarda nodiiller halinde veya yaygin olarak infiltre olarak gozlenir.
Bas, boyun, gogiis ve ozellikle mezenterial ve pelvik lenf diigiimlerinin biiyiidiigii

gozlenir (27, 41, 60).
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2.8.2. Mikroskopi
Mikroskopik bulgular genellikle lemf yumrulari, abomasum, kalp, bdbrek,
uterus, dalak ve beyinde saptanabilmektedir. Loykozlu hayvanlarin karaciger ve

akcigerlerindeki kilcal damarlarinda ¢ok sayida lenfositler goriilmektedir (41, 60).

Makroskopik lezyonlar histolojik olarak izlendiginde; lemf yumrular1 normal
goriintlilerini kaybetmislerdir, aralarinda birgok mitotik figiirlii hiicrelerin bulundugu,
neoplastik hiicrelerin yaygin infiltrasyonunun normal doku yapisin1 bozdugu veya

tamamen yerini aldig1 rapor edilmistir (18).

2.8.3. Viral Antijenlerin, Viral RNA yada Proviral DNA’nin Saptanmasi

Izolasyon caligmalar1 yapilmadan da tiimér dokulari, kan ve siitten almmis
orneklerde virusun varligi saptanabilmektedir. Bu amacla serolojik ve molekiiler
yontemler kullanilmaktadir. AGID ve ELISA gibi antijen saptamaya yonelik serolojik
metodlar yaninda, viral genomu saptamaya yonelik olarak PCR en ¢ok kullanilan

yontemdir (9, 22, 46, 50, 67).

2.8.3.1. Polimerase chain reaction =Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR-PZR)

Molekiiler yontemlerden Real Time ve Konvansiyonel PCR ile etkenin Proviral
DNA’s1 saptanabilmektedir. Ayrica reverse transcriptase (RT) PCR ile etkenin
RNA’s1da saptanabilmektedir (57).

BLV’nin tanimlanmasinda kullanilan PCR ¢aligmalarinda 6rnekleme amaciyla
basta total kan olmak iizere, dokular, siit, semen ve kolostrum kullanilmaktadir. Bu
orneklerde konvansiyonel PCR, RT- PCR, nested PCR ve real-time PCR yontemleri
kullanilarak viral RNA yada proviral DNA’s1 saptanmaktadir (51, 61, 68).

PCR testlerinin diger bir avantaji virus canli olmasa da viral genomun
saptanabilmesidir. Ancak yiiksek sensitivite nedeniyle laboratuvar o6rnekleri arasinda
kros—kontaminasyon riski de vardir. Bu risk 6zellikle proviral DNA ekstraksiyonu ve
amplifikasyon asamalarinda artmaktadir. Kontaminasyon riskinin en aza indirilmesi i¢in
PCR'in tiim asamalarinda ¢ok dikkatli calisilmasi, pozitif ve negatif kontroller

kullanilarak siirekli test edilmesi gerekmektedir (51, 57).
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2.8.4. Serolojik Yontemler

BLV ile infekte sigirlarda AGID ve ELISA ile serolojik olarak saptanmasi
giivenilir tan1 yontemleri arasindadir. AGID testi, agar ile olusturulan yar1 kati ortamda
antijen ve antikorun diffuze olmalar1 ve antijen ile antikorun birlestigi alanlarda
presititasyon olugmasi esasina dayanir. AGID testi; genellikle noétralizasyon ve
komplement fikzasyon testlerinden daha az duyarlidir. Ancak, Retroviruslar ile olusan

persiste enfeksiyonlarin teshisinde referans yontem olarak onerilmektedir (88, 89).

AGID testi disinda en sik kullanilan yontem olan ELISA’da bir¢ok laboratuvar
tarafindan kullanilmakta ve WOAH (World Organization for Animal Health) ve OIE
(Office International Epizooti) tarafindan onayli ve onerilen testlerdir (89, 90). Bunlarin
yaninda IFA, notralizasyon ve radioimmunoassay yontemleri de tanida
kullanilmaktadir Bu testler ile infeksiyonun farkli donemlerinde seropozitifligin

saptanabilecegi bildirilmistir (30, 37, 47).

2.8.4.1. ELISA
BLV'ye kars1 olusan antikorlar1 saptamaya yonelik bir ¢ok ELISA

gelistirilmistir.

Dogal infekte sigirlarda BLV zarf glikoproteini (gp51) ve core (6z) proteinine
(p24) kars1 antikorlar olusmaktadir ve her ikisi de ELISA yonteminde hedef protein
olarak kullanilmaktadir (52, 69).

Son yillarda BLV gp51 ve p24 proteinlerinin E. coli, Saccharomyces cerevisiae,
rekombinant vaccinia virus ve baculovirus sistemleri kullanilarak elde edilen

rekombinant proteinleri serolojik tanida kullanildig: rapor edilmistir (52, 93).

AGID ve ELISA testleri ticari amagla, EBL tanisinda kullanilmak tizere WOAH
(89) tarafindan tani testi olarak onaylanmuslardir. ELISA ve AGID testleri arasinda
yiksek oranda uyum saglandigi belirtilmekle birlikte bazi arastiricilar  ELISA

sensitivitesinin daha yiiksek oldugunu vurgulamislardir (20, 58).
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2.9. Koruma ve Kontrol

Hastaligin 6nlenmesi ve korunmak i¢in baslica yapilmasi gereken virusun sigir
populasyonu i¢inde yayilmasini engellemektir. Bu amagla oncelikle tastyici hayvanlarin
ortaya cikarilmasi gerekmektedir. Siiriide bulunan sigirlar test edilmeli ve kontrol
acisindan da 6 ayda bir yapilan testler yenilenmelidir. Siiriiye dahil edilecek sigirlar ise,
testleri tamamlanincaya kadar ayri1 bir yerde tutulup hastalik yoniinden testleri

tamamlandiktan sonra siiriye dahil edilmelidir (2, 17, 42).

Yapilan testlerin sonuclar1 pozitif ise bu hayvanlar ayr1 bir yerde bakilmali,
damizlikta kullanilmamalidir. Bu hayvanlar siiriide bulunan diger hayvanlarla bir arada
bulunmamali ve pozitif hayvanlarda kullanilan malzemeler siiriiniin diger saglikli
hayvanlarinda kullanilmamalidir, miimkiinse pozitiflik saptanan hayvanlar bir an 6nce

elden ¢ikartilmalidir (2, 42).

Enfekte olmayan buzagilar elde etmek ig¢in, buzagi yeni dogdugunda daha
kolostrum almadan annelere gerekli testler yapilip, saglikli annelerden elde edilen

kolostrumla beslenmelidir (2, 10, 73).

Isletme igerisinde kontrol programlar1 olusturulmali, kayitlar iyi tutulmalidir. 6
ayda bir testler diizgiin olarak yapilmali sonuglar siirekli takip edilmelidir. Enfekte
oldugu saptanan hayvanlar asla damizlia alinmamali ve en kisa siirede de kesime

gonderilmelidir (2, 42).

Baz1 kaynaklarda ise enfekte ineklerden enfekte olmamis buzagilar elde etmek
icin embriyo transferi gerceklestrilebilecegi bildirilmistir fakat bunun uygulamasi zor ve
ekonomik olarak verimli olmayacagi diisiiniildiigiinden pek tercih edilmemektedir (42,

13).

Iatrojenik olarak bulasmay1 &nleyebilmek icin kullanilan enjektor, eldiven gibi
malzemelerin tek kullanimlik olmasina dikkat etmeli ve bu ekipmanlarin sadece bir kez
kullanilmasina 6zen gosterilmelidir. Ortak kullanilan sagim makinasi, suni tohumlama
ekipmanlarinin ve boynuz kesme malzemelerinin temiz olmasina ve miimkiinse her bir
hayvanda kullanildiktan sonra dezenfekte edilmesine dikkat edilmelidir. Yine boynuz
kesme aletlerinin miimkiinse elektrikli yakma prensibiyle calisan modelleri tercih
edilmelidir. Dollemede dogal ¢iflestirme yerine hijyenik malzemelerin kullanildigi suni

tohumlama metodu uygulanmalidir (48 ).
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Hayvanlar1 ¢ok kalabalik ahirlarda birbirlerine yakin olarak barindirmamak da
hastalik etkeninin yayilmasimni Onlemede bir yontemdir. Bulasmada gz ve burun
stvilariin da rol oynayabilecegi unutulmamalidir. Ayrica boynuz kesme metodu birgok

yaralanmalar1 6nleyeceginden dolay1 korunmada bir yol olarak diisiiniilebilir (11, 42).

Populasyonda yayilmayi engellemenin diger bir yolu da hastalik etkenini
bulastirmada rol oynadigi diisiiniilen artropodlar1 barinaklardan uzak tutmak igin
onlemler almaktir. Bunun i¢in fiziksel (sinek telleri ve elektronik kapanlar) ve kimyasal

(kovucu ve oldiiriicii zehirler) yontemlere bagvurulmalidir (42).

2.10. Eradikasyon

Eradikasyon i¢in ¢iftlik igerisinde iyi bir kontrol programi olusturulmalidir.
Kayitlar iyi tutulmali ve siirekli yeni yapilan testlerle (6 ayda bir) giincellenmelidir.
Enfekte oldugu saptanan hayvanlar asla damizliga alinmamalidir ve en kisa siirede de
elden ¢ikartilmali ve kesime gonderilmelidir. Siiriiye miimkiinse disaridan yeni
hayvanlar alinmamal1 eger alinacaksa ari ¢iftliklerden alinmali veya siiriiye katmadan
testlerinin bir an dnce yapilmasi saglanmali ve bu siire zarfinda karantinada tutulmalidir
(2, 42). Eradikasyona oOrnek olarak Asagi Saksonya’da BLV enfeksiyonuna karsi

uygulanan programi Sekil 2.4* deki semada gosterilmistir.
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Toplam Hayvan Populasyonu 2 yas ve lizeri tim sigirlara

serolojik test taramasi yapilir

/ Bir veya birkag sigirda pozitif

Negatif sonuglar: sonuglar:
Stipheli olmayan siiriiler Siirii karantina altina alinir.
Pozitif hayvanlar imha edilir.
Her iki yilda bir, 2 yas ve l

tizeri sigirlarda serolojik test
6 ayliktan biiyiik tiim sigirlar
uygulamast yapilir.
yeu yap tekrar test edilir.

A

v

Pozitif hayvanlar imha edilir.

}

Saglikli siirii 3 negatif test

sonucu elde edilir. Testler 4

A

aylik araliklarla yapilir.

Sekil 2.4- Almanya’da BLYV enfeksiyonuna karsi uygulanan eradikasyon programi (42).
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2.11. Bagisikhik

BLV replikasyonunun baskilanmasinda BLV antijenlerine kars1 6zellikle cell
mediated immunitenin=hiicreye bagli immunite (CMI) katki saglar ve infeksiyonun
gelismesini geciktirir. Ayrica kronik retroviral infeksiyonlarda hastaligin ilerlemesinde
sitokin artisindaki degisikliklerin etkili oldugu ve hastaligin olugmasina katki sagladigi
gosterilmistir. Serolojik olarak pozitif olan hayvanlarda IL-2’nin arttigi, persiste
lenfositozisli hayvanlarda ise IL-10 ‘un arttig1 gdsterilmistir. Infeksiyonun erken fazinda
ise IL-12 artmaktadir. Ayrica T helper 1 (Thl) sitokinler CMI’ nin baslatilmasinda

onemli rol oynamaktadirlar (40).

Hastaliktan korunma icin bazi as1 denemeleri yapilmistir, fakat bu caligsmalar
sonucu elde edilen asilar, uzun siireli korumadan uzak kalmiglardir (14, 27, 34). Yapilan
ilk as1 denemelerinde, asilar fotal kuzu bobrek hiicrelerinde hazirlanmistir. BLV
glikoprotein antijenleri, fotal kuzu bobrek hiicre kiiltlirlerinden elde edilen kiiltiir
stvilarinda tespit edilmistir (5). Gp 51 ve p24 antijenlerinin immunolojik 6zelliklerinin
bulundugu ve bu sebeplede gp51 antijenlerinin ve fotal kuzu bobrek hiicrelerinin gp51
antikorlarmin  sekillenmesi saglanarak koruyuculuk olusturmustur (64). Bazi
arastirmacilar virus ile infekte fotal kuzu bobrek devamli hiicre kiiltiirlerine p24 antijeni
ilave ederek canli as1 elde etmisler ve bu asilar ile kisa siireli bagisiklik saglamiglardir

(5,55, 63). Giinlimiizde diinyada ve iilkemizde kullanilan ticari bir a1 bulunmamaktadir.

2.12. Sagaltim

Bovine leukemia virus, sigirlarin 16kosit hiicrelerinde 6zellikle B lenfositlerde
persiste kalir. Etken, sigira yerlestikten sonra virus proteinlerine karsi antikor olusur ve

yasam boyu persiste bir enfeksiyon sekillenir. Tyilesme s6z konusu degildir (41, 60, 66).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Ornekler

Sigirlarin kuyruk venalarindan antikoagulanli ve antikoagulansiz kan alinmigtir.
Orneklemeler 2008 Haziran ay1 ile 2010 Haziran aylar1 arasinda ¢ogunlugu disi 1.5 ile
10 yas arasindaki sigirlardan yapilmistir. Kan alinmadan 6nce ¢ok belirgin klinik belirti
gosteren sigirlar muayene edilmiglerdir. Normal kanlardan serumlar1 elde edildikten
sonta ELISA da kullanilmak tizere -35 °C derece tutulmuslardir. Antikoagulanli
kanlardan ise ticari DNA izolasyon kiti kullanilarak elde edilen DNA’lar -35 °C

derecede tutulmuslardir.
Bunlarin dagilimi asagidaki gibidir :
-Kirklareli Liileburgaz: 32 adet
-Kirklareli Pinarhisar: 14 adet
-Kirklareli Vize: 10 adet
-Tekirdag Cerkezkdy: 37 adet
-Tekirdag Malkara: 39 adet
-Istanbul Catalca: 9 adet
-Istanbul Kiigiikgekmece: 20 adet
-Bursa: 35 adet

-Canakkale: 15 adet
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3.2. ELISA
ELISA testi i¢in Institut Pourquier firmasinin ticari ELISA kiti kullanilda.
ELISA plakalar1 SLT.SPECTRA okuyucuda okundu.
Institut Pourquier firmasinin ticari ELISA kitinin igerigi:
-Monowell Coated microplates (Tekli antijen yapistirilmig plakalar)
-Concentrated (20x) wash solution (Konsantre yikama solusyonu)
-Dilution Buffer 1 sky blue ( Mavi renkli sulandirma tamponu)
-Pozitif kontrol
-Negatif Kontrol
-Monoclonal antibovine IgG / peroxidase conjugate
-Revelation solution 3 (TMB) (Kullanima Hazir Substrate solusyonu)

-Stop Solution (H2 SO4 0,5M) (Reaksiyon durdurma solusyonu)

3.3. ELISA Yontemi

Ticari ELISA kitinin kullanim klavuzunda belirtilen sekilde ELISA
gergeklestirildi.

Teste baslamadan once 20X olarak konsantre halde bulunan 100 ml yikama

soliisyonunu 1900 ml distile suyla dilue edildi.

Testte ilk asama olarak serumlar 1/20 oraninda sulandirildi ve 1 saat boyunca
inkube edildi. Bu periyotta ilk once plakalarda pozitif kontrol, negatif kontrol ve
ornekler i¢in her bir kuyucuga 190 pl “Dilution buffer 2” konuldu. Ardindan serum
ornekleri, pozitif kontrol ve negatif kontrol’den plakalar {izerindeki kuyucuklarina 10 pl
eklendi. Eklenmesinin ardindan plakalar hafifce sallanarak iceriklerin homojenize
olmas1 saglandi. Plakalarin iizeri aluminyum folyo ile kaplandi ve 37 °C’de 1 saat
boyunca inkube olmas1 saglandi. Daha sonra plakalar, igerigi ters ¢evrilerek
bosaltildiktan sonra dnceden hazirladigimiz yikama soliisyonundan ¢ukurlara 300’er ul

eklenerek 3 kez yikandi.
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Konjugat “Dilution Buffer 1” ile 1/100 oraninda sulandirildi ve her bir kuyucuga
100 pl eklendi. Plakanin iizeri aluminyum folyo ile kapatildiktan sonra (37 °C)’de 30
dakika boyunca inkubasyona birakildi. Inkubasyonun ardindan plakanm igerigi ters

cevrilerek bosaltild1 ve yukarida tarif edilen sekilde 3 kez yikandi.

Yikamanin ardindan her bir kuyucuga 100 pl “Revelation Solution 3= substrate
solusyonu” konuldu ve iizeri aliiminyum folyo ile kapatilip karanlik bir yerde 20 dakika
boyunca oda 1sisinda inkubasyona birakildi. Inkubasyonun ardindan her bir kuyucuga
100 pl “Stop solution” konuldu. Plaka hafif¢e sallanarak renkli ¢dzeltinin homojenize

olmasi sagland1 ve SLT.SPECTRA okuyucu ile 450 nm’de okundu.

OD (Optik Dansite ) degerlerinin hesaplanmast:

S/P% =100 x (Ornegin OD450 nm’deki degeri- Negatif kontroliin OD450 nm’deki degeri)

(Pozitif kontroliin OD450 nm’deki degeri - Negatif kontroliin OD450 nm’deki degeri)

Cut off (+) pozitif degeri %115 olarak hesaplandi. OD degeri %115 in {izerinde
pozitif, %85-115 aras1 siipheli, %85 altinda negatif olarak degerlendirildi.
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3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Gerecler

3.4.1. Ornekler
-ELISA da kullanilan ayn1 hayvanlarin EDTA’11 kanlar1 kullanilda.

3.4.2. Ekstraksiyon
-Kit ve molekiiler belirtegler:
DNeasy Blood & Tissue Kit (Cat No: 69506)
Total kandan Proviral DNA ekstraksiyonu i¢in QIAGEN DNeasy Blood &

Tissue Kit kullanildi.

3.4.3. DNA miktarimin ol¢iimii

Nanodrop (Thermo scientific) spektrofotometre cihaz ile dl¢iildii.

3.4.4. Konvansiyonel PCR
-Proviral DNA.
-MgCl2 25 mM (Promega A351H).

-PCR Mastermix

PCR karisim igin Hotstar Taq PCR MasterMix Kit (Qiagen,Cat No:201445)
kullanildi. (igerisinde:Taqg DNA Polymeras, 2x Qiagen PCR Buffer, 3 mM MgCl, ve

d NTP mix).

-Konvansiyonel PCR primerleri: Primerler Primer 3 (versiyon 0.4.0) programi
ile secildi ve BLAST’lar1 ve ikincil yapilari internetten serbest programlarla kontrol

edildikten sonra ticari firmaya sentezlettirildi.
Viral env geninden secildi (495 bp).
Konvansiyonel PCR ¢aligmasinda kullanilan primer dizileri :
Forward Primer TGCCCTTAGCCATCAGAGAC
Reverse Primer CACAGAGGCCACATTAAGCA
-Agaroz

Agaroz (sigma, kod 5093) RT-PCR firiinlerinin horizontal jel elektroforez'de

incelenen drneklerin molekiil agirliklarina gore bantlara ayrilmasi amaciyla kullanildi.
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-Ethidium Bromide ( Biochemica, kod; 46065)

Agaroz jel'de PCR fdrilinlerinin goriilmesi i¢in % 0.1' lik ethidium bromide

kullanildi.
-10X Tris-Asetat EDTA (TAE) Buffer:

10X TAE buffer1 hazirlamak icin 4,84 gr Tris (SIGMA, Kod;T-
60663.72),0,74 gr Na2 EDTA 2H20 (SIGMA,Kod;E5134) 1,14 ml Glasial asetik asit
(SIGMA,Ko0d;A6283) 100 ml'ye deionize suyla tamamlandiktan sonra 10 M NaOH
kullanilarak pH 8.5 olarak ayarlandi. 10X TAE buffer 10 kat sulandirildiktan sonra jelin

hazirlanmas1 (1X) ve elektrik akiminin iletilmesi amaciyla kullanildi.
-Pozitif kontrol DNA

PCR' da kontrol amaciyla kullanilan Bovine Leukemia Virus DNA's1 Firat

Universitesi Veteriner Fakiiltesi’'nden Prof.Dr.Hakan Bulut’ tan sagland.

-Negatif kontrol olarak RNase-DNase igcermeyen bidistile su kullanildi.

3.4.5. Real-time PCR
-Proviral DNA.

-MgCl12 25 mM (Promega A351H).
-PCR Mastermix(Qiagen marka Cat No:201445)
Konvansiyonel PCR Karigiminda (Mastermix) kullanilan ile aynu.

-Real —Time PCR primerleri: Primerler Primer 3 (versiyon 0.4.0) programi ile
secildi ve BLAST’lar1 ve ikincil yapilar1 internetten serbest programlarla kontrol

edildikten sonra ticari firmaya sentezlettirildi.
Viral polimeraz geninden seg¢ildi (115 bp)
Real —Time PCR ¢alismasinda kullanilan primer dizileri.
Forward Primer- ATTTTCCATCTCCATTGACC
Reverse Primer - GAAGGTTCCCAACATATAGCA

-Sybr green 1/1000 oraninda sulandirilmis ¢ozeltisi kullanildi.
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-Ethidium Bromide ( Biochemica, kod; 46065)
-10X Tris-Asetat EDTA (TAE) Buffer
-Pozitif kontrol DNA
Real-time PCR' da normal PCR’da kullandigimiz pozitif kontrol kullanildi
-Negatif kontrol olarak RNase-DNase free bidistile su kullanildi.

Normal ve real-time PCR c¢alismalari “Bio Rad Chromo 4” thermocycler

cihazinda gergeklestirildi.

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR, PCR) Yontemi

3.5.1. Proviral DNA ekstraksiyonu
QIAGEN DNeasy Blood & Tissue Kit (Cat No: 69506) ile DNA ekstraksiyonun

prosediirii:

1. 2 ml’lik Mikrosantrifiij tiipiine 20 pl proteinase K koyuldu, tizerine 100 pl
antikoagulanli kan eklendi ve PBS ile 220 ul’ye tamamlandi

2. Karisimin tizerine AL Buffer eklendi ve homojenize etmek igin vortex
cihaz1 ile karigtirildi. Karisim daha sonra 56 °C’de 10 dakika inkubasyona
birakildi.

3. Inkubasyonun ardindan karisima 200 pl %100 saf etanol eklenip homojenize

etmek i¢in vortex cihazi ile karistirildi.

4. 3.adimda elde edilmis olan karisim daha sonra 2ml’lik DNeasy Mini spin
kolon tiiplerine alindi. Karisim 8000 rpm devir hizinda 1 dakika santrifiij
edildi. Santrifiijiin ardindan DNeasy Mini Spin kolon bagka bir toplama
tiiptine konuldu.

5. Tipiin igerisine 500 pl AW1 buffer konuldu ve yine 8000rpm devir hizinda
1 dakika santrifiij edildi. Santriflijiin ardindan DNeasy Mini Spin kolon

baska bir toplama tiipiine konuldu.



23

6. Tipiin igerisine 500 ul AW2 buffer konuldu ve DNeasy membranin
kuruyabilmesi i¢in 14000 pm devir hizinda 3 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijin ardindan DNeasy Mini Spin kolon 2ml’lik Mikrosantrifiij
tiiptine konuldu.

7. 200 pl AE Buffer dogrudan DNeasy membranina konuldu ve oda 1sisinda 1
dakika inkube edildi. Ardindan 8000 rpm devir hizinda 1 dakika santrifiij
edildi ve ekstrakt Mikrosantrifiij tliptine ayrildi.

3.5.2. DNA miktarinin 6l¢timii
Bu amagla pozitif kontrol ve drneklerden izole edilen DNA miktarlart Nanodrop

spektrofotometre cihazi ile 6l¢iildii (Thermo Scientific) .

3.5.3. Real-Time PCR
Real-Time PCR Karisimi

-Hot Star Tag Master mix (Qiagen marka Cat No:201445) 12,50 ul
-F Primer (20 pmol): 1,0 pl

-R Primer (20 pmol): 1,0 pl

- MgCl, 25 mM: 1,0 ul

- Sybr green 1/1000: 0,5 pl

- Distile su: 6,0 pl

- DNA: 3,0 ul

Daha sonra karisim PCR Thermocycler cihazina (Bio Rad Chroma 4)

yerlestirildi ve asagidaki program uygulandi.

+95 °C’de 15 dakika (ilk denaturasyon)

+95°C’de 10 saniye (denaturasyon) 45 siklus
+60 °C’de 15 saniye (baglanma ve uzama)

Program melting curve i¢in 70-99 °C'ler arasinda 1 derece araliklarla 10 saniye
okumaya ayarlandi.
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3.5.4. Konvansiyonel PCR

Konvansiyonel PCR da primerlerin en uygun baglanma 1silarinin saptanmasi
icin Oncelikle gradient PCR gerceklestirildi. Gradient PCR ile baglanma derecesinin
standardizasyon caligmasinda 52 °C ile 62 °C dereceler arasi test edilerek en uygun

baglanma 1s1s1 saptandi. Buna gore asagidaki PCR karisimi ve kosullar1 kullanilds;

-Hot Star Tag Master mix(Qiagen marka Cat No:201445): 12,50 pl
-F Primer (20pmol): 1,0 pl

-R Primer (20pmol): 1,0 ul

- MgCl; 25 mM: 0,5 pl

- Distile su: 6,0 pl

-DNA: 4,0 pl

Daha sonra karisim PCR Thermocycler cihazina (Bio rad Chroma 4) yerlestirildi

ve asagidaki program uygulandi.

+95 °C’de 15 dakika (ilk denaturasyon)

+94°C’de 1 dakika (denaturasyon)

+56 °C’de 45 saniye (baglanma) 35 siklus
+72 °C’de 1 dakika (uzama)

+4 °C’de 10 dakika
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3.5.5. PCR Uriinlerinin Horizontal Agaroz Jel Elektroforezi ile Analizi:

PCR iiriinleri ethidum bromide (1/10.000) igeren agaroz jel elektroforezi ile
incelendi. Jel i¢in %]1.5 'luk agaroz ve 1X TAE buffer ile hazirlandi. 9 pl PZR iirlinii
1.5 ul yiikleme buffer'h (6X Loading Dye Buffer) ile karistilarak jele aktarildi. Aym
zamanda 100 bp' lik marker jeldeki ilk ¢ukura yiiklendi. 100 volt elektrik akiminda
ortalama 35 dk elektroforez edildikten sonra Kodak (Gel Logic 200 Imaging System)

marka goriintiileme cihazinda DNA bantlar1 gozlendi ve fotograflandi.

3.5.6. Sekanz analizi:

Konvansiyonel PCR sonucunda elde edilen env genine ait 495 bp lik iiriinle
purifiye edildikten sonra sekanslandi. Bu iglem ticari bir firmadan (Refgen) hizmet alimi
yapilarak gerceklestirildi. Sekanslama sonrasinda elde edilen dizinler MEGA 4
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis ) analiz programi kullanilarak filogenetik
(soy agaci) gerceklestirildi. Soy agaci olusturulmasinda gen bankasindan secilen

asagidaki dizinlerden yararlanildi:

Amerika Birlesik Devletleri ( EF065656, EF065647, EF065649, EF065648),
Arjantin (FJ808586, FI808583, FI808580, FJ808594, FJ808587, FJ808598, FJ808582,
FJ808595, FJ808596), Avustralya (D00647), Belgika (AF503581, M35240, K02251,
EF065638), Brezilya (AY185360), Fransa (M35238), Iran (EU266060, EU266063),
Italya (S83530), Japonya (EF065651), Kore (AY995174), Kostarika (EF065637,
EF065655, EF065639, EF065643, EF065654, EF065645, EF065635, EF065636),
Uruguay (Uru33).
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4. BULGULAR

4.1. ELISA Bulgular:
Ornek bulgular:

Kirklareli Liileburgaz aliman 32 adet ornekten 2 adedinde ELISA ile BLV

antikorlar1 yoniinden pozitiflik saptandi.

Kirklareli Pinarhisar’dan alinan 14 adet serumda ELISA ile pozitiflik

saptanmadi.

Kirklareli Vize’den alinan 10 adet sigir serumundan 1 adedinde ELISA ile BLV

antikorlar1 yoniinden pozitiflik saptandi.

Tekirdag Cerkezkdy’den alinan 37 adet Ornegin 2 adedinde ELISA ile BLV

antikorlar1 yoniinden pozitiflik saptandi.

Tekirdag Malkara’dan alinan 39 adet 6rnegin 1 adedinde ELISA ile BLV

antikorlar1 yoniinden pozitiflik saptandi.
Istanbul Catalca dan alinan 9 adet serumda ELISA ile pozitiflik saptanmadi.

Istanbul Kiiciikgekmece’den alinan 20 adet serumun ELISA ile 18 adedinde
pozitiflik saptandi.

Bursa dan alinan 35 adet serumda ELISA ile pozitiflik saptanmadi.

Canakkale’den alman 15 adet serumda ELISA ile BLV antikorlar1 yoniinden

pozitiflik saptanmadi.

Siirli bazinda 9 yerlesim biriminde bulunan toplam 13 siiriiden 5 adedinde (%38)
pozitiflik saptandi. Ayrica total olaral 211 adet serumda 23 (%10.9) adet pozitiflik tespit
edildi (Tablo 4.1, Sekil 4.1).
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Toplam ELISA ELISA Pozitiflik  Siipheli
NO hayvan sayis1 pozitif stipheli orant orant
1 32 2 - % 6 % 0
2 14 - - % 0 % 0
3 10 1 - %9 % 0
4 37 2 - % 7 % 0
5 39 1 - % 3.8 % 0
6 9 - - % 0 % 0
7 20 17 1 %85 %35
8 35 - - % 0 % 0
9 15 - - % 0 % 0

Toplam 211 22 1 % 10.9 % 0,47

Tablo 4.1- ELISA’da pozitif 6rneklerin sayisi ve orani.

1- Kurklareli Liileburgaz, 2- Kirklareli Pinarhisar, 3- Kirklareli Vize, 4- Tekirdag Cerkezkdy, 5- Tekirdag
Malkara, 6- Istanbul Catalca, 7- Istanbul Kiigiikcekmece, 8- Bursa, 9- Canakkale.
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100

Sekil 4.1- ELISA pozitiflik orani;

1-Pozitif 2- Negatif

4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgular1 (PZR, PCR)

DNA Ekstraksiyonu: Pozitif kontrol olarak kullanilan susdan ve alian kan
orneklerinden DNA ekstraksiyon calismalar1 ile Proviral DNA elde edildi. Bu

orneklerle real-time ve konvansiyonel PCR gerceklestirildi.
DNA Miktar1:

Pozitif kontrollerin DNA miktarinin nanodrop 06l¢iim cihazinda oOlgiimi ile

miktarin ortalama 35 ng/ul oldugu saptadi.

Kan 6rneklerinde ise DNA miktar1 ortalama 30 ng/pl olarak tespit edildi.
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DNA Miktariin Optimizasyonu :

Pozitif kontrollerden elde edilen DNA’larin farkli miktarlarda dilusyonlar
kullanilarak yapilan standardizasyon ¢aligmalar1 sonucunda real-time PCR igin 3 pl,
konvansiyonel PCR i¢in ise 4 ul DNA’nin en iyi ¢alistigl saptandi. Real-time PCR i¢in
DNA miktarlarin saptanmasinda pozitif kontrollerin c¢f degerleri ve erime egrisi
dereceleri goz oniine alindi. Konvansiyonel PCR igin ise pozitif ve negatif kontrollerin

DNA bantlarina ve dimer olusumuna gore degerlendirme yapildi.
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Sekil 4.2- Real-time PCR ct (Cycle threshold) grafigi.

Pozitif kontrol ve orneklerle yapilan Real-time PCR goriintiisii. 1. egri (yesil) Pozitif kontrol, 2. egri (acik yesil)
pozitif 6rnek, 3. egri (mavi) Pozitif 6rnek, diger egriler; negatif kontrol ve negatif drnekler.



30

Status
Holnstument
Step = {=
el =of-

Timers
Elapsad
Stem
Aeman

Temperehies
Gample: <L
Bluck e
Lid =L

- Bt

Fle Edi View Instument Tooks MekingCuve User Hep

" Show Al'Wele andSets 5 Show Selected Onl

Copyto Cipboard

Content

Destrition

Content

Dye Destription FiiHM. -dlJdT max. n
Bl Sample negatf 1362 0.003187 62
Gl Sanmple 4 1407 0,003595 a
Bl Saniple 4 1,309 0002876 I
Bal Saniple 4 Al 0008553 i
oBal Sample + 216 0003546 i
] 29 0002428 il

[raphs:

Calculdtions

oo e

Sekil 4. 3- Melting Curve (Erime egrisi) degerleri ekran goriintiisii.

Pozitif kontrol ve pozitif 6rneklerin erime egrileri 82 derece olarak goriilmektedir.
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Sekil 4. 4- Pozitif kontrol ve érneklerle yapilan Real-time PCR’1n jel goriintiisii.

1. ve 3 Pozitif 6rnek, 2. negatif kontrol, 4, 5, 6, 7. negatif 6rnekler, 8. pozitif kontrol, 9 Marker

Primer Miktarinin Standardizasyonu

Primer miktariin optimizasyonu i¢in primerlerden ana stok hazirlandiktan sonra
reaksiyon basmna 10, 20, 30, 40, 50 pmol kullanilarak optimizasyon yapildi. Bu

islemlede bir reaksiyon i¢in 20 pmol primerlerin en iyi ¢alistigini saptandi.
MgCl, Miktarim Optimizasyonu :

MgCl, (25 mMol) miktarini optimizasyonu i¢in ¢esitli miktarlarda (1.5, 1.75, 2,
2.25,2.5,2.75 mM) kullanilarak optimizasyon yapildi. Bu islemlede bir reaksiyon i¢in
2 mM Mgcl, en iyi ¢alistigini saptandi.
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PCR Karisimi

Primerler, MgCl, (25 mMol) , ve DNA miktarlar1 optimize edildikten sonra
Hotstartaq PCR master mix kullanilarak PCR yapildi. Kontrol DNA ile yapilan karisim
icin 12.5 pul PCR Master Mix, 1 ul forward primer (20 pmol), 1 pl revers primer (20
pmol), 4 pl DNA, 1 pl (2 mM MgCly) ve 5.5 pl saf su igeren toplam 25 pl” lik

karigimin en uygun oldugu saptandi.

Amplifikasyon Kosullarinin Optimizasyonu:
Annealing derecesinin optimizasyonu:

Gradiant PCR reaksiyonu sonucu olugan PCR fdriinlerinde elektroforezde
primer-dimerin en az oldugu ve yogunlugu en uygun bantin 56 °C de olustugu

gozlendi.

Marker 52°C 52,9°C 54,8°C 56,3°C 58,0°C 594°C 61,2°C 62,0°C

590!‘-‘!’-—-----"‘

Sekil 4.5- Gradient PCR (52 °C-62 °C) elektroforez goriintiisii

1- marker °C, 2- 52°C, 3-52,9°C, 4-54,8°C, 5-56,3°C, 6-58°C, 7-59,4°C, 8.-61,2°C, 9-62°C,



MARKER ~ ORNEK() ORNEK() ORNEK () ORNEK() ORNEK+ BO§ NEGATIFK. BO§ POZITIFK

Sekil 4.6- Orneklerin Konvansiyonel PCR ile incelenmesi sonucunda elektroforez

goriintiisii.

1- Marker (100 bp) 2.3.4- negatif ornekler, 5- pozitif Ornek 8-Negatif kontrol 10-Pozitif kontrol (495 bp)

33
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NO Toplam Real-time  Konvansiyonel Her iki PCR ig¢in
hayvan sayis1 PCR pozitif =~ PCR pozitif ~ Pozitiflik oram

1 32 2 2 % 6

2 14 - - %0

3 10 1 1 % 9

4 37 2 2 % 7

5 39 1 1 % 3.80

6 9 - - % 0

7 20 18 18 % 90

8 35 - - %0

9 15 - - %0
Toplam 211 24 24 % 11.37

Tablo 4.2- Real-time PCR ve Konvansiyonel PCR’da pozitif 6rneklerin sayis1 ve orani

1- Kurklareli Liileburgaz, 2- Kirklareli Pmarhisar,  3- Kirklareli Vize, 4- Tekirdag Cerkezkdy, 5- Tekirdag
Malkara, 6- Istanbul Catalca, 7- Istanbul Kiigiikgekmece, 8- Bursa, 9- Canakkale.

4.3. Sekans analizi bulgular:

Konvansiyonel PCR’da pozitiflik saptanan ve sekans calismalar1 sonrasinda da
degerlendirmeye alinan 4 adet pozitif 6rnegin MEGA 4 programu ile analizi yapilmis ve
niikleotid sekans bulgular1 soy agacit Sekil 4.7°de verilmistir. Bu sonuglara gore
sekanslamada kullanilan 4 BLV genotipide Moratorio ve ark. larinin (59) ¢aligmalarinda

sunduklar1 soy agaci da dikkate alinarak genogrup IV olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7- Orneklerin sekans analizi sonucunda olusan gen agaci goriintiisii.
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GENOTIP 8

GENOTIP 1

GENOTIP 3

GENOTIP 2

GENOTIP 7

GENOTIP 6

GENOTIP 5

GENOTIP 4

Bu calismada kullanilan 6rnekler, TRBLV1, TRBLV2, TRBLV3, TRBLV 4
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5. TARTISMA

Sigirlarda EBL infeksiyonu diinyanin birgok bolgesinde ve iilkemizde sigircilik
endiistrisinde asemptomatik seyirden oOliime kadar farkli klinik tablolarla seyreden ve

ekonomik kayiplara neden olan 6nemli bir infeksiyondur.

Infeksiyonun g¢ogunlukla asemptomatik seyretmesi ve gdzden kagmasi siirii
icerisinde yayilma olasiligini arttirmaktadir. Bu nedenle Sigircilik {initelerinin diizenli
araliklarla serolojik yada molekiiler yontemlerle test edilmesi gerekliligi arastiricilar ve

Diinya hayvan saglig1 organizasyonu (WOAH)) tarafindan 6nerilmektedir (88, 89, 90).

Ticari AGID ve ELISA testleri, EBL tanisinda kullanilmak tizere WOAH (77)
ve Office international epizooti (OIE) (89, 90) tarafindan tani testi olarak
onaylanmiglardir. ELISA ve AGID testleri arasinda yiiksek oranda uyum saglandigi
belirtilmekle birlikte bazi arastiricilar ELISA sensitivitesinin daha yiiksek oldugunu
vurgulamiglardir ( 20, 58, 82). ELISA ve AGID’in PCR ve Southern blot testleri ile
kargilagtirmali c¢alismalarinda ELISA’da  %97.2 oraninda ve AGID’de % 79.7
oranlarinda duyarlilik rapor edilmistir (82). Benzer sekilde Nguyen V.K. ve ark ( 62 )
ELISA’nin kantitatif olarak antikor miktarmi belirleyebildigini, AGID testinden daha

duyarli oldugunu ve ¢ok daha kisa siirede sonug alinmasi avantajlerini bildirmislerdir.

Bu ¢alismada daha oncede arastiricilar tarafindan kullanilan ve 6nerilen ticari bir
ELISA kiti (POURQUIER®ELISA Bovine Leukosis Screening-Fransa) kullanilmistir.
Bu kit ile anti-gP 51 antikorlar1 saptanmaktadir. Benzer sekilde anti-p24 antikorlarinin
arandig1 ELISA larda gelistirilmis ve basariyla kullanilmaktadir (44, 76). Simart ve ark.
2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada gP51 ELISA’nin hem AGID testinden hemde p24
ELISA’dan daha duyarli oldugunu ve Kanada’da resmi tarama testi olarak

kullanilmasini1 6nermislerdir (76).

EBL ile ilgili olarak tiim diinyada seropozitiflikler bildirilmistir. Arjantin’de
2001 yilinda (82) ELISA ile yapilan bir ¢aligmada %32.85 prevalans saptanirken, 2008
yilinda (29) AGID ile %59 seropozitiflik bildirilmistir. Kanada’da 1200 sigir serumu 3
farkli ELISA kiti ile test edilmis ve ortalama %40.8 oraninda pozitiflik bildirilmistir
(76). Amerika Birlesik Devletleri'nde 1997 yilinda siiriilerin %79’unda en az bir
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hayvanda seropozitiflik rapor edilmistir (84). 2003 yilinda ise bir ¢aligmada, ELISA ile
%80 seropozitiflik bildirilmistir (61).

Misir’da 2002 yilinda ELISA ile yapilan seroprevalans calismasinda 2 yasin
altindaki sigirlarda % 37.7 ve 2 yasin istiindekilerde ise %72.8 oraninda pozitiflik
saptanmis ve bu pozitiflikler PCR ile de gosterilmistir (93). Tanzanya’da, iilkenin ¢esitli
bolgelerinden alinmig 2,859 6rnekten ELISA ile yapilan seroprevalans caligmalarinda

seropozitiflik oran1 %36 olarak tespit edilmistir (75).

Japonya’da 2003 yilinda yapilan serolojik calismada , pozitiflik oraninin % 3,3
oldugu tespit edilmistir(85). Ayrica Fransa (31, 62) ve Israil’de (13) 1990 11 yillarda

yaklasik % 3 oranlarinda seropozitiflik bildirilmistir.

Tiirkiye’nin Marmara Bolgesi’ne komsu olan iilkelerden, Bulgaristan’da yapilan
calismalarda ise Sandev ve ark. 2000 yilinda %17.2 ve 2004 yilinda ise %22.26 ile artan
pozitiflik oranlarimi rapor etmislerdir (65, 74). Bu calismadaki bulgular diger

tilkelerdeki bulgulara cok fazla benzerlik gdstermemektedir.

Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde EBL’nin seroprevalanst ile ilgili yapilan
calismalarda Cukurova bolgesinde 1990°da %30 (18), Dogu Anadolu bolgesinde 2001
yilinda %18 (23), 2005 yilinda Giineydogu’da 9%0.27 (66), 2006 yilinda Aydin
yoresinde yapmis olduklart ¢alismada % 0,3 (80) ve Bursa ilinde 2009°da % 9 (16)
oraninda pozitiflik bildirilmigtir. Bu c¢alismada ELISA ile saptanan % 9 oranindaki
pozitiflik 6nceki yillarda yapilan bazi ¢alismalarin sonuglarina benzerlik gosterirken

bazi ¢alismalarin bulgularina uymamaktadir.

EBL tanisinda son yillarda PCR yoOntemleri bir ¢ok arastiric tarafindan yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir (16, 54, 59, 73). Bu calisma Marmara bdlgesinde EBL nin

tanisina yonelik olarak yapilan ilk Real-time PCR caligsmasidir.

Aragtiricilar, PCR caligmalarindan 6nce DNA ekstraksiyon amaciyla farkli
ticari kitler ve konvensiyonel yontemlerden yararlanmiglardir (16, 51, 71). Bu ¢alismada
kandan DNA ekstraksiyonu i¢in Qiagen marka DNeasy Blood & Tissue Kit
kullanilmustir.
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Konvansiyonel PCR c¢esitlerinde c¢ogalan iiriiniin saptanmasi i¢in agaroz jel
elektroforez testi kullanilir. Real-time PCR'da ise ¢ogalan {irlinii anlik olarak izlemek
miimkiindiir ve ayrica jel elektroforeze gerek yoktur. Ancak pozitif orneklerden
sekanslama calismasi yapilmak istendiginde real-time primerleri yeterli olmayacagi i¢in
daha biiylik bir gen bolgesi icin sekans primerlerin hazirlanmast ve konvansiyonel
PCR’1in yapilmast gerekmektedir. Klinik o6rneklerden; total kan, siit, kolostrum,
semenden PCR c¢alismalarinda Proviral DNA saptanabilir. Diger testler ile

karsilastirildiginda molekiiler testlerin cok daha kisa siirmesi biiyiik bir avantajdir.

Bu ¢aligmada real-time PCR tekniginde elektroforez goriintiisiine gerek olmadigi
halde pozitifligi kanitlamak i¢in ve ct egrilerinin primer-dimere bagli olmadigini

gostermek amaciyla elektroforez yapilmis ve pozitif bantlar izlenmistir.

Real time ve konvansiyonel PCR testinin sensitivisinde primer se¢imi ¢ok dnemlidir.
Bir¢ok arastirict BLV genomunun saptanmasinda Viral pol, env, gag genlerinden
secilen primer sekanslarinin normal PCR ve real-time PCR i¢in etkili oldugu rapor
edilmistir (12, 16, 54). Bu ¢aligmada diger arastiricilar tarafindan kullanilan primerler
yerine konvansiyonel PCR i¢in env ve real-time PCR i¢in pol genine spesifik primerler,
Primer3 programindan segilerek Blast ve ikincil yapilar1 kontrol edildikten sonra ticari
firmaya sentezlettirildi. Bu calismada, konvansiyonel PCR c¢aligmasinda kullanilan

primerler, sekanslamada da kullanilmstir.

Bazi1 arastiricilar  ELISA testinin duyarliligimi ortaya koymak i¢in PCR’1
kullanmiglar ve ELISA duyarliligii %97 oranlarinda rapor etmislerdir (30, 48).
Benzer sekilde bu ¢alismada da ELISA duyarliligt %95.8 bulunmustur.

Son zamanlardaki ¢alismalar BLV nin tahmin edilenden yiiksek oranda genetik
varyasyonu oldugunu rapor etmistir. (54, 59). BLV env geninin tamami yada kismi
bolgeleriyle yapilan sekans analizleri sonucunda Giiney Amerika’da 7 genotip
siiflandirilmistir. Arastiricilar, diinyanin bu bolgesinde birden fazla genotipin olmasini
uluslararas1t sigir ticaretinin fazlaligiyla agiklanabilecegini bildirmislerdir (59).
Matsumuro ve ark. ise yaptiklar1 ¢alismada env genine gore 8 genotip siniflandirmais,
ancak Japonya’daki genotiplerin ¢ogunlugunun genogrup I oldugunu bildirmislerdir

(54).
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Bu calismada, sekans bulgular1t MEGA 4 programi kullanilarak analiz edildi.
Ancak genogruplandirma konusunda Matsumura (54) ve Moratorio’nun  (59)
filogenetik agaclarindan da yararlanildi. Buna gore calismadaki 4 Ornegin sekans
bulgular1 sonucunda yapilan analizler, tamaminin genogrup 4 oldugunu gdosterdi. Bu
genogrupta ayrica gen bankasina kayitli Belgika, Arjantin ve Fransa’ya ait BLV suslar
bulunmaktadir. Bu ¢aligma iilke genelinde yapildiginda farkli genogruplarin saptanma
olasilign vardir. Ulkemize yakin zamanda diinyanin farkli bdlgelerinden canli hayvan
ithalatinin yapilmasi da ileride BLV infeksiyonu ile ilgili olarak farkli genotiplerin

ortaya ¢ikabilecegi olasiligini arttirmaktadir.

Bolgede yapilan onceki ¢alismalar ve bu ¢alisma EBL’nin Marmara bolgesinde
endemik oldugunu gostermektedir. Infeksiyonun bolgedeki eradikasyonu igin maliyet
fayda hesabmin yapilmasi gerekmektedir. Infeksiyonun korunmasina yénelik olarak
bir¢cok as1 calismasi olmasina ragmen ticari bir asist olmadig: icin diger ilkelerdeki
eradikasyon stratejisi diizenli araliklarla serolojik testlerin yapilmasi ve seropozitif
hayvanlarin siirliden c¢ikartilmasi esasina dayalidir. Ayrica siiriiye yeni katilacak
hayvanlarin karantina uygulamasi1 ve bu donemde serolojik testlerden negatif oldugu
belirlendikten sonra siirliye katilmasi ve son olarakta yonetsel olarak iatrojenik
bulasmanin dnlenmesi eradikasyonda kullanilan yontemlerdir (2, 42). Baz {ilkelerde bu

hastaliga kars1 bagarili eradikasyon ¢alismalar yiirtitilmistiir (2, 15).

Ayrica hastalik ¢ogunlukla aseptomatik seyretmekte ve bu hayvanlar araciligi ile
yayilmaktadir (18). Bu calismada da serolojik ve molekiiler yontemlerle saptanan
pozitif hayvanlarda herhangi bir klinik semptom gozlenmemistir. Bu durum
infeksiyonun asemptomatik hayvanlar ile yayilim olasiligmi  arttirdign bilgisini

dogrulamaktadir.

Sonu¢ olarak, EBL’nin Ulkemizdeki prevalansinin tam olarak ortaya
konulabilmesi i¢in multidisipliner projelerle sadece Marmara degil tiim bolgeleri i¢ine
alacak sekilde risk analizlerini de kapsayan ve eradikasyona yonelik daha genis ¢apta
arastirmalarin planlanmasi gerektigi goriisiindeyiz. Bu amagla, tarama testi olarak kolay
uygulanabilirligi ve ¢ok sayida serumun kisa siirede incelenebilecegi ELISA ve sonrada
pozitif orneklerin teyid edilmesi amaciyla proviral DNA’nin saptanmasina yonelik

olarak yapilan PCR tekniklerinin glivenle kullanilabilicegi goriisiindeyiz.
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