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ARASTIRMA

Dogal Enfekte Bir Siiriide ELISA ve Nested-PCR ile Sigirlarin
Losemi Viris Enfeksiyonunun Belirlenmesi

Bu calismada, dogal enfekte bir surtide sigirlarin I6semi viris (Bovine leukemia virus; BLV)
enfeksiyonunun varligi nested-polimeraz zincir reaksiyonu ve iki farkli ELISA kitiyle arastiriimigtir.
Bu sirude bulunan 65 hayvandan alinan serum 6rnekleri 2 farkli ELISA, kan 6rnekleri ise nested-
PCR ile test edildi. Her iki ELISA sonucunda, 65 hayvanin 14 (% 21,5) tanesinde BLV seropozitifligi
belirlendi. Nested-PCR neticesinde ise; toplam 16 (% 24,6) érnekte BLV proviral DNA varligi tespit
edildi. Calismanin bulgulari, ELISA'nin avantajlarina ragmen, BLV'nin eradikasyonu programinda
tek baslarina serolojik testlerin yetersiz kalabilecegdi verilerini destekler niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: BLV, sigir, ELISA, nested-PCR.

Determination of Bovine Leukemia Virus Infection by ELISA and Nested-PCR in A
Naturally Infected Cattle Herd

In this study, the presence of bovine leukemia virus (BLV) infection in a naturally infected cattle
herd was determined using nested-polymerase chain reaction (Nested-PCR) and enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA). Serum and blood samples from 65 animals in this herd were tested
for BLV with nested-PCR and two different ELISA kits. According to ELISA examinations, 14 (21,5
%) of 65 animals were found as BLV seropositive. In the result of nested-PCR, 16 (24,6 %) of 65
samples were found positive for BLV proviral DNA. The findings of the present study suggest that
despite several advantages of ELISA, serological tests when they were used alone might not be
adequate in BLV eradication programmes.

Key Words: BLV, cattle, ELISA, nested-PCR.

Girig
Enzootik sigir I6kozu (enzootik bovine leucosis) etkeni olan sigirlarin 16semi virisu
(bovine leukemia virus; BLV) pozitif anlamli, diploid karakterde bir RNA’ya sahiptir. Bu

virs insan T hicre lenfotropik virlis tip | ve Il ile simian T hiicre lenfotropik virlsleri ile
birlikte Retroviridae ailesinin Deltaretrovirus alt grubunda yer almaktadir (1).

Sigirlarin 16semi virGsinin enfekte I0kosit hiicrelerinde cogalmasi agsamasinda viral
tersine transkripsiyon enzim aktivitesi sonucunda olusan proviral DNA’lar, enfekte
hicrelerin kromozal DNA’sina entegre olmakta ve bu proviral DNA’lar klinik olarak
saglikh gériinen hayvanlarda uzun yillar bulunmaktadir. Proviral DNA bulunan bu
hicrelerde Uretimli doénemle birlikte fazla sayida yeni yavru virisler kana
saliverilmektedir. Bu nedenle, klinik olarak saglikli enfekte hayvanlar tasiyici olarak
uzun yillar enfeksiyonu horizental ve konjenital yolla sagmaktadirlar (2). Bundan dolays,
enfekte hayvanlarin belilenmesi ve bunlarin siriide uzaklastirimasi hastalikla
savasimda oldukga dnemlidir.

Sigirlarin 16semi virGsi ile enfekte hayvanin teshis edilmesinde, virlise kargi antikor
varligini belirlemeye yoénelik, enzime bagh immunosorbent deneyi (enzyme linked
immunosorbent assay; ELISA), agar gel immunudifuzyon testi (AGID) ve
radioimmunoassay (RIA) gibi serolojik testler siklikla kullaniimaktadir (3, 4). Bu testler
icerisinde, ELISA, enfeksiyonun teshis edilmesinde kolay uygulanabilirligi, duyarli ve
6zgll olmasindan dolayi, diger serolojik testlere tercih edilmektedir (4). Ancak, son
yillarda provirusun pozitif oldugu ama serolojik olarak negatif olan sidirlarin varligi
bildirilmigtir (2, 5, 6). Bu nedenle, slpheli vakalarda virise karsi olusan antikorun
tespitiyle birlikte virlis veya virls yapi unsurlarinin belirlenmesine yonelik dogrulayici
testler onerilmektedir.  Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), BLV ile enfekte tim
hayvanlarda proviral DNA'nin belirlenmesinde oldukga etkin bir test olarak kabul
edilmektedir (7, 8).

Bu calismada, daha 6nceki yillarda BLV enfeksiyonunun yaygin oldugu belirlenen
dogal enfekte bir siride (9) iki farkli ELISA ve nested-PCR ile BLV enfeksiyonunun
varliginin tespiti ve BLV’ye karsl her hangi bir savasim programi uygulanmayan bu
surlde 10 yillik bir stire¢g sonunda enfeksiyon insidansinin belirlenmesi amaglanmistir.
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Gereg ve Yontem

Hayvanlar: Calismanin gergeklestirilecegi surlde,
Subat 2004 yilinda 6 Holstayn, 26 esmer ve 33 Simental
irkindan 65 hayvanda EDTA’lI ve EDTA’siz tuplere kan
ornekleri alindi. Yirmi tanesi erkek, 45 tanesi disi olan ve
yaslari 2-5 arasinda degdisen bu hayvanlarin hi¢ birinde
[0semi icin karakteristik bir klinik semptom tespit
edilmedi.

ELISA: EDTA’siz tiplere alinan kan Orneklerinden
elde edilen serumlar ticari iki farkli ELISA kiti kullanilarak
BLV antikorlari yéninden test edildi. Bu testlerde bir
tanesinde yuzeyi inaktif BLV ile kaph (The CHEKIT-
Leucotest) diger ELISA kitinde ise BLV'nin p-24 proteini
ile kaph mikropleytler kullaniimistir (EBLV Ab ELISA,
Test-Line Ltd., 61200, Brno, Czech Republic).
Hayvanlardaki seronegatiflik, seropozitiflik ve stphelilik
durumu kitlerde belirtilen kriterler dikkate alinarak tespit
edildi.

DNA ekstraksiyonu ve nested-PCR: Tim
hayvanlarin I6kositinden DNA ekstraksiyonu
NucleoSpin®Tissue ticari kiti kullanilarak uretici firmanin
belirttigi prosediire gore gergeklestirildi (Macherey-Nagel
Inc USA). Ekstraksiyonlar esnasinda I6kosit dérneklerinin
bir kismi kullanildi ve diger kismi ihtiya¢ duyuldugunda
kullaniimak tzere - 80 °C’de saklandi.

Nested-PCR prosedulri daha 6nceden tanimlandigi
gibi gerceklestirildi (10). llk adim PCR reaksiyonu, 3 ul
I6kosit DNA, 5ul 10xPCR Buffer (100 mMTris-HCI, pH
8.0, 500 mM potassiumchloride, 15 mM Magnesium
chloride), her birinden 1.25 pM deoksinukleotitler, 1U
Tag DNA polymerase (Bioron), 10 pM primerler
(env5032; 5-TCTGTGCCAAGTCTCCCAGATA-3" ve
env5608; 5'-AACAACAACCTCTGGGAAGGGT-3') olmak
lizere toplam 50pl PCR karisimi ile gergeklestirildi. ikinci
adim PCR reaksiyonunda ise, ilk adimdan farkl olarak,
templeyt DNA olarak 1 pl birinci PCR urini ile primer
olarak da env5099; 5'-CCAACAAGGGCGGCGCGGTTT-
3' ve envb5521; 5'-GCGAGGCCGGGTCCAGAGCTGG-3'
primerleri kullanildi. Her iki asama amplifikasyonlar 94
°C’de 10 dak. baslangi¢ inkibasyonundan sonra, 94
°C'de 1 dak. 55 °C’'de 1 dak. ve 72 °C’'de 2 dak.lik
toplam 32 siklus dénglyu takiben, 72 °C’de 10 dak. son
uzatma ile gercgeklestirildi. Elde edilen PCR {rinleri
etidyum bromid ile boyandi ve % 2’lik agaroz jelde UV
altinda géruntilendi.

Bulgular

Dogal enfekte suride gergeklestirilen iki farkli ELISA
neticesinde, her test kitiyle 65 hayvanin, 13 tanesi ayni
(% 20) ve birer tanesi farkli, 14 6rnekte (% 21,5) BLV
seropozitifligi belirlendi (Tablo 1). The CHEKIT-Leucotest
kitiyle stpheli olarak tespit edilen bir serum érnegi EBLV
Ab ELISA kitiyle seropozitif olarak tespit edildi. EBLV Ab
ELISA kitiyle seronegatif olarak tespit edilen bir 6rnek ise
The CHEKIT-Leucotest kitiyle pozitif bulundu. iki ELISA
kitinde farkli bulunan bu &rnekler, sonuglarinin teyidi
amaciyla bir kez daha test edildi ve ayni sonuglar elde
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edildi. Bu nedenle, her iki testin pozitifligi dikkate
alindiginda toplam 15 6rnekte en az bir ELISA kiti ile
pozitiflik kaydedildi.

Altmis bes hayvanin I6kositlerinden elde edilen
DNA’larin  kalip olarak  kullanildigi  nested-PCR
neticesinde ise her iki ELISA’da seropozitif 13 ve her bir
ELISA’da birer farkli 6rne@e ilave olarak iki ELISA’da da
seronegatif bir érnekte BLV proviral DNA varligi tespit
edildi. Dolayisiyla, nested-PCR’da toplam 16 ornekte (%
24,6) yaklagik 444 baz ¢ifti uzunlugunda amplikasyon
Urtind agaroz jelde goéruntilendi (Sekil 1).

Nested-PCR’a gore ELISA sonuglari kiyaslandigi
zaman, ELISA’larin her birinin duyarlilhklari % 93,3 ve
Ozgulltkleri ise % 100 olarak kaydedildi.

Tablo 1. Dogal enfekte bir siiride (n:65) sigirlarin I6semi
viris  enfeksiyonunun varliginin  tespiti amaciyla
gerceklestirilen nested-polimeraz zincir reaksiyonu ve ikKi
farkli ticari ELISA kiti sonugclari.

The CHEKIT- EBLV Ab
Leucotest Kkiti ELISA Kiti Nested-PCR
Pozitif 14%(%21,5) 14%(%21,5) 16b(% 24.6)

Negatif 51 (% 78,5) 51 (% 78,5) 49 (% 75,4)

a) Her iki grupta birer tanesi farkli 6rnek.
b) 13 tanesi her iki ELISA’da ayni, iki tanesi bir ELISA’da pozitif
ve bir tanesi de her iki ELISA’da negatif 6rnek.

Sekil 1. Sigirlarin I6kosit hiicrelerinde elde edilen DNA ile sigir
I6semi virls (BLV)e karsi gergeklestirilen nested-PCR
Urlnlerinin agaroz jelde goérintist. M1: marker (100 bp DNA
Ladder), M2: marker (50 bp DNA Ladder), 1-9; BLV pozitif
ornekler, 10; BLV negatif 6rnek.
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Tartigsma

Bu calismada, daha onceki yillarda (1993-1994)
yapilan bir calismada (9) yuksek oranda (%7,1) BLV
prevalansi belirlenen dogal enfekte bir siride BLV
enfeksiyonunun varligi nested-PCR ve iki farkli ticari
ELISA kitiyle arastiniimistir. Ulkemizde BLV
enfeksiyonuna  kargl, ithal hayvanlardan EBLV
seronegatiflik sertifikasi istenmesi haricinde, ulusal bir
program mevcut degildi. Bu nedenle, 1993-1994 yilinda
gerceklestirilen  test sonuglarina gdre  seropozitif
hayvanlar kesime génderilmemis ve bu hayvanlar suriide
tutulmuslardir. Bu slire zarfinda ise stirlide mevcut olan
ineklerin tohumlanmasi ve dogumlari gerceklestirilmigtir.
Ayrica, slride horizantal bulasmayi engelleyecek
herhangi bir tedbirin alinmadidi kaydedilmigtir. Bu
nedenle, ylksek insidansta bir BLV enfeksiyon varliginin
olacagi 6ngoérustu ile calisma amaciyla bu sirl
segilmigtir.

Mevcut ¢calisma sonunda 65 hayvanin iki farkh ELISA
ile arastiriilmasi sonucu, birer 6rnek farkli olmakla birlikte,
14 (% 21,5) tanesinde BLV’a karsi antikor yaniti tespit
edilmistir. En az bir ELISA’da pozitif olan toplam 15
hayvanin hepsinde PCR ile BLV DNA'lari belirlenmistir.
Ayrica, PCR’da, her iki ELISA’da da seronegatif olan bir
sigirda BLV proviral DNA'’si tespit edilmistir. Bu sonuglar,
oncelikle testler arasi duyarlihgi akla getirmektedir. Bu
nedenle, sonug¢ farklihdinin PCR’da yalanci pozitiflikten
kaynaklanabilmesi intimali ~ dUsdndlerek,  ozellikle
tartismali Gg ornek (tek bir ELISA ile pozitif gikan iki ve
ELISA negatif olup PCR pozitif olan bir 0Ornek)
ekstraksiyon asamasindan baglayarak nested-PCR’da
yeniden calisiimistir ve ayni sonuglar elde edilmigtir.
Daha 6nceki bazi ¢calismalarda da BLV provirusun pozitif
oldugu ama serolojik olarak negatif olan sigirlar
bildirilmistir (2,5,11). Enfeksiyonun varligina ragmen
seronegatifllk durumu genellikle enfeksiyonun ilk
safhalariyla iligkili olabilir. Ayrica, immun sistemi
baskilayan sigirlarin mukozal hastaligi gibi enfeksiyonlar
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veya gebelik gibi fizyolojik faktérler de bu duruma neden
olabilmektedir (12,13). Bunun yanisira BLV’nin farkh
provirus varyantlariyla enfekte olan hayvanlarda da
seronegatiflik bildiriimektedir (11,14). Bu nedenle, bu
calismada da benzer durumlardan bir veya birkaginin
s6z konusu oldugu disindlebilir. Elde edilen sonuglar bu
konuda devam eden tartismalara katki saglamakla
birlikte, bu konuda ileride daha detayl calismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Son yillarda Ulkemizde, ¢zellikle Ege ve Marmara
Bdlgelerinde, sigir yetistiriciliginde bireysel hayvan
sagligindan ziyade sirl sagligini gézeten yaklasimlarin
yayginlastigini gérmekteyiz. Bu nedenle de enfeksiy6z
hastaliklara  verilen 6nemin arttigini  ve  birgok
enfeksiyona karsi sirllerin taranmasi ile ilgili taleplerin
geldigini kaydetmekteyiz. Sirlu taramasi ile talepler,
genel olarak, sigirlarin mukozal hastaligl, sigirlarin
enfeksiy6z rinotrahitisi-enfeksiyoz balonopostitisi
(IBR/IPV) ve sigirlarin l6kozuna karsi olmaktadir. Bu
bakimdan Ulkemiz agisindan mevcut ¢alismanin verileri
ileriki yillarda daha da 6nem arz edecektir.

Sonug olarak, bu galismanin verilerine gore, BLV'e
karsl surl bazinda bir tarama programi uygulanmasi
durumunda, serolojik testler iginde en duyarll olan ve
birgok avantajlari bulunan ELISA’'nin tek basina yetersiz
kalabileceg@i gorilmustir. Bu nedenle de, ELISA ile bir
tarama yapilmasi durumunda, 6&zellikle prevalansi
yuksek ¢ikan sirtlerde, bu surilerin uzun sure klinik ile
hematolojik takibi ve ELISA’nin belirli bir sitire sonra
tekrari faydal olacaktir. Ayrica, bu ¢alismada elde edilen
diger bir 6nemli sonug, enfekte bir siriide eradikasyon
programi uygulanmadigi taktirde 10 yil gibi bir sirede
enfeksiyonunun insidansinin %7,1 oranindan % 24,6 gibi
oldukga yuksek bir orana yukseldigi kaydedilmesidir. Bu
sonuglar anneden yavruya plesanta yoluyla konjenital
olarak gegcen ve rektal palpasyonla dahi sacilabildigi
gosterilen (15) BLV gibi etkenlerle savasimda sirl
takibinin 6nemini gostermektedir.
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