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Tirkiye’nin Bazi Bolgelerinde 2008 Yilinda Gorulen Bovine
Ephemeral Fever Viris Enfeksiyonlarinin Polimeraz Zincir
Reaksiyonuyla Belirlenmesi

Bovine ephemeral fever (BEF), biyokimyasal ve hematolojik degisikliklerle karakterize sigirlarin
viral bir hastaligidir. Sit veriminde azalmaya ve besi sidirciiginda verim kaybina neden
olmasindan dolayi ekonomik olarak dnemli bir hastaliktir. Bu galismada Dodu Anadolu, Guneydogu
Anadolu ve Akdeniz bdlgelerinde yer alan on vilayetten 2008 yilinda 110 adet kan ve 120 adet
serum o6rnegdi toplanmigtir. Toplanan 6érneklerden izole edilen RNA’lara tersine transkripsiyon ve
polimeraz zincir reaksiyon (RT-PZR) deneyleri yapildi. Glikoprotein genine spesifik primerlerin
kullanildigi polimeraz zincir reaksiyonunda 2008 yilinda 20 6rnek pozitif olarak bulundu.

Anahtar Kelimeler: Bovine ephemeral fever viriis, RT-PZR, sigir.

Detection of Bovine Ephemeral Fever Virus Infections by Polymerase Chain
Reaction in Some Regions of Turkey in 2008

Bovine ephemeral fever (BEF) is a viral disease of cattle which is characterized by hematological
and biochemical changes. It can cause significant economic impact due to reduced milk production
in dairy herds, and loss of condition in beef cattle. In the present study, a total of 110 whole blood
and 120 sera were collected from cattle in 10 provinces located in Southeastern Anatolia, Eastern
Anatolia, and Mediterranean region in 2008. After total RNA extraction of the samples, reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to recover partial sequences of the
BEFV glycoprotein gene. Glycoprotein gene was found in 20 samples by polymerase chain
reaction by using specific primers in 2008.
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Girig

Bovine ephemeral fever virisu (BEFV) ilk kez Bati Afrika’da tanimlanmis olup daha
sonralari genis bir tropikal kusakta bildirilmistir (1). Virlis sadece sigir (Bos taurus, Bos
indicus ve Bos javanicus) ve su buffalolarinda klinik semptom gdstermektedir (1, 2).

Etkilenen hayvanlarda klinik belirtiler birkag giin goériilmesinden dolayi hastaligin diger
bir ismi de Ug giin hastaligi olarak bilinmektedir (1).

Bovine ephemeral fever virlisi Rhabdoviridae ailesinin Ephemerovirus sinifinda yer
almaktadir. Viris tek zincirli, segmentsiz ve 14.900 nukleotid uzunlugunda negatif
polariteli bir RNA genomuna sahip olup diger rhabdo virlislerden genom uzunlugu
bakimindan daha buyuktir. BEF viristnin nikleoprotein (N), fosfoprotein (P), matriks
(M), glikoprotein (G) ve large (L) olmak Uizere bes tane yapisal proteini bulunmaktadir.
Virlistin sadece bir serotipi bulunmasina ragmen farkh izolatlar, antijenik degisiklikler
gOstermektedir (3-9).

Hastalik Afrika, Asya, Avustralya ve Orta Dogu’nun tropikal ve subtropikal
bdlgelerinde goérulmekle birlikte sit ve besicilik endustrisinde énemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (1, 4, 6). ik hastalik vakalari genelde sporadik olarak meydana
gelmesine ragmen 7-10 glin sonra morbiditenin yiksek olmasindan dolay! epidemiler
meydana gelmektedir (10). Hastaligin morbidite orani %80, mortalite orani ise %1-3
arasinda degismektedir (1, 11).

Virls, duyarli hayvanlara direk temasla, semenle, damlacik enfeksiyonuyla, viicut
ekstretleri, viicut eksudatinin transferi veya injeksiyonu yolu ile taginmamaktadir.
Enfeksiyon deneysel olarak intravendz yolla olusturulabilmesine ragmen subkutan veya
intramiskiler yolla genellikle enfeksiyon olusmamaktadir. Enfeksiyon siklikla iklim
sartlarina baghdir ve yayllmasi enfekte insektler (Culicoides, Culex ve Anopheles) ile
olmaktadir. Bovine ephemeral fever virist enfekte insektlerde replike olabilmektedir.
Hastaligin ortaya c¢ikisi uygun iklim kosullarina, vektoriin artisina ve insektlerin
yayllmasina baghdir (2, 4, 11, 12).

"Bu calisma, TUBITAK tarafindan desteklenen 1050436 nolu projenin bir kismindan ézetlenmistir.
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Bu g¢alismada; Dogu Anadolu, Glineydogu Anadolu
ve Akdeniz bélgelerinde U¢ glin hastalidinin tersine
transkripsiyon ve polimeraz zincir reaksiyonuyla (RT-
PZR) belirlenmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem

Numunelerin Toplanmasi: Hastaligin  goérilme
zamani olan Eylul-Kasim aylari arasinda Adana,
Adiyaman, Diyarbakir, Elazi§g, Gaziantep, Hatay,
Kahramanmaras, Malatya, Mardin ve Sanlurfa illeri ile
bu vilayetlere bagl ilge ve kdylerde yiiksek ates belirtisi
gOsteren hayvanlardan hem kan hemde serum
numuneleri alindi (Tablo 1). Sahadan toplanan kan
ornekleri soguk zincirde serum numuneleri ise sivi azot
tanki icerisinde laboratuvara getirildi. Arastirmanin
yUritaldigu odaklarda 2008 yilinda farkh yas ve tirdeki
hayvanlardan 110 adet kan ve 120 adet serum &rnegi
toplandi.

Numunelerden RNA izolasyonu: Sahadan toplanan
numunelerden RNA izolasyonu QIAamp Viral RNA
izolasyon kiti (Qiagen, Almanya) ile Uretici firmanin
belirtti§gi yonteme gére yapildi.

Tersine Transkripsiyon ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu: Bu deneyde bovine ephemeral fever virlisi
glikoprotein genine spesifik BEF19F ve BEF523R
primerleri kullanildi (13).

BEF19F: 5" ATT TAC AAT GTT CCG GTG AA 3'
BEF523R: 5' GGT ATC CAT GTT CCG GTT AT 3'

Elde edilen RNA’lardan reverz transkriptaz enzimi
kullanilarak gen spesifik primerlerle cDNA’lar elde edildi.
Bu cDNA’larin kalip olarak kullanildigi 20 pmol primer,
1.25 mM dNTP (Promega, Almanya), 25 mM MgCl
(Promega, Almanya), 10X PCR bufer (Promega,
Almanya), 2 U Tag DNA Polimeraz (Promega, Almanya),
50 pl’lik PZR karigimi hazirlandi. 94 °C’de 5 dakika 6n
iIsitmadan sonra, 94 °C’de 45 saniye denatirasyon, 56
°C’de 45 saniye baglanma, 72 °C’de 1 dakika uzatma ile
32 donglden olusan ve 72 °C’de 10 dakika son uzatma
ile sonlanan amplifikasyon iglemi yapildi. PZR urdnleri
%1.5'lik agaroz jelde etidyum bromid kullanilarak
goruntilendi.

Bulgular

Arastirma kapsamindaki on vilayetten toplanan 230
ornekten RNA izolasyonu ve RT-PZR deneyleri yapildi.
BEF virisu glikoprotein genine spesifik primerlerin
kullanildigi PZR sonucunda yaklasik 520 baz gifti
uzunlugundaki Urinler Sekil 1'de gosterilmigtir.

Sahadan toplanan 230 &rnekten; Adana (3),
Adiyaman (2), Kahramanmaras (2), Sanliurfa (10) ve
Hatay (3) olmak Uzere toplam 20 adet 6rnek pozitif
olarak belirlenmisgtir.
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Tablo 1: 2008 yili Eylil-Kasim tarihleri arasinda toplanan
numunelerin sayisi ve odaklari

Odaklar Kan Serum Toplam
Adana 10 10 20
Adiyaman 10 10 20
Diyarbakir 10 15 25
Elazig 10 10 20
Gaziantep 10 10 20
Hatay 10 15 25
Kahramanmaras 10 10 20
Malatya 10 10 20
Mardin 10 10 20
Sanliurfa 20 20 40
TOPLAM 110 120 230

L1510% 9% 8+ 1786

#* FERMENTAS SM0311 GENERULER MARKER

Sekil 1: Hat M: DNA marker, hat 1, 2, 3, 4: Sanliurfa; hat
5, 6, 7: Hatay; hat 8: Adiyaman; hat 9: Adana, hat 10:
Kahramanmaras hat 11: Negatif Kontrol

Tartigsma

Bovine ephemeral fever virlisli;  vektorlerin
yasamasina uygun iklim kosullarina sahip olan Bati
Afrika, Ortadogu, Asya ve Avustralya'y igerisine alan
genis bir tropikal alanda gériilmektedir (1). Ulkemizde
Tarim isletmeleri Genel Midirligirne bagli isletmelerde
ve bu isletmelerin gevresindeki il ve ilgelerde 1987
yilindan itibaren her iki yilda bir gorilen t¢ giin hastalgi
virist hakkinda bilgiler oldukga yetersizdir. Etkilenen
hayvanlarda klinik belirtiler birkag glin goérilmesinden
dolayr hastalik Gg¢ gliin olarak isimlendirilmistir (1, 5).
Virls duyarli hayvanlara direk temas, vicut sivilari,
semen, viicut eksudatinin transferi veya enjeksiyonu yolu
ile tasinmamaktadir. Enfeksiyon genelde iklim sartlarina
baghdir ve yayllma enfekte insektler (Culicoides, Culex
ve Anopholes) ile olmaktadir (2, 4, 11, 12).

Bovine ephemeral fever hastaligi genelde iki yilda bir
gorilmesine ragmen bu tir tropikal hastaliklar mevsime
bagli enfeksiyonlar olup hastaligin ortaya ¢ikma trendi
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degisiklik  gosterebilmektedir (1). Bdyle tropikal
hastaliklar belirli bir sire gérilebilmekte (5-10 yil) ve
daha sonra  belirli bir zaman diliminde ise
gortlmeyebilmektedir. Bu c¢alismada Dogu Anadolu,
Akdeniz ve Glineydogu Anadolu bélgelerinde toplam on
vilayette ¢ gin hastaligi enfeksiyonunun varligi
arastinimistir. Arastirma 2008 yilinda hastaligin gérilme
zamani olan Eylil-Kasim aylari igerisinde yapilmistir.
Belirtilen illerden 2006 ve 2007 yillarinda U¢ gin
hastaligini belilemek icin kan ve serum Ornekleri
toplanmasina ragmen bu numunelerde pozitiflik
belirlenememistir. Bu baglamda duisunuldiginde 2006
ve 2007 yillarinda pozitif vaka belilenememesi bu
nedenden kaynaklanmis olabilecegini distindirmektedir.
Bu ihtimallerden dolayr 2008 yili Eylil ve Kasim aylari
arasinda tekrar belirtilen on vilayetten 230 adet kan ve
serum 06rnedi toplanmistir. Numunelerin toplandigi
odaklarda klinik semptom gdsteren akut vakalar bu
doénem igerisinde goérulmdistir. Toplanan numunelerden
RNA izolasyonu yapilarak RT-PZR deneyleri yapildi.
Polimeraz zincir reaksiyonunda sahadan toplanan
numunelerden %16.6’hk bir pozitiflik belirlenmigtir.
Mevcut calismada enfeksiyon Dogu Anadolu’da
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belirlenmistir.
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