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Ozet: Bu calisma kan ve siit serumlarinda Bovine Leukosis Virus (BLV)'a karsi gelisen antikorlarin tespit edilmesi ve kan
serumu yerine slit serumu 6rneklerinin kullanilip kullanilamayacaginin belirlenmesi amaciyla yapildi. Mart-Eyltl 2010 tarihleri
arasinda Isparta’nin ilgelerindeki (Kegiborlu, Génen, Sarkikaraagag, Aksu, Yalvag, Sutgller, Atabey, Egirdir) 6zel isletmelerde
bulunan klinik olarak saglikli gériinimde 428 bag Holstayn irki (yaslari 2 ile 9 arasinda) sagmal inekten serolojik incelemeler
amaciyla kan ve siit drnekleri alindi. Ayni hayvanlardan elde edilen kan ve sit drnekleri BLV’ye spesifik antikor varligini
tespit etmek amaciyla indirekt Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ile incelendi. Arastirma sonucu kan serumu
drneklerinin 86 adedi (%20.09) ve siit serum érneklerinin 39 adedi (%9.11) BLV antikorlari yéniinden pozitif bulundu. ilgeler
dikkate alindiginda ELISA-kan serum testi ile en dlslk seropozitiflik %4 olarak Sarkikaraadag'da tespit edilirken, en yilksek
seropozitiflik ise %59.02 ile Gonen’de tespit edildi. ELISA-sit testi bulgular degerlendirildiginde en dusik seropozitiflik
%1.92 ile Aksu’'da, en yiiksek seropozitiflik ise %34.55 ile Yalvag¢'da tespit edildi. Sonug olarak ELISA-kan ve ELISA-sit
testleri arasinda ortanin altinda uyum tespit edildigi (K= 0.214) icin BLV'nin serolojik teshisinde kan serumu yerine st serumu
orneklerinin kullanilamayacagi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: BLV, ELISA, kan, seroprevalans, siit
Investigation of Bovine Leukosis Virus Infection in Blood and Milk Serum in Dairy Cattle by ELISA

Summary: The aim of this study was to determine of antibodies against Bovine Leukosis Virus (BLV) in blood and milk serum
and whether using milk serum instead of blood serum in serological tests for BLV could be preferred. In this study, 428 (2
to 9 years old) clinically healthy Holstein breed dairy cows were examined from some private businesses in the districts of
Isparta (Kegiborlu, Gonen, Sarkikaraadag, Aksu, Yalvag, Sutcller, Atabey, Egirdir) between March 2010 and September 2010.
Both blood and milk serum samples were collected from the same animal for serological investigation and all samples were
examined by Indirect Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) for BLV antibodies. Results showed that a total of 86
(20.09%) blood and 39 (9.11%) milk samples were detected positive for BLV antibodies. According to the districts, the lowest
prevalance was detected as 4% in Sarkikaraagac and the highest prevalance was detected as 59.02% in Gdnen by blood
serum-ELISA. According to ELISA milk test results, the lowest prevalance was detected as 1.92% in Aksu and the highest
prevalance was detected as 34.55% in Yalvag. It was concluded that there was a fair similarity (K= 0.214) between serum-
ELISA and milk-ELISA, therefore, using milk serum in serological tests for BLV can not be considered as an alternative to
using blood serum.

Key Words: BLV, ELISA, blood, milk, seroprevalence

Giris 9-12x106 dalton molekuler agiriginda, pozitif polaritel
tek segmentli linear yapida RNA genomu tagimaktadir
(24). Viral partikdllerin sentezinde ‘gag, env ve pol’
genleri yaninda zar ile 3’ LTR (long terminal repeat)
arasinda yer alan bolium de gorev almaktadir (10).

Bovine Leukosis (BL) enfeksiyonuna neden olan
Bovine Leukemia Virus (BLV) tum dinyada yaygin
olarak gorulmektedir. Virus sigirlarda Enzootik Bovine
Leukosis (EBL) olarak kabul edilen mononuklear
fagositik sistemde yaygin neoplastik lenfosit
infiltrasyonlar ile karakterize sistemik malign tabiatli
bir hastaliga yol acmaktadir (17). Enfeksiyon,
lenfosarkoma ve lenfositozis formlarinin belirli cografik
bolgelerde ortaya ¢ikmasi nedeniyle “Enzootik
Bovine Leukosis” olarak isimlendirilmistir (13). Etken
Retroviridae virus ailesinin Deltaretrovirus genusu
icerisinde yer almaktadir. Virus 100 nm g¢apinda,

BLV enfeksiyonunun dogal konakgi spektrumunda
sigirlar bulunmaktadir. Deneysel olarak koyun, kegi,
domuz, geyik, fare, kanarya, bildircin, evcil ve yabani
tavsan, kedi ve kopeklerin de enfekte edilebildigi
bildiriimistir (4, 22). Ancak sadece koyunda
leukemia gelistigi tavsanda ise immun fonksiyon
bozukluklari meydana geldigi rapor edilmistir (10).
BLV'nin bulasmasinda en onemli yol etkenin B
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*Siitcli ineklerin Kan ve Siit Serumlarinda Bovine Leukosis Virus aktariimasidir. Bu noktada gesitli amaglarla yapilan
Enfeksiyonunun ELISA ile Arastiriimasi
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uygulamalar (boynuz kesme, kulak kipeleme, kan
alma) sirasinda gergeklesen iatrojenik bulagsma dogal
enfeksiyonun bulagsmasinda o6nem tasimaktadir.
Ayrica arthropodlar vasitasi ile de saglikli bireylere
etken tasinabilmektedir (8). BLV'u enfekte anne
sitlinln  alinmasi  veya uterus enfeksiyonlari
sonucunda yavrulara aktarilabilmektedir (18). BLV ile
enfekte hayvanlar biyik ¢ogunlukla klinik semptom
gostermeden persiste enfekte olarak kalmaktadirlar.
Bu durum enfeksiyonun suri igerisinde yayillmasinda
blylk 6nem tagimaktadir (24).

BLV'nin direkt teshisinde etkenin tespiti virus
izolasyonu veya polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
ile gerceklestiriimektedir (1). BLV'ye karsi gelisen
antikorlarin varligi ise serolojik olarak agar jel
immundifiizyon (AGID) (11), ELISA (14, 25) ve
radioimmunoassay (RIA) testleri ile yapilabilmektedir
(19). BLV ile enfekte sigirlarin erken doénemde
belirlenebilmesi, ¢ok sayida numunenin daha
kisa bir slrede incelenebilmesi acgisindan diger
testlere gore daha avantajli oldugu ve ayrica BLV
enfeksiyonunun teshisinde duyarlilik ve 6zgullGginin
yuksek olmasindan dolayi ELISA'nin kullanilabilecegi
bildirilmistir (6, 27, 28). BLV'ye karsi gelisen
antikorlarin tespit edilmesi amaci ile kan numunesinin
yani sira sUt serumunun da kullanilabilecegi rapor
edilmistir (25).

Bu calisma BLV’ye karsi gelisen antikorlarin indirekt
ELISA ile tespit edilmesi ve BLV'nin serolojik
teshisinde kan serumu yerine st serumu érneklerinin
kullanilip kullanilamayacaginin belirlenmesi amaglari
ile yapildi.

Gereg ve Yontem

Calismada Mart-Eylil 2010 tarihleri arasinda
Isparta’nin ilcelerinde (Kegiborlu, Gonen,
Sarkikaraagag, Aksu, Yalvag, Sitcller, Atabey,

Egirdir) 8 6zel isletmeden saglikh gorinime sahip
Holstayn irki sagmal ineklerden kan ve sut serum

Tablo 1. Kan ve sutdrneklemesiyapilan hayvanlarin
ilcelere gore dagihmlari

ligeler Ornek sayisi
Kegiborlu 50
Gonen 61
Sarkikaraagac 50
Aksu 52
Yalvag 55
Sutcller 60
Atabey 48
Egirdir 52
Toplam 428

ornekleri toplandi. Bu amagla 2 ile 9 yas arasi toplam
428 bas hayvan o6rneklendi. Arastirmada kullanilan
hayvan sayilar ve igletmelere gére dagilimlari Tablo
1’de 6zetlendi.

indirekt ELISA

Kan serum orneklerinde BLV’nin gp51’e spesifik
olusan antikor varhi@ini belirlemek amaci ile ticari
olarak temin edilen indirekt ELISA (Institut Pourquier,
Fransa), sit serum orneklerinde de indirekt ELISA
(Institut  Pourquier, P02210/12, Fransa) Kkitleri
kullanildi.

Kan ve siit serum o6rneklerinin hazirlanmasi
Kan Serumu

Kan numuneleri ineklerin V.jugularis’lerinden 10 ml
olacak sekilde serum separator jeligeren steril vakumlu
tuplere (BD, Vacutainer®, ABD) alindi. TUpler soguk
zincir altinda Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Viroloji Anabilim Dali laboratuarlarina getirilerek 3000
devirde 10 dk santrifij edildikten sonra serumlar
eppendorf tlplere aktarildi. Serum Ornekleri 56°C’'de
30 dk bekletilerek inaktive edildi ve test edilinceye
kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Siit Serumu

Steril cam tuiplere 10 ml alinan sut érneklerinin Gzerine
0.2 mlrennin ve 0.1 ml sature edilmis (doymus) CaCl2
ilave edildikten sonra 37°C’de 1 saat inkubasyona
birakildi.

inkubasyon siiresi sonunda 3000 devirde 20 dk
santriflj edildikten sonra krema tabakasi uzaklastirild.
Serum elde edildikten sonra 56°C’de 30 dk benmaride
inkube edilerek inaktivasyonu saglandi. Sit serum
ornekleri test edilinceye kadar -20°C’de muhafaza
edildi.

Kan serumlari igin indirekt ELISA’nin uygulanmasi
ve degerlendirilmesi

Test, kit icerisinde bildirilen test prosedirine uygun
olarak yapildi. Mikropleytler optik dansite (OD) degeri
450 nm’de ELISA okuyucu (Rayto RT-2100C) ile
okundu. Her ornek igin S/P orani asagida belirtilen
formule gére hesaplandi.

S/P % = 100x[(OD 6rnek -OD450 negatif kontrol (NK)/
(OD450 pozitif kontrol (PK)-ODNK]

Test edilen drneklerin S/P% orani %85’e esit ya da
dusik ise negatif;, %85-%115 arasinda ise supheli;
%115’e esit veya blyulk ise pozitif kabul edildi.

Test sonuglarinin degerlendirmeye alinabilmesi igin
PK (OD) degerinin minimal 0.350’ye, PK (OD) degeri
ile NK (OD) degeri arasindaki farkin 3’e esit veya
blylk olmasi gerekmektedir.



St serumlari igin indirekt ELISA’nin uygulanmasi
ve degerlendirilmesi

Test, kit icerisinde bildirilen test prosedirine uygun
olarak yapildi. Mikropleytler OD degeri 450 nm’ye
ayarlanmis ELISA okuyucu ile okundu. Belirlenen
absorbans degerleri her bir st serumu igin antikor
inhibisyon yuzdesi asagida belirtilen formule gére
hesaplandi.

S/P%=100X(OD 6rnek-OD NK/OD PK - OD NK)
Test edilen ornekleri S/P orani %60'dan kiiclk ise

negatif, %60-%70 arasinda ise supheli; %70 'den
blydk ise pozitif kabul edildi.

Test sonuglarinin degerlendirmeye alinabilmesi igin
OD PK degerini 0.3'den blyik ve OD PK degeri ile
OD NK degeri arasindaki farkin 2'den blylk olmasi
gerekmektedir.

istatistik analiz

ELISA kan ile ELISA siit testleri sonuglari arasindaki
uyum Cohen’s Kappa testi ile degerlendirildi.

Bulgular

Yapilan incelemeler sonucunda o6rneklemenin
yapildigi 8 igletmeden alinan 428 kan serumunun
86’sinda (%20.09), suUt serumunun ise 39unda
(%9.11) BLV enfeksiyonuna karsi antikor varlig

Tablo 2. BLV antikor pozitif bulunan érneklerin ilgelere gére dagihmi

) Ornek sayisi Pozitif kan serumu Pozitif siit serumu
liceler

n % n %
Kegciborlu 50 10 20 5 10
Gonen 61 36 59 3 4
Sarkikaraagag 50 2 4 2 4
Aksu 52 10 19 1 1
Yalvag 55 8 14 19 34
Sutgller 60 9 15 3 5
Atabey 48 4 8 3 6
Egirdir 52 7 13 3 5
Toplam 428 86 20 39 9

Tablo 3. ELISA kan ve sut testleri arasindaki Cohen’s Kappa testi

ELISA (KAN)
Pozitif (%) Negatif (%) Toplam
} Pozitif 31 (%36) 55 (%63) 86
ELISA (SUT)
Negatif 73 (%21) 269 (%78) 342
Toplam 104 324 428
(K=0.214)

indirekt ELISA ile tespit edildi (Tablo 2). ligeler dikkate
alindiginda ELISA-kan testi ile en diguk seropozitiflik
orani Sarkikaraagac’da (%4) tespit edilirken en
yuksek seropozitifik ise Gonen’de (%59.02)
gb6zlendi. ELISA-siit testi bulgulari esas alindiginda;
en dusuk seropozitifik Aksu'da (%1.92) iken en
yuksek seropozitiflik Yalvag'da (%34.55) tespit edildi.
isletmelerde BLV antikor varliginin tespiti amaciyla
kan veya st orneklerinin kullaniimasi arasinda
ortanin altinda uyum tespit edildi (K= 0.214) (Tablo 3).

Tartisma ve Sonug¢

Enzootik Bovine Loykozis tim dinyada ©onemli
ekonomik kayiplara yol agan sutcl ve etci sigirlarin
6énemli viral bir enfeksiyonudur (9). Enfeksiyona
neden olan BLV'u enfekte ettigi sigirlarda ureme ve
verim kapasitesini dnemli derecede disurmektedir (8).
BLV enfeksiyonunun teghisi i¢cin genellikle serolojik
testlerin kullanildigi belirtilmistir (5). Kolostrumdaki
antikor varliyi sonucu meydana gelen pasif immunite
enfekte olan buzagilarin serolojik testlerle ayrimini
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zorlastirmas| nedeniyle 6 ayliktan kicuk buzagilarin
test edilmesinin uygun olmayacag: bildirilmigtir (16).
BLV enfeksiyonunun prevalansi yas ile artis ediliminde
oldugu igin enfeksiyonun tespit edilmesinde sirudeki
hayvanlarin yag gruplarina gore siniflandiriimasinin
uygun olacagi belirtilimistir (27, 28). Bu ¢alismada 428
kan serumunun 86’sinda (%20.09), sut serumlarinin
ise 39unda (%9.11) seropozitiflik tespit edildi
(Tablo 2). Ornekleme yapilan ilcelerin hepsinde
BLV enfeksiyon varligi belirlendi. BLV seropozitif
isletmelerdeki hayvanlarin yasa gore pozitiflik
dagilimlari incelendiginde en yuksek seropozitifligin
7-9 yas aras| hayvanlarda oldugu belirlendi. Yas artisi
ile birlikte enfeksiyonun gérilme sikliginda artislar
oldugu bircok arastirmaci tarafindan da bildirilmistir
(2, 20, 28).

Hastaliga neden olan virus sut, tlimor kitleleri,
lenfositler ve kolostrum ile bulagmaktadir (7). EBL
enfeksiyonunun sitgli  sigirlarda varhdini  ortaya
koymak ve prevalansini belirlemek amaciyla tesadufi
ornekleme ile alinan kan ve st serumlari indirekt
ELISA teknigi ile incelendi. Rastgele &rnekleme
metodu kullaniimasina ragmen bitin ilgelerde
enfeksiyon varliginin tespit edilmesi &6rnekleme
yapilan isletmelerin BLV enfeksiyonu yoninden
periyodik olarak kontrol edilmesi gerekliligini ortaya
koydu. Calismada ELISA-kan ve ELISA-siit testleri
arasinda ortanin altinda uyum tespit edildi (K= 0.214,
Tablo 3). isletmelerde %1.92-59.02 arasinda degisen
oranlarda seropozitiflik  belilenmesi  6rnekleme
metoduna baglanmistir. Ayrica yuksek seropozitiflik
oranlari BLV ile enfekte hayvanlarin klinik olarak
herhangi bir belirti gostermeden sirulerde uzun
slire kalmasina, enfeksiyonun inkubasyon suresinin
uzun surmesine ve slride bulunan enfekte
hayvanlardan saglkli hayvanlara cesitli yollarla
enfeksiyonun aktarilmasina baglanabilir. Calismanin
yapildigi isletmelerde verim ozellikleri agisindan
yuksek performansh ileri yaslardaki hayvanlarin
suriden ¢ikartimadiklari kaydedilmigtir. Bu durum
ilcelerin  hepsinde seropozitifligin  belirlenmesini
aciklamaktadir. Ayrica bu faktér BLV enfeksiyonunun
gorulme sikhidr ve yayilmasini da arttirmaktadir.

ELISA-kan testi ile yapilan incelemede 86 (%20
.09) kan serum orneginde seropozitiflik tespit edildi.
Bu sonug¢ Batmaz ve ark.’lari (3) ile Akga ve ark.’nin
(28) tespit ettikleri seropozitiflik oranlari ile uyumlu
bulunurken Schoepf ve ark. (25) ile Trono ve ark.’nin
(26) belirledikleri oranlardan daha distk bulundu.
ELISA-sUt testi ile 39 (%9.11) sut serum &rneginde
seropozitiflik saptandi. Bu sonug Klintevall ve ark.’nin
(15) sonuglari ile (%11.56) paralellik gostermektedir.
ELISA ile sut serumunda antikor tespitine dayanan
galismalarda %5.91-43 oraninda seropozitiflik (3,
21, 23, 25) bildirilmigtir. S6z konusu c¢aligsmalarda
bazi sidrllerde BLV seropozitifliginin ylksek olmasi
arastirilan sirt populasyonunun genis tutulmasina,
incelenen sirilerin enfeksiyon oraninin yuksek

dizeyde seyrettigi Avrupa Ulkelerinden getirilmis
olmasina (25), incelenen sirulerdeki hayvanlarin
ELISA testi uygulanmadan once klinik tani ve AGID
testine tabi tutularak slipheli, negatif ve pozitif olarak
siniflandinlimis (21) olmasina baglamiglardir. Duguk
seropozitifligin  goérildigl c¢alismalarda ise ortak
emzirme, asilama ve tedavi uygulamalarinin az
miktarda yapilmasi (3), siiriideki hayvanlarin bireysel
ozelligi ve enfeksiyon durumunun etkili oldugu
aciklanmistir (15). Bu calismada kan serumunda
EBLye karsi olusan antikor varligi belirlenirken
ayni hayvanlarin st serumlarinda antikor tespit
edilememesi orneklenen hayvanlarin laktasyon
periyodunun farkl olmasina baglanmistir.

Schoepf ve ark. (25) et¢i sigirlarda sutgu sigirlara
gbre daha ylksek seropozitifik belirlediklerini
bildirmislerdir. Arastirmacilar, et¢i sidirlarda BLV
enfeksiyonunun ylksek prevalansta seyretmesinin
nedenini bdcek i1sirmalarina ve ithal edilmis BLV
ile enfekte sOt sigirlariyla bir arada otlatiimalarina
baglamislardir. Bu galigmada kullanilan butin sigirlar
sttel oldugu icin BLV enfeksiyonun etgi ve sitgl
sigirlarda gortime oranlari hakkinda karsilastirma
yapilamamisgtir.

iyisan ve ark. (12) EBL seroprevalansini Holstayn
irkinda %3.91-4.01, Jersey irkinda %0.1 ve saf
Alman irkinda %0.1 tespit etmiglerdir. Bu calismada
orneklenen hayvanlarin tamami Holstayn oldugu igin
farkl irklara gére de@erlendirme yapilamamistir.

Bu galisma ile Isparta’nin ilgelerinde BLV enfeksiyon
varhgi ELISA ile ortaya konuldu. Enfeksiyon varlig
saptanan isletmelerde buzagilarda karisik ve ortak
emzirme yapildig! tespit edildi. inek sitiiniin buzagi
beslenmesinde kullanildigi  enfekte isletmelerde
sitlin baslica bulagsma araci oldugu belirtilmistir (7).
Sat sigircihginin yogun olarak yapildigi Isparta ve
ilcelerinde BLV enfeksiyonunun ylksek bulundugu,
bunun nedeninin sdrlilerde ortak emzirme, asilama, sik
tedavi uygulamalari, kontamine eldiven ve enjeksiyon
igneleri oldugu dusunudldid. Bundan dolayr BLV
enfeksiyonunun tespit edildigi Isparta’nin ilcelerinde
bulunan isletmelerde bulasmada etkili olan bakim ve
yetistirme kosullari gdzden gegirilmeli, enfekte sigirlar
surulerden cikartiimali, sat sigin  yetistiriciliginde
kullanilan “sat havuzu” sistemleri periyodik araliklarla
serolojik testlerle incelenmelidir. Ayrica daha fazla
sayida sut sigir Uzerinde arastirma yapilmasinin
gerekli oldugu kanaatine varldi. Yapilacak bu
uygulamalar boélgede BLV enfeksiyonunun devaml
olarak kontrol altinda tutulmasini saglayacaktir.

Seropozitif hayvanlardan elde edilen kolostrumla
buzagilarin beslenmesinin ik 3 ay buzadilari
enfeksiyona karsi koruyabildigi bildirilmistir (8). Ancak
enfeksiyondan korunmada yeni dodan buzagilarin
seronegatif hayvanlardan elde edilen kolostrumla
beslenmesi yaygin olarak kabul gdren bir gorustur.



Ayrica 6 aylik ve daha blylk hayvanlarin 6 ayda
bir siri taramasi yapilarak enfekte hayvanlarin
surtden uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu arastirma
sonucunda BLV enfeksiyonunun teshisinde ELISA-
kan testinin duyarlihginin, ELISA-sit testinden daha
yiksek oldugu belirlendi. Ayrica kan ve sit serumu
sonuclari arasinda ortanin altinda uyum tespit
edildi (K = 0.214, Tablo 3). BLV enfeksiyonunun
serolojik teshisinde ELISA-kan testlerinin ELISA-sit
testlerinden daha oncelikle tercih edilmesi gerekliligi
ortaya konuldu.

Sat¢i  isletmelerde BLV enfeksiyonunun varlig
konusunda sit serum drneklerinin  incelenmesi
on fikir edinilmesine yardimci  olabilmektedir.
Ancak sUt numuneleri ile yapilacak kontroller
esnasinda Orneklenecek hayvanlarin laktasyon
periyodunun dogru ve uygun zamanda segilmesi BLV
enfeksiyonunun varliginin belirlenmesi agisindan
oldukga 6nemlidir. Bu c¢alismada kan ve st ELISA
degerleri arasinda ortanin altinda uyum tespit
edilmesi, BLV'nin serolojik teshisinde kan serumu
yerine st serumu &rneklerinin kullanilamayacagini
ortaya koydu.
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