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Ozet

Bu ¢aligmanin amaci Kars ilindeki atlarda, Atlarm infeksiydz Anemisi
virusunun prevalansinin Polymerase Chain Reaction (PCR) metodu ile
belirlenmesidir. Atlar; insanoglunun yasamina girdikleri ilk giinden
bugline kadar her zaman oOnemli bir yere sahip olmusglardir. At
popiilasyonunda agir kayiplara neden olan Atlarin Infeksiydz Anemisi
(Equine Infectious Anemia, EIA), Diinya Hayvan Saghig Orgiitii (OIE)
tarafindan Dbildirilmesi gereken at hastaliklarindan biri olarak
listelenmistir. Atlarin Infeksiyoz Anemisi Virusu (Equine Infectious
Anemia Virus, EIAV), atlarda kalic1 bir enfeksiyona yol agtigindan
atcilik endiistrisi i¢in bir engel olarak kabul edilmektedir. Bu ¢alismada,
Kars yoresinde kiigiik aile isletmelerinde 120 attan uygun sekilde kan
ornekleri alinmigtir. Kan 6rneklerinden RNA ekstraksiyonunu takiben,
Atlarin Infeksiydz Anemisi Virusuna spesifik primerlerle nested RT-PCR
analizleri gerceklestirilmistir. Incelemesi yapilan atlarin taman Atlarin
Infeksiydz Anemisi virusu yoniinden negatif bulunmustur. Ulkemizde de
bildirilmesi gereken hastaliklar arasinda yer alan Atlarin infeksiyoz
Anemisi’nin Kars ilindeki atlarda olmadigi gdzlenmistir. Ulkemizin
Atlarin Infeksiydz Anemisi Virusun' dan siirekli olarak ariligini saglamak
i¢in iilke genelinde at popiilasyonunun diizenli olarak izlenmesi gerektigi
onerilmektedir.
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Molecular Investigation of Equine Infectious Anemia Virus in Horses in Kars Province

Abstract

The aim of this study was to determine the prevalence of Equine
Infectious Anemia virus in horses in Kars by polymerase chain reaction
(PCR) method. Horses; they have always had an important place in
human life since the first day they are domesticated. Equine Infectious
Anemia (EIA), which causes heavy losses in the horse population, is
listed as one of the equine diseases that must be reported by the World
Organization for Animal Health (OIE). Equine Infectious Anemia Virus
(EIAV) is considered a barrier to the equine industry as it causes a
persistent infection in horses. In this study, blood samples were taken
from 120 horses in small family businesses in Kars region in accordance.
Following RNA extraction from blood samples, nested RT-PCR analyzes
were performed with specific primers in EIAV. All of the horses
examined were negative for Equine Infectious Anemia Virus. Infectious
Anemia of Horses, which is among the diseases that should be reported
in our country, was observed to be absent in horses in Kars. It is
recommended that the horse population should be regularly monitored
throughout the country in order to ensure the country's permanent free
status from Equine Infectious Anemia Virus.
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1.Giris

Insanoglunun yasammna girdikleri ilk
giinden bugiine kadar atlarin giiciinden,
etinden, siitlinden ve savas araci islevinden
olduk¢a faydalanilmistir.  Ayrica atlar
glinimiizde daha c¢ok eglence ve sportif
amaciyla kullanilsa da, kirsal bolgelerde
tasimacilikta da kullanilmaktadir. Tiirkiye
Istatistik ~ Kurumu  verilerine  gore
Tirkiye‘de 2020 yilinda 90.007 bas at
bulunurken, 2021 yilinda ise 83.718 bas at
bulundugu bildirilmektedir (TUIK, 2022).
At endiistrisindeki ekonomik kayiplar goz
Oontine  alindiginda  Ozellikle  atlarda
enfeksiyona yol acan viral, bakteriyel ve
paraziter etkenlerin  teshisinin  erken
yapilmast1 ve buna gbére koruyucu
tedbirlerin alinmasi gerekmektedir. Atlarin
Infeksiyéz Anemi Virusu (EIAV), Diinya
Hayvan Saglig1 Orgiitii (OIE) tarafindan ve
tilkemizde  bildirilmesi  gereken  at
hastaliklarindan biri olarak listelenmistir
(TKB, 2011; OIE, 2019).

Atlarin Infeksiyoz Anemisi Virusu
(Equine Infectious Anemia Virus, EIAV);
Retroviridae ailesinde, Orthoretrovirinae
alt familyasinda Lentivirus cinsi i¢inde yer
alan bir virtstiir (Sellon ve ark., 1994; Cook
ve ark., 1996). Eskiden bataklik atesi olarak
bilinen enfeksiyon; atlar, katirlar ve
eseklerin dahil oldugu tiim tek tirnaklilarda
goriilmektedir. EIAV ile enfekte bircok
vakada klinik bir semptom gozlenmemistir.
Klinik  semptom  gosteren  atlarda
tekrarlayan atesli ataklar, anemi, 16kopeni,
trombositopeni, gii¢siizliik, kilo kayb1 ve
viicudun alt kisimlarinda 6dem ile
karakterizedir (Cook ve ark., 1996). Akut
vakalarda, lenf diglimleri, dalak ve
karaciger hiperemiktir ve biiyiimiistiir. Akut
klinik ataklarin herhangi birinde atlarda
6lim goriilmezse enfeksiyon kroniklesir ve
enfeksiyon potansiyel olarak diger atlara da
bulasabilir. Enfeksiyonun kulugka siiresi
normalde 1-3 haftadir, ancak 3 aya kadar
uzayabilir (Cheevers ve McGuire, 1985).

Atlarin Infeksiydz Anemisi  Virusunun
bulasmasindan, genellikle kan emici
sinekler (Tabanus spp., Hybomitra spp. ve
Stomoxys calcitrans), kontamine siringa
igneleri, kan nakli, uterus veya viicut
salgilar1 (6rn. semen, ter, idrar) rol
oynamaktadir (Cook ve ark., 1996;
Hammond ve ark., 2000; Issel ve ark., 2015;
Tigre ve ark., 2017). Her ne kadar klinik
belirtiler ve patolojik lezyonlar EIAV
bazinda siiphelenilebilse de, enfeksiyonun
serolojik ve molekiiler tabanli testlerle
dogrulanmas1  gerekmektedir. EIAV’ye
etkili bir tedavi veya asmin mevcut
olmamas1 bu hastalik etkeni ile miicadeleyi
zorlastirmaktadir (Gaudaire ve ark., 2018).

Atlarin Infeksiydz Anemisi Virus
enfeksiyonu Kuzey Amerika, Avrupa, Asya
ve Afrika dahil olmak iizere diinyanin
cesitli  bolgelerinde rapor edilmistir.
Atlarin Infeksiydz Anemisi (Equine
Infectious Anemia, EIA), genis yayilim1 ve
kronik tedavi edilemeyen hastalik sekli
nedeniyle ©nemli ekonomik kayiplarla
iligkili diinya c¢apinda 6nemli bir hayvan
saglig1r sorunudur. EIAV'nin kiiresel
dagilmi ve varligi dikkate alindiginda,
enfekte olmus tek tirnaklilarin zamaninda
teshisi hastaligin bulagsmasinin kontroliinii
saglamaktadir. Boylece  hastaligin
eradikasyonu i¢in birgok iilke, enfekte
hayvanlarin ortadan kaldirilmasi ve ithalat
kisitlamalar1  gibi  yasal diizenlemeler
yaparak siki bir politika benimsemis ve
uygulamiglardir (APHIS, 2006; DEFRA,
2006; Gonzalez del Pino ve Javier, 2011).

Atlarin Infeksiydz Anemisi Virus
enfeksiyonu Tiirkiye’de yapilan ¢ok sayida
calismaya gore (Burgu ve ark., 1989; Turan
ve ark., 2002; Yapkigc ve ark., 2007;
Albayrak ve Ozan, 2010a; Albayrak ve
Ozan, 2010b; Marenzoni ve ark., 2013;
Acar ve ark., 2016) ari gorinmektedir. Bu
calisma, halk elindeki isletmelerde bulunan
atlarda Equine Infeksiyoz Anemi Virusu nun
molekiiler olarak teshis etmek (Cappelli ve
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ark., 2016) ve Kars'taki durumu ile ilgili ilk
PCR verilerini ortaya ¢ikarmak i¢in yapildi.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

Bu c¢alisma, Kars yoresindeki 6zel
miilkiyete ait igletmelerde bulunan 120 at
lizerinde yiiritiilmustir. Orneklenen tiim

atlar yetiskin digiler arasindan rastgele
secildi (1 yasindan biiyiik atlar). Numune
alman atlarin sayist ve Yas Grubu Sekil
1’de verilmistir. Numune aldigimiz tiim
atlarin vena jugularis'inden teknigine uygun
olarak 10 ml'lik steril EDTA'l1 (disodium
ethylenediamine  tetra-acetate) tiiplere
alman kan Ornekleri buz {zerinde
laboratuvara transfer edildi.

Grafik Bashg
40 -
35 1
30 1 ® 1-3 Yas Grubu
- 25 1 m 3-5 Yas Grubu
ﬁ 20 - 5-8 Yas Grubu
15 - m8-10 Yas Grubu
10 - = 10-12 Yas Grubu
5 4
0
Yas Grubu

Sekil 1. Numune alinan atlarin sayisi ve yas grubu

2.2. Yontem
2.2.1. Genomik RNA ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyonuna baslamadan 6nce
periferik kan mononiikleer hiicreleri
(Peripheral Blood Mononuclear Cell,
PBMC) elde edildi. PBMC, 10 ml'lik steril
EDTA'l1 (disodium ethylenediamine tetra-
acetate) tiiplere alinan kan 6rnekleri Ficoll
Paque  (yogunluk  1.077)  lizerinde
santrifiijleme yoluyla EDTA ile muamele
edilmis kandan izole edildi. Periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde, High Pure Viral
Nucleic Acid Kiti (Roche-Lot: 53059300)
kullanilarak iretici firmanin prosediiriine
uygun olarak RNA ekstraksiyonu yapildi.
Elde edilen RNA nested RT-PCR igin
kullanildi.

2.2.2. Nested RT- Polymerase Chain
Reaction (PCR)

RNA izolasyonun ardindan RNA'yi
saptamak i¢in nested RT-PCR kullanildi.
[lk Primer seti olan EIAV DNAITA F,
GACATGGAGCAAAGCGCTCA ve
EIAV DNAITA R,
CTGCCCAGGCACCACATCTA
kullanilarak (Cappelli ve ark., 2011) PCR
sollisyonu 20 pl olacak sekilde Hibrigen 2x
One Step RT- PCR Master Mix kiti (Kat:
MG-OSPM-05) iiretici firmanin
prosediiriine uygun olarak hazirland1 ve
iizerine 5 pl RNA eklendi. Reaksiyon
sartlar1 55°C de 15 dk 95°C 30 sn, 40 siklus
95°C 15 sn, 58°C’de 30 sn, 72°C 1 dk. ve
son adim olarak 72°C ‘de 10 dk. olacak
sekilde gerceklestirilmistir. 547 bp ilk kosul
olup devaminda da EIAV DNAITA NSTD
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F, TGTGGGCGCTAAGTTTGGTG ve

DNAITA NSTD R,
TTTCTGTTTCCAGCCCCATC olan
primerlerin kullanildig1 2.asamanin

amplikon biyiikligii ise 313 bp’dir
(Cappelli ve ark., 2011). Bu primerler ile
hazirlanan 20 pl olan PCR soliisyonuna, ilk
asama da olusan PCR f{iriiniinden 5 pl
eklendi. Reaksiyon sartlar1 95°C 30 sn, 40
siklus 95°C 15 sn, 58°C’de 30 sn, 72°C 1
dk. ve son adim olarak 72°C ‘de 10 dk.
olacak sekilde gerceklestirilmistir. PCR
reaksiyonu sonucu elde edilen iiriinlerden
5’er ul alinarak 0,5 pg/ml etidyum bromiir
katkilt % 1’lik agaroz jelde 90 V’de 45
dakika elektroforez edilmis ve geri kalan
PCR iiriinleri i¢in DNA dizi analizi
yapilmistir.

2.3. Istatistik analiz

Calismamizdaki siirekli degiskenler i¢in
tanimlayicr istatistikler kullanilmistir. Veri
Ozetlemede SPSS (Statistical Package for
the Social Sciences) 21.0 versiyon istatistik
paket programi kullanilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Kars yoresindeki 0Ozel miilkiyete ait
isletmelerde toplanan 120 tam kan Ornegi
nested RT-PCR ile test edilmistir. Test
edilen tiim kan &rnekleri Atlarin Infeksiydz

Anemi  Virusu  yOniinden  negatif
bulunmustur.
Atlarin  infeksiy0z ~Anemi  Virusu

(EIAV), Diinya Hayvan Saghg Orgiitii
(OIE) tarafindan ve iilkemizde bildirilmesi
gereken at hastaliklarindan biri olarak
listelenmistir. Inaktive ve subiinit EIAV
asilart homolog prototip suslar icin farkli
laboratuvarlarda test edilmis ve EIAV
enfeksiyonlarindan korudugu
kanitlanmistir. Ancak 1990'dan bu yana
diisiik prevalans nedeniyle, EIA kontrol
stratejisinde asilamadan ziyade karantina
uygulamasi tercih edilmektedir (OIE,
2019). Giiniimiizde etkili bir tedavi veya
asinin mevcut olmamasi ve EIAV ile
enfekte hayvanlarin klinik bir semptom

gostermemesi de bu hastalik etkeni ile
miicadeleyi zorlastirmaktadir (Gaudaire ve
ark., 2018). Bu veriler dikkate alinarak
yapilan bu c¢alismada Kars yoresindeki
atlarda kan oOrneklerinden EIAV varligi
arastirilmustir.

Atlarin Infeksiydz Anemisi Virus
enfeksiyonu ilk olarak 1843 yilinda Lignee
tarafindan, ardindan Vallée ve Carré
tarafinda 1904 yilinda klinik olarak
herhangi bir semptom gostermeyen atlarda
tanimland1 (Lignee, 1843; Vallée ve Carré,
1904). Daha sonraki yillarda yapilan
caligmalarin  sonuglarma goére EIAV,
Amerika, Avrupa, Orta ve Uzak Dogu,
Rusya ve Giiney Afrika’da tespit edildi
(APHIS, 2006, DEFRA, 2006). Romo-
Saenz ve ark. (2021) Meksika'nin Nuevo
Leon Eyaletinde 6 klinik semptom gdsteren
ve 42 klinik semptom gdstermeyen atlarda
nested RT-PCR ile yaptiklar1 calismada,
klinik semptom gosteren atlarin tamaminda,
klinik semptom gostermeyen atlarda ise 1
ornekte (%2,3) EIAV tespit etmislerdir.
Cruz ve ark. 2015 yilinda yapmis oldugu
calismada 555 numunenin tamami EIAV
antikoru acisindan  negatif  ¢ikmustir.
Alnaeem (2019) tarafindan, Dogu ve Orta
Arabistan da yapmis olduklar1 ¢alismada,
361’1 at, 19’u eseklerden olmak {izere
toplam 380 tam kan 6rnegi EIAV yoniinden
incelenmis olup, test edilen kan Ornekleri
EIAV agisindan negatif oldugu tespit
edilmistir.

Tiirkiye'de, 1940 yilinda  Akcay
tarafindan Veteriner Fakiiltesi Patoloji
anabilim dalinda ata yapilan otopside
Atlarin  Infeksiydz Anemisinde (EIA)
siphelenilmis ve  EIA  hastaliginin
bulunmasi ihtimalini diisiinerek bu konuda
bir doktora c¢aligmasina vesile oldugunu
1953 yilinda agiklamistir (Akgay, 1953).
EIAV ilkemizdeki ilk bildirimi, 1952
yilinda Sultansuyu harasindaki safkan Arap

atlarda  goriilen salginda  yapilmistir
(Noyan, 1958). 1955 wyilinda EIAV
enfeksiyonu farkli atlarda da tespit
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edilmistir (Hakioglu, 1955). Daha sonra
ilkemizin farkli bolgelerinde yapilan
serolojik  calismalarda  enfeksiyonun
ortadan kayboldugu gozlenmistir. Burgu ve
ark.  (1989) safkan at yetistirme
cgiftliklerinden 294 serum numunesinde,
Turan ve ark. (2002) Marmara Bolgesi'nden
at, katir ve eseklerden aliman toplam 404
serum Orneginde, Ataseven ve Arslan
(2005) 2003 ve 2004 tarihleri arasinda 69
katir, 154 esek ve 408 attan toplanan serum
orneklerinde, Yapki¢ ve ark. (2007) Orta
Anadolu'dan 406 serumda, Kirmizigiil ve
ark. (2009) Kars ve Ardahan’dan 476
serum Orneginde, Marenzoni ve ark. (2013)
Marmara ve Ege'deki illerden alinan 346
serumun tamaminda, Acar ve ark. (2016)
2016 y1linda Afyon, Ankara ve Eskisehir’de

yapmis olduklar1 calisgmada  tiim
numunelerin  EIAV  yonilinden negatif
oldugunu bildirmislerdir. Mevcut
calismanin ~ sonucuna  gore; EIAV

enfeksiyonu Kars yoresinde bulunan atlarda
gozlenmemistir. Bu sonuglar iilkemizde

daha oOnceki yillarda yapilmig olan
calismalarin  sonuglar1  ile  benzerlik
gostermistir.

4. Sonug¢

Yapilan bu ¢alismada Kars’taki atlarda
EIAV olmadig1 goézlenmistir. Atlarin; hem
agir kig sartlar1 nedeniyle ulasimda
kullaniliyor olmas1 hem de geleneksel ath
spor dallarindan biri olan cirit sporlarinda
kullaniliyor olmasi bolge halki agisindan
olduk¢a oOnemlidir. Kars ilinin komsu
ilkelerle olan sinir baglantisinin olmasi ve
at popilasyonlarinda meydana gelen

bulasici hastaliklardan kaynaklanan
kayiplarin Oniine gegmek ve korunmak i¢in
enfeksiyon  kaynaklarmin  belirlenerek

uygun kontrol Onlemlerinin alinmast ve
yeterli 6rneklem biiyiikliigiine sahip daha
ileri caligmalar yapilarak uygun stratejilerin
belirlenmesi gerekmektedir. Ayrica
tilkemizin EIAV' den siirekli olarak ariligini
saglamak icin iilke genelinde at
popiilasyonunun diizenli olarak izlenmesi

gerektigi  Onerilmektedir. Bu izleme
programlarinda bir yasindan kiigiik atlarda
maternal antikorlara bagli olarak serolojik
reaksiyonlar sonucu yanlis pozitiflik
olusabileceginden dolay1, molekiiler olarak
analiz edilmesinin daha uygun olacagi
distintilmektedir.
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