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OZET

ANTALYA BOLGESINDE YETISTIRILEN SIYAH ALACA SUT
SIGIRLARINDA CVM (KOMPLEKS VERTEBRAL MALFORMASYON)
KALITSAL HASTALIGININ ALLELE OZGU PCR (ALLELE-SPECIFIC; AS-
PCR) YONTEMI KULLANILARAK BELIRLENMESI

Murat Gok¢e EREN
Yiiksek Lisans Tezi, Zootekni Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Murat Soner BALCIOGLU
Subat 2019; 25 sayfa

Bu ¢alismanin amaci, Antalya ilinde yetistirilen Siyah Alaca siit sigirlarinda CVM
(Kompleks Vertebral Malformasyon) kalitsal hastaligmin Allele Ozgii PCR (Allele-
Specific; AS-PCR) yontemi kullanilarak belirlenmesidir. Bu amagla Antalya Damizlik
Sigir Yetistiricileri Birligine liye isletmelerden ve aym sekilde birlige liye Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Béliimii Sigircilik {initesinde bulunan hayvanlar
dan elde edilen toplam 200 6rnekte CVM hastaligiin varligi arastiritlmistir. Sigirlardan
alman kanlardan DNA’lar izole edilmis ve 3. kromozom {iizerinde bulunan SLC35A3
geninin 395 b¢ uzunlugundaki pargas1 F 5’-CACAATTTGTAGGTCTCATGGCAG-3’
(Normal allel), F 5’-CACAATTTGTAGGTCTCATGGCAT-3’ (CVM-mutant allel), R
5’-GTTATACTA CAGGAGTCACCTCT-3’ (her iki primer icin ortak reverse primer)
primerleri kullanilarak ¢ogaltilmistir. PCR iglemi sonucunda iiriiniin varlig1 ve yokluguna
gore tastyict bireyler belirlenmistir. Sonug olarak incelenen 200 6rnekten 7 tanesinin
CVM tasiyicist oldugu anlasilmis ve Antalya ilinde yetistirilen Siyah Alaca sigirlarda

CVM hastaliginin varligi gosterilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: AS-PCR, CVM, Siyah Alaca, SLC35A3 geni

JURI: Prof. Dr. Murat Soner BALCIOGLU
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ABSTRACT

IDENTIFICATION of COMPLEX VERTEBRAL MALFORMATION
INHARITED DISEASE IN HOLSTEIN COWS REARED in ANTALYA by
USING ALLELE-SPESIFIC PCR (AS-PCR)
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Supervisor: Prof. Dr. Murat Soner BALCIOGLU
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The aim of this study was to investigate the presence of complex vertebral
malformation (CVM) in Holstein cows reared in Antalya by using allele-spesific PCR
(AS-PCR). For this purpose, 200 Holstein cows reared by member breeders of Antalya
Cattle Breeders Association and reared in Akdeniz University Faculty of Agriculture
Department of Animal Science, also member of the same association, were used to detect
presence of CVM disease. DNAs taken from cattle were isolated and F 5 CACAATTT
GTAGGTCTCATGGCAG -3’ (Normal allele), F 5> CACAATTTGTAGGTCTCATGG
CAT -3’ (CVM-mutant allele), R 5> GTTATACTACAGGAGTCACCTCT -3’ (reverse
primer for both primers) primers were used to amplify 3954 bp region located on 3.
chromosome of SLC35A3. CVM-carrier individuals were detected according to presence

or absence of PCR products.

KEYWORDS: AS-PCR, CVM, Holstein, SLC35A3 gene
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ONSOZ

Tim yetistiricilik dallarinda oldugu gibi sigircilik isletmelerinde de temel amag
karlt bir tiretim yapmaktir. Hayvancilik isletmelerinde verim seviyesi ne olursa olsun
saglikli damizlik hayvanlarin bulunmasi, karli bir iiretim yapmanin en 6nde gelen
kosullarindan birisidir. Aksi durumlarda zaten diisiik karlilik smirinda calisma
durumunda olan sigircilik isletmelerinde ekonomik olarak ¢ok biiyiik kayiplar s6z konusu
olabilmektedir. Genetik hastaliklarin en azindan boga adaylar1 ve damizlik bogalar igin
kesinlikle taranmasi gereklidir. Ayrica, proje uygulamaya gegirildiginde bu konuda
calisan aragtiricilarin egitilmesi yaninda, boliim laboratuarinin bu konuda basvurulan bir

merkez olmasi bolgemiz i¢in 6nemli bir kazang olacaktir.

Bana bu konuda calisma olanagi sunan ve destegini hi¢bir zaman esirgemeyen
danismanim Sayin Prof. Dr. M. Soner BALCIOGLU’na, higbir zaman yardimlarmi ve
destegini esirgemeyen Saym Dr. Ogr. Uyesi Taki KARSLI’ya, laboratuar destegini
gordiigiim Ars. Gor. Eymen DEMIR’e, Sayin Ogr. Gor. Dr. Emine SAHIN’e sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica degerli katkilarindan 6tiirii esim Pinar EREN’e tesekkiir

ederim.
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Kisaltmalar
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1. GIRIS

Hizla artan diinya niifusu 2019 itibariyle 7.5 milyar sinirii gegtigi diistiniilmekte
ve bu rakamin 2030 yilinda 9,6 milyar, 2050 yilinda ise 12 milyar olacagi dngoriilmiistiir.
Niifusla birlikte tarimsal lriinlere olan gereksinim de artmakta buna karsin carpik
kentlesme, tarimsal arazilerin ve iiretim alanlarinin azalmasina sebep olmaktadir. Talep
artisginin  saglanmasi icin tarimsal lriinlerde 1slah g¢alismalart hiz kazanmistir. Islah
caligmalar1 sayesinde birim alandan ve birim hayvandan daha fazla iiriin alinmasi
saglanmustir. Islah ¢alismalar1 her gecen giin artarak devam etmektedir. Tarimsal iiriinler
igerisinde siiphesiz ki hayvansal iirlinlerin biiylik 6nemi vardir. Bu hayvansal iiriinlerin
bliyiik bir kismi1 sigirlardan elde edilmektedir.

Tiirkiye hayvancilik faaliyetleri arasinda sigircilik onemli yer tutmaktadir.
Sigirlar, insanlar tarafindan dogrudan degerlendirilme imkani1 olmayan kaba yemleri
hayvansal proteine doniistiirebilme yetenegine sahiptirler. Diger ciftlik hayvanlariyla
kiyaslandiginda birim basina siit verimi en yiiksek tiir olup et iiretim kapasitesi oldukca
tatminkardir. Farkli kosullara uyum saglayabilecek ¢ok sayida irk ve tipi vardir. Genetik
1slah ve {tremenin denetimine yoOnelik uygulamalara yiiksek diizeyde reaksiyon
gostermektedir.

Tiirkiye’de 2018 yil1 TUIK verilerine gore 17.166.194 adet sigir bulunmaktadir.
2002 yilindan bu yana iilkemizdeki sigir sayisinda yaklasik 8 milyon artig gézlenmistir
(Anonim 1). Hayvan sayisindaki artisa ragmen 2002 yilina nazaran hayvan basina giinliik
stit Uretimi artmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak yapilan islah ¢aligmalarinin ne denli
onemli oldugunu gorebiliriz.

Sigir varhigmmizin %438,5°1 kiiltiir 1irki, %41.8°1 kiiltiir irk1 melezi ve %9.2°si de
yerli irklardan olugsmaktadir (Anonim 1). Kiiltiir irk1 siirlar1 ve melezleri icerisinde en
cok yetistirilen hayvan Holstein (Siyah alaca) irkidir. Diinya ve Tirkiye’de en cok
yetistirilen sigir irk1 olan Holstein, renklerinden dolay1 Siyah Alaca veya Kirmiz1 Alaca
olarak da adlandirilir. Kuzey Denizi kiyilarindan (Avrupa) koken alan Holstein 1rki
sigirlar et ve siit verimi yoniinde 1slah edilmis kombine verim yonlii hayvanlardir. Yapilan
1slah caligmalar1 sonunda iyi bakim ve besleme kosullarinda Holstein irki sigirlarin
laktasyonda siit verimi ortalamasit 7000-11000 kg arasindadir. Siitiindeki protein orani
%3,3 yag oran1 %4, ergin canli agirliklari ise 700-800 kg civarindadir (Kumlu 1999).

Hayvancilik isletmelerinde gergeklesen ekonomik kayiplarin biiyliik cogunlugu
saglik sorunlarindan kaynaklanmaktadir. Ciftlik hayvanlarinda goriilen saglik
sorunlariin bir kismi dogrudan genetik yapiyla iligkilidir. Kalitsal hastaliklar ¢iftlik
hayvanlarinda fiziksel veya fonksiyonel kusurlara sebep olarak, verim ve saglik {izerine
olumsuz etkilere sahip olmaktadir. Molekiiler genetik alaninda yapilan ¢aligmalar bu
hastaliklarin yayilmadan oniine gecilmesini biiylik 6l¢iide saglamaktadir. CVM gibi
kalitsal hastaliklar resesif etkiye sahip olmasi nedeniyle, kalitsal hastaliklarin
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populasyondaki varlig1 heterozigot bireylerle saglanmaktadir. Giiniimiizde bir¢ok kalitsal
hastaligin molekiiler dogasi bilinmektedir. Boylece tastyici (heterozigot) bireylerin
dogum dncesinde veya dogum sonrasinda tespit edilmesi miimkiin olmaktadir (Citek vd.
2006; 2007). Molekiiler yontemlerle belirlenen tastyici bireyler damizlik dis1 birakilarak
ciftlik hayvanlarinin genetik sagligi kontrol edilebilmektedir.

CVM (Kompleks Vertebral Malformasyon) Siyah Alaca sigir irkinda otozomal
resesif kalitilan (Berglund vd. 2004), dogum o6ncesi ya da sonrasi dliimlere neden olan bir
hastaliktir (Agerholm vd. 2004). Bu hastalik ilk kez 1999 yilinda Danimarka’da
Agerholm vd. (2001) tarafindan raporlanmistir. Daha sonraki yillarda Amerika (Duncan
vd. 2001), Ingiltere (Revell 2001), Hollanda (Wouda vd. 2000), Japonya (Nagahata vd.
2002), isve¢ (Berglund vd. 2004) ve Tiirkiye’de (Meydan vd. 2010) raporlanmustir.
Tiirkiye’de yapilan calismada CVM genini tasiyicilarin  frekanst %3.4 olarak
bildirilmistir (Meydan vd. 2010).

Kompleks vertabral malformasyon (CVM), hastaliginin molekiiler temeli, tek
niikleotid degisimi sonucu olusan nokta mutasyonudur. Tek niikleotid degisimi sonucu
olusan mutasyonlarin molekiiler tanisinda en ¢ok kullanilan yontem PCR-RFLP
metodudur. Eger mutasyonu tasiyan gen bolgesini ¢ogaltacak primerler ve mutasyon
bolgesini tantyan restriksiyon enzimi biliniyorsa bu yontem kolaylikla uygulanir. Ancak
Kompleks vertabral malformasyon (CVM), mutasyona ait restriksiyon enzimi
olmadigindan PCR-RFLP teknigi kullanilamaz. Bunun belirlenmesi i¢in ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. AS-PCR bu yontemlerden birisidir.

Bu ¢alismanin amaci Tiirkiye ‘deki siir varligimin dnemli bir kismini olusturan
Siyah Alaca wkinin ydremizdeki hayvanlarinda bu hastaligi tasiyip tasimadigini
o0grenmek ve hastaligin bulunmasi durumunda gerekli 6nlemlerin alinmasina yardime1
olmaktir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Sigirin Zoolojik Sistemdeki Yeri
Evcil sigirin sistematikteki yeri Cizelge 2.1°de verilmistir.
Cizelge 2.1. Evcil sigirin sistematikteki yeri
Alem Hayvanlar
Sube Sirt1 Iplikliler
Alt Sube Omurgalilar
Sinif Memeliler
Alt Sinif Plasentalilar
Takim Tirnaklilar
Alt Takim Cift Tirnaklilar
Grup Ruminantlar
Familya Bos Boynuzlular
Cins Bos
Alt Cins Taurina
Tiir Bos Taurus
2.2. Arastirmada Kullamlan Siyah Alaca Irki ve Baz1 Ozellikleri
Diinyada en fazla yayilma alanina sahip kiiltiir irki olan Siyah Alacalarin

anavatan1 Hollanda’nin Frizya bolgesidir. Hollanda, Almanya ve Danimarka’

nin Kuzey

Denizi kiyilarindaki ovalik kesimlerde yetistirilen sigirlardan koken alan Siyah Alaca
(Holstein, Holstein Friesian) Diinya’ nin en yaygin sigir wrkidir. Siyah Alaca irkinin
Tiirkiye’de yetistirilmesine 1958 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nden Bursa
Karacabey Harasi’na getirilen inek ve bogalarla baglanmistir. Bu irk sigirlar Tiirkiye’de
daha cok Ege, Marmara ve Akdeniz Bolgeleri’nde yetistirilmektedir. Yapilan 1slah
caligmalar1 sonunda 1yi bakim ve besleme kosullarinda Holstein 1rki sigirlarin

laktasyonda siit verimi ortalamast 7000-11000 kg arasinda olabilmektedir.

Sutindeki

protein orant %3,3 yag orant %4, ergin canl agirliklar1 ise 700-800 kg civarindadir

(Kumlu 1999).
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Sekil 2.1. Holstein / Siyah Alaca (Anonymous 1)

2.3. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR ilk defa 1985 yilinda Celera genomics calisan1 Carry Mullis tarafindan
uygulanmis ve giiniimiize kadar bir¢ok defa gelistirilerek kullanilmaya devam edilmistir.
Mullis bu calismasiyla 1993 yilinda kimya dalinda Nobel o6diilii kazanmistir. PCR;
laboratuvar ortaminda sipesifik DNA dizilerinin primer olarak bilinen sentetik
oligontikleotid diziler yardimiyla cogaltilmasi islemine denilmektedir. DNA dizi
analizinde, DNA haritalamasinda, genetik hastaliklarin teshisinde kullanilan PCR
yontemi, molekiiler genetik alanindaki en 6nemli buluslardan birisidir.

PCR tekrarlanan 3 basamak seklinde gerceklesir. Bu basamaklar;
1. Amplifiye edilecek DNA’nin yiiksek sicaklikta denatiirasyonu (94°C),

2.Primerlerin DNA tizerindeki hedef bolgelerle 6zgiil hibridizasyonuna olanak verecek
sicakliktaki annealing-birlesme reaksiyonu,

3. Taqg DNA polimeraz enziminin yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik olan 72°C’de
primerlerin uzamasi-tamamlayici zincir sentezi olarak tanimlanabilir.
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Sekil 2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu agsamalar1 (Andy Vierstraete 1999)

Temel prensibi bu olmakla birlikte glinlimiizde tek niikleotid degisimi sonucu
olusan nokta mutasyonlarin neden oldugu kalitsal kusurlarin belirlenmesinde en yaygin
olarak PCR-RFLP (Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon Parca Uzunluk
Polimorfizm) yontemi kullanilir. Nokta mutasyonlari icin AS-PCR (Allel spesifik-PCR),
PCR-PIRA (PCR-Primer-introduced Restriction Analysis) ya da PCR-SSCP (PCR-Tek
Zincir Konformasyon Polimorfizmi) yontemleri kullanilabilir.

2.4. AS-PCR (Allele Ozgii Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Metodu

Mevcut ¢aligmada kullanilan AS-PCR , nokta mutasyonlarinin saptanmasi i¢in
gelistirilen bir yontem olup, tasarlanan PCR primerlerinden birinin 3’ niikleotidinin
mutasyona 0zgiin olmasi esasina dayanir. Degisen niikleotide uygun olarak tasarlanan
primerlerin 3’ucundaki niikleotid birinde mutant digerinde ise yabani tip allele 6zgiidiir.
Allel spesifik amplifikasyon yonteminde 3 adet primer tasarlanir. Bu primerlerden biri
ortak amplifikasyon primeri iken digeri 3’ niikleotidi mutasyon noktasina 6zgiin mutant
ya da yabani tip primerdir. Bir 6rnegin ilgilenilen mutasyon i¢in analizi iki ayr1 PCR
yapilmasint gerektirir. (1.ortak primer + yabani tip primer; 2. Ortak primer + mutant
primer). 3’ ugtaki niikleotid mutant ya da yabani tipteki baz diziliminden hangisine
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uyumluysa onun amplifikasyonu gerceklesecek ve boylece nokta mutasyonlarinin tespiti
miimkiin olacaktir (Takeda 1993).

Allele Specific PCR’ 1n ¢alisma prensibi asagidaki sekilde gosterilmistir.

Wild-Type Sequence Mutant Sequence
Wild-type primer Downstream primer
1
I 1
TAGCCAGTGACGTTAGC™ ST - — JAGCCAGIGACGIIAGA———————————————
Mutant primer
]
KICGOTCACIGCATCT HP»  NoPCR oo ATCGGTCACTGCAATCS e NOPCR e
TAGCCAGTGACGITAGE — TAGCCAGTGACGTTAGA
W1 HET MUT
C
—— LN E—
WT MUT WT o MUT WT o MUT
1 2 K]

Sekil 2.3. AS-PCR ¢aligsma prensibi

2.5. Kompleks Vertebral Malformasyon (CVM)

Kompleks Vertebral Malformasyon (CVM) ilk kez Danimarka’da bildirilmis.
(Agerholm 2001) Homozigot bireylerde 6lii dogumlara ve aborta (yavru atimi) neden
olur. Erken dogan buzagilarda genellikle gelismemis bacaklar, eksik kaburga, boyun
kisalig1, diisiik viicut agirligi ve omurlarda yapisma gibi anomaliler goriiliir (Agerholm
2004, Thomsen 2006; Duncan 2001). Homozigot buzagilarda meydana gelen anomaliler
asagidaki resimlerde gosterilmistir.
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Sekil 2.5. iki giinliik CVM homozigot resesif genotipli buzag: (Gentile 2006)

2.5.1. CVM hastahg ile ilgili yapilmis calismalar

Asagida farkli yontemlerin kullanilarak CVM hastaligi ile ilgili yapilmis bazi
arastirmalar hakkinda 6zet bilgiler verilmistir.

Ulkemizde bu konuda yapilmis ilk ¢alisma Meydan (2010) tarafindan
gerceklestirilmistir. Bu calismada Ankara yoresindeki 225 ve Sanlurfa yoresindeki 125
Siyah Alaca 1rki sigirdan alinan 6rnekleri kullanilmistir. Calismada CVM’nin yanisira
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BLAD ve DUMBS gibi kalitsal hastaliklar da aragtirilmigtir. Calismada 12 adet CVM
tagtyicisi tespit edilmistir.

Ulkemizde yapilan bir diger calismada CVM kalitsal hastaligi PCR-RFLP
yontemi kullanilarak belirlenmesi amacglanmistir. Calismanin materyalini  kayseri
yoresinde yetistirilen disi Siyah Alaca sigirlar1 olusturmustur. Ancak bu ¢alismada CVM
tastyicisi bir hayvana rastlanmamustir.

Bu hastalik diinyada ilk olarak Agerholm vd. tarafindan 1999 yilinda
bildirilmistir. 18 abort buzagi iizerinde yapilan bu calismada omurga kisaligi tim
deneklerde karakteristik bir 6zellik olarak belirtilmistir. Hastaligin yayilma nedeni ise
suni tohumlamada kullanilan elit damizlik bogalarin CVM tasiyicist olmalari
gosterilmistir.

Nagahata vd. (2002) 61ii dogmus bir buzagi lizerinden yaptigi ¢alismada 6lii dogan
buzaginin mutant ve annesinin CVM tastyicisi oldugu saptanmistir. Suni tohumlamada
kullanilan boganin pedigirdisi incelendiginde onunda CVM tasiyicist oldugu
anlagilmistir. Mutant buzaginin bir¢cok rontgen goriintiisiinii iceren ¢alismada buzaginin
karakteristik vertebra sorunlarinin oldugu goriilmektedir.

Berglund vd. (2004) tarafindan isve¢ Siyah Alacalari iizerinde yapilan ¢alisma
deneklerin dogum yillarina gére yapilan bir arastirmay1 kapsamaktadir. Toplam 228
denek iizerinde yapilan caligmada 53 adet CVM tasiyicist hayvan bulunmustur.
Hayvanlarin dogum yillarina gore incelendiginde 1995 yilinda doganlarda 0 tasiyici,
1996 yilinda doganlarda 3 tastyict, 1997 yilinda doganlarda 18, 1998 yilinda doganlarda
23 ve 1999 yilinda doganlarda 9 adet tasiyici hayvan belirlenmistir.

Agerholm vd. (2004) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada 640 denek hayvan
kullanilmistir ve buzagilama tarihlerine gore iki gruba ayrilmistir. A grubunda 286 disi
Siyah Alaca CVM tasiyicisi olan BURMA isimli boganin yavrularidir. Bu disi siyah
alacalar yine CVM tasityicist olan KOL Nixon isimli damizlik boga tarafindan
tohumlanmistir. 24 adet buzag1 abort olarak kayitlara ge¢mistir. Kalan 262 disi siyah
alacanin buzagilarindan 15 tanesi CVM hastaligindan etkilenmis olarak dogmustur. B
grubunda ise 382 disi siyah alaca igerisinde 19 adet abort buzagi olmustur. Kalan
buzagilamalar sonucunda 11 buzagi CVM hastaligindan etkilenmis olarak dogmustur.

Polonya’ da yapilan bir ¢alismada Rusk ve Kaminski (2007) 2001-2005 yillari
arasinda suni tohumlamada kullanilan 202 Polonya Siyah Alacalar1 ve 1996-2003 yillar
arasinda dogan normal tohumlamalarda kullanilmis olmas1 muhtemel olan 403 adet boga
tizerinde ¢alisilmistir. Caligmada toplamda 150 adet tastyici birey saptanmugtir.

2007 yilinda Ghanem vd. tarafindan yapilan calisma materyal ve yoOntem
bakimindan bizim c¢alismamizla benzerlik gostermektedir. AS-PCR yoOnteminin
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kullanildig1 ¢alismada 200 denek kullanilmistir. Calisma sonucunda 26 adet tasiyici birey
saptanmistir.

Rezaee vd. (2008) tarafindan yapilan calismada ise 144 denek hayvan
kullamlmustir. iran Siyah Alacalar iizerinde yapilan bu calismada tasiyici bireylere
rastlanmamustir.

Mahdipour vd. (2010) Hindistan’da yetistirilen Karan Fries (KF) bogalarinda
CVM Kkalitsal hastaligint arastirmiglardir. Calismada 52 boganin 12 tanesinde CVM
mutant allelilinin oldugu belirlenmistir. Aragtiricilar mutant bireylerin siiriiden
cikarilabilecegi ve dollerinin bu hastalik bakimindan arastirlmast gerektigini
bildirmislerdir.

Wang vd. (2011) Cin’de yetistirilen Siyah Alaca sigirlarinda CVM hastaligini
aragtirmiglardir. Calismada 217 inek ve 125 boga ile ¢alisilmis ve 5 inek ile 5 boganin
CVM tastyicist oldugu belirlenmistir. Arastiricilar Siyah Alaca sigirlarinda CVM
tastyicilariin belirlenmesinde CRS-PCR y6nteminin giivenilir oldugunu bildirmislerdir.

Alaie vd. (2012) Iran’da yetistirilen 100 Siyah Alaca ve 100 Guilan sigirinda
CVM hastaligini arastirdiklar ¢alismada hig tasiyici bireye rastlanmamustir. Arastiricilar
bu durumun s6z konusu hastaligin aleyhine yapilan seleksiyon progrmlarindan
kaynaklanacagi gibi mutant genin populasyonda artmasma engel olan koruma
programlari veya mutant genin populasyondaki diisiik frekansindan kaynaklanabilecegini
bildirmislerdir.

Zhang vd. (2012) Siyah Alaca sigirlarinda CVM ve BLAD kalitsal hastaliklarinin
belirlenmesinde hizli ve gilivenilir bir yontem olan RT-PCR yonteminin
kullanilabilirligini degerlendirmislerdir. Calismada Cin’de yetistirilen 587 Siyah Alaca
irkina ait sigirin 56 tanesinin CVM, 8 tanesinin ise BLAD tasiyicist oldugu belirlenmistir.
Aragstiricilar yapilan pedigri analizine gore tasiyici bireylerin ortak ataya sahip oldugunu
bildirmislerdir.

Kotikalapudi vd. (2013) PCR-PIRA ve RFLP yontemini kullanarak 60 Siyah
Alaca bogasinda CVM hastaligin1 degerlendirmislerdir. Calismada bir bireyde SLC35A3
geninin 4. Ekzon bdlgesinde 559 pozisyonunda (G-T) polimorfizm belirlenmistir.
Aragtiricilar 554 ve 555 niikleotit pozisyonunda daha dnce bilinmeyen iki homozigot
mutasyonun da varligini tespit etmislerdir.

Adamov vd. (2014) Makedonya’da yetistirilen Siyah Alaca sigirlarinda BLAD ve
CVM varligini aragtirmiglardir. 86 inek ve 6 boganin incelendigi calismada 1 inegin CVM
tagiyicisi oldugu belirlenmistir. Arastiricilar Makedonya’da frekansi az olmasina ragmen
CVM tastyicisinin oldugunu ve bogalarin yapay tohumlamada kullanilmadan 6nce test
edilmesi gerektigini bildirmislerdir.
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Hemati vd. (2015) Iran’da yetistiriciligi yapilan 50 Siyah Alaca sigir siiriisiinde
BLAD ve CVM kalitsal hastaligini arastirmiglardir. Calismada 33 siiriide her iki kalitsal
hastalik bakimindan tagiyici birey belirlenmemistir. Hastaligin belirlendigi 17 siiriiden
rastgele secilen 120 bireyde BLAD tasiyicist belirlenmezken 2 bireyin CVM tastyict
oldugu belirlenmistir.

Tuckhachev vd. (2017) Kuzey Kafkasya’da yetistirilen Ayrshire sigir irkinda
CVM ve BLAD kalitsal hastaligini arastirmislardir. Calismada 440 birey ile ¢alisilmis ve
s0z konusu hastaliklar tagiyan bireylerin olmadig1 bildirilmistir. Aragtiricilar bu durumun
Kuzey Kafkasya’da sigir yetistiriciliginde baba hatti olarak kullanilan Hannulan Yaskiyri,
Rithiviidan, Urbo Errant ve O. R. Lightning sigir wklarmin mutant alleli
tasimamalarindan kaynaklandigin bildirmislerdir.

Avanus ve Altinel (2017) Tiirkiye nin Edirne (n:58), Istanbul (n:54), Kirklareli
(n:91) ve Tekirdag (n: 108) illerinde yetistirilen Siyah Alaca sigirlarii kullanarak
AS-PCR, CRS-PCR ve PCR-PIRA yo6ntemlerinin CVM kalitsal hastaligini belirlemedeki
istiinliiklerini aragtirmiglardir. Calismada DNA sekans sonuglarina gére 311 bireyden 10
tanesinin CVM tasiyicisi oldugu bildirilmistir. Arastiricilar AS-PCR yonteminin en hizli
olmasima ragmen dogrulugunun diisiik oldugunu, mutant bireylerin belirlenmesinde en
iyi yontemin ise PCR-PIRA oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Arastirmanin hayvan materyali Antalya Damizlik Sigir Yetistiricileri Birligine
liye yetistirici elinde bulanan Siyah Alaca irki sigirlardan ve ayni sekilde birlige iiye
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Sigircilik {initesinde bulunan
hayvanlardan elde edilmistir. Kan 6rnekleri en az 200 adet sigirdan, deney hayvanlari
kullanim sertifikal1 kisiler tarafindan alinmastir.

3.2. Metot
3.2.1. Kan orneklerinin alinmasi

Kan ornekleri hayvanlarin boyun toplardamarindan (Vena jugularis) dogrudan
sodyum sitratli, vakumlu kan alma tiiplerine almmistir ve soguk zincirde Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Genetik laboratuarma en hizli siirede
ulagtirilmigtir. Kan ornekleri DNA izolasyonu yapilana kadar -20°C’de muhafaza
edilmistir.

3.2.2. Genomik DNA izolasyonu

Bu calismada genomik DNA molekiiliiniin izolasyonunda Miller vd. (1988)
tarafindan bildirilen DNA izolasyon protokolii laboratuar ortaminda optimize edilmis ve

asagidaki sekilde uygulanmstir.

1. Kan ornekleri oda sicakliginda (25 °C) ¢oziilene kadar bekletildikten sonraher bir kan

orneginden 500 pl alinarak 1,5 ml’lik ependorf tiip i¢ine konulmustur.

2. Orneklerin iizerine 1.000 pl Eritrosit Lisis Tampon Cézeltisi ilave edildikten sonra
vorteksle iyice karistirilarak 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra 3000 rpm
de 10 dk santrifiij edildi.

3. Ependorf tiiplerin iist kisminda toplanan sivi kisim dikkatli bir sekilde uzaklastirilip
dipte kalan hiicresel kisim rengi beyaz olana kadar Eritrosit Lisis Tampon Cozeltisi ile

en fazla 4 defa muamele edilmistir.

4. Hiicresel kismin iizerine 1.000 pl Fizyolojik Tampon Cozeltisi eklenmis ve kisa bir
stire karistirildiktan sonra 6rnekler 3.000 rpm de 10 dk santrifiij edilmis ve sivi kisim

dikkatli bir sekilde tekrar uzaklastirilmistir.
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5. Dipte kalan hiicresel kisim tizerine 600 pl Lisis TE Tampon Cozeltisi eklenmis ve

peletlerin iyice ¢oziinmesi saglanmistir.

6. Coziilen peletlerin lizerine 100 pl SDS solusyonu ve 5 pl proteinaz K (20 mg/ml)
eklenerek hafifce karistirilmis ve 65 °C’de 1,5 saat su banyosunda tutulmustur.

Inkiibasyon siiresince her 15 dakikada bir hafifce karistirilmistir.

7. Inkiibasyondan ¢ikarilan drneklerin iizerine 200 ul 6M NaCl Cozeltisi eklenmis ve 10
dk vorteksle iyice karistirtlmis ve 6rnekler 10.000 rpm de 10 dk santrifiij edilmistir.

8. Santrifiij sonunda iistte kalan ve DNA molekiillerini i¢eren sivi kisim yeni bir ependorf
tiip icine koyulmustur ve tekrar 10.000 rpm de 5 dk tekrar santrifiij edilmistir. Bu islem

sonunda iistte kalan s1vi kisim tekrar yeni bir ependorf tiip i¢ine alinmistir.

9. Ornekler iizerine yaklasik 1.000 ul %99,9’luk saf etil alkol ilave edilmis ve ependorf
tiipli DNA iplikgikleri kiimelesinceye kadar 4-5 kez hafifge karistirilmistir.

10. Kiimelesen DNA iplik¢iklerinin tiipiin dibine ¢okmesi i¢in tiip 10.000 rpm de 5 dk

santrifiij edilmistir. Ve etil alkol uzaklastirilmistir.

11. Dibe ¢okmiis DNA iplikgiklerinin tizerine 1.000 pl %70’lik etil alkol ilave edilerek
10.000 rpm de 5 dk santrifiij edilmis ve tiipiin list kisminda kalan alkol tekrar
uzaklagtirllmigtir. Bu kisimda alkoliin tamamen buharlagmasini saglamak i¢in ¢eker ocak

kullanilmastir.

12. Kuru ornekler iizerine 100 ul TE Tampon Cozeltisi ilave edilmis olup, DNA

iplikgiklerinin ¢ziilmesi i¢in bir gece buzdolabinda +4 °C’de bekletilmistir

13. Orneklerden izole edilen genomik DNA molekiillerinin kirtlip kirilmadig: kontrolleri
%1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek yapilmistir.
3.2.3. Genomik DNA miktariin hesaplanmasi

izole edilen DNA &rneklerinin miktarlarinin belirlenmesinde spektrofotometre
kullanilmistir. Elde edilen DNA miktarlar1 20-100 ng/pul arasinda belirlenmistir. PCR

uygulamasi i¢in DNA miktarlar1 50 ng/pl miktarina ayarlanmistir.

12
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3.2.4. PCR icin primerlerin belirlenmesi

Bu ¢alismada CVM kalitsal hastaliginin belirlenmesi i¢in daha 6nce Ghanem

(2008) tarafindan kullanilmis primerler secilmistir. Primerler asagidaki gibidir.

Normal Allel (5’-CAC-AAT-TTG-TAG-GTCTCA-TGG-CAG-3’)
CVM Allel (5>-CAC-AAT-TTG-TAG-GTC-TCA-TGG-CAT-3’)
Reverse Primer (5’-GTT-ATA-CTA-CAG-GAG-TCA-CCT-CT-3?)

3.2.5. PCR teknigi (Polimerase Chain Reaction)

Ghanem (2008) tarafindan kullanilan PCR teknigi uygulanmistir. Kaynak
taramast ve primer katalogunda belirtilen optimum annealing sicakliklart PCR’ da
programlanmustir.

DNA ornekleri, PCR reaksiyonunda kullanmak amaciyla 50 ng/ul yogunlugunda
ayarlanmugtir. 0,2 ml’ lik PCR tiiplerine her bir DNA’dan 3’er ul konulmustur. 47ul’ lik
karisim igerisindeki bilesenler Cizelge 3.1.”de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan PCR reaksiyonu

PCR Bilesenleri Miktar (ul)
H20 29.45
MgCl: 4
10X buffer 4
dNTPs 7.5
Forward Primer 0.9
Reverse Primer 0.9
Taq DNA Polimeraz 0.25

PCR uygulamalar1 i¢in Eppendorf Master Gradient Thermal Cycler cihazi
kullanilmigtir. Cihazin kapak sicakligi 100 °C dereceye ve blok sicakligi 95°C
ayarlanmigtir. Boylece PCR sirasinda reaksiyon karisiminin buharlagsmasi 6nlenmistir.
Daha sonra, hazirlanan reaksiyon karisimi her bir PCR tiipiine (47ul +3ul DNA= 50 ul)
paylastirilmistir. Her asamada tiiplerdeki reaktorler birbirleriyle iyice karistirilmistir.

13
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Bu ¢alisma i¢in optimize edilen PCR programi asagida verilmistir.

[k denatiirasyon 95°C de 2 dk

Denatiirasyon 95°C de 30 sn

Yapigsma 62 °C de 30 sn 30 dongii
Uzama 72 °C de 30 sn

Son uzama 72 °C de 10 dk

Bu sekilde toplam 30 déngii uygulanmistir. Son déngiide 72°C” de 5 dakika
bekletilerek PCR programi tamamlanmistir. PCR isleminden sonra PCR iiriinleri
elektroforez islemine kadar, +4 °C’ de saklanmustir.

3.2.6. Agaroz jel elektroforezi

Elektroforezde tampon ¢ozeltisi olarak Tris-Acetate-EDTA (TAE) kullanilmistir.
Bu c¢ozelti pH: 8.0 olacak sekilde ve 50X yogunlugunda hazirlanarak 11t suda
¢cozdirilmiistiir. Bu stok ¢ozeltiden 20 ml alip saf su ile 11t’ye tamamlayarak da 1X’lik

TAE buffer hazirlanmustir.

Calismada Agaroz jel eldesi i¢in “peqGOLD Universal Agarose” markali {iriin
kullanilmigtir. Daha 6nce bir¢ok ¢alismada kullanimis ve basarili olunmus yiizde olan
%?2 lik agaroz jel kullanilmistir. Agaroz, TAE tampon ¢ozeltisi ile bir erlen meyerde,
mikrodalga firin yardimiyla 1sitilmis toz halindeki agarozun ¢ozelti icinde seffaf bir hale
gelene kadar 1sitilmig ve ara ara karistirilmistir. Karigtirilirken yiiriitme esnasinda sorun

yaratan baloncuk olusturmamasina 6zen gosterilmistir.

Siv1 haldeki Agaroz jel ¢ozeltisi igerisine UV 15181 altinda goriintiilenmesini
saglayacak 0,5 pul Ethidium Bromide eklenmis ve dikkatli bir sekilde karistirtlmigtir.
Karisim akigkan 6zelligini kaybetmeyecek sekilde sogumaya birakilmistir. Bu sirada
daha dnceden dezenfekte edilmis Elektroforez tepsisine, jele DNA yiiklenebilmesi i¢in,
gerekli olan kuyucuklar1 olusturmasi amaciyla tarak yerlestirilmistir. Stirekli sallamak
suretiyle sogutulan jel tepsiye hava kabarciklarinin olmamasma dikkat edilerek
dokiilmiistiir ve jel katilagincaya kadar sogumaya birakilmistir. Jel donduktan sonra tarak
yavagea ¢ikarilmistir ve elektroforez tankinin igine, jelin {ist kismini biraz gegecek kadar

elektrolit ¢ozeltisi dokiilmiistiir.
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3.2.6.1. PCRiiriinlerinin jele yiiklenmesi

12.5 pul PCR iiriinii 2.5 pl dye (Loading Buffer; yiikleme ¢ozeltisi) ile boyadiktan
sonra olusturulan bu 15 pl karisim jeldeki kuyucuklara dikkatli bir sekilde yiiklenmistir.
Elektroforez islemi sonunda goriintiilenecek olan bantlarin biiytikliiklerini saptamak icin
ilk kuyucuga 100 bg¢ araliklarla bant veren 1.5 kb biiyiikliiglinde DNA marker
yuklenmistir.

3.2.6.2. Elektroforez islemi

PCR islemi tamamlandiktan sonra ¢ogaltilan DNA o6rneklerinin biiytikliiklerine
gore ayrilmasi i¢in elektroforez iglemi yapilmistir. Elektroforez uygulamasinda, jel
yogunlugu, elektrik akimi ve elektroforez siireleri en net sonucu alabilmek amaciyla,

bir¢cok deneme sonucunda optimize edilmistir.

PCR’da ¢ogaltilan DNA fragmentlerini i¢eren triinden yaklasik 15ul jele
yuklenmis ve 100 V da 45 dk yiiriitiilmistiir. Boylece ¢ogaltildig1 diisiiniilen 395 bg’lik

bantlarinin jelde ayrilmasi saglanmaigtir.

3.2.7. Calismada kullanilan arac¢ ve gerecler

Bu ¢alismada kullanilan arag ve gereclerin listesi asagida Cizelge 3.2°deC ayrintilt

olarak verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan arag ve gereglerin listesi

Cihazin Adi, Markasi, Modeli Kullanim Amaci

Saf Su Cihaz1 (MILLIPORE Direct-Q uv  PCR reaksiyonunda ve PCR bilesenlerini
Water Purification System) seyreltilmesinde

Jel Goriintiileme Sistemi (VILBER LO- PCR iiriinlerini ve kesim {irtinlerini goriin-
URMAT) tillemesinde

Spektrofotometre (NanoDrop Spectrop-

hotometer ND-1000) DNA miktarlarinin belirlenmesinde

Otomatik Calkalayict (Thermomixer)

(Eppondorf IsoTherm-System 3880) DNA izolasyonunda
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Konsantrator (Eppendorf Concentrator
5301)

DNA miktarlarinin ayarlanmasinda

Vortex (Yellow Line, TTS2)

DNA izolasyonunda

Santrifiij ( Hettich MIKRO 200)

DNA izolasyonunda

Hassas Terazi (SHIMADZU BX320H)

DNA izolasyonu i¢in tampon ¢dzelti hazir-
lamada ve jel i¢in agaroz tarttminda

Thermal Cycler (eppendorf Masstercyc-
ler gradient 96°11k)

PCR ile DNA’nin ¢ogaltilmasinda

Agaroz Jel Elektroforez Takimlar1 (BIO-
RAD 20 tarakli)

DNA izolasyon sonuglarinin gériinme-
sinde, PCR ve kesim sonuglarinin belir-
lenmesinde

Gii¢ Kaynag1 (BIO-RAD PowerPac Ba-
sic)

Jel elektroforezi i¢in voltaj ve zamanin
ayarlanmasinda

Mikro Dalga Firmni (Argelik MD553)

Agaroz jel dokiimiinde

Buzdolab1 (Beko BK8450T)

DNA, PCR iirlinleri ve ¢esitli kimyasalla-
rin korunmasinda

Derin Dondurucu (Beko 7971DF)

DNA, PCR iiriinleri ve ¢esitli kimyasalla-
rin korunmasinda

Su Banyosu (Memmert)

DNA izolasyonunda ve PCR iiriinlerinin
kesilmesinde

Isiticili Manyetik Karistiricr (Yel-
lowLine MSH basic)

DNA izolasyonu i¢in tampon ¢6zelti hazir-
lamada

Mikropipetler(eppendorf )

Tiim labaratuar ¢alismalarinda

pHmetre ( Thermo ORION 3 STAR)

DNA izolasyonlar1 ve Elektroforez ¢ozel-
tilerinin pH larinin ayarlanmasinda

Otoklav (niive OT 020V)

Kullanilan malzemelerin ve ¢ozeltilerin
sterilizasyonunda
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4. BULGULAR

Aragtirmanin hayvan materyalini olusturan Siyah Alaca irkindan alinan kan
ornekleri labaratuarda izole edilmistir. AS-PCR yontemiyle ¢ogaltilan 395 bg¢ ’lik PCR
triinleri %2’lik agaroz jelde 45 dk 100 V ‘de yiiriitilmis ve UV 1sik altinda
goriintiilenmistir. Goriintiileme sonucu heterozigot bireyler yuvarlak icerisinde
belirtilmistir. 200 denek igerisinde 7 adet heterezigot birey bulunmustur. Bulgular Sekil
(3.1, 3.2,3.3, 3.4, 3.5, 3.6, 3.7)” de belirtilmistir. Heterozigot bireyleri gosteren bantlar
yuvarlak icerisinde belirtilmistir.

Sekil 3.1. CVM genotiplerinin agaroz jeldeki goriintiisii
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Sekil 3.2. CVM genotiplerinin agaroz jeldeki goriintiisii

200 i

300 b’
200 bg
100 bg

Sekil 3.3. CVM genotiplerinin agaroz jeldeki goriintiisii
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Sekil 3.4. CVM genotiplerinin agaroz jeldeki goriintiisii
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Sekil 3.5. CVM genotiplerinin agaroz jeldeki goriintiisii
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Sekil 3.6. CVM genotiplerinin agaroz jeldeki goriintiisii
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Sekil 3.7. CVM genotiplerinin agaroz jeldeki goriintiisii
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5. TARTISMA

Antalya ilinde yetisen Siyah Alaca irkindan alinan 200 adet 6rnekte CVM kalitsal
hastaliginin varlig1 aragtirllmistir. Bu ¢aligsmada sigirlarda 3. kromozom iizerinde bulunan
SLC35A3 geninin 395 b¢ uzunlugundaki parcast her bir 6rnekte basariyla cogaltilmistir.
Cogaltma esnasinda mutant ve yabanil gen bolgesinin ¢ogalmasini saglayan primerler ve
her iki primer i¢in ortak reverse primer kullanilmigtir. Cogaltilan PCR {iriinleri agaroz
jele yiikklenmis ve UV 1s1k altinda goriintiilenmistir. 200 denek {izerinden yapilan
degerlendirmede 7 adet CVM tasiyicisi birey saptanmustir. Tasiyic1 hayvanlarin oram
%3,5 olarak belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar Meydan’ in (2010) calismasiyla benzerlik gdstermistir.
Meydan’ 1 350 6rnek lizerinden yapilan caligmasinda tasiyict hayvanlarin oran1 % 3.4
olarak bildirilmistir. Bu oran diinyanin farkli iilkelerinden bildirilen oranlara gore ¢ok
diistiktiir. Diinyada bildirilen oranlar Danimarka (% 31,0) (Agerholm 2004), Polonya (%
24,8) (Ruoez 2007), Japonya (%32,5) (Nagahata 2009) ve Isve¢ (% 23,0) (Berglund
2004) olarak bildirilmistir. Bu hastaligin frekansinin yurtdisinda ytiksek olmasinin nedeni
hasta yavrularin pedigrileri incelendiginde ortaya ¢ikmistir. Hasta yavrularin 1974 yilinda
ABD’de dogan ve iistiin verim 6zellikleri nedeniyle tiim diinyada suni tohumlamada
yaygin olarak kullanilan Carlin-M Ivanhoe Bell isimli boga ile akraba olduklar
belirlenmistir(Agerholm 2004,Shiitz 2008).

Yapilan caligmalarla ilgili taramalarda bu CVM tastyicis1 hayvanlart belirlemek
i¢in birgok PCR yontemi kullanilmistir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda Kulakli (2011)
PCR-RFLP yontemini kullanirken Meydan (2010) DNA sekans analizi yOntemini
kullanmistir.  Yurtdisinda yapilan c¢alismalarda c¢ogunlukla PCR-RFLP yontemi
kullanilmis ancak bu yontem en az iki PCR islemi gerektirdigi icin is ylikiinii arttirmistir.
Bunun yaninda PCR-PIRA yontemi de kullanilirken Ghanem (2007) calismamizda
oldugu gibi AS-PCR yontemini kullanmistir. AS-PCR yontemi bu ¢alismada tek PCR ve
tek elektroforez islemiyle gerceklestigi i¢in is giiclinde ve zamanda kazang saglamaktadir.
Bu sayede kisa zamanda daha ¢ok drnek iizerinde ¢alismaya olanak saglar.
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6. SONUCLAR

Hayvan yetistiriciliginde 1slah ¢alismalar1 hayvanlarin evcillestirilmesiyle
baslamistir. Insan yasamm boyunca birim hayvandan daha fazla iiriin elde etmeyi
amagclamistir. Bu baglamda hayvan yetistiriciliginde yapilan 1slah ¢aligmalar1 sonucunda
stit verimi, dol verimi gibi Ozellikler her gegen giin artmaktadir. Hayvan islahinda
cevresel faktorlerin siirii lizerine etkisi kisa siirede yansimaktadir. Ancak genetik
yapilardaki degisim uzun siiren 1slah ¢alismalar1 sonucunda olumlu sonuglanabilir.

Genetik caligmalar sonucu kalitsal olumlu 6zelliklerin yavrulara aktarildigin
bildigimiz gibi bazi kalitsal hastaliklarinda yavrulara aktarildigini unutmamamiz
gerekiyor. Irk 1slahinda diinyada en ¢ok kullanilan yontem suni tohumlamadir. Suni
tohumlama ile istiin verim Ozelliklerine sahip bir bogadan ¢ok sayida {ireticinin
faydalanmasi saglanmigtir. Ancak suni tohumlamada kullanilan bogalarin kalitsal
hastaliklardan ari olmasina dikkat edilmelidir. Bu yontemle yiliksek verim o6zellikleri
aktarabildigi gibi 6limciil kalitsal hastaliklarda ileri kugaklara aktarilabilir.

Yiiksek verimliligin yetistiriciler i¢in ¢ok dnemli oldugu 6nemli bir gergektir.
Ancak kalitsal hastaliklar yiiziinden meydana gelebilecek 6lii dogum ile kaybedilen iirtin
miktar1 kazanilandan ¢ok daha fazla olacaktir. Sigirlarda gebelik stiresi 280 giindiir ve
dogumdan sonra en az iki ay bir dinlendirme stiresi uygulanmalidir. Bu durumda bir sigir
yilda bir kez dogum yapacag: i¢in bu konuda ¢ok dikkatli olunmalidir. Dogum veya
oncesinde olugabilecek bir olumsuzluk bir yil kayip edilmesine neden olacaktir.

CVM, oldiiriicii kalitsal bir hastaliktir. Bu nedenle populasyonlarda bu genin
frekansinin azaltilmasi ¢cok 6nemlidir. Yurtdisinda yapilan ¢alismalarda hasta buzagilarin
pedigrileri incelendiginde Carlin-M Ivanhoe Bell isimli tiim diinyada suni tohumlamada
kullanilan bir boga ile akraba olduklar1 saptanmistir. Bu sebepten suni tohumlamada
kullanilan bogalarin genetik hastaliklar agisindan genis kapsamli arastirilmasi biiytlik
Onem tasimaktadir.

Yaptigimiz bu ¢alismada Antalya yoresinde yetistirilen Siyah Alacalarda CVM
kalitsal hastaliginin varlig1 arastirilmigtir. Aragtirmanin, Meydan vd. (2010) tarafindan
yapilan c¢aligmayla benzerlik gdstermesi bu hastaligin yurtdisindaki kadar olmasa da
tilkemizde de varliginin bir gostergesi olmustur. Bu hastaligin olusturabilecegi olumsuz
sonuglardan etkilenmemek i¢in daha genis kapsamli arastirilmalar yapilmali ve tastyici
hayvanlarin belirlenerek siirliden uzaklastirilmalart saglanmalidir. Tasiyici olarak
belirlenen hayvanlar gerekli birimlere bildirilmis ve bu hayvanlarin iiremelerinde gerekli
onlemlerin alinmasi saglanmistir.
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