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OZET

Lumpy Skin Disease(LSD) ile miicadelede iilkemizde heterolog koyun keci
cicek (KKC) asilar1 kullanilmaktadir. Yapilan bu g¢alisma ile canli Bakirkéy koyun
cicek as1 virusunun (SP(BK)LKgp), sigir orijinli MDBK hiicre kiiltiirlinde iiretimi ve
sigirlarda LSD’ye karsi olusturacagi bagisiklik, sahada kullanilmakta olan koyun kegi
cicek asisiyla karsilastirmali olarak arastirildi.

MDBK hiicre kiiltiirii %10 fotal sigir serumu igeren DMEM vasati ile monolayer
olarak hazirlandi ve SP(BK)LKgp inokule edildi. CPE olusumlarmin ardindan seri
pasajlara gecildi ve 5.pasaji as1 olarak stoklandi. Asi, koruyucu vasatla hazirlanarak
liyofilize edildi ve kontrolleri yapildi. Asinin zararsizlik ¢aligmasinda 2 adet sigir
MDBK’da iiretilen asiyla 10 doz, bagisiklik ¢aligmasinda 3 adet sigir MDBK hiicre
kiiltiirtinde tiretilen KKC asisiyla 5 doz, 3 adet sigir mevcut KKC asisiyla 5 doz olarak
asilandi. 2 adet sigir asilanmayarak kontrol olarak belirlendi. Asilama sonrasi 31.giin
tiim hayvanlara patojen LSD virusu Pendik susu ile challenge yapildi ve belirli giinlerde
kan ve svap oOrnekleri alindi. Asili ile asisizlar arasinda olusan challenge titresinin
logaritmik farklar1 hesaplandi.

MDBK hiicre kiiltiirtine yapilan inokulasyon sonucunda 7. giinde CPE olusumu
gozlendi. MDBK hiicre kiiltiiriinde seri pasajlari yapilan virus, koyun ¢igek virusu
olarak identifiye edildi ve titresi 10°"°/ml olarak saptandi. Asimin zararsizlik
calismasinda 10 doz ile asilanan hayvanlarda klinik olarak herhangi bir durum
gozlenmedi. Challenge sonras1t MDBK’da iiretilen asiyla asilanan hayvanlar ile asisiz
hayvanlar arasindaki titre farkinin log 2,5’dan az oldugu ve asili hayvanlarda viremi
gerceklesirken mevcut asiyla agilanan hayvanlarda titre farkinin log 2,5°dan fazla
oldugu ve viremi gerceklesmedigi tespit edildi.

Yapilan ¢alismayla Bakirky koyun ¢igek as1 virusu MDBK hiicre hattinda
tiretilebilmesine ragmen, sigirlarda LSD’ye kars1 tam olarak koruma saglamasa da virus
sacilimina engel oldugu, Penpox-M ticari adli koyun keg¢i ¢icek asisinin ise sigirlarda
LSD’ye kars1 korudugu belirlenmistir.

Uzar, S. (2018). Koyun Kegi Cicek Asistnin Mdbk Hiicre Kiiltiiriinde Uretilmesi ve
Lumpy Skin Disease’e Kars1 Sigirlarda Bagisiklik Calismasi. Istanbul Universitesi
Cerrahpasa Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Viroloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Anahtar Kelimeler: Lumpy Skin Disease, Asi, MDBK, Hiicre Kiiltiirii, Koyun Kegi
Cicek

Bu c¢alisma, Tarim ve Orman Bakanligi Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel
Miidiirliigi’niin projesi ile desteklenmistir. Proje No: HSGYAD/17/A05/P06/88



Xiii

ABSTRACT

Sheep and goat pox (SGP) vaccines are used heterologously against Lumpy Skin
Disease (LSD) in Turkey. In this study, it was investigated the propagation of Bakirkoy
Sheep Pox(SP) vaccine virus in bovine origin MDBK cells and evaluated the immunity
of vaccine against LSD in cattle with comparison to the currently used SGP vaccine in
the field.

Monolayer MDBK cells were prepared with DMEM containing 10% fetal
bovine serum and SP(BK)LKg, was inoculated. After cytopathogenic effect (CPE)
formation, serial passages were in MDBK and 5th passage was stored as vaccine bulk.
SP vaccine virus with protective media was lyophilized and quality controls were taken.
In safety study, 2 cattle were vaccinated with 10 doses of SGP vaccine produced in
MDBK. In efficacy study, 3 cattle were vaccinated with SGP vaccine produced in
MDBK, 3 cattle vaccinated with Penpox-M. 2 cattle were not vaccinated as control
animal. After vaccination on the day 31, all animals were challenged with virulent
PenLSD strain and blood and swap samples were taken periodically. Logarithmic
differences of the challenge titers between vaccinated and non-vaccinated were
calculated.

On the 7th day post inoculation CPE formation was observed and the serial
passages in MDBK were identified as SP virus with titer 10°"*/ml. In safety study,
clinical sign wasn't observed in animals vaccinated with 10 doses. It was determined
that difference between the animals vaccinated with vaccine produced in MDBK cells
and unvaccinated was less than log 2.5 and the viremia occurred in vaccinated animals.
The titer difference was higher than log 2.5 in animals vaccinated with the Penpox-M,
and viremia didn’t occur.

In conclusion, this study revealed that Bakirkoy SP vaccine virus was
propagated in MDBK cells and it is safe to administered in cattle but it didn’t provide
fully protection although it halted spread of the disease, Penpox-M provided protection
against LSD.

UZAR, S. (2018). Propagation of Sheep and Goat Pox Vaccine in MDBK Cell Culture
and Immunity Study in Cattle Against Lumpy Skin Disease. istanbul University
Cerrahpasa, Institute of Postgraduate Education, Department of Virology. PhD Thesis.
Istanbul.

Key Words: Lumpy Skin Disease, Vaccine, MDBK, Cell Culture, Sheep and Goat Pox,
Immunity

The present work was supported by the Ministry of Agriculture and Foresty, General
Directorate of Agricultural Research and Policy. Project No: HSGYAD/17/A05/P06/88



1. GIRIS VE AMAC

Lumpy Skin Disease (LSD) sigirlarda ates, lenf diigiimlerinin biiylimesi, deride
sert ve smirli nodiiller ve agiz mukozasi basta olmak tlizere mukoz memranlarda
ilseratif lezyonlar ile karakterize, Capripoxviruslarin neden oldugu bir hastaliktir
(Tuppurainen ve ark., 2012). Genellikle diizenli araliklarla endemik bolgelerde goriiliir
veya bir bolge veya iilke capinda olduk¢a hizli yayilim gdésteren salginlara neden

olabilir (Davies, 1991a).

2013 yilindan beri iilkemizde goriillen LSD ekonomik olarak {ilke hayvancilig
icin ciddi tehlike olusturmakta ve hastalikla miicadele bakimindan etkili yollarin
kullanilmasini zorunlu kilmaktadir. LSD ile miicadelede en etkili yontem asilama ve
vektorle miicadeledir. LSD saha izolatlarindan gelistirilen asilar kullanilmis fakat
kullanilan bu agilarin giivenlik sorunlarinin oldugu bildirilmistir (Abutarbush ve ark.,
2018). Su an i¢in bilinen en giivenilir yol koyun-keci ¢igek (KKC) asistyla bagigiklik
saglamaktir. Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Viral Asilar Uretim Laboratuvari
tarafindan iiretilen mevcut koyun-keci c¢igek asis1 halen sigirlarda LSD’ye karsi
giivenilir sekilde kullanilmaktadir. Hastaligin vektorlerle kontrolsiiz olarak bulagmasi ve
homolog LSD asilariin giivenlik sorunlariin olmasindan dolay1 sahada kullanilmakta
olan koyun kegi ¢icek agisinin immunitesinin artirilmasina yonelik ¢alismalar yapilmasi

ithtiyacini ortaya koymaktadir.

Yapilan bu tez ile primer kuzu bobrek hiicresinde atteniie edilmis koyun-keci
cigek as1 virusunun (SP(BK)LKgp), MDBK (Madin Darby Bovine Kidney) hiicre
kiiltliriine adaptasyonu ve bu hiicre hattinda iiretimi amaglanmistir. Sigir orijinli MDBK
hiicre kiiltiirtiinde iiretilen KKC asisinin sigirlarda LSD’ye kars1 olusturacagi bagisiklik,
mevcut KKC asisiyla karsilagtirmali olarak challenge ¢alismalar1 ve serolojik olarak

arastirilmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Etiyoloji

2.1.1. Tanmim ve Tarihce

Sigirlarin Nodiiler Ekzantemi - Lumpy skin disease (LSD) Capripoxviruslarin
neden oldugu, ates, lenf yumrularinda biiylime, basta agiz mukozasi olmak {izere mukoz
membranlarda {ilseratif lezyonlar, deride sert ve sinirli nodiiller ile karakterize bir
hastaliktir (Tuppurainen ve ark., 2012). Genellikle endemik bdlgelerde diizenli
araliklarla goriilmesinin yaninda bir bolge veya iilke capinda olduk¢a hizli yayilim

gosteren salginlara da neden olabilmektedir (Davies, 1991a).

Hastalik ilk olarak 1929 yilinda Zambia’da gorilmiis, 1943 yili itibariyle
Botsavana’ya yayillmistir ve daha sonra hastalik Giiney Afrika’ya girerek 8 milyon sigir1
etkilemis, biiyiik ekonomik kayiplara sebebiyet vermistir. 1957 yilinda Kenya’ya giren
LSD, koyun cicegi hastalig1 ile beraber salgin olusturmustur. 1970 yilinda Sudan’a
yayilan hastalik, 1974 yili itibariyle Nijerya’ya ge¢mis ve 1977 yilinda ise Moritanya,
Mali, Gana ve Liberya’da rapor edilmistir. 1981-1986 yillar1 arasinda meydana gelen
bagka bir LSD salgininda ise Tanzanya, Kenya, Zimbabwe, Somali ve Kamerun’da
etkilenen hayvanlardaki mortalite oran1 %20 olarak rapor edilmistir. Sahra ¢oliiniin
kuzeyindeki ve Afrika kitasinin digindaki LSD vakasi, 1988-1989 yillar1 arasinda Misir
ve Israil'de ilk defa tespit edilmis ve 2006'da tekrar 17 yillik bir dénemin ardindan
hastalik bildirilmistir. Son on yilda, LSD vakalar1 Orta Dogu, Avrupa ve Bati Asya
bolgelerinde bildirilmistir (OIE Terrestrial Manual, 2017).

Ulkemizde ilk klinik olarak siipheli LSD vakalar1 Eyliil 2013'te Suriye
sinirindaki Kahramanmaras ve Batman illerinde goriilmiistiir. LSD Ulusal Referans
Teshis Laboratuvart olan Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii'ne silipheli olarak
gonderilen numunelerden yapilan PCR ile, LSD virus niikleik asidi tespit edilmistir
(Sarag, 2017).

2.1.2. Hastalhigin Tiirkiye’deki Durumu
Klinik olarak siipheli LSD vakalar1 ilk kez Eyliil 2013'te Suriye sinirindaki
Kahramanmarag ve Batman illerinde goriilmiistiir. Deri lezyonlarmi, kan ve burun

akintisin1 igeren numuneler, LSD ulusal referans teshis laboratuvari olan Pendik



Veteriner Kontrol Enstitiisii’ne gonderilmistir. Diinya Hayvan Saghig1 Orgiitii (OIE) el
kitabinda belirtilen metota gore yapilan PCR testiyle séz konusu vakalar pozitif olarak

tespit edilmistir (Sarag, 2017).

2013 yilinda iilkede sadece 18 mihrak varken, 2014 yili sonunda bu say1 784’¢
ulagmigtir. 2015 yili ititbariyle yapilan yogun asilama programi, hayvan hareketlerinin
sik1 kontrolii, kullanilan koyun keg¢i ¢icek asi dozunun 3 doza ¢ikmasi ile LSD mihrak
sayilarinda ciddi bir azalma meydana gelmis ve 510 mihrak tespit edilmistir. 2016
yilinda mihrak sayisi 221 olarak bildirilmis ve 2017 yilinda azalmaya devam ederek

sadece 17 mihrak tespit edilmistir (Sarag, 2017).

2.1.3. Lumpy Skin Disease Virusunun Ozellikleri ve Siniflandirma

Lumpy skin disease virusu, Poxviridae ailesinin Chordopoxvirinae alt ailesi
icindeki Capripoxvirus cinsinde yer alir (Buller ve ark., 2005). Capripoxviruslar
(CaPV), lumpy skin disease virusunu (LSDV), koyun ¢ig¢egi virusunu ve kegi ¢igegi
virusunu igerir. CaPV'ler serolojik olarak birbirinden ayirt edilemezler. Heterolog olarak
capraz korumayir uyarmasinin yaninda deneysel olarak ¢apraz infeksiyona da yol
acabilmektedir (Mercer ve ark., 2007).

Family Subfamily Genus Virus

— Vaccinia virus
— Orthopoxvirus 4{: Cowpox virus
Variola virus

Orf virus

Bovine papular stomatitis virus
L Parapoxvius —— Pseudocowpox virus

Parapox virus of red deer

— | i irrelpox virus

g q

— Chordopoxviri Capripoxvi

Goatpox virus
_E Sheeppox virus
Lumpy skin disease virus
Fowlpox virus
Pigeonpox virus
t Turkeypox virus
Other species-specific poxviruses

— Avipoxvirus
Poxviridae ——

— Suipoxvirus Swinepox virus

S

— |

virus

— Entomopoxvini - Poxvi of insects

Sekil 1: Veteriner 6nemi olan Poxviruslarin siniflandirilmasi (Markey ve ark., 2013)



Phenol (15 dakika % 2), eter (% 20), kloroform ve formalin (% 1) gibi yiiksek
derecede alkalin veya asit pH soliisyonlarina duyarli olup, sodyum dodesil siilfat (% 10)
ile inaktive edilebilir (Venter, 2014).

LSDV’nin sicakliga kars1 duyarliligi 55°C’de 2 saat, 65°C’de 30 dakikadir. Deri
nodiillerinden izole edilen virus -80 ° C'de 10 yil ve infekte doku kiiltiirii sivis1 4°C'de 6
ay saklanabilir. Alkalin ya da asidik pH’ya duyarhdir. Bes giin boyunca 37°C'de pH
6,6-8,6’da tutuldugunda titrede 6nemli bir azalma olmamaktadir. Duyarli olunan
baslica kimyasal ve dezinfektanlar eter (% 20), kloroform, formalin (% 1) ve baz
deterjanlar (sodyum dodesil siilfat gibi), phenol (15 dakika siireyle % 2), sodyum
hipoklorit (% 2-3), iyot bilesikleri (1/33 sulandirma), Virkon® (% 2) ve quaterner
amonyum bilesikleridir (% 0.5). Virus, giines 1s1gma ve lipit solventleri igceren
deterjanlara duyarhdir. Ancak kontamine hayvan ahirlart gibi karanlik c¢evresel

kosullarinda aylarca varligini stirdiirebilmektedir (Efsa, 2015).

2.1.4. Viral Yap1

Virionlar yaklasik 300 x 270 x 200 nm biiytikliigiinde olup, tugla benzeri yapiya
sahiptir (Buller ve ark., 2005). CaPV’ler yaklasik 150 kbp biiyiikliigiinde genom
igerirler. DNA’I1 niikleik aside sahip olup, linear yapili ve ¢ift sarmalli yapidadirlar.
Restriksiyon fragment analizi ve sinirli DNA sekansi verileri, CaPV'ler arasinda yakin
bir iligki oldugunu desteklemektedir. Koyun ¢igegi ve ke¢i ¢icegi viruslari en az 147
geni paylasir (Tulman ve ark., 2002). Buna ek olarak LSDV’nin sigirlar1 infekte etmesi
kuvvetle muhtemel olan, Koyun ¢igegi ve ke¢i ¢icegi viruslarinda fonksiyonu olmayan
9 adet gene sahiptir. LSDV genomu 156 tane open reading frame (ORF) bdlgesi igerir
(Tulman ve ark., 2001). CaPV izolatlari, en az % 96 genom benzerlikleri ile son derece

korunmustur (Tulman ve ark.,2002).

Virion, yaklasik 100 polipeptitten olusan bir ¢ekirdek, iki yanal govde,
bir membran ve bir zarftan meydana gelmistir. Virusun, konak hiicre ile etkilesimi
acisindan, membran ve zarf 6nemli yapisal unsurlardir. Hiicre par¢alanmasi olmaksizin
hiicreden salinan olgun virionlar zarflidir. Zarf, hiicresel lipit ve ¢esitli virus spesifik
polipeptidlerden olusan iki katman igerir. Bu nedenle, konak hiicrelerin par¢alanmasiyla
aciga c¢ikan olgun virionlarda zarf bulunmaz. Hem zarfli hem de zarfiz virionlar
infeksiyoz o6zelliktedir. D1s membran, ¢ift tabakali lipoprotein yapida olup cekirdek ve

yanal govdeleri korumaktadir. Filament ad1 verilen diizensiz yapida tubular proteinlere



sahiptir. Viruslarin ¢ekirdekleri dambil seklinde olup, transkiptaz ve diger bircok enzimi

icermektedir (Maclachlan ve Dubovi, 2011).

10900 200.00 30?00 40900 50900
55
5 31 3% 37 38 40 49 51 54 %
] W
12 34 67 8910111213 161718 19 20 22 24 26 27 28 2930 32 33 3436 » 4 43 45 47 48 50 52 53
(K 2123 [ ]«
— 14 26 42
60000 70000 80000 000 100000
i i
65 -] 82 84
60 0 W N BN,
58 69 61 63646667 63 71 73 767778 79 81 83 8 87 % 99 102
T
57 [7] 70 72 74 15 80 88 89 90 9 04 95 &7 98 100 101 103105 107
91 93 104/
108
110('1)0 120000 130([)00 140900 150000
y .
114
D 123 126 127 130 132 136 138 140 142 180 163 166
110 112 115 116 122 124 126 129131 133 136 137 139 141143 1 56
I[ . T W B = el =
09 111 117 119 121 128
13 18 [ [e—
108 120
Predicted Function Major Gene Families
Bl DNA replication and { boli [l Viral virulence and host range B Ankyrin repeat
[ RNA transcription and medification [_J Unknown ES Kelchlike
[ Structure and assembly A52R-like

Sekil 2: LSDV genomu lineer haritas: (Tulman ve ark., 2001)

Sekil 3: Capripoxvirus elektron mikroskop negatif boyama goriintiisii (Babiuk ve Kitching, 2011)

2.1.5. Viral Replikasyon
Poxviruslarin ~ biiyiikk ~ bir  ¢ogunlugunun  replikasyonu  sitoplazmada

gerceklesmektedir (Sekil 4). Hiicre ¢ekirdeginden bu serbestligi elde etmek icin diger
DNA’l1 viruslardan farkli olarak poxviruslar ¢ogu virionun kendisinde tagimasi gereken
viral genomun transkripsiyonu ve replikasyonu i¢in gerekli enzimleri kodlamak ig¢in

evrimlesmistir. Virus replikasyonu, hiicre disinda zarflanmis olan virionun plazma



membrant ile flizyonundan sonra veya endositozdan sonra baglar ve virus ¢ekirdegi

daha sonra kaplanmamis olarak sitoplazmaya salinir.

Replikasyon ve virion yapisinin olusumu sitoplazma iginde (viroplazma veya
virus fabrikalar1 olarak adlandirilir) ayr1 alanlarda meydana gelir ve virionlar
tomurcuklanma (zarfli virionlar), ekzositoz veya hiicre lizisi (zarfsiz virionlar) ile
serbest birakilir. Bir¢ok virion zarfsizdir ve hiicre lizisi ile agiga ¢ikarlar. Zarfli ve
zarfsiz virionlar infeksiyozdiir fakat farkli yollarla hiicreleri infekte etmektedir. Zarfli
virionlar hiicreler tarafindan daha kolay igeri alinir ve hayvanlarin viicudunda daha

kolay yayilmasinda daha 6nemli goziikmektedir (Maclachlan ve Dubovi, 2011).
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Sekil 4: Poxviruslara ait viral replikasyon dongiisti (Knipe ve Howley, 2007)

2.2. Epizootiyoloji

2.2.1. Bulasma

LSD’nin ortaya ¢ikisi, sicak ve nemli hava kosullar1 ve insekt miktar1 ile
yakindan iligkilidir (Woods, 1988). LSD virusunun, 1960 yilinda Du Toit ve Weiss
tarafindan Stomoxys calcitrans ve Biomyia fasciata insektlerinden izole edildigi
bildirilmistir ve Stomoxys sinekleri ve Aedes aegypti sivrisinekleri ile mekanik bulagma

oldugu gosterilmistir (Kitching ve Mellor, 1986; Chihota, 2001; Tuppurainen, 2011).

Infekte ve duyarli hayvanlar arasindaki direkt temas, hastaligin bulasmasinda
etkisizdir (Davies, 1991b). LSDV, vektorleri olan insektler bulunmadiginda, infekte

hayvanlarla barindirilan saglikli hayvanlar arasinda hastaligin bulagmadigi veya



hastaliga karsit bagisiklik olugsmadigi tespit edilmistir (Carn ve Kitching, 1995a).
Deneysel olarak infekte olan hayvanlardan sadece % 50’sinde klinik belirtiler meydana

gelmistir (Tuppurainen ve ark., 2005; Bagla ve ark.,2006).

Giliniimiizde LSDV'nin en 6nemli bulasma yolunun, kan ile beslenen vektorler
araciligl ile mekanik olarak iletilmesi oldugu disiinilmektedir (Kitching ve Mellor
1986; Chihota ve ark., 2001). Hastalik mihraklarinin, 6zellikle insekt aktivitesinin
artt1g1 yagmurlu mevsimlerde ve uzun akarsu yataklar1 boyunca daha ¢ok goriilmesi,
hastaligin mekanik olarak tasinmasinda isiran sineklerin (Stomoxys, Aedes, ve Culex)
sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir. (Yeruham ve ark., 1995; Carn ve Kitching,
1995a). Kuru hava ve kis aylarinda hastalik mihraklar1 bildirilse de soguk hava dalgasi
gibi meteorolojik degisimler, insekt vektér popiilasyonunu olumsuz olarak
etkileyebilmekte ve LSDV’nin bulagmasini azaltabilmektedir (Davies, 1991b).
Insektlerle yapilan bulasma ¢alismalarmin sonuglari net degildir. Disi Aedes aegypti ve
Stomoxys calcitrans'in, LSDV'yi basariyla tasima kabiliyeti oldugu gosterilmistir
(Chihota ve ark.,2003) ve deneysel olarak infekte edilen ahir sinekleri (Stomoxys spp.),
mekanik olarak koyunlar arasinda CaPV’yi tasiyabilmektedir (Mellor ve ark., 1987).
Bununla birlikte, diger ¢alismalarda sivrisinek (Anopheles stephensi), ahir sinekleri
(Stomoxys calcitrans) ve 1siran tatarciklar (Culicoides nubeculosus) kullanilarak infekte

olanlardan duyarli sigirlara LSDV bulagmasi saglanamamistir (Chihota ve ark.,2003).

Bazi LSD mihraklarinda hastaliga maruz kalan hayvanlarda, o&zellikle
Amblyomma spp. gibi kene enfestasyonlarinin goriilmesi, virusun bulagmasinda
kenelerin roliinii diisiindiirmektedir (Venter, 2014). Yapilan bir ¢alismada, LSDV'nin
bulagmasinda Ixodid kenelerinin potansiyel roliinii bildirilmistir (Tuppurainen ve ark.,
2011). LSDV’nin transovarial olarak bulagmasinda Rhipicephalus (Boophilus)
decoloratus, mekanik ve intrastadial bulagsmasinda Rhipicephalus appendiculatus,
mekanik/intrastadial ve transtadial bulagmasinda Amblyomma hebraeum kenelerinin

rolii rapor edilmistir (Tuppurainen ve ark., 2012; Lubinga ve ark., 2012).

Viral DNA’nin deri lezyonlarinda 90 gilinden daha fazla siirede bulunabildigi
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polimerase chain reaction-PCR) ile gosterilmistir
(Tuppurainen ve ark., 2005). Hastaligin sperma ile uzun siire yayilabilecegi ve viral
DNA’nin infeksiyondan sonra en az 5 ay boyunca bazi boga spermalarinda bulundugu

tespit edilmistir (Irons ve ark., 2005). Ancak LSDV’nin bulagmasinda spermanin rolii



kesin degildir (Tuppurainen ve ark., 2005; Bagla ve ark., 2006). Bulagsma deneysel
kosullarda gerceklesmesine ragmen, bunun dogal olarak m1 yoksa hastalik yayan
bogaya 6zgii miktarda virus igeren sperma kullanildiginda mi1 gergeklestigi heniiz tespit

edilmemistir (Annandale ve ark., 2010).

Kiiresel iklim degisikliginin etkisi ve insektlerin vektdr olarak LSDV’nin
bulagsmasinda rolii olduguna dair bulgular, LSD’nin Orta Dogu ve Asya’da kalic1 olarak
yerlesme riskinin yanisira, hastaligin ilerleyerek diger cografyalara da yayilacagini

desteklemektedir (Venter, 2014).

2.2.2. Lumpy Skin Disease Cografi Dagilimi

Hastalik ilk olarak 1929 yilinda Zambia’da goriilmiis, 1943 yili itibariyle
Botsavana’ya yayilmistir (OIE Terrestrial Manual, 2017). Hastaligin yayilimdan ve
1940’larda Giiney Afrika’da biiyiikkbas hayvanlarda meydana getirdigi biiyiik ekonomik
kayiplardan sonra, hastalik kuzeye yayillmaya devam etmistir ve su an Afrika’da
Madagaskari’nda yer aldigi hemen hemen her yerde hastalik goriilmektedir. Sadece
Libya, Cezayir, Fas ve Tunus resmi olarak LSD’den aridir (Tuppurainen ve ark., 2018).
2012-2013 yillar1 arasinda hastalik, Israil'in kuzey yarisinda yayilarak hem et¢i hem de
sitgli wrklart etkilemistir (Ben-Gera ve ark., 2015). 2012 yilinin sonunda LSD
Liibnan’da 34 mihrakta rapor edilmis ve bunu Urdiin ve Bati Seria izlemistir
(Abutarbush ve ark., 2013). 2013-2015 yillar1 arasinda LSDV Tiirkiye’ye yayilmis ve
endemik hale gelmistir (ProMED-mail, 2013). Ardindan Irak’ta ve Iran’in bati
siirlarinda hastalik bildirilmistir (Efsa, 2015; Al-Salihi ve Hassan, 2015). 2014 yilinda
hastaligin sasirtict bir sekilde Azerbaycan’da goriilmesi, virusun uzun mesafeler
boyunca yayilabildigini gdstermektedir (ProMED-mail, 2014). 2014 yilinin sonunda
Kuveyt ve 2015 yilinin baginda Suudi Arabistan hastaligi rapor etmislerdir (ProMED-
mail, 2015a; ProMED-mail 2015b). Agustos 2015 yilinda Yunanistan Meri¢ nehri ve
Tiirkiye sinirina yakin bir bolgede ilk LSD vakasini bildirmistir (ProMED-mail, 2015c).
Ayn1 yilin eylill ayinda ise Rusya’ya bagh kuzey Kafkasya, Dagistan ve Cecenistan’da
hastalik goriilmiistiir (ProMED-mail 2015d, ProMED-mail 2015¢).

Hastaligin Avrupa’ya yayilisi ise Eyliil 2013 yilinda hastaligin Tirkiye’ye girisi
ile olmus ve hastalik iilkede hizla yayilmistir. 2015 Mayis ayinda Tiirkiye’nin bati
bolgelerinde de hastalik bildirilmistir. Agustos 2015 yilinda Yunanistan’da LSD’nin
goriilmesi ile beraber Diinya Hayvan Sagilig1 Orgiitii’ne (OIE) rapor edilmistir. Mays



2015’ten Agustos 2016’ya kadar Tiirkiye’nin bat1 bolgesi ve Yunanistan, Bulgaristan,
Makedonya, Sirbistan, Kosova ve Arnavutluk’u igeren 8 Balkan tilkesinde 1092 LSD
mihraki1 rapor edilmistir (Mercier, 2017).
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Sekil 5: LSD cografi dagilim 1929-2017 (Tuppurainen ve ark., 2017)

2.2.3. Konak Duyarhhg

Birkag istisna disinda, CaPV’ler yiiksek konak¢1 duyarliligindadir. LSD, tiim yas
gruplarindaki sigirlarda klinik olarak hastalia sebebiyet vermektedir. Afrika'da, ithal
Bos taurus 1rklari, yerli Bos indicus sigirlarindan LSD’ye kars1 daha duyarhidir (Davies,
1991b). Bununla birlikte, ayni kosullar altinda bir arada tutulan ayni irktaki sigir
gruplarinda bile, klinik reaksiyonda subklinik infeksiyondan 6liime kadar uzanan biiyiik

farkliliklar s6z konusudur.

LSDV’ye karst olusmus antikorlar, Suudi Arabistan’da  Arabistan
orinksinde(Oryx leucoryx), Misirdaki Asya su bufalolarinda (Bubalis bubalis), siyah
Afrika antilobunda (Connochaetes gnou), mavi Afrika antilobunda (Connochaetes
taurinus), boga antilobunda (Taurotragus oryx), ziirafada (Giraffa camelopardalis),
impalada (Aepyceros melampus), iri ceylanda (Tragelaphus strepsiceros), kamis
antilobunda (Redunca arundinum), keseli ceylanda (Antidorcas marsupialis) ve su

antilobunda tespit edilmistir (Greth ve ark., 1992; Tulman ve ark., 2001). Zirafa ve
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impalanin deneysel infeksiyonla LSD’ye olduk¢a duyarli olduklari kanitlanmistir
(Young, 1970).

2.3. Klinik Bulgular

LSDV, her yastaki sigirlardada akut, subakut veya subklinik hastaliga neden
olur (Carn ve Kitching, 1995b). Hem dogal hem de deneysel olarak infekte hayvanlarin
klinik bulgular1 rapor edilmistir (Irons ve ark., 2005; Annandale ve ark.,2010). Deneysel
olarak virusa maruz birakilan 2-4 hafta sonra infekte olmus hayvanlarda bifazik bir
atesle yamit gelisir ve hayvanlar, infeksiyon sonrasi 4 ila 14 giin boyunca atesli kalir
(Carn ve Kitching, 1995b). Yapilan bir ¢alismada deneysel olarak infekte olmus
hayvanlarda inkiibasyon siiresinin 4 ila 5 giin arasinda oldugu ve vireminin, virus
izolasyon caligmasi ile infeksiyondan 1 ila 12 giin sonra, PCR ile infeksiyondan 4 ila 11
gin sonra oldugu belirlenmistir (Tuppurainen ve ark., 2005). Viremi ddneminin
uzunlugu ise hastaligin klinik siddeti ile iliskili degildir. Deneysel olarak infekte edilen
sigirlarda generalize lezyonlarin, infeksiyon sonrast 9-14. giinlerde gorildigi ve
generalize lezyonlarin gelisiminin doz ile iliskili olmadigi bildirilmistir (Carn ve

Kitching, 1995b).

Morbidite orani, vektdr varligina ve konak duyarlilifina bagli olarak genis
olgiide (%3- 85) degisir ve ortalamasi % 10°dur. 2006 yilinda Israil’de meydana gelen
LSD salgininda, morbidite oraninin %41,3’e kadar ulastig1 rapor edilmistir (Osuagwuh
ve ark., 2007). Cogu vakada mortalite orani diigiiktiir (% 1-3) ancak bazi salginlarda %
40 gibi yliksek oranlara ulasmistir (Coetzer, 2004).

Klinik olarak hastalik, 41°C' ye ulasabilen ve 4-14 giin arasinda siiren bifazik
ates ile karakterizedir. Bu asamadaki klinik belirtiler, harecket etmekte isteksizlik,
istahsizlik, tiikriik salgisi, gdzyas1 salgisinda artis ve mukoid / mukopurulent karakterde
burun akintis1 olabilmektedir. Gozyas1 akintisini konjuktivitis ve bazi vakalarda korneal
opasite ve korliik izleyebilir. Ozellikle prescapular, precrural ve subparotid basta olmak
tizere yiizeysel lenf nodlari belirgin olarak biiylimiistir (Davies 1991b; Carn ve
Kitching, 1995b; Coetzer, 2004).

Deri nodiilleri LSD’nin klasik klinik belirtisidir. Bu nodiiller genellikle
yaygindir ve genital bolge, meme basi, perineum, vulva, kulaklar, ekstremiteler ve bas
ve boyun etrafindaki deride bulunabilir (Coetzer, 2004; Tuppurainen, ve ark.,2005).

Deride ve mukoz membranlarda bulunan nodiiller genellikle ates basladiktan 2 giin
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sonra geligir. Bu nodiillerin ¢ap1 1-7 cm arasinda degisir ve nekrotik deri lezyonlari
dermis ve hipodermisden c¢evre dokulara dogru yayilabilir. Kiigiik nodiiller
kendiliginden, herhangi bir sonu¢ olmadan iyilesebilirler veya iilserleserek ayrilabilir.
(Venter, 2014). Ulserlesen nodiiller sinek ve sinek larvalarmin enfestasyonuna agik hale
gelir (Carn ve Kitching, 1995a; Efsa2015).

Nodiiller, baslangigcta serum c¢ikisina sebep olsa da, epidermis ve dermise,
subkutan dokulara ve bazen altinda bulunan kaslara kadar niifuz eden ters konik bir
nekroz odaklar1 olusturular. Nekrotik odaklar yapisik oldugu deriden ayrilir ve sitfasts
olarak adlandirilan odaklar meydana gelir (Sekil 6). Bu odaklarda siklikla sekonder
bakteriyel infeksiyonlar gelisir. Olusan skar dokusu kalici hale gelerek derinin
ekonomik olarak degerinin diismesine sebep olur (Coetzer, 2004; Barnard ve ark., 1994;
Abutarbush ve ark., 2013).

Sekil 7: Generalize infeksiyon
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Yiizeysel lenf nodlar1 biiyiir ve 6dematdz hale gelir. Bunun yaninda etkilenen
sigirlarda yem alimi azalirken, siit veriminde de belirgin diisme meydana gelir ve
hayvanlarda zayiflama goriiliir. Tendonlarda meydana gelen inflamasyon ve nekroz ya
da gogiis bolimiinde ve bacaklarda meydana gelen 6dem toplalliga neden olur.
Sekonder bakteriyel infeksiyonlar, tendonlara, eklemlere, meme ucu ve meme bezlerine
kalic1 zarar verebilir. Bogalarda genellikle gecici kisirlik goriiliir ancak bazen ciddi orsit
yiiziinden kalic1 hale gelebilir. Gebe ineklerde abortlara ve aylarca siiren andstruslara
sebebiyet verebilir (Coetzer, 2004; Barnard ve ark., 1994). Az sayida hayvanda 6liime

yol acarken, biiyiik bir cogunlugunda yavas bir iyilesme s6z konusudur.

2.4. Immun yamt

CaPV infeksiyonlarina karst agirlikli olarak hiicresel immun yanit gelisir ve
etkili bir uyarim saglanmasi i¢in etkenin replike olmasi1 gereklir (Carn, 1993). Virus
hiicreden hiicreye yayilim gosterdiginden, dolasimdaki antikorlar virusa ulasamazlar.
CaPV’ye karsi gelisen antikorlar, deney hayvanlarinda virusin yayilmasini
sinirlayabilir, ancak virusiin infeksiyon bolgesinde ¢ogalmasini engellemez (Kitching ve
Smale, 1986). Daha 6nce infekte olmus ya da asilanmis hayvanlarin bagisiklik durumu,
serum notralizan antikor seviyesi ile iligkili degildir (Kitching ve ark., 1986). CaPV
cinsindeki tiim viruslar, notralize edici antikorlar i¢in ortak antijeni paylagmaktadir ve
bu viruslardan biri ile infekte olup iyilesen hayvan kismen diger viruslara karsi da
bagisiklik kazanir. CaPV'leri serum nétralizasyon testi (SNT), floresan antikor testi
(FAT), indirekt floresan antikor testi (IFAT) veya agar jel immunodiffiizyonu (AGID)
ile ayirmak mimkiin degildir (Davies ve Otema, 1981; Kitching ve ark., 1986 ).
Serolojik bulgular (Davies ve Otema, 1981), capraz infeksiyon ve ¢apraz koruma
deneyleri ¢aligmalar1 (Kitching ve Taylor, 1985) Capripoxvirus cinsindeki viruslarin
immiinolojik olarak ¢apraz reaksiyona girdigini gostermektedir. Asilanmis veya hafif
hastaliga yakalanmis hayvanlar, diisiik seviyede noétralize edici antikor gelistirir

(Kitching ve Hammond, 1992).

Deneysel olarak yapilan LSD infeksiyonunda, infekte olmus sigirlarin yalnizca
% 40-50'sinde generalize deri lezyonlar1 geligmistir. Geri kalan hayvanlarda
inokiilasyon bdlgesinde lokalize, smirli ve agrili sislikler olusmus ya da ates

reaksiyonundan bagka higbir klinik belirti gostermedigi bildirilmistir. (Efsa, 2015).



13

2.5. Patogenez ve Histopatolojik Bulgular

LSD’nin neden oldugu infeksiyonlarda viicudun biiylik bir boliimiinde deri
lezyonlarmin yaninda klinik olarak ates, belirgin agirlik kaybi, salivasyonda artis, goz
ve burun akintisi, ventral 6dem ve generalize lenfadenopati dikkati ¢eker. Hafif
seyreden hastalikta beden 1sis1 yiikselmez ve az sayida nodiil olusur. Deri lezyonlari
sert, smirl, iist ylizeyleri 0,5-5 cm ¢apinda nodillerdir. Bunlar birbiriyle birlesebilir.
Nodiillerin kesit ylizii krem-gri renkte olur. Lezyon subkutise ve ara sira kaslara kadar
uzanir. Skrotum, perineum, meme, vulva, glans penis, goéz kapaklar1 ve konjuktivadaki
nodiiller ¢evresinde hiperemik bir kusak bulunur. Daha sonra nodiillerin orta kismi
nekroza ugrar, ancak bazilar1 hizla ve tiimiiyle iyilesirken digerleri induratif olur ve
aylarca intradermal yumrular seklinde kalir. Orta kismi nekroza ugrayan nodiiller hizla
Oli doku parcast haline gelir. Nodiiller cevresindeki epidermisin ayrilmasi sonu
granulasyon dokusu agiga ¢ikar. Nodiiliin seperasyonu dermise dogru siirerken, nodiiliin
orta kisminda koni sekilli ve iist yiizii diiz nekrotik haldedir. Oli doku
uzaklastirlldiginda, derin bir {ilser kalir. Bu iilser yavas bir sekilde granulasyon
dokusuyla doldurulur. Nodiiliin nekrotik kisminda sekonder bakteriyel infeksiyon gelisir
ve hastaligin ciddi bir durum almasina yol agar. Biiyiik krater benzeri iilserler gelisir ve

lenfangitis ile lenfadenitise yol agar.

Ust solunum ve sindirim sistemi mukozlarinda ¢ok sayida iilserli lezyon goriiliir.
Solunum sistemindeki lezyonlar siddetli solunum giicliigiine ya da asfeksiye yol acacak
siddette mukoza siskinligine neden olabilir. Nodiillere zaman zaman bobrekler, akciger

ve testis gibi parenkim organlarinda da rastlanir.

Her ne kadar virus perkutan yolla alinirsa da infeksiyon sistemiktir. Lokosit
iligkili viremi, virusu deri dahil olmak iizere bir¢ok organa tasir. Virus ¢ok cesitli
hiicreleri infekte eder; bunlar arasinda keratonisitler, miik6z ve bez epitel hiicreleri,
fibrositler, iskelet kas hiicreleri, makrofajlar, perisitler ve endotel hiicreleri bulunur.
Endotel hiicrelerinin yikimi vaskiilitise yol acar ve bu lezyon LSD patogenezinde

onemli bir role sahiptir.

Akut lezyonlar vaskiilitis, lenfangitis, trombozis, zaman zaman dermis-epidermis
ayrilmasma yol acgan belirgin dermal 6dem ve infarktiistiir. Epidermiste poxvirus
infeksiyonunun tipik bulgusu olan hidropik dejenerasyona rastlanir. Endotel hiicreleri,

perisitler, keratinositler, makrofajlar ve fibroblastlarda sitoplazmik, eozinofilik,
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homojen, ara sira graniiler inkliizyon cisimcikleri gozlenir. Akut lezyonlarda dermiste
goriilen notrofil, makrofaj ve eozinofillerin yerini giderek mononiiklear hiicreler yer

alir. Lenf diigiimleri 6demli ve hiperplastik olur (Haziroglu ve Milli, 2001).

2.6. Teshis

2.6.1. Klinik ve Ayrici Teshis
Hastaligin 6n tanisi, LSD igin yiiksek karakteristik klinik belirtilere dayali olarak
yapilabilir. Ancak hafif veya asemptomatik olarak seyreden durumlarda tan1 koymak

zordur ve hizli laboratuvar tanisina ihtiyag duyulur.

Pseudo-Lumpy Skin Disease (BHV-2), bocek 1sirigi, demodeks infeksiyonu,
onkoserezi, besnoitioz ve dermatofiloz LSD’nin deri lezyonlar: ile karistirilabilir
(Barnard ve ark. 1994). Genellikle, BHV-2 infeksiyonu daha yiizeysel deri lezyonlarina
neden olur, daha kisa bir seyir gosterir ve LSD'den daha hafif seyreden bir hastaliktir.
Buna ek olarak LSD'de intrasitoplazmik inkliizyonlara karsin, BHV-2 infeksiyonunda
histopatolojik olarak gdsterebilen intraniikleer inkliizyon cisimciklerinin varlig
karakteristiktir. LSD i¢in kullanilan hizli molekiiler tani araglarinin aksine, negatif
olarak boyanmis biyopsi 6rneklerinde BHV-2'nin elektron mikroskobu ile veya virus
izolasyonu ile tespiti ancak deri lezyonlarinin gelismesinden yaklasik bir hafta sonra
miimkiindiir (Coetzer,2004). Bazi vakalarda, mukozal lezyona neden olan Pestivirus
infeksiyonlar1 ve bovine malignant catarral fever gibi hastaliklar LSD ile karistirilabilir

(Barnard ve ark., 1994).

2.6.2. Laboratuvar Teshisi

2.6.2.1. Viral Genom Tespiti

Virus tespiti agisindan real-time PCR, diger tani1 yontemlerine nazaran daha
duyarhdir. Test viral DNA’y1 tespit eder ancak diger 3 CaPV’nin endemik oldugu ve
vahsi ruminantlarda LSD’nin tespit edildigi bolgerlerde gerekli olan, diger viruslarin
ayrimini yapamaz. CaPV tespiti i¢in konvansiyonel PCR’a gore real-time PCR yontemi
daha fazla hassasiyet gostermektedir ve test her bir reaksiyon i¢in 10’dan az genom
kopyasini tespit edebilmektedir (Efsa Panel Ahaw,2014). Validasyon uygulamasinda
iligkili pox viruslarla ¢apraz reaksiyon goriilmemeli ve diger pox viruslar ve negatif
orneklerde yanlis pozitifliklere rastlanilmamalidir. Real-time PCR, niceliksel, basit,

duyarh ve spesifik bir yontem olup CaPV’nin tespiti i¢in hizli, yiiksek ve verimli bir



15

testtir. Giliniimiizde, real time PCR yontemi, tan1 laboratuvarlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. (Tuppurainen ve ark., 2005; Bowden ve ark., 2008; Stubbs ve ark.,
2012; Efsa, 2015).

Koyun ¢igek virusu, keci ¢icek virusu ve LSDV arasindaki farklar1 belirlemek
i¢in real time PCR yontemleri gelistirilmistir (Lamien ve ark., 2011a). Tiire 6zgii PCR
testi, floresan erime egrisi analizinden sonra elde edilen CaPV’ler i¢in erime
noktasindaki sicaklik farklarini tespit eder. Bu analiz 200 bp biiyiikliiglindeki GPCR

genini hedef almaktadir ve su an i¢in validasyon asamasindadir (Efsa, 2015).

Jel tabanli PCR metodu valide edilerek OIE’nin LSD igin olan el kitabinda
yayimlanmistir. Yukarida belirtildigi gibi, bu yontem real time PCR kadar hizli ve
hassas degildir. Ancak real time PCR, sinirli kaynaklara sahip laboratuvarlarda mevcut
degilse jel tabanli yontem iyi bir se¢imdir. Bununla birlikte, hem duyarlilik hem de
ozgiilliik ag¢isindan diger yontemlerden daha tstiindiir (Efsa, 2015). Koyun ¢igek ve kegi
cicek viruslart arasinda ayrim yapmak igin jel-temelli PCR'in (Lamien ve ark., 2011b)
yani sira snapback primer kullanilan yeni bir yontem (Gelaye ve ark., 2013)

gelistirilmistir.

Tasinabilir hizli teshis PCR yontemi (Portable pen-side PCR) son zamanlarda
gelistirilerek umut verici 6n sonuglar elde edilmistir. Saha kosullarinda kullanimi kolay
olan bu yontem ile, bir saat i¢inde sonug elde edilmektedir (Efsa, 2015). Dondurularak
kurutulmus reagentler kullanilmasi nedeniyle saha sartlarinda soguk zincire ihtiyag
duyulmaz. Ornek toplanmasi kolay ve uygundur. Numune olarak EDTA'll kan, deri
lezyonlar1 veya yara kabuklari, tiikriik, g6z ve burun svaplar1 bu yontemde kullanilabilir

(Bowden ve ark., 2008; Stubbs ve ark., 2012).

Loop-mediated izotermal amplifikasyon testi (LAMP) ile ilgili calismalar
yaymlanmigtir ancak hizli teshis yontemi olarak heniiz hazir degildir (Das ve ark., 2012;
Murray ve ark., 2013; Zhao ve ark., 2014). LAMP testi renk degisimlerine gore
degerlendirilir ve sonuclarin yorumlanmasi hatali olabilmektedir. Testin yukarida
bahsedilen ¢aligmalardaki performansi, duyarlilik i¢in %70 - 100 arasinda ve 6zgiilliik
icin % 92.3-100 arasinda degismektedir. LAMP testinin hizli ekstraksiyon metodu
olarak kullanilabilmesi i¢in gelistirilmesi gerekmektedir (Efsa 2015).

Virus susunu saptamak i¢in ve filogenetik analizini yapmak i¢in sekanslamada

GPCR ve RPO30 gen dizilimleri kullanilmaktadir. Ancak sekanslama ekonomik bir
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yontem olmayip pahali ekipmanlar gerektirmektedir ve yiiksek egitimli personel

gerektirir. Ancak hizmet alimi yapilmas1 miimkiindiir.

Elektron mikroskopisinin duyarlilig1 azdir ve esas olarak bir dogrulama yontemi
olarak kabul edilir. Pahali ekipmanlara, uzmanlasmis ve egitilmis laboratuvar
personeline ihtiya¢ duyulmaktadir, ancak sonuglar bir giin i¢inde elde edilmektedir.
CaPV, morfolojik olarak Orthopoxvirus'dan ayirt edilemez, ancak vaccinia virusu
disinda koyunlarda ve kecilerde higbir Orthopoxvirus lezyona neden olmaz. Bununla
birlikte, CaPV bovine papuller stomatitisine neden olan Parapoxvirus'dan ayirt edilebilir
ve bu, LSD ig¢in ayirici tanilardan biridir (Efsa, 2015).

Virus izolasyonu ilk teshis i¢in uygun degildir, ancak virusun infektivitesini
dogrulamak igin gereklidir. Eger doku kiiltiir sistemleri mevcutsa, o zaman Virus primer
kuzu boébrek veya testis hiicre kiiltiirleri gibi ¢esitli hiicrelerde izole edilebilir. Bununla
birlikte, CaPV'ler hiicre kiiltiirlerinde yavas iirer ve virusu tiretmek i¢in birkag pasaj
gerekebilir. Deri numunesinden veya kabuklarindan yapilan izolasyonda siklikla
bakteriyel ve fungal kontaminasyonlarla karsilasilir. Vero veya BHK21 gibi baz1 hiicre
hatlar1 da izolasyonda kullanilabilir, ancak bu hiicreler daha az duyarlidir. Piyasada
bulunan bir kuzu testis hiicre hatti (OA3.Ts), CaPV izolatlarininin iiremesinde
kullanilmigtir. (Babiuk ve ark., 2007).

2.6.2.2. Antikor Tespiti

Serum/virus ndtralizasyon testi seroloji i¢in gold standart bir testtir. Spesifik bir
metot olmasina ragmen klinik olarak hafif hasta ve asilanmis hayvanlardaki diisiik
antikor titrelerinin saptanmasi i¢in yeterince hassas degildir. Bunun yaninda yogun
isgiicli ve zaman gerektirdiginden primer test ya da yiiksek sayida numune igeren testler
i¢in uygun bir metot degildir. Notralizasyon testlerinin hassaslig1% 70 ila% 96 arasinda
degisirken, 6zgiillik %100’e ulasabilmektedir (Sadri ve ark., 2002; Gari ve ark., 2008;
Babiuk ve ark., 2009). Hiicre temelli bir test olmasina ragmen standardizasyonu zor

olup, duyarlilig1 laboratuvarlar arasinda farklilik gésterebilmektedir (Efsa,2015).

Indirekt Floresan Antikor Testi (IFAT) serosiirveyansta LSDV’ye karst olusan
antikor tespiti i¢in bazi ¢alismalarda kullanilmistir (Gari ve ark., 2008). Ancak bu test
diger baz1 poxvirusler ile ¢apraz reaksiyon gosterebilmektedir. Bununla birlikte, IFAT
sonuglarinin yorumlanmasi, arka plan fuloresani ve hiicrelerin sitoplazmasinda meydana

gelen spesifik olmayan boyanma nedeniyle subjektiftir ve test sonuglarinin
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yorumlanmasindan &nce testin dikkatlice standartlastirilmas: gerekir. IFAT daha once
koyun ve kegi cicegi teshisi ve sigir ve koyunlarin bagisiklik durumunu degerlendirmek
icin epidemiyolojik arastirmalarda basarili bir sekilde kullanilmistir (Kulshreshtha ve
ark., 1991; Efsa 2015).

Agar Jel Immune Diffiizyon (AGID) testi minimum laboratuvar imkanlarini
gerektiren ¢ok basit bir testtir. Ancak duyarli bir test olmayip ayirici tanilardan biri olan
Parapoxvirus ile ¢apraz reaksiyona girebilir (Mangana-Vougiouka ve ark., 2000).

Pozitif sonuglar bagka testler ile de teyit edilmelidir.

Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) literatiirlere gore Koyun ¢icegi
ve keci ¢igcegi viruslarinin tespitinde duyarliligt % 70-100 ve ozgiilliigi % 84-100
araligindadir (Efsa, 2015). OIE El Kitabi, Diagnostik Testler ve Asilar bolimiinde
tanimlanan P32 ELISA'min performanst serosiirveyansta kullanim sartlarim
karsilamamuistir (Bhanot ve ark., 2009). Son zamanlarda rekombinant ELISA gelistirme
calismalar1 devam etmekte ve ilk sonuglara gore umut verici sonuglar alindigi

bildirilmektedir.

Western blot gercgeklestirilmesi zor bir test olup, saflastirilmis antijenler
gerektirir ve birincil bir test olarak kullanilamaz. Ancak sonugsuz veya pozitif bulunan

SNT ve ELISA testi sonuglarinin teyit edilmesi gerekiyorsa kullanilabilir (Efsa, 2015).

2.7. Koruma ve Kontrol

Ithalat kisitlamalar1 LSD'nin iilkelere girigini énlemeye yardimci olabilmektedir.
Hastalik esas olarak infekte olmus hayvanlar araciligiyla yeni bolgelere yayilir, ancak
kontamine deri ve diger iirlinler yoluyla da bulasabilmektedir. Baz1 LSD salginlarinda
infekte insektlerin hastaligi yeni alanlara tasidigina dair siipheler vardir. Salginlarin
eradikasyonunda siki karantina tedbirleri, infekte ve hastaliga maruz kalan hayvanlarin
itlafi, karkaslarin uygun sekilde uzaklastirilmasi, ahirlarin  temizlenmesi ve
dezenfeksiyonu ve insekt miicadelesi gereklidir. Asilama Israil’deki LSD salgininda
oldugu gibi hastaligin eradikasyonunda énemlidir. Insektisitler ve repellentler insekt

miicadelesinde etkili olabilmektedir (Tuppurainen ve ark., 2005).

LSD ilk olarak tek bir yerden bir ililkeye ya da bdlgeye girdiginde, genis 6lgekli
asilama kampanyasinin yapilmast LSDV’nin yayiliminin kontroliinde en etkili yoldur.

Asilamalar infekte isletmeler ile birlikte, koruma ve gozetim boélgeleri boyunca
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yapilmalidir. Asilama alani, % 100 asilama oranini hedef alan LSD’den etkilenen tiim
bolgeyi igermelidir. Kesimhaneler, canli hayvan pazarlari, sigir toplama ve dinlendirme
yerleri, karkas imha ve rendering tesisleri ¢evresinde asilama sarttir. Virusun hastaliksiz

bolgelere ve iilkelere yayilmasinin 6nlenmesi dncelikli olmalidir.

LSD ile miicadelede su anda sadece canli attenue asilar kullanilmaktadir ve bu
asilarin hastaligin endemik olmadig: iilkelerde izine bagli olarak kullanimina izin
verilmelidir. LSDV'ye karst kullanilan tiim asilarda molekiiler karakterizasyon
zorunludur. Primer hiicre kiltiirii kullanilarak iiretilen su anda mevcut olan asilarin
safliginin dogrulanmasi da ayni derecede onemlidir. Kalite kontroliinii zorlagtiran bu
durum, endojen ajan ve diger kontaminatlarin neden oldugu sorunlara yol
acabilmektedir. Kii¢iik ruminantlardan elde edilen primer hiicreler, sap, mavi dil, Rift
Vadisi Hummasi, kiigiik ruminant vebasi ve kuduz gibi hastaliklarin gorildigi
bolgelerden koken aldigindan, saflik testleri ve iyi iiretim uygulamalari (GMP) LSD’ye
kars1 as1 iiretiminde temel gerekliliktir. Su anda LSDV’ye karsi kullanilan ruhsatl
DIVA asis1 yoktur (Tuppurainen ve Galon, 2016).

2.7.1. LSD ile Miicadelede Kullanilan Asilar

En sik kullanilan canli LSDV agilart Giiney Afrika LSDV Neethling susu
kullanilarak Giiney Afrika'da tretilmektedir. Homolog LSDV igeren asilarin etkinligi,
koyun ¢icek asisindan daha etkilidir (Ben-Gera ve ark., 2015). Higbir as1 %100 koruma
saglamasa da, bu asilar ortalama %80-90 siirii agilama oranina ulasilir ve yillik tekrar

asilamalar1 yapildiginda iyi koruma sagladigi bildirilmistir (Kitching, 2003).

LSD, koyun ¢icek ve keci ¢igek viruslart ¢ok benzer olup, %95’den fazla ayni
genom seviyesindedir. Fakat hala filogenetik olarak c¢esitli derecede c¢apraz korumay1
bulunduran farkli tiirler vardir (Tulman ve ark., 2001; 2002). Koyun ve ke¢i ¢igek
asilart sigirlarda kullanabilmesine ragmen, LSD’ye karsi giivenlik ve etkinliginin
kontrollii ortamda challenge calismasi ile gosterilmesi gerekir. Yugoslavya RM65
koyun ¢igek susu (koyun dozunun 10 kati) ve Romanya koyun c¢igcek susu Orta
Dogu’da, Bakirkdy koyun ¢icek susu ise Tiirkiye’de sigirlara karsi kullanilmaktadir
(Tuppurainen ve Galon, 2016).



19

2.7.2. Koyun-Keci Cicek Asisinin LSD ile Miicadelede Kullanilmasi

Koyun ¢icek, keci ¢icek ve LSD virusu arasinda antijenik yakinlik ve ¢apraz
koruma bulundugu i¢in bu viruslarin herhangi birisi as1 susu olarak LSD’ye karsi
kullanilabilir (Kitching, 1983). Giiniimiizde sadece atteniie canli asilar, ticari olarak
kullanilmaktadir. Su an diinyada LSD virusuna veya diger CaPV’lere (koyun ¢igek, keci
cicek) karst birkag as1 bulunmaktadir (Brenner ve ark., 2009; Tuppurainen ve Oura,
2012). Koruyucu as1 olarak 5 canli atteniie Capripox virus susu kullanilmaktadir. Bunlar
Kenya koyun ¢igek, Yugoslavya RM65, Romanya koyun Cigek, Bakirkdy koyun ¢igek
ve Gliney Afrika LSD Neethling suslaridir (Tuppurainen ve Galon, 2016).

Kenya koyun ve c¢icek virusunun 18 kez kuzu testis veya fotal kas hiicrelerinde
pasajlanmis hali, Yugoslav RM 65 koyun ¢icek susu, Romanya koyun ¢icek susu ve 60
kez kuzu bobrek ile 20 kez embriyolu tavuk yumurtasi koryoallantoik membraninda
pasajlanmig Giiney Afrika lumpy skin disesease virusu LSD’nin kontroliinde spesifik
olarak kullanilmaktadir. Ayni nétralizan bdlgeye sahip koyun, ke¢i ve sigirlardan orijin
almis olan bu dort Capripoxvirusdan biri ile asilanan hayvanlar, diger suslarin neden
oldugu hastaliga kars1 da korunurlar. Kenya ve Giiney Afrika suslari agilari igin tavsiye
edilen saha dozu DKiDs, 10%°  olup, minimum  koruyucu  doz
DKiDsy 10%%dir. Romanya koyun ¢icek asisinin sigirlar icin tavsiye edilen dozu
102° koyun infektif doz (SID50)’dur. Yine Romanya koyun ¢icek asismin RM 65
adapte susunun sigirlar icin tavsiye edilen dozu DKiDs 10 diir (OIE Terrestrial
Manual, 2017). Ortak bir major nétralizasyon bolgesinde sahip olduklarindan bu suslar
LSD’ye kars1 agilamalar i¢in diinyanin gesitli yerlerlerinde kullanilmaktadir (Brenner ve

ark., 2009; OIE Terrestrial Manual, 2017).

Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirliigii, Viral Asilar Uretim
Laboratuarinda, 1975 yilinda Istanbul ili, Bakirkdy ilgesindeki bir olgudan izole
edilerek, primer kuzu bobrek hiicre kiiltiiriinde 65 pasaj gidilerek attentiie edilen as1
susu, liyofilize a1 olarak iiretilmekte olup, bir dozu en az DKiDsy 10° virus icerecek
sekilde sahada hastalifin profilaksisi amaci1 ile yillardir basarili bir sekilde
kullanilmaktadir (Uretim Protokolii, 2016). Capripoxviruslarin antijenik yakinlig
nedeni ile c¢apraz koruma saglama avantaji, koyun ke¢i ¢icek suslarimin LSD igin
kullanimina olanak vermis olup, OIE tarafindan Onerilmis, yaygin bir sekilde

kullanilmis ve kullanilmaya da devam etmektedir. Ulkemizde 2013 Eyliil ayindan beri
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goriilen LSD’ye kars1 Bakirkdy as1 susundan yapilan canli atteniie Koyun-Ke¢i Cigcek

asis1 kullanilmaktadir.

2013 yilinda, sigirlarda LSD hastaliginin {ilkemizde goriilmeye baslamasindan
sonra, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi komisyonunun aldigi karar ile ayni cins
icerisinde bulunmasindan ve antijenik yakinligi dikkate alinarak Bakirkdy koyun keci
cicek susundan hazirlanan koyun keci cicek asist (Penpox-M) OIE Manual’ de ve
yapilan ¢alismalarda belirtildigi gibi tek doz (en az 10%°/doz DKIDs) olarak sigirlarin
LSD hastaligina karsi kullanilmaya baglanmistir. 2015 yili itibari ile LSD’ye karsi

kullanimi 3 doza ¢ikarilmig ve 2018 yil1 itibariyle 5 doz olarak belirlenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. Hiicre Kiiltiirii

As1 virusunun tretilmesi i¢in gerekli olan MDBK (Madin Darby Bovine
Kidney) hiicre hatti, Sigma Aldrich firmasindan temin edildi (ECACC 90050801).
Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda ticari olarak Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(Biochrom DMEM Liquid Medium, kat. no: F0445), Fotal Bovine Serum (FBS-
Biochrom, kat. no:S0115), L-glutamine (Wisent Bioproduct, kat. no:609-065EL) ve
koruyucu antibiyotik olarak Penisilin G (Applichem, kat. no:A1837,0025), ve
Streptomisin Sulfate (Applichem, kat. no:A1852,0025) kullanildu.

As1 Virusu: KKC as1 virusunun MDBK hiicre hattina adaptasyonu ic¢in kuzu bdbrek
hiicre kiiltiirtinde 60. pasaji yapilmis Bakirkdy susu (SP(BK)LKgo) Pendik Veteriner
Kontrol Enstitiisii Viral Asilar Uretim Laboratuvarindan temin edildi. Bakirkdy susu,
1975 yilinda Istanbul ili, Bakirkdy Ilgesindeki koyun ¢igek hastaligi belirtisi gosteren
bir vakadan izole edilmis ve primer kuzu bobrek hiicre kiiltiiriinde 65 pasaj gidilerek
atteniie edilerek, liyofilize as1 olarak iiretilmektedir. Bir dozu en az DKiDsy 10°2° virus
icerecek sekilde sahada koyun-kegi ¢igek hastaligi ve LSD’ye karsi1 profilaktik amag ile
kullanilmaktadir (Uretim Protokolii, 2016).

3.1.1.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullamlan Kimyasallar
Tripsin-EDTA Soliisyonu:

Ticari Tripsin-EDTA soliisyonu adherent hiicrelerin yiizeyden kaldirilmasi
asamasinda kullanildi (Sigma-Aldrich, kat. no: T4049 ).

Phosphate Buffer Saline (PBS):

Hiicre kiiltiirii pasaj ¢aligmalarinda kullanilan PBS iiretim protokoliine uygun ve

steril olarak hazirland.
Fotal Bovine Serum (FBS):

Ticari fotal bovine serumlar 56°C’de 30 dakika siireyle inaktive edilerek hiicre

kalturd vasatinda kullanilda.
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Hiicre Uretme Vasati:

MDBK hiicre kiiltiiriinde kullanilmak tizere Dulbecco's MEM (DMEM) vasati
% 10 FBS, % 1 L-Glutamine ve % 1 penisilin-streptomisin soliisyonu katilarak

hazirlandi.
Virus Uretme Vasati:

As1 virusu lretiminde kullanilmak tizere DMEM vasatt % 2 FBS, % 1 L-

Glutamine ve % 1 penisilin-streptomisin soliisyonu katilarak hazirlandi.
Hiicre Dondurma Vasat:

Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilmak iizere % 10 Dimetil Siilfoksit (DMSO)
(Applichem, kat. no: A3672,0250) igeren FBS kullanildi.

As1 Koruma Vasati:

Uretilen agmin liyofilizasyon isleminde koruyucu amagh %5 laktalbumin
hydrolysate (BD Difco kat. n0:259962) ve % 10 sukroz (Merck kat. no:1.07651.1000)
kullanildi.

3.1.1.2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Malzemeler
Hiicre kiiltiirii ve ag1 iiretim calismalarinda 25 cm?, 75 cm? , 175 cm®lik filtreli

flasklar ve roller hiicre kiiltiirii siseleri kullanildi.
3.1.1.3. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalarinda Kullamilan Kimyasallarin icerigi
Tripsin-EDTA Soliisyonu:

Tripsin-EDTA soliisyonu % 0.25 yogunlukta olup, igeriginde 2,5 gram trypsin,
0,2 gram EDTA ve phenol red bulunmaktadir.

Phosphate Buffer Saline -PBS:

Hiicre kiiltiirii pasaj ¢aligmalarinda kullanilan Ca*? ve Mg* icermeyen PBS’in

icerigi;

* Sodyum Kloriir (NaCl) (Sigma-Aldrich, kat. no: S5886) 8.0g¢
* Potasyum Kloriir (KCI)(Sigma-Aldrich,kat. no: P5405) 0.2¢g
» Sodyum fosfat dibazik (Na2HPO4) (Sigma-Aldrich,kat. no: S5136) 2379

« Potasyum fosfat monobazik (KH2PO4) (Sigma-Aldrich,kat. no: P5655) 029
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* Phenol red (C19H13NaO5S) (Sigma-Aldrich,kat. no: P5530) 0.011g¢g
* Distile Su 1000 ml

Yukaridaki maddeler eritilerek 1 litreye tamamlandi. Ph 7.2°ye ayarlandiktan

sonra 0.2 pm por ¢aplt membran filtrelerden siiziilerek 500 ml siselere taksim edildi.
Dulbecco's MEM:

Ticari olarak kullanilan Dulbecco’s MEM vasatinin igeriginde 6400 mg/It NaCl,
400 mg/It KCI, 200 mg/It CaCl2, 200 mg/lt MgS04.7H20, 124 mg/It NaH2PO4, 4500
mg/It D-Glucose, 0,1 mg/lt Fe(NO3)3.9H20, 110 mg/It Na-pyruvate, 15 mg/It Phenol
red, 3700 mg/lt NaHCO3, 84 mg/It L-arginine-HCI, 48 mg/It L-cystine, 42 mg/It L-
histidine-HCI-H20, 105 mg/It L-isoleucine,105 mg/It L-leucine, 146 mg/It L-lysine-
HCI, 30 mg/It L-methionine, 66 mg/It L-phenylalanine, 95 mg/It L-threonine, 16 mg/It
L-tryptophane, 72 mg/lt L-tyrosine, 94 mg/It L-valine, 30 mg/It Glycine, 42 mg/It L-
serine, 4 mg/lt Cholin chloride, 4 mg/It Folic acid, 7,2 mg/lt Myo-inositol, 4 mg/It
Nicotinamide, 4 mg/lt D-Ca-pantothenate, 4 mg/It Pyridoxal-HCI, 0,4 mg/It Riboflavin,
4 mg/It Thiamine-HCI bulunmaktadir.

Antibiyotik Soliisyonu:

Antibiyotik soliisyonu 500 ml distile suya 15.9 gr Penisilin G, 25 gr
Streptomisin Siilfat ve 4.5 gr NaCl eklenerek hazirlandi. Hazirlanan soliisyon
0.2 pum’lik filtrelerden siiziilere steril edildi ve -20°C’de stoklandi. Hazirlanan
antibiyotik soliisyonunun igeriginde 100 1.U/ml Penisilin G, 100 pg/ml Streptomisin
Siilfat ve 9 mg/ml NaCl bulunmaktadir.

L-glutamine:

Vasata eklenen L-glutamine solusyonu konsantrasyonu 200 mM/It olup, 29,2
mg/ml L-glutamin i¢germektedir.
3.1.2. Kontrol Calismalari

3.1.2.1. Kontrol Calismalarinda Kullanilan Kimyasallar
Yapilan hiicre kiiltiirli, virus iiretimi, as1 bulk iiretimi ve liyofilizasyon
uygulamalarinda olas1 kontaminasyonun saptanmasit ve identifikasyon c¢alismalari

amaciyla besiyerleri, PCR kimyasallari, kobay eritrositi ve hiicre boyasi kullanildi.
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Besiyerleri:

Bakteriyel ve fungal kontaminasyonlarin saptanmasi amaciyla; Triptic Soya
Broth (Difco kat. no: 211825), Thioglycollate Broth (Difco kat. no: 211260), Saboraud
Dextroz Agar (Oxoid kat. N-no: CM41), Saboraud Dextroz Broth (Difco kat. no:
238230), PPLO Broth ve agar (Difco kat. no: 241210 ve 255420), Mac.conkey (Difco
kat. no: 211387) agar ve %7 defibrine koyun kanli agardan yararlanildi.

Hematoksilen & Eozine Boya:

Olas1 bir virus iiremesinde hiicrede meydana gelen intrastoplazmik veya
intraniikleer inkliizyon cisimciklerinin tespiti amaciyla Hematoksilen & Eozine (H&E)

boya (Bio-Optica, kat. no: 05-06002/L) kullanildi.
Kobay Eritrositi:

Hiicre kiiltiirlerinin Parainfluenza 3 virusu ile olas1 kontaminasyonunun tespiti
amaciyla kullanilan kobay eritrositi Pendik Veteriner Kontrol Enstitlisii Deney

Hayvanlar1 Unitesi’nden temin edildi.
Pozitif ve Negatif Kontrol Serumlar:

Notralizasyon testinde kullanilan koyun cicek hiperimmun serumu Pendik
Veteriner Kontrol Enstitiisii  Koyun-Ke¢i Cigek Ulusal Referans Teshis

Laboratuvari’ndan temin edildi.
DNA Ekstraksiyon Kiti:

Viral DNA ekstraksiyonu igin ticari kit kullanildi (Qiagen,DNeasy Blood &
Tissue Kit, kat.n0:69506).

PCR Kimyasallar::

Uretilen asinin kontrol ¢alismalarinda ve deney hayvanlarindaki bagisiklik ve
zararsizlik calismalarinda viral niikleik asidi tespit etmek i¢in kullanildi LSD ve KKC
as1 viruslarmm 89 bp uzunlugundaki P32 genini amplifiye etmek i¢in real time PCR
dongiisiinde kullanilacak prob ve primerler tablo 1°de belirtildi (Bowden ve ark., 2008).
Real time PCR analizi i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan koyun ¢igek virus DNA’s1
Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Koyun-Ke¢i Cicek Ulusal Referans Teshis

Laboratuvari’ndan temin edildi.
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Tablo 1: P32 genini amplifiye etmek i¢in kullanilan prob ve primerler (Bowden ve ark., 2008)

Primer adi Primer dizilimi (5°-3)
CaPV074F1 AAA-ACG-GTA-TAT-GGA-ATA-GAG-TTG-GAA
CaPV074R1 AAA-TGA-AAC-CAA-TGG-ATG-GGA-TA
CaPV074P1 6FAM-TGGCTCATAGATTTCCT-MGBNFQ

Real Time PCR analizi i¢in ANTP mix 10mM (ThermoFisher Scientific kat. no:
R0192), MgCI2 25Mm (ThermoFisher Scientific, kat. no: R0971), 10X Taq Buffer
(NH4)2S04 (ThermoFisher Scientific kat. no: B33), Taq DNA Polymerase 5U/ul
(ThermoFisher Scientific kat. no: EP0402), niikleaz icermeyen su ( Merck, kat. no:
9801-100) kullanilda.

3.1.2.2. Kontrol Calismalarinda Kullamilan Malzemeler

Kontrol ¢alismalarinda 25 cm? , 15 cm? , 175 cm?lik filtreli flasklar, 6 ve 96
kuyucuklu pleytler, lameller kullanildi. Molekiiler testlerde real time PCR analizi i¢in
BioRad CFX Connect cihazi kullanildi.

3.1.3. Etkinlik ve Zararsizhk Calismasi

MDBK hiicre kiiltiiriinde iiretilen koyun keg¢i ¢igek asisinin etkinlik ve
zararsizlik ¢aligmalart igin LSD hastaligina yonelik herhangi bir asisiyla asilanmamis,
6-9 aylik yasta,10 adet Simental 1rki, ithal, disi sigir Usak Agroplanet Hayvancilik Ltd.
Sti’ ye ait isletmeden temin edildi. MDBK hiicre kiiltiirlinde iiretilen as1 ile mevcut
koyun keci cicek asisinin etkinligini karsilastirmak adina Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisii Viral Asilar Uretim Laboratuvari’'ndan 2017/05 seri numarali, Penpox-M

ticari adl1 koyun kegi cicek asis1 temin edildi.

Challenge virusunun titrasyonunda kullanilan Oa3.Ts (kuzu testis hiicresi) ve
notralizasyon testinde kullanilan Vero (Afrika Yesil Maymun Bobrek Hiicresi) hiicre
hatlar1 Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Viral Asilar Uretim Laboratuvari’ndan temin
edildi. Hiicre kiiltliri vasati olarak Oa3.Ts hiicre hatt1 i¢in Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (Biochrom DMEM Liquid Medium, kat. no: F0445) ve Vero hiicre hatti i¢in
Glasgow Minimum Essential Medium (Biochrom GMEM Liquid Medium, Kat.
no:F0525), Fotal Bovine Serum (FBS-Biochrom, kat. n0o:S0115), L-glutamine (Wisent
Bioproduct, kat. no0:609-065EL) ve koruyucu antibiyotik olarak Penisilin G
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(Applichem, kat. no:A1837,0025), ve Streptomisin Siilfate (Applichem, Kkat.
n0:A1852,0025) kullanildi.

Challenge sonrasi yapilan nekropside alinan doku ve organ ornekleri bilyali

tiiplere aktarilarak homojenizator yardimai ile hazirlandi (Roche Magnalyzer ).

Challenge Susu: As1 etkinlik ¢alismasi i¢in Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii
Koyun-Ke¢i Cigcek Ulusal Referans Teshis Laboratuvarindan temin edilen patojen
PenLSD susu kullanildi. 2014 yilinda LSD belirtileri gdsteren sigirdan alinan deri
numunesinin OA3.Ts hiicre hattina inokulasyonu ile izole edilmis ve ayni hiicre

hattinda 3 pasaj gidilmistir (LSD(P)Oa3.Ts 3).

Notralizasyon Susu: Serum noétralizasyon testinde kullanilmak iizere PenLSD
susunun Vero hiicre hattindaki 10. pasaji Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Koyun-
Kec¢i Cigek Ulusal Referans Teshis Laboratuvarindan temin edildi (LSD(P)Oa3.Ts
PsVeroso).

3.1.3.1. Etkinlik ve Zararsizhk Calismasinda Kullanilan Kimyasallar
Tripsin-EDTA Soliisyonu:
Ticari Tripsin x EDTA soliisyonu adherent hiicrelerin ylizeyden kaldirilmasi

asamasinda kullanildi. (Sigma-Aldrich, kat. no: T4049 )

Phosphate Buffer Saline (PBS):

Hiicre kiiltiiri pasaj calismalarinda kullanilan PBS {iretim protokoliine uygun ve
steril olarak hazirlandi.

Fotal Bovine Serum (FBS):

Ticari fotal bovine serumlar 56° C’de 30 dakika siireyle inaktive edilerek hiicre
kiiltiirli vasatinda kullanildu.

Hiicre Uretme Vasati:

DMEM ve GMEM vasatlarina % 10 FBS, % 1 L-Glutamine ve % 1 penisilin-
streptomisin soliisyonu katilarak hazirlandi.

Tasima Vasati:

Challenge sonrasi deney hayvanlarinda yapilan nekropsi sonrasi alian doku ve
organ Orneklerinin taginmasi icin DMEM vasat1 kullanildi. Vasata %0.5 FBS ve %l

oraninda antibiyotik ilave edildi.
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ELISA Kiti:

Asilama Oncesi ve agilama sonrasi deney hayvanlarindaki CaPV’lara kars1 gelisen
antikor tespiti i¢in kullanildi (IDvet ID Screen Capripox Double Antigen Kit, kat. no:
CPVDA-5P).

ELISA kit icerigi:

e Capripoxvirusla kaplanmis pleyt

e Pozitif kontrol

e Negatif kontrol

e Sulandirma sivist 19

e 10x konjugat

e Sulandirma sivisi 12

e Konsantre yikama soliisyonu (20x)
e Substrat soliisyonu

e Durdurma soliisyonu

ELISA kit igeriginde olmayan deiyonize su ve ELISA okuma cihaz1 (Kyto RT-6000
Micropalte Reader) testte kullanildi.

3.2. YONTEM
3.2.1. As1 Uretim Cahsmalan

3.2.1.1. MDBK Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Kullanilacak vasat ve FBS 37°C’deki su banyosunda isitildi. Azot tankinda
muhafaza edilen cryovial igerisinde bulunan MDBK hiicre kiiltiirii 37°C’deki su
banyosunda hizlica (2-5 dakika) ¢ozdiiriilerek tamami santrifiij tiipiine aktarildi ve
1000-1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tiipteki {ist siv1 atild1 ve
dibe ¢oken hiicreler %10 FBS’lu DMEM vasati ile sulandirilarak 75 cm?‘lik flaska 25
ml olarak kondu. Flasklar 37°C’de ve %5 CO’li ortamda monolayer hiicre kiiltiiri
olusmas1 i¢in inkiibasyona birakildi ve her giin hiicrelerin iiremeleri yOniinden

kontrolleri yapildu.

Hiicre kiiltiirlerinin uzun siireli ve 6zelliklerini degistirmeksizin saklanabilmeleri

icin, hiicreler dondurularak saklandi. Bu amagla monoleyer olarak iiretilen MDBK
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hiicreleri 3 kez PBS ile yikandi ve tripsinize edildi. Santrifiij tiiplerinde toplanan
hiicreler 800-1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Tripsin igeren iist siv1 atild1 ve
dipteki hiicre tortusu % 10 DMSO ve % 90 FBS ilavesi ile sulandirildi. 2-4 saat siireyle
+2/+8°C’de, 2-4 saat -20°C’de, 1 gece -70°C’de birakildiktan sonra -196°C’deki sivi
azot tankina yerlestirildi (Uretim Protokolii, 2016).

3.2.1.2. MDBK Hiicre Kiiltiiriiniin Kontaminantlar Yoniinden Kontrolii

Bakteriyel Ve Fungal Kontaminantlar Yoniinden Kontrolii:

Hiicre kiiltiirlerinin yiizeyi 37°C’ye ayarlanmis PBS ile {i¢ kez yikandiktan sonra
hiicreler % 0,25°1ik tripsin ile 30 saniye tripsinize edildi. Flasktaki tripsin dokiildii ve
37°C’de hiicreler flask yilizeyinden kalkincaya kadar bekletildi. Yiizeyden kalkan
hiicreler 10 ml PBS ile toplanarak steril bir tiipe aktarildi. Elde edilen hiicre
siispansiyonundan 0,1’er ml. olacak sekilde 2’ser adet 10 ml’lik tiiplerde hazirlanan
PPLO broth, Thioglukolate broth, Saboraud dextroz broth, Triptose soya brothlara ekim
yapildi. PPLO broth, Thioglukolate broth, Triptose soya broth 37°C’de, Saboraud
dextroz broth ise hem 37°C’de hem de oda 1sinda 15 giin siireyle inkiibasyona birakildi.
7. ve 15. giinlerde siv1 besi yerlerinden Saboraud dextroz agar, Mac. conkey, PPLO ve
%7 koyun kanli agarlara 0,1’er ml miktarlarda pasajlar1 yapildi. Kat1 besi yerlerinin

bakteriyel {iremeler yoniinden her giin kontrolleri yapildi (Uretim Protokolii, 2016).
Viral Kontaminantlar Yoniinden Kontrolii:

Hiicre kiiltiirliniin Parainfluenza3 (PI3), Pestivirus ve diger viral kontaminantlar
yoniinden kontrolleri Hematoksilen & Eozine boyama, haemadsorbsiyon ve PCR

testleri ile yapildi (Uretim Protokolii, 2016).

3.2.1.3. MDBK Hiicre Kiiltiiriine As1 Virusunun Adapte Edilmesi

75 cm”lik flasklarda monolayer MDBK hiicre kiiltiirleri iiretildi. Monolayer
olusturmus hiicrelerin besiyeri dokiilerek hiicre ylizeyleri PBS ile 3 kez yikandi. 2 adet
flaska SP(BK)LKgo koyun cicek virusu susunun DKIDso/ml 10*° sulandirmasindan 1
ml inokule edildi. Bir adet flaska kontrol hiicre olarak virus ekilmedi ve flasklar virusun
hiicrelere absorbsiyonu i¢in 37°C’lik etiive birakildi. Bir saat sonra inokulum bir pipetle
alind1 ve her flaska %2 FBS’li DMEM vasati kondu. Hiicreler her giin doku kiiltiir
mikroskobunda kontrol edildi. %80-90 sitopatik etki (CPE) goriildiigii zaman (4-8 giin
icinde) siseler-20°C’deki derin dondurucuya kaldirildi.
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Koyun kegi ¢icek as1 virusunun (SP(BK)LKgp) MDBK hiicre kiiltiiriinde 2 kez
pasajt yapildi. MDBK hiicre kiiltiirlinde seri pasajlart yapilan koyun kegi ¢icek asi
virusunun SP(BK)LKg-MDBKj3 pasaji ana tohum susu ve SP(BK)LKg-MDBK, pasaji

calisma tohum susu olarak isimlendirilerek stoklandi.

3.2.1.4. MDBK Hiicre Kiiltiiriine Adapte Olan As1 Virusunun Identifikasyonu

Virus Titrasyon Testi:

DKIDs¢/ml degerinin saptanmasi ve identifikasyon amaciyla virus titrasyon testi
uygulandi. Koyun ¢igek as1 virusunun PBS ile 10 katli dilusyonlar1 yapildi. Her
dilisyondan 96 gozli pleytin dort goziine 100°er pl konuldu. Biitlin dilusyonlarin
iizerine 100‘er pl MDBK hiicre kiiltiirii (3-5x10° hiicre/ml) eklendi. Hiicre kontrolii
amactyla pleytin son dort goziine 100°er pl vasat ve 100°er ul hiicre silispansiyonu
eklendi. Pleytin 37°C’de %5 COy’li ortamda her giin kontrolleri yapilarak 10 giin
siireyle inkube edildi. Virusun iiremesine bagli CPE olusumlar1 gézlendi. Uretilen virus
suslarmin  DKiDsy degerleri Spearman-Kaerber metoduna gore saptandi (Uretim
Protokolii, 2016).

Notralizasyon Testi:

Iml SP(BK)LKg-MDBKG5 asi1 virusu ile 1 ml SP hiperimmun serumu esit oranda
kanistirildi ve 37°C’de 1 saat siireyle inkubasyona birakildi. Siire sonunda karisimdan
25cm?lik flaskta iiretilen MDBK hiicre kiiltiirine 0,1 ml inokule edilerek 10 gin
siireyle takip edildi (Uretim Protokolii, 2016).

Hematoksilen & Eozine Boyama (H&E) :

Alt1 gozlii pleytlerin igine steril edilmis her goze birer adet olmak {izere 6 adet
lamel konuldu. Lamellerin {iizerine %10 FBS igeren DMEM vasathh hiicre
stispansiyonundan 3 ml (3-5X105 hiicre/ml) eklendi. 37°C’de %5 CO2’li etiivde 1 giin
siireyle bekletildi. Monolayer olusturmus hiicrelerin {izerine ertesi giin vasat
uzaklagtirilarak 0,1ml SP(BK)LKgMDBKSs as1 virusundan ekim yapildi. 1 saatlik
inkubasyonun ardindan hiicrelerin yiizeyi ii¢c kez PBS ile yikandi ve %2 FBS igeren
DMEM eklendi. CPE olusumlarinin ardindan lameller pleytlerden alinarak kurutuldu ve
aseton ile +4/+8°C’de 10 dakika fikse edildi. Hiicrelere H&E boyama yapilarak hiicrede
olusacak intrastoplazmik veya intraniikleer inkluzyon cisimcikleri arastirildi (Uretim

Protokoli, 2016).
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Real-Time PCR:

SP(BK)LKg-MDBKS5 a1 virusunun 200 pul’si DNA ekstraksiyonu igin
kullanildi. Pozitif kontrol olarak referans koyun ke¢i ¢icek as1 virusu DNA’s1
kullanilarak kitin protokoliine gore DNA ekstraksiyonu yapildi. Capripoxviruslarin 89
bp uzunlugundaki P32 genini amplifiye etmek i¢in master mix tablo 2’de ve sicaklik-

zaman dongiileri tablo 3’de belirtilen sekilde yapildi (Bowden ve ark., 2008).

Tablo 2: Capripoxvirus real time PCR master mix igerigi

1 Ornek Miktar (ul)

10 x PCR buffer (NH,4),SO4 MgCl, igermeyen 2
MgCl, (25 mM) 1,2
dNTPs (10 mM) 0,4
CaPV074F1 (20 pmol) 0,5
CaPV074R1 (20 pmol) 0,5
CaPV074P1 (10 pmol) 0,6
DNA Taq polimeraz (5u/ul) 0,2
Niikleaz icermeyen su 12,6
Ornek DNA miktari 2
TOPLAM: 20 pl

Tablo 3: Capripoxvirus real time PCR sicaklik-zaman dongiisii

Sicaklik (°C) Siire Doéngii Sayisi
Denatiirasyon 94 2 dk 1
PCR Amplifikasyonu (Toplam 40 dongii)
Denatiirasyon 94 50 sn
Baglanma 50 50 sn 40
Uzama 72 1dk

Son Uzama 12 10 dk 1
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3.2.1.5. Adapte Olan As1 Virusunun Ureme Ozelliklerinin incelenmesi
Ast virusunun MDBK hiicre kiiltiiriinde iireme Ozellikleri, liretim siirecinde

yapilacak uygulamalarin belirlenmesi agisindan incelendi.
Giinliik Virus Titresinin Belirlenmesi:

8 adet flaskta, %90 oraninda monolayer olarak kaplamis MDBK hiicre kiiltiirleri
hazirlandi. Her bir flaska 1/10 oraninda sulandirilan SP(BK)LKgMDBKSs asi
virusundan 0,Iml inokule edildi. Flasklar, 37°C’de %5 COy’li etiivde inkubasyona
birakildi. inkubasyonun 2. giiniinden baslayarak, 9. giiniine kadar her giin 1 adet flask
etlivden ¢ikarildi. Her bir flask 3 kez -20°C’de dondurulup, 37°C’de ¢ozdiiriildii. Elde
edilen virus siispansiyonlar:t 3000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek iist sivilar1 -20°C’de
saklandi. Bu islem 9 giin boyunca her bir flaska uygulandi. Elde edilen virus
siispansiyonlarinin giinliik tireme titreleri Spearman-Kaerber metodu ile hesaplandi

(Giilyaz, 2003).

Vasata Gegen Virus Titresinin Belirlenmesi:

8 adet flaskta, %90 oraninda monolayer olarak kaplamig MDBK hiicre kiiltiirleri
hazirlandi. Her bir flaska 1/10 oraninda sulandirilan SP(BK)LKgMDBKSs asi
virusundan 0,1ml inokule edildi. Flasklar, 37°C’de %5 CO;’li etiivde inkubasyona
birakildi. Inkubasyonun 2. giiniinden baslayarak, 9. giiniine kadar her giin 1 adet flask
etlivden ¢ikarilarak iist sivilar steril tiiplere aktarildi. Vasata gecen virus miktarlar

giinliik olarak Spearman-Kaerber metodu ile hesaplandi (Giilyaz, 2003).
Tekrarlanan Dondurma ve Cozdiirmenin Virus Titresine Etkisi:

1/10 oraninda sulandirilan SP(BK)LKgMDBKs5 asi virusu 0,1’er ml 5 adet
flasktaki MDBK hiicre kiiltliriine inokule edildi. 1 adet flask kontrol olarak ayrildi.
Flasklar, 37°C’de %5 COy’li etlivde 7 giin boyunca inkubasyona birakildi.
Inkubasyonun sonunda 1’den 5’e kadar numaralandirilan flasklar -20°C’ye kaldirilds.
Numaralar dogrultusunda flasklar 1,2,3,4 ve 5’er kez dondurulup ¢6zdiiriildii. Her
dondurma ve ¢ozdiirme asamasinda 0,5ml 6rnek alind1 ve mikrotitrasyon testi yapilarak

virus titresi Spearman-Kaerber metodu ile hesapland: (Giilyaz, 2003).

3.2.1.6. As1 Virusunun Uretimi
Azot tankinda muhafaza edilen MDBK hiicre kiiltiirii 37°C’deki su banyosunda

stiratle (25 dakika) cozdiiriilerek tamami santrifiij tiipline aktarildi ve 1000-1200
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rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 tiipteki iist siv1 atildi ve dipte ¢dken
hiicreler %10 FBS iceren DMEM vasati ile sulandirilarak 75 cm?lik flaska 25 ml
kondu. Flasklar 37°C’de ve %5 CO;’li ortamda monolayer hiicre kiiltiirii olusmasi i¢in
inkiibasyona birakilarak her giin hiicrelerin iiremeleri yoniinden kontrolleri yapildi.
Kaplayan hiicreler 175¢cm® lik flaska, en son asamada 2 litre hacimli roller hiicre kiiltiirii
siselerine pasajlanarak monolayer hiicre kiiltiirleri hazirlandi.

Roller hiicre kiiltiirii siselerinde monolayer olarak iiretilen MDBK hiicre
kiiltiirlerine SP(BK)LKgMDBK, asi virusundan 10’ar ml (DKiDso 10*%ml) ekimleri
yapildt ve 37°C’de 1 saat virusun adsorbsiyonu i¢in inkube edildi. 1 saatlik siire
sonunda hiicrelerin ylizeyi 3 kez PBS ile yikandi ve siselere %2 FBS igeren DMEM
vasatt eklenerek hiicre kiiltiirleri 37°C’de inkubasyona kaldirildi. Hiicreler her giin
inverted mikroskopta kontrol edildi. Hiicrelerde %80-90 sitopatik etki (CPE)
goriildiigiinde (4-8 giin iginde) siseler topland1 ve kontrol igin 6rnek alinarak -20°C’deki
derin dondurucuya kaldirild1 (Uretim Protokolii, 2016).

3.2.1.7. Uretilen As1 Virusunun Kontrol Testleri
As1 Virusunun Titresinin Belirlenmesi:

DKIiDsp/ml degerinin belirlenmesi amaciyla mikrovirus titrasyon testi uyguland.
As1 virusunun PBS ile 10 katli dilusyonlar1 yapildi. Her dilisyondan 96 gozlii pleytin
dort goziine 100’er pl konuldu. Biitlin dilusyonlarin iizerine 100‘er ul MDBK hiicre
kiiltiirti (3-5 X105 hiicre/ml) eklendi. Hiicre kontrolii amaciyla pleytin son dort géziine
100’er ul vasat ve 100°er pul hiicre siispansiyonu eklendi. Pleytin 37°C’de %5 CO3’li
ortamda her giin kontrolleri yapilarak 10 giin siireyle inkube edildi. Virusun iiremesine
bagl CPE olusumlar1 gdzlendi. Uretilen virus suslarinin DKIDsy degerleri Spearman-

Kaerber metoduna gore hesaplandi.
Bakteriyel, Fungal ve Viral Kontaminantlar Yoéniinden Kontrol:

Elde edilen as1 virusu silispansiyonundan 0,1’er ml olacak sekilde 2’ser adet 10
ml’lik tliplerde hazirlanan PPLO broth, Thioglukolate broth, Saboraud dextroz broth,
Triptose soya brothlara ekim yapildi. PPLO broth, Thioglukolate broth, Triptose soya
broth 37°C’de, Saboraud dextroz broth ise hem 37°C’de hem de oda 1sinda 15 giin
siireyle inkiibasyona birakildi. 7. ve 15. giinlerde s1v1 besi yerlerinden Saboraud dextroz

agar, Mac. conkey, PPLO ve %7 koyun kanli agarlara 0,1’er ml miktarlarda pasajlar
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yapildi. Kat1 besi yerlerinin bakteriyel iiremeler yoniinden her giin kontrolleri yapildi.

Pestivirus yoniinden kontrol PCR testi ile yapild1 (Uretim Protokolii, 2016).

3.2.1.8. Liyofilizasyon ve Paketleme

Derin dondurucuda muhafaza edilen virus siispansiyonu igeren siseler, 37°C’lik
su banyosunda ¢ozdiiriildii ve donduruldu. Bu islem 3 kez tekrarlandiktan sonra 3000
rpm’de 15 dk santrifiij edilerek tistteki sivi as1 olarak kullanilmak {izere toplandi. Taze
olarak hazirlanmis ve igerisinde laktalbumin hydrolysate ve sukroz bulunan koruyucu
vasat ile toplanan ast virusu esit miktarda karistirildi. Bu karisimdan 5 ml’lik asi

siselerine 1’er ml dolduruldu ve liyofilize edildi (Uretim Protokolii, 2016).

3.2.1.9. Liyofilizasyon Sonrasi Kontrol
Liyofilize edilmis as1 siselerinden 6rnekler alinarak asi titresi ve kontaminantlar

yoniinden kontrolleri yapildi.
Bakteriyel, Fungal ve Viral Kontaminantlar Yoniinden Kontrol:

Rastgele segilen 15 adet vial 1’er ml steril PBS ile sulandirilarak tek bir sisede
toplandi. Toplanan sulandirilmis asidan 0,1’er ml olacak sekilde 2’ser adet 10 ml’lik
tiiplerde hazirlanan PPLO broth, Thioglukolate broth, Saboraud dextroz broth, Triptose
soya brothlara ekim yapildi. PPLO broth, Thioglukolate broth, Triptose soya broth
37°C’de, Saboraud dextroz broth ise hem 37°C’de hem de oda 1sinda 15 giin siireyle
inkiibasyona birakildi. 7. ve 15. giinlerde siv1 besi yerlerinden Saboraud dextroz agar,
Mac. conkey, PPLO ve %7 koyun kanli agarlara 0,1’er ml miktarlarda pasajlar1 yapildi.
Kati besi yerlerinin bakteriyel tiremeler yoniinden her giin kontrolleri yapildi. Pestivirus

yoniinden kontrol PCR testi ile yapildi (Uretim Protokolii, 2016).
Liyofilize Asimin Titresinin Belirlenmesi:

5 adet as1 sisesi rastgele secilerek 1’er ml steril sulandirma sivist ile sulandirildi
ve tek bir sisede toplandi. DKIDso/ml degerinin belirlenmesi amaciyla mikrovirus
titrasyon testi uygulandi. Sulandirilmig asinin PBS ile 10 kath sulandirmalar1 yapild.
Her sulandirmadan 96 go6zlii pleytin dort gozine 100°er pl konuldu. Biitiin
sulandirmalarin tlizerine 100‘er ul MDBK hiicre kiiltiirii (3-5 x10° hiicre/ml) eklendi.
Hiicre kontrolii amaciyla pleytin son dort géziine 100’er pl vasat ve 100°er pl hiicre

stispansiyonu eklendi. Pleytin 37°C’de %5 CO;’li ortamda her giin kontrolleri yapilarak
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10 giin siireyle inkube edildi. Virusun iiremesine bagli CPE olusumlart gozlendi.
Uretilen virus suslarinin  DKIDsy degerleri Spearman-Kaerber metoduna gore
hesapland. Liyofilizasyon sonras1 mililitrede log 0,5 diisiis normal kabul edildi (Uretim
Protokolii, 2016).

3.2.2. Bagisikhik Calismalari

3.2.2.1. Cahsma Oncesi Kontrol Testleri

Deney Hayvanlarinin Kontrolii:

Deney hayvanlarinin kanlari ¢alisma baglamadan 6nce, EDTA’l1 ve EDTA’s1z
kan tiiplerine alindi. Deney hayvanlarinin real time PCR testi ile LSDV yoniinden ve
olas1 Bovine viral diarrhea virus (BVDV) infeksiyonun, immunsupresyon meydana
getirecegi ve asmin olusturacagl bagisikligi etkileyeceginden dolayr PCR testi ile
BVDV yoniinden kontrolleri yapildi (OIE Terrestrial Manual, 2017). Asilamadan 6nce
LSDV antikoru yoniinden SNT ve ELISA testleri yapildu.

Serum noétralizasyon testi i¢in 96 kuyucuklu pleytlerin biitin kuyucuklarina
50’ser ul GMEM vasati konuldu. Kan serumu 6rneginden 50’ser pl alindi ve pleytin ilk
iki kuyucuguna konuldu. Ilk kuyucuklardan 50 pl almarak alt kuyucuklara aktarildi ve
serumun iki katli sulandirmalar1 yapildi. Kuyucuklarda iki katli sulandirmasi yapilan
serum Orneklerinin iizerlerine 50’ser ul 100 DKIiDsg titrede standart PenLSD susu
eklenerek 37°C’de bir saat notralizasyona birakildi. Siire sonunda biitiin kuyucuklara
50’ser pl Vero hiicre kiiltiirii eklenerek 37°C’de %5 CO>’li ortamda 10 giin inkube
edildi. Her giin hiicreler CPE olusumlar1 yoniinden kontrolleri yapildi (Chaudhary ve
ark.,2009).

ELISA i¢in kit prosediirii uygulandi. Teste baslamadan once testte kullanilacak
tiim kimyasallar oda sicakligina getirildi ve vorteks yardimu ile karistirildi. Distile su ile
20X konsantrasyondaki yikama soliisyonu, 1X konsantrasyonuna getirilerek
sulandirildi. 10X konsantrasyondaki konjugat, sulandirma sivist 12 ile 1X
konsantrasyonda olacak sekilde sulandirildi. Asagidaki belirtilen siralama ile kit

prosediirii uygulandi.
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Her kuyucuga sulandirma sivisi 19’dan 50 pl konuldu.
Al ve B1 kuyucuklarina 50 pl negatif kontrol konuldu.
C1 ve D1 kuyucuklarma 50 pl pozitif kontrol konuldu.
Diger kuyucuklara serum 6rneklerinden 50 ul konuldu.
Pleyt kaplanarak 90 dk. 21°C’de inkubasyona birakildi.

Inkubasyona sonunda kuyucuklardaki s1iv1 dokiildii ve 300 ul yikama sivist ile 5 kez

yikandi.
Her bir kuyucuga 100 pl konjugattan eklendi.
Pleyt tekrar kaplandi ve 30dk 21°C’de inkubasyona birakildi.

Inkubasyona ardindan kuyucuklardaki sivi dokiildii ve 300 pl yikama sivist ile 5
kez yikandu.

Her bir kuyucuga 100 pl substrat soliisyonu konuldu.
Pleyt kapland1 ve 15dk 21°C’de inkubasyona birakildi.

Inkubasyona sonunda reaksiyonu durdurmak igin 100 pl durdurma soliisyonu

eklendi.
ELISA okuyucusu ile pleyt 450 nm’de okundu.

Testin dogrulugu, pozitif kontrol OD degeri 0.350 nm’den biiylik olmasi ile ve

pozitif kontrol OD degerinin, negatif kontrol OD degerine oraninin 3’ten bilyiik olmasi

ile belirlendi. Her bir 6rnek i¢in okunan OD degerleri asagida belirtilen formiil ile

hesaplandi ve tablo 4’e gore degerlendirildi.

0D Ornek — OD Negatif Kontrol

5/P% = *
/P% 0D Pozitif Kontrol — 0D Negatif Kontrol

100
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Tablo 4: Capripoxvirus ELISA sonug degerlendirme

Sonug Degerlendirme
S/P % <30 % Negatif
S/P % >30% Pozitif

Patojen LSD Virusunun Kontrolii:

Challenge calismasinda kullanilacak olan patojen PenLSD susunun calisma

oncesi kontaminantlar yoniinden kontrolleri yapildi ve titresi belirlendi.
Bakteriyel, fungal ve viral kontaminantlar yoniinden kontrol igin Vvirus
siispansiyonundan 0,1’er ml olacak sekilde 2’ser adet 10 ml’lik tiiplerde hazirlanan
PPLO broth, Thioglukolate broth, Saboraud dextroz broth, Triptose soya brothlara ekim
yapildi. PPLO broth, Thioglukolate broth, Triptose soya broth 37°C’de, Saboraud
dextroz broth ise hem 37°C’de hem de oda 1sinda 15 giin siireyle inkiibasyona birakildi.
7. ve 15. giinlerde siv1 besi yerlerinden Saboraud dextroz agar, Mac. conkey, PPLO ve
%7 koyun kanli agarlara 0,1’er ml miktarlarda pasajlar1 yapildi. Kat1 besi yerlerinin
bakteriyel iiremeler yoniinden her giin kontrolleri yapildi. Pestivirus yoniinden kontrol
PCR testi ile kontrolleri yapildi.

DKIiDso/ml degerinin belirlenmesi amaciyla mikrovirus titrasyon testi uyguland.
Patojen PenLSD susunun PBS ile 10 katli sulandirmalar1 yapildi. Her sulandirmadan 96
g6zIi pleytin dort géziine 100°er pl konuldu. Biitiin sulandirmalarin tizerine 100°er pl
0a3.Ts hiicre kiiltiirii (3-5%x10° hiicre/ml) eklendi. Hiicre kontrolii amactyla pleytin son
dort goziine 100°er ul DMEM vasatt ve 100°er pl hiicre siispansiyonu eklendi. Pleytin
37°C’de %5 COg’li ortamda her giin kontrolleri yapilarak 10 giin siireyle inkube edildi.
Virusun iiremesine bagli CPE olusumlar1 gdzlendi. Uretilen virus suslarinin DKiDsg

degerleri Spearman-Kaerber metoduna gore hesaplandi.

3.2.2.2. Deney Hayvanlarinin Asillanmasi

Tarim ve Orman Bakanligi’nin aldig1 karar ile 2018 yili itibariyle, koyun kegi
cicek asismnin sigirlarda 5 koyun dozu olarak kullanilmasina karar verildiginden
calismada saha dozu olarak 5 doz belirlenmistir. Calismalarda kullanilacak 10 adet sigir
4 gruba ayrild1 ve gruplara ait bilgiler, as1 dozlar1 ve doz titreleri tablo 5’de gosterildi.

Grup A zararsizlik calismasinda kullanilirken, etkinlik ¢alismasi i¢in Grup B ve C’deki
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sigirlar kullanildi. Grup D kontrol olarak belirlenerek asi uygulanmadi. MDBK hiicre

kiiltiirtinde iiretilen asinin 10 dozunun olusturacagi bagisikligin incelenmesi i¢in Grup

A’da bulunan 2 adet sig1ir etkinlik ¢alismasina dahil edildi.

Liyofilize agsilar ve agilara ait sulandirma sivilar1 kullanilacagi zamana kadar

+4°C’de muhafaza edildi. Kullanilacak asilar ¢alisma giinii soguk zincirde ¢alisma

yapilacak olan ahira sicaklik indikatorii ile sevk edildi. MDBK hiicre kiiltiiriinde

iiretilen asidan rastgele 5 adet vial secildi ve 1 adet 100 ml’lik sulandirma sivisinda

havuz yapilarak sulandirildi. 2017/05 seri numarali Penpox-M koyun kegi ¢igek

asisindan rastgele 5 adet vial secildi ve 1 adet 100 ml’lik sulandirma sivisinda havuz

yapilarak sulandirildi. Asilarin uygulama doz miktarlari, 5 adet vial i¢in hesaplanarak

belirlendi (Prospektiis bilgisi olarak 1 doz Penpox-M asis1 1ml olarak uygulanmakadir).

Tablo 5: Deney hayvam gruplari, as1 dozlar ve titreleri

Hayvan As1  As1 Dozu Titresi
Gruplar Calisma Adi Kullamlan As1 ]
No Dozu (DKIDx)
Etkinlik ve 475
A-1 SP(BK)LKgMDBKs 10 Doz 10
Grup A Zararsizlik
Etkinlik ve 475
A-2 SP(BK)LKgMDBKs 10 Doz 10
Zararsizlik
B-1 Etkinlik SP(BK)LKgMDBK 5 Doz 104
GrupB g, Etkinlik SP(BK)LKgMDBK; 5 Doz 104
B-3 Etkinlik SP(BK)LKgMDBKs 5 Doz 104
c-1 Etkinlik SP(BK)LKgs(Penpox-M) 5 Doz 103°
GrupC ¢ Etkinlik  SP(BK)LKgs(Penpox-M) 5 Doz 10°%°
c-3 Etkinlik SP(BK)LKgs(Penpox-M) 5 Doz 103°
Grup D D-1 Kontrol As1 Uygulanmadi. - -
D-2 Kontrol As1 Uygulanmadi. - -

3.2.2.3. Zararsizhk Calismasi

Canli viral asilar hedef hayvan tiiriinde infeksiyona sebep verebildiginden

tiretilen aginin 10 dozunun zararsizliginin tespit edilmesi gereklidir. Bu nedenle MDBK

hiicre kiiltiirlinde iiretilen koyun kegci ¢igek asisinin 10 dozunun sigirlardaki zararsizlik
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calismasi yapildi. Calisma i¢in Grup A’da bulunan 2 adet sigira 2 ml (10 doz) as1 deri
altt yolla uygulandi. Asilama sonrasi klinik olarak hayvanlar takip edildi. Asilama
sonras1 12., 20., 27. ve 31. giinlerde EDTA’1 ve EDTA’s1z tiiplere kanlar1 alinarak real
time PCR ile Capripoxvirus (CaPV) antijen yoniinden asilama sonrasi olasi vireminin
tespiti, ELISA ve SNT ile asilama sonrasi olusacak CaPV antikor tespiti i¢in yapildi
(OIE Terrestrial Manual, 2017).

3.2.2.4. Etkinlik Calismasi

Etkinlik ¢alismalar1 i¢in toplam 8 adet sigir kullanildi ve 3 gruba ayrildi. Grup A
MDBK’da iiretilen aginin 10 dozu ile (zararsizlik ¢alismasinda kullanilan hayvanlar),
Grup B MDBK’da iiretilen asinin 5 dozu ile, Grup C ise Penpox-M asisinin 5 dozu ile
asilandi. 4. grup kontrol olarak belirlendi ve 2 adet hayvana herhangi bir asi
uygulanmadi. Sigirlarin ag1 uygulamasi sonrasi rektal sicakliklar giinliik olarak dl¢iildii

ve klinik olarak takipleri yapildi (OIE Terrestrial Manual, 2017).
Asillama Sonras1 Yapilan Molekiiler Testler:

Asilama sonrast 12, 20, 27 ve 31. glinlerde EDTA’l1 tliplere kanlari alindi.

Asilama sonrast olas1 vireminin tespiti icin CaPV yoniinden real time PCR testi yapildi.
Asillama Sonras1 Yapilan Serolojik Testler:

Asilama sonrast 12., 20., 27. ve 31. gilinlerde serum o6rnekleri alindi ve CaPV

antikor tespiti igin ELISA ve serum nétralizasyon testi yapildi.
Challenge Calismasi:

Asilama sonras1 31. giinde etkinlik ¢alismasi i¢in asili ve asisiz tiim hayvanlara
patojen LSD virusu ile challenge yapildi. Calismada kullanilan tiim sigirlarin sag ve sol
g6giis bolgesi tirag edilip, alkol ile temizligi yapildi. Log 10 tabanina gore 7 basamak
sulandirilan LSDV, her iki gogiis bolgesine her sulandirmadan 4 noktaya olacak sekilde,
0,1 ml deri igi verildi. 25 giin siire ile tim hayvanlarin, viicut 1sis1, genel durum ve
LSD’ye o6zgii klinik belirtiler yoniinden takibi yapilarak kayitlar1 tutuldu. Virus
inokulasyonu sonrasi gerceklesen deri lezyonlar: giinliik olarak takip edildi ve challenge
titresi Spearman-Kaerber metoduna gore hesaplandi. Sag ve sol bolgedeki challenge

titrelerinin en yliksek ortalamasi challenge titresi olarak belirlendi. Asili ve asisiz
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sigirlar arasindaki challenge titresinin logaritmik farklari Olgiildii. OIE Terrestrial
Manual 2017’¢ gore logaritmik farkin en az 2,5 veya dlstiinde olmasi, asinin

koruyuculugu gostermektedir.
Challenge Sonrasi Yapilan Molekiiler Testler:

Challenge sonrast LSD virusunun infeksiyon meydana getirip getirmediginin
belirlenmesi i¢in ¢aligmada kullanilan sigirlardan 9., 11., 15., 21. ve 25. giinlerde goz
ve burun svaplart ve EDTA’1 tiiplere kan ornekleri alinarak real time PCR ile LSDV
niikleik asit tespiti yapildu.

Challenge Sonrasi Yapilan Serolojik Testler:

Challenge sonrasi tiim deney hayvanlarinin 9., 11., 15., 21. ve 25. giinlerde
serum Ornekleri alinarak ELISA ve serum ndtralizasyon testi ile CaPV yoniinden

antikor varligi arastirildi.
Challenge Sonrasi Nekropsi:

Challenge sonrasi 25. giinde tiim hayvanlara nekropsi yapildi. LSD yoniinden
degerlendirme yapabilmek i¢in makroskobik bulgular not edilerek deri ve 6dem svabu,
kil kokii, enjeksiyon bolgesi kas dokusu, gluteal kas dokusu, akciger, kalp, bobrek,
karaciger ve rumen Ornekleri tagima vasati igeren tiiplere alindi. Kontaminasyonu
onlemek i¢in steril bisturi ucu ve penset kullanildi. Homojenizatér yardimi ile doku ve
organ Ornekleri parcalandi. Pargalanan doku ve organ Orneklerinden hazirlanan
inokulum 3000 rpm’de +4°C’de 15 dk. santrifuj edildi. Inokuluma ait iist stvidan alnan
200ul lik ornekten DNA ekstraksiyonu kit prosediiriine uygun olarak yapildi. DNA
ekstraksiyonu sonrasi real time PCR analizi ile LSDV niikleik asidi nekropsi sonrasi

alinan doku ve organ 6rneklerinde arandi.
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4. BULGULAR

4.1. As1 Uretim Calismalar1 Bulgular
4.1.1. MDBK Hiicre Kiiltiirii Hazirlanmasi ve Kontrolii

Hazirlanan MDBK hiicre hattinin mikroskobik incelemesinde hiicre yapilariin
diizgiin oldugu goriildii ve herhangi bir dejeneratif bulgu saptanmadi. Bakteriyel ve
fungal kontaminantlar yoniinden sivi ve kati besi yerlerine yapilan ekimler sonucunda
herhangi bir iireme tespit edilmedi. Viral kontaminantlar yoniinden yapilan H&E
boyama sonucunda intrasitoplazmik ve intraniikleer inkluzyon cisimcigine
rastlanmazken PI3 yoniinden yapilan hemadsorbsiyon testinde eritrosit siispansiyonunda
hemadsorbsiyon olusumu goézlenmedi. Pestivirus yoniinden yapilan PCR ile virus
niikleik asidi tespit edilmedi. Kullanilacak MDBK hiicre hattinda bakteriyel, fungal ve

viral kontaminant tespit edilmedi ve iiretim i¢in uygun oldugu belirlendi.

4.1.2. MDBK Hiicre Kiiltiiriine As1 Virusunun Adapte Edilmesi

As1 virusunun adaptasyonu ig¢in titresi DKiDsy 10*° /ml olan SP(BK)LKgo
susunun MDBK hiicre hattina ilk pasaji yapildi. inokulasyon sonrasi 2. giin %2 FBS
iceren DMEM ile vasat degisiminin ardindan, 4. giinde hiicreler monolayer olarak
kapladig1 alanda sikigsmaya basladi ve 75 cm?’lik flasktan 175 cm?lik flaska pasajlandu.
Inokulasyonun 7. giiniinde bazi odaklarda hiicrelerin yuvarlak hale geldigi ve
cevresinde bulunan hiicrelerden uzaklastigi belirlenerek CPE olusumlarinin basladigi
saptandi. 10. giinde %80 CPE olusmasmin ardindan flasklar -80°C’deki derin
dondurucuya kaldirild1 (SP(Bk)LKgMDBK3).

Sekil 8: MDBK hiicre kiiltiirii 7. giin negatif kontrol
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Tekrar MDBK hiicre kiiltiiriine ekimleri yapilan virus SP(Bk)LKsMDBK3 ana
tohum susu, SP(Bk)LKgMDBK, ise ¢calisma tohum susu olarak stoklandi. MDBK hiicre

kiiltiirtinde en iy1 CPE olusumu 5. pasajda goriildiigiinden identifikasyon ¢alismasinda
SP(Bk)LKgMDBK; kullanildi.

Sekil 9: MDBK hiicre kiiltiiriinde 7. giin CPE goriintiisii

4.1.3. MDBK Hiicre Kiiltiiriine Adapte Olan As1 Virusunun Identifikasyonu
Virus titrasyon yontemi ile MDBK hiicre kiiltiiriine adapte edilen
SP(Bk)LkgoMDBKs5 susunun DKIDso/ml degeri 10°"° olarak saptandi ve uygun

degerlerde oldugu belirlendi (Koyun kegi ¢igek as1 virusunun minimum koruyucu titresi

100 doz i¢in 10**/ml olmalidir, OIE Terrestrial Manual, 2017).

Sekil 10: 10 virus sulandirmasinda CPE gériintiisii
SP(BK)LKgMDBKSs susu ve koyun ¢icegi hiperimmun serumu 37°C’de bir
saatlik inkubasyonda tutuldu ve ardindan MDBK hiicre kiiltiiriine ekim yapildi. 10
giinliik inkubasyon siiresince MDBK hiicre Kkiiltlirlinde herhangi bir CPE odagi
gozlenmedi. Kontrol amaciyla notralizasyon yapilmamis susun yine ayni hiicre hattina

ekimi sonucu 4. giinden itibaren CPE odaklarinin olustugu gozlendi.
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Sekil 11: Nétralizasyon yapilmis MDBK hiicre kiiltiirti goriintiisii (10.giin)

Sekil 12: Nétralizasyon yapilmamis MDBK hiicre kiiltiirinde CPE (10.giin)

SP(BK)LkgoMDBKS5 susunun lameldeki MDBK hiicre kiiltiirlerine yapilan ekim
sonucu 4. giinde virusa ait CPE olusumlar1 gozlendi. Hiicrelere yapilan boyama

sonucunda koyun ¢igegi virusuna 6zgl intrasitoplazmik inkluzyon cisimcikleri tespit
edildi.

Real time PCR analizinin validasyon ¢alismalart pozitif kontrol olarak kullanilan
Bakirkdy as1 susunun DNA ekstrakti ile yapildi. 10 katli sulandirmalari yapilan
DNA’lardan yapilan real time PCR ile Threshold Cycle (Ct) degeri 38 ve iizeri olanlar
negatif olarak kabul edildi. SP(Bk)LKgMDBKSs susunun real time PCR sonucu Ct
degeri 24,32 olarak tespit edildi.
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Sekil 13: As1 virusu identifikasyonu igin yapilan real time PCR sonug¢ goriintiisii

4.1.4. As1 Virusunun MDBK Hiicre Kiiltiiriinde Ureme Ozellikleri

Giinliik virus titreleri inkubasyonun 2. giiniinden 9. giiniine kadar saptandi
(Tablo 6). Giinliikk virus titresi 7. giinde en yiiksek degere ulasirken 9. giinde titrede

azalma meydana geldi.

Vasata gegen Virus titreleri inkubasyonun 2. giiniinden 9. giine kadar saptandi
(Tablo 6). Vasata gecen virus titresi 7.giinde en yiiksek tespit edilirken 8. giinde
azalmaya basladigi belirlendi.

Tablo 6: Vasata gegen ve giinliik virus titreleri

inkubasyon Vasata Gecen Virus Giinliik Virus
Siiresi Titreleri (log 10) Titreleri (log 10)
2. Giin 2,75 3,75
3. Giin 3,0 4,5
4. Giin 3,5 4,75
5. Giin 3,5 55
6. Giin 3,75 55
7. Giin 4,25 5,75
8. Giin 4 5,75
9. Giin 3,75 5,25
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5 kez yapilan dondurma ve ¢dzdiirme islemlerinin ardindan titre degerleri
hesapland: (Tablo7). Uciincii dondurma ve ¢dzdiirmede en yiiksek titreye ulasilirken 5.

¢Ozdiirmede virus titresinde azalma meydana geldi.

Tablo 7: Tekrarlanan dondurma ve ¢6zdiirme sonucu virus titreleri

Dondurma ve Cozdiirme Sayisi Virus Titreleri (log 10)
1 5,25
2 5,5
3 5,75
4 5,75
5 55

4.1.5. As1 Virusunun Uretilmesi ve Kontrol Testleri

Roller hiicre kiiltiirii siselerine ekimi yapilan SP(Bk)LksoMDBK4 virusunun 2.
giinii yapilan vasat degisimi sonrasi 3. giinde virusa 6zgii CPE’ler goriilmeye baglandi.
Ureme ozellikleri incelemesine istinaden 7. giinde %90 oraninda CPE olusumunun

ardindan kontrol i¢in 6rnekler alinarak roller sigeler toplandi.

Liyofilizasyon 6ncesi kontrol edilen SP(Bk)LKgMDBKs asi bulk virusunun
DKIDso/ml degeri 107" olarak tespit edildi. Viral kontaminantlar yoniinden yapilan
Hemadsorbsiyon testi ve PCR sonucunda kontaminasyon tespit edilmedi. Bakteriyel ve
fungal kontaminantlar yoniinden sivi ve kati besi yerlerine yapilan ekimler sonucunda

herhangi bir ireme saptanmadi.

4.1.6. Liyofilizasyon, Paketleme ve Liyofilizasyon Sonras1 Kontrol Testleri

Kontrol sonuglariin uygun ¢ikmasinin ardindan tireme 6zelliklerinde belirlenen
dondurma-¢ozdiirme sayisina gore 3 defa dondurulup ¢ozdiiriilen as1 virusu yari yariya
as1 koruma vasati ile karistirildi. Liyofilizasyon programi as1 protokoliine uygun olarak
gerceklesti ve liyofilizasyon siirecinde ve program kayitlarinda herhangi bir sorunla
karsilagilmadi. Liyofilizasyon sonrasi yapilan dis baki goriiniimiinde krem renkli

liyofilize pelet olustugu ve as1 vialinde vakum bulundugu tespit edildi. Agilar
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kapakland1 ve liyofilizasyon sonras1i kontroller icin Ornek almnarak +4°C’de

kullanilincaya dek muhafaza edildi.

Viral kontaminantlar yoniinden yapilan hemadsorbsiyon testi ve PCR sonucunda
kontaminasyon tespit edilmedi. Bakteriyel ve fungal kontaminantlar yoniinden sivi ve
kat1 besi yerlerine yapilan ekimler sonucunda herhangi bir ireme saptanmadi. Liyofilize

edilen koyun kegi ¢igek asistnin DKiDso/ml degeri 10" olarak belirlendi.

4.2. Bagisikhik Calismalar: Bulgular
4.2.1. Cahsma Oncesi Kontrol Testleri

Deney hayvanlarimin kontrolii:

Bagisiklik ¢alismalarinda kullanilacak olan hayvanlardan ¢alisma dncesi alinan
kanlarda real time PCR ile LSDV niikleik asidi tespit edilmedi. Yapilan PCR ile deney
hayvanlarinda BVDV niikleik asidi tespit edilmedi. Calisma 6ncesi CaPV yoniinden
deney hayvanlarinda serolojik kontrol yapildi. ELISA ve SNT ile yapilan kontrollerde
CaPV’ ye yonelik seropozitiflik tespit edilmedi ve asi bagisiklik calismalari igin

kullanilacak sigirlarin uygun oldugu belirlendi.
Patojen LSD Virusunun Kontrolii:

Viral kontaminantlar yoniinden yapilan hemadsorbsiyon testi ve PCR sonucunda
kontaminasyon tespit edilmedi. Bakteriyel ve fungal kontaminantlar yoniinden sivi ve
kat1 besi yerlerine yapilan ekimler sonucunda herhangi bir tireme saptanmadi. Challenge
calismasinda kullanilacak patojen PenLSD susunun titresi hem calisma 6ncesi hem de

0—6,75

caligma sirasinda yapilan mikro titrasyon testi ile DKIDso/ml 1 olarak belirlendi.

4.2.2. Zararsizhk Calismasi

Zararsizlik calismas1 kapsaminda MDBK hiicre kiiltiiriinde iiretilen koyun keci
cicek asisinin 10 dozuyla asilanan grup A’da bulunan sigirlarda asilama sonrasi
enjeksiyon bolgesinde herhangi bir lezyon goriilmedi. Klinik incelemelerinde herhangi

bir bulguya rastlanmazken, rektal sicakliklarinin normal degerlerde oldugu tespit edildi.

As1 virusunun olusturacagi olasi vireminin saptanmasi icin yapilan CaPV
yoniinden real time PCR analizi ile as1 virusuna ait niikleik asit tespit edilmedi

(Serolojik sonuglar etkinlik kisminda verildi).
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4.2.3. Etkinlik Calismasi

Etkinlik calismasi kapsaminda asilanan tiim hayvanlarin klinik olarak
incelemelerinde herhangi bir bulguya rastlanmadi. Enjeksiyon bdélgelerinde lezyon
meydana gelmezken, asilama sonrasi Olgiilen rektal sicakliklarin normal degerlerde

oldugu goriildii.
Asillama Sonras1 Yapilan Molekiiler Testler:

As1 virusunun olusturacagi olasi vireminin saptanmasi i¢in yapilan CaPV

yoniinden real time PCR ile as1 virusuna ait niikleik asit tespit edilmedi.

Asilama Sonrasi Yapilan Serolojik Testler:

Asilama sonrast 12., 20., 27. ve 31. gilinlerde alinan kan ornekleriyle yapilan

CaPV antikorlar1 yoniinden SNT sonucunda seropozitiflik saptanmadi (Tablo 8).

Tablo 8: Asilama sonrast SNT sonuglari

Hayvan

N As1 ve Uygulama Dozu 12. Giin 20. Giin 27. Giin 31. Giin
0

A-1  SP(BK)LKgMDBKSs /10 Doz - - - -
A-2  SP(BK)LKgMDBKSs/ 10 Doz - - - -
B-1 SP(BK)LKgMDBKSs/ 5 Doz - - - -

B-2 SP(BK)LKgxMDBKs/ 5 Doz - - - -
B-3  SP(BK)LKgMDBKs/ 5 Doz - - - -

C-1  Penpox-M /5 Doz - - - -
C-2  Penpox-M /5 Doz - - - -
C-3  Penpox-M /5 Doz - - - ;

D-1  Kontrol Grubu - - - -

D-2  Kontrol Grubu - - - -

Ayn1 serum Ornekleri ile yapilan ELISA ¢aligmasi sonucunda tablo 9’da verilen

OD degerleri bulunurken, test sonucunda herhangi bir seropozitiflik saptanmadi.
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Tablo 9: Asilama sonrast ELISA sonuglari ve OD degerleri

Challenge Sonras1 Serum Ornekleme Giinleri
Hayvan A ve Uygulama Dozu

No 12.Giin  20.Giin  27.Giin  31. Giin

Negatif Negatif Negatif ~ Negatif

A1l SP(BK)LKxMDBKs/10 Doz 0.105 0,099 0,09 0,101

A2 SP(BK)LKgMDBKs/10 Doz Negatif Negatif Negatif ~ Negatif

0,094 0,108 0213 0,107
B-1  SP(BK)LK&MDBKs/ 5 Doz '\:)egggf ’\(')egggf l\(l)egggf I\éegggf
B2 SP(BK)LKsMDBKs/ 5 Doz '\éeggtl'f '\éeggt;f l\éeggtllf I\(I)egggf
B-3  SP(BK)LKgMDBKS/ 5 Doz N(‘)*%aéif '\:)e!ilgtslf l\éegigf |\(|)eg$t9|f
C-1  Penpox-M /5 Doz '\(‘)‘?ggtlif '\:)f‘gggf l\:)t?gijggf I\(I)eglgitéf

Negatif Negatif Negatif ~ Negatif
0,076 0,095 0,093 0,07

Negatif Negatif Negatif ~ Negatif

C-2  Penpox-M /5 Doz

C-3  Penpox-M /5 Doz

0,07 0,069 0,071 0,077
i Negatif Negatif Negatif ~ Negatif
D-1  Kontrol Grubu 0,093 0,074 0,081 0,066

Negatif Negatif Negatif ~ Negatif

D-2  Kontrol Grubu 0,085 0,104 0,095 0,09

Pozitif OD Degeri Ortalamasi 1,078
Negatif OD Degeri Ortalamas1 0,073

Challenge Calismasi Bulgular:

Ilk 3 giin inokulasyon bélgesinde asir1 duyarlilik reaksiyonlart goriildii. 4.
giinden itibaren 10 virus sulandirmasmin inokule edildigi deri bolgesinde sislik ve
lezyonlarin basladig goriildii.

Challenge virusunun inokulasyonundan sonra, asilanmis A-2, B-1, B-3
sigirlarinin ve ayrica kontrol grubu D-1 ve D-2 sigirlarinin rektal sicakliklari yiiksek
olarak Ol¢iiliirken, diger asilanmis sigirlarda normal degerlerde olgtildii (Tablol11). Asili
hayvanlarin klinik muayenelerinde herhangi bir bulgu belirlenmezken, LSD’ye 6zgii

klinik belirtilere de rastlanmadi. Asisiz kontrol grubunda olan D-1’de challenge sonrasi
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7. giinden itibaren yem aliminda azalma ve zayiflama goriiliirken, subscapular lenf

yumrularinda biiyiime tespit edildi.

Grup A’da yapilan challenge c¢alismasinda; herhangi bir klinik belirti
gozlenmedi. Rektal sicaklik A-2’de 9. giinde en yiiksek 39,6°C olciiliirken, A-1
Olgtimlerinin normal degerlerde oldugu belirlendi (Tablo 11). A-2’de virus inokule
edilen bolgede lezyon gelisimi gozlenirken, A-1’de herhangi bir lezyon gelisimi
goriilmedi ve challenge titresi hesaplanmadi. A-2’nin en yiiksek challenge titresi

8.glinde ortalama log 2,63 olarak hesaplandi.
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Sekil 15: A-2 numarali sigirin challenge goriintiisii

Grup B’de yapilan challenge ¢alismasinda; klinik olarak belirti gozlemlenmedi.
Rektal sicaklik B-1’de en yiiksek 9. giinde 40,6°C ve B-3’de en yiiksek 9. giinde 39,5°C
olgiildii. B-2’de sicaklik Olgiimlerinin normal degerlerde oldugu belirlendi. B-1

numarali hayvanda lezyon gelisimi gozlemlenmediginden challenge titresi
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hesaplanmadi. B-2’de en yliksek titre 4. glinde ortalama log 3,875 olarak hesaplandi. B-
3’de 10. glinde en yiiksek titre ortalama log 4,88 olarak hesaplandi (Tablo 10).

Sekil 16: B-1 numarali sigirin challenge goriintiisii

Sekil 17: B-2 numarali sigirin challenge goriintiisii
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Sekil 18: B-3 numarali s1girin challenge goriintiisii

Grup C’de yapilan challenge calismasinda; klinik olarak belirti gdzlenmedi.
Rektal sicakliklarin tiim hayvanlarda normal degerlerde oldugu tespit edildi. C-1’de en
yiiksek titre 4. giinde ortalama log 2,375 olarak hesaplandi. C-2’de en yiiksek titre 5.
giinde ortalama log 0,875 olarak hesaplandi. C-3’de en yiiksek titre 4. giinde ortalama
log 2,625 olarak hesaplandi.

Sekil 19: C-1 numaral sigirin challenge goriintiisi
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Sekil 20: C-2 numaral1 sigirin challenge gortintiisii

Sekil 21: C-3 numarali sigirin challenge goriintiisii

Grup D’de bulunan asisiz kontrol sigirlara yapilan challenge c¢alismasinda; D-
1’de challenge sonrasi 7. giinden itibaren yem aliminda azalma ve zayiflama goriiliirken
subscapular lenf yumrularinda biiytime tespit edildi. Rektal sicaklik en yiiksek 9. giinde
40,8°C olarak olciiliirken, 19. giline kadar genel itibariyle yiiksek seyrettigi belirlendi.
D-2’de herhangi bir klinik belirti gézlenmedi ve rektal sicaklik en yiiksek 9. giinde
40,3°C olarak 6lgiildii. D-1’de 8. giinde en yiiksek titreye ulasildi ve ortalama log 5,63
olarak hesaplandi. Sag bolgede deri igine inokule edilen virusun titresi ile c¢alisma
oncesi hesaplanan challenge virus titresinin aym oldugu tespit edildi (107°/100ul).

Inokulasyon bélgesindeki lezyonlarin asili sigirlardaki lezyonlara gore daha biiyiik ve
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nekroze oldugu goriildii. Kontrol grubu olmasina ragmen D-2’de lezyon gelisimi

gozlenmedi ve challenge titresi hesaplanmadi (Tablo 10).

Sekil 23: D-2 numarali sigirin challenge goriintiisii

Logaritmik challenge titresinin asilanmig ve asilanmamis sigirlar arasindaki
farki, D-2de lezyon gelisimin olmamasi nedeniyle, sadece D-1’e ait ortalama 5,63 titre
ile hesaplandi. Ayrica A-1 ve B-1 numarali sigirlarda, challenge virusuna bagl herhangi
bir lezyon gelisimi olmadi ve logaritmik farkliliklar log 5,63 olarak hesaplandi
Logaritmik farklar A-2'de 3, C-1'de 3,26, C-2'de 4,76 ve C-3'te 3,01 oldugu ve

minimum koruyucu fark olan log 2.5'ten fazla oldugu belirlendi. Logaritmik farklar B-



53

2’de 1,76 ve B-3’de 0,75 oldugu ve minimum koruyucu fark olan log 2.5'ten az oldugu
belirlendi (Tablo10).

Tablo 10: Challenge titre ortalamalari ve logaritmik farklar

R psve Upgatama Domy | ShANEnGE T | Logarimi
A-l1 | SP(BK)LKgMDBKs/10 Doz 0 5,63
Grup A
A-2 | SP(BK)LKgMDBKs/10 Doz 2,63 3
B-1 | Sp(BK)LKgMDBKs/ 5 Doz 0 5,63
GrupB | B-2 |SP(BK)LKgMDBKS/ 5 Doz 3,87 1,76
B-3 | SP(BK)LKgMDBKSs/ 5 Doz 4,88 0,75
C-1 |penpox-M /5 Doz 2,37 3,26
GrupC | ©2 |Penpox-M/5 Doz 0,87 4,76
C-3  |penpox-M /5 Doz 2,62 3,01
D-1 | Kontrol Grubu 5,63 -
GrupD D-2 | Kontrol Grubu 0 -




Tablo 11: Challenge sonrasi rektal sicakliklar ( °C)
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Grup ve Hayvan Numaralan

Grup A GrupB Grup C Grup D

GON | aq | A2 |B1|B2| B3 |C1|c2]|c3|D1]| D2
0.Giin | 385 | 386 | 383|383 | 387 | 39 | 384 | 386 | 386 | 384
1.Giin | 386 | 386 | 381|384 | 388 | 39,1 | 385 | 386 | 386 | 385
2.Giin | 386 | 385 | 387|387 | 386 | 387|383 | 384 | 385 | 382
3.Giin | 381 | 386 | 388|385 | 383 | 385 | 385 | 388 | 383 | 386
4Gin | 391 | 395 | 389|385 | 382 | 392 | 383 | 385 | 385 | 383
5.Giin | 388 | 38 |384|383 | 389 | 386 | 384 | 389 | 39,1 | 388
6.Giin | 386 | 383 | 385|385 | 388 | 388 | 384 | 389 | 39,2 | 386
7.Giin | 386 | 383 | 392|383 | 394 | 387|384 | 39 |399 | 383
8.Giin | 39,3 | 385 | 385|382 | 385 | 385 | 39,2 | 383 | 39,3 | 384
9.Gin | 39 | 396 | 406 | 39,3 | 395 | 39,3 | 392 | 392 | 408 | 40,3
10.Giin | 391 | 388 | 40,3 | 38,8 | 39,1 | 394 | 39,1 | 391 | 399 | 39
11.Giin | 384 | 38 | 393|385 | 384 | 39 | 385 | 387 | 402 | 383
12.Giin | 38 | 383 | 383|383 | 383 | 386 | 384 | 382 | 39,3 | 386
13.Giin | 381 | 381 | 384 | 384 | 383 | 388 | 384 | 382 | 395 | 388
14.Giin | 393 | 38 | 395|383 | 385 | 39,1 | 39,3 | 383 | 388 | 382
15.Giin | 382 | 382 | 383 | 385 | 383 | 389 | 382 | 382 | 388 | 381
16.Giin | 385 | 38 |389| 38 | 391 | 39 | 385 | 387 | 389 | 383
17.Giin | 393 | 38 | 386 | 386 | 386 | 388 | 393 | 387 | 399 | 381
18.Giin | 393 | 387 | 385 | 389 | 387 | 383 | 384 | 388 | 397 | 384
19.Giin | 393 | 383 | 382 | 387 | 385 | 38,1 | 383 | 385 | 39,6 | 382
20.Giin | 39,2 | 385 | 384 | 386 | 385 | 384 | 383 | 386 | 386 | 381
21.Giin | 387 | 38 |387|385 | 384 | 379|382 | 381 | 382 | 381
22.Giin | 37,9 | 385 | 385|387 | 383 | 38 | 383 | 385 | 382 | 38,2
23.Giin | 38 | 383 | 385|385 | 382 | 38 | 383 | 383 | 385 | 381
24.Giin | 381 | 38 |383|383 | 381 | 382|382 | 382 | 382 | 382
25.Giin | 381 | 38 |384| 383 | 382 | 384 | 383 | 384 | 384 | 381
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Challenge Sonrasi Yapilan Molekiiler Test Bulgular:

Challenge sonrast 9, 11, 15, 21 ve 25. giin alinan kan Orneklerinde CaPV
yoniinden yapilan real time PCR sonuglarina ait Ct degerleri tabloda 12’de gdsterildi.
MDBK hiicre kiiltiiriinde iretilen asinin 10 dozuyla asilanan grup A’da bulunan
hayvanlarin 11. giin alinan kan 6rneklerinde LSDV niikleik asidi tespit edildi. MDBK
hiicre kiiltiiriinde iiretilen asinin 5 dozuyla asilanan grup B’de bulunan hayvanlarin 11.
giinlinde ve ayn1 grupta bulunan B-3’iin 15. giin kan 6rneginde virus niikleik asidi tespit
edildi. Grup C’de bulunan Penpox-M ile asilanan hayvanlarda LSD virus niikleik asidi
tespit edilmedi. Grup D’de bulunan asisiz kontrol hayvanlarinin 11. giin kan

orneklerinde virus niikleik asidi tespit edildi.

Tablo 12: Challenge sonrasi kan 6rnekleri real time PCR Ct degerleri

Hayvan Challenge Sonras1 Kan Ornekleme Giinleri
As1 ve Uygulama Dozu
No 9.Giin 11.Giin 15.Giin 21.Giin 25. Giin
A-1  SP(BK)LKgMDBKS/10 Doz - +(32,46) - - -
A-2  SP(BK)LKgMDBKs/10 Doz - +(23,63) > - -
B-1 SP(BK)LKgMDBKs/ 5 Doz - +(25,46) - - -
B-2 SP(BK)LKgMDBKs/ 5 Doz - +(26,87) - - -
B-3 SP(BK)LKgMDBKs/ 5 Doz - +(3258)  +(32,65) - -

C-1  Penpox-M /5 Doz - } - } -
C-2  Penpox-M /5 Doz } : - - -

C-3  Penpox-M /5 Doz - } - } -

D-1  Kontrol Grubu - +(25,52) - - -

D-2  Kontrol Grubu - +(26.60) - - -

Challenge sonras1 9, 11, 15, 21 ve 25. giin alinan burun ve goz svap érneklerinde
CaPV yoniinden yapilan real time PCR sonuglarina ait Ct degerleri tablo 13’de
gosterildi. Yapilan real time PCR sonucunda svap drneklerinden as1 uygulanan A,B ve

C gruplarindaki sigirlarda virus niikleik asidi tespit edilmedi. Kontrol grubunda bulunan
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D-1’¢ ait 15. giin burun ve goz svabi 6rneklerinde, D-2’ye ait ayni giin alinan burun

svap orneginde virus niikleik asidi tespit edildi.

Tablo 13: Challenge sonrasi alinan svap ornekleri real time PCR Ct degerleri

B: Burun Svabi, G: G6z Svabi

Challenge Sonras1 Svap Ornekleme Giinleri

Hayvan 9.Giin 11.Giin  15.Giin 21.Giin  25.Giin
No As1 ve Uygulama Dozu
B G B G B G B G B G
A-1 SP(BK)LK¢(EMDBKs/10Doz - - - -~ - - - - - -
A-2  SP(BK)LKcEMDBKs/10Doz - - - - - - - - - -
B-1 SP(BK)LKgMDBKSs/ 5 Doz N A 3 - - - - -
B-2 SP(BK)LKgMDBKSs/ 5 Doz N 4 i - - - - -
B-3 SP(BK)LKgMDBKSs/ 5 Doz = - i - - - -
C-1  Penpox-M /5 Doz - - T - - - - - -
C-2  Penpox-M /5 Doz - - T - - - - - -
C-3  Penpox-M /5 Doz - - T - - - - - -
D-1  Kontrol Grubu - - - - +2942 4365 - - - -
D-2  Kontrol Grubu - - - - 43536 - - - - -

Challenge Sonras1 Yapilan Serolojik Test Bulgulari:

Challenge sonrast yapilan SNT sonuglar1 tablo 14°de, ELISA sonuglari ise tablo

15°de gosterildi. ELISA ve SNT sonuclarinin, D-10’a ait 25.glin serum numunesi

disinda uyumlu oldugu belirlendi. D-10’a ait 25.gilin serum numunesinin SNT’de pozitif

olmasima ragmen ELISA’da negatif oldugu saptandi. Her iki test sonucuna gore C-1’e

ait serum Orneklerinde seropozitiflik saptanmadi. Challenge virusu inokulasyonundan
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sonra lezyon sayisi fazla olan A-2, B-2 ve B-3’de noétralizan antikorlarda belirgin bir

artisin oldugu belirlendi. Challenge sonrasi az sayida lezyonu olan veya olmayan A-1,

B-1, C-2 ve C-3’de ise antikor artisinin diisiik oldugu tespit edildi. Kontrol grubu D-1

ve D-2 sigirlarinda ise ge¢ donemde antikorlarin arttig tespit edildi.

Tablo 14: Challenge sonrasi SNT sonuglari

Hayvan

Challenge Sonras1 Serum Ornekleme Giinleri

No As1 ve Uygulama Dozu

9. Giin 11. Giin 15. Giin 21. Giin 25. Giin
A-1  SP(BK)LK¢MDBKG:/10 Doz - 1/2 1/2 1/3 1/3
A-2 SP(BK)LK¢MDBKG:/10 Doz 1/24 1/48 1/48 1/48 1/48
B-1 SP(BK)LKgMDBKSs/ 5 Doz 1/3 1/16 1/16 1/12 1/8
B-2 SP(BK)LKgMDBKSs/ 5 Doz 1/192  1/384 1/768 1/768 1/256
B-3 SP(BK)LKgMDBKSs/ 5 Doz 1/8 1/768 1/256 1/128 1/128
C-1  Penpox-M /5 Doz - - - - -
C-2  Penpox-M /5 Doz 1/2 1/12 1/32 1/12 1/6
C-3  Penpox-M /5 Doz 1/2 1/2 1/2 1/24 1/24
D-1  Kontrol Grubu - - - 1/2 1/6
D-2  Kontrol Grubu - 1/2 - - 1/2




Tablo 15: Challenge sonrast ELISA sonuglari ve OD degerleri
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Challenge Sonrasi1 Serum Ornekleme Giinleri

Hayvan  Aq ve Uygulama Dozu
No 9.Giin 11.Giin 15.Giin 21.Giin  25.Giin
Negatif Pozitif  Pozitif  Pozitif  Pozitif
A-1  SP(BK)LKeMDBKs/10 Doz (0,378) (0,457) (0,593) (0,555) (0,549)
Pozitif Pozitif Pozitif  Pozitif Pozitif
A2 SP(BK)LKeMDBKs/10 Doz (1 035) (1,284) (1,148) (1,148) (1,259)
Pozitif ~Pozitif  Pozitif ~ Pozitif  Pozitif
B-1  SP(BK)LKeMDBKs/5Doz (0699) (1,002) (0,953) (0,885) (0,782)
Pozitif ~Pozitif  Pozitif  Pozitif  Pozitif
B-2  SP(BK)LKeMDBKs/5D0z  (1207) (1,483) (1,761) (1,75)  (1,611)
Pozitif Pozitif ~ Pozitif  Pozitif  Pozitif
B-3  SP(BK)LKoMDBKs/5D0z  (5677) (2,994) (2,005) (2,319) (2,308)
Negatif Negatif Negatif Negatif  Negatif
C-1  Penpox-M/5 Doz (0,116) (0,16) (0,209) (0,155)  (0,141)
Pozitif Pozitif  Pozitif  Pozitif Pozitif
C-2 Penpox-M/5 Doz (0,615) (0,879) (1,042) (0,72)  (0,657)
Pozitif Pozitif  Pozitif  Pozitif Pozitif
C-3  Penpox-M /5 Doz (0,433) (0,537) (0,732) (0,93)  (0,973)
Negatif Negatif Negatif Pozitif  Pozitif
D-1  Kontrol Grubu (0,112) (0,128) (0,08) (0,469)  (0,798)
Negatif Pozitif Negatif Negatif Negatif
D-2  Kontrol Grubu (0,191) (0,394) (0,256) (0,202)  (0,381)
Pozitif OD Degeri Ort. 1,055
Negatif OD Degeri Ort. 0,103

Challenge Sonrasi Nekropsi Bulgular::

Challenge siiresinin tamamlanmasinin ardindan asili ve asisiz tim sigirlara

nekropsi yapildi. Makroskobik incelemede challenge uygulanan bolgedeki deri alti

dokusunda O6dem goriildii. Yapilan incelemede makroskobik patolojik bulguya

rastlanmadi. Nekropside alinan doku ve organ orneklerinden kontrol hayvani olan D-

1’in deri bolgesinden alinan svap ve kil kokiinde virus niikleik asidi tespit edildi. Diger

hayvanlardan alinan doku ve organ ornekleriyle yapilan real time PCR sonucunda LSD

virus niikleik asidi tespit edilmedi (Tablo 16).



Tablo 16: Nekropside alinan doku ve organ drnekleri real time PCR Ct degerleri

E» % = Q.
o = 9 <
S 2 B X B5oE85 3
No As1 ve Uygulama Dozu it ¥ 5 S 5 S 2 = E g
5 3 = 5 = R s 3
(3]
X
A-1 SP(BK)LKg&MDBKs/10 Doz - - - T T
A-2 SP(BK)LKg&MDBKs/10 Doz - - - T T
B-1 SP(BK)LKgMDBKSs/5 Doz } 3 - T T
B-2 SP(BK)LKgMDBKSs/5 Doz - ) - T T T
B-3 SP(BK)LKgMDBKSs/5 Doz - ) y 4 4
C-1 Penpox-M /5 Doz ; } S -
C-2 Penpox-M /5 Doz } l > A
C-3 Penpox-M /5 Doz 7 - y W T
+ +

D-1 Kontrol Grubu (35.2) (22.1) \

D-2 Kontrol Grubu B B B
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5. TARTISMA

Lumpy skin disease (LSD) Capripoxviruslarin neden oldugu, ates, lenf
yumrularinda biiyiime, basta agiz mukozasi olmak iizere mukoz membranlarda tilseratif
lezyonlar, deride sert ve sinirli nodiiller ile karakterize bir hastaliktir (Davies, 1991a).
Endemik iilkelerde LSDV'nin yayilimint kontrol etmenin tek etkili yolunun agilama
oldugu kabul edilmektedir (Tuppurainen, 2014). Canli, atteniie LSD asilar1 genellikle
etkili olmakla birlikte, bircogu as1 sonrasi reaksiyonlara, hatta hafif klinik hastaliga
neden olmakta, bu da homolog LSD asisinin gelistirilmesi ihtiyacini ortaya koymaktadir
(Tasioudi, 2016). Koyun ¢igek, ke¢i ¢icek ve LSD virusu arasinda antijenik yakinlik ve
capraz koruma bulundugu i¢in bu viruslarin herhangi birisi as1 susu olarak LSD’ye kars1
kullanilabilmektedir (Kitching, 1983).

Ulkemizde koyun-kegi cicek hastaligt ve LSD’ye karsi Bakirkdy susundan
tiretilmis, primer kuzu bobrek hiicre kiiltiiriinde atteniie edilmis, canli koyun kegi ¢icek
asis1 kullanilmaktadir (Uretim Protokolii, 2016). Testis ve bdbrek hiicre kiiltiirleri koyun
keci cicek virusuna oldukca hassas olup gerek izolasyon amagli gerekse asi tiretimi
amaciyla kullanilmaktadir (OIE Terrestrial Manual, 2017). Primer hiicre kiiltiirlerinin
devamli hiicre kiiltiirlerine kiyasla bircok dezavantaji bulunmaktadir. Primer hiicre
kiiltiirleri belli sayida pasaja kadar dayanikliligin1 koruyabildiginden, siirekli yeni hiicre
kiiltiirlerinin yapilmasina sebebiyet vermektedir. Yeni yapilacak olan primer hiicre
kiiltirleri ise seri as1 iretiminde dezavantaj olusturmaktadir (Giilyaz, 2003). Bunun
yaninda primer hiicre kiiltiirlerinin BVDV ve border disease gibi viral hastaliklarla
kontamine olma olasilig1 daha yiiksektir (Giangaspero, 2013). Yapilan bir ¢alismada
LSD ile miicadelede kullanilan koyun ¢i¢ek asilarinda mavi dil virusu kontaminasyonu
bildirilmistir (Bumbarow, 2016). Bu nedenle primer hiicre kiiltiirlerinde {iretilen as1
viruslarinin devamli hiicre hatlarina adapte olmasi1 6nem kazanmaktadir.

Giilyaz tarafindan yapilan bir g¢alismada Bakirkdy koyun keci cigcek asi
virusunun Vero hiicre kiiltiirlinde 5. pasajda CPE meydana getirdigi ve tam olarak 12.
pasajda adapte oldugu bildirilmistir (Giilyaz, 2003). Kegi ¢igek virusunun ve koyun
¢icek virusunun MDBK hiicre kiiltiirlerinde tiredigi ¢alismalar da yapilmistir (Pandey,
1985; Joshi,1995). Bakirkdy koyun ¢igek virusunun buzagi bobrek hiicre kiiltiiriinde
tireme Ozellikleri lizerine yapilan ¢aligmada 6. glinde Vvirus titresinin en yiiksek seviyeye

ciktig1 bildirilmistir (Chifney ve ark.,1973). Bu calismada Bakirkdy koyun ¢igek asi
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virusunun primer kuzu bobrek hiicre kiiltiirtindeki 60. pasajt MDBK hiicre kiiltiiriine
inokule edildi. Hiicre sikigsmasina baglh olarak ilk pasajinda CPE gozlenmez iken ayni
vasat ile 175cm? lik flaska yapilan 2. pasajmin 3. giiniinde (toplamda 10.giin) CPE
gozlendi. Bakirkdy koyun as1 virusunun 5. pasajda tam olarak MDBK hiicre kiiltiiriine
adapte oldugu belirlendi. Ureme o6zellikleri incelenen Bakirkdy koyun cicek ast
virusunun 7. giinde en yiiksek titreye ulastigi ve 9. giinden sonra titrenin diistiigi tespit
edildi. Hiicreler i¢inde kalan virusun hiicrelerin patlatilarak acia cikarilmasi igin
yapilan dondurma ¢6zdiirme isleminde 3. kez yapilan islemde en yiiksek titreye
ulasildigy, 4. ¢ozdiirmeden sonra titrede diisiis meydana geldigi saptandi. Vasata gegen
virus titresinin Giilyaz tarafindan yapilan ¢alisma ile paralellik gostererek 8. giinde en
yiiksek oldugu tespit edildi (Giilyaz, 2003). Uretilen as1 virusunun titresi DKIDso/ml 10°
> olarak belirlendi ve 100 dozluk koyun kegi ¢igek asisi iiretim standardi olan en az
10™*°/ml titre degerinin ustinde oldugu (OIE Terrestrial Manual, 2017) belirlenerek
MDBK hiicre kiiltiiriinde as1 iiretiminin virus titresine herhangi bir olumsuz etkiye yol
agcmadig1 tespit edildi.

Bu calismada asilama sonrasi alinan belirli giinlerdeki kan 6rneklerinden yapilan
ELISA ve SNT sonucunda herhangi bir seropozitiflik rastlanmadi. Koyun ke¢i ¢igek
asistyla agilanmis hayvanlarda asilama sonrasi gergeklesecek bagisiklik, biiylik bir
oranda hiicresel immun yanit olmasi sebebiyle antikor yanitinin olmayabilecegi
literatiirlerde de bildirilmistir (Kitching, 1986; Tuppurainen ve Galon, 2016). Spesifik
antikor varliginin tespit edilemedigi durumlarda hiicresel bagisikligin, infeksiyon
sonras1 iyilesme ve uzun siireli korumada en onemli bilesen oldugu bildirilmistir
(Babiuk ve ark., 2008a).

LSD’ye kars1 iiretilen asilarin etkinlik ve gilivenligi, seronegatif gen¢ LSDV’ye
duyarl siit¢ii irklar kullanilarak istatistiksel olarak gecerli agilama-challenge calismalari
ile kanitlanmasi gerektigi bildirilmistir (OIE Terrestrial Manual, 2017). Bu ¢alismada
as1 etkinlik ve zararsizlik ¢alismasinda kullanilan 10 adet simental 1rki sigira patojen
LSDV ile challenge yapildi. MDBK hiicre kiiltiiriinde iiretilen asinin 10 dozuyla
asilanan A grubunda logaritmik farkin 2,5’den yiiksek oldugu ve hastaligi yaymadig
belirlendi. Ancak asinin challenge virusuna bagli viremiyi durduramayarak LSD’ye
kars1 tam olarak koruma saglamadigi belirlendi. MDBK hiicre kiiltiiriinde tiretilen aginin
5 dozuyla asilanan grup B’de, sigirlarin challenge virusunu yaymadigi belirlense de B-2

ve B-3’de logaritmik farkin 2,5’dan az oldugu, B-1 ve B-3’de rektal sicakliklarin
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yiiksek oldugu, challenge virusuna bagli vireminin gergeklestigi ve asinin koruma
saglamadigi belirlendi. Penpox-M ile 5 doz asilanan grup C’de, logaritmik farkin
2.5°dan fazla oldugu, rektal sicakliklarin normal degerlerde oldugu, viremi
ger¢eklesmedigi, hayvanlarin challenge virusunu yaymadigi ve asinin tam olarak
koruma sagladigi belirlendi. Kontrol olarak belirlenen Grup D'de, D-1 numarali sigirda
deri lezyonlari gerceklesirken, c¢alisma Oncesi yapilan kontrol testinde belirlenen
challenge virus titresi (DKiDso / 100ul 10™°"®) bu hayvanin sol ggiis bolgesine yapilan
inokulasyonda tespit edildi ve challenge virusunun titresi boylelikle dogrulandi. Ayni
hayvana ait rektal sicakliklarin yiiksek oldugu belirlenirken, LSDV niikleik asidi
challenge sonrasi 11. giin kan 6rneginde, 15.giin géz ve burun svap orneklerinde tespit
edildi. D-2’de lezyon gelisimi olmamasina karsin 11. glinde viremi tespit edilmesi ve
burun svap oOrneginde LSDV tespit edilmesiyle bu hayvanda subklinik infeksiyon
meydana geldigi saptandi ve challenge virusunun asisiz kontrol grubunda virulent
oldugu dogrulandi.

A-1 ve B-1’de lezyon gelisimi olmadigi, ancak bu sigirlarda 11.giinde challenge
virusuna bagl viremi tespit edilmesiyle subklinik infeksiyon gerceklestigi tespit edildi.
Bu calismanin sonuglariyla uyumlu olarak Tuppurainen ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir ¢alismada LSDV inokule edilen hayvanlarin sadece %40-50’sinde hastalik
belirtileri gozlemlendigi bildirilmistir (Tuppurainen ve ark., 2005). A-1 ve B-1’de
LSDV’nin gbz ve burun svabinda tespit edilmemesi viremi ger¢eklesmesi nedeniyle
aginin bu hayvanlarda tam olarak koruma saglamasa da, hastaligin yayilimini
durdurdugunu ortaya koymaktadir.

MDBK hiicrelerinde iiretilen asmmin 5 dozu ile 10 dozunun etkinliginin
karsilagtirlmasinda, 10 doza (grup A) gelisen lezyonlarin daha kiiciik ve logartmik
farkin 2,5’ten biiylik oldugu belirlenirken, 5 doz uygulanan hayvanlardaki lezyonlarin
daha biiylik oldugu ve logaritmik farkin 2,5’ten az oldugu belirlendi. 10 doz uygulanan
gruptaki hayvanlarda challenge sonrasi ger¢eklesen viremi, MDBK hiicre kiiltiirtinde
iiretilen asinin tam olarak bagisiklik saglamadigin1 gostermektedir. Bu durum MDBK
hiicre kiiltlirlinde iretilen asmnin 10 dozdan daha yiiksek olarak uygulandiginda
bagisiklik olusturabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu LSD ile miicadelede kullanilacak canli ve atteniie asilarin 10 dozunun
zararsiz olmasi gereklidir (OIE Terrestrial Manual, 2017). Homolog canli, attenue LSD

asilarinin daha etkili oldugu bilinse de agilama sonrasi ciddi klinik belirtilere yol actigi
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ve asinin gelistirilmesi gerektigi bildirilmistir (Tasioudi, 2016; Ben-Gera, 2015).
Yapilan bir saha ¢aligmasinda ticari olarak kullanilan homolog LSD asisinin asilama
sonrast %12 oraninda lokal reaksiyonlara yol agtigi rapor edilmistir (Tasioudi, 2016,
Katsoulos, 2018). LSD ile miicadelede kullanilan bir diger as1 Yugoslavya RM65
susundan iiretilmis koyun ¢igek asisidir (Carn, 1993). Bir ¢alismada RM65’den tiretilen
koyun ¢icek asismin 1 dozu (1x10° DKiDsg) , 5 dozu (1x10%° DKiDsy) ve 10 dozu
(1X104’5 DKIiDsp) ile hayvanlarmn asilandigi, 1 ve 5 dozla asilanan hayvanlarda klinik
lezyon goriilmezken 10 dozla asilama sonrasi 7-17. gilinlerde deri nodiillerinin
goriildiigli ve 11-17 giin boyunca lezyonlarin kaldigi, ates, yem aliminda ve siit
tiretiminde azalma meydana geldigi bildirilmistir (Abutarbush, 2018). Bu ¢alismada
MDBK hiicre kiiltiiriinde {tiretilen aginin 10 dozuyla asilanan sigirlarda enjeksiyon
bolgesinde sislik, ates, viremi ve herhangi bir klinik belirti gbzlenmedi ve asinin
zararsiz oldugu anlasildi. Baska bir ¢calismada Bakirkdy susundan iiretilmis koyun kegi
cicek asisinin 5 dozunun ve 10 dozunun farkli yas gruplarindaki sigir ve gebe ineklerde
uygulandig1, asilama sonrast herhangi bir klinik belirti gozlenmedigi, abortlara,
anomalili dogumlara yol agmadigi bildirilmistir (Uzar ve ark., 2018). RM65 susunu
iceren koyun kegi ¢igek asisiyla 10 dozla (1)(10'4'5 DKIiDsp) asilanan hayvanlarda deri
reaksiyonu sekillendigi bildirilmistir (Abutarbush ve ark., 2018). Bu ¢alisma Bakirkdy
koyun kegi cigek ast susunun, daha fazla titrede uygulanmasina ragmen (1x10™"
DKIDsg), RM65 koyun ¢icek as1 susuna gore daha giivenli oldugunu géstermektedir.
Asilama sonrasi higbir hayvanda seropozitiflik tespit edilmedi ancak challenge
sonrast ELISA ve SNT ile belirli giinlerde notralizan antikorlar tespit edildi. Serum
antikor titreleri, lezyonlarin yogun oldugu asili sigirlarda daha yiiksek oldugu tespit
edildi. Asilanmayan kontrol hayvanlarinda (D grubu) serum antikor titrelerinin 21.
ginden sonra artmaya bagladigi saptandi. CaPV antikorlari, klinik belirtilerin
baslamasindan sonra 2. giinden itibaren tespit edilebildigi ancak titrede anlamli bir
artisin genellikle 21-42. giinlerde goriildigi bildirilmistir (OIE Terrestrial Manual,
2017). Astya kars1 olusan lokal yanitin, genellikle iy antikor {iretimi ile iliskili oldugu
bildirilmistir (Hunter ve Wallace, 2001). Bir ¢alismada, interlokin-10 benzeri (IL-10) ve
interferon gama reseptorii benzeri (IFN-cR) genler cikarilan viriilent LSD saha
izolatlarindan tiiretilen asilarin uygulanmasindan sonra deri lezyonlarimin meydana
geldigi ve noétralizan antikorlarin tespit edildigi bildirilmistir. Ayn1 ¢aligmada LSD

Neethling susu asilamasindan sonra sigirlarda nétralizan antikor gelisiminin tespit
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edilemedigi bildirilmistir (Kara ve ark. 2018). LSDV asilariyla asilanan hayvanlarda az
sayida antikor olugsmasi ya da hi¢ antikor saptanmamasina ragmen, koruyuculugun
devam ettigi baz1 calismalarda da bildirilmistir (Hunter ve Wallace 2001; Kara ve
ark.,2018). Bu calismada Penpox-M asisinin 5 dozu ile asilanan grup C’de asilama
sonras1 herhangi bir notralizan antikor tespit edilmemesine ragmen challenge ¢aligmasi
ile hayvanlarin LSD’ye kars1 bagisik oldugu belirlenmesi, belirtilen caligmalarla da
uyumluluk gostermektedir.

Bu calismada serolojik olarak 10 adet sigira ait toplam 90 adet serum Ornegi
incelenmigtir. ELISA testi ile SNT sonuglarina goére 89 6rnegin paralellik gosterdigi
belirlenirken, 1 adet serum 6rnegi ELISA testinde negatif olmasina ragmen, SNT’de
pozitif bulunmustur. SNT nin gold standart bir yontem oldugu bilinmektedir. Bazi
calismalarda ELISA’nin SNT ile benzer sonuglar verdigini ancak SNT’ nin ELISA’ya
gore daha spesifik bir yontem oldugu bildirilmistir (Babiuk ve ark., 2009). Farkli
calismalarda gozlemlendigi gibi, diisiik ya da yiiksek dozlarda viriilent LSDV izolatlar
ile inokulasyonu takiben, hayvanlarda g6zlemlenen bagisiklik tepkilerinde degiskenlik
cok farkli oldugundan daha biiylik ornek biiyiikliikleri dikkate alinmasi gerektigi
bildirilmistir (Carn ve Kitching, 1995a; Kitching, 2003; Wallace ve Viljoen, 2005). Bu
calisma ile bagisiklik ve serolojik testlerin karsilastirlmasinin daha genis capli
calismalarla miimkiin olacagi anlagilmistir.

Challenge c¢alismasinin tamamlanmasinin  ardindan hayvanlara  Gtenazi
uygulanarak nekropsi yapildi. Nekropsi sonras1 makroskobik olarak inokulasyon bolgesi
deri alti dokusunda 6dem goriildii. Real time PCR incelemesinde asili hayvanlardan
aliman doku ve organ 6rneklerinde LSDV’ye ait niikleik asit tespit edilmedi ve her iki
aginin challenge virusunun viicutta yayilimina engel oldugu belirlendi. D grubunda
bulunan asilanmamig D-1’e ait kil kokii ve deri svap 6rneginde LSD virus niikleik asidi
tespit edildi. Her iki 6rnek inokulasyon bolgesi haricinde alinmasi sebebiyle challenge
sonrasi lezyon gelisen bu hayvanin LSDV’yi deri dokusunda bulundurdugu tespit edildi.
Yapilan c¢aligmalarda da LSDV’nin kil folikiilii epitellerinde replike oldugu
bildirilmistir (Babiuk ve ark., 2008b; Awadin ve ark., 2011).

Yapilan bu ¢alismada si8ir orijinli MDBK hiicre hattina adapte olup as1 olarak
viicuda enjekte edilecek canli, attenue koyun c¢igek as1 virusunun sigirda daha kolay
cogalip daha iyi bagisiklik olusturmasi beklenirken, MDBK hiicre kiiltiiriinde tiretimi

sirasinda immunojenitesinde azalma meydana geldigi tespit edildi ve hedef hayvan
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tiriinde istenilen bagisikligi saglamadigi belirlendi. Primer kuzu bobrek hiicre
kiiltiiriinde tretilen Bakirkdy koyun keci cigek asist ise sigirlarda LSD’ye karst tam
olarak bagisiklik sagladigi tespit edildi. LSD’ye kars1 kullanilan canli viral asilar hiicre
kiiltiirti (Davies ve Mbugwa, 1985) ya da embriyolu yumurtada (Van rooyen, 1969) ¢cok
sayida pasaj uygulanarak attenue olmaktadir. Yapilan bu c¢alisma canli viral asilarin
tiretiminin yapilacagi hiicre hattinin gerek immunojenite, gerekse attenuasyon tizerinde

onemli etkisi oldugunu gostermektedir.

SONUC VE ONERI
e MDBK hiicre kiiltiiriinde yapilan 5 pasajin koyun ¢igek as1 virusu genomu
tizerinde nasil bir degisiklige sebebiyet verdigi ¢aligmalarla ortaya konmalidir. Hiicre
kiiltiirlerinde seri pasajlamalarla yapilan as1 virusu attentiasyonunun, virus genomunda
meydana getirdigi degisikligin ortaya konmasi ileride yapilacak olan as1 ¢aligmalarina
da 151k tutacaktir.
e Koyun c¢igek as1 virusunun 60. pasajdan daha diistik pasajlarda MDBK hiicre
kiiltirine adapte edilerek sigirlarda bagisikligi arastirilabilir.
e (CaPV agilan ile olusan hiicresel immun yanit ile ilgili de detayli arastirilma
yapilabilir.
Sonug olarak bu calisma ile koyun keg¢i ¢icek asisinin MDBK hiicre hattinda
tiretilebilmesine ragmen, sigirlarda LSD’ye kargi tam olarak koruma saglamasa da virus
sagilimina engel oldugu, Penpox-M ticari adli koyun ke¢i ¢igek asisinin ise sigirlarda

LSD’ye kars1 korudugu belirlenmistir.
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