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OZET

Hiicre Kiiltiirii Pasajlarinin  PPR  Virus P Geni Diizeyinde Etkisinin
Arastirillmasi ve Tanisal Amach Ger¢ek Zamanh Reverz Transkritaz Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (rtRT—PZR) Protokollerinin Gelistirilmesi

Peste Des Petits Ruminants (PPR), paramyxoviridae ailesinde, morbillivirus alt
grubunda yer alan, hayvansal gida iiretiminin 6nemli bir bileseni olan kiigiik
ruminantlarin Asya ve Afrika‘ da artan 6neme sahip, yliksek enfeksiydz ve bulasici
karekterde hizli yayilim gosteren Onemli viral bir hastaligidir. Hastalik ¢ogu
gelismekte olan Asya ve Afrika ililkelerinde endemiktir ve % 90’a varan mortalite
orani ile seyreden salginlar olugturmaktadir. Etkenin teshisine yonelik farkli serolojik
ve molekiiler teknikler zaman icinde dnemli ilerlemeler kaydetmistir. Etkenin en kisa
zamanda ve en yiiksek dogrulukta ortaya konmasi igin gelistirilen en Onemli
tekniklerden biri ‘gergek zamanli’ PZR sistemidir.

Calismamizda kullanilan primer ve prob tasarimlart tamamen 2001 yilinda
Tiirkiye’de izole edilen ve genom sekansi gen bankasina girilen PPRV/TUQO izolati
tizerinden yapildi. PPRV’e ait olan N, P, L ve M gen bdlgelerine spesifik primer —
prob tasarimlarin1 kullanarak tek adimda viral RNA’nin kantitatif olarak tesbitinin
gerceklestirilmesi amaclandi. Buna yonelik olarak, anabilim dalimiza farkli
zamanlarda ulasan ve konvansiyonel RT-PZR testi ile pozitif bulunmus olan 45 adet
koyun ve kegiye ait kan, serum ve organ numuneleri kullanildi. PPRV RNA’sinin
kantitasyonu i¢in in vitro transkripsiyon ve enfektif partikiil sayis1 bilinen virus
sulandirmalar1 kullanildi. Plasmidlerden ¢cRNA eldesi sirasinda yasanan sorundan
dolay titresi bilinen virus RNA ‘sinin bilinen miktarda olusturulan 6rneklerin dongi
esik degerlerine karsilik baslangictaki kopyalarinin logaritmik konsatrasyonlarinin
oldugu standart dogrular olusturuldu. Yapilan denemelerde L gen bolgesine spesifik
primer — prob dizaynlar ile L geni igin 1,65 x 10%, P geni i¢in 5,88 , M geni igin
1,01x 10" ve N geni igin 1,73 x 10° kopya/ml‘ye kadar saptanabildigi gozlendi.
Bununla beraber hastaligin ¢ok ciddi sikintilar olusturmasi uygun, etkin, sorunsuz asi
gelistirilmesine yonelik calismalarin artmasina yol agmistir. Calismamizin ikinci
ayag1 olarak virusun hiicre kiiltiirlerinde pasajlanmasi sonucu PZR ile ¢ogaltmis
oldugumuz P geninde meydana gelen degisimlerin dizin analizi metodu yardimiyla
incelenmesi ve tesbiti gerceklestirildi. Ancak dizinler arasinda degisimler
gbzlenmedi ve dizinlerin stabil olduklar1 tesbit edildi.

Anahtar kelimeler: PPRV, ‘real time‘ RT-PZR, Dizin analizi, P gen.



ABSTRACT

The Investigation of The Effects of Cell Culture Passages on The PPR Virus P
Gene and Development of Realtime Reverse Transcriptase Polymerase Chain
Reaction (rtRT — PCR) Methods for Diagnostic Purposes

Peste Des Petits Ruminants (PPR) also known as sheep plague, caused by an agent
belongs to morbillivirus genus of paramyxoviridae family, is a significant infectious,
contagious, fast-spreading disease of the small ruminants which are the important
source of livestock, with an increasing importance in Asia and Africa. The disease
has an endemic course and outbreaks with 90% mortality rate can occur in most of
the developing countries of Asia and Africa. There has been a significant progress in
serological and molecular techniques for the diagnosis of the agent. One of the most
considerable techniques which were developed to diagnose the agent in the shortest
time period and also with the highest accuracy is Real time PCR. This is a rapid
system to quantify the amplified products with a high sensitivity and certainty.

The primers and probs used in this study were designed on the genome of the
isolate PPRV/TUOO which was isolated in 2001 in Turkey and submitted on gene
bank. We aimed the one step quantitative determination of viral RNA by using the
primer and probs specific for N, P, L and M genes of PPRV. For this purpose blood,
sera and tissue (organ) samples belong to 45 sheep and goat which were received by
our department and found to be positive by using PCR were used. For quantitation of
RNA of PPRV; each gene region was cloned into plasmids. Also dilutions of a virus
of known titer was used for quantitation incase of the problems which can occur at
this stage. Trials have showed that it is possible to detect with L gene specific
primers and prob designs; for L gene; 1, 65 x 10", for P gene; 5, 88 , for M gene; 1,
01x 10" and for N gene; 1, 73 x 10° copy/ml. Due to the problem took place during
cRNA acquisition from plasmids standard curves were created which have cycling
threshold values of known amount of RNA samples from the virus of known titer
correlative to logarithmic concentrations of starting copies. In addition because of the
severity of the disease, the number of the studies, on developing suitable, efficient,
trouble-free vaccines has increased.

At the second stage of our study the changes on P gene as a result of passaging the
virus in cell cultures which was amplified by PCR were examined by sequence
analysis method. However no changes were observed amongst sequences and it was
decided that the sequences are stable.

Anahtar kelimeler: Peste des petits ruminants virus, PPRV RNA, ¢ real time’ PCR,
Sequence analyzing.
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ONSOZ

Kiiclik ruminantlarin vebasi (PPR), koyun ve kecilerde yiiksek oranlarda 6liime
neden olan viral bir hastaliktir. PPR 6zellikle ekonomisi hayvancilik temeline
dayanan iilkelerde, ¢ok biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

[lk olarak Bati Afrika’ da 1942 yilinda tanimlanan hasatalik, buradan
subtropikal Afrika’ ya, Arap Yarimadasi’na, Ortadogu ve Giineydogu Asya’ ya
yayilmistir. Ulkemizde ise 1990’ 11 yillarda baslayan ve biiyiik salginlara neden
olan sigir vebast miicadelesi tamamlanmadan 1996 yilinda resmi olmayan ilk vaka
bildirilmistir.

Ulkemiz ve bulundugu cografyada ¢ok ciddi ekonomik kayiplara yol acan
etkene yonelik as1 ¢alismalart ve etkenin hizli ve giivenilir bir teknik ile ortaya
konmasi son derece Onemlidir. Sonu¢ olarak ¢alismamizda; vero hiicrelerinde
yapilan seri pasajlar sonunda virus P gen bdlgesinde meydana gelebilecek
ateniiasyondan sorumlu mutasyonlarin tespiti ve c¢alismanin devami olarak
buradan hareketle, asi susu olabilecek viruslerin iiretimini amacgladik. Etkenin
hizli ve giivenilir bir teknikle tanismma yonelik ‘real time’ RT — PCR
tekniklerininin gelistirilmesi diger 6nemli ¢alisma hedefimiz oldu.

Bu ¢aligma siiresince yardimlarini esirgemeyen ve Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali’ nin tiim imkanlarindan faydalanmami
saglayan basta Saym Prof.Dr. Ibrahim BURGU ve anabilim dalinin tiim 6gretim
tiyelerine, doktoram boyunca bilgi ve beceri yoniinde gelismemde ve
calismalarimda cok biiyiik katkilar1 olan danigmanim saymn Prof.Dr. Aykut
Ozkul’a, tez izleme komitesi ¢alismalarinda olumlu ydnlendirmeleri ile katkida
bulunan Sayin Prof.Dr. Mithat BOZDAYI ve Prof.Dr. K. Serdar DIKER ‘e,
dayanisma i¢inde gorev yaptigim arastirma gorevlisi ve doktora Ogrencisi
arkadaslarima, tez ¢aligmama biiyiik katkilar1 bulunan, destek ve anlayislari i¢in
aileme, en igten tesekkiirlerimi sunarim.
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1.GIRIS

Koyun vebasi olarak da bilinen Peste des Petits Ruminants (PPR), hayvansal gida
iiretiminin 6nemli bir bileseni olan kii¢iik ruminantlarin Asya ve Afrika® da artan
oneme sahip, yliksek enfeksiyoz ve bulasici karekterde hizli yayilim gosteren viral
bir hastaligidir. Ani atak halinde gozlenen depresyon, ates, g6z ve burun akintisi,
agizda duyarlilik, gli¢ solunum, oksiiriik, pis kokulu ishal ve 6liim ile karakterizedir.
PPR enfeksiyonu, pseudorinderpest, kegilerin enteritis ve erozyonlu stomatitis,
pnomoenteritis kompleks gibi sinonim adlarla da tanimlanir (Braide, 1981; Scott,
1990).

PPR enfeksiyonu ilk defa 1942 yilinda Bati Afrika ‘da Cote d’lvoire ‘de
(Fildisi sahilleri) tanimlanmistir (Gargadennec ve Lalanne, 1942). Scott (1990) ve
Taylor (1984) kiigiik ruminant vebasinin 1959 yilinda Mornet ve ark. tarafindan
tekrar tanimlandigini, serolojik olarak sigir vebasi virusii ile yakiligi oldugu,
hastaligin klinik bulgular ve patolojik degisiklikler yoniinden de sigir vebasina
benzedigi, bu virusun aslinda kegilerde, arasirada koyunlara uyum saglamis sigir
vebast virusu oldugunu bildirmistir. Hastalik ekvatorun kuzeyinde Bati Afrika’da
yillarca varligini siirdiirmistiir. 1972 yilinda Sudan’da kecilerde goriilen ve sigir
vebast tanist konulan enfeksiyonun PPR oldugunun ortaya konulmasiyla,
enfeksiyonun batidan Afrika’nin dogusuna yayildigi belirlenmistir (Taylor ve
Abegunde, 1977; Diallo, 1988). Daha sonra enfeksiyon Dogu Afrika’dan Orta Dogu
ilkeri ve Giiney Asya’da Banglades ‘e kadar uzanan genis bir cografyaya yayilmistir

(Taylor, 1984; Diallo 1988; Shaila ve ark., 1996).

Tiirkiye’ de PPR enfeksiyonunun varligi resmi olarak 1999° da agiklansa da
(OIE, 1999) iilkede virus varligi daha onceki raporlarda bildirilmistir (Algigir ve
ark., 1996; Tatar, 1999). Kullanilan molekiiler epidemiyolojik teknikler ile komsu
iilkelerde aktif olarak sirkiile olan PPRV enfeksiyonunun ¢apraz — sinir gecisini
gdsteren ¢ok ciddi bilgiler saptanmistir. izole edilen PPR viruslari 4. genetik soya ait
olup, bu grup Giiney Asya, Arabistan yarimadasi ve Ortadogu‘dan orjin alan viruslar

kapsamaktadir (Murphy ve ark., 1999) .
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1.1 PPRYV Etiyolojisi

PPR virusu, ¢ok uzun bir siire sigir vebasi virusunun kiigiik ruminantlara adapte
olmus bir susu olarak kabul edilmistir. Ancak yapilan ¢apraz notralizasyon ve
elektron mikroskobik ¢alismalarda PPRV’ nin fizikokimyasal 6zellikler yoniinden
sigir vebasi virusundan farkli bir virus oldugu, biyolojik ve antijenik 6zellikleri
yoniinden ise sigir vebasi virusu ve morbillivirus genusuna dahil 5 virus ile (canine
distemper virus, measles virus, dolphin distemper virusu, phocine (seal) distemper
virusu ve porpoise distemper virus) yakinligi oldugu belirlenmistir (Gibbs ve ark.,
1979; Barrett ve ark., 1995; Murphy ve ark., 1995; Barett, 1999).

Paramyxoviridae familyasinin morbillivirus genusu i¢inde yer alan PPRV”’ i
linear, negatif polariteli, tek iplikgikli, segmentsiz RNA igerir ve replikasyonlari
stoplazmada gerceklesir. Viral genom 15948 nt biiyiikliigiindedir (Bailey ve ark.,
2005). Niikleokapsid helikal simetrik yapidadir. Lipid yapida olan virus zar1 konakg1
hiicre membranindan kdken alir. Pleomorfik yapida olan virusun biiytikligi 150 —
350 nm arasinda degismektedir. Bazen flamentdz formlarida goriilebilir.Viriis zari
icine gdmiilii sekilde 8-12 nm uzunlugunda glikoprotein yapida peplomerlere sahiptir
(Gibbs ve ark., 1979; Scott ark.,1990; Pastoret ve ark., 1991; Barett ve ark., 1993;
Chandran ve ark ., 1995b; Murphy ve ark., 1995; Barett 1999; Lamb ve Kalakofsky,
2001). Virus alt1 yapisal ve iki yapisal olmayan, toplam sekiz protein igermektedir.
Proteinler biyolojik fonksiyonlari ve 6zelliklerine gore 2 gruba ayrilir. Birinci grupta
viral yap1 proteinlerini olusturan (N, P ve L) internal polypeptid kompleks yer alir.
Viral genom ile birlikte niikleokapsidi olusturur. Ikinci grupta virus zarf proteinleri
(M, F ve H) yer alir. N, M, F ve L virusun en iyi korunmus proteinleridir
(Rima,1983; Abraham, 2005). Sekil 1.1 ‘de enfektif bir morbillivirus partikiilii

sunulmustur.
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Matrix protein (M)

Hemagglutinin (H)

Fusion protein (F) 5 e — Phosphoprotein (P)

SH protein ;.: Nucleoprotein (N)

Sekil 1.1. Morbillivirus partikiili (http: // www.expasy.org./ viral zone/all_ by
species/556.html).

1.1.1 Yapssal proteinler

Niikleoprotein (N) : Viral niikleik asidi saran N proteini viral genomun
sekillenmesinde direkt olarak etkilidir ve onu dis etkenlerden korur. Hiicre igi
enzimlere karsi oldukca duyarhidir. 60 — 62 Kda agirligindadir. N proteini hem virion
hem de enfekte hiicrede en ¢ok bulunan viral proteindir (Bailey ve ark., 2005; Rima
1983; Diallo ve ark., 1987, Diallo, 1990). N proteini transkripsiyon ve translasyonda

gorev alir.

Matrix (membran proteini) protein (M) : Zar ve kor arasinda yer alan viral M
proteini virion yapilanmasinda ¢ok onemlidir (Coen ve ark., 2000). Virion
Ribontikleoproteini (RNP) ve lipid membran i¢i yiizey glikoproteinleri arasinda iliski
kuran membran iligkili proteinlerdir. M proteini F ve H glikoproteinlerin stoplazmik
kuyruklar1 ile iligkilidir. Paramyxovirus ailesinde yiiksek oranda korunmus bir

proteindir ve diger morbilliviruslarda da yiiksek oranda korunmustur. Bu korunumun
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nedeni viral morfogenezde M proteininin oynadig1 énemli rolden kaynaklanmaktadir.
Sahip oldugu 6nemden dolayr bu proteinde meydana gelecek degisimlerin tolere
edilmesi pek miimkiin degildir (Abraham ve ark., 2005; Dalan ve ark., 2005). Alt1
yapisal protein i¢inde biiylikliik olarak en kiigiik olan M proteini, ayn1 zamanda en

¢ok bulunan proteinlerdendir. 39 Kd agrrligindadir (Diallo,1990).

Hemagliitinin protein (H) : Iki yiizey glikoproteininden biri olan H proteini,
virusun hiicre yiizeyine tutunmasindan sorumludur (Abraham ve ark., 2005).
Paramyxovirus genus {yeleri H proteininin hem hemagliitinasyon hem de
noéroaminidaz aktivitesine sahiptir (Abraham ve ark., 2005; Bernard ve ark., 2007). H
proteini ¢ok degiskendir ve P proteini ile birlikte virusa ait proteinler i¢inde en az
korunmus olan proteindir. 78 Kda agirligindadir (Diallo ve ark., 1987; Kinsbury,
1990; Lamb ve Kolakofsky, 2001; Abraham, 2005).

Fiizyon protein (F) : F protein enfeksiyon sirasinda, hem viral membran ile hiicre
membrant hemde hiicre — hiicre membrant kaynasmasindan sorumludur.
Morbilliviruslarda F proteini yaklasik 550 aa uzunlugundadir (Bagai ve Lamb , 1995;
Ito ve ark., 1997; Ito ve ark, 2000; Karron ve ark,1997; Paterson ve ark., 1985;
Russell ve ark., 2001; Sergel ve ark.,2000; Techaarporn ve ark, 2001).
Morbilliviruslar ve ¢ogu diger paramyxoviruslar H proteininin sinerjistik destegine
ithtiya¢ duyar. H proteini virus tutunmasina aracilik eder ve ayni zamanda flizyonun

aktivetisinde rol oynar (Das ve ark.,2000a ; Lamb ,1993b ; Morrison, 2003).

Fosfoprotein (P) : P geni, (yiiksek orandaki fosforilize dogasindan dolay1 bu sekilde
adlandirilir) replikasyon esnasinda viral polimeraz tarafindan transkribe edilen ikinci
gendir (Lamb, 1977). P proteini, N ve L proteinleri ile karsilikli etkileserek viral
cogalmada gorev alir (Kalokofsky ve ark.,1998; Mahapatara ve ark,. 2003). P protein
RNP kompleksinin bir integral pargasi olarak viral replikasyon siklusunda anahtar bir
fonksiyona sahiptir (Horikami ve ark.1992). P proteini 82 — 86 Kda agirligindadir
(Diallo,1990).
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Large/Polymerase (L) protein: Viral replikasyonun ve trankripsiyonun enzimatik
komponentidir. L proteininin, RNA polimeraz aktivitesi, metilasyon ve
poliadenilasyon aktivitesi gibi pek ¢ok goérevi bulunmaktadir (Mc llhatton ve ark.,
1997). L gen, transkripsiyonun polarize sirali dogasindan ve daha sonra azalan
mRNA diizeylerinden dolay1 en son transkribe olan gendir. Genin translasyon tiriinii
ayn1 zamanda viral proteinlerin tiimii i¢inde en az bulunandir. L gen tiim genomun
kabaca % 40 ‘i kapsar ve enfeksiyon esnasinda olusan viral proteinlerin en
biyiigidir (yaklasik 250 Kda) (Tarbouriech ve ark., 2000a; Tarbouriech ve ark.,
2000Db).

1.1.2. Yapisal olmayan proteinler: P gen bolgesinde, P proteinine ek olarak yapisal
olmayan V ve C proteinleri sentezlenir (Abraham, 2005; Kawaoka, 2004). Bu
proteinler yapisal olmasalar da enfeksiyon olusumunda ve replikasyonda kritik rol

oynadiklari bilinmektedir (Baron ve Barrett, 2000).

C proteini 19,5 Kda agrligindadir ve interferon cevabini inhibe eder (Diallo
ve ark., 1987; Barett ve ark.; 1993 Gotoh ve ark., 2001 Horvath, 2004). P proteini
viral RNA sentezi i¢in gerekli olan tek P geni lrlinidiir. P proteini viral RNA

polimeraz i¢in esansiyel proteindir (Coen ve ark., 2000).

1.1.3. Viral Replikasyon

Biitiin negatif polariteli RNA viruslarinda genomik RNA iki fonksiyona sahiptir;
mRNA sentezi i¢in transkripsiyonda ve pozitif polariteli antigenom sentezi igin
replikasyonda kalip gorevi goriir. Negatif polariteli RNA viruslart kendi RNA
polimerazlarini kodlar. Viral replikasyon mRNA sentezinden sonra baslar ve viral
proteinlerin sentezlenmesinin devam etmesine ihtiya¢ duyar. Sentezlenen yeni (+)

antigenomlar daha fazla (-) genomun sentezlenmesi igin kalip gorevi gortir.
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Sekil 1.2. Morbilliviruslarin replikasyonu (Kawaoka, 2004).

Replikasyonun tamami  hiicre  Stoplazmasinda  gergeklesir.  Virion
hemagliitinin proteini ile hiicre sialik asit reseptorlerine tutunurken, flizyon proteini
ile fizyolojik pH ‘da hiicre zar1 ve virion zarfi arasindaki fiizyonu gergeklestirir.
Hiicre igine alinan niikleokapsit komoleks (RNP) bir biitiin halindedir (Murphy ve
ark., 1995).

Niikleokapsidin konak hiicre i¢ine alinmasindan sonra viral gen ekspresyonu
icin ilk basamak, gerekli viral proteinlerin sentezi i¢in transkripsiyonudur (Filds ve
ark., 2007). RNA transkripsiyon ve replikasyonunda enzimatik siirecinde en dnemli
yardimer proteinler L ve P proteinleridir (Coen ve ark., 2000). Yardime1 proteinler,
her bir viral mRNA’nin 3’ucuna poliA eklenmesi igin ve 5’ucunun post
transkripsiyonel modifikasyonu i¢in gerekli enzimatik aktiviteye sahiptir (Fields ve
ark., 2007). Viral polimeraz daha 6nce de belirtidigi gibi genomun 3’ sonunda yer
alan promotordan senteze baslar. Promotor mRNA ve antigenom sentezi igin iki
gorev yapar. Transkripsiyon linear ve dizinseldir, gen basalangi¢ ve gen sonlanma
sinyalleriyle kontrol edilen baslama - sonlanma mekanizmasi igerir. Polimeraz
molekiilleri genom boyunca islev gordiigii i¢in her bir gen baglanti1 noktasinda biraz

ayrilma olur ve mRNA miktarinda genomun 3’ sonuna uzakliktan dolay1 azalan bir
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derecelenmeye sebep olur. Viral niikleokapsidle baglantili proteinlerin hiicre igi
birikimi RNA replikasyonu ile sonuglanir. RNA replikasyonu esnasinda gen

baslangi¢ ve bitis sinyalleri hari¢ genomun birebir kopyasi (antigenom) sentezlenir.

Genom tek bir promotordan 6 farklit mRNA seklinde transkribe olur (Murphy
ve ark., 1995). Transkripsiyon ilk gen bdlgesinden direkt olarak baslar.
Transkripsiyon 3’ ucundan baslar ve genler 3’ ucundan 5’ ucuna dogru sirayla kopya
edilir. Gen birlesim bolgelerindeki intergenik bdlgelerin  varhigr farkli  bir
transkripsiyon modelinin olugsmasina yol agmistir. Her genin baslangicinda 10 nt  lik
baglama dizinleri mevcuttur. Bir 6nceki genin transkrisipsiyonu tamamlanmadan
arkasindan gelen genin transkripsiyonu baslamaz. Gen bitimini belirten dur sinyali (4
nt* lik bitis dizini ve ¢oklu U bolgesi) ve baglangi¢ sinyalleri, RNA bagimli RNA
polimeraz (RDRP) poliU kuyrugunun sentezlenmesi, sonlandirma ve sonraki genin
transkripsiyonu igin gerekli sinyalleri verir (Y,Kawaoka (Ed) ). intergenik dizinler
transkripsiyon sirasinda RDRP aktivitesini diizenleyen, korunmus dizinlerdir.
Birbirinden bagimsiz olarak sentezlenen mRNA’lara, mRNA’ nin fonksiyon
gorebilmesi icin basliklama, metilasyon ve poliadenilasyon iglemleri uygulanir.
mRNA’ larin translasyonu konak hiicre ribozamlarinda olur (Coen ve ark., 2000).
Translasyon iriinlerinin birikmesiyle belli bir diizeye ulasilir ve replikasyon baglar.
Transkripsiyon ve replikasyon arasindaki baglanti N proteinin konsantrasyonu ile
baglantilidir. Pozitif polariteli RNA’nin replikasyonunun baslatilmasi i¢in polimeraz,
oncii RNA’ ya baglanir (Gopilo ve ark., 2005). Olusan antigenomlar yavru genomlar
icin kalip gorevi goriir. Bu genomlar mRNA sentezlenmesi i¢in transkripsiyonda,
antigenomik RNA sentezi i¢in replikasyonda ve projeni viruslar icin genetik
meteryal olmak tizere 3 sekilde kullanilir (Kawaoka, 2004). Replikasyondan sonra
paketleme islemi gergeklesir. Niikleokapsid sekillenmesi ilk olarak N proteinin viral
genomik RNA ile birlesmesi ve ardindan yardimci niikleokapsid proteinlerinin
katilmasiyla sonuglanir (Coen ve ark., 2000). Projeni viruslerin olusumu plazma
membraninda gergeklesir ve bu bodlgeden tomurcuklanma ile viral partikiillerin
sacilimi gergeklesir. Viruslar hiicreden ¢ikista, konak hiicre membranindan gerekli
zar kompanentlerini, nonglikolize proteinleri alarak serbest kalirlar. Boylece olgun

virionlarin olusumu tamamlanmis olur (Murphy ve ark., 1995).
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1.2. Epidemiyoloji

PPRYV konak disinda ¢ok siiratle inaktif hale geldiginden, en 6nemli bulasma yolu,
stirli icinde bulanan viremi donemindeki hayvanlarin duyarli hayvanlarla temasidir
(Briade, 1981). Hasta hayvanlarin tiim sekret ve ekstrektlerinde bol miktarda virus
bulunur. Oksiirme ve aksirma sonucunda havada bulunan virus solunum esnasinda
alinabilir (Abegunde ve Adu, 1977). Aym1 zamanda enfekte olmus hayvan yataklari
gibi ¢esitli malzemeler de etkenin gecisinde indirekt olarak rol oynayabilir. Uzun
mesafelerden aerosol yolla gelen etkenlerin bulasmadaki rolii azdir. Cevre sartlarina
oldukga duyarli olan virus 1s1, Ultraviole 1gin1, eter vb. kimyasallarla kolaylikla
inaktif oldugundan, hayvanlarin yakin temasta olmalar1 yayilimi kolaylastirir.
Mevsimin yagish oldugu déonemlerde morbitide %80 — 90‘a ve mortalite ise % 50 —
80’¢ ulagmaktadir (Opasina ve Putt, 1985). Hayvan hareketlerinin yogun oldugu
donemlerde enfeksiyonun goriilme sikhiginda artis olmaktadir. Ozellikle kontrolsiiz
yapilan hayvan ticaretlerinde, duyarl siiriilere katilan enfekte hayvanlar hastaligin
yayiliminda 6nemli role sahiptirler (Opasina ve Putt, 1985; Kitching, 1988; Lefevre
ve Diallo, 1990 ).

1.3. Klinik Bulgular

Hastaligin akut formunda, vuciit 1s1sinda 5 derece ve daha yukar artigalar goriilebilir.
Bu siireci dehidrasyonla baglantili olarak belirgin diislis takip eder. Siddetli
vakalarda normal viiciit 1sisinin altina diisiisler, enfeksiyonun 6liimciil olacaginin
belirtisidir. PPR’ dan etkilenen hayvanlar depresif ve azalmig istahla birlikte kuru
ag1z ve donuk bir posta sahiptir (Taylor 1984; Taylor ve Gibbs, 1979). Bunlara ek
olarak, dilin iist kisminda, yanaklarin i¢ tarafinda, dudak, damak ve dis etlerinde gri
renkte petesiyal tarzda epitelyal nekroz alanlari goriiliir. Zamanla bu lezyonlarin

sayist ve alani artarak birlesirler. Agiz mukozasinin goriiniimii tamamen degisir.
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Hiicreler solgun goriiniimlii, adeta koyu peynirimsi bir tabaka gibi goriiniirler. Bu

hiicrelerin altinda ¢ok derine inmeyen erozyonlar vardir (Braide, 1981).

Siddetli etkilenmis hayvanlar arasinda diger genel klinik bulgu anormal
zayiflama ve dehidrasyona sebep olan kotii kokulu ve sulu ishalin gelisimidir. Bu
ishal oliime yol acabilir. Enfeksiyon esnasinda goriilebilen diger klinik bulgular
diisiik, anoreksi ve bronkopnomonidir. Sekonder enfeksiyonlar (virusler tarafindan
hizlandirilan konak bagisiklik sisteminin 6nemli bilesenlerinin par¢alanmasiyla) ayni
zamanda sahada onemli bir sorundur. Heartwater hastaligi, (etken Cowdria
ruminantium) PPR ile beraber seyreden ve hizli bir sekilde 6lime yol agan
koyunlarin bakteriyel bir hasataligidir (Haymann ve ark., 2005). Sahadaki diger
onemli sekonder enfeksiyon capripox’dur. PPR birlikte seyrettiginde mortalite orani

% 100’e ulasabilir (Diallo, 2003).

1.4. Patogenez

Enfeksiyounun baslangi¢ alanindan PPRV, lenf sistemi ve kan akimi araciligi ile
yayilir ve dalak, akcigerler, mukozal yilizeyler ve bagirsak gibi belirli bolgeleri
enfekte eder. Abomazumda enfeksiyon genel olarak goériilmesine ragmen, rumen
retikulum ve omazum nadiren biiyiik lezyonlar gosterir. Ince bagirsak 1lml ¢izgi
tarzinda kanama alanlarina sahip olabilir ve erozyonlar ileumun son, duodenumun ilk
boliimlerinde goriiliir. Bagirsagin payer plaklarindaki enfeksiyon ¢ok daha siddetli
nekrozlara sebep olabilir (Bundza ve ark.1988; Rowland ve ark., 1971).

1.5. Enfeksiyonun Tamis1

1.5.1. Virus izolasyonu

Virus izolasyonu, canli hayvanlardan viremi déneminde alinan defibrile kan ve swap

orneklerinden, 6len hayvanlarda ise lenf yumrusu, dalak, akciger ve kolondan alinan

orneklerle yapilmaktadir (Lefevre, 1987). Devamli hiicre Kkiiltlirlerinden Vero,
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MDBK (Madine Darby Bovine Kidney), 293T (Transformed human embryo kidney)
ve BHK-21 (Baby Hamster Kidney-21) hiicreleri izolasyonda kullanilmaktadir
(Lefevre, 1987; Brindha ve ark., 2001; Ozkul ve ark., 2002; OIE, 2004; Giilyaz ve
Ozkul, 2005; Abraham , 2005 ).

1.5.2. Virus antijenlerinin Tespiti

Hizl1 bir tan1 i¢in ELISA ve agar jel immunodifiizyon (AGID) testleri yapilir. AGID
hem sahada hem de laboratuvar da uygulama kolayligi, basit ve ucuz olmasiyla en
sik kullanilan metottur. PPR hiperimmun serumu ile 4 - 6 saat i¢ginde RP hiperimmun
serumu ile 2 - 4 saat iginde sonug¢ verebilir (Gopilo ve ark., 2005). Ayrica
hemagliitinasyon (H) ve hemagliitinasyon inhibisyon testi (HI) (Ezeibe ve ark. 2004,
Manohran ve ark., 2005), floresan antikor test (IFAT) (Durojaiye, 1984; Libeu ve
Lefevke, 1990; Raj ve ark. 2001) ve immunperoksidaz (IP) testleride kullanilmaktdir
(Saliki ve ark. 1994).

1.5.3. Viral RNA Tespiti

Polimerize zincir reaksiyonu, virolojiyide kapsayan genis bir bilimsel caligma
alaninda ¢ok farkli kaliplarin (template = RNA veya DNA) tespitinde altin standart
olarak kullanilmaktadir. Polimerize zincir reaksiyonu (PCR) virus miktar1 az ve
bozulmaya baglayan izolasyon metaryallerinde teshis olanagi sunmasiyla virus
izolasyon tekniklerine ustiinlik saglamaktadir. PZR ‘nin etkinliginin artmasi, siklus
sayisi, baslangic materyalinin Kkalitesi, hedef DNA uzunlugu, baglanma ve uzama
isilarinin degiskenligi gibi pek ¢ok faktore baglhidir. PPRV’ii RNA igeren bir virus
oldugundan bu yapinin DNA® ya gevrilmesi i¢in ters transkripsiyon (RT) islemine

ithtiyag vardir.

PPR virusuna ait olan farkli gen bdlgeleri teshis amaciyla RT -PCR ‘de
kullanilmaktadir. RT — PCR “de fosfoprotein (P) (Ozkul ve ark. 2002; Muthuchelvan
ve ark. 2006.) ve fizyon (F) (Dhar ve ark. 2002) protein gen bdlgelerine ait

primerler ile teshis, epidemiyolojik ¢alismalar ve dizin analizi ile genetik baglantilar
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ortaya konmaktadir. Yine PPRYV isolatlar1, F proteinin kism1 dizin analizi yapilarak
buna gore dort farkli soyda gruplandirilmistir (Shaile ve ark. 1996).

1.6. Koruma ve Kontrol

Kiiciik ruminant vebast genellikle direkt temas yoluyla yayilir ve enfekte olmus
hayvanlar tarfindan hayvan barinaklarinda salginlar olusturur. Klinik bulgular
gostermeyen enfekte hayvanlar, virusu sagabilir. Karantina ve diizenli yapilan testler
enfeksiyon riskini azaltabilir. PPRV enfeksiyonundan ari iilkeler enfeksiyonun
kontroliinde, enfekte alanlardan hayvan hareketlerinin sinirlandirilmasi, karantina,
zorunlu kesim, karkaslarin uygun bir bigimde imha edilmesi enfekte alanlarin
dezenfeksiyonu gibi klasik kontrol metodlar1 kullanilarak basariya ulasilmistir. PPR
salginlarinin  kontroliinde, 0zellikle yiliksek risk tasiyan bdlgelerde karantina
tedbirlerinin yani sira asilama koruyucu immunizasyon (hiperimmun serum
uygulmasi) birlikte yiiriitilmektedir (Braide, 1981; Taylor ve ark., 2002).Virus konak
disinda dort giin kadar canliligin siirdiirebilmektedir. Virusiin ¢evre sartlarinda hizli
inaktivasyonu yayilimin kontroliinde yardimci olmaktadir. Cesitli dezenfektanlar
kullanilarak virusun inaktivasyonu gergeklestirilir. Bu dezenfektanlar alkaliler
(sodyum karbonat, sodyum hidroksit), halojenler (sodyum hipoklorit), fenolik

bilesikler, sitrik asit, alkoller ve iyodoforlar olarak sayilabilir.

Hastaligin endemik oldugu bélgelerde asilama yapilir. Iyilesen hayvanlarda,
en az dort yil ya da yasam boyu siiren bir bagisiklik gelisir. Enfeksiyonu dnlemek
icin dogal yasamda mevcut olan tasiyicit hayvanlarin koyun ve kegilerle temasinin
onlenmesi gerekmektedir. Dolasiyla asilama dogal yasamda bulunan tiirler iginde
tercih edilebilir (OIE, 2008).
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1.7. AMAC

Bu calismada, ilk agsamada seri hiicre kiiltiirii (Vero) pasajlari ile meydana gelen viral
atteniiasyondan sorumlu olabilecek mutasyonlarin P gen diizeyinde sorgulanmasi
amaclanmistir. Boylelikle, daha oOnce Sigir Vebasi virusu igin bildirilen ve
attentiasyonda rol oynadigi belirtilen bir seri anlamli mutasyonun, PPR virus i¢in de
en azindan P gen diizeyinde gegerli olup olmadiginin sorgulanmasi hedeflenmistir.
Bu amaca yonelik olarak PPR virusun Vero hiicrelerinde 92 pasaji yapilarak her 5
pasaj uygulamasini takiben, PPRV’ nin P gen bdlgesi kismi olarak ¢ogaltilmis ve
takiben bu bolgenin dizin analizi gergeklestirilerek, analiz edilmistir. Bu noktadan
hareketle, tespit edilecek potansiyel mutasyonlarin, genetik manipiilasyonlarla
olusturulduktan sonra virusun ters genetik teknikleri kullanilarak iiretilmesi ile uzun
stiregli  klasik hiicre kiiltiirii  pasajlari  kullanilmaksizin, virus atteniiasyonunu

gerceklestirme firsat1 verebilecektir.

Ayrica arastirma kapsaminda, bu virusa kars ticari olarak kullanilabilecek bir
molekiiler tani sisteminin olmamasindan yola ¢ikarak, sahada virusun klinik veya
postmortem Orneklerden siiratli ve yliksek giivenilirlikte tespiti amaciyla, degisik gen
bolgelerini hedefleyen gergek zamanli (real time) ters transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu (rtRT-PCR) tekniginin gelistirilmesi amaglanmistir. Boylece, tilkemizin
de i¢inde bulundugu cografyada olduk¢a yaygin olan bu enfeksiyonun tanisina

hizmet edecek duyarli ve giivenilir bir sistem gelistirilmesi planlanmustir.

21



2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Hiicre Kiiltiirii

Aragtirmada PPR virusun gerek atteniiasyonu ve gerekse ItRT-PCR teknigi igin
pozitif referans olarak kullanilacak PPR virusun iiretilmesi ve titrasyonu i¢in Viroloji
anabilim dali koleksiyonunda bulunan Vero (Afrika Yesil Maymun Borek) hiicre

hatt1 kullanildi.

2.1.2. Virus

Calismada kullanilan PPR virus (PPRV/TUQQ), 2000 yilinda Sakarya ili sinirlart
iginde bulunan bir koyunculuk isletmesinde PPR hastalik tablosu gosteren bir
koyundan izole edildi. Bu virusun, daha once yapilan ¢alismalarla tim genom
uzunlugunca dizin analiz verilerine sahip olunmasi (GenBank Accession #
AJ849636) sebebiyle calisma kapsamina alindi. Aragtirmada tasarlanan tim primer
ve problar i¢in bu virus genom dizini referans olarak kullanildi. PPRV-TUROO
calisma kapsaminda ayrica Vero hiicre hattina adapte edildikten sonra attentiasyon

icin 92 kez bu hiicrede pasajlanmak tizere segildi.

2.1.3. Tamisal Ornekler

Calismamizda belirli dénemlerde sahadan Ankara Univeristesi Veteriner Fakiiltesi
Viroloji Anabilim Dalina gelen PPR hastalig1 siipheli olan hayvanlara ait 45 adet
cesitli organ pargalart ve kan ornekleri kullanmilmistir (Cizelge 2.1). Bu 6rnekler
pozitiflik yoniinden incelendikten sonra wuygun tekniklerle RNA eldesi
gerceklestirilmis ve bu RNA’lar - 80° C’de saklandi. Diger taraftan yerel
mezbahalarda kesime tabi tutulan saglikli hayvanlardan toplanan 15 adet farkli doku
ve kan Ornegi de negatif kontroller olarak kullanildi. Bu oOrneklerden de RNA

izolasyonu gerceklestirildi ve kullanilana dek - 80° C’de saklandi.
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Cizelge 2.1 Tezde kullanilan PPR virus yoniinden pozitif orneklerin orjini ve

hayvan tiirii bazinda dagilimlari.

SIRA GELDIGI NUMUNE HAYVAN TURU

NO YER TiPi

1 BILECIK (Osmaneli) KARACIGER KECI
2 KOCAELI KARACIGER KOYUN
3 KIRKLAREL] KAN (1065) KOYUN
4 KIRKLAREL] KAN(442) KOYUN
5 KOCAELI DIL KOYUN
6 CANAKKALE DIL KOYUN
7 KIRKLARELI KARACIGER KOYUN
8 ISTANBUL KAN(1284) KOYUN
9 AYDIN 6. KAN KOYUN
10 AYDIN 4. KAN KOYUN
11 AYDIN 7. KAN KOYUN
12 AYDIN 15. KAN KOYUN
13 ANKARA DALAK KOYUN
14 ISTANBUL DALAK (4) KOYUN
15 ISTANBUL KARACIGER(7) KOYUN
16 ISTANBUL AKCIGER (323) KOYUN
17 YOZGAT (Bafra) KAN KOYUN
18 YOZGAT (Bafra) KAN KOYUN
19 YOZGAT (Bafra) KAN KOYUN
20 YOZGAT (Bafra) KAN KOYUN
21 YOZGAT (Bafra) KAN KOYUN
22 YOZGAT (Bafra) KAN KOYUN
23 YOZGAT (Bafra) KAN KOYUN
24 YOZGAT (Bafra) KAN KOYUN
25 BALIKESIR DIL KOYUN
26 KOCAELI DIL OGLAK
27 KIRKLARELI(Liileburgaz) DIL KUZU
28 CANAKKALE (Yenice) KARACIGER KECI
29 KIRKLARELI KARACIGER KOYUN
30 ISTANBUL AKCIGER(1684) KOYUN
31 BIiLECIK (Osmaneli) KARACIGER KECI
32 BALIKESIR AKCIGER KOYUN
33 CANAKKALE (Lapseki) DUDAK KOYUN
34 BALIKESIR KARACIGER Kuzu
35 KOCAELI DALAK KOYUN
36 ANKARA LENF KOYUN
37 ANKARA KARACIGER KOYUN
38 ISTANBUL DALAK KOYUN
39 SAKARYA (Geyve) KAN KOYUN
40 YALOVA (Ciftlik) KAN KOYUN
41 ISTANBUL DiL KUuzu
42 CANAKKALE KAN (323) KOYUN
43 HATAY KAN KOYUN
44 HATAY KAN KOYUN
45 HATAY KAN KOYUN
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2.1.4. Kimyasal ve Biyolojik Maddeler

DMEM Sigma, ABD

Fotal Dana Serumu Bilogical Industries, Israil
Agaroz Prona, EU

EDTA Merck, Almanya

Etidyum bromiir Sigma, ABD

Gliserol Sigma, ABD

LB broth LAB - M, Birlesik Krallik
LB agar LAB - M, Birlesik Krallik

Mutlak etanol Merck, Almanya

Tris HCL Merck, Almanya
Tris base Merck, Almanya
DNA maker Fermentas, Litvanya

2.1.5. Kullanilan Kitler

High Pure Viral RNA Kit

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
QuantiTect Probe RT- PCR Kit

DNA Clean / Extraction Kit

Pfu Tag DNA Polymerase

GenomelLab DTCS — Quick Start Kit

pGEM — T and pGEM — T Easy Vector Systems
GeneJET Plasmid Miniprep Kit

Riboprobe Combination System — SP6/T7

Roch, Almanya
Fermentas, Litvanya
Qiagen, Almanya
Genemark, Tayvan
Fermentas, Litvanya
Beckman Coulter, ABD
Promega, ABD
Fermentas, Litvanya
Promega, ABD

2.1.6. Kullanilan Cihazlar

Sogutmali santrifuj

Termal Cycler TC — 3000
Termal Cycler TC — 312
Rotorgene 6000 CORBETT
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CeQ 8000 Genetic Analysis System Beckman Coulter, Amerika

Picodrop Spektrofotometre Picodrop, Birlesik Krallik

Hassas terazi Presica, Isvicre

pH metre Metler Toledo MP pHmeter, isvigre
Jel Goriintiileme Sistemi 100 Kodak, Japonya

2.2. Yontem

2.2.1. Konvansiyonel Viroloji

2.2.1.1. PPR Virusun Uretilmesi

Dizin analizi i¢in kullanilacak olan PPRV-TUROO Vero hiicre kiiltiirlerine adapte
edilmistir. ik olarak Vero hiicresi 25 cm? hiicre kiiltiirii flaskinda iiretildi. Tek
tabakali olarak kaplamis olan yiizey Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,
Sigma, ABD) ile yikandi. Daha sonra flaskin hacminin % 1’i oraninda
adsorbsiyonlu yontem ile inokulasyon yapildi. Bir saat siireyle yapilan inkiibasyon
islemini takiben flaska hacminin %10’ u oraninda serumsuz DMEM ‘den eklendi.
Kiiltiir sistemi 4 — 5 giin siireyle % 5 CO0; igeren 37 °C  lik etiivde inkiibe edildi.
Paralel olarak kontrol flaskida virus iiremesini gozlemlemek amaciyla izlendi. Siire
sonunda CPE gozlenen flask dondurma — ¢6zme ve yiiksek devirde santrifiij
islemlerini takiben virus, 0.5 ml hacimde porsiyonlanarak - 80°C ° ye kaldirildi. Bu
islemler ile virusun uygun sekilde Vero hiicrelerinde iiremesi sagland1 ve gerekli

virus stogu elde edildi.

2.2.1.2. Plak Titrasyon ile Enfeksiyozite Tayini

Hiicre kiiltiirinde iiremesini tamamlamis ve porsiyonlanarak —80 °C’de saklanan
viruslar, serumsuz DMEM icinde 10 katli olacak sekilde 8 basamak sulandirildi. Her
sulandirmadan 200 pl hacimde daha 6nceden Vero hiicresi tiretilen 24 gdzlii hiicre
kiiltiir tabletinin ikiser géziine inokulasyon yapildi. Bir saat siireyle yapilan 37° C ‘de

% 5 “ lik CO; igeren etlivde inkiibasyon islemini takiben her bir tablet goziine en az
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Iml hacimde DMEM iginde % 1.6 olacak sekilde hazirlanan Carboxymethylcellulose
(CMC; Sigma— Aldrich, ABD)’ dan ilave edildi. Kiiltiir sistemi 4 - 5 giin siireyle
ayni kosullarda inkiibe edildi. Siire sonunda hiicre yiizeyindeki CMC
uzaklastirilmaksizin kullanilan tiim gozlerdeki hiicreler % 10 formaldehit soliisyonu
ile en az 30 dakika (tercihen gece boyunca) oda sicakliginda fikse edildi. Fikzasyonu
tamamlanan hiicreler % 0.35 kristal viyole boyas1 ile boyandi ve her sulandirma igin
olusan plaklar sayildi. Sonuglar asagidaki formiile yerlestirilerek, viruslarin

enfeksiyoziteleri plak olusum iinitesi (POU / ml) seklinde hesaplandi.

POU/ml = Plak gdzlenen son sulandirma X ortalama plak sayis1 x 5

2.1.1.3. Dizin Analizi I¢in Hiicre Kiiltiirii Pasajlar

Dizin analizi i¢in hiicre kiiltiirlerine adapte edilmis olan PPRV’i 25 cm? “lik
flasklarda iiretilerek istenen 92 pasaj sayismna ulastimistir. T- 25 cm? flaskta tek
tabakali olarak tiretilmis Vero hiicresine flask hacminin %1 ‘i olacak sekilde virus
inokulasyonu gergeklestirildi. ilk olarak hiicre vasati uzaklastrildi ve yiizey DMEM
ile yikand1 ve adsorbsiyonlu yontemle 1 saat 37 °C ‘de % 5 CO; igeren etlivde
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda flask hacminin % 10 “ u olacak sekilde DMEM
eklenerek sitopatolojik etki (CPE) olusumu igin beklenildi. Olusan CPE
degerlendirilerek hiicreler dondurma - ¢ozdiirme ve yiiksek devirde santrifiij islemine
tabi tutularak elde edilen virus siispansiyonu — 80°C’ de saklandi. Yukarida

bahsedilen islemler istenilen pasaj sayisina ulasilincaya kadar tekrar edildi.

2.2.2. Molekiiler Viroloji ve Tani

2.2.2.1. Viral RNA Izolasyonu

PPR RNA’s1, sahadan elde edilen kan, serum ve doku 6rneklerinden High Pure Viral
RNA Kit” i (Roche, Almanya) kullanilarak tiretici firma onerilerine gore izole edildi.
Buna goére 200 pl alinan 6rnekten 1,5ml’lik ependorf tiipiine konuldu. Bu 6rnegin
istline (50ul polyA 5 ml Binding buffer‘a eklendi) poliA eklenmis binding
buffer’dan 400ul eklendi ve vortex yardimiyla ¢ok iyi bir sekilde karistirildi. Bu
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karisim daha sonra filtre tiiplere aktarilip 8000 g ‘de 15 saniye santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda alttaki sivi bosaltildi. Yerine konulan filtreye inhibitor removal
buffer ‘dan 500ul eklendi ve 8000 g 1 dakika santrifuj yapildi ve alttaki siv1 tekrar
dokiildii. Yikama islemi i¢in wash buffer ‘dan 450 ul eklendi, 8000 g ‘de 1 dakika
santrifiijiin ardindan alttaki sivi kisim atild1 ve tekrar 450 pl wash buffer eklenerek
8000 g ‘de 1 dakika santrifiij yapildi. Alltaki kisim atildiktan sonra 14000 g ‘de 10
saniye bos olarak santrifiijii takiben, kolonun altina 1,5ml ‘lik epondorf tiipten
konuldu ve tizerine 50 pl eliisyon buffer eklendi ve ardindan 8000 g ‘de 1 dakika
santrifiij yapildi ve elde edilen RNA — 80 °C ‘de sakland.

P genindeki degisimlerin ortaya konmasi i¢in yapilan hiicre kiiltiirii
pasajlarindan elde edilen siipernatantlardan RNA eldesi i¢in yine yukarida anlatilan
High Pure Viral RNA Kit ‘i (Roch, Almanya ) prosediiriine gore RNA* lar elde edlip
-80°C’de saklandi. Saklanan viral RNA” lar bir y1l siire sonunda test i¢in kullanildi.

2.2.3. Kullanilan Primer ve Problar

2.2.3.1. Real Time RT- PCR i¢in Tasarlanan Oligoniikleotidler

‘Real time‘ RT- PCR uygulamasi 4 gen diizeyinde tasarlanan primer ve tagman
problar ile gerceklestirilmistir. Primer ve prob tasarimlari tamamen 2000 yilinda
Tiirkiye’de izole edilen ve gen bankasina girilen izolat genomu iizerinden, CLCbio
Combined Workbench (CLCbio, Danimarka) kullanarak yapilmistir. Test
protokolleri oturtulduktan sonra 45 adet PPR hastaligi siipheli hayvandan alinan
klinik ve/veya postmortem ornekler, PPR virus genomu varligi tespiti ig¢in halen
anabilim dalimizda kullanilmakta olan in-house RT-PCR ile Karsilagtirmali olarak
calisilmstir. Gerek primer-prob kombinasyonlarinin kendi aralarinda ve gerekse
rNRT-PCR ve in-house RT-PCR tekniklerinin duyarliliklar1  birbirleriyle
karsilagtiritlmistir. Tasarlanan primer ve problar, Alpha DNA (Montreal, Quebec,
Kanada) tarafindan sentezlenmistir. ¢ Real time ¢ RT- PCR ¢aligsmasi i¢in tasarlanan

primer ve prob dizinleri ve lizerindeki modifikasyonlar Cizelge 2.2 ‘de verildi.
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Cizelge 2.2 Calismada kullanilan primer ve prob dizinleri.

Primer/Prob Adr* Dizinler (5°=>3?) Modifikasyon
PPRV/M/F/4186 | TGGGAGGAATAGGTGGAA

PPRV/M/R/4362 | GGACGGCTTGGATTTTGA

PPRV/M/Prb AGAAGCACCGGGAAAATGAG 5’ FAM, 3’ TAMRA
PPRV/N/F/350 AGAGTCACCCGGGCAATTGATACA

PPRV/N/R/646 TTGGCCAGAAGGATCCAGACTTGT

PPRV/N/Prb TTGACCTTTGCATCACGTGGTGCTGA | 5/ FAM, 3’ TAMRA
PRV/P/F/3067 ATTGGAACCAAAGCCAACTCCAGC

PPRV/P/R/3329 | TGCTTGGCGAGAATTGCTGTTAGC

PPRV/P/Prb AAGCTCTGCAATCGGGTTTGTCCCAT | 5’ FAM, 3’ TAMRA
PPRV/L/F/10054 | GCCGAGTCAGATACTTGTGGGAT

PPRV/L/R/10134 | GCAGGGCAACAACTTGGTA

PPRV/L/Prb TGGGTTCTTCCCAACACTAGGCA 5’ FAM, 3’ TAMRA

* Virus adi/Gen/Y 6n/Lokalizasyon(GenBank Accession # AJ849636 diizeyinde)

Tabloya gore lokalizasyonlar1 verilen primer g¢iftleri ile ¢ogaltilan her dort gen

bolgesine iliskin dizinler asagida sunuldu.

N genine yonelik Forward ve Revers primerleri ile Prob yerlesimi;

AGAGTCACCCGGGCAATTGATACAGCGAATCACAGATGATCCAGATGTTAGTATCCG
CCTTGTTGAGGTAGTTCAAAGTACTAGGTCTCAGTCCGGGTTGACCTTTGCATCACG
TGGTGCTGATTTAGACAACGAGGCAGACATGTATTTTTCAACTGAGGGGCCCTCGAG
TGGAGGTAAGAAAAGGATCAACTGGTTTGAGAACAGAGAAATAATAGACATAGAAGT
GCAGGATCCAGAAGAGTTCAATATGTTGTTAGCCTCCATACTAGCACAAGTCTGGAT
CCTTCTGGCCAA

P genine yonelik Forward ve Revers primerleri ile Prob yerlesimi;

ATTGGAACCAAAGCCAACTCCAGCTCAAAGGGTCAGCTTCTTAAGGATCTCCAGCTA
AAACCTGTCGACAAGCAGGCAAGCTCTGCAATCGGGTTTGTCCCATCCGACCATGAA
TCATCCAGAAATGTCATCCGCTCCATAATCAAGTCGAGCAAGCTAAACACTGATCAC
AAGGACTATCTTCTAGATTTACTAAATGATGTGAAAGGCTCCAAGGATCTTAAGGAA
TTCCACAAGATGCTAACAGCAATTCTCGCCAAGCA
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M genine yonelik Forward ve Revers primerleri ile Prob yerlesimi;
TGGGAGGAATAGGTGGAACAAGTCTCCATATTAGAAGCACCGGGAAAATGAGCAAAA
CCCTCCATGCACAGCTGGGGTTCAAGAAAATCTTATGTTACCCCCTAATGGATGTTA

ATGAGGATCTTAACCGATATCTCTGGCGGGCAGAGTGCCGAATAGTCAAAATCCAAG
CCGTCC

L genine yonelik Forward ve Revers primerleri ile Prob yerlesimi;

GCCGAGTCAGATACTTGTGGGATCTTATTGATGGGTTCTTCCCAACACTAGGCAACA
CCACATACCAAGTTGTTGCCCTGC

2.2.3.2. P Gen Bolgesi Sekansi icin Tasarlanan Oligoniikleotidler
Elde edilen ¢cDNA’lar, PCR reaksiyonunda virus P gen bolgesine spesifik olarak
tasarlanan primerler kullanarak ¢ogaltildi. Kullanilan primer dizinleri Cizelge 2.3’de

verildi.

Cizelge 2.3 Dizin analizinde kullanilan primerler ve genom lokalizasyonlar1

Primer Dizini Uriin
Primer Ad1 , \ Lokalizasyonu Biiyiikliigii
(5°23) (bp)
PPRV-P-F CGTCTTCAATGGAGGAGAGGATGGG 2223
1137
PPRV-P-R TGAGATGGTGACTGGAGGGTGTGT 3359

2.2.4. P Gen Bolgesi Dizin Analizi
2.2.4.1. Ters Transkripsiyon Reaksiyonu

Dizin analizi amaciyla kullanilacak olan viral RNA‘ larin komplementer DNA’ya
(cDNA) ¢evrilmesi gergeklestirilmistir. Bu amagla Revertaid First Strand cDNA kiti
(Fermentas, Litvanya) kullanilmistir. Uygulamaya baslamadan 6nce tiim reaksiyon
bilesenleri ¢oziildii ve vorteks ile karigtirilarak buz akiisti icine yerlestirildi. PCR

tiipli icerisine 3 pl steril deiyonize su, 0,5 ul random hegzamer primer (0,2 pg/ml) ve
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3 ul RNA konuldu. Karisim vorteks ile karigtirildi ve ¢ok kisa bir siire santrifiij
edildi. Tipler thermal cyclere yerlestirildi ve 70° C ‘de 5 dakika inkubasyona
birakildi.

Inkubasyon sonunda, tiipler buz akiisiine yerlestirilerek sogumas1 saglandi.
Her bir tiip tizerine 2,0 ul 5xReaksiyon buffer, 1 ul 10mM dNTP mix ve 0,5 ul M -
MuLV (Moloney Murine leukemie virus ) reverse transkriptase’den (200 U/ ul )
olusan karistmdan 3,5 ul konuldu. Tiipler tekrar termal cyclere yerlestirilerek 25 °C
‘de 10 dakika, 37° C 1 saat ve 70 ° C ‘de 5 dakikadan olusan program siiresinde
inkubasyona birakildi. inkiibasyon sonunda cDNA elde edildi. Yapilan optimizasyon
calismalar1 sonucunda belirtilen reaksiyon karisimi ve 1s1 dongiileri Cizelge 2.4’de

PCR ‘da kullanildi.

Cizelge 2.4 Calismada kullanilan PCR miks bilesenleri ve programi.

Bilesen Konsantrasyon Kullanilan Program
Pfu DNA polymerase (5u/ pl) 0,25 ul

10 x Pfu buffer 3ul 96° C’de 6 dk

25 mM MgCI? 24 ul

10 mM dNTP mix 0,5 ul 94° C’de 45sn

Primer — forward (10 pmol/ ul) | 0,5 pl 45° C’de 1 dk 35
Primer — reverse (10 pmol/ pl) | 0,5 ul 72° C’de 1 dk siklus
Deiyonize su 19,85 ul

cDNA 3ul 45° C’de 1 dk

Toplam 30 pl 72° C’de 10 dk

2.2.4.2. PCR Uriinlerinin Agaoroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinlerinin jelde goriintiilenmesi amaciyla , %1 ‘lik agaroz (Prona, EU) 0,5 x
TAE solusyon igerisinde ¢oziildii ve 1s1 yardimiyla eritildi. Uygun sicaklik degerine
gelmesinden sonra iizerine 0,5 pg/ml konsantrasyonundaki ethidium bromide
(Sigma, ABD) ilave edilerek jel tasiyicisina dokiildii. 15 - 20 iginde katilasan jel
tastyicisindaki taraklar ¢ikarilip, jel tasiyicist elektroforez tankina yerlestirildi. PCR
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tirlinlerinin jele yiiklenmesi islemi 6X yiikleme boyasi (Fermentas, Litvanya) ile 1
kisim boyaya 5 kisim PCR firiinii katilip karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi.
Spesifik iriiniin belirlenmesi igin 1 pl 100 bp’lik DNA merdiveni (Fermentas,
Litvanya) ‘de bir kuyucuga yiiklendi. 0,5x TAE solusyonu igirisindeki jele 30 mAp
20 dakika uygulanarak DNA gocii saglandi ve jel goriintiileme sistemi (Kodak, Gel
Logic 100, ABD) kullanilarak PCR sonucu olusan bantlar goriintiilendi.

2.2.4.3. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

Elde edilen PCR fiiriinlerinin jel goriintiileri degerlendirilerek saflastirma amaciyla
preparatif jele (%1) yiiklendi. Her bir 6rnek i¢in 50 pl PCR iriiniine 10 pl 6 X
yikleme boyasi karigtirilip jelde kuyucuklara 100bp ‘lik DNA merdiveni
rehberliginde yiiklendi. DNA go¢ii sonrasinda goriintiilenen 750 bp ‘lik DNA
bantlar1 goriintiilenerek, steril bir bistiiri yardimiyla jelden kesilerek ayrildi ve 1,5
ml’ lik ependorf tiiplerine konuldu. Elde edilen jel pargalar: ticari bir piirifikasyon
kiti (DNA Clean/Extraction Kit, Kat No: DP034-300, Gene Mark, Tayvan)
kullanilarak firma tarafindan 6nerilen yontem kullanilarak saflastirma islemi yapildi.
Elde edilen saflagtirilmis DNA’lar, dizi analizinde kullanilmak iizere - 20°C’ de

saklandi.

2.2.4.4. Dizi Analizi

Saflagtirllmis DNA‘lar Dye Terminator Cycle Sequencing (Genomelab DTCS —
Quick Start Kit, Kat No: S810148. Beckman Coulter, ABD) kiti kullanilarak dizin
analizi islemi gergeklestirildi. Boyali niikleotidlerle isaretleme islemi Cizelge 2,5’de
gosterilen reaksiyon karisimi ve 1s1 dongiilerinde gergeklestirildi. Thermal cycle
programi1 sonucunda elde edilen DNA’lar absolut ve %70 konsantrasyonda
hazirlanmis etanol solusyonlariyla yikama iglemine tabi tutuldu. Bu islemin ardindan
DNA’lar etanoliin uzaklastirilmasi ve kurumasi igin karanlik bir ortamda bir gece
birakildi. Ertesi giin isaretli Uriinler kapillar elektroforetik separasyon i¢in Beckman

Coulter CEQ 8000 Genetik Analiz cihazina (Beckman, ABD) yerlestirildi. Elde
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edilen veriler Beckman Coulter tarafindan saglanan program yardimiyla

degerlendirildi.

Cizelge 2.5 Dizi analizi i¢in uygulanan reaksiyon bilesenleri ve program

DNA Dizi Analizi Reaksiyon Karistnm | Program ve
Dongii Sayisi
Bilesen Miktar (nL )
DNA 4 96 ° C ‘de 6 dk
Primer
(Forward veya Reverse) ' 96 ° C ‘de 20 sn
DTCS 4 50°C ‘de20sn | X30
Sulandirici 1 60° C ‘de 4 dk
Toplam 10 4° C 10dk

2.2.5. PPR Virus Kantitasyonu Amaciyla in Vitro Transkripsiyon Standarti

Olusturulmasi

2.2.5.1. Hedef Genlerin Amplifikasyonu

Gergek zamanli reverz transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu ile sahadan gelen
PPRV siipheli hayvan 6rneklerinin incelemesinde standart olusturulmasi amaciyla ilk
basamakta in vitro transkripsiyona olanak saglayan pGEM — T Easy (Promega,
ABD) vektoriine klonlama gerceklestirildi. Bunun i¢gin PPRV/TUQO yerel izolatindan
RNA izolasyonu gerceklestirildikten sonra 2.2.4.1.’de anlatildigi sekilde ¢cDNA
sentezlendi. Bunu takiben 4 genom bolgesine ait (L, M, N, P) primerler (Cizelge
2.4.) kullanilarak konvansiyonel PZR ile amplikonlar elde edildi. Bu PZR ile 94 °C 6
dakika denatiirasyon isleminin ardindan, 94°C 45 saniye, 65°C 1 dakika, 72°C 1
dakika 35 dongii ve son basamakta 65°C 1 dakika ve 72°C 10 dakika olacak sekilde
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gerceklestirildi. Boylelikle hedeflenen 4 genom bdlgesine ait beklenen biiyiikliiklerde
amplikonlar elde edilidi. Bu DNA iiriinleri pPGEM-T Easy vektorlerine klonlandi.

2.2.5.2. PCRile Cogaltilan Bolgelerin pPGEM — T Vektorlerine Klonlanmasi

PCR sonucu elde edilen iiriinler pPGEM-T Easy vektoriine Kit kullanim klavuzu takip
edilerek yerlestirildi. Bu amagla ilk olarak elde edilen PCR iiriinleri %1 ‘lik agaroz
jele yiiklendi. Yiiklemeye hazir olan jele 60 pul PCR amplilasyon iiriinii 6 pl 6 x
yiikleme boyasi ile karistirildi ve jeldeki kuyucuklara yiiklendi. PCR fiiriinii daha
sonra 90 V- 30 mA 25 dakika yiiriitiilerek goriintiilendi.

Daha sonra UV altinda jelde bulunan DNA bantlar1 bistiiri araciligiyla jelden
c¢ikartildi. Bu pargalar darast alinmis olan 1,5 ml ‘lik ependorflara alindi ve DNA
Clean / Extraction Kiti (Gene Mark, Tayvan) kullanilarak temizleme islemi yapildi.
Buna gore kesilen jel parcasinin agirligina esit oranda binding buffer ‘dan (100 mg‘a
100 ul olacak sekilde) eklendi ve 60 °C ‘de 5- 15 dakika ya da tamamen eriyinceye
kadar su banyosunda bekletildi. Arada tiipler ¢ikartilarak vorteks islemi yapildi.
Tamamen erimis olan jel karisimi hazirlanmis olan filtre sistemine aktarildi ve 12000
- 14000 g’de 1 dakika santrifiij islemi yapildi. Siire sonunda toplama tiipiindeki sivi
dokiildii ve yikama islemi i¢in 700 pl yikama tamponundan eklenerek tekrar 12000 -
14000 g’de santrifuj yapildi. Bir kez daha tekrarlanan bu yikama basamagindan
sonra, kalint1 etanoliin uzaklastirilmasi i¢in 3 -5 dakika 12000 — 14000 g ‘de santrifuj
yapilarak filtreler yeni bir 1,5 ml ‘lik ependorfa yerlestirildi. DNA eldesi i¢in 30 -100
ul miktarindaki eliisyon tamponundan ya da saf sudan (pH 7,0 — 8,0) filtreye eklendi
ve oda derecesinde 1- 2 dakika beklenildi. Siire sonunda 12000 — 14000 g ‘de
santrifuj yapilarak elde edilen DNA‘lar jelde yiiriitiildii ve klonlama asamasina kadar

— 20 °C saklandz.
Klonlama islemi igin daha sonra “pGEM — T Easy vector” klonlama

protokolii kullanildi. Buna gore saflastirilmis olan PZR tirtiiniinden 3pul, 2x ligation

buffer ‘dan 5 ul, pPGEM — T Easy vectorden (50 ng) 1 ul, T4 DNA ligase (3 Weiss
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units/ul) 1 ul olacak sekilde total 10 pl hacimde hazirlanip, oda derecesinde 1 saat

inkiibasyona birakild.

2.2.5.3. Transformasyon

Tranformasyon islemi i¢in hazirlanan ligasyon karisimindan 2ul alinarak 50 pl ‘JM
109 Competent ‘E.coli hiicreleri lizerine eklendi ve karistirildi. Buz iizerinde 20
dakika bekletilen karisim daha sonra 1s1 soku igin 42 °C 50 — 55 saniye bekletildi ve
tekrar buz lizerine alinarak 2 dakikada burada bekletildi. Siire sonunda oda 1sisina
getirilmis SOC karisimindan 950 pl eklenerek 37 °C  ‘de 1,5 saat 150 rpm ‘de
inkiibasyona birakildi. Daha yiiksek koloni oranini elde etmek icin kitin dnerdigi
1000 g ‘de 10 dakika santrifiij iglemi yapilarak 200 ul SOC ile pelet pipete edilerek

ampisilin i¢eren agarlara yayildi ve 37 °C bir gece inkiibasyona birakildi.

2.2.5.4. Plasmid izolasyonu ve Klonlarin Analizi

Bir gece sonunda pleytlerde tespit edilen koloniler ampicilin igeren 2 ml sivi LB
besiyerine aktarildi ve 37°C’de bir gece 150 rpm ‘de inkiibasyona birakildi. Ertesi
giinli lireyen bakterilerden “Plazmid DNA purification” (Fermentas, Litvanya) Kiti

yardimiyla ekstraksiyon yapildi.

Ik olarak c¢ogalan kolonilerden 1,5 ml alinarak 14 000 rpm’de 30 saniye
santrifiij yapilarak LB ‘de lireyen bakterilerin ¢okmesi saglandi. Tiip dibindeki pellet
Kitin onerdigi sekilde 250 pl resiispansiyon solusyonu eklenip, iyice pelletin
dagilmasi i¢in vortekslendi. Bu karisimin tistiine 250 pl Lizis buffer’dan eklenip 4- 6
kez yukar1 — asag1 olacak tarzda karistirildi ve hemen tizerine 350ul noétralizasyon
buffer’dan eklenerek tekrar yukar1 — asagi tarzda karistirildi ve 14 000 rpm ‘de 5
dakika santrifiij yapildi. Siire sonunda elde edilen siipernatant hazirlanmis olan
GeneJET (Fermentas, Litvanya) spin koluma aktarildi ve 14 000 rpm’de 1 dakika
santrifiijii takiben iki kez 500 ul wash buffer‘la yitkamanin ardindan kalint1 etanoliin
uzaklastrilmasi i¢in 14 000 rpm’de santrifiij isleminin ardindan yeni 1,5 ml

ependorfa yerlestirilen filtreye 50 pl elisyon tamponu eklenip 2 dakika oda
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derecesinde bekletildi. Yine 2 dakika 14 000 rpm’de santrifiij yapilarak plazmid
DNAs1 elde edildi.

2.2.5.5. Plazmidlerin Jelde Goriintiilenmesi

Agaroz jel 0,5% TAE iginde ve % 1 konsantrasyonda hazirland: ve Jel dondugunda
taraklar uzaklastirilip, yiiriitme tankina yerlestirildi. Her plazmid DNA’st 5 pl
hacimde alind1 1 pl 6X yiikleme boyasi ile karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. Jel
90V’da 25 dakika yiiriitiildiikten sonra UV 151k altinda DNA’lar goriintiilendi ve bu
DNA’lardan pozitif olanlar (PCR iiriiniine sahip olanlar) tespit edildi.

2.2.5.6. PCR Uriiniinii iceren Kolonilerin Dondurulmasi

Bu amag icin pozitif olarak tespit edilmis olan plazmid DNA’larini i¢eren koloniler
tekrar ampicilinli LB besi yerine ekilerek bir gece 37 °C’de inkiibasyona birakildi.
Ertesi giin tireyen bakterilerden % 10 gliserol icerecek sekilde 1 ml hacimli tipler

hazirlanarak — 80°C’de donduruldu.

2.2.5.7. Plazmid DNA Dizin Analizi

Elde edilen plazmid yapilarin konstriiksiyonlarinin dogrulanmasi1 amaciyla yapildi.
Saflagtirilmis plazmid DNA ‘lar1 Dye Terminator Cycle Sequencing kiti kullanilarak
dizin analizi islemi gerceklestirildi. Boyali niikleotidlerle isaretleme islemi Cizelge
2.6’da gosterilen 1s1 dongiilerinde gergeklestirildi. Thermal cycler programi
sonucunda elde edilen DNA’lar absolute ve % 70 konsantrasyonlarda hazirlanmis
etanol solusyonlariyla yikama islemine tabi tutuldu. Bu islemin ardindan DNA’lar

etanoliin uzaklastirilmast ve kurumasi i¢in karanlik bir ortamda bir gece birakild.
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Ertesi giin isaretli iriinler kapillar elektroforetik separasyon i¢in Beckman Coulter
CEQ 8000 Genetik Analiz cihazina yerlestirildi. Elde edilen veriler Beckman Coulter

tarafindan saglanan analiz programi yardimiyla degerlendirildi.

Cizelge 2.6 Plasmidler i¢in uygulanan dizi analizi reaksiyon bilesenleri ve
programi

DNA Dizi Analizi Reaksiyon Karisim ngsgil;asrz )\7/121
Bilesen Miktar (uL ) 96 ° C ‘de 6 dk
DNA 4
Primer  (Forwad veya 1 96 ° C “‘de 20 sn
Reverse ) 50°C‘de20sn | x30
DTCS 4 60° C ‘de 4 dk
Sulandiric 1 4° C 10dk
Toplam 10

2.2.5.8. Plasmid DNA Miktarinin Hesaplanmasi

Elde edilen plazmid DNA’lari, Picodrop Spektrofotometre (Picodrop, BK)
kullanilarak 6l¢iildii ve kopya sayisi hesapland: (Salvi, 2008). Bu amagla asagidaki

formiil kullanilds;

Plazmid kopya/ul = CxNA/ MWx10°

Bu formiilde; C, spektrofotometre ile olgiilen konsantrasyon (ng/ul), NA
Avogadro sayst (6,023x10%°); MW, standart plazmidin molekiiler agirhigi; 10°,

nanomolden mole ¢evrim faktori olarak tanimlanmustir.
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2.2.5.9. In Vitro Transkripsiyon

Kantitasyon amaciyla kullanilacak olan N, P, L ve M gen bolgelerini igeren
plasmidler in vitro transkripsiyon i¢in kullanildi. Bu amag i¢in ‘Riboprobe in vitro
Transcriptions Systems Kit’i (Promega, ABD) tercih edildi. Kit prosediirii takip
edilerek ilk olarak plasmidler uygun kesim enzimleri ile linear hale getirildi.
Kullanilacak kit bilesenleri oda derecesine getirildikten sonra, DTT, 100mM’den 10
ul, Transcription Optimized 5x buffer’dan 20 ul, Recombinant RNasin Ribonuclease
Inhibitor 100 U, linearize kalip DNA ‘den (1,0 — 2,5 mg / Deiyonize su ya da TE
buffer i¢inde) 2 ul, SP6 — T3 ya da T7 RNA polymerase’dan 40 U ve son olarak total
hacim niikleaz igermeyen suyla 100 pl ‘ye tamamlandi. Bu karigim 37 - 40°C” de 1 —
2 saat bekletildi ve siire sonunda temizleme islemine ge¢ildi. Bu asamada 1 U/ug
template DNA konsantrasyonuna RQ1 RNase — free DNase eklendi ve 37°C ‘de 15
dakika inkiibe edildi. Siire sonunda esit miktarda olacak sekilde sitratla doyurulmus
(pH: 4,7) fenol: kloroform: isoamil alkol ‘den (125:24: 1) eklendi ve 1 dakika
vorteksdikten sonra 2 dakika 12,000 x g ‘de santrifiij yapildi. Elde edilen iist faz
temiz bir tiibe alind1 ve hacminin yaris1 oraninda 7,5M ‘lik amonyum asetat ve 2,5
oraninda %100 ‘liik etanolden eklenip karistirildi. Karisim — 70°C ‘de 30 dakika
bekletildikten sonra 20 dakika santrifiij yapildi. Siire sonunda elde edilen siipernatant
dikkatlice uzaklastirilip pellet % 70 ‘lik etanol ile yikanip kurumasi i¢in 37°C de
birakildi. Kuruyan RNA pelletleri daha sonra TE buffer ya da su ile resilispanse
edilerek - 70°C’de muhafaza edildi.

2.2.6. PPR Virus RNA’simin ‘Real time ¢ RT-PCR ile Gosterilmesi

PPRV RNA’y1 ‘real time ¢ RT- PCR yontemi ile ortaya koyabilmek amaciyla virus
genomunun 4 farkli genini hedefleyen primer - prob setleri kullanildi. Ortak
sentezlenen cDNA’lardan daha sonra “gradient thermal cycler” kullanilarak farkl: 1s1
derecelerinde baglanma gergeklesen PCR’lar ile her gen diizeyinde ideal reaksiyon

sartlar1 tespit edildi.
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2.2.6.1. QuantiTect (Qiagen, Almanya) Probe RT — PCR Kit

PPRV RNA °‘s1 yoniinden pozitif oldugu bilinen bir hayvana ait olan kan 6rneginden
RNA izolasyonu yapildi ve primer — prob tasarimlarinin optimizasyonunda bu 6rnek
kullanild1. Reaksiyonda primerler 10’ar pmol, problar ise 5’er pmol konsantrasyonda
kullanildi. QuantiTect Kiti ile hazirlanan reaksiyon bilesimi Cizelge 2.7 ‘de
verilmistir. Yine CORBETT Rotorgene 6000 PCR (Qiagen, Almanya) sisteminde
verilen sicaklik ve dongli sayilari her bir gen bolgesi igin ayri ayr1 optimize
edilmistir. Cizelge 2.8 ‘de L gen bolgesi i¢in, Cizelge 2.9°da M gen bdélgesi i¢in,
Cizelge 2.10° da P gen bolgesi icin ve Cizelge 2.11° de N gen bolgesi i¢in verilmistir.

Cizelge 2.7 QuantiTect Probe RT — PCR Kit ile hazirlanan karigsim

Bilesen Konsantrasyon
2xReaksiyon buffer 12,5 ul

RT — karisimu 0,25 pul
Primer — forwad (10pmol / ul ) 1 ul
Primer- reverse ( 10pmol / ul) 1 ul

Prob ( S5pmol / ul) 0,5 ul
Deiyonize su 4.75 ul
RNA 5pul

Total 25 ul

Cizelge2.8 QuantiTect Probe RT — PCR Kit ile L gen bolgesi i¢in sicaklik dogiileri

ve sureleri

Basamaklar Zaman Sicakhik Siklus Sayisi
Ters transkripsiyon 30 dk 50°C 1

PZR baslangi¢ .

aktivasyon basamagi 15 dk 95°C 1
Denatiirasyon 5sn 94°C

Bir arada birlesme / 60 sn 530°C 40-45
uzatma
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Cizelge 2.9 QuantiTect Probe RT — PCR Kit ile M gen bolgesi igin sicaklik

dongiileri ve siireleri

Basamaklar Zaman Sicakhik Siklus Sayisi
Ters transkripsiyon 30 dk 50°C 1

PZR baslangie 15 dk 95° C 1
aktivasyon basamagi

Ondenatiirasyon 15 sn 94°C

Denatiirasyon 20 sn 49°C 40 - 45
Uzatma 60 sn 60° C

Cizelge 2.10 QuantiTect Probe RT — PCR Kit ile P gen bélgesi igin sicaklik

dongiileri ve siireleri

uzatma

Basamaklar Zaman Sicakhk Siklus Sayisi
Ters transkripsiyon 30 dk 50°C 1
PZR baslangie 15 dk 95° C 1
aktivasyon basamagi
Denatiirasyon 15 sn 94°C

. . 40 - 45
Bir arada birlesme/ 60 sn 60°C

Cizelge 2.11 QuantiTect Probe RT — PCR Kit ile N gen boélgesi igin sicaklik

dongiileri ve siireleri

uzatma

Basamaklar Zaman Sicakhik | Siklus Sayis1
Ters transkripsiyon 30 dk 50°C 1
PZR baslangig 15 dk 95° C 1
aktivasyon basamagi
Denatiirasyon 15sn 94°C
- - 40 - 45
Bir arada birlesme / 60 sn 60° C
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3. ARASTIRMA BULGULARI
3.1. Konvansiyonel Viroloji

3.1.1. PPR Virus Seri Pasajlar

Atteniiasyon amaciyla Vero hiicrelerinde 92 pasaja kadar yapilan PPR virus
inokulasyonlar1 sonrasinda, virus enfektivitesinde her hangi bir degisim olmaksizin
virusun hiicreye mitkemmel adaptasyonu izlendi. Bu adaptasyon sirasinda erken
pasajlarda hiicresel patoloji daha ¢ok hiicre yuvarlaklagmasi, acaip goriiniislii hiicre
(bizzarre shaped cells) olusumu ve sonunda hiicre dokiilmesi ile karakterize iken,
pasajlar ilerledik¢e, 60 pasajdan itibaren, multiniikleer sinsityal hiicre olusumlar1 ve

hiicre dokiilmesi agirlikli bir patoloji tespit edildi.

Vero ' PPRV

Sekil 3.1 PPRV ° niin Vero hiicresinde olusturdugu CPE (sitopatolojik etki)

3.1.2. Enfektivite Tespiti
PPRV/TUO0O virusun Vero hiicrelerinde yapilan seri pasajlarini takiben natif plak test

ile viral enfektivite tayini sonrasinda titrenin 1X10* POU/mL’nin altina diismedigi

tespit edildi.
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Pasaj Sayilari

Sekil 3.2 Pasaj sayilarina gore virus enfektivitesindeki degisim

3.2. Molekiiler Viroloji ve Tani

3.2.1. Pasaj Viruslarina P Gen Dizin Analizi

Arastirmada kullanilan PPRV/ANKOO susunun seri pasajlarina, P gen bdlgesi
forward ve reverve primerleri ile ayr1 ayri yapilan dizin analizleri sonrasinda elde
edilen veriler, CLCBio Combined Workbench (Danimarka) programi kullanilarak
analiz edildi. Bu ¢alismadan sadece P7, P15, P22, P42, P52, P70, P8O ve P92
numarali pasajlara ait dizinler karsilastirildi. Yapilan degerlendirmelerde her ne
kadar niikleotid dizilerinde mutasyonlar tespit edilse de bunlarin protein yapiya olan

etkileri onemli olarak bulunmadi (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4).
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Sekil 3.3 PPRV/TUO0’in Vero hiicre kiiltiirlinde yapilan pasajlarma ait P gen
dizinlerinin goklu karsilastirmasi (multiple alignment)

80
|
pPRP7 HilGGREGHEE IGIGIIGIGG AETETGGEEE HcEF [ | cifcEEGGEN so
PPR-P12 HckB HcBcKTcrco crmcHBccEE 75
PPRPEY. = swieivis svinn BclTcT GIIGHIGGHl 69
PPR-P70 M- julch{cl<] | | | GITGEEGGEA 66
PPR-P92 - crrcEEccEA 70
PPR-P80 B GIIG..GGI. 66
PPRIPDD. ‘s comscsose @omeneeees oo eeesess oeeeeeeesse «eeeesesss oeeeeeesee @eeeseeees oeeeessess
PPRIPID 000 e e 0 ime 0 0 0y S @ )0 B B G BRI 8RN BB B BB, A WS RN (S MGG S ey e -
Consensus A« =« - -GCGATGTGG ACTCTGGCCC AGATGATCCC AGCAGAGATA CTCTATATGA CCGGGGATCT GTTGCCGGCA
oo
Conserva(lon

Consensus ATGATGTCGC TAGGTCCACA GATGTCGAAA AACTAGAAGG TGCTGATATT CAAGAGGTTC TTAACTCCCA GAAAGGCAAA
100%

Conservation
o

2.

seercotse NTGATGTCG0 TAGGTCCACA GATGTCGAAA AACTAGAAGG TGCTGATATT CAAGAGGTTC TTAACTCCCA GAAAGGCAAA

pPRP7 GGHGGHEGHT llllleelce GHE L] IIIIII 240
PPR-P42 GGHGGHANGAT TH GGEGG GA

pPR-P52 GGHGGHEGAT TEEAEGGEGG

PPRP70 GGHGGHABEGAT cclice 226
PPR-P92 GGHGGHRNGHET cGlGG 230
PPR-P80 GGHGGHEGHET [cfe] [e<] 226
PPRP22 =vvevecens seveennnns =

PPRIPAE L csersmses mamseemams woesmnsam Seeauerseee smeesrense metmee s eete seeaaee ameesteie s -
Consensus GGAGGAAGAT TCCAAGGCGG GAAGACCTTA CGAGTCCCGG AAATACCCGA TGTCAAGCAC TCCAGACCAT CAGCCCAATC

c""S"”*"‘:‘OE:IJHIIIIIHII[IIHII LT P A A e e Aot
sewerce e (GAGGAAGAT TCCAAGGCGG GAAGACCTTA CGAGTCCCGG AAATACCCGA TGTCAAGCAC TCCAGACCAT CAGCCCAATC

HEEccTcARRG
BBccic ]

PPR-P7
PPR-P42

l 320
315

PPR-P52 [ [elch <] 309
PPR-P70 BBcclc 306
PPR-P92 BBcGrG! c B 310
PPR-P80 BBcGTGRERG 306
PPR-P22 «evevvesoe csemsseces sossesncns seesscsene sesesssese sasetaesses ssessesses seeseassess -
PPR-P15 = esescuoe socmemecns secsionans sesesesees sesesesess sasasssass seessasase seesessanns -

Consensus AATTAAAAAG GGCACAGACG GGAACTCAGT CTCATCTGGA ACGGTGACAG AGTGTTTATC GATAAGTGGT GCAACCCAAG

100

connatr ITTTITITT] [TV (VT (AT OOV O] ) (T
sowerce iz, TTAKMAG GECACAGACS GGAACTCAGT CTCATCTGEA ACGGTGACAG AGTGTTTAYC GATAAGTGGT GCAACCOAAS

|
GIGIIIIIIG IGIIIIIIGI GiENcTAGGG IGIGIIIIII IG=IIGI6IG GEGNGEAGHG 400
Gl G
G

PPR-P7 lIGIslllGl sllllGllGG
GH

PPR-P42 ETGTG GHGTGHAGHG 395
PPR-P52 BTGTG! GHGTGEEGHG 389
PPR-P70 GHcTcEEGHG 386
PPR-P22 @T ] c N GHGTGEAGHG 39
PPR-P80 BT | {c] el GHcTcEBcAG

386

Conservallon

S‘*““‘*"“":‘%.:?.\CTGTGC()AGA GTCAAGATGG GAGTEATCAG AGcARAATGC GTCTGTAGGG AGTGTCCTCA AGTCrG02AG GAGTGCI\GAG

440

prr-P7 HEGATHEEEGG
L]

-,o2 NEcETEERGG
pPrR-pe0 HECHTEEETC
PPRP22 «-vvvvnncn nnn - - .- - - -0 Hc HATGAR He HGTA
PPR-P15 == swamoe sammtectan s e -BBTcHETER cEETEEEcAc HATCEETEEC HcTATCHGTE 3o

Consensus ACGATCCAGG GGTTGACACA AGAATCTGGT ACCATAGCAT CACTGACTCA GCCTAAAGAG AATGACTCCG AGTATGAGTA
100%

Oonservauon

Sequence Iogo

PPR-P7
PPR-P42
PPR-P52
PPR-P70 WGHEGGATGH
pPR-P92 TGHGGETGHEE
PPR-P80 TEBGGATGHEE BT
PPR-P22 TGHGGATGHE BT
PPR-P15 TGHGGATGAR

Consensus
s

Conservation

A T [
ssaercerc ToAGCATGAC CTATTAARAG AGATTCAGGA CATeCGTGCA AGCATIGCCA AGATCCATGA TGACRACAAA ACTATCCTCT
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Sekil 3.3%iin devam

PPR-P7
PPR-P42
PPR-P52
PPR-P70
PPR-P92
PPR-P80
PPR-P22
PPR-P15

Consensus CAAAGCTTGA TTCTATACTG TTATTGAAAG GAGAAGTCGA CACTATCAAG AAACAAATCA GCAAGCAGAA TATAAGTATA

i

cwrswaten [T T T T LI T T T T
CRRAGCTTGA TsCTATACTC TTATTGRAA

200
Sequence logo

omts

GAGAAGTCGA CACTATCAAG ARACARATCA GCAAGCAGAR TATARGTATA

680 700
|

|
BEGGGHETT FcccEEGGET N GH 720

ooy | ] T I
swreesi. TOOMUATTG AGBECCATCY CTCCAGTATA ATEATAGUTA TCCCAGECTT THGMGGAT ATCAKGEACE CAACATCCGA

780
|

800
|

PPR-P7 GGETGHEGETG GGHGGTH
PPR-P42 GGTTGHEGTT!

PPR-P52 GGTTGHGTIG

PPR-P70 786
PPR-P92 790
PPR-P80 786

PPR-P22 T
PPR-P15 GGETGHGTTG
Consensus GGTTGAGTTG
100k

il
GO TGACTTC

prPr-P7 @ficEGGHTHEG
PPR-P42 TGG

PPR-P52
PPR-P70
PPR-P92
PPR-P80
PPR-P22
PPR-P15

Conservation
0%
2008

Sequence logo
0ts

840 880
|

C:r:\es:::f;: CTGTGGATAG GTCTCAGAAA A[IITGGAACCA AAGCCAACTC GGTCAGCTTC TTAAGGATCT CCAGCTAAAﬁ
seoceize (TGTGGATAG GTCTCAGARA ATTGCRACCA AKGCCAACTC GGTCAGCTIC, TTAAGGATCT CCAGCTARAA
o7 BETGTEGARR : Hi e £

20ts

Sequence logo
et

[]
GARATGTCA' TCCGCTCCAT

1040

] n
GOGTTTGTCC CATCCGACCA TGAATCATC

1.000 1

(A

PPR-P7
PPR-P42
PPR-P52
PPR-P70
PPR-P92
PPR-P80
PPR-P22
PPR-P15

Consensus
100
Conservation
0%
20t

Sequence logo
0eis

PPR-P7
PPR-P42
PPR-P52
PPR-P70
PPR-P92
PPR-P80
PPR-P22
PPR-P15

Consensus TTAAGGAATT
100

Conservation

o, COLEACRITAT SUETTURNR OOPTAe O e
seaerce e, TANGGAATT COMGAAGATG CTAACAGCAA TTCTCocorn comeecrrnn
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Sekil 3.4 PPRV/TU00’1n Vero hiicre kiiltiiriinde yapilan pasajlarina ait P gen amino
asit dizinlerinin ¢oklu karsilastirmasi (multiple alignment)

20 80

PPR-P7 IISGPIIPSI lTlIllelA GNBVWARSTHN llllGAllGl VENSaKcKGG IIGGGITIII PENPOVKHSE PsAGSIIIGT 80
PPRP15 Xeseeseeee =eceecseces soeescscas moscsemess sssescssss sescsssces =ssessssss sassssann=

PPR-P22 x -------------------------------------------------------------------------------

PPR-P42 MBSGPBBPSR BTENBRGSNA GNDUWARSTHM EKEEGABDNCE MENSQKGKGG REQGGKTHRM PENPBUKHSR PSAQSHEEGT 80
PPR-P52 MBSGPBEBPSR BTENMBRGSMA cNBUWARSTOM EKEEGABNQE MENSQKGKGG REQGGKTERNM PENPDMKHSR PsAqsUKKGT 8o
PPR-P70 MBSGPBEBPSR BTENMBRGSMA GNDVWARSTOM EKEEGADNQE MENSQKGKGG REQGGKTERM PENPDMKHSR PSAQSHKKGT 80
PPR-P80 MBSGPBBPSR DTENMBRGSMA GNDMARSTOM EKEEGABNQE MENSQKGKGG REQGGKTEHRM PENPDVKHSR PSAQSEKKGT 80
PPR-P92 MBScPBEBPSR BTENBRcSWA cNBUWARSTHW EKEEcABNCE MENSaKcKcc REQcGKTERM PENPBUKHSR PsaaslEKGT &0

Comawm VDSGPDDPSR DTLYDRGSVA GNDVARSTDV EKLEGADIQE VLNSQKGKGG RFQGGKTLRV PEIPDVKHSR PSAQSIKKGT

Sonercolego VDSGPDDPSR DTLYDRGSVA GNDVARSTDV EKLEGADIQE VLNSQKGKGG RFQGGKTLRV PEIPDVKHSR PSAOSIKKGT

PPR-P7 BGNSHSSGTH Tlclslssn QAMPESRWES SquAslel EESARSAETH oclrolsch AsETQPKEND SIIIIIIIII 160
PERPIE st ca e iine GreRa e e stiie. PinnaEtE et R s e ETQPKEND SENE H 19
PPR-P22 = = e s wme e e e eeeeaeie+ eeeeeaieae saeaoeaees aa--a- KEND SENE

PPR-P42 BGNSMSSGTH TECHSNSGAT QANMPESRWES SEaNAsSWGSN BKSARSAETHE QcETQESGTH ASETQPKEND SEN
PPR-P52 BGNSUSSGTM TECESNSGAT QAMPESRWES SEQNASVWGSN HBKSARSAETE QGETQESGTH ASETQPKEND SENE
PPR-P70 BGNSMSSGTE TECHSESGAT QAMPESRWES SEQNASNGSN BKSARSAETHE QGETQESGTE ASETQPKEND SENE

B
DEE 160
PPR-P80 BGNSMSSGTM TECESHSGAT QAMPESRWES SEaQNASMGSN HKSARSAETE QGETQESGTHE ASETQPKEND SENMBDNEBDEE 160
PPR-P92 BGNSMSSGTH TECHSNSGAT QAMPESRWES SEaNAsMGSM EKSARSAEKN QGETQESGTH ASETQPKEND SENMENMEDDEE 160
mems% DGNSVSSGTV TECLSISGAT QAVPESRWES SEQNASVGSV LKSARSAETI! QGLTQESGT! ASLTQPKEND SEYEYEDDLF

°°"$°Na"°" OO0 (OOOOnn. COnOnonn AOnon QO COnmonnn, o Hﬂﬂﬂﬂ
wmmmmmwmmwmmwmmmmnmmmmmmnNWMMmmm

PPR-P7 KENQBERASH Alllllnlrl EsKEBPEEEE lelllrllln sKanEslisT IlGllsSIMl ANPGHGKBER BPTSEMEENP 240
pPR-P15 KENQBUNRASE AKNHBBNKTE HSKEBSNEEE KcEWBTEKEKQ MsKanlislist MEcHEssHmE AlPGEGKBENK BPTSEMEENP 99
pPrR-P22 KENQBNRASE AKNHBONKTH B GEUBTHKEQ NsKanEslisT MEcHEsSsEME ANPGHGKBNK BPTSEMEENP 95
PPR-P42 KENQBERASE AKNHBENKTH E GEVBTHKEQ MsKanMslisT MEcHESSEvE ANPGHGKBNK BPTSEMEENP 240
pPrR-P52 KENQBNRASH AKNHBBNKT GEUBTHKKQ NsKanNslisT MEcHEssEvE ANPGEGKBNK BPTSEMEENP 240
PPRP70 KENMQBERASHE AKNHDBNKT GEMBTHKKQ WsKanisiisT MEcHEsSsHEME ANPGEGKBNK BPTSEMEENP 240
PPR-P80 KENQBERASE AKNHBBDNKTH E GEMBTEEKQ NsKanEslsT WEcGHESSHvE ANPGHGKDEE BPTSEMEENP 240
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3.2.2. QuantiTect Probe RT — PCR Kit

QuantiTect Probe RT — PCR (QP — RT- PCR ) Kiti ile CORBETT ‘real time’ PCR
cihazinda 4 hedef gen bdlgesinin optimizasyonu tamamlandiktan sonra Sahadan
toplanan 45 adet 6rnek bu 4 gen bolgesi bazinda PPRV RNA’s1 yoniinden incelendi.
Bu kit ile ters transkripsiyon ve DNA‘nin ¢ogaltilmasi agsamalari tek tiip iginde
yapilabilmektedir.

3.2.2.1. L Gen Bolgesinin ¢ Real time > RT-PCR ile Tespiti

QP - RT — PCR Kiti kullanilarak, L gen bdlesi igin tasarlanan PPR/L/F ile PPR/L/R
primerleri ve PPR/L-P probu kullanilarak 55°C’de 30 dakika ters transkripsiyon
islemi gergeklestirildi. Ardindan da ayni tiip igerisinde 45 dongii olacak sekilde 94°C
‘de 15 saniye, 53° C ‘de 1 dakika olan PCR kosullarinda PPRV RNA‘smin
cogaltilmasi gerceklestirildi. Daha sonra sahadan izole edilen numuneler negatif ve
pozitif kontrollerin esliginde yukarida belirtilen reaksiyon kosullarinda calisildi ve
Cizelge 3.7 ‘deki sonuglar elde edildi. Standart egri i¢in yapilan klonlamalar sonucu
elde edilen plasmidlerden in vitro transkripsiyonda istenen verimlilik
saglanamadigindan, standart egri i¢in yine PPRV RNA ‘s1 yoniinden pozitif oldugu
bilinen virusun 85’ i pasajmin 1/10, 1/100, 1/1000 ve 1/10000, 1/100000 ve
1/1000000 seri seyreltmeleri oranlarinda CORBETT ‘real time’ PZR cihazinda
yukarida belirtilen reaksiyon kosullarinda ¢oklu denemeler yapilarak bu 6rneklerin
dongii esik degerlerine karsilik (CT: cycle threshold) baslangigtaki genom kopyalari
olusturuldu (Sekil 3.5). Bu sulandirmalardan 1/10, 1/100, 1/1000 ve 1/10000 seri
seyretmerleri her bir gen bdlgesi i¢in saha orneklerinin ‘real time* PCR asamasinda
standart olarak kullanildi. Bu standart 6rneklerin viral yiikleri 2,23x 10° ile 2,37
kopya/ml arasinda idi (Cizelge 3.3). Virus RNA’sina ait seri sulandirmalardan olusan
standanrt dogru sekil 3.6 * da verilmistir. L gen bolgesiyle saha 6rneklerinin ‘real
time” PCR ‘1 sonucu Ct degerleri 19, 38 ile 34, 46 arasinda idi. Elde edilen kopya
sayist ise 1,65x10 ile 4,38x10° kopya/ml arasinda yer almistir (Cizelge 3.4). ‘Real

time ‘ PCR sonucunda kirmizi renkte gosterilen saha Ornekleri, mavi renkte
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gosterilen konsantrasyonu belli olan virus sulandirmalarinin olusturdugu dogrusal
diizlemde yer almistir (Cizelge 3.8). Ayrica 6rnekler ‘real time ° PCR ‘den sonra
kontrol amagli olarak agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi ve her biri 80 bg olan

bantlar jelde gozlendi (Sekil 3.9).

Deneylerin tekrarlanabilirligini 6lgmek amaciyla deneylerde kullanilan
orneklerden her seferinde li¢ kez olmak tizere viral RNA izolasyonu yapildi ve ‘real
time ¢ PCR sisteminde analiz edilerek deney igi varyasyonlar (intra—assay variability)
hesaplandi. Bunun yaninda deneyler ii¢ ayr1 giinde tekrarlanarak deneyler arasi

varyasyonlar da (inter — assay variability) hesaplandi.

Buna gore QP - RT — PCR Kiti kullanilarak CORBETT ‘real time  PCR ‘de
analiz edilen Srneklerin 5 adet drnegin viral yiikleri 10° ile 10? kopya arasinda
bulunmaktaydi. Bu 6rneklerin dongii esik degerlerine (Ct) gore hesaplanan deney ici
varyasyon katsayilar1 (CV), % 0,52 ile 3,21 arasinda degismekteydi. Yine ayni
sistemde farkli giinlerde yapilan deneyler arasindaki varyasyon ise % 0,51 ile 3,05

arasinda degismekteydi (Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2).

Cizelge 3.1. Rotorgene 6000 CORBETT ‘real time’ PCR sisteminde hesaplanan
deney ici varyasyon degerleri (Ct: Dongii esik degeri, SD: standart sapma, CV:
Varyasyon katsayisi)

Ornek | Ctdegeri-1 | Ctdegeri-2 | Ortalama Ct S.D. CV (%)
1 15, 46 15, 25 15,34 0,08 0,52
2 16,67 17,27 16,80 0.29 1,72
3 19,63 18,71 19,08 0,51 2,67
4 21,43 21,03 21,25 0,16 0,75
5 21,08 20,08 20,76 0,68 3,21
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Cizelge 3.2. Rotorgene 6000 CORBETT ‘real time‘ PCR sisteminde hesaplanan
deneyler aras1 varyasyon degerleri (Ct: Dongii esik degeri; SD standart sapma; CV:
Varyasyon Katsayisi).

Ornek | Ct degeri -1 | Ct degeri-2 | Ortalama Ct S.D. CV (%)
1 15, 60 15, 32 15,46 0,08 0,51
2 16,30 17,03 16,66 0.27 1,62
3 19,50 18,75 19,12 0,47 2,47
4 21,40 21,09 21,24 0,13 0,61
5 21,15 20,13 20,64 0,63 3,05
0410 -

0,05 -

Norm. Fluoro.

Threshold -
0,00 —

' 1 1 |

5 10 15

Cycle

Sekil 3.5. PPRV RNA’siin Rotor gene 6000 CORBETT ‘real time® PCR sisteminde
QP - RT-PCR kit ile standart olusturulmasi (Her sulandirma iki kez calisildi. PK:
Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol.10'-10%: sulandirmalar).
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Concentration

Sekil 3.6 PPR RNA‘s1 yoniinden pozitif olan P85 icin standart egri

Cizelge 3.3 PPRV e ait olan sulandirmalarin CT ( esik degeri ) dagilimi ve kopya
sayilari

No|Colour Name Given Conc Calc Con

(copies/ml)  (copies/ml) ﬁ% Var

1 B o1 Standard 22,80 |1,00E+05 2,04E+05 |104,0%
2 pPR-2 Standard 22,71 {1,00E+05 2,23E+05 [123,1%
3 . pPR-3 Standard 25,52 |1,00E+04 1,65E+04 |64,7%
4 B rPR4 |Standard 26,25 |1,00E+04 8,35E+03 |16,5%
5 pPR-5 Standard 28,80 |1,00E+03 7,91E+02 |20,9%
6 . pPR-6 Standard 28,87 |1,00E+03 7,36E+02 |26,4%
7 . pPR-7 Standard 33,17 |1,00E+02 1,37E+01 |86,3%
8 pPR-8 Standard 32,20 |1,00E+02 3,38E+01 |66,2%
9 B PR |Standard 34,52 |1,00E+01 3,94E+00 |60,6%
10 . pRR-10 |Standard 33,68 [1,00E+01 8,57E+00 [14,3%
11 . pPR-11 Standard 35,06 {1,00E+00 2,37TE+00 [137,3%
12 pPR-12 |Standard 33,84 |1,00E+00 7,38E+00 |638,3%
13 pPR-P85 |Unknown 17,08 4 12E+07
14 NEGATIF|Negative

Control
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0,05 4

Threshold

0,00 ==

Cycle

Sekil 3.7 Saha 6rneklerinin Rotor gene 6000 CORBETT ° real time® PCR sisteminde
L gen bolgesi i¢cin QP - RT — PCR kit ile ¢ogaltilmasi.(PK: Pozitif kontrol, NK:
Negatif kontrol).

Concentration

Sekil 3.8 L gen bolgesine ait standart egri ve saha 6rneklerini dogrusal diizlemde
yerlesimi.
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Cizelge3.4 L gen diizeyinde rtRT-PCR ile PPRV yoniinden sorgulanan saha

orneklerin Ct (esik degeri) ve kopya sayilarinin dagilimi

Colour Name Type Ct |GivenConc Calc Conc
(copies/ml)  (copies/ml) % Var
1 . 1 Unknown | 33,73 2,70E+01
2 2 Unknown
3 . 3 Unknown | 42,15 9,14E-02
4 . 4 Unknown | 24,57 1,31E+04
5 5 Unknown
6 | 6  |Unknown | 3553 7,99E+00
7 | B 7 |Unknown | 19,38 4,38E+05
8 8 Unknown | 23,39 2,91E+04
°o | B 9  |Unknown
10 . 10 Unknown | 24,31 1,57E+04
11 . 11 Unknown | 34,46 1,65E+01
12 12 Unknown | 42,33 8,08E-02
13 13 Unknown | 34,66 1,44E+01
14 14 Unknown | 34,35 1,78E+01
15 15 Unknown | 25,80 5,73E+03
16 1-10 Standard 21,50 (1,00E+05 1,05E+05 4,7%
17 1-100 |Standard 25,23 [1,00E+04 8,39E+03 16,1%
18 1-1000 |Standard | 28,07 |1,00E+03 1,24E+03 23,5%
19 1-10000 |Standard 31,91 |1,00E+02 9,21E+01 7,9%
20 | || |poztif |Positve | 18,64 7,22E+05
Control
21 | [ |negatif |Negative
Control
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Sekil 3.9 Saha orneklerine ait PPRV RNA‘larinin L gen bdlgesi i¢in yapilan ‘real
time © PCR iiriinlerinin % 1.5 ‘luk agaroz jelde goriintiilenmesi (M: DNA Merdiveni,
N:Negatif kontrol)

3.2.2.2. P Gen Bolgesinin‘ Real Time ‘RT - PCR ile Tespiti

P gen bolesi igin tasarlanan PPR/P/F ile PPR/P/R primerleri ve PPRP-P probu
kullanilarak 55° C‘de 30 dakika ters transkripsiyon islemi ardindan ayni tiip
igerisinde 45 dongii olacak sekilde 94°C ‘de 15 saniye, 60°C‘de 1 dakika olan PCR
kosullarinda PPRV RNA’sinin ¢ogaltilmasi gergeklestirildi. Daha sonra sahadan
izole edilen numuneler negatif ve pozitif kontrollerin esliginde yukarida belirtilen
reaksiyon kosullarinda galisildi ve sekil 2.10  daki sonuglar elde edildi. Standart egri
icin yine PPR RNA ‘s1 yoniinden pozitif oldugu bilinen virusa 85 pasajin 1/10,
1/100, 1/1000 ve 1/10000 seri seyreltmeleri oranlarinda CORBETT ° real time ¢ PCR
cihazinda yukarida belirtilen reaksiyon kosullarinda ¢oklu tekrarlar seklinde calisildi.
Saha orneklerinin dongii esik degerleri 22,18 ile 34,73 arasinda idi. edilen kopya
sayist 5,88 ile 3,92x10* kopya /ml olarak belirlendi (Cizelge 3.5.). Ger¢ek zamanli
PCR sonucunda kirmizi renkte gosterilen saha oOrnekleri, mavi renkte gosterilen
konsantrasyonu belli olan virus sulandirmalarinin olusturdugu dogrusal diizlemde yer

almistir (Sekil 3.11). Ayrica ornekler real time PCR’den sonra kontrol amagl olarak
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agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi ve her biri 272 bg¢ olan bantlar gozlendi

(Sekil 3.12).

0,10

Morm. Fluoro.

0,05 4

Threshold

0,00

Sekil 3.10 PPR RNA ‘nin Rotor gene 6000 CORBETT ‘real time ° PCR sisteminde P
gen bolgesi i¢in QP - RT — PCR kit ile cogaltilmasi (PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif
kontrol)

Concentration

Sekil 3.11 P gen bolgesine ait standart egri ve saha 6rneklerini dogrusal diizlemde
yerlesimi
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Cizelge 3.5 P gen diizeyinde rtRT-PCR ile PPRV yoéniinden sorgulanan saha

orneklerinin Ct degeri ve kopya sayilarinin dagilima.

Colour Name GiveConc Calc Conc % Var

(copies/ml)

1 . 1 Unknown 32,35 3,12E+01

2 2 Unknown 23,47 1,59E+04

13 . 3 Unknown 25,68 3,37E+03

4 . 4 Unknown 24,66 6,87E+03

5 5 Unknown 22,18 3,92E+04

6 | M 6  |[Unknown 25,97 2,74E+03

7 . 7 Unknown 34,73 5,88E+00

8 8 Unknown 27,10 1,24E+03

9 B 9  |Unknown 38,55 4,03E-01

10| B 10 |Unknown 32,53 2,75E+01

11 . 11 Unknown 32,38 3,05E+01

12 12 Unknown 33,28 1,62E+01

13 13 Unknown 32,14 3,61E+01

14 14 Unknown 25,80 3,10E+03

15 15 Unknown 24,13 9,96E+03

16 16 Unknown 27,14 1,20E+03

17 17 Unknown 25,95 2,79E+03

18 1-10 Standard 20,92 {1,00E+05 9,51E+04 |4,9%

19 1-100 Standard 24,05 |1,00E+04 1,06E+04 [5,9%

20 . 1-1000 |Standard 27,36 |1,00E+03 1,04E+03 |3,6%

21 . 1-10000 |Standard 30,75 |1,00E+02 9,58E+01 |4,2%

22 negatif |Negative

Control
23| B pozitif |Positive Control | 34,05 9,49E+00
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Sekil 3.12. Saha O6rneklerine ait PPRV RNA’larinin P gen bolgesi icin yapilan ‘real
time* PCR dirlinlerinin % 1.5 agaroz jelde goriintiilenmesi ( M: DNA Merdiveni; N:
Negatif kontrol).

3.2.2.3. M Gen Béolgesinin ¢ Real Time > RT - PZR ile Tespiti

M gen bdlgesi igin tasarlanan PPR/M/F ile PPR/M/R primerleri ve PPR/M-P probu
kullanilarak 55°C ‘de 30 dakika ters transkripsiyon iglemi yapildiktan sonra ayni tiip
igerisinde 45 dongii olacak sekilde 94°C ‘de 15 saniye, 49°C 20 saniye ve 60°C ‘de 1
dakika olan PZR kosullarinda PPRV RNA ‘siin ¢ogaltilmasi ger¢eklestirildi. Daha
sonra sahadan izole edilen numuneler negatif ve pozitif kontrollerin esliginde
yukarida belirtilen reaksiyon kosullarinda ¢alisildi ve Cizelge 3.13°deki sonuglar elde
edildi. Standart egri i¢in yine PPR RNA’s1 yoniinden pozitif oldugu bilinen virusa 85
pasajin 1/10, 1/100, 1/1000 ve 1/10000 seri seyreltmeleri oranlarinda CORBETT
‘real time‘ PCR cihazinda yukarida belirtilen reaksiyon kosullarinda ¢oklu tekrarlar
seklinde calisildi. Saha 6rneklerinin dongii esik degerleri 18,84 ile 31,41 arasinda idi.
edilen kopya sayist 1,01x10 ile 4,93x10* copy /ml olarak belirlendi (Cizelge 3.6).
Real — time sonucunda kirmizi renkte gosterilen saha Ornekleri, mavi renkte
gosterilen konsantrasyonu belli olan virus sulandirmalarinin olusturdugu dogrusal
diizlemde yer almistir (Sekil 3.14). Ayrica ornekler ‘real time‘ PCR‘den sonra
kontrol amagli olarak agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi ve her biri 176 bg olan

bantlar gozlendi (Sekil 3.15).
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0,00 ¢

NK

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Cycle

Sekil 3.13 PPR RNA ‘nin Rotor gene 6000 CORBETT ¢ real time ' PCR sisteminde
M gen bolgesi i¢in QP - RT — PCR kit ile ¢ogaltilmas: (PK: Pozitif kontrol, NK:
Negatif kontrol)

Concentration

Sekil 3.14 M gen bolgesine ait standart egri ve saha orneklerini dogrusal diizlemde
yerlesimi
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Cizelge 3.6 M gen diizeyinde rtRT-PCR ile PPRV yoniinden sorgulanan saha
orneklerinin Ct ( esik degeri ) ve kopya sayilarinin dagilimi

No. Colour Name Type Ct GivenConc Calc Conc
(copies/ml) (copies/ml)

1 1 31,18 1,19E+01
Unknown

2 2
Unknown

3 3 40,48 2,22E-02
Unknown

4 4 22,09 5,51E+03
Unknown

5 5
Unknown

6 | | 6 32,76 4,08E+00
Unknown

7 B 7 18,84 4,93E+04
Unknown

8 8 22,48 4.24E+03
Unknown

°o | | 9
Unknown

10 . 10 Unknown 22,01 5,79E+03

1 || u Unknown | 35,88 4,96E-01

12 12 Unknown

13 13 Unknown

14 14 Unknown 31,41 1,01E+01

15 15 Unknown 22,60 3,89E+03

16 1-10 Standard 17,98 1,00E+05 | 8,83E+04 | 11,7%

17 1-100 Standard 20,87 1,00E+04 | 1,25E+04 | 25,0%

18 1-1000 Standard 24,72 1,00E+03 | 9,28E+02 7,2%

19 1-10000 | Standard 28,06 1,00E+02 | 9,75E+01 2,5%

20 | || | pozitif |Positive 16,57 2,29E+05
Control

21 | [ | negatif |Negative
Control
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Sekil 3.15 Saha orneklerine ait PPRV RNA ‘larinin M gen bolgesi i¢in yapilan ‘real
time ¢ PCR iiriinlerinin % 1.5 ‘luk agaroz jelde goriintiilenmesi.(M: Merdiven ).

3.2.2.4. N Gen Bolgesinin‘ Real Time ¢ RT - PZR ile Tespiti

QP- RT — PCR Kiti kullanilarak, N gen bélesi i¢in tasarlanan PPR/N/F ile PPR/N/R
primerleri ve PPRN-P probu kullanilarak 55°C ‘de 30 dakika ters transkripsiyon
islemi yapildi. Bunu takiben ayni tiip icerisinde 45 dongii olacak sekilde 94°C ‘de 15
saniye ve 60°C ‘de 1 dakika olan PCR kosullarinda PPRV RNA‘sinin ¢ogaltilmasi
gerceklestirildi. Daha sonra sahadan izole edilen numuneler negatif ve pozitif
kontrollerin esliginde yukarida belirtilen reaksiyon kosullarinda ¢alisildi ve Sekil
3.16 ‘daki sonuglar elde edildi. Standart egri i¢in yine PPR RNA ‘s1 yoniinden pozitif
oldugu bilinen virusa 85 pasajin 1/10, 1/100, 1/1000 ve 1/10000 seri seyreltmeleri
oranlarinda CORBETT ° real time * PCR cihazinda yukarida belirtilen reaksiyon
kosullarinda ¢oklu tekrarlar seklinde ¢alisildi. Saha 6rneklerinin dongii esik degerleri
28,98 ile 36,45 arasinda idi. Tespit edilen kopya sayisi1,73 x 10° ile 1,40x10* copy
/ml olarak belirlendi (Cizelge 4.7). Real — time sonucunda kirmizi renkte gosterilen
saha oOrnekleri; mavi renkte gosterilen konsantrasyonu belli olan virus

sulandirmalarinin olusturdugu dogrusal diizlemde yer almistir (Sekil 3.17). Ayrica
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ornekler © real time’ PCR ‘den sonra kontrol amacghh olarak agaroz jel

elektroforezinde goriintiilendi ve her biri 296 bg olan bantlar gézlendi (Sekil 3.18).

0,05 -

Norm. Fluoro.

0,00 Fhreshold===

1 1 i | |

5 10 15 20 25 30 35 40 45 a0 55
Cvcle

Sekil 3.16 PPR RNA ‘nin Rotor gene 6000 CORBETT ° real time ‘PCR sisteminde
N gen bolgesi i¢in QP - RT — PCR kit ile ¢ogaltilmasi1 (PK: Pozitif kontrol, NK:
Negatif kontrol)

Concentration

Sekil 3.17 N gen bolgesine ait standart egri ve saha orneklerini dogrusal diizlemde
yerlesimi
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Cizelge 4.7 N gen diizeyinde rtRT-PCR ile PPRV yoniinden sorgulanan saha
orneklerinin Ct (esik degeri) ve kopya sayilarimin dagilimi

Colour |Name Type Ct Given.Conc Calc.Conc % Var
(copies/ml)  (copies/ml)
1 . 1 Unknown | 36,45 1,73E+03
2 2 |Unknown
3| IR 3 |Unknown | 28,98 1,40E+04
4 IR 4 |Unknown
5 5 |{Unknown
6 B 6 |Unknown
7| B 7 |Unknown
8 8 |Unknown
o B 9  |Unknown
10| B 10 |[Unknown
11| | 11  |Unknown
12 1-10 |Standard | 23,83 | 1,00E+05 5,94E+04 |40,6%
13 1-100 |Standard | 26,47 | 1,00E+04 2,83E+04 |183,4%
14 1-1000|Standard | 40,27 | 1,00E+03 5,94E+02 |40,6%
15 1- |Standard 1,00E+02
10000
16 negatif INegative
Control
17 pozitif |Positive 24,28 5,23E+04
Control
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Sekil 3.18 Saha 6rneklerine ait PPRV RNA‘larinin N gen bolgesi i¢in yapilan ‘real
time ¢ PCR iiriinlerinin % 1.5 ‘luk agaroz jelde goriintiilenmesi (M: DNA Merdiveni,
N: Negatif kontrol)

3.2.3. ¢ Real Time > RT-PZR ‘nin Tamsal Niteligi

Yapilan degerlendirmeler sonunda, daha once pozitifligi konvansiyonel RT-PCR ile
tespit edilen 45 adet kan ve doku 6rneginin 10 adedi N genine hedefli, 35 adedi P
geni hedefli, 40 adedi M ve 45 adedi L genine hedefli  real time’ RT-PCR
reaksiyonlart ile pozitif olarak tespit edildi. Diger taraftan PPRV yoniignden negatif

olarak teste tabi tutulan 6rneklerin tamami dort tasarim ile negatif olarak dogrulandi.

Elde edilen bubulgular Sekil 3.18.’de sunuldu.

. ‘Real Time > RT-PZR Pozitifligi (%)
Ornek Say1
N Gen P Gen M Gen L Gen
PPRV (+) 45 10 (22) | 35(77) | 40(89) | 45 (100)
PPRV () 15 15 (100) | 15 (100) | 15 (100) | 15 (100)

Sekil 3.18 Dort gen diizeyinde yapilan ¢ real time’ RT-PCR ile PPRV RNA’sinin

tespit oranlari




4. TARTISMA VE SONUC

Peste des petits ruminants (PPR) (koyun vebasi), lilkemizin de i¢inde bulundugu
olduga genis bir cografyada, 6zellikle kii¢iik ruminantlarda uzun yillardir ¢cok biiyiik
kayiplar olusturan ve ciddi ekonomik sikintilar doguran bir hastalik olarak
tanimlanir. Sinirlar1 asan bir hastalik tablosu olusturmasi nedeniyle iilkeler arasi
ticareti smirlandirdigindan dolay1 yiiksek ekonomik etkileri ortaya cikmaktadir.
Hastalik 6zellikle tropikal bolge olarak adlandirilan Afrika, Orta Dogu ve Asya’ da
yer alan kii¢iik ruminantlar1 etkiler. Ancak yapilan son ¢alismalarda virusun Trakya
bolgesinde goriilmesi, yakin gelecekte Avrupa’nin da bu enfeksiyon tarafindan tehdit

altinda oldugunu gostermektedir (Ozkul ve ark., 2002; Yesilbag ve ark., 2005).

Sahada PPR virusnun hizli bir sekilde tespit edilmesi, PPR’ in kontroliinde
oldukca Onemlidir. Boylece salginlarin sebep oldugu muhtemel ciddi ekonomik
kayiplar azaltilabilir. Sonug olarak PPR virusunun teshisi i¢in hizli, duyarl ve hassas
metodlara ihtiya¢ duyulur (Diallo, 1995).

Virusun hiicre kiiltiirlerinden izolasyonu teknik olarak zor ve zaman kaybina
yol agan bir metot olarak rutin tani araci olmaya uygun degildir. Bunun yaninda
spesifik antikorlarin kullanildigi farkli ELISA teknikleride kullanilmaktadir. Ayni
zamanda virusun hizli ve spesifik olarak ortaya konmasi i¢in bir kag RT — PCR

yontemi gelistirilmisitir(Kwiatek ve ark. ,2010).

Tagman ’ real time ° RT-PCR sistemi, PCR iiriinlerinin miktarinin
belirlenmesinde oldukg¢a duyarli ve hizli bir sistemdir. Bu nedenle PPRV RNA‘sinin
kantitatif analizinde yeni bir alternatif yontem olarak kullanilmistir. Labaratuvar
calismamizda kullandigimiz Tagman oligoproblari, 5’ ve 3’ ucunda floresan 6zellikli
madde igeren dizi spesifik oligoproblaridir. Burada DNA polimeraz enziminin 5’23’
niikleaz aktivitesinden yararlanilmaktadir. DNA polimeraz enzimi hedef DNA
tizerinde ilerlerken bagli olan oligoproba geldiginde onu niikleaz aktivitesiyle
yikimlar. Boylece belli bir uzaklikta sondiiriicii (quencher) tarafindan florasan

1s1masi engellenen (reporter) floroforun serbest kalmasi saglanmis olur. Serbest kalan
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florofor her dongiide artan diizeyde cihaz tarafindan tersbit edilen belli bir dalga

boyunda 1s1ma gergeklestirir.

‘ Real time > PZR sisteminde amplifikasyonun ve analizin kapali bir sistemde
gerceklestirilmesi konvansiyonel teknige gore daha avantajli ve giivenlidir. > Real
time’ PZR ile RNA’nimn kalitatif olarak 6l¢iimii yapilabilir ve yiiksek duyarlilikta
daha hizli bir sekilde virus niikleik asidi ortaya konulabilir (Kwiatek ve ark., 2010).
Calismamizda uygun enzimlerin kullanimai ile ters transkripsiyon ve polimerizasyon
asamalarinin ayni tiip icerisinde yapilmasi ile zaman tasarrufu saglanmis,
kontaminasyon riski de en az seviyeye indirilmistir.” Real time > PCR asamasi tek
tiip icerisinde yapilabildigi icin PCR sonrasi jel elektroforezi gibi islemlere de gerek

kalmamustir.

PPR virusuna ait olan RNA‘nin saha 6rneklerinden tespiti amaciyla farkli
gen bolgeleri RT — PZR i¢in hedef olarak kullanilmistir. Bunlar arasinda fusion (F),
niikleokapsid (N) ve matriks (M) proteinlerine ait gen bolgeleri en basta gelenlerdir
(Balamurugan ve ark. 2006; Couancy — Heymann ve ark., 2002; Forsyth ve Barrett ,
1995). Marine morbilliviruslar i¢in de yiiksek derecede korunmus olan fosfoprotein

hedef gen olarak tercih edilmistir (Barrett ve ark., 1993 ; Saliki ve ark., 2002).

‘ Real time ° RT-PCR sistemi ise son zamanlarda paramyxoviridae
ailesindeki viruslarin tespiti amaciyla yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir.
Dolphin  morbillivirus (DMV) ve porpoise morbilivirus (PMV)‘un saha
orneklerinden tespiti amaciyla, tagman * real time  PCR sistemi gelistirilmistir. Bu
caligmalarda N gen bolgesi tercih edilmistir (Grant ve ark. 2009). N gen bolgesi
genomun 3’ ucunda yer alir ve viral proteinler iginde en fazla salinan proteindir.
Ayn1 zamanda yiiksek oranda korunmus bir bolgedir. Yiiksek duyarliliga sahip ° real
time’ RT — PCR igin en 6nemli hedef gen bdlgelerinden biridir (Kwiatek ve ark.,
2007; Bao ve ark., 2008). Morbilliviruslarin N proteininin amino — terminal kismi (1-
400 aa) oldukga iyi korunmus olmasina ragmen, karboksi - terminal pargasi (404—
530) oldukga degiskenlik gosterir. Bu degisken bolge PPRV ‘nin siniflandirilmasinda
kullanilmigtir. Yine bu bolge tagman problariin kullanildig: * real time > RT — PCR
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icin hedef olarak se¢ilmis ve PPR ve Rinderpest viruslarinin ayrimi
gerceklestirilmistir. Ancak bu bolgeyi temel alarak tasarlanan primer ve problarda
yanlis eslesmeye bagli olarak sorunlar meydana gelmektedir. Bu da virus
pozitifliginin ortaya konmasinda bir takim problemler olusturmaktadir (Olivier ve
ark., 2010). Yapilan benzeri ¢alismalar, Kuzduz (Hughes ve ark., 2004) ve mavi dil
(Jimenez - Clavero ve ark., 2006) viruslarinin tagman tabanli PCR reaksiyonlariyla
tespitinde, nokta mutasyonlar basarizsizliklarin en énemli nedenlerinden biri olarak

orataya konmaktadir.

Diger 6nemli nokta tasarlanan primer ve problarin olusturdugu amplikon
biiyilikliigiidiir. Reaksiyonun istenen diizeyde gergeklesmesini etkileyen oOnemli
faktorlerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Genellikle kiiclik amplikon
biiyiikliigi ile elde edilen sonuglar daha verimli olmaktadir. N gen bolgesinin teshis
amactyla kullanildigr ¢alismalarda 50 bg‘lik amplikon biiyiikligiiniin hassas ve
giivenilir sonuglar verdigi gortilmistiir (Olivier ve ark. 2010 ). Kizamik (Measles)

2

virusu igin tasarlanan ’ real time ‘¢ PCR primerlerinin olusturdugu 67 bg ‘lik
biiyiikliik etken teshisinde oldukg¢a basarili olmustur (Thomas ve ark., 2007). Dolphin
morbillivirus (DMV) ve porpoise morbilivirus (PMV) gibi deniz memelilerinde
hastalik tablosu olusturan viruslarin klinik 6rneklerden tespitinde N gen bdlgesini
hedef alan primer problar kullanilmis ve amplikon biiyiikliigii 173 bp olarak ortaya

konmustur (Grant ve ark. 2009).

Calismamizda kullandigimiz primer ve prob tasarimlarindan N gen bolgesi
icin kullanilan oligoniikleotidlerin pozitifligin ortaya konmasinda sikintili oldugu
goriildii. N gen i¢in tasarlanan primer ve problarin degisiken bolge lizerinde yer
almasi, sonuglarda go6zlenen sikintili durumlarin  nedeni olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu bolgedeki mutasyonlarin yanlis eslesmelere neden olmasi s6z
konusudur. Dolayisiyla N gen bolgesini hedef alan tasarimlarda bu noktanin dikkate
alinmasi, pozitifligin ortaya konmasinda son derece dnemlidir. Yine N tasariminin
ortaya koydugu 296 bp’lik amplikon biiyilikliigii de bir etken olarak karsimiza
cikmaktadir. L, M ve P tasarimlarimin pozitifligi orataya koymadaki oranlarida,

amplikon biiyiikligiiniin olduk¢a dnemli oldugunu gostermistir. Toplam 45 adet saha
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orneginin L, M, P ve N gen bdlgeleriyle yapilan  real time > RT — PCR’leri
sonucunda sirastyla 45, 40, 35 ve 10 adet pozitiflik tespit edilmistir. Bu sonug
amplikon biyiikliigiiniin kiigiik oldugu primer — prob tasarimlarinin daha verimli
oldugu diisiincesiyle uygunluk gostermektedir. Zira L, M, P ve N gen boélgeleri
80,176, 272 ve 296 bp’lik amplikon biiyiiklikkleri meydana getirmektedir.

Caligilan virusa, gen bolgesine ve gen bdlgesinin uzunluguna gore klinik
orneklerde virusun ortaya konmasi degiskenlik gostermektedir. Klinik 6rneklerde
DMV RNA‘s1 Ct (Esik degeri) degeri 20.01 ve 31.52 arasinda tespit edilmistir
(Grant ve ark. 2009). PPRV RNA’sinin tespitinde ise 37. 26 Ct degeri ile 8,1 RNA
kopya/ml belirlenmistir. Bu ¢alismalarda N gen bolgesi hedef olarak alinmistir (Bao
ve ark., 2008). Sundugumuz bu c¢alismada ise L, M, P ve N gen bdlgelerine
hedeflenen tasarimlar ile ayn1 6rneklerde tespit edilen RNA miktarlari sirasiyla 1,65
x 10", 1,01x 10', 5,88 ve 1,73 x 10°® kopya /ml olarak tespit edilmistir. Diger
taraftan Ct degerleri de ayn1 sira dahilinde 34,46, 31,41, 34,73 ve 36,45 olarak

saptanmistir.

‘ Real time ¢ PCR hassas ve etkili bir yontem olmasina karsin, konvansiyonel
PZR ‘ye gore sikintilar meydana gelmektedir. Ayni saha ornekleri iizerinde
karsilastirilmali yapilan testlerde; konvansiyonel PCR ile elde edilen pozitiflik,
gercek zamanl PCR’ ye gore daha fazldir. Ozellikle prob ve primer tasarimlarinda;
tercih edilen gen ya da genin igindeki segilen bolgenin degisken olmasi testin
verimliligini diisiirmektedir. Baslica sikinti genel olarak probun hedef bolgeye
baglanmasinda meydana gelmekte ve sinyalizasyonda sorun ¢ikmaktadir (Olivier ve
ark., 2010). Calismamizda 45 adet Ornegin konvansiyonel PCR ile pozitif
bulunmasina ragmen,” real time ‘* PCR‘de pozitif olarak ortaya konulamamasinda

prob tasarimlarindan kaynaklananan tasarimsal olumsuzluklar akla gelmektedir.

Kullandigimiz dort gen bolgesinden ozellikle L, M ve P bdlgelerinin daha
verimli ¢alistigi ve diisiik diizeydeki RNA’y1 tespit ettigi ortaya konulmustur. M
bolgesinde ii¢ segmentli olarak calisildiginda verimli sonuglar gézlenmisitir. RNA

yapt olarak dondurma, ¢dzme, 1s1 Ve mekanik etkiler vb. faktorlere karsi dayaniksiz
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olmasina karsin, ¢alismamizda kullandigimiz RNA O6rneklerinin bir yili asan bir
stire¢ sonunda testlerde verimli bir sekilde kullanilmasi da RNA’ nin uzun siire — 80

°C ‘de saklanabilecegini gostermistir.

PPRV‘nin laboratuarda hizli ve dogru bir sekilde tespit edilmesi, hastaligin
Ozellikle ekonomik acgidan 6nemli olan hayvanlarda meydana getirdigi yikim ve
kayip diisiiniiliirse olduk¢a 6nemlidir. Calismamizda simdiye kadar ¢alisilmamis olan
farkli gen bolgelerini bir arada ¢alisarak, etkin bir sekilde PPR virusu ortaya

koyabilecegimiz bir sistemi gelistirmis olduk.

Viral hastaliklardan korunmada tercih edilen asilarin basinda zayiflatilmis
olan viruslarin kullanildig1 preperatlar gelmektedir. Virulensin azaltilmasinda
uygulanan en yaygin yontem; hiicre kiiltiirlerinde virusun artan pasajlarmin elde
edilmesidir. Paramyxoviridea ailesinde bunun en giizel 6rnegi Rinderpest (Sigir
vebasi) olarak bilinen hastalikta goriilmektedir. Virusun saha susunun Vero hiicre
kiiltiriinde 90‘a varan pasaj sayilarinda virulensinde azalma oldugu goriilmiis ve
genis capli olarak Afrika, Orta Dogu ve Avrupanin bir boliimiiyle Hindistan’ da
sirlarin asilanmasi ve eradikasyonunda kullanilmistir. Ozellikle 60. pasajdan sonra
incelenen viruslerde yapilan incelemeler ve deneme hayvani degerlendirmelerinin
virulens azalmasina yol agtig1 gézlenmistir (Baron ve ark., 2005). Daha sonra saha
ve as1 susunun (hiicre kiiltiirii pasajlar1 sonucunda elde edilen virus) genom analizleri
yapilarak karsilastirildiginda N, P, F, H ve L gen bolgelerinde degisimlerin oldugu ve
bu bolgelerdeki niikleotid bazindaki farkliliklarin = birikimi  sonucu  virusun

etkinliginde azalmalar gézlenmistir (Baron ve ark., 1996).

Hiicre kiiltiirtinde yapilan pasajlarla viruslerde meydana gelen atteniiasyonun
bir diger 6rnegi Gallid herpesvirus type — 2 ‘de (GaHV — 2 ) gosterilmistir. Virusun
virulent olan 648A susunun hiicre kiiltiirlerinde yapilan 101 pasaji sonucunda; 70
‘inci pasajdan sonra incelenen virusa ait gen bolgelerinde mutasyonlarin olustugu ve
deneme hayvani uygulamalarinda virusun klinik bulgu olusturmadigi tespit
edilmistir. Virusa ait olan 40 ve 50 ‘inci pasajlarda virulent olan viruse gore az

olmakla birlikte 1liml1 bir onkogenik etki gézlenmistir. ( Spatz S., J. 2010 ).
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Calismamizda, P genini miimkiin oldugunca kapsayacak bir primer ¢ifti ile
artan pasaj sayilarindaki niikleotid degisimleri ve bunlarin antijenik yapiya olan
etkileri incelendi. Ancak elde edilen dizin analizi Kkarsilastirilmalarinda bazi
niikleotid degisiklikleri tespit edilse de bunlarin P geni ile ilintili antijenik yapilar
tizerine her hangi bir etkisi saptanamadi. Sonug olarak hem Rinderpest virusu hem de
GaHV -2 ile yapilan galismalarda elde edilen sonuglar tek gen etrafinda degil bir¢ok
gendeki degisimleri igermekte ve bu bolgelerde olusan mutasyonlarin birikimi
sonucunda virulensde azalma gozlenmektedir. Yine olusan mutasyonlarin fenotipte
karsiliginin olmadigr durumlarda s6z konusu olmustur. Dolayisiyla PPRV ‘deki
virulens azalmasinin gercekten olup olmadiginin anlasilabilmesi icin daha genis
Olcekte genomun taranmasi geregi ortaya c¢ikmistir. PPRV ‘de meydana gelen
degisimler bagka genlerde meydana geliyor olabilir ya da P geninin ¢alismadigimiz
bolgelerinde olusuyor olma olasiligi vardir. Bu tablonun ortaya konmasi ve olasi
virulens azalmasina yol agan bolgelerin tespiti as1 suslarinin ortaya ¢ikisini
saglayabilir ve Sigir Vebasi (Rinderpest) eradikasyonu gibi bu dnemli hastaliginda

ortadan kaldirilmasini saglayabilir.

Sonug olarak;

1- Arastirma kapsaminda yapilan tasarimlardan en yiiksek tanisal degeri olan
sistemin L genini hedefleyen oldugu ortaya konmustur. Amplikon biyiikligii
arttikca PPR virus RNA’sinin “ real time ” RT — PCR ile tespit edilme oraninda
ciddi bir diistis edilmektedir.

2- Prob lokalizasyonu, bir diger onemli unsur oldugu ve forwad ve reverse
primerlerin herhangi birisi ile ayn1 yonde ve aralarinda en fazla 15 — 20 niikleotid
mesafe bulunmasmin termodinamik olarak reaksiyon pozitifligine olumlu
etkilerinin oldugu;

3- Tek bir reaksiyon bilesiminde cDNA sentezi ve takip eden PCR uygulamasinin,

bu reaksiyonlarin ayr1 ayri yer aldigi uygulamalara gore daha az duyarli oldugu,
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4- Diger taraftan, reaksiyonlarin iki basamakli olarak gerceklestirildigi sistemlere
gore, tek adimda uygulanan sistemlerin kontaminasyon riskini azaltmada daha
verimli olmasi gerektigi,

5- Verimli sonuglarin elde edilmesi i¢in amplikon biiyiikliigiiniin 100+£20 civarinda
olmasi,

6- Kullanilan RNA 6rneklerinin bir yil siire zarfinda — 80 °C ‘de tutulmug olmasi ve
daha sonra teste kullanilmasinin ardindan RNA kalitesinde bu virus i¢in bir
problem olmadigi,

7- PPR/TUO0O izolat1 ile yapilan 92 seri pasaji sonrasinda virusun ateniiasyonundan
sorumlu olabilecek mutasyonlarin analiz edilebilen P gen diizeyinde meydana
gelmedigi,

8- Hiicre kiiltiirli tabanl yapilan ateniiasyon ¢alismalrinda olusan degisimlerin farkl
gen bolgerinde ve farkli diizeylerde olmasi nedeniyle miimkiin oldugunca

genomun incelenmesinin 6nemi sonuglarina varildi.
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