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ONSOZz

Tarihi 1942 yilina kadar dayanan koyun kegi vebasi (PPR), 6nceden
hi¢ gbozlenmemis olan bolgelerde ortaya ¢ikmasi nedeniyle son 15 yil iginde
endise verici bir oranda diinya lizerinde yayilim gostermis ve buna bagh
olarak milyonlarca kigik ruminant: tehdit altinda birakmasi endise verici
boyuta ulasmistir. Enfeksiyonun dinya ekonomisine vermis oldugu kayip
2015 yili verilerine gore 1.4 - 2.1 milyon $ civarinda tahmin edilmektedir.
PPR’dan dolay1 siiriilerde meydana gelen kayiplar, tim dinyada 6zellikle
kirsal blOlgede yasayan giftciler ile gogebe hayati yasayan ve geg¢imini
hayvanciliktan saglayan insanlarin ya topraklarint ve kiiltlirlerini terk
etmelerine ya da alternatif ge¢im kaynagi arayislarina yoneltmektedir. Bu
durum enfeksiyonun tiim diinyadaki kiiciik ruminant populasyonlarini
etkileyen 6nemli ve micadele edilmesi gereken biiyiik bir sorun oldugunu
gostermektedir. Bu arastirma ile lilkemizde de uzun yillardir gozlenen,
cesitli projelerle eradikasyonu {izerine yogun caba sarfedilen koyun keci
vebasit enfeksiyonunun bolgesel nitelik tasimakla birlikte serolojik ve
virolojik yontemlerle son yillardaki durumunun ortaya konulmasi

hedeflenmistir.
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OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Koyun Keci Vebasi (PPR)’nin Virus izolasyonu, C-ELISA ve Real
Time RT-PCR Teshis Metotlar ile Karsilastirmah Teshisi

Berat Selim TOKGOZ
Veterinerlik Viroloji Anabilim Dal
DOKTORA TEZIi / KONYA-2017

Bu arastirma, PPR’ye karsi daha Once asilama yapilmamis koyun ve kegi
populasyonlarinda enfeksiyonun seroprevalansinin arastirilmasi ve secilmis bazi bdolgelerde
PPR’dan siipheli kii¢iik ruminantlardan elde edilen 6rneklerde PPR virus varliginin arastirilmasi
sonucu enfeksiyonun {ilkemizdeki son zamanlardaki durumunun ortaya konulmasi amaciyla
gerceklestirildi. Serolojik aragtirma igin farkl siiriilerden tesadiifi 6rnekleme teknigi ile toplam
268 adet serum 6rnegi elde edildi. PPRV antijeninin varligi ve hiicre kiiltiirlerinde virus izolasyonu
amaciyla enfeksiyondan siipheli hayvanlardan 19 lenf yumrusu, 25 dalak, 41 akciger, 36 l6kosit, 5
dudak, 5 svap ve 3 dil dokusu orneklerinden olusan toplam 134 materyal kullanildi. Bu 6rnekler
PPRV’nin N proteinini kodlayan gene spesifik primerler kullanilarak real-time RT-PCR testine
tabi tutuldu. Arastirmada virus izolasyonu amactyla Vero hiicre kiiltiirii kullanildi.

C-ELISA kullanilarak gerceklestirilen serolojik g¢alismada PPRV’ye spesifik antikor
orani, orneklenen koyun populasyonlart igin %50,31, keg¢i populasyonlari i¢in %27,52 oraninda
olmak Uzere toplam %41,04 olarak belirlendi. Altmis dort hayvandan elde edilen toplam 134 doku
ve lokosit drneginin 44 adedinde (%32,83) PPRV antijeni saptand1. Virus izolasyon ¢alismalarinda
ise 64 hayvandan (kegi, oglak, koyun ve kuzu) 134 drnek Vero hiicre kuilturlerinde 3 kez
pasajland1 ve 28 drnekten (%20,89) virus izolasyonu yapildi.

Sonug olarak C-ELISA, real-time RT-PCR ve hicre kiltiriinde virus izolasyonu
yontemleri kullanilarak elde edilen veriler dogrultusunda, giiniimiizde devam eden asilama ve
kontrol programlarina ragmen Tirkiye’deki koyun ve keci populasyonlarinda enfeksiyonun
g6zlenebildigi ortaya konuldu. Bu nedenle PPR enfeksiyonlarinin kontrol ve miicadelesi amaciyla
bu virusla akraba kabul edilen sigir vebasi enfeksiyonunun diinya {izerinden tamamen
eradikasyonu sirasinda edinilen deneyimlerin esas alindigi daha kati stratejilerin gelistirilmesi
gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar Sozcukler: C-ELISA; hiicre kiiltirii; PPRV; real time RT-PCR.
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In this study, it was aimed to investigate the seroprevalence of PPR in non-vaccinated
sheep and goats and to determine recent circulation of PPR virus in field samples from PPR-
suspected small ruminants in some selected regions of Turkey. A total of 268 serum samples were
obtained from animals by random sampling for serological examination. A total of 134 materials,
comprising 19 lymph nodules, 25 spleens, 41 lung, 36 leukocyte, 5 lip, 5 swap samples and 3
tongue samples were collected from the suspected animals (sheep, lamb, goat and goat kid) in
terms of the presence of PPRV antigen and virus isolation on cell culture. The collected samples
were analyzed by real-time RT-PCR using specific primers that amplify the gene coding for N
protein of PPRV. Vero cell line was used for isolation of virus.

PPRV specific antibody was detected 41,04% (110/268) in total (50,31% for sheep
population and 27,52% for goat population) by C-ELISA. Among 134 tissue and leukocyte
samples from 64 animals, 44 (32,83%) were detected as positive for PPRV. In the virus isolation
studies, 134 materials which were obtained from 64 animals (goat, goat kid, sheep, and lamb),
were passaged 3 times in Vero cell line, and after that virus isolation was realized from 28
(20,89%) samples.

As a result of this study used C-ELISA, real-time RT-PCR and Vero cell line for virus
isolation, PPRV infections still present in spite of vaccination and control programs in sheep and
goat populations in Turkey. For this reason, it should be developed more solid strategies for the
control of PPR infections that builds upon the lessons learned from rinderpest eradication in the
world.

Keywords: C-ELISA; cell culture, PPRV, real time RT-PCR.
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1. GIRIS

Diinyada, 1990-2012 yillar1 arasinda kiiglikbas varliginda artis %21°dir. Yine
diinyada 2008-2012 yillarinda kegi varligindaki degisim %4,8 iken koyun varliginda
%3,6 olarak kaydedilmistir. Tiirkiye, 2012 yilinda 32,3 milyon kiigiikbas ile diinyada
mevcut hayvan varligr siralamasinda 12. siradadir. 2002 yili baz alinarak yapilan
endeks hesaplamasina gore; iilkemiz hayvan varliginda % 36 keg¢i, %16 koyun artisi
bildirilmistir (Et ve Siit kurumu 2013). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) hayvansal
tiretim istatistikleri 21822 say1 ve 04.02.2016 tarihinde koyun sayisinin 2015 yil sonu
itibariyle 31.508.000 bas, keci sayisinin ise 10.416.000 bas oldugu bildirilmistir
(TUIK 2016). Bu veriler gostermektedir ki iilkemizdeki hayvan varhigi iginde
kiigiikbag hayvan varligi biiyiikk bir oran ile temsil edilmektedir. Koyun ve Kegi
striileri lilkemizde basta ekonomik, doga kosullari, iklim kosullar1 géz Oniine
alindiginda birkag bashk isletmelerden biliylik siiriilere kadar c¢esitlilik
gostermektedirler. Cografi yapis1 kiiglikbas hayvan yetistiriciligi i¢in ¢ok uygun
olmasina ragmen Ulkemizin mevcut koyun yetistiriciliginin:

e Yetistiricilikte diisik verimli yerli koyun (akkaraman, morkaraman, ivesi gibi)
irklarnin -~ kullanilmas1  ve bu wrklarin  yeteri kadar 1slah ¢aligmalart ile
tyilestirilememesi,
o Kiigiik aile tipi isletmelerin yaygin olmasi,
e Meralarin ¢esitli sebeplerle azalmasi, mera alanlarinin bilingsiz bir sekilde
kullanilmasi,
¢ Kis aylarinda meraya ¢ikartilamayan koyunlara ihtiyaclarmi karsilamak i¢in yeteri
kadar kaba yem yetistirilememesi,
¢ Yem maliyetlerinin yiiksek olmast,
e Kuzularin besi gelisimini tamamlamadan kesilmesi,
e Pazarlamada karsilasilan problemler,
e Ciftcilere verilen egitim ve bilgilendirme programlarinin yetersizligi,
e Salgin hastaliklarla miicadelede karsilasilan problemler (Oztiirk 2000) gibi hem
hayvan sayisini azaltan hem de verim diisiikliigline neden olan bir¢cok sorunu
bulunmaktadir.

Koyun sayilarinda goriilen disiislerin temel nedenleri arasinda yukarida
belirtilenlere ek olarak enfeksiyoz ajanlar da yer almaktadir. Koyun ve Kegi

yetistiriciligi sektoriinde dnemli ekonomik kayiplara neden olan enfeksiydz ajanlar;
1



bakteriler (Brucella abortus, Brucella melitensis, , fusobacterium nodosus, Bacillus
anthracis, Salmonella enteritis, Coxiella burnetti, leptospira interrogans, Chlamydia
psittaci, listeria monostagenez, Clostridium perfringens v.b.), parazitler (protozoon
enfeksiyonlari, trematod invazyonlari, cestod invazyonlari, nematod invazyonlar1 ve
arthropod enfestasyonlar1) ve viruslar (pestivirus, morbillivirus, adenovirus,
flavivirus, bunyavirus, sheeppoxvirus, orbivirus, aphtovirus, paravaccinia virus,
lentivirus) sayilmaktadir (Nettleton ve Entrican 1995).

Viruslar diger mikroorganizmalardan klinik olarak tani konulmasi, teshis
edilmesi ve tedavideki zorluklar yoninden ayrilmaktadirlar. Kiiciik ruminantlarin
viral enfeksiyonlarindan olan Koyun Kegi Vebasi (Kiigiik ruminant vebasi, Peste des
Petits Ruminants, PPR), koyun ve kegilerde basta olmak iizere yabani ve evcil
ruminantlarda, ates, bronko-pneumoni, (lseratif stomatitis, sindirim sisteminde
hemoraji, erozyon, ulser, gastroenteritis, ishal meydana getiren yuksek morbidite ve
mortalite ile perakut, akut ve subakut klinik seyirli bir enfeksiyondur (Diallo 1988,
Scott 1990, Dhar ve ark 2002, Saglam ve Temur 2009).

1.1. Etiyoloji

PPR virusu (PPRV), onceleri kiigiik ruminantlara adapte olmus sigir vebasi
virusu'nun (RPV)  bir susu olarak kabul edilmistir. PPRV’nin RPV’den
fizikokimyasal Ozellikler yoniinden farkli bir virus oldugu, yapilan kros
notralizasyon ve elektron mikroskobik c¢alismalarla anlasilmistir. Morbillivirus
genusuna ait diger bes virus (Canine Distemper Virus, Dolphin Distemper Virusu,
Measles Virus, Porpoise Distemper Virus ve Phocine (seal) Distemper Virusu) ve
RPV ile biyolojik ve antijenik 6zellikler yoniinden yakinligi belirlenmistir (Albayrak
ve Alkan 2009, Abubakar ve ark 2011b). Molekiler tekniklerin ilerlemesiyle
RPV’nin PPRV’den farkli bir virus oldugu ortaya konulmustur. Morbillivirus grubu

viruslarda esteraz ve neuraminidaz aktivitesi bulunmamaktadir (Albayrak 2007).

PPR, Paramyxoviridae ailesinden Morbillivirus un yol agtigi akut bulasict
viral bir enfeksiyondur (Algigir ve ark 1996, Choi ve ark 2003, Rahman ve ark 2004,
Hosamani ve ark 2006, Bao ve ark 2008). Bu enfeksiyon 0zellikle koyun, kegi ve
yabani kii¢iik ruminantlart etkilemektedir (Milli ve Haziroglu 1997, Burgu ve Akga
1998, Couacy-Hymann ve ark 2002, Ezeibe ve ark 2004, Manoharan ve ark 2005,

Balamurugan ve ark 2007). PPRV enfeksiyonu; ‘kegilerin enteritis ve erezyonlu
2



stomatitisi, kata, keci kataral atesi, yalanci sigir vebasi, kegi vebasi veya stomatitis
pnoymoenteritis kompleks’ gibi farkli isimlerle de tanimlanmaktadir (Abubakar ve
ark 2011b).

PPRV’nin RPV ile olan yakinlig1 belirtilmis, fakat PPRV sigirlarda antikor
olusturmasina karsilik enfeksiyon sekillendirmedigi, oysa sigir vebasi’na (RP) koyun
ve kegilerin her zaman duyarli oldugu bildirilmistir (Algigir ve ark 1996). Son
konakg¢1 olan sigir ve domuzlarda gerek dogal gerekse deneysel PPR enfeksiyonu
goriilebilmektedir. Sigir ve domuzlarda immiinolojik cevap olusmasina ragmen,
virus sagilimi ve klinik enfeksiyon goriilmez (Tatar ve Kabakli 2006). PPR virusu
serolojik olarak tek tiptir ve degisik virulens 6zellik gosteren suslarinin olabilecegi

bildirilmistir (Couacy-Hymann ve ark 2002).

Virusun, nukleoprotein (N) ya da kismi fiizyon proteini (F)’nin temel alindigi
gen sekans analizlerine gore dort farkli soy grubuna (I, II, III, IV) ayrildigi
bildirilmistir. Sadece soy IV Asya’da goriiliir iken (Balamurugan ve ark 2007,
Abubakar ve ark 2011a), soy | ve II’nin Afrika’nin batis1 ve merkezinde, soy III’{in
ise Dogu Afrika ve Orta Dogu’da goriildiigii bildirilmistir. Son g¢alismalarda, soy
IV’iin Kuzey ve Kuzey Dogu Afrika’da olmak Uzere Afrika kitasinda tespit edildigi
bildirilmistir. (Kwiatek ve ark 2011, Munir ve ark 2012, El Arbi ve ark 2014).

PPRV tek iplikcikli, negatif polariteli, linear, segmentsiz RNA (Ribonikleik
asit) igerir ve sitoplazmada replikasyonlarin1 gergeklestirir (Albayrak ve Alkan
2009). Virionlar dogada 130-390 nm arasinda degisen capta pleomorfiktir. Virus
zarfi 8-15 nm kalimhiginda olup membran boyunca uzanan 8,5- 14,5 nm
uzunlugundaki glikoprotein ¢ikintilari (spike) igermektedir (Abubakar ve ark 2011a).
Bu grubun icerisinde yar alan viruslar, hemaglutinin (H) proteini, matriks (M)
proteini, genomik virus RNA’sin1 ¢evreleyen nikleokapsid (N) proteini, polimeraz
(buylk protein igin L) proteini, flizyon (F) proteini ve fosfoprotein (P) olmak (izere 6
yapisal protein igermektedir (Abubakar ve ark 2011b, OIE 2012). Ayrica C ve V
yapisal olmayan proteinleri de igermektedirler (Bao ve ark 2008). Yapisal olmayan C
ve V proteinleri enfeksiyon olusumunda ve virusun replikasyonunda rol
oynamaktadir (Batten ve ark 2011). Morbilliviruslar arasinda, N proteini
niikleokapsid yapisinin biiyiik bir bilesenidir ve en fazla miktarda bulunan viral

proteindir. Virus transkripsiyonu ve replikasyonunda biiyiilk bir rol oynadigi



bilinmektedir (Singh ve ark 2004a). N protein geni virus genomunun 3" ucunda yer
alir (Kwiatek ve ark 2010). N proteini P ve L proteinleri ile birlikte ribontikleokapsid
protein (RNP) kompleksini olustururlar (Abubakar ve ark 2011a). Zarfin i¢ yiizii ile
birlikte iligkilendirilmis M proteini, virusun iki dis H ve F glikoproteinleri ve
niikleokapsid arasinda baglanti kurmaktadir. H ve F glikoproteinleri hucreyi enfekte
etmis virusun penetrasyonu (hiicre i¢ine girmesi) ve virusun hiicreye baglanmasi i¢in
sorumlu glikoproteinlerdir (Abubakar ve ark 2011b, OIE 2012). Virus, enfeksiyon
olusumunun ilk basamagi esnasinda H proteinini kullanarak konak hiicre reseptoriine
baglanir. Baglanmanin ardindan, F proteini konak hiicre membrani ile viral zarfin
fuzyonuna aracilik etmekte ve viral RNP kompleksinin hiicre sitoplazmas: igerisine
girmesine yol acamaktadir. F ve Ozellikle de H proteininin virusa karsi olusan

koruyucu hiicre immun yanitini tetiklemek i¢in ¢ok énemli oldugu diisiiniilmektedir

(Abubakar ve ark 2011a).

PPRV cevre sartlarina oldukca duyarlidir. PPRV gines 15181, 1s1 ve ultraviyole
1sinlarma oldukea duyarlidir. PPRV 37 °C’de 2 saatte, 50 °C’de 30 dakikada inaktive
olmaktadir. Asir1 asidik (pH<4) ve alkali (pH>10) ¢ozeltiler virusun (Gulyaz ve
Ozkul 2005) inaktif olmasina sebep olurken, pH 7,2-8,0 PPRYV replikasyonu igin en
uygun pH’dir. PPRV’nin inaktivasyon siiresini 1s1 ile 1 molar magnezyum sulfat
yavaglatmaktadir. Virus zar1 lipid yapida oldugu i¢in yag eriticilere ve
dezenfektanlara duyarlidir. Dezenfektan olarak iodin, %2 sodyum hidroksit (NaOH)
ve yag eritici olarak fenol, alkol, eter v.b. kullanilabilir. PPRV karkaslarda lenf
yumrularinda laktik asit olusumuna engel oldugundan, +4°C’de 8 giin enfeksiyoz

olarak kalabilmektedir (Scott 1990).

Vero (African Green Monkey Kidney) ve Primer kuzu bobrek hicreleri virus
izolasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica BHK-21 (Baby hamster
kidney-21), MDBK (Madine darby bovine kidney), ve 293T (Transformed human
embryo kidney) hiicreleri de kullanilmaktadir (Tatar ve Alkan 1999, Ozkul ve ark
2002, Giilyaz ve Ozkul 2005, Couacy-Hymann ve ark 2007). Hiicre kiiltiirii ile virus
izolasyonunun zor oldugu durumlarda klglk ruminantlara inokulasyon uygulamalari
yapildiktan sonra virus izole edilebildigi ifade edilmistir (Gllyaz ve Ozkul 2005,
Couacy-Hymann ve ark 2007).



1.2. Epidemiyoloji

PPR, dunyada ilk kez Afrika’nin Cote d’Ivoire (Fil Disi) sahillerinde 1942
yilinda koyun ve kegilerde rapor edilmistir (Burgu ve Akca 1998, Ezeibe ve ark
2004, Gul ve ark 2006, Balamurugan ve ark 2007). Daha sonra PPR Giliney-Bati
Asya, Hindistan, Orta Dogu, Yakin Dogu’nun ¢ogu bdlgelerinde, Arap
Yarimadasi’nda, Afrika’da Ekvator ve Sahra arasinda uzanan iilkeler boyunca
goriildiigi bildirilmistir (Algigir ve ark 1996, Choi ve ark 2003, Rahman ve ark
2004, Tatar ve Kabakli 2006, Abubakar ve ark 2008, Aytekin 2008). Giliney Asya,
Bati ve Dogu Afrika’da gelismekte olan birgok iilkede sinir tanimayan bir enfeksiyon
olarak kabul edilir (Kwiatek ve ark 2010, Batten ve ark 2011). Ulkemizde 1990l
yillarda biiyiik salginlara sebep olan RP miicadelesi bitmeden, gayri resmi ilk PPR
vakas1 1996 yilinda gériilmiistiir (Gulyaz ve Ozdemir 2010). Cesitli arastirmacilar
tilkemizde PPRV enfeksiyonunun varligini, yaygmligint bildirmislerdir. (Tatar ve
Kabakl1 2006). En son olarak tlkemizde Temmuz-Aralik 2016 tarihleri arasindaki 6
aylik déonemde 18 adet yeni salginin gozlendigi (OIE 2017a), dinyada ise Ocak-
Subat 2017 tarihleri arasinda Israil’de 4 adet ve Mogolistan’da 2 adet salgin
bildirilmistir (OIE 2017b).

PPR, Uluslararas1 Salgin Hastaliklar Ofisi (OIE)’nin A listesinde yer alan
viral bir enfeksiyondur (Kabakli ve ark 2006, Hosamani ve ark 2006, Balamurugan
ve ark 2007). Ulkemizde PPR 1997 yilinda ihbari mecburi hastaliklar listesine
alinmigtir (Albayrak 2007, Glilyaz ve Ozdemir 2010).

PPR salgin 6zelligi, yiiksek morbidite ve mortalite orani ile ¢cok biiylik maddi
kayiplara neden olarak koyun ve kegi yetistiriciliginde ekonomik Onem arz
etmektedir (Kabakli ve ark 2006, Hosamani ve ark 2006, Balamurugan ve ark 2007,
Abubakar ve ark 2008, Bao ve ark 2008). PPR morbiditesinin 9%80-100,
mortalitesinin ise hastalanan hayvanlarin yasina bagli olarak %80’e kadar ¢ikabildigi
bildirilmistir. Morbidite ve mortalite oranlart % 90 ve 100’¢ kadar yiiksek olabilir ve
ciddi bir salginda mortalite %100’°e ulasabilir (Couacy-Hymann ve ark 2002,
Rahman ve ark 2004, Giilyaz ve Ozdemir 2010). Ancak bu oranlarin, bazen %20’den
daha az mortalite gérilmesi ile ¢ok cesitlilik gosterebildigi vurgulanmistir. PPRV
Asya ve Afrika’nin ¢esitli bolgelerinde endemik olarak rapor edilmistir.

(Balamurugan ve ark 2007, Abubakar ve ark 2008). Yapilan siirvelans ¢alismalari ve
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filogenetik analizler PPRV’nin daha onceleri goriilmedigi bolgelere ¢ok hizli bir

sekilde yayilabildigini ortaya koymaktadir (Batten ve ark 2011).

PPR enfeksiyonu 6zellikle koyun ve kecilerde gortlmekle beraber keciler
koyunlara oranla daha duyarh tirdiir (Rahman ve ark 2004, Aytekin 2008, OIE
2012). Ayni bolgede bulunan koyun ve kegi siriilerinde bile farkliliklar
olabilmektedir. Kegilerde 6lumler meydana gelirken koyunlarda klinik semptom bile
gorulmeyebilmektedir. PPR enfeksiyonuna duyarlilikta tiir farkliligi yaninda yas
faktoru de 6nem arz etmektedir. Enfeksiyonun endemik oldugu bolgelerde 3-18 aylik
yas grubundaki gen¢ hayvanlar diger yas grubundaki hayvanlara oranla daha
hassastir (Gul ve ark 2006). Ayrica PPR’1n 6lii dogum ve abortlara da neden oldugu
bilinmektedir (Gliler ve ark 2014). Insidens olarak mevsimsel farklilik olmamasina
ragmen, soguk ve yagmurlu mevsimlerde, yogun hayvan hareketlerininin goriildigi
donemlerde ve dogum sezonlarinda enfeksiyona ¢ok sik rastlanilmaktadir (Aytekin

2008).
1.3. Patogenez

PPRV bircok doku ve organa affinite gostermekle beraber, daha ¢ok akciger,
lenforetikuler dokulara, solunum ve sindirim sistemi epitel hcrelerine affinite
gosterir. PPRV {ist solunum yollarina aerosol yolla girdikten sonra diger dokulara
yayilmaktadir (Albayrak 2007). PPRV aerosol yolla viicuda ust solunum yolundan
girer, diger doku ve organlara buradan yayilir. Nazofarengial mukoza PPRV’nin
konak¢iya bulasmasindaki en onemli giris yoludur. Klinik semptomlardan 6nce
sekret ve ekstrektlerle virus sagilmaktadir Ayrica ishal semptomlu koyunlarda
gaitadan virus sagilimi olmaktadir. PPRV dille beraber oral lenf yumrularinda primer
enfeksiyon sekillendikten 2-3 giinde viremi fazi meydana gelir. Bu durumu takiben
affinite oldugu dokularda replikasyonunu gergeklestirerek 1-2 giinde lezyonlar olusur
(Sumption ve ark 1998). Deneysel olarak enfekte edilen kegcilerdeki bulgulara gore,
virus sagiliminin viicut 1sis1 artisindan (Enfeksiyondan 6-7 gln sonra) hemen sonra
meydana geldigi goriilmektedir. Virus konsantrasyonu 9 ile 11. giinler arasinda
sekret ve ekstretlerde artis gosterir, 13. giinden sonra azalmaya baslar (Singh ve ark
20043).



1.4. Klinik Bulgular

PPR’da hayvanin tiiriine, irkina, yasina, maruz kalinan virus miktarina,
enfeksiyonun ekzotik veya endemik olmasima ve sekonder enfeksiyonlara bagh
olarak Klinik seyir perakut, akut ve subakut formda sekillenebilmektedir (Gil ve ark
2006, Tatar ve Kabakl1 2006).

Klinik enfeksiyon biiyiikbas hayvanlarda goriilen RP’ye benzemektedir (Choi
ve ark 2003, Rahman ve ark 2004, Singh ve ark 2004a, Tatar ve Kabakli 2006).
Inkiibasyon periyodu 4-6 glndlr, fakat 3-10 giin arasinda degisebilir. Klinik
semptomlar 3-5 gun sirebilen 41°C ates ile seyreden akut enfeksiyon seyri gosterir
(Gulyaz ve Ozdemir 2010, Tarak¢i 2014). Bu hayvanlarda depresyon, anoreksi
goriiliir. Seroz okulonazal akintilar zamanla artarak mukopurulent akinti haline
dontisiir ve eger Oliimle sonuglanmazsa 14 giin boyunca devam eder. Atesin
baslangicindan 4 giin i¢inde disetlerinde hiperemi ve asir1 tiikriik salgisi ile oral
kavitede eroziv lezyonlar gelisir. Bu lezyonlar nekrotik olabilir. Sulu kanli ishal
sonraki asamalarda daha yaygindir. Pneumoni, oksiiriik, hirilt1 ve abdominal
solunum da meydana gelebilir (Algigir ve ark 1996, Milli ve Haziroglu 1997, Choi
ve ark 2003, Rahman ve ark 2004, Kabakli ve ark 2006, Aytekin 2008, Giilyaz ve
Ozdemir 2010).

1.5. Nekropsi Bulgular:

PPRV’den etkilenen hayvanlar genellikle ¢cok zayif, arka taraflar1 yumusak
sulu digki ile kirlenmis ve gbéz yuvalari ¢okmiistiir (Chauhan ve ark 2009).
Nekropside, PPR’da meydana gelen dudak kenarlar1 boyunca belirgin kabuklar ve
siddetli intersitisyel pndmoni hari¢ diger lezyonlar RPV ile etkilenmis sigirlarda
goriilenlere ¢cok benzerdir. Eroziv lezyonlar agizdan retikiilo-rumen kavsagina kadar
uzayabilir (OIE 2012). Dil, dudak, dis etleri basta olmak iizere farenks ve damak
mukozasinda hiperemi, erozyon ve lilserler (Chauhan ve ark 2009) goriiliir. Sindirim
sisteminde nekrotik odaklar, Ulseratif lezyonlar gorilir. Ozofagustaki lezyonlar
genellikle tist 1/3’°1liik boliimde goriilmektedir. Dogal bir enfeksiyonda karekteristik
ag1z lezyonlar1 24- 48 satte sekillenmesine ragmen, bu lezyonlarin sekillenmedigi
olgularda goriilmiistiir. Otopside, rumen ve retikulumda kanama iilser ve erozyonlar
goriilmesiyle beraber abomazum ve bagirsaklarda daha genis ¢apta lezyonlar goriiliir.

Cogunlukla kanamalar rumende papillalarda olabilirken, bagirsaklarda ileosekal
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kisimda goriiliir (Epikmen 2009). Nekropside kalin bagirsakta karakteristik zebra
goriiniimii olusur ancak bu bulgu yeterli bir bulgu degildir (Choi ve ark 2003, Singh
ve ark 2004a). Karakteristik ¢izgisel kanamalar veya zebra gizgileri kalin bagirsakta
cogunlukla caeco-kolik kavsakta meydana gelir; nekrotik hemorajik enterit genellikle
mevcuttur. Lenf noddlleri blyar, dalakta nekrotik lezyonlar gorulebilir (OIE 2012).

Solunum sisteminde, burun mukozasindan baslamak tizere larenks ve trake
mukozast boyunca erozyon, ¢ok odakli kanamalar ve mukopurulent eksudat
gorulmektedir. Bu bulgular PPR’mn RP’den ayriminda kullanilmaktadir. (Epikmen
2009). Akcigerlerin apikal loplarinda lezyonlarin oldugu bildirilmistir (Gulyaz ve
Ozdemir 2010). Akcigerin lezyonlu bélgeleri koyu kirmizi ya da mor renktedir
(Chauhan ve ark 2009). BT, Koyun-kegi ¢icegi, pestivirus enfeksiyonlari gibi mix
enfeksiyonlarda ve sekonder bakteriyel enfeksiyonlarin neden oldugu pneumoni
vakalar1t PPRV’nin bagisiklik sistemini baskilamasi sonucu sik gozlenebilir (Giiler ve
ark 2014). Bakteriyel enfeksiyonla beraber oldugu zaman bronkopneumoni ya da
akcigerlerde konjesyon lezyonlari meydana getirebilir (Choi ve ark 2003, Singh ve
ark 2004a).

PPRYV ile calisan insanlar i¢in bir saglik riski bilinmemektedir (OIE 2012).
Ayrica 6lii dogum ve abort vakalarinda atipik klinik ve patolojik bulgularin virusun

beyine yerlesmesi sonucu olustugu bildirilmistir (Giiler ve ark 2014).

1.6. Histopatolojik Bulgular

PPRV genellikle iist sindirim sistemi ile solunum sistemine yerlesmektedir
(Aytekin ve ark 2011). PPRV enfeksiyonunda oral, nazal ve farengeal mukozada
siddetli ve yaygin lezyonlar mevcuttur (Truong ve ark 2014). PPRV ile enfekte
hayvanlarin agzindaki erozyonlu ve iilserli bolgelerden alinan doku kesitleri
incelendiginde stratum spinozumda balonumsu dejenerasyon saglam epitel
hicrelerinde eozinofilik intrastoplazmik ve intraniklear inkliizyon cisimcikleri,
epitel hiicrelerinin birleserek olusturdugu c¢ok cekirdekli sinsityal dev hiicreleri
(Algigir ve ark 1996, Epikmen 2009, Aytekin ve ark 2011) ve cekirdeklerde
karyoreksis submukozada 6dem ve mononuklear hiicre infiltrasyonu gorilur (Algigir
ve ark 1996). Notrofil infiltrasyonu ve 6dem ile epitel hiicrelerinde nekroz (Truong
ve ark 2014) sonucu mukoza yiizeyinde epitel hiicrelerinde dokiilme sekillenir.

Ayrica mukozada sekonder etkenlerinde olaya karismasiyla mikroapse odaklari

8



gorultr (Epikmen 2009). Ayrica abomazumda bazi bez epitel hiicrelerinde de
intrasitoplazmik ve intraniiklear inkliizyon cisimciklerine rastlanilabilinmektedir
(Algigir ve ark 1996). ince bagirsaklarda lezyonlar kiitlesmis villuslar ve Kript
epitellerinde dejenerasyon ile karakterizedir (Epikmen 2009, Truong ve ark 2014).
Villuslar siskin olup intrasitoplazmik ve intraniiklear inkliizyon cisimcikleri goriiliir
(Algigir ve ark 1996). Lamina propriyanin mukoza ve submokozasinda, kript
epitellerinde  mononiklear  hicre infiltrasyonu ile  sinsityal  hicrelerle
karsilagilabilmektedir. Lamina propriyada genisleme ve payer plaklarinda
lenfositlerde siddetli azalma goriiliir (Truong ve ark 2014). Bagirsak limenlerinde

dokiilmiis epitel hiicreleri ile karsilasmak miimkiindiir (Epikmen 2009).

Lenf yumrularinda, lenfositlerde azalma ile karakterize lezyonlar
goriilmektedir. Lenfositlerin ¢ekirdeklerinde ¢ok sayida piknoz ve karyoreksis
sekillenmektedir. Lenf yumrularinda epitel hiicrelerinde intraniiklear inkliizyon
cisimcikleri, c¢ok sayida sinsityal hiicreleri ve lenfositlerde apoptozis ile
karsilagilmaktadir (Truong ve ark 2014). Lenf yumrularinin sinuslarinda genisleme
ve iclerinde makrofajlar goriilmektedir (Epikmen 2009). Dalakta sinsityal hlcrelerin
yaninda, beyaz pulpasinda lenf yumrularinda oldugu gibi lenfositlerde azalma ve
kirmiz1 pulpasinda artig goriiliir (Truong ve ark 2014). Karacigerde multifokal
koagiilasyon nekroz alanlarinda hepatosit kayiplari, nonspuratif inflamasyon ve
sinsityal hiicreler dikkati ¢eker. Brons ve bronsiyol mukozasinda yer yer kayiplarin
olmasiyla beraber epitel hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon, hiperplaziye bagh
epitel hiicrelerinde kayiplar goriiliir. Hiperplazik tip 2 pneumosit ve iltihapli hiicre
infiltrasyonu (makrofaj, lenfosit, nétrofil) ile alveol duvarlarinda genisleme goriiliir.
Epitel hiicrelerin yer yer hiperplazik ve yassi epitele doniistiigli alanlar da goriiliir
(Epikmen 2009, Truong ve ark 2014). Brons ve bronsiyol epitellerinde
intrasitoplazmik ve intraniiklear inkliizyon cisimcikleri dikkati ¢eker (Algigir ve ark
1996, Aytekin ve ark 2011, Truong ve ark 2014). Bronkopndmoni ile beraber
seyreden olgularda; trake, brons, bronsiyol ve alveol liimenlerinde hiicre
infiltrasyonu ile beraber dokiilmiis epitel hiicreleri goriiliir. Alveol liimenlerinde
sinsityal htcreler tespit edilmektedir. Alveoler makrofajlarda intrasitoplazmik ve
intrantiklear inklizyon cisimcikleri ve sinsityal hucre infiltrasyonu gorulebilir
(Epikmen 2009, Truong ve ark 2014). Sekonder bakteriyel enfeksiyonlarda siddetli
fibrinli bronkopneumoni gozlenebilmektedir (Truong ve ark 2014).



1.7. Teshis

PPR’in klinik bulgularla gegici tanis1 yapilabilir, ancak benzer bulgular
gosteren diger enfeksiyonlarla ayirici tanisi igin laboratuvar onayr gereklidir (Diallo
1988). PPRV enfeksiyonu sindirim, solunum ve sinir sistemini etkilemesi sebebiyle
bir cok enfeksiyon etkeninden ayirt edilmesi gerckmektedir. PPR enfeksiyonu RP,
BT, FMD gibi enfeksiyonlardan ayirt edilmelidir. Ayrica pastorellozis, BT, ektima,
BD, cigek, keci ployropndymonisi (CCPP), koksidiozis, kriptosporodiozis ve
kolibasillozis enfeksiyonlart ile karigabilmektedir (Chauhan ve ark 2009).
Pastorellozis ¢cogu vakada, PPRV tarafindan immun sistemin baskilanmasi sonucu
ortaya ¢ikan sekonder bir enfeksiyon olarak ortaya ¢ikmaktadir. PPRV yakin temas
halinde yasayan hayvanlar arasinda aerosol olarak bulasir (Tarak¢i 2014). Bu
sebeplerle, klinik belirtiler PPRV enfeksiyonundan siiphe edilse de kesin teshis

laboratuvar tanisi ile konulmalidir (Chauhan ve ark 2009).

PPRV yakin iligki igerisinde bulundugu RPV’den ayirt edilmesi gerekir (Raj
ve ark 2000). PPR’in RP’nin eradike edilmeden 0nce endemik kaldigi bolgelerde
mevcut oldugu bilinmektedir. PPRV 6zellikle kiigiik ruminantlar1 (6rnegin koyun ve
keci gibi) etkilerken RPV biiylik ruminantlarda (6rnegin sigir, manda ve okiiz)
hastaliklara sebep olmus her iki virus buyik ve kicuk ruminant turlerini
etkileyebilmistir (Choi ve ark 2003). Genellikle sigirlarin subklinik enfekte oldugu
kabul edilmektedir. Ancak kotii kosullarda sigirlarda PPRV enfeksiyonu RP
enfeksiyonuna benzer lezyonlar gelistirmesi miimkiin olabildigi bildirilmistir (Raj ve
ark 2000). RPV’yi PPR’dan ayirmada N proteininden faydalanilarak farkli teshis
metotlar1 gelistirilmektedir (Kwiatek ve ark 2010). RPV’den PPR’1 ayirt etmek i¢in
uygun teknikler, domuz veya tavuk eritrositleri kullanilan hemaglutinasyon,
polimeraz zincir reaksiyonu, virusa spesifik monoklonal antikor bir immunocapture
enzyme linked immunosorbent assay (Immunocapture ELISA) (I-ELISA), cDNA
(komplementer DNA) problar1 ve virus notralizasyon testleri olarak sayilabilir (Raj
ve ark 2000). Benzer sekilde PPRV antikorlari serum noétralizasyon testleri ve
competetive enzyme linked immunosorbent assay (C-ELISA) testleri ile RPV

antikorlarindan ayirt edilebilirler (Singh ve ark 2004b).
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PPRV’nin kontrol 6nlemlerinin etkin bir sekilde uygulanabilmesi icin teshisin
hizli duyarli ve 6zel yontemlerle yapilmasi gerekmektedir. PPRV ile enfekte kiguk
ruminantlar rutin klinik muayene, makroskobik, histolojik bulgular ve laboratuvar
teyidi ile teshis edilir. Bir¢ok serolojik ve molekiiler teshis yontemleri PPRV tespiti
icin kullanilir (Kwiatek ve ark 2010, Abubakar ve ark 2011b).

1.7.1.Virusun identifikasyonu
1.7.1.1. Orneklerin toplanmasi

PPRV’nin teshisi amaciyla akut viremi doneminde viicut sicakligi yiiksek
hayvanlardan defibrine kan, svap (konjunktival, nazal ve oral) drnekleri, biyopsi
yapilabilme durumunda lenf yumrusu biyopsi materyali, 6len ve/veya oldurilen
hayvanlardan dil, dudak, yanak ve damakta lezyon mevcut ise lezyonlu bdlgeden
doku pargasi, akciger, lenf yumrusu ve dalak alinabilir (Albayrak ve Alkan 20009,
OIE 2012). Aliman materyaller soguk zincirde en kisa siirede laboratuvara
ulagtirilmalidir. Alinan 6rneklerden virusu izole edebilme ihtimalini arttirmak igin
canli hayvanlarda viremi déneminde ve sekonder enfeksiyon sekillenmeden 6nce
almaya dikkat edilmelidir. Olen ve/veya oldiiriilen hayvanlardan &rnek alirken
kokusma sekillenmemis olmasina ve 6liim sekillendikten sonra en kisa siirede 0rnek
almaya dikkat edilmelidir (Albayrak 2007). Hizli tan1 enzim baglantili I-ELISA,
counter immiinoelektroforez ve agar jel immiinodiffiizyon ile yapilir. Ayn1 zamanda
Polymerase Chain Reaction (PCR) da uygulanabilir (Giilyaz ve Ozdemir 2010, OIE
2012).

Canli hayvanlarda, svaplar konjunktival akinti, nazal ve bukkal mukozadan
alinmalidir. Hastali§in ¢ok erken doneminde, hematoloji ve PCR’da virus izolasyonu
icin antikoagulanli kan alinir. Nekropside (2-3 hayvan), lenf nodilleri, 6zellikle
mezenteriyel ve bronsiyal nodiiller, akcigerler, dalak ve bagirsak mukozas1 aseptik
kosullarda alinip buzdolabinda veya buz iizerinde muhafaza edilmesi gerekir (OIE
2012). Histopatoloji igin toplanan organ pargalari1 %10 formol i¢ine konulur. Salgin
sonunda serolojik testler icin kan toplanabilir (Albayrak 2007).
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1.7.1.2. Viral Antijen Tespiti
1.7.1.2.1. Agar jel immunodifiizyon

Agar jel immundifiizyon (AGID) herhangi bir laboratuvarda uygulanabilen
pahali olmayan ¢ok basit bir testtir (OIE 2012). Sonuglar ortalama 24- 48 saat icinde
elde edilir, fakat bu test diisiik miktarda viral antijenin sacildigi hafif PPR
olgularinda duyarli degildir (OIE 2012). Saha ¢alismalarinda AGID yaygin
kullanilan bir metottur. Hem antijen hem de antikor varligin1 saptamakta AGID testi

yaygin olarak kullanilmaktadir (Albayrak 2007).
1.7.1.2. 2. Counter immunoelektroforezis

Counter immunoelektroforezis (CIEP), viral antijen saptamanin ¢ok hizli bir
yontemi olarak kabul edilmektedir (OIE 2012). CIEP testinde jel ve elektriksel alan
kullanilarak hassasiyetin arttirilmas:  disinda, prensip olarak AGID testine
benzemektedir (Albayrak 2007).

1.7.1.2. 3. Immunocapture enzyme-linked immunosorbent assay

I-ELISA PPRV antijen tayini igin virusa Ozgii, duyarl, hizli bir testtir
(Balamurugan ve ark 2007, Abubakar ve ark 2011b). N proteinine kars1 hazirlanan 3
farkli monoklonal antikor (MAb) kullanilarak hazirlanan ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay) ile PPRV ve RPV’nin ayirici tanisi hizli bir sekilde
yapilabilmektedir. Bu 6zellik, her iki hastaligin da benzer cografik dagilima sahip
olmasindan ve ayni hayvan tiirlerini etkileyebilmelerinden dolay1 oldukga biiyiik
O6nem arz eder. (Choi ve ark 2003, OIE 2012). I-ELISA PPRV ve RPV’yi ayirt
etmekte kullanilabilir. I-ELISA, AGID testinden daha duyarlidir (Balamurugan ve
ark 2007, Abubakar ve ark 2011a).

1.7.1.2.4. Sandvi¢ ELISA

Teshis amaghh sandvi¢ ELISA’dan da yararlanilabilinmektedir. Alinan
ornekler ilk o©nce spesifik MADb ile reaksiyona sokulur daha sonra bu
immunkompleks, ELISA pleytine adsorbe edilen ikinci bir MAD ile yakalanmaya
caligilir. Sonuglar 2 saatte elde edilir (OIE 2012).

Sandvi¢ ELISA basit, hizli ve uygun maliyetli bir teshis teknigidir. Bir

hastaligin rutin teshisi ve yogun klinik survelansi i¢in tercih edilir. Sandvi¢ ELISA
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ve ticari immunocapture ELISA saha sartlarinda PPR’1n tan1 teknikleridir. Agar jel
immunodifiizyon testi ve counter immunoelektroforezis testi gibi bu geleneksel

tekniklerde de spesifite ve sensitivite sorunlari vardir (Singh ve ark 2004a).

Ote yandan altin standart olan virus izolasyonu, saha kosullarinda rutinde
pratik degildir. Bunun sebebi ise klinik materyalleri bozan kosullar ve 0zellikle
gelismekte olan iilkelerde yetersiz laboratuar sartlaridir. Sik sik PPRV salginlarinin
ortaya ¢iktig1 durumlarda PPRV’nin hizli bir laboratuvar teshisi, PPR’in etkin
bicimde zamaninda kontrol edilmesi ve Onleyici tedbirlerin baglatilmast igin
gereklidir. Sandvi¢ ELISA bu hedefleri yerine getirebilen bir testtir. Sandvig ELISA
PPR’mm endemik oldugu Hindistan’da ve diger Asya (lkelerinde PPRV
enfeksiyonunun klinik teshisi i¢in ucuz kimyasallarin kullanildig: alternatif bir metot

olarak hizmet verebilir (Singh ve ark 2004a).

Morbillivirus’larin teshisi igin N geni ve N proteinini kullanan teshis
metotlarina artan bir ilgi s6z konusudur. N proteininin hem cross-reaktif epitoplara
hem de tip spesifik epitoplara sahip oldugu rapor edilmistir. Gelistirilen N
proteininin bir epitopuna (klon 4G6) yonelik sandvig ELISA testi -20°C’ de alt1
aydan daha fazla siireyle depolanmig klinik materyallerde bile PPR antijenini tespit
edebilmigtir. Bu durum, klinik materyallerin soguk sartlarda wuzun siire
depolanmasindan sonra uygun kosullarda laboratuvara getirilmesi durumunda teshis
edilebilir oldugunu gostermektedir. N protein temelli teshisin diger bir avantaji N
proteini {stlindeki epitoplarin genis cografi bolgelerden elde edilen farkli virus
soylar1 arasinda korunmus oldugunun bildirilmis olmasidir. Bu 6zellik farkli cografi
bolgelerde salgmlarin  belirlenememesini  Onlemeye yardimc1  olmaktadir.
Hindistan’in ¢esitli yerlerindeki PPR salginlar1 bu test kullanilarak dogrulanmistir
(Singh ve ark 2004a). Sandvi¢ ELISA’nin yanlig pozitif ve yanlig negatif sonuglarini
ekarte etmek icin, Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ve
PCR-ELISA gibi daha hassas alternatif teshis metotlarinin kritik Grneklerde
kullanilabilecegi vurgulanmistir (Singh ve ark 2004a).

AGID, CIEP ve indirekt ELISA gibi geleneksel tekniklerle, PPR ve RP
enfeksiyonlart birbirinden ayirt edilemez iken bu durumun Ustesinden gelmek igin,
RT-PCR teknigi, virus notralizasyon testi, MAb bazli ELISA’lar ve cDNA

hibridizasyonu gibi 0zel teknikler kullanilmistir. PPRV enfeksiyonu tanisi i¢in iki
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hassas metot olan RT-PCR teknigi ve cDNA hibridizasyonu, biiyiilk miktarlardaki
Orneklerin rutin teshisinde ¢ok zaman alic1 ve uygunsuz metotlardir. Diger taraftan,
kosullarin uygun olmadigr durumlarda Orneklerden virus izolasyonu her zaman
mimkiin olmamaktadir. Diger teshis metotlarindaki dezavantajlar MAb temelli
immuno-capture ELISA testinin saha sartlarinda PPR enfeksiyonunun teshisi igin

cok basit ve etkili oldugunu kanitlamistir (Singh ve ark 2004a).

1.7.1.2. 5. NUKkleik asit tespit yontemleri

Hicre kilturinde PPRV izole edilmeden virusun N proteinine karst 3P ile
isaretlenmis cDNA problar1 kullanilmistir (Albayrak 2007). Ayrica cDNA 32P RP ve
PPR’yi ayirt etmek i¢in kullanilir, fakat bunlarin rutin tanida kullanimi kullanicilari
radyoaktif maddelerden korumak icin 6zel ekipman gerektirdigi ve *?P’nin kisa
yartlanma Omrl yuzinden tavsiye edilmemektedir (Abubakar ve ark 2011a).
Radyoaktif olmayan Biotin ve dioksin ile isaretlenerek {iiretilen cDNA problar ile
radyoaktivitenin olumsuz 6zellikleri ortadan kaldirilmistir. iki probu kiyasladigimiz
zaman, radyoaktif olmayan problar daha hizli sonug¢ vermekte ayni zamanda
radyoaktif problar kadar spesifite gostermektedir. Ancak radyoaktif problar daha
duyarlidir (Albayrak 2007).

PCR virus izolasyonu ile kiyaslandiginda, kokusmaya baslayan ve az virus
miktarina sahip olan materyallerde daha duyarli bir metottur. PCR’1n etkinligini pek
cok faktor etkilemektedir. Materyalin kalitesi, hedef DNA (Deoksiribonukleik asit)
uzunlugu, siklus sayisi, baglanma uzama 1s1 degisiklikleri etkinligini etkileyen
faktorler olarak siralanabilir. RNA iceren PPRV’de RNA’nin DNA’ya doniismesinde
reverse transkription (RT) islemi yapilmaktadir. (Couacy-Hymann ve ark 2002,
Ozkul ve ark 2002). Ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu ve niikleik asit
hibridizasyon reaksiyonu gibi molekiler teknikler genellikle kullanilan tekniklerdir.
Bu genom tabanli teknikler, yiiksek spesifite ve sensitiviteye sahip olduklarindan
biiyiikk oranda kullanilmaktadirlar (Couacy-Hymann ve ark 2002, Abubakar ve ark
2011Db).

RT-PCR teknigi N proteininin amplifikasyonuna dayanir. Ayrica PPR’in
spesifik tanisi i¢in F protein genlerinin amplifikasyonu gelistirilmistir (Manoharan ve
ark 2005). 1995°den beri birkag RT-PCR teknigi PPRV’nin spesifik ve hizli tanisi
igin gelistirilmistir (Bao ve ark 2008). Bu teknik diger testlerle karsilastirildiginda
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daha duyarlidir. Sonuclar RNA ekstraksiyonu dahil olmak iizere, 5 saatte elde
edilebilmektedir. Fransa’da bulunan OIE ve FAO referans laboratuart PPR i¢in bu
teknigin kullaniminmi tavsiye etmektedir. N ve M protein genlerinin pargalarinin
amplifikasyonuna dayanan bir multipleks RT-PCR bildirilmistir. N geni tabanli RT-
PCR’1n bagka bir formati da tarif edilmistir (OIE 2012). Konvansiyonel RT-PCR
testleri yiksek kontaminasyon riski ve PCR Urunlerinin bulunmasinda jel analizi
gerektirdigi gibi is yiikiinii arttiran sebeplerden otiirii fazla 6rnek caligilmasi gereken
durumlarda tercih edilmemektedir. Real time RT-PCR testlerinde kapali sistem
amplifikasyon ve analiz yapildigindan konvansiyonel RT-PCR testlerinden ¢ok
avantajlidir. Real time RT-PCR testleri yiiksek sensiviteye, hizli performansa ve
diisiik kontaminasyona sahiptir. Real time RT-PCR testleri RNA’nin kantitatif
Olciilmesine izin vermektedir (Bao ve ark 2008). Ayrica son zamanlarda M genini
hedefleyen bir real time RT-PCR ve N genini hedefleyen iki real time RT-PCR testi
gelistirildigi bildirilmektedir (Batten ve ark 2011). Viruslarin sekans ve filogenetik
analizleri ile genetik akrabalik diizeyleri belirlenebilmektedir (Ozkul ve ark 2002,
Guler ve ark 2014).

1.7.1.2.6. Virus izolasyon yontemleri

Virus izolasyonu i¢in, viremi donemindeki canli hayvanlardan alinan svap ve
defibrine kan oOrneklerinden, Olen ve/veya Oldiiriilen hayvanlarda ise agiz
lezyonlarindan (Giilyaz ve Ozkul 2005), dalak, akciger ve lenf yumrusundan alinan
ornekler kullanilmaktadir (Albayrak ve Alkan 2009). Hucre kultirinde virus
izolasyonu birkag¢ farkli hiicre hatt1 ile yapilabilmektedir (Abubakar ve ark 2011b).
PPRV’nin izolasyonuna fotal kuzu bdbrek (FKB) hiicrelerinin olduk¢a duyarl
oldugu bildirilmistir (OIE 2012). Virus devamli hiicre kiilturlerinden Vero
hiicresinde uretilebilmektedir (Ozkul ve ark 2002, Gilyaz ve Ozkul 2005). Primer
kuzu bébrek ve Vero hiicreleri izolasyon icin ¢ok yaygm kullanmilmaktadir. Ozellikle
Vero hiicreleri devamli hiicre olmasi, kontaminasyon riskinin az olmast ve temin
kolaylig1 sebeplerinden dolayr birgok laboratuvarda kullanilmaktadir (Albayrak
2007). Ayrica 293 T hiicresinde PPRV iiremesine ragmen, B95a (marmoset B) ve
MOCL-5 (koyun derive monocyte hiicresi) hiicrelerinde tiremedigi bildirilmistir
(Taylor 1984, Abubakar ve ark 2011a). PPRV’nin izolasyonda kullanilan heterolog
primer hucre olarak fotal dana bodbrek (FDB) hicre kiltirlerinde FKB hiicre
kiiltiirlerine gore daha az PPRV izole edilebildigi bildirilmistir (Taylor 1984).
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Teshis, hizli teknikler ile gergeklestirilmesine ragmen, virus ile daha fazla
calisma i¢in doku kiiltiiriinde izole edilmesi gerekir. Siipheli materyal (svap
materyali, buffy coat yada %10 doku siispansiyonlar1) monolayer hiicre kiiltiirlerine
inokule edilir ve sitopatolojik efekt (CPE) varligi yoniinden her giin doku kiiltiri
mikroskobu ile incelenir (OIE 2012). PPRV virusun replikasyonu sonucu
olusturdugu intrastoplazmik (is) ve intraniiklear (in) inkliizyon cisimcikleri ve F
glikoproteini ile konak hiicrenin hiicre zarini eriterek sekillendirdigi birden ¢ok
cekirdekli sinsityal dev hicreleri, meydana getirdigi CPE’ler olarak goze
carpmaktadir. PPRV’nin duyarli hiicrelerde meydana getirdigi CPE’ler 3-19 gin
arasinda sekillenmektedir (OIE 2012). Sinsityal dev hiicre olusumu; FKB
hicrelerinde Vero hiicrelerine gore daha blyik ve daha ¢ok sayida olustugu
bildirilmistir (Couacy-Hymann ve ark 2007). Deneysel enfeksiyon olusturmak ve
hiicre kiiltiirii ile virus izolasyonunun zor oldugu durumlarda kii¢iik ruminantlara
parenteral uygulama ile virus izole etmek igin farkli irk ve yaslarda koyun ve keciler
kullanilmaktadir (Giilyaz ve Ozkul 2005, Couacy-Hymann ve ark 2007). Vero
hiicrelerinde, bazen sinsitya gérmek zordur. Eger sinsitya varsa, bunlar ¢ok kiguk
yapidadirlar. Sinsitya bir ‘saat yiizi’ goriiniimii veren c¢ekirdeklerin dairesel
diizenlenmesi ile taninmaktadir. Cover-slip kiiltiirlerde 5 giinden daha kisa siirede
CPE verebilirler. Intrasitoplazmik ve intraniikleer inkliizyonlar g6zlenmektedir. Baz1
hiicrelerde vakuol olusur. Benzer hiicresel degisiklikler enfekte dokularin boyanmais
histopatolojik kesitlerinde gorulebilir. 5-6 giin sonra CPE sekillenebildiginden dolay1
kor pasajlar her zaman yapilmalidir (OIE 2012).

1.7.1.2.7. Diger teshis metotlari

PPRV’nin teshisinde yukarida bahsedilen metotlarin disinda kullanilan teshis
metotlarinin da potansiyel yararlart olmasina ragmen heniiz yaygin olarak
kullanilmamaktadir (OIE 2012). Virus izolasyonu igin klinik belirti gdsteren
hayvanlardan alinan materyalleri soguk kosullarda muhafaza etmek gerekirken, bu
materyalleri oda sicakliginda fikse-formalin cozeltisinde tutmak ve daha sonra
immunfloresan (IF) veya immunokimyasal metotlarla analiz etmek de mimkindur
(Saglam ve Temur 2009). Eger konjunktival siirme preparat (smear) ve nekropside
toplanan dokulardaki PPRV immunofloresan ve immunohistokimyasal metotlar ile
teshis edilecekse, smearlar soguk asetonda fikse edilmektedir. RPV’nin aksine

kizamik virusu gibi PPRV’nin de hemagliitinasyon yetenegine sahip oldugu
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gosterilmistir. Bu PPRV’nin hemaglutinasyon 6zelligi PPR enfeksiyonunun spesifik,
hizli ve ucuz tanisi igin kullanilmaktadir (OIE 2012). PPR enfeksiyonlarinda,
floresan antikor testi (IFAT) hemaglutinasyon (HA) ve hemaglutinasyon inhibisyon
testi (HI), ve immunperoksidaz (IP) testleride teshisde kullanilmaktadir (Albayrak
2007). HA ve HI testleri basit ve diisitk maliyetli olmasi ile birlikte karsilagtirmali
hassasiyet gosterdikleri igin kontrol programlarinda rutin siirii taramasinda
kullanilabilmektedirler (Ezeibe ve ark 2004, Manoharan ve ark 2005, Abubakar ve
ark 2011a). HI testi, uygulamasi daha zor olan serum nétralizasyon testlerine uygun
bir alternatif olarak goriinmektedir. As1 kampanyalar1t boyunca bir¢ok serumun
islenmesi gerekmektedir ve bu as1 kampanyalarindaki serumlarin incelenmesinde

ELISA testi, HI testinden daha uygun olarak kullanilmaktadir (Raj ve ark 2000).

Ayrica hazirlanan preparatlarda elektronmikroskop yardimiyla PPRV’nin

goriilmesiyle de teshis yapilabilmektedir (Abubakar ve ark 2011a).
1.7.2. Serolojik Testler

PPRV ile enfekte koyun ve kegilerde PPRV’ye karsi olusan antikorlar
serolojik testlerle teshis edilmektedirler. Rutin olarak kullanilan serolojik testler virus
nétralizasyon ve C-ELISA’dir (Giilyaz ve Ozdemir 2010, OIE 2012). Sensitivite ve
spesifitesi yiiksek olan ELISA testi, daha hizli sonug vermesi ile virus notralizasyon
testi (VNT)’den daha ¢ok tercih sebebi olmustur (Choi ve ark 2003, Singh ve ark
2004b). Ayn1 anda viruslara kargt antikor tespit edebilen serolojik tarama testi olarak
mevcut spesifik ELISA testi, Asya, Afrika ve bir ¢ok iilkede siirvelans igin is ve
zaman israfin1 azalttigindan dolayr daha uygun bir metot olarak benimsenmistir

(Choi ve ark 2003, Balamurugan ve ark 2007).

MAD kullanilan ELISA tesleri antijenik, serolojik teshis ve siirii taramasi igin
sik kullanilmaktadir. PPR antikoru saptamada kullanilan C-ELISA giivenli, spesifik
ve hassas bir testtir. C-ELISA yiiksek teshis spesifitesine (%99,8) ve sensitivitesine
(% 90,5) sahiptir (Balamurugan ve ark 2007, Abubakar ve ark 2011b).

14 giin ara ile alinan serum 6rneklerinde serolojik teshis yapilabilir (Albayrak
2007).
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1.7.2.1. Virus Notralizasyon Testi
Virus Notralizasyon testi spesifik ve duyarli ancak zaman alic1 bir testtir.
Standart nétralizasyon testi primer hiicreler mevcut olmadigi zaman Vero hucreleri

ya da primer kuzu bobrek hiicrelerinin roller kiiltiirlerinde gercgeklestirilebilmektedir

(OIE 2012).

Virus miktarinin  belirlenmesi  uygun kiiltiir  sistemlerinde  spesifik
sitopatolojik efektlerin yoklugu veya varligi ile konvensiyonel olarak gerceklestirilir.
Virusa spesifik noétralizan antikorlar, virusun neden oldugu sitopatolojik efektleri
notralize etmektedir. Sitopatolojik efektleri indiikleyen virusun varligini belirlemek
i¢in hiicre kiiltiirlerinin goriintiilenmesi egitimli bir goz ve kalifiye bir personel
gerektirir. Virus titrasyon testlerinde virusun ¢ogalmasi yada serum nétralizasyon
testlerinde virusun yoklugu virusa spesifik sitopatolojik efektlerin gorsel incelenmesi

ile 6lculebilir (Raj ve ark 2000).

1.7.2.2. Kompetitif ELISA yontemi

C-ELISA, antiniikleoprotein MAb’nin kullanimina dayanmaktadir (Libeau ve
ark 1995). Monoklonal anti-hemaglutinin kullanimina dayali iki C-ELISA teknigi de
tarif edilmistir (OIE 2012). Yiiksek antijenik N proteini kullanilarak hazirlanan C-
ELISA testi ile serumda N proteinine karsi olusan antikor varligi ortaya konularak
PPR hastalig1 teshis edilmektedir ve onlarca yildir kullanilmaktadir (Kwiatek ve ark
2010).

1.8.Bagisikhik

Bagisikliktan sorumlu olan ndtralizan antikorlar ya aktif bagisiklik yada
asilamalara bagli olarak sekillenmektedir. Enfeksiyonu atlatan hayvanlar 3-4 yil
bagisik kalmaktadir. Bu siire besi icin bakilan kiigiikbas hayvanlar diisiiniildiiglinde
Oomir boyu (Taylor 1984) bagisiklik anlamma gelmektedir. Aktif bagigik anneden
kolostrumla gegen maternal antikorlar PPRV enfeksiyonuna karsi 3-6 ay arasinda
koruma saglar (Tatar ve Kabakli 2006).

1.9.  Koruma ve Kontrol
PPRV’nin kontroli i¢in hizli, spesifik, duyarl teshis metotlar ve etkili asilar
gerekmektedir. PPRV’nin etkili bir sekilde kontroliine, enfekte bolgelerden gelen

koyun ve kegi ithalatinin kisitlanmasi, potansiyel enfekte malzemelerin ¢ikarilmasi,
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enfekte hayvanlara karantina ve enfekte alanlardaki koyun ve kegilerin kontroll gibi
kontrol hareketlerini igeren yontemler kullanilarak ulasilabilmektedir (Abubakar ve
ark 2011a). Enfeksiyonla miicadelede asi uygulamalar1 tavsiye edilmektedir. Bu
yiizden Plowright ve Ferris tarafindan gelistirilen atteniie doku kiiltiirii RP asis1 ve
immun serumu PPRV’nin RP ile olan antijenik yakinlifindan dolayr uzun yillar
kullanilmistir. Kullanilan RP asisi1 ile yeterli immun yanitin alindigi bildirilmistir.
Yapilan arastirmalarda rekombinant RP asilariyla farkli sonuglarin alindigi
belirtilmistir. OIE tarafindan Vero hiicre kiiltiiriinde seri pasajlarla zayiflatilmis
Nijerya 75/1 susu orijinal as1 susu olarak onerilmektedir. Ayrica PPRV’ye karsi asi
gelistirme ¢alismalar1 devam etmektedir (Tatar ve Kabakli 2006). Enfekte hayvanlar
ile asili hayvanlari ayirmak icin gelistirlen DIVA (differentiating infected from
vaccinated animals) agilar1 ile enfekte hayvanlar belirlenerek stiriilerden
uzaklastirilabilmekte ve boylece sahada kontrol ve asilama stratejileri
belirlenebilmektedir. Tiirkiyede Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi PPRV
enfeksiyonuna karsi Avrupa birliginin proje destegi verdigi 2010-2012 yillarinda
licretsiz as1 kampanyasi diizenlemistir (Glimiisova ve Memis 2014). Gida Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi’na bagli Gida ve Kontrol Genel Midiirliigii'niin 2016/02
sayili Hayvan Hastaliklar1 ile Miicadele ve Hayvan Hareketleri Kontrolii konulu
genelgesine gore kiiclik ruminantlarin sevkleri sirasinda hayatlar1 boyunca en az 1
kez asili olmalar1 eger asili degilse as1 tatbikinden 15 giin sonrasinda hayvanin
sevkine izin verilmesi aksi bir durumda ise hayvanlarin sevk islemlerinin
gerceklesmemesi, 3 ayliktan kii¢iik hayvanlara asi yapilmamasi, dogrudan kesime
sevk edilen hayvanlarda da asi sartinin aranmamasi gerektigi belirtilmektedir
(Anonim 2016).

Pakistan’da PPR kontroliinde etkili yol olarak ekonomik olmayan siki hijyen
kontrol 6nlemleri, damgalama politikasiyla beraber kiigiik ruminantlarin kitlesel as1
uygulamalar1 kullanilmaktadir. Bu nedenle PPR’in  kontroliinde etkili as1
uygulamalar1 gerekmektedir ve bu amac¢ i¢cin homolog ve rekombinant gibi ¢esitli
asilar gelistirilmistir (Abubakar ve ark 2011a). 2007 yilinin temmuz ayinda Cinde
giineybat1 Tibet’in Ngari bolgesinde meydana gelen salginda PPRYV ile enfekte ve 5
km yaricap igindeki tiim siiriilerdeki hayvanlarin itlaf edilmesi, koyun ve keg¢i
hareketlerine kisitlamalar, 6lii hayvanlarin imha edilmesi, kontamine alanlarin

dezenfeksiyon islemleri ve hasta hayvan raporlama sistemlerini gelistirme, as1
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uygulama ve kayit altina alma gibi siki kontrol tedbirleri ile ortadan kaldirildig:

bildirilmistir (Wang ve ark 2015).

Bu ¢alismada, diinyanin bir ¢ok yerinde koyun ve ke¢i populasyonlarinda
yaygin sekilde goriilen ve cesitli doku ve organlarda enfeksiyon meydana getirerek
cok buylk ekonomik kayiplara neden olan, FAO ve OIE tarafindan diinya iizerinden
eradike edilmesi planlanan PPRV enfeksiyonlarinin son yillarda {ilkemizdeki
durumunu ortaya koymak amaciyla; C- ELISA ile asilanmamis hayvanlardaki
seroprevalansint  ortaya koyarak  virusun  bolgesel de olsa  sahadaki
seroepidemiyolojik seyrini, N gen bdlgesini hedef alan real time RT-PCR ve virus
izolasyon metotlar1 ile de ornekleme yapilan illerde klinik olarak PPR’dan supheli
hayvanlarda etiyolojik ajan olarak ~ PPRV’nin dagiliminin ortaya konulmasi

amaclanmstir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Orneklenen hayvanlar

Klinik semptom veya nekropsi bulgularina gore PPR’den stiphelenilen 14 adet
koyun, 30 adet keci, 17 adet kuzu, 3 adet oglak olmak iizere 64 hayvandan toplam
134 ornek (l6kosit, svap ve organ materyali) kullanildi (Cizelge 2.1). Arastirmada
serolojik calisma i¢in PPR enfeksiyonuna karsi herhangi bir asilama yapilmamis
Mersin (184 adet) ve Sanlurfa (84 adet) illerinde yer alan gesitli isletmelerden 159
adedi koyun, 109 adeti keciye ait olmak (izere toplamda 268 kan serumu oOrnegi
alind1 (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.1 Virolojik calismada kullanilan 6rneklerin dagilima.

Numune Adi Keci/Oglak Koyun/Kuzu  Ornek Sayis
Lenf Yumrusu 9/1 8/1 19
Dalak 11/2 9/3 25
Akciger 13/3 11/14 41
Lokosit 21/1 9/5 36
Dudak 1/1 1/2 5
Svap 3/0 2/0 5

Dil 0/1 0/2 3
TOPLAM 58/9 40/27 134

Cizelge 2.2. Serolojik caligmada kullanilan serum orneklerinin dagilimi.

Il Tige Koy Koyun Kegi Toplam
Mersin Erdemli Elvanl - 17 17
Mersin Erdemli Daglh 5 - 5
Mersin Erdemli Cercili 14 - 14
Mersin Erdemli Ciris 3 14 17
Mersin Mut Camlica - 24 24
Mersin Mut Hamam 11 10 21
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Cizelge 2.2 (Devam) Serolojik ¢calismada kullanilan serum 6rneklerinin dagilima.

Mersin Mut Fakirca 18 - 18
Mersin Silifke Imamli 6 10 16
Mersin Silifke Kavak 2 17 19
Mersin Silifke Sabak - 6 6

Mersin Tarsus Tascil 13 - 13
Mersin Tarsus Topakl 11 3 14
Sanlurfa Siverek Kamislh 21 - 21
Sanliurfa Siverek Ediz 17 4 21
Sanlurfa Siverek Gevirme 21 - 21
Sanliurfa Siverek Tanriverdi 17 4 21
TOPLAM 159 109 268

2.1.2. ELISA Kitleri

PPRV’ye spesifik antikorlari tespit etmek igin C-ELISA (ID.vet, ID Screen
PPR Competition, PPRC-4P, katalog no: 1211, Fransa) kiti kullanild1.

2.1.3. Real time RT-PCR Kitleri

Calismada ticari olarak elde edilmis olan real time RT-PCR ekstraksiyon Kiti
(Roche MagNa Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I, Ref: 03730964001,
Almanya), one step real time RT-PCR RNA amplifikasyon (Roche, Light Cycler
RNA Amplification Kit, Ref:12015145001, Almanya) kiti kullanildi.

2.1.4. Fotal Dana Serumu

Hicre kualtiri ¢alismasinda kullanilmak tizere fotal dana serumu (FDS,
Biological Industries, katolog no0:1520003, Israil) ticari olarak temin edildi.
Laboratuara gelen steril FDS’ler kullanilincaya kadar -20°C’lik derin dondurucuda

muhafaza edildi.
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2.1.5. Virus

Real time RT-PCR ve virus izolasyonu igin kontrol virusu olarak Gida, Tarim
ve Hayvancilik Bakanligr Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii
Miidiirliigii’nden temin edilen PEST-S ETVAC canli atteniie liyofilize PPR 75/1 as1

susu kullanildi.

2.1.6. Hicre Kiltari

Virus izolasyon c¢alismalari icin Vero hiicre Kkiiltiirleri kullanilmis olup,
arastirmanin  bu boliimiinde Selguk Universitesi Veteriner Fakiltesi Viroloji

Anabilim Dal1 laboratuarlarinin olanaklarindan yararlanilmistir.

2.2. Yontem

2.2.1.Serolojik Yontemler

2.2.2.1.Kan serum orneklerinin hazirlanmasi

Omekleme yapilan hayvanlarda vena jugularis’in bulundugu bolge alkollii
pamuk ile silindikten sonra holder yardimu ile steril kaolinli kan tuplerine (Ayset,
Adana/Turkiye) alinan 5 ml kadar kan ornekleri soguk zincir altinda laboratuara
getirildikten sonra 1500 rpm’de (Revolutions per minute) 15 dk. santrifij
(Eppendorf, Almanya) islemine tabi tutuldu. Santrifiij islemi sonucunda elde edilmis
olan serum, otomatik pipet (Eppendorf, Almanya) yardimi ile 1,5 ml’lik steril
eppendorf tiplerine aktarildi. Serum oOrnekleri antikor varligi yoniinden c-ELISA
yonteminde kullanilincaya kadar -20°C’lik derin dondurucuda saklandi. Cevreye
herhangi bir zarar vermemek igin tiipiin icerisinde kalan kanin diger kismi, ttplerle

birlikte tibbi atik posetlerine konarak uzaklastirildi.

2.2.1.2. ELISA

Kan serum oOrneklerinin hazirlanmasi bagligi altinda bahsedildigi sekilde
hazirlanilan kan serumlarinda PPRV’ye spesifik antikorlarin varligi yoniinden ticari
olarak temin edilen C-ELISA (ID.vet, ID Screen PPR Competition, PPRC-4P,
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Katolog no: 1211, Fransa) ile Adana Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirliigii’'nde

incelendi.

ELISA Kit Icerigi

. PPR rekombinant niikleoprotein (NP) ile kapli mikropleytler
o Anti-NP-peroksidaz (HRP) konsantre konjugat

o Pozitif kontrol

o Negatif kontrol

o Dillisyon tamponu 13

o Dillisyon tamponu 4

o Yikama soliisyonu

o Substrat sollisyonu (Revelation solusyonu)

o Stop solusyonu (H2SO4 0,5 M)

Testin yapihisi

o Kullanima hazir halde ambalajlanmis olan mikropleyt, kontroller, konjugat,
dilusyon tamponu, substrat ve stop solusyonu oda isisinda bekletildikten sonra
vortekslenerek kullanildi.

o Butln kuyucuklara diliisyon tampon 13’ten 40 pl konuldu.

o Cizelge 2.3. de belirtildigi gibi A1 ve B1 kuyucuklarmma 10’ar pl pozitif
kontrol konuldu.

o Cizelge 2.3. de belirtildigi gibi C1 ve D1 kuyucuklarina 10’ar pl negatif
kontrol konuldu.

. Cizelge 2.3. de belirtildigi gibi geri kalan biitiin kuyucuklara 10’ar pl
sirastyla serum Ornekleri konularak 37°C’ de 45 dk. etiivde (Niive, EN 400, Tiirkiye)
inkiibasyona birakild.

o Mikropleyti her gdze 300 pl yikama sollsyonu [stok soliisyondan 1/20
oraninda distile su cihazindan (Niive NS 108, Tiirkiye) alinan distile su ile
sulandirilarak hazirlandi] konularak 5 kez yikand1 ve kurutuldu.

. Konjugat 10X Dilisyon tampon 4 ile 1/10 oraninda sulandirilarak konjugat
1X hazirland1 ve biitiin kuyucuklara konjugat 1X’ten 100 pl konuldu.

o 21°C (£5°C)’de 30 dk. +3 inkiibasyona birakildi.
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o Sirre sonunda yikama islemi 5 kez olmak Uzerey yikama ve kurulama islemi
tekrarlandi.

o Butln kuyucuklara 100 pl substrat ilave edilerek 21°C’de 15 dk karanlik
ortamda inkube edildi.

o Inkiibasyondan sonra gozler bosaltilmadan reaksiyonu durdurmak i¢in 100 pl

stop solsyonu ilave edilerek hemen ELISA okuyucuya konuldu.

Cizelge 2.3. PPRV C-ELISA pleyt dizayni

1 2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10]|11 |12

Pozitif

Pozitif

Negatif

Ornek 1

Ornek 2

A
B
C
D| Negatif
E
F
G
H

Ornek92

Testin degerlendirilmesi
ELISA okuyucuya yerlestirilen mikropleyt Optik Dansite (O.D.) degeri 450 nm
dalga boyunda (Biochrom EZread400, Ingiltere) okutuldu.
Testin gecerliligi
PC: Pozitif kontrol ortalamas1
NC: Negatif kontrol ortalamasi
S: Ornek serum degeri
Testin gecerli olabilmesi igin Negatif Kontrol O.D. degeri (ODnc) 0.7.’den
blyik
ODnc >0.700
Ayrica Pozitif Kontrol (ODpc)’lin, ODnc‘ye oran1 %30°dan az
ODpc / ODne< 0.3
oldugu kabul edildi.
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Sonuclarin degerlendirilmesi
Butln serum drneklerinin her biri igin (S/NC %) hesaplandi.
S/INC % = ( ODsrmek /ODnc ) x 100

Orneklerin SINC % degeri %35°den kiiciik ve esit ise POZITIF (PPRV’ye kars
antikor tagidigina),
Orneklerin S/INC % degeri %35 den biiyiik, %45°den kiiciik ve esit ise SUPHELI,
Orneklerin S/INC % degeri %45°den biiyiik ise NEGATIF (PPRV’ye kars1 antikor
tasimadigina) karar verildi.

- SNC% < 35% (+) POZITIF

- 35% < SNC% < 45 (?) SUPHELI

- SNC% > 45 % (-) NEGATIF

2.2.2. Virolojik Yontemler
2.2.2.1. Lokosit orneklerinin hazirlanmasi:

Steril antikoagulanli tiiplere (K3EDTA, %7,5, Ref: 70697, Ayset,
Adana/Turkiye) atesli donemde alinan kan 6rnekleri soguk zincir altinda laboratuara
getirildikten sonra 2500 rpm’de +4°C’de 20 dk. santrifuj (Thermoscientific, SL16R,
Almanya) islemine tabi tutuldu. Plazma otomatik pipet (Eppendorf, Almanya)
yardimi ile uzaklastirilirken 16kosit tabakasi icerisinde antibiyotikli (25.000 U/ml
penisilin ve 20 mg/ml streptomisin) PBS (Phosphate Buffer Saline) bulunan tlplere
alindi. PBS ile 3 kez yikanan 16kosit 6rnekleri 1,5 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM, Biological Industries, israil) vasati + %10 Dimethylsulphoxide
(DMSO) ilave edilerek sulandirildi. Lokositler kullanilincaya kadar -80°C’lik derin
dondurucuda saklandi. Cevreye herhangi bir zarar vermemek igin plazma ve tipin
icerisinde kalan kanin diger kismu, tiiplerle birlikte tibbi atik posetlerine konarak

uzaklastirildi.
2.2.2.2. Svap orneklerinin hazirlanmasz:

Icerisinde antibiyotikli PBS bulunan tiiplere alinan svap ornekleri soguk
zincir altinda laboratuara getirildikten sonra pamukta bulunan marazi maddenin
PBS’e gegmesi amaci ile steril pens kullanilarak sikildi. Elde edilen sivi 2500 rpm’de
+4°C’de 20 dk. santrifiij islemine tabi tutuldu. Santrifiij isleminin sonunda tiipiin {ist

kismindaki sividan 2 ml alinarak igerisine konsantre antibiyotik (Biological
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Industries, Israil) ilave edildi. Ilave edilen antibiyotigin etkisini gostermesini
saglamak i¢in +4°C’de 1 saat bekletildi. Hazirlanan svap Ornekleri testlerde
kullanilincaya kadar -80°C’lik derin dondurucuda saklandi. Cevreye herhangi bir
zarar vermemek icin PBS’li tiipiin icerisinde kalan diger kismu, tiiplerle birlikte tibbi

atik posetlerine konarak uzaklastirildi.

2.2.2.3. Organ drneklerinin hazirlanmasi:

Virus izolasyonu igin siipheli hayvanlardan (Sekil 2.1.) steril gergeklestirilen
otopsiden alinan akciger, dalak, lenf yumrusu (Sekil 2.2.), dil ve dudak 6rnekleri
PBS ile sulandirilarak (1/10) doku pargalayict MagNA Lyser (Roche, Almanya)’da
6000 devirde 60 saniye homojenize edildi. Elde edilen homojenizatlar 2500 rpm’de
+4°C’de 20 dk. santrifiij islemine tabii tutuldu ve Gstteki siv1 bir steril tiipe alinarak
tzerine konsantre antibiyotik ilave edildi. Antibiyotik ilave edildikten sonra sterilite
kontrolleri yapmak igin kanli agara ekim yapildi ve testte kullanilmak iizere -
80°C’lik derin dondurucuda saklandi. Cevreye herhangi bir zarar vermemek igin

tiipilin icerisinde kalan diger kisimlar ise tibbi atik posetleri yardimi ile uzaklastirildi.

Sekil 2.1. Arastirmada otopsi yapilan PPRYV siipheli bir keci
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Sekil 2.2. Otopside elde edilen mezenteriyel lenf yumrusu

2.2.2.4. Real Time RT-PCR

Viral teshis amaciyla alinan 6rnekler PPRV yoninden N proteinini kodlayan
gen bolgesi hedef alinarak real time RT-PCR ile Adana Veteriner Kontrol Enstitusi
Miidiirligii'nde test edildi.

2.2.2.4.1. RNA Ekstraksiyonu

Hazirlanan 16kosit, svap ve doku orneklerinden 200 pl alinarak izolasyon
islemine baslandi. Hazirlanan Ornekler ile pozitif kontroller birlikte ekstraksiyon
islemine tabi tutuldu.

Toplanan ornekler temin edilen hazir ticari kit yardimi ile RNA
ekstraksiyonuna tabi tutuldu. Bu amagla Uretici firmanin uygulama yodnergesi takip
edildi. Islem bittikten sonra elution tiiplerindeki 6rnekler kaydedilerek hemen

kullanilmayacaksa -80 °C’de sakland.

2.2.2.4.2. One step real time RT-PCR RNA Amplifikasyonu:

Temin edilen hazir ticari kitler yardimi ile ekstraksiyonlar1 gergeklestirilen

ornekler yine ticari real time RT-PCR (Roche, Light Cycler RNA Amplification Kit,
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Ref: 12015145001, Almanya) kiti kullanilarak PCR asamasi test prosediiriine uygun
olarak yapildi. Kit kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

Real time RT-PCR’da kullanilan primerler Bao ve ark (2008) tarafindan
bildirilen;

Forward primer (5’- CAC AGC AGA GGA AGC CCA ACT-3’)

Reverse primer (5-TGT TTTGTG CTG GAG GAA GGA-3’)

Tagman prob ise; (FAM-5’-CTC GGA AAT CGC CTC GCA GGC T- 3’-
TAMRA) kullanildu.

Yukarida belirtilen kit, primerler ve prob kullanilarak Cizelge 2.4.’de yer alan
PCR karistmi (master mix) hazirlandi. Master mix hazirlanirken tiim reagentler
¢ozUuldl ve iyice vorteksle (Biosan, Letonya) karistirildi. Master mix hazirlanirken
tim reagentlar ve ekstraksiyon urunleri soguk blok (Roche, Almanya) Uzerinde
tutuldu. Listedeki tiim komponentler eklendikten sonra vortexle karistirildi. Master
Mix, pipetasyonda olusabilecek kayiplar diistiniilerek en az bir reaksiyonluk fazla
hazirlandi. Her kapiller tlpe 19 pl. master mix, 1 pl. 6rnek RNA eklendi ve totalde
hacim 20 pl.’ye ayarlandi. Nikleik asitlerin amplifikasyonlar: real time PCR cihazi
(Roche LightCycler 2.0, Almanya) kullanilarak reverse transcription (55 °C’de 10
dk.), 6n inkiibasyon (hot star Tag DNA polimeraz aktivasyonu igin, 95 °C’de 30 sn.)
her bir siklusu denatlrasyon (95°C’de 5 sn), anneling (60°C’de 15 sn.) ve uzama
(95°C de 1 sn)’dan olusan 40 siklusluk bir amplifikasyon programi uygulandi ve

negatif kontrol olarak RNase free su kullanildi.

Cizelge: 2.4. Master mix karigimi

Master Mix Hacim
(ul.)
LightCycler RT PCR Reaction mix HybProbe 4,0
MgCl» 2,4
LightCycler RT PCR Enzyme mix 0,4
Primer F (10 uM) 1,0
Primer R (10 uM) 1,0
TagMan probe (4 uM) 1,0
H20 (RNase free su) 9,2
TOTAL 19,0
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2.2.2.5 Hiicre Kiiltiiriinde Virus izolasyonu

Virus izolasyon ¢alismalari i¢in Vero hicre kiltirleri (Sekil 2.3.) kullanilmig
olup arastirmanin bu béliimiinde Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji
Anabilim Dali laboratuar1 olanaklarindan yararlanildi. Vero hucre kalturleri 250
ml’lik flasklarda (Corning, ABD) DMEM vasati1 ve %10 FDS kullanilarak CO2’li
etivde 37°C’de inkubasyona birakilarak ¢ogaltildi. Her gin doku kudlturd
mikroskobu (Olympus, Tokyo) ile hucreler kontrol edildi. Flaskin en az % 80’ini
kaplayinca tripsin (Biological Industries, Israil) ile kaldirildi. DMEM ile 300.000

hiicre/ml olacak sekilde hucre slspansiyonu hazirlandi. Hicreler 24 gozlu

mikropleyte gegildi.

Sekil 2.3 Virus izolasyonu i¢in kullanilan Vero hiicre kiiltiirti (Doku kultard
mikroskobu X40)

24 g6zIi mikropleytlerde cogaltilan hiicrelerin vasatlar1 dokiilerek PBS ile

yikandi. Adsorbsiyon teknigi ile uygun sekilde hazirlanan lokosit, svap ve organ
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ornekleri 0,2 ml inokule edildi. Adsorbsiyon i¢in CO’li etiivde 37°C’de 1 saat kadar
bekletildi. Adsorbsiyon sonunda 2,5 ml serumsuz DMEM, virus iiretme vasati olarak
eklendi ve tekrar 37°C’de CO2’li etiivde inkiibasyona birakildi. Doku kiiltiirii
mikroskobu (Olympus, Tokyo) ile 5 gin hiicreler kontrol edildi. CPE gorulmesiyle
flasklar -80°C dondurulup 37°C’de su banyosunda (Hettich, Almanya) ¢ozdiiriilerek
+4°C’de 3000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Ustte kalan sivi bir sonraki pasajda

kullanildi. Her bir 6rnegin hiicre kiiltiiriinde ti¢ kor pasaj1 gerceklestirildi.
2.2.3. Istatistiki analiz

Calismanin sonuglar1 ki kare (X?) testi kullanilarak degerlendirildi (Minitab
14.1 version). P<0,05 degeri istatistiki agidan 6nemli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Klinik ve Nekropsi Bulgulari

Sahada 19 16kosit ve 2 svap materyali aliman hayvanlarda yiiksek ates,
durgunluk, istahsizlik, ishal, oksiiriik, g6z yasi, burun akintist gibi solunum ve
sindirim sistemi problemleri gozlendi. Ayrica bu bulgularla beraber ek olarak otopsi
yapilan 43 hayvanlardan 41 adetinde akcigerde konjesyon ve pneumoni gozlendi. 19
adet hayvanda bagirsaklarda konjesyon gozlendi. 5 adet hayvanin dil, dudak ve
damaginda lezyonlar gozlendi. Sahada elde edilen bulgular Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4,
3.5, 3.6, 3.7, 3.8 ile gosterilmistir.

Sekil 3.1. Koyunda alt dudak, damak ve dilde lezyonlar

32



Sekil 3.3. Koyunda dudak ici lezyonlar
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Sekil 3.5. Kuzuda burunda hiperemi, dudakta erozyon
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Sekil 3.7. Kuzuda dilde erozyon
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Sekil 3.8. Kuzunun akcigerinde hepatizasyon

3.2. Serolojik Bulgular

Cizelge 2.2. de belirtilen illere baglh kdylerdeki isletmelerde, klinik muayenede
saglikli goriinen ve as1 yapilmadigi belirtilen toplamda 268 adet kan serum 6rneginin
PPR c-ELISA ile kontrolii sonucunda, Sanliurfa ili odaklarinda %41,66 (35/84)
(Sekil 3.9), Mersin ili odaklarinda %40,76 (75/184) oraninda PPR spesifik antikor
saptanirken, hayvan tiirii géz oniine alindiginda koyun serum 6rneklerinde %50,31
(80/159) (Cizelge 3.1), kegi serum orneklerinde %27,52 (30/109) oraninda antikor
saptand1 (Cizelge 3.2). Toplamda 268 serum 6rneginde %41,04 (110/268) oraninda
PPR antikoru saptandi. Materyal saglanan 16 odagin 2’sinde seropozitiflik
saptanamadi. Antikor belirlenen ciftliklerde/ koylerde seropozitiflik oranlarinin
% 12,5-100 degistigi belirlendi (Cizelge 3.3).
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Sekil 3.9. C-ELISA sonuglarmin pleytteki gorinimi
PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol

Results

Date and Time:

Result Validity:

Data Validity:
Operator
1
A 0,077
3] 0077
C 1,028
[»] 1,034
E 0,762
F 0,689
G 0,087
H 0,240

0,804

0,729

0,055

0,064

0,058

0,051

0,764

0,672

07 Mart 2016 - 15:19:42

Valid

Valid

DELL-PC\Dell

3 4 5

0064 0871 0048
0047 0660 0676
0421 0790 0,826
0845 0732 0057
0237 0836 0888
0241 0067 0860
0056 0,057 0843
0052 0052 0744

0,072

0,051

0538

0,060

0,768

0,069

0,871

0,850

0,653

0,807

0,203

0,627

0326

0,123

0817

0,852

0,050

0,104

0,832

0,094

0772

0,051

0,055

0,664

0,076

0,682

0,688

0,105

0,629

0,701

0,719

0,767

10

0,061

0,760

0,052

0,754

0817

0,700

0,820

0,780

11

0,808

0,909

0,059

0,181

0,092

0,153

0,805

0733

12

0,000

0,000

0,000

0,000

0,000

0,006

0,000

0,000
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Cizelge 3.1. Koyun kan serumu sonuglari

il

Tice

Koy

Pozitif Negatif Toplam

Seropozitiflik (%0)

serum serum  serum
Mersin Erdemli  Dagh 3 2 5 60
Mersin Erdemli  Cergili 9 5 14 64,28
Mersin Erdemli  Ciris 0 3 3 0,0
Mersin Mut Hamam 5 6 11 45,45
Mersin Mut Fakirca 9 9 18 50
Mersin Silifke Imamli 0 6 6 0,0
Mersin Silifke Kavak 0 2 2 0,0
Mersin Tarsus Tasc1lt 13 0 13 100
Mersin Tarsus Topakli 7 4 11 63,63
Sanlurfa Siverek  Kamush 10 11 21 47,61
Sanliurfa  Siverek Ediz 9 8 17 52,94
Sanlurfa Siverek  Cevirme 9 12 21 42,85
Sanlurfa Siverek  Tanriverdi 6 11 17 35,29
TOPLAM 80 79 159 50,31
Cizelge 3.2. Kegi kan serumu sonuglari

il flce Koy Pozitif Negatif Toplam Seropozitiflik (%)

serum serum  serum
Mersin Erdemli Elvanh 0 17 17 0,0
Mersin Erdemli Ciris 6 8 14 42,85
Mersin Mut Camlica 9 15 24 375
Mersin Mut Hamam 3 7 10 30
Mersin Silifke  Imam 2 8 10 20
Mersin Silifke  Kavak 0 17 17 0,0
Mersin Silifke  Sabak 6 0 6 100
Mersin Tarsus  Topakli 3 0 3 100
Sanlurfa  Siverek Ediz 0 4 4 0,0
Sanlurfa  Siverek Tanriverdi 1 3 4 25
TOPLAM 30 79 109 27,52
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Cizelge 3.3. Ornekleme yerlerine gore seroprevalans

Koy Toplam Pozitif Negatif Seropozitiflik (%0)
Elvanh 17 - 17 0,0
Daghi 5 3 2 60
Cergili 14 9 4 64,28
Ciris 17 6 11 35,29
Camlica 24 9 15 37,5
Hamam 21 8 13 38,09
Fakirca 18 9 9 50
Imamli 16 2 14 12,5
Kavak 19 - 19 0,0
Sabak 6 6 - 100
Taseili 13 13 - 100
Topakli 14 10 4 71,42
Kamigh 21 10 11 47,61
Ediz 21 9 12 42,85
Cevirme 21 9 12 42,85
Tanriverdi 21 7 14 33,33
TOPLAM 268 110 158 41,04

3.3. Virolojik Bulgular
3.3.1. Real time RT-PCR

Real time RT-PCR ile incelenen PPRV siipheli toplam 64 hayvandan (kegi,
oglak, koyun ve kuzu) elde edilen 134 izolasyon materyalinin (lenf yumrusu, dalak,
akciger, 16kosit, dudak svap ve dil) 44’Unde PPR’ye 6zgii viral nikleik asit pozitif
olarak tespit edildi (Sekil 3.10).

Test edilen lenf yumrusu 6rneklerinde %26,31 (5/19), dalak 6rneklerinde %28
(7/25), akciger 6rneklerinde %43,90 (18/41), l6kosit 6rneklerinde %30,55 (11/36),
dudak orneklerinde %60 (3/5) oraninda viral niikleik asit yoniinden pozitif sonug

saptanirken svap ve dil 6rnekleri negatif olarak belirlendi (Cizelge 3.4).

Test sonuglari  izolasyon materyali ve hayvan tiiri bazinda
degerlendirildiginde, Orneklenen izolasyon materyallerinin %32,83 (44/134)’iinde,
orneklenen hayvanlarin ise %45,31 (29/64)’inde pozitif sonug elde dildi (Cizelge
3.5). Orneklenen koyunlarin %35,71 (5/14)’sinde, kegilerin %43,33 (13/30)’iinde,
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kuzularin %52,94 (9/17)’lnde pozitif sonu¢ saptanirken, Orneklenen oglaklarin
%66,66 (2/3)’sinda pozitif sonug belirlendi (Cizelge 3.6). Ayrica koyunlarin
izolasyon materyallerinde %25 (10/40) (Cizelge 3.7), Kkecilerin izolasyon
materyallerinde %32,75 (19/58) (Cizelge 3.8), kuzularin izolasyon materyallerinde
%48,14 (13/27) (Cizelge 3.9) ve oglaklarin izolasyon materyallerinde %22,22 (2/9)
(Cizelge 3.10) oranlarinda pozitif sonug¢ bulundu (Cizelge 3.11).

Amplification Curves
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14
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Sekil 3.10. Bazi 6rneklerde real-time RT-PCR sonuglari

1: Lenf Yumrusu 6rnegi 2: Lokosit 6rnegi 3: Dalak 6rnegi 4: Akciger 6rnegi 5: Pozitif Kontrol 6: Negatif Kontrol

Cizelge 3.4. Izolasyon materyallerinin real time RT-PCR sonuglari

Genel ™MK pojitit Negatif %
sayisl

Lenf
yumrusu 19 5 14 26,31
Dalak 25 7 18 28
Akciger 41 18 23 43,90
Lokosit 36 11 25 30,55
Dudak 5 3 2 60
Svap 5 0 5 0,00
Dil 3 0 3 0,00
TOPLAM 134 44 90 32,83
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Cizelge 3.5. Real-time RT-PCR sonuglarinin 6rnek ve hayvan tiirline gére dagilimi

S
c = = 3 « c
Ir=z - < (@) 1 > () @] [a)] I -
1 N N Kegi
2 N Kegi
3 N N N N Koyun
4 N Kegi
5 P Kegi
6 P Kegi
7 P Kegi
8 P Kegi
9 P Kegi
10 N Kuzu
11 P Koyun
12 P Kegi
13 N Kegi
14 P P P P Koyun
15 N N N Koyun
16 N P P P Koyun
17 N Kuzu
18 N N N N Kegi
19 N N Koyun
20 P Kegi
21 N P P P Kegi
22 N Koyun
23 N Kegi
24 P Kegi
25 P Kegi
26 N Kegi
27 N Kegi
28 N Kegi
29 N N N Koyun
30 N N N Kegi
31 P Kegi
32 N N N Kegi
33 P P P P Kegi
34 N N N Koyun
35 N N N Koyun
36 P P P P N Kuzu
37 N N N Kegi
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Cizelge 3.5.(Devam) Real-time RT-PCR sonuglarinin 6rnek ve hayvan tiiriine gore

dagilim1

38 N N Kegi
39 P Kuzu
40 P Kuzu
41 N P N N Koyun
42 N N Koyun
43 N N N Keci
44 N N N N Kegi
45 N N Koyun
46 N N Kegci
a7 N N Kegi
48 N N Kuzu
49 N N Oglak
50 N Kuzu
51 P Oglak
52 P P Kuzu
53 P Koyun
54 N Kuzu
55 N Kuzu
56 P Kuzu
57 P Kuzu
58 P P Kegi
59 P Kuzu
60 P Kuzu
61 N N Kuzu
62 N N Kuzu
63 N P N Oglak
64 N Kuzu

N: negatif, P: pozitif

Cizelge 3.6. Hayvan tirlerine gore real time RT-PCR sonuglari

H%:Sn Pozitif Negatif Toplam %
Koyun 14 35,71
Kegci 30 43,33
Kuzu 17 52,94
Oglak 3 66,66
TOPLAM 29 64 45,31
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Cizelge 3.7. Koyun izolasyon materyallerinin real time RT-PCR sonuglari

Koyun Pozitif Negatif Toplam %

Lokosit 2 7 9 22,22

Akciger 4 7 11 36,36

Dalak 2 7 9 22,22

Lenf

yumrusu 2 6 8 25

Svap 0 2 2 0,0

Dudak 0 1 1 0,0

DIL 0 0 0 0,0

TOPLAM 10 30 40 25

Cizelge 3.8. Keci izolasyon materyallerinin real time RT-PCR sonuglar1
Keci Pozitif Negatif Toplam %
Lokosit 9 12 21 42,85
Akciger 4 9 13 30,76
Dalak 3 8 11 27,27
Lenf
yumrusu 2 7 9 22,22
Svap 0 3 3 0,0
Dudak 1 0 1 100
Dil 0 0 0 0
TOPLAM 19 39 58 32,75

Cizelge 3.9. Kuzu izolasyon materyallerinin real time RT-PCR sonuglari

Kuzu Pozitif Negatif Toplam %
Lokosit 0 5 5 0,0
Akciger 8 6 14 57,14
Dalak 2 1 3 66,66
Lenf

yumrusu 1 0 1 100
Svap 0 0 0 0,0
Dudak 2 0 2 100
Dil 0 2 2 0,0
TOPLAM 13 14 27 48,14
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Cizelge 3.10. Oglak izolasyon materyallerinin real time RT-PCR sonuglari

Oglak Pozitif Negatif Toplam %

Lokosit 0 1 1 0,0
Akciger 2 1 3 66,66
Dalak 0 2 2 0,0
Lenf

yumrusu 0O 1 1 0,0
Svap 0 0 0 0,0
Dudak 0 1 1 0,0
Dil 0 1 1 0,0
TOPLAM 2 7 9 22,22

Cizelge 3.11. Hayvan tirlerinden elde edilen izolasyon materyallerinin real time RT-

PCR sonuglari

Hayvan = Ornek o it Negatif %

Tard sayisi
Keci 58 19 39 32,75
Koyun 40 10 30 25
Kuzu 27 13 14 48,14
Oglak 9 2 7 22,22
TOPLAM 134 44 90 32,83

3.3.2. Hiicre Kiiltiiriinde Virus izolasyonu

Toplam 134 organ numunesinin hicre kilturlerine pasajlanmasi sonrasinda 28
ornekte CPE gozlenirken (Sekil 3.11) real time RT-PCR sonuglarina gore pozitif
olarak belirlenmis 16 drnekte CPE goriilememistir. Izolasyon ¢alismalarinda toplam
64 hayvandan (keci, oglak, koyun ve kuzu) elde edilen 134 izolasyon materyalinin
(Ilenf yumrusu, dalak, akciger, 16kosit, dudak svap ve dil) 3 kez Vero hicre
kiltarlerine pasajlanmasi sonrasinda sadece 21 nolu keginin akciger numunesinin 3.
pasajin 3. gunlnde, diger CPE meydana getiren 6rneklerin ise 3. pasajin 5. guniinde

CPE meydana getirdigi belirlenmistir.

Hicre kiiltiiriinde pasaji gerceklestirilen izolasyon materyallerinde %20,89
(28/134) oraninda pozitiflik bulundu. Test edilen lenf yumrusu 6rneklerinde %10,52
(2/19), dalak drneklerinde %12 (3/25), akciger orneklerinde %29,26 (12/41), 16kosit
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orneklerinde %27,77 (10/36), dudak orneklerinde %20 (1/5) oraninda virus izole
edilirken svap ve dil 6rneklerinde virus izole edilemedi (Cizelge 3.12).

Test sonuglart  izolasyon materyali ve hayvan tirii  bazinda
degerlendirildiginde; orneklenen hayvanlarin toplam %34,37 (22/64)’sinde virus
izole edilirken, koyunlarin %28,57 (4/14)’sinde, kegilerin %30 (9/30)’unda,
kuzularin %41,17 (7/17)’sinde, oglaklarin ise %66,66 (2/3)’sinda virus izole edildi
(Cizelge 3.13). Ayrica Orneklenen toplam izolasyon materyallerinde %?20,89
(28/134), koyunlarin izolasyon materyallerinde %22,5 (9/40), kecilerin izolasyon
materyallerinde %15,51 (9/58), kuzularin izolasyon materyallerinde %29,63 (8/27)
ve oglaklarin izolasyon materyallerinde %22,22 (2/9) oranlarinda virus izole edildi
(Cizelge 3.14).

Sekil 3.11. Vero hiicre kiiltiiriinde 3. pasajda PPRV pozitif akciger
materyalinin meydana getirdigi CPE (Doku Kdiltiirii mikroskobu X40)
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Cizelge 3.12. izolasyon materyallerine gore virus izolasyonu sonuglari

Genel Ornek Pozitif Negatif %
sayisl

Lenf
yumrusu 19 2 17 10,52
Dalak 25 3 22 12
Akciger 41 12 29 29,26
Lokosit 36 10 26 21,77
Dudak 5 1 4 20
Svap 5 0 5 0,0
Dil 3 0 3 0,0
TOPLAM 134 28 106 20,89

Cizelge 3.13. Hayvan tirlerine gore virus izolasyonu sonuglari

H_%\lfgn Pozitif Negatif Toplam %
Koyun 4 10 14 28,57
Keci 9 21 30 30
Kuzu 7 10 17 41,17
Oglak 2 1 3 66,66
TOPLAM 22 42 64 34,37

Cizelge 3.14. Hayvan turlerinden elde edilen izolasyon materyallerine gore virus

izolasyonu sonuglari

Hayvan —Ornek o it Negatif %

Turu saylis1
Kegi 58 9 49 15,51
Koyun 40 9 31 22,5
Kuzu 27 8 19 29,63
Oglak 9 2 7 22,22
TOPLAM 134 28 106 20,89

3.4. istatistiki Analiz

C-ELISA ile incelenen Sanliurfa ve Mersin illerinden koyun ve kecilere ait
serumlardan elde edilen sonuglar Ki-kare testi (Minitab 14.1 version) ile incelendi.
Analize goére PPRV’nin antikor varligi yoniinden koyun ve ke¢i serumlarinda
istatistiki acidan fark tespit edilirken (Cizelge 3.15), Sanliurfa ve Mersin illerinden
elde edilen serumlarda istatistiki agidan bir fark tespit edilmedi (Cizelge 3.16).
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Cizelge3.15. Hayvan tirlerine gére C-ELISA sonuglari.

Pozitif Negatif Toplam %
Koyun 80 79 159 50,312
Keci 30 79 109 27,52°

ab. ayni siitundaki degerler arasinda farkli harf tasidiklarindan istatistiki agidan fark

onemlidir (P<0.05).

Cizelge 3.16. illere gore C-ELISA sonuglari.

Pozitif Negatif Toplam %
Mersin 75 109 184 40,76%
Sanlurfa 35 49 84 41,662

& aym situndaki degerler arasinda aynmi harf tasidiklarindan istatistiki agidan

herhangi bir fark tespit edilmedi.

Hayvan tirlerinde izolasyon materyallerinin real time RT-PCR ile elde edilen
sonuglar1 Ki-kare testi ile incelendi. Ki-kare testine gore oglak ile kegi arasinda
istatistiki agidan fark elde edilemez iken koyun ile kuzu arasinda istatistiki a¢idan
fark tespit edildi. Enfeksiyonun kuzularda goriilme sikligi daha yiiksek olarak
belirlendi (Cizelge 3.17).

Cizelge 3.17. Hayvan tirlerinde izolasyon materyallerinin real time RT-PCR

sonuglari

Hayvan  Ornek Pozitif Negatif %

Tard sayisl

Kuzu 27 13 14 48,14
Keci 58 19 39 32,75%®
Koyun 40 10 30 25,00°
Oglak 9 2 7 22,22

®:aym siitundaki degerler arasinda aymi harf tasidiklarindan istatistiki agidan herhangi bir fark tespit
edilmez iken (P>0,05), ®®: aym siitundaki degerler arasinda farkli harf tasidiklarindan istatistiki
acidan fark 6nemlidir (P<0,05).

Izolasyon materyallerinin real time RT-PCR ile elde edilen sonuglari ki kare

testi ile incelendi. Istatistiksel analize gére dudak materyallerinde diger materyallere
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gore istatistiki agidan fark goriiliir iken diger izolasyon materyallerinde istatistiki

acidan bir fark goriilemedi (Cizelge 3.18).

Cizelge3.18. izolasyon materyallerine gore real time RT-PCR sonuglari

Genel ™MK pojitit Negatif %
sayisi

Dudak 5 3 2 602
Akciger 41 18 23 43,90
Lokosit 36 11 25 30,55°
Dalak 25 7 18 28°
Lenf 5 14 26,310
yumrusu

Svap 5 0 5 0,0°
Dil 3 0 3 0,0°

ab: ayni siitundaki degerler arasinda farkli harf tasidiklarindan istatistiki agidan fark &nemli iken

(P<0,05). »: aym1 siitundaki degerler arasinda aym harf tagidiklarindan istatistiki agidan herhangi bir
fark tespit edilmedi(P>0,05).
Hayvan tirlerine gore real time RT-PCR ile elde edilen sonuglar ki kare testi

ile incelendi. Ki kare testine gore tiirler arasinda istatistiki agidan bir fark bulunmadi

(Cizelge 3.19).

Cizelge 3.19. Hayvan tirlerine gore real time RT-PCR sonuglari

?3{;’6‘” Pozitif  Negatif Toplam %

Oglak 2 1 3 66,66%
Kuzu 9 8 17 52,942
Kegi 13 17 30 43,33%
Koyun 5 9 14 35,712

2 aymi slitundaki degerler arasinda ayni harf tagidiklarindan istatistiki agidan herhangi bir fark tespit
edilmedi (P>0,05).

Vero hicre kiltirinde 3 kez pasajlanmasi sonucunda elde edilen sonuclar
degerlendirildiginde hayvan tiirlerinden elde edilen izolasyon materyallerine ve
hayvan tirlerine gore virus izolasyon sonuglari arasinda istatistiki agidan herhangi

bir fark bulunamada.
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4. TARTISMA

Endemik alanlarda klinik ve postmortem bulgular PPR’1n tanis1 i¢in yeterli
olabilmesine ragmen, kesin teshis i¢in laboratuar tanis1 gerekmektedir. PPR ve onun
biiyiik ruminantlardaki akrabasi sayilan RPV {izerine diinyada ve lilkemizde yapilmis

bircok ¢alisma bulunmaktadir.

Tatar ve Kabakl1 (2006) Tiirkiye’de iiretilen PPR asisinin bagisiklik siiresinin
tespiti icin Manisa, Antalya ve Mardin illerinden 972 adet koyun ve keciden
ornekleme yaptiklar1 saha galismasinda, agilanmayi takiben 1 yi1l sonra toplam 742
hayvanin %78’ini C-ELISA ile PPR seropozitif olarak bulmuslardir. Yine ayni
caligmada asisiz kontrol grubu olarak segilen hayvanlarda ise Antalya ve Manisa

illerinde %100, Mardin ilinde %25 oraninda seronegatiflik belirlemislerdir.

Glmiisova ve Memis (2014) Samsun ¢evresinde yetistirilen, PPR asisi
uygulanmis kecilerde asilama sonrasi antikor varligmin belirlenmesi ve antikor
varliginin keci 1rklarina gore farklilik gosterip géstermedigini incelenmek amaciyla
yaptiklar1 ¢alismada, PPR asis1 yapilan 368 adet keciyi (142 Kil kegisi, 124 Malta
kecisi ve 102 Saanen kecisi) C-ELISA ile seropozitiflik yoninden incelemislerdir.
PPR yoniinden seronegatif olarak bildirilen biitiin kegilerin asilama sonrasi antikor
varlig1 %72,55 (267/368) olarak belirlenirken, irklara gore seropozitiflik Kil, Malta
ve Saanen kegilerinde sirasiyla, %72,53, %72,58 ve %69,60 olarak saptamiglar ve
irklar arasindaki dagilimlarda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadigini

ifade etmislerdir.

Mehmood ve ark (2009) Pakistan’in kuzeybati sinir alanlarinda kegi ve
koyunlardaki PPRV seroprevalansint belirlemek amaciyla C-ELISA yontemini
kullanmiglar, 26 bolgeye ait toplam 4548 adet serum Ornegi islenmis, %18,20
oraninda seroprevalans ile 828 o6rnek PPR antikoru yoninden pozitif olarak
belirlenmistir. 337 (%24,90) koyun 6rnegini ve 491 (%15,36) keci 6rnegini pozitif

bulmuslardir.

Khan ve ark (2007) Pakistan’in Punjab ilinde 660 (232 koyun, 428 kegi)
serum Ornegini PPRV’ye spesifik antikor yoninden C-ELISA ile incelemisler,
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seropozitifligi  kecilerde %39,02, koyunlarda %51,29 belirlerken, kiguk

ruminantlarda PPRV’nin genel seroprevalansini %43,33 bulmuslardir.

Ozkul ve ark (2002) Turkiye’de PPR’in konakg¢i araligi, dagilimi ve
prevalansim1  belirlemek amaciyla yaptiklar1 bir ¢alismada, 18 farkli ciftlikte
yetistirilen toplam 1607 hayvani RPV ve PPRV’ye karsi antikor varligi yoniinden
incelemiglerdir. Sadece iki ciftlikte her iki virusa spesifik antikor
belirleyememislerdir. PPRV prevalansinin  slrilerde %0,87- %82,6 araliginda
degistigini ve koyunlarda (%29,2) kecilerden (%20) daha yiiksek oldugunu
saptamiglardir. En yiiksek seroprevalansi ise %82,6 ile Sakarya ilindeki kecilerde
bulmuslardir. PPRV ve RPV igin antikor prevalanslari sirasiyla %22,4 ve %6,28
olarak bulunmustur. Ayrica PPRV enfeksiyonunun ortaya ¢ikisi ile cografi konumu

arasinda onemli bir iligki oldugu ortaya konulmustur.

Albayrak ve Alkan (2009) yapmis olduklari g¢alismada, Orta ve Dogu
Karadeniz bolgesinde yer alan 8 ildeki koyunculuk isletmelerinde, Klinik
muayenelerde saglikli goriinen ve rastgele secgilen 6 ayliktan biiyiik toplam 892
koyundan aldiklar1 kan serum orneklerini PPR C-ELISA ile incelemisler toplam 133
serum &rneginde (%14,95) PPRV’ye karsi antikor varligi tespit etmislerdir. Illere

gore seropozitiflik oranlarinin %3,5-38,2 arasinda oldugu saptanmustir.

Abubakar ve ark (2008) Pakistan’in farkli bolgelerindeki atik yapmis kegi
stiriilerinde PPR’1in mortalitesi ve prevalansi {izerine yapmis olduklar1 ¢aligmada
Pakistan’in 3 farkli bolgesinde 185 adet hayvan 6limuniin (Mortalite orant: %28)
oldugu ve 650 adet hayvanin olusturdugu populasyonda yer alan 140 hayvandan
ornek toplandigini, gebe olan bu hayvanlarin 58 adedinin atik yaptigini
belirtmislerdir. Enfeksiyondan etlkilenmis daha sonra iyilesmis veya saglikli goriinen
110 hayvandan toplanan serum ornekleri C-ELISA ile PPR antikor varligi yoniinden
incelenmis, 84 hayvanda PPR antikoru pozitif bulunmustur. Ayrica 6len
hayvanlardan toplanan 24 adet doku 6rnegi (akciger, dalak ve lenf yumrusu) ve atik
fotustan toplanan 6 adet doku Ornegi (akciger) immunocapture ELISA ile PPR
antijen varlig1 yoniinden incelenmis ve 19 doku 6rnegi PPR antijeni yoninden pozitif
belirlenirken atik akciger dokular1 negatif olarak tespit edilmistir. Yapmis olduklar
bu calismada atik yapmis siiriilerde PPR antikor pozitiflik orani ile kecilerdeki
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yiksek attk oranim1  PPR  hastaligimin  prevalanst ve mortalitesi ile

iligkilendirmislerdir.

El Arbi ve ark (2014) 1904 serum Ornegi (1190 koyun, 714 kegi) ile
Moritanya’da yaptiklar1 calismada prevalans oranin1 %43 olarak bulmuslardir. PPRV
prevalans oranlarmi %3 (Guerou) ile %98 (Kobeni) aralifinda belirlemislerdir.
Prevalans oranlari ile hayvanlarin yas ve irklar1 arasinda istatistiki bir fark tespit
edememisler, fakat prevalans oranlarinin kuzeyden giineye dogru artis gosterdigini
gozlemlemislerdir. Kuzeyden glneye dogru artan prevalans oranlar1 Giiney
Moritanya’daki siirii yogunluguna ayrica Mali ve Senegal (2 guney ulkesi) ile

Moritanya arasindaki hayvan hareketliligine bagl olabilecegini ifade etmislerdir.

Wang ve ark (2009) yaptiklar1 ¢alismada, Temmuz 2007’den Kasim 2007’ye
kadar Tibet’in Ngari bolgesi ve komsu ilgelerini 3 gruba ayirmiglar, 1. gruptan 718
hayvan, 2. gruptan 298 hayvan ve 3. gruptan 520 hayvan olmak Uzere toplam 1536
hayvant C-ELISA ile incelemislerdir. Toplamda 271 (%17,6) hayvani Seropozitif
olarak bildirmiglerdir. Ngari bolgesindeki 763 keciden 263 (%34,5)tinii pozitif
saptarlarken Ngari bolgesindeki en yiiksek prevalansi Rutog ilgesindeki kecilerde
(%61,1, 121/198) bulmuslardir. Ngari bolgesinde 73 koyunun sadece 8 adedini
(%11) pozitif olarak belirlediklerini bildirmislerdir.

Wang ve ark (2015) 25 Mart- 5 Mayis 2014 tarihleri arasinda Cin’in
Heilongjiang ilinin 13 ilgesinde 141 siipheli siiriide (41 adedi ithal hayvan iceren
str() yer alan klinik olarak saglikli hayvanlardan 1887 serum toplamislar ve C-
ELISA ile incelediklerini bildirmislerdir. Serum o6rneklerinin %17 (312/1887)’s1 ve
ithal stiriilerin %76 (31/41)’simt PPRV’ye kars1 antikor pozitif olarak tespit
etmislerdir. 5 ilcede (Zhaodong, Hulan, Huachuan, Nenjiang ve Baoging) bulunan
yerli surilerde %29 (29/100) oraninda seropozitiflik belirlemisler ve bu bdlgelerde
ithal surdler ile yerli striilere PPRV’nin tasindigini ortaya koymuslardir.

Lembo ve ark (2013) Tanzanya’da 2011 yilinin ortalarinda 3 yasindan biiyiik
fakat 2008 salgininda 2 yasindan kiiciik olan ve RPV ile PPRV’ye karsi asi
uygulamasi yapilmamis sigirlardan topladiklari serumlar ile Tanzanya’da Serengeti

Ulusal Parki ve Ngorongoro Koruma alaninda yer alan bufalolardan elde ettikleri
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serumlart C-ELISA ile incelemisler toplam 150 adet bufalo 6rrneginde seropozitiflik

belirleyemez iken, 266 sigirin 46’sinda (%17,3) antikor tespiti yapmuglardir.

Singh ve ark (2004b) yaptiklar1 ¢alismada koyun ve keg¢i serumlarinda PPRV
antikorlarin1 belirlemek icin gelistirdikleri C-ELISA ile VNT’ini karsilastirmak
amaciyla toplam 1668 adet koyun ve ke¢i serumu ile 32 sigir serumunu
incelemislerdir. C-ELISA testinin spesifitesini %98,4 ve sensivitesini %92,4 olarak
belirlemislerdir. Pozitif serum Orneklerinin ¢ogunu asilamadan 21 giin sonra
topladiklarini bildirmislerdir. Asilanmamis hayvanlarda sahada dogal enfeksiyon
calismalarinda C-ELISA’nin sensivitesinin %95,4’e kadar ulastigini belirlemislerdir.
Deneysel olarak asilanmis 4 adet kegide 1 yil boyunca PPRV antikorlarini tespit
etmislerdir. Ayrica C-ELISA testini VNT ile 64 serum 6rneginde karsilastirmislar,
C-ELISA’nin VNT’ine gore antikor belirleyebilen son nokta degerlerini (1-3 logo)
daha disiik olarak bulmuslardir. Sonug¢ olarak serum 6rneklerinde PPRV
antikorlarinin tespiti ve serosurvey calismalarinda VNT yerine C-ELISA testinin

rahatlikla kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir.

Ali ve ark (2014) Sudan’mn Nil nehri ve Khartoum bélgelerinde 2008 yilinda
meydana gelen salginlarda hayvanlarda gastroenterit ve pneumoni bulgular
gormiisler ve hayvanlarin asisiz oldugunu bildirmislerdir. Bu salginlarda yaptiklar
caligmada Khartoum bolgesindeki Soba’nin gliney kesiminde %100 morbidite ve
mortalite orania sahip 9-15 aylik 20 koyunluk bir siirii bildirmislerdir. Nil nehri
bolgesinin ElDamer sehrinde toplam 3500 koyun popiilasyonunda %17,1 (600
hayvan) mortalite, %31,4 (1091) morbidite orant ve vaka 6lim oranint %54,6
olarak bildirmislerdir. Bu salginlarda yaptiklar1 I-ELISA ile 6 hayvandan alinan 21
ornekten (akciger, dalak ve lenf yumrusu) 7 tanesini (akciger) pozitif bulmusglar ve
bu pozitif 6rnekleri RT-PCR ile desteklemislerdir.

Bu ¢alismada seropozitiflik, Mehmood ve ark (2009)’nin keg¢i ve koyunlarda,
Albayrak (2007)’1n koyunlarda yaptiklari caligmalardan yiiksek bulunmustur. Ayrica
Albayrak (2007) tarafindan yapilan c¢alismada illerdeki seropozitiflikten yiiksek
bulunmustur. Bu ¢alismada toplam prevalans Wang ve ark (2009, 2015)’dan yuksek
bulunurken, kegilerde (%27,52) daha diisiik koyunlarda daha yiiksek (%50,31) olarak

belirlenmistir.

52



C-ELISA, Morbillivirus ailesinde yer alan birgok virusa karsi olusan
antikorlarin belirlenmesinde tercih edilen testlerden bir tanesidir (Libeau ve ark
1995, OIE 2012). Bu arastirmada kullanilan C-ELISA Kitinde pleytler PPR
rekombinant N proteinine spesifik antijenle kaplanmis olup konjugat anti-N-
HRP’den olusmakta idi. Kit protokoliinde herhangi bir oran verilmemekle beraber
yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip oldugu belirtilmis, protokolde referans
arastirma olarak verilen Libeau ve ark (1995) tarafindan gergeklestirilen arastirmada
virus notralizasyon testi ile kitin ¢alisma prensibinin temelini olusturan yontemin
karsilagtirilmast sonucu sensitivitenin - %94,5, spesifitenin ise %99,4 oldugu
vurgulanmistir.  Yine ayni temele dayanan bir baska aragtirmada (Choi ve ark 2005)
ise sensitivite %93.4, spesifite %98,5 olarak tespit edilmistir. Arastirmamizda adi
gecen yonteme dayali hazir kitin ercih edilmesinde, belirtilen bu yiiksek oranlarin
etkisi olmustur. Bu arastirmada oOrnekleme yapilan kdylere gore seropozitiflik
oraninin %0 (Elvanlh, Kavak) ile %100 (Sabak, Tascili) arasinda degistigi
belirlenmis, ortalama ise %41,04 olarak saptanmistir. Elde edilen bu oran daha 6nce
iilkemizde Ozkul ve ark (2002) tarafindan belirlenen %224, Singh ve ark
(2004b)’nin Hindistan’da %33, Banik ve ark (2008)’nin Banglades’te %26, Munir ve
ark (2012)’nin Pakistan’da %34,2 olarak belirledikleri oranlardan yiiksek oldugu
goriilmektedir. Nitekim OIE’nin son verilerine gore iilkemizde 2016 yili i¢inde 50
adet salgin bildirimi yapilmis olmasi, virusun sahada dolagiminin bir kanit1 olan
asilanmamis hayvanlarda seropozitivitenin yiiksek olmasini agiklamaktadir. Bununla
birlikte PPRV’ye kars1 antikor prevalansinin iilkelere ve bolgelere gore degisiklik
gostermesi; cografik bolgelere bagl olarak yetistirme yontemlerindeki farkliliklar,
hayvanlarin bireysel immunite durumlari, teshiste tercih edilen yontemler, 6rnekleme
metotlar1 ve Ornekleme yapilan bolge veya iilkelerde hastalifin endemik veya

epidemik durumundan kaynaklanabilecegi unutulmamalidir.

Sahada PPRV’nin ¢abuk teshis edilebilmesi, salginlardan kaynaklanabilecek
ciddi ekonomik kayiplarin oniine gegebilmek icin enfeksiyonun etkili bir bigimde
kontroliinde 6dnemli bir unsurdur. Bu nedenle PPRV’nin teshisinde hizli, spesifik ve
duyarhilig1 yiliksek yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Diallo ve ark 1995). Hiicre
kiltiirlerinde virus izolasyonu, teknik olarak zor ve zaman alic1 oldugundan dolay1
rutin teshis yontemi olarak ¢ok tercih edilmemektedir. 1995’ten giliniimiize
PPRV’nin hizli ve spesifik teshisi i¢in ¢esitli RT-PCR teknikleri gelistirilmistir
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(Forsyth ve Barrett 1995, Couacy-Hymann ve ark 2002, Balamurugan ve ark 2006).
Ancak bu klasik RT-PCR tekniklerinin laboratuvarda yogun bir ¢aba gerektirmesi,
teknik sonucunda elde edilen PCR fiirlinlerinin ortaya konulmasi i¢in zorunlu olan
elektroforez islemleri sirasinda kontaminasyon riskinin olmasi gibi nedenlerden
dolay1r kullanimlart kisitlanmaktadir. Biitlin bunlarin aksine real time RT-PCR
tekniginde amplifikasyon ve analiz islemlerinin tek bir kapali sistem igerisinde
yapiliyor olmasi bir ¢ok avantaj saglamakta, kontaminasyon riskini oldukca
azaltmakta, istenildiginde elde edilen RNA miktarinin 6l¢iilmesine izin vermekte,
daha hizli ve giivenilir sonuglar elde edilmesini saglamaktadir. TagMan temeline
dayanan one-step real time RT-PCR teknigi son yillarda iilkemiz de dahil PPR
salgin1 gozlenen iilkelerde sahadan elde edilen Orneklerin incelenmesinde tercih
edilen bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Enfeksiyonun teshisi i¢in giiniimiizde kullanilan RT-PCR yontemlerinde
amplifikasyon amaciyla hedef olarak PPRV’nin fiizyon, niikleokapsid ve matriks
protein adi verilen ii¢ farkli geni tercih edilmektedir (Forsyth ve Barrett 1995,
Couacy-Hymann ve ark 2002, Balamurugan ve ark 2006,). Couacy-Hymann ve ark
(2002) ile Bao ve ark (2008) kullandiklar1 metotta Morbillivirus enfeksiyonlarinda
oldukca fazla miktarda transkribe edilen mRNA’ya sahip N geni fragmentini
amplifiye etmeyi amacglamislardir. Virusun mutasyona ugrayabilmesinden dolay1
PPR’nin RT-PCR ile teshisinde kullanilan primerlerin dizayni sirasinda iki farkl
strateji tavsiye edilmektedir. Bunlardan bir tanesi iki farkli fragmenti amplifiye
etmek i¢in iki primer setinin kullanilmasi, digeri ise degisik orijinlerden elde edilen
farkli suglardaki sekans varyasyonlari goz oniinde bulundurularak primer setlerinin
sentezlettirilmesidir. Bao ve ark (2008) farkli orijinlere sahip 8 PPRV susunun N
genini hedeflemisler, kullandiklar1 primer ve problar1 yliksek oranda korunmus

bolgeler i¢in dizayn etmislerdir.

Sevik ve Sait (2015) tarafindan gergeklestirilen arastirmada, saha
orneklerinde viral RNA tespiti i¢in F genine spesifik primerler kullanilarak Forsyth
ve Barrett (1995) ile N geni igin spesifik primerler kullanilarak Kerur ve ark (2008)
tarafindan gelistirilen iki farkli RT-PCR yontemi kullanilmistir. Arastirmada N geni
temeline dayali primerlerin F geni temeline dayali primerlerden daha fazla sayida
ornekten PPRV’yi belirledigi ortaya konulmustur. N genine spesifik primerlerin

duyarliliginin daha fazla oldugu bir¢ok aragtirmada bildirilmistir (Couacy-Hymann
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ve ark 2002; Kerur ve ark 2008). N proteini virusa karsi koruyucu immuniteyi
uyarmadigir (Diallo ve ark 2007) N geni transkriptlerinin F geni transkriptlerine
oranla enfekte dokularda daha fazla gozlendigi, bu yiizden N genine spesifik
primerlerin F geni temelli primerlerden daha duyarli oldugu belirtilmektedir (Ghosh
ve ark 1995).

Singh ve ark (2004a) yaptiklar1 ¢alismada, deneysel ve dogal olarak enfekte
hayvanlardan alinan doku ve svap o6rneklerini kullanarak PPR’in N proteinine karsi
spesifik antikor olarak 4G6 MAD kullanarak gelistirdikleri bir sandvi¢ ELISA Kkiti ile
ticari olarak elde ettikleri immuno-capture ELISA Kkitini karsilastirmiglardir. Mart
2000 ile Temmuz 2001 tarihleri arasinda Hindistan’in 9 bolgesinde 27 salgindan
aliman 259 materyal ile deneysel olarak 231 materyal olmak iizere toplamda 490
materyali incelemislerdir. incelenen 127 adet nazal svabm 14 (%56)’Uni, 39 lenf
yumrusunun 18 (%46,1)’ini, 50 dalagin 14 (%35)’lind, 38 akcigerin 22 (%57,9)’sini
pozitif olarak belirlemislerdir. Ayrica 49 adet bukkal svabin 13 (%56,5)’tinii, 104
g0z svabinin 5 (%45,5)’ini, 25 adet bagirsak numunesinin 12 (%48)’sini, 20 adet
dokudan 4 (%20)‘tinu, 23 adet bilinmeyen dokudan 9 (%39,1)’unu pozitif olarak
bildirmislerdir. Her iki testinde klinik drneklerden PPRV enfeksiyonunun teshisinde

etkili oldugunu bulmuslardir.

Albayrak ve Alkan (2009) yapmis olduklar1 ¢alismada, PPR enfeksiyonundan
stipheli 4 ildeki 34 enfeksiyon odaginda bulunan 57 hayvandan (koyun, kuzu ve atik)
elde ettikleri 164 izolasyon materyalinin 26’sinda (%15,85) PPRV niikleik asiti tespit
etmiglerdir. 57 tane hayvandan, 18 tanesini (%31,5) ve 34 adet suriiden, 15 tanesini
(%44,1) pozitif olarak bulmuslardir. Canli hayvanlardan aldiklar1 biitiin 16kosit ve
oral svap orneklerini RT-PCR ile negatif belirlerken, nazal svap 6rneklerinde %25
(5/20), konjuktival svap orneklerinde %10 (2/20) oranlarinda pozitiflik tespit
etmiglerdir. Nekropsi yaptiklar1 hayvanlardan topladiklart dokularin RT-PCR
sonucuna gore lenf nodullerinde %50 (5/10), akciger orneklerinde %17,03 (7/41) ve
dalak Orneklerinde %22,58 (7/31) oranlarinda PPRV niikleik asit pozitifligi
saptamislardir. Vero hiicre kiiltiiriinde yaptiklart virus izolasyon ¢alismasinda 3 pasaj
sonrast CPE olusumu gézleyememisler fakat bu 26 materyalde hiicre pasaj sivilarini
RT-PCR ile viral niikleik asit yoniinden kontrol etmisler ve 25 no’lu siirtiden alinan 1
kuzuya ait akcigerin birinci hiicre pasaj sivisinda RT-PCR ile viral nlkleik asit
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varlig1 saptamislardir. Ayn1 materyalin ikinci ve iliglincii pasaj sivilarint ise PPRV

niikleik asidi yoniinden negatif bulmuslardir.

Wang ve ark (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada, PPRV siipheli Tibetin
Ngari bolgesinden (Ge’gyani 33, Zada 7, Gerze 5, Rutog 4) 49 koyun ve kec¢iden
elde ettikleri materyalleri (lenf yumrusu, dalak, akciger, bagirsak ve svap) 2 farkl
RT-PCR (N RT-PCR, F RT-PCR) ve yeni gelistirdikleri ve valide ettikleri real time
kantitatif RT-PCR (gRT-PCR) ile incelemislerdir. N RT-PCR ile 28 6rnek, F RT-
PCR ile 27 6rnek, gRT-PCR ile 37 o6rnek viral nikleik asit yoninden pozitif
belirlenmistir. Her 3 metota gore 31 hayvani pozitif olarak bildirmislerdir. Keci
orneklerinde %77 (23/30), koyun oOrneklerinde %29 (2/7) pozitiflik orani
bildirilmistir.

Wang ve ark (2015) PPR salgmlarinin gozlendigi bolgelerden alinan hasta
veya 0lmiis hayvanlardan 285 nazal svap ve 28 doku 6rnegini (lenf yumrusu, dalak,
akciger ve bagirsak) RT-PCR ile incelediklerinde nazal svap orneklerini %14
(39/285) ve doku orneklerini %89 (25/28) pozitif olarak bildirirlerken; bdtin
orneklerde PPRV niikleik asit pozitif oranin1 %20 (64/313) olarak bildirmislerdir.
Serolojik ve molekiiler teshis metotlarinin kombine sonucu olarak siipheli siiriilerde
%43 (60/141) pozitif olarak bulduklarini ifade etmislerdir. 11 adet pozitif olarak
bulduklar1 Ornekleri sekanslamiglar ve soy II ve soy IV’e ait oldugunu
bildirmislerdir. Bu ¢alismada incelenen tiim materyallerde %32.83 (44/134) oraninda
pozitiflik bulundu. Bu oranin Wang ve ark (2015) tarafindan yapilan arastirmada
belirlenen diizeyden diisiik olmasinin sebebi olarak salgin olup olmadig: bilinmeyen
bolgelerden PPR ve PPR benzeri klinik bulgular gosteren enfeksiyonlardan siipheli

hayvanlardan 6rnek toplanmasindan kaynaklandig: diistintilmektedir.

Ularamu ve ark (2012) Nijerya’nin Adamawa eyaletine ait Yola’da klinik
olarak hasta koyun ve keciden alinan 3 organ (akciger, dalak ve lenf yumrusu) ile 30
adet (26 nazal ve 4 lakrimal svap) svap olmak (zere toplamda 33 adet 6rnekten 9
adedini RT-PCR ile PPRV nukleik asit pozitif olarak bulmuslardir. 8 adet koyun
nazal svabinda pozitif sonu¢ bulamadiklarini belirtmislerken, kegilere ait 18 nazal
svabin 3 adedi pozitif, kegilere ait 4 adet lakrimal svabin 3 adedini ayrica yine

kecilere ait 1 er adet akciger, dalak ve lenf yumrusu ornegini pozitif olarak
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bulduklarini belirtmislerdir. Yaptigimiz bu ¢alismada kecilerden toplanan 6rneklere
gore koyunlardan toplanan Orneklerde pozitifligin daha disiik ¢ikmasi, Ularamu ve

ark (2012)’nin yapmus olduklari ¢alisma ile paralellik gostermektedir.

El Arbi ve ark (2014) N genini hedefleyen RT-PCR ile 2012 yilinin Ocak-
Mart aylar1 arasindaki 3 PPR siipheli salgin yerinden toplamda 43 hayvandan
topladiklar1 svap O6rneklerini incelemisler, 2 salgin yerinde 12 hayvani pozitif olarak
bulmuglar, 12 pozitif 6rnegi sekanslamiglar ve soy 1 ve 2’ye ait oldugunu
bildirmislerdir. Bu ¢alismada svap 6rneklerinde antijen tespiti yapilamamis olmasina
ragmen N genini hedefleyen real time RT-PCR ile diger teshis materyallerinde PPRV

niikleik asit varlig1 ortaya konulmustur.

Giircay ve ark (2012) Tiirkiye’nin Dogu Anadolu Bolgesi’ndeki 11 farkl
ilde yetistirilen 28 farkl: siirideki kecilerden (n=38) alinan toplam 98 materyalin
50’sinde RT-PCR teknigiyle PPRV niikleik asidi belirlemislerdir. Ornek toplanan
illerin %45,4 (5/11)linde, incelenen siiriilerin %39,2 (11/28)’sinde ve Orneklenen
hayvanlarin %44,7 (17/38)’sinde PPRV niikleik asit varlig: tespit etmislerdir. Ayrica
PPRV enfeksiyonunun teshisinde kullandiklari materyallerde lenf yumrusu %54,2
(13/24), nasal ve oral svap %66,6 (4/6), kan %45 (9/20), akciger %46,2 (12/26) ve
dalak %46,2 (12/26) olarak bulmuslardir. Giir¢ay ve ark (2012) yapmis olduklari
calismada enfeksiyonun Dogu Anadolu’da yaygin oldugunu gostermisler, RT-
PCR’1in PPRV niikleik asit varligimi teshis etmede duyarli ve giivenilir bir metot

olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Giiler ve ark (2014) PPR’dan siipheli koyun ve kegilerde F gen bolgesine
dayali RT-PCR ile 2008-2012 yillar1 arasinda I¢ Anadolu, Akdeniz bolgesine ait
(Konya, Aksaray, Antalya, Afyonkarahisar, Burdur, Isparta, Karaman ve Nigde)
illerde Akkaraman koyunu ve kil kecisi iwrklarinda yaptiklari ¢aligmada 190
hayvandan (147 koyun, 43 kegi) aldiklar1 6rneklerden 65 kuguk ruminantta (51
koyun, 14 ke¢i) PPRV RNA’smi pozitif olarak belirlemislerdir. 22 koyun ve 4 kegiye
ait aborte fotusun dalak, lenf yumrusu, akciger, karaciger ve i¢ organ Orneklerini
incelemislerdir. 1 yasindan kiigiik 14 keginin 8’ini (%57,1) ve 51 adet koyunun
41’ini (%80,3) pozitif olarak bulmuslardir. 15 hayvanin akciger, dalak, karaciger ve

lenf yumrular1 ayr1 ayr test edilmig PPRV ile enfekte 10 adet hayvanin incelenen

57



biitiin dokularinda pozitif sonu¢ bulunurken 5 adet PPR negatif hayvanin incelenen
biitiin dokularinda negatif sonu¢ bulmuslardir. PPRV’nin Turkiye’nin butln
bolgelerinde endemik oldugundan bahsetmislerdir. Koyun atik fétusunu RT-PCR ile
pozitif bulmuslar ve virus izolasyonu ile bu pozitifligi dogrulamislardir. Viruslardan
biri koyun abort fétusuna ait olmak tzere toplam 16 adet virusun filogenetik analizi
yapilmis ve bu viruslarin lineage 1V’e ait oldugunu belirlemiglerdir. Bu g¢alismada
toplamda %45,31 (29/64) oraninda pozitiflik belirlenirken, bu oran koyunlarda
%35,71 (5/14), kuzularda %52,94 (9/17), kegilerde %43,33 (13/30) ve oglaklarda
%66,66 (2/3) olarak bulundu. Bu bulgular Guler ve ark (2014) tarafindan PPR
enfeksiyonlarmin TUrkiye’nin biitiin bdlgelerinde endemik oldugu konusundaki

goriigtinii desteklemektedir.

Kwiatek ve ark (2011) Sudan’da topladiklari ornekleri 6nce I-ELISA ile
incelemisler daha sonra RT-PCR’a tabi tutmuslardir. RT-PCR ile koyunlarda %80
(21/26), kegilerde %100 (5/5), develerde %77,6 (38/49) olmak (izere toplamda 80
hayvanin 64’iinii pozitif olarak bulmuslardir. Fas’ta ise 36 6rnegin 16’sin1 pozitif
olarak bildirmislerdir. Ayrica Sudan’da bulduklari 64 tane pozitif 6rnegin 26 adet
deveye ait izolatin1 ve Fasta saptadiklart 16 pozitiften 6 adet koyun izolatini

sekanslamislar ve soy IV olarak bildirmiglerdir.

Kwiatek ve ark (2010) PPRV’ nin 4 soyunu da TagMan teknolojisi ile tespit
etmek icin PPRV’nin N genini hedef alan one-step real time RT-PCR
gelistirmislerdir. Referans ve saha suslar1 kullanarak konvansiyonel RT-PCR ile bu
testi karsilastirmiglardir.  Standart egriyi N PPR gen plazmid’den RNA
transkripsiyonu Cote d’Ivoire 89 (CI89) sus’undan 10 kat seri diliisyon (10
kullanarak elde etmislerdir. CI89 sus (soy I) RNA’sindan elde edilen niikleik asitleri
konvansiyonel RT-PCR ile yaklasik 1,5x10®° RNA kopya/pl. miktarinda tespit
ederken, one- step real time RT-PCR ile 2,4x10> RNA kopya/ pl. olarak tespit
etmiglerdir. Diger ¢ soy (Nijerya 75/1 saha susu (soy II), Mielik susu (soy III) ve
Hindistan 94/1 susu (soylV) kullanarak one-step real time RT-PCR’in,
konvansiyonel RT-PCR’a gére minimum teshis limitinin 1/3 oraninda daha diisiik
oldugunu ifade etmislerdir. Tespit smir noktasinda Ct degeri 34,2 +2 olarak
bulmuslardir. Kantitasyonunda en diisiik bulma limiti Ct degeri 39’a karsilik gelen
minimum reaksiyon basina 32 kopya RNA olarak bulmuslardir. Ct degeri ve RNA
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konsantrasyonu iligkisi 32-3,2 X 10® araliginda dogrusal olarak elde etmislerdir. PPR
viral RNA miktarmi reaksiyon basma 1,7x10* 6,9x10® kopya araliginda oldugunu
tahmin etmislerdir. One-step real time RT-PCR ile konvansiyonel RT-PCR’1 PPR
salginlarinda sahadan topladiklar1 72 adet degisik klinik 6rnekle karsilagtirmiglardir.
Ornekleri 2007°de Tibetteki salginda 15 adet keciden, 2008 Fas salgminda 37 adet
koyundan ve 2004 ile 2009 yillar1 arasinda Sudandaki salginda 5 koyun, 5 keci ve 10
deveden olmak {izere konjunktival, oral ve nazal svap, akciger, dalak, lenf yumrusu,
bagirsak ve kan almiglardir. Toplamda 72 adet drnekten konvansiyonel RT-PCR ile
26 adet ornek pozitif iken, one-step real time RT-PCR’da 40 adet 6rnegi pozitif
olarak bulmuslardir. One-step real time RT-PCR ile koyun kan 6rneklerinde (3/11),
koyun doku oOrneklerinde (20/31), kec¢i doku orneklerinde (11/20), deve doku
orneklerinde (6/10) pozitif bulmuslardir. One-step real time RT-PCR ile
konvansiyonel RT-PCR’a gore saha orneklerinde %20 daha fazla pozitif bulmay1

basarmiglardir.

Rahman ve ark (2004) 250 mezenterik lenf yumrusunu 2003 yili Nisan
Agustos aylarinda Dera Ismail Khan mezbahanesinde (100 Tedy ve 150 Damani 1rki1)
kecilerden toplanmislardir. Siipernatantlari1 immunoelektroforez ile incelemislerdir.
250 o6rnekten Damanilerin % 47,34 (71/150) ve Teddylerin %43 (43/100)’ inl PPR
pozitif bulmuslardir. Her iki irkta, %47,05 erkek ve %42,50 disi pozitif olarak
bulduklarint  belirtmiglerdir. Hayvanlarin yas1 g6z Oniine alindiginda geng
hayvanlarda yaslilardan daha yiiksek pozitiflik belirlendigi, bu pozitifligin 7 ay ile 1
yil arasindaki yaslarda en yiksek oranda (%46,67) oldugunu vurgulamiglardir. PPR
antijeni 1 yagindan buylUk kegilerde (%45,45) yiizdeyle tespit etmislerdir. Bu
sonuglar ile her iki irkin PPRV’ye esit derecede duyarli oldugunu bildirmislerdir.
PPR pozitif kegilerin her ii¢ yas grubunda mevcut oldugunu ifade etmislerdir. Pozitif
sonu¢ ylzdesinin yas artigi ile azaldigin1 belirtmislerdir. Bu sonuglarla PPR’n geng
hayvanlarda daha yaygin oldugunu gostermislerdir. Bu calismada kegilerde %43,33
(13/30) ve oglaklarda %66,66 (2/3) oraninda bulundu. Bu bulgu Rahman ve ark
(2004) belirttiklerine benzer bigcimde gen¢ hayvanlarda PPR enfeksiyonunun
gortlme yiizdesinin daha fazla oldugunu destekleyen bir bulgudur. Rahman ve ark
(2004) tarafindan yapilan ¢alismada lenf yumrularinda viral niikleik asit pozitiflik
sonuglar1 ve bu ¢aligmada incelenen koyun lenf yumrusunda %25 (2/8), kuzu lenf

yumrusunda %100 (1/1), keci lenf yumrusunda %22,22 (2/9) oraninda olmak tizere
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toplamda %26,31 (5/19) oraninda pozitiflik géz oniine alindiginda PPRV teshisi igin

lenf yumrusunun ¢ok énemli bir teshis materyali oldugu gorilmektedir.

Batten ve ark (2011) manuel ekstraksiyona gore insan hatalarini ve c¢arpraz
kontaminasyonu azaltmak amaciyla robotik RNA ekstraksiyonu kullanarak, spesifik
ve duyarl bir real time RT-PCR gelistirmek iizere bir ¢alisma gergeklestirmislerdir.
PPRV’nin N genini hedef alarak, topladiklar1 okuler svap, nazal svap ve kan
orneklerinde PPRV’nin 4 soyunu arastirdiklarini ifade etmislerdir. Bu testin
performansini, trizol reagent kullanarak hiicre kiiltiirli sipernatantlarindan elde edilen
total RNA ile degerlendirmislerdir. Spesifik RNA’da Morbillivirus varligini agaroz
jelli RT-PCR testi kullanarak teyit etmislerdir. 12 hastalik odagindan koyun ve
kecilerden alinmis 212 (134 EDTA’L kan, 38 agiz, burun ve gz svabi, 40 akciger
dalak ve lenf yumrusu) doku 6rnegi real time RT-PCR ile incelenmis ve 125 6rnegi
pozitif olarak tespit etmislerdir. Ayrica her bir odagi RT-PCR ile de test etmisler, 11
odakta PPRV’nin soy I, III ve IV’ten kaynaklandigini ortaya koymuslardir. Real time
RT-PCR’1in  oldukca spesifik bir metot oldugunu ve RPV yada diger
Morbilliviruslarla carpraz reaksiyon gostermedigini bildirmislerdir. Bu g¢alismada
134 materyalden 44 adedinde viral niikleik asit pozitif olarak bulundu. Nitekim
buldugumuz bu bulgular Batten ve ark (2011)’nmin robotik RNA ekstraksiyonu
kullanilarak yapilan real time RT-PCR’1 PPR’1n teshisinde duyarli ve hizli bir metot

oldugu goriisiinii desteklemektedir.

Bao ve ark (2008) hizli ve spesifik TagMan temelli, one step real time
quantitative Reverse Transcription PCR (qRT-PCR) ile PPRV’nin teshisini
gerceklestirmek {izere bir ¢alisma yapmiglardir. Primer ve probu N protein genine
gore dizanyn etmislerdir. PPRV’nin ¢ok farkli suslarini (PPR Bangledes, PPR
Umman, PPR Nijerya, PPR Dorcas ve PPR Yemen) qRT-PCR amplifikasyonu icin
se¢misler ve 6zel amplifikasyon sinyallerini bulmuslardir. Ayrica sahadan alian 1
lenf yumrusu dokusundan elde edilmis RNA’nin 10 katli diltisyonlarini ile real time
gRT-PCR’1 konvansiyonel RT-PCR ile karsilastirmislar, real time gRT-PCR, Ct
degeri 35,53+0,49 ile 10° ornek diliisyonu tespit etmisler. Konvansiyonel RT-
PCR’da ise 10 diliisyonu tespit etmislerdir. Real time gRT-PCR’1n konvansiyonel
RT-PCR’a gore bir logaritma {inite ile daha duyarli bir test oldugunu ifade
etmiglerdir.  Bu testin teshis limitini Ct degeri 37,26 £ 1,27, karisimda 8,1 RNA
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kopya/ reaksiyon olarak bulmuslardir. Viral RNA’nin saptanmasi i¢in 2007 yilinda
Tibet’te toplamda 30 saha 6rnegi real time qRT-PCR ile paralel konvansiyonel RT-
PCR ile PPRV’nin varlig1 yoniinden incelemislerdir. Konvansiyonel RT-PCR’da 14
ornek pozitif bulunurken real time QqRT-PCR’da 22 06rnegi pozitif olarak
belirlemiglerdir. Real time gRT-PCR testi ile lenf yumrusu (15/21), akciger (1/1),
rektum (2/2), kiigiik bagirsak pargasi (1/1), dalak (1/1), karaciger (1/1), gbz svabi
(1/2) ve diska (0/1) 6rneklerinde pozitif olarak saptamislardir.  Real time qRT-PCR
testinin sahadan elde edilmis doku orneklerinde PPRV’nin laboratuar teshisinde

duyarli, spesifik ve hizli bir metot oldugunu ifade etmislerdir.

Munir ve ark (2012) N geni icin spesifik real time RT-PCR ile kan emdirilmis
filtrelerde 13/15 (%87) oOrnekte viral RNA belirlemisler ve bu 6rneklerden 10
tanesini sekanslamay1 basararak soy 4’e ait oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada
36 adet I6kosit 6rnegi incelendi ve 11 adeti (%30.55) viral nikleik asit pozitif olarak
bulundu. Bu bulgular 16kosit Orneklerinin canli hayvanlarda atesli donemde
alindiklar1 takdirde PPRV’nin teshisinde iyi bir teshis materyali oldugunu ortaya
koymaktadir.

Luka ve ark (2012) yaptiklar1 ¢alismada svap, l6kosit ve cesitli dokularda
(dalak, karaciger, akciger, lenf yumrusu ve barsak) PPRV’nin teshisi amaciyla
kullanilan PCR tekniginde F ve N genlerine 6zgii primerlerin kullanimi1 gostermistir
ki organ tiiriniin ve primerlerin se¢iminin koyun ve kecilerde PPR’nin teshisin
optimize edilmesinde hayati éneme sahip oldugu bildirilmis, l6kosit 6rneklerinin
molekiiler teshis i¢in en iyi numuneler oldugu ileri siirilmiistiir. N genine spesifik
primerlerin teshisin duyarliligini arttirdigi bunun sebebi olarak enfekte organlarda
nlkleoprotein gen transkriptlerinin F geni ekspresyonuna gore daha yiiksek seviyede
gergeklestiginden kaynaklandigi bildirilmistir (Ghosh ve ark 1995). Lokositlerin
PCR icin alinabilecek en iyi1 Orneklerden birisi olmasmin nedeninin PPRV’nin
Ozellikle ciddi l6kopeni ve immunsupresyona liderlik eden lenfoid ve epiteloid
dokularda ¢ogalma egilimine sahip olmasina bagli olabilecegi (Luka ve ark 2012) bu
durumun ayn1 zamanda sekonder ve firsatgr enfeksiyonlara yol agabilecegi
bildirilmistir (Appel ve Summers 1995). Biitiin bunlarin yaninda primerlerin virusu
tespit edebilme kabiliyetlerinin enfeksiyonun safhasina ve drnekleme zamanina gore
degisebilecegi de unutulmamalidir (Aleyas 2002).

61



Bu aragtirmada real-time RT-PCR sonuglarinin hayvan tiirlerine gore
dagilimlan1 incelendiginde viral antijenin kegilerden alinan Orneklerde (%43,33)
koyunlardan alman 6rneklere (%35,71) gore, oglaklarda da (%66,66) kuzulardan
(%52,94) alman orneklere gore daha yiiksek oranda saptandigi goézlendi. Alemu
(2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada antijen-ELISA ve RT-PCR yontemiyle
kegilerden toplanan 6rneklerde koyunlardakine kiyasla oldukga yiiksek oranda viral
antijen ve viral nikleik asit tespiti yapilirken, Abraham (2005) salginlar sirasinda
patojenitenin koyunlarda ¢ok simirli oldugunu ve bunun sahada seyreden PPRV
suslarmin koyunlar icin virulenslerini kaybetmeleri ya da lokal koyun irklarinin bu
suslara kars1 diren¢ kazanmalar1 sonucu ortaya ¢ikabilecegini one siirmiistiir. Benzer
bir bicimde Abubakar ve ark (2008) Pakistan’da, Ularami ve ark (2012) Nijerya’da
meydana gelen PPRV salginlarinda kegilerin koyunlardan ¢ok daha fazla
etkilendigini, Mahajan ve ark (2013) PPR enfeksiyonlarinin insidensinin kecilerde
koyunlara gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Virus izolasyonu calismalarinda virusun hiicre adaptasyonunun zor oldugu,
cok sayida kor pasaj gerektirdigi ve bu nedenle izolasyon basarisinin diisiik oldugu
rapor edilmistir (OIE 2012). Yapilan ¢aligmalarda Vero hiicre kiiltiirii ile izolasyonun
inokulasyonu takiben en erken 3. giinde (Ozkul ve ark 2002) en geg ise 2. kor pasajin
sonunda 22. ginde (Nanda ve ark 1996) saglandigi bildirilmistir. Su ana kadar
izolasyona yonelik calismalarda, toplam ornek sayist géz oniine alindiginda izole
edilebilen 6rnek sayist ¢ok disiiktiir. Couacy-Hymann ve ark (2005) deneysel olarak
enfekte ettikleri ve enfeksiyona bagl dlen 23 kegiye ait toplam 95 adet akciger ve
lenf dokusundan sadece 2 dokuda 2. kor pasaj sonucunda virus izole edebildiklerini
bildirmislerdir. Ozkul ve ark (2002) 328 &rnekten sadece 2 adet burun svabindan

virus izole ettiklerini rapor etmislerdir.

Albayrak ve Alkan (2009) yapmis olduklari ¢alismada elde edilen 164
izolasyon materyalini Vero hiicre kiiltiiriinde 3 kez pasajlama sonrasinda virus izole
edilemedigini bildirmislerdir. Ozkul ve ark (2002) toplamda 328 &rnegi Vero
hicrelerine inokule etmisler Sakarya ilinden alinan iki nazal sSvap Orneginin
(Sakarya 1 ve Sakarya 2) inokule edildigi Vero hiicrelerinde inokulasyon sonrasi 3.
gunde CPE gozlemislerdir. Housawi ve ark (2004), Suudi Arabistanin dogu’sunda 70

adet yetiskin hayvandan alinan 6rnekleri virus izolasyonu amaciyla Vero ve BHK-21

62



monolayer hticre kultirlerinde inokule ettikten 5 guin sonra hiicrelerde yuvarlaklasma
belirlemisler, CPE’leri her iki hicre kiltirlerinde de g6zlemislerdir. Guler ve ark
(2014) yaptiklar1 ¢alismada, hiicre kiiltiiriinde bir koyun atik fétusunun dokularindan
virusu izole etmislerdir. Inokulasyondan 5 giin sonra CPE gozlemisler ve RT-PCR
ile bu virusun varligin1 dogrulamiglardir. RT-PCR’da zayif bant gordiikleri 5 fotus
orneginde virus izole edememislerdir. Bu Ornekleri tekrar RT-PCR tetine tabi
tuttuklarinda negatif sonu¢ elde etmislerdir. Kwiatek ve ark (2011)’de yaptiklar
calismada, Sudan’dan elde ettikleri 3 deve ve 2 koyun akcigeri 6érnegini MDBK
hiicrelerine inokule etmisler ve virusu izole etmislerdir. Fas’tan koyun akciger
ornegini Vero hiicresine ekmisler ve virus izole ettiklerini bildirmislerdir. Izole
ettikleri ornekleri sekansladiklarini rapor etmislerdir. Bu ¢alismada izolasyon
amaciyla toplam 64 hayvandan (kegi, oglak, koyun ve kuzu) elde edilen 134
izolasyon materyalinin (lenf yumrusu, dalak, akciger, 16kosit, dudak svap ve dil) 3
kez Vero hicre kulttrlerine pasajlanmasi sonrasinda 21 nolu kegiden elde edilen
akciger numunesinin 3. giinden itibaren CPE meydana getirdigi, diger CPE meydana
getiren Orneklerin 5. giinde CPE meydana getirdigi belirlenmistir. Toplam 134
izolasyon materyalinin pasajlanmasi sonrasinda real time RT-PCR sonuglarina gore
pozitif olarak belirlenmis 44 6rnekten 28’inde virus izole edilirken (Sekil 3.11), 16
Ornekte ise virus izolasyonu gerceklestirilememistir. Pasajlanan izolasyon
materyallerinin ~ %20,89  (28/134)’unda, Orneklenen hayvanlarin = %34,37
(22/64)’sinde virus izole edildi. Diger ¢alismalarda oldugu gibi bu ¢alismada da Vero
hlicre kiiltiiriinlin virus izolasyonu ig¢in uygun bir hiicre kiltiirii oldugu ortaya
konuldu. Ayrica real time RT-PCR ile pozitif bulunan ve virus izole edilen lenf
yumrusu, dalak, akciger, 16kosit ve dudak 6rneklerinin PPRV’nin teshisinde ve PPR
virusunun izolasyonunda kullanilabilecek ugun materyaller oldugu ortaya konuldu.
Ancak aragtirmada CPE gozlenen hiicre Kkiiltiirleri slipernatantlarindan tekrar
PPRV’ye ait antijen veya niikleik asit tespitine yonelik herhangi bir test yapilmamis
olmast ve Orneklerden virus izolasyon oraninin diger arastirmalara gore yliksek
bulunmus olmasi, klinik bulgulart PPR enfeksiyonuna benzerlik gosteren diger viral

enfeksiyonlarin ise karigmis olabilecegini akla getirmektedir.

Ulkemiz cografik durumu geregi hastaligin endemik olarak seyrettigi
ulkelerle sinir komsusudur. Giineydogu ve Dogu Anadolu Bolgeleri arazi yapisi

acisindan hayvan haraketlerinin kontroliinde zorluklara neden olmakta, ayn1 zamanda
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bu bolgelerle sinir komsusu iilkeler arasinda kii¢iik ruminant ticareti s6z konusu
olabilmektedir. Bu durum ve iilkemizde elde edilen suslar iizerine daha 6nceden
gerceklestirilen ¢alismalar (Ozkul ve ark 2002, Kul ve ark 2007, Toplu ve ark 2012
Sait 2013) neticesinde Irak, iran, Pakistan, Nepal, Banglades, Misir, Fas, Kuveyt,
Suudi Arabistan, Hindistan ve Cin’de seyreden genetik hat IV grubu igerisinde yer
almig olmasinin tespiti enfeksiyon kaynagimin komsumuz olan Ortadogu

tilkelerinden birisi olabilecegi siiphesine yol agmaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

Hayvan hastaliklar1 ile miicadele ve hayvan hareketleri kontrolii programi
geregi iilkemizde 2017 yili itiban ile Trakya bdlgesinde asilama yapilmamasi ve
Anadolu'da hastaligin gozlendigi bolgelerdeki tiim hayvanlar, salgin goriilmeyen
bolgelerde ise daha Once asilanmamis ya da as1 yapildigindan siiphe edilen erigkin
hayvanlar ile 2017 yilinda yeni dogmus gen¢ hayvanlarin 3. aydan itibaren
asilanmasi, ithal edilen damizlik hayvanlara da PPR asis1 uygulama mecburiyeti s6z
konusudur. Bu konuda buyuk titizlik gosterilmesinin, OIE ve FAO’nun enfeksiyonu
diinya lizerinden tamamen eradike etmeyi hedefledigi 2030 yilindan ¢ok daha dnce
iilkemizde eradike edilmesi imkanini saglamasi agisindan olduk¢a 6nemli bir unsur
oldugu diisiiniilmektedir. Hastaligin kontrolii i¢in asilama programlarinin ¢ok daha
kat1 bir bigcimde uygulanmasi, PPR asis1 kullanilan ve yiiksek risk igeren bolgelere
stratejik olarak daha fazla Onem gosterilmesi tesvik edilmelidir. PPRV
enfeksiyonlarinin 6zellikle dogu ve giineydogu bdlgelerimizdeki resmi veya resmi
olmayan hayvan ticareti sonrasi ortaya ¢iktig1 ve enfekte hayvanlarla ortak meralarin
kullanilmast sonucu yayildigr goz oniine alinirsa hastaligin kontrolii igin yapilacak
ilk is smir ve endemik bolgelerden hayvan hareketlerinin sinirlandirilmasi ve kati
karantina kurallarinin uygulanmasi olacaktir. Hastaligin etkili bir kontrolii i¢in
enfeksiyonun ortaya ¢iktigi mihraklarin sinirinda yer alan 6zellikle hareketli goger
siriilerde kesintisiz asilama ile birlikte PPR’nin serolojik ve virolojik olarak

izlenmesi 6nemlidir.

Ulkemizde yabani hayvanlarda PPR virus varligi iizerine calismalarin
olmamasi yaban hayatinda virus varligi konusunda siiphelere yol agmaktadir. Bu
durumda as1 ¢aligmalarinda yabani hayvanlarin da diistiniilmesi ve yetistiricilerin bu
konuda bilgilendirilmeleri 6nemli hale gelmektedir.

Arastirmada her ne kadar virusun N genine karsi hazirlanmis primerler
kullanilsa da farkli hedef genlerin secilerek, bunlarin test sensitivite ve spesifitesine
etkileri, farkli primer ve problar kullanilarak sekans analizine gidilmeksizin virusun
soy grubunun varhigmi ortaya koyabilecek real-time RT-PCR denemelerinin

yapilmasi Onerilebilir.
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PPRV’nin hiicre kiiltiiriinde izolasyon ¢alismalarinda Vero hiicre kiiltiirleri
haricinde virusun dretilmesine uygun oldugu belirtilen hiicre hatlarinda da
calismalarin planlanmas1 hem izolasyonda hiicre hassasiyetlerinin karsilastirilmasi
olanagini hem de ileride yapilacak arastirmalarda kullanilmak {izere izolat elde etme

ihtimalini arttirabilecegi diisiiniilmektedir.
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7.EKLER

EK A: Etik Kurul Belgeleri

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
_ VETERINER FAKULTESI
ETIK KURUL (SUVFEK) KARARLARI

Toplanti Tarihi 17.06.2013 Toplanti Sayisi 2013/07 Karar Sayisi 2013/032

S.U. Veteriner Fakiiltesi Ogretim Uyesi Prof. Dr. Atilla SIMSEK tarafindan sunulan
“Koyu Ke¢i Vebasi1 (PRR)’nin Virus izolasyonu, C-ELISA ve Real Time RT-PCR
Teshis Metotlar1 ile Karsilastirmlmali Teshisi” bashkli Tez Projesi bagvurusu
degerlendirilmistir.

Projede en az 50 koyun veya kegiden alinacak kan, svap ya da organ materyali kullamlacak
olup, serolojik ¢alisma i¢in en az 200 kan serumu &rnegi alinacag bildirilmektedir.

Basvuruda, Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurul Yonergesi ilkelerine uyulduguna,
projenin arastirma etigi agisindan “Uygun olduguna” oy birligi ile karar verilmistir.
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8. OZGECMIS

1980 yilinda Osmaniye’de dogdu. 1991 yilinda Gazi IIkokulu’nu bitirdi. 1994
yilinda Kurtulus Ortaokulu’nu bitirdi. 1997 yilinda iskenderun Lisesi’nden mezun
oldu. 2004 yilinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi'nden mezun oldu.
2006 ile 2009 yillar1 arasinda Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Konya
Veteriner Kontrol Enstiti Mudurligi’nde gorev yapti. 2009 yilindan bu yana Gida,
Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Adana Veteriner Kontrol Enstitii Miidiirligii’nde

gorev yapmaktadir.
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