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ONSOZ

Peste des Petit Ruminants hastalii 1942'de Fildisi Sahili'nde bildirildikten
sonra, insanoglunun yiizyillardir gecim kaynagi olan kiig¢lik ruminantlar iizerinde
onemli etkilere neden olmustur. Bu durum hastalik tizerindeki ilginin artarak
giiniimiize kadar ulasmasia neden olmustur. Ozellikle son yillarda bu hastalik daha
fazla ilgi gormiistiir. Bu ilgi odaklanmasinin en 6nemli nedenlerinden bir tanesi,
2012 yilinda S1g1ir Vebasi'nin eradike edilmesiyle diinyadaki hayvan hastaliklarindan

kurtulma basarisinin vermis oldugu global 6zgiiven olmustur.

Hem Sigir Vebast hem de PPR, ayni cins Morbilliviriis'e ait virlislerden
kaynaklanir. Sigir vebasi ve PPR arasindaki bu ve diger benzerlikler, PPR’in
miicadele edilebilecek iyi bir aday oldugunu gostermektedir. S1gir Vebasi miicadelesi
sirasinda  kazanilan ve PPR''n  kontrol ve/veya eradikasyonu siirecine
uygulanabilecek bir¢ok ders ve tecriibe edinilmistir. Bunlar; topluluklarin hastalik
kontroliinde oynayabilecegi roller, hastaliklarin epidemiyolojisini anlamanin 6nemi,
etkili bir as1 yaptirmak ve dogru uygulanmasini saglamak ve eradikasyonu saglamak

i¢in tllkeler arasindaki isbirlikleridir.

Sunulan bu arastirma, Tiirkiye'de koyun siiriilerindeki asilama sonras1t PPRV
antikorlarinin etkinlesme siirecini detayli olarak ortaya koymak adina tamamlanan
bir 6n adim niteligindedir. Atteniie canli as1 ile tesis edilmeye c¢alisilan
bagisiklamanin 6nemli bir bileseni de siliphesiz hiicresel bagisiklik yaniti
parametreleridir. Ancak Tiirkiye gibi endemik iilkelerde her yeni maruziyetin oncii
savunucularinin antikorlar olmasi nedeniyle, antikorun giliclenmesi hiicresel
mekanizmalarin tetiklenmesi siirecinde hastaliktan korunma adina en 6nemli unsurlar

olarak diisiiniilmektedir.

Doktora egitimim ve tez ¢alismam siiresince, her konuda yardim ve destegini
aldigim, bilgisi deneyimleri ve goriisleriyle bana yol gdsteren, dzveri ve sabrini

esirgemeyen danmisman hocam Prof. Dr. Aykut OZKUL’a, destek ve yardimlarim

Vi



hi¢bir zaman esirgemeyen Viroloji Anabilim Dali Baskani Prof. Dr. Yilmaz AKCA
ve Viroloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri Prof. Dr. Feray ALKAN, Prof. Dr. Seval
Bilge DAGALP, Prof. Dr. M. Taner KARAOGLU ve Prof. Dr. T. Cigdem
OGUZOGLU ile tez izleme komitesi iiyesi Prof. Dr. Hakan YARDIMCI’ya
tesekkiirlerimi sunarim. Doktora tez ¢aligmam boyunca birlikte gérev yaptigim ve tez
calismam sirasinda laboratuvar ortaminda sonsuz desteklerini gordiigim tiim

arastirma gorevlisi ve doktora 6grencisi arkadaslarima tesekkiirii bir borg bilirim.

Ayrica Sudan'daki aileme ¢ok tesekkiir ederim. Annemin, esimin ve ¢ocuklarimin

kosulsuz sevgileri olmadan, tiim bu zorluklara dayanabilmem imkansiz olurdu.
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1. GIRIS

Peste des Petits Ruminants (PPR) (Kiiglik ruminant vebasi, koyun kegi vebasi),
ke¢i ve koyun gibi evcil ruminantlarin yani sira yabani ruminantlarda da goriilen,
sigir vebasi (Rinderpest = RP) hastaligina benzerlik gosteren, ¢cok bulasict viral bir
hastaliktir. Hayvanlarda istahsizlik, solunum giigliigii, yiiksek ates, kanli- yesil ishal,
agizda ve dilde eroziv lezyonlar, hiperemi nasal akinti, stomatitis, konjunktivitis ve
bronco-pneumoni semptomlar ile ortaya ¢ikan, ekonomik a¢idan onemli, yiiksek
morbidite ve mortaliteye sahiptir (Diallo, 1988; Kwiatek ve ark., 2007; Scott, 1990).
Hastalik Kata, Yalancit Sigir Vebasi, Kegilerin Enteritis ve Erozyonlu Stomatitisi,
Ke¢i Vebasi veya Stomatitis-Pnomoenteritis Kompleks Sendromu gibi farkli isimleri

ile adlandirilmistir (Braide, 1981; Gargadennec ve Lalanne, 1942).

Guniimuzde PPR virusu Ekvator ve Sahra arasinda kalan Afrika tlkeleri, tim
Orta Dogu iilkeleri, Arap yarimadasi, Tiirkiye, Giiney-dogu Asya ve Hindistan’da
goriildigi bildirilmistir (Abu Elzein ve ark., 1990; Al-Majali ve ark., 2008; El hag
Ali ve Taylor, 1984; Kwiatek ve ark., 2007; Nanda ve ark., 1996; Ozkul ve ark.,
2002). Sinirlarda hayvan hareketlerinin  kontrol edilememesi ve karantina
tedbirlerinin yeterince uygulanmamasi nedeniyle, PPRV enfeksiyonunun kontrol ve

eradikasyonu bircok iilkede problem olmusgtur.

PPR virusu koyun ve kegilerde ¢ok bulasict olmasi ve ekonomik kayiplara
neden olmasi sebebiyle Diinya Hayvan Saghig1 Orgiitii (OIE) ve Tiirkiye’de bildirimi

zorunlu bir hastaliklar arasindadir (Diallo ve ark., 2007).

1.1. Tarihge

Hastalik Diinya’da ilk defa 1942 yilinda bati1 Afrika’nin Fildisi sahillerindeki
koyun ve kegilerde tanimlanmustir (Gargadennec ve Lalanne, 1942). Ilerleyen

zamanlarda Kiigiik Ruminant Vebasi virusunun, serolojik olarak sigir vebasi virusu



ile yakinlig1 oldugu, hastaligin klinik bulgular ve patolojik degisiklikler yoniinden de
sigir vebasia benzedigi (Mornet ve ark., 1956), bu virusun aslinda koyunlara, ara
sira da kegilere adapte sigir vebasi virusu oldugu bildirilmistir (Diallo ve ark.,
1989a; Gibbs ve ark., 1979).

Hastaligin uzun yillar sadece bati Afrika kitasinda sinirhi  oldugu
disiiniilmistiir. 1972 yilinda Sudan’da kegilerde goriilen ve RP tanist konulan
enfeksiyonun PPR  hastaligi  oldugunun ortaya konulmasiyla, enfeksiyonun
Afrika’nin batisindan dogusuna yayilmistir (Diallo, 1988; Taylor ve Abegunde,
1979). Asya’da ilk defa 1980’lerin sonunda tespit edilmistir (Shaila ve ark., 1989).
PPR virusu giiney Asya’da ilk olarak Hindistan’da 1987 yilinda tespit edilmesine
ragmen virusun daha onceki yillarda da gliney Asya’da bulundugu varsayilmaktadir
(Taylor, 2002). PPR infeksiyonunun Tirkiye’nin de i¢inde bulundugu Orta Dogu
tilkeleri, Hindistan, Cin, Giineybati Asya, Ekvator ¢izgisindeki Arap iilkelerinde
(Arap yarimadasi, Suriye, Urdiin ve Liibnan) varhig1 tespit edilmistir (Abdollahpour
ve ark., 2006; Attieh, 2007; Furley ve ark., 1987; Lefevre ve ark., 1991; Ozkul ve
ark., 2002; Shaila ve ark., 1989; Taylor ve ark., 1990; Wang ve ark., 2009).

Tiirkiye’de ise PPR, ilk kez resmi olarak Eylil 1999 yilinda rapor edilmistir
(OIE, 1999). Bu tarihten o6nce Alcigir ve ark. (1996) tarafindan, kuzularda
immunohistolojik ve patomorfolojik olarak ortaya konmustur, Tatar (1998), serolojik
ve virolojik olarak enfeksiyonun varligini gostermistir. Giil ve ark. (1999) yilinda
Elaz1g bolgesinde kuzu ve oglaklarda hastaligin varligini bildirmislerdir. Son yillarda
hastaligin epidemiyolojisi saha calismalariyla desteklenmis ve Tirkiye'nin bazi
bolgelerinden bildirilen PPR salginlariyla, hastaligin endemik oldugu saptanmistir
(Cam ve ark., 2005; Kul ve ark., 2007; Ozkul ve ark., 2002; Toplu, 2004; Yesilbag
ve ark., 2005).

Kiigiik ruminant vebasi, Sahra-alti Afrika'da, Orta Dogu ve Giiney Asya'da
1993'ten beri dolagimdadir. Ancak Fas gibi daha dnce PPR i¢ermeyen iilkelerde yeni
salginlarin ortaya ¢ikmasi, diger komsu iilkeleri de bu enfeksiyon yoniinden risk

altina almaktadir. Cezayir'de yetistirilen 19 milyon koyun ve 3 milyon kegi iilkenin



Fas'a yakinlig1 sebebiyle PPR hastaligina etkilenmeye karsi olduk¢a savunmasizdir.
Serolojik bulgular Cezayir'de hastaligin varligin1 gostermistir. Kuzey Afrika’daki bu
durum Avrupa Birligi iilkelerinde (6zellikle Ispanya) acisindan da ciddi bir tehdit
olusturmaktadir (FAO, 2008). Hem koyun hem de ke¢i niifusunun oldukg¢a yiiksek
oldugu Fas ve Ispanya arasinda tarihte onemli hastalik nakilleri vardir. Kiigiik
ruminant niifustaki fazlalik sebebiyle, Kuzey Afrika genelinde PPRV'nin daha fazla
ortaya ¢ikma riskini beraberinde getirebilmektedir. PPR salginlar1 Anadolu'da ve
Trakya'da da meydana gelmistir. Son zamanlarda Fas ve Tirkiye'deki salginlarin
bildirilmesinden itibaren, Avrupa'da PPRV ile ilgili durum carpici bir sekilde
degismistir. Virlisin daha Once hastaliksiz bdlgeye girmesi, immiinolojik naif
stirilere etki etmesi ve Onemli ekonomik kayiplar yaratmasidir. Bu nedenle,
Avrupa'nin PPR hastalig1 basarili bir sekilde kontrol altina almak i¢in hastaligin

stirveyansini stirdlirmesi sarttir.

1.2. Etken ve Simiflandirma

PPR virusu, Mononegavirales takiminin paramyxoviridae familyasinda
morbillivirus genusunda klasifiye edilmistir (Gibbs ve ark., 1979). Serolojik olarak
tek tiptir ve degisik virlilens 0zellik gosteren suslarimin olabilecegi bildirilmektedir
(Shaila ve ark., 1996). Ayni aile i¢inde yer alan kizamik (measles) virusu, sigir
vebasi (Rinderpest) virusu, kopek genglik hastaligi virusu (Canine distemper virus),
ay1 balig1 genglik hastaligi (Phocine distemper) virusu, domuz balig1 genglik hastalig:
(Porpoise distemper) virusu ve yunus genglik hastaligi (Dolphin distemper) virusu ile
beraber Morbillivirus genusunda yer almaktadir (Barrett ve ark., 1993; Barrett,
2001). Etkenin 6zellikle RP virusu ile yakinligi belirtilmistir (Hymann ve ark., 1995).
PPRV linear, zarfli, negatif polariteli, tek iplik¢ikli, segmentsiz RNA igerir ve
genom replikasyonu sitoplazmada gerceklesir. Viral genom 15948 nt
biiyiikliigiindedir (Bailey ve ark., 2005; Gibbs ve ark., 1979). Niikleokapsid helikal
simetrik yapidadir. Lipid yapida olan virus zar1 konake¢1 hiicre membranindan kdken

alir. Viruse pleomorfik bir sekil verir.



PPR virusu ¢evre kosullarina karsi dayaniksizdir. Giines 15181 ve ultraviyole
1isinlara karsi oldukga duyarli olan viriis 37°C’de iki saatte, 50°C’de 30 dakikada
inaktive olurken, diisiik 1sida ve nem orani yiiksek olan ortamda enfeksiyoz
Ozelliklerini korur. Virus pH 4.0 ile 10 arasinda stabildir. Virusun replikasyonu igin
en uygun pH araligi 7,2-8,0 arasidir. Virus lipid yapida bir zara sahip oldugu igin,
lipofilik 6zellikte olan dezenfektan ve yag eriticilere karst oldukga hassastir. Eter,
Fenol, alkol gibi yag ¢oziiciiler ve %2-5’lik sodyum hidroksit (NaoH) ¢ozeltisi
dezenfeksiyon isleminde kullanilabilir (Barrett ve ark., 1993; Gibbs ve ark., 1979;
Lamb ve Kalakofsky, 2001; Scott, 1990). Hayvanin 6liimiinii takiben 40°C sicaklikta
sekiz giin boyunca karkas iizerindeki lenf yumrularinda enfeksiyozitesini
koruyabilen virus, bu oOzelligini enfekte karkaslarda laktik asit olusumunu
engelleyerek gosterir (Scott, 1990). PPRV primer kuzu bobrek hiicre kiiltiirlerinde
tiretilebilir (Abraham, 2005). Virus pasajinda ise Afrika Yesil Maymun Bobrek
(Vero) hiicre kiiltiirlerinden yararlanilmaktadir (Abraham, 2005; Ozkul ve ark., 2002;
Saliki ve ark., 1994).

PPR virusu, duyarli hiicre kiiltiirlerinde sitopatik etki (CPE) sekillendirerek
iireme gosterir. Viriisiin replikasyonu sirasinda, F proteinin hiicre zarlarini eriterek
hiicreleri kaynagtirmasi sonucu olusan, intrasitoplazmik ve intraniiklear inkliizyon
cisimcikleri de igerebilen ¢ok cekirdekli sinsityal hiicreler CPE olarak degerlendirilir.
Hiicre membranlarinin kaynasmasi, virusun serbest kalmadan enfekte hiicreden
saglam hiicreye gecisini kolaylastirir. Duyarli hiicre kiiltiirlerinde CPE’nin olusumu
hiicreden hiicreye farklilhik gosterir. Bu siirenin 3 giinden 19 giine kadar

degisebilecegi bildirilmektedir (Abu Elzein ve ark., 1990).

Virus alt1 yapisal ve iki yapisal olmayan, toplam sekiz protein igermektedir.
Proteinler biyolojik fonksiyonlar1 ve 6zelliklerine goére 2 gruba ayrilir. Birinci grupta
viral yapi1 proteinlerini olusturan (P, L ve N) internal polypeptid kompleks yer alir.
Viral genom ile birlikte niikleokapsidi olusturur. Ikinci grupta virus zarf proteinleri
(H, F ve M) yer alir. L, F, N ve M virusun en iyi korunmus proteinleridir (Abraham,
2005; Rima,1983). Niikleokapsit proteini (N) kodlayan gen bdlgesi dizinlerine
dayanarak morbilliviruslarda genetik iliskiler Sekil 1.1°de gosterilmistir.
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Sekil 1.1. N proteinine dayali morbilliviruslarda genetik iliskiler (Abraham, 2005).

Viral yapisal proteinler

Niikleoprotein (N protein)

Viral niikleik asidi saran N proteini hem virion hem de enfekte hiicrelerde en
¢ok bulunan viral proteindir (Diallo ve ark., 1987). Niikleokapsid ve viral genomun
sekillenmesinde etkilidir. N geni 3° ucunda ilk kodonun yukarisinda kodlanmayan bir
bolge ve 52-56 baz uzunlugunda lider diziyi igeren tek bir transkripsiyon
promotoruna sahiptir (Billeter ve ark., 1984; Crowley ve ark., 1988; Ray ve ark.,
1991). Lider dizin i¢in replikasyonu baslatmak, pozitif iplik¢ikli RNA olusumu ve
konak hiicre transkripsiyonunu azaltmak gibi cesitli gorevler diisiiniilmektedir
(Norrby ve Oxman, 1990; Ray ve ark., 1991; Walpita, 2004). Morbilliviruslarda
transkripsiyon ve replikasyon genomun 3’ ve 5’ ucundaki genom (GP) ve antigenom
(AGP) promotorlar1 olarak bilinen kodlanmayan bdlgeler (UTRs) tarafindan kontrol
edilir (Lamb ve Kolakofsky, 2001). Hem GP hem de AGP’nin 3’ ucunda 23-31
niikleotitten olugan korunmus bir bdlgenin, promotor aktivite i¢cin gerekli domainler

oldugu gosterilmistir. PPR virusda GP (1-107 nt) ve AGP (15840-15948 nt) dizinleri



olduk¢a iyi korunmustur (Mioulet ve ark., 2001). Korunmus dizinler, GP ve N
geninin baglangicindaki birlesme noktasinda ayni zamanda transkripsiyon igin
gerekli olan interjenik triplet igerir (Mioulet ve ark., 2001). Intergenik bolgeler bir
yar1 korunmus polyadenilasyon sinyali, bir yiiksek diizeyde korunmus GAA dizini,
bir sonraki gen i¢in yar1 korunmus baslangi¢ sinyali ve degisken uzunlukta 5° ve 3’
ucundaki kodlanmayan bolgeler (UTRs) olarak 4 birimden olusur (Barrett ve ark.,

1991).

Phosphoprotein (P Protein)

P protein, ikinci biiyiik yapisal protein olup polimeraz fonksiyonu ile yakindan
iligkilidir (Kingsbury, 1990). Viral proteinler igerisinde en az korunmus proteindir.
PPR ve RPV arasinda sadece %51,4 amino asit benzerlik saptanmistir (Mahapatra ve
ark., 2003). P protein, riboniikleoproteinin {i¢ bileseninden bir tanesidir ve RNA’ya
bagimli RNA polimeraz (RNA-dependent RNA polymerase, RdRp) igin
sentezlenmesinde yardimci faktor benzeri gorev tstlenir (Barrett ve ark., 2005). L ve

N proteinleri ile birlikte viral replikasyonda gorev alir (Kingsbury, 1990).

Multifonksiyonel bir proteindir N ve L proteinlerini birbirine baglamasi ile
saperon olarak gorev alir. Bu sayede N proteini RNA’ya baglanmak {izere
¢ozlinebilir formda tutulabilmektedir (Barrett ve ark., 2005). Fosfoprotein, PPR
genomunun 1807 ile 3336 niikleotidleri arasinda lokalize olmustur: Bu bdlge ayni
zamanda yapisal olmayan C (1829 ile 2362 nt) ve V (1807 ile 2701nt) proteinlerinin
kodlandig1 niikleotid araliklarin1 da igermektedir (EU267273). Paramyxovirinae alt
ailesinde bulunan viruslarda mRNA’ya RNA ekleme (editing) bolgesine niikleotid
eklenmesi sonucu yeni bir translasyonel acik okuma cercevesi (Open reading Frame,
ORF) olusur ve yeni bir protein sentezlenir. Genomdaki 1807. niikleotid ayni
zamanda V proteinin de ORF baslangicidir. Ekstra bir G (Guanin) eklenmesi, P geni
iginde yeni bir ORF olusmasini saglar. Buradan N terminali, P protein ile ayni fakat
sistein’den zengin farkli C terminaline sahip V proteinini kodlar (Bailey ve ark.,

2005; Muthuchelvan ve ark., 2006). P geninin ikinci ORF’si 1829. niikleotidten



baslar ve 2362. niikleotidte biter ve burada C protein kodlanir (Muthuchelvan ve ark.,
2006).

Polimeraz Proteini (Large - L Protein)

Polimeraz proteini (L protein) virus proteinleri igerisinde en biiyiik proteindir.
RNA’ya bagimli RNA polimeraz sentezinde gorev alir (Rima, 1983). Bu protein
viral replikasyon ve transkripsiyonda gorevli bir enzim bilesenidir. L proteini
polimerizasyon aktivitesinin yani sira, poliadenilasyon, metilasyon ve kep
formasyonu (Capping) fonksiyonlarina da sahiptir (Lamb ve Kolakofsky, 2001). PPR
virus genomunda 9288 ile 15839 niikleotidleri arasinda yer alir ve 6551 adet
niikleotid tarafindan kodlanir (EU267273). Genom boyutu gz oniine alindiginda
Morbilliviruslar’da en korunmus gendir. PPR ve RP viruslarinin L proteinleri %70,7;
PPRV L protein ve Canine Distemper Virus (CDV) L protein %57 oraninda genetik
benzerlik gosterir (Bailey ve ark., 2005). L proteini 2 adet mentese bolge (hinge
regions) ile ayrilmis ti¢ adet korunmus bolgeye sahiptir (Mcllhatton ve ark., 1997). L
protein sadece yardime1 faktor (co-factor) olan P proteini ile iliskili oldugunda RdRp

aktivasyonu olusturabilir (Barrett ve ark., 2005; Horikami ve ark., 1994).

Matrix Proteini (M protein)

Temel membran proteini olan M proteini, lipid yapidaki zarfin ylizey
glikoproteinlerinin altinda yer almaktadir. M proteini Paramyxoviridae ailesinde 1iyi
korunmus  proteinlerden  biridir.  Virionun konak hiicre membranindan
tomurcuklanmasi sirasinda zarf olusumunda rolii oldugu diisiiniilen bir non-glikozil
proteindir (Kingsbury, 1990). M proteini hem N proteini hem de F ve H

glikoproteinlerinin sitoplazmik uzantilar ile etkilesimdedir.



Fiizyon Proteini (F protein)

PPR virus F proteini de iyi korunan proteinlerden biridir. Paramyxoviruslar
replikasyonlar1 sirasinda inaktif bir prekiirsér (FO) olustururlar. FO konak hiicre
enzimleri ile pargalanarak aktif disiilfid (F1-F2) proteinlerini olusturmaktadir (Lamb
ve Kolakofsky, 2001). F proteini peplomerler ve yilizey ¢ikintilarini olusturan
glikozillenmig iki zarf proteininden biridir. Bir Oncii olarak sentezlenen FO, daha
sonra hiicresel proteazlar tarafindan F1 ve F2 olarak iki disiilfit bagl polipeptidlere
pargalanir (Sato ve ark., 1988). F proteininin biyolojik aktivitesi i¢in proteolitik

par¢alanmanin gerekli olduguna inanilmaktadir.

Hemagliitinin (H protein)

H proteini virusun konak hiicreye baglanmasindan sorumludur (Choppin ve
Scheid, 1980; Lamb ve Kolakofsky, 2001). H proteininin biyolojik aktivitesi
Paramyxoviruslar i¢in bir siniflandirma kriteridir. Bu protein ¢ok degiskendir
(Blixenkrone-Moller ve ark., 1996). Morbilliviruslara ait proteinler i¢inde P proteini
ile birlikte en az korunmus proteinlerdendir. Paramyxovirus genusuna ait viruslarda
(6rnegin NDV) H proteininin hem hemagliitinin hem de ndyroaminidaz 6zelligi
olmasima karsin (Scheid ve Choppin, 1974), morbillivirus genusuna ait viruslarin
sadece hemagliitinin 6zelligi bulunmaktadir. Pneumovirus genusuna ait viruslarin
(RSV) ise ne hemagliitinin ne de ndyrominidaz aktiviteleri bulunmamaktadir

(Kingsbury ve ark., 1990).

Yapisal Olmayan Proteinler

PPR virus alt1 adet yapisal proteine ek olarak iki adet yapisal olmayan proteine
sahiptir. Bu proteinler P proteinin alternatif okuma bolgelerinden sentezlenir. C ve V
proteinler yapisal olmamalarina karsin infeksiyon olusumunda 6nemli role sahiptirler

(Maclachlan ve Dubovi, 2011). RPV ile yapilan ¢aligmada replikasyonda gerekli



olduklar1 goriilmistiir (Baron ve Barrett, 2000). Paramyxovirus C ve V proteinleri
infeksiyon sirasinda hiicresel immun yanit1 degistirerek interferon antagonisti benzeri
gorev yapabilirler (Gotoh ve ark., 2001; Horvath, 2004). Bunlardan ilki V protein, P
proteinine ait 1807. niikleotid ayn1 zamanda V proteininde ORF baglangicidir. Ekstra
bir G eklenmesi ile P geni i¢inde yeni bir ORF olugmasimi saglar buradan N
terminali, P protein ile aynm1 fakat sisteinden zengin farkli C terminaline sahip V
proteinini kodlar (Bailey ve ark., 2005; Muthuchelvan ve ark., 2006). P geninin
ikinci ORF’si 1829. niikleotidden baslar ve 2362. niikleotidde biter ve burada C
proteini kodlanir (Muthuchelvan ve ark., 2006). Sekil 1.2°de morbillivirus virionu ve

genomu gosterilmistir.
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Sekil 1.2. Morbillivirus virionu ve genom yapisinin sematik goriintiisii (Anonim, 2012).



1.3. PPRYV Cogaltma

Konak¢1 ve patojenin ilk etkilesimine reseptor baglanmasi aracilik eder.
PPRV'nin replikasyon dongiisti, HN proteini yoluyla virusun konak hiicre
reseptorlerine (SLAM/Nektin-4) tutunmasi ile baglamaktadir. F ve HN proteinleri
yoluyla plazma zar ile fiizyon ve takiben viral genomun sitoplazmaya salinmasi
gerceklesir. Proteinlerin geri kalani virus replikasyonunda rol oynar. Kisaca, P
proteini, N proteininin niikleokapsitlere transkripsiyon ve replikasyonunu ve
toparlanmayi diizenler. M proteinleri, projeni virionlarinin birlestirilmesine aracilik
eder. HN proteini, projeni virion membranlarnin plazma  zarindaki
tomurcuklanmasini kolaylastirir. C ve V proteinlerinin PPRV'deki rolii hala agik
degildir. Bu proteinlerin hiicresel interferon (IFN- y / B) tepkilerini iptal etme
kabiliyetine sahip olduklar1 ve dolayisiyla PPRV'nin viriilansina katki gosterdiklerine
inanilmaktadir (Pawar ve ark., 2008). PPRV replikasyon dongiisii Sekil 1.3°de
gosterilmistir (Barrett ve ark., 2005).

B fusion 2
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Sekil 1.3. PPRV yasam dongiisii

(1) Virusun konakgi reseptorlerine eklenmesi. (2) Plazma zar ile flizyon. (3) Viral genomun
sitoplazmaya salinmasi. (4) Genom replikasyonu. (5) mRNA sentezi. (6) Tam uzunluklu pozitif duyu
RNA'simin sentezi. (7) Viral proteinlerin sentezi (F, H, N, P, C, V, M, L). (8) Projeni virionlarinin
toplanmasi. (9) Projeni virionlarinin plazma zarinda tomurcuklanmasi (Barrett ve ark., 2005).
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1.4. Cografi Dagilim

Koyun keci vebasi hastaligi, biiyiik Sahra'nin giineyinde yer alan Bati Afrika
tilkelerinde endemik seyrettigi vurgulanmigsa da (Bundza ve ark., 1988). PPR virusu
Nijerya (Taylor ve Abegunde, 1979), Sudan (El Hag ve Taylor, 1984), son yillarda
Dogu Afrika iilkeleri (Wohlsein ve ark., 1995), Misir (Ismail ve ark., 1990), Suudi
Arabistan (Abu Elzein ve ark., 1990), Hindistan (Nanda ve ark., 1996; Shaila ve ark.,
1989) ile Tiirkiye’de (Ozkul ve ark., 2002) gériilmektedir (Sekil 1.3). Suriye, Nijer,
Etiyopya ve Urdiin’de (Abraham ve ark., 2005) serolojik olarak tespit edilirken,
virusun varligi Eritre’de de bildirilmistir (Sumption ve ark., 1998). PPR
enfeksiyonunun diinyadaki yayilimi Sekil 1.4’de gosterilmistir (OIE, 2013).

2 B Infected
[ Atrisk
s” [ Assumed free
[ Officially free
i

Officially free & at
risk

Sekil 1.4. PPRV enfeksiyonunun diinya haritasindaki dagilimi (OIE, 2013).

11



PPR virusu serolojik olarak tek tip olmasina karsin farkli bolgelerden izole
edilen F protein sekanslarinin karsilastiriimasi sonucunda dort genetik hatta (lineage)
simiflandirmistir (Dhar ve ark., 2002; Shaila ve ark., 1996). Genetik hat I Afrika’da
1970’lerde  izole edilen Nigeria/1975/1, Nigeria/1975/2,  Nigerial975/3,
Nigeria/1976/1 ve Senegal suslari icermektedir. Genetik hat 11 ise bat1 Afrika (Fildisi
sahilleri ve Gine) da 1980’lerin sonunda izole edilen Asya iilkelerine gegmeyen tek
Afrika genetik hattidir. Genetik Hat Il Sudan (Diallo, 1988) ve Etiyopya’dan
(Roeder ve ark., 1994) izole edilen viriislerden olusmaktadir. Genetik hat 1V’de
Iran/1994, Nepal/1995, Banglades/1993, Hindistan (Shaila ve ark., 1996) ve Tiirkiye
(Ozkul ve ark., 2002) suslar1 bulunmaktadir. PPR virusunun 4 farkli genetik hattinin
cografi dagilimi Sekil 1.5’de gosterilmistir (Dhar ve ark., 2002).

O Lineage | B Lineage III B Positive serology
B Lineage Il B Lineage IV 0 No declaration

Sekil 1.5. Ulkelere gore PPRV genetik hat haritas1 (Dhar ve ark., 2002).
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Sekil 1.6. PPR virusun F proteini kodlayan gene dayali filogenetik iliskisi (Ozkul ve ark.,
2002).

1.5. Patogenez

PPRV diger morbilliviruslar gibi lenfoid dokular ve epitel dokusu i¢in belirli
bir afiniteye sahiptir. Solunum yoluyla alinan viriis ilk dnce farengeal, mandibular
lenf yumrular1 ve tonsillere yerlesir, ortalama 3-6 giinliik inkubasyon periyodundan
sonra viremi olusur, daha sonra viriis biitiin lenf yumrulari, dalak, kemik iligi,
gastrointestinal mukoza ve solunum sistemine yerlesir (Haffar ve ark., 1999). Klinik
belirtiler ortaya ¢ikmadan once nasal, konjunktival akinti, idrar ve oral ile virus
sacilimi olmaktadir. Ayni sekilde ishal semptomlu koyunlarda gaitadan virus
sacilmaktadir (Abraham, 2005; Brown ve ark., 1991; Sumption ve ark., 1998).
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1.6. Klinik Semptomlar

Peste des Petits Ruminants Virus organizmaya solunum ve sindirim yolu ile
girmektedir. Ksasik olarak yiiksek ates, pndmoni, diyare ve solunum ve sindirim
yollarinin mukoza zarmin iltihaplar ile karakterizedir. Hastaligin perakut, akut ve
subklinik (gizli) formlar1 olmasina ragmen hastaligin en siklikla karsilasilan formu

akut formdur (Islam ve ark., 2003).

Perakut form

Genellikle gen¢ hayvanlarda (4 aylik, maternal immiinitenin kaybolmasini
takiben) perakut hastalik formlar1 goriiliir. Hastalik 2 giinliik bir inkiibasyon siiresi
sonrasinda birkag giin boyunca devam eden ve 40-42°C 'ye kadar cikan ates ile
baglar. Ates nedeniyle hayvan yem alamaz ve depresyona girer. Bu donemde,
mukozalarda kizariklik ve erozyon goriilebilir. Ayrica okiilo-nazal akinti artist
dispneye neden olabilir. Genellikle hastaligin baslangicindan itibaren 4-5 giinde
olim meydana gelmektedir (Anonim, 2004; Kulkarni ve ark., 1996; Lefevre ve
Diallo, 1990; Taylor, 1984; Scott, 1990).

Akut form

Bu form yiiksek ates, gozyas1 ve nazal akinti artisiyla karakterizedir. Hastalik
ilerledikge, bu akintilar mukoprulent bir hal alir. Konjuktivalarda konjesyon vardir
(Brown ve ark., 1991; Bundza ve ark., 1988). Hastaligin 3-4 giinliik inkiibasyon
stiresine ishal, dehidrasyona ve dolayisiyla zayiflamaya yol agar. Hayvanlarda
solunum giigliigli, huzursuzluk, aksirma ve Oksiiriik gibi belirtiler gosterir. Oral
lezyonlar, kesici diglerin altindaki bdlgede kaba nekrozla baslar ve sert damak,
yanagin i¢ kismi, dilin dorsal kismi ve agzin yanlarina hizla ilerler. Hayvanlar,
agrilar nedeniyle agizlari1 agmakta ve dolayisiyla yem almakta isteksizdir (Braide,
1981).
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Ayrica, gebe hayvanlarda vulva ve vajinanin mukozalarinda benzer
degisiklikler gelisebilir ve hamile hayvanlarda abortlara neden olabilir (Wosu, 1994).
Etkilenen hayvanlar daha sonra susuz kalir ve hayvanlar 10 ila 12 giin sonra oliir,
Oliim orani viriis susuna bagli olmak tizere %70-80 arasinda degiskenlik gosterir.
Hastalig1 atlatan hayvanlar 2 hafta i¢inde tamamen iyilesmektedir (Abdollahpour ve
ark., 2006; Islam ve ark., 2001; Sergany ve ark., 1992).

Subakut form

Hastaligin bu formu 10-15 giin stirmektedir. Hayvanlar ciddi sekilde
etkilenmezler ve PPR'in yukarida anlatilan Karakteristik belirtileri yoktur. Subakut
formda o6lim orami ¢ok diistiktiir. Pnomoni ve disiik dereceli ates (39-40°C)
sonrasinda, etkilenen hayvanlar genellikle 10-14 giin i¢inde iyilesirler (Giil ve ark.,
2006).

Subklinik form

Sadece koyun ve kegiler degil, ayn1 zamanda bufalo gibi bazi biiyiik
ruminantlarda meydana gelen dogal enfeksiyon subklinik olarak seyredebilir.
Subklinik enfeksiyonlar sonrasinda hayvanlarda PPRV'ye karsi antikorlar test
edilebilir (Lefevre ve Diallo, 1990).

1.7. Epidemiyoloji

1.7.1 Bulasma

Enfekte hayvanlarda goz ve burun akintilari, salya, idrar ve gaitasi bol
miktarda PPR virus igerir. Enfekte hayvan ila yakin temas virusun transferi icin
gerekmektidir.  Hastalik hayvanlar arasinda hava yolu ile kisa mesafelerde
bulasabilmektedir (Abegunde ve Adu, 1977; Bundza ve ark., 1988; Taylor, 1984).

Bununla birlikte kontamine gida ve suyun alinmasi ile de bulasma
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gerceklesebilmektedir. Ozellikle subklinik hasta hayvanlarin getirilmesi veya
hastaligin goriilmedigi bolgelere inkubasyon donemindeki en Onemli enfeksiyon
kaynagini olusturur. PPR virusu dis ortamda dayanikli bir virus degildir. Kuruma ve
giines 15101, ultraviole 1s1n1, 1s1 ve yag ¢oziiciilerle hizlica inaktive olmasi sebebiyle,
bulasma i¢in hayvanlarin yakin temasta olmalar1 gereklidir (Lefevre ve Diallo,
1990).

Mevsimsel bir insidens farkliligi olmamasina karsin, soguk ve yagmurlu
mevsimlerde, hayvan ticaretinde farkli bolgelerden gelen hayvanlarin birbirleriyle
yakin temasta oldugu, dogum mevsiminde ve hayvan hareketlerinin yogun oldugu

donemlerde PPR hastalik daha sik rastlanmistir (Balamurugan ve ark., 2012).

1.7.2. Konake¢1 Duyarhhig:

PPR, kecilerin koyunlardan daha duyarli oldugu kabul edilen kiigiikbas
hayvanlarin bir hastaligi olarak bildirilmistir (Diop ve ark., 2005; ElI Hag Ali ve
Taylor, 1984). Koyunlarda PPRV'ye kars1 daha yiiksek antikor titreleri olustugu ve
bu nedenle kecilerden daha yiiksek iyilesme orani gosterdikleri bildirilmektedir
(Diop ve ark., 2005). Morbidite ve mortalite oranlar1 agir vakalarda %2100'e kadar
¢ikabilmektedir. Mortalite hayvanin tiiri, yasi, kondisyonu, konagin dogustan gelen
bagisikligi ve virusun viriilansina baglhidir (Anonim, 2004; Diallo, 1988). Ayrica,
eszamanli sekonder bakteriyel ve paraziter enfeksiyonlar hastaligi seyrini daha da

kotiilesmekterir (Lefevre ve Diallo, 1990).

Sigirlar, develer ve domuzlar da virlise duyarli olup subklinik PPRV
enfeksiyonu gosterirler. Ancak epidemiyolojik olarak 6nem arzeden bir etkileri s6z
konusu degildir (Dardiri ve ark., 1976; Gibbs ve ark., 1979; Taylor ve Abegunde,
1979). Sigirlar, gegirilmis bir PPRV enfeksiyonu sonrasinda RPV'ye karsi da
humoral immiin yanit gelistirebilmektedir. Ancak olusan PPR spesifik bagisikligin,
RP asisinda zayiflatilmis virusun replikasyonunu onleyerek bagisiklama giiclinii
zayiflatmasi olasidir (Anderson ve McKay, 1994). Develerde %4,2 oraninda PPRV
antikorlarinin varligi bildirilmistir (Ismail ve ark., 1995). Khalafalla ve ark. (2010)
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ise Sudan’da develerde %0-50 oraninda mortalite ile seyreden PPR salginini

bildirmislerdir.

Ciftlik hayvanlar1 disinda yabani yasam alanlar1 ve hayvanat bahgelerindeki
yabani hayvan tiirlerinde de PPRV’den etkilendigi bildirilmistir. Yabani siyah koyun
(Ovis orientalis laristanica), ceylan (Gazella dorcas), geyik, antilop, Giliney Afrika
ceylan1 (Oryx gazella) ve Afrika dag kegisi (Capra inex Nubiana) gibi yabani
tiirlerde dogal PPRV enfeksiyonlarina rastlanmaktadir. Bu hayvan tiirlerinde PPRV
enfeksiyonu yliksek mortalite ile seyretmektedir. Amerikan beyaz kuyruklu geyik
(Odocoileus virginianus), deneysel enfeksiyonlarda PPR virusuna yiiksek oranda
duyarli bulunmustur (Hamdy ve ark., 1976; Lefevre ve Diallo, 1990; Ogunsanmi ve
ark., 2003). Suudi Arabistan’da ceylan ve geyiklerde klinik ve serolojik olarak PPRV

varlig1 rapor edilmistir (Kinne ve ark., 2010).

1.8. PPRV'ye Kars1 Bagisikhk

1.8.1. Pasif Bagisiklik

Pasif bagisiklik, hazir bir antikorun bir bireyden digerine aktarilmasidir.
Maternal bagisiklik boyle bir 6rnektir. PPRV enfeksiyonuna onceki maruziyet veya
gebe koyunlardaki asilamalara bagli koruyucu bagisikligin gelismesi kolostrumdaki
maternal antikorlarin seviyesine etki etmektedir. Kolostrum yolu ile alinan maternal
antikorlar yavruda pasif immunite olusturdugu ve yavruyu 3-4 ay arasinda korudugu
bildirilmigtir. Bu maternal antikorlarin seviyesi, virus notralizasyon testinde 4 aya
kadar saptanabilir, ancak competitift ELISA’da sadece 3. aya kadar
saptanabilmektedir (Libeau ve ark., 1992).

Balamurugan ve ark. (2012) yaptiklari caligmada yeni dogan oglaklarda 3
aydan itibaren maternal antikor seviyesinin diismeye basladigini, 4. aydan itibaren
antikor varliginin koruyucu seviyenin altina diistiiglinii fakat 6. aya kadar PPR

virusuna kargt maternal antikor varligini tespit ettiklerini rapor etmislerdir. Bu
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yiizden koruma kontrol agigindan yeni doganlarin 4. aydan itibaren PPR virusuna

karsin agilanmasi gerektigini bildirmistir (Bodjo ve ark., 2006).

1.8.2. Aktif Bagisikhik

Aktif bagisiklik, bir antijenin varligima yanit olarak bagisiklik sistemi
tarafindan antikorlarin iretilmesinden kaynaklanmaktadir. Aktif bagisiklik hem
hiicresel hem de humoral bagisiklig1 icerir. Dogal enfeksiyonlar (6rn., PPRV
enfeksiyonu) veya asilama (PPRV asisi ile immiinizasyon) aktif bagisiklig: harekete
gecirmektedir. Hastaliktan iyilesen hayvanlarin 6miir boyu hastaliga karsi bagisik
kaldiklart saptanmistir (Durojaiye, 1982).

1.8.3. PPRV'ye Kars1 Hiicresel Bagisiklik

Dogal PPRV enfeksiyon ve bu hastaliga karst yapilan asilamalar hem hiicresel
hem de humoral immiinite olusturur. RPV asis1 kullanarak heterolog asilama yapilsa
bile, PPRV'ye kars1 yeterli koruma saglamaktadir. Bunun tersi de aym sekilde
sonuclanmaktadir. Ancak, RP virusuna ait ylizey hemaglutinin (H) ve fiizyon (F)
glikoproteinlerinin kullanildig: bir ¢alismada ve sonug olarak bu proteinlerin PPR
virusuna karst koruma sagladigi ancak virus nétralize edici antikorlarin sadece RP
virusuna karsi olustugu bildirilmistir (Jones ve ark., 1993). Sinnathamby ve
arkadaslarinin 2001 yilinda yayinlanan ¢alismalarinda, PPRV'nin rekombinant HN
proteinine bagisiklik yanmitin1 arastirmiglardir. Arastirici ekibin elde ettigi sonuglar,
bagisiklik kazanmis kegilerin hem humoral hem de hiicre aracili immiin yanitlari
gelistirdigini gosterilmistir. Ayrica, gelisen antikorlar hem PPRV'yi hem de RPV'yi
in vitro olarak nétralize edebilmistir (Sinnathamby ve ark., 2001).

Diger yandan, RPV'nin H veya F proteinini ifade eden rekombinant vaccinia
virusu ile asilanan hayvanlar klinik hastaliga karsi korumakta ancak PPRV'ye

spesifik notralizan antikorlar gelistirememektedir (Romero ve ark., 1994). Bu
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calismalarin timii, en 6nemli bagisiklik hiicresel bagisiklik oldugunu ve asilama

stratejisine bagli olarak nétralizan antikorlarin gelisemeyebilecegini gostermektedir.

Mitra-Kaushik ve ark. 2001 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, RPV ve PPRV'nin
rekombinant niikleokapsit proteinleri (N) ile asilanan farelerde humoral ve hiicresel
bagisiklik yanitint incelemislerdir. Hiicresel immiin yanitin hem antijen spesifik
oldugunu hem de her viriis arasinda ¢apraz reaktif oldugunu gostermislerdir. Hem
farelerde hem de dogal konakg¢ida yapilan calismalar, korunmus bir T hiicresi
epitopuna sahip popiilasyonun gelistigini gostermistir (Mitra-Kaushik ve ark., 2001).
Biitiin morbillivirusler arasinda korunan bu epitop, RPV ve PPRV arasindaki ¢apraz
korumanin agiklanmasinda onemli katki saglamistir. Diger taraftan, RVP ve
PPRV'nin H ve HN proteinleri olduk¢a korunmus T hiicresi epitoplarina sahip
gortinmiis, bunlarm ileri derecede korunmus N-terminalinde (amino asitler 123-137)
ve C-terminalinde (amino asitler 242-609) yerlestigi bildirilmistir (Sinnathamby ve
ark., 2001).

1.8.4. PPRV'ye Kars1 Humoral Bagisiklik

Asilama ve dogal enfeksiyon, yiiksek kaliteli antikorlarin gelismesine yol
agmaktadir. Ancak, antikorlar tarafindan korunma sadece homolog viruslar arasinda
miimkiin gibi goriinmektedir. Bu durum B hiicre epitoplarinin morbillivirusler

arasinda tamamen korunmadig1 anlamina gelmektedir.

Morbilliviruslerdeki en biilylik protein N proteinidir, bunun yaninda promotor
bolgesine en yakin olan proteindir. Enfeksiyonun erken asamalarinda, N proteininin
B hiicresi reseptorlerine baglandigi ve antikor liretimi N proteinine karsi basladigi
distiniilmektedir (Laine ve ark., 2003). Bazi ¢alismalar bu fenomeni incelemeye
calismistir. Choi ve ark. (2005) N proteininin ana B hiicre epitoplarini haritalamislar
ve N proteininin A-1, A-ll, C-1 ve C-ll olmak iizere dort ana antijenik alana
boliinebilecegini bildirilmislerdir (Choi ve ark., 2005). HN ptoeininde de B hiicresi
epitoplari tespit edilmistir (Renukaradhya ve ark., 2002).
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Monoklonal antikorlar ile yapilan ¢alismada, antikorlarin agirlikli olarak HN
proteininin iki bolgesine (263-368 ve 538-609 amino asitlerine) baglandigi
bildirilmistir.  Ayrica, monoklonal antikorlar, noraminidaz aktivitesini ve
hemaglutinasyon aktivitesini inhibe edebilme yetenekleri agisindan de test edilmistir
(Renukaradhya ve ark., 2002). PPR viriisii N proteini iizerinde tanimlanan dort
bolgeye reaktif olan monoklonal antikordan, bir tanesi RPV ile kuvvetli bir sekilde
(+++), bir tanesi orta derecede (++), bir tanesi zayif (+) baglant1 gosterirken bir
antikor higbir reaktivite gostermemistir. Bu durum, PPRV ve RPV arasinda ¢apraz

notralizan antikorlarin oldukc¢a zayif oldugunu gostermektedir (Munir ve ark., 2012).

1.8.5. PPRYV ile Uyarilan Apoptoz

Apoptoz indiiksiyonu ve inhibisyonu viruslar i¢in bir avantaj olarak
tanimlanmaktadir. Apoptozun viruslar tarafindan engellenmesi durumunda konak
hiicrelerin erken 6liimii engellenmekte ve boylece virusun varligini devam ettirme ve
infekte hiicrelerde olusacak virus sayisinin daha fazla olma olasiligini arttirmaktadir.
Diger taraftan, viruslar olusan virus neslinin sagilmasi ve komsu hiicrelere de
yayilmanin saglanmasi amaciyla apoptozu indiikte de ederler. Aslinda apoptozun
indiikksiyonu viral patojenitede Onemli olan sitotoksisitenin olugsmasi igin de

gereklidir (Roulston ve ark., 1999).

PPRV’de apoptoz inhibisyonunun dogasi ya da mekanizmas1 heniiz
tanimlanamamuistir. Ancak apoptoz indiiksiyon mekanizmasinin viral replikasyon ve
infekte hiicreleri  o6ldiirerek  replikasyonu inhibe eden konak savunma
mekanizmalarinin invazyonu tanimlanmistir (Mondal ve ark., 2001). S6z konusu
calisma kegilerde periferal kan mononiikleer hiicreleri {izerinde yapilmis olup,
apoptoz indiikksiyonunun PPRV replikasyonu ile dogru orantili oldugunu

gostermistir.
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1.8.6. PPRV'ye Karsi Sitokin Yanitlari

Tim Okaryotlar, viral replikasyonu baskilamak i¢in kendilerine &zgii
mekanizmalara sahiptirler. Bu mekanizmalar kompleman sistemi, noétralizan
antikorlar ve sitokin tiretiminden olusmaktadir. Sitokinler arasinda, interferonlar
(IFN), antiviral tepkilerde yer alan temel sitokinler olarak kabul edilmektedir. Tip Il
IFN (IFN-y) viral replikasyonunun dogrudan inhibisyonunda 6nemli rol oynayan
giiclii bir sitokindir (Koyama ve ark., 2008). PPRV ile dogal olarak enfekte olmus
hayvanlarda oral mukoza, akciger ve dilin epitel hiicrelerinde gii¢lii IFN-y

indiiksiyonunu gosterilmistir (Atmaca ve Kul, 2012).

IFN-y, antiviral roliinii IFN- ve tiimor nekroz faktorii alfa (TNF- o) yardimi
ile oligoadenilat sentetaz enzimi {izerinden gosterir. TNF-a, viral enfeksiyona yanit
olarak akut faz reaksiyonlarmi indiikleyen onemli bir sitokindir. TNF-a, gesitli
immiin hiicrelerin uyarilmasini, ates, yangi, apoptoz ve sepsisi uyararak viral
replikasyonun inhibisyonunda saglamaktadir (Van Riel ve ark., 2011). PPRV ile
enfekte olmus hayvanlarin interstisyel lenfositler, akciger, alveolar makrofajlarinda

ve sinsityal hiicrelerinde yiiksek TNF-o ifadesi gosterilmistir (Atmaca ve Kul, 2012).

TNF-a’nin hiicre aracili immiin yanitlarin uyarilmasinda aktif bir rol oynadigi
bildirilmistir (Opal ve DePalo, 2000). Ancak, Kizamik virusu ile enfekte olmus
cocuklarda yapilan karsilastirmali ¢alismada, IFN-y’nin enfekte olmayan gruptan

onemli dlgiide farkli oldugunu belirtilmektiler (Moussallem ve ark., 2007).

PRV ile enfekte olmus hayvanlarda interleukin 4 (IL-4) ve IL-10 seviyesi
bronsiyol, brons ve interalveolar septumlarinda nispeten yiiksek olabilse de enfekte
olmayan hayvanlardan daha yiiksek oldugu goriilmemistir. IL-4, IFN-y tarafindan
indiiklenen monositlerin inhibisyonundan sorumludur. IL-10’un ise TNF-a ve IL-1
iretiminin baskilanmasinda rol oynar. Yiiksek TNF- a ve IFN-y seviyelerinin IL-4 ve
IL-10'un tek basina veya kombine etkisinden belirgin etkilemedikleri bildirilmistir

(Munir ve ark., 2012).
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PPRV ile enfekte olan kegiler iizerinde yapilan bir ¢alismada, Sinyal Lenfosit
Aktivasyonu Molekiil reseptoriiniin (Signaling Lymphocyte Activation Molecule
reseptor-SLAM = CDI150) T ve B hiicrelerinin ylizeyinde eksprese edildigi
belirtilmis, ayn1 reseptor kizamik, kdpek distemper ve sigir vebasi virusu gibi ¢esitli
morbilliviruslarda var oldugu bildirilmistir. Yapilan bir aragtirmada SLAM dagilim
ve saliniminin PPRV hiicre tropizmi ile ayni oldugu ortaya konulmustur. PPRV'nin
immunosupresif dogas1 nedeniyle, SLAM mRNA seviyesi ana lenf diiglimlerinde
(hiler, mandibular, yiizeysel servikal ve mezenterik) yiiksek olmasi, PPRV'nin bu
lenf bezlerine yiiksek affinitesinin oldugunu gostermektedir. PPRV enfeksiyonu ile
yiiksek oranda enfekte olan solunum ve sindirim sistemlerinde de farkli diizeyde
SLAM ifadesi tespit edilmistir (Meng ve ark., 2011).

1.8.7. PPRV'ye Bagh Immiinosiipresyon

PPRV’unda immunsupresyonun diizeyi ve mekanizmasi fazla bilinmemektedir.
Immunsupresyon mekanizmasmin diger Morbillivirus’larda ve PPRV izolatlari
arasinda da farklilik gostermesi muhtemeldir. Kegilerin deneysel olarak viriilensi
yiikksek PPRYV ile infekte edilmesi sonucu immunsupresyon saptanmistir (Rajak ve
ark., 2005). Adi gegen calismada PPRV’unun I6kopeni, lenfopeni, spesifik ve

nonspesifik antikor yanitinda azalma seklinde immunsupresyon oldugu saptanmustir.

Bahsedilen immunsupresyon gostergeleri calismada gozlenen klinik
semptomlarin siddetiyle uyumlu olarak enfeksiyonun 4-10 giinleri arasi akut faz
donemde en yiiksek seviyededir. PPRV ve diger Morbilliviruslarin lenfotropik
ozellikleri lenfopeni ve diger immunsupresyon belirtegleriyle birlikte seyreder ve bu
durum hem PPR (Raghavendra ve ark., 1997; Kumar ve ark., 2001; Rajak ve ark.,
2005) ve hem de RP virusta gosterilmistir (Scott, 1981).

PPRV’unun lenfoid organlara olan affinitesi, infeksiyona bagli olusan
hemorajiler ve ishal nedeniyle kan parametrelerinde bazi degisimler s6z konusudur.

PPRYV ile dogal olarak enfekte oglaklarda sindirim sistemi ve karacigerde olusan
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kanamalara bagli olarak eritrosit sayis1 ve hematokrit degerlerinde belirgin bicimde
diistiigli bildirilmistir (Sahinduran ve ark., 2012). Hematokrit degerlerinde meydana
gelen bu degisim PPRV’unun neden oldugu siddetli ishale de bagl olabilmektedir.

Stresin de katkisiyla notrofil sayisinda azalma gorilmiistiir.

Immunsupresyona bagl olarak 16kopeni, lenfopeni ve monosit sayilar1 da
azalmaktadir. Eozinofil sayilarinda ise bir degisim saptanmamustir. Enfeksiyonunun
trombositopeniye neden oldugunu, oglaklarda ise bunun yanisira APLTT (activated
partial thromboplastin time) ve protrombin zamaninin arttigin1 gdsteren caligsmalar
bulunmaktadir. Saglikli hayvanlarla kiyaslandiginda PPRYV ile infekte hayvanlarda
globulin degerlerinde belirgin artis, buna bagli olarak da total kan proteinlerinde ve
albuminde belirgin bir diisme gozlendigi bildirilmistir (Sahinduran ve ark., 2012;
Yarim ve ark., 2006).

1.9. Teshis

PPRV'nin erken tespiti, veteriner hekimlerin as1 veya diger semptomatik tedavi
programlarint uygulamalar1 agisindan 6nem arz eder. Endemik iilkelerde, ozellikle
iyi veterinerlik hizmetlerinin bulunmadig: kirsal alanlarda, PPR genellikle benzer
semptomlara sahip diger bir¢cok bakteri, viral ve beslenme hastaliklar1 ile
karistirllabilmektedir. Hastalik 6zellikle sap, sigir vebasi, ke¢i ployropndymonisi,
cicek, Kolibasillosis, pastorollosis, mavidil, ektima, zehirlenmeler, koksidiosis,
pestivirus, ve kriptosporodiosis gibi enfeksiyonlar ile benzer klinik semptomlara
neden olabilmektedir. Bu nedenle, PPR i¢in etkili kontrol dnlemlerinin uygulanmast,
hastaligin teshisinin miimkiin oldugunca ¢abuk ve kesin teshis yapilmasina biiyiik

6l¢iide baglhidir (Diallo, 1988; Scott, 1990).

Virolojik teshis i¢in canli hayvanlardan viremi déneminde kan, konjunktival,
nazal, oral siiriintii ve/veya kazinti 6rnekleri ile lenf yumrusu biyopsi materyali,
oldiiriilen ve/veya Olen hayvanlardan dalak, lenf yumrusu ve akcigerden alinan

ornekler yaygin olarak kullanilmaktadir. Alinan 6rnekler, soguk zincirde ve siiratle
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laboratuvara ulastirilmalidir (Anonim, 2004; Diallo ve ark., 1995; Durajoiye ve
Lefevre, 1996; Lefevre ve Diallo, 1990). Serolojik teshis amaciyla; 2 hafta ara ile
alian serum Orneklerinin, histopatolojik teshis i¢in %10 formol icinde dil, akciger,
dudak, lenf yumrusu ve dalak gibi dokularin génderilmesi uygundur (Anonim, 2004;
Diallo ve ark., 1995).

Son yillarda endemik {iilkelerde PPRV antikorlarinin tespiti amaciyla ELISA
ileteknikleri yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Libeau ve ark., 1995). Bu ve
benzeri diger serolojik testler genellikle siirii taramalari igin tercih edilen
yontemlerdir. Ancak, in vitro niikleik asit ¢ogalma yontemleri (polimeraz zincir
reaksiyonu gibi) daha yiiksek hassasiyet saglanmaktadir. Ancak bu ve benzeri
tekniklerin o6zellikle gelismekte olan iilkeler igin rutin teshis amaciyla kullanilmalari
genellikle ekonomik agidak yiiksek bir maliyete neden olmaktadir (Forsyth ve
Barrett, 1995). Antijen tespiti icin Diinya Hayvan Saghig1 Orgiitii (OIE) tarafindan
onerilen agar gel immunodiffusion (AGID) ise, saha 6rneklerinde PPRV'nin tespiti
amaciyla birgok iilkede yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu test nispeten hizli, ucuz
ve basit olmasina karsin, diagnostik amaglh hassasiyeti tatminkar degildir (Abraham
ve Berhan, 2001; Durojaiye, 1982; Durojaiye ve ark., 1983; Obi ve Patrick, 1984).

1.9.1. Serolojik Teshisi

Serolojik analizlerin ¢ogu, PPRV'nin niikleokapsid (N) ve hemaglutinin-
neuraminidaz (HN) proteinlerine karsi yapilmaktadir (Anderson ve McKay, 1994,
Saliki ve ark., 1993; Singh ve ark., 2004). Hem koyun hem de kegilerde, PPR'ye
kars1 antikorlarin spesifik olarak saptanmasi i¢gin HN ve N proteinlerini hedef alan
ELISA sistemleri gelistirilmistir (Libeau ve ark., 1995). N protein antijeni kullanan
ELISA sistemlerinde, test edilen numune antikorlar1 ile bu proteine karsi elde edilen
monoklonal antikorlar (MAb) spesifik baglanma yarigina tabi tutulmaktadir (Raj ve
ark., 2001). PPRV'nin HN proteinini kullanan ELISA'lar ise hem bloke edici hem de
rekabetci ELISA'larin gelistirilmesi i¢in uygulanmistir. Bu ELISA'larin her ikisi de
serum antikorlar1 ve MAb'ler arasindaki PPRV'nin HN proteinine kars1 rekabete
dayanmasina ragmen, test serumlari antijen ile 6nceden inkiibe edilmekte, ardindan

MAD ile inkiibasyona birakilmaktadir (Saliki ve ark., 1993). Blocking ELISA’nin

24



sensitivitesi %90,4, spesifitesi ise %98,9 olarak bildirmistir (Ismail ve ark.,1995;
Singh ve ark., 2004).

Virus notralizasyon testi (VNT), anktikor tespitinde olduk¢a hassas ve
spesifik bir testtir. Ozellikle morbilliviriis cinsinin herhangi bir iiyesine kars1 olusmus
antikorlarin gosterilmesi amaciyla kullanilabilecek en giivenilir test olarak
bildirilmektedir (Chandran ve ark., 1995; Obi ve ark., 1984; Rossiter ve ark., 1985;
Taylor, 1979). Ancak, zaman alici, pahali ve emek isteyen bir uygulamadir (Rossiter,
1994). PPRV ve RPV arasinda capraz notralizasyon olmasi, bu iki hastaligin
dikkatli

kilmaktadir. Diger taraftan, notralizasyon diizeyinin, homolog viruslarda (PPRV'ye

serolojik ayriminda VNT’nin etkinligi konusunda olmayt zorunlu
kars1 antikorlar PPRV'ye karsi antikorlar), heterolog viruslardan (PPRV'ye karsi
antikorlar RPV'ye gore) daha yiiksek oldugu da bilinen bir gergektir. PPRV

antikorlarinin tespiti i¢in kullanilan serolojik testler Cizelge 1.1°de gosterilmistir.

Cizelge 1.1. PPRV antikorlarinin tespiti i¢in kullanilan serolojik testler.

Kullamlan o Algilanan A,
teknik Antijen antikorlar Ozgiilliik Kaynaklar
Anti-H, i 5zgiillii OIE (2013
VNT Canli virus kasek ozgulluk (PPI.{.V tanisi ( )
Anti-F i¢in en spesifik serolojik arag)
Enfekte hiicre et Libeau ve Lefevre (1990);
IFA Kiiltiirii Total Ig Diisiik 6zgiilliik Wang ve ark. (2013)
Indirekt Tam rPPRV . Morbillivirus genusunda .
ELISA N Anti -N yiiksek capraz reaktivite Ismail ve ark. (1995)
Indirekt Tam rPPRV . Morbillivirus genusunda
ELISA N AN Cisek capraz reaktivite Zhang ve ark. (2012)
Indirekt Tam rPPRV Anti -H Morbillivirus genusunda Balamurugan ve ark.
ELISA H yiiksek ¢apraz reaktivite (2006)
b-ELISA | TamPPRV | Anti-H | uksek ozgillik, RP antikoru Saliki ve ark. (1993)
ile diisiik ¢apraz reaksiyon
C-ELISA | TamPPRV | Anti-H | Y uksek dzgiillik, RP antikoru Singh ve ark. (2004)
ile diisiik capraz reaksiyon
i 5zeiillii i Libeau ve ark. (1995);
C-ELISA Tam rPPRV Anti -N .Yukﬁeli ozgiillik, RP z.mtlkoru ( )
N ile diisiik ¢apraz reaksiyon Choie ve ark. (2005)
G-ELISA | TAMIPPRVIT - apiin | Yiksek zgilliik, RP antikoru Yadav ve ark. (2009)
N ile diisiik capraz reaksiyon
Peptit bazli N sentetik . Yiiksek 6zgiilliik, RP antikoru
ELISA peptid Anti -N ile diisiik capraz reaksiyon Dechamma ve ark. (2006)
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1.9.2. Antijen Tespiti

PPRV ile enfekte olmus hayvanlarin dokularindaki ve sekresyonlarindaki
antijenleri etkili bir sekilde saptamak i¢in immuncapture ELISA (I-ELISA) ve
sandvi¢ ELISA gelistirilmis ve uygulanmistir (Abraham ve Berhan, 2001; Libeau ve
ark., 1994; Tatar ve Alkan, 1999). Her iki yontemde de PPRV'nin N proteinine kars1
yonlendirilmis MAb'ler kullanilmistir. Bu testler hizli, basit, hassas ve spesifiktir. Bu
iki ELISA teknigi ile enfekte hayvanlarda PPRV'yi RPV den ayirt etmek miimkiin
olabilmektedir (Libeau ve ark., 1994).

Agar-gel immunodiffusion (AGID) testi ve counter-immun electrophoresis
(CIEF) testi hem antijen hem de antikorlarin tespiti i¢in siirekli olarak
uygulanmaktadir (Durojaiye ve ark., 1983; Majiyagbe ve ark., 1984; Obi ve ark.,
1984). Bu testler, PPRV igin ¢esitli biyolojik numunelerin taranmasi i¢in giivenilir,
basit ve hizlidir. Ayn1 zamanda pahali ve yogun emek isteyen tekniklere alternatif
olarak kullanilmaktadirlar. PPRV antijenlerinin tespit amaciyla da indirekt floresan
antikor test (IFAT) ve (Durojaiye, 1984; Libeau ve Lefevre, 1990; Raj ve ark., 2001)

ve immunoperoxidase (IP) (Saliki ve ark., 1994) testleri da basariyla uygulanmistir.

1.9.3. Genom Tespiti

Polymerase chain reaction (PCR) bozulmaya yiiz tutmus veya diisiik virus
yogunluguna sahip Orneklerin tant materyali olarak kullanilmasina olanak
saglamaktadir. Paramyxoviridae familyasinin tiim tiyelerinin genomu tek iplikli RNA
oldugundan, transkripsiyonun tamamlayict DNA'ya (cDNA) ters ¢evrilmesi islemine

ihtiyag vardir (Muthuchelvan ve ark., 2006a; Muthuchelvan ve ark., 2006b).

Baslangicta, Forsyth ve Barrett (1995), PPRV genomunun reverse
transkripsiyonunu (RT) ve ardindan F proteinini hedefleyen PCR'yi gostermistir.
Dénem itibariyla, diger virtis genlerile ilgili dogrulanmis sekans mevcudiyetindeki

sinirlamalar nedeniyle, F geninin en i1yi hedef olabilecegi diisliniilmiistiir. Ancak,
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yaptiklari ileri ¢caligmalarda hem F hem de P genleri i¢in tasarlanmig farkli primer
gruplarinin performansinda tutarsizlik oldugunu gézlemlemislerdir. Boylece PCR’1n
her virlis susu, varyanti veya izolati i¢in uygun olmadigr sonucuna varmislardir
(Diallo ve ark., 1995; Forsyth ve Barrett, 1995; Nanda ve ark., 1996; Shaila ve ark.,
1996).

llerleyen yillarda yapilan calismalarda, PPRV'nin N veya L geninin,
morbilliviriisler arasindaki diger genlerden daha fazla olmasi nedeniyle PPRV
genomunun tespiti i¢in daha uygun olabilecegini ileri siiriilmiistiir (Abraham, 2005;
Bailey ve ark., 2005; Couacy- Hymann ve ark., 2002; Giilyaz ve Ozkul, 2005; Ozkul
ve ark., 2002). F genine dayali RT-PCR'de yanlis negatif sonuglardan kaginmak igin
Balamurugan ve ark. (2006) N ve M genlerini hedef alan bir tek adimli tek tiipli
multipleks RT-PCR teknigini bildirmislerdir. M proteininin tiim morbillivirus
proteinleri arasinda en fazla korunan oldugu bildirilmektedir (Haffar ve ark., 1999).

1.10. Koruma ve Kontrol

PPR enfeksiyonunun kontroliinde, proflaktik tedbirlerin yan1 sira, asi
uygulamalar1 etkili yol olarak Onerilmektedir. Ari ilkeler hastalik miicadelede,
enfekte {ilke/bolgelerden hayvan ithalatinin/naklinin siirlandirilmasi, zorunlu kesim,
karantina tedbirleri, enfekte alanlarin dezenfeksiyonu gibi kulanilmasi ve uygun bir
bi¢gimde karkaslarin imha edilmesi ¢ok onemlidir. PPR salginlarinin kontroliinde,
ozellikle yiiksek risk tasiyan bolgelerde karantina uygulamasi ve asilama birlikte

yuritiilmesi gerekmektidir (Abubakar ve ark., 2011). Asilama PPR enfeksiyonunun
miicadelede en etkili yol olarak kabul edilir (Diallo, 2003).

PPR hastaligi, omiir boyu bagisiklik kazandiran canli zayiflatilmis asilarin
kullanimi ile kontrol edilir. Sahada kullanilmak tizere birkag PPR asis1 mevcuttur,
PPRV/Nijerya/75, PPRV/Arasur/87, PPRV/Sungri/96 ve PPRV/Coimbatore/97
kullanim igin lisanslidir. PPRV/Nijerya/75 ve PPRV/Sungri/96 suslarindan olusan

PPR asilar ticari olarak temin edilebilmektedir. Son derece etkili olmasina ragmen,

27



bu asilarin bir dezavantaji, uygulama alanindaki as1 etkinligini (titresini) korumak
icin soguk zincirin gereklidir. Termostabil canli-zayiflatilmig asilar son zamanlarda
tropikal ve subtropikal iilkelerde soguk zincir saglanmasi ile iligkili problemleri
azaltmak icin gelistirilmistir. Buna ragmen, Koyun ve kegilerin yiiksek riskli
popiilasyonlarinda PPR i¢in hedeflenmis asilama programlar1 etkili bir kontrol

stratejisi olusturmaktadir.

Yakin zamanlara kadar PPR enfeksiyonuna karst immunizasyonda RP
virusunun hiicre kiiltiiriine adapte edilmis PPR enfeksiyonuna kars1 heterolog atteniie
sigir vebasi asist da (Tissue Culture Rinderpest Vaccine-TCRP) basariyla
kullanilmistir. Arastiricilar tarafindan gelistirilen 102 DKIDso dozdaki atteniiec RP
doku kiiltiiri asis1, kegileri bir yil boyunca PPRV enfeksiyonuna karsi korumustur
(Abraham, 2005; Taylor, 1979). As1 kegiler (Barber ve De Boer, 1965), koyun,
(Murty ve Sharma, 1974) ve gebe koyunlarda (Adu ve Nawath, 1981) giiven ile

kullanilmaktadir.

Ancak PPR virusun, fotal kuzu bobrek hiicre kiltiirlerinde 32., 42. ve 65.
pasajdan sonra bile virulens kazandig: bildirilmektedir (Taylor, 1979). Bu as1 PPRV
enfeksiyonunun kontroliinde Bati Afrika’da yer alan birgok iilkede basariyla
kullanilde (Lefevre ve Diallo, 1990) bu heterolog asinin (Tissue Culture Rinderpest
Vaccine-TCRP), PPR'ye karst korunmasi igin kullanilmasi 1994 yilindan itibaren
durdurulmustur (Anderson ve McKay, 1994). Bu eylemi takiben, hastalikla miicadele
etmek icin homolog PPR asisi1 iiretimine gecilmis ve PPRV Nijerya 75/1 patojen
susunun Vero hiicre kiltlirlerinde 63. pasajdan sonra atteniiasyon islemi
tamamlanmistir (Diallo ve ark., 1989b; Diallo ve ark., 1995; Durajoiye ve Lefevre,
1996). Daha sonra, Hindistan'da lineage IV PPRYV izolatlar1 kullanilarak ii¢c PPRV
asis1 (PPRV/Arasur/87, PPRV/Sungri/96, PPRV/Coimbatore/97 isolates) daha
gelistirilmigtir (Palaniswamy, 2005; Sreenivasa ve ark., 2000).

Homolog PPR asisinin saha denemelerinde oldukg¢a giivenli oldugu, gebe
hayvanlarda bile rahatlikla kullanilabilmektedir (Diallo ve ark., 1995). Homolog PPR
asis1 ile RP virusuna kars1 da sigirlarda oldukca etkili bir bagisiklik olusmaktadir
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(Couacy-Hymann ve ark., 1995). Virus konak disinda dort giin kadar canliligini
stirdlirebilmektedir. Enfeksiyonun kontroliinde dezenfeksiyon ve virusun cevre
sartlarinda hizli inaktivasyonu onemlidir. Cesitli dezenfektanlar kullanilarak PPR
virusun inaktivasyonu gerceklestirilebilir. Bu dezenfektanlar halojenler (sodyum
hipoklorit), alkaliler (sodyum hidroksit, sodyum karbonat), fenolik bilesikler,
alkoller, iyodoforlar ve sitrik asit olarak sayilabilir (Gibbs ve ark.,1979; Scott, 1990).
PPRV'ye kars1t mevcut canli zayiflatilmis as1 oldukg¢a basarilidir ve su anda PPRV
endemik iilkelerinin ¢ogunda kullanilmaktadir. Ancak, bu as1 uzun zaman
kullanilamaz, ¢iinkii Kii¢iikk ruminantlarda seropozitifligin, dogal enfeksiyondan mi1
yoksa agidan mu1 kaynaklandigini tespit etmek mimkiin degildir. PPR ile dogal
olarak enfekte olmus ve asilanmis hayvanlar arasinda farklilasma (DIVA) 6zelligine

sahip bir as1 tasarlamak gerekmektedir.

Son yillarda Tiirkiye’ de ke¢i, koyun yetistiriciligini tehdit eden ve bildirimi
mecburi hastaliklar listesinde yer alan kegi ve koyun vebasi hastaligi ile miicadelede
profilaktik uygulamalar hastalikla miicadele yontemlerinin basinda yer almaktadir.
Bu amagla yaygin olarak Diinya Hayvan Saglhgi Orgiitii (OIE) tarafindan 6nerilen
PPRV attentie Nijerya 75/1 susu ile iiretilen PPR asis1 kullanilmistir (Altug ve ark.,
2013).

1.11. Antikor Aviditesi

Spesifik bir antijene hiimoral immiin cevabin iki onemli 6zelligi mevcuttur.
Bunlar; iretilen antikorun miktar1 ve bu antikorun antijenine baglanma giictidiir.
Antikor affinitesi, antikorun tek bir antijen baglanma bdlgesi ile bir monovalent
antijen arasindaki baglanma kuvveti olarak tanimlanmaktadir (Aybay, 1999; Colak,
2001). Antikor aviditesi ise bir antikorun bir antijene genel baglanma giicii olarak
tanimlanir (Owen ve Steward, 1996). Genel olarak antikorlar 2 (IgG) ile 10 (IgM)
arasinda antijen baglanma bdlgesi i¢eren multivalent yapilardir. Antijenler de
genellikle ¢ok multivalent ve/veya c¢oziinmezdir. Antikor miktari, hayvanlarin

immiinizasyonundan sonra zamanla asamali olarak artmaktadir (Rodkey ve ark.,
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1970). Buna immiin yanitin olgunlagmasi denilmektedir (Siskind ve ark., 1969). Bu
fenomenin, virus enfeksiyonlarindan sonra konakgilarin bagisiklik tepkilerinde de
oldugu diistiniilmektedir. Affinite olgunlasmasi, giderek daha yiiksek affinitelere ve
daha hizli oranlara sahip antikorlar iireten hiicrelerin sayica artmasina neden olur
(Rauer ve ark., 2001). Boylece, avidite olgunlagmasi, yiiksek affiniteli hafiza B
hiicresinin se¢imi igin bir yedek belirte¢ olarak gorev yapabilmektedir (Korhonen ve
ark., 1999). Diger viral enfeksiyonlarda oldugu gibi PPRV, IgM ve IgG
antikorlarin indiiklenmesini uyarir. IgM tipi antikorlarin enfeksiyondan kisa bir
stire sonra kaybolurken, IgG birka¢ yil boyunca stabil kalmakta daha sonra
kaybolmadan diisebilmektedir (Liesenfeld ve ark., 2001).

Uzun zaman Once gegirilmis virus enfeksiyonlarimi yakin gecmisli
infeksiyonlardan ayirt etmek igin IgG aviditesinin kullanilabilecegi ilk olarak
1980'lerde tanimlanmistir (Hedman ve ark.,1993). 1gG aviditesinin belirlenmesinin,
viral serolojide akut ve ge¢mis enfeksiyonlarin ayrigtirtlmasi ig¢in uygun bir yol
oldugu gosterilmistir (Gutierrez ve ark., 1996). Diisiik avidite IgG tipik olarak akut
enfeksiyonlarda tespit edilebilirken, yiiksek avidite IgG ge¢mis enfeksiyonu
gostermektedir. Primer enfeksiyondan sonraki ilk birkag ay boyunca iiretilen IgG
antikorlar1 diisiik aviditeli (yani, antijene zayif bir sekilde baglanir), oysa
enfeksiyondan 6 ay sonra lretilen antikorlar yiiksek aviditeli (yani antijene sikica

baglanir) olarak kabul edilmektedir (Ward ve ark., 2001).

Antikor miktar1 ve kalitesi, as1 etkinliginin 1iyi serolojik belirtecleridir.
Bebeklerde ve kiiclik c¢ocuklarda asi stratejilerini belirlemek igin as1 etkinligi
caligmalarinin avidasyon analizini icermesi gerektigi onerilmistir. Antikor avidite
tayini genellikle yliksek ve diigiik avidite antikorlari, guanidin hidrokloriir (Inouye
ve ark., 1984), tiyosiyanat (Weissbrich, 1998), dietilamin (Hamburger, 1998) veya
iire (Hedman ve Seppala, 1988) gibi ayirict maddelerle ayirarak gergeklestirilir.
Spesifik IgG antikorlarin aviditesinin saptanmast; agliitinasyon, radyo-immunassay,
kompleman fiksasyon, ELISA, immunfloresans, elektroblotting ve elektroforez gibi

cesitli yontemler kullanilarak yapilmaktadir (Gutierrez ve ark., 1996).
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Antikor aviditesinin hesaplanmasinda eliisyon ve diliisyon ydntemleri
kullanilmaktadir (Colak, 2001). Diliisyon ydnteminde, farkli konsantrasyonlarda
antijen ile birlikte sabit bir konsantrasyonda protein denatiire edici madde serum
sulandirmasina eklenmektedir. Sonra, kat1 faz baglanmasin1 %50 oraninda onleyen
antijen miktar1 belirlenir. Ne kadar az antijen gerekirse avidite o kadar giicli olur.
Eliisyon testlerinde ise antijen-antikor kompleksi olustuktan sonra ortama denatiiran
madde eklenmektedir. Antikor/antijen etkilesimlerini bozmak i¢in farkli
konsantrasyonlarda bir denaturant ajan (6rnegin izotiyosiyanat, iire veya dietilamin)
eklenmekte ve ELISA ile direngli antikor eliisyon miktar1 burada belirlenmektedir.
Avidite ne kadar yiiksek olursa, belirli miktarda antikoru elimine etmek i¢in o kadar
denaturant ajan gerekmektedir. Her iki yontemde de test tamamlanarak denatiire
edici madde ile muamele edilmis ve edilmemis gdzler arasindaki OD farki yiizde
olarak ifade edilmektedir (Guerineau ve ark., 1999). Bugiin ticari olarak kullanima
sunulmus enzim immunassay prensibi ile ¢alisan kitlerde ve sonugta avidite indeksi

(AI) asagidaki formiille hesaplanmaktadir (Tuokka, 1995).

OD 0re
- e — x 100
ODKontroI

1.12. Peste des Petits Ruminant, Ekonomiye Etkisi ve Yoksulluk

Diinyada yaklagik 1,84 milyar kii¢iik ruminant vardir. Bir milyar koyun ve yaklagik
900 milyon keci (FAOSTAT, 2010). Asya, kiiresel kiiclikbas hayvan niifusunun
yaklasik yarisin1 olusturuyor.  Kii¢iik ruminant popiilasyonlar1 Cizelge 1.2°de

gosterilmistir.
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Cizelgel.2. Diinyada kiiciik ruminant popiilasyonlari.

Kiigiik ruminant popiilasyonu Oran (%)
Afrika 497,178,619.30 27
Amerika 132,055,115.80 7
Asya 885,715,551.80 48
Avrupa 172,484,255.60 9
Okyanusya 153,190,195.20 8

Kiigiikbasg yetistiriciligi hayvancilikta 6nemli bir rol oynamaktadir. Temelde
fakir tarim arazilerinde ve kaynak bakimindan fakir alanlarda yaygin olarak
yetistiricilik yapilmaktadir. Yoksul topluluklar arasinda kegiler ve kiimes hayvanlari
genellikle temel hayvan varligi olarak dikkat ¢ekmektedir. Genel olarak kolay
mobilize olmalari, satin alinma ve ayn1 zamanda satilmalari yatirim yapilmasini
nispeten kolay kilar. Bir bagka deyisle bir¢ok farkli alanda benzer sekilde minimum
yatirm ve yonetim gerektiren bir yetistiricilik seklidir. Et ve siit, kii¢iik ruminant

tiretiminin en yaygin iKi ¢iktisidir.

Diger hayvan hastaliklar1 gibi, PPR, kiiciik ruminantlar tarafindan
gerceklestirilen islevi ve bunlarin iirlin ve hizmetlerini etkiler. PPR'nin kii¢lik bir
ruminant sahibi i¢in en dogrudan etkisi, hayvanlarin 6liimiidiir. Diger somut etkiler,
morbidite kayiplaridir. Hasta hayvanlar hem ev tiikketimi hem de satis i¢in ve
kuzularin beslenmesi i¢in daha az siit iiretirler. Kuzular i¢in daha az siit de hayatta
kalma oranlarini azaltabilir ve bu nedenle siirii biiyiimesini ve degerini etkiler. Ticari
sistemlerde, PPR ile iligkili kilo kaybi, besleme maliyetlerini arttirir veya sistemdeki
hayvanlar1 istenen agirliga ulagmak i¢in daha uzun siire tutar. Siddetli salginlarda,
tilketici arz soku kaynakli iriinlerin tiiketici fiyatlarindaki artigtan etkilenebilir
(FAOSTAT, 2009).
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1.13. Arastirmanin Amaci

PPR kiicik ruminant yetistiriciligini etkileyen en o6nemli sinirlayici
enfeksiyonlardan bir tanesidir. Hastaligin eradikasyonu hizli ve giivenilir tanisal
sistemler ile profilaktik tedbirlerin siiratle uygulanmasina baglidir. PPR hastalig ile
etkin miicadelede yaygin olarak kullanilan atteniie canli asilarin etkin bir koruma
sagladiklar1 yoniinde genel bir kan1 olusmus olsa da asilamay: takiben olusan sivisal
bagisikligin siiresini ve etkinligini tespit etmeye yonelik ¢alisma sayisi oldukga azdir.
Bu arastirmanin amaci, PPR asilamasinin yapildigi se¢ilmis koyun siiriilerinde
asilama sonrasi nétralizan antikor olusum siirecini takip etmek ve tespit edilen
PPRV- spesifik antikorlarin zamana bagli olarak antijene baglanma giiciinii (avidite)
analiz etmektir. Boylelikle asilama sonrasi edinilen humoral bagisikligin zamana
bagli yorumlanmas: gergeklestirilecektir. Tamamlanan bu c¢alisma, PPR asilamasi
sonrasinda spesifik IgG’lerin aviditelerinin olgunlagma siirecini degerlendirecek ilk

calisma olma 6zelligindedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Hiicre Kiiltiirii

Aragtirmada PPR  virusun iretilmesi, enfeksiyoziitesinin  tespiti  ve
ndtralizasyon testlerinde, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim
Dal1 koleksiyonunda bulunan Vero (Afrika Yesil Maymun Borek) hiicre hatti
kullanildi. Hiicre kiiltiirlerinin tiretilmesinde Dulbecco’s Modified Essential Medium
(DMEM) vasati kullanildi. Hiicreler %5 ile %10 arasinda degisen oranlarda fotal
dana serumu (FDS), %1 konsantre Penisilin ve Streptomisin ile desteklenen DMEM
(Sigma-Aldrich, ABD) igerisine kiiltiire edildi.

2.1.2. Viruslar

Calismada Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali’'nda
mevcut olan PPR virus saha izolati1 kullanildi. Bu izolat (GenBank no AJ849636)
2000 yilinda Sakarya ili sinirlart i¢inde bulunan bir koyunculuk isletmesinde PPR

hastalik tablosu gdsteren bir koyundan izole edilmistir.

2.1.3. Arastirmada Kullanilan Hayvanlar

Aragtirmada Eskisehir ili Cifteler ilgesinde yerlesik koyun siirtilerinde bulunan
150 adet Ramlic 1irki (Rambouillet ve Daglic koyun melez) koyun kullanildi. S6z
konusu c¢alismanin yapilabilmesi igin gerekli yasal izin donemin Tarim ve Orman

Bakanligi, Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigiinden alind1 (Ek-1).
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Arastirmada kullanilan koyunlar 3 gruba ayrildi, Birinci grupta (Grl) 100
koyun yer aldi. Bu hayvanlar PPRV'ye karsi, Nig/75/1 PPR virusu susu asisi
kullanilarak asilandi. G1°de yer alan bu hayvanlardan, aragtirma plani dogrultusunda,
asillama aninda (0 giin), asilamay1 izleyen 1, 6 ve 12. aylarda olmak iizere toplam 4
kez kan alindi. Siirii ve bireysel IgG ve ilgili avidite sorgulamalarinin yapilabilmesi

icin, dogal olarak, her 6rneklemede ayni 100 koyun kullanildi.

Ikinci grupta (Gr 2) iki y1l énce dogal PPR virus enfeksiyonu gegirdigi tespit
edilen 25 koyun ve son grupta ise (Gr 3) PPR enfeksiyon asilanmamuis bir siiriiden
ayrilan 25 koyun (bu hayvanlardan 8 tanesinin &rnekleme sirasinda 3 aylik kuzu
oldugu kaydedildi) kullanildi. Gr 2 ve Gr3’de yer alan hayvanlar ¢alisma siiresince
sadece bir kez Orneklendi. Caligma kapsaminda izlenen 3 isletmede yapilan

orneklemeler, tarih ve drneklenen hayvan sayilari itibariyle Cizelge 2.1°de gosterildi.

Cizelge 2.1. Orneklemelerin yapildig tarihler ve drneklenen hayvan sayilari.

Hayvan | Aglama/1. 2 3 4,
Sayils | Ornekleme | Ornekleme | Ornekleme | Ornekleme
o=
(D
Grl J@ 100 23.6.2017 | 28.7.2017 | 27.12.2017 | 26.6.2018
\ LN
Gr2 @ 25 28.7.2017
N N
\ \
Gr3 (;? 25 28.7.2017
N N
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Cizelge 2.2. Aragtirmada kullanilan takip hayvanlarinin (Grl) kulak numaralar

SERUM | KULAK | SERUM | KULAK | SERUM | KULAK | SERUM | KULAK
NO NO NO NO NO NO NO NO
1 2565625 | 26 10813 51 | 3148833 | 76 660315
2 1458050 | 27 | 1544624 | 52 | 2150885 | 77 | 1462149
3 660325 28 | 3148837 | 53 660320 78 | 1544632
4 2150868 | 20 | 2150889 | 54 | 2285853 | 79 | 1372499
5 1458949 | 30 12035 55 | 2150878 | 80 12067
6 1451653 | 31 | 2150832 | 56 | 2564398 | 8L | 2150836
7 841447 32 660269 57 | 1458945 | 82 | 2150993
2150839 | 33 | 2818149 | 58 660318 83 | 3148825
9 3148836 | 34 | 1462157 | 59 | 2150931 | 84 | 4276185
10 660313 35 | 2107932 | 60 20350 85 | 4276293
11 | 1458917 | 36 | 2150938 | 61 | 2150983 | 86 | 2565605
12 | 2150903 | 37 | 2150829 | 62 | 2150944 | 87 660317
13 | 2565617 | 38 | 2150904 | 63 | 2285856 | 88 | 1451727
14 | 2150897 | 39 | 2565619 | 64 | 2107941 | 89 12085
15 743819 40 | 2150888 | 65 | 2565601 | 90 | 2564394
16 | 1458924 | 41 | 2150841 | 66 | 2565622 | 91 | 1458961
17 | 2565624 | 42 12043 67 | 1000175 | 92 | 1458929
18 | 3148832 | 43 | 2150847 | 68 884526 93 | 1090187
19 | 2564393 | 44 | 2107946 | 69 | 1451636 | 94 | 1544637
20 | 2107914 | 45 | 2150985 | 70 | 2107916 | 95 | 2150915
21 | 2150022 | 46 | 2285040 | 71 | 1458907 | 96 | 1458208
22 | 2818049 | 47 | 2565618 | 72 | 2107933 | 97 12080
23 | 1303616 | 48 | 2565623 | 73 12047 98 | 2285863
24 | 2150990 | 49 660288 74 | 2150859 | 99 | 1884491
25 228554 50 | 1462147 | 75 | 1462146 | 100 | 1458960
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2.1.4. Konvansiyonel RT- PCR

Calismada kullanilan ticari kitler, Taq polimeraz enzimi ve 100-3000 bp DNA

merdiveni Cizelge 2.3 de liste halinde verildi.

Cizelge 2.3. Konvansiyonel RT-PCR ¢alismada kullanilan ticari kitler ve diger maddeler.

Kullanilan Malzeme (Katalog no) Uretici

Plasma/Serum-Cell Free Circulating and Viral Nucleic
Acid Purification Mini Kit (Kat. No: 56300)

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Kat. No:

Norgen, Canada

Thermo Scientific, Litvanya

1622)
Pfu Tag DNA Polymerase (Kat. No: EP0501) Thermo Scientific, Litvanya
DNA Ladder, 100-3000 bp (Kat. No: SM0244) Thermo Scientific, Litvanya

2.1.5. ELISA Kiti

Arastirmada PPR virusa N proteinine kars1 gelisen spesifik antikorlarin tespiti
amaciyla ticari olarak temin edilen Kompetatif ELISA kiti (ID Screen® PPR
Competition, ID.VET Innovative Diagnostics, France) kullanildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Viruslarin Uretilmesi

PPR virus izolatim1 c¢ogaltmak amaciyla ve takiben enfeksiydzite gilicclinii
hesaplamak amaciyla Vero hiicre kiiltiirii kullanildi. PPR virusun {tretilmesi igin
klasik adsorbsiyonlu inokulasyon teknigi kullamildi. Ilk olarak Vero hiicresi 25 cm?

hiicre kiiltiirii flaskinda tiretildi. Tek tabakali olarak kaplamis olan yiizey Dulbecco’s
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Modified Essential Medium (DMEM) ile yikandi. Daha sonra flaskin hacminin %1°i
oraninda adsorbsiyonlu yontem ile inokulasyon yapildi. Bir saat siireyle yapilan
inkiibasyon islemini takiben flaska hacminin %10’u oraninda serumsuz DMEM’den
eklendi. Kiiltiir sistemi 4-5 giin siireyle %5 CO2 iceren 37°C’lik etiivde inkiibe edildi
ve giinliik mikroskop kontrolleri ile PPR virus-spesifik CPE olusumu yoniinden takip
edildi. Hiicrelerin yaklasik %80-90 oranimi enfekte ettiginde, dondurma-¢6zme (3
defa) ve santrifiij (10 dk, 3000 devir/dk) islemlerinden sonra virus silispansiyonu
porsiyonlanarak -80°C’de saklandi. Dondurulan virusler tiremesinin dogrulanmasi
amaciyla Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) teknigi ile kontrol edildi. Dogrulama
siirecini takiben enfeksiyozite giicliniin tespiti amaciyla -80°C’de dondurulan

orneklerden coziilerek titrasyon testine tabi tutuldu.

2.2.2. Enfeksiyozite Gii¢ Tayini

Bu test 24 kuyucuklu platelerde gerceklestirildi. Kisaca; virusler, Dulbecco’s
Modified Essential Medium (DMEM) ile icinde logaritma 10 tabanina gore
sulandirildi. Her sulandirmadan 24 goz tabletinin ayni sirada bulunan dort goziine
100ul konuldu. Virus kontrol amaciyla dort goze 50pul saf virus ve 50ul serumsuz
DMEM; hiicre kontrol i¢in ayrilan dort géze %10 oraninda FDS iceren DMEM
vasatindan 100ul konuldu. 1 saat 37°C’lik etiivde inkubasyon, sonra tiim gozlere
150ul serumsuz DMEM ve 24 g6z tabletleri 37°C’lik %5 CO2’li etiivde inkubasyona
birakildi. Tabletler doku kiiltiirii mikroskobu ile 7-14 giin siiresince kontrol edildi ve
siire sonunda gelisen sitopatolojiler Kaerber’ in (1964) bildirdigi sekilde

hesaplanarak titre degeri belirlendi.
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2.2.3. Molekiiler Viroloji Uygulamalar:

2.2.3.1. PPRV RNA Ekstraksiyonu

PPRV genomik RNA’smin ekstraksiyonu i¢in ticari (Plasma/Serum-Cell Free
Circulating and Viral Nucleic Acid Purification Mini Kiti (Norgen, Canada)

kullanilarak tiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda elde edildi. Buna gore;

1. PPR virus ile enfekte hiicreler %90 oraninda CPE gosterdiginde, 2 kez
dondurulup ¢oziildii. Elde edilen virus siispansiyonunun 200 pl alinarak
1,5mI’lik ependorf tiipe konuldu. Uzerine 600 pl Lysis Buffer A eklendi
ve vorteks yardimiyla 10 saniye karistirildi.

2. Karigim tizerine 800 pl etanol (96-100%) konuldu ve vorteks yardimiyla
10 saniye karistirildu.

3. Kit icindeki Micro Spin Kolon tiipler toplama tiiplerine yerlestirilerek
kullanitma hazir hale getirildi. Bir Once basamakta hazirlanan
karigitmindan 650 pl bu tliplere aktarilarak 3300 g’de 2 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonunda toplama tiiplerine gecen sivi kisim atildi.
Ustteki Micro Spin Kolon tiipler yeni toplama tiiplerine tekrar
yerlestirildi.

4. Ugiincii basamak iki kez daha tekrar edildi.

5. Ustteki Micro Spin Kolon tiiplere iizerine 400 ul Wash Solution A
eklendi ve 3300 g’de 30 saniya santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 alttaki
s1v1 bosaltildi. Ustteki Micro Spin Kolon tiiplere tekrar yerlestirildi.

6. Besinci basamak iki kez daha tekrar edildi.

7. Micro Spin Kolon filtrede kalan sivi tamamen uzaklastirilmasi igin
13000g’de 2 dakika bos olarak santrifiij edildi. Toplama tiipleri atild.

8. Daha sonra Micro Spin Kolon tiip yeni bir 1.7ml’lik elution tiip igine
yerlestirildi ve tizerine Elution Buffer F 25 ul eklendi 2 dakika oda
sicakliginda. Daha sonra 400 g’de 1 dakika santrifiij edildi bunu takiben
5800 g’de 2 dakika tekrar santrifiij edildi.
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9. Son olarak iistteki Micro Spin Kolon tiip atild1 ve elution tiip i¢indeki
RNA ekstrakt, PCR testinde kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

2.2.3.2. RNA Kalitesi ve Konsantrasyonunun Tespiti

Orneklerdeki RNA miktarlari Nanodrop cihazinda 6lgiildii. Nanodrop
cihazinda 6l¢lim i¢in RNA eldesi sirasinda (son asamada) kullanilan sulandirma
sollisyonlarindan alinan 2 pl siv1 kor olarak kullanildi. Daha sonra her 6rnekten 2 pl

alinarak 6l¢iim yapild1 ve drnekler cDNA asamasina kadar -20 °C’de tutuldu.

2.2.3.3. cDNA Sentezi

Komplementer DNA (cDNA) elde edilmesi amag i¢in revertaid First Strand
cDNA kiti (Fermentas, Litvanya) kullanildi. Once tiim reaksiyon bilesenleri ¢oziildii
ve vorteks ile karigtirilarak buz akiisii igine ilizerine alindi. PCR tiipii (0,2 ml)
igerisine 3l steril deiyonize su, 0.5ul random hexamer primer (0.2pg/ml) ve 3ul (6
ng) RNA konuldu. Karisim vorteksde karistirildi ve ¢ok kisa bir siire santrifiij edildi.
Tiipler 1s1 dongii cihazina yerlestirildi ve 70°C ‘de 5 dakika inkubasyona birakildi.
Inkubasyon sonunda, buz lizerine alinip sogutulan drneklere kit i¢cinde bulunan 2.0ul
5X reaksiyon buffer, 1 pl 10mM dNTP mix ve 0.5ul M-MuLV (Moloney Murine
Leukemie Virus) reverse transkriptazdan (200 U/ pl) olusan karigimdan 3.5ul
eklendi. Ardindan tiipler 1s1 dongii cihazina yerlestirilerek 25°C ‘de 10 dakika, 37°C
de 1 saat ve 70°C de 5 dakikadan olusan program siiresince inkubasyona birakildi.

Inkubasyon sonunda cDNA elde edildi.
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2.2.3.4. Konvansiyonel RT-PCR

Konvansiyonel RT-PCR teknigi ile PPRV niikleik asit tespitinde, F genine
yonelik olarak Forsyth ve Barrett (1995) tarafindan bildirilen primer c¢iftleri

kullanildi. Primer dizinleri ve primerlere ait bilgiler Cizelge 2.4’de sunuldu.

Cizelge 2.4. PPRV F genine spesifik RT-PCR primerleri ve iiriin biiyiikliiga.

Primer Uriin
Primer s ey R uzunlugu . Biiyiikliigii
Ady Dizin 5> — 3 (bp) Lokalizasyon (bp) Kaynak
ATCACAGTGTTAAA
F1(F) GCCTGTAGAGG 25 777808 Forsyth ve
371bp Barrett
(1995)
F2(R) GAG(;A(‘:%TFCZ%C;\LTGTS T 25 1124-1148

Cizelge 2.5. Konvansiyonel RT-PCR tekniginde kullanilan reaksiyon karisimi ve 1s1
protokolii.

Bilesen Konsantrasyon Kullanilan Program
De-iyonize su 18.9 ul 50°C’de 15 dk
10x Reaksiyon Tamponu 3ul 95°C7de 2 dk
25 mM MgCl, 2.4l

_ 94°C’de 30 sn
10 mM dNTP mix 0.8 ul 50°C’de 45 sn 40 siklus
Primer F1 (10pM) 0.8 ul 72°C’de 30 sn
Primer F2 (10uM) 0.8 ul
Taq DNA polimeraz 0.3 ul

72°C’de 5 dk

cDNA 3l
Toplam 30 ul

Cizelge 2.5’te detaylar1 verilen reaksiyon karisimi, ayni tabloda sunulan 1s1
dongiilerine tabi tutulmak suretiyle PCR islemi tamamlandi. Siire sonunda genom

spesifik DNA iiriiniiniin ¢ogaltilip cogaltilmadigint anlamak amaciyla reaksiyon

41



karisimlarindan 5 pl hacimde alindi, 1 pl 6x yiikleme tamponu ile karigtirilarak %1,5
agaroz i¢inde elektrik akimi altinda ve rehber DNA merdiveni paralelinde

kosturuldu. Sonug, jelin transilluminatérde kontrol edilmesi suretiyle degerlendirildi.

2.2.4. Seroloji

2.2.4.1. Kan Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Serolojik calisma amaciyla Kaolinli tiiplere alinmig olan kan ornekleri,
pihtilasmalarini takiben 2000 devirde 10 dk santrifiij edildi. Ayrilan serumlar steril
stok tiiplerine aktarildi ve daha sonra 56°C’de su banyosunda 30dk inaktive edildi.

Serum Ornekleri testlerde edilinceye kadar -20°C’de dondurularak saklandi.

2.2.4.2. Virus Notralizasyon Testi (VNT)

VNT amaciyla Rossiter ve ark (1985) bildirilen metot uygulandi. Inaktive
edilen serum Orneklerinin 1/5 oraninda sulandirmalari hazirlandi. Steril 96 gozli
hiicre kiiltiirii tabletlerin tiim gozlerine 50 pl serumsuz vasat kondu. Her serum i¢in 4
g0z kullanilmak suretiyle 1. siradaki gézlere 50 ul miktarda test edilecek serum ilave
edildi. Bundan sonra ¢ok kanall1 pipet yardimu ile iki kat seri dillisyonlar yapildi.
Uzerine 100DKIDso oraninda sulandirilan virus siispansiyonu ile esit hacimde serum
ornekleri ile birlestirildi. Her plaka i¢in virus ve enfekte olmamis hiicreler igin
kontrol kuyular1 da dahil edildi. Kiiltiir tabletleri %5 CO2’li 37°C’ye ayarh etiivde 1
saat siireyle nétralizasyona birakildi. Siire sonunda 300.000 hiicre/ml olacak sekilde
hiicre siispansiyonu eklendi ve 96 goz tabletleri 37°C’lik %5 CO2’li etiivde
inkubasyona birakildi. Tabletler doku kiiltlirii mikroskobu ile 5-7 giin siiresince

kontrol edildi.
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2.2.4.3. Kompetitif ELISA

PPRV (NP) kars1 gelisen spesifik antikorlarin tespiti amaciyla ticari c-ELISA

kiti (ID Screen® PPR Competition, ID.VET innovative diagnostics, France)

kullanildi. Test, kit protokoliinde bildirildigi sekilde asagidaki gibi uygulandi.

10.
11.

Kitin igerdigi tiim kimyasallar testte baglamadan 6nce oda sicakliginda 15
dakika inkiibe edildi.

Tabletin tiim gozlerine 25 pl “Dilution Buffer 13” ilave edildi.

G11 ve G12 gozlerine 25 pl pozitif kontrol, HI1 ve H12 gozlerine 25 pl
negatif kontrol ve pleytin diger gozlerine 25 pl test serumlari (her serum
igin 2 gbziine) konuldu.

Pleyt 37°C’de 45 dakika inkubasyona birakildi.

Her goze 300 pl yikama soliisyonu ile pleyt 3 kere yikadi.

“Dilution Buffer 4” ile 1/10 oraninda sulandirilan 1X “konjugat” (Anti-
NP-HRP Konjugat) her goze 100 pul eklendi.

ELISA tableti oda derecesinde (21-25°C) 30 dakika inkiibe edildi.

Her goze 300 pl yikama soliisyonu eklenerek pleyt 3 kere yikadh.

Her goze 100 pl “Substrat” (Tetramethylbenzidine-TMB) soliisyonu ilave
edildi.

ELISA tableti oda derecesinde (21-25°C) 15 dakika inkiibe edildi.

Her goze 100 pl “stop soliisyonu” ilave edilerek tablet ELISA okuyucuda
450nm OD’de (Multiskan MKII, Titertek, Finlandiya) okundu.

2.2.4.3.1. Test Prensibi

Testin prensibi, test edildi olan 6rnek serumunda ve enzimle isaretli antikor

(MAb) ayni anda kuyucuklara kaplanmis olan PPR virusunun niikleoprotein (NP)

antijenine baglanmada bir yarisma s6z konusudur. Pozitif serum varliginda,

monoklonal antikorlarin (MADb) baglanmasimin inhibisyonu meydana gelir ve
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neticede reaksiyon, substrat eklendikten sonra renkte azalma ile sonuglanir
(Anderson ve ark., 1991).

2.2.4.3.2. Testin Yorumlanmasi

Testin dogru sekilde calistiginin gostergesi, negatif kontrol OD degerinin
0.7°den biiyiik olmasi, pozitif kontrol OD degerinin negatif kontrol OD degerine
boliimiiniin %30’dan kii¢iik olmasidir. Elde edilen absorbans degerleri, s6zkonusu

kitin protokoliinde belirtilen sekilde degerlendirildi (Cizelge 2.6).

Cizelge 2.6. PPRV c-ELISA degerlendirme tablosu

Sonuc¢ Durum

Ornek / Negatif Kontrol < %50 Pozitif
%50 < Ornek / Negatif Kontrol < %60 Siipheli
Ornek / Negatif Kontrol > %60 Negatif

2.2.4.4. 1gG-anti-PPR Antikor Aviditesinin Belirlenmesi

Tespit edilen pozitif serum 6rneklerinde, PPR virus spesifik antikorlarin antijne
baglanma giicii ise Kompetatif ELISA teknigi ile kombine edilen Avidite testi ile
sorgulanmistir. Ayni ticari ELISA sistemi kullanildi ancak protokole 8 M iire
inkiibasyon adimi eklendi. Kisaca, seropozitif serum 6rnekleri, 1:50 seyreltmede iki
kopya halinde ELISA tabletlerine dagitilmistir. Pleyt 37°C’de 45 dakika dakika
inkubasyona birakildi. Daha sonra her goze 300 pl yikama soliisyonu ile pleyt 3 kere
yikadu.

Daha sonra, tabletin ilk siralarina (1,3,5,7...) 150 pl hacimde PBS, ikinci
siralarina (2,4,6,8...) PBS igerisinde hazirlanmis 8M Ure soliisyonundan 150 ul
hacimde ilave edildi. 6-8 dakika siireyle 37°C’de inkiibe edildikten sonra dokiiliip
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PBS ile 3 kez yikama iglemi yapildi. Testin kalan adimlar iiretici firma tarafindan

aciklandig gibi gerceklestirildi.

Avidite Indeksi (%A.1.) ise, PPRV antikor pozitif oldugu tespit edilen serum

ornekleri i¢in asagidaki formiile goére hesaplandi:

% AL = 0.D. URE */ O.D. PBS * x 100 (Tuokko, 1995)

0O.D. PBS *: Yikama soliisyonu (PBS) ile yikanan gozlerde tespit edilen optik

dansite degeri.

0.D. URE *: Ayrstirict ¢dzelti (8M URE) ile yikanan gozlerde tespit edilen
optik dansite degeri.

2.2.2.5. istatistiksel Analizler

Verilerin analizi SPSS 21 paket programinda yapildi (IBM SPSS Software,
USA). Kategorik degiskenler arasindaki iligkinin istatistiksel anlamliligini
degerlendirmek i¢in Chi-square testleri kullanildi. P-degerlerinin 0.05'ten kiigiik

olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Viruslarin Uretilmesi

Arastirmada PPR virusun tiretilmesinde, titrasyon ve notralizasyon testlerinde
icin Vero hiicre hatt1 kullanildi. Kiiltiir sistemi 5-7 giin siireyle %5 CO: igeren
37°C’lik etiivde inkiibe edildi. PPR viriis izolatin1 VERO hiire kiiltiiriinde 4. giinden
itibaren cpe olusturdugu gozlendi.

Sekil 3.1. Vero Hiicre Kiiltiirii (kontrol) (x400).

Sekil 3.2. PPR’in Vero Hiicre Kiiltiiriinde 8. giinde olusturdugu CPE (x400).
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3.2. Enfeksiyoztie Gii¢ Tayini

Bu calismada kullanilan PPR virus 2000 yili Sakarya ili izolatinin enfektivitesi
DKIDso=10%0,1ml olarak tespit edildi.

3.3. RT-PCR Sonuclari

PPRV izolatlanin inokulasyon sonrasi giinlerde virus tiremesinin dogrulanmasi
amaciyla RT-PCR teknigi ile kontrol edildi. En yiiksek diizeyde viriis iriinii
inokulasyon sonrasi 7. giinden itibaren tespit edildi. Inokulasyon sonrasi ikinci giine
kadar olan siirecte herhangi bir spesifik {iriin elde edilemeyen calismada, en yiliksek

genomik RNA ise inokulasyon sonrasi 168. saatte elde edildi.

Sekil 3.3. PCR Uriiniiniin Gériintiilenmesi.

Hat-1 ve -6, DNA merdiveni; Hat-2, PPR virus inokulasyon sonrasi 48 saat;
Hat-3, PPR virus inokulasyon sonrasi 120 saat; Hat-4, PPR virus inokulasyon sonrasi
168 saat; Hat-5, Vero hiicre kiiltiirii ekstrakti (Negatif kontrol). Ok, 371 bp uzunlukta
DNA iiriinii.
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3.4. Virus Notralizasyon Testi (VNT)

Tiim ¢alisma gruplari i¢in 6rneklenen serumlara virus nétralizasyon (VNT) ve
C-ELISA testleri uygulandi. VNT titresi <I: 2 olan serum Ornekleri negatif olarak
degerlendirilirken, >1:8 titresi ise olan serum Ornekleri PPR virusu i¢in pozitif ve

koruyucu olarak kabul edildi (Saravanan ve ark., 2010).

Ilk &rneklemenin ve takibinde asilamanin yapildigi giinde, Grup 1 (Grl)
hayvanlar1 PPRV antikorlar1 yoniinden seronegatif olarak saptandi. Asilama sonrasi
izleme periyodu sirasinda PPR virusuna karsi noétralize edici antikorlart olan
hayvanlarin sayis1 zamana bagli olarak artti§1 gozlendi. VNT ile kontrolii sonucunda,
asilamayi izleyen 1. ayda, toplam 100 serum 6rneginin 71'i seropozitifti, asilamadan
sonraki 6. ayda 8 koyun daha serokonverte oldu ve asilamadan 1 yil sonra toplam

100 hayvanin 86's1 seropozitif oldugu tespit edildi (Cizelge 3.1).

Asilamayr takip eden birinci ayda, PPRV'ye 0zgili nétralize edici antikor
titerleri 1/20'nin tizerine ¢ikmistir. Immiinizasyondan 6 ve 12 ay sonra, antikor

titrelerinin ortalama seviyesinin 1/80 ile 1/320 arasinda degistigi gozlendi.

3.5. Kompetitif ELISA (c-ELISA)

Birinci grupta yer alan koyunlardan 67’si (%67) asilamayi takip eden ilk ayin
sonunda cELISA ile serokonversiyon gosterdi. Asiyr takip eden altinci ayda, 15
koyun daha serokonversiyona ugradi (%82) ve asilamadan 12 ay sonra 100 hayvanin
91'i seropozitif (%91) olarak tespit edildi. Asi sonrast 1., 6. ve 12. aylarda
koyunlarda ortalama kompetasyon yiizdesi (CP) degerleri sirasiyla %39, 45 ve %47
olarak kaydedildi. Calisma sonunda, 8 koyun seronegatif olarak kaldi ve 1 serum
ornegi siipheli olarak tespit edildi. Serokonversiyon gosteren hayvanlarin asilamadan

sonraki aylara gore dagilimi Cizelge 3.1°de sunuldu.
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ikinci grupta bulunan hayvanlarin (daha 6nce PPR ile dogal olarak enfekte olan
25 koyun), cELISA ile testi sonrasinda bu hayvanlarin tamami seropozitif bulundu.
Diger taraftan, iiclincli grupta (asisiz olduklar1 bilinen 25 koyun), 17 koyundan 13'i
seropozitif olarak tespit edilirken ve 8 kuzunun tamaminin seronegatif oldugu
saptand1 (Cizelge 3.1). Arastirma kapsaminda test edilen serumlarin c-ELISA testi
degerlendirmesi Sekil 3.4’te gosterildi.

Cizelge 3.1. Calisma gruplarindaki hayvanlarin serokonversiyon oranlart.

Serokonversiyon Oranlari (%)
Gruplar | Hayvan Sayisi Ornekleme
VNT | c-ELISA(siipheli)
Asilama aninda 0 0
Grupl - Asilama sonrast 1 ay 71 67(6)
(Gr1) Asilama sonrasi 6 ay 79 82(2)
Asilama sonrasi 12 ay 86 91(1)

Grup 2 -

(Gr2) 25 Dogal PPRV enfekte 100 100
Grup 3

(Gr3) 25 Asilanmamus 13 13

Y LY L
U LT L™ L
COONOEE vl el

O L TR T

fi- | \I"' ||>H‘.\l ™ ('

[

" ‘,\'y\\ O U1 Y

Sekil 3.4. c-ELISA sonrasinda test tabletinin goriiniimii

49



Arastirma kapsaminda Grup 1 i¢inde yer alan koyunlarin asilama sonrasindaki

1., 6. ve 12 ay sonundaki c-ELISA test degerlendirmesi sonrasinda elde edilen optik

dansite (OD) degerleri ve test yonergesi tarafindan verilen formiilasyon kullanilarak

yapilan hesaplama sonrasindaki serolojik durumlarini gosteren sonuglar Cizelge

3.2’de sunuldu.

Cizelge 3.2. Asillamay izleyen 1. 6. ve 12 Ayda bulunan serum orneklerinin kompetitife
ELISA testi saptanan O.D. sonuglari.

1Ay 6 Ay 12 Ay
Sira Kulak No. ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA
No O.D. Sonuc¢ O.D. Sonu¢ O.D. Sonuc¢
1 2565625 0.077 + 0.067 + 0.442 +
2 1458950 0.644 - 0.768 Stipheli 0.118 +
3 660325 0.047 + 0.142 + 0.478 +
4 2150868 0.096 + 0.131 + 0.490 +
5 1458949 0.130 + 0.126 + 0.553 +
6 1451653 0.069 + 0.716 + 0.063 +
7 841447 0.154 + 0.533 + 0.593 +
8 2150839 0.134 + 0.563 + 0.311 +
9 3148836 1.050 - 1.492 - 0.542 +
10 660313 0.065 + 0.479 + 0.123 +
11 1458917 0.074 + 0.494 + 0.086 +
12 2150903 0.331 + 0.417 + 0.301 +
13 2565617 0.363 + 0.207 + 0.136 +
14 2150897 0.878 - 0.970 - 0.889 -
15 743819 0.103 + 0.447 + 0.094 +
16 1458924 0.997 - 1.121 - 0.0.993 -
17 2565624 0.183 + 0.559 + 0.125 +
18 3148832 0.962 - 0.986 - 0.498 +
19 2564393 0.042 + 0.674 + 0.083 +
20 2107914 0.055 + 0.081 + 0.687 +
21 2150922 0.234 + 0.403 + 0.700 +
22 2818049 1.153 - 1.214 - 0.967 -
23 1303616 0.082 + 0.113 + 0.645 +
24 2150990 0.088 + 0.161 + 0.564 +
25 228554 0.277 + 0.610 + 0.158 +
26 10813 0.594 + 0.586 + 0.251 +
27 1544624 0.073 + 0.161 + 0.731 +
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Cizelge 3.2. (devam)

1Ay 6 Ay 12 Ay
Sira Kulak No. ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA
No O.D. Sonug O.D. Sonug O.D. Sonug
28 3148837 1.048 - 1.024 - 1.007 -
29 2150889 0.467 + 0.602 + 0.362 +
30 12035 1.004 - 0.994 - 0.675 +
31 2150832 0.779 - 0.362 + 0.360 +
32 660269 0.085 + 0.520 + 0.137 +
33 2818149 0.802 - 0.825 - 0.832 -
34 1462157 0.084 + 0.506 + 0.119 +
35 2107932 0.075 + 0.621 + 0.131 +
36 2150938 0.100 + 0.624 + 0.099 +
37 2150829 0.157 + 0.359 + 0.178 +
38 2150904 0.328 + 0.525 + 0.334 +
39 2565619 0.854 - 0.202 + 0.213 +
40 2150888 0.864 - 0.353 + 0.194 +
41 2150841 0.147 + 0.667 + 0.287 +
42 12043 0.134 + 0.614 + 0.356 +
43 2150847 0.115 + 0.654 + 0.135 +
44 2107946 0.084 + 0.580 + 0.138 +
45 2150985 0.851 - 0.408 + 0.241 +
46 2285940 0.091 + 0.665 + 0.094 +
47 2565618 1.127 - 0.153 + 0.142 +
48 2565623 1.226 - 1.127 - 0.162 +
49 660288 0.563 Stipheli 0.912 - 0.278 +
50 1462147 0.824 - 0.680 - 0.199 +
51 3148833 0.563 Stipheli 0.494 + 0.102 +
52 2150885 0.493 + 0.394 + 0.253 +
53 660320 0.270 + 0.412 + 0.267 +
54 2285853 0.268 + 0.204 + 0.145 +
55 2150878 0.384 + 0.247 + 0.130 +
56 2564398 0.388 + 0.226 + 0.145 +
57 1458945 0.703 - 0.143 + 0.168 +
58 660318 0.581 Stipheli 0.763 Stipheli 0.776 Stipheli
59 2150931 0.167 + 0.396 + 0.453 +
60 20350 0.728 - 0.346 + 0.132 +
61 2150983 0.079 + 0.441 + 0.219 +
62 2150944 0.897 - 0.840 - 1.023 -
63 2285856 0.083 + 0.298 + 0.341 +
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Cizelge 3.2. (devam)

1Ay 6 Ay 12 Ay
Sira Kulak No. ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA
No O.D. Sonug O.D. Sonug O.D. Sonug
64 2107941 0.390 + 0.111 + 0.210 +
65 2565601 0.523 + 0.306 + 0.219 +
66 2565622 0.116 + 0.493 + 0.217 +
67 1090175 0.767 - 0.088 + 0.194 +
68 884526 0.731 - 0.087 + 0.324 +
69 1451636 0.280 + 0.459 + 0.584 +
70 2107916 0.554 Stipheli 0.089 + 0.206 +
71 1458907 0.066 + 0.388 + 0.187 +
72 2107933 0.670 - 0.215 + 0.066 +
73 12047 0.300 + 0.532 + 0.336 +
74 2150859 0.692 - 0.170 + 0.069 +
75 1462146 0.555 Siipheli 0.136 + 0.129 +
76 660315 0.707 - 0.644 - 0.209 +
77 1462149 0.613 Siipheli 0.175 + 0.430 +
78 1544632 0.082 + 0.479 + 0.077 +
79 1372499 0.494 + 0.299 + 0.129 +
80 12067 0.821 - 0.707 - 0.415 +
81 2150836 0.410 + 0.331 + 0.083 +
82 2150993 1.098 - 1.083 - 0.942 -
83 3148825 0.891 - 0.804 - 1.075 -
84 4276185 0.119 + 0.447 + 0.223 +
85 4276293 0.308 + 0.388 + 0.068 +
86 2565605 0.268 + 0.225 + 0.094 +
87 660317 0.493 + 0.485 + 0.290 +
88 1451727 0.270 + 0.191 + 0.068 +
89 12085 0.340 + 0.396 + 0.128 +
90 2564394 0.245 + 0.441 + 0.578 +
91 1458961 0.062 + 0.298 + 0.142 +
92 1458929 0.057 + 0.124 + 0.390 +
93 1090187 0.048 + 0.493 + 0.147 +
94 1544637 0.554 + 0.287 + 0.249 +
95 2150915 0.388 + 0.481 + 0.323 +
96 1458208 0.110 + 0.065 + 0.248 +
97 12080 0.331 + 0.209 + 0.232 +
98 2285863 0.494 + 0.339 + 0.124 +
99 1884491 0.359 + 0.346 + 0.132 +
100 1458960 0.042 + 0.298 + 0.087 +
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3.6. Avidite Testleri Sonug¢lari

Anti-PPR IgG antikorlariin aviditesi, asilamadan sonraki 1, 6 ve 12. ayda

belirlendi (gosterilen sonuglar sadece ilk aydan itibaren pozitif bulunan 67 koyun

icindir). Asidan 6 ay sonra IgG avidite indeksinde (AI) belirgin bir artis gorildii.

Asilamay1 takip eden birinci yilda koyunlarin 56/67'sinde (%83) Al'da artis ve
11/67'de (%16) Al'de diisiis egilimi tespit edildi. PPRV IgG'lerin avidite indeksinin

11 bireyde asilamadan 6-12 ay sonra azaldigi gozlendi. TakKip siiriisiiniin 1gG

aviditesi, as1 sonrasit 1., 6. ve 12. aylarda sonuglar1 Cizelge 3.3’de sunuldu.

Calismada kullanilan hayvanlara ait bireysel Al degerlerinin dagiliminin lineer

oldugu tespit edildi (Sekil 3.5).

Cizelge 3.3. Asilama sonrasi 1., 6. ve 12. aylarda IgG avidite sonuglari.

AVIDITE INDEKSLERI (%Al)
NO. Asilama sonrasi NO. Asilama sonrasi NO. Asilama sonrasi
1. ay 6. ay 12. ay 1. ay 6. ay 12. ay 1. ay 6. ay 12. ay
1. 43 48 52 23. 35 52 70 47. 35 51 59
2. 24 43 52 24. 49 49 85 48. 57 60 61
3. 22 56 64 25. 19 74 85 49. 39 43 53
4. 53 64 83 28. 29 75 82 50. 42 48 55
5. 25 71 65 29. 35 78 85 51. 29 30 44
6. 36 69 71 30. 41 72 68 52. 30 44 32
7. 35 58 80 31. 11 58 64 53. 23 40 44
8. 37 59 82 32. 43 81 50 54. 30 78 55
9. 36 57 51 33. 57 65 56 55. 57 80 82
10. 43 68 90 34. 35 56 88 56. 49 67 73
11. 46 52 48 35. 30 53 62 57. 17 33 54
12. 45 48 56 36. 46 53 48 58. 56 71 90
13. 40 55 69 37. 44 60 69 59. 34 47 39
14. 40 73 77 38. 24 55 78 60. 37 51 65
15. 19 44 96 39. 13 56 82 61. 28 40 40
16. 58 88 92 40. 23 44 49 62. 55 68 80
17. 43 57 62 41. 65 87 93 63. 29 44 51
18. 31 57 67 42. 71 77 80 64. 58 78 79
19. 57 65 70 43. 28 55 81 65. 45 50 73
20. 57 80 70 44. 50 60 94 66. 31 53 56
21. 22 44 68 45, 34 45 63 67. 57 71 80
22. 62 64 90 46. 52 71 83

53



120

100
[ ]
[ ]
e % o ° e °
o oo .A °

g 80 P A A () Z g. .8..
3 “%-ﬁ-‘A—QL _%__Q_._A_ (=088 s a1,071 D " 1Ay
% .‘A e .A. u ® *0'(0.26 A 6Ay

60 | = = —— e = A - A 7-0.2341n(x) +39.842
Z A, MR o, Tvm A‘A-A'AA AA 4’..-\/ v g o 12ay
2 e PPN AN PN A e -
] A ” L4 [ ] A [ ] A A Log. (1 Ay)
LN nt e A L _A_ _éh_ﬂ%,sg_m(x LY — - -log (6 Ay)

.- T T "7 g g m sl R:AO’. — -log. (12 Ay)
- = | u "] ‘. m =
LN | ]
20 " [ | 8 ] ]
- [
0
0 10 20 30 0 50 60 70

Bireysel Degerler

Sekil 3.5. Asidan sonraki 1., 6. ve 12. aylarda PPRV'ye 6zgii IgG aviditesinin bireysel
dagilimi.

Grafikte; Mavi renkli kare, 1 ayda Al (%) degerlerini, Bos siyah iiggen 6 ayda
Al (%) degerlerini ve Kirmizi daire isel12 ayda Al (%) degerlerini temsil etmektedir.
Mavi, siyah ve kirmizi kesikli ¢izgiler ise drnekleme donemlerindeki lineariteyi

gostermektedir.

Avidite indeksi (%) verileri genel olarak degerlendirildiginde, arastirma
kapsamindaki hayvanlarda yapilan PPRV asilamasindan sonra olusan antikorlarin
zaman perspektifinde gii¢lendigini gosterdi. Bu durum o6rnekleme periyoduna gore
diisiik (<%40), orta (%41-60) ve yiiksek (>%61) afiniteli antikorlar olarak ifade
edildi. PPRV'ye ozgii giiclii antikorlara sahip hayvanlarin sayisi her &rnekleme
periyodundan sonra artig gosterirken diislik aviditeli antikora sahip hayvanlarin sayisi

ornekleme periyodu artik¢a 6nemli 6lglide azalma egilimi gosterdi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Ornekleme periyotlarinda PPRV'ye kars1 diisiik, orta veya yiiksek aviditeli antikorlara sahip
hayvan sayist.

Arastirma kapsaminda ayrica 25 serum Orneginde PPR enfeksiyonu sonrasi

IgG aviditesini inceledik. PPR dogal olarak enfekte koyunlarin Avidite indeksinin

asilama sonrasi hayvanlarin Avidite indeksinden daha diisiik oldugunu bildirilmistir

(Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. PPR dogal olarak enfekte koyunlarin avidite indeksi.

NO. O.D. O.D. Al NO. O.D. O.D. Al% NO. O.D. O.D. A.1%
Ure PBS % Ure PBS Ure PBS

1. 0.064 0.189 34 10. 0.091 0.210 43 19. 0.124 0.610 20
2. 0.074 0.269 28 11. 0.072 0.699 10 20. 0.075 0.255 29
3. 0.089 0.334 27 12. 0.049 0.212 23 21. 0.066 0.273 24
4, 0.062 0.275 23 13. 0.061 0.152 40 22. 0.0094 | 0.247 38
5. 0.082 0.212 39 14. 0.063 0.189 33 23. 0.054 0.207 26
6. 0.056 0.279 20 15. 0.097 0.374 26 24, 0.130 0.254 51
7. 0.112 0.200 56 16. 0.060 0.254 24 25. 0.074 0.269 28
8. 0.063 0.198 32 17. 0.086 0.269 32

9. 0.058 0.210 28 18. 0.351 0.549 64
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Yapilan degerlendirmelerde, asilanmis ve dogal olarak enfekte olmus
hayvanlarda olusan antikorlarin aviditeleri karsilastirildiginda; asilamay1 takip eden
altinc1 ayda olusan antikor aviditesinin dogal enfeksiyondan sonra olusan aviditeden
daha yiiksek oldugu (p<0.05), ayn1 sekilde asilamayi izleyen 12. aydaki aviditenin de
dogal enfeksiyonlara bagli antikor aviditesinden daha yiiksek oldugu (p<0.001)
ortaya konuldu (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Grl ve Gr3 hayvanlarinda ortalama Al (%) karsilastirmasi.

Asteriks (*), asilamadan 6 ay sonra tespit edilen Al ile dogal olarak enfekte
olmus hayvanlar arasinda istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar oldugunu (p <0.05)
gostermektedir. (**), 12 aylik asilama sonrasi asilama ve dogal olarak enfekte olmus

hayvanlar arasinda Al 6nemli dl¢iide (<0.001) varyasyon oldugunu gostermektedir.
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4. TARTISMA

Sinir tesi hayvan hastaliklar1 (SOH), “cok sayida iilke i¢in 6nemli ekonomik,
ticaret ve gida giivenligi agisindan 6nemli olan hastaliklar” olarak tanimlanmustir.
Bu hastaliklar, diger {ilkelere kolaylikla yayilabilmekte ve salginlara neden
olabilmektedir (FAO, 1996). Bunlar esas olarak Office International des Epizooties
(OIE) hastaliklarinin A Listesi'nde yer almaktadir.

Peste des Petits Ruminants kiiclik ruminantlarin en Onemli bulasici
hastaliklarindan birisidir. Siddetli hastalik tablosu ve hayvan ve/veya hayvansal
iriinlere ilgili sinirlamalar sebebiyle PPR ekonomik olarak da 6nemli bir hastaliktir
ve Diinya Hayvan Saghigi Orgiitine (OIE) bildirimi zorunludur. Sigir vebasinin
2011 yilinda basarili bir sekilde global eradikasyonu gergeklestikten sonra, dikkatler
PPR eradikasyonu iizerine odaklamistir (FAO, 2010). Endemik iilkelerde PPR’a
karsi en basit ve en ekonomik korunma uygulamasi asilamadir. Nijerya 75/1 ve
Sungri 96 gibi zayiflatilmis canli as1 suslari halen basariyla kullanilmaktadir (Sen ve
ark., 2010). Ancak zaman zaman as1 hatalar1 da kaydedilmistir (Das ve ark., 2007).

Tiirkiye'de, PPR ilk olarak 1992 yilinda Mardin/Kiziltepe’de serolojik
tekniklerle tespit edilmistir (Giiler ve ark., 2014). Daha sonra 1995-1996 yilinda,
klinik ve otopsi bulgular: temelinde PPR’dan siiphelenilmis, bu bolgede bulunan 17
koyun ve 6 keci siiriisii serolojik ve virolojik testlerle arastirilarak, PPR tanisini
dogrulanmistir (Alcigir ve ark., 1996; Tatar ve Alkan, 1999). Tiirkiye’de izole edilen
suslarin Afrika suslarina gore daha farkli genotipik yapiya sahip oldugu belirlenmis
ve filogenetik analizleri sonucunda iilkede sirkiile olan virusun Hat IV’e ait oldugu
bildirilmistir (Abraham, 2005; Couacy-Hymann ve ark., 2005; Dhar ve ark., 2002;
Ozkul ve ark., 2002). Tiirkiye'de PPR'nin ilk tespitinden sonra, hastaligin kontrolii
amaciyla baglangicta Sigir Vebasi asis1 kullanilmaya baglanmig, 2002 yilindan
itibaren ise Nijerya 75/1 susu ile hazirlanan zayiflatilmis canlt homolog PPRV asis1

kullanima girmistir.
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Bu arastirmanin amaci, PPR asilamasinin yapildig: secilmis koyun siiriilerinde
asilama sonrasi notralizan antikor olusum siirecini ve bu antikorlarin zamana bagh
olarak giiciiniin tespit edilmesidir. Ayrica antikor seviyeleri; dogal olarak enfekte

olmus, agilanmis koyunlarda ve asilanmamis hayvanlarda karsilastiriimistir.

PPR'nin tamisinda ELISA ve VNT gibi birgok serolojik test yontemi
kullanilmistir (Glir ve Albayrak, 2010). Virusun hiicre kiiltiiriinde izolasyonu teknik
olarak zor ve zaman alic1 oldugundan virus izolasyonu rutin tan1 i¢in uygun degildir.
Bu yiizden hizli, spesifik ve duyarli testlere PPRV enfeksiyonunun tanisinda ihtiyag
vardir (Diallo ve ark., 1995). Kompetetif ELISA, Morbilliviruslara kars1 olusan
antikorlarin belirlenmesinde tercih edilen testlerden bir tanesidir (Libeau ve ark.,
1995, OIE, 2013). Antikor tespit teknikleri PPRV'nin niikleoprotein (N) veya
hemaglutinin (H) proteinlerine kars1 gelistirilen monoklonal antikor (MADb)

kullanilarak gelistirilmistir (Libeau ve ark., 1994; 1995).

Bu ¢alismada hem VNT hem de c-ELISA, PPR virusuna karsi antikorlarin
tespiti ve titrasyonu igin kullanilmig ve her iki serolojik testin sonuglari arasindaki
nispi farkliliklar elde edilmistir. Singh ve ark. (2004) koyun ve kegilerden elde
edilen 1668 serum Orneginde ve sigirlardan 32 serumda VNT ve c-ELISA'nin
etkinligini karsilastirilmis ve elde ettikleri sonuglar, c-ELISA'nin VNT'den daha
yiiksek ozgilliige (%98,4) ve duyarliliga (%92,4) sahip oldugunu gostermistir.
Ayrica, hedef hayvan popiilasyonu asilanmamissa, c-ELISA duyarliligimin %95,4'e
yiikselebildigini bildirmislerdir. Calisma kapsaminda asiladiklar1 4 kegide 1 yil
boyunca PPRV antikorlarini tespit etmislerdir. Ayrica c-ELISA testini VNT ile 64
serum Orneginde karsilastirmiglar, c-ELISA’nin VNT ine gore antikor belirleyebilen
son nokta degerlerini (1-3 log2) daha diisiik olarak bulmuslardir. Sonug olarak serum
orneklerinde PPRV antikorlarinin tespiti ve serosurvey ¢aligmalarinda VNT yerine

C-ELISA testinin rahatlikla kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir.

Sonuglarimiz, ¢alisilan koyun siiriisiinde PPR asisinin, agilama sonrasi antikor
yanit1 olusturmada oldukga etkili oldugunu gostermistir. Asilamadan sonraki ilk ayda

PPR antikorlar i¢in Orneklenen ¢ok sayida koyun pozitif olarak (%67) tespit

58



edilmistir. Ayrica, PPR agilamasin1 takip eden 12. ayin sonunda arastirmada
kullanilan koyunlarin %91’inde PPRV-antikorlar tespit edilebilmistir. Asilamadan
sonraki ilk ay ile 6 ve 12 aylar arasinda meydana gelen serokonversiyonlarin tespiti,
bu hayvanlar arasinda asilama sonrasi bir PPR virus dolagiminin varliginin gdstergesi
olarak kabul edilmektedir. Nitekim, bu yaklasim, asilanmamis hayvan grubunda
tespit edilen %352 oranindaki seropozitiflik ile desteklenmektedir. Bu durum
muhtemelen bir saha virusu temasi sonucunda meydana gelmistir. Clink{i yapilan
arastirmalarda PPR ile asilanan hayvanlarin yakin temastaki diger hayvanlara asi
virusunu bulastiramadigini agiklikla ifade edilmistir (Diallo ve ark., 1989b; Kumar
ve ark., 2014).

Bu ¢alismada, asilamadan sonraki ilk ayda ortalama kompetasyon yiizdesi (CP)
degeri 39 olarak hesaplanmistir. Diger taraftan asilamadan sonraki 1 yilin sonunda
ortalama CP degerinin arttig1 gézlenmistir. Rashid ve ark. (2010), tarafindan yapilan
bir diger arastirmada ise 50 koyun ve 50 kecilerde lokal olarak iiretilen bir asiy1
degerleri c-ELISA ile tespit edildi. Ast giivenli bulunmustur ve tiim hayvanlarin
ortalama yiizdesi inhibisyon (PI) degerleri asidan 45 giin sonra zirveye ulagsmistir ve
bu yiiksek antikor diizeyinin bir yi1l boyunca devam ettigini bildirmislerdir. Bu
bulguya dayanarak arastirmamizda asilama sonundaki birinci yilin sonunda tespit
edilen CP orani artiginin, siire¢ i¢inde tekrarlayan PPR virus/antijen uyarimina bagh

olabilecegi ongoriilmektedir.

Khan ve ark. (2009) koyun ve kecilerde PPR asisi ilizerine yaptiklart bir
caligmada; oOrnekler asilamadan 10, 30 ve 45 giin sonra toplanmistir. Koyundaki
asillamadan 10, 30 ve 45 giin sonra ortalama PI degerleri sirasiyla 37, 65 ve 91 ve
kegilerde ise bu degerler sirasiyla 43, 78 ve 86 olarak kaydedilmistir. Chaudhary ve
ark. (2009) yaptig1 caligmada asilanmis koyunlarda 21-37 giin aras1 antikor miktar1
en yiiksek seviyeye ulastigini rapor etmistir. Madhusudan ve ark. (2006) ise kegilerde
PPR asis1 ile asilandiktan 20 giin sonra PI degerleri 80'e ulasmistir. Ata ve ark.
(1989) 3-4 ay sonra en yiiksek serolojik titreleri bildirmiglerdir.
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Bizim c¢aligmamizda asilama sonrasi antikor titrelerinin digerlerine gore
degismesi; muhtemelen arastirilan koyun siiriilerinin diger hayvanlarla temasta
olmasi ve baska enfeksiyonlara maruz kalarak bagisikligi en aza indirgemesi ve
boylece antikor titrelerini azaltmasi sebebiyle meydana gelmistir. Diger yandan,
calismada kullanilan hayvanlarin melez bir 1rk olmasi da tespit edilen durumun bir
sebebi olabilir. Bu, bagisiklik kazandirma isleminden sonra yeterli antikor iiretimini
engelleyebilir ve bu nedenle, yerel irklara gore daha diisiik antikor titresi tespit edile
edilmis olabilir. Begum ve ark. (2016), tarafindan yapilan bir diger arastirmada 3
farkli keci irkinda (yerel Assam tepe kegisi, melez ve Beetal kegileri) liyofilize PPR
asisina kars1 bagisiklik cevabi degerlendirmistir. Genel ortalama serum antikor
titreleri verilen irklar i¢in sirasiyla 40,50 + 3,74, 37,58 = 37,58 ve 35,90 + 3,29
olarak tespit edilmistir. Bu sonug acikea, yerel cinslerde daha yiiksek serum antikor
titrelerinin oldugunu ve bunun hastaliga karsi nispeten yliksek direngleri ve gevresel
kosullara daha iyi adapte olmalarindan kaynaklanabilecegini gosterilmistir. Stresin,
antijene (Ornegin, asiya verilen cevap) karsi lenfosit cevabinin gelisimini

engelleyebilecegi kaydedilmistir (Merlot, 2004).

Tiirkiye'de daha Once yapilan baska bir arastirmadan da benzer sonuclar elde
edilmistir. S6z konusu calismada ticari olarak ii¢ PPRV asisinin etkinligi
arastirilmistir. Bu amagla koyun siiriileri 3 gruba ayrilmis ve 3 asi ile agilanmiglardir.
Birinci gruptaki 28 koyundan 6 tanesi; ikinci grupta 22 koyundan sadece 4 tanesi ve
ticiincili gruptaki 23 koyundan 10 tanesinde PPRV’ye kars1 antikor varligi bildirmistir
(Turan ve ark., 2012).

Intizar ve ark. (2009)’nin gergeklestirdikleri bir arastirmada hem koyun hem de
keciler asiya karst %100 antikor yaniti vermistir. Hindistan'daki bagka bir
aragtirmaya gore; PPR asisi, oda sicakliginda tutulmasina ragmen 14 giin boyunca
bagisiklama giiclinii koruyabilmis ve kecilerde antikor yaniti olusturabilmistir
(Siddique ve ark., 2006). Yapilan arastirmalarda; asiya verilen cevabin popiilasyonlar
arasinda degiskenlik gosterdigini ve astya verilen cevabin cevresel ve/veya genetik
bilesenlerden etkilenebildigi bildirilmistir (Leach ve ark., 2010). Ayrica,

seroprevalans ¢aligsmalarinin  sonucunu Orneklenmis hayvan sayisi, asilanan
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hayvanlarin yasi, mevsim, bakim ve besleme kosullart gibi bircok faktor de
etkilemistir (Gowane ve ark., 2016).

Tirkiye'de gergeklestirilen bir bagka arastirma, PPR asisinin bagisiklik siiresini
belirlemek i¢in yapilmistir. Calisma kapsaminda Manisa, Antalya ve Mardin
illerindeki koyun ve kegiden alinan 972 6rnek kullanilmistir. Asilamadan 1 yil sonra
hayvanlarin %78'inin c-ELISA ile seropozitif oldugunu bildirilmistir (Tatar ve
Kabakli, 2006).

Gilimiisova ve Memis (2014) asilama sonrasi bazi keci irklarinda PPR antikor
dagilimmin belirlenmesi amaciyla yaptiklar1 ¢caligmada, 102 Saanen, 124 Malta ve
142 Kil kegisinin serolojik durumunu c-ELISA ile incelenmisglerdir. Sonuglar,
hayvanlardaki serokonversiyon oraninin %72,55 oldugunu (267/368) gdstermistir.
Saanen, Malta ve Kil keci wrklarinin seropozitiflik dagilimlart sirasiyla %69,60,
%72,58 ve %72,53 olarak kaydedilmistir. Asilanan hayvanlarda seropozitiflik
oranlar1 keg¢i irklarina gore degerlendirilmis ve fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir.

PPRV ile enfekte veya asilanmis hayvanlar uzun siireli bagisiklik kazanirlar.
Kiiresel PPR kontrol stratejisine gore endemik ve yiiksek riskli alanlarda siirekli
yillik PPR kitle asilamasi, uygulamadan sonraki ii¢ yil i¢inde tavsiye edilmistir (OIE,
2013). Bu koruma, hayvanlar dogal enfeksiyon veya asilama yoluyla siirekli olarak
virusa maruz kaldikca, endemik ve yiiksek riskli bolgelerde virus dolagimini dnlemek

icin gerekmektedir.

Benzer sekilde bu ¢alismada, 8 kuzudan toplanan serum orneklerinde herhangi
bir PPRV'ye 06zgii pasif antikor bulunmadigi saptanmistir. Bu sonuglara gore
muhtemelen 8 kuzunun tamami asilanmamis koyunlardan dogmustur. Kiiciik
ruminantlarin homolog PPR asis1 ile (Nijerya 75/1) asilanmasi, PPR'ye 06zgii
antikorlarin yiiksek titrelerini iretir (Awa ve ark., 2002; Martrenchar ve ark., 1999).
PPR asisinin hamile hayvanlarda uygulanmasimin giivenli oldugu bildirilmistir
(Diallo ve ark., 2003).
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Balamurugan ve ark. (2012) asili, asisiz ve enfekte kegilerden dogan kuzularin
maternal PPR antikor seviyelerini VNT ve c-ELISA ile sorgulamistir. Elde ettikleri
sonuglar, PPRV ile enfekte olmus veya asilanmis hayvanlardan dogan kuzularin
PPR'ye kars1t maternal antikorlara sahip oldugunu gostermis ve bu antikorlar 5-6 aya
kadar tespit edilebilmistir. Ancak asisiz koyunlardan dogan kuzularda higbir

maternal antikor tespiti yapilamamustir.

PPR kontroliinde geng¢ hayvanlarin asilanma zamani 6nemli bir konudur. Bodjo
ve ark. (2006) asilanmis koyunlardan dogan 112 kuzuda maternal antikorlarin
stiresini incelemiglerdir. Calismalarinda serum o6rnekleri dogumdan sonraki 15.
giinden 150 giine kadar kuzulardan toplanmis ve PPRV antikorlar1 c-ELISA
kullanilarak analiz edilmistir. Elde ettikleri sonuglar dogumdan sonraki 75 ve 90.
giinde, bu kuzularin sirasiyla %70 ve %95'inin negatif oldugunu bulmugslardir. Bu
sonug, 4 aya kadar olan kuzularda yiiksek mortalitenin nedeni olarak bildirilmistir.
Bu nedenle ¢alismanin sonucu olarak, dogumdan sonra 75 ila 90 giin arasinda

PPR'ye kars1 kuzulari agilamayi tavsiye etmislerdir.

Balamurugan ve ark. (2012) farkli zamanlarda asilanmis, asilanmamis ve dogal
olarak enfekte olmus kegilerden dogan oglaklarda yaptiklar1 calismada, serum
orneklerini SNT ve c-ELISA ile test etmislerdir. Elde ettikleri sonuglar, PPRV ile
enfekte olmus veya asilanmis hayvanlardan dogan oglaklarin, PPR'ye karsi
antikorlar1 oldugunu ve antikorlarin dogum sonras1 5-6 aya kadar tespit edilebildigini
gostermistir. Ayrica, yavrulardaki pasif bagisikligin, 4 ayliktan itibaren koruma
diizeyinin diistiiglinii de bildirmislerdir. Diger taraftan, asilanmamis kecilerden

dogan oglaklarda herhangi bir maternal antikor varlig1 gosterilememistir.

Onceden enfekte olmus hayvanlardan toplanan 25 serum Orneginin tamami
seropozitif ve ortalama CP degerleri %31,7 olarak tespit edilmistir. Ancak tespit
edilen bu degerin (%31,7), asilama sonrasi 1., 6. ve 12. aylarda koyunlardaki
ortalama CP degerleri (39, 45 ve 47%) ile karsilastirdigimizda diisiik oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle, sonuglar asili koyunlarda oldukca yiiksek seviyede

antikor titreleri ve Onceden enfekte olmus hayvanlarda nispeten zayif siiri
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bagisikligin1 gostermistir. Abubakar ve ark. (2011) Pakistan'da bir PPR salgim
sonrast hastaligi atlatan kegilerde serolojik ¢calisma yapmislardir. Calisma sonucunda,
poplilasyondaki serokonversiyon oraninin sadece %48,7 oldugu bildirilmistir.
Iyilesen hayvanlarda tespit edilen bu diisiik seroprevalans degerinin ana nedeni
olarak, silirliniin iyi bakim ve beslenme kosullarmma sahip olmasina veya PPR

virusunun diisiik patojenik yapiya sahip olmasina bagli olabilecegi bildirilmistir.

Zayiflatilmig Morbillivirus asilari, korunma i¢in onemli olan hiicre aracili
immiiniteyi de uyamaktadir (Lund, 2000). Hangi immiin efektorlerin (Sistemik
noétralizan antikorlar, sitotoksik T hiicresi veya mukozal bagisiklik), PPRV asisi ile
asilama sonrasinda koruma ile korele edilebildigi heniiz agik degildir. Ancak
antikorlarin dahil olma olasilig1 daha yiiksektir. Clinkii kolostrum yoluyla saglanan

pasif immiin transferin koruma saglayabildigi bildirilmistir (Gans, 2013).

Hayvanlarin hastaliksiz bolgeden ithal edilmesinin yani sira, ticari olarak temin
edilebilir zayiflatilmis as1 ile asilama, hastaliklarin 6nlenmesi i¢in en iyi dnlemlerden
biridir. Dondurularak kurutulmus formda, rekombinant alt birim as1, DNA asis1, vb.
bazi1 zayiflatilmig asilar, hayvanlar1 PPR'ye karsi asilamak i¢in giliniimiizde ticari
olarak temin edilebilmektedir. Mevcut asilama programlari, duyarli hayvanlarin, en
azindan her 3 yilda bir asilanmasini gerekli kilmaktadir (Saravanan, 2010). Ayrica
asilanan hayvanlar, H, F ve N proteinlerine kars1 yiiksek miktarda noétralize edici

antikorlar tiretir (Sinnathamby, 2001).

Spesifik bir antijene karsi humoral immiin yanit iki bilesenden olusur. Bunlar
antikor {retiminin miktar1 ve bir antikorun antijenine baglanma mukavemeti
(antikorun afinitesi) olarak tanimlanmaktadir. Antikor aviditesi, antikor ve antijen
kompleksi arasindaki etkilesimin genel giiclinii yansitmaktadir. PPRV enfeksiyonu
sonrasinda, IgM ve IgG antikor cevaplart uyarilir. IgM enfeksiyondan kisa bir siire
sonra yok olurken, IgG virus enfeksiyonlarindan sonra uzun siireler devam eder
(Liesenfeld ve ark., 1997). Yakin zamanda, bazi hastaliklarin serolojik tanisi i¢in ve
spesifik asilarin etkinligi ile iligkili olan bazi ¢aligmalarda spesifik IgG'nin aviditesini

Olgen bir teknik gelistirilmistir (Pichichero ve ark., 1999; 2006). Antikor avidite
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belirlemesi genellikle guanidin hidrokloriir, tiyosiyanat, diethylamine ve iire gibi
ayrisma ajanlart ile yiikksek ve diisiik avidite antikorlarinin ayrilmasiyla

gerceklestirilir (Hedman ve Seppala, 1988).

Bu ¢alismada, PPR asis1 ve enfeksiyonundan sonra iiretilen PPRV'ye (IgG-
anti-PPR) kars1 uygulanan IgG antikorlarinin kuvvetini degerlendirmek i¢in avidite
testi kullanilmistir. Arastirmamizin bulgulari, tire kullanilarak yapilan avidite
testlerinin PPR'ye karsi sentezlenen IgG antikorlarinin antijene baglanma giiglerinin
degerlendirilmesinde basarili bir sekilde kullanilabilecegini gdstermistir. Ayrica,
yapilan diger ¢aligmalarda da iire diger enfeksiyoz ajanlarin antijenlerine karsi olusan
IgG antikorlariin aviditelerini degerlendirirken basarili bir sekilde kullanilabilecegi
gosterilmistir (Hedman ve ark., 2010; Kneitz ve ark., 2004; Ozkul ve ark., 2008;
Zachou ve ark., 2006; Zlamy ve ark., 2010).

Ancak, Almanzar ve ark. (2013) yaptigi calismada pertussis asisi sonrasi
tiretilen pertussis toksin (IgG-anti-PT) ve filament6z hemaglutinin (IgG-anti-FHA)
kars1 IgG antikorlarmin aviditelerini degerlendirmede iire tedavisinin ¢alismadigini
ve sonuglar sadece amonyum tiyosiyanat (NHsSCN) kullanildiginda elde
edilebildigini bildirmislerdir. Bu ayristirma maddelerinin  Ab-Ag kopleksini
ayirmadaki basarisi, muhtemelen incelenen antijenin tiiriine ve spesifik antikorlarina

dayanmaktadir.

Asidan alt1 ay sonra, Al 6nemli dl¢iide artmistir, bu IgG antikorlarinin afinite
olgunlagmasini gostermektedir. Antikorun (Ab) afinitesinin veya aviditesinin
hayvanlarin immiinizasyonundan sonra zamanla asamali olarak arttig1 bilinmektedir
(Rodkey ve ark., 1970). Buna bagisiklik cevabinin olgunlasmasi1 da denilmektedir
(Siskind ve ark., 1969). Bu fenomenin, virus enfeksiyonlarindan sonra

konakgilarmin immiin yanitlarinda da meydana geldigi diigiiniilmektedir.

Pichichero ve ark. (1999) diphtheria-tetanus—acellular pertussis (DTaP) ile

astlanmis ¢ocuklarda antikor aviditesini arastirmak i¢in bir calisma gerceklestirmisler
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ve sonugta bizim sonuglarimiza benzer sekilde, asidan sonraki 3-7 ayda aviditenin

onemli 6l¢iide arttigini bildirmislerdir.

Bundan bagka, PPR ile enfekte koyunlardan toplanan 25 serum 6rneginde IgG
aviditesi arastirildi ve sonuglar; enfekte hayvanlarin, asilanmis hayvanlardan daha
diisiik serum Ig avidite indekslerine (AI) sahip olduklarint gostermistir. Al'deki
diisiis muhtemelen Ab ayrisabilirligine bagli olarak enfeksiyondan sonra gecen siire
ile aciklanabilecektir. Inouye ve ark. (1984), Japon ensefaliti (JE) virusu
inokiilasyonundan 2 hafta sonra serum Ornekleri alindiginda, Ag-Ab baglanmasinin
kuvvetinin daha biiyiilk oldugunu bildirmis ve sonra 4 aylik enfeksiyon sonrasi

kademeli olarak azaldig: bildirilmistir.

Akut kizamik¢ik enfeksiyonundan sonra kizamikg¢ik IgG aviditesinin
olgunlagmas1 daha once farkli zaman noktalarinda eslestirilmis numunelerin
(Hedman ve Seppild, 1988) ya da farkli hastalardan gelen serumlarin oldugu biiyiik
hasta gruplarinda tanimlanmistir (Enders ve Knotek, 1989). Hedman ve Seppéild
(1988) kizamik¢ik semptomlarinin baslamasindan sonraki 33 giin i¢inde alinan tiim

numunelerin avidite indekslerinin <%33 oldugunu gostermistir.

Bir baska ¢alismada Enders ve Knotek (1989) kizamikgiktan 4 hafta sonrasina
kadar alman tim oOrneklerin avidite indekslerinin %40'n altinda oldugunu
gostermistir. Thomas ve ark. (1992) yaptiklar1 ¢calismada akut kizamik¢iktan 3-4 ay
sonra alinan Orneklerin, dietilamin (DEA) igeren bir elusyon metodu kullanarak

diisiik aviditeli IgG1 antikorlarini bulmuslardir.

Diger viral hastaliklar i¢in avidite olgunlasmasi enfeksiyonu izleyen birkag ay
iginde ortaya ¢ikmaktadir. Toukko (1995), tarafindan yapilan bir ¢alismada, diisiik
aviditeli kizamik antikorlari, akut enfeksiyondan 7 hafta sonrasina kadar tespit
edilebilmis ve kizamik IgG antikoru, ilk tepkilerin 17-20 haftas: i¢inde yliksek
aviditeye olgunlagsmistir. Insan herpes virusu-6 enfeksiyonu antikorlart igin, ilk
enfeksiyonun ardindan 5 ay iginde yiiksek aviditeye olgunlagmistir (Ward ve ark.,
1993).
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IgG antikor aviditesinin degerlendirilmesi ig¢in test, immiinolojik olarak
yetersiz hastalarda (primer immiin yanit) ortaya c¢ikan immiin yanit ile dnceden
mevcut bir B hiicre hafizas1 (sekonder immiin yanit) olan hastalarda olusan immiin
yanit arasinda ayrim yapmak i¢in giivenilir bir aragtir (Hedman ve ark., 1993).
Birincil enfeksiyonda, spesifik IgG antikor yaniti, antijenlerle zayif sekilde baglanan
IgG antikorlar ile baslar (diisiik avidite), bu yavas yavas yiiksek avidite antikorlar
haline gelir. Sekonder enfeksiyonda hizli antikor yaniti, yiiksek avidite antikorlarin

tiretimi ile karakterize edilir (Nossal, 1992).

Kizamikeik IgG antikoru aviditesi 6l¢iimii, son enfeksiyon ve uzak kizamikg¢ik
enfeksiyonunu ayirt etmek icin kullanilmistir (Hedman ve Seppéld, 1988). Akut
kizamik¢ik tanisi, kizamikgik-spesifik 1gG antikorlariin serokonversiyonu ile
birlikte kizamik¢ik IgM antikorlarinin tespitine veya eslestirilmis numunelerde
kizamikgik IgG antikor titresinde belirgin bir artisin gdsterilmesine dayanmaktadir.
Bununla birlikte, kizamik¢ik IgM antikorlari, yeniden enfeksiyon durumunda da

tespit edilebilmektedir (Morgan-Capner ve ark., 1985).

IgG antikoru avidite testinin, primer kizamik¢ik (Condorelli ve ark., 1997),
toksoplazmoz (Montoya ve ark., 2002) ve sitomegalovirus (Baccard-Longere ve ark.,
2001) enfeksiyonlari tanisinda ¢ok faydali oldugu gosterilmistir. Ayrca, primer
hepatit C virusu enfeksiyonunu, kronik veya gecmis hepatit C virusu
enfeksiyonundan ayirmak icin de kullanilmaktadir (Kano ve Kazuyama, 2002).
Diger bir¢ok akut viral hastaligin serodiagnozu i¢in IgG antikoru avidite testi
kullanilmistir (Akingbade ve ark., 2003; Robertson ve ark., 2003).

Avidity testinin 6nemli kullanim amaglarindan bir tanesi de as1 basarisinin
Olciilmesidir (Paunio ve ark., 2003). Kizamik enfeksiyonu ile ilgili olarak, 1gG
avidite testi kizamik asilariin etkinligini belirlemek i¢in ve ikincil a1 yetmezliginin

belirlenmesi i¢in de kullanilmistir (Paunio, 2000; Souza ve ark., 1997).

Geleneksel olarak, kizamik IgG avidite analizleri primer ve sekonder asi

basarisizliklarin1  simiflandirmak i¢in kullanilmistir (Paunio, 2003). Primer asi
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yetersizligi, asiya hi¢ cevap vermeyen ve kizamik virusu enfeksiyonu iizerine klasik
kizamikla gelen asilanmis bireylerdir. Ikincil as1 yetmezligi, antikorlar1 zaman iginde
azalan asilamaya karsi dokiimante edilmis IgG antikor yanitlar1 olan ve kizamik
virusu enfeksiyonuna duyarl hale gelen bireylerdir. As1 basarisizlik oranlar iilkeden
iilkeye degisebilir. Asilama yasi, alman dozlarn sayisi ve asi  susunun
immiinojenikligi gibi bir¢ok faktor, farkli primer ve sekonder as1 yetersizligi oranlari

ile iliskilendirilebilir.

Diger yandan, antikorlarin yiliksek aviditesi, diisiik antikor konsantrasyonunu
bir dereceye kadar telafi edebilmektedir ve bunun tersi de gecerlidir (Bachmann ve
ark., 1997). Bir varsayima gore, yiliksek diizeyde antikor ve yiiksek avidite indeksi
olan kizamik olgular1 da olmustur (Hamkar ve ark., 2006). Yiiksek konsantrasyonlu
yiiksek avidite antikorlarin enfeksiyona karsi savasmasindaki yetersizliginin bir
nedeni, tiim virus genotiplerini ndtralize edememeleri olabilmektedir (Atrasheuskaya
ve ark., 2008).

Sonug olarak, PPR asisinin iyi bir antikor tepkisi ortaya c¢ikarmasinda etkili
oldugu goriilmektedir. Antikor miktarina ek olarak, bu antikorlarin aviditesi hastaliga

kars1 korunmada 6nemli bir parametredir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmanin amaci; secilen koyun siiriilerinde PPR asilamasini takiben
noétralizan antikor olusum siirecini takip etmek ve tespit edilen PPRV- spesifik
antikorlarin zamana bagli olarak antijene baglanma giiciiniin (avidite) gelisiminin
izlenmesidir. Antikorlarin baglanma giici, Ticari ELISA teknigi ile kombine edilerek
avidite testi ile sorgulandi. Bunun sonucunda asilama sonrasi edinilen sivisal
bagisikligin zamana bagl gelisim kinetigi incelendi. Yapilan arastirma sonucunda

elde edilen veriler degerlendirildiginde,

» Hem VNT hem de c-ELISA, antikorlarin PPR virusune tespitinde ve
titrasyonunda kullanilmistir. iki serolojik testin sonuglar1 arasindaki nispi
farklilik tespit edilirken, c-ELISA'nin, VNT'den daha yiiksek 6zgiilliik ve

duyarliliga sahip oldugunu gosterilmistir.

» Asilamadan sonraki ilk ayda hayvanlarin %67’sinde PPR antikorlar1 tespit

edilmistir.

» PPR agilamasimi takip eden 12. aymn sonunda aragtirmada kullanilan

koyunlarin %91’inde PPRV-antikorlar tespit edilebilmistir.

» Calismamizin sonuna kadar, kullanilan PPR asisinin 100 baslik koyun

stirlistinde tam koruma diizeyi vermedigi agiktir.

» Ug-ay yasinda olduklar1 tespit edilen 8 kuzudan alian serum Srneklerinin,
yapilan testler sonunda PPRV'ye 06zgii pasif antikor tasimadigi

gosterilmistir.

» Daha once enfekte olmus koyunlardan elde edilen ortalama CP, asilanan

hayvanlarin ortalama CP'sine kiyasla daha diisiik bulunmustur.
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Asilamay1 takip eden 1 yil icinde, Avidite Indeksinin kademeli olarak
arttigit  ve notralizan IgG antikorlarinin  afinite  olgunlagsmasinin

tamamlandig1 goriilmiustiir.

Sonuglar, enfekte olmus koyunlarin serum IgG avidite indeksinin,
immiinize edilmis hayvanin Al'sinden diisiikk oldugunu gosterdiyse de
enfeksiyonun ne zaman meydana geldigi konusunda kesin bir bilgi
olmamas1 sebebiyle kesin degerlendirmelerin kontrollii calismalar ile

yapilmasi gerekliligi sonucuna varilmistir.

PPRV IgG’lerin avidite indeksinin 11 koyunda asilama sonrasi 6-12 ay
arasinda azalma egiliminde oldugu bulundu. Bu durum istatistik olarak
anlamli olmasa da antikor avidite ve Ab seviyesi konsantrasyonunu takip
etmek i¢in daha uzun siireli gozlemlere dayali arastirmalara ihtiyac

oldugunu diistindiirmiistiir.
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OZET

Koyun Siiriilerinde PPR Virus Asilamas1 Sonrasi Sivisal Bagisik Yamitin
Degerlendirilmesi

Kiiciik ruminant vebasi (PPR), koyun ve kegiler arasinda yiiksek morbidite ve
mortalite oraninda seyreden 6nemli bir viral hastaliktir. Bu ¢alismada, PPR virusuna karsi
notrlestirici antikorlarin olusumu, virus nétralizasyon testi (VNT) ve kompetitif ELISA (c-
ELISA) ile tespit edilmistir.

Aragtirmada; Eskisehir ili Cifteler ilgesinde yerlesik koyun stiriilerinde bulunan 150
adet hayvan kullanildi ve 3 grupta ayrildi. Birinci grupta (G1) 100 serum 6rnegi, PPRV'ye
kars1, Nig / 75/1 PPR virusu susu asist kullanilarak asilanmis olan koyunlardan elde edildi.
PPR asilamasi yapildigi anda, bunu izleyen 1.ayda bunu takip eden 6. ve 12. aylarda olmak
iizere toplam 4 kez 6rneklenen koyunlardan serumlar1 ayrilmak {izere kan 6rnekleri alindi.
Numuneler, her 6rneklemede ayn1 segilmis 100 koyundan toplanmustir. ikinci grupta (Gr 2)
iki y1l 6nce dogal yolla PPR enfeksiyonu gegirdigi tespit edilen 25 adet koyun ve son grupta
ise (Gr 3) PPR enfeksiyona maruz kalmamis bir adet siiriiden ayrildi (25 adet).

Kompetitif ELISA ile agilama sonrasi 1., 6. ve 12. ayda pozitif bulunan koyun sayisi
strastyla 67/100 (%67), 82/100 (%82) ve 91/100 (%91) tespit edildi. Ayrica, seroprevalansin
sirastyla 25/25 (%100) ve 13/25 (%52) oldugu ikinci ve tg¢lincii grupta antikor olusumu
tespit edildi.

Calisma kapsaminda ayrica, ticari ELISA ve 8 M {ire kullanilarak, PPR asilamas1 ve
enfeksiyonundan sonra PPRV'ye karsi olusan IgG antikorlarinin, virusa baglanma
kuvvetlerinin degerlendirilmesi i¢in avidite testi yapildi. Asilamadan 6 ay sonra IgG avidite
indeksinde (AI) 6nemli bir artig goriilmiistiir. 1 yillik agilamadan sonra, koyun siiriilerinin 56
/67'sinde (%83) Al'de artis egilimi gozlenirken, Al'de disiis egilimi 11/67'de (%16)
goriilmiistir. Avidite indeksi dogal olarak enfekte olmus ve asilanmis koyunlarda da
karsilastirildi ve sonuglar enfekte hayvanlarin Al'sinin asilama sonrast Al'den diisiik
oldugunu gosterdi. PPR agisinin etkili oldugu ve ¢alisilan hayvanlarda yiiksek antikor yaniti
irettigi bulundu.

Anahtar Sozciiler: c-ELISA, IgG Avidite, Koyun, Kiigiik Ruminant Vebasi, VNT.
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SUMMARY

Evaluation of Humoral Immune Response in Sheep Flocks After Vaccination with PPR
Virus

Peste des petitis ruminant (PPR) is an important viral disease which causes high
morbidity and mortality rate among sheep and goats. In this study the formation of
neutralizing antibodies to PPR virus has been detected by means of virus neutralization test
(VNT) and competitive ELISA (CELISA).

A total of 150 sheep from Eskisehir province were involved and divided into 3 groups.
In the first group, 100 serum samples were obtained from sheep that have been vaccinated
against PPRV using Nig/75/1 PPR virus strain vaccine. Animals’ blood samples were taken
4 times e.g. on time of vaccination, 1 month, 6 months and 1-year post - vaccination. The
samples were collected from the same selected 100 sheep at each sampling. The second
group (Gr 2) 25 sheep that have been naturally infected with PPR two years ago. The last
group (Gr 3) was composed of 25 unvaccinated animals.

With c-ELISA, the number of sheep found positive at 1%, 6", and 12" months post-
vaccination was 67/100 (67%), 82/100(82%) and 91/100(91%), respectively. Also, the
formation of antibodies was detected in the second and the third group where the
seroprevelance was 25/25(100%) and 13/25 (52%), respectively.

Moreover, by using commercial ELISA and 8 M urea, avidity test was performed to
assess the strength of the IgG antibodies directed against PPRV, produced after PPR
vaccination and infection. A considerable increase in the IgG avidity index (Al) was seen at
6 months’ post vaccination. After 1 year of vaccination an upward trend in the Al was
observed in 56/67 (83%) of the sheep flocks whereas a downward trend in the Al was seen in
11/67 (16%). Avidity index was also compared in naturally infected and vaccinated sheep
and the results showed that Al of infected animals was lower than Al post vaccination. We
found that PPR vaccine was effective and generate high antibody response in the studied
animals.

Keywords: c-ELISA, IgG Avidity, Peste des petitis Ruminants, Sheep, VNT.
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