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ONSOZ

Diinya Hayvan Saglik Orgiitii (WOAH) listesinde yer alan sap hastaligi, evcil
ve vahsi ruminantlarin akut, ¢ok bulasici, verim kayiplarina neden olarak, hastaligin
bulundugu {ilkelerde hayvansal {iriin {iretiminde ciddi ekonomik kayiplara yol acan
viral bir hastaliktir. Yedi farkli antijenik tipi (A, O, C, Asia-1, SATI1, SAT2, SAT3)

bulunmakta olup, diinya iizerinde en yaygin olan tipler A ve O tipleridir.

Tiirkiye’de sap hastalign ile ilgili ilk bilgiler, 1914 yilinda yayinlanan Tarim
Istatistiklerinde yer almaktadir. Ulkemizde A ve O tipleri endemik olarak
goriilmektedir. Asia-1 tipi ise, 2002 yilindan bu yana saptanmamustir. Hastaligin
kontrolii amaciyla iilkemizde karantina ve asilama, Trakya bdlgesinde ise ayrica sarta

bagli kesim de uygulanmaktadir.

Bir RNA virusu olan sap virusu, yiiksek mutasyon orani, quasi-species
populasyon yapist ve hizli replikasyon yetenegi, yeni ortamlara c¢abuk adapte
olabilmesi gibi RNA viruslarmin genel 6zelliklerini gdsterir. Sap virusunun hizl
tiplendirilmesi, Tirkiye gibi hastaligin epidemik oldugu iilkelerde kisa siirede salgin
orijininin  belirlenmesine ve dolayisiyla salgin  yayiliminin  izlenmesi ve
Onlenmesinde; hastaligin goriilmedigi {ilkelerde ise hastalik ¢ikisi halinde salgin
orijininin belirlenmesine ilave olarak ozellikle acil asilama gerektiren durumlarda

onemli katki saglayacaktir.

Bu c¢aligmanin her asamasinda yardim ve desteklerini gordiiglim danigman
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1. GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Sap hastalig1 evcil ve vahsi ruminantlarin akut, ¢ok bulasici, verim kayiplarina neden
olarak hastaligin bulundugu iilkelerde hayvansal iirlin iiretiminde ciddi ekonomik
kayiplara yol agan viral bir hastaliktir. Diinya Hayvan Saghg Orgiiti (WOAH)
kayitlarinda yer alan sap hastaligi ilk defa Fracastorius tarafindan 1546 yilinda
Italya’da sigirlarda bildirilmistir. 1898 yilinda ise Loeffler ve Frosch hayvanlarda
hastaliga neden olan etkenin filtreden gecebilen ve bakterilerden kiigiik Ozellikte
oldugunu tespit etmiglerdir (Sobrino ve ark., 2001; Grubman ve Baxt, 2004;
Kitching ve ark., 2007).

Bir RNA virusu olan sap virusu, yiksek mutasyon orani, quasi-species
populasyon yapist ve hizli replikasyon yetenegi, yeni ortamlara c¢abuk adapte
olabilmesi gibi RNA viruslariin genel 6zelliklerini gosterir (Murphy ve ark, 1999;
Villarreal ve ark, 2000; Elena, 2002; Domingo ve ark., 2003). Yedi farkli antijenik
serotipi ( A, O, C, Asia 1, SATI, SAT2, SAT3) bulunmaktadir. Diinya {izerinde en
yaygin olan tipler A ve O tipleridir. C tipi Hindistan’da sinirlanmigtir. Asia-1 genelde
giiney Asya’da, SAT serotipleri (SATI1, SAT2 ve SAT3) ise Afrika’da
bulunmaktadir (Knowles ve Samuel, 2003). Sap virusu, Ozellikle A tipi, dogal
sartlarda yliksek mutasyon oranina sahip oldugundan c¢ok sayida (yaklasik 80 kadar)
alt tip ve varyanti bulunmaktadir (Steinhauer ve Holland, 1987; Domingo ve ark.,

2003; Knowles ve Samuel, 2003).

1.2. Etiyoloji

Sap hastaligi virusu Picornaviridae familyast Aphtovirus altgrubu igerisinde
siiflandirilir. Picornaviridae familyasi igerisinde 9 cins (Enterovirus, Rhinovirus,
Cardiovirus, Aphthovirus, Hepatovirus, Parechovirus, Erbovirus, Kobuvirus ve

Teschovirus) yer alir (King ve ark., 2000).



Sap virusu pH 7-9 arasinda stabilitesini korur ve bu pH araligi disindaki
degerlerde hizla inaktive olur. Cesitli asitler (fosforik asit, siilfirik, sitrik, asetik,
formik asitler) ve alkaliler (sodyum karbonat, sodyum metasilikat ve sodyum
hidroksit) sap virusunu inaktive ederler. Saha sartlarinda % 4' liikk sodyum karbonat
ve %1'lik sodyum hidroksit kullanilabilir (Shafyi, 1968; Olechnowitz ve Engler,
1970). Virus diisiik sicaklik derecelerinde stabilitesini korurken, 50°C’ nin tizerindeki
sicakliklarda hizla inaktivasyona ugrar. Kemik iligi ve lenf bezlerinde ise uzun siire
canlt kalabilir. Invitro olarak etken dana tiroid, dana testis, dana bobrek, kuzu
bobrek, domuz bobrek ve sigir dil epiteli gibi primer ve BHK-21, MVPK-1, LF-BK,
IBRS ve HmLu gibi devamli hiicre kiiltiirlerinde {iiretilebilir (Sobrino ve ark., 2001).

Tek iplik¢ikli, pozitif polariteli, yaklasik 8500 niikleotid baz igeren sap virusu
RNA’s1 (VRNA) tek bir okunabilen baz ¢atis1 (ORF, open reading frame) igerir ve iki
ayr1 kodlanmayan bdlgeye (1200 nt) ayrlir. VPg, viral RNA’nin 5’ ucunda
kodlanmayan bdlgesinde yer alir. Diger bolge ise 400 nt’lik (uzunlugu izolatlara gore
degisen) PolyC (sadece Aphtovirus ve Cardiovirus da mevcut) kismidir. PolyC’nin
hemen altinda psudoknot motiveleri bulunmaktadir. VPg, PolyC ve psudoknot
motiveleri hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Translasyon, internal ribozom
giris bolgesinde (IRES) bulunan 84 niikleotitten olusan 2 AUG kodonu ile baslar.
IRES, 465 bazlik bir bolgede yer alir ve bazi viruslar ile okaryatik hiicre RNA’
larinda bulunan cap-bagimsiz translasyon fonksiyonuna sahiptir. Bu bdlgede farkli
RNA domainleri ve hiicre proteinlerine baglanmay1 saglayan fonksiyonel yapilar

bulunmaktadir (Sobrino ve ark., 2001).

Virus replikasyonu sitoplazma igerisinde olur. Replikasyonda RNA mRNA
islevi gordiigiinden infeksiyonu baslatma yetenegindedir. Sap virusu kodlanan
bolgesini iceren ORFunda (~7200nt), replikasyon sirasinda oncelikle tek bir
poliprotein sentezlenir. Yapisal prekursor proteini PI’nin virus proteazlar tarafindan
parcalanmasini takiben 3 polipeptid, VPO (VP2 ve VP4’lin prekorsorii), VP1 ve
VP3, asimetrik {initelere veya protomerlere ayrilmaktadir (Sekil-1.2). Bes protomer
birleserek bir pentameri ve 12 pentamer de birleserek kapsiti olusturur. Kapsit, yeni
sentezlenmis bir RNA molekiilii ile birlikte virus partikiiliinii olusturur. VPO’nun

VP2 ve VP4’e parcalanmast kendiliginden RNA’nin enkapsitasyonu sirasinda



gerceklesmektedir (Fox ve ark., 1987; Verdaguer ve ark., 1994; Sobrino ve ark,
2001; Clavijo ve ark, 2004). Sonucta, virusun kodlanan bdélgesinde (~7200nt), 12
ayr1 protein sentezlenir. Bu proteinlerden 4 tanesi sap virusunun kapsitini olusturan
yapisal proteinler (1A, 1B, 1C ve 1D), 8 tanesi ise yapisal olmayan proteinlerdir (L,
2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C ve 3D) (Clavijo ve ark., 2004; Fry ve ark., 2005).

Sap virusu kapsiti picornavirus ailesinin klasik organizasyonuna sahip olup 28-
30 nm capinda, ikozohedral simetriye sahip zarfsiz bir RNA virusu 6zelligindedir.
Kapsit her bir yapisal proteinin 60 defa kopyalanmasi ile olusmustur. Bu yapisal
proteinler; 1A (VP4), 1B (VP2), 1C (VP3) ve 1D (VP1) dir. Bunlarin arasinda, VP1,
VP2 ve VP3 virus yiizeyinde konumlanirken, VP4 ise i¢ kisimda yer alan bir
proteindir. Dort yapisal protein icerisinde kapsitin 1D (VP1) bolgesi, 6zellikle de
VP1’ in karboksi terminal ucu virusun antijenik anlamda en degisken kismudir.
Serotip ve alt tip ¢esitliliginin bu bolgede olusan amino asit farkliliklarindan
kaynaklandig1 bildirilmistir. Bu bdlgeler disindaki kisimlar g¢ogunlukla benzer
genomlar seklindedir (Harris ve ark., 1980; Beck ve ark, 1983; Cheung ve ark., 1983;
Mason ve ark., 2003; Fry ve ark., 2005).

Picornavirus ailesi iginde yer alan viruslarin yapisal benzerliklerine ragmen,
sap virusunun bazi ayirt edici yapisal 6zellikleri bulunur. Picornaviruslarin ylizeyinin
cogunda “kanyon” adi verilen ve konakg1 hiicre reseptorii ile etkilesimde gorev alan
gecici yapilar, sap virusu kapsitinde yer almaz (Hogle ve ark., 1985). Sap virusunun
ince dis katmani, dolayisiyla asitlere duyarli yapis1 ve ¢ok fazla reseptor kullanimi
gibi Ozelliklerine bagl olarak, sap virusu diger picornaviruslara gore konakg1 hiicre
ile daha zayif bir baglant1 gerceklestirir (Acharya ve ark., 1989; Everaert ve ark.,
1989) .

Sap virusu olusan mutasyonlara bagli olarak belirli bir sekansa sahip olmak yerine

karigim/quasi-species populasyon yapisindadir (Domingo, 2002).
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Sekil-1.1. Sap virusunun genomu ve translasyon iirtinleri (Sobrino, 2001)

1.2.1. Sap Virusunun Tipleri

Sap virusunun yedi farkli antijenik serotipi ya da tipi ( A, O, C, Asia 1, SATI,
SAT2, SAT3) bulunmaktadir. Ulkemizde 1914 yilindan bu yana degisik tarihlerde A
(A2, AS, A22, A96 ), O (O1, OPanAsia), SATI (1963 yili) ve Asia- 1 (1973-2002)
tipleri teshis edilmistir. Asia-1 tipi ilk defa 1973 yilinda saptanmig olup, 1984-1999
yillar1 arasinda sadece belli illerde sinirli siirelerde (3 yildan daha az) dolasimda
kalmistir. Asia-1 tipi Tiirkiye’de Nisan 2002 yilindan bu yana goriilmemektedir.
1952 yilinda ilk kez tiplendirilmis olan A ve O serotipleri ise Tiirkiye’de endemik
olarak gozlenmektedir (Aktas, 1998; Tufan, 2006).

Antijenik varyasyon A tipinde oldukca fazladir (Aktas, 1998; Marquardt ve
Freiberg, 2000). O ve C tiplerinde A tipine gore daha az goriilmektedir. Asia-1 suslari
arasinda da A ve O kadar 6nemli olmayan antijenik varyasyonlar tespit edilmistir
(Ansell ve ark., 1994; Knowles ve Samuel, 2003). in vitro ortamda hiicre
kiiltiirlerinde  seri pasajlar sirasinda ve persiste enfeksiyonlarda virusun
replikasyonunda hatalar olusabilir. Bu durum varyantlarin ortaya ¢ikmasi ile
sonuglanir (Carrillo ve ark., 1989). Ayrica Tiirkiye'de uygulanan asilama stratejisine

bagl olarak olusan bagisik populasyon ve ¢ok sayida tasiyici enfekte hayvan varligi



nedeniyle pek cok varyantin mevcut olabilecegi bildirilmistir (Gilirhan ve ark.,

1993).

Sap virusunun sahada aktif olarak uzun yillar sliren evrimi, varyasyon
olusumuna firsat vererek bugiin gordiigiimiiz 7 farkli serotipin olusumuna yol
acmustir. Ancak serotip farkliliginin molekiiler anlamda agiklamasi heniiz tam olarak
anlagilamamistir. Seleksiyon, 6zellikle de immun baskiya bagli olarak viral kapsitin
yapisinda farkli antijenik motiflerin olusmasi nedeniyle farkli tiplerin olusumunun
indiiklendigi diisiiniilmektedir (Domingo ve ark, 2003). Sap virusunun en sik
yasadigr mutasyon tipi nokta mutasyonlardir. Buna 6rnek olarak A22 Irak alt tipi
verilebilir. Irak’dan 1964 yilinda Tirkiye’ye giren A22 alt tipi, bir siire tespit
edilmemis ancak en son 2005 yilinda A96 ve 98 alt tipinden farkli olarak olusan
A/O5 alt tipinin, A22 Irak ile antijenik karakterizasyon sonucunun uyumlu oldugu
bildirilmistir. Bir baska ifade ile birbirinden bagimsizmis gibi olusan A alt tipleri
koken olarak orijinal virus izolat1 ile bir noktada benzerlik gostermektedir
(Rweyemamu ve ark, 1984). Yapilan bir baska ¢alisma (Duque ve Baxt, 2003)
sonucuna gore sap virusu A ve O serotiplerinin integrin kullanma etkinligindeki
farkliligin, serotiplerin olusumunda etkisi oldugu bildirilmistir. Sap virusu konake1
hiicreye baglanmasini saglayan reseptorlerin serotipler arasi kullanimi birbirinden
farklidir. Ornegin O tipinde glikozaminoglikan, heparan siilfat rol alirken, A tipinde
heparan siilfat etkili degildir (Mason ve ark., 2003).

Yapilan bir ¢alismada (Grubman ve ark, 1987), sap virusu genomunda antijenik
olarak en fazla degiskenlik gosteren bolgeler PAGE ile incelenmis, oncelikle VP1,
daha az diizeyde VP3 ve yapisal olmayan bolgede 3C (viral proteaz) en ¢ok
degiskenlik gosteren bolgeler olarak bildirilmistir. Ancak VP1’in ylizeyinde 140-160
amino asit dizisinde yer alan virusun hiicre ile baglanma bolgesini iceren oldukca
korunmus Arg-Gly-Asp (RGD) motifine sahip bolgenin hareketli ve ¢ok fonksiyonlu
bir yapida oldugu bildirilmektedir. Bu 06zelliklere sahip RGD motifi virusun en
onemli notralizasyon bolgesini igermektedir (Pfaff ve ark., 1988; Acharya ve ark.,

1990; Makoft ve ark., 1992; Mason ve ark., 2003).



Antijenik varyasyon genellikle genomun yapisal bolgesinde olusur. Polimerazi
kodlayan bolgede hemen hemen hi¢ varyasyon yoktur. VP1’ in G-H kivrimi disinda
41-60 ve 190-213 rezidiileri, dizilis varyasyonunun goriildiglii diger Onemli
bolgelerdir (Brown, 1980; Brown, 1984). RGD (145-147 amino asit rezidiisii)
bolgesinde gozlenen tek bir amino asit yer degisiminin virus-antikor etkilesiminde
Oonemli olabilecegi bildirilmistir (Brown, 1995). 140-160 ve 200-213 amino asit
rezidiileri notralizan antikorlar ile etkilesime giren diger 6nemli bdlgelerdir (Thomas ve
ark., 1988). Tiirkiye O1Manisa/69 izolatinin monoklonal antikorlar ile kapsit antijenik
epitoplarnin arastirildigi bir arastirmada (Aktas ve Samuel, 2000), VP2 bolgesinde 72

ve VP1’de 149 amino asit pozisyonunda yer degistirme (substitution) saptanmustir.

Sap virusunun Ozellikle serotip ya da topotip (genetik ve cografik olarak
farklilasmis grup) diizeyinde konakei spesifitesi hakkinda yeterli bilgiler mevcut
degilse de, konakg1 spesifitesi sap virusunun yayilimi ve persistensini anlamada en
o6nemli epidemiyolojik faktordiir. Sap virusunun sahip oldugu yiiksek mutasyon hizi ve
quasi-species (karigim) populasyon yapist onun hizli evrimini bir 6l¢lide agiklar. Ayrica
virusun genomunda olusan minor yapisal degisikliklerin konakg1 affinitesinde degisime
yol actigr bilinmektedir. Ancak konake1 spesifitesi, Tiirkiye’de Asia-1 serotipinin
epidemileri sonrasinda neden dolasimda kalmadigin (persistensi) ya da A serotipinin O
serotipine gore daha kisa siire dolasimda kalabildigini tam olarak aciklayamamaktadir.
Topotipin sahip oldugu virulens ve konakei araligina bagli olarak dolasimda kaldig
diisiiniilmektedir (Domingo, 2002; Domingo ve ark., 2003).

1.3. Epidemiyoloji

Arteriodactyla ailesi igerisinde bulunan hayvanlar, birka¢ istisna disinda sap
hastaligina duyarlidir. Hastalik epidemiyolojisinde biiyliik 6neme sahip olan sigir,
domuz, koyun ve kegiler yanisira Asya, Giliney Amerika ve Afrika su bufalolari,
kudu ve impalalar hastaligin dogal epidemiyolojisinde rol oynarlar. Geyik, deve,
lama, Hindistan filleri ise belirli sartlar altinda epidemiyolojik risk olusturabilecek
tiirlerdir. Insan, sap hastalifma direngli olan kdpek ve at gibi hayvanlar, hastalign
konakgis1 olmayan hayvanlar (kuslar, fareler vs.), kontamine materyaller (yem, ot, su

vs.), nakil araglari, et ve et iiriinleri, siit ve siit iiriinleri, suni tohumlama ve embryo



transferi mekanik olarak onemli diger enfeksiyon kaynaklaridir (Alexandersen ve

Mowat., 2005).

Inkiibasyon periyodu, infeksiydz periyot sirasinda disar1 sagilan virus partikiil
miktari, virusun hava yolu ile de yayilma 6zelligi, virusun digki ve karkasta canliligini
stirdiirebilmesi, tastyicilik o6zelligi ve duyarli konake¢i tiiriinlin fazlaligi hastaligin

epidemiyolojisini belirleyen ¢esitli faktorlerdir (Davies, 2002).

Viremi fazinda (4-5 giin) virus tiim viicut sivilarinda bulundugundan bu dénemde
hasta hayvan, saglikli hayvanlar i¢cin daima enfeksiyon kaynagidir. Hastaligin akut
doneminde enfekte hayvanlarin vezikiil sivisi, salya gibi bazi dokularinda ¢ok yiiksek
miktarlarda virus tespit edilebilir. Hastaligin akut donemi tamamlandiktan birkag¢ giin
sonra ise, yumusak damak ve farenks (persiste enfeksiyonun gozlendigi yer)
disindaki dokulardan, virus izolasyonu yapilabilmesi ¢ok nadirdir. Enfekte ve duyarh
hayvanlar arasinda en yaygin (%95) bulagsma formu direkt temastir. Aerosol bulagma,
direkt temasin en 6nemli yoludur (Donaldson ve ark., 1987). Virusun hava yolu ile ¢cok
uzak mesafelere tasmnmasi ile hastaligin yayilmasi s6z konusudur. Ornegin, 2001
yilinda Ingiltere’de goriilen sap salgim hava yolu ile virus yayilmasmna dnemli bir

Ornektir.

Tiirkiye’deki hastalik odaklar1 incelenmis ve hastaligin en yaygin bulasma yolunun
direkt bulasma oldugu bildirilmistir. Kontrolsiiz hayvan hareketleri ve hayvan pazarlar

Tiirkiye i¢in 6nemli hastalik risk kaynaklaridir (Aktas, 1998 ).

Sap virusu serotipleri O, A ve Asia-1’in Tiirkiye’deki yayilimi ve persistensine
iliskin yapilan bir arastirmada (Gilbert ve ark., 2005), sap hastalig1 goriilme sikliginin
duyarl konake: tiirii fazlaligi, odak bolgesi ile diger hayvancilik ile ilgili bolgelerin
birbirine ¢ok yakin olmasi ve et {iretimi-talebinde yasanan karsithiklar (et talebi
nedeniyle besi hayvanlarinin yasal olmayan hayvan hareketlerinin yogun yasandigi
dogu bolgelerinden-bat1 bolgelerine nakli) gibi faktorlere bagl olarak degisebilecegi
bildirilmistir.



1.3. Patogenez ve Patoloji

Biitiinliigli bozulan boynuzlagmis epitel dokusuna direkt virus girisi disinda,
farengeal bolge enfeksiyonun primer bolgesidir (McVicar ve Sutmoller, 1976).
Viremiden veya klinik belirtilerin goriilmesinden 1-3 giin dnce bu bolgede virus
tespit edilebilir (Alexandersen ve ark., 2002). Yumusak damagin dorsal yiizii ve
nazofarenks birlesme bdlgesi, ilk virus girisi ve replikasyonda énemli bolgelerdir
(Alexandersen ve ark., 2001). Tonsilla bolgesi ise 6zellikle koyunlarda primer

enfeksiyon bolgesi olarak onem tasir (Burrows, 1968).

Virus, hiicre i¢ine girisinde genellikle integrin grubu (avp6, avB3, avps, avpl
gibi) olarak bilinen hedef hiicre yiizeyinde bulunan reseptorleri kullanir (Duque ve
Baxt, 2003). integrinler disinda Fc reseptdrler, heparan siilfat gibi diger reseptorleri
de kullanir. Sap virusu farenksteki primer replikasyonunu takiben lenfatik sisteme
gecerek, kan yoluyla doku ve organlar1 enfekte eder. Viremi donemi yaklagik 4-5
giin siirer. Klinik belirtilerin goriilmesinden once sekret ve ekskretlerde bol miktarda
virus bulunur ve ¢ok kiiclik toz zerrecikleri iginde, alveoler bdlgelere ve kan
makrofajlar1 yilizeyine direkt tasinabilir. Daha sonra hedef dokulara (agiz, deri ve

dilin boynuzsu epiteli) tasmnan virus burada depolanir ve ikinci replikasyona baglar

(Alexandersen ve ark., 2001).

Virusa karst konakgr reaksiyonu, klinik belirtilerin goriilmesinden 3-4 giin
sonra, antikor yaniti seklinde tespit edilir. Virusun titresi diiserken ndtralizan
antikorlarin titresi yiikselir. Dolasimdaki virusun temizlenmesinde bu bagisiklik
yanitt genellikle yeterli olmakla birlikte, tastyiciik durumunun olugumunu
engelleyemeyebilir (Alexandersen ve ark., 2002). Antikorlar dolasimdaki virusu
etkin bir sekilde temizler. Bununla birlikte, epitel dokusunda 10-14 giin siire ile virus

tespit edilebilmektedir (Oliver ve ark., 1988).

Deri, makroskobik ve histopatolojik olarak normal goériinmesine karsi yiiksek
miktarda virus igerebilir. Ilk histopatolojik degisiklikler boynuzsu tabakalasmis

epitelde balon dejenerasyonu ve hiicre i¢i 6dem ile karakterizedir. Sonra nekroz,



mononukleer hiicre ve granulosit infiltrasyonu baslar. Bu asamadan sonra lezyonlar
gozle gorilebilir. Enfeksiyonun agir seyrettigi durumlarda, vezikiiller genisler ve
yara seklini alir. Vezikiillerin i¢i agik renkte serdz sivi ile doludur. Vezikiiller
genellikle kabuklasir ve bu kabuklar yaklasik 24 saat sonra diiser. Kabuklarin
ayrilmasindan sonra kirmizi renkte llserler agiga ¢ikar. Birkag gilin sonra lezyonlar
iizerinde nekrotik epitel parcalari meydana gelir. Ozellikle agiz bédlgesinde ve dil

lizerinde hastaliga 6zgii graniilasyon dokusu olusur (Alexandersen ve ark., 2003a).

1.5. Klinik Belirtiler

Sap hastalig1 alinan virus miktari, susu, organizmaya giris yeri, konak¢1 hayvan tiirii
ve bireysel yapis1 gibi faktorlere bagli olarak klinik veya subklinik seyir gosterir
(Barnett ve Cox, 1999; Hughes ve ark., 2002). Alinan virus miktarina bagli olarak
hastaligin inkubasyon siiresi 2-14 giin arasinda degismektedir (Alexandersen ve ark.,

2003b).

Hastaligin ilk devresinde viremiden dolay1 gozlenen ates (40 - 41°C) evresi kisa
siirer ve hastaligin atessiz donemi baglar. Daha sonra agizda olusan vezikiillerden
dolayi istahsizlik ve depresyon goriiliir. Vezikiiller en ¢ok agiz, ayak (tirnak arasi
korona bdlgesi) ve meme epitelinde olusur. Siddetli agiz lezyonlar1 sigirlarda
gozlenir. Vezikillerin etkisiyle agizdan bol miktarda hastaligin tipik klinik

gbriinlimil olan ip gibi uzayan salya akmaya baslar (Alexandersen ve Mowat, 2005).

Koyunlarda klinik belirtiler sigirlara gére daha hafif seyirlidir. Genellikle
lezyonlar ayaklardadir ve buna bagl olarak da koyunlarda klinik belirtilerin basinda

topallik gelir (Hughes ve ark., 2002).
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1.6. Sap Viruslariin Molekiiler Epidemiyolojisi

Sap viruslarmin genetik farkliligini belirlemek amaciyla filogenetik haritalarinin
cikarilmasinda antijenik anlamda degigskenlik gosteren genomun VP1 bolgesi

kullanilmaktadir (Saiz ve ark., 1993; Knowles ve Samuel, 2003).

Serotip A, Avrupa ve Asya serotipleri icerisinde antijenik olarak en degisken
tip olarak diislinlilmektedir (Knowles ve Samuel, 2003). 1970’1 yillarin baginda 32
alttip bildirilmistir (Davie, 1964). Bu alttiplerden bazilarinin (A22, A24, vs.) genetik
olarak farkli olduklar1 gosterilmesine ragmen ¢ogu alt tip calistimamistir. Glintimiize
kadar 500’den fazla A tipi virus izolatinin kismi veya tim VP1 dizileri
karsilastirilmig ve bir ¢ok genetik grup bildirilmistir (Aktas, 1998; Marquardt ve
Haas, 1998; Marquardt ve Freiberg, 2000). A tipi igerisinde Avrupa/Giiney Amerika
(Euro/SA), Asya ve Afrika olmak iizere ii¢ tane cografik dagilimlar1 farkli genotip
(topotip) bildirilmistir (Knowles ve Samuel, 2003).

Tirkiye’ deki A tipi sap viruslarinin molekiiler epidemiyolojisi lizerine yapilan
bir calismada (Aktas, 1998), kiiclik bas hayvanlarin sap virusu A serotipi
epidemiyolojisindeki Oneminin O serotipine gore ¢ok daha az diizeyde oldugu
bildirilmistir. A serotipi sap viruslarinin 1989, 1990 ve 1997 yillarinda her ne kadar
as1 susundan farklilik gosteren bazi antijenik varyantlar1 saptanmis ise de, 1998
yilina degin A serotipleri genelde A22 Mahmath as1 susu ile yakin iligkili olarak
bulunmustur. Daha sonraki yillarda 1998-2004 yillarina ait sap viruslarinin 1D
bolgesinden yapilan sekans analizleri sonucunda gozlenen iki farkli genetik gruptan
(A96 ve A99), A96’nin as1 susu ile uyumunun iyi oldugu, A99’ un ise orta dereceli
uyumlu oldugu bulunmustur (Klein ve ark, 2006). Yine 2006 yilinda tespit edilen A
alt grubunun (A/O5) A22 Mahmath as1 susu ile uyumlu olduklar1 saptanmigtir
(Parlak ve ark., 2007).

Serotip O, Sap Hastalig1 Diinya Referans Laboratuvari’nda (WRL) pozitif saha
tan1 materyalinden en yaygin tespit edilen tiptir (Ferris ve Donaldson, 1992).
Onceleri O tipi sap virusu 10 veya 11 antijenik alt tipe ayrilmistir (Davie, 1964).

Ancak giliniimiizde O tipinde antijenik farkliligin az oldugu kabul gérmekte ve buna
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baglh olarak antijenik farkliliktan daha ¢ok genetik ve cografi farkliliklara gore
yapilan smiflandirmalarda O tipinde birgok farkli topotipin varligindan s6z

edilmektedir (Samuel ve Knowles, 2001).

O tipi sap viruslar1 son olarak 9 farkli topotip altinda gruplandirmislardir
(Knowles ve ark., 2004). Bunlar; Cathay, (Cin, Hong Kong, Tayvan), Ortadogu ve
Giiney Asya (ME/SA)(Middle East/South Asia), Giiney-Dogu Asya (SEA), (South-
East Asia), Avrupa-Giliney Amerika (Euro/SA)( Europe/South America), Endonezya-
1 (ISA-1), (Indonesia-1), Endonezya-2 (ISA-2)(Indonesia-2 ), Dogu Afrika (EA-1)
(East Africa-1), Dogu Afrika (EA-2) (East Africa-2) ve Bati Afrika (WA) (West
Africa) topotipleridir. Bu topotiplerden 2 tanesinin kayboldugu (ISA-1 ve ISA-2)
diistiniilmektedir. Diinya {izerinde izole edilen O tipi izolatlarin ¢ogunun ME-SA
(Ortadogu ve Giiney Asya) topotipine dahil oldugu bildirilmistir (Samuel ve
Knowles, 2001). Taiwan’da 1999 yilinda farkli bir O alt tipi tespit edilmistir. Ocak
2000’de Cin’de de saptanan bu alt tip, 1908’den beri sap hastalig1 ari olan
Japonya’ya ve yine 1934’den beri sap hastaligr ari olan Kore’ye ulagsmistir. Su an
PanAsia olarak bilinen bu O alt tipi, daha sonra Tiirkiye ve 2001°de Ingiltere’ye
kadar ulagmigtir (Mahy, 2005).

Tirkiye’de 1964-1998 ve 1998-2004 yillar1 arasinda izole edilen A ve O tipi
viruslarin genetik ve antijenik analizleri sonucunda, A ve O tipi viruslarin
epidemiyolojileri arasinda 6nemli farkliliklar saptanmistir (Aktas, 1998). Bu ¢alisma
sonucuna gore farkli alt gruplara ait O viruslar1 ayn1 anda sirkiile olabildigi ve
genellikle bir alt grubun daha dominant karakterde oldugu bildirilmistir. Ayrica O
tipi alt gruplarinin belli bir bolgede sinirli kalmadiklar1 ve genelde antijenik olarak
sirkiile olan O tipi viruslarin O1 Man 69 as1 susu ile yakin iligki i¢erisinde olduklar

belirlenmistir.

Sap virusu Asia-1 serotipi, antijenik anlamda diger tiplere goére daha az
diizeyde degiskenlik gostermektedir. Asia-1 tipinin tek bir genotip icerisinde iki ayri
gruba ayrildig1 bildirilmistir (Muthuchelvan ve ark., 2001). Buna gore prototipi
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Pakistan kokenli olan bir grup ile Banglades, Bhutan, Hindistan, Israil ve Nepal
orijinli diger gruptan olusmaktadir. Daha sonra bildirilen bir baska c¢alismada
(Gurumurthy ve ark., 2002), 61 adet Hindistan Asia-1 sekansi karsilastirildiginda
Asia-1’in genotip I-IV olarak bilinen 4 farkli genotipe ayrildig: bildirilmistir.

1.7. Saha Suslarinin Teshis ve Tiplendirilmesi

Sap enfeksiyonun tanis1 ve saha suslarinin tiplendirilmesinde dnceleri komplement
fikzasyon, hemagliitinasyon inhibisyon, koagliitinasyon, mikrondtralizasyon gibi
testler kullanilmistir. Sap virusunun tespitinde gold standart olarak kabul edilen virus
izolasyonu oldukg¢a sensitive bir metot olsa da, ekstra is giicli gerektirmesi, pahali
olmasi, 6rnek kontaminasyonu gibi bir takim olumsuzluklara bagl olarak ¢ok pratik
olmamaktadir. Ayrica herseyden once canli virus ile calisilmasi dolayisiyla ¢cevrenin
kontaminasyon riski, testin en 6nemli olumsuz yanidir (Davie, 1964; Warrington ve
Kawakami, 1972; Rweyemamu ve ark., 1978; Hamblin ve ark., 1984; Montassier ve

ark., 1994; Callens ve Clercq, 1997; Kitching, 2002).

Giliniimiizde rutin olarak sap virusunun tani ve tiplendirmesinde, lezyonlu epitel
dokusundan hazirlanan silispansiyonda spesifik sap virusunun tespiti amaciyla
Indirekt Sandwich ELISA  teknigi kullanilmaktadir. Ancak ELISA’nin
sensitivitesinin yeterince yiiksek olmamasi, dogrulanmasi i¢in virus izolasyonuna
gereksinim duymasi, testin sonuglanmasi i¢in en az 24 saat siire gerekmesi ve kalitesi
diisiik (virus inaktif) tan1 materyali ile ¢alisma giicliigiiniin bulunmasi gibi bir takim
olumsuzluklar1 vardir (Hamblin ve ark., 1984; Roeder ve Le Blanc Smith, 1987;
Ferris ve Dawson, 1988; Kitching ve ark., 1989).

Son yillarda sap virusu tani ve tiplendirmesinde RT-PCR (Laor ve ark., 1992;
Hofner ve ark., 1993; House ve Meyer, 1993; Moss ve Haas, 1999; Alexandersen ve
ark., 2000), real time PCR (Reid ve ark., 2001a; Rasmussen, 2003; Reid ve ark.,
2003; Rasmussen 2005), Nucleic Acid Sequence Based Amplification (NASBA),
(Collins, 2002), microchip array (Mcgall ve Christians, 2002; Baxi ve ark.,2006) gibi
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teknikler iizerinde c¢alisilmaktadir. Pek ¢ok alanda yaygin olarak kullanilan PCR
tekniklerinden sap virusunun tiplendirilmesi i¢in RT-PCR (Rodriguez ve ark., 1992;
Callens ve Clercq, 1997; Reid ve ark., 1999; Reid ve ark., 2000; Reid ve ark., 2001b;
Saiz ve ark., 2003), Ag-RT-PCR ELISA (Suryanarayana ve ark., 1999), multipleks
RT-PCR gibi (Vangrysperre ve Clercq, 1996; Callens ve Clercq, 1997; Reid ve ark.,
1999; Grindharan ve ark., 2005; Bao ve ark., 2008) modifiye PCR teknikleri halen

izerinde ¢aligilan yontemlerdir.

Yapilan bir calismada (Amaral-Doel ve ark.,, 1993), enfekte saha
materyallerinden sap virusun tanisinda RT-PCR’mn hiicre kiiltiirlerinde virus
izolasyonuna gore daha duyarli oldugu belirlenmistir. Sap virusu tam1 ve
tiplendirilmesinde monopleks RT-PCR kullanimina iligkin yapilan bir ¢alismada
(Reid ve ark., 1999), testin saha materyali ile calismada duyarli olmadig: belirlenmis
olup, saha materyalinde RT-PCR etkinligini degistirebilecek RNA pargalayan
enzimler (RNAase) varligi, primer dizayni, primer konsantrasyonu ve metodoloji
gibi faktorlere bagl olarak RT-PCR duyarliliginin degisebilecegi bildirilmistir. Bu
konuda yapilan bir baska arastirmada (Nunez ve ark., 1998) ise RT-PCR ile
tiplendirme sonucunun serolojik testlerle yapilan tiplendirilme sonucuna benzer

oldugu belirlenmistir.

Multipleks RT-PCR teknigi ¢ok sayida primer ¢ifti kullanarak birden fazla
hedef bolgenin ayni anda ve ayni ortamda (PCR reaksiyon karisimi) arastirildigi ve
saptandigi bir PCR teknigidir. Teknik genlerdeki delesyon, mutasyon veya
polimorfizm analizi gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. Teknigin viral, bakteriyel,
mantar ve paraziter enfeksiyon hastaliklarinin teshisinde olduk¢a degerli bir teknik
oldugu bildirilmistir (Elnifro ve ark., 1992; Edwards ve Gibbs, 1994; Henagariu,
1997; Jokela ve ark., 2005).

Sap virusu tan1 ve tiplendirmesinde multipleks RT-PCR kullanimina iligkin
siirlt sayida aragtirma yapilmistir. Bu arastirmalardan bazilarinda (Vangrysperre ve

Clercq, 1996; Callens ve Clercq, 1997; Reid ve ark., 1999), direkt saha
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materyalinden enfeksiyon tanisinda RT-PCR’in ¢ok basarili bir teknik olmadigi
bildirilirken, bagka bir arastirmada (Grindharan ve ark., 2005) multipleks RT-PCR
teknigi ile tiplendirmede direkt saha tan1 materyali ile ¢alisildiginda ELISA’ya gore
daha iyi sonuclar alindigi belirtilmistir. Daha sonra yapilan bir arastirmada
(Mohapatra ve ark., 2006) ise ELISA, dot-hibridizasyon, oligoprobing RT-PCR
ELISA birbiriyle karsilastirilarak, bu iki metodun ELISA’dan daha sensitive oldugu
bildirilmis ve  ELISA ile belirlenemeyen/ELISA  negatif  Orneklerin
degerlendirilmesinde second-round/ikincil test olarak bu testlerin kullanilabilecegi
bildirilmistir. Multipleks PCR, sap hastalig1 ile klinik benzerligi olan hastaliklarin
ayriminda, konvansiyonel multipleks PCR ve multipleks real time PCR olarak da
calisilmis (Fernandez ve ark., 2008; Hindson ve ark., 2008), teknigin her iki sekilde
de oldukg¢a iyi sonug verdigi bildirilmistir.

1.8. Kontrol ve Miicadele

Hastaligin kontrolii amaciyla uygulanan programlar agilama, karantina, kesim-imha
esasina dayanmaktadir. Benimsenen metot, iilkenin sosyoekonomik yapisi
dolayisiyla, izledigi hastalik kontrol stratejisi ile ilgilidir. Bulas kaynaklar1 ¢ok fazla
oldugundan hastaliktan korunma c¢ok kolay olmamaktadir. Nitekim hastaliktan ari
olan Ingiltere’ de 2007 yilinda hastaligin tekrar goriilmesi konunun ciddiyetini ortaya

koymaktadir (Kitching ve ark., 2007; Perry ve Rich, 2007; Mort ve ark., 2008).

Hastaligin endemik oldugu iilkelerde inaktif asilar ile yapilan diizenli
asilamalar, sap hastaligina bagisik populasyon olusumuna yardimci olur. Asilama
stratejisi, lilkenin daha 6nceden yapacagi hastalik risk haritalarina gore belirlenir. Asi
ve saha susu arasindaki uyumun siirekli takip edilmesi, as1 hazirlanmasi igin
harcanan emek ve maliyetin tutarli bir bicimde kullanilmasina yardimci olur. Bu
amagla kullanilan ELISA testi (rl ELISA) ve saha suslarinin sekans analizleri, yeni
bir susun lilkeye girisini gdsteren erken uyari sistemi niteligindedir. Bu nedenle
siirekli olarak, bu yontemler ile sap enfeksiyonlarina yol acan suslarin molekiiler
karakterizasyonlarinin belirlenmesi gerekmektedir (Kitching, 1988; Sutmoller ve

ark., 2003, Cottam ve ark., 2007).
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Tiirkiye’de yapilan sekans analizi ¢calismalari ile mevcut sap virusu suglarinin
Ortadogu orijinli oldugu bildirilmistir (Aktas, 1998; Parlak, 2005). Ortadogu
kaynakl1 yasal olmayan hayvan hareketlerinin ¢esitli nedenlerle 6niine gegilememesi
nedeniyle Tiirkiye’ye yeni virus suslarinin girisi kaginilmazdir. Bu nedenle 6zellikle
Iran {izerinden yasal olmayan hayvan hareketlerinin yogun oldugu dogu illerinden
diger bolge illerine hayvan hareketlerinin onlenmesi en etkili tedbirlerden biri

olacaktir.

1.9. Tezin Amaci

Sap virusunun sahip oldugu o6zellikler (RNA virusu, quasi-species yapisi) gerek
teshisi ve gerekse uygun asilarin iiretimini ve dolayisiyla hastalikla miicadeleyi
gliclestiren onemli etmenlerdir. Son yillarda hastaliklar ile miicadelede asilamadan
cok epidemiyolojik takibin yapilmasi ve gereken koruyucu tedbirlerin alinmasi
onem kazanmigstir. Dolayisiyla epidemiyolojik takibi destekleyecek hastaligin hizl
teshis olanaklarinin aragtirilmasi ve belirlenmesi yoniindeki ¢alismalar da oldukca
onem kazanmaktadir. Hizli teshis ve tiplendirme, salgin orijininin belirlenmesi,
yayillimimin izlenmesi ve gereken koruyucu tedbirlerin alinma siirecini kisaltmis

olacaktir.

Bu arastirmada, sap virusu saha izolatlarinin tiplendirmesi amaciyla hizl,
ekonomik, direkt saha materyalinden tanida basarili bir molekiiler teshis metodu
olarak multipleks RT-PCR tekniginin gelistirilmesi amag¢lanmistir. Planlanan bu
calisma, oOncelikle sap virusu saha izolatlarimin tanmi ve serotiplendirilmesinde
monopleks ve/veya multipleks (en az iki hedef bolge) RT-PCR teknikleri
kullanilarak, direkt saha materyallerinden calisma kolayliginin (virus izolasyonu
gerektirmeden) incelenmesi hedeflenmistir. ikincil olarak su an sap virusu tan1 ve
serotiplendirmesinde kullanilan ELISA ve bu calisma ile gelistirilecek multipleks
RT-PCR tekniklerinin sonuglar1 karsilastirilarak, multipleks RT-PCR tekniginin
tanisal degerinin arastirllmasi amaglanmistir. Tanisal degerinin belirlenmesinde
ayrica testin sensitivite ve spesifite belirlemesi ile miks sap enfeksiyonlarmin tespit

edilebilirligi degerlendirilecektir. Ayrica, ELISA ile belirlenemeyen ve/veya yanlis
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negatif olarak sonug¢ alinan orneklerin (inaktif virus igeren marazi madde) ortaya

konmasi ¢alismanin bir diger amacidar.

Calismada ongoriilen hedeflere ulasildiginda, saha materyalinden sap virusunun
tan1 ve serotiplendirilmesi kisa siirede, ayn1 anda, daha sensitive ve spesifik olarak
gerceklestirilecektir. Bdylece, hastaligin epidemiyolojisi ve miicadelesine onemli

katk1 saglanabilecegi diistiniilmektedir.



17

2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1. Hiicre Kiiltiirii

Gelistirilecek multipleks RT-PCR tekniginde incelenecek bir kisim saha materyalinin
pasajlanmasi ve ayrica protokoliin analitik sensitivitesinin belirlenmesinde, dnceden
duyarlilik testleri yapilip sivi azot tankinda (-196°C) stoklanan ve monolayer lireme
ozelligi gosteren BHK-21 An31 hiicre kiiltiiri kullanildi. Hiicre kiiltiirlerinin
hazirlanmasinda, sap virusuna kars1 antikor tasimadigi, mycoplasma antijeni ve viral
kontaminant icermedigi 6nceden belirlenmis ticari serum (Sigma, Kat. No: F-2442)
ve vasat olarak BHK 21 hiicre kiiltiirlerine spesifik ticari virus iiretme vasatt GMEM

Glasgow MEM BHK 21 1X (Gibco, Kat. No. 21710) kullanildz.

2.1.2. Tam Materyalleri

Bu arastirmada, 2006-2008 yillar1 arasinda Tiirkiye’nin ¢esitli illerine ait klinik
olarak sap hastalig1 siipheli hayvanlardan alinarak, Sap Enstitisii'ne tan1 amaciyla
gonderilen 259 adet dil epiteli ile 28 adet buzagi/kuzu kalp materyali olmak {izere
toplam 287 adet tan1 materyali (direkt saha ve hiicre kiiltlirlerinde pasajlanmis virus
pasaj sivist) kullanildi. Bu tan1 materyalinden 15 adedi, 1991-2001 yillar1 arasinda
Asia-1 hastalik odaklarindan toplanarak Sap Enstitiisii dil epitel arsivinde muhafaza

edilen 15 adet Asia-1 saha materyalidir.

Bildirilen materyallerin tiimii (287 adet) indirekt ELISA’ya tabii tutuldu.
Ayrica ELISA ile negatif oldugu saptanan toplam 156 adet saha materyalinin 65
adedi BHK-21 hiicre kiiltiirlerine inokule edildi. Saglanan pasaj sivilar1 tekrar

Indirekt ELISA ile test edildi.
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Bu calismada gelistirilen multipleks RT-PCR teknigi kullanilarak, indirekt
ELISA uygulanan toplam 272 tan1 mateyali degerlendirildi. Bu materyallerden 65
adedini ELISA sonucunda sap virusu yoniinden negatif olarak belirlenmelerini
takiben BHK-21 hiicre kiiltiirlerinde yapilan hiicre kiiltiirii pasajlarina ait pasaj sivisi
olusturdu. Ayrica Sap Enstitiisii dil epitel arsivinden saglanan ve Enstitli kayitlarina
gore Asia-1 yoniinden pozitif olarak saptandigi bildirilen 15 adet tani materyali

monopleks RT-PCR’da kullanildi.

Bildirilen baslangic materyali icinden RT-PCR diagnostik
sensitivite/spesifitesinin belirlenmesi amaciyla yapilacak monopleks RT-PCR’da

kullanilacak 45 6rnek ise indirekt ELISA test sonuglar1 dikkate alinarak belirlendi.
Bu arastirmada kullanilan tani materyallerinin hazirlanigina (direkt saha
materyali veya pasaj sivisi) ve doku orijinine (dil epiteli veya kalp) gore sayilari

Cizelge 2.1.’de verildi.

Cizelge 2.1. Caligmada kullanilan tan1 materyalleri (adet)

Hazirlams Doku orijini
Direkt Saha Materyali Pasaj Dil epiteli Kalp
222 65 259 28
TOPLAM 287 287

2.1.3. Referans Viruslar

Mono ve multipleks RT-PCR standardizasyonu ve optimizasyonu sirasinda
kullanilan virus izolatlar1t WRL’den temin edildi. Bu amagla, ayn1 zamanda Sap

Enstitlisti’'nde as1 iretiminde kullanilan virus suslar1 da kullanildi (Cizelge-2.2).



19

Cizelge-2.2. Calismada kullanilan referans viruslar

Virus Orijin Tarih Referans
A22/Mahmath Eskisehir, Tiirkiye | 1964 (Knowles ve ark., 1999)
A/Ayd/98 Aydin, Tiirkiye 21/04/1998 | (Aktas, 1998)

A22 Tiirkiye 2006 WRL

O/Man/TUR/69 Manisa, Tiirkiye 01/04/1969 | (Aktas ve Samuel, 2000)
O/TUR/12/72 Ankara, Tiirkiye 04/09/1972 | (Aktas, 1998)
O/JOR5/2006 Urdiin 2006 WRL

Asia 1 Shamir [ran WRL

Asial/HKN 5/2005 | Hong Kong /Cin 2005 WRL

2.1.4. Primerler

Primer dizilerinin tasarimi, ¢esitli web tabanli kullanimi serbest (Primer Premier,

Primer 3) ve lisansh programlar araciligiyla (MacVector) yapild1 ve ticari bir firmaya

(Operone International, Almanya) sentezlettirildi. Calismada kullanilan primerler

ayrintili olarak Cizelge-2.3.’de gosterildi. Sap virusu serotiplerine spesifik primerler

genomun 1D bdlgesinden, sap virusu genus spesifik bir ortak reverse primer ise

genomun 2AB bolgesinden tasarlandi (Sekil 2.1).

Cizelge 2.3. Tasarim1 yapilan ve RT-PCR’da kullanilan primerler

Primer Niikleotid dizisi (5’-3°) Sense | Gen Tip Tm Uriin (bp)
biiyiikliigii
ATF ACTCTACTGCCCYAGRCCACTG | + VPI A 60°C 218
O2F CAAGTGYTGGCCCAGAAGG + VPI 0] 61°C 322
BES TTGACATGTCCTCCTGCATCT _ 2AB | Genus 60°C
spesifik
AslF ACGGCGCTGTAAAGGCT + VP1 Asia-1 59°C 273

IUB niikleotid simgeleri (Y: C veya T ; R: A veya G)
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Poly C
VPg tract VP4 VP2 VP3  VP1 2A B 3B (A) n
‘ | k«f’” L 1A| 1B ‘ 1¢ | 1D H.‘!B[ 2c ‘ 3A H 3c | 3D |
0 ! L : 8115
ALK BES
O2F
AslF

Sekil 2.1. Arastirmada tasarimi yapilan primerlerin genomik lokalizasyonu

2.1.5. Sap Virusu Tip (A, O, Asia-1) Spesifik Hiperimmun Serumlar

Marazi maddede antijen tespiti ve tip tayini i¢in uygulanacak indirekt sandwich
ELISA' da kullanilan, sap virusu tiplerinin (A, O, Asia-1) inaktif antijenlerine kars1
hazirlanmig tavsan hiperimmun serumlari ile sap virusu spesifik kobay hiperimmun

serumu, WRL’den temin edildi.
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2.2. YONTEM

2.2.1. Indirekt Sandwich ELISA

Calismada kullanilacak saha virus suslarinin serotip identifikasyonu amaciyla
indirekt sandwich ELISA kullanildi. Test, Roeder ve Le Blanc Smith, (1987)
tarafindan bildirilen yonteme gore yapildi. Testte pozitif kontrol olarak (O1 Man 69,
A22 Iraq, A96 ve Asia-1 Shamir) kullanildi.

Bu amagla, bir gece 6ncesinden tip (A, O, Asia-1) spesifik tavsan hiperimmun
serumlar ile kaplanmig ELISA tableti PBS ile yikanip kurutulduktan sonra tam
materyalleri, her bir tip icin spesifik antikor ile kaph iicer goze olacak sekilde,
tabletin uygun gozlerine konuldu. Daha sonra 37°C' de 1 saat inkiibasyonu takiben,
tim gozlere sap virusu spesifik poliklonal kobay hiperimmun serumu konularak,
tabletler tekrar inkubasyona birakildi. Daha sonra tiim gozlere horse-radish
peroxidase (HRPO) ile isaretli konjugat (anti kobay IgG, DAKO, P0141) titresi
oraninda  sulandirillarak ilave edildi ve inkubasyonu takiben substrat
(Orthophenilaminediamine, Amresco, J348-50T) ilavesinden 15-20 dk. Sonra 1.25 M
stlfirik asit ile reaksiyon durduruldu. Sonuglar 492 nm dalga boyunda
spektrofotometrik (Versamax) olarak okundu. Elde edilen ii¢ goz OD degerlerinin

ortalamas1 0.1 ve iizeri olanlar tip spesifik sap virusu olarak degerlendirildi.

2.2.2. Virus Izolasyonu

Multipleks RT-PCR’ 1n hiicre kiiltiirlerinde pasajlanmis farkli pasaj agamasina ait
pasaj sivilarinda etkinligini arastirmak tizere, indirekt ELISA’da negatif sonu¢ veren

tan1 materyallerinin 65 adedi BHK-21 hiicre kiiltiiriinde pasajlandi.

Bu amagla, 1 gr. dil epiteli veya kalp dokusu steril bir havan icerisinde steril

kum ile ezildi. 9 ml. PBS ile homojenize edildi. 3000 rpm. de 30 dk. santrifiij edildi.
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Ustteki supernatant alinarak 0.45 um ve 0.20 pm’ lik filtrelerden gecirildi ve hemen

kullanilmayacaksa etiketlenerek bir sonraki isleme kadar -70°C’ de sakland.

Hazirlanan izolasyon materyalleri monolayer iireme gosteren BHK-21 Ank 31
hiicre kiiltiiriine (1 ml/25 cm? hiicre kiiltiirii sisesi) inokule edilerek, 37°C* de 1 saat
adsorbsiyona birakildi. Bu silire sonunda 5 ml G-MEM virus {iretme vasati ilave
edilerek, 37°C’ de inkiibasyona birakildi. Hiicre kiiltiirleri inkiibasyon siiresince
sitopatik etki (CPE) ve pH degisikleri yoniinden kontrol edildi. CPE (yaklasik %75-
80) goriilen hiicre kiiltiirleri -20°C” ye kaldirildi. 1-2 saat sonra ¢ozdiiriiliip, +4°C ‘de
3000 rpm. de 30 dk. siireyle santrifiij edildi. Ustteki sivi kisim alinarak hemen

kullanilmayacaksa etiketlenerek bir sonraki isleme kadar -70°C’ de sakland.

2.2.3. RT-PCR

Bu calismada, saha materyallerinde sap virusu A, O ve Asia-1 tiplerinin tanisi ve
tiplendirilmesi amaciyla tasarlanan primerler kullanilarak, monopleks RT-PCR
bilesen ve 1sisal dongili cihazi reaksiyon kosullarinin optimizasyonu ile RT-PCR
protokollerinin (45 adet saha materyali ve 15 adet sap virusu Asia-1 tipi arsiv
epiteline monopleks ve tiim tan1 materyallerine multipleks RT-PCR) gelistirilmesi ve
mono ve multipleks RT-PCR i¢in benzer RT-PCR protokolii kosullarinin

kullanilabilirligi incelendi.

2.2.3.1. RNA Ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyonu iki farklit RNA extraksiyon metodunu (Guanidium izotiyosiyanat
ve spin kolon teknolojisi) kullanan 3 farkli RNA ekstraksiyon kiti kullanilarak
yapildi. Bu amagla kullanilan Trizol-Tritidy-G, (Applichem, Kat. No. A4051),
RNaeasy mini kit-(Qiagen, Kat. No. 74104) ve Ultraclean Tissue RNA (Mobio, Kat.
No. 15000-50) RNA ekstraksiyon kitleri ile yapilan caligmalardan elde edilen
sonuglarin karsilagtirmali olarak degerlendirilmesine gore, ¢aligma materyellerinin
ekstraksiyonunda Chomczynski ve Sacchi, (1987) tarafindan gelistirilen metot

kullanildi.
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Bu amagla, TRIzol (Fenol/Guanidyum Izotiyosiyanat) ve tan1 materyali (saha
materyali veya hiicre kiiltiirii sivis1) 1.5 ml. lik Eppendorf tiipiine 500 pl alinarak
vorteksle karistirildi. 10 dk. oda 1sisinda bekletildi. 150 pl kloroform—izoamil alkol
(24/1)’ den 150 pl karisima eklendi. Vorteksle karistirilarak 10 dk. oda 1sisinda
bekletildi ve 8000 rpm. de 10 dk. santrifiij edildi. Ustteki faz dikkatli bir sekilde
almarak 1.5 ml’ lik RNAse icermeyen steril Eppendorf tiipiine aktarildi. Uzerine 750
ul %80 isopropil alkol (-20°C’de saklanan) eklendi ve vorteksle karistirilarak 14.000
rpm. de 15 dk. santrifiij edildi. Ustteki kisim pelete zarar verilmeden dikkatli bir
sekilde bosaltildi. Daha sonra RNA peletine 750 pl %70 lik etil alkol (-20°C’ de
saklanan) eklenerek, 14.000 rpm. de 10 dk. santrifiij edildi. Ustteki alkol faz1 dikkatli
bir bi¢imde bosaltilarak, pelet 37°C’ lik etiivde 10-15 dk. kurumaya birakildi. Pelet
45-50 ul RNase icermeyen su ile resiispanse edilerek, kisa siireli santrifiijjden sonra

tizerine RNA, virusun ismi ve tarih yazilip kullanilincaya kadar -70°C’ de saklandi.

2.2.3.2. Primer Tasarimi

Sap virusu kapsitinin 1D (VP1) boélgesi 6zellikle de VP1’ in karboksi terminal ucu
virusun antijenik anlamda en degisken kismidir. Serotip ve alt tip farkliliklarinin bu
bolgede olusan amino asit farkliliklarindan kaynaklandigi bildirilmistir (Cheung ve
ark., 1983; Grubman, 1987 ve ark; Pattnaik ve ark., 1997). Bu nedenle ¢alismada
tiplendirme i¢in en uygun bdlgelerin VP1 bolgesinde degisken kisimlar olduguna
karar verildi. Primer tasarimi i¢in tiplendirme amagl sekans veritabani kurulurken bu

bolge hedef alindu.

Primer tasariminda gerek web tabanli {iicretsiz-serbest kullanimli (Primer
Premier, Primer 3) ve gerekse lisansli (MacVector) programlar kullanildi. Cesitli
bilgisayar programlari (ClustalW) araciligiyla birbiriyle karsilastirilan (alignment)
sekanslar konsensus sekans verileri haline getirildi. Bu sekans verileri araciliiyla
tasarlanan primerler monopleks veya multipleks RT-PCR’da kullanim etkinlikleri
(primer erime sicakliklari, ¢apraz reaksiyon olusturma ozellikleri, vb.) agisindan
arastirildi. Daha sonra internet ortaminda gen bankasina girilen diger sap virusu

sekanslari ile karsilastirildi (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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2.2.3.3. Viral RNA’ nin Reverz Transkripsiyonu (cDNA sentezi)

Calismanin reverse transkripsiyon agsamasinda RNA’nin yapisinda bulunan sekonder
yapilarin diizlestirilerek RNA’nin komplementerinin olusumunda uygun bigime
getirilmesi i¢in yiiksek sicakliklarda stabilitesini koruyan RT enzimi olarak Avian
Myeloblastosis Virus (AMV) enzimi segildi. RT primeri olarak bu calismada
tasarimi yapilan sap virusu genus spesifik primer kullanilmasina karar verildi. Buna
gore Sambrook ve ark, (1989)’ nin AMV enzimi i¢in Onerdigi metot modifiye

edilerek asagida verilen RT protokolii kullanildi.

Primer (BES) (10uM) 2.0 ul
RNA S5ul

Primer ve RNA belirtilen miktarlarda PCR tiiplerine alinarak kisa siireli santrifiij

edildi ve 1s1sal dongii cihazinda 65°C’ de 5 dk inkubasyona birakildi.

Steril bir Eppendorf tiipiine asagida gosterilen karigim hazirlandu.

10 mM dNTPs 0.50 ul
5% RT Buffer 4 ul
DTT 0.50 ul
AMYV Reverse Transcriptase (10 U) 0.50 pl
RNasin (20U) 0.50 ul
DEPC-H,O 7 ul
Toplam reaksiyon hacmi 20.00 pl

Isisal dongii cihazinda 50°C° de 60 dk. ve 85°C’ de 5 dk. inkiibasyona
birakilarak cDNA elde edildi. Uriin etiketlenerek bir sonraki isleme kadar -20°C” de

saklandi.
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2.2.3.4. RT- PCR (mono/multipleks) Optimizasyonu

RT-PCR reaksiyonlarinin (mono/multipleks) optimizasyonu amaciyla, Henagariu,
1997; Mcpherson, 2000; Grindharan ve ark., 2005 tarafindan bildirilen Oneriler
dikkate alinarak primer baglanma sicaklii, primer, magnezyum ve dNTPs

konsantrasyonlar1 ile dongii siireleri iizerinde optimizasyon ¢aligmalar yapildi.

Primer baglanma/annealing sicakhgr (Ta): Arastirmada tasarimi yapilan
primerlerin erime sicakliklar1 dikkate alinarak dort farkli (55, 56, 59, 60°C) baglanma

sicaklig arastirildi.

Primer konsantrasyonlari: Belirlenen primer baglanma sicakliginda farkli primer
konsantrasyonlar1 incelendi. Bu amagcla farkli (50, 25 ve 10 pM) primer

konsantrasyonlarinin RT-PCR etkinligi aragtirildu.

Magnezyum Kkloriir konsantrasyonu: Belirlenen annealing sicakligi ve primer
konsantrasyonunda farkli (1.5, 2, 2.5 ve 3 mM) MgCl, konsantrasyonlarinin etkinligi

aragtirildi.

dNTP konsantrasyonu: Belirlenen annealing sicakligi, primer ve MgCl,
konsantrasyonu i¢in farkli (75, 100 ve 200 uM) dNTP konsantrasyonlarinin etkinligi

aragtirildi.

Isisal dongii cihazi dongii sayisi: Amplifikasyon kosullarinin optimizasyonu i¢in 30

ve 40 dongiiliik amplifikasyonlar denendi.
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2.2.3.5. PCR Uriin Eldesi

Yapilan optimizasyon caligmalar1 sonucunda steril bir Eppendorf tiipiinde asagida

gosterilen PCR karisimi hazirlandi.

Konsantrasyon Miktar (ul)
25 mM MgCl, 3mM 3.00
10 mM dNTPs 200 uM 0.50
10 X PCR Buffer 1x 2.50
primer 1 A (10 uM) 1.00
primer 2 O (10 uM) 1.00
primer 3 Ortak (10 uM) 2.00
Hot Start Taqg DNA polymerase (5 U/pl) 125U 0.25
cDNA 2.00
DEPC-H,O 12.75
TOPLAM 25.00

Hazirlanan karisim ve cDNA asagida verilen 1s1sal dongii cihaz1 kosullarinda PCR

reaksiyonuna alindi.

1.94°C 15 dk

2.94°C 1 dk

3.59°C 1 dk 30 siklus
4.72°C 2 dk

72°C 5dk

Inkiibasyonu takiben iiriinler hemen kullanilmayacaksa bir sonraki isleme kadar

-20°C’ de saklandi.



27

2.2.3.6. Gelistirilen RT-PCR Tekniginin Sensitivitesinin Belirlenmesi

Bu amagcla Grindharan ve ark (2005) onerdigi metot dikkate alinarak sensitivite
denemesi yapildi. DKIDs, diizeyleri belirlenen A, O ve Asia-1 tipi sap viruslarinin
10 katl dilusyonlart (107,107,...,107) kadar hazirlanarak hem virus izolasyonu
amactyla BHK-21 hiicre kiiltiirlerinde inokule edildi; hem de ELISA ve gelistirilen
RT-PCR reaksiyonlarinda (monopleks ve multipleks) kullanildi.

2.2.3.7. Gelistirilen RT-PCR Tekniginin Spesifitesinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan primerlerin spesifikligini kontrol etmek amaciyla (Frederick
Loefler Institute, Insel-Riems, Almanya) Dr.Bernd Hoffman’dan ve WRL’den
saglanan sap hastalig1 ile karisan gesitli hastalik etkenleri RNA’lar1 optimize edilen

RT-PCR reaksiyonunun spesifitesinin arastirilmasi amactyla kullanildi (Cizelge. 2.2)

Cizelge. 2.2.1. Spesifite analizinde kullanilan viruslar

Virus | Cografik Orijin Tarih Referans

SAT2 | Sudan 1/2007 WRL (Ingiltere)
SAT1 | Kenya 1/2005 WRL

SWD | italya 1/2006 WRL

VSV | Indiana ve New Jersey FLI (Almanya)
BVD | Strain Moredun FLI

BT Serotip 4, 9, 16 FLI
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2.2.3.8. PCR Uriiniiniin Goriintiilenmesi

0. 45 gr. agaroz 1X TBE ile 30 ml’ye tamamlanip, 1s1 ile eritilerek % 1.5 luk agaroz
jel hazirlandi. Bu islem sonunda agaroz jel 45°C’ye kadar sogutulmaya birakildi ve
stok ethidium bromid (5 mg/ul) her 10 ml i¢in 1 pl ilave edilerek, final
konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak sekilde agaroz jel hazirlandi. Hazirlanan agaroz jel
elektroforez tankina dokiildii ve tarak jele yerlestirilerek yiizeyin diizgiin sekil almasi
ve jelin donmasi i¢in 15 dk. beklendi. Bu islem sonunda jel iizerine 1X TBE
eklenerek tarak jelden alindi. Her tani materyali i¢in 1ul 6X yiikleme tamponu
tizerine 5 ul PCR iiriinii ilave edilerek, 5’er pl olusan gozlere aktarildi. Daha sonra 1
ul molekiiler agirlik markeri, 1 pl yiikkleme tamponu ve 4 ul H,O ile karistirilarak
jelin uygun goziine aktarildi. Elektroforez 20 dk. 100 volt kosullarinda gerceklestirdi
ve gorilintiileme cihaz1 (Kodak Gel Logic 1500) ile bantlar kontrol edilerek, jelin
fotografi cekildi.
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3. BULGULAR

Bu calismada, Tiirkiye’de sap virusunun saha materyallerinde multipleks RT-PCR ile

tanisi ve tip ayrimi ilk kez gergeklestirilmistir.

3.1. Indirekt Sandwich ELISA

Arastirmada test edilen sap enfeksiyonu yoniinden siipheli toplam 287 adet tani
materyalinin, ELISA ile 54 (%18.8) adedi O, 70 adedi (%24.3) A ve 7 adedi (%2.4)
Asia-1 serotipi olarak identifiye edildi. 156 adedi ise ELISA ile negatif olarak
saptandi. ELISA pozitifligin orijinlerine goére dagilim oranlar1 incelendiginde, O
tipinde %68.5 inin direkt saha materyali, %31.4’liniin BHK-21 pasaj sivis1 ornegi
oldugu saptandi. Benzer sekilde A tipi ELISA pozitiflik dagilimlarinda %57.1° in
direkt saha ve %42.8’ inin ise hiicre kiiltiirii pasaj sivisina ait oldugu goriildii. Asia-1
tipinde saptanan %2.4 pozitiflik ise tamamen saha materyallerine ait idi. ELISA
negatifligin orijinlerine gore dagilimi ise %88.4” liniin direkt saha materyali, %11.5’
inin BHK-21 pasaj sivist 6rnegi seklinde oldu. Indirekt Sandwich ELISA ‘ya iliskin

sonuclar Cizelge 3.1.’de verildi.

Cizelge 3.1. indirekt Sandwich ELISA Sonugclari

Serotip ELISA SONUC (%)
S P

0 37 (68.5) 17 (31.4)

ELISA POZITIF A 40 (57.1) 30 (42.8)
Asia-1 7 -

Toplam (131) | 84 (64.1) 47 (35.8)

ELISA NEGATIF | Toplam (156) | 138 (88.4) 18 (11.5)

S: Saha materyeli
P: BHK-21 hiicre kiiltiirlerinde virus izolasyonu yapilan pasaj sivist



30

3.2. Virus izolasyonu

BHK-21 hiicre Kkiiltiirlerinde virus izolasyon ¢aligmasina almman 65 adet tani
materyalinin %67.6° s1 (21/65) 1-4. pasaj asamalarinda CPE olusturdu. Izolasyon
calismasina alinan materyallerin tiimiine ait pasaj sivilart ELISA ve multipleks RT-

PCR ig¢in kullanildi.
3.3. RT-PCR
3.3.1. RNA Ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyon asamasina iligkin olarak 2 farkli RNA ekstraksiyon metodunu
(Guanidium izotiyosiyanat ve spin kolon teknolojisi) kullanan 3 farkli RNA
ekstraksiyon kiti (Trizol-TridityG Applichem, RNaeasy mini kit-Qiagen ve Ultaclean
Tissue RNA extraksiyon kiti-Mobio) karsilagtirilmistir. Karsilastirmaya iliskin RNA
saflig1 (260/280) ve total RNA konsantrasyon sonuclar1 Cizelge 3.2° de verilmistir.
Yapilan ¢alisma sonucuna gore klasik fenol-kloroform (Trizol) ekstraksiyonu
temeline dayali metotta, RNA safliklar1 Trizol ve Qiagen metotlarinda Mobio kitine
gore daha yiiksek bulundu. Ayrica Trizol metodunun diger metotlara (spin kolon
teknolojisini kullanan ticari kit) gore daha ekonomik olmasi nedeni ile ¢alismada
RNA ekstraksiyonunda Trizol kullanilmasina karar verildi. Elde edilen verilere gore
calismada Chomczynski ve Sacchi, 1987 tarafindan bildirilen klasik fenol-kloroform
metodu tercih edildi.

Cizelge 3.2. Farkli RNA ekstraksiyon metotlarinda RNA saflig1 ve konsantrasyonlari

Tam materyali | RNA konsantrasyonu (ng/ul) / RNA safligi 260/280

Trizol Mobio Qiagen
1 172,1/1,98 | 39/1,97 10,7/ 1,92
2 17,2/ 1,85 8,2/ 1,57 1,5/ 1,23
3 74,2/ 1,95 9,6/ 1,88 3,2/ 1,79
4 55,8/ 1,82 11,7/ 1,73 3,4/ 2,66
5 27,8/ 1,52 19,3/ 1,79 5,5/ 1,65
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3.3.2. Primer Tasarimi

Bu arastirma kapsaminda tasarimi yapilan sap virusu serotiplerine spesifik primerler
genomun 1D boélgesinden, genus spesifik ortak primer ise genomun 2AB bolgesinden
tasarlanarak Oncelikle monopleks RT-PCR’da caligma uyumlari, tekrarli olarak
capraz reaksiyon vermeleri ve saha materyallerindeki basarilar1 gibi faktorler
acisindan gozden gecirilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda multipleks RT-PCR’a
uygun oldugu saptanan sdzkonusu primerler sap virusu A, O ve Asia-1 tipi
idendifikasyonunda sirasiyla 218 bp, 322 bp ve 273 bp biiyiikliigiinde PCR iirlinii
elde edildi. Monopleks RT-PCR’da her bir primer A, O, Asia-1 tip referans viruslar
ile c¢apraz reaksiyon vermeleri acisindan incelendiginde, tipler arasinda bir

interaksiyon gozlenmedi (Sekil 3.1).

3000

1000
322hp
273hp
218hp

1-3: A1IF-BES 4-6: O2F-BES 7-9: As1F-BES

Sekil 3.1. Tasarlanan primerlerin farkli sap virusu serotipleri ile RT-PCR sonuglar1

M. 100 bp DNA Merdiveni (Fermentas, Litvanya). N: Negatif Kontrol Hat 1-3. A primeri ve genus
spesifik primer ile referans RT-PCR pozitif sap virusu A, O, Asia serotipi RNA’lar1 Hat 4-6: O
primeri ve genus spesifik primer ile referans RT-PCR pozitif sap virusu O, A, Asia serotipi RNA’lar1
Hat 7-9 Asia primeri ve genus spesifik primer ile referans RT-PCR pozitif sap virusu Asia, O, A
serotipi RNA’lart

Daha sonra primerler dupleks ve tripleks RT-PCR reaksiyonlarinda
kullanilabilirlikleri agisindan incelendi. Dizayn edilen primerler ile ilgili olusturulan

RT-PCR ¢alismalarina iliskin sonuglar Sekil 3.2.’de verilmistir.
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3000
1000
500

322hp

273 ho

218 hp

1-3: Monopleks RT-PCR
4: Dupleks RT-PCR

Sekil 3.2. Tasarlanan primerler ile referans sap virusu serotiplerinin monopleks ve
multipleks (dupleks) RT-PCR sonuglar1

M. 1. 100 bp DNA Merdiveni (Fermentas, Litvanya). N: Negatif Kontrol, Hat 1-3: Tasarim1 yapilan
A, O ve Asia-1 primerleri ve genus spesifik primer ile ile referans RT-PCR pozitif sap virusu A, O,
Asia-1 tipi RNA’lar1t monopleks RT-PCR test sonuglar1 Hat 4: Tasarlanan O, A tipi ve genus spesifik
primerler ile referans RT-PCR pozitif Sap virusu O ve A serotipi RNA’ lart multipleks RT-PCR test
sonuglari

Bu arastirmada in siliko analizlerde RT-PCR’da Asia-1 i¢in tasarlanan primerler
multipleks (tripleks) RT-PCR’da kullanilmaya uygun bulunmasina ragmen in vitro
laboratuvar ¢alismalar1 sonucunda multipleks RT-PCR’da saha tan1 materyallerinde
diger primerler ile hafif derecede Onceden tahmin edilmeyen interaksiyonlar
olusturdu. Gerek bu nedenle ve gerekse Tiirkiye’de sadece A ve O tipleri mevcut
oldugu i¢in bu arastirma kapsamina giren 272 6rnek A1F (forward), O2F (forward),
sap virusu spesifik ortak primer BES (reverse) primeri ile A, O multipleks RT-PCR
reaksiyonuna ve 15 adet arsiv sap virusu Asia-1 tipi 6rnegi ise dizayn edilen en

uygun Asia-1 primeri (As1F) ile monopleks RT-PCR reaksiyonuna alindi.

3.3. 3. RT-PCR (mono/multipleks) Optimizasyonu

RT-PCR optimizasyonu amactyla primer baglanma sicakligi, MgCl,, primer ve
dNTPs konsantrasyonlari, 6ncelikle monopleks RT-PCR i¢in belirlendi. Daha sonra

ayn1 optimizasyon faktorlerinin multipleks RT-PCR i¢in de uygunlugu incelendi.



33

Primer Baglanma sicakhig: (Ta): Primer baglanma sicakliginin arastirildigi ¢alisma
sonucuna gore, incelenen tiim Ta derecelerinde (55, 56, 59 ve 60°C) spesifik bant
elde edildi. Ancak en iyi bant yogunlugu 59°C ve 60°C gozlendiginden ve
primerlerin spesifitesini artirmak igin ¢alismada 59°C primer baglanma sicaklig

kullanilmasina karar verildi (Sekil 3.3).

218 bp

100

Sekil 3.3. Farkli primer baglanma sicakliklarinda RT-PCR sonuglari

M. 1. 100 bp DNA Merdiveni (Fermentas, Litvanya), Hat 1-4: Cesitli primer baglanma
sicakliklarinda RT-PCR test sonuc¢lart Hat N: Negatif Kontrol Hat P: A tipi Pozitif Kontrol

Magnezyum Kkloriir konsantrasyonu: Belirlenen primer baglanma sicakliginda
farklt magnezyum kloriir konsantrasyonunun (1.5, 2, 2.5 ve 3mM) arastirildig
calisma sonucuna gore, RT-PCR sonuclari arasinda belirgin bir fark
gbzlenmediginden ekonomik olmasit agisindan 1.5mM magnezyum kloriir

konsantrasyonu secildi (Sekil 3.4).

218 bp

100

Sekil 3.4. Farkl1 MgCl, konsantrasyonlarinda ¢alisilan RT-PCR sonuglar1

M. 1. 100 bp DNA Merdiveni (Fermentas, Litvanya), Hat 1-4: Cesitli MgCl, konsantrasyonlarinda
RT-PCR test sonuglart Hat N: Negatif Kontrol Hat P: A tipi Pozitif Kontrol
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dNTP konsantrasyonu: Farkli ANTP konsantrasyonunun (75, 100 ve 200 puM)
incelendigi calisma sonucuna goére, en iyi bant yogunlugu 200 pM dNTP
konsantrasyonunda gozlendiginden c¢alismada 200 puM dNTP konsantrasyonu

kullanilmasina karar verildi (Sekil 3.5).

100
75 100 200 pMm

Sekil 3.5. Farkl1 ANTP konsantrasyonlarinda ¢alisilan RT-PCR sonuglari

M. 1. 100 bp DNA Merdiveni (Fermentas, Litvanya), Hat 1-3: Cesitli INTP konsantrasyonlarinda
RT-PCR test sonuglart Hat N: Negatif Kontrol Hat P: A tipi Pozitif Kontrol

Primer konsantrasyonu: Farkli primer konsantrasyonlarinin (10, 25 ve 50 uM)
incelendigi RT-PCR sonuglari arasinda belirgin bir fark gozlenmedi. Bu nedenle, 10
UM primer konsantrasyonu kullanilmasi uygun bulundu. Reverse primer her iki tipte
de ortak oldugundan reverse ortak primeri 20 uM kullanilmasina karar verildi (Sekil

3.6.).

100

25 50 pmol

Sekil 3.6. Farkli primer konsantrasyonlarinda ¢alisilan RT-PCR sonuglar1

M. 1. 100 bp DNA Merdiveni (Fermentas, Litvanya), Hat 1-3: Cesitli primer konsantrasyonlarinda
RT-PCR test sonuglar1 Hat N: Negatif Kontrol Hat P: A tipi Pozitif Kontrol
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Isisal dongii cihaz1 dongii sayisi: Incelenen dongii sayilar1 (30 ve 40) arasinda
belirgin bir fark gozlenmedi. Ancak test siiresinin kisaltilmasi agisindan, 30 dongi

kullanilmasina karar verildi.

3.3.4. Monopleks RT-PCR Sonuclari

Sap Enstitiisii dil epitel arsivinden saglanan ve Enstiti kayitlarina gore Asia-1
yoniinden pozitif olarak saptandigi bildirilen 15 adet tan1 materyalinin ELISA’da 7
adedi pozitif, monopleks RT-PCR’da ise 8 adedi pozitif olarak saptandi.

3.3.5. Multipleks RT-PCR sonuclari

272 adet sap virusu A ve O tipi ornegine iliskin multipleks RT-PCR sonucu ELISA

testi sonuglart ile karsilagtirmali olarak Cizelge 3.3’ de verildi.

Cizelge 3.3. Multipleks RT-PCR tiplendirme sonuclari

Tipi (adet) ELISA pozitif 6rnek ELISA negatif 6rnek
mRT-PCR mRT- mRT-PCR mRT-PCR
pozitif PCR pozitif negatif

negatif
S P S P S P S P

O (131) 32 14 5 3 38 9 28 2

A (141) 37 29 3 1 46 6 18 1

TOPLAM 69 43 8 4 84 15 46 3

(272)

S: Saha materyali

P: BHK-21 hiicre kiiltiirlerinde virus izolasyonu yapilan pasaj sivisi
Cizelge 3.3.’de bildirilen multipleks RT-PCR ve ELISA ile ilgili pozitiflik oranlar
ve sonuglarinin istatistiki analizi “3.4 Istatistiki Analiz” boliimiinde ayrintili olarak

sunuldu.

Cesitli saha materyaline ait multipleks RT-PCR ile yapilan g¢aligma sonuglari
sirastyla O ve A tiplerine gore Sekil 3.7 ve 3.8 de verildi.
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Sekil 3.7. O tipi saha materyali multipleks RT-PCR sonuglar1

M. 1. 100 bp DNA Merdiveni (Fermentas, Litvanya), Hat 1-8: ELISA ile pozitif olarak saptanan O
saha materyalleri ile multipleks RT-PCR test sonuglar1 Hat N: Negatif kontrol Hat 9: O ve A tipi
pozitif kontrol (deneysel enfeksiyon A ve O serotipleri WRL orijinli referans viruslar ile)

Sekil 3.8. A tipi saha materyali multipleks RT-PCR sonugclari

M. 1. 100 bp DNA Merdiveni (Fermentas, Litvanya), Hat 1-7: ELISA ile sap virusu pozitif olarak
saptanan A tipi saha materyalleri ile multipleks RT-PCR test sonuglari. Hat N: Negatif kontrol Hat
8: O ve A tipi pozitif kontrol (deneysel enfeksiyon A ve O serotipleri WRL orijinli referans viruslar
ile)

3.3.6. Analitik Sensitivite Sonuc¢lari

3.3.6.1. RT-PCR Sensitivite Sonucu

A tipi icin 4 logl0, O tipi i¢in 5 logl0 ve Asia-1 tipi i¢in 2 logl0 basamagi
sulandirmalar boyunca spesifik DNA iiriinii elde edildi. Bu ¢aligsmaya ilgili RT-PCR
sonuclar1 Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11°de gosterildi.
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3000 —
1000
500

218hp

Sekil 3.9. Sap virusu A tipinde multipleks RT-PCR analitik sensitivite sonucu

(Sap virusu A tipinde DKIDs,: 10 7/ml)
M. 1.100 bp DNA Merdiveni (Fermentas, Litvanya), Hat N: Negatif Kontrol Hat 1-6: A tipi sap

virusu (A22Irak) sulandirmalari (sirasiyla 107, 107,....,107).

322 bp

Sekil 3.10. Sap virusu O tipinde multipleks RT-PCR analitik sensitivite sonucu

(Sap Virusu O tipinde DKIDs,: 107-"*/ml)
M. 1. 100 bp DNA Merdiveni (Fermentas, Litvanya), Hat N: Negatif Kontrol Hat 1-6: O tipi sap

virusu (O1 Man 69) sulandirmalar1 (sirasiyla 107, 107,....,107).

3000
1000

500
273 bp

Sekil 3.11. Sap virusu Asia-1 tipinde monopleks RT-PCR analitik sensitivite

sonucu

(Sap Virusu Asia-1 tipi DKID s: 10 7/ml)

M. 1. 100 bp DNA Merdiveni (Fermentas, Litvanya), Hat N: Negatif Kontrol Hat 1-2: Asia-1 tipi
sap virusu (Asia-1 Shamir) sulandirmalari (sirastyla 10, 107,....,107).
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3.3.6.2. ELISA Sensitivite Sonucu

Multipleks RT-PCR sensitivitesini belirlemek i¢in dilusyonlart yapilan ayni virus
sulandirmalar1 ELISA testine alindiginda O tipinde 107, A tipinde 107 ve Asia-1
tipinde 10" sulandirma basamaklarmna kadar pozitif sonu¢ verdi. Bu sonuglara gore
indirekt ELISA analitik sensitive sonuglarinin RT-PCR sonuglarina gore daha diisiik
diizeyde oldugu belirlendi.

3.3.7. Multipleks RT-PCR Spesifitesi

Spesifite analizinde kullanilan Cizelge 2.2.” de bildirilen virus RNA’lar1 da optimize
edilen RT-PCR reaksiyonuna alindi. Bu c¢alismada tasarimi yapilan primerler ile
sozkonusu virus RNA’lari kullanilarak yapilan multipleks RT-PCR ¢aligmalar
sonucunda, spesifik DNA iiriinii tespit edilmediginden tasarimi yapilan primerlerin

sap virus serotiplerine 6zgiil oldugu sonucuna varildi.

3.4. istatistik Analiz

Bu calismada gelistirilen multipleks RT-PCR tekniginin diagnostik sensitivite ve
spesifitesini belirlemek i¢in Oncelikle test uyumlarinin saptandigi On istatistik
calisma yapildi. Bu c¢aligmaya gore, ELISA ve multipleks RT-PCR testi orta
derecede (Kappa 0,20) uyumlu bulunurken, multipleks RT-PCR ve monopleks RT-
PCR testi onemli derecede (Kappa 0,73) uyumlu bulundu. Bu nedenle multipleks
RT-PCR  tekniginin  diagnostik  sensitivite/spesifitesinin  belirlenmesinde

karsilagtirmada monopleks RT-PCR teknigi secildi.

Bu amagcla, bildirilen baglangic materyali iginden RT-PCR diagnostik
sensitivite/spesifitesinin belirlenmesi amaciyla yapilacak monopleks RT-PCR’da
kullanilacak 45 o6rnek, indirekt ELISA test sonuglar1 dikkate alinarak belirlendi.
Monopleks RT-PCR sonucunda 38 adet, multiplex RT-PCR sonucunda ise 39 adet

pozitif 6rnek saptandi.
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Bu ¢alismanin sonucunda gelistirilen multipleks RT-PCR tekniginin monopleks
RT-PCR’a gore arastirma genelinde tip ayrimi olmaksizin diagnostik sensitivitesi

%095 ve spesifitesi % 84 olarak tespit edildi.

Arastirmada gelistirilen multipleks RT-PCR teknigi ve ELISA pozitiflik
oranlar1 (%) Cizelge 3.4.’de verildi.

Cizelge 3.4. Multipleks RT-PCR ve ELISA pozitiflik oranlar1 (%)

Tam Multipleks RT-PCR ELISA Istatistiki
materyali % pozitiflik % pozitiflik onemlilik
(pozitif/toplam) (pozitif/toplam)
Toplam %77.5 (211/272) % 45.6 (131/287) p<0.05
Saha %73.9 (153/207) %37.8 (84/222) p<0.05
Pasaj % 89.2 (58/65) %72.3 (47/65) p<0.05
A tip saha %79.8 (83/104) %38.4 (40/104) p<0.05
A tip pasaj % 94.5 (35/37) %81.08 (30/37) p>0.05
O tip saha % 67.9 (70/103) %35.9 (37/103) p<0.05
O tip pasaj %82.1 (23/28) %60.7 (17/ 28) p<0.05

Sekil 3.4°de bildirilen sonuglara gére ELISA ve gelistirilen multipleks RT-PCR
testi arasindaki % pozitiflik sonuglari, incelenen A ve O tipleri toplam tan1 materyali
ve sadece saha materyali agisindan istatistiki olarak arastirildiginda iki test yiizde
pozitiflik sonuglart arasinda elde edilen fark, istatistiki agidan dnemli olarak tespit
edildi (p<0.05). Pasajlanmis tan1 materyali incelendiginde ise O tipinde iki test
arasindaki fark dnemli (p<0.05) iken, A serotipinde istatistiki agidan 6nemli bir fark
belirlenmedi (p>0.05). Multipleks ve monopleks RT-PCR % pozitiflik sonuglari
irdelendiginde ise, multipleks RT-PCR %86.6 (39/45) ve monopleks RT-PCR %84.4
(38/45) arasinda istatistiki agidan belirgin bir fark bulunamadi (p>0.05).
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4. TARTISMA

Sap virusunun hizli tiplendirilmesi, Tiirkiye gibi hastaligin epidemik oldugu
iilkelerde kisa siirede salgin orijininin belirlenmesinde ve dolayisiyla salgin
yayiliminin izlenmesi ve dnlenmesinde; hastaligin goriilmedigi iilkelerde ise hastalik
¢ikist halinde salgin orijininin belirlenmesine ilave olarak 6zellikle acil asilama
gerektiren durumlarda 6nemli katki saglamaktadir. Giiniimiizde rutin olarak sap
virusunun tani ve tiplendirmesinde indirekt sandwich ELISA, lezyonlu dil epiteli
dokusundan hazirlanan silispansiyonda spesifik sap virusunun tespiti amaciyla
kullanilmaktadir. Ancak ELISA’nin sensitivitesinin yeterince yiiksek olmamasi,
dogrulanmasi i¢in hiicre kiiltiirlerinde virus izolasyonuna gereksinim duymasi, testin
sonug¢lanmasi i¢in en az 24 saat slire gerekmesi ve tan1 materyalinin gerek alinis ve
gerekse transferi sirasinda yapilan yanlis uygulamalar nedeniyle kalitesi azalabilen
(sap virusu antijen inaktif) tan1 materyalinden ¢alisma gii¢liigliniin bulunmasi gibi bir
takim olumsuzluklari bulunmaktadir (Hamblin ve ark., 1984; Roeder ve Le Blanc
Smith, 1987; Ferris ve Dawson, 1988; Kitching ve ark., 1989). Giinlimiizde sap
virusunun tiplendirilmesini hizlandirmak amaciyla molekiiler teknikler iizerinde
durulmaktadir. Bunlardan biri olan multipleks RT-PCR, modifiye bir PCR teknigi
olup, optimizasyonu iyi yapildiginda hem zaman hem de ekonomiden kazang saglar.
Multipleks PCR tekniginde oncelikle uygun primer tasariminin yapilmasi ve daha

sonra PCR reaksiyon kosullarinin iyilestirilmesi seklinde bir strateji izlenmelidir.

Bu c¢aligmada, Tiirkiye’de ilk defa ¢alisma kapsaminda tasarlanan primerler
kullanilarak, sap virusunun tani ve tiplendirilmesi i¢in multipleks RT-PCR teknigi

gelistirilmesi gerceklestirilmistir.

Bu c¢alismada, RNA ekstraksiyonu igin, 2 farkli RNA ekstraksiyon metodu
kullanan 3 farkli RNA ekstraksiyon kiti ile aliman sonuglarin dogrultusunda
Chomczynski ve Sacchi, (1987) tarafindan 6nerilen metodun kullanilmasina karar
verilmistir. Bu konuda yapilan bir ¢aligmada (Fanson ve ark., 2000), hepatitis C virus

RNA ekstraksiyonu i¢in spin kolon temeline dayal bir kit ile klasik fenol-kloroform
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izolasyonu karsilastirilmig, ¢alisma sonucunda bu arastirmada elde edilen sonuca
benzer olarak klasik fenol kloroform ekstraksiyonunun spin kolon kite gore daha iyi
sonu¢ verdigi bildirilmistir. Hepatitis A virus RNA ekstraksiyonuna ilgili bir diger
calismada ise (Ribao ve ark., 2004), dnceki ¢alismadan farkli olarak, spin kolan kit
temeline dayali kit klasik Trizol ekstraksiyonuna gore daha yiiksek duyarlilikta

saptanmustir.

RT-PCR sensitivite ve spesifitesi pek cok faktdrden etkilenir. Kalip RNA’nin
yapisindaki mevcut sekonder ve tersiyer yapilar reverse transkripsiyon asamasini
olumsuz etkiler. Sekonder ve tersiyer yapilar1 atlayan primerler, delesyonlardan
kurulu bir cDNA sentezler (Witwer ve ark., 2001; Peters ve ark., 2004) ve sonucta
kotii yapilanmig bir RT-PCR {iriinii olusur. Bunu 6nlemek icin RT asamasinda
yiiksek sicakliklara ¢ikilarak bu yapilarin uzaklastirilmasi gerekmektedir (Fuchs ve
ark., 1999, Peters ve ark., 2004). Bu amacla bu calismada, yiiksek sicaklikta
stabilitesini koruyan AMYV enzimi se¢ilmistir. Sensitive artirmak i¢in, yine sap virusu
spesifik tiim tiplere ortak primer (genus spesifik) dizayn edilmis ve kullanilmistir
(Rashtchian, 1994). Reverse transkripsiyon reaksiyonu ile elde edilen cDNA tek
iplik¢ikli oldugundan ¢ift iplik¢ikli bir DNA’ya gore non-spesifik primer
baglanmasina daha duyarlidir (Missel ve ark., 2003). Bunun i¢in ¢alismada yiiksek
sicaklikta aktive olan hot start enzim kullanilmasina karar verilmistir. Boylece 1s1sal
dongli cihazinin ilk 1sinma evresi sirasinda primerin yanlis hedefe baglanmasi

onlenerek nonspesifik reaksiyonlarin bir 6l¢iide engellenmesi saglanmistir.

Bu ¢alismada, Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinde olusan sap hastalik odaklarindan
Sap Enstitiisii'ne tan1 amaciyla gonderilen enfekte sigir dil epitel tani
materyallerinden hazirlanan virus siispansiyonunun ELISA ile incelenmesi
sonucunda toplam 287 adet 6rnegin 131’1 (%45.6) FMDV 146S antijeni yoniinden
pozitif bulunmustur. Grindharan ve ark (2005), yaptiklar1 calismada ELISA ile 181
adet ornegin 143 adedini (%79) FMDV yoéniinden pozitif bulmuslardir. Reid ve ark
(1998), ise %49.6 diizeyinde pozitiflik (80/161) tespit etmiglerdir. Reid ve ark’nin
2000 yilinda yaptiklar: bir baska calismada ise, sadece enfekte saha materyalini
incelediklerinde %62’ sinde ELISA ile pozitiflik tespit etmislerdir. Bu aragtirmada



42

ise ELISA ile incelenen toplam 222 adet saha materyali icerisinde 84 adedi (%37.8)
pozitif tespit edilmistir. ELISA negatif oldugu belirlenen ve degisik hiicre kiiltiirii
pasaj asamasi sonrasi test edilen 65 adet hiicre kiiltiirli pasaj materyalinden ise 47
adedi (%72.3) pozitif olarak saptanmistir. Tez kapsaminda sunulan bu g¢alismada,
ELISA test bulgular1 diger arastiricilarin bulgulariyla farklilik gostermektedir. Bu
calismada, ELISA ile diger arastirmacilarin bulgularina gore ozellikle saha
materyellerinde daha diisiik diizeyde pozitiflik elde edilmistir. Sap virusunun sahada
klinik semptomlara gore tanis1 laboratuvar testleriyle genelde uyumlu ¢ikmaktadir.
Ancak klinik olarak sap enfekte olan hayvandan alinan tani materyalinin gesitli
nedenlerle (yiiksek cevre sicakligi, uygun transfer buffer kullanilmamasi vs.) uygun
alimmamasi veya uygun olmayan kosullarda transferi, tan1 materyalinin kalitesini
diistirerek laboratuvarda uygulanan testlerin tanisal degerine etki etmektedir. Ayrica
testte kullanilan kimyasal ve biyolojik maddelerin niteligi, laboratuar kosullar1 vb.

nedenler de test sonuglarini etkileyen muhtemel diger 6nemli faktérlerdendir.

Multipleks RT-PCR testi Sambrook ve ark (1989), belirledigi yontem modifiye
edilerek gercgeklestirildi. Sap hastaligt odaklarindan Sap Enstitiisii’'ne gliserin
isobuffer icerisinde gonderilen dil epitel Orneklerinden izole edilen RNA’ lara
uygulanan multipleks RT-PCR testi sonucunda, incelemeye alinan toplam 272 (O ve
A serotipleri) adet materyalin 211’ iinde (%77.5) viral genetik materyal saptandi.
Grindharan ve ark (2005) yaptiklar1 ¢alismada klinik olarak sap hastalig1 siiphesi
gosteren hayvanlardan saglanan 181 adet 6rnegin 165’inde (%91.1) multipleks RT-
PCR testi ile FMDV RNA’s1 saptamiglardir. Reid ve ark (2000) yaptiklar1 ¢alismada
direkt saha materyalinde %85 diizeyinde pozitiflik saptamislardir. Bu ¢aligmada ise,
incelenen toplam 207 adet direkt saha materyalinin multipleks RT-PCR’1 sonucunda
153 adedi (%73.9) A ya da O serotipi yoniinden pozitif olarak saptanmistir. Calisma
kapsaminda incelenen 65 adet pasajlanmis tan1 materyalinin ise, 58 (%89.2) adedi A

ya da O serotipi yoniinden multipleks RT-PCR ile pozitif olarak bulunmustur.

Saha 6rnekleri ve pasaj sivilart kullanilarak gergeklestirilen multipleks RT-PCR
ve ELISA tekniklerinin sonuglar1 karsilagtirildiginda, multipleks RT-PCR’da tespit
edilen pozitiflik oranlarinin ELISA’da tespit edilenden belirgin sekilde yiiksek
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oldugu saptanmistir. Direkt saha materyallerinde ELISA ile %45.6 diizeyinde pozitif
saptanmasina karsin multipleks RT-PCR’da bu oran %77.5 diizeyinde, pasaj
orneklerinde ise ELISA pozitiflik oran1 %72.3 iken multipleks RT-PCR’da %89.2
olarak bulunmustur. Ayrica ELISA ile A ya da O serotip i¢in viral antijen
saptanmayan 130 saha materyalinin 84 adedi (%64.6), multipleks RT-PCR ile pozitif
bulunmustur. Pasaj sivilarindan ise ELISA ile negatif olarak saptanan 18 adet tani
materyalinin 15 adedi (%83.3), multipleks RT-PCR ile pozitif olarak belirlenmistir.
Boylece toplamda ELISA negatif olan 148 adet 6rnek, %66.8 (99/148) diizeyinde
multipleks RT-PCR ile pozitif olarak saptanmustir..

Daha once yapilan caligmalar ve bu aragtirmada VP1 geni hedef alinmasina
karsin, tanimlanan primerlerinin ve RT-PCR protokollerinin farkliligi nedeniyle
sonuclarin karsilastirmali degerlendirilmesi giic olmaktadir. Genel olarak, ELISA ve
PCR pozitiflik oranlari (%) karsilastirildiginda bu arastirmada ve daha 6nce bildirilen
calismalarda (Reid ve ark., 2000; Grindharan ve ark., 2005) multipleks RT-PCR ile
ELISA’ya gore daha yiiksek pozitiflik saptanmigtir.

Bu calismada RT-PCR testinin tekrarlanabilirligini dogrulamak i¢in her bir

ornek iki kez teste tabi tutuldu ve her iki testte de ayn1 sonuglar alinmstir.

RT-PCR testini etkileyen birden ¢ok faktor (bazi dokularda RT-PCR’1 inhibe
eden faktorlerin olmasi, RNA izolasyon yonteminin etkinligi, kullanilan enzimler,
primerler, 6rnek kontaminasyonu vb.) bulunmaktadir. RNA, DNA’ya gore daha
kirilgan yapidadir. PCR reaksiyonuna alinacak RNA tan1 materyallerinde risk tegkil
eden en onemli faktdr, RNA’y1 parcalayan enzimlerin (RNAse) varhigidir. lyi
kurulmamuis laboratuvar ortami, manipulasyon hatalar1 veya saha materyalinin dogal
yapisinda bulunabilecek RNAse enzimleri, RNA’y1 parc¢alayarak RT-PCR ile teshisi
gliclestirmektedir (Mcpherson, 2000; Dieffenbach ve Dweksler, 2003). Sap
virusunun RT-PCR ile basarili bir sekilde teshisinin, laboratuvara goénderilen
orneklerin kalitesine bagli oldugu bildirilmistir (Reid ve ark., 1998). Bu ¢alismada,
Cizelge 3.2.’de bildirilen 12 adet (4 pasaj, 8 saha) tan1 materyalinin ELISA pozitif

sonu¢ verip, multipleks RT-PCR’da negatif sonu¢ vermesi, muhtemelen RNAse
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enzimleri nedeniyle yapist bozulan RNA’nin, multipleks RT-PCR ile tespit

edilememesinden kaynaklanmaktadir.

Sap virusunun multipleks RT-PCR ile tanisina yonelik bir¢cok caligma
bulunmaktadir (Rasmussen, 2003; Jokela ve ark., 2005; Bao ve ark., 2008). Ancak
tiplendirilmesine yonelik ¢alismalar ¢ok sinirhidir. Sap virusu genomu iizerinde pek
cok benzer bolge mevcut oldugundan, virusun tanisi amaciyla RT-PCR primeri
tasarlamak, sap virusu serotiplerine spesifik primer tasarimindan daha kolay
olmaktadir. Ciinkii tiplendirme amaciyla sap virusunun her ii¢ tipinde farklilik
gosteren bolgeler, yapisal proteinler bolgesinde oldugundan daha sinirli bir alanda

(yaklasik 700 bp) uygun primeri aramak zorlagmaktadir.

VP1 bolgesinin sap virusu suslar1 arasinda goriilen varyasyonlarin ¢ogundan
sorumlu oldugu bilinmektedir (Cheung ve ark., 1983). Bu nedenle bu arastirmada
daha ¢ok VP1 iizerinden primer tasarimi yapilmistir. Ortak primer tasarimi i¢in ise,
her 3 sap virusu tipi i¢in benzer bir bolge olan 2AB secilmistir. Bu aragtirmada, in
siliko analizlerde Asia-1 tipi i¢in tasarlanan primerler multipleks RT-PCR’da
kullanilmaya uygun bulunmasina ragmen in vitro laboratuvar ¢alismalari sonucunda
multipleks RT-PCR’da diger primerler ile hafif derecede 6nceden tahmin edilmeyen
interaksiyonlar olusturmustur. Tiirkiye’de saptanan Asia-1 tipi i¢in web tabanli gen
bankalarina gonderilen niikleotid dizi verilerinin yeterli olmamasinin, bu sonucun
muhtemel nedenlerinden oldugu diisiiniilmektedir. Callens ve Clercq (1997)’de

yaptiklari caligmada Asia-1 tipinin O ile interaksiyonlar verdigini tespit etmislerdir.

Bu arastirmada, multipleks RT-PCR optimizasyonu amaciyla primer baglanma
sicakligl, MgCl,, dNTPs ve primer konsantrasyonlari iizerinde ¢alismalar yapilmistir.
Incelenen tiim primer baglanma sicakliklarinda spesifik bant elde edilmistir. Ancak
en iyi bant yogunlugu 59 ve 60°C gozlendiginden ve primerlerin Tmleri dikkate
alinarak primer spesifitesini arttirmak igin ¢alismada 59°C primer baglanma sicakligi
kullanilmasina karar verilmistir. Tasarlanan primerlerin farkli olmasinin dogal olarak
belirlenecek primer baglanma sicakligini degistirecegi bilinmektedir. Bununla

birlikte Grindharan ve arkadaslar1 (2005), Reid ve arkadaslar1 (1999), tasarladiklari
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primerleri kullanarak yaptiklar1 caligmalarda A, O ve Asia-1 tipleri i¢in benzer
sekilde 58 ve 59°C’ lerin uygun primer baglanma sicakliklar1 olduklarini
bulmuslardir. Bu c¢aligmada belirlenen Ta derecesinde 1.5, 2, 2.5 ve 3mM MgCl,
konsantrasyonlarinin etkilerine bakildiginda, RT-PCR sonuglar1 arasinda belirgin bir
fark saptanmistir. Bu nedenle, calismada ekonomik olmasi agisindan 1.5mM MgCl,
konsantrasyonu se¢ilmistir (Resim 3.5). Bu arastirmada kullanilmasi 6nerilen MgCl,,
dNTPs ve primer konsantrasyonlar1 ve dongii sayis1 sonuclar1 degerlendirildiginde,
farkli primerler kullanilmasina karsin Grindharan ve arkadaslar1 (2005)’nin sonuglari

ile benzer sonuglar elde edilmistir.

Bu aragtirmada tasarimi yapilan primerler multipleks RT-PCR teknigi icin
dikkatlice hazirlanmis, bu amacla primerlerin in siliko olarak erime sicakliklari, her
bir primerin kendi icinde ve tip spesifik primerler arasindaki tiim primer
interaksiyonlar1 arastirilmistir. Her bir tip i¢in tasarlanan primerin diger tip ile
reaksiyon vermedigi, dolayisiyla s6zkonusu serotipe 6zgiin oldugu belirlenmistir.
Primerler in vitro olarak laboratuvarda, gerek saha ve gerekse hiicre kiiltiirlerinde
pasajlanmis tani1 materyallerindeki etkinlikleri agisindan incelenmistir. Primerler
ayrica sap hastaligi ile karigan diger viral hastalik etkenleri SWD, BVD-MD, BHV,
BTV ile etkilesimi agisindan incelenmis ve tasarlanan primerlerin sadece sap virusu

spesifik oldugu belirlenmistir.

Bu aragtirmada 272 adet saha materyalinin multipleks RT- PCR ve ELISA
sonuclar istatistiki olarak karsilastirildiginda, aragtirma kapsaminda incelenen tiim
tan1 materyali i¢gin RT-PCR ile dil epitellerinde sap virusuna ait viral genetik
materyalin saptanma ylizdesi (77.5%) ELISA sonuglarma (%45.6) gore yiiksek
diizeyde bulunmustur. ELISA testinde arastirilan sap virusu 146S antijeninin,
orneklerin alinma ve laboratuvara gonderilme seklinin uygun olmamasi nedeniyle
zarar gérmiis olmasi bu sonucun muhtemel nedenlerindendir. Hastalik odaklarindan
gonderilmesine ragmen ELISA negatif sonu¢ veren saha materyalinin RT-PCR i¢in
hala aktif genetik materyali tasiyor olabilmesi RT-PCR’da pozitif sonucu ortaya
koymaktadir.
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Veteriner alaninda kullanilacak diagnostik testlerin validasyonu i¢in WOAH bir
standart yaymlamistir (OIE, Hahn ve ark., 1998; Jacobson, 1998; Belak, 2003). Bu
standarta gére tam anlamiyla validasyon uzun siiren ve maliyetli bir siirectir. En az 5
asamay1 kapsayan bu siiregte sirasiyla,

- Fizibilite ¢calismasi (metot belirleme),

- Kullanilacak kimyasal ve protokollerin se¢imi, optimizasyon ve

standardizasyonu,

- Testin performans kriterlerinin aragtirilmasi (analitik sensitivite ve spesifite

ile diagnostik sensitivite ve spesifite),

- Test performansinin siirekli gozden gegirilmesi,

- Testin rutin tanida kullanilmasi ve siirekli gbézden gecirilmesi gerekliligi

bulunmaktadir.

Analitik sensitivite; gelistirilen testin saptadigi en diistik diizeydeki virus
miktarmni belirler. Analitik spesifite ise testin sadece arastirilan virus igin spesifik
olup olmadigin1 irdeler. Diagnostik sensitivite ve spesifite ise daha 0Ozel
kavramlardir. Diagnostik sensitivite; gercekten infekte olan hayvanlar testin pozitif
olarak saptama yetenegidir. Diagnostik spesifite ise ger¢ekten hasta olmayan/saglikli

hayvanlar testin negatif olarak saptama yetenegidir.

Bu aragtirmada analitik anlamda sensitivite ve spesifite kriterleri tam anlamiyla
yerine getirilmistir. Ciinkli diagnostik sensitivite ve spesifitenin arastirilmasinda
hastalik odaklarindan génderilen klinik anlamda sap enfekte hayvan grubu iizerinden
yapilan diagnostik spesifite hesab1 ¢ok gercekei degildir. Bu nedenle, bu arastirmada
gercek diagnostik spesifiteyi belirlemek amaciyla WRL’den saglanan sap virusu
yoniinden negatif hayvanlara ait virus siispansiyonlart ile gelistirilen multipleks RT-
PCR testinin spesifitesi incelenmis, buna gore incelenen 7 adet negatif virus

multipleks RT-PCR’ da da negatif olarak saptanmistir.

Yeni gelistirilen bir testin bir baska testle karsilastirilabilmesi icin birbiriyle
uyumu saptanmis iki test gerekmektedir. Bu arastirmada ELISA ve multipleks RT-
PCR arasindaki uyum orta derecede (Kappa, 0.2) olarak belirlenmistir. Bu
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arastirmada gelistirilen multipleks RT-PCR’in sensitivitesini arastirmak igin
multipleks RT-PCR ile uyumu iyi (Kappa, 0.70) olarak saptanmis olan monopleks
RT-PCR testi secilmistir. Bu amacla 45 adet tan1 materyalinden alinan monopleks
RT-PCR sonuglar1 ayni 6rneklerin multipleks RT-PCR sonuglari ile istatistiki olarak
karsilagtiritlmis ve yeni gelistirilen multipleks RT-PCR’m tip ayrimi olmaksizin
arastirma genelinde incelenen tiim tan1 materyallerinde monopleks RT-PCR’a gore

sensitivitesi % 95 ve spesifitesi %84 diizeyinde bulunmustur.

Incelenen tan1 materyallerinde sap virusunun saptanmasinda farkli viral
komponentlerin (kapsit antijeni 146S/viral genetik materyal) saptanmasi temeline
dayali 2 farkli yontem olan ELISA ve multipleks RT-PCR testleri kullanildigindan
bu ¢alismada incelenen orneklere ait ELISA ve RT-PCR tiplendirme test sonuglari
sadece pozitiflik oranlari agisindan istatistiki olarak karsilagtirilmistir. ELISA ve
multipleks RT-PCR testi arasindaki pozitiflik oranlar1 (%), arastirmada incelenen
toplam tan1 materyali ve sadece direkt saha materyali acisindan istatistiki olarak
arastirlldiginda, iki test arasindaki farklilik istatistiki ag¢idan Onemli olarak
saptanmigtir (p<0.05). Pasajlanmis tan1 materyallerine ilgili sonuglar incelendiginde
ise O tipinde iki test arasindaki fark 6nemli (p<0.05) iken, A serotipinde dnemli bir

fark saptanmamustir (p>0.05).

Gelistirilen multipleks RT-PCR ile monopleks RT-PCR analitik sensitivite
sonuglarinin birbirine benzer bulunmasi (érnegin, O tipinde 107) analitik sensitivite
acisindan multipleks RT-PCR’mm monopleks RT-PCR’a distiinliigii olmadigimi
gostermektedir. Sap virusu tipleri arasinda multipleks RT-PCR analitik sensitivite
sonuglar1 arasinda A ve O tipleri arasinda belirgin bir fark (sadece O tipinde bir
dilusyon daha hassas) bulunmamistir. Bu ¢alismada, A ve O tiplerinde tespit edilen
multipleks RT-PCR sensitivite sonuglart  Grindharan ve ark (2005)‘min
bildirdiklerine benzer bulunmustur. ELISA ile multipleks RT-PCR ve monopleks
RT-PCR (Asia-1 tipi i¢in) sensitivite sonuglart karsilastirildiginda ise incelenen tim
sap virusu tiplerinde RT-PCR sensitivitesinin ELISA’ya gore daha yiiksek oldugu
kanaatine varilmistir. Rodriguez ve ark (1992) ve Grindharan ve ark (2005),

Mohapatra ve ark (2006)’ da yaptiklar1 ¢galismalarinda benzer sonuca ulagmiglardir.
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Bu calismada gelistirilen multipleks RT-PCR ile elde edilen sonuglarda,
incelenen saha materyalleri iginde herhangi bir miks enfeksiyon varliginin

saptanmamis olmasi nedeniyle bu yonde tartisilabilir bir veri bulunmamaktadir.

RT-PCR ile teshisin en énemli problemi PCR inhibitorleri (saha materyalinin
kendisinden kaynaklanan, manipulasyon hatalarindan dogan) nedeniyle yanlis
negatif sonu¢ varligidir (Aygan, 2006). Giinlimiizde bu amacgla RT-PCR
reaksiyonunu baslangic asamasindan son asamaya (RNA extraksiyon, RT ve PCR
asamalar1) kadar takip eden internal kontrol sistemleri gelistirilmeye ¢alisilmaktadir
(Dingle ve ark., 2004; King ve ark., 2007). RT-PCR sensitivitesi, kullanilan RNA
ekstraksiyon metoduna ve saha materyalinde biitiinligli bozulmadan kalmis sap
virusu RNA miktarina baglidir. RT-PCR spesifitesi ise kullanilan primerlerin ne
Olciide dogru dizayn edildigine gore degisir. PCR teorik olarak ELISA testine gore
daha yiiksek hassasiyete sahiptir. Dogal olarak, sahadan laboratuvara gonderilme
kosullarinin  kontrol edilemedigi durumlarda, sahadan gelen tam1 materyalinin
kapsadig: biitiinliigli bozulmamis saglam RNA miktar1 farkli olacagindan RT-PCR
hassasiyetini degistirecektir. Bu nedenle, laboratuvarda optimize edilen testin
hassasiyeti ne kadar 6dnemliyse, sahadan gelen tan1 materyalinin kalitesi de o dl¢iide

Onemlidir.

Sonug olarak bu calismada, Tiirkiye’nin cesitli bolgelerine ait sap hastaligi
stipheli hastalik odaklarindan gonderilen tan1 materyallerinde, tasarlanan primerler
kullanilarak yeni gelistirilen multipleks RT-PCR tekniginin sensitivitesi ve
spesifitesinin olduk¢a yiiksek oldugu, tan1 materyalinin 6rneklenmesi ve laboratuvara
ulagtirilmasia iliskin sahanin smirlandirici kosullariyla ilgili tedbirler alinarak

teknigin rutin tan1 faaliyetleri i¢in kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada 2006-2008 yillarinda Tiirkiye’nin c¢esitli illerinde ortaya ¢ikan sap
hastalig1 odaklarindan toplam 272 adet tan1 materyali ile Sap Enstitiisii dil epitel
arsivinden saglanan ve Enstitii kayitlarina goére Asia-1 yoOniinden pozitif olarak
saptandig1 bildirilen 15 adet tan1 materyali olmak tiizere 287 adet tan1 materyali
kullanildi. S6zkonusu tan1 materyallerinin 222 adedi, direkt saha materyali, 65 adedi
ise tan1 materyallerinin BHK-21 hiicre kiiltiirlerinden elde edilen pasaj sivis1 olarak

calismada kullanildi.

Sap virusunun molekiiler tiplendirmesi i¢in Tiirkiye’de ilk defa orijinal olarak
primer tasarimi yapildi ve s6zkonusu primerler kullanilarak monopleks ve multipleks
RT-PCR protokolii olusturuldu. Bu calismada elde edilen verilere gore; A ve O
serotipleri i¢in gelistirilen multipleks RT-PCR testinin monopleks RT-PCR’a gore
diagnostik sensitivitesi %95 ve spesifitesi %84 olarak tespit edildi. Bu sonuglar
15181nda, bu ¢alismada gelistirilen multipleks RT-PCR tekniginin sap virusunun tani
ve tiplerinin saptanmasinda hizli, giivenilir, tekrar edilebilir bir tan1 yontemi oldugu

kanaatine varildi.

Olusturulan protokol ile uygulanan multipleks RT-PCR ve ELISA sonuglari
kargilagtirmali olarak degerlendirildiginde, direkt saha materyallerine uygulanan
ELISA testi A ve O serotipleri pozitiflik oranlar1 sirasiyla %38.4 (40/104), % 35.9
(37/103) olmasma karsin, multipleks RT-PCR ile belirlenen pozitiflik oranlar
stirastyla %79.8 (83/104) ve %67.9 (70/103) oldugu goriildii ve iki test arasinda
pozitiflik oranlar1 arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli (p<0.05) bulundu. Pasaj
sivilarinda ise multipleks RT-PCR ve ELISA sonuclarn karsilastirmali olarak
degerlendirildiginde, A serotip i¢in pozitiflik orani her iki test sonuglari icin
istatistiki agidan onemsiz (p>0.05) olmasina karsin, O serotip i¢in farkliligin 6nemli

(p<0.05) oldugu belirlendi.
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Sap virusunun tani ve tiplendirilmesinde bir¢ok tani laboratuvarinda halen
kullanilmakta olan ELISA, WOAH tarafindan kabul goéren bir testtir. Ancak bu
calismada da belirlendigi iizere ELISA’nin virus izolasyonu ile birlikte %70-80
diizeyinde sensitivitesi oldugu bildirilmigtir. Bu durum, gercekte sap virusu
icerebilecek %20 oranindaki saha materyalinin yanlis negatif olarak belirlenme
sorununu ortaya c¢ikarmaktadir. Bu arastirmada, Asia-1 tipi hari¢ ELISA ile
saptanamayan %51.5 diizeyinde (148/287) ornek mevcuttur ve bu negatif tam
materyalinin %66.8’1 (99/148) sap virusu A ve O serotiplerine yonelik gelistirilen
multipleks (dupleks) RT-PCR ile pozitif olarak saptanmistir. Bu bilgilere dayanarak
gelistirilen multipleks RT-PCR uygulamasinin, ELISA uygulamasi ile saptanamayan
gercekte pozitif drneklerin saptanmasi ve sap virusu tiplendirilmesi i¢in second

round/ikincil bir test olarak kullanimi onerilmektedir.

RT-PCR ile teshisin en énemli problemi, PCR inhibitdrleri, saha materyalinden
kaynaklanan problemler, manipulasyon hatalari, vb. nedenlerle olusabilecek, yanlis
negatif sonu¢ varligidir. PCR ile tani, 6rneklerin sahada toplanmasi ve laboratuvara
gonderilmesinden PCR f{iriiniinlin laboratuvarda goriintiilenmesine degin uzun, bazi
noktalarda kontrol edilemeyen bir siire¢ izlemektedir. Son yillarda bu amagla RT-
PCR reaksiyonunu baglangi¢ asamasindan son asamaya (RNA ekstraksiyon, RT,

PCR) kadar takip eden internal kontrol sistemleri gelistirilmeye ¢alisilmaktadir.

Bu caligmada elde edilen verilerin, primer tasarimi, RT-PCR ve multipleks RT-
PCR tekniklerinin gelistirilmesi, sap virus serotiplerinin molekiiler tanisi,
tiplendirmesi konularinda c¢alismalar yapacak diger arastirmacilara 1sik tutacak

nitelikte oldugu diisiiniilmektedir.
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OZET

Tiirkiye’de Sap viruslarimin Tam ve Tiplendirilmesinde Multipleks RT-PCR
Teknigi Gelistirilmesi ve Tanisal Degerinin Arastirilmasi

Bu calismada, Tirkiye’de sap virusu saha izolatlarinin molekiiler tanist ve
tiplendirilmesi i¢in multipleks RT-PCR teknigi gelistirilmesi amaglandi. Bu amagla,
2006-2008 yillara ait toplam 272 adet sap virusu enfekte tan1 materyali ile 1999-
2001 yillarinda sap hastaligi odaklarindan gonderilerek, Sap Enstitiisii rutin tani
faaliyetleri sonucunda Asia-1 yoniinden pozitif olarak saptanan ve Enstitii dil epitel
arsivinde stoklanan 15 adet tan1 materyali kullanildi. Sap virusu genomunda VPI1 ve
2AB bolgeleri hedef alinarak biri ortak (reverz primer) 3’1 sap virus serotip spesifik
primerlerden olusan multipleks PCR stratejisine yonelik primer tasarimi
gerceklestirilerek bu primerlerin kullanildigi multipleks RT-PCR teknigi gelistirildi
ve optimize edildi.

Aragtirmada kullanilan 272 adet saha materyali ve 15 adet Asia-1 arsiv saha
materyali olmak iizere toplam 287 adet tan1 materyalinin ELISA ile 131 adedi
(%45.6) diizeyinde sap virusu (A,O ya da Asia-1) yoniinden pozitif bulunurken, s6z
konusu tani materyalinin (272 adet) gelistirilen RT-PCR protokolii ile 211 adedi
(%77.5) sap virusu A, O serotipleri yoniinden pozitif olarak saptandi. Elde edilen
verilerin istatistik analizi sonucunda, direkt saha materyallerine uygulanan ELISA ve
multipleks RT-PCR sonuglarinin arasindaki farklilik ile sap virusu O serotipi pasaj
stvilarina uygulanan ELISA ve multipleks RT-PCR sonuglarinin arasindaki farklilik
onemli (p<0.05) olarak saptandi.

Sonug olarak, bu calismada tasarimi yapilan primerler kullanilarak uygulanan
multipleks RT-PCR tekniginin WOAH tarafindan referans test olarak oOnerilen
ELISA yontemine gore 6nemli bir avantaj olusturdugu, hizli, giivenilir bir yontem
oldugu belirlendi. Bununla birlikte, ELISA’nin WOAH’1n kabul ettigi referans test
olmas1 g6z oniline alinarak, diagnostik basarinin artirilmasi i¢in ELISA ile negatif
olarak saptanan tan1 materyaline multipleks RT-PCR uygulanmasi 6nerildi.

Anahtar Soézciiler: Sap virusu, multipleks RT-PCR, tani, tiplendirme
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SUMMARY

Devolopment of Multiplex RT-PCR Technique for Diagnosis and Typing of
FMDY in Turkey.

In this study, development of multiplex RT-PCR technique for differentiation of
FMDV field isolates in Turkey was aimed. Two hundred and eighty seven FMDV
infected samples collected between years, 2006-2008 and 15 archive epithelium of
FMDV Asia-1 collected between years 1999-2001 and determined positive
following routine diagnosis at FMD Institute constituted the material of the study.
Primers (one common reverse and 3 FMDV type specific forward primers) were
designed from the gene sequences VP1 and 2AB region of FMDV genome. The most
appropriate primer sets were determined following in-silico (computer-based
analysis) and in-vitro (laboratory PCR assays) analyses. Multiplex RT-PCR
technique was developed and optimized using these novel primers.

A total of 287 FMDYV samples; 272 field samples (tongue epitelium) of FMDV
A and O serotypes, and 15 archieved field samples of FMDV Asia -1 serotype were
used in the study. Of the 287 diagnostic samples, a total of 131 (45.6%) were found
to be positive in ELISA tests against the virus serotypes A, O, and Asia-1, while 211
(77.5%) out of 272 samples were positive in the novel multiplex RT-PCR protocol
developed to detect A and O serotypes. Following the statistical analysis of the
obtained results, significant difference (p<0.05) was detected in the results of ELISA
and multiplex-PCR assays applied to direct field samples, and also to FMDV
serotype O virus passage fluids.

As a conclusion, multiplex RT-PCR technique performed with the originally
designed primers were determined as a rapid, reliable method, and providing a
significant advantage over to the ELISA method suggested as a reference test by the
WOAH in the present study. Nevertheless, with the consideration of ELISA as a
reference assay suggested by WOAH, investigation of ELISA negative samples with
multiplex RT-PCR is suggested for the improvement of diagnostic success.

Key words: FMDV, development, multiplex RT-PCR, detection, typing
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