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1. OZET

Koyun-ke¢i c¢icegi hastaligr iilkemizin de iginde bulundugu genis bir
cografyada, salginlar seklinde ortaya ¢ikan kii¢iik ruminantlarin viral hastaligidir.

Bu tezde Kuzeydogu Anadolu bolgesinde ortaya c¢ikan koyun-kegi ¢igegi
hastalig1 olgularinin virolojik, serolojik ve epizootiyolojik yonden incelenmesi
amaglanmistir. Bu amagla, oncelikle, bolgede klinik olarak koyun-kegi ¢igegi
hastalig1 bildirimi yapilmis 11 mihraktaki 53 hayvandan temin edilen 168 adet
materyallerden PZR ile koyun-kegi ¢igegi viriis DNA’s1 belirlenmistir. Viral DNA
varlig1 belirlenen materyallerden her bir mihrak ayr1 ayri olmak iizere MDBK
hiicre hattina inokulasyonlar yapilarak viriis izole edilmistir. Ayrica mihraklarda
klinik belirti gosteren 22 hayvandan ve klinik belirti gostermeyen 10 hayvandan
alman kan serumlarinda nétralizan antikor titreleri belirlenmistir. izole edilen
viriislerin genotipik kimliklendirilmesi ile koyun ¢icegi viriisii (SPPV) ve keg¢i
cicegi viriisii (GTPV) ayrimlar1 yapilmistir.

PZR sonuglarina gore; deri 6rneklerinin % 96,2 (51/53)’sinde, nazal ve oral
svap Orneklerinin % 76,9 (40/52)’unda, akciger 6rneklerinin % 90,4 (19/21)’iinde,
karaciger orneklerinin % 42,8 (9/21)’inde ve lenf yumrusu 6rneklerinin % 61,9
(13/21)’unda koyun-kegi gicegi viriis DNA’s1 tespit edilmistir.

Virlis notralizasyon testi sonucunda, klinik hastalik goriilen tiim
hayvanlarda ve klinik hastalik goériilmeyen dort hayvanda koruyucu titrenin
altinda antikor titresi tespit edilmistir. Diger hayvanlarda antikor titresi korucu
titrenin tizerinde bulunmustur.

Mihraklardan elde edilen izolatlarin PZR firiinlerinin Xapl restriksiyon

enzimi ile kesimi ger¢eklestirilmis ve tamaminin SPPV olduklar1 belirlenmistir.



Capripoxviruslarin ayrimini saglayacak genomun terminal kisimlarinin DNA
dizilim analizi sonucunda da restriksiyon enzim kesim sonuglart dogrulanmstir.

Bulgular 1s18inda iilkemizde kiigiikbag hayvan yetistiriciliginin yogun
yapildig1 Kuzeydogu Anadolu bolgesinde bu hastaligin mevsimsel olarak ve geng
hayvanlarda yogun olarak goriildiigii belirlenmistir. Ayrica, ¢alismanin yapildigi
donemde koyun ve kecilerde hastaliga sebep olan virlistin SPPV oldugu tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Koyun-kegi ¢icegi hastaligi, PZR, PZR- RFLP, viriis

izolasyonu, DNA dizileme.



2. ABSTRACT

Sheep and goat pox disease is viral disease of small ruminants which is
characterised with outbreaks in wide gerographical region including Turkey.

It is aimed to investigate sheep and goat pox disease in Northeast Anatolian
region of Turkey by virological, serological and epizootiological methods. For
this purpose, sheep pox virus (SPPV) and goatpox virus (GTPV) DNAs were
detected by PCR in 168 clinical specimens taken from 53 animals in 11 disease
outbreaks. Virus isolations were performed in Madin-darby bovine kidney
(MDBK) cell culture for each outbreak. Beyond these, virus neutralisation titres
of serum samples collected from 22 animals with clinical disease symptoms and
10 animals without any clinical sypmtoms from the outbreaks were determined.
SPPV and GTPV differentiations were detected by PCR-RFLP and DNA
sequencing methods.

Results of PCR analysis indicated that, sheep and goat pox virus DNAs
were detected in 96,2 % (51/53), 76,9 % (40/52), 90,4 % (19/21), 42,8 % (9/21)

and 61,9 % (13/21) of cutaneous, nasal and oral swap specimens, lung, liver tissue

samples and lymph nodules, respectively.

Virus neutralisation titres were found below the accepted-protective levels in
all animals with clinical disease symptoms and in four animals without clinical
syptoms. In the other animals, virus neutralisation titres were found above the

accepted-protective levels.



All of the isolated virus samples from the outbreaks were determined as SPPV
by PCR-RFLP method. This finding was further confirmed by sequence analysis
of terminal region of the virus genome.

In the light of the findings of the present study, it can be cocluded that sheep
and goat pox disease cases occur seasonally, especially in young animals, in
Northeast Anatolian region. More importantly, the viruses isolated within the
study period had SPPV genome characteristics, as determined by PCR-RFLP and
sequencing.

Key words: Sheep-goat pox disease, PCR, PCR-RFLP, virus isolation, DNA

sequencing.



3. GIRIS

Koyun-keci ¢igegi hastaligr ile ilgili tarihsel bilgiler insan ¢icegi hastaligi
kadar eskidir (80, 126). Koyun ve keci yetistiriciliginin yapildigi diinyanin hemen
her bolgesinde hastaligin gegmis yillardaki varligi bilinmekte ve hastalik Klinik
belirtilerine gére tanimlanabilmektedir. Giinimiizde Avrupa ilkelerinde hastalik
eradike edilmis olmasina ragmen, iilkemizin de i¢inde yeraldig1 pek ¢cok Asya ve
Afrika tlkelerinde hastalik varligini siirdiirmektedir (37, 57, 60, 108, 109, 124,
135, 136, 137 138, 139). Hastalik diinyada ve tlkemizde, ozellikle diizenli
asilamanin yapilmadigi ve hayvan hareketlerinin yogun oldugu bdlgelerde,
cogunlukla gen¢ hayvanlarda yliksek 6lim orani ile kendini gdsteren mevsimsel
salginlar seklinde ortaya ¢ikmaktadir (64, 102, 112, 117, 124, 133).

Koyun-keg¢i ¢icegi hastaligi birgok iilkede ihbari mecburi bir hastaliktir ve
Diinya Hayvan Sagligi Orgiitii (OIE) kriterlerine gore de miicadelede &ncelikli
hastaliklar olarak degerlendirilen A grubu hastaliklar arasinda yer almaktadir.
Diinya Ticaret Orgiitii’niin hayvan saghig konularinda birincil tavsiye makami da
olan OIE direktiflerine gore hastaligin gorildiigii tilkeden uluslararasi canli
hayvan, et ve et driinleri ile diger hayvansal iriinlerin ticaretinde Onemli
kisitlamalar getirilmektedir. Bu kriterler dikkate alindigi zaman, hastaligin
ekonomik kayiplarinin sadece hastaliga bagl verim kayiplar1 ve dliimlerle sinirl
olmadigi, bir tilkenin ihracatini da etkiledigi goriilebilmektedir (12).

Koyun-kegi ¢igegi hastaligi, ilkemizde hayvan sagligi zabitast yonetmeligi
ile ihbar1 mecburi hayvan hastaliklar1 kapsaminda yer almaktadir. Hastaligin

klinik olarak tespit edildigi ilk giinden baglayarak, son olarak goriildiigii giinden



60 giin sonrasina kadar hastalik ¢ikan bolgelerden hayvan ve hayvansal iiriinlerin
cikisina ve diger bolgelerden hastalik ¢ikis bolgesine hayvan girislerine
kisitlamalar getirilmektedir (16).

Koyun-ke¢i ¢icegi hastaliginin endemik olarak goriildiigi tlkemizde
hastalik bildirimi genellikle klinik belirtilerine dayanilarak yapilmaktadir. Bu
bildirimlerin sadece ¢ok az bir kisminin ulusal referans enstitiileri tarafindan
laboratuar dogrulmasi yapilmakta ve bu nedenle ortaya ¢ikan olgular hakkinda
bilgiler yeterince ortaya konarak degerlendirilememektedir. Koyun ve kegci
yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi bir bolge olan Kuzeydogu Anadolu
Bolgesinde asilamalara ragmen hastalik goriildigli bildirilmistir. Cografik
konumu nedeniyle de, kagak hayvan girislerinin olmast muhtemel bir bolgedir.
Kagcak hayvan girislerinin miimkiin oldugu Iran gibi komsu iilkelerde koyun-keci
cicegi hastaligmin yaygin olarak goriildiigli bilinmektedir. Bu bilgiler
dogrultusunda bu tezde Kuzeydogu Anadolu bolgesinde ortaya ¢ikan koyun-kegi
¢icegi hastalig1 olgularinin virolojik, serolojik ve molekiiler epizootiyolojik olarak

incelenmesi amacglanmustir.

3.1. Etiyoloji

Poxviridae ailesinin Chordopoxvirinae alt ailesinde bulunan sekiz tiirden
biri olan capripoxvirus genusunda koyun ¢igegi viriisii (Sheeppox virus; SPPV),
kegi ¢igegi viriisii (Goatpox virus; GTPV) ve sigirlarin kabarcikli deri hastaligi
viriisii (Lumpy skin disease virus; LSDV) yer almaktadir (44, 45, 57). Elektron
mikroskobu c¢alismalarinda bu virlisler arasinda biiytikliiklerine goére ayrim

yapilabilecegi belirtilmigse de sonraki zamanlarda gergeklestirilen benzer



calismalarda arada gozlenen bu farkliliin morfolojik olarak bozulamdan
kaynaklandig1 ve capripoxvirus genusu igerinde yer alan viriisler arasinda
biiytikliik agisindan bir farkliligin olmadigi belirlenmistir (3, 88, 110). Bu nedenle,
bu viriislerin elektron mikroskopla ayrimlarinin dogru bir sekilde yapilamayacagi
kabul gormiistiir. Capripoxvirus virionlart yaklagik 300X270X200 nm
biytikligiinde oval yapida olup orthopoxvirus genusunda iginde bulunan diger
virtislerle benzerlik géstermektedir (Sekil 1) (128).

Enfekte olan hiicrelerde ¢igek viriisleri hiicre i¢i zarfsiz viriis (intracellular
mature virus; IMV) ve hiicre dis1 zarfli viriis (extracellular enveloped virus; EEV)
olmak iizere iki farkli sekilde viriis iiremektedir. iki viriis arasindaki fark IMV’de
pek ¢ok virlis proteinini iceren zarf katmaninin olmamasidir. Hiicre dis1 zarfli
virlis, hiicre i¢i ergin viriisiin plazma membranindan tomurcuklanmasi veya

ekzositozu yoluyla olusur (128).

. Extracellular Enveloped Virus
Intracellular Mature Virus P

(|MV) (EEV) Zarf katmam
Yiizey proteinleri  Yan cisimcikler
Gift sarmalli DA , Dig zar 5 AX] /

i¢ zar FiEpn) e

Kapsit duvan

=
\ —4
= |

Sekil 1.Capripoxviruslara ait hiicre i¢i zarfsiz viriis (intracellular mature virus;

IMV) ve hiicre dis1 zarfli viriis (extracellular enveloped virus; EEV) gortiniimii
(20).



Bu viriislerde tam genom 150-160 kilobaz ¢ifti (kbp) uzunlugunda, 73-91
molekiiler dalton (Mda) agirliginda olup, %36 oraninda guanintsitozin igeren
dogrusal, ¢ift sarmalli deoksiriboniikleik asit (DNA)’ya sahiptir. Genomun az
degisken olan merkezi bolgesi, yaklasik 145 kbp uzunlugunda olup, her iki
terminal kisimda yer alan tersine tekrarlayan sekanslar (Inverted terminal repeat
sequences; ITR’s) seklinde birbiri ardina gelen tekrarli bolgelere sahiptir (41, 45,
70). Bu tekrar bolgeleri genom replikasyonu igin gerekli olmayan; viriisiin
viriilensini, tropizmini ve konak¢1 bagisiklik sistemi ile olan etkilesimleri
belirleyen genleri igermektedir. Cift sarmalli genom her iki ugta kovalent ve bir
ugtaki kisim ¢arpraz olarak hairpin ile baglanmistir. Capripoxvirus genomunun
merkezi kismi replikasyon igin gerekli olan Kkapsit proteinleri ve enzimleri
kodlayan gen bolgeleri igermektedir. Viriis genomunun 200’den fazla protein
kodlayan gen bolgeleri igermesi, viriise zarfsiz formunun da enfektif olmasi ve
gevre sartlarina dayaniklilik olmak iizere bir¢ok avantaj saglamaktadir (58, 59,
128).

Capripoxvirus genusundaki viriisler, morfolojik yapilarinin yani sira
benzer antijenik bolgeleri igerdiklerinden serolojik olarak ayirt edilememektedir.
Bu nedenle viriislerin isimlendirilmesi hastaliga sebep olduklari hayvan tiirlerine
gore yapilagelmistir. Koyunlardan elde edilen koyun ¢icegi izolatlar1 SPPV olarak
isimlendirilmis ve koyunlarda kegilere gore daha patojen oldugu belirlenmistir.
Kegilerden elde edilen kegi izolatlar1 ise GTPV olarak isimlendirilmis kegilerde
koyunlara gore daha kolay enfeksiyon olusturdugu ve kegilerde patojenitesinin
daha yiiksek seyrettigi belirlenmistir. Sadece sigirlarda kabarcikli deri hastaligi

sekillendiren, koyun ve kecilerde hastalik olusturmayan capripoxvirus izolatlari



ise LSDV olarak adlandirilmistir. Ancak bazi suslar hem kegilerde hem de
koyunlarda ciddi hastalik tablosu ortaya koyabilmektedirler (55, 56, 86, 87).
Koyun, ke¢i ve sigirlar disinda bir Afrika antilobunda (Arabian leucoryx)
capripoxvirus enfeksiyonu bildirilmistir (72).

Son yillarda yapilan 6zellikle genomik tiplendirme ¢alismalar1 sonucunda
bu iki viriisiin birbirinden bagimsiz iki farkli viriis oldugu netlik kazanmistir (77).
SPPV ve LSDV niikleotit diizeyinde GTPV’ye gore birbirleriyle daha yakin
iliskili bulunmustur. SPPV ve GTPV birbirleriyle niikleotit diizeyinde % 96 ve her
iki viris de LSDV ile % 97 oraninda benzerlik gostermektedir (134).
Capripoxvirus ve orthopoxvirus genomlariin terminal bolgesi merkezi kismina
gore daha fazla farklilik géstermektedir. Bu boélgede yer alan P32 ve tutunma
genlerinin sekans ve filogenetik analizi capripoxvirus genusu i¢inde bulunan
viriislerin antijenik olarak benzer fakat genetik olarak farkli viriisler oldugunu
ortaya koymaktadir (40, 41, 69, 73, 77, 79, 82). Capripoxvirus izolatlarinin
genomun terminal kisminda yeralan g-protein-coupled chemokine receptor
(GPCR) gen bolgesinin konake1 spesifikligi tizerinde 6nemli rolleri oldugu ve her
lic capripoxvirus i¢in filogenetik olarak ayrimlarini ortaya koyabilecek farkliliklar

igerdigi ortaya konulmustur (98, 71).

3.2.Tarihce

Koyun c¢icegi hastaligi Orta Asya’dan koken almig ve pek c¢ok bati
tilkesine buradan yayilmistir. Milattan sonra ikinci yiizyildan itibaren Asya ve
Avrupa’da goriildiigiine dair bilgiler mevcuttur (80, 126). Koyun c¢iceginin

bulasma sekilleri ile 1ilgili c¢alismalar ilk defa Bourgelat tarafindan



geceklestirilmistir. Etiyolojisi ve hastalik olusturabilmesi ile ilgili ¢alismalar 19.
yiizyllda Bourgelat ve Chauveau tarafindan gegeklestirilmis ve hastaligin
etkeninin virlis oldugu Borrel tarafindan tanimlanmistir (26, 51, 97, 127).
Yirminci yiizyil ortalarinda, basta Afrika ve Asya olmak {izere Avrupa iilkelerinde
de hastaligin varligi rapor edilmistir. Bir ada tilkesi olan Biiyiik Britanya’da 1847-
1866 yillar1 arasinda ¢ok sayida koyun c¢igegi salginlar1 ortaya ¢ikmis, 1866
yilinda hastalik adadan eradike edilebilmistir. Fakat diger Avrupa iilkelerinde
canli hayvan ticaretinin devam etmesine bagli olarak, hastalik varligini uzun yillar
stirdirmistiir (37, 123).

Kecilerde goriilen ¢igek olgular ise ilk defa 1879 yilinda Norveg’te rapor
edilmis, daha sonra Birinci Diinya Savasi boyunca Makedonya’da goriilmiistiir.
Bu hastalik 1926 yilinda % 15 mortalite oranina ulasarak bolgede yaygin olarak
goriiliir hale ulagmistir. Diinya genelinde 1920°de Giineydogu Afrika, 1923’te,
Fransa, 1936’da Malezya ve Hindistan, 1938’de Fas ve Norveg, 1955°te
Tacikistan, 1957 Isvec, 1982 Sudan, 1978 Amerika Birlesik Devletleri, 1983’te
Irak, 1986’da Cin, Banglades, Yemen ve Umman, 1995’te Nijerya’da varligi

rapor edilmistir (37, 123).

3.3. Epizootiyoloji

Hastalikli hayvanlardan viriisiin sagilimi, deride bulunan lezyonlarin
yaninda genellikle burun sekresyonlari, idrar ve siitle olmaktadir. Hastaligin
endemik olarak goriildiigii bolgelerde hayvanlarin kapali ortamlarda birarada
tutulmasi ile dogrudan temas veya solunum ve diger viicut sekresyonlar1 yoluyla

hastalik bulagmaktadir. Koyun ve kecilerin dikenli ve calimsi bitkilerin igerisinde
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gecirilmesi ve boyle yerlerde otlatilmasiyla derilerinde olusan yaralar vasitasiyla
virlis hastalikli hayvanlardan duyarli hayvanlara yakin temas vasitasi ile
gecebilmektedir. Bunun disinda sinekler vasitasiyla virlis mekanik olarak da
tagiabilmektedir. Bulagsma deneysel olarak damar i¢i, derici ve derialti
inokulasyon yoluyla, ayrica yapay olarak olusturulmus damlaciklarla hava yoluyla
olabilmektedir (37, 86, 123).

Dogal kosullar altinda SPPV ve GTPV olduk¢a konakg1 spesifiktir fakat
konakg1 spesifikligi konak¢idan konakgiya ve izolatlar arasinda fark
gosterebilmektedir. Kenya, Yemen ve Umman izolatlar1 her iki tiirii de esit olarak
enfekte edebilirken Orta Asya ve Hindistan izolatlar1 konakg1 spesifik olup keci
cicegi viriisleri koyunlar1 koyun ¢icegi virlisleri de kegileri enfekte
edememektedir. Capripoxvirus’larin viriilenslerindeki farkliliklara bagli olarak
bazi suslarin sadece kegilerde hastalik olusturabildigi ve keg¢i cicegi virlisii olarak
adlandirildiklari, baz1 suglarin ise sadece koyunlarda hastalik olusturabildigi ve
koyun ¢icegi viriisii olarak adlandirilmaktadir. Geri kalan suslar ise her iki tiirde
de enfeksiyon olusturabilmektedir (37, 87, 109, 123).

Koyun-kegi ¢igegi hastaligi degisken derecelerde mortalite ve morbidite ile
ortaya c¢ikmaktadir. Hastaligin morbiditesi %1°’den %100’e kadar degisen
oranlarda olabilmektedir. Hastalik 6zellikle kuzularda morbidite orani yiiksek
olarak seyretmekte, bélge ve mevsime bagl olarak eriskin koyunlarda da yiiksek
oranlarda ortaya ¢ikabilmektedir. Saf irk ve melezleme ile elde edilen kuzularda
hastaligin yiiksek oranda seyrettigi kaydedilmistir. Mortalite oran1 genel olarak

kuzular, toklular ve 6nceden asilanmamis veya hastalik gegirmemis koyunlarda
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yiksektir. Vaka Olim oranlarmin melez kuzularda %15°den %57’ye kadar
degisen oranlarda ortaya ¢ikabildigi ortaya konmustur (37, 67, 123,138).

Koyun-kegi ¢igegi virlisleri ¢evre sartlarina olduk¢a dayaniklidir. Kuruma,
dondurma ve ¢Ozdiirme islemlerine karsi oldukga dayanikli olup liyofilize
edilerek yillarca muhafaza edilebilir. Viriis kirlenmis yiinde 24 saatten fazla
enfektif kalamazken temiz yiinde iKi ay ve serumda daha uzun siire enfektivitesini
devam  ettirir.  Normal c¢evre sicakliginda virtis varligin1  yillarca
stirdiirebilmektedir. Viriisler ¢evre sartlarina dayanikli olmakla birlikte, sicakliga
kars1 duyarliliklart degiskenlik gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda 55-60°C
aras1 sicakliklarda izolatlarin kismen veya tamamen inaktive olduklar
belirlenmistir (37, 93, 94).

Diisiik ve yiiksek pH ortamlarda viriisiin enfektivitsini uzun siire muhafaza
edemedigi ve virlisiin hiicre kiiltliri ortaminda hafif alkali ortamda optimum
olarak ¢ogalmasini devam ettirdigi belirlenmistir. Genel olarak ¢igek virisleri
eter, kloroform ve formaline karsi duyarlidir. Fakat bazi izolatlarin etere karsi
direncli olduklar1 rapor edilmistir (12, 37, 53).

Hastalik giinlimiizde Misir, Fas, Cezayir, Suudi Arabistan, Sudan, Yemen,
Umman, Irak, Iran, Afganistan Pakistan Hindistan, Cin, Rusya, Mogolistan,
Tayvan, Vietnam ve iilkemizde hala goriilmektedir (4, 11, 14, 33, 64). Amerika
Birlesik Devletleri ve Avustralya kitasinin tamaminda 2005 yilinda bu yana yeni
bir vaka bildirimi yapilmamistir (Sekil 2) (14, 54, 55). Avrupa iilkelerinde
hastalik eradike edilmis olmasina ragmen, Avrupa {ilkelerinden olan
Yunanistan’da hastalik zaman zaman bildirilmekte ve ¢ikan bu salginlardan da

tilkemiz sorumlu tutulmaktadir (37, 91, 101, 123).
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Sekil 2.Koyun-kegi ¢igegi hastaliginin Diinya’daki mevcut durumu (14).

3.4. Viriis Replikasyonu

Poxvirus replikasyon dongiisii ile ilgili detayll bilgiler Vaccinia (inek
cicegi viriisii) viriis ile yapilan caligmalarla ortaya konulmustur. Virion, konake¢1
hiicresine plazma zarmin flizyonu veya endositosis yoluyla girmektedir. Viriis
kendi yapisinda bulunan transkriptaz enzimi ile erken mRNA’lar ve erken genleri
transkipte eder. Erken genler viriis niikleokapsitinden ayrilip ribozomlarda
translasyona ugrayarak DNA replikasyonu ve konak¢inin virlise karsi olan
yanitin1 - sinirlandiran  proteinlere sentezlenir. DNA replikasyonu sitoplazma
icerisinde gergeklesir. Tam uzunluktaki DNA senteziyle birlikte ara genler ve ara
proteinler son olarak da gec¢ genler ve ge¢ proteinler translasyona ugrar. Genel
olarak ge¢ sentez edilen proteinler yapisal proteinlerdir. Viriisiin tam bir virion
haline gelmesi virtis fabrikalar1 iginde gerceklesir. Genom burada transkripsiyonel

enzimlerle birlikte paketlenir. Viral zarf sekillendikten sonra ¢ekirdek yogunlasir,
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kapsit proteinleri proteolitik olarak kesilir ve bdylece hiicre i¢i zarfsiz eriskin
virlis (IMV) sekillenir. IMV hiicrenin lize olmasi veya protein yapisinda maddeler
icinde hiicre disina c¢ikabilir. Hiicre kiiltiiriinde viriis izolasyonunda enfekte
hiicrelerin  dondurulup ¢6zdiirtilmesi neticesinde, hiicrelerin pargalanmasiyla
zarfsiz erigkin virlisler ortaya c¢ikar. Ayrica IMV’lerin bir kismi viriis
fabrikalarindan mikrotubiiller ile ayrilarak trans-golgi ag1 veya endozomlar
tarafindan sarilarak hiicre i¢i zarfli virisleri sekillenir. Bu zarfli virls
mikrotubiillerle hiicre yiizeyine taginir ve burada dis zarf hiicre zar ile birlikte
flizyona ugradiktan sonra virilis hiicre disina ¢ikar. Viriis hiicre yiizeyinde bagl
durumda ise hiicre ile iliskili zarfl1 viriis (cell associated enveloped virus; CAEV),
hiicre disinda serbest kalmissa zarfli hiicre dis1 virlis (EEV) olarak isimlendirilir.
Hiicre kiiltiirlinde virlis izolasyonu sirasinda hiicrelerde meydana gelen
degisiklikler sonrasinda hiicreler kaldirilmadan toplanan iist sivilarda bu 6zellikte
viriisler mevcuttur. Hem IMV hem de EEV formlarinin enfeksiyéz niteligini
koruduklar1 gozlenmistir. Fakat EEV formlarmmin c¢evresel sartlara IMV

formlarinda daha dayanikli olduklar1 ortaya konulmustur (128).

3.5. Klinik Belirtiler

Koyun-ke¢i c¢icegi hastaligt koyun ve kecilerde ortak belirtilerle
seyretmektedir. Hastalikta dort giinden ti¢ haftaya kadar degisen bir inkiibasyon
periyodunu takiben, ates, gii¢ solunum, durgunluk ve istahta azalma gibi genel
hastalik belirtileri ortaya ¢ikar. Bu donemden sonra, genellikle geng hayvanlarda,
hastaliga ait deri lezyonlar1 olusumu sekillenmeden ani 6liimler goriilebilir. Bu

belirtileri takiben Olim gozlenmeyen hayvanlarda viicudun o&zellikle tiiysiiz
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bolgelerinde baslayan ve viicudun diger bolgelerine yayilan deri lezyonlari
sekillenmeye baslar. Makiil adi verilen yuvarlak hiperemik noktalarin ortaya
cikmastyla, bu lezyonlarin kabararak orta kismimin eritemli o6demi ve
beyazlagmasi ile papiil seklini alir. Bu lezyonlar 6zellikle perineum, inguinal
bolge, skrotum, meme bolgesi, goz kapaklari, burun ve koltuk alt1 bolgesinde
ortaya ¢ikar. Ayrica boyun, gogiis, karin bolgesi ve arka bacaklarin i¢ kisimlarina
da yayilabilir. Daha sonra, lezyonun orta kismi1 ¢oker gri nekrotik bir goriintim alir
ve lezyon gevresi hiperemik bir alanla cevrilir. Hastaligin belirtilerinin ortaya
¢ikmasindan 2- 4 hafta sonra lezyonlar kurur ve kabuklanir. Lezyonun vezikiiler
asamasini olan lezyonlarin irinli akintil1 donemi de ortaya ¢ikabilir ve vezikiiller
pistiillere doniisiir. Cigek lezyonlar1 nodiil seklinde goriilen ve derinin epidermis
ile dermis katmanlarimi icine alan Kkarakteristik olusumlardir. Lezyonun
iyilesmesinden sonra lezyonun siddetine bagli olarak yara izi olusumu o6zellikle
kilsiz boélgelerde ortaya c¢ikabilir. Hastalikta sekonder bakteriyel etkenlerin
devreye girmesiyle yara iyilesmesinde gecikmeler sekillenir (8, 37, 87, 91, 92,
123, 125)

Klinik belirtilerin seyrine goére, hastalik genellikle perakut, akut ve
subklinik olarak tanimlanmaktadir.

Perakut formda genellikle geng hayvanlarda yiiksek ates ve depresyon gibi
akut hastalik belirtileri hizli bir sekilde ortaya ¢ikar. Bazen de hastaliga yakalan
hayvanlarin Klinik belirtiler ortaya ¢ikmadan 6lmektedir. Ergin hayvanlarda bu
donem hemorajik papiillerin generalize olusumu seklinde goriiliir.

Akut form, koyun- keg¢i ¢igeginin en sik goriilen ve karakteristik formudur.

Klinik belirttiler dort giinden {i¢ haftaya kadar degisen bir inkubasyon donemini
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takiben viicudun degisik bolgelerinde dort fazda ortaya ¢ikmaktadir. Bu fazlar;
inkubasyon, invazyon veya ilerleme, patlama ve iyilesme donemleridir.
Inkubasyon periyodu dért giinden {iic haftaya kadar oldukca degisken bir
donemdir. Ilerleme donemi iki veya dért giin icinde sonlanmakta, genel akut
enfeksiyon belirtileri olan ates, depresyon, titreme, istahsizlik ve solunum
sayisinda artis gozlenmektedir. Bu donemde ayrica baslangigta seromiikoz
sonralart seropurulent karaktere degisen burun akintili rinit, fotofobi ve gozyasi
akintis1 artmis bir konjuktivitis de mevcuttur. Bu dénemden sonraki derideki
belirtilerin ortaya ¢iktigi patlama doneminde 6nceki belirtiler kaybolmaya baglar.
Deride ¢icek hastaligina 6zgii sirasiyla papiil, nodiil ve vezikiil olusumu seklinde
ilerleyen tarzda ¢icek lezyonlari ortaya gikar. Ayrica bu dénem igerisinde bazi
hayvanlarda tas ¢igegi olarak adlandirilan papiil g¢aplarinin bes c¢cm.’ye kadar
ulasabildigi keskin kenarli nodiiller sekillenir. Derinin biitiin katmanlarin1 ve deri
altt dokuyu i¢ine alarak nekroz olusumu ve dokiintii sonrasinda geride kilsiz bir
yara izi kalir. Bu lezyonlar 6zellikle bas, boyun, sirt, genital organlar ve meme
bolgesindedir. Bazen bu lezyonlar tiim viicudu da kaplayabilir. Bu lezyonlar
giinler hatta haftalarca kalir daha sonra sénerek kabuklanirlar.

Hastalik esnasinda viriisiin akcigere yerlesmesine bagli olarak, enfekte
hayvanlarda solunum giicliigiiniin bir belirtisi olarak, bu hayvanlar siiriiniin
sonunda kalir ve Ozellikle yokus tirmanislarinda oldukga zorlanirlar. Akciger
formunda bakteriyel etkenlerin de devreye girmesiyle bronsiyal pndémoni ve

keratitis olusumu gibi diger belirtiler ortaya ¢ikabilir.
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Subklinik formdaki hastalik ise 6zellikle onceki yillarda asilanmis veya
hastalig1 atlatmis hayvanlarda tespit edilemeyen gecici ates, istahsizlik ve sinirh
sayida deri lezyonlari olusumu ortaya ¢ikmaktadir (37).

Bunlar disinda atipik olarak seyreden capripoxvirus enfeksiyonlarinda
meningitis, koma veya gastroenteritis olusumu bildirilmistir. Ayrica, hastalik
esnasinda sekillenen yiiksek atese bagli olarak zaman zaman abort vakalarinin da

goriildiigii rapor edilmistir (127).

3.6. Patogenez

Koyun-kegi ¢igegi viriisleri dermoepiteliotropik nitelikte olup etken genel
olarak solunum sistemi vasitasiyla viicuda girer (44). Dogal enfeksiyonlarda 1-2
haftalik bir inkiibasyon donemini takiben yiiksek ates, gii¢ solunum, depresyon ve
istahta azalma gozlenir. Inkiibasyon donemi deneysel enfeksiyonlarda ve sinekler
tarafindan mekanik bulagtirmada dort giine kadar diisebilmektedir. Rektal 1sinin
40 °C ve lizerine ¢ikmasimi takiben, 1-5 giin icinde sirasiyla makiiler, papiiler,
vezikiiler ve pistiiler forma ilerleyen sonunda da kabuklanan lezyonlar ortaya
cikmaktadir. Lezyonlar 6zellikle derinin kilsiz bolgelerinde, kasik, koltuk alt1 ve
perineum ¢evresinde goriilmektedir (74, 75). Duyarli irklarin yaninda hastalik
cikan bolgelere yeni getirilmis 1rklarda hastaliga ait generalize belirtiler ortaya
cikmadan Olim gozlenmektedir. Ayrica bagisiklik sistemi zayif, stres altinda
bulunan hayvanlar, kan parazitleri ile enfekte olmus ve gebe hayvanlar da
hastaliga kars1 daha duyarlidirlar. Burun, goéz, agiz, meme bezleri, vulva ve
prepiisyum iizerinde bulunan papiiller kisa siirede iilserlesmekte rinitis,

konjuktivitis ve mastitise sebep olabilmektedir. Akcigerlerdeki lezyonlara ilave
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olarak yiizeysel lenf yumrular1 biiyiimekte, Ozellikle preskapular lenf
yumrularmin asir1 biiylimesi ve soluk borusuna baski yapmasi neticesinde
solunum giigliigli ortaya ¢ikmaktadir. Lezyonlar sadece deri ile smirh
kalmamakta, sert ve yumusak damakta, trake, Ozefagus, abomazum ve kalin

bagirsaklarda postmortem olarak iilserlesmis papiillere rastlanabilmektedir (87,

103, 123).

3.7. Nekropsi Bulgulari

Perakut donemde olen hayvanlarda 6zellikle derinin kilsiz bolgelerinde
gbzlenen ¢ok az sayidaki cicek nodiilleri disinda ¢ogu kez hi¢ lezyon goriilmez.
Buna karsin akut ve subklinik formda olen veya Oldiiriilen hayvanlarin
nekropsisinde akcigerlerde degisik biyiikliiklerde genis, diizensiz birlesmis
kahverengi renkli alanlar belirlenir (74). Nodiiler tarzdaki g¢igcek lezyonlar
genellikle farenks, soluk borusu, abomazum, akciger, bobrek, testisler, dil, damak,
ozefagus ve bagirsaklarin miikoz membranlarindadir. Ozellikle akcigerde
ilserlesmis papiiller olusumlar yaygin olarak goriiliir. Akcigerde olusan bu
lezyonlar 6liimlerin en 6nemli sebepleri olarak da kabul edilir (75, 111).

Klinik ve post mortem lezyonlar hayvanin tiiriine ve viriis susuna baglh
olarak da degisir. Endemik koyun tiirleri viriise genellikle daha direnglidir ve
genellikle ¢ok az lezyon gosterirler. Bunun yaninda maternal bagisiklig
sonlanmisg, bolgeye hastaligin goriilmedigi bolgelerden getirilmis, asilanmis olsa
da hastalik ¢ikan bolgeye getirilmeleri esnasinda nakliyat stresine maruz kalmis
hayvanlarda 6liimle sonug¢lanan koyun- kegi ¢igegi enfeksiyonlari goriilebilir (37,

111, 123).
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3.8. Teshis

Koyun-ke¢i ¢igegi virtisleri hem ke¢i hem de koyunlarda degisen
derecelerde enfeksiyon olusturabilmektedirler. Hastaligin klinik formu belirgin
olmakla birlikte kesin teshis i¢in laboratuar taniya ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica,
agtlamalarin yapildig1 iilkelerde, asilanmis hayvanlarda kismi koruyucu titrede
antikora sahip olanlarda hastaligin belirtilerinin spesifik olmamasi, klinik formun
ektima gibi hastaliklarla karigabilmesi nedeniyle bu hayvanlarda hastaligin
laboratuar tan1 ile dogrulanmasini gerektirir. Bunlara ilave olarak, hastaligin deri,
solunum sistemi ve agiz icerisinde degisik derecelerde lezyonlari mavidil, kiiglik
ruminant vebasi, ektima, fotosensitizasyon, dermatofiloz, bocek i1sirmalart ve
bazen uyuz gibi enfeksiy6z veya metabolik hastaliklarla karigabilmektedir. Bu
nedenlerden dolay1 klinik belirtilere bakilarak hastaliktan siiphe edilse de
hastaligin laboratuar tanis1 zorunlu olmaktadir. Hastaligin birgok iilkede bildirimi
zorunlu hastalik olmasi sebebiyle de karantina uygulamasinin sonlandirilabilmesi
icin bu hastaligin laboratuar tanisin1 zorunlu kilmaktadir (12).

Viriis izolasyonu ve etkenin belirlenmesi amaciyla klinik belirti gosteren
hayvanlardan deri papiilleri, akciger lezyonlari, lenf yumrulari, agiz ve burun
svaplari ile karaciger &rnekleri alinabilir. Ornek alim zaman testin basarisi igin
oldukca 6nemlidir. Ornegin, enzime bagli immunosorbent deneyi (ELISA) ile
antijen varligr ortaya konulacaksa ornekler hastaligin ortaya ¢iktig1 ilk bir hafta
icinde notralizan antikorlar olusmadan alinmalidir. Buna karsin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) teshisi igin Ornekler noétralizan antikorlarun olugmasindan
sonra da aliabilir. Hastaligin klinik donemi icerisinde etilendiamin tetraasetik asit

(EDTA) ve heparin igeren tiiplere kan drnegi alinabilir. Histopatolojik incelemeler
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icin lezyonlu bdlgeleri iceren dokular 9%10’luk formalin icerisinde tespit
edilmelidir ve bu orneklerin nakledilmesi i¢in soguk zincire ihtiya¢ yoktur fakat
izolasyon amagli degerlendirilecek numuneler alindiktan sonra + 4° C’de soguk
zincirde en kisa siire igerisinde laboratuara nakledilmedir (12).

Klinik 6rneklerde, elektron mikroskopla viriisiin belirlenmesi uzun yillar
kullanilmis olmakla birlikte, bu yaklagimin duyarliligi oldukc¢a diistktiir.
Poxviridae ailesi igerisindeki virus formlar1 morfolojik olarak ayirt
edilememektedir. Diger bir 6nemli kisitlayici sebep de pahali olmasi sebebiyle
elektron mikroskobun birgok teshis laboratuarinda olmamasidir (88, 110, 111).

Hastaliktan siipheli olarak 6len hayvanlardan elde edilen ve formalinle
tespit edilen dokularin histolojik kesitlerinin hematoksilen-eosin (HE) ile
boyanmasi ve bunlarin mikroskobik incelemesinde yogun hiicresel infiltrasyon,
vaskiilitis ve 6dem olusumu goézlenir. Hiicresel infiltrat baslangicta makrofajlar,
notrofiller ve bazi durumlarda eozinofillerden olusurken, hastaligin ilerlemesine
bagli olarak makrofajlar, lenfositler ve plazma hiicrelerinden meydana gelir.
Capripoxvirus enfeksiyonunun karakteristik bulgusu eozinofilik goriiniimde,
intrasitoplazmik inkliizyonlar ve i¢i bosalmis ¢ekirdek igeren genis, yildiz benzeri
“koyun ¢icegi hiicreleri” adi verilen hiicrelerin varligidir. Vaskiilitis olusumuna,
odem ve nekroza yol agan trombozis ve infarktiis tablosu eslik eder. Ust solunum
yollarindaki enfeksiyonlar iilserasyonla karakterizedir (43, 74, 75, 111, 137).

Koyun-kegi ¢igegi hastaliginin nekropsi materyallerinin homojenizasyonu
veya hiicre kiiltiiri inokulasyonu ile elde edilen iist sivilarda viriisiin teshisi ve
hastaliga karsi olusan antikorlarin varliginin tespit edilmesi amaciyla agar jel

immuno difiizyon (AGID) homolog ve heterolog serumlar kullanilarak
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yapilabilmektedir. Calisma prensibi AGID ile ayni olan ve serumlarin test
edilmesinde kullanilan counter immunoelectrophoresis (CIEP) testinin duyarliligi
AGID testinden daha yiiksektir. Viriis notralizasyon testi (VNT) diger birgok
viriislerin teshisi i¢in oldukga spesifik olmasina ragmen, mevcut olan antikorlarla
virlistin kismen baglanmasi ve viriisiin baglanmada ¢ok fazla sayida ylizey
antijenini kullanabilmesi nedeniyle, c¢icek virlislerini belirlemede duyarlilig
diisiiktiir. Ayrica izolasyonda kulanilan koyun, keci ve sigir kokenli hiicrelere
kars1 virlisiin daha fazla hassasiyet gostermesi ger¢ek noétralizasyon testinde
gercek antikor titresini belirleyememektedir. Ancak notralizasyonda secilen
hiicrenin tipi basariyr etkilemektedir. Ornegin, teshiste kullanilan LT ve LK
hiicrelerinin kullanimi1 ile giivenilir sonuglar elde edilememis, fakat Vero
hiicrelerinin kullanilmasiyla hastaliga veya asilamaya karsi olusan antikorlarin
ortaya konulmasi ve viral teshis amaciyla giivenilir sonuglar elde edilmistir.
Ancak tim bu serolojik testlerde 6zellikle orf viriisii ile antijenik benzerlikten
dolay1 ¢apraz reaksiyonlarin olusabilmektedir (12, 106, 122).

Koyun ¢igegi viriisii rekombinant P32 filizyon proteinin Escherichia
coli’de agiklanmasiyla olusturulan indirekt ELISA testi ile hastalik sonra olusan
antikorlarin teshisinde VNT ile elde edilebilenden daha kisa siirede sonug vermesi
yanisira VNT testi ile meydana gelen orthopoxvirus ve parapoxviruslarla olusan
carpraz reaksiyonlarn olugsmadigi belirlenmistir (47). Antijen tarayict ELISA
yontemiyle hiicre kiiltiiriine gerek kalmadan dokulardan veya hiicre kiiltiirtinde
viriis izolasyonunu takiben virlis varliginin ortaya konulmasini saglamaktadir
(48). Immuno-capture ELISA metodu ile deri lezyonlarindan hazirlanan

stispansiyonlardan antijen varliginin ortaya konulmasi miimkiin olmaktadir (122).
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Serolojik testlerde karsilasilan yanlis pozitiflik ve negatiflik sonuglart
nedeniyle, giinimiizde pek ¢ok arastirmaci tarafindan viral niikleik asitin tespitini
amaclayan genomun degisik bolgelerini hedefleyen primerlerin kullanildigit PZR
islemleri bu hastaliklarin tanisinda siklikla kullanilmaktadir (76, 81, 99, 100).
Elde edilen PZR iirlinleri kesim enzimleri ile muamele edilmesi ile SPPV ve
GTPV’nin ayrimimin saglanabilecegi ortaya konulmustur (77). Ayrica multipleks
PZR teknigi kullanilarak, capripoxviruslar ile orf virlisii ayrimlarinin ayrimlari
gerceklestirilmistir (140). Capripoxviruslarin konvansiyonel PZR teknigi ile
birden fazla primer ¢ifti kullanilmasiyla ayriminin yapilabilecegine yonelik bir
calisma da bildirilmistir (116). Bunun disinda genomun terminal kisminda
konake1 duyarliligy ile iligkili oldugu ortaya konan GPCR gen bdlgesinin dizilim
sonuglarinin ortaya konulmasiyla SPPV, GTPV ve LSDV arasinda filogenetik
olarak farkliliklar ortaya konmustur (98)

Ayrica Real-Time PZR teknigi ile enfeksiyonun erken déonemlerinde diisiik

virlis titresinin varliginda hastalik teshisi yapilabilmektedir (30, 31, 52).

3.9. Viriislerin Uretildigi in-vitro ve in-vivo Sistemler

Koyun-keci ¢igegi viriisleri koyun, kec¢i ve sigir kaynakli primer ve
devamli hiicre hatlarinda ve bu tiirlere ait embriyonik hiicre hatlarinda degisik
derecelerde ¢cogalabilmektedir. Bu tiirlere ait testis, bobrek, tiroid ve akciger hiicre
hatlarinda viriisiin karakteristik tireme 6zellikleri olan hiicrelerde yuvarlaklagma,
biliziigme, balonlagma, hiicreler arasinda bosluklu alanlarin ortaya c¢ikmasi,
kromatin formasyonu, hiicrelerin tek tabaka goriiniimiiniin bozulmasi, bazofilik

ve/veya eozinofilik intrasitoplazmik inkliizyon cisimciklerinin goriilmesi gibi
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sitopatik etkiler gozlemlenir (7, 83, 95). Devaml hiicre hatlarindan kuzu testis
(lamb testis; LT), kuzu bobrek (lamb Kidney; LK) ve sigir kokenli Madin-darby
bovine kidney (MDBK) gibi hiicre hatlarindan da viriis karakteristik {ireme
Ozelliklerini devam ettirebilmektedir. Vero (African green monkey [Verda Reno]
kidney; Vero) hiicrelerinde de virlisiin iiremesini devam ettirebildigi ortaya
konulmussa da birincil viriis izolasyonu i¢in kullanimi 6nerilmemektedir (10, 27,
28, 61, 62, 83, 95, 120, 141).

Hiicre Kkiiltiiriinde in vitro {retilmeye ilave olarak, ¢igek viriisleri
embriyolu tavuk yumurtalarinda in vivo olarak {retilebilmektedir. Viriisiin
embriyolu tavuk yumurtasit inokulasyonu ile sitoplazmik inkliizyonlar, yangi
hiicreleri olusumu ve nekroz olusumu gozlenmistir (24, 25, 114). Kahire ve Cin
izolatlar1, 12 giinlik embriyolu tavuk yumurtasina adapte edilip iiretilebilirken,
Romanya susu adapte edilememistir. Koyun c¢igegi virlisii 90 pasaj boyunca
korioallontoik zarda iiretilerek asi olarak kullanilmistir. Ayrica tavuk embriyo
fibroblast (chicken embryo fibroblast; CEF) hiicrelerinde viriis dretimi
gerceklestirilmistir (37).

Viriislin iiretiminde kullanilan in vivo sistemler dogal konakgilar1 ve dogal
konak¢iin tiir benzerleridir. Viriis varliginin deneme hayvani inokulasyonu ile
gosterilmesi i¢in en uygun model nétralizan antikor bulundurmayan kuzulara
inokulasyondur (47). Viris Kivircik, Merinos koyunlarinda Dagli¢, Akkaraman
ve Mor Karaman koyunlarina kiyasla daha 1yi iiremenin sekillendigi belirtilmistir
(24). Kobay, tavsan, hamster, fare ve rat gibi laboratuar hayvanlarinda viriis

cogalmamaktadir (7, 42).
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3.10. Capripoxviruslarin Tiplendirilme Teknikleri

Capripoxvirus genusu igerisindeki viriislerin genomik olarak kiyaslanmasi,
bulagsma kaynaginin tanimlanmasi, as1 susu ile saha suslar1 arasindaki farkliliklarin
ortaya konulmasi ve as1 olarak kullanilabilecek suslarin se¢imi amaciyla tercih edilen
yontemler olmuslardir. Bu kisimda bu amagla en sik olarak kullanilan, kullanim
kolayligi olan ve bu caligmada da kullanilmis olan belli baghi yontemlerden kisaca

bahsedilecektir.

3.10.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu hedef genetik materyallerin (DNA, RNA)
tamaminin veya belirli uzunluktaki bir bolgesinin, spesifik kisa zincirli
oligoniikleotid primerler yardimi ile, enzimatik olarak cogaltilmasi prensibine
dayanmaktadir. Reaksiyon baglica denaturasyon, primerlerin baglanmasi
(annealing) ve amplifikasyon (extension) olmak {izere {i¢ asamada
gerceklesmektedir. PZR’nin ii¢ asamadan olusan amplifikasyon asamasinin tekrar
sayist (n) sonucunda, hedeflenen DNA’ya ait bdlgenin 2" adedince kopyasi
olugmaktadir. Amplifikasyon agamasindan sonra elde edilen iirlinler, agaroz jel jel
elektroforezis ile ayrigtirllmakta, ethidium bromide ile boyanarak goriiniir hale
getirilebilmektedir (21). Klinik materyalden veya izolasyon materyalinden SPPV
ve GTPV’nin her ikisini de ayrimimi gergeklestirmeden teshis edebilen
calismalarin yaninda Orlova ve ark. (116), SPPV, GTPV ve LSDV’yi
ayirabilmesinin yaninda saha suslar1 ile as1 suslarini birbirinden ayirabilen
multipleks PZR teknigini gelistirmislerdir. Bu amagcla, capripoxvirus genomunun

Ankyrin Repeat Protein bdlgesininde yaklagik 700 bazlik bir kismi 6ncelikli
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olarak cogaltilmistir. Sonraki asamada, PZR iiriinleri ii¢ farkli primer seti
kullanarak c¢ogaltilan bolge i¢inde LSDV i¢in 254 bp, SPPV i¢in 311 bp, GTPV

icin ise 415 bp biiytikliiglinde ti¢ farkli bolgenin ¢ogaltilmasi saglanmistir.

3.10.2. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Restriksiyon enzimleri (RE), ¢ift iplik¢ikli DNA’y1 spesifik bolgelerden
taniyip, kesim yapan enzimlerdir. DNA’nin, bu enzimlerden bir veya birkagi ile
kesime ugratildiktan sonra agaroz jel elektroforezine tabi tutulmasi ve sonra ethidium
bromid ile boyanan jelde olusan DNA bandlarinin yeri ve sayist kiyaslanarak elde
edilen gesitlilige Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) adi
verilmektedir. Bu amagla tam genomun farkli arastirmacilar tarafindan Hindlll,
Haelll, EcoRI, BamHI, Pstl, Sall, Aval gibi restriksiyon enzimleri ile kesimi
neticesinde capripoxvirus izolatlarinin  birbirleriyle yakin iliskili olduklari,
zayiflatilmis as1 suslariin saha suglarindan daha farkl: bir kesim bolgeleri igerdikleri

ortaya konulmustur (39, 40, 41, 68, 89).

3.10.3. PZR-RFLP

Bu yontem Onceki belirtilen iki yaklasgimin birlikte kullanilmasiyla
gergeklestirilir. PZR-RFLP yonteminde oOncelikle genomik DNA’nin, belirli bir
bolgesi spesifik primerler kullanilarak ¢cogaltilmaktadir. Elde edilen {iriinler bir veya
daha fazla sayida restriksiyon enzimi ile kesilmekte, agaroz jel elektroforez ile
ayrilmakta ve jel ethidium bromidle ile boyandiktan sonra ultraviole 151k altinda
goriintilleme islemi yapilmaktadir. PZR-RPLP viroloji alaninda tiir ayriminda

siklikla kullanilmakla birlikte, standardize edilemeyen reksiyon kosullarinda
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kullanilan enzimlerin benzer fakat 6zdes olmayan bolgelerden kesime ugramasi
sonucu yanlis kesim profillerinin ortaya ¢ikmasi veya enzimin kesimi igin
optimize sartlarin her zaman saglanamamasi sonucunda kesimin olmamasi
nedeniyle yanlis sonuglar elde edilebilinmektedir. Bu durum 6zellikle fazla sayida
ornekle ve rutin calismalarda rastlanmaktadir. Ayrica, tek bir niikleik asitteki
degisim enzim kesim profilini degistirecegi i¢in, stk mutasyon gegiren 6zellikle
RNA genoma sahip viriislerde, RFLP’de yanlis sonuglarin elde edilme ihtimali
artmaktadir. Bu ¢alismada da, sinirli sayida 6rnekle calisilmasina ragmen, zaman
zaman benzer olumsuzluklara bu calismada da rastlanmistir. Bu nedenle
RFLP’nin ozellikle c¢ok oOrnekle gergeklestirilen rutin c¢alismalarda yaygin
kullanimini 6nerilmemektedir (21).

Hosamani ve ark. (77) gergeklestirdikleri ¢aligmada viriisiin P32 geninin
PZR ile gogaltilmas1 ve Hinflll restriksiyon enzimi ile kesimi neticesinde 1000 bp
uzunlugundaki GTPV’ye ait PZR iirliniiniin 688. niikleotitten kesime ugradig1 ve
2 bant olusturdugu, SPPV’ye ait 1025 bp uzunlugundaki PZR firiiniiniin ise 391.
ve 691. niikleotiitten kesime ugrayarak 3 farkli bant sekillendirdigi belirtilmistir.
Fulzele ve ark. (66) ise viriisiin tutunma genlerinin PZR ile ¢ogaltilmasi ile olugsan
192 bp biiyiikliigiindeki liriiniin ECoRI restriksiyon enzim kesimi ile SPPV’de 192
ve 62 bp olmak iizere 2 farkli bant sekillendirdigi GTPV’de ise kesim

sekillenmedigini ortaya koymuslardir.

3.10.4. DNA Baz Dizi Analizi (Sequencing)

Dizi analizinde oncelikle Klenow, Taq DNA polimeraz, reverse transkriptaz

(RT) veya sekans enzimlerinden birisi kullanmilarak dizisi saptanacak DNA
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iplik¢iginin  komplementeri  sentezlenmektedir. Caligmalarin  ¢ogunda  zincir
uzamasmin sonlandirilmasi yontemi kullanilmaktadir. Bu yontem, reaksiyon
ortaminda dNTP’ler yaninda, deoksiribozun 3" pozisyonunda OH grubu tagimayan
dideoksi niikleotit (ddNTP)’lerin de bulundurulmasi esasina dayanir. Sentezlenen
DNA iplik¢igine dNTP eklendiginde uzama devam ederken, ddNTP eklenmesi
halinde zincir uzamasi durmaktadir. Kalip DNA’lar, primer, dNTP karigimi ve
enzimin konuldugu dort reaksiyon tiiptiniin her birine bir ddNTP eklenmesinden
sonra baglanma ve uzama islemleri uygulanmaktadir. Boylece reaksiyon tiiplerinde
farkli uzunluklarda DNA pargalar1 olugmaktadir. Sonugta ortaya ¢ikan farkli
uzunluktaki DNA pargalar1 poliakrilamid jelde elektroforez islemine tabi
tutulmaktadir. Dizi analiz sonucunu goriiniir hale getirmek i¢in radyoaktif madde,
kemiliiminesans veya floresan veren boyalarla isaretleme yapilmaktadir. Otomatize
sistemlerin ¢ogunda reaksiyonun baslangicinda floresan veren madde ile isaretli
primer veya niikleotidler kullanilarak DNA baz dizilimi gozlenebilir hale
getirilmektedir. Her iki DNA zincirinin dizi analizi yapilarak, yani ileri ve geri
primerlerle ¢ift okuma yapilarak, artefakt ve diger faktorlere bagli hatalar en aza
indirilebilmektedir. Jele bagli olmayan dizi analiz yontemleri (hibridizasyona dayall,
gene-spesific-chips) gelistirilerek bu problemlerin Oniine gegilebilmektedir. Pahali
olmasi ve uygulanabilmesi i¢in gelismis laboratuvar olanaklarina ihtiya¢ duyulmasi
nedeniyle her laboratuara bu sistemin kurulmasi mimkiin olmamaktadir. Fakat
giintimiizde molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarda birincil bagvuru araci olarak sikga
kullanilmaktadir (113). Capripoxvirus genusu igerisinde bulunan her ii¢ viriise ait tam
genom ve genomun sadece belirli bolgelerini ifade eden dizileme sonuglarina
ulagilabilmekte bdylece ortaya cikan izolatlarmm Oncekilerle kiyaslanmasi suretiyle

hastalik hakkinda daha detayli bilgiler toplanabilmektedir. Yapilan tam genom
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caligmalart neticesinde SPPV, GTPV ve LSDV’nin niikleotit diizeyinde % 97
oraninda benzerlik gosterdigi oOzellikle genomun merkezi kisminin iyi korunmus
bolgeler igerdigi belirlenmistir (134). Genomun terminal kisminin ise ayrim yapmay1
kolaylastiracak diizeyde farkliliklar gosterdigi ortaya konulmustur. Capripoxviruslara
ait GPCR bolgesine ait dizilim verilerinin degerlendirilmesiyle viriislerin elde izole
edildigi hayvan tiirleri ile dogrudan iliskili olarak filogenetik bir ayrimin yapilabildigi

belirtilmistir (98).

3.11. Koruma ve Kontrol

Bu hastalikla miicadelede alinan tedbirler, diger hastaliklarda da oldugu
gibi hastaligin o iilkedeki veya bolgedeki durumuna gore degismektedir. Bu
nedenle, sozkonusu tedbirler iilkesel veya zaman zaman da bolgesel
olabilmektedir.

Koyun-ke¢i ¢icegi hastaligindan ari tlkelerin pek c¢ogu hastaligin
kontroliinde enfekte iilkelerde hayvan hareketlerinin ve ticaretin kisitlanmasi,
hastalik ¢ikan bolgelerde siki karantina tedbirlerinin uygulanmasi, zorunlu kesim
ve enfekte alanlarin dezenfekte edilmesi gibi kontrol yontemlerini
kullanmaktadirlar. Hastaligin bolgesel seviyede goriildiigii veya lilkemizde oldugu
gibi endemik olarak seyrettigi iilkelerde genel hijyenik tedbirlere ilave olarak,
hastalik ¢ikan bolgeler ve riskli bolgelerde her yil asilama yapilmaktadir. Ulkeler
arast canli hayvan ticaretinin ve sinirlardan kontrolsiiz hayvan gecislerinin
miimkiin oldugu bdlgelerde asilamaya ilaveten siki karantina tedbirlerinin
uygulanmas1 hastaligin yayilmasimnin Onlenmesinde onemlidir. Ayrica viriisiin

deri, yiin ve digki gibi ortamlarda uzun siire varligin1 ve enfektivitesini uzun siire
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devam ettirebilmesinden dolayr hastalik ¢ikan bolgelerde deri ve yiin gibi
hayvansal iriinlerin de hastalik bolgesinden ¢ikarilmamasi, barmaklardaki
altiklarin uzaklastirilarak imha edilmesi ve barinak ortamlarinin dezenfekte
edilmesi hastaligin yayilmasini 6nleme i¢in gerekmektedir (12, 16).

Kolostrumla veya disaridan antikorlar verilmis hayvanlarda generalize
enfeksiyona karsi koruyuculuk sekillenmektedir. Hastalig1 atlatmis hayvanlardan
alinan elde edilen serum veya SPPV antiserumu tek basina herhangi birinin ya da
karigimlarinin hastalik goriilen hayvanlarda tedavi amacli kullaniminin basarili
oldugu bildirilmistir. Ancak en etkili korunma viriise maruz kalan hayvanlarda
sekillenir. Asilanmis veya hastaliktan iyilesmis hayvanlarda serum nétralizan
antikor seviyeleri ile hastaliktan korunma arasinda yakin bir iliski bulunmaktadir.
Notralizan antikor varligi virlisiin viicutta yayilimini engellemekte fakat viriisle
enfekte hiicreleri elimine edememektedir. Bu hiicreler ise hiicresel bagigiklik
yoluyla elimine edilmektedir (37).

Koyun-keci ¢igegi hastaligina karsi en etkili koruma yaklagimi agilamadir.
Koyun-ke¢i ¢icegine karsi koruma amagh ilk as1 uygulamasi, ovinasyon adi
verilen ve enfekte yara kabugu materyalinin deride olusturulan gizik {izerine
stiriilmesi veya gliserinli tuzlu su igerisinde hazirlanan siispansiyonun deri altina
inokulasyonu seklinde yapilmistir. Bu uygulama yeterli bilgisi olmayan kisiler ve
ciftciler tarafindan Hindistan ve Orta Asya iilkelerinde ylizyillarca ticari asi
uygulamalarinin basladigi yakin zamana kadar uygulanmistir. Bu uygulamadan
sonra, uygulama bdlgesinde nodiil olusumu gibi lokal reaksiyonlar, ates ve
generalize hastalik tablosunun olusumu goriilmektedir. Bu uygulama ile inokiile

edilen virlis miktar1 bilinmedigi gibi viriisiin dogal konakg¢ilarinda pasajlanmast
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ile patojenitesi artabilmekte ve hizli yayilabilen viriislerin ortaya ¢ikmasina sebep
olabilmektedir (32, 37, 46).

SPPV ile viriis antiserumun Kkaristirilarak 15-18 °C’de ¢ giinliik
inkiibasyonu ile elde edilen karisimin inokulasyonuyla on gilin igerinde
koruyuculugun sekillendigi, alti aya kadar devam ettigi belirtilmistir (6). Bu
uygulama Bulgaristan, Yugoslovya, Macaristan, Pakistan, Fransa, Cezayir ve
Afrika Fildisi sahillerinde basarili bir sekilde denenmistir. SPPV Biikres susu
aynt yolla as1 olarak kullanimi denenmis, generalizasyon sekillenmesi ve
hastaligin yayilmasi gibi yan etkilerinin oldugu belirtilmistir (6, 37, 127).

Viriislerin inaktive edilerek asi olarak kullanilmasi koyun-ke¢i cicegi
hastalig1 i¢in de denenmis, SPPV’nin degisik suslar1 formaldehit, etanol, biitanol,
eter, anilin, kristal viole, borik asit, fenol, sodyum mertiolet, beta propiolakton,
hydroksyletilamin, 1s1 ve ultraviole gibi degisik metodlarla inaktive edilmis
viriislerin aliiminyum hidroksit, saponin, sodyum merthiolet, yag, thiomersol ve
siittozu gibi koruyucu maddelerle karistirilarak hazirlanan tiirevleri elde edilmistir
(115, 121, 131). Ancak inaktif agilarda kisa siireli bagisiklik sekillenmesi yaninda,
kullanilan adjuvantin niteligine bagli olarak soguk havalarda uygulamada
kullanilan siringa ve ignelerin tikanmasi, yiiksek doz kullanma gereksinimi,
zaman zaman inokulasyon bolgesinde nekroz ve abse olusumu ile 6lime kadar
uzanan durumlarin ortaya ¢iktid1 belirtilmistir (37). Inaktif asilarla asilanma
sonucunda T ve B lenfositleri sayilarinin artmadigi belirtilmistir (50).

Son yillarda inaktif asilarin yerine zayiflatilmis canli asilar tercih
edilmektedir. SPPV Perego, Bakirkdy, Cezayir, Kenya, Karnal, Pendik, RM/65,

SP/RH, Mathura, SP8, Jaipur, Ranipet, Haydarabad, Moritanya, Romanya-Fanar,
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Kazakistan, Chitinsk ve Mogolistan suslar1 kullanilarak kuzu testis, bobrek ve
tiroid, buzag1 bobrek ve fotal kas, fotal koyun bobrek, akciger ve deri hiicreleri
yaninda Vero ve BHK-21 hiicrelerinde zayiflatilmasi sonucu asilar gelistirilmistir
(1,5, 26, 37, 78, 90, 123). Kuzu testis hiicrelerinde iiretilen Romanya susunun
uygulanmasi ile 24 ay (6), koyun tiroid hiicrelerinde SPV-Ranipet susunun
tiretilerek uygulanmasi ile ile 23 ay (50), RM/65 susunun uygulanmasi ile 22 ay
ve Perego M susu ile 18 aylik, bir bagisiklik saglandigi belirtilmistir (119).

Genel kullanimi olan tek basina ¢icek viriisiinii igeren asilara ilave olarak,
formalin ile hazirlanmig koyun ¢igegi-antraks ve koyun ¢igegi- koyun clostridial
enfeksiyonlarina karsi elde edilen as1 4-6 aylik 48 kuzuda denenmis, etkenlerden
higbirine karst immun yanitin baskilanmadigi belirtilmistir (84). Capripoxvirus
RM/65 susu ile PPR atteniiec 75/1 susu ile yapilan kombine as1 ile Capripoxvirusa
kars1 yeterli titrede notralizan antikor olusumuna ragmen, kegilerde deneysel
enfeksiyonlart engellemede basarisiz oldugu tespit edilmistir (107). Benzer bir
calismada, antraks ile koyun ¢icegi asisisin birlikte kullanimiyla antraksa karsi
kobaylarda koruyuculuk belirlenirken koyun cicegine karst da koyunlarda
koruyuculuk sekillendigi belirlenmistir (2, 9).

Koyun-kec¢i cicegi hastalig1 ve kiiclik ruminant vebasi hastaligina yonelik
hiicre kiiltiiriinde virlislerin zayiflatilarak birlikte as1 olarak kullanimininin
yanisira ilaveten SPPV ve GTPV genomu iizerinde kiigiik ruminant vebasi virisi
(PPRV) i¢in immunojenik hemagglutinin proteininin agiklanmasi ile elde edilen
asilarla da her iki hastalik i¢in koruyucu diizeyde bagisiklik sekillendirilebildigi

belirtilmistir (34, 49, 56).
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Koyun ¢icegi viriisii agis1 ile kegilerin asilanmasi, kegi ¢igegi viriisii agisi
ile koyunlarin asilanmasi ile her iki hayvan tiiriinde de ¢arpraz bagisikligin orta
ciktig1 fakat koruyuculuk diizeylerinin homolog asilar kadar yiiksek olmadigi
belirtilmistir (23). Ayrica SPPV asis1 ile ektima asis1 arasinda yapilan capraz
bagisiklik calismalarinda kismi koruyuculuk ortaya ¢iktigi orta konulmustur (22).

Hastaliga karsi kullanilan antiviral etkili ilag bulunmamaktadir. Fakat
Acacia arabica ve Eugenia jambolana bitki ekstraklarinin in-vitro olarak GTPV
izerinde antiviral etkiye sahip oldugunu bildirilmistir (38).

Ulkemizde koyun-keci ¢icegi hastaligma karsi siklikla Koyun cicegi
BakirkOoy susunun Vero hiicre hattina adaptasyonuyla 65. pasaj sonucunda
zayiflatilmasiyla elde edilen canli as1 kullanilmaktadir (17, 18, 19). Giiniimiizde
zorunlu bir ag1 kampanyasi mevcut olmasa da her yil kamu ve 6zel veteriner
hekimler tarafindan bu asilamalar ilkbahar ve sonbahar asilama kampanyasi
seklinde uygulanmaktadir. Ayrica hastalik ¢ikan karantina bolgesinde hastaliga
yakalanmamis risk altindaki hayvanlara zorunlu olarak as1 uygulanmaktadir

(15,16).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Hiicre Kiiltiirii

Viriis izolasyonu ve viriis nétralizasyon testleri MDBK ile Vero hiicreleri
kullanilarak gergeklestirildi. Hiicrelerin iretilmesinde Penicilin-Streptomycin-
Amphotericin B soliisyonu igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

(DMEM; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Almanya ) vasati kullanildu.

4.2. Viriis

Hiicre kiiltiirli, notralizasyon ve PZR asamalarinda kontrol viriis olarak
koyun ¢icegi atteniie as1 susu (Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii
[PVKAE] koyun-keci cicegi Ulkesel Referans Laboratuarindan temin edildi.
Molekiiler filogenetik ¢alismalarda kullanilmak {izere, bu ¢alismada elde edilen
izolatlara ilave olarak, iilkemizin degisik yerlerinden izole edilmis koyun-kegi

cigegi viriis izolatlar1 yine ayni laboratuardan saglandi (Tablo 1).

Tablo 1. Calisma kapsaminda degerlendirilmek {izere temin edilen viriisler.

Viriis tanimi Kaynak
Iran SGPV as1 susu PVKAE
GTPV Denizli 34.pasaj PVKAE
GTPV Denizli 5. pasaj PVKAE
Corum SPPV PVKAE
Van SPPV PVKAE
Elazig SPPV PVKAE
Van2 SPPV PVKAE
Istanbul SPPV PVKAE
Karasu SPPV PVKAE
MalatyaSPPV PVKAE
Canakkale PVKAE
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4.3. Fotal Dana Serumu

Viriis izolasyonu ve hiicrelerin iiretilmesi asamalarinda kullanilmak tizere
fotal dana serumu (FDS; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Almanya)

ticari olarak temin edildi.

4. 4. Orneklerin Toplanmasi

Bu tezde Erzurum Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’niin gorev
alanina giren Kuzeydogu Anadolu Bodlgesindeki 5 ilde (Erzurum, Agn, Igdir,
Erzincan, Kars) ortaya ¢ikan koyun-ke¢i ¢icegi hastaligindan siipheli 11 hastalik
mihrakina gidilerek alinan 6rnekler ve yine bu mihraklardan enstitiiye laboratuar
tanis1 amaciyla gonderilmis 6lii hayvanlardan temin edilen 6rnekler kullanildi
(Tablo 2). Cigek lezyonlar1 gozlenen hayvanlardan deri ve kuyruk alti, agiz ve dil
tizerinde bulunan vezikiillerden ve deri kazintilarindan aseptik sartlar altinda
ornekler alindi. Hastalik gozlenen siiriilerde 6lmiis hayvanlardan deri, akciger,
karaciger ve lenf yumrusu 6rnekleri alindi. Bu 6rnekler 1/10 oraninda antibiyotik
(%1°lik 10 000 IU [International Unite] penisilin/ml, 10 mg streptomisin/ml ve
0,025 mg/ml Amphotericin B) iceren DMEM vasati igeren steril tiipler igine
toplanarak soguk zincirde laboratuara getirildi. Ornekler homojenizasyon

asamasina kadar bekletilmek tizere —80 °C derin dondurucuda muhafaza edildi.
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Tablo 2. Calismada kullanilan 6rneklerin elde edildigi numunelere ait bilgiler.

Mihrak Mihrak Adi Orneklenen Materyal Serum Ornekleme
No Hayvan Sayis1  sayis1  Zamani
sayisl
1 Agri/Dogubeyazit 5 kuzu 16 3 Subat 2007
2 Igdir/Aralik 4 kuzu 11 2 Mart 2007
3 Erzurum/ Askale 2 kuzu 7 3 Mart 2007
4 Erzurum/Hinis 5 kuzu 13 5 Mart 2007
5 Erzurum/Merkez 7 kuzu 23 2 Nisan 2007
6 Erzurum/Tekman 4 kuzu 14 2 Nisan 2007
7 Erzurum/Ilica 5 kuzu 19 2 Nisan 2007
8 Erzincan/Tercan 2 kuzu 6 2 Mayis 2007
9 Agri/ Diyadin 2 kuzu 7 2 Mayis 2007
10 Kars /Digor 2 kuzu 7 2 Subat 2008
11 Erzurum/Cat 15 45 5 May1s 2008
kegi/oglak
TOPLAM 53 168 32 2007-2008

4.5. Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Hastalikli hayvanlardan kaolinli tiiplere alinan kan &rnekleri pihtilagtiktan
sonra 1500 devirde 10 dak santrifiij edilerek serumlari ¢ikarildi. Elde edilen serum
ornekleri 2 ml eppendorf tiiplere porsiyonlanarak -80 °C derin dondurucuda

muhafaza edildi.

4.6. Doku ve Svap Orneklerinin Islenmesi

Koyun-kegi ¢igegi siipheli 11 hastalik mihragindan 38 koyun/kuzu’ya ait
38 deri, 16 akciger, 16 karaciger,16 lenf yumrusu ve 37 svap olmak iizere 123
ornek ve 15 keci/oglaga ait 15 deri, 5 akciger 5 karaciger, 5 lenf yumrusu ve 15
svap Ornegi olmak iizere 45 6rnek doku parcalayicida homojenize edildi. Daha
sonra +4°C 3000 devirde 10 dak. santrifiij edilerek biyogiivenlik kabini i¢inde

0,45 um ¢apli enjektor filtreden (Millipore Corp. ABD) gecirildi. Her 6rnek 2 ml
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hacimli 5 adet tiipe aktarildi. Bu ornekler PZR ve hiicre kiiltiiriine ekim

asamalarina kadar —80 °C derin dondurucuda muhafaza edildi.

4.7. Doku Orneklerinden Viriis izolasyonu

PZR sonuglar1 ile mihraklardaki olgularin koyun-keg¢i c¢igcek hastaligi
oldugu dogrulandiktan sonra, her bir mihrak i¢in birer hayvanin PZR pozitif ¢ikan
doku homojenatlarinin karistmindan hiicre kiiltiiriine ekim yapildi. Bu amagla 25
cm?’lik hiicre kiiltiirii kaplarina (Nunc Co, Roskilde, Danimarka ) 10° hiicre/ml
olacak sekilde MDBK hiicre siispansiyonu konularak % 10’luk FDS ilavesi ile 37
°C’de CO2’li etiivde inkubasyona birakildi. Hiicre gelisimi takip edildi ve % 90
tek tabaka olmus hiicrelere, hiicre iiretme vasati dokildiikten sonra, 0,5 ml
izolasyon materyali inokule edildi. Hiicre kiiltir kabi 37 °C’de 1 saat
adsorbsiyona birakildi. Adsorbsiyon siiresi sonunda hiicreler serumsuz DMEM
vasati ile yikandi ve %1°lik FDS igeren idame vasatindan kaplara 5 ml ilave
edilerek, hiicreler 37°C’de inkubasyona birakildi. Yedi giin siire ile doku kiiltiirti
mikroskobunda hiicrelerde meydana gelen degisiklikler giinlilk olarak kontrol
edildi. Hiicrelerin vasatlar1 2 giinde bir taze vasatlarla degistirdi. Sitopatik etkiler
kontrol viriis ekimi yapilan hiicre kiiltiir kaplar ile kiyaslanarak gerceklestirildi.
Yedi giin sonunda hiicre kiiltiir kaplar1 -80 °C’de donduruldu. Daha sonra hiicre
kiiltirleri 37 °C’de’de su banyosunda ¢oziildii. Bu islem ii¢ kez tekrar edildi.
Kap igerikleri santrifiij tiiplerine (Vivantis Technologies Sdn. Bhd. Selangor,
Malezya ) alimip, 2000 devirde 10 dak. santrifiij edildi. Ust sivilarda koyun-kegi
cicegi virtisii varligini noétralizasyonla belirlemek, genomu varligi yoniinden

varligint PZR ile gostermek ve stok virlis kaynagi olusturmak icin, iist sivilar
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kiiciik hacimler halinde dondurma tiiplerine (Biosigma SRI, Venedik, Italya)

boliindii ve -80°C’ye kaldirildi.

4.8. Hiperimmun Serum Elde Edilmesi

SPPV ve GTPV’nin hiicre kiiltiiri izolasyonunda varligiin gosterilmesi
amaciyla tercih edilen virlis noétralizasyon testinde kullanilmak iizere,
noétralizasyon testinden Once hiperimmun serum elde edilmistir. Bu amagla
Erzurum Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisit Deney Hayvanlar1 Biriminden
temin edilen Isvicre beyaz fareleri, Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisii tarafindan {iretilen Penpox Koyun-ke¢i Cigek asis1 kullanilarak
immunize edildi. Calismada her biri bes fareden olusan dort grup olustruldu.
Sirastyla ti¢ gruba 0,1 ml., 0,2 ml., 0,5 ml. as1 soliisyonu ve son gruba ise 0,5 ml.
PBS’nin birer hafta ara ile ii¢ enjeksiyonu yapildi. Ugiincii haftanin sonunda
gruplardaki her bir hayvandan 200 pl gegmemek iizere kuyruk alti venasindan
kan alindu. Toplanan kanlar 2000 devirde 20 dak. santrifiij edilerek serumlari
ayristirilarak eppendorf tiipler icerisine konulur. Serumlar kullanilincaya kadar -

80 °C’de muhafaza edildi.

4.9. Kontrol Viriisiin Uretimi ve Viriis Titrasyonu

Hastalik ¢ikan mihraklardan toplanan kan serumlarinda antikor titresinin
ortaya konulmasi ve hiicre kiiltiiriinde izole edilen viriislerin nétralizasyon testi ile
varliginin ortaya konulmasi amaciyla oOncelikle Pendik Veteriner Kontrol
Arastirma Enstitlisiinden temin edilen koyun-kegci ¢igegi asi susunun titrasyonu

OIE yonergeleri dogrultusunda Vero hiicre kiiltiiriinde gercgeklestirildi. Bu amagla
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-196 °C’de muhafaza edilen Vero hiicreleri ¢ozdiiriilerek 25 cm?’lik hiicre kiiltiir
kaplarinda % 10’luk FDS igeren DMEM vasati ile 37 °C’de CO’li etiivde
inkubasyona birakildi. Vero hiicreleri hiicre kiiltiir kaplarinda monolayer olduktan
sonra hiicre lretme vasati uzaklastirildi. Hiicre yiizeyleri iki defa serumsuz
DMEM vasati ile yikandi. Koyun-keg¢i ¢igegi as1 susundan 1 ml. hiicreler {izerine
ilave edilerek 37°C’de adsorbsiyona birakildi. Siire sonunda hiicreler serumsuz
DMEM ile yikandi. Hiicreler iizerine % 1 oraninda FDS iceren DMEM vasati
birakildi. Hiicrelerde CPE olusumu sekillendikten sonra hiicre kiiltiir kaplar1 -80
°C’deki derin dondurucuya kaldirildi. Daha sonra hiicre kiiltiirleri 37°C’de su
banyosunda ¢6ziildii. Bu islem ii¢ kez tekrar edildi. Kap igerikleri santrifiij
tiiplerine alinip, 2000 devirde 10 dak. santrifiij edildi. Elde edilen tist siv1 -80
°C’de muhafaza edildi.

Viriis titrasyonu Frey ve Liess (65), tarafindan belirtilen metoda gore
gergeklestirildi. Bu amagla virlis as1 susunun DMEM vasati ile Log 10 tabanina

gore 10"V den 10%e kadar diliisyonu gerceklestirildi. Her diliisyon basamaginda 96

g6zIii mikrotitrasyon kabmin (Nunc Co, Roskilde, Danimarka) dort goziinden
her birine 100 pl birakildi. Viriis kontroli i¢in dort gézden her birine 50 pl
DMEM ve 50 pl sulandirilmamis virlis birakildi. Hiicre kontrolii i¢in ise dort
gozden her birine % 5 oraninda FDS iceren DMEM vasatindan 50 pl birakildi.
Viriis diliisyonu basamaklari, viriis kontrol ve hiicre kontrol gozlerinden her birine
50 ul hiicre (3x10°/ml) ilave edildi. Mikrotitrasyon kabi iizeri toksik olmayan
seffaf bantla kaplandiktan sonra 37 °C’lik inkiibatore birakildi. Hiicreler hergiin
CPE yoniinden kontrol edildi ve virislerin titrasyonlart DKIDsp/0,1 ml olarak

Kaerber metoduna gore belirlendi (65, 85, 106).
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4.10. Nétralizasyon Indeksinin Belirlenmesi

Notralizasyon indeksi testinde sulandirilmis viriis-sabit serum yontemi
kullanilarak kan serumu alinan koyun ve kegilerdeki SPPV ve GTPV’ye karsi
olusan nétralizan antikorlarin giicii saptandi. Bu amagla herbir serum, pozitif ve
negatif kontrol serumlar 1:5 oraninda DMEM vasati ile diliie edilerek 56 °C’de 30
dak. tutularak inaktive edildi. Inaktive edilen serumlar 96 gézlii mikrotitrasyon
kabimin gozlerine ikiser adet tekrarli olmak iizere 50’ser pl birakildi. Uzerine 50
ul 100 DKIDsg /0,1 ml’ den baslayarak Log 10 tabanina gore diliie edilmis viriis
ilave edildi. Mikrotitrasyon kaplart 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda kuyucuklarim her birine 100 pl Vero hiicreleri (3x10°/ml) ilave edildi ve
ornekler 37 °C’de %5 CO2’li ortamda 7 giin tutuldu. Hiicreler her giin CPE
olusumlar1 yoniinden kontrol edildi. Sonuglar CPE’nin engellenmesi Kkriterine
gore degerlendirilerek nétralizasyon indeksi Karber metoduna gére hesaplandi.

Calisma kapsaminda, ayrica, izole edilen viriislerin nétralizasyon testi ile
identifikasyonu amaciyla yukarida belirtilen yontemle nétralizan antikor titresi
belirlenen pozitif kontrol serum kullanilarak sabit viriis-diliie serum yontemi ile

viriisiin varlig ortaya konuldu.

4.11. PZR
4.11.1. DNA Ekstraksiyonu
Viral DNA ekstraksiyonu i¢in daha dnceden hazirlanan doku siispansiyonu
orneklerinin her birinden 100 ul alindi. Uzerine 1% SDS (Sodium Dodecyl
Sulphate, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Almanya), 20 mM -

mercaptoethanol (EMD Biosciences, Inc., San Diego Ca, USA, ), 20 mM EDTA
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(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Almanya) ve 20mg/ml Proteinase-K
(Sigma-Aldrich  Chemie GmbH, Steinheim, Almanya) igeren denaturasyon
solusyonundan 100 pl ilave edildi. Ornekler 56 °C’de iki saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresince tiipler belirli araliklarla karistirilarak sindirim
isleminin etkili olmas1 saglandi. Inkiibasyon sonunda ornekler oda sicakligina
sogutularak tizerlerine esit miktarda fenol/kloroform/izoamil alkol (25/24/1, viv;
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Almanya) ilave edilip altiist edildikten
sonra 13000 devirde bes dak. santrifiij edildi. Santrifiij sonunda st faz yeni
mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 2,5 kat1 saf etil alkol ve 1/10 miktarmda
5 M sodyum asetat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Almanya) (pH
5,3) ilave edilerek -20 °C’de bir gece bekletildi. Ertesi giin 13000 devirde bes dak.
santrifiijjden sonra siipernatant uzaklastirildi. Uzerine bir ml % 70’lik etil alkol
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Almanya) edilerek 13000 devirde bes
dak. santrifiij tekrar edildi. Ust sivilar uzaklastirilarak tiipler kurumaya birakildi.
Pelet tizerine 50 pul DEPC’li (Diethyl pyrocarbonate, Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim, Almanya) distile su ilave edilerek sulandirildi (135).

4.11.2. DNA Miktarinin Belirlenmesi

DNA  miktar1  spektrofotometre  (Beckman-Coulter DU 530
Spectrophotometer; Beckman Inst. Fullerton, CA, ABD) ile ng/ul olarak

belirlendi.
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4.11.3. Viriis Teshisine Yonelik PZR

PZR {irliniiniin ¢ogaltilmasi i¢in Tag DNA polimeraz enzimi (Fermentas
UAB, Vilnius, Litvanya), 10 mM dNTP karisimi (Fermentas UAB, Vilnius,
Litvanya) , 50 mM MgCl, (Fermentas UAB, Vilnius, Litvanya), 10x PZR Buffer
(Fermentas UAB, Vilnius, Litvanya)ve primerler kullanilarak Tablo 3’da yer alan
PZR karisimi hazirlandi. PZR asamasinda kullanilan primerlerin lokalizasyonlari
ve son fdriinle ilgili olarak beklenen biiyiiklikler Tablo 4’de verilmistir.
Amplifikasyonda Inverted Terminal Repeats (ITRs) genomum u¢ kisimlarinda
bulunan tekrarli bolgelere 6zgiil daha 6nce yayinlanmig bir makaleden alinan Ins-
1.1/ Ins-1.1" pimerleri kullanild1 (99).

PZR firiinlerinin amplifikasyonlar1 1s1 dongii cihaz1 (Thermo Hybaid Px2
Thermal Cycler; Thermohybaid US, Franklin, MA, ABD) kullanilarak 95 °C’de 5
dak. 1 dongii denaturasyon asamasini takiben, 95 °C’de 1 dak, 55 °C’de 1 dak, 72
°C’de 1 dak. 35 dongili ve son uzatma asamasi olarak 72 °C’de 10 dak. olarak
gerceklestirildi (99) .

PZR’nin tiim asamalarinda pozitif kontrol olarak Pendik Veteriner Kontrol
ve Arastirma Enstitiisii’nden temin edilen as1 susu, negatif kontrol olarak da
distile su kullanildu.

PZR caligmasi asamasinda klinik 6rneklerde ¢alismaya ge¢cmeden &nce
titresi belirlenen kontrol virlisle PZR deteksiyon limiti belirlendi. Bu amagla

viriisiin 1:2 oraninda sulandirmalarinda PZR islemi gerceklestirildi.
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Tablo 3. PZR karigiminin igerigi.

Taq DNA polimeraz 1 pul (5u/ ul)
10 X Taq buffer 10 pl

25 mM MgCI2 4 ul

10 mM dNTP mix 2ul

Primer miks (20 pmol/ul) 2 ul

DNA 06rnegi Sul

Distile su 76 ul
TOPLAM 100,0 pl

Tablo 4. PZR’de kullanilan primerler ve beklenen iiriin biiytikligi.

Primer Dizin (5°—3) Uzunluk Tm Lokalizasyon Uriin
(bp) bilgesi baslangict biiyiikliigii (bp)
Ins- aga aac gag gtc tcg aag ca 20 60,13 452
INVNN 289
gga ggt tgc tgg aaa tgt tg 20 59,97 740

4.11.4. PZR Uriinlerinin Goriintiilenmesi

Oncelikle 150 ml. erlenmayer icerisine 0,5 gr. agaroz (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Almanya) birakildi. Uzerine 50ml 1X TAE (Tris-
Asetat -EDTA; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Almanya) tamponu
ilave edildi ve karisim mikrodalga firinda kaynatilarak ¢ozildii. Jelin 50-55°C” ye
sogumasi beklendi ve jele 0.5pug/ml etidyum bromid (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Almanya) ilave edildi. Hazirlanan % 1 lik agaroz, jel taragi
yerlestirilmis jel tablasina dokiildii. Agarozun donmasi i¢in 15 dak. beklendi.
Taraklar cikartildi ve jel tablas1 elektroforez tankina yerlestirildi. PZR iiriinleri, 5
kisim {irtin, 1 kisim 6X yiikleme boyast (10mM Tris-HCI, %0,03 bromophenol
blue, %60 gliserol, 60mM EDTA, Fermentas UAB, Vilnius, Litvanya) oraninda

karistirillarak toplam dokuz pl hacminde jel taraklari yardimi ile agilan gozlere
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aktarildi. Uriin biiyiikliigiiniin belirlenebilmesi i¢in, PZR fiiriinleri ile birlikte 1pl
100 bp’lik DNA merdiveni (Fermentas, Litvanya) yiiklendi. Jele 8 volt/cm
elektrik akimi uygulanarak 30 dak. siireyle DNA iriinlerinin gogli saglandi.
Elektroforez sonucunda olusan bantlar jel dokiimantasyon sistemi (GeneLine,

ImageSClI System; Pittsburgh, PA, USA) yardimi ile goriintiilendi.

4.12. Restriksiyon Enzim Kesimi
4.12.1. PZR Uriiniiniin Piirifikasyonu

PZR pozitif tiriinleri restriksiyon enzimleri ile kesimden piirifikasyon kiti
(Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega Corp. Madison WI, USA)
kullanilarak piirifiye edildi. Yapilan bu protokoliin amaci, PZR {iriiniinden
primerler, niikleotitler ve tuzlarin uzaklastirilmasidir. Bu amagla; 40 pul PZR
rtinti, 5 hacim tampon soliisyonu ile karistirildi. Bu karisim 6zel dondiirme
kolonlar1 (spin column) i¢ine konulup. 2 ml’lik toplama tiiplerine (collection
tube) yerlestirildi. Tipler 14000 devirde 5 sn. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
toplama tiipleri bosaltild1 ve kolonlar tekrar iglerine yerlestirildi. i¢lerine 300 pl
yikama tampon soliisyonu eklenerek tekrar 14000 devirde bes sn. santrifiij edildi
ve toplama tiipleri santrifiij isleminden sonra bosaltildi. Kolonlar ¢ikarilarak 1,5
ml. hacimdeki eppendorf tiiplerinin igine yerlestirildikten sonra 25 ul. eliisyon
tampon soliisyonu kolonun ortasina gelecek sekilde eklendi. Tipler bes dak. oda
isisinda bekletildikten sonra 14000 devirde 30 sn. santrifiij edilen piirifiye PZR

tirlinii kesim i¢in hazir hale getirildi.
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4.12.2. Kesim Asamasi

Cogaltilan PZR iiriinii igerisinde SPPV ve GTPV’nin ayrimina imkan
saglayacak uygun restriksiyonun belirlenmesi i¢in oncelikle Capripoxvirus larin
ITRs bolgesinin restriksiyon enzim kesim bdlgeleri online Gene Tool programi
kullanilarak belirlendi (Sekil 3). Bu analizlere gore Xapl (Apo 1) enzimi ile
kesimin her iki virlisiin ayrimina imkan saglayabilecegi belirlendi. Bu enzimin

SPPV ve GTPV ’nin restriksiyon tanima bolgesi Sekil 4 ve 5 de gosterilmistir.

3 YTTAAR....... -5’ R;AveyaG,Y;CveyaT

Sekil 3. Xapl (Apo 1) Enzimi restriksiyon tanima bolgesi.

Xapl (Apol) restriksiyon enzimi kesim deneyi enzimin temin edildigi
firmanin (Fermentas UAB, Vilnius, Litvanya) tarif ettigi protokole gore
gerceklestirildi. Kisaca; kesim asamasi i¢in Oncelikle 10X NE buffer (1 mM
NaCl, 500 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 10 mM dithiothretiol, pH 7.9)’dan 2,5
ul, 100X BSA (Bovine Serum Albumim, Fermentas UAB, Vilnius, Litvanya)’dan
2,5 ul, 15 ul piirifiye PZR {irtinii, 20 pl Apol enzim (10,000 U/ml) ve 10 ul dH,0
iceren toplam 50 pl.’lik karisim hazirlandi. Hazirlanan karisim 16 saat 50°C°de
inkiibasyona birakildi. Bu islem sonrasinda karigim 80°C’de 20 dak. inkiibasyona
birakilarak enzim aktivitesinin sonlanmasi saglandi.

Kesim sonuglar1 kesim {irlinlerin bes kisim iiriin, bir kisim 6x yiikleme

boyas1 oraninda karistirilarak toplam 9 pl hacminde jel taraklart yardimi ile agilan
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gozlere aktarildi. Uriin biiyiikliigiiniin belirlenebilmesi igin, kesim {iriinleri ile
birlikte 1ul 100 bp lik DNA merdiveni (Fermentas UAB, Vilnius, Litvanya)
yiiklendi. Jele sekiz volt/cm elektrik akimi uygulanarak 30 dak. siireyle DNA
tirlinlerinin gocili saglandi. Olusan bantlar jel dokiimantasyon sistemi yardimi ile

gorlntiilendi.
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BsmAI

Bsal
Tagl MmeT~
TfiT
Hpyl88III TspDTI~ Ajul~ MboII
HinfI
AR \ A \

agaaacgaggtctcgaagcaataccaacaccttcatagaagaacaagttggagatgattc
tctttgctccagagecttecgttatggttgtggaagtatcttecttgttcaacctctactaag

Tfil
HinfTI
NlaIIT
CviAII
Fnu4HI Tsp5091 FatI

BbvI~ BisI BsgI~ TspRI

Ajul SspI Tsel Mwol Apol BtsI~HpyCH4V

AW \ AR \ AU \ AR

tccaccccaatattctgctgctcttgctaaaattecaatcactgcacatgattccctaat
aggtggggttataagacgacgagaacgattttaaggttagtgacgtgtactaagggatta

Msel

CviAII Asel

FatI Tspb09I
MseI NlaIIT Tsp5091

Tsp5091

AU U O U \ \
gtgattttctttttttaacatggaattaatcataatttttgattgttcaaatccaatttt
cactaaaagaaaaaaattgtaccttaattagtattaaaaactaacaagtttaggttaaaa

NlaTlIT
Nspl
CviAII
FatI BstKTI
TfiT Pcil CviKI-1 DpnlI MnlI~
HinfI Af1TITT Alul Mbol FokI~
BtsCI~
\ AR \ AN AN
\

agaatccaaaaacatgtttttgacaaaagctgttagatcatttccaaatacaagtgaggce
tcttaggtttttgtacaaaaactgttttcgacaatctagtaaaggtttatgttcactccg

TfiT
SfaNI HinfI Ddel
MnlI
\ \ \ \

atcctttttgaaagattcaaaaactaagaacacatttccagcaacctcc
taggaaaaactttctaagtttttgattcttgtgtaaaggtcgttggagg

Sekil 4. Koyun c¢igegi viriisleri ITRs gen bolgesi icin enzim kesim haritasi.
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BsmAT

Bsal
Taqgl Ajul~
HphI~TfiI
Hpyl88ITIT MmeTI~ MboII
HinfI
AR \ A A\

agaaacgaggtctcgaagcaataccaacactttcacagaagaacaagttggagatgattc
tctttgctccagagcttecgttatggttgtgaaagtgtcttcttgttcaacctctactaag

Tfil
HinfI
NlaIIT
CviAII
Fnu4HI FatI
BbvI~ BisI BsgI~ TspRI
Ajul Sspl Tsel Mwol BtsI~HpyCH4V
AR \ A\ \ \ \ A U

accaccccaatattctgctgctcttgctaaaataccaatcactgcacatgattccecctaat
tggtggggttataagacgacgagaacgattttatggttagtgacgtgtactaagggatta

Msel
CviAII Asel
FatI Tspb09I
Tsp5091 Msel N1laITT Tsp5091

Tsp5091

\ AU S U R U \ \
gtaattttctttttttaacatggaattaatcataatttttgattgttcaaatccaatttt
cattaaaagaaaaaaattgtaccttaattagtattaaaaactaacaagtttaggttaaaa

N1laITT
NspI
CviAII
Fatl BstKTI
TfiT Pcil CviKI-1 DpnlI MnlI~
HinfI Af1TITT Alul Mbol FokI~
BtsCI~
\ AR \ AN AN
\

agaatccaaaaacatgtttttgacaaaagctgttagatcatttccaaatacaagtgaggce
tcttaggtttttgtacaaaaactgttttcgacaatctagtaaaggtttatgttcactccg

TfiT
SfaNI HinfI DdeI
MnlI
\ \ \ \

atcctttttgaaagattcaaaaactaagaacacatttccagcaacctcc
taggaaaaactttctaagtttttgattcttgtgtaaaggtcgttggagg

Sekil 5. Kegci ¢igegi viriisleri ITRS gen bolgesi i¢cin enzim kesim haritasi.

47


http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:BsmAI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:BsaI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:TaqI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:AjuI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:HphI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:TfiI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:Hpy188III%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:MmeI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:MboII%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:HinfI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:TfiI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:HinfI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:NlaIII%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:CviAII%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:Fnu4HI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:FatI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:BbvI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:BisI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:BsgI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:TspRI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:AjuI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:SspI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:TseI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:MwoI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:BtsI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:HpyCH4V%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:MseI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:CviAII%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:AseI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:FatI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:Tsp509I%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:Tsp509I%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:MseI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:NlaIII%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:Tsp509I%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:Tsp509I%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:NlaIII%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:NspI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:CviAII%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:FatI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:BstKTI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:TfiI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:PciI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:CviKI-1%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:DpnI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:MnlI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:HinfI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:AflIII%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:AluI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:MboI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:FokI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:BtsCI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:TfiI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:SfaNI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:HinfI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:DdeI%5d+-e
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-id+4FCVi1TS7nf+%5brebase-ID:MnlI%5d+-e

4.13. Filogenetik Analiz i¢cin Uygun Gen Bélgelerinin Secimi ve PZR

Calisma kapsaminda elde edilen izolatlarin ve iilkemizde daha 6nceden
izole edilmis SPPV ve GTPV izolatlar1 arasinda filogenetik kiyaslama icin
capripoxviruslarda olduk¢a degisken olan genomun terminal bdlgelerinde
yaklasik 1000 niikleotitlik iki farkli bolgenin ¢cogaltilmasi amaglanmistir. Bu amag
icin primerler gen bankasinda capripoxviruslara ait olan sunulmus dizilimler
kullanilarak BLAST programi ile tarafimizdan olusturulmustur. PZR islemi Tablo
5’de belirtilen primerler ve Tablo 6°de belirtilen karisimlar kullanilarak 1s1 dongii
cihazi ile 95 °C’de 5 dak. bir dongii, 95 °C’de bir dak, 55 °C’de bir dak ve 72
°C’de bir dak. 35 dongii ve 72 °C’de 10 dak. bir dongii olarak gergeklestirildi.
Cogaltilan PZR iiriinleri %2’lik agaroz jelde yiriitiilerek olusan bantlar jel
dokiimantasyon sistemi yardimi ile goriintiilendi. Agirlik markeri ile kiyaslanarak

beklenilen biiyiikliikte amplifikasyon tiriinii elde edilen 6rnekler kaydedildi.

Tablo 5. Filogenetik inceleme i¢in kullanilan primer dizilimleri.

Primer Dizin (5’ —3°) Uzunluk Tm  Lokalizasyo Uriin
(bp) n bolgesi biiyiikliigii
SGPV F | acgaggtctcgaagcaatac 22 544 SPPV 1397
primeri 197-1594
ccacagtgtgctaagag 18 49,7
SGPV R GTPV 1441
primeri 88-1529
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Tablo 6. PZR karigiminin igerigi.

PlatiniumTaqg DNA polimeraz

1 ul (Su/ )

10 X Taq buffer 10 pl
25 mM MgCI2 4 ul

10 mM dNTP mix 2 ul
Primer miks (20 pmol/ul) 2 ul
DNA 0Ornegi Sul
Distile su 76 ul
TOPLAM 100,0 pl

4.14. Dizileme

PZR firiinleri sekansa gonderilmeden once piirifikasyon Kkiti sistemi
kullanilarak 4.12.1.’de tarif edildigi gibi piirifiye edildi. Daha sonra, piirifiye
trtinler ticari ABI 310 Genetic Analysis System (Refgen Biyoteknoloji, Ankara)
kullanilarak ¢ift yonlii okumalar1 yaptirilarak diziletildi Dizileme sonuglar1 Mega

4 programi kullanilarak capripoxvirus genomuna ait gen bankasinda mevcut

dizilimleri ile kiyasland1 (132).
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5. BULGULAR

5.1. Klinik ve Nekropsi Bulgulari

Erzurum ve cevre illerden ortaya ¢ikan klinik olarak koyun-ke¢i ¢icegi
stipheli siiriilerin tamaminda etkilenen hayvanlarin biiyiikk kismiin 0-4 ay arasi
genc hayvanlar oldugu gozlendi. Hastalik ¢ikan siiriilerdeki toplam 1620 kuzu ve
oglaktan 243’iiniin hastaliktan etkilendigi ve toplam 2350 koyun ve keciden ise
sadece 15’inde hastaliga ait belirtilerin sekillendigi belirlenmistir. Hastaliga bagl
oliimlerin ise sadece 189 kuzu ve oglaklarda sekillendigi, koyunlarda ise 6lim
goriilmedigi belirlenmistir (Tablo 7).

Siiriilerde bir yas ve iizeri hayvanlarin bir 6nceki yil asilanmisg oldugu
hayvan sahipleri tarafindan ifade edildi. Hastalik belirtileri gézlenen hayvanlarda
perakut ve akut Oliimlerin yami sira, yiiksek ates, burun akintisi, durgunluk ve
istahsizlik gibi genel semptomlarin oldugu tespit edildi. Perakut 6liim sekillenen
hayvanlarda deri ve i¢ organlarda hastaliga ait herhangi bir belirti gozlenmezken,
hastalik seyrinin 3 giinii astig1 olgularda canli hayvanlarda 6zellikle derinin kilsiz
bolgeleri, koltuk alti bolgelerde bir ile ii¢ arasi degisen sayilarda papiiler,
vezikiiler goriiniimde lezyonlar ile ilerlemis vakalarda piistiiller tarzda agilmis ve
sekonder enfeksiyonlarin varligi tespit edildi. Hastalik belirtilerinin bir haftay:
astig1 vakalarda iyilesme oldugu, iyilesmeyen ve ilk bir hafta icerisinde olen
hayvanlarin nekropsisinde yine derinin kilsiz bolgelerinde, agiz ve goz gevresinde
papiiler ve piistiiller lezyonlar, i¢ organlardan, dzellikle de akcigerlerde, degisken
sayida cicek lezyonlar1 varlig1 saptandi. Lenf yumrularinin hafif yangili oldugu

diger i¢ organlarda lezyon gozlenmedi. Sadece bir olguda 6zefagusta ve dilde
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nodiiler tarzda lezyonlarin varligi belirlendi. Mihraklara ait klinik ve nekropsi

bulgular1 Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 7. Mihraklardaki hayvan sayilar1 ve hastaliktan etkilenlerin dagilima.

Siiriideki Toplam Hastalanan hayvan Olen Hayvan sayisi
Mihrak hayvan sayisi sayisi
Kuzu/ Koyun/ Kuzu/ Koyun/ Kuzu/ Koyun/
Oglak Kegi Oglak keci Oglak keci
1 40 100 15 Kuzu 0 15 kuzu 0
2 400 750 100 kuzu 0 60kuzu O
3 160 200 30 kuzu S5koyun  25kuzu 0O
4 100 150 5 kuzu 0 5 kuzu 0
5 80 100 12 kuzu 10koyun 10kuzu O
6 200 260 20 kuzu 0 15kuzu 0
7 160 200 20 kuzu 0 15kuzu 0
8 250 280 10 kuzu 20 koyun 12kuzu O
9 180 200 16 kuzu 0 12kuzu 0
10 20 50 7 kuzu 0 10kuzu O
11 30 60 18 Oglak 0 10 oglak 0O
Toplam 1620 2350 243 15 189 0
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Tablo 8. Mihraklara ait klinik ve nekropsi bulgulari.

Mihrak Klinik bulgular Nekropsi Bulgulari
Yiiksek ates, durgunluk, Kuyruk alti, arka bacaklarin i¢ kisimlari ve
Agr1/ istahsizlik, perakut agiz iginde 1-3 adet lezyon mevcut olup, i¢
1 Dogubayazit oliimler organlarda belirgin bir lezyon
bulunmamakta.
Yiiksek ates, durgunluk, Agizda ve derinin kilsiz bdlgelerinde 1-3
2 Igdwr/Aralik perakut dliimler adet nodiil, akcigerlerde apikal kisimlarda 1-
8 adet nodil mevcut olup, diger ig
organlarda lezyon bulunmamakta.
Kuzularda yiiksek ates Kuzularda derinin kilsiz bolgelerinde, agizda
Erzurum/ Askale  durgunluk perakut ve akcigerlerde ¢igek nodiilleri mevcut olup,
Olimler, siiriide birkag diger i¢ organlarda lezyon bulunmamakta.
3 koyunda durgunluk,
istahsizlik, burun
akintisi, deride ve agiz
icinde ¢igek nodiilleri.
Koyunlarda 6liim yok
Yiksek ates, durgunluk, Agiz c¢evresinde ve kuyruk alti bolgesinde
Erzurum/ Hinis perakut Sliimler piistiillesmis lezyonlar, akcigerlerde 1-5 adet
4 nodiil mevcut olup, diger organlarda lezyon
bulunmamaka.
Kuzularda yiiksek ates, Agiz c¢evresinde ve kuyruk alti bolgesinde
durgunluk, perakut pistiillesmis lezyonlar ve akcigerlerde 1-5
5 Erzurum/Merkez  oliimler, Siiriide ¢ok az adet nodiil mevcut olup, diger organlarda
sayida koyunda yaygin lezyon bulunmamakta.
olmayan nodiil
gbzlendi. Koyunlarda
6lim yok.
Kuzularda yiiksek ates, Lezyon bulunmamakta.
6 Erzurum/Tekman  durgunluk, perakut
6limler
Kuzularda yiiksek ates, Kuzularda derinin kilsiz bolgelerinde ve
Erzuruny/ Ilica durgunluk, perakut agizda nodiil var. Akcigerlerde 1-5 adet
7 Olimler nodiil mevcut.
Kuzularda yiiksek ates, Kuzularda agiz cevresi, dil, ozefagus ve
Erzincan/ Tercan  durgunluk, perakut akcigerlerde yaygin nodiiller mevcut.
8 Olimler, Siriide ¢ok
sayida koyunda yaygin
olmayan nodiil
gozlendi.
Kuzularda yiiksek ates, Kuzularda derinin kilsiz bolgelerinde ve
9 Agr/Diyadin durgunluk, perakut agizda ¢igek nodiilleri, akcigerlerde 1-5 adet
Olimler nodiill.  Mezenteriyel lenf  yumrular
hiperemik goriiniimde.
Kuzularda yiiksek ates, Kuzularda derinin kilsiz bolgelerinde ¢icek
10 Kars/ Digor durgunluk, perakut nodiilleri mevcut olup, agizda ve ig
6liimler organlarda lezyon bulunmamakta.
Oglaklarda yiiksek ates, Oglaklarda sirtta ve boyunda yaygin
11 Erzurum/ Cat perakut Sliimler nodiiller, koltuk alti, kuyruk altt ve arka

bacagin i¢  kisimlarinda  piistiillesmis
lezyonlar ve akcigerlerde 1-5 adet nodiil
gozlendi.
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5.2. PZR Sonuglar

Bu c¢alismada koyun-ke¢i ¢icegi hastaligi yoniinden silipheli canli ve 6lil
toplam 53 hayvandan alinan farkli organ ve dokulara ait toplam 168 6rnek PZR
ile calistlmistir. Oncelikle siipheli tiim hayvanlarin ¢alisilan en az bir &reginde
PZR ile pozitiflik tespit edilmistir. Bu nedenle tiim hayvanlarin koyun-kegi ¢icegi
oldugu belirlenmistir. Elde edilen PZR iriinlerine ait goriintii Sekil 6’da
verilmistir. PZR sonuglarina gére canli ve 6lii hayvanlardan temin edilen deri
orneklerinin % 96,2 (51/53)’sinde, nazal ve oral svap Orneklerinin % 76,9
(40/52)’unda pozitiflik saptanirken o6lii hayvanlarin nekropsisi sonucu temin
edilen akciger orneklerinin % 90,4 (19/21)’tinde, karaciger orneklerinin % 42,8
(9/21)’sinda, lenf yumrusu oOrneklerinin % 61,9 (13/21)’unda pozitiflik tespit
edilmistir. Bdylelikle, ¢aligilan toplam 168 6rnekten 132 (% 78,5)’sinin koyun-
kegi ¢icegi yoniinden pozitifligi belirlenmistir. Toplanan orneklerin PZR testi
sonuclar1 Tablo 9’de ve materyal tiirline gore PZR pozitiflik sayilar1 ve oranlari

Tablo 10°da verilmistir.

10 11 12 13

Sekil 6. PZR firtinlerinin etidyum bromidle boyanmuis jel gortintiisii. M: Marker,
1-11: Mihrak listesindeki siralamaya gore 6rnekler, 12: Pozitif kontrol, 13:Negatif
kontrol (dH,0).
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Tablo 9. Organ ve dokulardan elde edilen PZR sonuglari.

Mihrak Hayvan Deri  Akciger  Karaciger Lenf Oral ve nasal
no No yumrusu
1 1 + + + +
2 + - - +
3 + +
4 + +
5 + +
1 + + - +
2 + -
2 3 + +
4 + -
1 + + -
3 2 -
1 + + - -
2 + + + -
4 3 + -
4 + +
5 + -
1 + + + +
2 + _ - +
3 + + - -
5 4 n B
5 - +
6 + +
7 + -
1 + + + +
6 2 + + - +
3 + -
4 + +
1 + + + +
2 + + - +
7 3 + B - +
4 - +
5 + +
1 + + + +
8 2 +
9 1 + + + +
2 + +
10 1 + + - +
2 + +
11 1-5 + + + +
6-15 + +
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Tablo 10. Materyal tiiriine gére PZR pozitiflik sayilari1 ve oranlari.

Materyal tiirii Materyal Pozitif materyal Pozitiflik orani
adedi sayisl
Deri 53 51 % 96,2
AKciger 21 19 % 90,4
Karaciger 21 9 % 42,8
Lenf yumrular: 21 13 % 61,9
Oral ve nasal svap 52 40 % 76,9
TOPLAM 168 132 % 78,5

5.3. PZR-RFLP Analizi

Virlis genomunun ITRs bolgesinin  belirtilen primerlerle PZR
amplikasyonu ile elde edilen iriinlerin Xapl (Apol) enzimi ile kesimi ile ¢alisma
kapsaminda izole edilen viriislerin tamaminda 89 ve 200 bp biiyiikliigiinde 2 bant
sekillendirmistir. Ayni sekilde kegiden izole 11 numaralt mihraka ait kegi izolati
da koyun izolatinda oldugu gibi ¢ift bant sekillendirmistir. Fakat Pendik Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitlisiinden temin edilen keg¢i izolatlarinin kesim
analizinde tek bantin olusarak restriksiyon enzimi ile kesim sekillenmedigi
gozlenmistir. Bir koyun ve kegi izolatina ait PZR iiriinlerinin Xapl (Apol) enzimi

ile restriksiyon enzim kesim analizi tirtinleri Sekil 7° de gosterilmistir.

Sekil 7. PZR-RFLP Analiz sonuglari. M1:Marker, 1: Pendik kegi ¢igegi izolati -1,
2: Koyun ¢igegi izolat1, 3: Iran koyun kegi ¢icegi as1 susu, 4: Pendik kegi cicegi
izolati- 2, 5: Negatif kontrol (dH,0).
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5.4. Viriis Izolasyonu

Toplam 11 hastalik odagindan temin edilen ve PZR ile pozitif bulunan
doku homojenizatlarin her mihrak i¢in farkli olarak hazirlanan inokulumlarin %
90 tek tabaka olmus MDBK hiicre kiltiirii ortamima ekimleri neticesinde
hiicrelerin bircogunda iigiincii giinden sonra CPE gériilmeye basladi. Inokulum
verilmemis kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda, ekim yapilan hiicre kiiltiir
kaplarinda ilk belirlenen sitopatik goriintii hiicrelerin yuvarlaklasmasi seklinde
belirlendi. Ekim yapilan hiicre kiiltiir kaplarinin tamaminda yedinci giinde CPE
olusumu ve bu kaplardaki tek tabaka hiicrelerin bir ¢ok bolgesinde lokal olarak
hiicrelerin pargalanip kalktig1 gézlendi. Bu nedenle kor pasajlara gerek duyulmadi
ve yedinci giiniin sonunda ekim yapilan hiicre kaplari ile birlikte hiicreler {i¢ defa
dondurulup ¢ozdiiriildii. Ust sivilar elde edilip, -80°C’ye kaldirildi. Bu iist
stvilarla gergeklestirilen PZR neticesinde, {ist sivilarin tamaminda koyun-kegi
cicegi viriisiiniin varlig tespit edildi. Elde edilen izolatlara ait titreler Tablo 11°de
sunulmustur.

Tablo 11. izolatlar ve referans viriise ait titre degerleri.

izolat ismi Titreler (DKIDs0/0,1 ml)
Koyun-Kegi ¢igcegi Ast Susu 10"
Agr1/ Dogubayazit 1074
[gdir/ Aralik 107
Erzurum/ Askale 107
Erzurum/ Hinis 107
Erzurum/ Merkez 10
Erzurum/ Tekman 10
Erzurum/ Ilica 1077
Erzincan/ Tercan 10"
Agr1/ Diyadin 107
Kars / Digor 107
Erzurum/ Cat 107
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5.5. Nétralizasyon Indeksi

Mihraklardan tamin edilen kan serumlarla yapilan nétralizasyon indeksi
sonuglarina gore hastalik goriilen hayvanlarin nétralizan indeksleri log.10%° dan
diisiik bulunmustur. Hastahk goriilmeyen hayvanlarda ise 109.10%%den vyiiksek
oranlarda notralizasyon indeksi tespit edilmistir. Bu sonuglara bakildiginda
hastalik goriilen hayvanlarda koruyucu olarak kabul edilen titrelerden daha diisiik
oranlarda antikor varoldugunu gostermektedir. Hastalik goriilmeyen hayvanlarda
ise dort hayvanda ise koruyucu olarak kabul edilen log.10"* altinda nétralizasyon
indeksi tespit edilmesine ragmen herhangi bir klinik bulguya rastlanilmamistir.

Aynt serumlarin MDBK hiicreleri kullanilarak gerceklestirlen viriis
notraliasyon testinde viriis ndtralizasyon titreleri negatif serumla gosterilenden

farksiz bulunmus ve nétralizasyon indeksleri hesaplanamamistir.

5.6. Filogenetik Analiz Amaciyla Gergeklestirilen PZR

Bu amagla secilen bolgenin PZR ile ¢ogaltilmasi neticesinde markerler ile
kiyaslamada SPPV i¢in beklenen 1397 bp uzunlukta ve GTPV i¢in ise beklenen
1440 bp uzunlugunda PZR iriinleri % 1’lik agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil
8). Bu motife gore bu ¢alismada elde edilen tiim klinik izolatlarin koyun izolatlari
oldugu kanaatine varildi. Ancak, dogrulama amaciyla olarak dizileme sonuglari

degerlendirildi.
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Sekil 8. Filogenetik dizileme icin elde edilen PZR iirlinlerinin goriiniimii. M:
Marker, 1: Referans koyun ¢igegi virtisii, 2: Koyun ¢igegi izolati (Digor/Kars),
3: Referans keg¢i ¢igegi viriisii (Iran as1 susu), 4: Referans keci cicegi izolati
(Denizli).

5.7. DNA Dizileme Sonuglar:

Filogenetik analiz amaciyla elde edilen gen iiriinlerinin jelde piirifiye
edilmesinden sonra gerceklestirilen sekanslama neticesinde, kegilerde izole
edilenler dahil, tim klinik izolatlarin SPPV oldugu dogrulandi. Elde edilen
dizilemesinde koyun izolatina ait Digor/Kars izolatina ait dizilimle kontrol keci
cicegine ait dizilimin genbankasinda yeralan referans SPPV(AY077834) ve
GTPV(AY077835) gen dizilimleriyle kiyaslanmasi Tablo 12°de sunulmustur.

Tablo 12’de kiyaslamalar dikkate alindigi zaman kiyaslanan bolge igin
ilkemiz kec¢i izolatlarin dizilimlerinin % 99,5 oranminda diger iilke izolat
dizilimlerine benzer oldugu tespit edildi. Aynt durumunun iilkemiz ve diger
tilkelerin koyun izolatlar1 arasinda da s6z konusu oldugu yani koyun izolat
dizilimlerinin birbirlerine % 99,5 oraninda eslestigi goriildii. Koyun izolatlar ile

keg¢i izolatlar1 arasinda kiyaslanma yapildigi zaman ise kiyaslanan bolge i¢in % 96
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arasinda benzerlik tespit edildi. Her iki viris tiirii i¢in farklilik gosteren bolgelerin
belirli bir alanda yigimlandig1 (kiyaslanan bolge igin 500. niikleotitle 1200.
niikleotitler aras1) kaydedildi.

Elde edilen dizilimlerin gen bankasinda mevcut diger dizilimler ile
kiyaslanmas1 ile elde edilen bootstrap konsensus filogenetik agaci Sekil 9’da

gosterilmistir.
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Tablo 12. Clustal W genetik analiz programi kullanilarak yapilan ¢oklu hizalama
tablosu.

g1|21326697|gh|AY077835 1|.60atp ACGAGGTCTCGAAGCAATACCAACACTTTCACAGAMGAACAAG-TTGGAGATG-ATTCACCACCCCAATATTCT-GCT-GCTCTT-GCTAAMATACCAR
GTPV_izolat_pendik i R S e S S s R Lk S A
g121326696] gb| AY077834.1] _sheep ...

Digor_Kars_SPPv_izolat

91|21326697| gb|AY077835.1| _Goatp
GTPV_izolat_Pendik

121326696 gb| AY077834.1| Sheep ..
Digor_Kars_SPPy_izolat

01121326697 gb| AY077835. 1| _Goatp
GTPV_izolat_Pendik

07121326696/ gb|AY077834.1| _Sheep ..., ‘ 3 . i A
Digor_Kars_SPPv_izolat R R e e et W

g1|21326697|gb|k¥077835 1] _G0atp GGAAMTGCCAGTGATGACCAAMCARATAATCAGAGATGGCGGTTGTGATATCGTCATCATC-~TGAAMGTTGTTTCGGTAGACATAGTTACCGGA

GTPV_izolat_Pendik e R A R
g1|21326696|gh|AY077834 1| _Sheep T... e i R SFRAE
Digor_Kars_SPPV_izolat A Ly S s R i s

01121326697| gb|AY077835.1| _Goatp AGACATCTTGTAAMATGAACGGGAAMAA--GTCTCTTTTAACCCGAACTTGTTATTTCTTGTGCTTATTTTTCAAMATTATTCAACCATATACGT ---
aTovidzblatpendikl | st et s in R RS S i e R A i e
qi121326696] gb|AY077834.1 sheep e s S EANATIT
Digor_Kars_SPPv_izolat AN s aR R R SN s s s T scdss s GR ATTT

9121326697 | gb] AY077835..1] _Goatp
GTPV_izolat_pendik
01121326696| gb|AY077834.1] _Sheep

Digor_Kars_SPPV_izolat TTC
91|21226697|gb|AY077835 .1]_G0Atp TAMATCAAAMACTCCA---~TTACCATTTCTAATATTTATATCGTTTGTATCTTTTTTATCTAATACAGTTAATGACAGATCATTATTTATTTCTTTAC
01121326696| gb|AY077834.1| _Sheep ....C......ATC==CALGT.voeiAieriinnnnnnn TG,

Digor_Kars_SPPv_izolat O o A TC==CAL 6T uu s iAunnnns

0i|21326697| gb| AY077835.1| _Goatp
GTPV_izolat_pendik

01121326696| gb|AY077834.1| _Sheep ....==..G...vvvvrruvuuns GTL ACAT.GC. 1o
Digor_Kars_SPPv_izolat P saivs QT4 o ACATL GG, sveivs

LY AC.....C. == Tonne Tl
T L Y A oL C ) P P 1 PP P P

07(21326697| gb|AY077835.1| _GOAtp GGAGATAAGCCTTTGCA--~TTGGAAACATTAATAATGAATACARA-=====mmmmmmmm
GTPV_izolat_pendik T il
01121326696| gb|AY077834.1] _Sheep ......G..AGC..TTT-GAA.T.G. . A-CATTA.T..
Digor_Kars_SPPV_izolat ... 6. AGC. . TTT-GAA.T.G. . A-CATTA. . ...

01|21326697| gb|AY077835. 1| _Goatp ATAAACTTTAGCTAAGCTATTAATGAGTAGTTG-GCARRATCCTTTTGCATATATCACAAATCCTARRARA-~TCTTTAGATAAGAACTARTGTCACTC
GTPV_izolat_pendik d s s e s A e AR N b A s rrmln s b Mein s e ATCT <AGATAY GA: CTA.TGTCACTCT
9i121326696] gb|AY077834.1| _Sheep .C............. Tetivs TGAGTATT GeA .+ =ToCALCTT. C.Co T, C.TATA, T,
Digor_Kars_SPPv_izolat JACTT, -AGCTA. TCTAT. A, TGAGTATT. . ==-AC. . . AT.CA.CTT.C.C... T.C. TATA..CT.

GTPv_izolat_pendik
gi|21326696] gb] AY077834.1_sheep
Digor_Kars_SPPV_izolat

sesmmmmeeccannsaes, ,GAT AT, o A-T A TCATGCA, ...\ - C TGA

01121326696| gb| AY077834.1| _Sheep ...... =ATATG. T, ,G===AACA, ,AT==,A, T, TA, ,GTCTT, ===
Digor_Kars_SPPv_izolat R G T MG, L Commmmmmmmas ATA.TATAGTCT. v avvaas

01121326697| gb|AY077835.1| _Goatp TATGCTGATGTTCATAATATTTTT- TTCTATCAAATTTCCCAACACTGCACGTTTTTAAATAATTTACATGTTCACTAAATTTTACAGCTGAGCAATCT
GTPV_izolat_pendik
01121326696/ gb| AY077834.1| Sheep

gi|21326697| gb| AY077835.1| _Goatp
GTPV_izolat_pendik
g1|21326696|gb|A¥077834 1| _Sheep
Digor_Kars_SPPv_izolat

0i|21326697| gb| AY077835.1| _Goatp
GTPV_izolat_pendik

07121326696/ gb| AY077834.1] Sheep ...
Digor_Kars_SPPV_izolat

0i|21326697| gb| AY077835.1| _Goatp
GTPV_izolat_Pendik b A A MR 1514
gi|21326696|gb|AY077834 1| _Sheep v (1524
DIOICKARSLaRPVEIZ0NAE: ™ Y (ilidebisuisiiandanaasiasdeng 1514
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01121326697 gb| AY77835.1]_Goatp TTCACATCTCCATATACTAAAGATTATTTTTATTAATTGATGCAAMTACACCAAACTARMAAMAAMCACCGGARAACTCCTGTTTCTTATTCATA [1089
+ CACATCTC, ATATACTA: 4G s s v evnnnnasnonnnsassnnnnusosssnsnsessnneseessnnnssnesssnnesnenssnesennns veens [1089
A . .o (1089
+++ CGGAMA, CTCCTGTT. C. . AT, C. . AAT, T [1089

01121326697| gb|AY077835.1| _Goatp ATTTATATATGTTAAA-----AGAACAAMATAATATTATATCGTCTTTGTATAACAATCCTATAGTTCATTATGATGAAATATTTTTTTAATATAAT [1188
GTPV_izolat_Pendik R o R A s et AT ke syl YA it i & criubs - FELOR

Digor_Kars_SPPV_izolat R o AR RS R B S R R A R A RS R D




Denizli GTPV Vero 34.pasaj
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Sekil 9. Neighbor-Joining metoduyla cizilmis olan bootstrap konsensus
filogenetik agaci.
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6. TARTISMA

Bu c¢alisma Kuzeydogu Anadolu bolgesinde bulunan bes ilde (Erzurum,
Agr1, Igdir, Erzincan ve Kars) ortaya ¢ikan koyun-keg¢i ¢igegi slipheli 11 mihrakta
klinik belirti gosteren hayvanlarin degisik doku ve organlarindan elde edilen
orneklerle gerceklestirilmistir. Vakalarin  virolojik ve serolojik yonden
incelenmesine ilave olarak, hastalik mihraklarindaki hayvan populasyonu,
hastaliktan etkilenen hayvanlarin yasi, asilama durumu hakkinda da bilgiler
toplanarak hastaligin epizootiyolojisi irdelenmistir.

Koyun-ke¢i ¢icegi hastaliginin  lilkemizde varligt uzun yillardir
bilinmektedir (93, 94, 106). Giilbahar ve ark. (74), 2000 yilinda yayinladiklar
calismalarinda 1998 yilinda Van’da ortaya ¢ikan salginlarda virlis varligini
hastaliktan ~ etkilenmis  kuzularin  ¢esitli  organ  ve  dokularinda
immunohistokimyasal yontemlerle ortaya koymuslardir. Oguzoglu ve ark. (112),
2006 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmalarinda 2003 yilinda Cankir1 bolgesinde ortaya
cikan salginlardan viriisiin varligin1 viriis izolasyonu, elektron mikroskop, PZR
yontemiyle belirlemislerdir. Eroksiiz ve ark. (64), 2008 yilinda yayinladiklari
caligmalarinda 2004-2006 yillar1 arasinda Elazig ve Bing6l yoresinde ortaya ¢ikan
salginlarda etkilenen 4-7 haftalik kuzularda hastaligin varligin1 histopatolojik
olarak ve PZR ile ortaya koymuslardir. Ozmen ve ark. (117), 2009 yilinda
yayinladiklar1 ¢alismalarinda Burdur bolgesinde koyun ¢icegi varligini
histopatolojik olarak belirlemislerdir. Mevcut tezde viriisiin varligt PZR ve viriis
izolasyonu ile ortaya konmus olmakta birlikte, ayn1 zamanda hastaliga sebep olan

viriislerin tiplendirilmesi de gergeklestirilmistir.
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Hastalik gegmiste oldugu gibi gliniimiizde de tiim diinyada yaygin olarak
varligin1 stirdiirmektedir. OIE verilerine gore Afrika’da Ekvator’un kuzeyi,
Ortadogu, Orta Asya, Iran Afganistan, Pakistan, Hindistan, Nepal, Cin ve
Banglades gibi iilkeler koyun-kegi ¢icegi hastaliginin endemik olarak goriildiigii
bolgeler olarak tanimlanmustir. Azerbaycan, Bahreyn, Banglades, Burkino Faso,
Etiyopya, Cezayir, Urdiin, Liibnan, Mogolistan, Fas, Umman Somali, Tunus
2009 yilinda hastaligin bildirildigi tilkeler olarak kaydedilmistir (13).

Hastaliga bagli morbidite ve mortallite oranlarinin tespitine yonelik
caligmalara rastlanmistir (29, 35, 133, 136, 139). Bu oranlarin % 1’den % 100’e
kadar degisen oranlarda olabilecegi bildirilmistir (29, 139). Hastaliga bagh
morbiditenin 6zellikle kuzular, toklular ve daha onceki yillarda asillanmamis veya
hastaliga yakalanmamis hayvanlarda yiiksek oldugu, mortalite oraninin ise
kuzularda yiiksek olarak seyrettigi rapor edilmistir (35, 133, 136). Vaka 6liim
oranlarimin % 15,78 ile % 57,9 arasinda degistigi ve en yiiksek vaka Olim
oraninin ise melez kuzularda ortaya ¢iktigi ifade edilmistir (108). Mevcut
caligmada hastalik ¢ikan siiriilerde hayvan sayist 1620 kuzu/oglak ve 2350
koyun/kegi olarak tespit edilmistir. Morbidite oran1 kuzu ve oglaklarda % 15,
koyun ve kecilerde % 1,4 olarak belirlenmistir. Mortalite oranlar1 ise kuzu ve
oglaklarda % 11,6 olarak tespit edilirken koyun ve kegilerde % 0 olarak
belirlenmistir. Vaka 6liim oran1 kuzu ve oglaklarda % 77 olarak bulunurken
koyun ve kegilerde Oliimlere rastlanmamistir. Bu bulgular daha 6nce yapilan
calismalarin bulgularini teyit eder nitelikte bulunmustur.

Asilamalar sonucunda olusan humoral immun yanitin GSlgiilmesinde

referans yontem olarak viriis nétraliazyon testi kullanilmaktadir. Notralizasyon
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testi sonucunda belirlenen noétralizasyon indeksi ile koruyucu diizeyde antikor
varliginin olup olmadigmma karar verilebilmektedir. Notralizasyon indeksi

log.10"*°

ve Tlzeri olarak bulunan serum Ornekleri pozitif olarak kabul
edilmektedir (12). Martin ve ark. (106), koyun ¢icegi asis1 uygulamasindan sonra
olusan noétralizasyon indeksinin |Og.100'80—103'O arasindaki  degerlerde
saptandiginda hayvanlarin bagisik  oldugunu, 10g.100'50—100'79 arasindaki
degerlerin siipheli kabul edilecegini saptanan antikor titrelerinin siipheli degerler
oldugunu, log.10°*dan diisik degerlerin ise bagisik olmayan koyunlarda
saptacagini bildirmislerdir. Erhan ve ark. (63), attenue Bakirkdy koyun ¢igek asisi
ile asilanmis koyunlarda bagisikligin saptanmasinda elde edilen antikor titrelerinin

0%909%0 arasi degerleri negatif, log.10%°Y%% degerleri arasi siipheli ve

log.1
log.10°*""den yukar1 degerleri pozitif olarak degerlendirmislerdir. Mevcut tezde
hayvanlardaki antikor titreleri de irdelenmistir. Calisma sonucunda hastalik
goriilen hayvanlarin antikor titrelerinin l0og.10%° diisiik bulunmustur. Hastalik
goriilmeyen hayvanlarda ise log.lOO’5 ile 10*° arasinda degisen oranlarda
notralizasyon indeksi tespit edilmistir. Tezdeki ilgili ¢alismanin verileri daha 6nce
yapilan ¢alismalarin sonuglari ile uyumlu bulunmustur.

Viriislerin hiicre tiirlerine karsi hassasiyetlerinin farkli oldugu ve bu
nedenle notralizasyon sonuglarmin hiicre tiirlerine gore farklilik arz edebilecegi
tespit edilmistir (12, 106). Bu nednele, mevcut tezde nétralizasyon ¢alismasi iki
farkli hiicre hatti (MDBK ve Vero) ile gerceklestirilmistir. Bu yapilan ¢alismanin
bulgularinda Vero hiicrelerinin noétralizasyon deneyi igin daha giivenilir oldugu

gorilmiistiir. Bu sonug ise OIE’nin nétralizasyon testinde Vero’yu Onerisi ile

paralellik gostermektedir.
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PZR c¢aligmalar1 son yillarda, koyun-keci ¢igegi hastaligi teshisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (99, 100, 104, 112, 129). Daha 6nce yapilan PZR ile
geleneksel metotlarin kiyaslandigi bir ¢alismada Mangana-Vougiouka ve ark.
(100), SPPV teshisinde 40 siipheli 6rnekten hiicre kiiltiirii ve PZR ile tamamini,
direkt floresan testi (DIFA) ile 29’unu, agar jel immunopresipitasyon testi
(AGIPT) ile 16’sm pozitif olarak tespit etmisler, PZR’nin duyarliligint %100,
DIFA’ nin duyarliigimi % 73 ve AGIPT’nin duyarliigini ise % 40 olarak
belirlemislerdir. Oguzoglu ve ark. (112), viriis izolasyonu, elektron mikroskop,
PZR yontemiyle yaptiklar1 ¢alismada PZR metodunu kisa siirede sonug veren ve
duyarli bir metot olarak nermektedirler. Bu tezde PZR’nin her hangi bir test ile
kiyaslanmast yapilmamistir. Bu nedenle duyarlilifina iliskin bir verimiz
olmamakla birlikte, klinik olarak ¢igek siipheli olgularin kisa siirede koyun-kegi
cicegi ile enfekte oldugunun belirlenmesi dikkate alinarak, PZR’in bu hastaligi
teshisi veya dogrulanmasinda tercih edilebilecegini 6nermekteyiz.

Viral teshisin basarisi, teshiste kullanilan metotun se¢imi kadar dogru
ornegin kullanilmasi ile de iliskilidir. Bu konuyla ilgili yapilmis olan ¢alismalara
rastlanmistir. Bowden ve ark. (43), deneysel olarak enfekte edilmis koyun ve
kegilerde Capripoxvirus enfeksiyonunun doku tropizmini kantitatif Real-Time
PZR teknigi ortaya koyduklari caligmalarinda en yiiksek wviriis sagiliminin
inokulasyondan sonraki 10. ve 14. giinler arasinda nazal, konjuktival ve oral
sekresyonlarla oldugunu, inokulasyondan sonraki giinlerde viriis konsantrasyonun
en yiiksek olarak inokulasyon bdélgesinde, ikinci olarak deri lezyonlarinda, daha az
olarak akcigerlerde bulundugunu kaydetmislerdir. Giilbahar ve ark. (74), dogal

enfekte kuzularin dokularinda immunohistokimyasal boyama yontemi ile deri ve
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akciger Orneklerinin  6/6’sinda, burun mukozasi Orneklerinin  2/6’sinda,
mediastinal lenf yumrusu Orneklerinin 2/6’sinda viriis varhigini gosterirlerken
incedikleri karaciger oOrneklerinde herhangi bir bulguya rastlamamiglardir.
Mevcut tezde PZR calismasinda en yiiksek pozitiflik % 96,2 deri 6rneklerinden
en diisiik pozitiflik ise % 42,8 ile karaciger orneklerinde ortaya konmustur.
Calismada nazal ve oral svap orneklerinin % 76,9’unda pozitiflik saptanirken,
akciger orneklerinin % 90,4, lenf yumrusu Orneklerinden ise % 61,9’unda
pozitiflik tespit edilmistir. Tiim doku ve organlarin toplaminda ise % 78,5
oraninda koyun-kegi ¢igegi yoniinden PZR pozitiflik belirlenmistir. Bu verilere
gore, canli hayvanda hastaligin teshisinde Oncelikle deri, daha sonra nazal svap
orneklerini, 6li hayvanlarda ise bu dokulara ilaveten, akciger orneklerinin tercih
edilmesinin PZR ile teshiste giivenilir sonuglar alinmasini saglayacagi kanaatine
varilmistir. Calismanin verileri her zaman tek bir 6rnekte ¢alismanin sakincalarini
da ortaya koymaktadir. Bu bakimdan teshis amaciyla en az iki farkli 6rnekle
calisilmasini 6nermekteyiz.

SPPV ve GTPV’nin ayriminin PZR-RFLP yontemi ile gerceklestirilmesine
yonelik farkli ¢alismalar gergeklestirilmistir. Hosamani ve ark. (77), virlis P32
geninin PZR ile gogaltilmasi ve elde edilen triintin Hinf | restriksiyon enzimi ile
kesimi neticesinde SPPV’de 300, 327 ve 400 bp biiyilikliiglinde 3 farkli bant
olusurken, GTPV’de 327 ve 697 bp biiyiikligiinde iki bant sekillendirdigini
belirtmislerdir. Fulzele ve ark. (66), viriis tutunma gen bolgesinin PZR yontemiyle
cogaltilmasi neticesinde koyun izolatlarinda 191 bp, keci izolatlarinda ise 191 ve
472 bp olmak iizere iki bant sekillendirdigi gostermislerdir. Ayni ¢alismada, PZR

trlinlerinin ECORI restriksiyon enzimi ile yapilan kesim isleminde koyun
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izolatlarmin 129 ve 62 bp biyikliginde iki bant sekillendirdigini kegi
izolatlarinin ise kesilmedigini ortaya koymuslardir. Mevcut tezde 289 bp
uzunlugundaki koyun-keci ¢icegi virlisi varligin1i gosteren PZR {iriinliniin
genbankasinda bulunan SPPV ve GTPV dizilimleri karsilastirildiginda SPPV gen
dizilimlerinin Apol (Xapl) restriksiyon enzimi kesime ugradigi fakat ayni kesim
bolgesinin GTPV gen dizilimlerinde bulunmadigir belirlenmistir. Bu amagla
varlig1 tespit edilen koyun-keci ¢igegi viriislerinin ayrimi amaciyla PZR {iriinleri
Apol (Xapl) restriksiyon enzimi ile kesim islemine tabi tutulmustur. PZR ile
koyunlarda g¢ogaltilan 289 bp uzunlugundaki bolgenin Xapl (Apol) kesiminde,
tim koyun PZR 6rneklerinin, beklenildigi gibi kesildigi tespit edilmistir. Ancak,
ayni c¢alismada kegilerde elde edilen izolatlara ait PZR diriinlerinin de koyun
izolatlar1 gibi kesildigi kaydedilmistir. Oncelikle bu sonucun Xapl (Apol) enzim
kaynakli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayn1 sekilde Pendik Arastirma Enstitiisiinden
temin edilen iki ke¢i izolatinin ayni enzimle beklenildigi gibi kesilmemesi sinirli
sayida ornek olmasina ragmen kullanilan PZR-RFLP yonteminin SPPV ve GTPV
ayriminda kullanilabilcegini ortaya koymustur. Ancak, PZR-RFLP sonuglarindan
emin olabilmek i¢in daha giivenilir bir yaklasim olarak iki viriis tiirlinlin ayrimina
imkan saglayan gen kisminin dizilenmesi ve dizilimlerin kiyaslanmasi teze dahil
edilmistir.

Koyun-ke¢i viriislerinin tam genomu veya kismi dizilimlerinin
kiyaslandigi ¢aligmalar bulunmaktadir (77, 118, 134). Tulman ve ark. (134)
koyun-kec¢i ¢igegi genomlarmin tam genom analizlerinde SPPV ve GTPV’de
niikleotit diizeyinde % 96 benzerlik belirlemislerdir. Dizilimi yapilan genlerin

101’inde % 96-100, 39’unda % 91-95 ve 7’sinde 80-90 oraninda aminoasit
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diizeyinde benzerlikler gosterdigi kaydedilmistir. Hosamani ve ark. (77),
Capripoxvirus P32 gen bolgesinin dizilim sonuglarinin yliksek oranda benzerlikler
gosterdigini, fakat GTPV ve LSDV’nin SPPV’den farkli olarak kodonun 55.
bolgesinde delesyonlar igerdigini belirlemislerdir. Bu nedenle P32 gen bolgesinin
filogenetik degerlendirmesinde SPPV, LSDV ve GTPV’nin ayriminda
kullanilabilecegini belirtmislerdir. Pathriban ve ark. (118), Hindistan’in Tamil
Nadu bolgesinde ortaya ¢ikan iki koyun ¢icegi siipheli salgindan elde edilen 22
izolat ile koyun ve kegileri birlikte etkileyen bir izolatin viral zarf proteinin
dizilim sonuglarmin karsilastirilmasinda SPPV izolatlarinin kendi arasinda % 96-
100, SPPV izolatlar1 ile GTPV izolatlar1 arasinda ise % 92-95 niikleotit ve
aminoasit diizeyinde benzerlik oldugunu belirtmislerdir. Le Goff ve ark. (98),
2009 yilinda yaptiklar1 calismada SPPV ve GTPV genomlarinda konakei
cesitliligini belirleyen G protein-Coupled chemokine receptor (GPCR) geninin
spesifik primerlerle ¢ogaltilarak dizileme sonuclarin1 karsilastirdiklarinda
capripoxvirus izolatlarinin filogenetik olarak ii¢ farkli grup olusturduklarini ve
olusan bu gruplarin etkenin izole edildigi hayvanlarla gore yapilan isimlendirme
ile dogru orantili oldugunu gostermislerdir. Mevcut tezde Perlprimer V1.18
programi (105) kullanilarak tarafimizdan dizayn edilen primerler kullanilarak
SPPV ve GTPV genomunun terminal kisimlart PZR ile ¢ogaltilmis ve PZR
{iriinlerinin dizi analizi gerceklestirilmistir. Izolatlarimiza ait genomun terminal
kismimin dizilim sonuglari capripoxviruslara ait gen bankasinda bulunan mevcut
dizilimleri ile Mega4 programi kullanilarak ClustalW1.6 parametreleri ile ¢oklu
hizalamaya tabi tutulmustur (132). Yapilan bu calisma neticesinde c¢alisma

kapsaminda elde edilen izolatlar ve Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde elde edilen
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izolatlara ait dizilimlerin genbankasinda yeralan SPPV dizimleri ile % 99,5
oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Keci izolati oldugu bilinen ve Pendik
Arastirma enstitiisiinde temin edilen iki izolat ve Iran Koyun-kegi ¢icegi as1 susu
olarak bilinen izolatlarin ise % 99,6 oraninda GTPV genomlar1 ile benzerlik
gosterdigi belirlenmistir. SPPV ve GTPV arasinda ise % 96 oraninda benzerligin
oldugu, aradaki farkliligin ise daha ¢ok GTPV dizimlerinde bulunan fakat SPPV
dizilimlerinde 912. ve 969. pozisyonlar arasindaki  niikleotitlerin
bulunmamasindan kaynaklanigi belirlenmistir. Sonug olarak calismada elde edilen
tim izolatlarin koyun izolati oldugu ortaya konmustur. Ayrica, elde edilen bu
bulguyla SPPV’nin kegileri enfekte edebilecegi ve dolayisi ile viriisiin enfekte
ettigi hayvan tiirliine gore viriis tliriiniin bildirilmesinin dogru olmayacagi bir kez
daha goriilmiistiir.

Gergeklestirilen bu tezin verileri 1518inda, koyun-keci ¢igegi hastaliginin
calismanin yapildigi bolgede endemik goriildiigi, bu hastaliga sebep olan tiim
izolatlarin koyun kaynakli oldugu, hastaligin 6zellikle kuzu ve oglaklarda 6nemli
morbitite ile mortaliteye yol agtig1 kaydedilmistir. Bu sonuglara gore, hastaligin
Oniine gegilebilmesi i¢in 6zelikle dogumdan sonraki ilk iki ayda maternal antikor
varliginin saglanmasi amaciyla her yil diizenli asilamalar yapilmasini ve geng
hayvanlarin da tgilincii aydan itibaren asilama programlarina dahil edilmesini

onermekteyiz.
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