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ONSOZ

Parapoxviruslar diinya ¢apinda yaygin, insan ve hayvan saghgini etkileyen
zoonoz tabiatli, dnemli ve bulasici epitelyotropik viruslardir. Konake1 araligi olarak
ruminant tiirlerinin agirlikli oldugu bu viruslar, yarali ya da hasar gérmiis deri yoluyla
bulasarak, deride ve bazen de bukkal mukozada piistiiler lezyonlara yol agar. Diisiik
mortalite ve yliksek morbiditeye sahip bu hastaligin yayillmasinda aft kabuklar
etkilidir. Diinyanin hemen her cografyasinda goriilen bu viruslar iilkemizde de yaygin

olarak bulunmaktadir.

Parapoxviruslarin hayvanlarda ve insanlarda meydana getirdigi enfeksiyonlarin
onlenmesi i¢in en etkili ve ekonomik yontem asilamadir. Enfeksiyonlarla miicadelede
sahada sirkiile olan viruslarin molekiiler karakterizasyonunlarinin yapilmasi ve
bolgeden bolgeye ve tiirden tiire farklilik gdstermesi olasiligiyla miicadelede segilecek
asinin da belirlenmesine katki saglayacagi noktasindan hareketle, Ankara Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Veteriner Viroloji programi biinyesinde yiiriitilen bu
yiiksek lisans tezi planlanmis olup, 01.01.2022- 21.12.2022 tarihleri arasinda
gerceklestirilmistir.

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi ve tecriibeleriyle bana yol gdsteren,
yalnizca tez c¢alismamda degil her konuda yardim ve destegini hi¢bir zaman
esirgemeyen sevgili danisman hocam Prof.Dr. Tuba Cigdem OGUZOGLU’na, Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr. Aykut
OZKUL’a, Viroloji Anabilim Dal1 Ogretim Uyeleri Prof. Dr. Feray ALKAN, Prof. Dr.
Seval BILGE-DAGALP, Prof. Dr. Mehmet Taner KARAOGLU, Dog. Dr. Ayse
Zeynep AKKUTAY-YOLDAR hocalarima yiiksek lisans egitimim boyunca yardim
ve katkilarindan dolay tesekkiirlerimi sunarim. Yiiksek lisans tez ¢calismam sirasinda
yardimlarini esirgemeyen Eda ERDEM SAHINKESEN ve Viroloji Anabilim Dalinin
tiim arastirma gorevlisi ile lisansiistii 6grencisi arkadaglarima ve idari personeline

tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak her zaman yanimda olan aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Vi



SIMGELER VE KISALTMALAR

ug Mikrogram

BLAST Basic Local Allignment

BPSV Bovine Papular Stomatitis Virus

cDNA Komplementer Deoksiribo-Niikleik Asit
CO2 Karbondioksit

dNTP Deoksiribo-Niikleik-Asit

EDTA Ethyline Diamine Tetro Acetic acid
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EEV Envelope Phospholipase

ICTV Uluslararasi Virus Taksonomi Komitesi
IMP Immunomodiilatdr Protein

mL Mililitre

mg Miligram

NCBI National Center for Biotechnology Information
ORFV Orfvirus

PBS Phosphate Buffer Saline

PCR Polimerase Chain Reaction

PCPV Pseudocowpox Virus

PPV Parapoxvirus

PV Poxvirus

WOAH/OIE Diinya Hayvan Saglig1 Orgiitii

WHO Diinya Saglik Orgiitii

vii



SEKILLER

Sekil 1.1. Chitovirales Taksonomik Diizeni 6
Sekil 1.2. ORFV genomik DNA yapisinin sematik gosterimi 8
Sekil 1.3. Viruslarin tam proteom agaci. 14
Sekil 1.4. Poxviruslarin 47 proteine dayal filogenetik aga¢ analizi. 15
Sekil 1.5. Parapox virusu yasam dongiisii 21

Sekil 1.6. Deri lezyonundan kazimalarda parapoxvirus pargaciklarinin

elektron mikrograflari 29
Sekil 2.1. Reaksiyon Kosullar 36
Sekil 3.1. B2L gen bolgesi primerleri ile PCR sonucu jel elektroforez

gorlintiisii 42
Sekil 3.2. F1L gen bolgesi primerleri ile PCR sonucu jel elektroforez

gorlintiisi 42
Sekil 3.3. VIR gen bolgesi primerleri ile PCR sonucu jel elektroforez

goriintlisii 43
Sekil 3.4. VIL gen bolgesi primerleri ile PCR sonucu jel elektroforez

gorlintiisi 43
Sekil 3.5. B2L geni yoniinden filogenetik agag 45
Sekil 3.6. F1L geni yoniinden filogenetik agac 47
Sekil 3.7. VIL geni yoniinden filogenetik agag 49
Sekil 3.8. VIR geni yoniinden filogenetik agag 51
Sekil 3.9. B2L gen bolgesi aa farklilik/benzerlik durumu 53
Sekil 3.10. F1L gen bolgesi aa farklilik/benzerlik durumu 54
Sekil 3.11. VIL gen bolgesi aa farklilik/benzerlik durumu 55
Sekil 3.12. VIR gen bolgesi aa farklilik/benzerlik durumu 56

viii



CIZELGELER

Cizelge 1.1. Poxviridae ailesine ait genuslarin siniflandirilmasi

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan arsiv materyali ve 1 adet referenz susa
ait bilgiler.

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan primerler

Cizelge 2.3. DNA Dizi Analizi Reaksiyon Karisimi ve Is1 Dongiisii
Cizelge 3.1. Saha 6rnekleri ve virus izolatlarina ait viral niikleik asit
miktar1 (ng/ul)

Cizelge 3.2. Orneklere ait amplikon pozitiflikleri, baz uzunluklar1 ve
GenBank Accession numaralari

Cizelge 3.3. B2L gen bdlgesinin filogenetik analizinde kullanilan referans
dizilerin accession numaralari, etken tiirleri, ait oldugu cografi orijin ve
verilerin elde edildigi kaynak bilgileri

Cizelge 3.4. F1L gen bolgesinin filogenetik analizinde kullanilan referans
dizilerin accession numaralari, etken tiirleri, ait oldugu cografi orijin ve
verilerin elde edildigi kaynak bilgileri

Cizelge 3.5. VIR gen bolgesinin filogenetik analizinde kullanilan referans
dizilerin accession numaralari, etken tiirleri, ait oldugu cografi orijin ve
verilerin elde edildigi kaynak bilgileri

Cizelge 3.6. VIL gen bolgesinin filogenetik analizinde kullanilan referans
dizilerin accession numaralari, etken tiirleri, ait oldugu cografi orijin ve

verilerin elde edildigi kaynak bilgileri

13

30
32
37

39

44

46

48

50

52



1. GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Poxviridae ailesi, enfeksiyon tarihgesi milattan éncelere (MO) dayanan, hem
insan hem de hayvanlari enfekte edebilen viral etkenleri barindirir. Chordopoxvirinae
alt ailesinin igerisinde yer alan, Orthopoxviruslar (Cigek hastalig1 (variola), maymun
¢icegi, vaccinia, sigir ¢igegi, vd.) ve Parapoxviruslar (ORF virusu, sigir papiiler
stomatit virusu, pseudocowpox virusu, deerpox virusu, vd.) 18 genus igerisinde en

taninanlar olarak sayilmaktadir.

Cigek hastaligi ve molluscum contagiosum Sadece insanlara Ozgii iken,
ozellikle Parapoxvirus (PPV) genusundaki etkenler zoonotik enfeksiyonlara neden
olur. Orthopoxvirus genusundaki Smallpoxvirus enfeksiyonunun agilamalar sayesinde
eradikasyonu 1980’li yillarin basinda gergeklesmis olmakla birlikte, PPV genusuna ait
etkenlere 6zgli “Tek Saglik” konsepti acgisindan da onemli viral enfeksiyonlar hala

giincelligini korumaktadir.

Poxvirus enfeksiyonlarinin tarihgesi antik ¢aglara kadar uzanmaktadir. Cigek
hastaligmin ilk kamti, 18. Hanedanligin (MO 1580-1350) Misir mumyalarinda
bulunmustur. Variola, MO 1. binyilda Hindistan'da endemik hale gelmis ve sekizinci
yiizyillda Asya'ya ve nihayetinde Avrupa'ya yayilmistir. Cicek hastalifinin 15. ve 16.
yiizyillarda Yeni Diinya'ya tanitilmasi, Kizilderili niifusunu biiyiik 6l¢iide azaltmistir.
Ingilizler, Fransiz-Hint savaslar1 sirasinda cicek hastaligmi biyolojik silah olarak
kullanmiglardir. Cigek hastaligi, 20. yiizyila kadar diinya ¢apinda 6nemli bir sorun
olmaya devam etmis ve Avrupa'da her yil yarim milyon 6liime neden olmustur. 20.
yiizyilda yogun bir asilama programiyla ¢icek hastaligi eradike edilerek, ortadan
kaldirilmigtir (Shanley, 2015).



PPV’larin ge¢misi Robinson ve Lyttle (1992) tarafindan gézden gegirilmis,
cobanlar tarafindan koyunlardaki uyuz hastaligi uzun siiredir bilinmesine ragmen,
bulasic1 pistiiler dermatit veya ORFV, ilk kez 1787 yilinda tanimlandigi rapor
edilmistir (Steeb, 1787). ORFV'nin bulasic1 bir dogasinin oldugu fark edilmis (Walley,
1890) ve ORFV’nin olusturdugu enfeksiyonlarin insanlari da etkiledigi uzun
zamandan beri bilinmektedir (Hansen, 1879).

1923 yilina gelindiginde, enfeksiyonun birgok bakteriden daha kiigiik olan ve
“filtrelenebilir” viruslar grubuna dahil edilebilmesi miimkiin bir ajan tarafindan
koyunlar arasinda bulasabilecegi bildirilmistir (Aynaud, 1923). Aynaud (1923), ayrica
ORFV'nun ¢apraz koruma yapmamasi nedeniyle Vaccinia virusundan (VACYV) ayirt
edilebilecegini gostermis ve dogal hastaligi, virusun histolojik gorinimiind,
bagisikligin gelisimini ve siiresini, virusun solventlere ve kimyasallara duyarliligini,
pasif serum transferinin sagladigi koruma eksikligini ve zayiflatilmamis canli ORFV

olan bir aginin gelistirildigini tanimlamistir.

Giintimiizde ORFV'a kars1 hiicre kiiltiiriinde tiretimle zayiflatilmig canli virus
asilar1 kullanilmaktadir. Bugiin Pseudocowpox olarak bilinen hastalik ise, 1930'lardan
once uzun bir siire sigirlarda mevcut olmasina ragmen, sigir ¢iceginden kolayca ayirt
edilememistir. Eski kaynaklarin gbézden gegirilmesinde Bonnevie (1937), "vaccine
rouge" olarak adlandirilan bazi ¢icek hastaligi asilarinin, gercek sigir cicegi
hastaligindan farkli lezyon formlar1 iirettigini ve bu lezyonlardan gelen as1
materyalinin sig1ir ¢icegi hastaligina karsi koruma saglamadigini fark etmistir. Bu tiir
enfeksiyonlar yalanci sigir ¢igegi, paravaccine, sagimei nodiilleri olarak adlandirilmig

ve ¢igek hastaligina kars1 koruma saglamadigi rapor edilmistir.

Lipschutz (1932), insanlardaki hastaliga paravaccinia adin1 vermis ve digerleri
ile birlikte, enfeksiydz materyalin tavsanlarin korneasina asilanmasini igeren Pauls
testinin uygulanmasiyla, sagimct nodiillerinin ajanini si8ir ¢igegine neden olan

ajandan ayirt edebilmistir. Inek ¢iceginden farkli olarak, sagimci nodiilleri herhangi



bir lezyon olusturmamistir. 1963'te virus, sigirlarda meme basi lezyonlarindan ve
sagmal nodiillerinden hiicre kiiltiirlerinde izole edilerek, virionlarin elektron
mikroskobu ile ORFV ve BPSV'ye benzedigi gosterilmistir. BPSV'nin neden oldugu
hastalig1 tanimlayan ilk literatiir Griesemer ve Cole (1960)’a ait olup, ilerleyen yillarda

Robinson ve Lyttle (1992) tarafindan incelenmistir.

ORFV enfeksiyonu ilk olarak Avrupa kitasinda Belgika'da 1884 yilinda
tamimlanmis olup “la stomatite papillaire ou papillomateuse” (papiiler veya
papillomatoz stomatit) olarak adlandirilmistir (Degive, 1884). Sigir papiiler stomatit
enfeksiyonun kesin karakterizasyonu ise, virusun hiicre kiiltiirinden izolasyonu ve
buzagilarda hastaligin {iremesini gergeklestiren Griesemer ve Cole (1961) ve
Plowright ve Ferris (1959) tarafindan yapilmistir. Sigir papiiler stomatitinin insanlara
bulastigina dair ilk rapor Carson ve Kerr (1967)’¢ aittir. Her ne kadar yeni karakterize
edilmis olsalar da PPV’lar var olduklar bilinen etkenler olup, 1960’larin sonlarindan
itibaren farkli hayvan tiirlerinde de (deve, fok, Ala geyik, Ren geyigi, vb.) PPV
hastaliklari rapor edilmistir (Fauquet ve ark, 2005; Horner ve ark., 1987 ve Robinson
ve Mercer, 1995).

1.2. Ama¢ ve Kapsam

Bulasici ektima, diinya capinda evcil koyun ve kegileri etkileyen bir Parapox
virusudur (Peralta ve ark., 2018; Tedla ve ark., 2018; Wilson ve McFarlane, 2012 ve
Yirrell ve ark., 1989). Enfeksiyon genellikle benign bir yapiya sahiptir. Epitel
hiicrelerinde iireyen virus, keratinize hiicre proliferasyonu sonucunda tiimor benzeri
vaskiilarize lezyonlara neden olabilir. Enfekte hayvanlarla dogrudan temas ve ¢evresel

kontaminatlar yoluyla bulasir (Tedla ve ark., 2018).

PPV’lar oldukg¢a genis bir cografi dagilima sahiptir. Biiyiik bir alana yayilmig

olmalarinin en temel sebebi PPV’larin gevresel faktorlere karsi dayanikli bir yapiya



sahip olmalar: ve sik araliklarla reenfeksiyonlara neden olmalaridir. Bu 6zellikler, bu
viruslarin bulastig1 popiilasyonlarda ¢ok uzun siireler kalmasina ve bu bulasiciliklarina
devam etmelerine neden olmaktadir (Robinson ve Lyttle, 1992). Epidemiyolojik
olarak bakildiginda PPV’larin en taninan iig tiirii olan ORFV, PCPV ve BPSV genis
cografi dagilima ve yayilima uyarken; PPV cinsinin dérdiincii tiirii olarak kabul edilen
Yeni Zelanda Alageyikleri Parapoxvirusu’nun (PVNZ) epidemiyolojisi, baslangicta
anildig1 lizere Yeni Zelanda bolgesi ile sinirli kalmistir. Bu etken (PVNZ) diger bilinen
PPV tiirlerinden hem epidemiyolojik hem de genomik olarak da farklidir (Oguzoglu
ve ark, 2014).

Ulkemizde varligi uzun yillardan beri biliniyor olmasina karsmn, PPV larin ve
ozellikle ORFV’nun Tiirkiye'deki sigirlarda neden oldugu deri enfeksiyonuna dair bir
kayit, olduk¢a yakin zamana aittir (Sevik, 2019). Ayrica sigirlarda PPV {iyesi olan
diger iki (PCPV ve BPSV) enfeksiyonun varligi da bildirilmistir (Oguzoglu ve ark,
2014 ve Timurkan ve ark, 2021). Ulkemizde PPV’lar endemik olarak
bulunduklarindan hayvan hareketleri sebebiyle periyodik olarak salginlara neden
olabilen enfeksiyonlara yol agmaktadir. Bununla birlikte, bu tez konusuna orjinalite
kazandiran ORFV suglar1 arasinda benzerlik ya da farkliklarin ortaya koyuldugu

retrospektif bir galismaya literatiir bilgide rastlanmamustir.

Deride olusan lezyonlar nedeni ile sigir, ke¢i ve koyun dericilik endiistrisinde
ekonomik kayiplara ve immunsupresyona neden olabildiginden Poxvirus
enfeksiyonlart 6nemlidir. Tirkiye'de sigirlarda Capripoxvirus genusundan noduler
ekzantem virusu (LSDV), Parapoxvirus genusundan BPSV ve PCPV'nin neden oldugu
viral deri hastaliklar1 bildirilmistir (Oguzoglu ve ark, 2014; Senturk ve ark, 2016 ve
Sevik ve Dogan, 2017). Sevik (2019) calismasinda, Tiirkiye'nin Ege, i¢c Anadolu ve
Akdeniz bolgelerinde bulunan farkli illerdeki sigirlarda ORFV enfeksiyonu

salginlarini tanimlamastr.



Bu tez calismasinin amag ve kapsami agagida 6zetlenmistir:

e PPV enfeksiyonu yoniinden 2003 ila 2021 yillar1 arasinda pozitiflik saptanan
arsiv materyallerinde (n=9) yapilan molekiiler karakterizasyon ¢alismalari ile
viral genomun 4 farkli bolgesine spesifik dizinlerin kazanilmasi
hedeflenmistir.

e Illgili gen bolgeleri yoniinden pozitif bulunan amplikonlarin sekans analizi ile
elde edilen dizinlerinin, NCBI-GenBank veri tabaninda bulunan dizinlerle
karsilastirilmast amaglanmastir.

e Ulkemize ait PPV’larin diinyadaki hem cinsleri ile benzerlik ve farkliliklarmin
ortaya koyulabilmesi igin, gen bolgelerine spesifik dizinlerin filogenetik
analize tabii tutulmasi ve arastirilan dort gen bolgesine yonelik dizinlerin,
GenBank’ta depolanmasi da diger bir ¢alisma hedefini olusturmaktadir.

e Sahada sirkiile olan PPV suslarina yonelik retrospektif bir bilgi kazanimi
amaclanmis olup, hastaliga neden olan viruslarin yillar i¢erisindeki degisimleri
ve mutasyonlar: hakkinda fikir sahibi olunmasi hedeflenmistir.

o Enfeksiyonlarla miicadelede sahada sirkiile olan viruslarin molekiiler
karakterizasyonlarinin yapilmasi énem arz etmektedir. Bu tez ¢alismasinin
nihai hedefi olarak; olusabilecek mutasyonlarin yildan yila, cografyadan
cografyaya ve tiirden tiire farkliliklar1 olabilecegi ihtimalinden hareketle, PPV
enfeksiyonlar1 ile miicadelede secilecek yolun belirlenmesinde katki

saglayacak sonuclarin elde edilmesi amaglanmustir.



1.3. Etiyoloji

Poxviridae, hem insanlar1 hem de hayvanlar enfekte edebilen viruslari igeren
bir aile olup, oldukga biiyiik, ¢ift sarmalli DNA viruslar1 olarak klasifiye edilmislerdir
(Bloomquist, 2018).

Etiyolojik ajan olarak; elektron mikroskopta oval formda, “iplik yumag:”
seklinde ve 220-300 nm x 147-170 nm boyutlarindadir. Bu 6zellikleri ile diger ¢igek
viruslarindan ayrilirlar (Haig ve Mercer, 1998 ve Li ve ark., 2007) (Sekil 1.2). ORFV
genomu, yaklasik 138 kbp'lik biiyiikliikte, c¢ift sarmalli, dogrusal bir DNA
molekiiliidiir ve biinyesinde 132 civarinda gen bulundurmaktadir (Delhon ve ark.,
2004).

Uluslararas1 Virus Taksonomi Komitesi (International Committee on
Taxonomy of Viruses — ICTV) tarafindan yapilan giincel siniflandirmada; Poxviridae
ailesinin bir alt ailesi olan Chordopoxvirinae’de yer alan Parapoxvirus genusunda 5
tiir bulunmaktadir (Sekil 1.1). Bunlar; Bovine papular stomatitis virus, Grey sealpox
virus, Orf virus, Pseudocowpox virus, Red deerpox virus’tur (ICTV, 2020). Ayrica
sincaplarda tespit edilmis ve smiflandirilmamis bir Parapoxvirus (PPV) da

bildirilmistir (Thomas ve ark, 2003).



= Family; Pawiridac. Oeder: Chitovirales 1 family, 2 subfamilies, 22 genera, 83 species

= Subfamily: Chordopoxvirinae Family: Poxviridae

=+ Genus: Avipoxvirus  Subfamily: Chordopoxvirinae
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+ Genus: Crocedylidpexvirus  Subfamily: Chordopoxvirinae

=+ Genus: Leporipoxvirus  Subfamily: Chordopoxvirinae

+ Genus: Macropopoxvirus  Subfamily: Chordopoxvirinae

+ Genus: Molluscipoxvirus  Subfamily: Chordopoxvirinae
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= Genus: Parapoxvirus Subfamily: Chordopoxvirinae
Species: Bovine papular stomatitis virus  Genus: Parapoxvirus

Species: Grey sealpox virus  Genus: Parapo

Species: Orfvirus  Genus: Parg

Species: Pseudocowpox virus  Genus: P

Species: Red deerpox virus  Genus: Parap
+ Genus: Pteropopoxvirus  Subfamily: Chordopoxvirinae
+ Genus: Salmonpoxvirus  Subfamily: Chordopoxvirinae
+ Genus: Sciuripoxvirus  Subfamily: Chordopoxvirinae
+ Genus: Suipoxvirus  Subfamily: Chordopoxvirinae

=+ Genus: Vespertilionpoxvirus  Subfamily: Chordopoxvirinae
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=+ Genus: Yatapoxvirus  Subfamily: Chordopoxvirinoe

Sekil 1.1. Chitovirales Taksonomik Diizeni

(https://ictv.global/taxonomy Erisim Tarihi: 18 Aralik 2022).

Yiizeyde tubuler filamentdz bir yapi sergileyen viral kapsid proteinleri,
elektron mikroskobik olarak iplik yumagi seklinde tanimlanmasina sebep olur (Alcami
ve ark, 1998). Kalin bir dis ¢eperle g¢evrili virion partikiiliiniin i¢ zari; niikleer
membran, viral core Dbolgesinin digint ¢evreleyen palisade tabakasi ve
niikleoproteinden olusur (Lacasta ve ark, 2021 ve Yahaya ve ark, 2019), ORFV
genomu; virusun patogenezisi, viriilansi, konake1 araligi (Achen ve ark, 1998 ve Hani
ve ark, 2010) ve immiinomodiilator aktivitelerinden sorumlu olan ve birbirlerinden
%17’lik oranda yiiksek degiskenlik gosteren genlerden olusur (Johnston ve Mcfadden,
2003, Heidarieh ve ark, 2015). Ozellikle, ORFV enfeksiyonuna kars1 konak¢inin
dogustan gelen ve preinflamatuar yanitlarini modiile eden birka¢ immiinomodiilator
proteini (IMP'ler) kodlar (Delhon ve ark., 2004; Haig ve ark., 2002a; Haig ve ark.,
2002b ve Weber ve ark., 2003). Bugiine kadar agiklanan IMP'ler arasinda, bir kemokin
baglayici protein (CBP; ORFV112) (Seet ve ark., 2003), kii¢iikbas hayvan graniilosit-

monosit koloni uyarici faktor ve interlokin-2'nin (GIF, ORFV117) ¢6ziiniir protein
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inhibitorii (Deane ve ark., 2000) ve koyun interlokin-10'unun (vIL-10; ORFV127)
ortologunu kodlayan bir gen (Fleming ve ark., 1997), Yeni Zelanda'da (Mercer ve ark.,
1987) bulunan ve kapsamli olarak incelenen bir ORFV susu olan ORFV NZ2 susuna
dayali olarak karakterize edilmistir. ORFV112'nin delesyonu, ORFV NZ2'in
zayiflamasiyla sonuglanmistir (Fleming ve ark.,, 2017). ORFV117'nin islevi
tanimlanmig (Deane ve ark., 2000) olmakla birlikte ORFV patogenezindeki rolii heniiz
arastirtlmamistir. Diger yandan, vIL-10 ortologu olan ORFV127'nin delesyonunun

kuzularda ORFV virulansini kismen etkiledigi gosterilmistir (Fleming ve ark., 2007).

Benzer ancak komplementer niikleotid dizileri olan 3 kbp’lik ters ¢evrilmis
terminal tekrarlar (ITR'ler) ile gevrili degisken bolgeler, genomik DNA'nin (Heidarieh
ve ark, 2015) 3’ terminal uglarinda bulunur ve hair pin (sa¢ tokasi) olaran adlandirilan
halkalarla giiglii bir sekilde baglanir (Lateef ve ark., 2010, Mercer ve ark., 1987 ve
Spyrou ve Valiakos, 2015). Diger yandan, ORFV'nin merkezi korunmus bir yapida
olan genomik bolgesi, viral replikasyon, transkripsiyon ve morfogenezden sorumlu
olan tiim genomun yaklasik %80'ini olusturur (Anderson, 1997; Boughton ve ark.,
1935; Lateef ve ark., 2010; Spyrou ve Valiakos, 2015 ve Yahaya ve ark, 2019).
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Bu bdliimde; tez ¢aligmasinda incelenecek olan 4 viral gen bolgesine ait detayli

bilgiler sunulmustur:

- ORFVO011l (B2L) EEV Envelope phospholipase, EEV phospholipase,
Envelope protein, Major envelope protein

- ORFVO059 (F1L) Immunodominant envelope antijen

- ORFV020 (VIR) dsRNA-binding, interferon resistance- hiicresel interferon
aktivitesi inhibe eden gen bolgesi

- ORFV127 (vIL-10) Viral interleukin-10 homolog gen bolgesi

PPV’larin 2 adet immun dominant proteini vardir: Bunlar; ORFV011 ve
ORFV059’dur. Ozellikle B2L (ORFV011) ve F1L (ORFV059) korunakl: bélge iginde
yer alan, baslica immiinojenik proteinlerdir. ORFV'ye karsi konak immun yaniti
karmagik olmakla birlikte, ORFV'nin baslica zarf proteinlerinin giiglii bir bagisiklik
tepkisini indiikleyebilecegi gosterilmistir (Czerny ve ark., 1997 ve Housawi ve ark.,
1998). Biiyilk bir immiinojenik protein olarak ORFVO011 proteininin, lenf
diigimlerinden iiretilen lenfositleri uyararak giiclii bir antikor tepkisini
indiikleyebildigi bildirilmistir (Sullivan ve ark, 1994). Bunun yaninda, ORFV059
proteininin antijenik olarak 6zdes olan ORF viral suslarina karsi subunit agilarda bir
antijen olarak ¢alisma potansiyeli belirtilmistir. Ayrica, konakta nétralizan antikorlarin
indiiklenmesinden sorumludur ve viral yasam dongiisinde Onemli bir rol
oynamaktadir (Czerny ve ark., 1997 ve Scagliarini ve ark., 2002). ORFV 011 ve
ORFV059 proteinlerinin immiinojenitesi goz Oniine alindiginda, ORFVO0I11 ve
ORFVO059 proteinlerinin kimerik ekspresyonunun daha giiglii immun yanitlari
indiiklemesi miimkiindiir. Saha izolatlarinda PPV’larin zarf (envelope) genlerine ait
niikleotid ve amino asit sekanslarinin karsilastirmasi; konakei tiirlinden, cografi
kokeninden ve izolasyon tarihinden bagimsiz olarak; bu genlerin genellikle oldukca
korunmus oldugunu géstermektedir (Guo ve ark., 2003; 2004; Inoshima ve ark., 2000,
2001; Klein ve Tryland, 2005 ve Tikkanen ve ark., 2004). Bu 6zellik envelope geninin
PPV’lar icin genetik belirteg¢ olarak secilmesine neden olmustur. Bu nedenle tanida
tercih edilen gen bolgesidir ve filogenetik analizlerde viral zarf geninin dizinlerinin

karsilastirilmasi da 6nem arz eder.



Kisaca 6zetlemek gerekirse; ORFV enfeksiyonlarina karsi asilama (profilaksi)
veya enfeksiyon sonrasi sekillenen antikor yanit bu bdlgeler tarafindan
indiiklenmektedir (Wassie ve ark., 2019 ve Yogisharadhya ve ark., 2018). Bu tiir
korunmus (ORFV 011 ve ORFV 059) antijenlerine karsi humoral ve T hiicre
yanitlarinin uyarilmasiin, ORFV enfeksiyonlarina karsi giicli koruma sagladigi
bildirilmistir (Gallina ve ark., 2020). Immiinojenik proteinler (ORFV 011 ve ORFV
059) tarafindan ortaya ¢ikarilan yiiksek diizeyde notralize edici antikorlarin ve T hiicre
yanitinin varligi, bu bolgelerin kullanildigr kimerik rekombinant DNA ve subunit

asilarin gelistirilmesine yol agmistir (Zhao ve ark., 2010).

ORFVO011 ve ORFV059 dizileri genellikle ORF virusunun filogenetik analizi
i¢in kullanilir ve bu iki gene ait sekanslar epidemiyolojik olarak 6nemli diziler olarak
kabul edilirken (Chi ve ark., 2015, Hautaniemi ve ark., 2010 ve Zhao ve ark., 2010),
ORFV020 (VIR) gibi diger genler de ORFV'in molekiiler epidemiyolojik
caligmalarinda bir belirteg olarak kullanilmaktadir (Chan ve ark., 2009 ve Oem ve ark.,
2013). Genellikle filogenetik analiz, virus suslarinin varsayimsal kokenini
gosterdiginden; ORFVO011 ve ORFV059'a dayal1 olarak ORFV enfeksiyonunun orijin

bilgisi belirlenebilmektedir.

ORFV20 geni, interferonlarin antiviral aktivitesini inhibe eden bir dsSRNA
baglayici proteini kodlayan interferon direng geni (VIR) olarak da bilinir (Haig ve
Mercer, 1998 ve Mclnnes ve ark., 2001). Ilgili genin sekanslarina dayali olarak yapilan
filogenetik agaglarda, PPV’lar1 gruplandirmak miimkiin olabilmektedir. Bu baglamda
grup I’de, Hindistan, Cin; Grup II’de, Brezilya, ABD, Ingiltere, Yunanistan, Arjantin,
Italya ve Japonya'dan izolatlar; Grup III’de, cogunlukla Kore'den izolatlar olan bir
caligmada bu genogruplama cografik farkliliklarin tespitine de hizmet etmektedir.
Ayrica bu gen bolgesinin filogenetik analizi, bu bélgeye 6zel mutasyonlarin tespitine
de imkan tanmimaktadir. Bu mutasyonlar, tlkelerdeki morbidite oranlar ile
iliskilendirilmektedir. Boylece ORF  viruslart  arasindaki  heterojenitenin

belirlenmesine de olanak saglanmis olmaktadir. Bu bdlgedeki mutasyonlarin analizi
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ile suslarin virulent veya non-virulent olarak siniflandirilmasi da miimkiin

olabilmektedir (Sereewit ve ark, 2022).

Enfeksiyonun erken bir proteini olan ORFV127 geni, viral IL-10 proteini
kodlar ve 21,7-kDa biiyiikliiktedir. Viral 1L-10, 185 amino asitten olusan ve IL-10"
olagantistii homolojisi olan bir pleiotropik sitokindir. VIL-10'un virulens ve viral
immiin kagista rolii vardir. Lenfositlerden IFN-y ve makrofajlar ve keratinositlerden
TNF ve IL-8 sentezi gibi sitokinlerin sentezinin inhibe edilmesini saglayarak;
immunosupresyonda 6dnemli bir rol oynar. Ayrica dendritik hiicrelerin olgunlasmasini
ve islevselligini de engeller. Murin modellerinde virusla enfekte deride monosit,
dendritik hiicreler ve mast hiicrelerinin yerini aldigi gosterilmistir. VIL-10 geninin
bulunmayan bir ORFV, dogal konak¢i olan koyunlarda atteniie 6zellik gosterdigi
belirlenmistir. VIL-10, antijen sunumu yapan hiicrelerin; etkeni isleme ve sunum
kabiliyetini zayiflatarak dolayli olarak Thl hiicre aktivasyonunu da baskiladig
bildirilmigtir. Ayrica, orta diizeyde immiin aktivasyonu indiikleyerek immun

stimiilator etki de yaratabilmektedir (Zhang ve ark., 2015).

1.4. Stmiflandirma

PPV’larin siniflandirilmasi ¢ok yavas ilerlemis ve kullanilan terminoloji
tizerinde ¢ok fazla karigiklik meydana gelmistir (Robinson ve Lyttle, 1992). Uzun siire
Poxvirus olarak siniflandirilmamisken (Downie ve Dumbell, 1956), Andrewes ve
Pereir (1964) yazdigi "Omurgalilarin Viruslari"nda giiniimiizde PPVlar olarak
tanidigimiz ti¢ virusu, Grup Il Poxviruslar olarak listelemistir. Bu ii¢ virusun neden
oldugu hastaliklar; ORF hastaligi (bulasic1 piistiller dermatit, koyunlarin bulasict
ektimasi, bulasici pistiiler stomatit, enfeksiyoz labiyal dermatit), sagime1 nodiilleri
(Pseudocowpox, Paravaccinia) ve sigirlarin stomatitis papulosas: (Bovine papular

stomatitis) olarak belirtilmistir. Anilan bu hastaliklarla iligkili viruslar, benzer bir
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morfolojiye sahip olduklarindan 6nceleri ayrimlari net olarak yapilamamis, daha
sonralar1 1971 yilinda Uluslararas1 Virus Taksonomi Komitesi (ICTV) tarafindan,
belirtilen bu hastaliklarin Poxviruslar i¢inde ayr1 bir grup olarak siiflandirilmasi ve
sigir papiiler stomatit virusu, sagimei nodiilleri virusu yanisira, ORF virusunu da
icermesine karar verilmistir (Wildy, 1971) (Cizelge 1.1). 1976'da ICTV (Fenner,
1976), alt grup olan Parapoxviruslari (PPV), Poxviridae ailesi, Chordopoxvirus alt
ailesi, Parapoxvirus genusu iiyeleri olarak klasifiye etmislerdir. PPV’lar, insanlari da
enfekte eden ¢ift tirnaklilarin viruslar: olarak tanimlanmis, temsil eden prototip olarak
ORF virusu (ORFV) se¢ilmistir. Gliniimiizde PPV ICTV smiflandirmasi; Koyun ve
kecilerin piistiiler dermatitis virusu/Ecthyma contagiosum/ORFV, Bovine papiiler
stomatit virusu (BPSV), Pseudocowpox virusu (PCPV) ve Yeni Zelanda'daki Alageyik
Parapoxvirusunu (PVNZ) da icermektedir. Cinsin diger iiyeleri arasinda fok ve
develerin PPV’lar1 da bulunmaktadir (Fauquet ve ark, 2005) (Sekil 1.3).

PPV’larin siniflandirilmasinda kullanilan bazi ozellikler arasinda, elektron
mikroskobu ile goriilen ayirt edici virion morfolojisi, genomun ve konakg1 araligmin
yiiksek G+C igerigi yer almaktadir. Giiniimiizde ise Polymerase Chain Reaction (PCR)
teknikleri ile elde edilen niikleik asitlerin sekans analizi ile diger Poxvirus tiirlerinden

ayrimi yapilarak, PPV cinsine yeni viruslarin dahil edilmesi gergeklestirilmektedir.
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Cizelge 1.1. Poxviridae ailesine ait genuslarin siniflandirilmasi

(Damon, I. K., 2007; Moss, B., 2007 ve ICTV 2019 https://talk.ictvonline.org/taxonomy/).

" P dsDNA
Subfamily Genus Species of Interest Elost Host Species Discase . Mortality Transmission Morphology Genome
Range Pathology Size
- - ” . ‘ : S - Medium — -
Chordopoxvirinae  Avipoxvirus Fowlpox virus Medium  Birds Skin lesion High Arthropods Brick-shaped ~260 kb
Varied. skin
Capripoxvirus Sheeppox virus Narrow  Sheep Leesx:::‘a-lize Medium Arthropods Brick-shaped ~150 kb
infection
Cervidpoxvirus Mule deerpox virus Mule deers
Crocodylidpoxvirus It{lle‘crocodnlepox Reptiles
virus
European and . . "
Leporipoxvirus Myxoma virus Medium  American Myxom@tosns ng,h Arthropods Brick-shaped ~140 kb
rabbit skin lesion low
Molluscipoxvirus Molluspum & Medium A I_ocal.lzed Low Contact Brick-shaped ~180 kb
contagiosum virus Humans rumors
Orthopoxvirus Variola virus Narrow  Humans Smallpox High Inhalation Brick-shaped ~200 kb
Cowpox virus Broad >30 species Lo.f:ahzed iy Low Contact
lesions
Vaccinia virus Broad pET Touse Lo.cahzed i Low contact
cow lesions
Man., do
Monkeypox virus Broad monkey. Monkeypox High ix;l:]z:zl'acttnou !
squirrel
Ectromelia virus Rodents
Sheep. goats. ; o
Parapoxvirus Orf virus Medium  ruminants, }“ez;::::ed skin Low Contact Ovoid ~140 kb
humans
Red deer poxvirus Red deer
Pseudocowpox Cattle,
virus Humans
Bovine popular Cattle.
stomatitis virus Humans
Suipoxvirus Swinepox virus Narrow  Pigs t‘;f:::ed sl Low Arthropods Brick-shaped ~146 kb
o P Benign tumors.
Yatapoxvirus LT ux_mkey Medium tes, localized skin Low Arthropods Brick-shaped ~145 kb
fumor virus humans 9
lesions
virinae  Alpl virus Melontt lontk Coleoptera Ovoid ~260-
4 = = 370 kb
. v . Lepidoptera, o S
Betaentomopoxvirus Amsacta moorei Orthoptera Ovoid ~232 kb
: . = > " ~250-
G poxvirus  Chr luridus Diptera Brick-shaped 380 kb
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HHV5-AD 169

B Baculoviridae

I Herpesviridae

W Poxviridae
Phycodnaviridae

B Iridoviridae
Alloherpesviridae
Ascoviridae
Nudivirus

B Asfarviridae

B Mimiviridae

B Nimaviridae

[ SGHV

[l Malacoherpesviridae

Sekil 1.3. Viruslarin tam proteom agact.
Viral aileler arasinda yatay olarak aktarilan genlerin silimesi ve diisiik karmagiklik 6zelliklerini

filtrelenmesi ile 6zellik uzunlugu 8 olan biiylik dsDNA viruslarmin FFP agaci. Degistirilen 6nyiikleme
yiizdeleri <%80 gosterilmis ve 200 kopyaya dayanmaktadir. Agag, iTOL kullanilarak ¢izilmistir. Dig
daire, ICTV'ye gore 11 viral aileyi ve herhangi bir aileye atanmamis 2 virus grubunu kodlar. Orta
katman, Poxviridae ve Herpesviridae'nin viral alt ailelerini gostermektedir. Farkli viral cinsler, hem i¢
halka hem de aga¢ yapraklari tarafindan renk kodludur. (Guohong ve ark, 2009)

Filogenetik analiz igin SePPV sekansindaki tiim proteinler, Chordopoxvirinae
alt familyasinin 14 temsili genomundan tanimlanan proteinlerle hizalanmigtir. SePPV
icindeki proteinler, birlestirilmis bir poliprotein olusturmak igin kullanilarak viral 47
proteinden olusan bu poliprotein filogenetik aga¢ analizi ¢izilmistir (Sekil 1.4)

(Giinther ve ark, 2017).
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Sekil 1.4. Poxviruslarin 47 proteine dayal: filogenetik agag analizi (Glinther ve ark, 2017).

Karsilik gelen SePPV dizisi, 14 temsili genomun tiimiiniin dizileri ile SePPV protein dizisi uzunlugunun
en az %901 ilizerinde BLASTP hizalamalar1 verilerine gore, protein dizilerinin korundugu kabul
edilmistir. Kullanilan sekanslar: Red Deer Parapoxvirus (PVNZ) HL953 (NC_025963.1); ORFV
(AY386264.1); PCPV (NC _013804.1); BPSV (NC_005337.1); Vaccinia Virusu (NC_006998.1);
Variola Virusu (NC_001611.1); Miksoma Virusu (NC _001132.2); domuz ¢igegi virusu
(NC_003389.1); geyik ¢igegi virusu (NC_006966.1); koyun ¢igegi virusu (NC_004002.1); yumrulu cilt
hastalig1 virusu (NC_003027.1); kiimes ¢icegi virusu (NC 002188.1); tavsan fibroma wvirusu
(NC_001266.1); molluscum contagiosum virusu (NC_001731.1).
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1.5. Epidemiyoloji

ORFV, BPSV ve PCPV diinya capinda koyun, ke¢i ve sigir yetistiriciligi
yapilan bir¢ok iilkede ve cografyada bulunmaktadir (Buttner ve Rziha, 2002 ve
Robinson ve Lyttle, 1992). Deve, fok ve geyik gibi farkli tiirlerde de PPV
enfeksiyonuna dair raporlarin sayisinin artmis olmasi, PPV’larin énceki yillara gére

diistiniilenden daha genis bir alana yayilmis oldugunu ortaya koymaktadir.

Farkl tiirlerde PPV enfeksiyonlarinin yayilmasi ve devamlilik arz etmesinin,
virionlarin cevre sartlarina direngli dogasi ve reenfeksiyona karst kisa Omiirlii
bagisiklik ile iliskili oldugu bildirilmistir (Robinson ve Lyttle, 1992). PPVlar, koyun,
keci, deve, Japon geyik tiirleri (Japanese serow), Misk okiizii, Ren geyigi ve foklar
dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli tiirleri enfekte edebilirler (Hasheminasab ve ark., 2016).
Ayrica PPV’lar zoonotik enfeksiyonlara da neden olarak enfekte hayvanlarla temasta
bulunan insanlara da bulasabilirler. En sik rapor edilen enfeksiyon, koyun ve kegilerde
goriilen Ecthyma contagiosum (sinonim isimleri: Orf, bulasici piistiiler dermatit)
(Moore, 2008) olup, insanlarda simrli cilt lezyonlarina neden olabilmektedir.
PPV’larm tarihsel olarak en iyi bilineni ise; sigirlarda meme basinda mevcut olan ve
insanda sagimci nodiilleri hastaligini meydana getiren Pseudocowpox virus’tur.
Ayrica bu lezyonlar, PPV ile enfekte foklarla temas eden insanlarda da tanimlanmistir

(Clark ve ark., 2005 ve Hicks ve Worthy, 1987).

ORFV genellikle 1 yas alt1 geng hayvanlar1 enfekte eder, dogum sonrasi siit
emme doneminde alinan virus birkag haftalik/aylik kuzu ve oglaklan etkilemektedir
(Lloyd, 1996 ve Reid, 1991). Kuzular siit emme sirasinda virusu enfekte koyunlarin
memelerinden alabilmektedir (Reid, 1991). Eriskin hayvanlar da enfekte
olabildiginden, yilin her doneminde salginlar gézlemlenmektedir. Siirii bazinda
morbidite %90'a ulasabilirken, mortalite genellikle diisiik kalmaktadir. Enfekte siiriide
bulas hizhidir ve etkilenen hayvanlarla direkt temas veya virus yiikii yiiksek kabuk
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materyalinin meray1 kontamine etmesiyle gergeklesir (Blood ve ark, 1983 ve Lloyd,
1996). Virus, kronik enfekte olan hayvanlarda uzun siire canli kalabilir (Greig ve ark,
1984; McKeever, 1984 ve Reid, 1991).

Japon geyiklerinin (Capricornis crispus ve Cervus nippon centralis) PPV
enfeksiyonlarinin prevalansinin arastirildigr bir ¢alismada (Inoshima ve ark., 2001),
PPV’larin Japonya'da yaygin oldugunu gostermektedir. Japonya’da sirkiile olan
izolatlarin karakterizasyonu, bunlarin ORFV olduklarini1 gostermistir (Inoshima ve
ark., 2001). Ausdk veya deve bulasic1 ektimasi olarak adlandirilan develerin PPV
hastalig1 ilk olarak 1972'de Sovyetler Birligi'nde tanimlanmistir (Rosliakov, 1972).
Hastalik etkeninin varligi, Mogolistan (Dashtseren ve ark., 1984 ve Jezek ve ark.,
1983), Somali (Maollin ve Zessin,1988), Kenya (Munz ve ark., 1986) ve Libya'da
(Azwai ve ark., 1995) rapor edilmistir. Kenya'nin Tiirkans bolgesindeki salginlar
sadece deve buzagilarinda (Camelus dromedaries) tespit edilmistir (Gitao, 1994).
Deve buzagilarinda 6liim, deve c¢obanlarinin karsilastigi en ciddi sorunlardan biri
oldugu ve develeri enfekte eden PPV’larinin ORFV oldugu gosterilmistir. Ayrica,
koyunlarda da develerde goriilen bulasic1 ektima vakalari bildirilmis (Hartung, 1980),
Libya'da enfekte develerin serolojik analizinde, bu enfeksiyonlarin da ORFV'den

kaynaklanabilme ihtimalinin yiiksek oldugu rapor edilmistir (Azwai ve ark., 1995).

Ren geyigi (Rangifer tarandus tarandus) PPV’lari, Finlandiya ve Norveg'te
bildirilmistir. 1992-93 kisinda Finlandiya'da yaklasik 400 Ren geyiginin 61diigli ve
2800"iniin klinik hastalik belirtileri gosterdigi siddetli bir salgin meydana gelmistir
(Buttner ve ark., 1995). Tikkanen ve ark., (2004) sporadik salginlar rapor etmislerdir.
Finlandiya'da Ren geyiklerinden elde edilen viruslarin analizi, bir hastalik salgininin

ORFV'tan ve digerinin ise PCPV'den kaynaklandigin1 gostermistir.

Norveg'te yari evcillestirilmis Ren geyiklerinde PPV enfeksiyonlari
bildirilmistir (Tryland ve ark., 2001). Norveg'teki PPV enfeksiyonlarinin muhtemelen
ORFV'tan kaynaklandigi bildirilmistir (Klein ve Tryland, 2005). Bir ORFV susu olan
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NZ2'nin (ORFVNZ2) ve Ren geyigi izolatlarinin RFLP testi, rastgele amplifiye
edilmis polimorfik DNA analizi ve spesifik genlerin kismi DNA dizilimi kullanilarak
yapilan genomik karsilastirmalari, Ren geyigi viruslariin ve bilinen ORFV suslari ile
yiiksek benzerlik gosterdigi belirlenmis, virusun koyun ve kegilerden Ren geyigine;
insan, ekipman ve mera/agillarin ortak kullanim1 yoluyla aktarilmis olabilecegi rapor

edilmistir.

PVNZ, bilinen diger PPV tiirlerinden olduk¢a farklidir. Yeni Zelanda'daki
Alageyiklerin 19. yiizyillda Avrupa'dan getirilen hayvanlardan elde edilmesi ve bu
tilkeye 6zgii yerel bir ¢ift tirnakli tiirli olmamasi, yalnizca Yeni Zelanda'da rapor edilen
bir PPV tiirii olan PVNZ’nin aslinda Avrupa orijinli olabilecegi diigiincesini ortaya
cikarmistir (Horner ve ark., 1987 ve Robinson ve Mercer, 1995). PVNZ'in diger
tilkelerde de mevcut olabilecegi, Avrupa’dan rapor edilen son yillardaki ¢aligmalarla
gosterilmistir (Scagliarini ve ark., 2012). Deerpox virusunun tam genom dizisinin
belirlenmesi, bunun yeni bir cinsi temsil etme olasiliginin yiiksek oldugunu ve

PVNZ'den farkli oldugunu dogrulamistir (Afonso ve ark., 2005).

Fok ailesinin ve diger yiizgecayakli deniz memelilerinin PPV’lariyla enfekte
oldugu bilinmektedir. ik rapor 1969'da yayinlanmis ve Kaliforniya deniz aslanlarmin
(Zaophus californianus) enfeksiyonunu tanimlanmistir (Wilson ve ark., 1969). Ilk
caligmalar genellikle lezyonlarin histopatolojisi ve virus partikiillerinin elektron
mikroskobu ile sinirliyken, PPV 6zgii DNA problar ile in situ hibridizasyon ve PCR
tirlinlerinin sekans analizini igeren giincel raporlar bildirilmektedir (Toplu ve ark.,
2007). Ortaya ¢ikan tablo, ylizgecayaklilari enfekte eden viruslar PPV cinsi iginde bir
veya daha fazla yeni tiiriin olugsmasina imkan saglamakta olup, yiizgecayaklilar ile ¢ift

tirnaklilara ait PPV’larin konakgiya 6zgii baz1 farkliliklar1 bulunmaktadir.

Tiirkiye’de PPV enfeksiyonlarinin varligina ve yayginlhigina dair ¢cok sayida
literatiir bilgi mevcuttur. Ik virus izolasyon calismalari 1973 yilia dayanmaktadir

(Ergin ve Koklii, 1973). Ankara ili ElImadag il¢gesinde enfekte koyun siiriisiinden alinan
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bir siirlintii materyalinden kuzu bobrek hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonu yapilmis
olup (Burgu ve Toker, 1984), izmir bélgesinde 1979-1980 yillar1 arasinda insanlarda
vaka bildirimleri bulunmaktadir (Giines ve ark., 1982). Ulkemizde ORF viruslarinin
molekiiler karakterizasyonuna ilgili ¢alismalar sinirli sayida olup, genellikle B2L gen
bolgesinin dizin analizlerine yogunlasmistir (Gulyaz ve ark, 2020; Oguzoglu ve ark,
2014 ve Sevik, 2019).

1.6. Virus Replikasyon Mekanizmasi ve Patogenez

1.6.1. Virusun dokuya girisi

Dogrudan temas veya fomitler ile nakledilebilen PPV’larin, hasarli deriden
organizmaya girdigi rapor edilmistir. Enfekte hayvanlarin salyasi ile virusun
sacilabildigi ifade edilse de, oral lezyonlarla transfer edilip edilemedigi halen
belirsizdir (Petersen ve Damon, 2014). Virus genellikle derideki siyrik, ¢izik ve
yaralardan bulasir. Enfeksiyon bolgelerinde gozlenen klinik patoloji tipik olarak piistiil
ve kabuk olusumudur (Munz ve ark, 1986; Robinson ve Lyttle, 1992 ve Wilson ve
ark., 1969). Genel olarak, memelilerin PPV enfeksiyonunun makroskobik lezyonlart,
epitel ve oral mukoza ile sinirli olsa da, PPV’larin sistemik olarak yayilabilecegi de
bilinmektedir (Robinson ve Lyttle, 1992).

ORFV, klinik olarak saglikli goriiniimlii kronik enfekte koyunlar tarafindan da
nakledilebilmektedir. Yapagida uzun siire canli kalabilen virus, kabuk materyalinde
12 yila kadar varligini siirdiirebilmektedir. Genellikle epitel mukozada lokalize kalir
(Petersen ve Damon, 2014). Asemptomatik kegilerden alinan tam kan &rnekleri ile
yapilan bir ¢aligmada (Cheng ve ark., 2018), bu hayvanlarda hig¢bir klinik bulgu
olmamasina ragmen ORFV tasiyicist olduklarina dair kanit bulunmustur. Olusan
papiiller, vezikiiller veya pistiiller; dudaklarda, genital organlarda ve ayaklarda
(koroner bantlar) kabuklanma ile karakterizedir. Lezyonlar en sik olarak mukokutanoz

kavsaklarda geligir ve en sik agiz kenarlarinda bulunur. Labial form; genellikle bir
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yasindan kii¢lik hayvanlarda, kuzular ve oglaklarda tanimlanmaktadir. Enfeksiyonda
morbidite orant %901 gegebilmektedir. Geng hayvanlarda mortalite bazan %50’lere
varabilmekle birlikte, eriskin hayvanlarda mortalite diisiiktiir. Hastaligin seyri 6
haftaya kadar uzayabilir. Sahada tani karakteristik lezyonlara dayali olarak klinik
bulgulara gore yonlendirici olmakla beraber, kesin tani igin laboratuvar teshisi

gereklidir (Underwood ve ark., 2015).

ORFV lezyonlar1 genellikle dermisin epidermal kismina dogru asagi
biiyiimeler sergiler. Bu, o0zellikle birincil lezyonlarda belirgindir. Diger bir
karakteristik 6zellik, genis kapiller dilatasyon ve proliferasyondur. ORFV lezyonlari,
virusla enfekte olmus hiicrelerin altinda ve bitisiginde yogun bir immiin ve inflamatuar
hiicre birikimi igerir. Bunlar arasinda noétrofiller, lenfositler (T ve B hiicreleri) ve MHC
II kompleksi antijenleriyle yogun sekilde boyanan dendritik hiicreler bulunur (Mahy
ve Van Regenmortel, 2008).

PPV lezyonlari, makul, papul, vezikiil, piistiil, kabuklanma ve rezoliisyon
asamalarindan gecer. Enfeksiyon, organizmaya giris yerinin ¢evresinde kizariklik ve
sislik olarak baglar ve 24 saat icinde kiiclik vezikiiller gelisir. Lezyonlar gelistik¢e
pistiiler bir gortiniim alirlar. Lezyonlarin piistiiler dogasi, genis bir polimorfoniikleosit
infiltrasyonundan kaynaklanmaktadir. Bitisik lezyonlar, hastalik ilerledikg¢e bir kabuk
olusturarak birlesebilir. Kabuklu lezyonlarin altindaki dermis tabakasi, 6demli ve
proliferatif hale gelir, bu da lezyona graniillomat6éz bir goriinim verir. Kabuklarin
kalkmasi ve ¢atlamasi kanamaya neden olabilir. Genellikle lezyonlarin iyilesmesi 4-6
hafta kadar siirer. Yeni Zelanda'daki Dogu Friesian koyunlarda oldukg¢a biiyiik timor
benzeri biiyiimeler ve siddetli ORFV kalic1 enfeksiyonu vakalari rapor edilmistir.
Sayet immun sistemin yetersizligi s6z konusu ise ki bu durum gen¢ hayvanlarda
siklikla goriilebilir, viicutta olagan dis1 yerlere yayilma/generalize olma ve/veya uzun
stireli ORF enfeksiyonu seklinde ortaya ¢ikabilir, hatta bir oglakta uzun stireli (6 ay)

bulasici ektima vakasi bildirilmistir (Abu Elzein ve Housawi, 1997).
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1.6.2. Virus replikasyon siklusu

Deri, memelileri yaralanmalardan ve enfeksiyonlardan koruyan en biiyiik
organdir. Keratinositler, epidermis igerisindeki hiicrelerin yaklasik yiizde doksanini
olusturur ve derinin bagisiklik nobetcileri olarak gelismistir. ORFV, hasarli deriden
giris yaparak keratinositleri ve oral mukozadaki epitelyal hiicreleri enfekte ederek,
epidermal keratinositlerin rejenerasyonuyla replike olabilen, oldukga epitelyotropik
bir virus olarak bilinmektedir (Fleming ve ark., 2015). Ayrica bu virus, yogun
enflamatuar ve ¢oklu konakg¢i bagisik yaniti varliginda bile, tekrarlayan ve kalici
enfeksiyonlara neden olma yetenegine de sahiptir (Abu Elzein ve Housawi, 1997).
Viral replikasyon mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, genel

replikasyon mekanizmasi sekil alt1 yazisinda verilmistir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. Parapox virusu yasam dongiisii (Fenner, 1999).

Poksviruslarin enfeksiydz dongiisii, Vaccinia virus esas alinarak ¢izilmistir: ATI, A tipi inkliizyon
govdesi; IV, olgunlasmamis virion; MV, olgun virion; WV, sarilmig virion; EV, zarfli virion; CEV,
hiicre ile iliskili zarfl1 virion. (1) Hiicre ylizeyi reseptdrlerine baglandiktan sonra EV zarfinin bozulmasi

esas olarak ¢iplak MV gibi ¢iplak ¢ekirdegi ve yan govdeleri serbest birakmak i¢in dogrudan hiicre veya
endozom zar1 ile birlesebilen MV'yi (2) ortaya ¢ikarir. Cekirdek (3) mikrotiibiiller boyunca periniikleer
bolgeye tasinir. Erken genler, dogrudan bozulmamis ¢ekirdekten ifade edilir (dalgali oklar); erken gen
iirtinleri, (4) ¢ekirdegin soyulmasina, (5) viral DNA replikasyonuna ve ara gen ekspresyonuna aracilik
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eder. Ara gen iiriinleri, ge¢ gen ifadesine aracilik eder. Ge¢ gen iiriinleri yapisal proteinleri (erken gen
ekspresyonu i¢in gerekli polimeraz dahil) ve morfogenez igin gerekli proteinleri igerir. Tek zar hilalleri,
IV olusturan viral ¢ekirdek proteinleri ve genomik DNA'y1 ¢evrelemek igin birlestirilir (6). Bu olgun
(7)'den MV'ye, Golgi/endozomal bolmeye tasiman (8) WP iiretmek icin ¢ift zarla sarilir. Bunlar (9)
mikrotiibiiller boyunca hiicre yiizeyine tasinirlar, burada (10) ekzositoz yaparlar ve EV olusturmak igin
iki ek zarm disin1 kaybederler.EV hiicre yiizeyinde CEV olarak kalabilir veya ortamda serbest kalabilir.
CEV (11), aktin giidiimlii projeksiyonlarin u¢larinda hiicreden uzaga itilebilir. Bazi ¢i¢ek viruslerinin
MV'si (12) alternatif olarak ATI'ye taginabilir ve ATI'ye dahil edilebilir. Avipoxviruslar, 6nemli dlgiide
WYV olusturmuyor gibi goriinmektedir; daha ziyade EV iiretimi, hiicreden ¢ikmak i¢in tomurcuklanma
gecirdikleri plazma zarma MV taginmasini igerir (13).

1.7. ORFV Enfeksiyonuna Kars1 Olusan immun Yanit Mekanizmasi

1.7.1. ORFYV enfeksiyonlarinin neden oldugu immun yanitlar

Ozellesmis hiicreler, dokular ve organlardan olusan bagisiklik sisteminin
amaci, konagi mikroorganizmalardan ve/veya bu mikroorganizmalar tarafindan
tiretilen toksik triinlerin etkilerinden korumaktir (Janeway ve Medzhitov, 2002 ve
Nash ve ark., 2006). ORFV enfeksiyonuna kars1 meydana gelen immun yanit, hem
dogal hem de adaptif yanitlardan olusur (Achen ve ark., 1998). Bugiine kadar ORFV
enfeksiyonuna kars1 immun yanit {izerine bir¢ok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen,
virus ile konak etkilesimine dair birgok mekanizma giiniimiizde hala net olarak

anlasilamamustir (Balamurugan ve ark., 2014 ve Ni ve ark., 2013).

Bununla birlikte, ORFV duyarli bir konakg¢iya bulagtiginda, konak
bagisikligini zayiflatarak ¢ogalir (Zahoor ve ark., 2016). Viral patojen organizmaya
girdiginde; notrofil 16kositler, MHC siif [I-dendritik hiicreler ve dogal dldiirticii (NK)
hiicreler gibi dogustan gelen bagisiklik sisteminin hiicreleri tarafindan fagosite
edilebilmek iizere enfeksiyon bdlgesine go¢ sekillenir. Bu durum yakalanan
antijenlerin, yeni toplanan geng T hiicrelerine ve hafiza hiicrelerine antijen sunumunun
gerceklestigi periferik lenf diiglimiine gogiinii kolaylastirir (Chung ve ark., 2016,
Weber ve ark., 2013 ve Zahoor ve ark., 2016). Dendritik hiicreler, daha fazla ¢ogalma
(Weber ve ark., 2013) i¢in konak igine giris yapmis virusun lenf diigiimlerine

taginmasini ve graniilosit makrofaj koloni uyarici faktdr (GM-CSF), interlokin-13 (IL-
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1b), interferon-a (IFN-a) ve IL-8 ve IFN-y gibi 6zel sitokinlerin sunumunu
kolaylagtirir. Dogustan gelen bagisiklik hiicresi aliminin yani sira, enfekte olmus
konakgi hiicrelerle iligkili en yaygin adaptif bagisiklik B-hiicresi, CD4+ ve CD8+ T-
hiicresi aracili bagisiklik tepkileridir (Chen ve ark., 2020). Bununla birlikte, aktive
edilmis T-hiicresi bagigiklig1 bu antijenleri yok edememektedir. Bunun sebebi; virusa
ait yapisal proteinlerin olasi nétralizasyonu Onleyen birka¢ virulans faktorii

salgilamasidir (Grunathan ve ark., 2000).

1.7.2. ORFV Enfeksiyonuna Karsi Dogustan ve Adaptif Iimmun Yamt

Dogustan gelen bagisiklik, istilact bir virusa karsi savunma mekanizmasinin
ilk seklidir ve immunolojik hafiza eksikligi nedeniyle spesifik olmayan bir yanit olarak
kabul edilir (Delany ve ark., 2014; Forster ve ark., 1994; Haig ve ark., 1996 ve Haig
ve ark., 2002). Bunun yaninda, ORFV giiglii immun modiilatér aktivitelere sahiptir
(Plotkin, 2014) ve bir dizi virulans faktoriinii yapisinda barindirarak bagisiklik
sisteminden ka¢mak icin bir strateji gelistirmistir (Buddle ve ark, 1984). Virus,
komplement, kemokiner interlokinler, inflamasyon, interferonlar (IFN) ve timor
nekroz faktorleri dahil olmak iizere cok sayida spesifik olmayan araci savunmay1

hedefler (Fenner, 2000 ve Forster ve ark., 1994).

Dogustan gelen immun yanitin yanindaki bir diger Onemli savunma
mekanizmas1 da antikor aracili ve hiicre aracili yanitlar1 igeren adaptif savunma
mekanizmasidir (Fenner, 2000 ve Smith ve ark., 1998, Zhao ve ark., 2010). Adaptif
bagisiklik, viral antijenleri tutan (Johnston ve Mcfadden., 2003; Martins ve ark., 2014
ve McLane ve ark., 2019) ve bagisiklik sistemi adaptasyonunu belirli bir antijene
uyarlayarak (Mercer ve ark., 1994) konakg1 hiicrenin taninmasini destekleyen hiicre
aracil1 ve antikor aracili yanitlar olarak tanimlanir. Yapilan ¢alismalar, T hiicrelerinin
ORFV'ye kars1 koruyucu bagisikligin ortaya ¢ikmasinda énemli bir rol oynadigim
gostermistir (Friebe ve ark., 2004 ve Smith ve ark., 1998). Bununla birlikte, virusun

duyarli konagi tekrar enfekte etme yetenegi, ORFV antijeninin yararina bir asiri
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duyarlilik reaksiyonu olarak arzu edilen bellek T hiicrelerinin tiretimi ile iligkili
goriinmemektedir (Barry, 2015; Boughton ve Hardy, 1935; Forster ve ark., 1994 ve
Smith ve ark., 1998). Bu nedenle, CD8+ sitotoksik T-hiicreleri ve/veya B-hiicresi
yanit1 ile karsilagtirildiginda, enfekte hayvanlar arasinda 6nemli seviyelerde CD4+ T-
hiicreleri saptandigindan, boyle bir bagisiklik tepkisi ORFV enfeksiyonu i¢in anormal
olarak kabul edilemez (Deane ve ark., 2000; Small ve ark., 2019 ve Umer ve ark.,
2020).

Diger yandan, humoral immun yanit, hayvanlart ORFV enfeksiyonundan
korumada 6nemli bir rol oynamaz (Bhanuprakash ve ark, 2012). ORFV ile enfekte
olmus koyunlarin serumlarinda bir miktar antikor titresi saptanmasi, antikorlarin
koyunlardan kolostrum yoluyla yavrularina gegisi (Deane ve ark, 2000 ve Mercante
ve ark, 2010) veya enfekte hayvanlardan saglikli hayvanlara serum asilanmasinin
koruyucu bagisikligi ortaya cikarmadigr gerceklestirilen calismalarda ortaya
koyulmustur (Guo ve ark, 2003). Bu nedenle, ORFV'ye kars1 humoral bagisiklik uzun
Omiirlii degildir ve virus hem asilanmis hem de asilanmamis koyunlar1 kolaylikla
yeniden enfekte edebilir (Bhanuprakash ve ark, 2012; Hosamani ve ark., 2009 ve Loh
ve ark, 2006). Ancak, asilanmis ve yeniden enfekte olmus koyunlarda daha hizl
lyilesebilen, prognoz yoniinden daha kii¢lik lezyonlar gozlemlenmistir (Bhanuprakash
ve ark, 2012; Housawi ve ark, 2012 ve Hu ve ark, 2020). Bu durumun ana nedeni,
asilanmis veya Onceden enfekte olmus hayvanlarda ORFV'ye 6zgii nétralize edici
antikorlarin yoklugu, ORFV'in konakg¢isinda tekrarlayan yeniden enfeksiyonlara

neden olmasi olarak agiklanmistir (Bhanuprakash ve ark, 2012 ve Brun ve ark, 2011).

Notralize edici antikorlarin eksikligine ek olarak, ORFV'nin daha 6nce enfekte
olmus ve/veya asilanmis koyunlari tekrar tekrar enfekte etme yetenegi, virus
tarafindan kodlanan ve konak bagisikligini gegici olarak baskilayan immun modiilator

genlere ve proteinlere atfedilir (Haig ve ark., 1996).
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1.8. Klinik Bulgular

PPV’lar epiteliotropik viruslar olarak hasar gérmiis deriden enfeksiyona neden
olmast yami sira, solunum kanali ile de alinarak enfeksiyonlarini meydana
getirebilirler. Klinik belirtiler bireyler arasinda ve farkli cografi bolgelerdeki salginlara
gore degisiklik gosterse de poxvirus enfeksiyonlarinin derideki lezyonlar1 genellikle
birbirine benzerdir ve genellikle deride lokalize olabilmektedir. Bazen de bukkal

mukozada piistiiler lezyonlara yol acarlar (Haig ve Mercer, 2008).

Her yastaki koyun ve keciler etkilenebilir, ancak hastalik tipik olarak geng
ve/veya immiinolojik olarak daha naif hayvanlarda daha siddetlidir. Duyarl1 bir koyun
stirisiinde bir epizootik, hayvanlarin %75'inden fazlasi etkileyebilir ve 6liim orani
%S50'ye kadar ¢ikabilir; geng ve/veya saf irktan koyunlarda vaka-6liim oranlari %100'e
yaklasabilir (Fenner, 2000).

4-12 giinliik bir kulugka doneminden sonra ates ve solunum sayisinda artis, g6z
kapaklarinda 6dem, gdzyas: ve burundan mukus akintis1 olur. Etkilenen koyunlar
istahlarin1 kaybedebilir ve kemerli bir sirtla ayakta durabilirler. Bir ila 2 giin sonra,
ciltte ve deri alt1 bolgede rastgele goriinen capr 1 cm'ye kadar olan papiiller (deri
nodiilleri) gelisir. Enzootik bolgelerde, daha yaygin sunum kuyrugun altindaki birkag
papiildiir. Bununla birlikte, duyarli hayvanlarda papiiller, bas, boyun, kulaklar, koltuk
alt1 ve kuyruk alt1 gibi yiiniin en kisa oldugu deri bolgelerinde en belirgin lezyonlarla

birlikte viicutta genis bir alana yayilabilir (Fenner, 2000).

Akut hastalig1 atlatan hayvanlarda uzun siireli virus tespiti yapilabilir. Klinik
olarak: Labial, Podal, Genital ve Malignant (Generalize/I¢ organ/Visceral) formlar
tanimlanmaktadir. Duyarl siirtilerde morbidite oran1 %100'e kadar ¢ikabilir, 6liim
oran1 gen¢ hayvanlarda (kuzu/oglak) yiiksek olabilmektedir. Hastaligin ekonomik
acidan onemli olup, deri sanayii ve gen¢ hayvanlardaki kayiplara baghidir. Ayrica
zoonoz bir enfeksiyon olmasi nedeniyle de Tek Saglik konseptine dahildir. PPV tiirleri
1stya ve kurumaya karsi oldukga direnglidir. Yemlik ve ahir kirislerinde giinler hatta
aylarca aktif kalabilir. Ortak mera kullanimi ile bulas yiiksektir. Ayrica siit sagim
makinalarinin ve kirkim aletlerinin hasta hayvanlarda kullanim1 da bulasta dnemlidir.

Insanlarda lezyonlar travma bolgesinde olusur. PPV enfeksiyonunda insandan insana
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bulagsma son derece nadirdir (Bloomquist, 2018), ancak meslek hastaligi (Veteriner

Hekimler, mezbaha g¢alisanlari, ¢iftgiler vb) olarak da dikkat edilmesi gerekmektedir.

Insanlarda klinik belirtiler genellikle enfeksiyondan 3-4 hafta sonra ortaya
cikar. Kendini sinirlayict olmakla birlikte, genellikle ellerde ve daha seyrek olarak bag
veya boyunda bazen agrili olan tek veya ¢oklu, ¢aplar1 6-27 mm arasinda degisen deri
lezyonlar1 olusturur. Ayrica hafif ates, lenf diiglimlerinde sismesi ve/veya eritema
multiforme biillozum ile iliskilendirilebilir. Prognoz elverisli olup, komplikasyon
olmadan 4-6 hafta i¢inde iyilesme goriilmekle birlikte, goz enfeksiyonu sonucu ciddi
sekellere yol agabilir. immiinosupresif durumlarda, yanik veya atopik dermatitten
muzdarip insanlarda genislemis lezyonlar ortaya ¢ikabilir. Lezyon iyilesmesi biilloz

pemfigoid ile komplike olabilir (Buller, 2017).

Pseudocowpox virusu (PCPV) lezyonlar1 sigirlarda genellikle genital sistem
enfeksiyonlar1 seklinde gozlemlenir. Enfekte hayvanlarda lenf yumrularinda sigkinlik
gozlenebilir. Lezyonlar, yavas yavas regrese olarak 4-6 hafta icinde kaybolur.
Sigirlarda, meme ve meme basinda lokalize olan bu lezyonlar, kabuklanarak 3-4 hafta
siireyle sagim1 engellerler. Bu nedenle mastitis goriilebilir. Agiz icinde dilde ve dis
etlerinde de lezyonlar goriilebilir, bazan iilserlesebilir. Bol miktarda virus bulunduran
kabuk materyali, ortak sagim makinasi kullanimiyla hem diger hayvanlarin
enfeksiyonu i¢in, hem de 6zellikle elle sagim yapan insan enfeksiyonlari i¢in dnemli

bir virus kaynagi olusturur.

BPSV, bugiine dek biiyiikbas hayvanlarda bildirilen bir PPV enfeksiyonudur.
Ulkemizde de sigirlarda varligi rapor edilmistir (Timurkan ve Aydim, 2019). Tipki
Pseudocowpox enfeksiyonu gibi, meme ve meme basinda olusan klinik bulgular
PCPV’den ayirt edilemez. Zoonoz olarak, at nali seklindeki tipik lezyonlar nedeniyle

insanlarda da enfeksiyon PCPV’ye benzerdir.
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1.9. Tam

Klinik belirtiler tipik olmakla birlikte, virus izolasyonu ve elektron mikroskopi
(Damon, 2007; Delhon ve ark., 2004 ve Inoshima ve ark., 2000) tani i¢in “Gold”
metotlardir. Tani, glniimiizde aft materyalinden PCR ile yapilmaktadir. PPV
enfeksiyonlarinin PCR ile tanisinda immun dominant ve korunmus bir gen bolgesi

olan zarf proteinine (B2L) spesifik primerler kullanilmaktadir (Sullivan ve ark., 1994).

1.9.1. Virus Izolasyonu

Epiteliotrop o6zellikte olan Poxvirus gibi viruslarin retilmesi igin
Koriyoallontoik membrana (CAM) ekim duyarli bir metot olmakla birlikte,
giiniimiizde ¢ok kullanilmayan bir yontemdir (Oliveira ve ark, 2016). PPV’lar ve
molluscum contagiosum virusu disindaki ¢ogu Poxvirus, hiicre kiiltiiriinde kolaylikla
tirer. Molekiiler yontemlerin gelistirilmesi dncesindeki donemlerde, embriyolu tavuk
yumurtas:t  korioallantoik membranindaki inokulasyonlar, Chordopoxvirus’lart
Ortopoxvirus’lardan ayirt edebilmek igin kullanilmigtir (Christopher ve ark, 2016).
PPV'larin izolasyonu oldukg¢a gii¢ olmakla birlikte duyarli konake¢i orijinli hiicre
kiiltiirlerinde tiretilebilmektedir (Kottaridi ve ark, 2006). Bu amagla fotal kuzu bobrek
hiicre kiiltiirti (Burgu ve Toker, 1984), koyun tiroid hiicre kiiltiirii (Ergin ve Kokli,
1973), koyun thymus hiicre kiiltiirii (Oguzoglu ve ark, 2009), primer kuzu testis hiicre
kiltiirleri (Kottaridi ve ark, 2006) kullanilmistir.

1.9.2. Polimeraz chain reaction (PCR) ile niikleik asit tespiti

PPV'larin hizli tanisi igin PCR temelli gesitli analizler bildirilmistir (Gallina ve
ark., 2006; Inoshima ve ark., 2000; Nitsche, 2006 ve Torfason ve Gunadottir, 2002).
PCR testi ile tanida kritik 6neme sahip dogruluk, kesinlik ve testin amacina uygunluk

ilkelerini saglamak gibi performans kriterleri arasinda bulunan tekrar iiretilebilirlik,
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kullanict degiskenligi ve saglamlik (robustness) gibi wunsurlar tam olarak
degerlendirilmemistir (Jacobson, 1996 ve OIE, 2013).

Amaresh ve ark. (2016) arastirmalarinda, PPV'larin hizli tespiti i¢in olduk¢a
hassas bir TagMan tabanli gercek zamanli PCR testinin gelistirilmesini,
optimizasyonunu ve tam dogrulamasini rapor etmislerdir. Test, klinik numunelerde
PCR inhibitorlerinin saptanmasina ve yanlis negatif sonug¢larin tanimlanmasina izin

veren bir dahili pozitif kontrol (IPC) olarak beta-aktin kullanilarak gogullanmustir.

1.9.3. Elektron mikroskobi (EM)

EM kullanilarak direkt PPV tanis1 yapilmaktadir (Sekil 1.6). Cogu PPV’larinin
morfolojisi, tanimlamak ve bilinmeyen bir virusu dogru aileye atamak i¢in yeterince
karakteristiktir. Yontem, kesin bir teshis saglayabilir (Fenner, 2000). Kiiltiirde tiretimi
uzun siiren ve kiiltiire edilemeyen Poxviruslarin hizli ve kesin tanisinda EM “Gold”

test olarak kullanilir (Field, 1982).
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Sekil 1.6. Deri lezyonundan kazint1 preparatta PPV partikiillerinin elektron mikrografileri (Kitchen ve

ark, 2013).
(A) Cok sayida PPV. (B — D) Parapox viruslarin daha yiiksek biiylitme oranlari. Kalmn viral zarf (e,

C'de) agikga taniabilir. Olgek gubuklar1 100 nm olup, virusun yaklagik bityiikliigiinii gdstermektedir.
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Bu tez calismasinin amag ve kapsami agagida 6zetlenmistir:

e PPV enfeksiyonu yoniinden 2003 ila 2021 yillar1 arasinda pozitiflik saptanan
arsiv materyallerinde (n=9) yapilan molekiiler karakterizasyon ¢alismalari ile
viral genomun 4 farkli bolgesine spesifik dizinlerin kazanilmasi ve GenBank
veri tabanina islenmesi hedeflenmistir.

e Illgili gen bélgeleri yoniinden pozitif bulunan amplikonlarin sekans analizi ile
elde edilen dizinlerinin, NCBI-GenBank veri tabaninda bulunan dizinlerle
karsilastirilmast amaglanmastir.

e Ulkemize ait PPV’larin diinyadaki hem cinsleri ile benzerlik ve farkliliklarmin
ortaya koyulabilmesi icin, gen bdlgelerine spesifik dizinlerin filogenetik
analize tabii tutulmasi diger bir ¢alisma hedefini olusturmaktadir.

e Sahada sirkiile olan PPV suslarina yonelik retrospektif bir bilgi kazanimi
amaglanmis olup, hastaliga neden olan viruslarin yillar igcerisindeki degisimleri
ve mutasyonlar: hakkinda fikir sahibi olunmasi hedeflenmistir.

o Enfeksiyonlarla miicadelede sahada sirkiile olan viruslarin molekiiler
karakterizasyonlarinin yapilmasi énem arz etmektedir. Bu tez ¢alismasinin
nihai hedefi olarak; olusabilecek mutasyonlarin yildan yila, cografyadan
cografyaya ve tiirden tiire farkliliklar1 olabilecegi ihtimalinden hareketle, PPV
enfeksiyonlar1 ile miicadelede secilecek yolun belirlenmesinde katki

saglayacak sonuclarin elde edilmesi amaglanmastir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec¢

2.1.1. Molekiiler Calismalarda Kullanilan Ornekler

Yiiksek Ankara Universitesi

lisans tez c¢alismasi, 16.02.2022 tarihli,
Rektorliigi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (toplanti no:2022-4, dosya no:2022-

28, karar no: 2022-4-44) izni ile yapilmistir.

Bu tez ¢alismasinda, 6 adet kabuk materyali, 1 adet organ materyali, SFT-R

hiicre kiiltiiriinde iiretilen 2 adet virus izolat1 ve 1 adet referenz virus susu kullanildi.

Tiirkiye’nin farkl cografik bolgelerinden 2003 ve 2021 yillar1 arasinda koyun
(n=7) ve kecilerden (n=2) elde edilen Ankara Universitesi Viroloji Anabilim Dal1 arsiv
materyallerinden faydalamldi. Orneklerin alindigi iller ve hayvanlara ait bilgiler
Cizelge 2.1°de verildi.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan arsiv materyali ve 1 adet referenz susa ait bilgiler

Numune adi  Numune tiirii Konak¢it  Cografi orijin
TR-ORF-Izo0lat-2003 Izolat Kegi Kirikkale/Tiirkiye
TR-ORF-2007 | Kabuk materyali Keci Sanl Urfa/Tiirkiye
TR-ORF-Izolat-2019.1 Izolat Koyun Aydm/Tiirkiye
TR-ORF-2019.2 | Organ, Akciger Koyun Aydin/Tiirkiye
TR-ORF-2020.1 | Kabuk materyali Koyun Konya/Tiirkiye
TR-ORF-2020.2 | Kabuk materyali Koyun Konya/Tiirkiye
TR-ORF-2020.3 | Kabuk materyali Koyun Konya/Tiirkiye
TR-ORF-2021.1 | Kabuk materyali Koyun Cankiry/Tiirkiye
TR-ORF-2021.2 | Kabuk materyali Koyun Cankiry/Tiirkiye
D1701 | Referenz virus Koyun Almanya
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2.1.2. Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler

asagida listelendi.

1. Tag DNA Polymerase

2. 10X Buffer

3. 25mM MgCl,

4. 10 mM dNTP Miks

5. Forward Primerler (Dort farkli gen bolgesi yoniinden)
6. Reverse Primerler (Dort farkli gen bolgesi yoniinden)
7. DW

8. Pipet tipleri

9. Pipet p10

10. Pipet p100

11. Pipet p1000

12.  Nitril eldiven medium

13.  Agaroz

14.  Water - Molecular biology grade

15.  PBS Solution

16.  TAE Solution %0,5

17. Mikrosantrifiij Tilpi

Tez ¢alismasinda kullanilmak tizere temin edilen kimyasal ve sarf malzemeleri
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2.1.3. Primerler

Tez ¢alismasinda kullanilan primerler Cizelge 2.2’de belirtilmistir.

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan primerler.

Bolge Primer | Oligoniikleotit Dizileri bp | Kaynak
Ad1
ORFV011 | B2LF 5"- GCGTCCCTGGCGCAGGGCAA- 3’ 1067 | Bu caligma i¢in dizayn edildi
B2LR 5 -TTAATTTATTGGCTTGCAGAA- 3'
ORFV059 | FILF 5-ATGGATCCACCCGAAATCAC-3' 1029 | Zhang ve ark., 2015
FILR 5'-TCACACGAT GGCCGTGACCAG-3’
ORV020 VIR F 5'-ATGGCCTGCGAGTGCGCGTC- 3’ 552 | Pravas Sahu ve ark., 2022
VIRR 5'-GCCGCAGTTGTTGATGAGGAT- 3' Bu calisma igin dizayn edildi
ORFV127 | VIL-10F | 5-CAATT GGAATGTCGAAGAAC-3' 480 | Zhang ve ark., 2015
VIL-10R | 5-AGCAGAACGATACGAGAATCCGAAC-3’
2.1.4. Cihazlar

Tez calismasindaki arastirmalarda Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Viroloji Anabilim Dal1 Laboratuvari biinyesinde bulunan cihazlar kullanilmistir.

Holten Biyolojik Giivenlik Kabini

Biometra Thermal Cycler (Jena, Germany)

Bio-Rad Thermal Cycler

Sartorius Hassas Terazi

Mikrodalga Firin

Elektroforez Sistemi

Sogutmal1 Santrifiij

PicoDrop Spektro-fotometre

Class II Biyogiivenlik kabini
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10.

11.

12.

13.

14.

Kodak Gel Logic 2200 Imaging System
Vortex

+4 °C Buzdolab1

-20 °C Derin dondurucu

-80 °C Derin dondurucu
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2.2. Yontem

2.2.1. Viral Niikleik Asit izolasyonu

Tiirkiye’ nin farkli bolgelerinden 2003-2021 yillar1 arasinda elde edilmis olan

9 adet arsiv materyalinin ve 1 adet referenz virusun ekstraksiyonu konvansiyonel
fenol:kloroform:izoamil alkol metodu (25:24:1) (Sambrook ve ark,1989) kullanilarak
gerceklestirildi. DNA ekstraksiyonu sonunda spektrofotometrede 6l¢iim yapildi ve

elde edilen niikleik asitler, molekiiler ¢alismalarda kullanilincaya kadar -20 °C’de

muhafaza edildi.

2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR icin primerlere ait baglanma 1silar1 dikkate alinarak reaksiyonlar

uygulandi. Master Mix karigimi ve PCR dongiileri asagida tanimlanmustir.

Asagidaki kosullar altinda 30 pl'lik bir reaksiyon hacminde PCR iiriinleri

amplifiye edilmistir:

Tag DNA Polymerase — 0,25 pl
10X Buffer -3ul
25 mM MgCI2 -2,4ul

10 mM dNTP Miks - 0,5 pl

Forward Primer -0,5 ul
Reverse Primer -0,5ul
DW -19,85 pl
DNA ekstrakt: -3l
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Annealing 1silart (X), ORFV011 ve ORFVO059 i¢in 48 ila 60°C arasinda
degisen, ORFV020 i¢in 56°C, ORFV127 i¢in 58°C olarak kullanilmis olup, Sekil

2.1°deki reaksiyon kosullart uygulanmistir:

Denatiirasyon 96 b
Anneling X 1

Extention ) 2 34 siklus
Denaturasyon 94 1
Final Extention 50 1
12 10

Sekil 2.1. Reaksiyon Kosullar1

Pozitif amplikonlar ticari kit yardimiyla pirifiye edilmistir. Sekans analizi,
hizmet alimi seklinde yapilmistir. Elde edilen sekanslar, GenBank veri tabanindan
alman ayni gen bolgelerine yonelik sekans dizinleri ile BioEDIT programinda
karsilagtirilip hizalanmistir (Hall, 1999). MEGA programu ile elde edilen verilerin
filogenetik analizi yapilmistir (Kumar ve ark, 2016).

2.2.3. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonucunda elde edilen amplikonlar1 goriintiillemek i¢in, iginde GelRed®
(Biotium, ABD) bulunan %1,5" luk agaroz jel hazirlandi. Agaroz jelin
hazirlanmasinda ve tank tamponunda TAE (Tris Asetate-Ethylene Diamine Tetra
Acetic Acid (EDTA)) soliisyonu kullanildi. Migro dalga firin ile 1sitilan soliisyon
icinde ¢oziinen agaroz, sogumaya birakildiktan sonra iizerine 0,5 pg/ml oraninda

GelRed eklenerek ve karistirildi. Hazirlanan bu karisim, jel taraklar yerlestirilmis olan
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jel kiivetine dokiilerek 20 dakika beklendi. Katilasan jel, elektroforez tankina

yerlestirildi.

PCR sonrasi elde edilen iiriinler yiikleme boyasi (6X Loading Dye, Thermo
Scientific, Lithuania) ile karistirilarak jel igine yerlestirildi. Uriin biiyiikliigiiniin
yaklagik olarak belirlenebilmesi i¢in de 100 bp’lik merdiven (Thermo Scientific,
Lithuania) soliisyonu en dista bulunan kuyucuklara 1ul olacak sekilde koyuldu.
Uriinler yaklagik 20 dakika, 16 Volt/cm elektrik akimma tabi tutulduktan sonra jel
goriintilleme sistemi (Kodak, Gel Logic 1500) kullanilarak PCR sonucu olusan
amplikonlar UV 1s1k altinda goriintiilendi.

2.2.4. Jel Ekstraksiyon Protokolii

Cift bant goriilmesi durumunda jelde goriintiilenen spesifik bant, steril bisturi
yardimiyla %1°lik agaroz jelden kesilerek darasi alinan eppendorf tiiplere konuldu.
Agirliklart Olglilen bantlarin agirhigmin 3 katt miktarda “Buffer QG’” soliisyon
konuldu. 50 °C’ de 10 dk bekletilip eppendorf tiipteki jelin tamamen erimesi saglandi.
Numuneye 1 jel volumiinde izoproponol eklenip karistirildi. Yikama igin 750 pl
Buffer PE kolona eklenip vakumlandi. Kolon temiz 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
alinarak 14.000xg (13000 rpm) devirde 1 dk santrifiij edildi. Kolon temiz 1,5 ml’lik
mikrosantrifiij tiiplerine alinip membran merkezine 50 pl Buffer PE eklendi ve
14.000xg (13000 rpm) devirde 1 dk santrifiij edildi. Elde edilen amplikonlar kontrol
amaciyla tekrar agaroz jelde yuritiildii, uygun olanlar sekans analizine kadar -20 °C’

de saklanda.
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2.2.5. Clean-up Protokolii

Filtreler kapaklar: gevsek sekilde oda 1sisinda binding buffer konularak 12500
rpm devirde 3 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siiziilen kisim atildi. Steril
eppendorf tiiplere alinan filtrelere, PCR {iriinii ilave edilerek 12500 rpm devirde 3 dk
santrifiij edildi. Yikama islemini takiben, elution buffer ilave edildi. Elde edilen
piirifiye amplikonlar, kontrol amaciyla tekrar agaroz jelde yiritiildd, uygun olanlar

eppendorf tiip iginde sekans analizine kadar -20 °C’de saklandi.

2.2.6. Dizin Analizi

Hizmet alim1 yoluyla dizin analizi yapilmis olup, Cizelge 2.3’de gosterilen
reaksiyon karsimi ve 1s1 dongiilerinde gergeklestirildi. Sanger metoduna gore yapilan
dizin analizi i¢in ABI 3500 DNA Analyzer (Applied Biosystem, ABD) cihaz1
kullanildi.
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Cizelge 2.3. DNA Dizi Analizi Reaksiyon Karigimi ve Is1t Dongiisii.

DNA Dizi Analizi Reaksiyon Karisimi

Bilesen Forward (ul) Reverse (ul)
BigDye™ Terminator 3.1 4
Ready Reaction Mix
BigDye™ Terminator v1.1& v3.1 5X 2
Sequencing Buffer
Forward Primer (3.2 uM) 2 -
Reverse Primer (3.2 uM) - 2
Deiyonize su (RNase/DNase free) 2 2
DNA 2 2
Toplam 12 12

Program ve Dongii Sayisi

96 °C— 1 dk
96 °C— 10 sn
25 siklus
50 °C— 5 sn
60 °C— 4 dk
4 °C— Hold
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2.2.7. Molekiiler in slico analiz, Karakterizasyon ve Filogenetik Agac
Olusturulmasi

Analiz sonras1 elde edilen dizinler National Center for Biotechnology
Information (NCBI)’ 1n veri tabaninda yer alan Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) programina (Camacho ve ark., 2009) yiiklendi. Dizin analizi konfirmasyonu

saglandiktan sonra molekiiler karakterizasyon islemleri gergeklestirildi.

Sekans analizleri sirasinda histogramlar1 kontrol etmek amaciyla Molekiiler
Evolutionary Genetic Analysis version 7.0 (MEGA v.7) (Kumar ve ark., 2016)
programinin ‘‘Tracer’ bolimil kullanildi. Ayni gen bolgesine ait dizilerin ¢oklu
hizalamas: ‘‘Clustal W Aligment’” kullanilarak yapildi. Hizalama sonras1 dizinler 5’
ve 3’ uglarindan kesilerek uzunluk esitlemeleri yapildi. Niikleotid bazli degisiklikler

izlenerek karsilastirma yapildi.

Tam genom analizi yapilan 6rneklerin sekanslari ile NCBI’1n altinda yer alan
GenBank veri tabanindan referans dizinler ve diger iilke suslart alindi. BioEdit
programinda Clustal W yontemi ile hizalama islemi yapilarak filogenetik asamasina
analize ge¢ildi. Kromotogram olusturmak igin ‘‘Finch Tv’’ programindan yararlanildi.
Modelleme sonrast Maksimum Likelithood (ML) agact olusturmak i¢in programda
Maximum Likelihood istatistiksel metodu, Kimura-2 parametre modeli, 1000
bootstrap tekrar1 segildi. Islem sonunda filogenetik agac elde edildi ve agag iizerinde
tiplendirme yapildi. Dort farkli gene ait sekans verileri kullanilarak, BioEdit

programinda PPV 6rneklerinin amino asit dizinleri olusturuldu (Hall, 1999).
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3. BULGULAR

3.1. Virolojik Kontrol Sonuglari
3.1.1. Viral Niikleik Asit izolasyon Sonuclar

Dokuz adet PPV arsiv materyali ve 1 adet referenz virustan (D-1701), DNA
ekstraksiyonu ile niikleik asit eldesi gergeklestirilmis olup, DNA miktarlar
PicoDrop ™ spektrofotometre ile 6lciildii. Elde edilen iiriinlerdeki niikleik asit

miktarlar1 Cizelge 3.1’de gosterildi.

Cizelge 3.1. Saha ornekleri ve virus izolatlarina ait viral niikleik asit miktar1 (ng/uL)

Ornek ismi Viral Niikleik

Asit Miktari
1 | TR-ORF-Izolat-2003 335
2 TR-ORF-2007 183,2
3 | TR-ORF-izolat-2019.1 37,4
4 TR-ORF-2019.2 69,2
5 TR-ORF-2020.1 1324
6 TR-ORF-2020.2 2451
7 TR-ORF-2020.3 167,2
8 TR-ORF-2021.1 228,5
9 TR-ORF-2021.2 151,3
10 D1701-RV 62,8

Referenz virus D-1701, pozitif kontrol olarak PCR optimizasyonlari i¢in
kullanildi. B2L gen bdlgesine ait 1067 bp’lik, F1L gen bolgesine ait 1029 bp’lik, VIR
gen bolgesine ait 552 bp’lik ve VIL gen bolgesine ait 480 bp’lik amplikonlar %1°lik
agaroz jelde gorlintiilendi. Sekil 3.1, 3.2., 3.3 ve 3.4 te ilgili gen bolgeleri ve test edilen

orneklere ait agaroz jel goriintiileri verilmistir.
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e
1000bp 1062 bp

S00bp «———

Sekil 3.1. B2L gen bolgesi primerleri ile PCR sonucu jel elektroforez goriintiisii

1029 <+— — 1000

—» 500

Sekil 3.2. F1L gen bolgesi primerleri ile PCR sonucu jel elektroforez goriintiisii
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1000 bp

552 bp
500 bp
Sekil 3.3. VIR gen bolgesi primerleri ile PCR sonucu jel elektroforez goriintisii
1000bp «——
—» 480bp

500bp «—

Sekil 3.4. VIL gen bolgesi primerleri ile PCR sonucu jel elektroforez goriintiisii

Dort farkli gen bolgesine ait primerler kullanilarak arastirilan tiim 6rneklerde
(n=10) PPV niikleik asiti tespit edilmistir.
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Calismada kullanilan tiim &rneklerin dort gen bolgesine yonelik amplikon
pozitiflikleri, baz uzunluklart ve GenBank accession numaralar1 Cizelge 3.2°de

verilmistir.

Cizelge 3.2. Orneklere ait amplikon pozitiflikleri, baz uzunluklar1 ve GenBank Accession numaralari

Ornek Adi B2L Fi1L VIR VIL
1062 bp 1029 bp 552 bp 480 bp

TR-ORF-izolat-2003 0Q455247 | 0Q455254 | 0Q455271 0Q455261
TR-ORF-2007 0Q455252 | 0Q455256 | 0Q455276 0Q455266
TR-ORF-izolat-2019.1 | 0Q455248 - 0Q455272 0Q455262
TR-ORF-2019.2 0Q455249 | 0Q455255 | 0Q455273 0Q455263
TR-ORF-2020.1 0Q455250 - 0Q455267 0Q455258
TR-ORF-2020.2 0Q455251 - 0Q455268 0Q455259
TR-ORF-2020.3 - - 0Q455269 0Q455260
TR-ORF-2021.1 - - 0Q455274 0Q455264
TR-ORF-2021.2 - - 0Q455275 0Q455265
D1701-RV 0Q455253 | 0Q455257 0Q455270

3.1.2. Dizin Analizi ve Filogenetik Analiz Sonugclar:

Konvansiyonel PCR’da pozitif olarak belirlenen 6rneklere ait amplikonlar
dizin analizine alind1. Caligmada; B2L gen bdlgesi yoniinden 7 6rnek, F1L gen bolgesi
yoniinden 4 6rnek, VIR gen bolgesi yoniinden 10 6rnek ve VIL gen bolgesi yoniinden
9 ornekten pozitiflik elde edilmistir. Tiim pozitiflik saptanan 6rneklerden elde edilen
dizinler, GenBank’tan alinan diger PPV dizinleri ile karsilastirildi. Dort gen bolgesine
ait filogenetik analizler yapilarak, agaglar ¢izildi. Asagida ilgili gen bolgeleri
yoniinden yapilan agaglar sunulmustur (Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7, Sekil 3.8).
Filogenetik agaclarda kullanilan referanslara ait bilgiler, cizelgelerde verilmistir

(Cizelge 3.2, Cizelge 3.3, Cizelge 3.4, Cizelge 3.5).

44



MF997467.1 Orf virus isolate TR-Ankara/3/2017
KC776923.1 Orf virus strain CTF GAntep 2
KC776922.1 Orf virus strain CTF GAntep nl
1KC491191.1 Orf virus strain ORF3/2007
KC491192.1 Orf virus strain ORF4/2007
'l MN422316.1 Orf virus isolate IRQNS
1o KC491190.1 Orf virus strain ORF2/2009
GU903501.1 Orf virus isolate JS04
KU128540.1 Orf virus isolate Orf/As-Nb/2G
18 KT438515.1 Orf virus isolate Adet/003/2012
WC% DQ163058.1 Sea lion parapoxvirus 1
AY424972.1 Pseudocowpox virus
4 MF462353.1 Orf virus isolate JKINOR-19
MH790955.1 Ofrf virus isolate Mysore
. MH790953.1 Orf virus isolate Orissa 14/06
GU139356.1 Orf virus isolate Mukteswar/09
% MN422321.1 Orf virus isolate IRFH13
{ LC516489.1 Orf virus/Mongolia
KF985229.1 Orf virus isolate ISR-Talmey-Menash-12
MF497430.1 Orf virus isolate ORF15CNS
JQ936990.1 Orf virus strain TR-ORF-S-Human
KJ137700.1 Orf virus isolate ORF10100AS2
MN977226.1 Orf virus isolate 1637
KC491189.1 Orf virus strain ORF1/1975
EU327506.1 Orf virus isolate Taiping
MN316586.1 Orf virus isolate Goat PDS 2018
@ TR-ORF-2020.1-Koyun
GQ328006.1 Orf virus strain ORFV/2009/Korea
KP410902.1 Orf virus strain SA 88
KP336704.1 Orf virus strain gdzc011
KX129982.1 Orf virus isolate Goat/India
MT272780.1 Orf virus strain Nigeria
MG757233.1 Orf virus isolate MK83A
14 JN088051.1 Orf virus isolate Brazilia
KM583893.1 Orf virus strain GDQY
@ TR-ORF-Izolat-2019.1-Koyun
2l @ TR-ORF-2019.2-Koyun
s|| @ TR-ORF-2020.2-Koyun
MW492042.1 Orf virus isolate TR/ORFV/2020/Bor7
KP869119.1 Orf virus strain TR-ORF-2013-Caprine-4
KP869116.1 Orf virus strain TR-ORF-2013-Caprine-1
KP869117.1 Orf virus strain TR-ORF-2013-Caprine-2
KP869118.1 Orf virus strain TR-ORF-2013-Caprine-3
‘ KP869120.1 Orf virus strain TR-ORF-2013-Caprine-5
KC491193.1 Orf virus strain ORF5/2007
KT821472.1 Orf virus strain Caribou 2012-137
4| MH160406.1 Bovine papular stomatitis virus isolate BPSV/TR-Erz-2
MH160407.1 Bovine papular stomatitis virus isolate BPSV/TR-Erz
@ TR-ORF-Izolat-2003-Keci
KX781310.1 Orf virus isolate Konya
KX781309.1 Orf virus isolate Aksaray
MG731226.1 Orf virus isolate Isparta Cattle
MG731225.1:1-228 Orf virus isolate Afyonkarahisar Cattle
@® D1701-RV
AY605969.2 Orf virus isolate Norway
KF554010.1 Pseudocowpox virus strain TR-PCPV-Cattle-2013
25 AB044794.1 Red deer parapoxvirus New Zealand
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Sekil 3.5. B2L geni yoniinden filogenetik agag
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Cizelge 3.3. B2L gen bolgesinin filogenetik analizinde kullanilan referans dizilerin accession
numaralari, etken tiirleri, ait oldugu cografi orijin ve verilerin elde edildigi kaynak bilgileri.

Accesion no. | Tir Konakg1 Cografi Kaynak

orijin
MF997467 | ORFV Insan Tiirkiye Bayrakdar ve ark., 2018
Eg;;gggg ORFV Insan Tiirkiye Midilli ve ark., 2013
Egigﬂgg ORFV Koyun Tiirkiye Hasoksiiz ve ark., 2013 (yy)
KC491191
KC491192 ORFV Kegi Tiirkiye Hasoksiiz ve ark., 2013 (yy)
C491193
MN422316 | ORFV Keci Iran Nazeri ve ark., 2019 (yy)
MN422321 ORFV Koyun Iran Nazeri ve ark., 2019 (yy)
GU903501 ORFV Koyun Cin Liu ve ark., 2007
KU128540 ORFV Kegi Hindistan Venkatesan ve ark., 2016 (yy)
KT438515 ORFV Koyun Etiyopya Gelaye ve ark., 2016
DQ163058 Sealpox virus Deniz aslani ABD Nollens ve ark., 2006
AY424972 PCPV - - Guo ve ark., 2004
MF462353 ORFV Koyun Hindistan Nazir ve ark., 2018 (yy)
MH790953 ORFV Kegi Hindistan Yogisharadya ve ark., 2019
MH790955 ORFV Koyun Hindistan Yogisharadya ve ark., 2019
GU139356 ORFV Koyun Hindistan Venkatesan ve ark., 2010
LC516489 ORFV Keci Mogolistan Ogawa Ve ark., 2019 (yy)
KF985229 ORFV Koyun Israil Bouznach ve ark., 2013
'P\</IJF1£§39777%300 ORFV Koyun Meksika Velazques-Salinas ve ark., 2018
JQ936990 ORFV Insan Tiirkiye Karakas ve ark., 2012
MN977226 ORFV Kegci Italya Gallina ve ark., 2020
EU327506 ORFV Kegi Tayvan Chan ve ark., 2009
MN316586 ORFV Kegi Kanada Dalton, 2020 (yy)
GQ328006 ORFV Keci Giiney Kore Oem ve ark., 2009
KP410902 ORFV Kegi Kiiba Scagliarini ve ark., 2012
KP336704 ORFV Kegi Cin Zhang ve ark., 2015
KX129982 ORFV Kegi Hindistan Shivasharanappa ve ark., 2015 (yy)
MT272780 ORFV Kegi Nijerya Lawal ve ark., 2020 (yy)
MG757233 ORFV - Nijerya Adedeji ve ark., 2019 (yy)
JN088051 ORFV Kegi Brezilya Abrahao ve ark.,2011(yy)
KM583893 ORFV Kegi Cin Duan ve ark., 2015
MW492042 | ORFV Koyun Tiirkiye Kog ve Pekmez, 2021 (yy)
KP869116
KP869117
KP869118 ORFV Kegi Tirkiye Akkutay-Yoldar ve ark., 2016
KP869119
KP869120
KT821472 ORFV Ren geyigi Norveg Klein ve Tryland, 2016
mniggigs BPSV Sigir Tiirkiye Timurkan ve ark, 2021
e oy | ORFV Kegi Tiirkiye Sevik, 2017
mg;gggg ORFV Sigir Tiirkiye Sevik, 2019
AY605969 ORFV Ren geyigi Norveg Klein ve Tryland, 2005
KF554010 PCPV Sigir Tiirkiye Oguzoglu ve ark., 2014
AB044794 RDPV Geyik Yeni Zelanda Inoshima ve ark., 2001

*(yayimlanmamis)- yy
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13

12

38| 99

MW492043-TR-ORFV-2020-Borl1-F1L

MW492044-TR-ORFV-2020-Bor2-F1L

MW492048-TR-ORFV-2020-Bor6-F1L
74 |L @ TR-ORF-2019-2-Koyun-F1L

@ TR-ORF-Izolat-2003-Keci-F1L

92 @ D1701-RV-F1L
KJ610842-YM-F1L
KY412878-Orf-Mysore
@ TR-ORF-2007-Keci-F1L
KY412870-Orf-Hyderabad
M 72| r KY412875-ORFV-Orissa-14-06
99 L KY412874-Orf-Mukteswar-83-09
AY 386264-0rf-OV-SA00
MN648218-0Orf-GZ18
MW537048-Malezya-UPM-HSN-20-F1L
KY412880-Orf-Mukteswar-Vaccine
KY412871-Hindistan-Meghalaya-F1L
KC568411-Orf-FJ-ZX
MF489125-ORF-AH1404
KC568403-0rf-FJ-GO
HQ221964-Orf-Shanxi

98
61

74

62

85

56
75

— AY386263-OV-IA82-F1L

—— AF097215-NZ2-F1L

0.02

Sekil 3.6. F1L geni yoniinden filogenetik agag

AY386265-Bovine-papular-stomatitis-BV-AR02

47



Cizelge 3.4. F1L gen bolgesinin filogenetik analizinde kullanilan referans dizilerin accession
numaralari, etken tiirleri, ait oldugu cografi orijin ve verilerin elde edildigi kaynak bilgileri.

Accesion no. | Tiir Konak¢1t | Cografi Kaynak

orijin
MW492043 ORFV Koyun Tiirkiye Kog ve Pekmez, 2021 (yy)
MW492044
MW492048
KY412870 ORFV Kegi Hindistan Yogisharadhya ve ark., 2018
KY412871 Keci
KY412874 Koyun
KY412875 Kegi
KY412878 Koyun
KY412880 Kegi
AY386263 ORFV Koyun ABD Delhon ve ark., 2004
AY386264 ORFV Kegi
AY386265 BPSV Sigir
MW537048 ORFV Kegi Malezya Mangga ve ark., 2022
MF489125 ORFV Kegi Cin Wang ve ark., 2018 (yy)
KC568403 ORFV Kegi Cin Chi ve ark., 2013
KC568411 Keci
KJ610842 ORFV Kegi Cin Sheer, 2014 (yy)
MN648218 ORFV Keci Cin Zhou ve ark, 2019
HQ221964 ORFV Kegi Cin Shi, 2011 (yy)
AF097215 ORFV Koyun Yeni Zelanda | Housawi ve ark., 1998
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2 @ TR-ORF-2020.2-Koyun

67l MW492056.1 Orf virus isolate TR/ORFV/2020/Bor7
3| 4 TR-ORF-lzolat-2019.1-Koyun

!l ¢ TR-ORF-2019.2-Koyun

a1—— GQ329670.1 Pseudocowpox virus strain VR634
KU199843.1 Orf virus isolate FJ-BF2015

231 KY863431.1 Orf virus isolate gmal5

A1 MF414624.1 Orf virus isolate ORFV/Assam/LK/Goat/2014
MF414618.1 Orf virus isolate ORFV/Tamil Nadu/68/1/Sheep/2008
KP244327.1 Orf virus isolate sCh97

KU672678.1 Orf virus isolate SBF/Goabal-02/Sheep

@ TR-ORF-2021.1-Koyun

MH161456.1 Orf virus isolate hMbul5

o KU672677.1 Orf virus isolate TVCC/Shuhama-01/Sheep

9| ¢ TR-ORF-2021.2-Koyun

@ D1701-RV

15t @ TR-ORF-Izolat-2003-Keci

@ TR-ORF-2007-Keci

47| KF927111.1 Orf virus isolate SV820/10 (Cangucu)
AB522798.1 Orf virus Japan

KF927108.1 Orf virus isolate SV252/11

& TR-ORF-2020.3-Koyun

N

& TR-ORF-2020.1-Koyun
KX579062.1 Orf virus isolate Malaysia04/2012
MN648219.1 Orf virus strain CL18

0.5

MG712417.1 Orf virus strain SY17
MW537048.1 Orf virus isolate UPM/HSN-20

|r AY386263.1 Ofrf virus strain OV-1A82

23l KP010356.1 Orf virus strain SJ1

64
28

Sekil 3.7. VIR geni yoniinden filogenetik agag
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Cizelge 3.5. VIR gen bolgesinin filogenetik analizinde kullanilan referans dizilerin accession
numaralari, etken tiirleri, ait oldugu cografi orijin ve verilerin elde edildigi kaynak bilgileri.

Accesion no. | Tiir Konak¢1 | Cografi Kaynak

orijin
MW492056 ORFV Koyun Tiirkiye Kog ve Pekmez, 2021 (yy)
GQ329670 PCPV Ren geyigi | Yeni Zelanda Hautaniemi ve ark., 2010
KU199843 ORFV Kegi Cin Lin ve ark., 2016 (yy)
KY863431 ORFV Keci Arjantin Peralta ve ark., 2018 (yy)
m:zﬁiggi ORFV Kegi Hindistan Karki ve ark., 2018 (yy)
KP244327 ORFV Koyun Avrjantin Peralta ve ark., 2015
Y ORFV Koyun Hindistan Ahanger ve ark., 2016 (yy)
KU672678 o’
MH161456 ORFV Insan Avrjantin Peralta ve ark., 2019 (yy)
ﬁiggﬂi ORFV Koyun Brezilya Martins ve ark., 2014
AB522798 ORFV Serow* Japonya Inoshima ve ark., 2010
KX579062 ORFV Kegi Malezya Bande ve ark., 2016 (yy)
MNG648219 ORFV Koyun Cin Zhou ve ark., 2021 (yy)
MG712417 ORFV Koyun Cin Zhong ve ark., 2019 (yy)
MW537048 ORFV Kegi Malezya Mangga ve ark., 2022
AY386263 ORFV Koyun ABD Delhon ve ark., 2004
KP010356 ORFV Kegi Cin Chi ve ark. 2015

*Glineydogu Asya, Tayvan ve Japonya'nin ormanlik dag yamaclarina 6zgii, kisa ve keskin boynuzlari
olan ke¢i benzeri bir antilop tiiri.
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MF489159.1 Orf virus strain AH1505
— MF414692.0rf virus isolate ORFV/Mukteswar/59/05/Goat/P6
KF990121.1 Orf virus strain HBO1
KP010356-Orf virus strain-SJ1
MF414691.1 Orf virus isolate ORFV/Mukteswar/59/05/Goat/P51
i B TR-ORF-2020.1-Koyun
KP339944.1 Orf virus strain SDLC
MG674916.2 Orf virus strain NA17
MF414694.1 Orf virus isolate ORFV/Jalandhar/SP41/Goat/2007
MF414697.1 Orf virus isolate ORFV/Assam/LK/Goat/2014
Wi MF414695.1 Orf virus isolate ORFV/Ludhiana/50/Goat/2006
ONO033830.1 Orf virus isolate 9082021
MF414693.1 Orf virus isolate ORFV/Shahjahanpur/82/Goat/2004
;1 ON033832.1 Orf virus isolate 13092021
s— MF414699.1 Orf virus isolate ORFV/Bangalore/89/05/Goat
- MW537048.1 Orf virus isolate UPM/HSN-20
3 ‘,__ B TR-ORF-2020.3-Koyun
s MN977294.1 Orf virus strain OV.257/09
— Il TR-ORF-Izolat-2019.1-Koyun
— AY186732.1 Orf virus strain D1701
L1 AY386263 Orf virus-IA82
MN977295.1 Orf virus strain OV.519
23 _|- B TR-ORF-lzolat-2003-Keci
72 AY606012.1 Pseudocowpox virus isolate No71.1
KY053526.1 Orf virus strain OV-HN3/12
Bl TR-ORF-2007-Keci
MN648219.1 Orf virus strain CL18
B TR-ORF-2021.2-Koyun
a8 B TR-ORF-2021.1-Koyun
| | Il TR-ORF-2020.2-Koyun
74! ll TR-ORF-2019.2-Koyun
L MF414700.1 Orf virus isolate ORFV/Gujarat/SP26/Goat/2006
KM277583.1 Pseudocowpox virus isolate 14V10296

_58|— JQ728421.1 Pseudocowpox virus

NC 035188.1 Seal parapoxvirus isolate AFK76s1
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Sekil 3.8. VIL geni yoniinden filogenetik agag
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Cizelge 3.6. VIL gen bolgesinin filogenetik analizinde kullanilan referans dizilerin accession
numaralari, etken tiirleri, ait oldugu cografi orijin ve verilerin elde edildigi kaynak bilgileri.

Accesion no. Tiir Konakel Cografi orijin | Kaynak

MF489159 ORFV Kegi Cin Wang ve ark., 2018 (yayimlanmamis)
MF414691

MF414692

MF414693

m:zﬂiggg ORFV Kegi Hindistan Karki ve ark., 2018 (yy)
MF414697

MF414699

MF414700

KF990121 ORFV Kegi Cin Sheer, 2014 (yy)
KP010356 ORFV Kegci Cin Chi ve ark., 2015
KP339944 ORFV Kegi Cin Zhang ve ark., 2015
MG674916 ORFV Kegi Cin Huang ve ark., 2018 (yy)
8sgggg§g ORFV Keci Hindistan Gupta ve ark., 2022 (yy)
MW537048 ORFV Kegi Malezya Mangga ve ark., 2022

N Narroos | ORFV Kegi ftalya Gallina ve ark., 2020
AY186732 ORFV Koyun Almanya Rziha ve ark., 2003

AY 386263 ORFV Koyun ABD Delhon ve ark., 2004
AY606012 PCPV Ren geyigi | Norveg Klein ve Tryland, 2005
KY053526 ORFV Koyun Cin Huiqgin ve ark., 2018 (yy)
MNG648219 ORFV Koyun Cin Zhou ve ark., 2021 (yy)
KM277583 PCPV Sigir ABD Jin ve ark., 2004 (yy)
JQ728421 PCPV Deve Hindistan Nagarajan ve ark., 2014
NC_035188 Sealpox virus | Fok Almanya Giinther ve ark., 2017

Bu c¢alismada kullanilan saha 6rneklerinin Diinya’daki hem cinsleri ile dort
farkli gen bolgesi amino asit (aa) karsilastirmasinda, VIL geni yoniinden biiyiik oranda
homoloji gosterdigi, B2L, F1L ve VIR gen bolgeleri yoniinden heterojenik oldugu
tespit edilmistir. ilgili gen bdlgeleri yoniinden yapilan aa benzerlik ve farkliliklarini

gosteren sekiller agagida sunulmustur (Sekil 3.9; 3.10; 3.11; 3.12).
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Sekil 3.9. B2L gen bolgesi aa farklilik/benzerlik durumu
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Sekil 3.10. F1L gen bolgesi aa farklilik/benzerlik durumu
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4. TARTISMA

Ecthyma contagiosum (ORF), ruminantlar1 etkileyen, oldukc¢a bulasici,
kontrolsiiz hayvan hareketleri ve mera kontaminasyonu nedeniyle periyodik olarak
hafif'ila orta siddette salginlara neden olan, kendini sinirlamasindan dolay1 ¢ogu zaman
klinik ciddi bir hastalik tablosuna yol agmasa da, 6zellikle hastaligin yayildigi endemik
bolgelerde gen¢ hayvanlarda oliimler ve deri sanayii agisindan ekonomik etkileri
onemli olabilen, zoonotik viral bir enfeksiyon olarak taninmaktadir (Karakas ve ark.,
2013; McKeever ve ark., 1988 ve Midilli ve ark., 2013). Ulkemizde &zellikle Kurban
Bayramlar1 vesilesi ile ruminantlarin hayvan pazarlarina sevki siirecinde, dogudan
batiya dogru hayvan hareketlerinin artmasi ve kesim esnasinda ve/veya karkasin
islenmesi sirasinda enfekte dokularla dogrudan temas ile derideki port-antrelerden
insanlara da bulagsmasi, bu enfeksiyonun “Tek Saglik” konseptinde de yerini almasina
neden olmaktadir. Bu baglamda, enfeksiyon zincirinin hayvanlarda kirilabilmesi adina
etkin ve etkili asilama c¢aligmalarinin yiiriitiilmesi icin; enfeksiyona neden olan
viruslarin molekiiler karakterizasyonlarinin yapilarak, sirkiile olan suslarin as1 suslari
ile ne olciide oOrtiistiigii ya da ayristiginin degerlendirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu tez kapsaminda, kii¢iik ruminantlardan 2003 ila 2021 yillar1 arasinda toplanan ORF
pozitif arsiv materyalleri (n=9 + 1 referenz virus) test edilmis olup, Ulkemizde sirkiile
olan suslarin molekiiler yontemler kullanilarak yaklasik 20 yillik siirecte gegmisten
giiniimiize degerlendirilmesine olanak saglanmistir. Diinyanin farkli cografyalarindaki
hem cinsleri ve kullanilan as1 suslari ile karsilagtirilmasi sayesinde de bu enfeksiyonla

miicadeleye 151k tutucu bilgiler elde edilmistir.

ORF tanisinda, OIE manualinde Onerilen “Gold” testlerden olan elektron
mikroskobi siklikla kullanilmis olup (OIE, Terrestrial Manual, Chapter 3.8.12),
giiniimiizde hizli tani, karakterizasyon ve klinik bulgularin benzer oldugu diger
poxvirus enfeksiyonlariin ayrimini yapabilmek amaciyla molekiiler teknikler tercih
edilir olmustur (Tedla ve ark., 2018; Velazquez-Salinas ve ark., 2018 ve Venkatesan

ve ark., 2018). Elektron mikroskopi ile tanida gerekli olan deri dokiintiileri, aft ve
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kabuk materyali yan1 sira, ORF virus generalizasyonu sonrasi malignant/visceral/i¢
organ formunun gelisimi olan hayvanlarda organ materyalinin de PCR da
kullanilabilirligi, molekiiler tekniklerin daha siklikla kullanimma olanak
saglamaktadir. Bu tez kapsaminda, arsiv materyali olarak derin dondurucuda
muhafaza edilen saha 6rnegi kabuk materyalleri (n= 6), virus izolasyon caligsmasi
sonucu elde edilen hiicre kiiltiirii siipernatantlart (n=3) ve 1 adet akciger dokusu
kullanilmistir. Arastirmaya alinan tiim materyaller, PCR ile pozitif bulunmustur. Bu
baglamda, “Gold” testler disinda PCR temelli testlerin, PPV enfeksiyonunun hizli

tanisinda, incelenen Ornek tiirli yoniinden de avantajlar sundugu sonucuna varilmstir.

ORF enfeksiyonunun tarihsel ge¢misine bakildiginda, koyun ve kegilerin
konakge1 oldugu kabul edilen bir PPV enfeksiyonu olmakla birlikte (Fleming ve ark.,
2015; Nandi ve ark., 2011), molekiiler tekniklerin kullanildigi yakin tarihteki
calismalarla sigirlarin da konak¢1 spekturumunda yer alabilecegi kanitlanmistir (Sevik,
2019). Bu tez calismasinda, sadece kiiclik ruminantlardan elde edilen Parapoxvirus
pozitif &rnekler kullanilmis olup, Ulkemizde ORFV’larmin sigirlart da enfekte
edebilecegine dair molekiiler kanitlar, 2019 yilinda yapilan bir ¢alismada bildirilmistir
(Sevik, 2019). Bu tez ¢alismasinda kullanilan koyun (n=7) ve kegilere (n=2) ait
orneklerin, arastirilan gen bolgeleri yoniinden filogenetik analizlerinde, birbirlerinden
farkli kiimelenmedikleri tespit edilmistir. Bu baglamda, PPV larin tiir bazinda genetik
cesitliligi i¢in bir degerlendirme yapmak miimkiin olmamakla birlikte, tlirler arasi
gecis yeteneginin daha fazla anlasilabilmesi igin, farkl tiirlere (sigir/koyun/kegi/vb.)
ait PPV oOrneklerinin konak araligini belirleyen viral gen bolgeleri (ORFO00S8, vb.)

acisindan degerlendirilmesi gerektigi kanaatine varilmistir.

Gecmiste Poxviruslarin siniflandirilmasinda; morfolojik yapi, niikleik asit tipi,
replikasyon sekli, enfekte ettikleri konak¢1 ve neden olduklari hastaliklar gibi fenotipik
Ozelliklere ek olarak (Fenner ve ark., 1988; Fleming ve ark., 2007 ve Parrish ve Moss,
2007), serumlarin ¢apraz notralizasyon reaktivitesi ve tiirler arasindaki capraz
korumaya dayali testler kullanilmis olmakla birlikte, giinlimiizde dizin analizi bu

tekniklerin 6niine gegmistir (Venkatesan ve ark., 2018).
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Poxviruslar, yapilarinda 130 ila 200 gen igeren, linear Ozellikte ¢ift iplikli
niikleik asit barindiran en biiyiik DNA viruslaridir. Bu genlerin en az yarisi, konak
araliginin belirlenmesinde, virulans ve immun modiilasyonda gorevlidir. Bu tez
calismasinda kullanilan arsiv materyalleri, Poxviridae ailesinin Chordopoxvirinae alt
ailesinin Parapoxvirus genusunda yer alan etkenlerin dort farkli gen bélgesi yoniinden
arastiritlmistir. Secgilen bu gen boélgeleri; immunojenik yanitta (ORFVO011/B2L ve
ORFVO059/F1L), hiicresel interferon aktivitesinin inhibisyonunda (ORFV020/VIR) ve
virulens ile immun sistemden kagista gorevli (ORFV127/vIL-10) viral proteinlerdir

(Fleming ve ark., 1997; Hosamani ve ark., 2006 ve Velazquez-Salinas ve ark., 2017).

Bu calismanm amaci, Ulkemizde sirkiilasyonda olan PPV’larin yaklasik 20
yillik filodinamigini incelemek olup, arastirilan dort gen bolgesi yoniinden saha
orneklerinin filogenetik analizinde, Cin, Hindistan, Brezilya ve Uzak Dogu
tilkelerindeki viruslarla yiiksek homoloji tespit edilmistir. Calismanin bu bdliimiinde,

dort gen bolgesine yonelik bulgular ayri ayri tartigilacaktir.

PPV’larin major envelope proteini olan B2L, konak¢t araliginin
belirlenmesinde onem tasimaktadir (Hosamani ve ark., 2006). Bu tez g¢alismasi
kapsaminda B2L gen bélgesi yoniinden yapilan filogenetik analiz sonuglaria gore,
son yillara ait 6rneklerin Ulkemizden bildirimi yapilan ORF virus sekanslari ile
homoloji gosterdigi, GenBank veri tabanindan edinilen 1975 yili ila 2020 yillarina ait
Tirkiye orijinli suslarla filogenetik agacta yakin lokalize olduklar1 tespit edilmistir
(Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7, Sekil 3.8). Diinyadaki B2L sekanslari ile yapilan
karsilastirmada ise, bu tez kapsaminda karakterize edilen son yillara ait PPV
suslarmin; Iran, Israil, Taiwan, Cin ve Nijerya PPV suslar1 ile de homolog olduklar1
tespit edilmis olup, 6zellikle Hindistan, Kore, Kanada ve Brezilya suslar ile daha

yakin genetik iligkili olduklar1 belirlenmistir.
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Alpler'de yasayan yabani ruminant tiirlerinin (Alageyik-Cervus elaphus,
Chamoi-Rupicapra rupicapra ve Alp Dag Kegisi-Capra ibex), Papillomaviridae ve
Poxviridae ailelerine ait epiteliyotropik viruslar yoniinden arastirildigi bir ¢alismada
(Gallina ve ark., 2020), 2008'den 2018'e kadar toplanan 6rneklerde PPV varligi tespit
edilmistir. Hatta bir Alageyik’in her iki enfeksiyoz ajanla ko-enfekte oldugu, ORF
virus enfeksiyonuna yonelik klinik bulgu gosteren Alp Dag Kecisi (n=2) ve
Chamoi’nin (n=1) ise Bovine Papilloma Virus ile es zamanli enfekte olduklar
belirlenmigtir. Poxviruslar ve Papillomaviruslar ayni anda sigir, kanatli ve insan deri
lezyonlarinda da tespit edilmis olup, arastirmacilar bu viruslar arasinda olasi bir
avantajli etkilesim olacagi kanaatine varmislardir (Gallina ve ark., 2020). Bu tez
calismasinda ORF virus pozitifligi belirlenen 2003 yilina ait kegi orijinli bir saha
izolat1 ve Viroloji Anabilim Dali referenz virusu (D-1701), PPV B2L gen bdlgesi
yoniinden hem Tiirkiye orijinli BPSV (sigir), PCPV (sigir), Avrupa orijinli
(AY605969) ve hem de Parapoxvirus Red Deer New Zealand (PVNZ) ile yakin iligkili
bulunmustur. Bu tez calismasinda sadece kii¢iik ruminant 6rneklerindeki ORFV’lar
yoniinden bir degerlendirme yapilmis olmakla birlikte, konak¢i orijin dikkate
alindiginda kii¢iik ruminant orijinli suslarin, biiylik ruminant orijinli s6zii edilen bu
suslarla yakinlig1 dikkat ¢ekici bulunmustur. Bu baglamda, Gallina ve ark.’nin (2020)
tire Ozgli olarak kabul edilen Papilloma viruslarin farkli hayvan tiirlerini ¢apraz
enfekte etme kabiliyeti hakkindaki goriisiiniin, Parapoxviruslar icin de uygun
olabilecegi, ayrica epiteliotropik viruslarin epidemiyolojisi, dogal dinamikleri, ko-
enfeksiyon ihtimali ve patogenetik rolii hakkinda bilgi edinebilmek i¢in farkli
tirlerden elde edilecek saha drneklerinin kullanildigi daha fazla ¢aligmaya ihtiyag

oldugu kanaatine varilmistir.

PVNZ’nin tonsillerde persiste kalabildigi virus izolasyonu yapilarak tespit
edilmis olup, asemptomatik olarak enfekte hayvanlarin bu virusu tasiyabildikleri ve
duyarlh ¢iftlik hayvanlarina bulasta onemli bir kaynak olabilecekleri bildirilmistir
(Friederichs ve ark., 2015). PVNZ, Alageyik’lerden izole edilmis bir PPV tur. Bu
virusun neden oldugu zoonotik insan enfeksiyonu heniiz kanitlanmamis olsa da
insanlara virus bulagsmasinda, 6rnegin yaban hayattaki geyik karkaslarinin avcilar i¢in

potansiyel bir risk olabilecegi, Friederichs ve ark., (2014) tarafindan ileri siiriilen bir
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hipotez olmakla birlikte, persiste kalabilen bu enfeksiydz ajan i¢in 6nemli bir tespit
olarak degerlendirilmelidir. Bu tez kapsaminda arastirilan ORFV’larin B2L sekanslari,
2012 yilinda Ulkemiz’den bildirilen bir insan PPV enfeksiyonu (JQ936990) (Karakas
ve ark., 2012) ile de yakinlik gostermekte olup, bu hipotezi destekler nitelik
gostermektedir. Ayrica yine Ulkemiz’den bildirimi yapilan sigir orijinli PCPV susu
ile (KF554010), bu tez kapsaminda kullanilan D-1701 referenz susunun ve 1 adet 2003
yilia ait ke¢i orijinli PPV izolatinin genetik yakinlig1 da bu hipotezi destekleyen
benzer bir diger ornek olarak degerlendirilmistir. Gerek yaban hayatta yasayan ve
gerekse ciftlikte yetistirilen ruminantlarin ortak mera kullanimi sebebiyle temasta
bulunabilecegi gerceginden hareketle, ¢ok bulasici olan ORF virusunun ¢iftlik
hayvanlarina ve bu enfekte hayvanlarla temas eden kisilere (bakici/yetistirici/mezbaha
personeli/Veteriner Hekim gibi) bulasabilecegi riskinin bulundugu unutulmamalidir.
Konakgi-tiir bariyerinin asilmasina iligkin sonuglarin, zoonotik potansiyel yoniinden

de degerlendirilmesi gerektigi goriisiine varilmistir.

B2L gen boélgesindeki bazi spesifik kalintilarin, baz1 virus suslar1 acgisindan
konake1 tercihini belirlemekte 6nemli oldugu bildirilmistir (Velazquez-Salinas ve ark.,
2018). Bu durum, korunmada kullanilan asilar agisindan énemli olup, koyunlardan
izole edilen bir susla kecilerin asilanmasi sonucunda kullanilan keg¢i orijinli challenge
virusa kars1 korunmanin olmadigi rapor edilmistir (de la Concha-Bermejillo ve ark.,
1999). Bu nedenle kontrol programlarint etkileyebilecek sonuglar ortaya
¢ikabilmektedir. Ornegin koyun orijinli D-1701 referenz virusu ayn1 zamanda bir ag1
susu olarak da kullanilmistir (Reguzova ve ark., 2020). ORF enfeksiyonu hem
Ulkemizde hem de Diinyada bildirimi zorunlu bir hastalik olmadigi igin, neden oldugu
iretim kayiplarinin yeterince énemsenmedigine inanilmaktadir (Spyrou ve Valiakos,
2015). Ulkemizdeki ORFV enfeksiyonlarindan kazanilan saha 6rneklerinin Hindistan,
Cin ve Uzak Dogu iilkelerindeki suslarla yakin genetik iligkisi oldugu B2L
sekanslarmin filogenetik analizinde goriilmektedir. D-1701 referenz susu ise
filogenetik agacta 2003 yilindaki bir ke¢i izolati ile birlikte, genellikle Avrupa ve Yeni
Zelanda orijinli suslara yakin olarak lokalize olmaktadir. Ayrica, son yillara ait saha
orneklerinin B2L gen bolgesi dizinlerinin D-1701 gibi as1 suslarindan uzak oldugu

tespit edilmistir. Ulkemizde as1 susu olarak kullanilan ORF virusu B2L gen bolgesi
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dizini (KC491189) (Giilyaz, kisisel bilgi), sirkiile olan giincel saha suslari ile
karsilagtirildiginda TR-ORF-2020.1 isimli koyun susu ile filogenetik olarak yakin
bulunurken, diger arastirilan tiim suslarla filogenetik aga¢ta daha uzak lokalize oldugu
gorilmektedir (Sekil 3.5). 2020 yilinda sahadaki enfeksiyonun as1 susu kaynakli olup
olmadig1 bilinmemekle birlikte, bu bulgu kullanimda olan mevcut asinin sahadaki
enfeksiyonlara  karst  koruyuculugunun  arastirilmasi  gerektigi  seklinde
degerlendirilmistir. Bu konuda, Ulkemiz’deki salginlardan elde edilen kuzu ve oglak
orijinli ORFV izolatlarinin B2L gen bdlgesi yoniinden molekiiler karsilastirilmasinin
yapildigi bir ¢alismada (Gulyaz ve ark., 2020), kuzu ve oglaklardan izole edilen suslar
arasinda B2L bolgesinde genomik farkliliklar bulundugu bildirilmistir. Ayrica s6z
konusu ¢alismada, kuzu orijinli ve halen kullanimda olan PenOrf asis1 ile asilanan
oglaklarin, oglak orijinli challenge ORF virusuna karsi yeterli diizeyde korunmadigi
rapor edilmistir. Kuzu orijinli mevcut ast susunun (PenOrf), B2L gen bolgesi
yoniinden kegi orijinli izolatlara daha yakin oldugu ve genomik farkliliklar nedeniyle
kuzular1 ORF enfeksiyonuna kars1 korumadigi, hem kuzu hem oglak ORF viruslarini
iceren bivalan asilarin hazirlanmasi ve kullanilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
Yapilan bu ¢alisma (Gulyaz ve ark, 2020) ile uyumlu olarak, bu tez ¢alismasinda
kullanilan o6rneklerin B2L gen bolgesi dizinlerinin heterojenite gosterdigi
goriilmektedir. Her ne kadar ORF enfeksiyonunun miicadelesinde kullanilan as1
suslar icin, konake1 6zgiilliigii olmamakla birlikte, sirkiile olan saha suslarindaki
mutasyonlarin, as1 basarisint negatif yonde etkilebilecegi ihtimalinin g6z ardi

edilmemesi gerektigi unutulmamalidir.

PPV’larin immundominant ve en yliksek antikor olusumunu indiikleyen viral
proteini olan F1L, Ulkemizde kiigiik ruminant orijinli ORFV’larin degerlendirildigi bu
tez ¢aligmasi kapsaminda arastirilmis bir diger 6nemli proteindir. ORFV genomunun
yiiksek oranda korunmus bir pargasi olan F1L geni (Housawi ve ark., 1998) tarafindan
kodlanan 39 kDa’luk baskin bir antijenik yap1 olup (Haig ve Mercer, 1998; Haig ve
ark., 1996), Vacciniavirus H3L geni i¢in homologtur ve her iki virus birbirleriyle
yapisal benzerlikler tasimaktadirlar (Housawi ve ark., 1998). Her iki gen de
enfeksiyonda ge¢ kopyalanir ve hiicre i¢i olgun virion zarfinda eksprese edilen

immiinojenik proteinleri kodlar. H3L immiinodominant proteininin C-terminal ankraj
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proteinlerinin (Da Fonseca ve ark., 2000a) bir iiyesi olarak virus olgunlagmasinda (Da
Fonseca ve ark., 2000b) ve memeli hiicrelerine viral adsorpsiyonda gorevlidir (Lin ve

ark., 2000).

F1L gen bolgesi yoniinden, TR-2003-Ke¢i ve D-1701 referenz susu arasinda
yiiksek homoloji bulundugu tespit edilmistir. Ancak, TR-2003-Keg¢i susunun F1L geni
yoniinden NZ2 susu ile de ayn1 mutasyona sahip olmasi dikkat ¢ekici bulunmustur.
ORFV enfeksiyonuna karsi Ulkemiz orijinli herhangi bir as1 virusuna ait F1L gen
bolgesi GenBank verisi bulunamadigindan, bu bdlge yoniinden bir karsilastirma
yapabilmek miimkiin olamamustir. Ancak, Tiirkiye orijinli 2020 yilina ait ORFV
sekanslar1 GenBank veri tabaninda bulundugundan, F1L gen bdlgesi yoniinden benzer
amino asit farkliliklarmin bu viruslarda da varhigi tespit edilmistir (Sekil 3.5). Bu
baglamda, sahada sirkiile olan viruslarin F1L gen bolgesi dizinlerinin as1 suslari ile
karsilagtirilmasmin =~ gerekli  oldugu kanaatine varilmistir.  As1  suslarinin
immunojenisitenin degerlendirilebilmesi adina, bu arastirmalarin yapilmasina ihtiyag

oldugu tespit edilmistir.

VIL geni yoniinden filogenetik analizde, Tiirkiye orijinli 2003 ke¢i izolati
(Kirikkale) genetik olarak PVNZ susu ile daha yakinlik gosterirken, 2007 keci susu
(Sanli Urfa) son yillara ait koyun ORFV suslar1 ile daha yakin iligkili bulunmustur.
PPV suslariin cografik orijinlerine ve elde edildigi yillara gore bir degerlendirme
yapildiginda, farkli genetik dzellikteki suslarin Ulkemizde sirkiilasyonda oldugu tespit
edilmistir. Ustelik séz konusu her iki 6rnek kegi orijinli oldugundan, ortak mera
kullanim1 sebebiyle bu viruslarin yaban hayatta da bulunabilecegi fikrine sahip

olunmustur.

PVNZ, ilk olarak 1986 yilinda Yeni Zelanda'da goriilmiistiir (Horner ve ark.,
1987). Alageyik’ler ilk kez, 1850’lerde Avrupa'dan Yeni Zelanda'ya getirilmis olup,
aslinda Avrupa orijinli PVNZ etkeni ile Yeni Zelanda’nin ilk tanigmasinin eski

kitasindan nakille bu yillarda oldugu tahmin edilmektedir (Robinson ve Mercer, 1995).
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Ayrica bu virusun, 2011 yilindaki Italyan PPV suslarinin karakterize edildigi bir
calisma sonucunda Yeni Zelanda disinda Avrupa’da da varligi belirlenmistir
(Scagliarini ve ark., 2011). Alageyik ve sigirlar1 enfekte edebilen PPV'lar arasindaki
genetik benzerlik goz Oniine alindiginda, bu hayvan tiirlerinin PCPV, BPSV ve
PVNZ'ye duyarliligi1i degerlendirmek igin ekolojik ¢aligmalar tasarlanmasi
gerekliligi de ayni calismada (Scagliarini ve ark., 2011) bildirilmis olup; Ulkemiz’deki
kii¢iik ruminantlardan elde edilen bu suslarin (2003 ve 2007 ke¢i ORFV’lar1), PVNZ
gibi bliylik ruminantlar1 enfekte eden suslarla benzerliginin antijenik acidan ve
virulens yoniinden de degerlendirilmesi gerektigi kanaatine varilmistir. Zira PVNZ,
klinik ag¢idan da onemli ve Alageyik’lerde oliimlere yol agabilen bir virus olup,
virulensi ve patojenitesi de farkliliklar gosterebilmektedir. Bu genetik yakinligin
Ulkemiz’deki suslar agisindan énemli oldugu kanaatine varilmis olup, sahada sirkiile
olan viruslarin virulensi ve patojenitesine iliskin detayli ¢alismalarin yapilmasi, asi

kullaniml1 kontrol programlarinin basarisi agisindan 6nem arz etmektedir.

PPV’larin VIR geni viral interferon diren¢ geni olup; bu gene yonelik sekans
analizi calismalar1 sayesinde virus suslarinin heterojenitesinin  belirlenmesi,
mutasyonlarin analizi ile suslarin virulent veya non-virulent olarak siniflandirilmasi

ve genogruplarin tayini miimkiin olabilmektedir.

Koyun orijinli 2021.1 ve 2021.2 suslari, keg¢i orijinli 2003 ve 2007 ORFV’lar1
ve Koyun orijinli D-1701 referenz virusunun VIR geni filogenetik analizinde Cin,
Arjantin ve Hindistan PPV lar1 ile yakin genetik iliskide bulunduklar: tespit edilmistir.
2020 yilina ait koyun orijinli 2 adet sus ise Brezilya PPV suslari ile yakinlhk
gostermektedir. 2020 yila ait 1 adet koyun susu ve 2019 yilina ait 2 adet koyun
susunun, GQ329670 nolu PCPV ve Hindistan orijinli PPV’larla yakin iligki i¢inde
oldugu goriilmistiir. Bu gen bolgesi yoniinden yapilan filogenetik analiz sonuglari,
Ulkemiz orijinli ORFV’larmin heterojenitesini  gdstermekle birlikte, olusan
mutasyonlarin konakg1 tiirii agisindan herhangi bir farklilik gdstermedigi sonucuna
varilmistir. Bu genomik bolge yoniinden daha once yapilan bir ¢alismada (Kottaridi

ve ark., 2006), PPV izolatlarinin konakg¢i tiirlerden, cografi kokenden ve izolasyon
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zamanindan bagimsiz bir filogenetik gruplama modeli gosterdigi rapor edilmis olup,
bu tez ¢alismasinda VIR gen bolgesi yoniinden elde edilen sonuglar, literatiirdeki bu

bilgilerle paralellik gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda, 2003 ve 2021 yillar1 arasinda kazanilan
Ecthyma contagiosum (ORFV) enfeksiyonu arsiv materyali kullanilmis olup, saha
ornekleri ve 1 adet referenz susun, immunojenik yanit (ORFV011/B2L ve
ORFVO059/F1L), hiicresel interferon aktivitesinin inhibisyonu (ORFV020/VIR) ve
virulens ile immun sistemden kagista gorevli (ORFV127/vIL-10) gen bdlgeleri

molekiiler teknikler kullanilarak arastirilmistir.

Asagida tez kapsaminda elde edilen sonug ve Oneriler listelenmistir:

v" Bu c¢alismada 9 adet ORFV pozitif arsiv materyali ve 1 adet referenz sus,
retrospektif olarak molekiiler teknikler kullanilarak karakterize edilmis olup, tiim
ornekler Parapoxvirus genusu icerisinde yer alan hem cinsleri ile filogenetik agidan

yakin iligkili bulunmusgtur.

v' Parapoxviruslarin tanisinda “Gold” teknik olarak onerilen elektron mikroskopi
ve virus izolasyon tekniklerinin, uzman personel/ekipman/zaman/tani materyali
konusundaki dezavantajlarina alternatif olarak PCR temelli tekniklerin kullanimi
onerilmektedir. Ayrica, molekiiler tekniklerin epiteliotrop viral etkenler yoniinden
ayirici tanidaki avantaji da goz ardi edilmemesi gereken bir diger konu olarak

degerlendirilmistir.

v Yapilan filogenetik analizlerde, Ulkemizde sirkiile olan ORFV suslarmin
yillara gore heterojenite gosterdigi, Diinyadaki hemcinsleri ile karsilastirilmasinda,
ozellikle Hindistan, Cin ve Brezilya basta olmak iizere ¢esitli cografyalara ait

PPV’larla yakin genetik iliskili oldugu tespit edilmistir.
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v Son yillara ait saha orneklerinin, diinyada referenz virus ve as1 susu olarak da

kullanilan D-1701"den genetik olarak uzak olmasi dikkat ¢ekici bulunmustur.

v" Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen dizinler GenBank veri tabanina girilerek

accession numaralar1 (0Q455247-0Q455276) alinmustir.

v GenBank veri tabaninda Ulkemiz orijinli as1 susu oldugu teyidi sozlii bilgi
olarak yapilan bir izolata ait sadece B2L sekansi (KC491189) bulundugundan, bu
calisgmada PPV genomuna ait B2L disinda diger ii¢ bolge yoniinden de karakterize
edilen suslarin detayli karsilastirma imkani bulunamamastir. Bu baglamda, kullanimda
olan as1 suslarinin 6zellikle B2L gen bolgesi yanisira F1L gen bolgesi yoniinden de
genetik analizlerinin yapilmasi ve dizinlerin GenBank veri tabanina eklenmesi

onerilmektedir.

v Miicadele kullanilan asilarin etkinligi agisindan degerlendirmeler yapabilmek
i¢in, sirkiile olan viruslarin periyodik olarak kontroliiniin 6nemli oldugu bilinmektedir.
Bu gerekceyle PPV’larin biyogesitliligini degerlendirmek amaciyla immun yanittan
sorumlu major envelope proteini basta olmak iizere, konak¢i bagisik yanitini
baskilayarak immun sistemden kagmasimi saglayan viral gen bolgelerinin de

karakterizasyonu onerilmektedir.

v Her ne kadar PPV’larin tanisinda B2L gen bolgesine yonelik pan generik
primerler ile parsiyal bir amplikon kazanimi miimkiin olsa da, saha orneklerindeki
mutasyonlarin tim B2L geni dizinlerine erisilmesini kisitlayabilecegi kanaatine
varilmistir. Bu ¢alismada sahadan elde edilen sugslarin karakterizasyonunda, 6zellikle
PPV’larin VIR ve VIL gen bolgelerine yonelik primerler ile %2100 pozitif amplikon
eldesi miimkiin olmustur. Bu baglamda, ileride yapilacak ¢alismalarda bu iki gen

bdlgesinin tan1 amagh da kullanilabilirliginin degerlendirilmesi 6nerimizdir.

v Kiiciik ruminantlarda bulunan PPV enfeksiyonlariin biiylik ruminantlardaki
tiirlerle genetik olarak yakin iliskili oldugu tespit edilmis olup, PPV’larinin konakgi-
tiir bariyerini asabilme etkinliklerinin, zoonotik potansiyel yoniinden de

degerlendirilmesi gerektigi goriisiine varilmistir.
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OZET

Ruminant Parapox Virus Arsiv Materyallerinde ORFV011 (B2L), ORFV059 (F1L),
ORFV020 (VIR), ORFV127 (vIL-10) Genlerinin Molekiiler Tekniklerle Arastiriimasi

Poxviridae ailesinin Parapoxvirus genusunda yer alan ve ruminantlari enfekte eden
viral etkenler, ayn1 zamanda zoonotik dneme sahiptirler. Parapoxvirus genusu iiyeleri; koyun
ve keciler basta olmak {izere, sigir ve diger ruminant tiirlerinde de enfeksiyon meydana
getirmeleri yanisira, ciftgiler, hayvan bakicilari, veteriner hekimler gibi hayvanlarla ¢alisan

insanlar i¢in de risk olusturmaktadir.

Bu yiiksek lisans tezinde, arsiv materyallerinde Poxviridae ailesinin Parapoxvirus
genusunda bulunan viral etkenlerin, niikleik asit temelli PCR teknigi kullanilarak aragtirilmast
hedeflenmis olup, bu amagla Parapoxviruslarin 4 adet gen bolgesine (ORFVO11-B2L,
ORFV059-F1L, ORFV020-VIR ve ORFV127-vIL-10) spesifik primerler kullanilarak arsiv
materyalleri (n=10) PCR ile arastirilmistir. Tim pozitif 6rnekler ilgili gen bolgelerine yonelik

olarak dizin analizine tabi tutulmustur.

Yapilan filogenetik analizler ile GenBank veri tabaninda bulunan hem cinsleri ile
yakinlik ve uzakliklar1 belirlenmistir. Bu retrospektif ¢alisma sayesinde 2003 ila 2021 yillari
arasinda sirkiile olan saha viruslarinin degisimleri arastirilmigtir. Bu tez ¢iktilarinin,
Tiirkiye’de sirkiile olan saha viruslarinin yaklasik 20 yillik gegmisine 1s1k tutucu verilerinin;

parapoxviruslarin miicadelesinde kullanilabilecek programlara hizmet edecegi kanaatindeyiz.

Anahtar Sozciikler: Parapoxvirus, ruminant, saha suslari, molekiiler karakterizasyon,

Tiirkiye
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SUMMARY

Investigation of ORFV011 (B2L), ORFV059 (F1L), ORFV020 (VIR), ORFV127 (vIL-
10) Genes in Ruminant Parapox Virus Archival Materials by Molecular Techniques

Viral agents, which are in the Parapoxvirus genus of the Poxviridae family and infect
ruminants, also have zoonotic importance. Members of the Parapoxvirus genus; In addition to
causing infection in cattle and other ruminant species, especially sheep and goats, it also poses

a risk for people working with animals such as farmers, animal keepers and veterinarians.

In this master's thesis, it was aimed to investigate the viral agents in the Parapoxvirus
genus of the Poxviridae family in archival materials using nucleic acid-based PCR technique,
and for this purpose, archival materials (n=10) were searched by PCR using specific primers
for 4 gene regions of Parapoxviruses (ORFV011-B2L, ORFV059-F1L, ORFV020-VIR and
ORFV127-vIL-10). All positive samples were subjected to sequence analysis for the related

gene regions.

With the phylogenetic analyzes, the affinities and distances of the genus in the GenBank
database were determined. Through this retrospective study, changes in circulating field
viruses between 2003 and 2021 were investigated. The outputs of this thesis are illuminating
data on the nearly 20-year history of field viruses circulating in Turkey; We believe that it will

serve the programs that can be used in the fight against parapoxviruses.

Keywords: Parapoxvirus, ruminant, field strains, molecular characterization, Tiirkiye
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