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ONSOZ

Kiigiik ruminantlarin vebasi (Peste des Petits Ruminants, PPR), koyun ve kegilerde
yuksek oranda oliime neden olan viral bir hastaliktir. Hastalik, 6zellikle ekonomisi
hayvancilik temeline dayanan iilkelerde, 6nemli kayiplara neden olmaktadir. Ilk
olarak 1942 yilinda Bati Afrika’da tanimlanan hastalik, buradan subtropikal
Afrika’ya, Arap Yarimadasi’na, Ortadogu ve Gilineydogu Asya’ya yayilmistir.
Ulastig1 her cografyada olusturdugu salginlar sonucu dlkelerin hayvan varligina ve
hayvansal tretimine ciddi 6lglide zararlar vermistir. Tiirkiye’de PPR enfeksiyonunun
varligl resmi olarak ilk kez 1999 yilinda agiklansa da, iilkede virus varligi daha
onceki yillarda rapor edilmistir. Molekiiler epidemiyolojik c¢alismalar sonunda,
komsu tlkelerde aktif olarak sirkiile olan PPR virus (PPRV) enfeksiyonunun sinir
gecisine dair 6nemli bilgilere ulasilmistir. Bu calismalar sonunda tespit edilen PPR
viruslarinin  IV. genetik hata ait oldugu, bu grubun Giiney Asya, Arabistan

yarimadasi ve Ortadogu‘dan koken alan viruslar kapsadigi goriilmiistiir.

Tirkiye’de PPRV enfeksiyonun ilk tespitinden bu yana enfeksiyonun
varligi/yaygmlhiginin arastirildigi calismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin sonuglari
degerlendirildiginde iilkemizde PPRV enfeksiyonunun hizla yayildigi, enfeksiyonun
kontrol ve eradikasyonuna dair alinan tedbirlerin yeterli olmadig:1 diisiincesine
ulagilmistir. Kontrol/eradikasyon metotlarinin ilk basamagini ise duyarli, spesifik

tan1 tekniklerinin belirlenmesi konusu olusturmaktadir.

Bu noktadan hareketle planlanan bu c¢aligmada, Tirkiye’nin degisik
bolgelerinde yetistirilen koyun ve kecilerde PPRV enfeksiyonunun prevalansinin
belirlenmesi, PPRV enfeksiyonuyla ilgili olarak guncel verilere ulasilmasi,
enfeksiyonun rutin tanisinda kullanilan Fusion (F) gene dayali RT-PCR teknigi ile
Niikleoprotein (N) gen bdlgesini hedef alarak yapilacak konvansiyonel ve Real-Time
RT-PCR tekniklerinin karsilagtirilmasi ve enfeksiyonun tanisinda hizli, spesifik ve
duyarl tan1 tekniklerinin ortaya konulmasi ile enfeksiyonun kontrol/eradikasyonunda

alinmas1 gerekli tedbirlerin uygulanmasma katkida bulunulabilecektir. Ayrica
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aragtirma kapsaminda elde edilen viruslarm her iki gen bolgesi hedef alinarak
yapilacak molekiiler karakterizasyon c¢alismasi, Tiirkiye’de sirkiile olan viruslar ve

genetik yakinliklarinin ortaya konulabilmesi agisindan 6nemli olabilecektir.

Bu calisma siiresince 6zveri, sabir ve yapici elestirilerinden dolayi, Danigsman
Hocam Prof. Dr. Seval BILGE DAGALP’e, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Viroloji Anabilim Dali’nin tiim olanaklarindan faydalanmami saglayan Prof. Dr.
Ibrahim BURGU ve Viroloji Anabilim Dali Bagkam Prof. Dr. Yilmaz AKCA’ya;
yardim ve desteklerini esirgemeyen, Viroloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri Prof.
Dr. Feray ALKAN, Prof. Dr. Aykut OZKUL, Dog. Dr. M. Taner KARAOGLU ve
Dog. Dr. T. Cigdem OGUZOGLU ile tez izleme komitesi tiyesi Prof. Dr. Hakan
YARDIMClI’ya, tez ¢alismam sirasinda biiyiik katkilart olan Pendik Veteriner
Kontrol Enstitiisii Viral Teshis Laboratuvar1 Sefi Uzm. Vet. Hekim Dr. Aysel
UNSAL BACA ’ya, doktora programim boyunca birlikte ¢alistigim doktora dgrencisi
ve arastirma gorevlisi arkadaglarima, numune toplamamda yardimci olan
meslektaslarima, her zaman destek ve anlayislari icin aileme ve esim Fatma SAIT e

en icten tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Morbillivirus enfeksiyonlari yiizyillardir insan ve hayvanlarda biiyiikk kayiplara
neden olmustur. Peste des Petits Ruminants Virus (PPRV), Rinderpest Virus (RPV),
Canine Distemper Virus (CDV), Newcastle Disease (ND), Kizamik (measles, MV)
ve Kabakulak (mumps) bu alt aileye ait 6nemli viruslardandir. Yakin gegmiste deniz
memelilerinde yeni morbillivirus enfeksiyonlart tespit edilmistir. Phocid distemper
virus (PDV), foklarda; cetacean morbillivirus (CMV), yunus, balina ve ay1 baliginda

enfeksiyonlara sebep olan viruslardir (Chauhan ve ark., 2009).

Peste des Petits Ruminants (PPR); evcil ve yabani kii¢iik ruminantlarin bulasici
karakterde hizli yayilim gosteren, ates, baslangigta serdz, ilerleyen donemlerde
mukopurulent burun ve gozyasi akintisi, agiz mukozasinda hemoraji ve erozyonlar,
ishal ve bronchopneumoni ile karakterize, mortalite ve morbidite oran1 ylksek, akut
veya subakut seyirli bir hastaligidir. PPRV enfeksiyonu pseudorinderpest, kecilerin
enteritis ve erozyonlu stomatitisi, ke¢i katarhal atesi, kata, ke¢i vebasi veya stomatitis

pnoymoenteritis kompleks gibi benzer isimlerle de tanimlanmistir (Chauhan ve ark.,
2009).

Diinya ¢apinda ¢iftlik hayvani yetistiriciligi, tarimsal gelirin ortalama %40°n1
olusturmaktadir (Abubakar ve ark., 2011; Steinfeld ve ark., 2006). Afrika ve Asya’da
bircok iilkede koyun ve keci yetistiriciligi, istthdamin ve tarimin devamlilig1 igin
biiyiilk 6neme sahiptir. Bu cografyalarda PPR salginlarinin potansiyel ve gergek
ekonomik etkileri toplumun yoksul kesimleri i¢in tahmin edilemeyecek boyuttadir
(Singh ve ark., 2004). Ornegin 2004 yilinda Hindistan’da ¢ikan salgmin ekonomik
biiyiikliigiiniin 39 milyon dolar (Singh ve ark., 2004); Pakistan’da, 6lim ve degerli
damizliklarin kaybima bagl olarak yillik kaybin 342,1 milyon dolar (Abubakar ve
ark., 2011; Hussain ve ark., 2008); 2006-2008 yillar1 arasinda Kenya’da ¢ikan ve 5



milyondan fazla hayvanin etkilendigi salginda olusan ekonomik kaybin ise 15
milyon dolar oldugu tahmin edilmektedir (Baron ve ark., 2011).

Hastalik ilk defa 1942 yilinda Bati Afrika’da Fildisi Sahilleri’nde
(Gargadennec ve Lalanne, 1942) ve ardindan Atlantik Okyanusu ile Kizil Deniz
arasinda uzanan iilkelerin ¢gogunda tanimlanmistir (Chauhan ve ark., 2009; Lefevre
ve Diallo 1990). Giinlimiizde Afrika’nin tamamina yakin bir boliimii ile Giiney ve
Bat1 Asya’da hastaligim varlig1 bilinmektedir. Ikibin sekiz yilinda Tunus ve Fas’ta
cikan salgmlar (OIE, 2008; FAO, 2009) ve Cezayir’de koyunlarda PPR virusuna
kars1 antikorlarin tespiti, enfeksiyonun Avrupa Birligi sinirlarina kadar geldigini
gostermektedir (Banyard ve ark., 2010).

Asya ve Afrika’da PPR olaylarindaki belirgin artis, hastaligin yakin bolgelere
yayilma hiz1 konusundaki ciddiyeti gostermektedir. Tiirkiye’de PPR enfeksiyonunun
varligi resmi olarak ilk 1999 yilinda aciklansa da (OIE, 1999), iilkede virus varligi
daha 6nceki yillarda rapor edilmistir (Algigir ve ark.,1996; Tatar, 1998). Molekdler
epidemiyolojik calismalar sonunda komsu iilkelerde aktif olarak sirkiile olan PPRV
enfeksiyonunun sinir gegisine dair 6nemli bilgilere ulasilmistir. Bu c¢aligmalar
sonunda tespit edilen PPR viruslarinin V. genetik hatta yer aldigi, bu grubun Giiney
Asya, Arabistan yarimadasi ve Ortadogu‘dan koken alan viruslart kapsadig

goriilmiistiir (Ozkul ve ark., 2002).

1.1. Etiyoloji

Paramyxoviridae ailesi Rhabdoviridae, Filoviridae ve Bornaviridae aileleri ile
birlikte Mononegavirales takimina aittir. Paramyxoviridae ailesi paramyxovirinae ve
pneumovirinae alt ailelerine ayrilir (MacLachlan ve Dubovi, 2011). Mononegavirales

takimi1 sematik olarak Sekil 1.1°de gosterilmistir.



Paramyxoviridae
Pneumovirinae Paramyxovirinae
Respirovirus
Metapneumovirus Pt Morbillivirus
sey PIV3 ;.v\ﬂ\
TRTV cov
HMPV

Niv ]. Henipavirus
HeV

NW} Avulavirus

o]

Pneumovirus [ P¥M
( HRSV

sv:w } Rubulavirus
Filoviridae

Bornaviridae

04 Rhabdoviridae

Sekil 1.1. Mononegavirales takim1 (MacLachlan ve Dubovi, 2011).

Paramyxovirinae alt ailesi  Respirovirus, Awvulovirus, Henipavirus,
Morbillivirus ve Rubulavirus genuslarini igerir (Murphy ve ark., 1999). Genuslarin
tamimlanmasinda etkili olan biyolojik Ozellikler, genus tiyeleri arasindaki ¢apraz
reaksiyon iligkileri ile ndyroaminidaz ve hemaglitinin yuzey molekillerinin
pozisyon farkliliklar1 olarak bildirilmistir (Gibbs ve ark., 1979).



Paramyxovirinae alt ailesi Sekil 1.2°de gosterilmistir.
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Sekil 1.2. Paramyxovirinae alt ailesi (MacLachlan ve Dubovi, 2011).

Paramyxovirinae alt ailesi yaban hayattaki konakg¢ilarindan yeni izole edilen ve
heniiz tam olarak klasifiye edilememis viruslar (Ornegin; rodentlerden J.
paramyxovirus, Nariva virus ve Mossman virus; kir farelerinden Tupaia virus;
yarasalardan Menangle virus ve Mapuera virus) ile hizli bir sekilde biliylimeye devam
etmektedir. Alt ailenin heniiz klasifiye edilmemis diger iiyeleri; reptillerin Fer-de-
Lance ve Ophidian paramyxoviruslari, atlarin Salem virusu, penguenlerin Atlantik
salmon paramyxoviruslaridir. Paramyxovirinae alt ailesi i¢indeki viruslara ait bu
liste, vahsi yasam tiirlerinin incelenmesi ile daha da uzayacak ve uzama sadece yeni
viruslar1 kapsamakla kalmayacak ayni zamanda yeni genuslarin da eklenmesini

icerecektir (MacLachlan ve Dubovi, 2011).

PPRV, Mononegavirales takiminin Paramyxoviridae ailesinin
Paramyxovirinae alt ailesinin, Morbillivirus genusuna dahildir (Gibbs ve ark., 1979).
PPRV enfeksiyonu, ilk tespit edildigi yillarda, koyun ve kecilerle temas halinde
bulunan sigirlara bulasmamasi nedeniyle RPV’nin kiigiik ruminantlara adapte olmus

bir formu olarak degerlendirilmistir. Bundan yaklasik 40 yil sonra PPR virusunun



kros notralizasyon ve elektron mikroskobik c¢alismalarda fizikokimyasal Ozellikleri
yoninden RP virusundan farkli bir virus oldugu, biyolojik ve antijenik 6zellikleri
yoénunden ise, RPV ve morbillivirus genusuna dahil diger 5 virus (canine distemper
virus, measles virus, dolphin distemper virus, phocine distemper virus ve porpoise
morbillivirus virus) ile yakinligi oldugu belirlenmistir (Baron ve ark., 2011; Gibbs ve
ark., 1979). Molekiiler tekniklerin gelismesi ve niikleik asit dizin analizi ¢alismalari
ile PPR virusun RP virusundan tamamen ayri oldugu ispatlanmistir (Gopilo, 2005).
PPR virusunun uzun bir siiredir ayr1 bir virus oldugu fikri morbillivirus filogenetik
analizleri tarafindan da desteklenmektedir. Yapilan filogenetik analizde hem RP
virusun, hem de PPR virusunun ortak atalar1 olan virustan benzer uzaklikta oldugu
gortlmektedir (Baron ve ark, 2011). Bu bilgiler 1s1ginda PPR virusunun, RPV gibi
uzunca bir siiredir sirkiile oldugu anlasilmaktadir (Baron ve ark., 2011). PPRV ve

diger morbilliviruslarin filogenetik iliskisi Sekil 1.3’de gosterilmistir.

Molekiiler epidemiyolojik ¢alismalar sonunda, PPRV, F gen dizin analizlerine
gore diinya capinda 4 farkli genetik hatta ayrilmistir. Cografik dagilimiyla uyumlu,
ancak ayr1 bir serotipini ya da susunu ifade etmeyen bu 4 farkli genetik hatta ait
PPRYV suslarinin/izolatlarinin arasinda niikleotid degisimlerinin oldugu goézlenmistir
(Chard, 2008). Afrika’dan (Senegal, Sudan, Nijerya) izole edilen PPR viruslar I.
genetik hat iginde, Fildisi Sahilleri ve Yeni Gine’den izole edilenler II. genetik hat
icinde, Dogu Afrika’dan (Umman ve Sudan) ve Hindistan’dan (India TN/92) izole
edilenler I11. genetik hat icinde (Shaila ve ark., 1996; Dhar ve ark., 2002) ve
Asya’dan (Tiirkiye, Israil, Suudi Arabistan, Pakistan, Nepal, Benglades, Irak, Iran,
Hindistan, Cin) (Shaila ve ark., 1996; Wang ve ark., 2009; Ozkul ve ark., 2002) izole
edilenler 1V. genetik hat i¢inde gruplandirilmigtir. Buna gore hat I, II ve III
Afrika’da, hat III ve IV Orta Dogu’da, hat IV Giliney Asya’da tespit edilmistir. As1
suslar1 olan Nigeria/75/1 hat | iginde, Sungri/96 hat IV iginde yer almistir (Shaila ve
ark., 1996; Dhar ve ark., 2002; Muthuchelvan, 2006b).



Deniz memelileri

Gevis getirenler

Sekil 1.3. PPRV ve diger morbilliviruslarin filogenetik iliskisi (Barrett, 1999).

1.1.1. Virusun fiziksel ve kimyasal direncliligi

Paramyxoviridae ailesinin de i¢inde bulundugu zarfli viruslar, fiziksel ve kimyasal
ajanlara kars1 diger zarfli viruslara gore daha duyarlidirlar (Murphy ve ark., 1999).
PPR virusunun yari Omriiniin 56°C’de 22 dakika, 37°C’de 3.3 saat oldugu
bildirilmistir (Rossiter ve Taylor, 1994). Alkol, eter, fenol gibi yag ¢oziiciiler ve %2-
5’lik sodyum hidroksit (NaOH) cozeltisi (24 saat/litre/m2) dezenfektan olarak
kullanilabilir. Virus, enfekte karkaslarda laktik asit olusumunu engellediginden,
olimden sonra karkastaki lenf yumrularinda 40°C’de 8 giin enfeksiydzitesini
korumaktadir (Gibbs ve ark.,1979; Scott, 1990).



1.1.2. Virusun yapisi ve genom organizasyonu

Paramyxovirusa ait virionlar, diger negatif polariteli RNA viruslarinda oldugu gibi
iki yapisal lniteden meydana gelir. Virion tek zincirli RNA genomunu igeren
niikleokapsit ve dista pleomorfik lipoprotein yapida zarfdan olusmaktadir (Fields ve
ark.,1990). Pleomorfik yapidaki virusun biytikligi 150-350 nm arasinda
degismektedir (MacLachlan ve Dubovi, 2011). Cift katli ve konak hticreden koken
alan lipid zarf, virusun hiicreye girisine ve hiicreden ayrilmasina aracilik eden F ve H
glikoproteinleri olarak adlandirilan iki yilizey glikoproteini igerir (Coen ve Ramig,
2000). Negatif boyama metodu ile incelendiginde, virusun yapismasina ve hicreye
girisine aracilik eden 8-12 nm uzunlugunda glikoprotein ¢ikintilar zarf yuzeyine
sacakli bir goriinim verir (Fields ve ark., 1990; Coen ve Ramig, 2000).
Nikleokapsit, riboniikleoprotein (RNP) kompleks igine sarilmis karakteristik
“kilgik” (herring-bone) gorinimine sahiptir (Gopilo, 2005). RNP kompleks N
proteini ve RNA’ya bagli RNA polimeraz’dan (RDRP) olusur. RDRP ise katalitik L
proteini ve P kofaktor proteinini igerir. P proteini viral polimerazin en kiiglik alt
Unitesi, L proteini ise en blydk alt Unitesidir (Fields ve ark., 1990). Morbillivirus

partikili ve genom organizasyonu Sekil 1.4’de gosterilmistir.
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Sekil 1.4. Morbillivirus partikulti ve genom organizasyonu (Expasy.org).

Morbillivirus genomu negatif polariteli tek zincirli RNA igerir. Morbillivirus
genusuna ait viruslarin tam gen dizinleri ¢ikartilmistir. Genus igerisinde PPRV,
15948 nukleotid ile en uzun genoma sahiptir (Barrett ve ark., 2006). Birgok
Paramyxovirusta oldugu gibi tiim morbilliviruslarda genom, “rule of six” kuraliyla
uyumludur (Gebreeziabher, 2006). Bu kurala gore N protein her 6 niikleotidte bir
genomik RNA’ya baglanir. Etkin bir transkripsiyon ve replikasyon i¢in genomik
RNA’nin N protein ile enkapside edilmesi gereklidir. Morbillivirus genomunun
fiziksel haritasi/gen dizilimi, respirovirus ve henipavirus ile benzerlik gosterir
(Gebreeziabher, 2006).

Genom; alt1 yapisal protein [niikleokapsit proteini (N), fosfoprotein (P), matrix

protein (M), fiizyon proteini (F), hemaglutinin proteini (H) ve RNA’ya bagli RNA



polimeraz (L)] ve iki yapisal olmayan protein (C ve V proteinleri) kodlayan alti
transkripsiyonel inite igerir. Viral yapisal proteinlerin sentezlendigi initelerin
dizilimi 3'-N-P-M-F-H-L-5' seklindedir. Her bir Unite intergenik (IG) bdlge olarak
isimlendirilen 3 nikleotidlik (CTT) dizin ile birbirinden ayrilir. Bazi virus
suglarinda H-L kavsagindaki dizinler CGT seklindedir. Her bir transkripsiyonel
tinite AGGA (F gen i¢cin AGGGQG) dizisi ile baglar ve en az 4 A dizisi ile sonlanir.
Dortlii A dizisi polimeraz tarafindan mRNAnin poliadenilasyonu igin sinyal gorevi
yapar. Genomun 3’ ve 5’ ucunda sirastyla 52 ve 37 niikleotidlik (CDV ve PDV igin
38 nt.) kisa dizinler mevcuttur. 3’ ucundaki dizin “’leader’’, 5° ucundaki ise
“trailer’” olarak isimlendirilir. L gen bolgesi ile “’trailer’’ kavsagindaki dizin RPV
ve MV i¢in CTT; PPRV i¢cin CTA; DMV, CDV ve PDV i¢in CAA’dir.
Morbilliviruslara 6zgii genom organizasyonunun temel 6zelligi M gen 3’ ucunda ve
F gen 5 ucunda uzun translate edilmeyen bolgelerin [untranslated region (UTR)]
varhigidir (Chauhan ve ark., 2009). Her iki bolge, intergenik bolgelerle birlikte
yaklasik 1 kb nlkleotid uzunlugunda ve GC igerigi yiiksek translate olmayan
(UTR) bir fragment olusturur. Bahsedilen bu UTR’lerin virusun replikasyonu i¢in
esansiyel olmadigi gosterilmistir. Bununla birlikte virusun replikasyonunu
arttirmak ve ayni zamanda sitopatojenitesini minimize etmek i¢in modiilator olarak
gorev yaptiklart belirlenmistir. Sitopatojenitenin azaltilmasinin virusun dogada
varligini siirdiirebilmesi i¢in bir avantaj oldugu tahmin edilmektedir (Chauhan ve

ark., 2009).

PPRV genomunun tam dizin analizinde nikleotid diizeyinde en cok RP
virusuna benzedigi goriilmektedir. Protein diizeyinde ise 6 yapisal proteinden 5’1 ve
yapisal olmayan V protein dolphin morbillivirus (DMV) ile buyik benzerlik
gosterirken, C ve L proteinler RPV ile yiksek bir benzerlik géstermektedir (Bailey
ve ark., 2005). PPRV vyapisal proteinleri MV, RPV, CDV ve DMV yapisal
proteinleri ile karsilastirildiginda N, M, F ve L’nin en fazla korunan bolgeler
oldugu goriilmektedir. PPRV as1 susunun M, F ve P proteinleri DMV’a ait aym
proteinler ile yakin iligkilidir (Bailey ve ark., 2005).
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1.1.2.1. Nukleokapsit (N) proteini

Morbilliviruslarin  majér yapisal proteini olan niikleokapsit (N) proteini,
transkripsiyonel gradiente bagli olarak PPRV genomunda ilk transkribe olan
bolgedir (Ghosh ve ark., 1995). A¢ik okuma g¢ergevesi [open reading frame (ORF)]
108. nukleotidde UAC ile baslar ve 1685. niikleotidde AUU ile sonlanir. N gen
bolgesi 1577 niikleotid uzunlugundadir ve 525 aminoasitlik N proteini sentezlenir
(Bailey ve ark., 2005). Poliakrilamid jel tizerinde yiiriitildigiinde molekiiler
agirlign 60 kDa (PPRYV icin)-68 kDa (RPV igin) arasinda degismektedir (Diallo ve
ark., 1989). Molekiil agirligindaki bu degiskenlik proteinin post-translasyonel
modifikasyondaki fosforilasyonuna atfedilmektedir. Bugline kadar RPV N
proteinindeki bu post-translasyonel modifikasyona herhangi bir biyolojik
anlam/6nem ithaf edilmemistir. Ancak Rhabdoviridae ailesinin Uyesi olan rabies
virus (RV) icin N proteindeki bu post-translasyonel modifikasyon gergeklesmedigi
takdirde, hem RNA transkripsiyonu hem de replikasyonunda azalmanin oldugu
bildirilmistir (Gebreeziabher, 2006). N protein biitiin olarak viral RNA’y1
enkapside eder ve genom elektron mikroskop altinda 14-23 nm uzunlugunda
balik kilgig1 seklinde (herringbone-like) gorunur (Abubakar ve ark., 2011).
Genomik RNA’y1 iceren bu yapi, P ve L proteinleri ile birlikle minimal replikatif
unite olan ribonlkleokapsid protein (RNP) kompleksini olustururlar (Barrett ve
ark., 2005).

N proteini, viral ve hiicresel proteinler ile etkilesime girerek virusun yasam
dongiisinde ¢ok onemli roller Gstlenir. Bunlar; RNAase direncli niikleokapsit
olusumu i¢in RNA’nin enkapsidasyonu, replikasyon ve transkripsiyon boyunca P
ve L proteinler ile birleserek bir kompleks olusturmak ve virus toplanmasi
sirasinda M proteini ile iliski kurmaktir (Coen ve Ramig, 2000; Muthuchelvan ve
ark., 2006b). Ayrica morbillivirus N proteinin C ucu, 1s1 soku proteini Hsp72 (Heat
shock protein 72), interferon duzenleyici faktor IRF3 (interferon regulator factor 3)

ve hicre ylzey reseptorleri gibi replikasyonda ve konakgi hiicre tropizminde
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onemli olan hiicresel diizenleyici proteinler ile de etkilesim halindedir (Banyard ve

ark., 2008).

Tiim morbilliviruslarin N proteinlerinin aminoasit (aa) dizinleri ¢ikartilmistir.
Buna gore RPV, MV ve PPRV N proteini 525 aa icerirken, CDV, PDV, DMV ve
PMV 523 aa igermektedir (Diallo ve ark., 1994; Gebreeziabher, 2006).
Morbillivirus N proteinleri aminoasit diizeyinde %67-74 oraninda bir benzerlige
sahiptirler. Dizin analizleri, N proteininde farkli korunmuglukta 4 bdlgenin
oldugunu gostermistir. I. bolge; 1-120. aa.’ler arasinda yer alan, iyi korunmus ve
grup iginde %75-83 oraninda benzerlige sahiptir. II. bolge; 122-145. aa’ler
arasinda yer almakta ve %40 oraninda benzerlik gostermektedir. Il1. bolge; 146-
398. aa’ler arasi olup, %85-90 arasinda benzerlikle ¢ok iyi korunmus bir bolgedir.
IV. bolge; aym1 zamanda proteinin C terminal ucu olup, 421-523/525. aa’ler
arasindaki bolgeyi kapsamaktadir; %17-30 benzerlik oraniyla proteinin an az
korunmus ve en degisken kismidir (Diallo ve ark., 1994). N proteininin karboksi
ucundaki bu degisken yap1 morbilliviruslarin farkli genetik hatlara ayrilmasina ve
gruplandirilmasina imkan tanimaktadir (Kwiatek ve ark., 2007). Buna gore grup I:
CDV ve PDV, grup II: DVM, grup lll: MV ve RPV ve grup 1V: PPR virusunu
kapsamaktadir (Muthuchelvan ve ark., 2006b). N gen bdlgesi hedef alinarak PPRV

ve diger morbilliviruslarin filogenetik iligkisi Sekil 1.5’de gosterilmistir.
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Sekil 1.5. PPRV ve diger morbilliviruslarin N gene dayali filogenetik iliskisi
(Muthuchelvan ve ark. 2006b).

Memeli, insekt yada bakteriyel hiicrelerde yeni sentezlenmis N proteini hizla
niikleokapsit i¢inde kiimelesme seklinde birleserek proteinin yogun formunu
olusturur (Mitra-Kaushik et al., 2001). Bu N protein kiimeleri enfekte edilmis
hiicrenin hem nukleusunda, hem de stoplazmasinda tespit edilmislerdir. Niklear
transport icin gerekli sinyal, CDV N gen dizininin 70-77 pozisyonlarindaki
leucine/isoleucineden zengin motife (TGILISIL) atfedilmektedir (Gebreeziabher,
2006). Attenue edilmis Nigeria/75/1 susunun N dizininin ayni pozisyonunda
TGVMISML motifi bulunmaktadir. Nigeria/75/1 susunda 3 leucine/isoleucine
kalintisinin diger aminoasitler ile degismis olmas1 muhtemelen niiklear transport
icin gerekli sinyali degistirdiginden, PPRV N proteini nikleusta tespit
edilememistir (Gebreeziabher, 2006).

Morbillivirus genomunda N, P ve M gen bolgeleri, 3’ transkripsiyonel
gradiente bagli olarak enfekte hiicrede en fazla sentezlenen kisimlardir (Cattaneo
ve ark., 1987; Diallo, 1990; Ghosh ve ark., 1995). Ozellikle N proteini diger

PPRYV proteinlerine gore hiicre igcinde daha fazla miktarda bulunmasi nedeniyle en
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immunojenidir. Ancak bu durum virusa karsi konakgida herhangi bir koruyucu
immunite meydana getirmemektedir. Bu ylzden N proteini tani kitlerinin
gelistirilmesinde uygun bir hedeftir (Diallo ve ark, 2007; Chauhan ve ark., 2009).
RT-PCR ile yapilacak teshis icin N gen bolgesi, F ve H gen bolgeleri ile
karsilastirildiginda, ¢ok daha uygun olabilmektedir (Choundry ve ark., 2009). Bu
sebeple, N gen bolgesi hedef alinarak PPRV enfeksiyonunun teshisine yonelik
denemeler olmus ve umut verici sonuglar alinmistir (Couacy-Hymann ve ark.,
2002; George, 2002, Maganga ve ark., 2013). N primerlerinin, F primerlerinden
daha sensitif olmasit PPRV N gen transkriptlerinin, F gen transkriptlerinden daha

fazla olmasina baglanmaktadir (Ghosh ve ark., 1995).

1.1.2.2. P, V ve C proteinleri

PPRV genomunun ikinci transkripsiyonel tnitesi polisistronik P gen bolgesidir. Bu
gen bolgesinden yapisal P proteini ile birlikte yapisal olmayan V ve C proteinleri
sentezlenir (Gopilo, 2005; Bailey ve ark., 2005). P gen agik okuma cergevesi 1807.
nikleotidden baslar, 3336. niikleotide kadar uzanir. Sekseniki-86 Kd agirliginda,
509 aminoasitlik P proteini dretilir (Diallo, 1990; Barrett, 1999; Mahapatra ve ark.,
2003). P proteini proteolitik enzimlere karst duyarli olup, fosfoprotein
yapisindadir. Morbillivirus P proteini, N ve L proteinleri ile birlikte viral
polimerazi olusturur. Bu yiizden viral replikasyon i¢in esansiyel bir proteindir. P
proteini, N proteinin spesifik olmayan RNA’lar ile etkilesimini engelledigi gibi, L
proteininin N-RNA kompleksine baglanmasinada yardimeci olur (Mahapatra ve
ark., 2003).

Paramyxovirinae alt ailesine ait viruslarda mRNA’ya, RNA eklenme (RNA
Editing) bolgesine, niikleotid baglanmasi1 sonucu yeni bir translasyonel ORF olusur
ve boylece yeni bir protein sentezlenir; 1807. niikleotid ayn1 zamanda 297
aminoasitlik V proteininin ag¢ik okuma cercevesidir. P geni igerisinde 2487-2498.

niikleotidler arasindaki polimeraz eklenme bodlgesinde mRNA’ya bir G
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rezidiisiinlin eklenmesiyle yeni bir agik okuma gercevesinin olugsmasina yol agar.
Buradan N terminali P proteini ile ayn1 fakat sisteinden zengin farkli C terminaline
sahip, 67 aa.’lik V proteini kodlanir (Bailey ve ark., 2005; Mahapatra ve ark.,
2003). PPRV genomunda sekillenen bu alternatif C terminal ucu, yedi adet
korunmus sistein rezidiisiine sahiptir. Sistein rezidiilerinin metal iyonlar1 (6zellikle
cinko) baglayan bir motif olusturmak i¢in etkilesime girdigi diisiniilmektedir. Bu
Sendaivirus-5(SV5) ve Measles Virus (MV) V proteinleri icin deneysel olarak
gOsterilmistir (Bailey ve ark., 2005).

P geni icinde 82.(1829.nt) nikleotidden baslayip, 615.(2362). niikleotidde biten
ve C proteinini kodlayan ikinci bir ORF vardir (Muthuchelvan ve ark., 2006¢). C
protein baslangi¢ kodonu, P ve V protein baslangic kodonunun (1829. nt) 3°-5°
yoénunde 22. nikleotidinde lokalize olmustur. C proteini 177 aa. igermektedir; P ve
V proteinleri ile aminoasit benzerligi yoktur (Bailey ve ark., 2005). Paramyxovirus
C ve V proteinleri yapisal olmayan protein olmalarina ragmen, enfeksiyonda kritik
role sahiptirler. C-negatif mutantlarin in vitro blyime defektleri gdstermeleri,
mRNA transkripsiyon seviyesinin azalmasi ile iliskilendirilmistir. Buna karsilik V-
negatif mutantlar in vitro defektif degildirler fakat degistirilmis sitopatik etkiye ve
arttirllmig  genom/antigenom {riinlerine sahiptirler. Paramyxovirus C ve V
proteinleri, enfeksiyona karsi hiicresel immun yanitt degistirerek interferon

antagonisti olarak etki ederler (Bailey ve ark., 2005).

1.1.2.3. Matriks (M) proteini

Paramyxovirus M proteini, viral zarfin altinda yiizey glikoproteinleri ile RNP
arasinda koprii gorevi goriir. Bu yerlesime bagl olarak virionun enfekte hiicreden
tomurcuklanmas1 esnasinda onemli bir rol oynar (Peeples, 1991). Acik okuma
cercevesi 3438-4445. niikleotidler arasinda olup 335 aminoasit uzunlugunda ve
37,8 Kd agirhigindadir (Bailey ve ark., 2005; Muthuchelvan ve ark., 2006a). M

proteini, glikozlanmamis temel membran iliskili proteindir (Bailey ve ark., 2005).
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Yiizey glikoproteinlerinin stoplazmik uglariyla ve niikleokapsit ile iligki halindedir.
Konak hiicre membranindan virionun tomurcuklanmasi esnasinda zarf formunun
olusmasindan sorumludur (Gopilo, 2005). Paramyxovirus ailesi i¢inde yiiksek
korunmusluga sahip bir proteindir. Diger morbillivirus M proteinleri ile
karsilastirildiginda PPRV M proteini, bu korunmuslugu en giizel sekilde temsil
eder. M proteinin bu korunmuslugu viral morfogeneziste oynadigi 6nemli role
atfedilmektedir. Antijenik olarak yiiksek benzerlige sahip iiyelerden olusan bir
genusta bdylesi onemli bir role sahip bu proteindeki bir degisiklik “tolare

edilemez” olarak kabul edilmektedir (Bailey ve ark., 2005).

1.1.2.4. Fuzyon (F) proteini

Paramyxoviridae ailesine ait viruslarin sahip oldugu iki integral ve ylizey
proteinlerinden biri olup, virus-hlicre ve hicre-hiicre fuzyonundan sorumludur
(Seth ve Shaila, 2001). Virionun hiicre yuzeyine tutunduktan sonra konak hiicre
lipoprotein yiizey membrani ile virion lipoprotein zarfin fiizyonuna aracilik eder
(Fields ve ark., 1990). Endozomal yolla hiicreye giren viruslardan farkli olarak,
Paramyxovirus F proteini diisik pH ortamina ihtiyag duymaksizin membran
flizyonunu baglatabilir (MacLachlan ve Dubovi, 2011). Enfekte hiicre
membranindan salgilanan F proteini, hiicreler arasi fiizyona da aracilik eder.
Bdylece virusun hiicre disina ¢ikmaksizin hiicreler arasi yayilimina imkan saglar.
Bu 6zelligi sinsitya ve dev hiicre olusumlar ile kendini gosterir. Ayn1 zamanda F
proteini viral replikasyon ve virulenste de énemlidir (Coen ve Ramig, 2000). Ac¢ik
okuma cercevesi 5526-7166. niikleotidler arasinda lokalize olmustur. Bu bolgeden,
yuksek korunmusluga sahip 546 aminoasit uzunlugunda inaktif formda F, proteini
sentezlenir. Virion i¢indeki inaktif Fy proteini, tripsin benzeri hicresel enzimlerle
post-translasyonel kesim ile aktif F; ve F, alt Unitelerine ayrilir. Hiicresel
enzimlerin kesim islemi igin gerekli bolge yiiksek derecede korunmustur (Lamb ve
Kolakofsky, 2001). Virusun enfeksiyoz 6zelligini kazanabilmesi igin Fo proteininin
kesimi sarttir. Konakg¢1 hiicre post-translasyonel kesim igin yeterli enzim

icermiyorsa virus enfektif 6zelligini kazanamaz (Murphy ve ark., 1999; Fields ve
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ark., 1990). Bununla birlikte viral virulens, spesifik aminoasit proteaz tanima
motiflerinin varlig1 veya yoklugu ile de iliskilendirilir. Ciinkii flizyon proteinleri
viral enfektivite ve hicreden hicreye flizyon yoluyla yayilim igin esastir ve
Paramyxoviruslarda persiste enfeksiyonu da igine alan viral patogenezde anahtar
rol oynar. Cogu Paramyxoviruslarda, hucre-htuicre flzyonu igin F proteini ile
birlikte homotipik H/HN proteinlerinin varligi gereklidir (Seth ve Shaila, 2001). F
proteininin kesim islemi ve karakteristigi degisik aileler ig¢indeki viruslarda
farklilik arz eder. Bu bakimdan Paramyxoviruslar kesim boélgesinde tek temel
aminoasit ve ¢oklu temel aminoasit icerenler olmak {izere iki gruba ayrilir
(MacLachlan ve Dubovi, 2011). Ornegin; Avian Paramyxovirus 1 (Newcastle
hastalig1 virusu) virulent susu kesim bolgesinde ¢oklu temel aminoasit rezidiileri
icerir. Bu durum F proteininin hiicre icinde trans-Golgi aginda bir endopeptidaz
olan furin tarafindan kesilebilmesine imkan tanir. Bu enzimin tiim hiicrelerde
bulunuyor olmasi, Newcastle virusunun tiim hiicrelerde enfeksiyon yapabilmesini
saglamaktadir. Newcastle virusunun avirulent formunun Fy proteininin kesim
bolgesinde ise tekli temel aminoasit rezidiileri bulunmaktadir. Bu yiizden virusun
Fo proteini ancak hiicre dis1 proteazlar ile uygun substrat tarafindan ya da solunum
ve gastrointestinal sistemin epitelyal hicreleri icindeki tripsin benzeri enzimler
tarafindan aktive edilebilir. Bu sinirli kesim islemi virusun enfektivitesini birkag
kanath tiirliyle sinirlar ve patojenik potansiyelini azaltir (MacLachlan ve Dubovi,
2011). Kesim islemi Fy’in amino terminalinden 100 aminoasit uzakliktadir. Kesim
sonrast amino terminalinde kisa aminoasit dizini ve karboksi terminalinde uzun
hidrofobik dizin olarak ikiye ayrilir. Daha biiyiik olan kesim iiriinti F; alt Unitesi
ve kisa olan F; alt Unitesidir (Fields ve ark., 1990). F; alt Unitesi flizyon domainidir
ve iki Onemli hidrofobik bdlgeye sahiptir. Amino-terminal ucu endoplazmik
retikulumda maturasyon ve golgi aparatina giris i¢in gerekli sinyalleri tagsir.
Karboksil terminali ise kesim islemi i¢in esansiyeldir. F proteinin C ucunu
olusturan F, alt iinitesi zarf ile baglantiy1 saglayarak ii¢c boyutlu yapiyr stabilize
eder. F;’in amino ucunun bir kismi1 F; i¢ine gomuludur ancak flizyonu takiben
konformasyonel degisikliklere ugradigindan, amino ucunu hiicre membranina
gecirerek viral ve hlcresel membranlarin birlesmesini saglar (Coen ve Ramig,
2000).
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Yiizey glikoproteini olan F ve H proteinleri konakta bagisikligin devamini
saglayan nétralizan antikorlarin olusmasindan sorumludur (Diallo, 1990; Lefevre
ve Diallo, 1990). H glikoproteinine karsi olusmus nétralizan antikorlar virusun
hiicre reseptorlerine baglanmasini inhibe ederken, F proteinine karsi olusmus
spesifik antikorlar viral enfektiviteyi engelleyebilme yetenegine sahiptir
(MacLachlan ve Dubovi, 2011). Bu 06zelliklerinden dolay1 F ve H
glikoproteinlerinin as1 iiretiminde kullanilmasi mimkiindiir. F proteinine karsi
olusan antikorlarin, H proteinine gore daha yiiksek diizeyde bagisiklik sagladigi
one sirdlmektedir (Diallo, 1990; Lefevre ve Diallo, 1990).

1.1.2.5. Hemaglutinin (H) proteini

Virusun hiicre zarinda bulunan sialik asit reseptorlerine tutunmasindan sorumlu
olan yiizey glikoproteinidir. (Lamb ve Kolakofsky, 2001). A¢ik okuma g¢ercevesi
7326-9155. niikleotidler arasinda lokalize olup, 609 aminoasit uzunlugunda ve 78
Kd agirligindadir (Lamb ve Kolakofsky, 2001). Paramyxovirus H glikoproteinleri
yliksek degiskenlige sahiptir (Blixenkrone-Moller ve ark., 1996). Aslinda P
proteini ile birlikte H glikoproteini en az korunmus morbillivirus
proteinlerindendir (Seth ve Shaila, 2001). H glikoproteini ndyroaminidaz ve
hemagliitinasyon 6zelliklerine sahiptir (Seth ve Shaila, 2001). Bu biyolojik aktivite
Paramyxoviridae ailesindeki viruslarin siiflandirilmasinda kullanilan kriterlerden
biridir (Gopilo, 2005). Morbillivirus H glikoproteini sadece hemagliitinasyon
aktivitesine sahipken, pneumoviruslarm H glikoproteini her iki aktiviteyi de
gostermemektedir (Gopilo, 2005; Fields ve ark., 1990).

H glikoproteini tip 1l integral membran proteinidir. NH, domaini kuvvetli
hidrofobiktir ve viral zarfin lipid tabakasinin igine gOmiilmiistiir. Hiicre
reseptorlerinin taninmas1 ve viral tutunmaya bagl olarak, H glikoproteini

Paramyxoviruslarin major antijenik determinantidir (Seth ve Shaila, 2001).
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1.1.2.6. Large (L) protein (polimeraz protein)

PPRV genomunun 9288-15839. niikleotidleri arasindaki gen bdlgesinden 2183
aminoasit uzunlugunda Large (L) proteini- RNA’ya bagli RNA polimeraz (RNA
dependent RNA polimeraz; RDRP) sentezlenir. Bu bdlge genomun en son ve en
uzun agik okuma g¢ergevesidir. Bu sebeple en son ve en az transkribe olur. Tim
genomun kabaca %40°‘1n1 kapsar ve morbilliviruslarin en biyuk proteinidir. 250
Kd agirhigindadir (Coen ve Ramig, 2000; Diallo, 1990). L protein, transkriptaz ve
replikazin enzimatik komponentidir. Multifonksiyonel 6zellige sahip olup,
polimeraz aktivitesine ek olarak metilasyon, basliklama ve poliadenilasyon
aktivitelerini de yerine getirir (Lamb ve Kolakofsky, 2001). Polimeraz aktivitesi
icin L proteinin, RNP ve P proteini ile birlikte bir kompleks olusturmasi gereklidir.
Transkripsiyonel olarak aktif bir nikleokapsit, her bir L proteini i¢in 5-10 P
proteini icerir (Fields ve ark., 1990; Coen ve Ramig, 2000).

Morbilliviruslar i¢inde L proteini, biiylik degiskenlik gosteren iki bolge ile A,
B ve C olarak isimlendirilen yiiksek korunmusluga sahip ili¢ kisma ayrilir
(Mcllhatton ve ark., 1997). PPRV L proteininde de benzer bir yapilanma goriiliir.
PPRV L proteini, B kisminda yani 771-775. aa.’ler arasinda korunmus pentapeptit
(QGDNQ) motifine sahiptir. Motif igerisindeki D ve N’in korunmuslugu,
polimeraz aktivitesi igin Onemli olarak bildirilmistir (Chattopadhyay ve ark,
2004).

1.1.3. Viral replikasyon

Paramyxoviruslarin  replikasyonu Sitoplazmada gerceklesir. Replikasyonlari
actinomycin D varliginda ve ¢ekirdegi alinmis hiicrelerde devam edebilmektedir.
Bu o6zellik hiicre ¢ekirdegine ait fonksiyonlara replikasyon sirasinda gereksinim

duyulmadigimi gostermektedir (MacLachlan ve Dubovi, 2011). Replikasyon,
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virusun hemagliitinin glikoproteini ile hiicre sialik asit reseptdrlerine tutunmasiyla
baslar (Murphy ve ark., 1999). Tutunmay1 takiben F glikoproteini fizyolojik pH’da
viral zarf ile plazma memraninin fiizyonunu gergeklestirir (MacLachlan ve Dubovi,
2011). Niikleokapsitin konak hiicre i¢ine alinmasindan sonra viral gen ekspresyonu
icin ilk basamak transkripsiyondur (Fields ve ark., 1990). RDRP tarafindan
genomik viral RNA’nin transkripsiyonunun baslatilmasi i¢in hiicre igine serbest
birakilmisg niikleokapsitin N, P ve L proteinleri ile bir biitiin olarak kalmasi
gereklidir (MacLachlan ve Dubovi, 2011). Transkripsiyon genomun 3’ ucundan
baslar ve genler 3’ ucundan 5’ ucuna dogru sirayla kopya edilir. Gen birlesim
bolgelerindeki intergenik bolgelerin varligi, farkli bir transkripsiyon modelinin
olugsmasina neden olur. Bu “Dur-Bagla” modelidir. Her genin basinda 10
nikleotitlik gen baslama dizinleri vardir. Buna gore bir Onceki genin
transkripsiyonu bitmeden, bir sonraki genin transkripsiyonu baglamaz. Gen
sonlanmasini belirten dur sinyali (tetraniikleotidlik bitis dizini ve takiben ¢oklu U
bolgesi) ve baslama sinyalleri, viral polimeraza (RDRP) poli U kuyrugunu
sentezlemesi, sonlandirma ve sonraki genin transkripsiyonu igin gerekli sinyalleri
verir (Kawaoka, 2004). Bu sinyallerden sonra genin transkripsiyonu biter ve bir
sonraki gene gecilir. Intergenik dizinler, (ayn1 zamanda morbilliviruslar i¢inde
korunmus dizinlerdir) transkripsiyon sirasinda RDRP aktivitesini diizenler ve bu
sekilde birbirinden bagimsiz mRNA’lar sentezlenir (Coen ve Ramig, 2000). Dur-
Basla modeli ile mRNA sentezi kesintili bir sekilde gerceklestirilir. Dur-Basla
komutlart mRNA sentezini ve miktarint kontrol eder. Genomun 3’ ucundan
uzaklastikca sentezlenen mRNA miktar1 diiser (MacLachlan ve Dubovi, 2011).
Bunun nedeni, her gen kavsaginda polimeraz attenliasyonu meydana gelmesi ve
RDRP’nin baglanma etkinliginin her baglanmada giderek azalmasidir. Buna gore,
N proteini en fazla, L proteini ise en az sentezlenen proteinlerdir. Genom tek bir
promotordan 6 farklt mRNA seklinde transkribe olur (Murphy ve ark., 1999). Yeni
sentezlenmis mRNA’lar bagliklama ve poliadenilasyon islemine tabi tutulurlar
(MacLachlan ve Dubovi, 2011). Yeni sentezlenen mRNA’larin translasyonlari
konak ribozomlarinda gergeklesir (Coen ve Ramig, 2000). Translasyondan ve
tirlinlerin birikmesinden sonra replikasyon islemine gecilir. Birbirini takip eden

transkripsiyon ve replikasyon islemleri arasindaki denge N protein konsantrasyonu
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ile iliskilendirilmektedir. N proteinin, RDRP aktivitesini diizenledigi ve iki iglem
arasindaki dengeyi sagladigi disiiniilmektedir (Kawaoka, 2004). N protein
konsantrasyonu kritik seviyeye ulastiginda genomik RNA’nin 3’ ucundaki
promotor dizin transkribe edilir ve N protein yeni olusan RNA zincirine baglanir.
Bu durum polimerazin mesaj sonlandirma sinyallerini gormemesi yoniinde
degismesine sebep olur ve bdylece pozitif polariteli biitiin antigenom ipligi
sentezlenir. Sentezlenen bu antigenom ipligi N protein ile kompleks olusturur ve
negatif polariteli genomik RNA iretimi i¢in kalip olarak gorev yapar. Yeni
sentezlenen genomik RNA’lardan mRNA sentezinin ikinci fazi baslar ve bdylece
viral protein sentezi hizli bir sekilde gergeklestirilir (MacLachlan ve Dubovi, 2011).

Morbilliviruslarin replikasyonu Sekil 1.6’da gosterilmistir.

3 5 (-) RNA
Tranzlasyon —J» wimal
Birineil transkripsiyvon r potedn
mRH& .
_,....-a" \ Beplikasyon
Tkineil transkripsivon
' -
l 3(+) RNA
T 5 Yiros
l RHA (-)

Yirdon

Sekil 1.6. Morbilliviruslarin replikasyonu (Kawaoka, 2004).

Replikasyonu takiben viral birlesme baglar. Niiklokapsit birlesmesi ilk olarak N
proteinin viral genomik RNA ile birlesmesi ve takiben yardimci niikleokapsit
proteinlerinin eklenmesi ile gerceklesir (Coen ve Ramig, 2000). Viral birlesme
plazma membraninda gergeklesir ve ayni bolgeden tomurcuklanma ile enfektif
partikiiller serbest kalir. Virion olgunlagmasi, konak hiicre membraninda viral
glikoproteinlerin birlesmesi, matriks proteini ve diger nonglikolize proteinlerin bu

degisen konak hiicre membrani ile birlesmesi, nlkleokapsitin M proteini altina
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siralanmasi ve olgun virionun olusup tomurcuklanmasi ile hiicreden ¢ikisini kapsar

(Murphy ve ark., 1999).

1.2. Epizootiyoloji

1.2.1. Konak arah@

PPR kiigiik ruminantlarin 6énemli bir patojeni olup, ¢cogunlukla koyun ve kegilerde
enfeksiyona sebep olur. Ancak sigirlarda da PPR virusuna karsi ¢apraz korumanin
sekillendigi subklinik enfeksiyonlarin oldugu bildirilmistir (Diop ve ark., 2005).
Hastalik kegilerde, koyunlara gore daha siddetli seyreder. Koyunlarda bazen
herhangi bir klinik bulgu tespit edilmezken, kecilerde enfeksiyona bagli klinik bulgu
ve Olimler bildirilmistir (Gopilo, 2005). Taylor (1984) koyunlarin PPRV
enfeksiyonuna karsi kalitsal olarak direngli olmalarina ragmen, bazen saha suslari
tarafindan genetik direncin asilarak yiiksek mortaliteye neden olan salginlara yol
acabilecegi hipotezini ileri siirmiistiir. Yesilbag ve ark. (2005) Bursa ve gevresinde
yaptiklar1 ¢aligmada, PPR enfeksiyonundan kegilere oranla koyunlarin daha ¢ok
etkilendigini bildirmislerdir. Bu durumu bdlgede koyun yetistiriciliginin daha yaygin
olmasma baglamiglardir. Sigir, manda, deve ve domuzlar PPRV ile enfekte
olabilirler, ancak genellikle subklinik enfeksiyon seyri gosterirler (Chauhan ve ark.,
2009). Sigirlarin PPRV ile subklinik olarak enfekte edildigi kabul edilir. Ancak
kondisyonu diisiik olan sigirlarda enfeksiyonu takiben RP’ye benzer klinik belirtiler
gozlenmistir. Deneysel olarak PPRYV ile enfekte edilen buzagilarda klinik hastalik ve
takiben 6liim sekillendigi de bildirilmistir (OIE, 2012).

Etiyopya’da 1995 yilinda develerde, RP benzeri yiiksek bulasiciliga sahip
hastalik tablosu ile karakterize bir salgin sonrasinda PPR virusa kars1 antikor varligi

tespit edilmistir (Roger ve ark., 2001).
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Hindistan’da klinik olarak 385 mandanin %13’iiniin etkilendigi, konjunktival
konjesyon, yogun salya akintis1 ve depresyon belirtileriyle karakterize RP benzeri bir
salgindan PPRYV izole edildigi bildirilmistir (Govindarajan ve ark., 1997; Chauhan ve
ark., 2009).

PPRV, hem dogal yasam ortamimda hem de deneysel olarak yabani
hayvanlarda enfeksiyon olusturmaktadir. Antilop ve diger kiigiik yabani ruminantlar
hastaliktan siddetli olarak etkilenmektedir (Abu Elzein ve ark., 2004). Ceylan
(Gazella dorcus), yaban kegisi (Capra ibex nubiana), Giiney Afrika ceylani (Oryx
ceylan) ve Laristan koyunlarindaki (Ovis oryantal laristanica) 6liimlere bagli olarak
klinik hastalik bildirimi yapilmistir. ~ Amerikan beyaz kuyruklu geyiklerin
(Odocoileus virginianus) deneysel olarak enfekte edildikleri rapor edilmistir.
(Hamdy ve Dardiri, 1976; Wohlsein ve Saliki, 2006). Giur ve Albayrak (2010)
Sanliurfa’daki bir hayvancilik isletmesinde bulunan siyah kuyruklu ceylanlardan
[Goitered Gazelle (Gazella subgutturosa subgutturosa)] aldiklar1 82 adet serum
orneginin 10 adedini CELISA ve VNT ile PPRV spesifik antikorlari yoniinden pozitif

bulmuslar ve hastaligin ceylanlardaki varligin1 Tiirkiye’de ilk defa gostermislerdir.

Balamurugan ve ark. (2012), Asya aslanina (Panthera leo persica) ait donmus
dokuda tespit ettikleri virusun N, F ve M genlerinin kismi dizin analizlerine gore 1V.
genetik hata ait PPRV oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 zamanda bu rapor Asya

aslanlarinda PPRYV izolasyonu ile ilgili ilk bildirim olmustur.

PPRV enfeksiyonuna yakalanmig hayvanlarla temasta olan insanlar hastalik
yoniinden herhangi bir risk tagimamaktadir. Simdiye kadar heniiz PPRYV ile ilgili
insanlarda bir enfeksiyon bildirimi olmamistir (OIE, 2012).



23

1.2.1.1. Bulagsma ve yayilim

PPRV dis ortamda hastalik yapabilme yetenegini kisa siirede yitirdiginden,
bulagsmadaki en 6nemli yol, siirii i¢ginde bulunan akut atesli donemdeki hastalarin
duyarli hayvanlarla olan yakin temasidir (Gopilo, 2005). Hasta hayvanlarin goz,
burun ve agiz akintilari ile digkisi yiiksek miktarlarda virus igcermektedirler. Bu
sekret ve ekskretler yoluyla (6zellikle enfekte hayvanlarin aksirma ve tiksirmalari
ile) kiigiik enfektif damlaciklar ortama yayilir ve duyarli hayvanlar bu damlaciklar
solunum yolu ile almak suretiyle hastaliga yakalanirlar (Gopilo, 2005). Olumsuz
hava kosullarinda kegi ve koyunlarin bir araya toplanmalar1 yakin temas1 beraberinde
getirdiginden, enfeksiyonun bulagmasi i¢in 6nemli bir firsat olusturmaktadir
(Albayrak, 2007). Yakin temas hastaligin yayilmasinda onemli bir yol olmakla
birlikte, kontamine yatak, yemlik ve sular da ek bir bulasma kaynagi
olusturmaktadirlar. Ancak RP virusuna benzer sekilde PPR virusunun canliligini dis
ortamda uzun siire koruyamamasi, yag c¢oOziciilere karst hassasiyeti kontamine

materyal ile bulagma riskini azaltmaktadir (Gopilo, 2005).

Ezeibe ve ark. (2008) PPR enfeksiyonu sonrasi diskinin virus sagilimindaki
roliinii belirlemeye yonelik yaptiklar1 caligmada, enfeksiyon sonrasi iyilesen 40
kecinin 11. haftaya kadar PPRV hemaglutininlerini, 9 keginin de viral antijenleri
sagmaya devam ettiklerini tespit etmislerdir. Bu ¢alisma dikkate alindiginda,
kontrolsliz hayvan hareketleri sonucunda yer degistiren dogal enfekte hayvanlarin

duyarli populasyonlar i¢in biiyiik bir risk olusturabilecegi akla gelmektedir.

Guncel bir konu olarak PPR virusun yayiliminda yaban hayatin roli dikkatleri
iizerine ¢ekmektedir. Ancak heniiz yeterli epidemiyolojik verilerin olmamasindan

dolayr daha detayli arastirilmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (Baron ve

ark., 2011).
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1.2.2. Cografik dagihm

PPR ilk tespitinin ardindan Atlantik okyanusu ile Kizildeniz arasindaki Afrika
tilkelerinin ¢ogunda tespit edilmistir (Lefevre ve Diallo, 1990). Etkilenen bolgeler
Dogu Afrika’da kuzeyde Misir; giineyde Kenya; Bati Afrika’da Gabon’a kadar
uzanmaktadir (Chauhan ve ark., 2009). Molekiiler tekniklerin yardimiyla Sudan
(2000), Uganda (2007) ve yakin ge¢miste Tanzanya’dan (2008 ve 2010) izole edilen
viruslarin I1l. genetik hata dahil olduklari tespit edilmistir (Banyard ve ark., 2010).
PPR hemen hemen tiim Orta Dogu iilkeleri ile Tiirkiye’de tespit edilmistir (Chauhan
ve ark., 2009; Ozkul ve ark., 2002). Hastalik Hindistan ve Giiney Bat1 Asya’da
yaygin bir sekilde goriilmektedir (Shaila ve ark., 1989). Giinlimiizde Sahara ve
Ekvator arasindaki genis bolgede yer alan Afrika lilkelerinin ¢ogunda, Orta Dogu
iilkelerinde (Arap yarmmadasi, Israil, Suriye ve Urdiin) ve Hint yarimadasinda
hastaligin  varligi bildirilmistir. Nepal, Hindistan, Banglades, Pakistan ve
Afganistan’da PPR salginlarinin oldugu bilinmektedir (Abdollahpour ve ark., 2006).
PPR virusun 4 farkli genetik hattinin cografik dagilimi Sekil 1.7°de gosterilmistir.
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:Hat I Hat II - Hat III - Hat IV

Sekil 1.7. PPRV’nin 4 farkli genetik hattinin cografik dagilimi (Minet ve ark., 2009)

Tirkiye’nin  Trakya bolgesinde PPRV enfeksiyonunun tespiti  virusun
bilinirligine ve Avrupa’nin diger bolgelerine yayilma potansiyelinin sorgulanmasina
neden olmustur (Ozkul ve ark., 2002; Banyard ve ark., 2010). Ayrica Tiirkiye,
Hindistan, Iran, Irak’da son yillarda goriilen biiyiik salginlar PPR virusun Kuiresel
insidensinde dikkate deger bir artigin oldugunu gostermektedir (Banyard ve ark.,
2010). Enfeksiyon yillardir Asya ve Afrika’da salginlar seklinde hikim surmekte
iken, son yillarda Avrupa Birligi sinirlarina yakin bolgelerde de rapor edilmesi,
hastaliga olan ilginin hem bilimsel ¢evrelerde hem de medyada artmasina sebep
olmustur. Buna o6rnek olarak, Fas’taki PPR salgin1 ve Kuzey Afrika’daki PPRV
enfeksiyonunun potansiyel varligi nedeniyle Giiney Avrupa’ya enfekte hayvanlarin
gecis riskinin artmas1 verilebilir. Tarihsel olarak Fas ve Ispanya arasinda varolan
koyun ve keci ticareti oldukca dnemlidir. Bu yiizden hastaligin basarili bir sekilde
kontrol edilebilmesi igin, Avrupa iilkelerinde de siirveylans g¢alismalarinin

strdurtlmesinin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir (Minet ve ark., 2009).
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1.2.3. Klinik belirtiler

PPRV enfeksiyonunda, gesitli faktorlere (hayvanin tiirii ve yasi, virusun virulensi ve
miktari, sekonder enfeksiyonlarin gelisimi vb.) baglh olarak perakut, akut ve
subakuta kadar degisen farkli klinik tablolar g&zlenir (Diallo, 1988; Lefevre ve
Diallo, 1990). Enfekte koyun ve kegciler biraz siddetli olmakla birlikte RPV ile
enfekte sigirlarin gostermis oldugu Klinik belirtilere benzer bir tablo sergiler. Enfekte
stirtideki mortalite oran1 hayvanin tiirli, yas1 ve sekonder enfeksiyonlarin varlig: ile
iligkili olarak %10-90 arasinda degisir. Koyun ve ke¢i irklar1 arasinda degisik
derecelerde PPRV enfeksiyonuna karsi dogustan bir direng olmakla birlikte, yasa
bagl diren¢ mortalite oranlarini etkilemektedir. Oyleki kuzu ve oglaklarda hemen
hemen %2100 oraninda 6lim goriliirken, genglerde %40, yetiskinlerde ise %10
civarinda goriilmektedir. Inkubasyon periyodu virus miktar1 ve enfeksiyon yoluna
bagli olarak ortalama 3-9 giin arasinda degisir (Baron ve ark., 2011). Enfeksiyonu
takip eden 3-4 glnluk inktbasyon siiresince virus orofarengeal lenf yumrularinda
replike olduktan sonra kan ve lenf yolu ile affinite duydugu primer organlardan
oncelikle akciger olmak {izere diger doku ve organlara yayilir (Gibbs ve ark., 1979).
Bu siire sonunda, viicut 1sisinda 40-41,5°C derecelere ulasan artis goriiliir. Ates

yukselmesinden birkag giin sonra 6limle sonuglanan perakut form nadiren goralir.

Yaygin olarak goriilen akut formda, ates bir haftaya kadar uzar ve hastaliga ait
semptomlar bu formda goriliir. Bu donemde 16kopeni, agiz, burun ve goz
mukozasinda konjesyon ile gdz-burun akintisi dikkati ¢eker. Beyaz hiicre sayisi
referans degerlerin yaklasik %10 kadar altinda kalir ve ancak nekahat doneminde
normal seviyesine doner. Atesin yiikselmeye baslamasindan sonra agiz ve vajina
mukozasinda nekrotik lezyonlar goriilmeye baslar. Baslangicta kiigiik gri-beyaz
renkte ve nokta seklindeki nekroz odaklari zamanla biiyiir ve yayilirlar. Once yanak
ve alt dudagin i¢ kisminda, bazen bunlara ek olarak dilin {ist ve yan kenarlarinda
goriliir. Agiz ve yanaklardaki nekrotik odaklar hizla erozyona ugrar ve sari-mat
beyaz renkli hiicre yikintilariyla ortiilii bir hal alir. Ardindan yangili dokudan salinan

eksudat ile kabuk baglar. Erozyonlar farenks ve dilin alt yiiziine dogru yayilabilirler.
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Hasta hayvanlarda asir1 salivasyon ve su tiikketimi goriiliir. Ancak ¢igneme ve
yutmaya bagli giigliiklerden dolayi, yem alma azalmis ya da durmustur. Hastalar
huzursuz, depresif ve anorektiktir. Yuzeysel solunum yaparlar ve nefes kot
kokuludur (Baron ve ark., 2011). Solunum gii¢liigiine bagli olarak bas ve boynu ileri
uzatma, burun deliklerini agma, dili disar1 ¢ikarma ve hafif iniltili bir Okstiriik
gozlemlenir. Baslangigta serdz karakterde olan agiz, burun ve goz akintilar1 sekonder
bakteriyel enfeksiyonlarla yogun ve sar1 renkli bir hal alir. Bu akintilar ¢eneyi ve
gozalti killarini 1slatir ve sonrasinda kurur. Bu kuruma géz kapaklarinin yapigmasina,
burun tikanmasiyla da nefes almada giigliige neden olur (FAO, 1999). Enfeksiyonun
baslamasindan 1-3 gin sonra ishal gorilur. Olim genellikle hastaligin
baslamasindan 5-12 gun sonra gergeklesir. Enfeksiyon sirasinda gebe olan anneler
yavru atabilir. Nekahat donemi birka¢ hafta siirebilir ve bu dénem zarfinda beyaz
kan hucreleri normal seviyelerine yavas yavas geri donerler. Agizdaki lezyonlar 2-3
hafta gibi bir siirede iyilesir. Enfeksiyon sirasinda beyaz kan hiicrelerinin
miktarindaki gecici azalma bagisiklik sisteminde genel bir zayiflamaya neden
oldugundan, latent ya da kronik enfeksiyonlarm ve diger patojenlerce olusturulan
ikincil enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlamaktadir (Baron ve ark.,

2011).

PPR enfeksiyonunun subklinik formunda, akut formda oldugu gibi belirgin bir
klinik tablo gozlenmez. Hafif solunum sistemi bozukluklari ve arasira goriilen
dalgal1 ates disinda 6nemli bir klinik belirti tespit edilemez. Bu belirtilerin siddeti
hayvanin yasi, tiirii ve bireysel direncine gore degisir. Hastalik 10-15 gun surer.
Subklinik formun son evresinde dis etleri, agiz, dil, burun mukozasi ve yanak
papillalarinda papiiloz ve piistiiloz benzeri patolojik degisiklikler gézlenir. Bazen bu
papiil benzeri lezyonlara derinin kilsiz boélgelerinde de rastlanir (Lefevre ve
Diallo,1990; Gil ve ark., 2006). Hastada goriilen deri lezyonlarmin (papiiller)
cicekle, agiz lezyonlarinin ektima ile karistirilma ihtimali s6z konusudur (Giil ve

ark., 2006).



28

Hastaligin subakut formu, 1-2 giin siiren viicut isisinda 1lhmli bir artis ile
birlikte, 2-3 giin siiren ve fazla dikkat ¢ekmeyen mukozal akinti ile karakterizedir.

Hastaligin bu formunda 6liim goériilmez (Diallo, 2006).

1.3. Patogenez

PPRV lenfotropik ve epiteliyotropik karakterde oldugundan, en siddetli lezyonlar
lenfoid ve epitel dokudan zengin organ sistemlerinde gorulur (Abubakar ve ark.,
2011; Scott, 1981). Nazofarengeal mukoza PPR virusunun konak¢iya bulasmasindaki
en onemli girig yoludur. Damlacik enfeksiyonlarina bagl olarak aerosol yolla viicuda
iist solunum yolundan giren virus, diger doku ve organlara buradan yayilir. Bu
yuzden enfekte akciger dokusu yiiksek oranda virus igerir. Aerosol yolla bulasmay1
takiben basta tonsillerde olmak iizere, farengeal ve mandibular lenf nodillerinde
primer enfeksiyon sekillenir (Baron ve ark., 2011). Viremi, enfeksiyondan 2-3 gin
sonra, klinik belirtilerin gérilmesinden 1-2 giin 6nce gelisir. Viremiyi virusun dalak,
kemik iligi, solunum ve gastrointestinal sisteme yayilimi izler (Abubakar ve ark.,
2011; Scott, 1981). Dokularda virusun replikasyonu sonucu hastaliga 6zgii lezyonlar
sekillenir (Baron ve ark., 2011). Klinik belirtiler ortaya ¢ikmadan dnce agiz, burun ve
g6z akimtilar1 ve idrar ile virus sagilmaktadir. Ayrica ishal semptomlu koyunlarda da
gaitadan virus sagilimi olmaktadir (Brown ve ark., 1991; Ezeibe ve ark., 2008).
Lenfoid dokulardaki lenfositlerin yikimi sonucu olusan I6kopeniye bagli olarak
immunsupresyon sekillenir (Baron ve ark.,, 2011). Akut hastalik lenfopeni,
immunsupresyon ve sonrasinda ikincil bakteriyel enfeksiyonlarla birlikte seyreder

(Abubakar ve ark., 2011).

Yapilan c¢alismalar koyun ve Kkecilerde PPRV ile enfekte hcrelerin
apoptozisinin, enfeksiyonun patogenezisinde 6nemli bir rol oynadigin1 gostermistir.
Omegin keci periferal mononuklear kan hiicrelerinin PPRV ile in-vitro

enfeksiyonunun ¢ekirdek yogunlasmasi ve parg¢alanmasi, DNA’nin parg¢alanmas,
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plazma memraninda baloncuk olusumu seklinde patolojik degisikliklere yol acarak
apoptosise neden oldugu gosterilmistir (Abubakar ve ark., 2011).

1.3.1. Teshis

PPR kontrol programlarinin etkili bir sekilde uygulanabilmesi igin enfeksiyonun
teshisinde hizl, spesifik, duyarli laboratuvar metotlarinin kullanimi ¢ok onemlidir
(Diallo ve ark., 1995). Hastalik sigir vebasi, sap, pastorollosis, ektima, ¢igek, kegi
pléyropndéymonisi, mavidil, koksidiosis, kolibasillosis, zehirlenmeler,
kriptosporodiosis ve pestivirus enfeksiyonlari ile karigabilmektedir. Klinik bulgular
g6z oniinde bulundurularak enfeksiyondan stiphe edilmesine ragmen, kesin teshis
icin laboratuvar kontrolleri sarttir (Diallo, 1988; Scott, 1990). Laboratuvar
kontrollerinin esasini viral antijen tespiti, virus izolasyonu, niikleik asit tespiti ve 14
giin ara ile alinan serum Orneklerinde spesifik antikorlarin tespit edilmesi olusturur
(Gopilo, 2005). Bu amacla laboratuvarlarda ¢ok sayida serolojik ve virolojik
teknikler kullanilmaktadir (Abubakar ve ark., 2011).

1.3.1.1. Orneklerin toplanmasi

Teshis amaciyla laboratuvara 0rnek gondermede oncelikle materyallerin alinacagi
hayvanlar dogru bir sekilde tespit edilmelidir. Olmiis ya da ileri derecede ishalin
sekillendigi hayvanlardan alinan 6rnekler yeterli miktarda virus icermediginden
teshis i¢cin uygun degildir. Virolojik teshis amaciyla; canli ve beden 1sis1 yiiksek
hayvanlardan akut viremik safhada defibrine kan, oral, nazal, konjunktival swap
ornekleri, lenf yumrusu biyopsi materyali, 6len ve/veya o6ldirilen hayvanlardan
akciger, dalak, lenf yumrusu alinabilir. Alinan 6rnekler en kisa siirede, soguk
zincirde laboratuvara ulastirilmalidir. Virus izolasyon sansmin arttirilmasi igin
ozellikle canli hayvanlardan viremi fazinda ve sekonder etkenler olaya karismadan

ornekler almmalidir. Olen hayvanlardan alman &rnekler virus izolasyonu igin
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genellikle uygun olmamakla birlikte, izolasyonun zorunlu oldugu durumlarda, ortam
1s1sina bagli olarak en gec iki saat i¢inde alinmali ve laboratuvara ulagtirilmalidir

(Lefevre ve Diallo,1990; Durajoiye ve Lefevre, 1996; Diallo ve ark., 1995).

1.3.1.2. Virusun identifikasyonu

1.3.1.2.1. Viral antijen tespiti

PPRV antijenleri immunocapture ELISA (ICE), counter immunoelectrophoresis
(CIEP) ya da agar gel immunodiffusion (AGID) testleri ile tespit edilebilir. CIEP ve
ICE testleri PPR ve RP viruslarini birbirinden ayirt edebilir ancak, AGID bu ayrimi
yapmakta yetersizdir. Ayrica AGID testi sensitivitesi diisik oldugundan, hafif
seyreden PPR olgularinda diisiik miktardaki viral antijenleri tespit etmede
basarisizdir. AGID ve ICE testleri i¢in hazir ticari kitler mevcuttur. Konjunktival
swap ve doku Orneklerinden antijen tespitinde immunfloresan testi
kullanilabilmektedir (FAO, 1999).

1.3.1.2.2. Virus izolasyonu

Duyarli hiicre kiiltiirlerinde virus izolasyonu miimkiin olmakla birlikte, zahmetli ve
zaman alic1 olmasi nedeniyle rutin teshiste kullanilabilecek bir yontem degildir.
Hizli sonug veren tekniklerin yaninda hiicre kiiltiiriinde virusun izolasyonu ancak
daha sonraki ¢alismalarda virusun kullanimi ag¢isindan 6nemlidir (OIE, 2012).
PPRV, kuzu bobrek ve kuzu akciger hiicre kiiltiirlerinde izole edilebilmektedir.
Ancak sozl edilen hiicre kiiltiirlerinde basarili bir sekilde virus izolasyonu
yapabilmek igin birden fazla kor pasajlamaya gereksinim duyulabilmektedir. Son
zamanlarda bir haftadan daha kisa bir slirede ve kor pasajlamaya gereksinim
birakmayan morbillivirus reseptorleri eksprese eden hiicre hattt (Vero, CV1)

derivatlar1 gelistirilmistir. Bunlardan monkey cell line CV1 derivatlari goat SLAM,
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Vero hiicresi derivatlar1 dog SLAM eksprese etmektedirler (OIE, 2012). Bunun
yaninda devamli hiicre kiiltiirlerinden Vero, MDBK (Madine Darby Bovine
Kidney), 293T (Transformed human embryo kidney) ve BHK-21 (Baby Hamster
Kidney-21) hiicreleri de izolasyonda kullanilmaktadir (Ozkul ve ark., 2002; Giilyaz
ve Ozkul, 2005; Gopilo, 2005). Theleria parva yoluyla transforme edilen T
lenfoblast hicre kulturlerinin diger hiicre kiiltiirleri ile karsilastirildiginda, RPV ve

PPRYV izolasyonu icin daha duyarli oldugu bildirilmistir (Gopilo, 2005).

1.3.1.2.3. Nukleik asit tespiti

Reverse transcriptase polimerase chain reaction (RT-PCR) teknikleri, PPR
virusunun spesifik teshisi icin degisik gen bdlgelerini hedef almakla birlikte
Ozellikle N ve F gen bolgelerinin amplifikasyonu temeline dayanmaktadir (Couacy-
Hymann ve ark., 2002; Forsyth ve Barrett, 1995). Bu teknik, Vero hiicre kultlriinde
klasik virus titrasyonundan 1000 kez daha duyarli bulunmustur (Couacy-Hymann ve
ark., 2002). Ayrica virus izolasyonu 10-12 giin gibi bir siire alirken RT-PCR, RNA
ekstraksiyonu da dahil 5 saat gibi kisa bir siirede sonu¢ vermektedir. Ayrica N ve M
gen Dbolgelerinin  amplifikasyonuna dayali multipleks RT-PCR teknigi de
kullanilmistir (George ve ark., 2006). N gen bdlgesini hedef alan RT-PCR tekniginin
diger bir sekli de, PCR iiriinlerinin isaretli problarin kullanildigi ELISA yontemiyle
pleyt Gzerinde tespit edilmesidir (Saravanan ve ark., 2004; Kumar ve ark., 2007). Bu
teknik, (RT-PCR-ELISA teknigi) klasik RT-PCR teknigine gore 10 kez daha duyarli
bulunmustur. Son yillarda PPRV enfeksiyonunun teshisi i¢in kullanilan niikleik asit
amplifikasyon metotlari real time RT-PCR (rRT-PCR) teknigi ile daha duyarli hale
getirilmistir (OIE, 2012). Bu metot konvansiyonel RT-PCR ile karsilastirildiginda
10 kez daha duyarli bulunmus, ayrica kontaminasyon riskinin minimum seviyelere
indirildigi bildirilmistir. Bu amagla N, M ve F genlerini hedef alan rRT-PCR
teknikleri gelistirilmistir (Bao ve ark., 2008; Balamurugan ve ark., 2010; Kwiatek ve
ark., 2010; Munir ve ark., 2012).
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PPRV enfeksiyonunun teshisinde niikleik asit izotermal amplifikasyon
uygulamalar: Li ve ark. (2010) tarafindan tanimlanmistir. Bu teknigin sensitivitesi
rRT-PCR teknigine benzerlik gostermektedir. Izotermal amplifikasyon, uygulamasi
kolay, hizl1 ve sonuglarin ¢iplak gozle degerlendirilebilmesi gibi avantajlara sahiptir

(OIE, 2012).

1.3.1.2.4. Serolojik testler

Virus nétralizasyon ve competitive ELISA (C-ELISA) testleri serolojik teshis
amaciyla kullanilmaktadir. Her iki test PPRV enfeksiyonunu RPV enfeksiyonundan
ayirabilmektedir. C-ELISA spesifitesi (%99.8) ve sensitivitesi (%90.5) yiksek
oldugundan PPRYV enfeksiyonunun serolojik teshisi i¢in en uygun testtir (Al-Moslih,
2012).

1.3.2. Ayiricl teshis

Yiksek ates, mukoz membranlarda hemoraji ve erozyonlar, ishal ve
bronchopneumonia ile karakterize olgularda, klinik olarak PPR'dan siiphe edilse de,
ayn1 zamanda contagious caprine pleuropneumonia (CCPP), pastorollosis, mavidil,
ektima, ¢igek, sap, koksidiosis, kriptosporidiosis, kolibasillosis gibi hastaliklar her
zaman dikkate alinmalidir (FAO, 1999).

Mavidil hastaliginda agiz mukozasinda goriilen inflamasyon, erozyon,
ulserasyon ve nekrozlar PPR'a benzerse de, dilin siyanotik renk almasi, coronitis ve

pododermatitis klinik olarak PPR enfeksiyonunda goériilmez.
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Koyun-keci ¢iceginde olusan goz burun akintisi ve konjuktivitis belirtileri
PPR’a benzerlik gosterse de, derinin kilsiz bdlgesinde meydana gelen klasik ¢igek

lezyonlar1 klinik ayirici teshiste en 6nemli bulgulardir (Baron ve ark., 2011).

Sapta solunum problemleri ve ishalin olmayisi, agiz mukozasina ilaveten tirnak
aralarinda vezikill ve aftlarin varlig: ile birlikte salyanin mukoid 6zellik gostermesi

hastaligin PPR'dan ayrilmasini saglar (FAO, 1999).

CCPP hastalig1 ise sadece kecilerde goriilmesi, ates, gii¢c solunum ve oksiirigiin

varligina ragmen ag1z lezyonlar1 ve ishalin olmayisi ile PPR’dan ayrilir (FAO, 1999).

1.3.3. Immunoloji

PPRYV antijenik olarak RPV ile yakin iliskili oldugundan iki virus arasinda gapraz
koruma mevcuttur (Taylor, 1979). Homolog PPR asis1 gelistirilinceye kadar PPR’a
kars1 koruyucu amagcla doku kiiltiirii RPV asis1 kullanilmistir (Diallo, 2004). Seksenli
yillarin sonuna dogru homolog PPRV asisi, Nigeria/75/1 susunun, Vero hiicre
kiltiriinde seri pasajlar1 sonrasinda basarili bir sekilde attenue edilmesiyle
iiretilmistir (Diallo ve ark., 1989). Asinin, saha denemelerinde oldukga giivenli
oldugu, gebe hayvanlarda bile rahatlikla kullanilabilecegi bildirilmistir (Diallo ve
ark., 1995).

Koyun ve keciler ekonomik hayatlari boyunca muhtemelen PPRV ile birden
fazla enfekte olmazlar. Nigeria/75/1 as1 susuyla yapilan asilamada koyun ve
kegilerde %100’e varan bagisiklik olugsmakta ve 12 ay siireyle devam etmektedir
(Awa ve ark., 2002). Bagisikliktan notralizan antikorlar sorumludur. Enfeksiyonun
16. giinlinde PPRV spesifik noétralizan antikorlar1 saptanmistir (Glilyaz ve ark.,
2005). Asili annelerden dogan kuzu ve oglaklarda maternal antikorlar 6. aya kadar
tespit edilebilmektedir; ancak kuzularda 3,5 ay, oglaklarda ise 4,5 aya kadar koruma
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saglayabilmektedir. Bu nedenle kuzularin 4. ay, oglaklarin ise 5. ayda bagisik hale
getirilmesi  gereklidir (Awa ve ark., 2002). Hastalig1 atlatan hayvanlarda
immunitenin dmur boyu siirdiigii kabul edilmektedir (OIE, 2012).

1.4. Koruma ve kontrol

PPR salginlarinin kontrolii temel olarak karantina, asilama ve risk gruplarinin
koruyucu immunizasyonunu kapsar (Abubakar ve ark., 2011). Hayvan hareketlerinin
kontroliniin, hastaligin yaygin olarak goriildiigii yerler olan Orta Dogu, Afrika ve
Asya’da basariyla uygulanmasi zordur. Bu nedenle asilama PPRV enfeksiyonunun
kontroliinde en temel yol olarak kabul edilir (Diallo, 2003). Homolog canli as1
glvenirligi, uzun siire bagisiklik saglamasi ve termostabil olmasi gibi bir¢ok avantaja
sahiptir. Ancak enfeksiyonu atlatmis ve asilanmig hayvanlarin serolojik olarak
birbirinden ayirt edilmesinde yetersizdir (Diallo, 2003). RPV enfeksiyonunun basarili
bir sekilde eradikasyonundan sonra dikkatler PPRV enfeksiyonunun eradikasyonuna
yogunlagsmistir. Kullanilmakta olan canli attteniie as1 ile elde edilen bagisiklik,
mevcut ve kullanilmakta olan serolojik testler ile dogal enfeksiyon sonucu kazanilan
bagisikliktan ayrilamamaktadir. Bu durum RP eradikasyon ¢alismasinda oldugu gibi,
planlanacak PPR eradikasyon caligmalarinda geriye doniik serolojik arastirmalarda
karisikliklara sebebiyet verecektir. Dogal enfekte hayvanlarin tanimlanmasina olanak
saglayan differentiation of infected from vaccinated animals (DIVA) stratejisine
hizmet eden rekombinant asilar gelistirilmistir. DIVA agsilar hastaligin
eradikasyonunda ¢ok ©nemli bir yer tutmaktadir. Enfeksiyon sirasinda dominant
antikor cevab1 H glikoproteini ve N proteinine kars1 olugsmaktadir. Ancak yalnizca H
glikoproteinine karsi sekillenen antikorlar notralizan 6zellige sahiptir. Muhtemel bir
DIVA asisinda rekombinant virus ile PPRV H proteininin ekspresyonu saglanarak
spesifik antikor cevabiin alinmasi amaglanmistir. Boylece enfeksiyonu atlatanlarda
N proteini ve H glikoproteinine karsi antikorlar gelisirken asilanmis hayvanlarda
sadece H glikoproteinine karsi antikor yaniti alinacaktir (Baron ve ark., 2011).
Gecmiste degisik morbilliviruslarin H ve F proteinlerinin heterolog canli virus vektor

sistemleriyle ekprese edildigi ve as1 olarak etkin oldugu gosterilmistir (Abubakar ve
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ark., 2011). PPRV F proteini eksprese eden attenue Capripoxvirus KS1 susu ile
yapilan rekombinant asinin diisiik dozlarda (0,1 PFU) bile etkin oldugu gosterilmistir
(Berhe ve ark., 2003). Benzer sekilde PPRV H ya da F proteinleri eksprese eden
rekombinant capripoxvirus rekombinant asis1 gelistilmis ve PPRV enfeksiyonuna
kars1 uzun siireli immun yanit olusturdugu gosterilmistir (Chen ve ark., 2010). Diger
bir c¢alismada attenue modifiye vaccinia virus Ankara susu (MVA) PPRV
immunojenleri i¢in vektor olarak kullanilmistir. PPRV F ve H glikoproteinlerini
eksprese eden MVA-F ve MVA-H isimli iki rekombinant virus gelistirilmistir. Bu
agilar ile kecilerin PPR’dan kesin bir sekilde korundugunun tespit edilmis olmasi
PPRV eradikasyonu i¢in yogun asilama c¢alismalarinda her iki asmin ya da bir
tanesinin kullanilabilirligi i¢in olumlu bir isaret olarak degerlendirilmistir (Chandran,
2010). Poxvirusun vektor olarak kullanildigi bu tiir asilar1 uygularken dikkat edilmesi
gereken bir husus; dogal olarak sirkiile olan poxviruslara karst daha 6nceden olusmus
immun yanitin agilarin stratejilerini sekteye ugratma ihtimalidir (Abubakar ve ark.,

2011).

Hastalik basladiktan sonra PPRV kontrolii i¢in takip edilebilecek antiviral
tedavi RNA interference (RNAI) kullanarak gen ekpresyonunun durdurulmasidir. In-
vitro PPRV ve RPV inhibisyonu sentetik kisa interfere edici RNA’lar (short
interfering RNAs - siRNAs) kullanilarak gosterilmistir (De Almeida, 2007). PPRV
ve RPV N geni hedef alan siRNA’lar in vitro olarak virus replikasyonunda %80
oraninda azalmaya sebep olmustur. PPR virusunun iki korunmus bdlgesi olan
NPPRV6 ve NPPRV7’yi hedef alan siRNA’lar PPRV replikasyonunda inhibisyona,
CPE olusumu, immunfloresan boyama ile tespit edilen viral antijen, viral titre ve

tespit edilebilen viral RNA miktarinda azalmaya neden olmuslardir (Abubakar ve
ark., 2011).

Sujatha ve ark., (2009) tarafindan arastirilan diger bir antiviral terapi ise PPR
virusuna kars1 4, 4’-(arylmethylene)bis(3-methyl-1-phenyl-pyrazol-5-ols) etkinligidir.
Bu sentetik bilesik PPR virusuna karst miikemmel bir antiviral aktivite gostermis ve

kullanimda olan ribavirinden daha etkin oldugu tespit edilmistir.
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Enfeksiyonun goriilmedigi iilkelerde olast PPRV enfeksiyonunun kontrol,
enfekte bolgelerden koyun ve ke¢i alimlarinin durdurulmasi, karantina, hayvan
kesimi, karkaslarin uygun bir bi¢imde imhasi gibi klasik yontemlerle
yapilabilmektedir (Gopilo, 2005).

Ulkemizde PPR, 21 Ekim 1997 tarih ve 23147 sayili Resmi Gazete’de
yayimlanan Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin 1997/10 No'lu tebligi ile
thbar1 mecburi hastaliklar listesine alinmistir. Bu teblige goére siipheli her vaka
mutlaka takip edilmeli, hastalik goriilmesi durumunda derhal ihbar1 yapilmalidir.
Hayvan hareketlerinin kontrolli, karantina tedbirlerinin uygulanmasi ve hasta

hayvanlarin imhasi i¢in ilgili kanun hiikiimleri uygulanmalidir.

1.5. Tiirkiye’de PPRYV enfeksiyonunun durumu

PPRV enfeksiyonu, Tirkiye’de kiigik ruminantlarin 6nemli, enfeksiyoz
hastaliklardan biridir. Enfeksiyonun Tirkiye’deki varligi ilk olarak 1993 yilinda
enfekte kuzularda patomorfolojik ve immunohistolojik bulgulara dayanilarak ortaya
konulmustur (Algigir ve ark., 1996). Ardindan Tatar (1998) tarafindan hastaligin
serolojik olarak varlig1 gosterilmistir. OIE tarafindan da PPR’1n Tiirkiye’deki varlig
1999 yilinda bildirilmistir (FAO, 1999).

Ozkul ve ark. (2002) PPRV enfeksiyonunun dagilimini, prevalansini ve konak
araligmi arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, seropozitiflik oranint koyunlarda %29,2

(315/1077), kegilerde %20 (42/209) olarak tespit etmislerdir.

Ulkede sirkile olan virusa ait tam dizin analizi 2000 yilinda enfekte bir
koyundan izole edilen PPRV TUOO izolat1 i¢in 2004 yilinda gergeklestirilmis, 6z
konusu virusun Orta Dogu, Arabistan ve Asya’dan orijin alan IV. genetik hatta ait
oldugu belirlenmistir (Sekil 1.8) (Bailey ve ark., 2005).
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Gul ve ark. (2006) ektima ve cigek benzeri lezyonlarla karakterize olgularda
PPRV enfeksiyonunun da dikkate alinmasi gerektigini vurgulayarak, erken teshis

sansinin artacagini ve yayilim riskinin azalacagini bildirmislerdir.

Kul ve ark. (2007) tarafindan Kirikkale ilinde, 15 farkli stiriiden gelen 15
koyun ve 6 keci Uzerinde gergeklestirilen ¢alismada PPR’in patolojik ve virolojik
bulgular1 tanimlanmig ve RT-PCR sonucu F genine ait 488 bp genom fragmenti 18
olguda elde edilmistir. Bu calisma ile elde edilen izolatlarin niikleotid dizilimleri,
2004 yilinda tam dizin analizi yapilan Tirkiye’ye ait TUOO izolat1 ile
karsilastirildiginda 5999. (G—C) ve 6083. (C—T) nukleotitlerdeki 2 mutasyon tim
dizinlerde tespit edilmistir. Ancak aminoasit dizilimlerinde higbir degisiklik

gozlenmemistir.

Albayrak (2007) PPRV enfeksiyonunun epidemiyolojisine yonelik yaptigi
calismada, Orta ve Dogu Karadeniz bolgesinde orneklenen hayvanlarda ve illerde
seroprevalansin sirasiyla %14,9 ve %3,5-38,2 oldugunu tespit etmistir.

Gur ve Albayrak (2010) Sanliurfa’da yeralan bir kamu isletmesinde bulunan
siyah kuyruklu ceylanlardan [Goitered Gazelle (Gazella subgutturosa subgutturosa)]
alinan kan serum oOrneklerinde %10 oraninda PPRV spesifik antikorlarin varligini
tespit ederek Tiirkiye’de ilk kez ceylanlarda PPR enfeksiyonunun varligini

gostermislerdir.

Aktas ve ark. (2011) Erzurum ilinde PPRV enfeksiyonu ile ilgili 6lim
oranlarin1 degerlendirdikleri ¢alismada, siit emen kuzularda (%100) 6lim oranini

geng (%24) ve yetiskinlerden (%50) daha yiiksek olarak tespit etmislerdir.

Bu calismalara ek olarak Marmara (Yesilbag ve ark., 2005) ve Ege (Toplu,
2004) bolgelerinde hastaligin varligina dair bildirimler yapilmistir.
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Serolojik ve molekiler epidemiyolojik teknikler ile elde edilen veriler,
hastaligin Tiirkiye’de yaygin bir sekilde varligimi ve aktif olarak komsu iilkelerde
sirkile olan PPR virusunun sinirdan gegerek iilkeye girisinin mimkin olabilecegini
gostermistir. Cografik konumundan dolayr Tiirkiye, endemik olarak hastaligin
goriildiigii birkag iilke ile komsudur. Bu sebeple Dogu ve Giliney Anadolu
siirlarinda kontrolsiiz hayvan hareketlerinden dolay1 enfeksiyonun Ulkeye girisinin
ve yayiliminin kontrolii oldukga zordur (Ozkul ve ark., 2002; Banyard ve ark.,
2010). Ancak yapilan epidemiyolojik ¢alismalar ile birlikte karantina ve asilama gibi
kontrol programlarinin kisa siirede alinmasiyla enfeksiyonun yayiliminin Oniine

gecilebilecektir.

Nigeria 75/1 (Vaccine)

Senegal

Migeria 75/2
Migeria 76/1

Lineage 1

Migeria 75/3
Lineage 4 ~ India [UP/94
~ Bangladdesh 93
Mepal 95
Turkey 96
Israel 94
™ India /MH/94
Pakistan 94
Turkey 00
Saudi Arabia 94
Iran 94
Oman 83
Lineage 3 —1 India [TN/92
Sudan 72
Ethiopia 96
Lineage 2—— Guinea Biseau
W Ivory Coast 89

Sekil 1.8. Turkey2000 izolatiin F gene dayali filogenetik iliskisi (Ozkul ve ark.
2002)
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1.6. Amag

Planlanan bu ¢alismada, Tirkiye’nin degisik bolgelerinde yetistirilen koyun ve
kecilerde PPRV enfeksiyonunun prevalansinin belirlenmesi ve PPRV enfeksiyonuyla
ilgili olarak giincel verilere ulasilmasi ve enfeksiyonun rutin tanisinda kullanilan
Fusion (F) gen bolgesini hedef hedef alan RT-PCR teknigi ile Niikleoprotein (N) gen
bolgesini hedef alarak yapilacak konvansiyonel ve Real-Time RT-PCR tekniklerinin
karsilastirilmast ve enfeksiyonun tanisinda hizli, spesifik ve duyarli teshis
tekniklerinin ortaya konulmasi ile enfeksiyonun kontrol/eradikasyonunda alinmasi
gerekli tedbirlerin uygulanmasina katkida bulunmak hedeflenmistir. Ayrica
arastirmada elde edilecek viruslar ile her iki gen bolgesi hedef alinarak yapilacak
molekiiler karakterizasyon calismasi, Tiirkiye’de sirkiile olan viruslar ve genetik
yakinliklarinin ortaya konulabilmesi agisindan epidemiyolojik anlamda Onemli

verilere ulagilmasi hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Tamisal Ornekler

Caligmada, Tiirkiye nin farkli cografik bolgelerinde yer alan 50 ilde yerlesik klinik
olarak PPRV enfeksiyonu varlig: bildirilen isletmelerden 6 ay yasin {izerindeki 574
hayvana ait (473 koyun, 101 kegi) 193 antikoagulanli (EDTA) kan, 7 nasal swap
ornegi ve Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Viral Teshis Laboratuvari’na
enfeksiyon siiphesi ile gelen 6len/6ldirilen hayvanlara ait 374 doku (lenf yumrusu,
akciger, dalak, rektum ve ince barsak) 6rnekleri virolojik teshis amaciyla kullanildi
(Cizelge 2.1, 2.2 ve 2.3 ile Sekil 2.1). EDTA’I1 kan 6rnekleri RNA izolasyonu

gerceklestirilinceye kadar +4°C’de, diger ornekler ise -80°C’de saklandi.

=17
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Sekil 2.1. PPRV enfeksiyonu siipheli hayvanlarin érneklendigi iller (Ornek alinan
iller sar1 renk ile gosterilmistir.)




Cizelge 2.1. PPRV enfeksiyonu siipheli 6rneklerin yil ve tiir bazinda dagilimlari
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Ornek Alman Yillar Koyun Kegi Toplam
2012 53 21 74
2011 339 50 389
2010 81 30 111
Toplam 473 101 574

Cizelge 2.2. PPRV enfeksiyonu siipheli 6rneklerin yil ve ¢esit bazinda dagilimlar

Ornek Alinan Yillar Doku Kan Nasal Swap Toplam
2012 55 19 0 74
2011 242 140 7 389
2010 77 34 0 111
Toplam 374 193 7 574




Cizelge 2.3. PPRV enfeksiyonu siipheli 6rneklerin illere gore dagilimi
Arneklenen ) Te;st Alinan Ornekler
illerin Orneklenen Edilen Ha_)_/v?n Nasal
Iller Ornek Tard Doku Kan
kodlar1 S Swap
ayisl
01 Adana 27 Kegci 27
02 Afyon 7 Koyun 7
03 Agri 2 Koyun 2
04 Amasya 3 Koyun 3
05 Ankara 7 Koyun 7
06 Antalya 1 Koyun 1
07 Aksaray 2 Koyun 2
08 Aydin 4 Koyun 4
. Koyun 24 19 1
09 Balikesir 52 Keci 5 3
10 Bilecik 6 Koyun 5 1
11 Bingdl 1 Koyun 1
12 Bitlis 1 Koyun 1
13 Burdur 1 Koyun 1
Koyun 17 12 1
14 Bursa 36 Keci 7 >
15 Bolu 1 Koyun 1
Koyun 26 10
16 Canakkale 42 Keci 3 3
17 Duzce 3 Koyun 3
18 Diyarbakir 1 Koyun 1
. Koyun 13 6
19 Edirne 24 Keci 7 1
20 Elaz1g 8 Koyun 8
21 Erzincan 1 Koyun 1
22 Erzurum 2 Koyun 2
23 Giresun 2 Koyun 2
Koyun 10
24 Hatay 25 Keci 15
25 Isparta 2 Koyun 2
. Koyun 20 16 1
26 Istanbul 47 Keci 7 3
Lo Koyun 17 7
27 Izmir 30 Keci 7 >
28 Karaman 1 Koyun 1
29 Kars 10 Koyun 10
Koyun 7 5 1
30 K.Maras 19 Keci 6
31 Kirikkale 25 Koyun 25
32 Kirklareli 38 Koyu_n 18 16 L
Kegci 3
. Koyun 11 8 1
33 Kocaeli 27 Keci 3 7
34 Konya 10 Koyun 10
35 Kitahya 4 Koyun 4
36 Malatya 3 Koyun 3
37 Manisa 21 Koyun 14 7
38 Mugla 2 Koyun 2
39 Nigde 1 Koyun 1
40 Osmaniye 3 Koyun 3
Koyun 15 13
41 Sakarya 30 Keci >
42 Samsun 5 Koyun 5
43 Siirt 4 Koyun 4
44 Sinop 3 Koyun 3
45 Sivas 1 Koyun 1
46 Sanlurfa 2 Koyun 2
47 Tekirdag 13 Koyun 9 3 1
48 Tokat 10 Koyun 10
49 Tunceli 1 Koyun 1
50 Yalova 3 Koyun 3
TOPLAM 574 374 193 7

42



2.1.2. Virus
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Calismada, konvansiyonel ve Real-Time RT-PCR tekniginde kontrol virus olarak

Nigeria/75/1 as1 susunu igeren ticari PPRV agis1 (Vetal Pestvac K) kullanildi.

2.1.3. Kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 2.4’te liste halinde verildi.

Cizelge 2.4. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Agaroz Prona, EU
EDTA Merck, Almanya
Etidyum bromir Sigma, ABD

Mutlak etanol

Merck, Almanya

Tris HCL Merck, Almanya
Tris base Merck, Almanya
DNA maker Fermentas, Litvanya

2.1.4. Ticari kitler

Calismada niikleik asit ekstraksiyonu ve dizin analizi 6ncesi hazirlik i¢in kullanilan

ticari kitler Cizelge 2.5’te liste halinde verildi.



Cizelge 2.5. Calismada kullanilan ticari kitler

High Pure Viral RNA Kit
(Kat. No: 11 858 882 001)

Roche, Almanya

High Pure PCR Product Purification Kit

(Kat. No: 11 732 668 001)

Roche, Almanya

Qiagen OneStep RT-PCR Kit
(Kat. No: 210212)

Qiagen, Almanya

Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit
(Lot. No: 1103317)

Qiagen, Almanya

2.1.5. Cihazlar
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Calisma siiresince kullanilan laboratuvar cihazlari Cizelge 2.6’da liste halinde

verildi.

Cizelge 2.6. Calismada kullanilan laboratuvar cihazlari

Sogutmali santrifuj

Sigma, ABD

Vortex

Heidolph Reax Top, Almanya

Termal Cycler

Techne, ingiltere

Termal Cycler

Thermo, ingiltere

Roche LightCycler 2.0

Roche, Almanya

ABI 3130xI Genetic Analyzer

Applied Biosystems, ABD

GeneAmp PCR System 9700

Applied Biosystems, ABD

Picodrop Spektrofotometre

Picodrop, Ingiltere

Hassas terazi

Presica, Isvicre

pH metre

Metler Toledo MP, Isvicre

Jel Gorintileme Sistemi

Poloroid, GelCam, UK
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2.2. YOntem

2.2.1. Virolojik kontrol amaciyla alinan 6rneklerin hazirlanmasi

2.2.1.1. Kan orneklerinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan ticari ekstraksiyon kiti (High Pure Viral RNA Kit, Roche,

Almanya) ile antikoagulanli tiiplere alinan tam kan ornekleri direkt olarak RNA

ekstraksiyonunda kullanildi.

2.2.1.2. Doku ve nasal swap orneklerinin hazirlanmasi

Virolojik kontrol amaciyla alinan doku 6rnekleri, 1/10 oraninda PBS igeren bir tlipe
alindi, homojenizatdrde homojen hale getirildi. Swap Ornekleri vortekslendi. Doku

ve swap Ornekleri 3000 rpm’de santrifiij edildi ve iist kisstm RNA ekstraksiyonunda
kullanildi.

2.2.2. Viral RNA Ekstraksiyonu

PPRV RNA’s1, sahadan elde edilen kan, nasal swap ve doku orneklerinden (lenf
yumrusu, akciger, dalak, rektum ve ince barsak) ticari High Pure Viral RNA Kiti

(Roche, Almanya) kullanilarak {iretici firmanin onerileri dogrultusunda elde edildi.
Buna gore;
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1. Homojenat haline getirilen drnekten 200 ul alinarak 1,5ml’lik ependorf tiipe
konuldu. Uzerine 200ul Binding buffer, 50ul Proteinase K, 4ul polyA eklendi ve
vorteks yardimiyla karistirildi. Bu karisim 72°C’de 10 dakika inkube edildi.

2. Kit icindeki column tuplere silika jelli tiipler yerlestirilerek birlestirildi.

Hazirlanan karisim bu tiiplere aktarilarak 8000 g’de 15 saniye santrifiij edildi.

3. Santrifiij sonrasi altta siv1 biriken column tiip atildi. Ustteki silika jelli tip
yeni column tiiplere yerlestirildi. Uzerine 500 pl Inhibitor Removal Buffer eklenip

8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

4. Santrifiij sonras1 altta s1v1 biriken column tiip atildi. Ustteki silika jelli tupler
yeni column tiip icine yerlestirildi. Uzerine 450 ul Wash Buffer eklendi ve 8000
g’de 1 dakika santrifiij edildi. Bu basamak bir kez daha tekrar edildi. Ardindan
filtrede kalan etanoliin tamamen uzaklastirilmasi i¢in 13000 g’de 10 saniye santrifiij
edildi.

5. Daha sonra silika jelli tiip yeni bir 1.5ml’lik eppendorf tiip i¢ine yerlestirildi
ve lzerine daha 6nceden 70°C’de 1sitilmis Elution Buffer’dan 50 pl eklendi ve 8000
g’de 1 dakika santrifiij edildi. Son olarak {istteki silika jelli tiip atild1 ve eppendorf
tlp icindeki ekstrakt, PCR testinde kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edildi.

2.2.3. Konvansiyonel RT-PCR

Konvansiyonel RT-PCR, ticari OneStep RT-PCR kiti (Qiagen, Almanya) ve 2 farkli
primer ¢ifti kullanilarak gergeklestirildi. PPRV F proteinini kodlayan genin
tespitinde Ozkul ve ark. (2002), N proteinini kodlayan genin tespitinde ise Kerur ve

ark. (2008) tarafindan bildirilen yontemler modifiye edilerek kullanildi. Ticari
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OneStep RT-PCR kiti (Qiagen, Almanya) kullanilarak optimizasyon gerceklestirildi.
Boylece her iki primer seti i¢in ayni 1s1 protokolii ve PCR karigimi kullanildi.
Calismada kullanilan primer dizinleri ve 1s1 protokolii Cizelge 2.7 ve Cizelge 2.8 de

verildi.

Cizelge 2.7. Konvansiyonel RT-PCR tekniginde kullanilan primer setleri

Uriin

Primer | Primer dizisi Hedef gen | Pozisyon biyiikligii Referans
F1(F) 5> AGTACAAAAGATTGCTGATCACAGT 3’ F gen 57375761

448bp (Ozkul ve ark. 2002)
F2(R) |5 GGGTCTCGAAGGCTAGGCCCGAATA 3’ F gen 6184-6160
N1(F) |5 GATGGTCAGAAGATCTGCA 3’ N gen 1208-1226

463bp (Kerur ve ark., 2008)
N2(R) |5’ CTTGTCGTTGTAGACCTGA 3’ N gen 1652-1670

Cizelge 2.8. Konvansiyonel RT-PCR tekniginde kullanilan PCR karisimi ve 1s1
protokoli

Bilesen Konsantrasyon | Kullanilan Program

Deiyonize su 6,4 pl

X 4 ul 50°C"de 30 dk

Q sol 4ul 95°C*de 15 dk

Primer-forwad (20 pmol / pl ) 0,5 ul

Primer-reverse (20 pmol / pl) 0,5 ul 94°C’de 1 dk

DNTP 0,8 ul 50°C’de 1 dk 40 siklus
S ’ 72°C’de 2 dk

Enzim mix 0,8 ul

RNA 3ul 72°C’de 10 dk

Total 20 pl

2.2.4. Real-Time RT-PCR (rRT-PCR)

N gen bolgesini hedef alan test, Kwiatek ve ark. (2010)’nin bildirdigi yontem
modifiye edilerek yapildi. Aragtirmacilar tarafindan FAM-BHQ seklinde Onerilen
prob, FAM-TAMRA olarak modifiye edildi. rRT-PCR amplifikasyonu ve tespiti
Roche LightCycler 2.0 Real-Time PCR (Roche, Almanya) cihazinda
gerceklestirildi. Bu amagla kullanilan primer ve prob seti Cizelge 2.9 ve PCR
karisimi Cizelge 2.10°da gosterildi.
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Cizelge 2.9. Real Time RT-PCR tekniginde kullanilan primer ve prob seti

Primer Primer dizisi Pozisyon Referans
Egg‘,’j‘;d Primer | (5. GAGTCTAGTCAAAACCCTCGTGAG-3") 1438-1461

gg‘g{“&? prob (FAM-5°- CGGCTGAGGCACTCTTCAGGCTGC-3-TAMRA | 1472-1495 ZKS’IE’“EK veark.,
ES‘F’f,\rfFf Primer | 5. TCTCCCTCCTCCTGGTCCTC-3) 1208-1226

Cizelge 2.10. Real Time RT-PCR tekniginde kullanilan PCR karisimi ve 1s1
protokol

Bilesen Konsantrasyon Kullanilan Program
Deiyonize su 7,4 ul

5X 4 ul

MgCl, 1pl 50°C’de 30 dk
Primer — forward (10pmol / pl ) 1ul 95°C’de 15 dk
Primer- reverse ( 10pmol / ul ) 1ul

Prob ( 5pmol / ul) 1l 95°C’de 15san
DNTP 0,8 ul 50°C’de 45 sanJ 45 siklus
Enzim mix 0,8 ul

RNA 3ul 40°C’de 30 san

Total 20 pl

2.2.5. PCR urunlerinin agaroz jel elektroforezi

Amplifikasyon drunlerinin goriintiilenmesi amaciyla, ethidium bromide igeren
(Sigma, ABD) %1°lik agaroz jel (Prona, EU) hazirlandi. Hem tank tamponu hem de
agaroz jel hazirlanmasinda TAE (Tris Asetat - Ethylenediaminetetraacetic acid )
tamponu kullanildi. 0,5 x TAE soliisyonu i¢inde 1s1 yardimiyla (mikro dalga firin)
¢Ozilen agaroz, yaklagik 50-55 °C’ye kadar sogutulduktan sonra, tzerine 0,5 pg/ml
oraninda ethidium bromide (Sigma, ABD) konuldu ve karistirildi. Jel taraklari
yerlestirilmis olan jel tasiyicisina bu karigim dokiildi. Yaklasik 15 dakika sonra
donmus jelden taraklar ¢ikarilip, jel tasiyici tanka yerlestirildi. PCR Urlnleri
yiikleme boyas1 (6x Loading Dye, Fermentas, Litvanya) ile 1 kisim boya + 5 kisim
PCR Uriini olacak sekilde karistirilarak agaroz jele yiiklendi. Uriin biiyiikliigiiniin
yaklagik olarak belirlenebilmesi i¢in 100 bp’lik marker (Fermentas, Litvanya)
soliisyonundan (1 kisim stok marker + 1 kisim yiikleme boyasi + 4 kisim su) en

distaki kuyucuklara 1 pl yiiklendi. Daha sonra iiriinler yaklasik 30 dakika, 8 Volt/cm
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elektrik akimina tabi tutuldu. Jel gorintileme sistemi (Polaroid, GelCam, UK)

kullanilarak PCR sonucu olugan DNA bantlar1 goriintiilendi.

2.2.6. PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

Bu amagla, her iki gen bolgesi hedef alinarak yapilan konvansiyonel RT-PCR
testinde pozitif olarak bulunan 6rneklerden kaliteli PCR (rlnlne sahip olanlar,
orneklenen illeri temsil edecek sayida segildi. PCR iiriinlerinin saflastiritlmasi
amaciyla %]1'lik agaroz jel ve genis uclu taraklar kullanildi. Kuyucuklara 20 pl’den
az olmamak Ulzere 5 kisim PCR iiriini ile 1 kisim 6x yiikleme boyasi bir parafilm
izerinde karistirilarak konuldu. Jele 8 Volt/cm elektrik akimi uygulanarak 30 dakika
stireyle DNA f{iriinlerinin ilerlemesi saglandi. Elektroforez sonrasinda UV 1s1k
altinda goriintiilenen jelde hedef gen iiriinlerinin bulundugu bantlar, steril bir bisturi
yardimiyla jelden kesilerek ayrildi ve 1,5 ml’lik steril eppendorf tiiplere konuldu.
Elde edilen jel pargalarina High Pure PCR Product Purification Kit (Roche,
Almanya) kullanilarak, firma tarafindan 6nerilen prosediire gore saflagtirma iglemi
uygulandi. Buna gore; kesilen jel ile esit hacimde baglanma sollisyonu (Binding
Buffer) jelin bulundugu tiipe konuldu. Tiip 60 °C’de 15 dakika, jel tamamen eriyene
kadar inkube edildi ve her 5 dakikada bir olmak tzere tupler vortekslendi. Sure
sonunda tup igindeki sivi, silika jel iceren tiiplere aktarildi. Bir dakika 10000 rpm’de
santrifiij islemini takiben tiipler, 700ul yikama soliisyonu ile 2 kez yikandi. Tipler
bos olarak 5 dakika 13000 rpm’de santrifiij edildi. Silika jel tabakasinin oda 1si1sinda
kurumasi ve etanolun tamamen ugmasi beklendikten sonra, DNA 30ul elution
solisyonu veya RNAase-DNAase’dan arindirilmis su ile sulandirildi. DNA’nin
eldesi igin tiiplere 12000 rpm’de santrifiij islemi uygulandi. Islem sonunda elde

edilen saflastirilmis DNA’lar dizin analizinde kullanilmak tizere -20 °C’de saklandi.
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2.2.7. Dizin analizi

Saflagtirilan PCR iriiniinden Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystem, ABD) ve ABI 3130xlI DNA Analyser (Applied Biosystem,
ABD) ile dizin analizi gergeklestirildi. Bu islem i¢in asagidaki asamalar takip edildi:

2.2.7.1. BigDye® Terminator v3.1 i¢in reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

1- Dizin analizi yapilacak her bir 6rnek igin asagidaki tabloya gore reaksiyon

karisimi toplamda 10 ul olacak sekilde hazirlandi (Cizelge 2.11).

2- Tek veya ¢ift zincirli DNA Ornekleri i¢in asagidaki PCR programi
kullanilarak, GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, ABD) PCR
cthazinda amplifikasyon gergeklestirildi. DNA dizin analizi reaksiyon karigimi ve 1s1

protokolu Cizelge 2.11°de gosterildi.

Cizelge 2.11. Dizin analizinde kullanilan reaksiyon bilesenleri ve program
Program ve
Dongii Sayisi

DNA Dizi Analizi Reaksiyon Karisim

Reagent Konsantrasyon | Hacim (1x)

Big Dye Ready 2 By 2 ul

Reaction Premix 96 °C’de 1 dk

g:gcflzrye Sequencing 5x 2 ul
96 °C’de 10 sn

Primer 5 pmol/ul 2 pl 50 °C’de 5sn x25
60 °C’de 4 dk

DNA 1-100 ng 2 ul

Deiyonize su - 2 ul

Toplam hacim 1x 10 ul
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2.2.7.2. Receiver Spin Column Saflagtirilmasi icin Sephadex Hazirlanmasi

Sephadex soliisyonu hazirlarken dizin analizine alinacak her Ornek igin 1 ¢
Sephadex, 14 ml deiyonize su iginde eritildi. Sephadexin sismesi ve jel kivamina
gelmesi icin sollsyon, kolon isleminden yaklasik 1 saat once hazirlanip, 4°C’de

saklandi.

2.2.7.3. Receiver kolonun hazirlanmasi

1. Sephadex jelden 0.7 ml kolonun dip kismina pipet yardimiyla birakildi.

2. 0.7 ml deiyonize su eklendi ve kolonun altindaki kapak ¢ikarildi.

3. Kolon toplama tiipiine yerlestirilip vortekslendi.

4. 4600 rpm’de (ya da 730 x g), 2°C’de, 2 dakika santrifiij edildi. Sonra
collection tiipte toplanan sivi dokiildii ve kolon tekrar tiipe yerlestirildi. Bu arada

stvinin tiimil santrifiij edildiginden jel kristalize hal aldu.

5. Kristalize olmus jele pipet ucu temas ettirilmeden amplifiye edilen PCR

tiriintinden 10 pl aktarildi. Bu arada jelde catlak olup olmadigi kontrol edildi.

6. Yine 4600 rpm’de (ya da 730 g), 2°C’de, 2 dakika santrifuj edildi. Collection
tiipte santrifiij sonrasi biriken sividan 10 pl alinip, genetik analiz cihazinin pleytine

yerlestirildi.
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7. Dizin analizi islemine gegildi.

Ham veriler Applied Biosystem tarafindan saglanan 6zel yazilim SeqScape v2.5 ve
AB DNA Sequencing Analyser Software v5.2 ile analiz edilerek DNA dizinleri

belirlendi.

2.2.8. Dizin Analizi Sonuglarinin Degerlendirilmesi ve Filogenetik Analiz

Analiz sonrasi elde edilen ham veriler, National Center Biotechnology Information
(NCBI) servisinin  Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) web sayfasinda saglanan (Banklt: GenBank

Submissions) hizmetten yararlanilarak tanimlandi. Dizinler, Bioedit (Version 7.0.5.3)
ve Clustral W yazilim1 (Hall, 1999) kullanilarak kendi aralarinda karsilastirildi. Aym
programin ¢oklu hizalama (multiple alignment) 6zelliginden yararlanilarak PPR
virusunun hatlarin1 ifade eden referens viruslarin (F gen i¢in HQ197753, X74443,
FN995206, FN995999, FR667554, FR667555, AJ849636 ve N gen igin HQ197753,
HQ131963, EU267274, EU267273, DQ840171, DQ840174, DQ840183, DQ840168,
DQ840159, AJ849636) ve komsu ililkelere ait viruslarin dizinleri ile hizalandi ve
sonuglar karsilagtirildi. Filogenetik analizler, Nigeria/75/1 as1 susu, Turkey2000 susu
ve diger iilkelere ait PPRV suslan ile ¢alismada elde edilen saha suslar1 arasindaki
genetik yakinligi ortaya koymak amaciyla niikleik asit dizinleri {izerinden
gerceklestirildi. Filogenetik analiz icin MEGA v5.0 (Tamura ve ark., 2011) programi
kullanildi. Bu amagla fasta formatina g¢evrilen tiim verilere (gerek bu arastirmadan
elde edilen ve gerekse Gen Bankasindan saglanan PPRV N ve F gen kismi dizinleri)
Neighbour-Joining metoduna goére bootstrap analizi (1000 replicates) yapildu.
Analizde Tamura’nin 2’1i parametresi kullanild1 ve bootstrap degerleri filogenetik

harita Uzerinde gosterildi.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
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3. BULGULAR

3.1. PCR sonuclar

3.1.1. Konvansiyonel RT-PCR sonuglari

Calismada kan, nasal swap ve doku orneklerinden PPRV N ve F gen bolgelerine
yonelik yapilan konvansiyonel RT-PCR sonuglar1 Cizelge 3.4. de gosterildi. Buna
gore 50 ilden alinan 574 adet PPRV enfeksiyonu siipheli 6rnegin %39,3 (226/574) N
gen RT-PCR ile, %35,5 (204/574) F gen RT-PCR ile pozitif olarak tespit edildi. Elde
edilen amplikonlara ait agaroz jel goriintiileri Sekil 3.1°de gosterildi.

F gen RT-PCR
448 bp

N gen RT-PCR
463 bp

Sekil 3.1. PPRV F ve N gen bdlgesi yoninden yapilan RT-PCR gorintlsi(L: DNA
Ladder 100bp; 1: Pozitif kontrol; 2, 3, 4, 5: Saha 6rnekleri; 6: Negatif kontrol)

3.1.2. Real-Time RT-PCR tekniginin sensitivitesi

Primer-prob setinin minimum tespit limitini belirlemek i¢in standart egri, 1,5x10°

kopya/ul PPRV ¢cDNA’s1 iceren numuneden 10 kath diliisyonlar hazirlanarak ¢izildi
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(Sekil 3.2). En disiik tespit limiti 34,30 CT degeri 4,5 cDNA kopyasi olarak tespit
edildi. CT degerleri ile cDNA konsantrasyonlar: arasindaki iliski 9.37/4,5x 10°-
34,30/4,5x10° degerler arasinda lineer olarak tespit edildi. Regresyon degeri R? =
%98,7 olarak hesapland1 ve testin tekrarlanabilir oldugu goriildii. Testin efficiency

degeri; E=(10°P.1)x100  esitliginden  E=(10"2%°-1)x100=%100 olarak

hesaplandi.

Standard curve (InFun] =

Amplification Curves

Fluorescence (530)
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Sekil 3.2. Real Time RT-PCR tekniginin sensitivitesi

3.1.3. Standart egrinin olusturulmasi

Mikrolitredeki PPRV cDNA konsantrasyonu 1,5x10° kopya olan stoktan 107-107
diliisyonlar1 hazirlandi. Diliisyonlardan elde edilen kopya sayilar1 standart egrinin
olusturulmasinda kullanildi. Hazirlanan diliisyonlarda viral yiikteki azalmanin

dogrusallik gosterdigi goriildii (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.3).
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Cizelge 3.1. Real-Time PCR testinde sulandirmalarda reaksiyona giren cDNA sayisi
ve reaksiyon sonucunda elde edilen crossing point degerleri

Viral RNA sulandirma logio PPRV cDNA kopya PPRV cDNA Crossing point Degerleri
oranlar sayilart konsantrasyonu/pl
107 8,65 4.,5x 108 9,37
107 7,65 4,5x107 13,36
10° 6,65 4,5 x10° 16,92
107 5,65 45x10° 20,62
107 4,65 4,5x10° 24,49
10° 3,65 4,5x10° 27,65
107 2,65 4,5x10? 30,50
10°® 1,65 4,5x10* 33.53
10° 0,65 4.5x10° 34,30
40,0 -
- 2 _
¥,=38.483 —3.240l0g,,(X;) R“=0,987
35,0 A
5
& 30,0 |
o]
(7]
T
€
5 25,0 1
o
(=]
(=
® 20,0
o
[3)
15,0

0,65 1,65 2,65 3,65 4,65 5,65

logio PPRV cDNA kopya/pl

Sekil 3.3. Real Time RT-PCR tekniginin standart egrisi

3.1.4. Standart e@riye ait verilerin istatistiksel analizi

Standart egrinin olusturulmasi i¢in elde edilen verilerin istatistiksel analizinde basit
dogrusal regresyon yontemi kullanildi. Basit dogrusal regresyon analizinde crossing
point degerleri bagimli degisken ve PPR viral genom kopya sayilar1 logl0 tabanina
doniistiiriildii ve bagimsiz degisken olarak belirtildi. SPSS 11.5 paket programinda
istatistiksel analizler yapildi (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. EKK yontemi ile standart egri verilerine ait parametre tahminleri ve
onem testleri

Degiskenler Katsayilar Standart Hata t P
Crossing point Degerleri(Y7) 38.834 0.755 50.977 0.000
Logaritmik  déniistiiriilmiis  konsantrasyon | -3.240 0.142 -22.830 0.000
degerleri(Xj)

R? = %98,7

Hedef gen i¢in crossing point degeri, logaritmik doniistiiriilmiis konsantrasyon

degerleri arasinda iligskiyi gosteren basit dogrusal regresyon modeli;

Yi

38.483 — 3.240 log10(Xi ) seklinde olusturulmaktadir.

Regresyon denklemine gore, logaritmik doniistiiriilmiis konsantrasyonun, bir
birim arttiginda crossing point degerinin -3.240 azalmasi beklenildi. Verilere ait
varyans analiz tablosu (Cizelge 3.3) incelendiginde, elde edilen regresyon modelinin

istatistiki olarak 6nemli bulundugu gériildii (p<0.01).

Cizelge 3.3. Standart egriye ait varyans analiz tablosu

V.K.' S.D.? K.T.? K.0." F
Regresyon 1 629.986 629.986 521.202"
Hata 7 8.461 1.209

Genel 8 638.447

! Varyasyon kaynaklart

2 Serbestlik derecesi
3 Kareler toplami

* Kareler ortalamusi
™ p<0.01
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3.1.5. Real Time RT-PCR (rRT-PCR) Tekniginin Spesifitesi

Teknigin spesifitesi PPRV, diger morbilliviruslar (canine distemper, measles virus)
ve iligkili olmayan viruslar (BTV, BVDV) ile dogrulandi. Bu amagcla pozitif kontrol
virusu olarak Measles virus i¢in Measles, Mumps, Rubella viruslarini igeren ticari as1
(Sera Institute of India Ltd); Distemper i¢in Distemper, Parvovirus ve Parainfluenza
viruslarini igeren ticari ast (Nobicac DHPPI); Newcastle virus i¢in 2010 AI/NDV
yeterlilik testi i¢cin Weybridge U.K.’dan temin edilen sus, BTV ve BVDV i¢in
laboratuvarda mevcut pozitif ornekler kullanildi. Spesifik amplifikasyon sinyali
yalnizca PPRV ve PPRV 107 icin sirasiyla 19,70 ve 23,07 CT olarak tespit edildi.
Diger morbilliviruslar ve iligkili olmayan viruslar i¢in herhangi bir amplifikasyon
sinyali alinmadi. BTV ve BVDV ile herhangi bir ¢apraz reaksiyon gozlenmedi. Real
Time RT-PCR tekniginin spesifitesi Sekil 3.4’de gosterildi.

Qualitative Detaction
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Sekil 3.4. Real Time RT-PCR tekniginin spesifitesi
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3.1.6. RT-PCR tekniklerinin performanslarinin karsilastirilmasi

F ve N gen bolgelerini hedef alan konvansiyonel RT-PCR ile rRT-PCR tekniklerinin
performanslarin1 karsilastirmak igin, PPRV iceren stoktan RNA ekstraksiyonu
yapilarak 10 katli diliisyonlari hazirlandi. RRT-PCR sonucu CT degeri 36,81 ile 10°
dilisyon pozitif bulunurken, N ve F gen bolgelerini hedef alan konvansiyonel RT-
PCR testlerinde sirastyla 10 ve 10 diliisyon pozitif olarak tespit edildi (Sekil 3.5
ve Sekil 3.6).

Charval FEXLNE0] = Cok Conpasastion A wral
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Sekil 3.5. Real Time RT-PCR tekniginin sensitivitesi
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Sekil 3.6. Konvansiyonel N ve F gen RT-PCR tekniklerinin sensitivitesi

3.1.7. Saha drneklerinin RT-PCR sonuglarimin birlikte degerlendirilmesi

Caligmada kan, nasal swap ve doku orneklerinden PPRV N ve F gen bolgelerine
yonelik yapilan konvansiyonel RT-PCR ile N gen boélgesine yonelik rRT-PCR
sonuglar1 Cizelge 3.4°de gosterildi. Buna gore 50 ilden alinan 574 PPRV enfeksiyonu
stipheli 6rnegin %44,4 (255/574) N gen rRT-PCR ile, %39,3 (226/574) N gen RT-
PCR ile ve %35,5 (204/574) F gen RT-PCR ile pozitif olarak bulundu. Ug metot
birlikte degerlendirildiginde %45,8 (263/574) pozitiflik tespit edildi. Sonuglar yil ve
tir bazinda degerlendirildiginde, pozitiflik oranlarmin koyunlarda %46.0-47,1 ve
kegilerde 42.8-44.0 arasinda degistigi belirlendi (Cizelge 3.5). Kullanilan PCR
teknigi ve test materyalleri bazinda sonuglar incelendiginde ise, pozitiflik oranlarinin
%31,8-71,4 arasinda degistigi gorildii (Cizelge 3.6). Konvansiyonel RT-PCR
irtinlerinin blytikliikleri DNA merdivenleri sayesinde hizaland1 ve hedef bantlar
gorintilendi. Agaroz jel elektroforez gorintuleri ile rRT-PCR sonuglari bilgisayar
ortaminda kaydedildi. Calisma siiresince alinan Orneklerin illere gére RT-PCR

sonuglar1 Cizelge 3.4°de gosterildi.



Cizelge 3.4. Illere goére RT-PCR sonuglar1
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Cizelge 3.5. Y1l ve tiir bazinda RT-PCR sonuglari
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Koyun Kegci p-g(;}i)tliilniqk Toplam 6rnek sayis1
e En R e
2011 (1?32?9) (02/024/@'8) (107/0;/%879) 389
2010 (0?;/6819) (()f;/%g) (;/;?fii) 11
Toplam (2?;/3'?3) (23?13651) (2(?;55'?4) >74

Cizelge 3.6. Ornek ¢esidine gore RT-PCR sonuglari

Doku Kan Swap | Toplam Pozitif / Toplam Ornek
Test edilen 6rnek 374 193
sayisl
;I):og?tri]be-rrr_mzﬁeRr (0/013119,8) (%31,9) (%57,1) 204574 (%35,5)
glogﬁTfT):-nsIEI:eRr (0/0154?,7) (%?13,6) (%57,1) 226/574 (%39,3)
l[\)logz?'?ifroRr-lr-{eFl)((I:eFf (%1581) (<y015010,8) (%71,4) 255/574 (%44.4)

3.2. Dizin Analizi Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi ve Filogenetik Analaiz

Konvansiyonel RT-PCR testleri sonunda elde edilen pozitif 6rneklerden illeri temsil

edecek sekilde 53 adet F gen ve 60 adet N gen kismi dizin analizleri yapildi ve gen
bankas1 ulasim numaralar1 JQ388615-JQ388664, JQ519907-JQ519965, JX117877-

JX117880 olarak alindi. Tez siiresince elde edilen viruslarim, F ve N gen kismi

dizinlerinin gen bankasinda yer alacak

son nomenkiilatére gore yapilmis

isimlendirmeleri ve ulasim numaralar1 Cizelge 3.7 ve 3.8’de gosterildi.




Cizelge 3.7. F gen kismi dizinlerinin gen bankasinda yer alan son nomenkiilatore gore yapilmis isimlendirmeleri ve ulasim numaralari

Sira No.

1l
Adana
Adana
Afyon
Amasya
Antalya
Antalya
Ankara
Aydin
Aydin
Aydin
Balikesir
Balikesir
Bilecik
Bilecik
Bursa
Canakkale
Canakkale
Edirne
Edirne
Erzurum
Giresun
Hatay
Hatay
Hatay
istanbul
izmir
izmir

Kod

ADANA
TR/ADANA/2011/53F
TURKEY/AFYON/2011/35F
AMASYA2011-8F
TR/ANTALYA/2011/42F
Turkey/Antalya/2011/6F
ANKARA
TR-AYDIN-2011-7F
TR/AYDIN/2011/28F
TR-AYDIN-2011-29F
TR/BALIKESIR/2011/2640F
TR/BALIKESIR/2010/3262F
TR-BILECIK-2011-18F
TR-BILECIK-2011-19F
TR/BURSA/2011/4F
TR/CANAKKALE/2010/341F
TR/CANAKKALE/2011/3934F
TR/EDIRNE/2011/17F
EDIRNE F
TURKEY/ERZURUM/2011/5F
TR/GIRESUN/2011/43F
TR/HATAY/2011/6F
TR/HATAY/2011/44F
TR/HATAY/2011/45F
TR/ISTANBUL/2010/583F
TR/IZMIR/2011/25F
TR/I1ZMIR/2011/27F

Genbank No
JQ388615
JQ519907
JQ388617
JQ388619
1Q388625
JQ388624
JQ388621
JQ388627
JQ388629
1Q388631
JQ388633
JQ388635
JQ388637
JQ388638
JQ388641
1Q388643
JQ388645
Q388647
JX117877
JQ388649
JQ388651
JQ388653
JQ388655
JQ388657
JQ388659
1Q388661
JQ519965

Tur
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Kegi
Kegi
Kegi
Koyun
Koyun
Koyun

Materyal
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Kan
Kan
Kan
Doku
Doku
Doku

Sira No.

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

Il
K.Maras
K.Maras
K.Maras
Kirklareli
Kocaeli
Konya
Konya
Konya
Kutahya
Kutahya
Manisa
Manisa
Osmaniye
Manisa
Sakarya
Samsun
Samsun
Sanliurfa
Sanlurfa
Sinop
Sinop
Sivas
Tekirdag
Tekirdag
Tokat
Tokat

Kod

TR/KAHRAMANMARAS/2011/5F
TR/KAHRAMANMARAS/2011/48F
TR/KAHRAMANMARAS/2011/49F

TR/KIRKLARELI/2011/2F
TR/KOCAELI/2010/586F
TR/KONYA/2011/23F
TR/KONYA/2011/36F
TR/KONYA/2011/41F
TR/KUTAHYA/2011/26F
TR/KUTAHYA/2011/30F
TR/MANISA/2011/21F
TR/MANISA/2011/31F
TR/OSMANIYE/2011/52F
TR/MANISA/2011/32F
TR/SAKARYA/2011/20F
TR/SAMSUN/2011/54F
TR/SAMSUN/2011/7F
TR/SANLIURFA/2011/50F
TR/SANLIURFA/2011/51F
TR/SINOP/2011/8F
TR/SINOP/2011/47F
TR/SIVAS/2011/34F
TR/TEKIRDAG/2011/4F
TEKIRDAG
TR/TOKAT/2011/1F
TR/TOKAT/2011/46F

Genbank No
JQ388663
JQ519915
JQ519917
JQ519919
JQ519921
Q519924
Q519926
JQ519928
JQ519930
JQ519932
JQ519934
JQ519936
JQ519939
JQ519937
JQ519942
1Q519946
Q519944
JQ519948
JQ519950
JQ519952
JQ519954
JQ519956
JQ519958
JX117879
JQ519960
JQ519962

Tur
Kegi
Kegi
Kegi
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun

Materyal
Kan
Kan
Kan
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Kan
Doku
Kan
Doku
Doku
Kan
Kan
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku

29



Cizelge 3.8. N gen kismi dizinlerinin gen bankasinda yer alan son nomenkiilatore gore yapilmis isimlendirmeleri ve ulasim numaralari

Sira No.

1l
Adana
Adana
Afyon
Agri
Amasya
Ankara
Antalya
Antalya
Aydin
Aydin
Aydin
Balikesir
Balikesir
Bilecik
Bilecik
Bilecik
Bilecik
Bursa
Canakkale
Canakkale
Edirne
Edirne
Erzurum
Giresun
Hatay
Hatay
Hatay
istanbul
izmir
izmir

Kod
TR/ADANA/2011/53N
ADANA
TURKEY/AFYON/2011/35N
TR/AGRI/2011/16N
AMASYA

ANKARA
TR/ANTALYA/2011/6N
TR/ANTALYA/2011/42N
TR-AYDIN-2011-7N
TR/AYDIN/2011/28N
TR-AYDIN-2011-29N
TR/BALIKESIR/2010/2640N
TR-BALIKESIR-2010-3262N
TR-BILECIK-2011-18N
TR-BILECIK-2011-19N
TR/BILECIK/2011/10N
TR/BILECIK/2011/11N
TR/BURSA/2011/4N
TR/CANAKKALE/2010/341N
TR/CANAKKALE/2011/3934N
TR/EDIRNE/2011/17N
EDIRNE
ERZURUM/2011/5N
TR/GIRESUN/2011/43N
TR/HATAY/2011/6N
TR/HATAY/2011/44N
TR/HATAY/2011/45N
TR/ISTANBUL/2010/583N
TR/IZMIR/2011/25N
TR/1ZMIR/2011/27N

Genbank No
JQ519908
JQ388616
JQ388618
JQ519909
1Q388620
JQ388622
JQ388623
JQ388626
JQ388628
JQ388630
1Q388632
JQ388634
JQ388636
JQ388639
JQ388640
JQ519910
JQ519911
JQ388642
JQ388644
JQ388646
JQ388648
JX117878
JQ388650
JQ388652
JQ388654
JQ388656
1Q388658
1Q388660
JQ388662
JQ519914

Tur

Koyun
kegi

Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
kegi

kegi

kegi

Koyun
Koyun
Koyun

Materyal
Doku
Kan
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
Doku
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Doku
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Sira No.

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

Il

izmir
izmir
K.Maras
K.Maras
K.Maras
Kirklareli
Kocaeli
Konya
Konya
Konya
Konya
Kutahya
Kitahya
Manisa
Manisa
Manisa
Osmaniye
Sakarya
Sakarya
Samsun
Samsun
Sanlurfa
Sanhurfa
Sinop
Sinop
Sivas
Tekirdag
Tekirdag
Tokat
Tokat

Kod
TR/1ZMIR/2011/22N
TR/IZMIR/2011/14N

TR/KAHRAMANMARAS/2011/5N
TR/KAHRAMANMARAS/2011/48N
TR/KAHRAMANMARAS/2011/49N

TR/KIRKLARELI/2011/2N
TR/KOCAELI/2010/586N
TR/KONYA/2011/15N
TR/KONYA/2011/23N
TR/KONYA/2011/36N
TR/KONYA/2011/41N
TR/KUTAHYA/2011/26N
TR/KUTAHYA/2011/30N
TR/MANISA/2011/21N
TR/MANISA/2011/31N
TR/MANISA/2011/32N
TR/OSMANIYE/2011/52N
TR/SAKARYA/2011/12N
TR/SAKARYA/2011/20N
TR/SAMSUN/2011/7N
TR/SAMSUN/2011/54N
TR/SANLIURFA/2011/50N
TR/SANLIURFA/2011/51N
TR/SINOP/2011/8N
TR/SINOP/2011/47N
TR/SIVAS/2011/34N
TR/TEKIRDAG/2011/4N
TEKIRDAG
TR/TOKAT/2011/1N
TR/TOKAT/2011/46N

Genbank No
JQ519913
JQ519912
Q388664
JQ519916
JQ519918
JQ519920
Q519922
JQ519923
JQ519925
JQ519927
JQ519929
JQ519931
JQ519933
JQ519935
JQ519964
JQ519938
JQ519940
JQ519941
Q519943
JQ519945
Q519947
JQ519949
JQ519951
JQ519953
JQ519955
JQ519957
JQ519959
JX117880
JQ519961
JQ519963

Tur
Koyun
Koyun
Kegi
Kegi
Kegi
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
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Doku
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Doku
Doku
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Doku
Doku
Doku
Kan
Doku
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Doku
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Doku
Doku
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Doku
Doku
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3.2.1. PPRV F Gen Bolgesi Dizin Analizi Sonuglarinin Degerlendirilmesi ve
Filogenetik Analiz

Calismada elde edilen 53 adet F gen kismi dizinlerinin niikleotid bazinda yapilan
karsilastirmalar1 sonunda, Turkey96 dizini ile 6032. nt’de G—A ve 6041. nt’de
A—G seklinde iki, Turkey0O0 dizini ile 5849.nt.’"de C—T, 5999.nt."de G—A ve
6083.nt’de C—T seklinde ii¢ niikleotid degisiminin oldugu tespit edildi. Ayrica
Turkey96 dizini, Turkey2000 dizini ile karsilastirildiginda 5849.nt.’de C—T,
5999.nt.’de G—A, 6032. nt’de G—A, 6041. nt’de A—G ve 6083.nt’de C—T olmak
tizere bes niikleotid degisikliginin oldugu tespit edildi. Buna goére Turkey96
dizininde, Turkey2000 dizinine gore var olan 5 niikleotid degisiminden sadece
ikisinin ¢aligmada elde ettigimiz dizinlere aktarilmis oldugu tespit edildi. Nukleotid

degisimleri Sekil 3.7°de gosterildi.

Tespit edilen bu niikleotid degisimlerine iliskin olarak, F gen kismi dizinlerinin
kendi aralarindaki yilizde benzerlik oranlar1 %98,2-100, Turkey96 ile %98,2-99,3 ve
Turkey00 ile % 97,9-98,9 olarak tespit edildi (Cizelge 3.9).

Elde edilen F gen kismi dizinlerinin gerek kendi aralarinda ve gerekse Turkey
1996 ve Turkey2000 viruslarina ait gen dizinleri ile aminoasit bazinda yapilan
karsilastirmalarinda ise sirasiyla %97,8-100, %98,9-100 ve %98,9-100 arasinda bir
benzerlik oldugu tespit edildi (Cizelge 3.10).
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Sekil 3.7. Tiirkiye’de 1996-2012 yillar1 arasinda saptanan viruslarin F gen kismi dizinlerinin nikleotid diizeyinde karsilastiriimasi
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99



Cizelge 3.9. Tirkiye’de 1996-2012 yillar1 arasinda saptanan viruslarin F gen dizinlerinin niikleotid diizeyinde yiizde benzerlik oranlart

2 [ 3] a]s]eJ7]8]oJrwo][nn[12][B3][14]15]6]17]18]19]20]21]2]23]24]25]2]27]2]2]3]3x]3
982 989 92 989 989 989 989

Turkey2000-AJ849636 | 1 982 982 986 986 989 989 986 989 989 986 989 989 , , , , , : , , 9 982 979 989 | 1
Turkey96-FR667647 2 | 982 986 989 989 993 993 989 993 993 989 993 993 986 993 986 993 989 986 993 993 993 993 993 993 993 989 986 993 986 982 993 | 2
ADANA-JQ388615 3 | 982 986 989 989 993 993 989 993 993 989 993 993 989 993 100 993 989 100 993 993 993 993 993 993 993 989 100 993 100 996 993 | 3
AFYON-JQ388617 4 | 986 989 989 993 996 996 993 996 996 993 996 996 989 996 989 996 993 989 996 996 996 996 996 996 996 993 989 996 989 986 996 | 4
AMASYA-JQ388619 5 |96 989 989 993 996 996 993 996 996 993 996 996 989 996 989 996 100 989 996 996 996 996 996 996 996 100 989 996 989 986 996 [ 5
ANKARA-JQ388621 6 (989 993 993 996 996 100 996 100 100 996 100 100 993 100 993 100 996 993 100 100 100 100 100 100 100 996 993 100 99,3 989 100 [ 6
ANTALYA-JQ388624 | 7 | 989 993 993 996 996 100 996 100 100 996 100 100 993 100 993 100 996 993 100 100 100 100 100 100 100 996 993 100 993 989 100 [ 7
AYDIN-JQ388627 8 | 986 989 989 993 993 996 99,6 996 996 993 99,6 996 99 996 989 996 993 989 996 996 996 996 996 996 996 993 989 996 989 936 996 8
BALIKESIR-JQ388633 | 9 | 989 993 993 996 996 100 100 996 100 996 100 100 993 100 993 100 996 993 100 100 100 100 100 100 100 996 993 100 993 989 100 [ 9
BILECIK-JQ388637 10 [ 989 993 993 996 996 100 100 996 100 996 100 100 993 100 993 100 996 993 100 100 100 100 100 100 100 996 993 100 99,3 989 100 | 10
BURSA-JQ388641 11986 989 989 993 993 996 996 993 996 996 996 996 989 996 989 996 993 989 996 996 996 996 996 996 996 993 989 996 989 986 996 | 1
CANAKKALE-JQ388641] 12 | 989 993 993 996 996 100 100 996 100 100 99,6 100 993 100 993 100 996 993 100 100 100 100 100 100 100 996 993 100 993 989 100 | 12
EDIRNE-JQ388647 13 | 989 993 993 996 996 100 100 996 100 100 99,6 100 993 100 993 100 996 993 100 100 100 100 100 100 100 996 993 100 993 989 100 | 13
ERZURUM-JQ388649 | 14 | 982 986 989 989 989 993 993 989 993 993 989 993 993 993 989 993 989 989 993 993 993 993 993 993 993 989 989 993 989 986 993 | 14
GIRESUN-JQ388651 15 [ 989 993 993 996 996 100 100 996 100 100 996 100 100 99,3 993 100 996 993 100 100 100 100 100 100 100 996 993 100 993 989 100 | 15
HATAY-JQ388653 16 [ 982 986 100 989 989 993 993 989 993 993 989 993 993 989 993 993 989 100 993 993 993 993 993 993 993 989 100 993 100 996 993 | 16
ISTANBUL-JQ388659 | 17 | 989 993 993 996 996 100 100 996 100 100 996 100 100 993 100 99,3 996 993 100 100 100 100 100 100 100 996 993 100 993 989 100 | 17
IZMIR-JQ388661 18 [ 986 989 989 993 100 996 996 993 996 996 993 996 996 989 996 989 996 989 996 996 996 996 996 996 996 100 989 996 989 986 996 | 18
KMARAS-JQ388663 | 19 | 982 986 100 989 989 993 993 989 993 993 989 993 993 989 993 100 993 989 993 993 993 993 993 993 993 989 100 993 100 996 99,3 | 19
KIRKLARELI-JQ519919| 20 | 989 993 993 996 996 100 100 996 100 100 996 100 100 993 100 993 100 996 993 100 100 100 100 100 100 996 993 100 993 989 100 | 20
KOCAELI-JQ519921 21 | 989 993 993 996 996 100 100 996 100 100 996 100 100 993 100 993 100 996 993 100 100 100 100 100 100 996 993 100 993 989 100 | 21
KONYA-JQ519924 22 | 989 993 993 996 996 100 100 996 100 100 996 100 100 99,3 100 993 100 996 993 100 100 100 100 100 100 996 993 100 99,3 989 100 | 22
KUTAHYA-JQ519930 | 23 | 989 993 993 996 996 100 100 996 100 100 996 100 100 993 100 993 100 996 993 100 100 100 100 100 100 996 993 100 99,3 989 100 | 23
MANISA-JQ519932 24 | 989 993 993 996 996 100 100 996 100 100 996 100 100 993 100 993 100 996 993 100 100 100 100 100 100 996 993 100 993 989 100 | 24
OSMANIYE-JQ519939 | 25 | 989 993 993 996 996 100 100 996 100 100 996 100 100 993 100 993 100 996 993 100 100 100 100 100 100 996 993 100 993 989 100 | 25
SAKARYA-JQ519942 | 26 | 989 993 993 996 996 100 100 996 100 100 996 100 100 993 100 99,3 100 996 993 100 100 100 100 100 100 996 993 100 993 989 100 | 26
SAMSUN-JQ519944 27 | 986 989 989 993 100 996 996 993 996 996 993 996 996 989 996 989 996 100 989 996 996 996 996 996 996 996 989 996 989 986 996 | 27
SANLIURFA-JQ519948 | 28 | 982 986 100 989 989 993 993 989 993 993 989 993 993 989 993 100 993 989 100 993 993 993 993 993 993 993 989 993 100 996 993 [ 28
SINOP-JQ519952 20 | 989 993 993 996 996 100 100 996 100 100 996 100 100 993 100 993 100 996 993 100 100 100 100 100 100 100 99,6 99,3 99,3 989 100 [ 29
SIVAS-JQ519956 30 982 986 100 989 989 993 993 989 993 993 989 993 993 989 993 100 993 989 100 993 993 993 993 993 993 993 989 100 993 996 99,3 [ 30
TEKIRDAG-JQ519958 | 31 | 97,9 982 996 986 986 989 989 986 989 989 986 989 939 986 989 996 989 986 996 989 989 989 989 989 989 989 986 996 989 996 989 | 31
TOKAT-JQ519960 32 (989 993 993 996 996 100 100 996 100 100 996 100 100 993 100 993 100 996 993 100 100 100 100 100 100 100 996 993 100 993 989 32
1 [ 2] 3] 4]5s5[e 7] 8] o] mM[12]13] 14151617 ]18]19]27]21]22]23]24]2[2 [27]28]27]3]3]3z3
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Cizelge 3.10.

Tiirkiye’de 1996-2012 yillar1 arasinda saptanan viruslarin F gen dizinlerinin aminoasit diizeyinde yiizde benzerlik oranlari

2 [ 3 [ 4[5 6789 [10]1[12]13[14][15]16] 1 [18]19 [ 2] 21 22] 23 [ 2425 [ 26 [ 27 [ 28 [ 20 [ 30 31| 32

Turkey2000-AJ849636 1
Turkey96-FR667647 2
ADANA-JQ388615 3
AFYON-JQ388617 4
AMASYA-JQ388619 5
ANKARA-JQ388621 6
ANTALYA-JQ388624 7
AYDIN-JQ388627 8
BALIKESIR-JQ388633 9
BILECIK-JQ388637 10
BURSA-JQ388641 1"
CANAKKALE-JQ388641 12
EDIRNE-JQ388647 13
ERZURUM-JQ388649 14
GIRESUN-JQ388651 15
HATAY-JQ388653 16
ISTANBUL-JQ388659 17
1ZMIR-JQ388661 18
K.MARAS-JQ388663 19
KIRKLARELI-JQ519919 20
KOCAELI-JQ519921 21
KONYA-JQ519924 22
KUTAHYA-JQ519930 23
MANISA-JQ519932 24
OSMANIYE-JQ519939 25
SAKARYA-JQ519942 26
SAMSUN-JQ519944 27
SANLIURFA-JQ519948 28
SINOP-JQ519952 29
SIVAS-JQ519956 30
TEKIRDAG-JQ519958 3
TOKAT-JQ519960 32
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Nigeria/75/1 as1 susu ile niikleotid bazinda yapilan karsilastirmalarda ise 28
adet niikleotid degisimi tespit edildi. Nukleotid degisimlerinin Nigeria/75/1 as1
susundaki pozisyonlar1 Cizelge 3.11 ve Seckil 3.8’de gosterildi. F gen kismi
dizinlerinde goriilen bu niikleotid degisimlerine iliskin, calismada elde edilen
dizinlerin kendi aralarinda %98,3-100, Nigeria/75/1 as1 susu ile %91,3-92,4 oraninda
benzer olduklart tespit edildi (Cizelge 3.12).

Nigeria/75/1 as1 susuna ait dizin ile ¢alismada elde edilen F gen kismi
dizinlerinin aminoasit diizeyinde yapilan karsilastirmalarinda, 5854. (T—C) ile
5855. (C—T) ve 6120. (A—G) ile 6122. (T—C) niikleotidlerde meydana gelen
degisimlerin sirastyla V—A ve S—G seklinde iki aminoasit degisimine neden
oldugu tespit edildi. Grafikte ayrica tiim dizinlerde PPRV F gen cleavage site
bolgesinin korunmus oldugu tespit edildi. PPRV F gen cleavage site bolgesi
aminoasit dizini G-R-R-T-R-R, bolgenin korunmuslugunu ifade etmektedir. F gen
kismi dizinlerini kendi aralarinda ve Nigeria/75/1 dizini ile aminoasit diizeyinde
karsilastirmas1 Sekil 3.9°da gosterildi. F gen kismi dizinlerin kendi aralarinda ve
Nigeria/75/1 dizini ile aminoasit diizeyinde karsilastirildiginda ise, sirasiyla %98,3-
100 ve %97,5-98,3 oraninda bir benzerlik oldugu tespit edildi (Cizelge 3.13).

F gen kismi dizinler ve hatlar1 temsil eden referans dizinler ile birlikte
filogenetik aga¢ olusturuldugunda, Tiirkiye’de sirkiile olan PPR viruslarmin V.
genetik hat igcinde yer aldigi goriildii. F gen kismi dizinlerinin referans dizinleri ile
olan iliskisini gosteren filogram Sekil 3.10°da gosterildi. Komsu iilkelerde sirkiile
olan ve degisik yollarla iilkemize giren ya da girmesi muhtemel PPR viruslan ile,
calismada elde edilen F gen kismi dizinler arasindaki uzakliklarin daha net goriilmesi
amaciyla olusturulan filogram Sekil 3.11’de gosterildi. Sekil 3.11°deki filogram
incelendiginde, iilkemizde sirkiile olan viruslarin F gen kismi dizinlerine gore
temelde 3 alt grupta toplandigi tespit edildi. Alt grup Il icine Egypt09 (FR667557),
alt grup HI igine Turkey2000 (AJ849636) referans dizinlerinin girdigi, alt grup |

igine ise sadece calismada elde edilen dizinlerin girdigi tespit edildi. Alt grup Il
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kapsadig1 dizinler agisindan incelendiginde, agirlikli olarak Giineydogu illerinden
elde edilenler ve Egypt09’dan (FR667557) olustugu goriildii. Alt gruplar igine
girmemesine ragmen Irak dizinlerinin diger komsu iilke dizinlerine gére tilkemizde

sirkiile olan viruslara daha yakin oldugu tespit edildi.

Calismada elde edilen F gen kismi dizinlerinin evrimsel siirecini incelemek
amaciyla DnaSP v.5 (Librado, P. ve Rozas, J., 2009; http://www.ub.edu/dnasp/) ve
NETWORK Software (http://www.fluxus-engineering.com) programlar1 ile star
contraction algorithm (Forster ve ark., 2001) ve median-joining (MJ) network
algorithm (Bandelt ve ark., 1999) parametreleri kulanilarak network analizi yapildi
(Sekil 3.12). Network analizinde c¢alismada elde edilen F gen kismi dizinlerinin
tamaminin sar1 renkle ifade edilen IV. genetik hat i¢inde yer aldigi goriildii. Ayrica
filogenetik analizde agirlikli olarak alt grup III i¢cinde yer alan dizinlerin haplogrup 3
(H3) iginde, alt grup Il icinde yer alan dizinlerin haplogrup 2 (H2) ve alt grup I
icinde yer alan dizinlerin haplogrup 1 (H1) i¢inde yer aldig: tespit edildi. Network
analiz incelendiginde, H2 ile H3 arasinda iki adet (69 ve 282); H3 ile HI arasinda da
bir adet nikleotid (138) farklilig1 tespit edildi. Calismada elde edilen dizinlerin
blyiik bir kismimi iceren H3 ile Iraq2009 (AY948429) arasinda bir adet (280),
Iraq2000 (FN995439) arasinda iki adet (240, 78), Iraq2002 (FN995440) arasinda bes
adet (240, 19, 22, 23, 24), Turkey2000 (AJ849636) arasinda ii¢ adet (51, 201, 285)
ve Iran2010 (FN995204) arasinda dort adet niikleotid (234, 45, 27, 182) farkliligi
tespit edildi. Filogenetik analizde oldugu gibi network analizde de, Iran2010
(FN995204) dizininin, as1 susu Nigeria75/1’e 18 adet niikleotid farkliligi ile en yakin
dizin oldugu tespit edildi.



71

Cizelge 3.11. F gen kismi dizinlerinde Nigeria/75/1 dizinine goére meydana gelen
nikleotid degisimlerinin genomdaki pozisyonu

Tam Nukleotid | Tam Nikleotid | Tam Niikleotid | Tam Niikleotid
Genomdaki | Degisimi | Genomdaki | Degisimi | Genomdaki | Degisimi | Genomdaki | Degisimi
Pozisyonu Pozisyonu Pozisyonu Pozisyonu

5825.nt A—-G 5888.nt C-T 5957.nt A—-G 6104.nt T—-G
5837.nt C-T 5903.nt A—-G 6032.nt G—A 6116.nt A—-G
5840.nt G—A 5912.nt C—A 6035.nt G—A 6120.nt A—-G
5843.nt C-T 5921. nt A—-C 6050.nt A—-G 6122.nt T—C
5854.nt” T—-C 5924.nt C-T 6053.nt C-T 6140.nt T—-C
5855.nt" C-T 5930. nt G—A 6077.nt C-T 6143.nt T—-C
5858.nt G—A 5942.nt T-C 6098.nt T—-C 6158.nt T—-C

* Aminoasit degisimine sebep olan nikleotidler
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= 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Nigeria/75/1-HQ197753 TCTRACACCTGGGCGCAGEACCCGCCGTTTTGTCGGGGCTGTTCTGGCCGEAGTAGCACTTGEAGTCGCGACAGCCGCTCARATAACTGCCGEAGTCGCACTCCA
ADANA-JQ388615 T To.B . Teeiniinns CT..B........ B i et ieiinnnss Govvvnnns Boovoens, C..T..
AFYON-JQ388617 B T..A..T.......... L T Govvvnnn Ao, c..T..
AMASYA-JQ388619 . T..A..T...ovinn ] T et Govrvnint Aoo...... C..T..
ANKARA-JQ388621 B T..A..T.......... O T L€ Ao, C..T..
ANTALYA-JQ388624 . T..A..T...ovinn ] T et Govrvnint Aoo...... C..T..
AYDIN-JQ388627 B L T B ittt s et anas et ieiinnnss Govvvnnns Booooens, C..T..
BALIKESIR-JQ388633 . T..A..T...ovinn ] T et Govrvnint Aoo...... C..T..
BILECIK-JQ388637 B L T B ittt s et anas et ieiinnnss Govvvnnns Booooens, C..T..
BURSA-JQ388641 B T..A..T.......... L T Govvvnnn Ao, c..T..
|CANAKFKALE-JQ388641 B L T B ittt s et anas et ieiinnnss Govvvnnns Booooens, C..T..
EDIRNE-JQ3688647 B T..A..T.......... L T Govvvnnn Ao, c..T..
ERZURUM-JQ388649 B To.B . Teeianiinnn O Teeriiiennns N Aoooo.e.. C..T..
|GIRESUN-JQ388651 B T..A..T.......... L T Govvvnnn Ao, c..T..
HATAY-JQ388653 . T..A..T...ovinn CT..A........ B e T et Govrvnint Aoo...... C..T..
ISTANBUL-JQ388659 B T..A..T.......... O T L€ Ao, C..T..
IZMIR-JQ388661 . T..A..T...ovinn ] T et Govrvnint Aoo...... C..T..
KAHRAMANMARAS-JQ388663...G........... L CT..B........ B i et ieiinnnss Govvvnnns Booooens, C..T..
EIRKLARELI-JQ519919 B T..A..T.......... O T Govennnn Ao, C..T..
KOCAELI-J0Q519921 B L T B ittt s et anas et ieiinnnss Govvvnnns Booooens, C..T..
EONYA-JQ519924 B T..A..T.......... L T Govvvnnn Ao, c..T..
KUTAHYA-J0Q519930 B L T B ittt s et anas et ieiinnnss Govvvnnns Booooens, C..T..
MANISA-JQ519932 B T..A..T.......... L T Govvvnnn Ao, c..T..
OSMANIYE-JQ519939 . T..A..T...ovinn ] T et Govrvnint Aoo...... C..T..
SAKARYA-JQ519942 B T..A..T.......... L T Govvvnnn Ao, c..T..
SAMSUN-JQ519944 . T..A..T...ovinn ] T et Govrvnint Aoo...... C..T..
SANLIURFA-JQ519948 B T..A..T.......... CT..A........ A T Govevnnn Ao, c..T..
SINOP-JQ519952 . T..A..T...ovinn ] T et Govrvnint Aoo...... C..T..
SIVAS-J(Q519956 B L CT..B........ B i et ieiinnnss Govvvnnns Booooens, C..T..
TEKIRDAG-J(Q519958 B T..A..T.......... CT..A........ A T Govennnn Ao, C..T..
TOKAT-J0519960 B L T B ittt s et anas et ieiinnnss Govvvnnns Booooens, C..T..

Sekil 3.8. F gen kismi dizinlerinin kendi aralarinda ve Nigeria/75/1dizini ile niikleotid dlizeyinde karsilastiriimasi
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;I Trrean | Troran | Troeoro | Trroan | Tren | rroran | Troeoro | Trroan | Trouer | rTreer | Troeoro | Trroan | Trouer | Trren | Ttroeoro | Trroan | Troran | Tren | Trroan | Trrean | Troran |

= 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
Nigeria/75/1-HQ197753 AGTCATTGATGAATTCCCAAGCAATTGAARAGTTTARAAACCAGTCTTGAGAAGTCGAATCAGGCARTAGAAGAAATCAGACTTGCARATAAGGAGACCATACTGY
ADANA-JQ388615 1 P Gt e Bt et e e e e e e Al
AFYON-JQ388617 . Gt e Bt et e e e e e e A
AMASYA-JQ388619 A..... A..... G e B e et e e e e e A
ANKARA-JQ388621 Booeinn.. Gt eeen B et e e e e e e e e e e e A
ANTALYA-JQ388624 Booeinn.. Gt eeen B et e e e e e e e e e e e A
AYDIN-JQ388627 Booeiinn.. Gt en Gt et e e e e e e e e A
BALIKESIR-JQ388633 Bovirinnnnn. Gt e Bttt et e e e e e e A
BILECIK-JQ388637 Bovirinnnnn. Gt e Bttt et e e e e e e A
BURSA-JQ388641 Bovvrinnnnn. Coreeeeeenns Bttt et e e e e e e A
CANAKKALE-JQ388641 Bovirinnnnn. Cotreeeeeenns Bttt et e e e e e e A
EDIRNE-JQ388647 . Gt e Bt et e e e e e e A
ERZURUM-JQ388649 . Gt e Bt et e e e e e e A
GIRESUN-JQ388651 Booerinn.. Gt eeen e et e e e e e e e e e e A
HATAY-JQ388653 Booeinn.. Gt eeen B et e e e e e e e e e e e A
ISTANBUL-JQ388659 Booeinn.. Gt eeen B et e e e e e e e e e e e A
IZMIR-JQ388661 Al B..... Gt en Gttt e e e e e e e e e A
KAHRAMANMARAS-JQ388663 . Beuere.. .. Gt e Bttt et e e e e e e A
KIRKLARELI-JQ519919 Bovirinnnnn. Gt e Bttt et e e e e e e A
KOCAELI-JQ515921 Bovvrinnnnn. Coreeeeeenns Bttt et e e e e e e A
KONYA-J0519924 . Gt e Bt et e e e e e e A
KUTAHYA-JQ519930 . Gt e Bt et e e e e e e A
MANISA-JQ519932 B, Gt e Bt et e e e e A
OSMANIYE-JQ519939 Booeinn.. Gt eeen B et e e e e e e e e e e e A
SAKARYA-JQ519942 Booeinn.. Gt eeen B et e e e e e e e e e e e A
SAMSUN-JQ519944 A..... A..... Gt eeen B et e e e e e e e e e e e A
SANLIURFA-JQ519948 Booerinnn.. Gt en Gttt e e e e e e e e e A
SINOP-JQ519952 Bovirinnnnn. Gt e Bttt et e e e e e e A
SIVAS-J0519956 Bovirinnnnn. Gt e Bttt et e e e e e e A
TEKIRDAG-JQ519958 Bovirinnnnn. Cotreeeeeeenns Bttt e e e e e Coreen e A
TOKAT-JQ519960 . Gt e Bt et e e e e e e A

Sekil 3.8.’in devami
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= 240 250 260 270 280 250 300 310 320 330 3
Nigeria/75/1-HQ197753 |GCGGTACAGGGCGTCCAAGACTATATCAACAATGAGCTTGTCCCCTCTGTTCATAGRATGTCATGTGAGCT TGTAGGTCACARACTCAGTCTCARAGCTCCTTAGG]
ADANA-JQ388615 B L T..Co i Covn L G...G.C...oiii
AFYON-JQ388617 . A O c B Co.... . GeriGuConoeai
AMASYA-J0388619 . A Tt Co.... . [T c I oS
ANKARA-J0388621 . A Tt C.o.... T [T c I oS
ANTALYA-JQ388624 . A Tt C.o.... T [T c I oS
AYDIN-JQ388627 . T Tt Co.... T [T I o
BALIKESIR—JQEBBGEE AL R T e e e e e en s C..... L G...G.C... .
BILECIK-JQ388637 . T T Coo... Geveeeenns [T I o T
BURSA-JQ388641 B e T Coo... (. [ I o T
CANAKKALE-JQ388641 B e T Coo... (. [ I o T
EDIRNE-JQ388647 B T Tt eemaneaanenens Covnnn Gevirnnnnns T ¢ B o
ERZURUM-JQ388649 - T - Covvn T [T c B o
GIRESUN-JQ388651 . A Tt Co.... . [T c I oS
HATAY-J0388653 . A Y o Co.... . [T c I oS
ISTANBUL-JQ388659 . A Tt Co.... . G...G.Covunnnn. Teernn.
TZMIR-JQ388661 Y D A Tt C.o.... T [T c I oS
KAHRAMANMARAS-JQ388663 - -Bewvrnrnnn.nn. T Y o C..... T [T c I oS
KIRKLARELI-JQ519919 B N T e Covnn. A L ¢ o
KOCAELI-JQ519921 . T T Coo... Geveeeenns [T I o T
KONYA-J0519924 . T T Coo... Geveeeenns [T I o T
KUTAHYA-JQ519930 B e T Coo... (. [ I o T
MANISA-J0519932 B T Tt eemaneaanenens Covnnn Gevirnnnnns T ¢ B o
OSMANIYE-JQ519939 B T Tt eemaneaanenens Covnnn Gevirnnnnns T ¢ B o
SAKARYA-JQ519942 . A Tt Co.... . [T c I oS
SAMSUN-JQ519944 . A Tt Co.... . [T c I oS
SANLIURFA-J0519948 . A Y o Co.... . [T c I oS
SINOP-J0519952 . A Tt C.o.... T [T c I oS
SIVAS-J0519956 . A Y o C.o.... T [T c I oS
TEKIRDAG-JQ519958 . T Y o Co.... T [T I o
TOKAT-J0519960 . T T Coo... Geveeeenns [T I o T

Sekil 3.8.’in devami
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= 330 340 350 360
Nigeria/75/1-HQ197753 CTCAAGCTCCTTAGGTATTATACCGAGATCCTGTCTATATTCGR
ADANA-JQ388615 ~  leceueenneineannnn oG T Coneenns
AFYON-JQ388617  |evevvrncnnennnnn. O Gt Coeens
AMASYA-JQ388619 leeeieeiieiiiannn. CC e Coeeenns
ANKARA-JO388621  |eveurrncnnennnnn. CC e e Coeeent
ANTALYA-JQ388624  |eveuvenuenneennn. O G Coneennt
AYDIN-JQ388627  |evevrrncnnennnnn. O G e Coeeennt
BALIKESIR-JQ388633  |ovvvvrrrreccannn. o o o
BILECIK-JQ388637 |rvvevrrureuennens O G e Coeeennt
BURSA-JQ388641  |oeeernurnnannnns [ o Coveennns
CANAKKATE-JQ388641 |« vuvenncrneennens Ol Coveeennt
EDIRNE-JQ388647  |oeveureurnuannans O Gt e Coveeens
ERZURUM-JQ388649  |+vuveuucnueennnens O Gt Coneenns
GIRESUN-JQ388651 |cvevreureuennnns oG T Coeens
HATAY-JQ388653  evueemncnneannnns CoCe T Coeeennt
ISTANBUL-JQ388659 |-vnu-... T O Gt Coeens
IZMIR-JQ388661 eeeeeeneineenns O G Coneennt
KAHRAMANMARAS-JQ388663 |« -« cvvvvrvennnns CoC T Coeeennt
KIRKLARELI-JQ519919  |ovvvvvernnooann.. o o o
KOCAELI-J0519921  |eeveuvrurnuennnns O G e Coeeennt
KONYA-JQ519924  |oeeeivnurnnannnn. [ o Coveennns
KUTAHYA-JQ519930  |eevcvrrurruennnens O G e Coeeennt
MANTSA-J0519932  |eveurrncnnannnn.. o o Coveeenns
OSMANIYE-JQ519939 |+:uveuuenueennnnn O Gt Coneenns
SAKARYA-J0519942 |oeeeivinrinonnnn. CC e Coeens
SAMSUN-J0519944  |evueinnennennnnns CC e Coeeennt
SANLIURFA-JQ519948  |oevvevronnnoann.. C..CouToienennn.. Coveennnn
SINOP-JQ519952  evueieeiniinns CC e Coeeenns
SIVAS-JQ518956  |ceeeriieininans CoC T Coeeent
TEKIRDAG-JQ519958 |rvveurvurnuennans GG T Coveennns
TORAT-JQ518960  |eeveurrurnuennens O G Coeeennt

Sekil 3.8.’in devami
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Cizelge 3.12. F gen kismi dizinlerinin kendi aralarinda ve Nigeria/75/1 dizini ile nikleotid diizeyinde yiizde benzerlik oranlari

1] 2[3]a]s]e]7]8]9]Jwo]ua]12]13]14a]15]16[17]18]19[ 202122232425 2627 [28]29[30]31
NIGERIA/75/1-HQ197753| 1 915 92,1 92,1 92,4 924 91,8 92,4 92,4 921 924 92,4 91,8 921 915 92,1 92,1 91,5 924 92,4 92,4 92,4 92,4 92,4 92,4 921 915 924 91,3 91,3 92,4 1
ADANA-JQ388615 2 915 98,9 989 99,1 99,1 986 99,1 99,1 98,9 99,1 99,1 989 994 100 989 989 100 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 98,9 100 99,1 99,7 99,7 99,1| 2
AFYON-1Q388617 3 92,1 989 99,4 99,7 99,7 99,1 99,7 99,7 99,4 99,7 99,7 99,1 99,4 989 994 99,4 98,9 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 99,4 989 99,7 986 98,6 99,7| 3
AMASYA-JQ388619 4 |92,1 989 99,4 99,7 99,7 99,1 99,7 99,7 99,4 99,7 99,7 99,1 99,4 98,9 994 100 989 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 100 989 99,7 98,6 986 99,7| 4
ANKARA-1Q388621 5 |924 99,1 99,7 99,7 100 99,4 100 100 99,7 100 100 99,4 99,7 99,1 99,7 99,7 99,1 100 100 100 100 100 100 100 99,7 99,1 100 989 989 100| 5
ANTALYA-JQ388624 6 924 99,1 99,7 99,7 100 99,4 100 100 99,7 100 100 99,4 99,7 99,1 99,7 99,7 99,1 100 100 100 100 100 100 100 99,7 99,1 100 98,9 98,9 100| 6
AYDIN-1Q388627 7 |91,8 986 99,1 99,1 99,4 99,4 99,4 99,4 99,1 99,4 99,4 989 99,1 98,6 99,1 99,1 98,6 99,4 99,4 99,4 994 99,4 994 994 99,1 986 99,4 983 983 99,4| 7
BALIKESIR-1Q388633 8 924 991 99,7 99,7 100 100 99,4 100 99,7 100 100 99,4 99,7 99,1 99,7 99,7 99,1 100 100 100 100 100 100 100 99,7 99,1 100 98,9 989 100| 8
BILECIK-JQ388637 9 |92,4 991 99,7 99,7 100 100 99,4 100 99,7 100 100 99,4 99,7 99,1 99,7 99,7 99,1 100 100 100 100 100 100 100 99,7 99,1 100 98,9 989 100| 9
BURSA-JQ388641 10 [92,1 98,9 99,4 994 99,7 99,7 99,1 99,7 99,7 99,7 99,7 99,1 99,4 989 994 99,4 989 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 99,4 989 99,7 986 98,6 99,7| 10
CANAKKALE-JQ388641 | 11 |92,4 99,1 99,7 99,7 100 100 99,4 100 100 99,7 100 99,4 99,7 99,1 99,7 99,7 99,1 100 100 100 100 100 100 100 99,7 99,1 100 98,9 989 100 | 11
EDIRNE-JQ388647 12 [924 99,1 99,7 99,7 100 100 99,4 100 100 99,7 100 994 99,7 99,1 99,7 99,7 99,1 100 100 100 100 100 100 100 99,7 99,1 100 989 989 100 | 12
ERZURUM-JQ388649 13 |91,8 989 99,1 99,1 99,4 99,4 989 994 99,4 99,1 99,4 994 99,1 989 99,1 99,1 989 99,4 99,4 99,4 994 99,4 99,4 99,4 99,1 989 99,4 986 986 994| 13
GIRESUN-JQ388651 14 92,1 99,4 994 994 99,7 99,7 99,1 99,7 99,7 99,4 99,7 99,7 99,1 994 99,4 99,4 99,4 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 99,4 99,4 99,7 99,1 99,1 99,7| 14
HATAY-1Q388653 15 |91,5 100 989 989 99,1 99,1 986 99,1 99,1 989 99,1 99,1 989 994 989 989 100 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 98,9 100 99,1 99,7 99,7 99,1| 15
ISTANBUL-JQ388659 16 |92,1 98,9 99,4 99,4 99,7 99,7 99,1 99,7 99,7 99,4 99,7 99,7 99,1 99,4 98,9 99,4 989 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 99,4 98,9 99,7 98,6 98,6 99,7| 16
IZMIR-1Q388661 17 [92,1 98,9 99,4 100 99,7 99,7 99,1 99,7 99,7 99,4 99,7 99,7 99,1 99,4 989 99,4 98,9 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 100 989 99,7 98,6 986 99,7| 17
K.MARAS-]Q388663 18 91,5 100 989 989 99,1 99,1 986 99,1 99,1 989 99,1 99,1 989 99,4 100 989 989 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 989 100 99,1 99,7 99,7 99,1| 18
KIRKLARELI-JQ519919 | 19 [ 92,4 99,1 99,7 99,7 100 100 99,4 100 100 99,7 100 100 99,4 99,7 99,1 99,7 99,7 99,1 100 100 100 100 100 100 99,7 99,1 100 989 989 100 19
KOCAELI-JQ519921 20 |92,4 99,1 99,7 99,7 100 100 99,4 100 100 99,7 100 100 99,4 99,7 99,1 99,7 99,7 99,1 100 100 100 100 100 100 99,7 99,1 100 989 989 100 | 20
KONYA-JQ519924 21 |92,4 99,1 99,7 99,7 100 100 99,4 100 100 99,7 100 100 99,4 99,7 99,1 99,7 99,7 99,1 100 100 100 100 100 100 99,7 99,1 100 98,9 989 100 | 21
KUTAHYA-JQ519930 22 |92,4 99,1 99,7 99,7 100 100 99,4 100 100 99,7 100 100 99,4 99,7 99,1 99,7 99,7 99,1 100 100 100 100 100 100 99,7 99,1 100 98,9 989 100 22
MANISA-JQ519932 23 |92,4 99,1 99,7 99,7 100 100 99,4 100 100 99,7 100 100 99,4 99,7 99,1 99,7 99,7 99,1 100 100 100 100 100 100 99,7 99,1 100 989 989 100 23
OSMANIVE-JQ519939 | 24 92,4 99,1 99,7 99,7 100 100 994 100 100 99,7 100 100 99,4 99,7 99,1 99,7 99,7 99,1 100 100 100 100 100 100 99,7 99,1 100 989 989 100 24
SAKARYA-JQ519942 25 |92,4 99,1 99,7 99,7 100 100 99,4 100 100 99,7 100 100 99,4 99,7 99,1 99,7 99,7 99,1 100 100 100 100 100 100 99,7 99,1 100 989 989 100 25
SAMSUN-1Q519944 26 |92,1 989 994 100 99,7 99,7 99,1 99,7 99,7 99,4 99,7 99,7 99,1 99,4 989 99,4 100 989 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 989 99,7 98,6 986 99,7| 26
SANLIURFA-JQ519948 | 27 |91,5 100 98,9 989 99,1 99,1 986 99,1 99,1 989 99,1 99,1 989 99,4 100 98,9 989 100 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 989 99,1 99,7 99,7 99,1| 27
SINOP-1Q519952 28 |92,4 99,1 99,7 99,7 100 100 99,4 100 100 99,7 100 100 99,4 99,7 99,1 99,7 99,7 99,1 100 100 100 100 100 100 100 99,7 99,1 98,9 98,9 100 28
SIVAS-)Q519956 29 91,3 99,7 986 98,6 989 989 98,3 989 989 986 989 989 98,6 99,1 99,7 98,6 98,6 99,7 989 989 989 989 989 989 989 986 99,7 989 994 989 29
TEKIRDAG-JQ519958 30 |91,3 99,7 98,6 986 989 989 983 989 989 986 989 989 986 99,1 99,7 98,6 986 99,7 989 989 989 989 989 989 989 986 99,7 989 99,4 98,9| 30
TOKAT-1Q519960 31 [92,4 99,1 99,7 99,7 100 100 994 100 100 99,7 100 100 99,4 99,7 99,1 99,7 99,7 99,1 100 100 100 100 100 100 100 99,7 99,1 100 989 98,9 31
1 [ 2[3]a]s]e]7]8]9Jwo]Jun]12]13]14a]15]16[17[18[ 192021222324 2526272829 30]31
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Cizelge 3.13. F gen kismi dizinlerinin kendi aralarinda ve Nigeria/75/1 dizini ile aminoasit diizeyinde yiizde benzerlik oranlari

1] 2]3]a]s]e]7]8]o9w][nf12]13]1a]15]16]17 181920212223 [2a[25[26]27]28]29]30]3
NIGERIA/75/1-HQ197753] 1 98,3 97,5 98,3 983 983 983 983 983 975 983 983 983 983 983 983 983 983 983 983 983 983 983 983 983 983 983 983 97,5 983 983 1
ADANA-JQ388615 2 (983 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100| 2
AFYON-JQ388617 3 |97,5 991 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 98,3 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 983 99,1 99,1| 3
AMASYA-JQ388619 4 |98,3 100 99,1 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100| 4
ANKARA-JQ388621 5 |983 100 99,1 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100| 5
ANTALYA-)Q388624 6 983 100 99,1 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100| 6
AYDIN-JQ388627 7 |983 100 99,1 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 7
BALIKESIR-1Q388633 8 |983 100 99,1 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100| 8
BILECIK-JQ388637 9 |983 100 99,1 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100| 9
BURSA-1Q388641 10 [975 99,1 983 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 983 99,1 99,1| 10
CANAKKALE-JQ388641 | 11 |983 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 | 11
EDIRNE-JQ388647 12 983 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 12
ERZURUM-JQ388649 13 |983 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 13
GIRESUN-JQ388651 14 983 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 | 14
HATAY-)Q388653 15 98,3 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 15
ISTANBUL-JQ388659 16 |983 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 | 16
IZMIR-JQ388661 17 983 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 | 17
K.MARAS-JQ388663 18 |983 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 | 18
KIRKLARELI-JQ519919 | 19 [983 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 19
KOCAELI-JQ519921 20 |983 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 | 20
KONYA-JQ519924 21 |983 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 | 21
KUTAHYA-JQ519930 22 |983 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 | 22
MANISA-JQ519932 23 [983 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 23
OSMANIYE-JQ519939 | 24 |983 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 | 24
SAKARYA-)Q519942 25 |983 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 | 25
SAMSUN-JQ519944 26 |983 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 | 26
SANLIURFA-JQ519948 | 27 |98,3 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 | 27
SINOP-1Q519952 28 |983 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 28
SIVAS-1Q519956 29 |97,5 99,1 98,3 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 983 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1[ 29
TEKIRDAG-JQ519958 30 |983 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 | 30
TOKAT-JQ519960 31 [983 100 99,1 100 100 100 100 100 100 99,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99,1 100 31
1] 2]3]a]s]e]7]8]o9Jw[nf12]13]1a]15]16[17 181920212223 [2a[25[26][27]28]29]30]31
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Sekil 3.10. F gen kismi dizinlerinin filogenetik iligkisi
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Sekil 3.11. F gen kismi dizinler ile komsu iilke dizinleri arasindaki filogenetik iligki
—@ Tiirkiye’de 96-2002 yillarinda saptanan viruslar
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3.2.2. PPRV N Gen Bdlgesi Dizin Analizi Sonuglarimin Degerlendirilmesi ve
Filogenetik Analiz

Konvansiyonel N gene yonelik RT-PCR ile pozitif bulunan 6rneklerden iyi Griin
kalitesine sahip olan ve illeri temsil edecek sekilde secilen 60 adedine dizin analizi
yapildi. Boylece elde edilen N gen kismi dizinleri niikleotid duizeyinde Turkey2000
dizini ile karsilastirildi ve 1415. (G—T), 1460. (G—A) ve 1473. (T—C)
niikleotidlerdeki degisimlerin tiim dizinlerde oldugu tespit edildi. Bunlara ek olarak,
aminoasit degisimine sebebiyet vermesine ragmen, tim dizinlerde gorilmeyen 1452.
(A—C), 1482. (C—T), 1529. (G—A), 1583. (C—-T) ve 1615. (A—G) niikleotidlerde
de degisimler tespit edildi. Tespit edilen tim niikleotid degisimleri Cizelge 3.14 ve
Sekil 3.13’te gosterildi. N gen kismi dizinlerinde meydana gelen bu niikleotid
degisimlerine iliskin olarak, caligmada elde edilen dizinler kendi aralarinda %97,2-
100, Turkey2000 dizini ile %97,5-98,9 oraninda bir benzerligin oldugu tespit edildi
(Cizelge 3.15). Tam ve kismi niikleotid degisimlerine bagli olarak elde edilen N gen
kismi dizinlerinde, Turkey2000 dizinine gore 6 adet aminoasit degisimi tespit edildi.
Aminoasit degisimleri ve tiim genomdaki yerlesimiyle ilgili bilgiler Cizelge 3.14’te

verildi.

Cizelge 3.14. N gen kismi dizinlerinde Turkey2000 dizinine gére meydana gelen
nlkleotid ve aminoasit degisimlerinin tam genomdaki pozisyonu

Tam Nikleotid | Amino Tam Nikleotid | Amino Tam Nikleotid | Amino
Genomdaki | Degisimi | Asit Genomdaki | Degisimi | Asit Genomdaki | Degisimi | Asit
Pozisyonu degisimi | Pozisyonu degisimi | Pozisyonu degisimi
1415.nt G—A R—K 1473.nt T—C 1583.nt C-T P—L
1452.nt A—C K—N 1482.nt C-oT 1615.nt A—G R—G
1460.nt G—A G—E 1529.nt G—A R—K

Calismada elde edilen N gen kismi dizinlerinin kendi aralarinda ve Turkey2000
dizini ile aminoasit diizeyinde karsilastirilmasinda, sirastyla %94,2-100, % 94,2-98,3
oraninda bir benzerlik saptandi (Cizelge 3.16).
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Balikesir (JR2388634) @ |caeeaan- T Caennnns B i Cainnnns T aneeeeaconcasnansscsnasnanssasannannnnennns
Bilecik (JQ515%10)  |ceecaan- T Caennnns B i Cainnnns T aneeeeaconcasnansscsnasnanssasannannnnennns
Bursa (JQ3B8642) e aaaan T T T T I Cuannnann B iiianaa Cunmennnn T aunesasosnsnanssannasanasoananannsnanasss
Canakkale (JQ388644) |- eaaaa.. e I R R 2 Ceeeeen P e cecmsmssssssssssssannaesasannnnnnnnns
Edirne (JQ3BAG48) |ceeceo.- B e e Crmennnn S Caneennnn T e e e e e e e e e e e e e e e e e
Erzurum (JQ388650) |- -a-a- E e T I Buieniaaaa Cuneenn T e eeesmesmessasasasssannsasansanannananans
Giresun (JQ388652)  |seeeaa.- T Caennnns B Cainnnns T aneeeeaconcasnansscsnasnanssasannannnnennns
Hatay (JQ388654)  |seeeanan E T e B i e ettt i aeesacmassaaasaacaaa e
Istanbul (JR3BEEE0) |ceeeean- e T e B i Cainnnns T aneeeeaconcasnansscsnasnanssasannannnnennns
Temir (JQ3BBEGEZ)  leeeeean- B et Covennnn B Coeenn T e e e e e e e e e
Fahramanmaras (JQ3BHE6E4) [ - -n-u- T Bowunn Tewennnn L Buieniaaaa Ca i eeeanenasucasaneassaaaasssassasasassanannananans
Rirklareli (JQ519920)  |-eeesen- B e e eaaann Cuennn B Cuammnnnn T e e e e e e e e,
Eocasli (JQ518922) |eeeeon- B e e e e e eeeeeeaeeeeaaaeaeaaan Boeeeaaannnn Caneennnn T e e e e e e e e e e e e e e e e e
Fonya (JQ519%23)  |cee-aaas e I R L Cannennnn T e i meesmmscanmsssmssnaanme e aannnnennnnn
Futahya (JR515%%31) |- -n-n- R e I Covannnn B Cunennnnn T e eesacsmcssasasasssansasasnanannananans
Manisa (JR51%5935) 0 |seecaaan B T eececeeaaaacanannas e
Osmaniye (JR519540) |ceeaaan. B i i s s et e s [ B Cannnnnnn oo eeemasascsassassssaanssannnnanmanannnn
Sakarya (J519941) |cee-aa.- R e L I [ Buieniaaaa Cuneenn T e eeesmesmessasasasssannsasansanannananans
Samsun (J3515945) 00 |seeeaaa- R T T Cunnnnas L Cannennns T et meeemssceanmsssnssnaanme s aannnmnnnnnn
Sanliurfa (JR515549)  |ceeeaan- T T L D L
Sinop (JO518553)  leeeesens B e e eaaaan Cuennn Boeeeeeaaannnn Cavnnnnn T e e e e et e et e e,
Siwvas (JQ515557) 0000 |eeeeaan- R B L B i e ettt i aeesacmassaaasaacaaa e
Tekirdag (JR51955%) @ |ceeceen- T L B.o.... B i e ettt i aeesacmassaaasaacaaa e
Tokat (JQ515561)  |eeeeaans T Caennnns B i Cainnnns T aneeeeaconcasnansscsnasnanssasannannnnennns

Sekil 3.13. N gen kismi dizinlerinin kendi aralarinda ve Turkey2000 dizini ile nikleotid diizeyinde karsilastirilmasi

€8



Il

Turkey2000-AJB45636
Ldana (JQ515508)
nfyon (JG38RE18)
Zgri(JR515905)
Imasya (JQ3BBE20)
Ankara (JQ3BEE22)
hntalya (TR3BEE2E)
Lydin (JG3BRE32)
Balikesir (J388634)
Bilecik (JQ519510)
Bursa (JQ388642)
Canakkale (J0388644)
Edirne (JQ3BBE48)
Erzurum (JQ388650)
Giresun (JQ388652)
Hatay (JQ388654)
Istanbul (JQ3B8EE0)
Izmir (JQ3BBEE2Z)
Fahramanmaras (JQ388664)
Eirklareli (JQ519920)
Focaell (J0515522)
Fonya (JR515523)
Eutahya (JQ515531)
Manisa (J$519935)
Osmaniye (JH515540)
Sakarya (JQ519941)
Samsun (JR515945)
Sanliurfa (J515549)
Sinop(Jp519553)
Sivas (JQ515557)
Tekirdag (JR513555)
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Cizelge 3.15. N gen kismi dizinlerinin kendi aralarinda ve TUrkiye2000 dizini aras1 niikleotid diizeyinde ylizde benzerlik oranlari

2[3]af[s]e6e]7[8]9fw]1a]12]13]14[15]16[17[18[19[20[21[22[23[24[25[26[27[28[29[30]31]32

Turkey2000-AJ849636| 1 983 983 978 98 978 98 978 975 978 978 983 97,8 989 97,8 986 983 97,8 98 97,8 983 98,6 97,8 98,6 97,8 97,8 98 986 98 98 986
Adana(JQ519908) 2 (983 983 97,8 98 978 98 97,8 975 97,8 97,8 983 97,8 989 97,8 98,6 983 97,8 986 97,8 983 986 97,8 98 97,8 978 98 991 98 986 99,1
Afyon(JQ388618) 3 |983 983 986 983 99,1 983 98 983 983 100 983 99,4 983 98,6 100 983 98 983 99,4 99,7 983 98 983 983 986 986 986 98 986
Agri(JQ519909) 4 97,8 97,8 983 100 98 99,4 99,1 100 100 983 100 989 100 986 983 994 975 100 983 986 100 97,5 100 100 99,7 98 997 98 98
Amasya(JQ388620) | 5 | 98 98 98,6 99,7 99,7 98,3 99,7 99,4 99,7 99,7 98,6 99,7 99,1 99,7 989 98,6 99,7 97,8 99,7 98,6 989 99,7 97,8 99,7 99,7 100 98,3 100 98,3 983
Ankara(JQ388622) 6 |97,8 97,8 983 100 99,7 98 99,4 99,1 100 100 98,3 100 98,9 100 98,6 983 99,4 975 100 983 986 100 975 100 100 99,7 98 99,7 98 98
Antalya()Q388626) | 7 | 98 98 99,1 98 983 98 98 97,8 98 98 99,1 98 99,1 98 983 99,1 98 978 98 99,1 994 98 978 98 98 983 983 983 978 983
Aydin(JQ388632) 8 |97,8 97,8 983 99,4 99,7 99,4 98 99,1 994 994 983 994 989 994 986 983 100 975 994 983 986 994 975 99,4 99,4 99,7 98 997 98 98
Balikesir(JQ388634) | 9 |97,5 975 98 99,1 994 991 97,8 99,1 99,1 99,1 98 99,1 986 99,1 983 98 991 972 991 98 983 991 972 991 99,1 994 97,8 994 97,8 97,8
Bilecik(JQ519910) 10 |97,8 97,8 983 100 99,7 100 98 994 99,1 100 98,3 100 989 100 986 983 994 975 100 983 986 100 975 100 100 99,7 98 99,7 98 98
Bursa(JQ388642) 11 |97,8 97,8 983 100 99,7 100 98 994 99,1 100 983 100 989 100 986 983 994 975 100 983 986 100 975 100 100 99,7 98 99,7 98 98
Canakkale(JQ388644) | 12 | 983 983 100 983 986 983 99,1 983 98 983 983 983 99,4 983 986 100 983 98 983 994 99,7 983 98 983 983 98,6 98,6 986 98 986
Edirme(JQ388648) 13 |97,8 97,8 983 100 99,7 100 98 99,4 99,1 100 100 983 989 100 986 983 994 975 100 983 986 100 975 100 100 99,7 98 997 98 98
Erzurum(JQ388650) | 14 |98,9 989 994 989 99,1 989 99,1 989 986 989 989 994 989 98,9 99,1 994 989 986 989 994 99,7 989 986 989 989 99,1 99,1 99,1 986 99,1
Giresun(JQ388652) | 15 | 97,8 97,8 983 100 99,7 100 98 994 99,1 100 100 983 100 98,9 98,6 983 994 975 100 983 986 100 975 100 100 99,7 98 997 98 98
Hatay(JQ388654) 16 | 986 98,6 986 986 989 98,6 983 98,6 983 98,6 98,6 98,6 98,6 99,1 98,6 98,6 98,6 983 986 986 989 986 983 986 986 989 989 989 989 989
Istanbul(JQ388660) | 17 |983 983 100 983 986 983 99,1 983 98 983 983 100 983 99,4 98,3 98,6 983 98 983 994 99,7 983 98 983 983 986 986 986 98 986
Izmir(JQ388662) 18 |97, 97,8 983 994 99,7 994 98 100 99,1 99,4 99,4 98,3 99,4 98,9 99,4 98,6 983 97,5 99,4 983 986 994 975 994 994 99,7 98 99,7 98 98
K.maras(JQ388664) | 19 | 98 986 98 975 97,8 975 97,8 975 97,2 975 975 98 97,5 986 97,5 983 98 97,5 975 98 983 975 983 975 975 97,8 989 97,8 989 989
Kirklareli)Q519920) | 20 |97,8 97,8 983 100 99,7 100 98 994 99,1 100 100 983 100 989 100 98,6 983 99,4 97,5 983 986 100 975 100 100 99,7 98 99,7 98 98
KocaeliJQ519922) | 21 |983 983 994 983 986 983 99,1 983 98 983 983 99,4 983 99,4 983 986 99,4 983 98 983 99,7 983 98 983 983 986 986 986 98 986
Konya(JQ519923) 22 | 98,6 98,6 99,7 98,6 98,9 98,6 99,4 98,6 983 986 986 99,7 986 99,7 986 989 99,7 986 983 986 99,7 98,6 983 986 986 989 989 989 983 989
Kutahya(JQ519931) | 23 |97,8 97,8 983 100 99,7 100 98 994 99,1 100 100 983 100 989 100 98,6 983 994 97,5 100 983 98,6 97,5 100 100 99,7 98 99,7 98 98
Manisa(JQ519935) | 24 |986 98 98 975 97,8 975 97,8 975 972 975 975 98 975 98,6 975 983 98 97,5 983 97,5 98 983 97,5 97,5 97,8 983 97,8 978 983
Osmaniye(JQ519940) | 25 | 97,8 97,8 983 100 99,7 100 98 994 99,1 100 100 98,3 100 98,9 100 98,6 983 99,4 97,5 100 983 986 100 97,5 99,7 98 99,7 98 98
sakarya(JQ519941) | 26 97,8 97,8 983 100 99,7 100 98 99,4 99,1 100 100 98,3 100 989 100 98,6 983 994 975 100 983 986 100 97,5 100 99,7 99,7 98 98
Samsun(JQ519945) | 27 | 98 98 98,6 99,7 100 99,7 98,3 99,7 99,4 99,7 99,7 98,6 99,7 99,1 99,7 989 986 99,7 97,8 99,7 986 989 99,7 97,8 99,7 99,7 100 98,3 983
sanliurfa(JQ519949) | 28 98,6 99,1 986 98 983 98 983 98 978 98 98 986 98 991 98 989 986 98 989 98 986 939 98 983 98 98 983 98,3 99,4
Sinop(JQ519953) 29 | 98 98 986 99,7 100 99,7 98,3 99,7 99,4 99,7 99,7 98,6 99,7 99,1 99,7 98,9 98,6 99,7 97,8 99,7 98,6 989 99,7 97,8 99,7 99,7 100 983 98,3
Sivas(JQ519957) 30 |98 986 98 98 983 98 978 98 978 98 98 98 98 986 98 989 98 98 989 98 98 983 98 978 98 98 983 989 983
Tekirdag(JQ519959) | 31 98,6 99,1 986 98 983 98 983 98 978 98 98 986 98 991 98 989 986 98 989 98 986 989 98 983 98 98 983 99,4 983
Tokat(JQ519961) 32 |97,8 97,8 983 100 99,7 100 98 99,4 99,1 100 100 983 100 989 100 986 983 994 975 100 983 986 100 975 100 100 99,7 98 99,7 98 98
1 [2]3]a]s[ef[]7]8]9Jaofaaf12]13]14]15[16[17[18[19]20[21[22[23[24]25[26[27[28]29][30]31
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Turkey2000-RJ845636
Ldana (JQ519508)
Lfyon (JQ3BEE1E)
Lgri(JR515509)
Emasya (JQ3BBE20)
Lnkara (JQ388622)
Antalya (TQ3BEE2E)
Lydin (JQ388632)
Balikesir (JQ388634)
Bilecik (JQ519910)
Bursa (JQ388642)
Canakkale (TQ388644)
Edirne (JTQ3B8648)
Erzurum (JQ388650)
Giresun (JQ3A8652)
Hatay (JQ3BEE54)
I=tanbul (JQ388660)
Izmir (JQ388662)
Fahramanmaras (JQ38B664)
Firklareli (Jg519920)
Focaeli (JQ519922)
Konya (JR515523)
Eutahya (JQ319931)
Manisa {J35195935)
Osmaniye (JQ519540)
Sakarya (TQ319941)
Samsun (JR515545)
Sanliurfa (JQ519545)
Sinop (JQ519953)
Sivas (JQ5195%57)
Tekirdag (JR5159955)
Tokat (JR515561)
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Cizelge 3.16. N gen kismi dizinlerinin kendi aralarinda ve Tiirkiye2000 dizini arasit aminoasit yiizde benzerlik oranlari

1] 2]3]a]s5]e6e[7][8]9w]uaf12[13]1a]15]16[17[18[19]20[21[22[23[24]25[26][27[28[29[30]31]32
Turkey2000-AJ849636 1 959 967 95 959 95 959 95 942 95 95 967 95 983 95 967 967 95 967 95 967 975 95 975 95 95 959 967 959 959 967 95 | 1
Adana(JQ519908) 2 959 959 942 95 942 95 942 934 942 942 959 942 975 942 959 959 942 975 942 959 96,7 94,2 967 942 942 95 975 95 967 975 942| 2
Afyon(JQ388618) 3 96,7 959 95 959 95 975 95 942 95 95 100 95 983 95 967 100 95 967 95 983 99,1 95 975 95 95 959 967 959 959 967 95 | 3
Agri(JQ519909) 4 |95 942 o5 99,1 100 94,2 983 97,5 100 100 95 100 967 100 967 95 983 95 100 95 959 100 959 100 100 99,1 95 99,1 959 95 100| 4
Amasya(JQ388620) | 5 |959 95 959 99,1 99,1 95 99,1 983 99,1 99,1 959 99,1 97,5 99,1 97,5 959 99,1 959 99,1 959 96,7 99,1 96,7 99,1 99,1 100 959 100 96,7 959 99,1| 5
Ankara()Q388622) 6 | 95 942 95 100 99,1 942 983 975 100 100 95 100 96,7 100 96,7 95 983 95 100 95 959 100 959 100 100 99,1 95 99,1 959 95 100| 6
Antalya(JQ388626) | 7 |959 95 97,5 942 95 94,2 94, 93,4 942 942 97,5 942 97,5 942 959 975 942 959 942 97,5 983 942 967 942 942 95 959 95 95 959 942[ 7
Aydin(JQ388632) 8 | 95 942 95 983 99,1 983 942 97,5 98,3 983 95 983 96,7 983 967 95 100 95 983 95 959 983 959 983 983 99,1 95 99,1 959 95 983 8
Balikesir(JQ388634) | 9 [94,2 93,4 942 97,5 983 97,5 93,4 97,5 97,5 97,5 942 975 959 97,5 959 942 97,5 942 97,5 942 95 97,5 95 97,5 97,5 983 942 983 95 942 975| 9
Bilecik(JQ519910) 10 | 95 942 95 100 99,1 100 942 983 97,5 100 95 100 96,7 100 967 95 983 95 100 95 959 100 959 100 100 99,1 95 99,1 959 95 100 10
Bursa(JQ388642) 11 | 95 942 95 100 99,1 100 942 983 975 100 95 100 96,7 100 967 95 983 95 100 95 959 100 959 100 100 991 95 99,1 959 95 100| 11
Canakkale()Q388644)| 12 96,7 959 100 95 959 95 975 95 942 95 95 95 983 95 967 100 95 967 95 983 99,1 95 975 95 95 959 967 959 959 967 95 | 12
Edirne()Q388648) 13 | 95 942 95 100 99,1 100 942 983 975 100 100 95 96,7 100 96,7 95 983 95 100 95 959 100 959 100 100 99,1 95 99,1 959 95 100 13
Erzurum(JQ388650) | 14 |98,3 97,5 983 96,7 975 96,7 97,5 96,7 959 96,7 96,7 983 96,7 96,7 98,3 983 96,7 983 96,7 983 99,1 96,7 99,1 96,7 96,7 97,5 983 975 97,5 983 96,7| 14
Giresun(JQ388652) | 15 | 95 94,2 95 100 99,1 100 942 983 975 100 100 95 100 96,7 96,7 95 983 95 100 95 959 100 959 100 100 99,1 95 99,1 959 95 100 15
Hatay(JQ388654) 16 96,7 959 96,7 96,7 97,5 96,7 959 96,7 959 96,7 96,7 96,7 96,7 983 96,7 96,7 96,7 96,7 96,7 96,7 97,5 96,7 97,5 96,7 96,7 97,5 96,7 97,5 97,5 96,7 96,7| 16
Istanbul(JQ388660) | 17 | 96,7 959 100 95 959 95 975 95 942 95 95 100 95 983 95 96,7 95 96,7 95 983 99,1 95 975 95 95 959 967 959 959 967 95 | 17
1zmir(JQ388662) 18 | 95 942 95 983 99,1 983 942 100 975 983 983 95 983 967 983 967 95 95 983 95 959 983 959 983 983 991 95 991 959 95 983 18
K.maras(JQ388664) | 19 | 96,7 97,5 967 95 959 95 959 95 942 95 95 967 95 983 95 967 967 95 95 96,7 975 95 975 95 95 959 983 959 97,5 983 95 | 19
Kirklareli(JQ519920) [ 20 | 95 942 95 100 99,1 100 942 983 975 100 100 95 100 96,7 100 967 95 983 95 95 959 100 959 100 100 99,1 95 99,1 959 95 100 20
KocaeliJQ519922) [ 21 |96,7 959 983 95 959 95 975 95 942 95 95 983 95 983 95 967 983 95 967 95 99,1 95 975 95 95 959 967 959 959 967 95 | 21
Konya()Q519923) 22 |975 96,7 99,1 959 96,7 959 983 959 95 959 959 99,1 959 99,1 959 97,5 99,1 959 97,5 959 99,1 959 983 959 959 96,7 975 96,7 96,7 97,5 959| 22
Kutahya(JQ519931) | 23 | 95 942 95 100 99,1 100 94,2 983 97,5 100 100 95 100 96,7 100 967 95 983 95 100 95 959 959 100 100 99,1 95 99,1 959 95 100 23
Manisa(JQ519935) | 24 | 97,5 96,7 97,5 959 96,7 959 96,7 959 95 959 959 975 959 99,1 959 97,5 97,5 959 975 959 975 983 959 959 959 96,7 97,5 96,7 96,7 97,5 959/ 24
Osmaniye(JQ519940) | 25 | 95 942 95 100 99,1 100 942 983 975 100 100 95 100 96,7 100 96,7 95 983 95 100 95 959 100 95,9 100 99,1 95 99,1 959 95 100| 25
sakarya(JQ519941) | 26 | 95 942 95 100 99,1 100 94,2 983 975 100 100 95 100 967 100 96,7 95 983 95 100 95 959 100 959 100 99,1 95 99,1 959 95 100 26
Samsun(JQ519945) | 27 |959 95 959 99,1 100 991 95 99,1 983 99,1 99,1 959 99,1 975 99,1 975 959 99,1 959 99,1 959 96,7 99,1 96,7 99,1 99,1 959 100 96,7 959 99,1| 27
sanliurfa(JQ519949) | 28 |96,7 975 967 95 959 95 959 95 942 95 95 967 95 983 95 967 967 95 983 95 967 975 95 975 95 95 959 959 97,5 983 95 | 28
Sinop(JQ519953) 29 |959 95 959 99,1 100 991 95 99,1 983 99,1 99,1 959 99,1 975 99,1 975 959 99,1 959 99,1 959 967 99,1 96,7 99,1 99,1 100 959 96,7 959 99,1| 29
Sivas(JQ519957) 30 [959 96,7 959 959 96,7 959 95 959 95 959 959 959 959 975 959 97,5 959 959 97,5 959 959 967 959 96,7 959 959 96,7 97,5 96,7 97,5 95,9( 30
Tekirdag(JQ519959) | 31 |96,7 975 967 95 959 95 959 95 942 95 95 967 95 983 95 967 967 95 983 95 967 975 95 975 95 95 959 983 959 975 95 | 31
Tokat(JQ519961) 32|95 942 95 100 99,1 100 942 983 975 100 100 95 100 96,7 100 967 95 983 95 100 95 959 959 100 100 99,1 95 99,1 959 95 32
1[2]3]a]s5]e6e[7][8]9J1w]uu[12]13]1a]15]16[17[18[19]20[21]22[23[2a] 2526272829 [30]31]32
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Nigeria/75/1 as1 susu ile calismada elde edilen N gen kismi dizinleri arasinda
niikleotid bazinda yapilan karsilastirmalarda ise, 35 adet niikleotid degisimi tespit
edildi. Niikleotid degisimleri Sekil 3.15 ve Cizelge 3.17’de gosterildi.

Cizelge 3.17. N gen kismi dizinlerinde Nigeria/75/1 dizinine gore meydana gelen
niikleotid degisimlerinin tam genomdaki pozisyonu

Tam Nikleotid | Tam Nikleotid | Tam Nikleotid
Genomdaki | Degisimi | Genomdaki | Degisimi | Genomdaki | Degisimi
Pozisyonu Pozisyonu Pozisyonu

1304.nt A—G 1417.nt” A—G 1493.nt A—G
1308.nt" A—G 1418.nt” A—G 1500.nt” GoA
1316.nt T—C 1439.nt T—C 1511.nt T—C
1320.nt C—A 1442 nt G—A 1413.nt” C—T
1327.nt" T—C 1450.nt” G—A 1517.nt G—A
1373.nt T—C 1459.nt" C—G 1525.nt" A—C
1381.nt" A—G 1465.nt" G—A 1535.nt A—G
1382.nt T—A 1473.nt” T—C 1536.nt" C—G
1395.nt” CoT 1480. nt” A—G 1551.nt" A—G
1397.nt T—C 1482.nt* C—T 1583.nt T—C
1398.nt" A—G 1496.nt T—C 1615.nt A-G
1406.nt G—A 1504.nt* C—A

* Aminoasit degisimine sebep olan niikleotidler

N gen kismi dizinlerinde meydana gelen bu niikleotid degisimlerine iliskin
olarak, calismada elde edilen dizinlerin kendi aralarinda %97,5-100, Nigeria/75/1 as1
susu ile %89,3-90,9 oraninda benzer olduklar tespit edildi (Cizelge 3.18).

Yapilan analiz sonunda meydana gelen bu niikleotid degisimlerinin
Nigeria/75/1 as1 susuna gore N gen kismi dizinlerinde 19 adet aminoasit degisimine
neden oldugu tespit edildi. N gen kismi dizinlerinde tespit edilen aminoasit

degisimleri Cizelge 3.19 ve Sekil 3.16°da gosterildi.
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Cizelge 3.19. N gen kismi dizinlerinde Nigeria/75/1 dizinine gore meydana gelen
aminoasit degisimlerinin genomdaki pozisyonu

Tam Nukleotid | Amino Tam Nikleotid | Amino
Genomdaki | Degisimi | Asit Genomdaki | Degisimi | Asit
Pozisyonu degisimi Pozisyonu degisimi
1304.nt A—G 1459.nt" C—G T—R
1308.nt" A—G T—A 1465.nt” G—A R—Q
1316.nt T—C 1473.nt” T—C SP
1320.nt C—A 1480. nt’ A—G K—R
1327.nt" T—C VoA 1482.nt* C>T P—S
1373.nt T—C 1496.nt T—C
1381.nt" A—G D—G 1504.nt* C—A P—Q
1382.nt T—A 1493.nt A—G
1395.nt” C—oT P—S 1500.nt" G—A G—S
1397.nt T—C 1511.nt T—C
1398.nt" A—G T—A 1413.nt” C—T P—L
1406.nt G—A 1517.nt G—A
1417.nt: A—G ELG 1525.nt" A—C Q—P
1418.nt A>G 1535.nt A—G
1439.nt T—C 1536.nt" C—>G LV
1442 nt G—A 1551.nt" A—G S—G
1450.nt” G—A G—E 1583.nt T—C

1615.nt A—G K—R

* Aminoasit degisimine sebep olan niikleotidler

N gen kismi dizinler kendi aralarinda ve Nigeria/75/1 dizini ile aminoasit

diizeyinde karsilastirildiginda, sirasiyla %95-100 ve %83,6-86 oraninda benzer
olduklari saptand1 (Cizelge 3.20).

N gen kismi dizinler ve hatlar1 temsil eden referens dizinler ile birlikte

filogenetik aga¢ olusturuldugunda, Tiirkiye’de sirkiile olan PPR viruslarinin V.

genetik hat i¢inde yer aldig1 goriildii. F gen kismi dizinlerinin referens dizinler ile

olan iligkisini gésteren filogram Sekil 3.17°de gosterildi.
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Komsu iilkelerde sirkiile olan PPR viruslar ile ¢alismada elde edilen N gen
kismi dizinleri arasindaki uzakliklarin, daha net goériilmesi amaciyla olusturulan
filogram Sekil 3.18’de gosterildi. Sekil 3.18deki filogram incelendiginde, tUlkemizde
sirkille olan viruslarin N gen kismi dizinlerine gore temelde 3 alt grupta toplandigi
tespit edildi. Alt gruplar kendi iginde incelendiklerinde, genel olarak tlim gruplarin
Tiirkiye’nin degisik illerinden elde edilen viruslari icerdigi tespit edildi. Bu sebeple F
gen filogramindan farkli olarak, N gen filograminda herhangi bir alt grubun belirli
bir bolgeyi temsil etmedigi goriildii. Ancak ayni illerden elde edilen viruslarin
filogramda birbirleri ile yakin olduklari tespit edildi. Komsu iilkelerden 6zellikle Iran

ve Irak dizinlerinin Tiirkiye dizinleri ile daha yakin iliskili olduklari tespit edildi.

Calismada elde edilen N gen kismi dizinlerinin evrimsel siirecini incelemek
amaciyla DnaSP v.5 (Librado, P. ve Rozas, J., 2009; http://www.ub.edu/dnasp/) ve
NETWORK Software (http://www.fluxus-engineering.com) programlar1 ile star
contraction algorithm (Forster ve ark., 2001) ve median-joining (MJ) network
algorithm (Bandelt ve ark., 1999) parametreleri kulanilarak network analizi yapildi
(Sekil 3.19). Network analizinde, ¢alismada elde edilen tiim dizinlerin sar1 renkle
ifade edilen V. genetik hat iginde yer aldigi goriildii. Ayrica filogenetik analizde
agirlikl olarak alt grup | iginde yer alan dizinlerin haplogrup 1 (H1) iginde, alt grup
Il icinde yer alan dizinlerin haplogrup 2 (H2) ve alt grup Il iginde yer alan dizinlerin
haplogrup 3 (H3) icinde yer aldigi tespit edildi. Network analiz incelendiginde, H2
ile H3 arasinda iki adet (97 ve 175); H2 ile H1 arasinda da bir adet niikleotid (229)
farkliligr tespit edildi. Irak’ta tespit edilen Irag-2011 (JF969755) (Hoffmann ve ark.,
2012) ve Iran’da tespit edilen IR-URM332/11 (JX898860) ve IR-URM333/11
(JX898861) (Faraji Majarashin, 2013) dizinleri diger Ulke dizinlerine gore Turkiye

dizinlerine en yakin dizin olarak tespit edildi.
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Adana (JQ519508) 0 ] Covenenennn Buvennnnn G- Buvernn. Covunnn Geeeeeaeannns G..CuvuBuvuBunnnn. C.T...B..
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Cizelge 3.18. N gen kismi dizinlerinin kendi ararinda ve Nigeria/75/1 dizini aras1 niikleotid ytizde benzerlik oranlari
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Nigeria75-1(HQ197753) 1
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Afyon(JQ388618) 3
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Ankara(JQ388622) 6
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Aydin(JQ388632) 8
Balikesir(JQ388634) 9
Bilecik(JQ519910) 10
Bursa(1Q388642) 11
Canakkale(JQ388644) | 12
Edirne(1Q388648) 13
Erzurum(JQ388650) 14
Giresun(JQ388652) 15
Hatay(/Q388654) 16
Istanbul(JQ388660) 17
1zmir(JQ388662) 18
K.maras(JQ388664) 19
Kirklareli(JQ519920) 20
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99,4
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90,1 89,8
97,8 98
98,3 99,1
99,7 97,8
99,7 98,3
98

89,6
97,8
98,3
99,1
99,7
99,4
98

99,7
983 98
99,7 99,4 98
994 99,1 97,8
99,7 100 98
99,7 100 98
98,6 98,3 99,1
99,7 100 98
99,1 98,9 99,1
99,7 100 98
98,6 983 98
98,6 983 99,1
99,7 99,4 98
97,8 97,5 97,8
99,7 100 98
98,6 983 99,1
989 98,6 99,4
99,7 100 98
97,8 97,5 97,8
99,7 100 98
99,7 100 98 99,4
100 99,7 98,3 99,7
983 98 983 98
100 99,7 98,3 99,7
983 98 97,8 98
983 98 983 98
99,7 100 98 994

99,1
99,4
99,4
98,3
99,4
98,9
99,4
98,3
98,3
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97,5
99,4
98,3
98,6
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89,3 90,1
97,5 97,8
98 98,3
98,9 99,7

90,1 90,1 90,1
97,8 98,3 97,8
98,3 100 98,3
99,7 98 99,7
99,4 99,7 99,7 98,6 99,7
99,1 100 100 98,3 100
97,8 98 98 99,1 98
99,1 99,4 99,4 98,3 99,4
99,1 98 99,1
100 98,3 100
98,3 100

90,7
98,9
99,4
98,6
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97,8 98,3
98,3 98,3
99,7 98
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98,9 100 98,3
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99,4 98,3 98,3
98,9 100 98,3
98,9 98,9
98,3

90,7

99,1 100
98 98,3
99,1 100
98,6 98,9
99,1 100
98 98,3
98 98,3
99,1 99,4
97,2 97,5
99,1 100
98 983
98,3 98,6
99,1 100
97,2 97,5
99,1 100
99,1 100 100 98,3 100
99,4 99,7 99,7 98,6 99,7
97,8 98 98 936 98 99,1 98 98,6
99,4 99,7 99,7 98,6 99,7 99,1 99,7 98,6
97,8 98 98 98 98 986 98 99,1
97,8 98 98 936 98 99,1 98 986
99,1 100 100 98,3 100 98,9 100 98,3

98,3
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98,9
100
98,3
98,3 100
99,4 98,3
97,5 98
100 98,3
98,3 99,4
98,6 99,7
100 98,3
97,5 98
100 98,3

98,3
99,4
98,3
98,3

98,9
100
98,3
98,3
99,4
97,5
100
98,3
98,6
100
97,5
100

98,9
98,9
99,4
98,9
98,6
98,9
99,4
99,7
98,9
98,6
98,9

98,3
98,3 98,3
99,4 98,3
97,5 98
100 98,3
98,3 983
98,6 98,6
100 98,3
97,5 98
100 98,3
989 100 98,3
99,1 99,7 98,6

90,1
98,3
100
98
98,6
98,3
99,1
98,3
98
98,3
98,3
100
98,3
99,4
98,3

98,3
98
98,3
99,4
99,7
98,3
98
98,3
98,3
98,6
98,6
98,6
98
98,6
98,3

89,6
97,8
98,3
99,1
99,7
99,4
98
100
99,1
99,4
99,4
98,3
99,4
98,9
99,4
98,3
98,3

97,5
99,4
98,3
98,6
99,4
97,5
99,4
99,4
99,7
98
99,7
98
98
99,4

90,4 90,1
98,6 97,8
98 98,3
97,2 99,7
97,8 99,7
97,5 100
97,8 98
97,5 99,4
97,2 99,1
97,5 100
97,5 100
98 983
97,5 100
98,6 98,9
97,5 100
98 98,3
98 98,3
99,4

97,5
98 983
98,3 98,6
97,5 100
98,3 97,5
97,5 100
97,5 100
97,8 99,7
98,9 98
97,8 99,7
98,9 98
989 98
97,5 100

90,7
98,3
99,4
98
98,6
98,3
99,1
98,3
98
98,3
98,3
99,4
98,3
99,4
98,3
98,3
99,4
98,3
98
98,3

99,7
98,3
98
98,3
98,3
98,6
98,6
98,6
98
98,6
98,3

90,4
98,6
99,7
98,3
98,9 99,7
98,6 100
99,4 98
98,6 99,4
98,3 99,1
98,6 100
98,6 100
99,7 98,3
98,6 100
99,7 98,9
98,6 100
98,6 98,3
99,7 98,3
98,6 99,4
98,3 97,5
98,6 100
99,7 98,3
98,6

90,1
97,8
98,3
99,7

98,6
98,3
98,6
98,6 100
98,9 99,7
98,9 98
98,9 99,7
98,3 98
98,9 98
98,6 100

97,5
100

90,4 90,1
98 97,8
98 983
97,2 99,7
97,8 99,7 99,7
97,5 100 100
97,8 98 98
97,5 99,4 994
97,2 99,1 99,1
97,5 100 100
97,5 100 100
98 983 983
97,5 100 100
98,6 989 989
97,5 100 100
98 983 983
98 983 983
97,5 99,4 99,4
983 97,5 97,5
97,5 100 100
98 983 983
98,3 98,6 98,6
100 100
97,5 97,5
100

98,3
99,7

98,6
99,4 97,8
100 98,3
99,7 98
98,3 98,3
99,7 98
99,4 97,8
99,7 98
99,7 98
98,6
99,7 98
99,1
99,7 98
98,6
98,6
99,7 98
97,8
99,7 98
98,6
98,9
99,7 98
97,8
99,7 98
99,7

98,6

97,5
97,5 100
97,8 99,7 99,7
983 98 98 983
97,8 99,7 99,7 100
97,8 98 98 983 989
983 98 98 983 994
97,5 100 100 99,7 98

98,3

98,6
99,4
100
99,7
98,3
99,7
99,4
99,7
99,7
98,6
99,7
99,1
99,7
98,6
98,6
99,7
97,8
99,7
98,6
98,9
99,7
97,8
99,7
99,7
100
98,3

98,3
98,3
99,7

98
97,8
98,3

98
97,8

98
97,8

98

98

98

98
98,6

98
99,1

98

98
98,9

98

98
98,3

98
97,8

98

98
98,3
98,9

98

90,1 89,8 90,9 89,8 90,4 90,9
97,8 98 99,1 98 98,6 99,1

98,6
97,8
98,3
98
98,3
98
97,8
98
98
98,6
98
99,1
98
98,6
98,6
98
98,9
98
98,6
98,9
98
98,3
98
98
98,3
99,4

98

1]2]3]afs[ef[7][8]09

[10]11 1213141516 [17[18]19[ 2021 [ 222324252627 [28[29]30]31

90,1
97,8
98,3
99,7
99,7
100
98
99,4
99,1
100
100
98,3
100
98,9
100
98,3
98,3
99,4
97,5
100
98,3
98,6
100
97,5
100
100
99,7
98
99,7

V| NN |HR|W|IN|=

=
o

[y
[y

=
N

=y
w

[y
-y

=
(%)

=
[+

[y
~N

[y
)

=
©o

N
o

N
[y

N
N

N
w

N
S

N
v

N
(2]

N
~N

N
-3

N
©o

w
o

w
ey

6



=l
=

Nigerial5-1(HQ197753)
Ldana (JR515508)
afyon (JQ388618)
Agri (JQ513909)
Zmasya (JR3IEB620)
Lnkara (JTQ388622)
Antalya (JQ388626)
Lydin (JQ3B8632)
Balikesir (JQ388634)
Bilecik (J0519910)
Bursa (JQ388642)
Canakkale (JQ38B644)
Fdirne (JO388648)
Erzurum (JQ388650)
Giresun (JQ388652)
Hatay (JQ388654)
Istanbul (TQ388660)
Izmir (JQ388E62)

Eahramanmaras (JQ388664 |-« -2 v eBacninnnnan

Rirklareli (J0519520)
Focaell (JQ515922)
Eonya (JQ519523)
Eutahya (JQ515531)
Manisa (JR519935)
Osmaniye (JQ519540)
Sakarya (JQ515541)
Samsun (JQ3155453)
Sanliurfa (JQ515945)
Sinop (JQ519953)
Sivas (JQ515557)
Tekirdag (JQ519559)
Tokat (JQ519361)

ESCTGDERTVRGTGPRG A VIFLOHRTDEGESEFTEATREEVERRIPNGSEGRDTR

e e e w e s Bew B w e B v e w e v e I [ w e e v e w e I v e v e v v e v B v v

A R T B R I R I R B B R U R

RTRSGEFRGETPFGFLLPEIMCEDELSRES

Sekil 3.16. N gen kismi dizinlerinin kendi aralarinda ve Nigeria/75/1 dizini il

450 500
T -1 - T ag
¢..BE.R5..... ag
0..B.R5..... ag
{..P.R53..... ag
¢..BE.R5..... ag
0..B.R5..... ag
{..P.R53..... ag
¢..BE.R5..... ag
0..B.R5..... ag
{..P.R53..... ag
¢..BE.R5..... ag
0..B.R5..... ag
G..P.R5..... ag
C..B.R5..... ag
0.uB.Reu.nn. ag
G..P.R5..... ag
C..B.R5..... ag
0.uB.Reu.nn. ag
G..P.R5..... ag
C..B.R5..... ag
0..B.R5..... ag
G..P.R5..... ag
[T - ag
0..B.R5..... ag
G..P.R5..... ag
C..B.R5..... ag
0.uB.Reu.nn. ag
G..P.R5..... ag
C..B.R.eu.... ag
0.uB.Reu.nn. ag
G..P.R5..... ag
€

aminoasit diizeyinde karsilastirilmasi

SCNFRERCRSZEALFRLCEMEARILEDGEEGEL

R e R R R R R R R R R R S S
dddudddddaddduadddddadddddddaddagddd

G6



Cizelge 3.20. N gen kismi dizinlerinin kendi aralarinda ve Nigeria/75/1 dizini aras1 aminoasit yiizde benzerlik oranlari

1] 2[3]a]s]e[7[8]ofrw][nn]12]13]1a]15]16[17]18]19]20[21[22]23]2a]25]26][27[28]29[30][31]32
Nigeria75-1(HQ197753) | 1 86 85,2 836 84,4 844 852 84,4 844 844 844 852 844 852 844 844 852 844 84,4 844 852 852 844 852 84,4 844 844 86 844 836 86 844 1
Adana(JQ519908) 2 | 86 99,1 97,5 983 98,3 99,1 983 983 983 983 99,1 983 99,1 983 983 99,1 983 983 983 99,1 99,1 98,3 97,5 983 983 983 100 983 975 100 983| 2
Afyon(JQ388618) 3 |852 99,1 98,3 99,1 99,1 100 99,1 99,1 99,1 99,1 100 99,1 100 99,1 97,5 100 99,1 97,5 99,1 100 100 99,1 96,7 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 96,7 99,1 99,1| 3
Agri(JQ519909) 4 |83,6 975 983 99,1 99,1 983 99,1 99,1 99,1 99,1 983 99,1 983 99,1 975 983 99,1 959 99,1 983 983 99,1 95 99,1 99,1 99,1 975 99,1 96,7 97,5 99,1| 4
Amasya(/Q388620) 5 844 983 99,1 99,1 100 99,1 100 100 100 100 99,1 100 99,1 100 983 99,1 100 96,7 100 99,1 99,1 100 959 100 100 100 983 100 97,5 983 100| 5
Ankara(JQ388622) 6 |844 983 99,1 99,1 100 99,1 100 100 100 100 99,1 100 99,1 100 983 99,1 100 96,7 100 99,1 99,1 100 959 100 100 100 983 100 97,5 983 100| 6
Antalya(JQ388626) 7 852 99,1 100 983 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 100 99,1 100 99,1 97,5 100 99,1 97,5 99,1 100 100 99,1 96,7 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 96,7 99,1 99,1| 7
Aydin(JQ388632) 8 |844 983 991 99,1 100 100 99,1 100 100 100 99,1 100 99,1 100 983 99,1 100 96,7 100 99,1 99,1 100 959 100 100 100 983 100 97,5 983 100 8
Balikesir(JQ388634) 9 [844 983 991 99,1 100 100 99,1 100 100 100 99,1 100 99,1 100 983 99,1 100 96,7 100 99,1 99,1 100 959 100 100 100 983 100 97,5 983 100 9
Bilecik(JQ519910) 10 |84,4 983 99,1 99,1 100 100 99,1 100 100 100 99,1 100 99,1 100 983 99,1 100 96,7 100 99,1 99,1 100 959 100 100 100 983 100 97,5 98,3 100 | 10
Bursa(JQ388642) 11 |844 983 99,1 99,1 100 100 99,1 100 100 100 99,1 100 99,1 100 983 99,1 100 96,7 100 99,1 99,1 100 959 100 100 100 983 100 97,5 983 100 | 11
Canakkale(JQ388644) | 12 [852 99,1 100 983 99,1 99,1 100 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 100 99,1 97,5 100 99,1 975 99,1 100 100 99,1 96,7 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 96,7 99,1 99,1| 12
Edirne(JQ388648) 13 |84,4 983 99,1 99,1 100 100 99,1 100 100 100 100 99,1 99,1 100 983 99,1 100 96,7 100 99,1 99,1 100 959 100 100 100 983 100 97,5 983 100 | 13
Erzurum(JQ388650) 14 |852 99,1 100 983 99,1 99,1 100 99,1 99,1 99,1 99,1 100 99,1 99,1 97,5 100 99,1 97,5 99,1 100 100 99,1 96,7 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 96,7 99,1 99,1| 14
Giresun(JQ388652) 15 |84,4 983 99,1 99,1 100 100 99,1 100 100 100 100 99,1 100 99,1 983 99,1 100 96,7 100 99,1 99,1 100 959 100 100 100 983 100 97,5 983 100 15
Hatay(/Q388654) 16 |84,4 983 97,5 97,5 983 983 97,5 983 983 983 983 975 983 97,5 983 97,5 983 96,7 983 97,5 97,5 983 959 983 983 983 983 983 99,1 983 983| 16
Istanbul(JQ388660) 17 |852 99,1 100 983 99,1 99,1 100 99,1 99,1 99,1 99,1 100 99,1 100 99,1 97,5 99,1 97,5 99,1 100 100 99,1 96,7 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 96,7 99,1 99,1| 17
1zmir(JQ388662) 18 | 84,4 983 99,1 99,1 100 100 99,1 100 100 100 100 99,1 100 99,1 100 983 99,1 96,7 100 99,1 99,1 100 959 100 100 100 983 100 975 983 100 18
K.maras(JQ388664) 19 |84,4 983 97,5 959 96,7 96,7 97,5 96,7 96,7 96,7 96,7 97,5 96,7 97,5 96,7 96,7 97,5 96,7 96,7 97,5 97,5 96,7 97,5 96,7 96,7 96,7 98,3 96,7 97,5 983 96,7| 19
Kirklareli(1Q519920) 20 (84,4 983 99,1 99,1 100 100 99,1 100 100 100 100 99,1 100 99,1 100 983 99,1 100 96,7 99,1 99,1 100 959 100 100 100 983 100 97,5 98,3 100 | 20
Kocaeli(JQ519922) 21 (852 99,1 100 983 99,1 99,1 100 99,1 99,1 99,1 99,1 100 99,1 100 99,1 97,5 100 99,1 975 99,1 100 99,1 96,7 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 96,7 99,1 99,1| 21
Konya(JQ519923) 22 852 99,1 100 983 99,1 99,1 100 99,1 99,1 99,1 99,1 100 99,1 100 99,1 97,5 100 99,1 97,5 99,1 100 99,1 96,7 99,1 99,1 99,1 99,1 99,1 96,7 99,1 99,1| 22
Kutahya(/Q519931) 23 84,4 983 99,1 99,1 100 100 99,1 100 100 100 100 99,1 100 99,1 100 983 99,1 100 96,7 100 99,1 99,1 959 100 100 100 983 100 97,5 983 100 23
Manisa(JQ519935) 24 852 97,5 967 95 959 959 967 959 959 959 959 96,7 959 96,7 959 959 96,7 959 97,5 959 96,7 96,7 95,9 959 959 959 97,5 959 95 975 959| 24
Osmaniye(JQ519940) | 25 [84,4 983 99,1 99,1 100 100 99,1 100 100 100 100 99,1 100 99,1 100 983 99,1 100 96,7 100 99,1 99,1 100 959 100 100 983 100 97,5 983 100 | 25
sakarya(1Q519941) 26 84,4 983 99,1 99,1 100 100 99,1 100 100 100 100 99,1 100 99,1 100 983 99,1 100 96,7 100 99,1 99,1 100 959 100 100 983 100 97,5 983 100 | 26
Samsun(JQ519945) 27 84,4 983 99,1 99,1 100 100 99,1 100 100 100 100 99,1 100 99,1 100 983 99,1 100 96,7 100 99,1 99,1 100 959 100 100 983 100 97,5 98,3 100 | 27
Sanliurfa(1Q519949) 28 | 86 100 99,1 975 983 983 99,1 983 983 983 983 99,1 983 99,1 983 983 99,1 983 983 983 99,1 99,1 983 97,5 983 983 983 983 97,5 100 983 28
Sinop(JQ519953) 29 84,4 983 99,1 99,1 100 100 99,1 100 100 100 100 99,1 100 99,1 100 983 99,1 100 96,7 100 99,1 99,1 100 959 100 100 100 98,3 97,5 983 100 29
Sivas(JQ519957) 30 83,6 97,5 96,7 96,7 975 97,5 96,7 97,5 975 975 97,5 96,7 97,5 96,7 975 99,1 96,7 97,5 97,5 975 96,7 96,7 97,5 95 97,5 975 975 97,5 97,5 97,5 97,5| 30
Tekirdag(Q519959) 31 | 86 100 99,1 975 983 983 99,1 983 983 983 983 99,1 983 99,1 983 983 99,1 983 983 983 99,1 99,1 983 97,5 983 983 983 100 983 97,5 983| 31
Tokat()Q519961) 32 (84,4 983 99,1 99,1 100 100 99,1 100 100 100 100 99,1 99,1 100 983 99,1 100 96,7 100 99,1 99,1 100 959 100 983 100 97,5 983 32
1] 2]3[a[s5[e]7]8]o9Jrof[nn]12]13]14a[15[16[17[18[19[20[21[22[23[2a 252627 [28[29[30[31]32
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4. TARTISMA

PPR, iilkemizin de iginde bulundugu genis bir cografyada kii¢iik ruminantlarda
onemli ekonomik kayiplara neden olan bir enfeksiyon olarak varligim
siirdiirmektedir. Hastalikla miicadele kapsaminda iilkemiz de dahil olmak {izere
bir¢ok lilkede asilama kampanyalar1 uygulanmaktadir. Ancak buna ragmen PPR,
kiigiik ruminant yetistiriciligi i¢in hala biiyiik bir risk faktorii olarak varligim
korumaktadir (Diallo ve ark., 2007). OIE eski siniflandirmasinda PPRV
enfeksiyonuna Liste A’da yer verirken, yeni siniflandirmada ekonomik olarak 6nemli
ihbart mecburi hastalik seklinde revize etmistir. OIE ve FAO basar1 ile tamamlanan
RP eradikasyon programinda oldugu gibi, PPRV enfeksiyonunun da global kontrolii
ve ardindan eradikasyonu {izerinde durmaktadir. Eradikasyonun ilk basamagini kesin
ve glvenilir teshis olusturmaktadir. Etkili bir teshis metodu olmadan duyarh
populasyonlarda enfeksiyonun Onemini ve degiskenligini belirlemek miimkiin

degildir; bu durum eradikasyon programlarini basarisiz kilmaktadir (Banyard ve ark.,
2010).

Hastaligin erken klinik teshisi, benzer semptomlar ile seyreden diger hastaliklar
ile karisabilmesinden dolay1 glictiir. Bu yiizden miicadele programlarimin hizl,
spesifik ve duyarli teshis metotlar1 ile desteklenmesi ¢ok Onemlidir. Bu amagla
laboratuvarlarda degisik teshis teknikleri kullanilmaktadir. Bunlardan virusun hiicre
kiiltiirlerinde izolasyonu teknik olarak zor ve zaman alici olmast ve ayrica
morbilliviruslarin konakgilari disinda dayanikli olmamalar1 nedeniyle rutin teshis
arac1 olarak ¢ok uygun degildir (Kwiatek ve ark., 2010). Immunocapture ELISA
(Libeau ve ark., 1994) ve antigen-competition ELISA (Raj ve ark., 2008) metotlar1
PPRV enfeksiyonunun hizli ve spesifik teshisi icin kullanilsa da, elverissiz drnekler
ile calisildiginda yetersiz kalabilmekte ve yanlis sonuglar verebilmektedirler. Sozii
edilen tim bu tekniklerin dezavantajlarindan dolayr PPRV enfeksiyonunun, gen
tabanli hizl1 ve spesifik teshisi i¢in Forsyth ve Barrett (1995) tarafindan gelistirilen
ve F genin 777-1148. nt.’leri arasinda kalan 372 bp’lik bolgeyi amplifiye ederek,
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PPRYV enfeksiyonunun ayirict teshisini yapan RT-PCR metodu biiyiik ilgi gérmiis ve
sonraki ¢aligsmalar i¢in Onciiliik etmistir (Balamurugan ve ark., 2010; Kerur ve ark.,
2008). Daha sonraki yillarda degisik arastirmacilar tarafindan flizyon (F),
nikleoprotein (N) ve matrix (M) proteinlerini kodlayan genleri hedef alan RT-PCR
metotlart dizayn edilmistir (Balamurugan ve ark., 2006; Couacy-Hymann ve ark.,
2002).

Bu bilgiler 1s181nda planlanan bu ¢aligmada, Tiirkiye’nin degisik bolgelerinde
yetistirilen koyun ve kegilerde PPRV enfeksiyonunun prevalansinin belirlenmesi ve
enfeksiyonla ilgili olarak giincel verilere ulasilmasi ve enfeksiyonun rutin teshisinde
kullanilan Fusion (F) gene dayali RT-PCR teknigi ile Niikleoprotein (N) gen
bolgesini hedef alarak yapilan konvansiyonel ve Real-Time RT-PCR tekniklerinin
karsilastirilmast ve enfeksiyonun teshisinde hizli, spesifik ve duyarli metotlarin
ortaya konulmasina ¢aligilarak, enfeksiyonun kontrol/eradikasyonuna katkida

bulunulmasi amaglanmustir.

Bu amagla, 2010-2012 yillar1 arasinda Tiirkiye’nin 50 ilinde goriilen stipheli
PPR olgularindan saglanan 374 doku, 193 kan ve 7 nasal swap olmak Uzere toplam
574 hayvana (473 koyun/101 kegi) ait ornek PPRV niikleik asit varlig1r yoniinden
rutin teshisinde kullanilan virusun F genini hedef alan konvansiyonel ve N gen
bolgesini hedef alan konvansiyonel/rRT-PCR metotlar1 ile kontrol edilmistir. Ug
metot birlikte degerlendirildiginde kontrol edilen oOrneklerin %45.8’1 (263/574)
pozitif olarak belirlenmistir. Pozitiflik oranlar1 yillara gore degerlendirildiginde,
2010 yilinda %45,9; 2011 yilinda %45,7 ve 2012 yilinda %45,9 olarak dagilim
gostermektedir. 2010 yilinda Avrupa Birligi destekli baslatilan kiigiikbas hayvanlarin
kiipelenmesi ve PPR’a kars1 asilanmasi projesi kapsaminda 2012’ye kadar gecen
stre¢ igerisinde hastaligin insidansinda herhangi bir azalmanin olmadigi
gorilmektedir. Bu durumun dizin analizlerinde tespit edilen ylksek orandaki
benzerlik dikkate alindiginda, kullanilan as1 susundan c¢ok kontrolsiiz hayvan
hareketleri ve asilama kampanyalarindaki olas1 aksakliklarla baglantili olabilecegi

kanisina varilmistir. Orneklenen tiirler bazinda pozitiflik degerleri, koyunlarda %46.3
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ve kecilerde %43.5 olarak bulunmustur. Pozitiflik degerleri yillara gore
incelendiginde koyunlarda %46.0-47.1, kecilerde %42.8-44.0 arasinda degisim
gosterdigi tespit edilmistir.

Elde edilen bu sonuclara goére, PPRV enfeksiyonunun Tiirkiye’de ilk
tespitinden bu yana yapilan serolojik ve virolojik ¢aligmalarla (Albayrak, 2007;
Gurcay ve ark., 2013; Ozkul ve ark., 2002; Tatar, N. 1998; Toplu ve ark., 2012;
Yesilbag ve ark.,, 2005) da ortaya konuldugu {iizere, alinan tedbirlere ragmen

enfeksiyonun giderek yayginlastigi bir kez daha goriilmiistiir.

Bu c¢alismada, Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Viral Teshis
Laboratuvarinda PPRV enfeksiyonunun rutin teshisinde kullanilan F gen bolgesini
hedef alan konvansiyonel RT-PCR metodu (Ozkul ve ark., 2002), N gen bélgesini
hedef alan konvansiyonel RT-PCR (Kerur ve ark., 2008) ve rRT-PCR (Kwiatek ve
ark., 2010) metotlariyla karsilagtirtlmistir. Konvansiyonel RT-PCR metotlar
kullanilarak 574 PPRV enfeksiyonu siipheli 6rnekten %35,5 i (204/574) F gen RT-
PCR ile, %39,3 i (226/574) N gen RT-PCR ile pozitif olarak tespit edilmistir. Saha
orneklerine ek olarak, calismada kullanilan F ve N genlerini hedef alan
konvansiyonel RT-PCR metotlarinin performanslarin1  karsilagtirmak amaciyla
pozitif kontrol 6rnek 10 kath diliisyonlar1 hazirlanarak test edilmistir. Test sonunda
N gen bélgesini hedef alan konvansiyonel RT-PCR metodu 107 diliisyonda, F geni
hedef alan konvansiyonel RT-PCR metodu ise 10 dilisyonda pozitif sonuc
vermistir. Bu sonuclara gore, N gen RT-PCR’mn F gen RT-PCR metodundan 2 log
daha duyarli oldugu soOylenebilmektedir. Bu sonucun, Kerur ve ark. (2008),
Choudhary ve ark. (2009) ve Munir ve ark. (2012)’nin ¢alismalarinda elde ettikleri
sonuglar ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Ghosh ve ark. (1995) N primerlerinin, F
primerlerinden daha duyarli olmasini, PPRV replikasyonu sirasinda N gen
transkriptlerinin, F gen transkriptlerinden daha fazla sentezlenmesine

baglamaktadirlar.
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Konvansiyonel RT-PCR ile elde edilen sonuglar doku, kan ve swap olmak
tizere Ornek bazinda incelendiginde ise, Ornekler F gen icin sirasiyla %31,8
(119/374), %41,9 (81/193) ve %57,1 (4/7) oraninda pozitif olarak bulunurken, N gen
icin sirastyla %34,7 (130/374), %47,6 (92/193) ve %57,1 (4/7) oraninda pozitif
olarak tespit edilmistir. Her iki RT-PCR sonuglar1 sensitivite bakimindan
karsilastirildiginda, kullanilan Ornekler acisindan anlamli bir farklilik tespit
edilmistir. Buna gore; alinan ornekler bazinda en az doku 6rnegi, ardindan kan
Ornegi ve en ¢ok da swap Orneginin RT-PCR’da pozitiflik verdigi belirlenmistir.
Caligma stiresince kan ve swap Ornekleri klinik olarak PPR siiphesi ile getirilen ve
genellikle hastaligin akut doneminde olan hastalardan alinirken, doku drnekleri hem
PPR siipheli hem de degisik sebeplerle 6lmiis ve iizerinden belirli bir zaman ge¢mis
kadavralardan alinmistir. Bu nedenle, sonuglardaki farkliligin 6rneklerin alinma
zamani ile ilgili olabilecegi diistiniilmiistiir. PPRV enfeksiyonunun teshisinde alinan
orneklerin uygunlugunun degerlendirildigi ¢alismalarda (Lefevre ve Diallo,1990;
Durajoiye ve Lefevre, 1996; Diallo ve ark., 1995), 6lmiis ya da ileri derecede ishalin
sekillendigi hayvanlardan alinan Orneklerin yeterli miktarda virus igermemesi
nedeniyle teshis i¢cin uygun olamayacagi ve 0zellikle 6rneklerin canli hayvanlardan
viremi fazinda ve sekonder etkenler olaya karismadan alinmasi gerektigi
vurgulanmaktadir. Forsyth ve Barrett (1995) RT-PCR teknigi ile defibrine kan
orneklerinde %27,7 (5/18), konjunktival swap Orneklerinde %20 (1/5), lenf
yumrusunda %25 (5/20), dalakta %20 (1/4) oraninda viral niikleik asit tespit
etmelerine ragmen, akcigerde (0/1), oral swap (0/5) ve nasal swap drneklerinde (0/1)
viral nukleik asit tespit edemediklerini bildirmisler ve nekropsi Ornegi olarak
ozellikle lenf yumrusunun diger 6rneklere gore daha ¢ok tercih edilmesi gerektigini
vurgulamiglardir. Albayrak (2007), RT-PCR ile nekropside alinan lenf yumrusu,
dalak ve akciger orneklerinden sirasiyla %50 (5/10), %22,58 (7/31) ve %17,03
(7/41), klinik enfekte hayvanlardan saglanan nasal swap ve konjunktival swap
orneklerinden sirasiyla %25 (5/20) ve %10 (2/20) oraninda pozitiflik saptarken,
defibrine kan ve oral swap Orneklerinde viral niikleik asit tespit edilmedigini
bildirmistir. Bu veriler Forsyth ve Barrett (1995) tarafindan da bildirildigi gibi, lenf
yumrularinin teshis materyali olarak en degerli nekropsi materyali oldugunu ve

bunun yan sira dalak ve akciger 6rneklerinin de tanisal degerinin yiiksek oldugunu,
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canlt hayvanlardan saglanan materyaller i¢in ise nasal ve konjunktival swap
orneklerinin teshis materyali olarak daha degerli oldugunu ortaya koymustur. Gurgay
ve ark. (2013) Dogu Anadolu bolgesinde kegilerde PPRV enfeksiyonu ile ilgili
yaptiklar1 ¢alismada lenf nodill, nazal/oral swap, kan, akciger ve dalak 6rneklerinde
sirastyla %54, %66, %45, %46 ve %46 oraninda pozitiflik tespit ettiklerini
bildirmiglerdir. Arastiricilarin nazal/oral swap Orneklerinde elde ettikleri ylksek
pozitiflik orani, canli hayvanlardan alinan nasal/konjunktival swap 6rneklerinin
teshis materyali olarak daha degerli oldugu savini destekledigi gibi, tez ¢aligmasinda
konvansiyonel RT-PCR metotlari ile elde edilen pozitiflik oranlari ile de uyumluluk
arz etmektedir.

PCR sonrasinda elde edilen trunler, dizin ve filogenetik analizlere izin verecek
yeterli biyiikliikte olmasina ragmen, konvansiyonel RT-PCR’in yiiksek verimli
otomatik teshis platformlarina entegre edilememesi, hastaliklarin daha etkin kontrolii
icin istenmeyen bir durum olarak karsimiza g¢ikmaktadir (Grant ve ark. 2009).
Konvansiyonel RT-PCR metotlar1 zaman ve is giicii kaybina sebep olabilmekte, jel
goriintillemesi  gerektirdiginden ve kontaminasyon riski tasidigindan ytiksek
verimlilik gerektiren calismalar icin her zaman kullanilamamaktadirlar. Buna
karsilik, tek tiipte amplifikasyon ve analiz islemlerini tamamlayan rRT-PCR teknigi
konvansiyonel RT-PCR teknigine gore kontaminasyon riskinin daha az olmasi,
RNA’nimn kantitasyonuna izin vermesi, daha hizli ve daha sensitif olmas1 gibi ¢ok
sayida avantaja sahiptir (Bao ve ark., 2008; Kwiatek ve ark., 2010). Bu durum rRT-
PCR tekniginin viral hastaliklarin degerlendirilmesinde ve teshisinde dnemini ortaya
koymaktadir. Bu Oneme istinaden son zamanlarda rRT-PCR teknigi,
Paramyxoviridae ailesindeki viruslarin tespiti amaciyla yaygin olarak kullanilmaya
baslanmistir (Grant ve ark. 2009). Bu amagla c¢esitli rRT-PCR metotlar
gelistirilmistir (Grant ve ark. 2009; Hummel ve ark., 2006). PPR virusun spesifik
teshisinde N gen bolgesini hedef alan ¢ rRT-PCR metodu Kwiatek ve ark. (2010),
Batten ve ark. (2011) ve Bao ve ark. (2008) tarafindan, M gen bdolgesini hedef alan
bir rRT-PCR metodu da Balamurugan ve ark. (2010) tarafindan gelistirilmistir. Bao
ve ark. (2008) tarafindan gelistirilen rRT-PCR metodunun, PPR virusun II., I1l. ve
IV. genetik hatlarin1 basariyla tespit edebildigi gosterilmistir. Bao ve ark. (2008)
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tarafindan gelistirilen rRT-PCR metodunun Cin’de patlak veren PPR salgininda
Wang ve ark. (2009) tarafindan enfeksiyonun teshisinde basariyla kullanildigi
bildirilmistir. Ozellikle son yillarda, N proteini kodlayan gene dayali rRT-PCR
metodunun PPRV enfeksiyonun hizli teshisini saglamasinin yani sira oldukga duyarl
oldugu bir¢ok arastirict tarafindan bildirilmistir (Bao ve ark., 2008; Choudhary ve
ark., 2009; Kwiatek ve ark., 2010; Kerur ve ark., 2008; Maganga ve ark.,2013).

Bu calismada Kwiatek ve ark.’nin (2010) gelistirmis olduklar1 ve PPR
virusunun 4 farkli genetik hattin1 tespit edebilen primer-prob seti kullanilmistir.
Ancak metodun laboratuvarda optimizasyonu sirasinda prob, arastirmaci tarafindan
bildirilenden farkli olarak FAM-TAMRA seklinde isaretlenerek kullanilmistir.
Primer-prob seti, PPR virusun teshisinde yiiksek spesifiteye ulagsmak amaciyla
morbillivirus N gen bélgesinin en az korunmus kismi olan C terminal ucunu hedef
almaktadir. PPRV N proteinin C-terminal bolgesinin dizininin degisken olmasi, PPR
virusunu genetik olarak farkli 4 hat (lineages I-1V) altinda gruplandirmaya izin
vermektedir. Ancak diger morbilliviruslardan PPR virusunu ayirmak igin bu
degisken bolgeden primerlerin ve probun dizayn edilmesi bir problem olarak ortaya
cikabilmektedir.  PPRV  gruplarn  i¢inde  primer/prob  baglanmalarinda
uyumsuzluklarin birikmesi ya da artmasi (accumulation of mismatches) hatali teshis
ile sonuglanabilmektedir. Calismada kullanilan oligoniikleotid dizinler, testin
spesifitesini optimize etmek icin N gen bolgesinin 1438-1534. nt.’leri arasindaki
yiksek degisken bolgesini kapsamaktadir (Kwiatek ve ark., 2010). Calismada
kullanilan rRT-PCR tekniginin minimum tespit limiti 4,5 cDNA kopya/reaksiyon ve
CT degeri 34,30 olarak tespit edilmistir. CT degerleri ile cDNA konsantrasyonlari
arasindaki iliski 9.37/4,5x108- 34,30/4,5X100 degerler arasinda lineer olarak
belirlenmistir. Standart sapma degeri R?=%98,7 olarak hesaplanmus ve bdylelikle
testin tekrarlanabilir oldugu goriilmistiir. Testin efficiency degeri %100 olarak
hesaplanmistir. Kullanilan 1s1 protokoll ortalama 90 dakika gibi bir surede sonug
verebildiginden ve yukarida bahsedilen sonuclarla birlikte konvansiyonel RT-PCR
metotlar ile karsilagtirildiginda hizli teshis i¢in uygun olarak kabul edilmistir. Batten
ve ark. (2011) c¢alismalarinda minimum tespit limitini IV. genetik hatta yer alan

PPRYV i¢in 10 RNA kopya/reaksiyon ve CT degerini 34.08, Kwiatek ve ark. (2010)
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ise 16 RNA kopya/reaksiyon ve CT degerini 35.17 olarak bildirmislerdir. Bu
calismada, PPRV enfeksiyonu siiphesiyle alinan toplam 574 saha materyali rRT-PCR
metodu ile test edilmis ve tiim 6rneklerin minimum tespit limiti ve CT degerleri ile
viral RNA varlig1 kantitatif olarak belirlenmis olup, %44,4 (255/574) oraninda
PPRYV niikleik asiti tespit edilmistir. Bu ¢alismada elde edilen veriler Kwiatek ve ark.
(2010) ve Batten ve ark. (2011) verileri ile de uyumlu olarak PPRV enfeksiyonunun
teshisinde rRT-PCR’nin tanisal degerini ortaya koymaktadir.

Calismada  kullanilan ~ konvansiyonel ve  rRT-PCR  tekniklerinin
performanslarin1 karsilagtirmak amaciyla PPRV RNA’s1 igeren standart pozitif
kontrol 6rnegin 10 katli diliisyonlar1 hazirlanmig ve RT-PCR testleri yapilmistir.
rRT-PCR tekniginin minimum tespit limiti 10° diliisyon olarak tespit edilirken,
konvansiyonel N ve F gen RT-PCR tekniklerinin minimum tespit limiti sirastyla 10°®
ve 10™ diliisyonlar olarak belirlenmistir. Sekil 3.5 incelendiginde, N' gen bélgesini
hedef alan konvansiyonel RT-PCR testi ile 10° diliisyonda elde edilen PPRV
spesifik bandin ¢ok zayif oldugu ve ancak dikkatli bakildiginda tespit edilebildigi
goriilmiistiir. Bu yiizden N gen konvansiyonel RT-PCR metodu ile elde edilen 107
diliisyonuna ait bant degerlendirilmeye alinmamistir. Bu sonuglara gore ¢alismada
kullanilan rRT-PCR tekniginin sensitivitesinin, konvansiyonel N gen RT-PCR
tekniginden 1 log, F gen RT-PCR tekniginden ise 2 log daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Tez calismasi siiresince RT-PCR metotlarinin saha 6rneklerindeki
performanslarina bakildiginda, ¢alisilan 574 6rnekten N gen rRT-PCR ile % 44,4; N
ve F gen konvansiyonel RT-PCR ile sirasiyla %39,3 ve 35,5 oraninda pozitiflik elde

edildigi ve sonuglarin kendi i¢inde uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Bao ve ark. (2008), N gen bdlgesini hedef alan rRT-PCR ve konvansiyonel
RT-PCR tekniklerini karsilastirdiklar1 ¢aligmalarinda, rRT-PCR’1n minimum tespit
limitini 10®° ile konvansiyonel RT-PCR’dan 1 log daha fazla oldugunu
bildirmislerdir. Kwiatek ve ark. (2010), PPR virusun 4 farkli genetik hattin1 temsil
eden viruslarin 10 katli diliisyonlart ile rRT-PCR ve konvansiyonel RT-PCR

metotlarint karsilastirdiklart ¢alismalarinda, rRT-PCR metodunun konvansiyonel
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RT-PCR metodundan 1-3 log daha duyarli oldugunu tespit etmislerdir. Caligmada
kullanilan N gen bdlgesini hedef alan rRT-PCR teknigi ile elde edilen sonuglarin,
diger arastirmacilarin elde ettikleri sonuglar ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Buna
gére N gen bolgesini hedef alan rRT-PCR’in saha oOrneklerinde PPRV
enfeksiyonunun teshisinde ve kantitasyonunda, konvansiyonel tekniklere gore daha

duyarli, spesifik ve hizli bir teknik oldugu sonucuna varilmastir.

PPRV enfeksiyonunun hizli ve spesifik tespiti i¢in 1995’ten beri gesitli RT-
PCR metodlar gelistirilmis olmasina ragmen, enfeksiyonun dogrulanmasinda dizin
analizi gold standart olarak kalmaya devam etmistir (Zhao ve ark., 2009). Dizin
analizleri virusun hareketinin takibi agisindan kullanighi bir tekniktir. PPR virusun
serotipleri yoktur, ancak dizinlerin filogenetik analiz ile birbirinden net bir sekilde
ayrilmis hatlar1 mevcuttur. Filogenetik analize dayali bilgiler yeni ¢ikan salginlarin
etkeni olan virusun kaynagini gstermesi acisindan ¢ok &nemlidir. Ornegin 2008
yilinda Fas’ta ¢ikan salginin etkeni, filogenetik analizler sonucu Kuzey Afrika’da
goriilen ve IV. genetik hata ait PPRV oldugu anlagilmistir. Zira Bati Afrika’da
sirkiile olan viruslarin 1. ve II. genetik hatta ait olduklar1 bilinmektedir. Bununla
birlikte bahsedilen virusun Orta Dogu ve Sudan’dan gelmis olma ihtimali de
bulunmaktadir. Bu bolgelerde sirkiile olan viruslar da yine IV. genetik hatta aittirler
(Baron ve ark., 2011).

Bu bilgilerden hareketle bu ¢alismada ayrica, elde edilen viruslarin her iki gen
bolgesi yoniinden molekiiler karakterizasyonlar1 gerceklestirilmis ve Tirkiye’de

sirkiile olan viruslarin genetik yakinliklar1 epidemiyolojik anlamda irdelenmistir.

Bu amagcla, PPRV yoniinden pozitif olarak tespit edilen ve illeri temsil eden
viruslarin dizinleri ile gen bankasinda mevcut olan diger PPRV dizinleri arasindaki
genetik benzerlik ve farklilig1 ortaya koymak i¢in F ve N gen diizeyinde niikleotid ve
aminoasit karsilastirmalar1 yapilmistir. Calismada elde edilen 53 adet F gen kismi
dizinlerinin, Turkey1996 dizini ile 6032. nt’de G—A ve 6041. nt’de A—G seklinde
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iki, Turkey2000 dizini ile 5849.nt’de C—T, 5999.nt’de G—A ve 6083.nt’de C—T
seklinde ti¢ niikleotid degisiminin oldugu tespit edilmistir. Ayrica Turkey1996 dizini,
Turkey2000 dizini ile karsilastirildiginda, 5849.nt’de C—T, 5999.nt’de G—A, 6032.
nt’de G—A, 6041. nt’"de A—G ve 6083.nt’de C—T olmak iizere bes niikleotid
degisikliginin oldugu tespit edilmistir. Buna gore Turkey1996 dizininde, Turkey2000
dizinine gore varolan 5 niikleotid degisiminden sadece ikisinin, bu caligmada elde
edilen dizinlere aktarilmis oldugu goriilmiistiir. Bu niikleotid degisimlerine iliskin

olarak, F gen kismi dizinlerinin kendi aralarindaki benzerlik oranlar1 %98,2-100,

Turkey1996 ile %98,2-99,3 ve Turkey2000 ile % 97,9-98,9 olarak tespit edilmistir.

F gen kismi dizinleri gerek kendi aralarinda, gerekse Turkeyl1996 ve
Turkey2000 dizinleri ile aminoasit bazinda karsilastirildiginda, herhangi bir
aminoasit degisiminin olmadig1 belirlenmistir. Bu baglamda F gen kismi dizinlerinin
kendi aralarindaki aminoasit benzerlik oranlart %97,8-100, Turkeyl996 ve
Turkey2000 dizini ile %98,9-100 olarak tespit edilmistir.

Kul ve ark. (2007) tarafindan Kirikkale ilinde, 15 farkl: siiriiden, 15 koyun ve 6
kegi O6rneginin kullanildigi bir ¢alismada PPR’in patolojik ve virolojik bulgulari
tanimlanmistir. Bahsedilen ¢alismada RT-PCR sonucu elde edilen F genine ait 488
bp’lik genom fragmentinin niikleotid dizilimleri, 2004 yilinda tam dizin analizi
yapilan Turkey2000 dizini ile yliksek genetik benzerlik gostermistir. Bununla birlikte
elde edilen dizinlerde Turkey2000 dizinine gore 5999 (G—C) ve 6083 (C—T)
pozisyonlarinda sabit 2 mutasyon tespit edilmistir. F geninin antijenik kararliligini
goOsteren aminoasit dizinlerinde ise degisiklik gdzlenmemistir. Kul ve ark. (2007) nin
sonuglar1 ile bu ¢alismada elde edilen sonuglar karsilastirildiginda, bahsedilen 2
pozisyondaki niikleotid degisimlerine ek olarak bir (5849.nt’de C—T) niikleotid
degisimin daha oldugu tespit edilmistir. Ayrica arastirmacilarin 5999. nt’de G—C
seklinde tespit ettikleri degisim, bu ¢alismada G—A seklinde meydana gelmistir.
Aminoasit diizeyinde bakildiginda ise, her iki ¢alismada da herhangi bir degisim
tespit edilmeyerek tam bir uyumun oldugu belirlenmistir. Bu bilgiler 1s18inda 1996

yilinda dizin analizi ile niikleotid dizilimleri ortaya konulan virusun ilgili gen
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bolgesindeki evrimsel siirecin devam ettigi hem 2004 ve 2007 yilindaki ¢alismalar ile

hem de bu ¢aligma ile daha net ortaya konulmustur.

F gen kismi dizinlerinin Nigeria/75/1 as1 susu ile niikleotid bazinda yapilan
karsilastirmalarinda, 28 adet niikleotid degisimi tespit edilmistir. NUKleotidlerdeki
degisimlere iliskin olarak ¢alismada elde edilen dizinlerin kendi aralarinda %98,3-
100, Nigeria/75/1 as1 susu ile %91,3-92,4 oraninda benzer olduklar1 goriilmiistiir.
Sozl edilen dizinlerin aminoasit diizeyinde yapilan karsilagtirmalarinda, 5854.
(T—C)/5855. (C—T) ve 6120. (A—G)/6122. (T—C) niikleotidlerde meydana gelen
degisimlerin sirasiyla V—A ve S—G seklinde iki aminoasit degisimine neden
oldugu tespit edilmistir. F gen kismi dizinleri kendi aralarinda ve Nigeria/75/1 dizini
ile aminoasit diizeyinde karsilastirildiginda, sirasiyla %98,3-100 ve %97,5-98,3
oraninda bir benzerligin oldugu goézlenmistir. Ayrica tiim dizinlerde PPRV F gen
cleavage site bolgesinin korunmus oldugu tespit edilmistir. PPRV F gen cleavage site
bolgesi aminoasit dizini (G-R-R-T-R-R) bdlgenin korunmuslugunu ifade etmektedir
(Bailey ve ark., 2005). F gen cleavage site bolgesinin iyi korunmus olmasi, siipheli
PPR salginlarinda PPR virusun erken ayirici teshisinin F gen primerleri kullanilarak
yapilmasina imkan taniyabildigi gibi, asilama ve kontrol programlarinin

iyilestirilmesine de katkida bulunabilmektedir (Esmaelizad ve ark., 2011).

F gen kismi dizinler ve hatlar1 temsil eden referens dizinler ile birlikte
filogenetik aga¢ olusturuldugunda, Tiirkiye’de sirkiile olan PPR viruslarinin IV.
genetik hat iginde yer aldigi gorllmistiir. Komsu iilkelerde sirkiile olan ve degisik
yollarla tlkemize giren ya da girmesi muhtemel PPR viruslar ile ¢alismada elde
edilen F gen kismi dizinleri arasindaki uzakliklarin daha net goriilmesi amaciyla
Sekil 3.11°de gosterilen ikinci bir filogram daha gizilmistir. Sekil 3.11°deki filogram
incelendiginde, Ulkemizde sirkile olan viruslarin F gen kismi dizinlerine gore
temelde 3 alt grupta toplandig: tespit edilmistir. Alt grup 11’de Egypt09 (FR667557),
alt grup I1I’de Turkey2000 (AJ849636) dizinlerinin yer aldig: tespit edilmistir. Alt
grup Il incelendiginde, agirlikli olarak Giineydogu illerinden elde edilen dizinler ve
Egypt09 (FR667557) dizininden olustugu goriilmiistiir. Bununla birlikte alt gruplar
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kendi iglerinde de incelendiginde, Tirkiye’nin degisik bdlgelerinden elde edilen
dizinlerin varlig1 dikkat cekmektedir. Alt gruplarin bu karigik yapisinin iilke i¢indeki
hayvan hareketlerini resmetmesi agisindan énemli oldugu diisiiniilmektedir. EQypt09
(FR667557) dizininin aksine, alt gruplar i¢ine girmemesine ragmen Irak suslarinin
diger komsu iilke dizinlerine gore {ilkemizde sirkiile olan viruslara daha yakin oldugu
tespit edilmistir. EQypt09 (FR667557) Iraq2009 (AY948429), Irag2000 (FN995439)
ve 1raq2002 (FN995440) dizinlerinin  filogramdaki yerlesimleri  birlikte
degerlendirildiginde, iilkemizin giiney ve giineydogu sinirindaki kontrolsiiz hayvan

hareketlerini ortaya koymasi agisindan bu yakinlik 6nemli olarak degerlendirilmistir.

Network analizi, viruslar arasindaki evrimsel siireci incelemek amaciyla
kullanilan bir yontem olup, genetik yakinliklar1 fazla olan dizinleri “haplogrup” adi
altinda siiflandirmaktadir. Bu analiz yontemiyle hem bireysel hem de grup bazinda
farklilik arzeden niikleotidler adet ve lokasyon olarak gosterilebilmektedir (Munir ve
ark., 2012). Calismada elde edilen F gen kismi dizinlerinin evrimsel siirecini
incelemek amaciyla yapilan network analizinde, tiim dizinlerin sar1 renkle ifade
edilen IV. genetik hat icersinde oldugu gorulmiistiir. Filogenetik analizde agirlikli
olarak alt grup Il icinde yer alan dizinler haplogrup 3 (H3), alt grup Il icinde yer
alan dizinler haplogrup 2 (H2) ve alt grup | icinde yer alan dizinler ise haplogrup 1
(H1) icinde yer almistir. H2 ile H3 arasinda iki adet (69 ve 282); H3 ile H1 arasinda
da bir adet niikleotid (138) farklilig1 goézlenmistir. Calismada elde edilen dizinlerin
biiyiikk bir kismimi igeren H3 ile Iraq2009 (AY948429) arasinda bir adet (280),
Iraq2000 (FN995439) arasinda iki adet (240, 78), Iraq2002 (FN995440) arasinda bes
adet (240, 19, 22, 23, 24), Turkey2000 (AJ849636) arasinda ii¢ adet (51, 201, 285)
ve Iran2010 (FN995204) arasinda dort adet niikleotid (234, 45, 27, 182) farklilig
tespit edilmistir. Filogenetik analizde oldugu gibi network analizinde de lran2010
(FN995204) dizininin as1 susu Nigeria75/1’e 18 adet niikleotid farklilig1 ile en yakin
dizin oldugu gozlenmistir. Cografik olarak bakildiginda Sekil 3.11°deki filogram ile
uyumlu bir sekilde network analizinde de Irak dizinlerinin Tiirkiye’de sirkiile olan
viruslara ¢ok yakin oldugu gériilmiistiir. Ozellikle giineydogu illerinden elde edilen
dizinlerin Egypt09 (FR667557) dizini ile ayn1 haplogrup ig¢inde yer almasi, bolgedeki

hayvan hareketlerini resmetmesi agisindan degerli bulunmustur. Network analizine
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cografik olarak bakildiginda dogudan batiya bir evrimsel siirecin varligi dikkat

cekmektedir.

Calismada elde edilen 60 adet virusun N gen kismi dizinleri, Turkey2000 dizini
ile niikleotid diizeyinde karsilastirildiginda 1415. (G—T), 1460. (G—A) ve 1473.
(T—C) niikleotidlerde degisiklik oldugu tespit edilmistir. Bunlara ek olarak
aminoasit degisimine neden olmasia ragmen, tim dizinlerde gézlenmeyen 1452.
(A—C), 1482. (C—T), 1529. (G—A), 1583. (C—T) ve 1615. (A—G) niikleotidlerde
degisimler gozlenmistir. N gen kismi dizinlerinde meydana gelen bu nikleotid
degisimlerine iligskin olarak, dizinlerin kendi aralarinda %97,2-100, Turkey2000
dizini ile %97,5-98,9 oraninda benzer olduklari goriilmiistiir. N gen kismi dizinleri
kendi aralarinda ve Turkey2000 dizini ile aminoasit diizeyinde karsilastirildiginda

strastyla %94,2-100, % 94,2-98,3 oraninda benzer bulunmustur.

Nigeria/75/1 as1 susu ile N gen kismi dizinleri arasinda niikleotid bazinda
yapilan karsilastirmalarda 35 adet niikleotid degisimi tespit edilmistir. N gen kismi
dizinlerinde meydana gelen bu niikleotid degisimlerine iliskin olarak, ¢alismada elde
edilen dizinler kendi aralarinda %97,5-100, Nigeria/75/1 as1 susu ile %89,3-90,9
oraninda benzer bulunmustur. Nigeria/75/1 ast susuna ait dizin ile N gen kismi
dizinleri aminoasit diizeyinde karsilastirildiginda, 19 adet aminoasit degisimi oldugu
tespit edilmistir. Buna bagli olarak dizinlerin kendi aralarinda ve Nigeria/75/1 dizini
ile aminoasit diizeyinde sirastyla %95-100 ve %83,6-86 oraninda benzer olduklari

saptanmustir.

N gen kismi dizinleri baz alinarak yapilan filogenetik analizde, Tiirkiye’de
sirkille olan PPR viruslarinin IV. genetik hat i¢inde yer aldigi goriilmistiir. Komsu
tilkelerde sirkiile olan PPR viruslar ile ¢aligmada elde edilen N gen kismi dizinleri
arasindaki uzakliklarin daha net goriilmesi amaciyla olusturulan filogram
incelendiginde, Ulkemizde tespit edilen viruslarin temelde 3 alt grupta toplandigi

gozlenmistir. Alt gruplar kendi icinde incelendiklerinde, genel olarak tiim gruplarin
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Tiirkiye’nin degisik illerinden elde edilen viruslart igerdigi tespit edilmistir. Bu
nedenle, bir alt grubun belirli bir bolgeyi temsil etmedigi goriilmiistiir. Ancak ayni
illerden elde edilen viruslarin filogramda birbirleri ile yakin olduklar1 gozlenmistir.
Tiirkiye’nin yakin komsu (lkeleri olan Iran ve Irak’tan elde edilen dizinlerin,
Tiirkiye dizinleri ile daha yakin iligkili olduklari tespit edilmistir. Ayni illerden elde
edilen dizinlerin birbirlerine olan yakinliklar1 dikkate alinarak filogram
incelendiginde, TUrkiye dizinlerine yakin olan komsu iilkelerden elde edilen dizinler
dikkat cekmektedir. Komsu iilke dizinleri ile ilgili tespit edilen bu yakinlik bir kez
daha kontrolstiz hayvan hareketlerini akla getirmektedir.

N gen kismi dizinlerinin evrimsel siirecini incelemek amaciyla yapilan network
analizinde, ¢alismada elde edilen tiim dizinlerin sar1 renkle ifade edilen IV. genetik
hat i¢inde yer aldig1 goriilmiistiir. Filogenetik analizle uyumlu bir sekilde agirlikli
olarak alt grup I icinde yer alan dizinlerin haplogrup 1 (H1), alt grup Il iginde yer
alan dizinlerin haplogrup 2 (H2) ve alt grup Il i¢inde yer alan dizinlerin haplogrup 3
(H3) i¢inde yer aldig tespit edilmistir. H2 ile H3 arasinda iki adet (97 ve 175); H2 ile
H1 arasinda da bir adet niikleotid (229) farkliligt go6zlenmistir. Irag-2011
(JF969755), IR-URM332/11 (3X898860) ve IR-URM333/11 (JX898861) dizinleri
diger tilke dizinlerine gore Tiirkiye dizinlerine en yakin dizin olarak tespit edilmistir.
S6z konusu bu U¢ dizinden 6zellikle IR-URM332/11 ve IR-URM333/11 dizinleri
2011 yilinda Iran’m Bati Azerbaycan Eyaletinin Urumiye sehrinden elde edilmistir.
Cografik olarak Urumiye, Agr1 ili ile sinir komsusudur. Network analizde
Tiirkiye’nin degisik illerinden dizinlerin bulundugu H1 icinde yeralan Urumiye
dizinleri ile Agr ilinden elde edilen dizin arasinda bir niikleotid (54) ve yine bircok
ilden dizinleri kapsayan H2 arasinda da bir niikleotidlik (229) degisim oldugu tespit
edilmistir.  Irag-2011 (JF969755) dizini ile ilgili olarak network analiz
incelendiginde, giineydogu illerinden elde edilen dizinler ile arasinda 1-3 arasinda

degisen niikleotid farkliliklartyla yine yakin bir iliskinin oldugu tespit edilmistir.

Gerek Iran ve gerekse Irak dizinlerinin, calismada elde edilen dizinler ile olan

genetik iliskilerinden viral bir gecisin oldugunu sdylemek miimkiindiir. Ozellikle F



113

gen network analizinden bu gec¢isin dogudan batiya dogru oldugu kanisina

varilmstir.

F gen kismi dizin analizleri Tirkiye’de sirkiile olan viruslarin yiiksek oranda
homolog (%98-100) olduklarin1 ve bu gen bolgesinde hizli genetik degisimlerin
olmadigin1 ortaya koymustur. Kerur ve ark. (2008)’nin sonuglariyla uyumlu bir
sekilde calismada elde edilen sonuglar PPRV N gen bolgesinin mutasyonlara F gen
bolgesine gore daha acik oldugunu gostermistir. Bu calismada elde edilen sonuglar,
N gen filogenetik analizlerinin PPR virusun epidemiyolojisini, F gen analizlerine
gore daha iyi ortaya koydugunu bildirilen Shaila ve ark.(1996) nin g¢alismasi ile

uyumlu bulunmustur.

F ve H glikoproteinleri eksternal glikoproteinler olup, PPR virusuna karsi
konakta bagisikligin devamini saglayan noétralizan antikorlarin  olusumundan
sorumludur. Subunit agilarin iiretimi i¢in her iki glikoprotein umut verici aday
konumundadirlar (Esmaelizad ve ark., 2011). Immunojen 6zelliklerinden dolay1
yiizey proteinlerinde meydana gelen mutasyonlarin asilama kampanyalarinin basari
sansin1  diisiirebilecegi ortadadir. Bu sebepten as1 iiretiminde yerel suslarin
kullanilmas1 genel olarak basari sansim arttiran bir faktordiir. Ulkemizde PPRV as1
susu olarak F gen dizin analizlerine gore I. genetik hatta yer alan Nigeria/75/1
kullanilmaktadir. PPR virusun 6nemli antijenik determinantlardan biri olan F
proteinine ait kismi gen dizin analizleri, Tiirkiye’de sirkiile olan viruslarin IV.
genetik hatta yer aldigin1 ancak, as1 susuna gore onemli derece bir mutasyonun
olmadigmi gostermistir. Kismi gen dizin analizlerinden elde edilen verileri
genelleyecek olursak, asilama kampanyalarindaki olasi basarisizliklarin kullanilan
ast susundan ¢ok, diger bir antijenik determinant olan H gen bdolgesindeki olasi
mutasyonlar ile kontrolsiiz hayvan hareketleri, as1 uygulanmasi sirasinda gerceklesen
bir dizi olumsuzluklar gibi diger faktorlerden kaynaklanabilecegi akla gelmektedir.
Bu ¢alismada, virusun 6nemli nétralizan antikor yanitina neden olan iki bolgesinden
biri olan F proteinini kodlayan gen bdlgesi diizeyinde genetik karakterizasyon

yapilmis ancak H proteinini kodlayan gen bdlgesi arastirilmamistir. ileride
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planlanabilecek caligmalarda, bu bdlgenin incelenmesi asilarin etkinliginin genetik

diizeyde sorgulanmasinda yardimci olabilecektir.

Virusun N proteini viral genomun 3’ ucunda yeraldigindan replikasyon
sirasinda en fazla bulunan proteindir. Enfeksiyon sirasinda fazla sentezlenmesinden
dolayi, N proteini ¢ok immunojen olmasina ragmen, N proteinine karsi gelisen
immunitenin hayvanlari PPRV enfeksiyonuna karsi koruyamadigi ortaya konmustur
(Munir, 2012). Bu nedenle Nigeria/75/1 as1 susu ile bu calismada tespit edilen
viruslar arasinda N geni niikleotid diizeyinde saptanan %89,3-90,9 ve aminoasit
dizeyinde saptanan %83,6-86 oranlarindaki benzerlikler, Tirkiye (linecage 4) ve

Nigeria (lineage 1) viruslarinin farkli genetik hatta ait olmasina baglanmaistir.

Salgmlarin  epidemiyolojisini anlamak i¢in PPR viruslarinin  genetik
karakterizasyonunu yapmak énemlidir. Ulkeye degisik kaynaklardan hastaligin girisi,
endemik bir virus populasyonunun olustugu ihtimalini ortaya ¢ikartmaktadir. Bu
olasiligi degerlendirmek ve iilkedeki PPR viruslarmin karakterizasyonuna imkan
vermek igin, diizenli yapilan serolojik taramalara ek olarak dizin analizlerinin de

yapilmasi Onerilmektedir.

PPRV enfeksiyonu, koyun ve keci yetistiriciligi acgisindan diinyanin bir¢ok
iilkesinde devamli uluslararast bir korku kaynagi olarak varligimi devam
ettirmektedir. Ulkedeki hayvan varlifia ve ekonomisine biiyiik kayiplar verebilen
bir hastalifin eradikasyonu modern ¢iftlik hayvani endiistrilerinin gelisimi agisindan
onemlidir. Ulkemizin Avrupa ve Asya arasinda koprii vazifesi gdrmesi, Asya
ilkeleri, Ortadogu ve Afrika’da goriilen yaygin PPR salginlar1 ve kontrolsiiz hayvan
hareketleri, hastaligin Tiirkiye’de goriilme ve Avrupa’ya gecis ihtimalini
arttirmaktadir. Bu sebeple, PPRV enfeksiyonunun eradikasyonu ile giivenli gida
temini ve hastaliktan kaynaklanan ticari engellerin kaldirilmasi iilke ekonomisine
katki saglayacaktir. Ayrica, Avrupa Birligine uyum c¢alismalarimin kisa siirede

tamamlanabilmesi i¢in veteriner hizmetleri alaninda miicadele ve koruma
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hizmetlerinin daha verimli yiiriitiilmesi de gerekmektedir. Bu bakimdan, PPR’nin

teshisi ve etkin bir miicadelenin yapilmasi olduk¢a 6nemlidir.

Ulkemizde, enfeksiyon ¢ikisinin ardindan yapilan asilama uygulamalari, sinir
kontrollerinin yapilamamasi, asilamanin istenilen diizeyde olmamasi, asinin
depolama ve nakli sirasinda olusabilen problemler ve benzeri nedenlerle basarili
olamamis ve bunlara bagl olarak PPR salginlar1 daha da artarak goriilmeye devam
etmistir. 2010 yilinda baslatilan ve 3 yillik olarak belirlenen bir Avrupa Birligi
projesi dahilinde enfeksiyon ¢ikis1 beklenmeden kuzu ve oglaklara bir kez olacak
sekilde PPR asisinin yapilmasi ve agilanan hayvanlara kulak numaralari1 takilmasi
planlanmistir. Bu amag i¢in biri Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligina bagli, ikisi
Ozel as1 firmasina ait laboratuvarlarda Uretilen toplam 30 milyon doz as1 Ulke

geneline dagitilmis ve periyodik asilamalara baglanmustir.

Diinya genelinde PPRV ve diger morbilliviruslar ile ilgili devam eden bilimsel
arastirmalar, bu viruslarin kontroliine yonelik daha etkin ve giivenli mekanizmalarin
gelistirilmesine onderlik edecektir. Diinyanin bir¢cok bolgesinde ve gelismekte olan
tilkelerde stirdiiriilebilir tarim i¢in PPR bilylik bir ekonomik yiik olarak varligini
devam ettirmektedir. Bu acidan RP’in basariyla tamamlanan eradikasyon
calismasinda izlenen yol, PPRV enfeksiyonunun kontrol/eradikasyonu i¢in de
diisiiniilmelidir. Yeni asilarin gelistirilmesi ve DIVA asilarin  gereksinimlerini
karsilayan teshis yontemleri ile PPRV eradikasyon calismalari ekonomik hale
getirilebilir. Uygun araglarin kullanimiyla ve RPV eradikasyon programindakine
benzer bir yol izlenerek, PPR’mn diinya genelinde eradikasyonuna yonelik denemeler

gercekei bir amagc haline gelebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligma ile,

Tiirkiye’de PPRV enfeksiyonunun varligi/yaygmligi bir kez daha ortaya
konmustur. Ulkemizde farkli bolgelerde yer alan illerde enfeksiyonun tespit edilmis

olmasi enfeksiyonun giderek yayginlastigini gostermektedir.

Pozitiflik oranlar1 yillara gore degerlendirildiginde, 2010-2012 yillar1 arasinda
yapilan asilamaya ragmen, hastaligin insidansinda herhangi bir azalmanin olmadig

gorulmektedir.

Orneklenen tiirler bazinda incelendiginde koyun ve kegcilerde pozitiflik

degerlerinin birbirlerine yakin oldugu tespit edilmistir.

Uygun teshis metotlarinin sec¢imi, enfeksiyonun kontrol/eradikasyonunun ilk
basamagini olusturmaktadir. Son zamanlarda, PPRV enfeksiyonunun hizli teshisi
icin sensitivitesi ve spesifitesi yiksek rRT-PCR metotlar1 gelistirilmistir. Bu
calismada kullanilan rRT-PCR metodunun, konvansiyonel RT-PCR metotlarina gore
daha hizli, spesifik ve sensitif oldugu goriilmiistiir. Bu ylizden klinik 6rneklerde
PPRV nikleik asidinin tespitinde rRT-PCR metodu laboratuvara adapte edilebilir

olarak degerlendirilmistir.

F ve N gen kismi dizin analizlerine gore llkede sirkile olan virus, Orta Dogu
ve Gliney Asya’da sirkiile olan viruslarin da dahil oldugu IV. genetik hat icinde yer

almaktadir.
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Calisma sonunda degisik illerden alinan 6rneklerden elde edilen dizin analizi
verileri, Tiirkiye’deki PPR viruslariin homoloji gosterdigini ve benzer bir evrimsel

yol takip ettigini gostermektedir.

Ulkemizde as1 susu olarak kullanilan Nigeria/75/1, F gen dizin analizine gore |.
genetik hat iginde yer alirken, Tiirkiye’de sirkiile olan viruslar ayn1 gen bdlgesine
gore 1V. genetik hat i¢inde yer almaktadirlar. Ancak as1 susu ile sirkile olan
viruslarin karsilastirmali kismi dizin analizlerinde, F gen bdlgesinde tespit edilen
yiiksek orandaki benzerlik aginin koruyucu etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bu
yiizden asilama kampanyalarindaki basarisizliklarin tespitinde asi susu haricinde,
diger bir antijenik determinant olan H gen bolgesindeki olasi mutasyonlar ile diger
faktorlerin (soguk zincir, as1 kullanim hatalar1 vb.) dikkate alinmasi gerektigi 6ne
cikmaktadir. Bu nedenle ileride planlanabilecek ¢alismalarda, H gen bélgesinin de
incelenmesi asilarin  etkinliginin genetik diizeyde sorgulanmasinda yardimeci

olabilecegi diistiniilmektedir.

Salgmlarin  epidemiyolojisini anlamak i¢in PPR viruslarmin genetik
karakterizasyonunu yapmak onemlidir. Ulkeye degisik kaynaklardan hastaligin girisi
endemik bir virus populasyonunun olustugu ihtimalini ortaya ¢ikartmaktadir. Bu
olasiligi degerlendirmek ve iilkedeki PPR viruslarmin karakterizasyonuna imkan
vermek igin, diizenli yapilan serolojik taramalara ek olarak antijenik yonden dizin

analizlerinin de yapilmasi 6nerilmektedir.

Dogu ve Gilineydogu Anadolu’nun cografik yapisinin kontrolsiiz hayvan
hareketlerine izin vermesinden dolayi, iilke igerisine salgin hastaliklarin yayiliminin
engellenmesi ¢ok glictiir. Bu yilizden, ekonomik a¢idan 6nemli diger hastaliklarla
birlikte PPR virusun iilkeye girisini ve yayilisint engellemeye yonelik tedbirler

alinmalidir.
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Diinyanin bir ¢ok bolgesinde ve gelismekte olan iilkelerde siirdiiriilebilir tarim
icin PPR biiyiik bir ekonomik yiik olarak varligim1 devam ettirmektedir. Bu agidan
RP’in basariyla tamamlanan eradikasyon calismasinda benimsenen yol, PPRV

enfeksiyonunun kontrol/eradikasyonu i¢in de diistiniilmelidir.

Yeni asilarin gelistirilmesi ve DIVA asilarin gereksinimlerini karsilayan teshis
yontemleri ile PPRV eradikasyon caligmalarinin ekonomik hale getirilebilecegi

diistiniilmektedir.
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OZET

Peste des Petits Ruminants Virus (PPRV) Enfeksiyonunun Epidemiyolojisinin N ve F
Genlerine Dayah Farkli PCR Teknikleri ile Arastirilmasi

Bu calismada, Tiirkiye’'nin degisik bolgelerinde yetistirilen 6 ay yasin iizerindeki
koyun ve kegilerden PPRV enfeksiyonu siiphesi ile alinan kan, nasal swap ornekleri
ile Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Viral Teshis Laboratuvarina gelen doku
ornekleri (lenf yumrusu, akciger, rektum, ince barsak ve dalak) virolojik kontrol
amaciyla RT-PCR testlerine tabi tutulmustur. Virolojik kontrol amaciyla alinan
toplam 574 6rnekten viral nikleik asit tespiti F ve N gen bolgelerini hedef alan
konvansiyonel RT-PCR ve N gen bolgesini hedef alan Real-Time RT-PCR ile
yapilmistir. Konvansiyonel F gen RT-PCR ile %35,5 (204/574), konvansiyonel N
gen RT-PCR ile %39,3 (226/574) ve Real Time N gen RT-PCR ile %44,4 (255/574)
oraninda pozitiflik elde edilmistir. U¢ metod birlikte degerlendirildiginde ise PPRV
enfeksiyonunda pozitiflik oran1 %45.8 olarak tespit edildi.

Konvansiyonel RT-PCR testleri sonunda elde edilen pozitif drneklerden illeri
temsil edecek sekilde segilen 6rneklerden 53 adet F gen ve 60 adet N gen kismi dizin
analizleri yapilmis ve gen bankast ulasim numaralar1 JQ388615-JQ388664,
JQ519907-JQ519965, JX117877-JX117880 olarak 3 grup altinda alinmistir. Yapilan
filogenetik analiz sonrasinda, her iki gen bolgesine gore Ulkede sirkiile olan PPR
viruslarinin IV. genetik hatta yer aldigi goriilmiistiir. F gen kismi dizin analizleri
sonunda elde edilen dizinlerin niikleotid diizeyinde kendi aralarinda, Turkey2000 ve
Nigeria/75/1 dizini ile sirastyla %98,2-100, %97,9-98,9 ve %91,3-92,4 degisen
oranlarda benzer olduklar tespit edilmistir. N gen kismi dizin analizleri sonunda ise
dizinlerin niikleotid duzeyinde kendi aralarinda, Turkey2000 ve Nigeria/75/1 dizini
ile sirasiyla %94,2-100, %94,2-98,3 ve %89,3-90,9 degisen oranlarda benzer
olduklari tespit edilmistir.
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Bu sonuglar 151¢inda PPRV enfeksiyonunun iilkede endemik oldugu bir kez
daha ortaya konmus; enfeksiyonun teshisinde rRT-PCR tekniginin, kullanilan
konvansiyonel tekniklere gore etkinligi gOsterilmis, hayvan hareketlerinin
siirlandirilmasinin zorluguna dikkat ¢ekilerek enfeksiyondan korunmada en etkili

yolun duyarli populasyonlarin asilanmasi oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Sozcukler: Turkiye, Keci, Koyun, PPRV, Real-Time RT-PCR, Network

analiz, Dizin analizi
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SUMMARY

Investigation of Peste des Petits Ruminants Virus (PPRV) Infection Epidemiology
Using N and F Genes Targeted Different PCR Methods

In this study, blood and swab samples taken from PPRV infection suspicious sheep
and goat older than 6 months housed different regions in Turkey and tissue samples
(lymph node, lung, rectum, small intestine, spleen) submitted to Pendik Veterinary
Control Institute were tested with RT-PCR for virological control. Viral nucleic acid
was detected with RT-PCR targeted F and N gene regions and with Real time RT
PCR targeted N region from 574 samples. Positivity ratios were 35,5% (204/574)
with F gene targeted RT-PCR, 39,3% (226/574) with N gene targeted RT-PCR and
44,4% (255/574) with N gene targeted Real time RT-PCR accordingly. When the
three methods considered together the positivity rate of samples where found as
45,8% (263/574).

From the positive samples detected with conventional RT-PCR, 53 samples of
F gene and 60 samples of N gene were selected to represent the provinces and
partially sequenced and classified under 3 groups with gene bank accession numbers
JQ388615-JQ388664, JQ519907-JQ519965, JX117877-JX117880. After
phylogenetic analysis, the circulating PPR virus was located in lineage 1V according
to the two gene regions. F gene partial sequence analysis at nucleotide level showed
ratios of 98,2-100%, 97,9-98,9%, 91,3-92,4% resemblence among themselves,
Turkey2000 and Nigeria/75/1 sequences respectively. N gene partial sequence
analysis at nucleotide level showed resemblence ratios of 94,2-100%, 94,2-98,3%,

89,3-90,9% among themselves, Turkey2000 and Nigeria/75/1 respectively.

With these results we conclude that; PPRV infection is endemic in our country,

method of rRT-PCR is more effective than conventional PCR and considering animal
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transportation restriction difficulties the most convenient method of protection is

vaccination of the sensitive population.

Keywords: Turkey, Goat, Sheep, PPRV, Real-Time RT-PCR, Network analysis,
Sequence analysis
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T C A G
TTT Phe TCT Ser TAT Tyr TGTCsy | T
T TTC Phe TCC Ser TAC Tyr TGCCsy |C
TTA Leu TCA Ser TAA TGA A
TTG Leu TCG Ser TAG TGGTrp | G
CTT Leu CCT Pro CAT His CGT Arg T
c CTC Leu CCC Pro CAC His CGCArg |C
CTA Leu CCA Pro CAAGIn CGAArg | A
CTG Leu CCG Pro CAG GIn CGGArg |G
ATT lle ACT Thr AAT Asn AGT Ser T
A ATC lle ACC Thr AAC Asn AGC Ser C
ATA lle ACA Thr AAA Lys AGAArg | A
ATG Met ACG Thr AAG Lys AGGArg |G
GTT Val GCT Ala GAT Asp GTT Gly T
G GTC Vval GCC Ala GAC Asp GGCGly |C
GTA Val GCA Ala GAA Glu GGAGly | A
GTG Val GCG Ala GAG Glu GGGGly |G
Ek-3: Aminoasitler ve Sembolleri
A Ala Alanin M Met Metionin
C Cys Sistein N Asn Asparjin
D Asp Aspartik Asit P Pro Prolin
E Glu Glutamik Asit Q GlIn Glutamin
F Phe Fenilalanin R Arg Arjinin
G Gly Glisin S Ser Serin
H His Histidin T Thr Tironin
| lle Izolosin V Val Valin
K Lys Lizin W Trp Triptofan
L Leu L6sin Y Tyr Tirozin
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