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Koyun ve Keçi Vebası (Peste des Petits Ruminants; PPR) genellikle yüksek ateş, depresyon, 

göz-burun lezyonları, nekroze-eroziv stomatit, enterit, solunum sistemi semptomları, pis kokulu ishal ve 

ölüm ile karakterize; yüksek morbidite ve mortalite ile seyreden bulaşıcı bir viral hastalıktır. İlk olarak 

1942 yılında Fildişi Sahilleri’nde tanımlanmış ve daha sonraki yıllarda Afrika’nın doğusu, Arap 

Yarımadası, Orta Doğu ve Güney Doğu Asya’da bildirilmiştir. Hastalık Türkiye’de, ilk kez resmi 

olarak Eylül 1999’da rapor edilmiştir. 

PPR virusu (PPRV), Paramyxoviridae ailesinin Morbillivirus genusunda yer alır. Tek bir serotipi 

bulunan virusun; füzyon (F) ve nükleokapsid (N) gen sekanslarının referans alındığı filogenetik 

analizlerinde dört genetik hatta ayrıldığı görülmektedir. Türkiye’nin farklı bölgelerinden izole edilen 

PPRV suşlarıyla yapılan çalışmalarda, bu suşların IV. genetik hatta yer aldığı tespit edilmiştir. Ülkemizde 

hastalıkla mücadele kapsamında 2010 yılından beri aşılama kampanyaları yapılmaktadır. Kullanılan aşı 

suşu (Nigeria75/1) genetik hat I’de yer almaktadır. 

PPRV’nin laboratuvar teşhisinde etkin ve hızlı sonuçların elde edildiği Ters Transkriptaz 

Polimeraz Zincir Reaksiyon - RT-PZR (Reverse transcriptase polymerase chain reaction) 

modifikasyonları rutin tanıda diğer teşhis metotlarının yerini almıştır. PZR ürünleri ve 

denatürasyonlarının incelenmesi; hassas ve özgün sonuçlar verebilen floresan sistemler, teknolojik 

yenilikler ve moleküler çalışmalar sayesinde gelişim sürecine devam etmektedir. Yüksek kapasiteli, 

güvenilir ve hızlı bir yöntem olan Yüksek Çözünürlüklü Erime Analizi (High Resolution Melting – 

HRM), gerçek zamanlı PZR ile kombine uygulanabilen bir yöntemdir. HRM analizleri ile mutasyon 

taraması ve genotiplendirme başta olmak üzere moleküler düzeyde birçok çalışma yapılmaktadır. 

Bu çalışmada, PPRV’nin doğal enfektif saha suşları ile aşı suşunun F gen bazlı moleküler 

ayrımına yönelik gerçek zamanlı RT-PZR ile kombine HRM analizi geliştirilmiştir. Bu sayede PPRV’nin 

laboratuvar teşhisinde yeni bir yaklaşımla hastalığın kontrol ve eradikasyonuna katkı sağlanması 

hedeflenmiştir. 

 

Anahtar kelimeler: F gen, Geçek Zamanlı RT-PZR, Genetik Hat IV, HRM, Küçük Ruminant 

Vebası 
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Peste des Petits Ruminants (PPR) usually is a contagious viral disease characterized by high 

fever, depression, eye and nasal lesions, necrotic erosive stomatitis, enteritis, pneumonia, malodorous 

diarrhea and death, with high morbidity and mortality. PPR was first described in the Ivory Coast in 1942 

and later reported in the east of Africa, the Arabian Peninsula, the Middle East and South East Asia. PPR, 

first time in Turkey has been officially reported in September 1999. 

PPR virus (PPRV) has been classified within the genus Morbillivirus in the family 

Paramyxoviridae. While PPRV has only one serotype, the phylogenetic analysis of the virus with based 

on the fusion (F) and nucleocapsid (N) genes sequences indicates that the virus has four distinct genetic 

lineages. Studies with virus strains isolated from different regions of Turkey indicates that these strains 

represented lineage IV on PPRV. Vaccination has been carried out against the PPR disease where in 

Turkey since 2010. And we know this vaccine strain is represented lineage I (Nigeria75/1) on PPRV. 

RT-PCR modifications that provides effective and rapid results in laboratory diagnosis for 

PPRV, are used more frequently than other diagnostic methods in routine diagnosis. The 

investigation of the denaturation of PCR products continues to develop thanks to fluorescent systems 

that provide sensitive and specific results, and technological innovations, and molecular studies. The 

High Resolution Melting (HRM) analysis performed in combination by real-time PCR is a method 

which rapid, reliable and high capacity. A lot of investigation can be done with by using HRM 

analysis at the molecular studies. Especially in mutation screening and in genotyping. 

In this study, we have developed real-time RT-PCR combination with HRM analysis, which 

detection F gene based molecular difference of vaccine and natural infective field strains of PPRV. And 

we have aimed to contribute to the control and eradication of the disease with a new approach in PPRV's 

laboratory diagnosis.  
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1. GİRİŞ 

 

Küçük Ruminant Vebası (Peste des Petits Ruminants; PPR) koyun ve keçilerde 

yüksek morbidite ve mortalite ile seyreden bulaşıcı viral bir hastalıktır (Gargadennec ve 

Lalanne, 1942; Braide, 1981; OIE, 2004). Hastalık birçok Asya ve Afrika ülkesinde 

görülmektedir. PPR Türkiye’de ilk kez resmi olarak Eylül 1999’da rapor edilmiştir 

(OIE, 1999). PPR genellikle yüksek ateş, göz-burun akıntısı, nekrotik stomatitis, 

enterit, pnömoni, pis kokulu ishal, depresyon ve ölümle karakterizedir (OIE, 2013). 

Hastalık etkeni olan Peste des Petits Ruminants Virusu (PPRV), Paramyxoviridae 

ailesinin Morbillivirus genusunda yer alır (Barrett ve ark., 2006). Tek bir serotipi 

bulunan PPRV’nin, füzyon (F) ve nükleokapsid (N) gen sekanslarının referans alındığı 

filogenetik analizlerinde, dört genetik hatta ayrıldığı görülmektedir (Balamurugan ve 

ark., 2010b; Munir ve ark., 2012a). Yapılan çalışmalarda, Türkiye’de sirküle olan PPRV 

suşlarının IV. genetik hatta yer aldığı tespit edilmiştir (Özkul ve ark., 2002; Dağalp ve 

Sait, 2013; Güler ve ark., 2014; Tarakcı, 2014). 

Koyun ve Keçi Vebası’nın görüldüğü ülkelerde, hastalıkla mücadele kapsamında 

aşılama çalışmalarının yapıldığı bilinmektedir (Santhosh ve ark., 2013). Gıda, Tarım ve 

Hayvancılık Bakanlığı Koyun ve Keçi Vebası Hastalığına karşı daha etkin ve hızlı 

müdahale edilebilmesi ve hastalığın kontrol altına alınabilmesi amacı ile 2010 yılında 

AB destekli koyun ve keçilerin PPR aşısıyla aşılanması projesini başlatmıştır (Genelge, 

2010/02). Bu projede kullanılan aşı suşu (Nigeria75/1) genetik hat I’de yer almaktadır 

(Luka ve ark., 2011; Muniraju ve ark., 2013). 

PPRV’nin laboratuvar tanısında uygulanacak metotların hassas, spesifik ve hızlı 

olması, hastalığın kontrol altına alınması ve ekonomik kayıpların en az seviyede 

tutulması için oldukça önemlidir. Klinik semptomlara bağlı olarak PPRV 

enfeksiyonundan şüphe edilse dahi kesin teşhis için laboratuvar tanısının konulması 

gereklidir (OIE, 2004; Parida ve ark., 2015). 

Son yıllarda moleküler biyolojik metotlar PPRV’nin rutin laboratuvar 

tanısında yaygın olarak kullanılmaktadır (Kerur ve ark., 2008; Batten ve ark., 2011; 

Polci ve ark., 2015). PPRV’nin gerçek zamanlı RT-PZR (reverse transcription 

polymerase chain reaction – RT-PCR) ile moleküler tanımlanmasına yönelik 

yapılan ilk çalışma Bao ve ark. (2008) tarafından bildirilmiştir. Spesifik probların 

kullanıldığı gerçek zamanlı RT-PZR ile sekans analizine gerek kalmadan sonuçlar 

alınabilmektedir (Polci ve ark., 2015). 
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PZR ürünleri ve denatürasyonlarının incelenmesi; hassas ve spesifik 

sonuçlar veren floresan sistemler, teknolojik yenilikler ve moleküler çalışmalar 

sayesinde gelişim sürecine devam etmektedir (Hanson ve Ballantyne, 2013; 

Iacumin ve ark., 2015; Villinger ve ark., 2017). Yüksek kapasiteli, güvenilir ve hızlı 

bir yöntem olan Yüksek Çözünürlüklü Erime Analizi (High Resolution Melting – 

HRM), gerçek zamanlı PZR ile kombine uygulanabilen bir yöntemdir. HRM ile 

mutasyon taraması ve genotiplendirme başta olmak üzere; genetik haritalama, 

assosiyasyon çalışmaları, DNA metilasyon, aday gen taraması, populasyon veya alt 

grupta allel yaygınlığının belirlenmesi, heterozigotluk kaybının taranması, DNA 

parmakizi analizi, haplotip bloklarının karakterizasyonu, tür tanımlanması, HLA 

tipleme, somatik mutasyon oranlarının belirlenmesi gibi birçok çalışma ile 

moleküler ayrım yapılmaktadır (Corbett Life Science, 2006; Ghorashi ve ark., 2011; 

Varillas ve ark., 2011; Daniels ve ark., 2015; Draht ve ark., 2016; Sun ve ark., 

2016). 

HRM, kolay uygulanan ve etkin sonuçların elde edildiği uygun maliyetli bir 

metottur. Yapılan çalışmalarda, gerçek zamanlı PZR ile kombine uygulanan HRM 

analizlerinin enfeksiyon etkenlerinin moleküler tanımlamasına olanak sağladığı 

ifade edilmiştir (Hewson ve ark., 2009; Ghorashi ve ark., 2011; Bester ve ark., 2012). 

Bu çalışmada; gerçek zamanlı RT-PZR ile PPRV (F gen) spesifik nükleik asit 

tespiti ve PPRV’nin aşı suşu (genetik hat I) ile doğal enfektif saha suşlarının (genetik 

hat IV) F gen bazlı moleküler ayrımını gerçekleştirebilen HRM metodunun 

geliştirilmesi amaçlanmıştır. 
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2. KAYNAK ARAŞTIRMASI 

 

2.1. Koyun ve Keçi Vebası Hastalığı 

 

2.1.1. Hastalığın tanımı ve önemi 

 

Koyun ve Keçi Vebası genellikle yüksek ateş, depresyon, göz-burun lezyonları, 

nekroze-eroziv stomatit, enterit, solunum problemi semptomları, pis kokulu ishal ve 

ölüm ile karakterize önemli bir viral hastalıktır (OIE, 2013). PPR ilk olarak 1942 yılında 

Fildişi Sahilleri’nde pseudorinderpest, kata, pneumoenteritis kompleks ve stomatitis 

pneumoenteritis sendromu gibi isimlerle tanımlanmıştır (Gargadennec ve Lalanne, 

1942; Braide, 1981). Hastalığın seyri perakut, akut veya subakuttur (OIE, 2013). 

Mortalite ve morbidite oranının yüksek olması ve ekonomik kayıplara neden olması 

sebebiyle Gıda, Tarım ve Hayvancılık Bakanlığının ilgili birimlerine bildirimi zorunlu 

bir hastalıktır (Resmi gazete, 1997; 2012). 

Güney-Doğu Asya ve Afrika’da istihdam ve sürdürülebilir tarım için büyük 

öneme sahip çiftlik hayvanı yetiştiriciliği, dünya genelinde tarımsal gelirin yaklaşık 

%40’ını oluşturur. PPR salgınları, görüldüğü ülkelerde tarımsal üretimde önemli 

ekonomik kayıplara neden olmaktadır (Taylor ve ark., 2005; Abubakar ve ark., 2011; 

Santhosh ve ark., 2013; Kumar ve ark., 2014-1). Ülkemizde yapılan çalışmalarda 

PPRV’nin küçükbaş hayvan yetiştiriciliği için potansiyel bir tehtit olduğuna dikkat 

çekilmiştir (Özkul ve ark., 2002; Yesilbag ve ark., 2005; Batten ve ark., 2011). 

Gıda ve Tarım Örgütü (FAO), Türkiye’nin de aralarında bulunduğu birçok 

ülkede (Güney Afrika, Asya, Çin ve Güney Avrupa) mevcut küçükbaş hayvan 

populasyonunun %63’ünün PPR enfeksiyon riski taşıdığını ve hastalığın yakın 

bölgelere hızlı bir şekilde yayıldığını rapor etmiştir (FAO, 2009; Libeau ve ark., 2014). 

OIE ve EMPRES (Gıda ve Tarım Örgütü Acil Önleyici Sistem), hastalığın kontrolü 

çalışmalarını fakirlikle mücadele programlarında temel hedef olarak belirlemiştir 

(FAO, 2009; OIE, 2015). 

PPR’nin görüldüğü ülkelerde hastalıkla mücadele kapsamında aşılama 

kampanyaları yapılmaktadır. Aşılama ve koruyucu önlemlere rağmen, hastalık küçük 

ruminant yetiştiriciliği için büyük bir risk faktörü olmaya devam etmektedir (Özkul ve 

ark., 2002; Abubakar ve ark., 2011; Batten ve ark., 2011; Santhosh ve ark., 2013). 
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2.1.2. Hastalığın bulaşması 

 

Enfeksiyonun en önemli bulaşma yolu, ateşli dönemdeki hasta hayvanların 

sürü içerisinde diğer duyarlı hayvanlarla olan yakın temasıdır (Braide, 1981). Virus 

klinik belirtiler ortaya çıkmadan önce oral, nasal, konjunktival akıntı ve idrar yoluyla 

saçılmaktadır (Bundza ve ark., 1988). Yapılan çalışmalar enfekte keçilerden alınan 

rektal svap ve sürüntüden RT-PZR ile PPRV tespit edilmesi sayesinde, hayvan 

dışkılarının virusun çevreye saçılması ve enfeksiyon oluşumunda önemli bir kaynak 

olduğunu göstermiştir (Abubakar ve ark., 2012; Kumar ve ark., 2014-1). 

Kontamine altlık, suluk ve materyallerin virusun bulaşma ve yayılmasında rol 

aldığı dikkate alındığında, hastalıkla etkin mücadele ve biyogüvenlik açısından enfekte 

hayvan atıklarının dezenfekte edilmesi gerektiği tavsiye edilmektedir (Kumar ve ark., 

2014-1). Kontrolsüz yapılan hayvan sevkleri, hayvan pazarlarındaki bulaşma, barınak 

hijyen şartlarının iyi olmaması ve mevsimsel etkenler gibi birçok çevresel faktör, 

hastalığın bulaşması ve bölgesel olarak yayılmasına neden olmaktadır (Abubakar ve 

ark., 2011). 

 

2.1.3. Klinik belirtiler 

 

Enfeksiyon perakut, akut ve subakut formlarda seyredebilir. Enfeksiyonun 

seyrinde hayvanın türü, yaşı, alınan virusun virulens ve miktarı ile sekonder 

enfeksiyonların belirleyici rolü vardır. Virusun inkubasyon süresi 2-7 gündür ve 

viremi dönemi 3-5 gün devam etmektedir (OIE, 2013). 

Hastalığın perakut formunda, inkübasyondan sonra 40-42 °C ye kadar yükselen 

ateş ve klinik semptomlar ile 2-4 gün içinde şiddetli bir ishal başlar ve kollaps 

sonucu ölümler görülür. Perakut formda morbidite %100, mortalite %90’dır (OIE, 

2004). 

Hastalığın belirgin klinik semptomları akut formda ortaya çıkar (Diallo, 

2006). İnkübasyon periyodunu takiben 5-7 gün içerisinde ani ısı artışı (39.5-41 °C), 

gözler ve burunda seröz akıntı, depresyon, iştahsızlık, halsizlik ve ağızda kuruluk 

semptomları ile kendini gösterir (Ahmad ve ark., 2005). Ateşli dönemi atlatan 

hayvanların göz ve ağız mukozalarında kızarıklık meydana gelir (Bundza ve ark., 

1988). Epitelyal dokuda oluşan nekrozlar dilin üstünde, yanakların iç kısmında, 

dudaklarda, damakta, diş etlerinde toplu iğne başı büyüklüğünde grimsi renkte odaklar 
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şeklindedir ve bu odaklar zamanla artarak birleşir. Ağız mukozasının görünümü 

tamamen değişir ve salya artışı gözlenir. Hastalığın ilerleyen evrelerinde, ağızdan 

karakteristik pis bir koku yayılmaktadır (FAO, 1999). 

Akut formda; hızlı, hırıltılı ve thoracoabdominal solunum ile solunum 

güçlüğüne bağlı olarak baş ve boyunu ileri uzatma, burun deliklerini açma, dili 

dışarı çıkarma ve hafif iniltili bir öksürükle beraber sallantılı yürüyüş gözlemlenir. 

Ateşden 2-3 gün sonra ishal, dehidrasyon, zayıflama ve bitkinlik semptomları ortaya 

çıkar. Hayvanların çoğunda ateş başladıktan 10-12 gün sonra ölüm şekillenir. 

Enfeksiyonun gebe hayvanlarda yavru atıklarına sebep olduğu bilinmektedir (OIE, 

2015). 

PPR’nin subklinik formunda belirgin klinik semptomlar ortaya çıkmaz. Hafif 

şekilde seyreden solunum sistemi bozuklukları ve ara sıra yükselip inen ateş dışında 

önemli bir klinik belirti yoktur (Gül ve ark., 2006). 

PPRV lenf ve epitel hücrelerine affinite gösterir. Bu dokuların yoğun olduğu 

organ ve sistemlerde şiddetli lezyonlara neden olur (Abraham, 2005). Viral 

enfeksiyonlarda immun yanıt 3-4 günde gelişen nötralizan antikor ile başlamakta ve 

gelişen immun yanıt aktifleşerek virusu konaktan temizlemeye çalışmaktadır (Munir ve 

ark., 2012b). PPRV immunsupresyon oluşturur ve hastalığı atlatan ya da aşılanan 

hayvanlarda güçlü bir hücresel ve humoral immun yanıt şekillenir (Rajak ve ark., 2005; 

Santhosh ve ark., 2013). 

 

2.1.4. Hastalığa karşı koruyucu aşı 

 

İlk olarak Nigeria75/1 suşundan üretilen attenue canlı aşı ile başlayan aşı üretme 

çalışmalarında başarıya ulaşılamamıştır (Gilbert ve Monnier, 1962; Benazet, 1973). Bu 

nedenle PPRV ve Rinderpest virus (RPV) arasındaki antijenik yakınlık dikkate alınarak, 

hastalıktan korunmak için attenue RP (Rinderpest) aşısı kullanılmıştır. Yapılan 

analizlerde, PPRV’ye karşı nötralizan antikor oluşmadığı, fakat bu aşının 1-3 yıl süreyle 

koruma sağladığı görülmüştür (Taylor, 1979). Bu durum her iki virusun F proteinlerinin 

%80 oranında benzerlik göstermesine bağlı olarak, aşılanan hayvanlarda F proteine 

karşı oluşan antikor yanıtının, PPR enfeksiyonuna bağışıklık oluşturduğunu 

düşündürmüştür (Diallo ve ark., 2007). Daha sonraki yıllarda Nigeria75/1, Arasur ve 

Sungri suşlarının Vero hücre kültüründe yapılan attenue aşı üretme çalışmalarında 

başarıya ulaşılmıştır (Diallo ve ark., 1989; Santhosh ve ark., 2013). Bu aşıların gebe 
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koyunlarda güvenli olduğu ve 6 yıl koruma sağladığı bildirilmiştir (Rajak ve ark., 2005; 

Sen ve ark., 2010; Santhosh ve ark., 2013). 

 

2.1.5. Türkiye’de koyun ve keçi vebası 

 

PPR, Türkiye’de ilk kez resmi olarak Eylül 1999’da rapor edilmiştir (OIE, 

1999). Fakat Alçığır ve ark. (1996) patomorfolojik ve immunohistolojik olarak, 

Tatar (1998) virolojik olarak enfeksiyonu daha önce göstermiştir. Yapılan saha 

çalışmaları ile endemik olduğu belirtilen PPR’nin, epidemiyolojisi desteklenmiştir 

(Tatar ve Alkan, 1999; Özkul ve ark., 2002; Tatar ve ark., 2002; Toplu, 2004; Cam ve 

ark., 2005; Yesilbag ve ark., 2005; Kul ve ark., 2007; Albayrak ve Alkan, 2009; 

Albayrak ve Gür, 2010). Ülkemizde sirküle olan PPRV suşlarının moleküler 

tanımlaması ve filogenetik araştırmasına yönelik çalışmalar mevcuttur (Dağalp ve 

Sait, 2013; Güler ve ark., 2014; Tarakcı, 2014). 

 

2.2. Viral Yapı 

 

2.2.1. Sınıflandırma 

 

PPRV, Mononegavirales takımında bulunan Paramyxoviridae ailesinin 

Paramyxovirinae alt ailesinde bulunan Morbillivirus genusunda yer alır (Barrett ve ark., 

2006). Morbillivirus genusunda bulunan virusların insan ve hayvanlarda önemli 

hastalıklara neden olduğu bilinmektedir (Taylor ve ark., 2005). 

PPRV segmentsiz, negatif polariteli, tek zincirli, linear RNA’lı bir virustur. 

Replikasyon işlemi konak hücrenin sitoplazmasında gerçekleşir (Murphy ve ark., 1999). 

Virusa pleomorfik (siferik ve filamentöz) şeklini virionu saran lipid yapıdaki zarf verir. 

Virusun yarılanma ömrü 37 °C de 2 saattir ve donmuş dokularda uzun süre canlılığını 

koruyabilir (OIE, 2009). 

 

2.2.2. Viral proteinler 

 

PPR virusu 400-500 nm çapındadır ve elektron mikroskobunda karakteristik 

olarak balıksırtı (herring-bone) görünümüne sahiptir. Helikal nükleokapsidi saran lipid 

yapıdaki zarf ile birlikte pleomorfik bir partikül şeklinde görülen iki yapısal üniteden 
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meydana gelir. Virus zarfının lipid yapısı konak hücreden köken almaktadır. Bu yapının 

konak hücreye tutunmada (hemaglutinasyon protein-H) ve hücreye girişinde (füzyon 

protein-F) aracılık eden iki adet glikoproteini bulunmaktadır (Bossart ve ark., 2013). H 

ve F glikoproteinleri negatif boyama ile görüntülemede 8-12 nm boyunda zarfın 

yüzeyinde bulunan çıkıntılar (spike) şeklindedir (Gibbs ve ark., 1979; Barrett, 1999; 

Lamb ve Kolakofsky, 2001). 

Tek zincirli formda olan RNA genomu 15948 nükleotid (nt) uzunluğundadır. 

PPRV 6 yapısal ve 2 yapısal olmayan 8 proteini kodlayan 6 transkripsiyonel üniteden 

oluşur (Şekil 2.1.). Bu gen bölgeleri, RNA’ya bağlı olan Nükleoprotein (N), 

Fosfoprotein (P), Polimeraz-Large proteini (L), Matrix proteini (M), Füzyon 

glikoproteini (F) ve Hemaglutinin glikoproteini (H) yapısal proteinlerini; C ve V yapısal 

olmayan proteinlerini kodlar (Bailey ve ark., 2005). Sitoplazmada replike olan 

Paramyxoviruslar, konak hücre çekirdeğinde bulunan enzimlere ulaşamadığından kendi 

mRNA transkripsiyonunu gerçekleştiremez (Taylor ve ark., 2005). 

Tek bir serotipi bulunan PPRV’nin, mevcut izolatlarının F ve N proteinleri 

ile yapılan kısmi sekans analizlerinde 4 farklı genetik hattı (lineage) belirlenmiştir 

(Munir ve ark., 2012a). Hat 1, 1970’li yıllarda Afrika’dan izole edilen virusları 

(Nijerya 75/1, 75/2, 75/3, 76/1, Senegal), hat 2 ise 1980’li yıllarda Afrika’dan izole 

edilen virusları (Ivory Coast/89, Guinea 91) içerir (Luka ve ark., 2011; Munir ve 

ark., 2012a). Hat 3, Afrika ve Asya kıtalarında ortak bulunan virusları (Oman 72 

Dorcas, Oman 72 Ibri, Oman 83, India 92, Sudan 72, Etiyopya 96), hat 4 ise Asya 

viruslarını (Bangladeş 93, İsrail 94, İran 94, Nepal 95, India 94 UP, India 94 MAH, 

India 94 RAJ, Pakistan 94, Suudi Arabistan 94, Türkiye 96, India 96 Bengal, India 

96 Orissa, Türkiye 00) içerir (Dhar ve ark., 2002; Özkul ve ark., 2002; Abraham, 

2005; Couacy-Hymann ve ark., 2005). Bununla birlikte N geni sekans verilerine 

göre hat 4’ün aynı dönemlerde Afrika’da (Kamerun-1997) da görüldüğü 

bildirilmiştir. Son salgınlar araştırıldığında genetik hat 4 viruslarının Asya, Afrika 

ve Ortadoğuda yeni bölgelere yayıldığı (Çin (2007), Fas (2008), Cezayir (2011), 

Tanzanya (2012), Demokratik Kongo Cumhuriyeti (2012), Angola (2012), Komor 

Adaları (2012)) rapor edilmiştir (Libeau ve ark., 2014). 

PPRV ısı, güneş ışığı ve ultra viyole (UV) ışınları ile asit (pH<4) ve alkali 

çözeltilere (pH>10) karşı oldukça duyarlıdır. Düşük ısı ve yüksek nemli ortamlarda 

enfeksiyözitesini sürdürebilir. Lipoprotein yapıdaki virus zarı, lipofilik dezenfektan 

ve yağ eriticilere karşı oldukça hassastır. Alkol, eter, fenol gibi yağ çözücüler ve 
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%2-5’lik NaOH çözeltisi dezenfektan olarak kullanılabilir. Virus enfekte 

karkaslarda laktik asit oluşumunu engellediğinden, ölümden sonra lenf 

yumrularında 4 °C’de 8 gün enfeksiyözitesini koruyabilir (OIE, 2009). 

PPRV duyarlı hücre kültürlerinde sitopatik etki (CPE) yapmaktadır. F 

glikoproteinin hücre zarını eriterek oluşturduğu sinsityal dev hücreler, viral 

replikasyon sırasında oluşan intra-sitoplazmik ve intra-nüklear inklüzyon 

cisimcikleri tespit edilen CPE şekilleridir. Duyarlı hücre kültürlerinde, CPE 

oluşumunun 3-19 gün arasında değiştiği bildirilmiştir (Gibbs ve ark., 1979). 

 

 
 

Şekil 2.1. PPR virusu (a) ve proteinleri (b) (Banyard ve ark., 2010) 

 

2.2.2.1. Yapısal viral proteinler 

 

2.2.2.1.1. Nükleoprotein (N protein) 

 

N proteini virion ve enfekte hücrede en çok bulunan, segmentsiz negatif 

polariteli major viral proteinidir. Viral nükleik asidi sararak genomu şekillendirir ve dış 

etkenlerden korur. Hücre içi enzimlere karşı oldukça hassas olan bu protein, 

immünitenin oluşmasında önemli rol oynamaktadır (Rima, 1983; Diallo ve ark., 

1987; Bailey ve ark., 2005). N proteini virusun enkapsidasyon, replikasyon ve 

transkripsiyonu için P ve L proteinleri ile ribonükleoprotein kompleksini 

oluşturmaktadır (Maclachla ve Dubovi, 2011). 
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Poliakrilamid jel elektroforezde 58 KDa moleküler ağırlığa sahip olduğu tespit 

edilen N proteini, tüm genom diziliminde 55-1744 nükleotid aralığında yer almaktadır 

(Parida ve ark., 2015). Bu protein transkripsiyon şemasında ilk bölgedir ve 3̍ ucunda 

107 nükleotidden oluşan transkripsiyonu başlatan promotor gen dizilimine sahiptir 

(Bankamp ve ark., 1996). 

 

2.2.2.1.2. Fosfoprotein (P protein) 

 

P proteini, replikasyonda transkribe edilen ikinci gendir. N ve L proteinleri ile 

birlikte viral replikasyonda ve RNA’ya bağımlı RNA polimeraz (RNA Dependent RNA 

polymerase- RdRp) sentezlenmesinde görev alır (Taylor ve ark., 2005; Maclachla ve 

Dubovi, 2011). Yapısal olmayan proteinlerin sentezlenmesi bu proteinin alternatif 

okuma bölgelerinde gerçekleşmektedir (EU267273). Tüm genom diziliminde 1748-

3402 nükleotid aralığındadır ve poliakrilamid jel elektroforezde 55 KDa moleküler 

ağırlığa sahiptir (Parida ve ark., 2015). 

 

2.2.2.1.3. Polimeraz protein (Large-L protein) 

 

Polimeraz proteini (L protein) PPRV proteinleri içerisinde yapı olarak en 

büyüğüdür. L proteini polimerizasyon aktivitesinin yanı sıra poliadenilasyon, 

metilasyon ve kep formasyonu (Capping) fonksiyonlarına sahiptir (Lamb ve 

Kolakofsky, 2001). Polimeraz protein, co-factor olan P proteini ile ilişkili olduğunda 

RdRp aktivasyonu oluşturabilir (Taylor ve ark., 2005). Tüm genom diziliminde 9266-

15908 nükleotidleri arasında 6552 adet nükleotid tarafından kodlanır ve 247 KDa 

ağırlığındadır (Parida ve ark., 2015). Transkripsiyonun polarize sıralı doğası ve daha 

sonra azalan mRNA miktarı nedeni ile en son transkribe olan gendir (Mc Ilhattonve 

ark., 1977). 

 

2.2.2.1.4. Matriks protein (M protein) 

 

Matriks protein, zarf yüzeyinde bulunan glikoproteinler ile ribonükleoprotein 

(RNP) arasında köprü görevi üstlenir. Yeni oluşan viral yapının tomurcuklanma 

aşamasında önemli bir role sahiptir (Simons ve Garoff, 1980). M proteini RNA sentez 

miktarının kontrolünden sorumludur (Maclachla ve Dubovi, 2011). M proteininin 
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fonksiyonları, burada meydana gelecek değişimlerin tolere edilemeyeceğini 

göstermektedir (Abraham, 2005). PPRV’nin tüm genom diziliminde 3406-4888 

nükleotidleri arasında yer alan 1008 nükleotid tarafından sentezlenir ve 38-39 KDa 

ağırlığındadır (Diallo, 1990; Parida ve ark., 2015). 

 

2.2.2.1.5. Hemaglutinasyon protein (H protein) 

 

H proteini, virionun konak hücreyi enfekte edebilmesi için hücre reseptörüne 

tutunmakla görevli olan yüzey glikoproteinidir. Paramyxoviridae ailesinin 

sınıflandırılmasında kriterdir ve Paramyxovirus genusu üyelerinde hemaglutinasyon ve 

sınırlı nöroaminidaz aktivitesi gösterir (Seth ve Shaila, 2001; Abraham, 2005). H 

proteinin, humoral immun yanıt ve nötralizan antikor oluşumunda önemli rol alması 

nedeni ile Paramyxoviruslarda antijenik determinantlar açısından baskın bir protein 

olduğu bilinmektedir (Munir ve ark., 2012b). F proteinin sitoplazmaya füzyon ile 

girişinde düzenleyici rol alır (Moll ve ark., 2002). PPRV genom diziliminde 7306-9262 

nükleotidleri aralığında 1830 nükleotid tarafından kodlanmaktadır ve 69 K D a  

ağırlıktadır (Parida ve ark., 2015). 

 

2.2.2.1.6. Füzyon protein (F protein) 

 

PPRV’nin konak hücre sitoplazmasına füzyon ile geçişini sağlayan yüzey 

glikoproteinidir. Sitoplazmada gerçekleşen replikasyondan sonra konak hücre 

membranında glikolize olan F proteini, komşu hücreleri de enfekte ederek füzyon 

oluşturur ve bu şekilde dev hücreler meydana gelir (Maclachla ve Dubovi, 2011). F 

proteininden, öncelikle inaktif öncü F0 proteini kodlanır ve bu protein konak hücresine 

ait hücresel proteaz enzimleri ile kesilip birbirine di-sülfid bağı ile bağlı F1 ve F2 aktif 

proteinine bölünür (Lamb ve Kolakofsky, 2001). F proteini proteaz enzimleriyle kesilip 

aktif duruma geldiğinde, virion enfeksiyöz forma dönüşebilir (Abraham, 2005). 

Konakta bağışıklığın devamını sağlayan nötralizan antikorların oluşmasından 

sorumludur (Munir ve ark., 2012b). 

Oldukça korunmuş olan F proteini, PPRV’nin tüm genom diziliminde 4892-

7302 nükleotidleri arasında yer alan 1641 adet nükleotid tarafından sentezlenir (Parida 

ve ark., 2015). PPRV ile yapılan filogenetik çalışmalarda, hedeflenen gen 
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bölgelerindendir (Özkul ve ark., 2002; Munir ve ark., 2012a; Dağalp ve Sait, 2013; 

Tarakcı, 2014). 

 

2.2.2.2. Yapısal olmayan viral proteinler 

 

P proteininin alternatif okuma bölgelerinden iki adet yapısal olmayan C (1829-

2362) ve V (1807-2701) proteinleri sentezlenmektedir. Yapısal olmasada bu 

proteinlerin enfeksiyon oluşumunda önemli role sahip olduğu bildirilmiştir (Abraham, 

2005; Maclachla ve Dubovi, 2011). 

 

2.2.3. Viral replikasyon 

 

Paramyxovirus’lar, diğer birçok negatif polariteli RNA virusu gibi replikasyon 

işlemini konak hücrenin sitoplazmasında gerçekleştirir (Maclachla ve Dubovi, 2011). 

Nükleokapsidin konak hücre sitoplazmasına füzyonu ile gen ekspresyonunda gerekli 

viral proteinlerin sentezlenmesi için öncelikli olarak transkripsiyon işlemi başlar (Fields 

ve ark., 2007). Transkripsiyonla mRNA sentezi ve pozitif polariteli ters zincir sentezi 

viral genom üzerinden gerçekleştirilir. (Lamb ve Kolakofsky, 2001). 

Paramyxovirus’ların transkripsiyon ve replikasyonunda, genom diziliminin 

terminal ucunda bulunan N geninin 52 nükleotidden oluşan başlama bölgesi ve okuma 

bölgesinden (ORF-open reading frame) önceki çevrilmemiş bölge (untranslated region-

UTR) promotor role sahiptir (Parida ve ark., 2015). RNA sentezi genomik RNA’nın 3̍ 

ucundan başlar ve sıralı-kesintisiz sentez mekanizması ile 6-10 farklı mRNA transkribe 

edilir. Transkripsiyonu, başlıklama ve poliadenilasyon safhaları takip etmektedir. N 

protein konsantrasyonu kritik seviyeye ulaştığında, genomik RNA’nın 3̍ ucundaki 

promotor sekans transkribe edilir ve N protein yeni RNA zincirine bağlanır. Bu şekilde 

mesaj-terminasyon sinyalleri polimeraz tarafından görülmez ve tam pozitif polariteli 

antigenom ipliği elde edilir. Antigenom ipliği ve N protein kompleksinin 

oluşturulmasıyla negatif polariteli RNA sentezlenmesi başlatılır. Yeni genomik 

RNA’nın oluşmasının ardından mRNA sentezinin ikinci aşaması ile birlikte viral 

proteinlerin sentez miktarı önemli ölçüde artmış olur (Maclachla ve Dubovi, 2011; 

Kumar ve ark., 2014-2; Parida ve ark., 2015). 

Transkripsiyon ve translasyon işlemlerinin ardından virion, hücre duvarından 

glikoproteinlerini ve diğer bileşenlerini temin ederek replikasyon işlemini tamamlar. 
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Projeni virusları, tomurcuklanma ile saçılır ve olgun virionların oluşumu tamamlanır 

(Şekil 2.2.) (Murphy ve ark., 1995; Maclachla ve Dubovi, 2011). 

 

 
 

Şekil 2.2. PPRV replikasyonu (Kumar ve ark., 2014-2) 

 

2.3. PPRV’nin Moleküler Metotlarla Teşhisi 

 

PPRV’nin laboratuvar tanısında uygulanacak metotların hızlı ve etkin olması, 

hastalığın kontrol altına alınması ve ekonomik kayıpların en az seviyede tutulması için 

oldukça önemlidir (OIE, 2004; Parida ve ark., 2015). PPRV’nin laboratuvar 

teşhisinde; antijen ve antikor tespiti, virus izolasyonu ve nükleik asit tespiti gibi 

kabul gören metotların kullanıldığı bilinmektedir (Forsyth ve Barrett, 1995; Singh ve 

ark., 2004; Kerur ve ark., 2008). Son yıllarda, güvenilir bir tanı yöntemi olan RT-

PZR modifikasyonlarının rutin laboratuvar teşhisinde diğer metotların yerini aldığı 

görülmektedir (Balamurugan ve ark., 2006; Kwiatek ve ark., 2007; Kerur ve ark., 

2008; Kwiatek ve ark., 2010; Parida ve ark., 2015). 
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Gerçek zamanlı RT-PZR’de, floresan boyalar (SYBR-Green, EVA Green) ve 

hedef sekansa özgül problar kullanılarak hassas sonuçlar alınmaktadır (Bustin, 2000; 

Bao ve ark., 2008; Kwiatek ve ark., 2010; Balamurugan ve ark., 2012). Bu metot ile 

yapılan analizlerde, sekans analizine gerek kalmadan sonuç elde edilebilir (Polci ve 

ark., 2015). PPRV spesifik primer-prob tasarımında, hedeflenen gen bölgesinin RT-

PZR’nin verimliliğini etkilediği görülmektedir (Bustin, 2002; Kwiatek ve ark., 2010; 

Batten ve ark., 2011). Analizlerde hedef ürün büyüklüğünün 100±20 baz çifti (bç) 

olması tavsiye edilmektedir (Dinçer ve Özkul, 2015). 

PPRV’nin moleküler metotlar ile tanısında kullanılan RNA; canlı 

hayvanlardan burun-göz akıntısı, antikoagülanlı kan, ölen/öldürülen hayvanlardan 

ise lenf nodülleri (mezenterik ve bronşiyal lenf düğümleri), akciğer, dalak ve 

bağırsak mukozasından yapılan nüklik asit ekstraksiyonu ile elde edilir (OIE, 2013). 

 

2.3.1. Taqman oligoproplarının çalışma prensibi 

 

Taqman oligoprobu; hedef diziye özgül 5̍ ucunda raportör florokrom (6-

carboxyfluorescein =6-FAM), 3̍ ucunda baskılayıcı florokrom (6-carboxy-tetramethyl-

rhodamine =TAMRA) olarak adlandırılan ve floresan özelliği gösteren maddelerle 

işaretli oligoproblarıdır. Hibridizasyon prensibiyle çalışan Taqman oligoproplarının 

kullanıldığı gerçek zamanlı RT-PZR analizlerinin oldukça seçici, duyarlı ve hızlı olduğu 

bildirilmiştir (Balamurugan ve ark., 2010a; Kwiatek ve ark., 2010; Polci ve ark., 2015). 

Hedef sekans üzerinde primerler arasında kalan bir bölgeye yerleşen probun 

cDNA ile hibridizasyonu devam ettiği sürece, raportör florokrom maddenin sinyal 

oluşturması 3̍ ucundaki baskılayıcı florokrom tarafından engellenmektedir. Taq DNA 

polimeraz, probun bağlandığı noktaya geldiğinde reaksiyonun devamı için 5̍→3̍ nükleaz 

aktivitesini kullanarak probu yıkmaya başlar. Bu sayede söndürücü (quencher) 

tarafından florasan ışıması engellenen raportör florokrom, serbest hale geçerek sinyal 

oluşturur (Şekil 2.3.). Her termal döngüde üretilen ürün miktarı ile sinyal şiddetinde 

artış gözlenmektedir (Bustin, 2000; Tsai ve ark., 2012; Polinski ve ark., 2013). 

 



14 

 

 

 
 

Şekil 2.3. Taqman sisteminin çalışma prensibi (Taqman Probes, 2016) 

 

2.3.2. PPR virusunun RT-PZR analizlerinde hedeflenen genler 

 

PPRV’nin RT-PZR modifikasyonları ile teşhisinde primer-prob seçimlerinin 

önemli olduğu bildirilmiştir. Bu amaçla F ve N genini hedefleyen primer setlerinin 

tasarlandığı birçok çalışma mevcuttur (Forsyth ve Barrett, 1995; Couacy-Hymann ve 

ark., 2002; Kwiatek ve ark., 2010; Batten ve ark., 2011). Genetik hatların tespitine 

yönelik yapılan araştırmalarda, F ve N genleri ile birlikte M ve H genlerini hedefleyen 

primer setlerinin kullanıldığı bilinmektedir (Balamurugan ve ark., 2010b; Kumar ve 

ark., 2014-1). 

Nükleokapsid geni PPRV’de promotor bölgeye en yakın proteindir. B hücre 

reseptörlerine bağlanan N proteine karşı, enfeksiyonun erken dönemlerinde antikor 

yanıtı oluşmaktadır (Laine ve ark., 2003). Genetik olarak yüksek oranda korunmuş olan 

N geni baz alınarak yapılan RT-PZR analizleri ve filogenetik çalışmaların, virusun diğer 

gen bölgeleri ile yapılan analizlerinden daha öncelikli ve duyarlı olduğu bildirilmiştir 

(Kwiatek ve ark., 2007; Bao ve ark., 2008; Kumar ve ark., 2014-1). 
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F genini hedefleyen çalışmalar daha çok genetik hat tespitinde geliştirilen PCR 

modifikasyonlarıdır (Forsyth ve Barrett, 1995; Couacy-Hymann ve ark., 2002; Özkul ve 

ark., 2002; Kerur ve ark., 2008). Ülkemizde, PPRV enfeksiyonlarına karşı koruyucu 

olarak kullanılan aşı suşu Nig75/1 (genetik hat I) ile sahada tespit edilen ve genetik hat 

IV’de yer alan doğal enfektif suşların F gen ayrımına yönelik bir RFLP RT-PZR 

çalışması mevcuttur. Bu çalışmada, aşı suşunda iki band (202 ve 246 bç) görülürken, 

saha suşlarında hedef bölge dışında band (448 bç) oluşumu görülmemektedir (Güler ve 

ark., 2014). 

 

2.4. Yüksek Çözünürlüklü Erime Analizi (High Resolution Melting – HRM) 

 

DNA denatürasyonlarının görüntülenmesinde absorbans değişimini referans alan 

UV spektrofotometrelerin kullanılığı konvansiyonel metotlar mevcuttur (Santa Lucia ve 

Hicks, 2004; Wittwer ve Kusukawa, 2004). Güncel moleküler çalışmalarda, hassas ve 

etkin sonuçlar elde edilen floresan sistemlerin kullanıldığı metotlar ile 

denatürasyonların daha etkin olarak tanımlandığı görülmektedir (Hanson ve Ballantyne, 

2013; Iacumin ve ark., 2015; Villinger ve ark., 2017). 

DNA denatürasyonlarının gözlemlendiği HRM (High Resolution Melting), 

yüksek kapasiteli ve güvenilir bir yöntem olarak gerçek zamanlı PZR ile kombine 

uygulanabilen etkin bir moleküler metottur. Bu yöntem ile aynı anda teşhis ve 

moleküler ayrım yapılmaktadır (Ghorashi ve ark., 2011; Varillas ve ark., 2011; Sun ve 

ark., 2016). HRM yöntemi mutasyonlarla ilişkili spesifik hastalıkların tespiti ve 

genotiplendirme başta olmak üzere; tek nükleotid polimorfizmi (single-nucleotide 

polymorphism-SNP), genetik haritalama, assosiyasyon çalışmaları, DNA metilasyon, 

aday gen taraması, populasyon veya alt grupta allel yaygınlığının belirlenmesi, 

heterozigotluk kaybının taranması, DNA parmakizi analizi, haplotip blokların 

karakterizasyonu, tür tanımlanması, HLA tipleme, somatik mutasyon oranlarının 

belirlenmesi gibi birçok çalışmada kullanılmaktadır (Worm ve Guldberg, 2001; Corbett 

Life Science, 2006; Krypuy ve ark., 2006; Price ve ark., 2007; Lin ve ark., 2008; Zhou 

ve ark., 2008; Nguyen-Dumont ve ark., 2009; Vossen ve ark., 2009; Varillas ve ark., 

2011; Daniels ve ark., 2015; Draht ve ark., 2016). Uygun maliyetli ve kolay 

uygulanabilen bu yöntem ile hızlı ve hassas sonuçlar elde edilebilmektedir (Akiyoshi ve 

ark., 2013; Lin ve ark., 2014). 
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HRM analizinde, standart PZR bileşenlerine ve nükleik asit floresan boyalara 

ihtiyaç duyulmaktadır (Montgomery ve ark., 2007). DNA denatürasyonu bu boyalar 

yardımıyla takip edilmekte ve denatürasyon ile birlikte floresan sinyal şiddetinde 

azalma meydana gelmektedir (Ririe ve ark., 1997). Yüksek optik ve termal 

duyarlılıktaki florometrik cihazlar, DNA denatürasyonu ile değişen floresan sinyallerini 

değerlendirecek ve bu değişimi görüntüleyecek şekilde geliştirilmiştir (Montgomery ve 

ark., 2007). HRM analizleri florometrik cihazın çözünürülğü, sıcaklık ve floresan 

ölçümü (Herrmann ve ark., 2006), çift zincirli DNA’ya bağlanma özelliği olan floresan 

boyalar (Wittwer ve ark., 2003), nükleik asit miktarı ve spesifik PZR ürünlerinin eldesi 

gibi değişkenlerden etkilenmektedir (Ghorashi ve ark., 2011). Bu analizde veriler 2 

sn’deki 0.1-1.0 °C sıcaklık artışına karşılık gelen floresan sinyal şiddeti değişiminin 

ölçülmesi ile elde edilir. DNA denatürasyonu artan her 0.1 °C için ölçüm yapılması ile 

çok iyi takip edilebilmektedir (Gundry ve ark., 1999; Wittwer ve Kusukawa, 2004). 

HRM analizlerinde erime eğrilerinin değerlendirilmesi sayesinde, PZR amplikon 

sekans varyasyonları ve bilinen sekans verilerinin ilişkilendirilmesi prensibine bağlı 

olarak genotiplendirme ve moleküler karakterizasyon yapılmaktadır (Reed ve ark., 

2007; Ghorashi ve ark., 2011). Bu moleküler tanımlamaların kolaylıkla 

yorumlanabileceği gösterilmiştir (Hewson ve ark., 2009). Genotiplendirme ve nükleik 

sekans varyasyon taramalarında gerçek zamanlı PZR temelinde yapılan HRM analiz 

verilerinin sekans analizlerinden daha hızlı (Hewson ve ark., 2009), konvansiyonel 

metotlardan (mikrobiyal tarama ve tür identifikasyonu vb. gibi) ise daha özgün ve 

hassas olduğu belirtilmektedir (Jackwood, 2004; Cheng ve ark., 2006; Ghorashi ve ark., 

2010; Varillas ve ark., 2011). Özellikle aşı ve saha suşları moleküler ayırımında 

güvenilir ve hızlı sonuçlar elde edilmesi, salgın hastalıklarla mücadele kapsamında 

yapılan aşılama programları ve moleküler epidemiyolojik araştırmalar açısından önem 

arz etmektedir (Ghorashi ve ark., 2011; Bester ve ark., 2012). 

Kapalı tüp sistemi olarak adlandırılan HRM analizinin diğer gen tarama 

yöntemlerine göre bazı avantajları şunlardır; analizin jel ya da matriks ayrımına gerek 

kalmadan PZR ile aynı tüpte gerçekleştirilmesi (Wittwer ve ark., 2001), kontaminasyon 

riskininin düşük olması, PZR’den sonra 10-15 dk içerisinde ürünlerin pürifiye 

edilmeden HRM için veri eldesi sayesinde analizin kısa sürede yapılmasıdır (Wittwer ve 

ark., 2005; Montgomery ve ark., 2007; Sun ve ark., 2016). 

HRM ile tutarlı ve etkili sonuçlar elde edebilmek için kullanılacak olan genomik 

DNA’nın yüksek kalitede olmasına, analizden önce nükleik asit miktarlarının 
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eşitlenmesine, PZR’nin optimizasyonuna, iyi amplifiye edilmiş spesifik ürünlerin elde 

edilmesine ve nonspesifik bağlanmaların önüne geçilmesine dikkat edilmelidir (Reed ve 

ark., 2007; Vossen ve ark., 2009; Ghorashi ve ark., 2011). HRM analizlerinin tekrar 

edilebilir ve güvenilir olması, yüksek GCP (genotype confidence percentage) ve düşük 

standart sapma gösteren replikonların değişik zamanlarda tekrar test edilmesine bağlıdır 

(Ghorashi ve ark., 2011; Sun ve ark., 2016). Ayrıca PZR amplikon uzunluğu, primer 

setinin hedeflediği gen, floresan boya seçimi ve PZR koşulları analiz sonuçlarını 

doğrudan etkilemektedir (van der Stoep ve ark., 2009). 

HRM ile varyasyonların belirlenmesi, SNP, delesyon, insersiyon ve inversiyon 

gibi mutasyon taramalarında kısa amplikonlar (50-300 bç), uzun sekans 

varyasyonlarının belirlenmesinde daha büyük amplikonlar (200-500 bç) ile çalışılması 

tavsiye edilmektedir (Montgomery ve ark., 2007; Montgomery ve ark., 2010). 

Uygulanabilirliği, etkin ve hassas sonuçların hızlı bir şekilde elde edilmesi gibi 

özellikleri nedeniyle moleküler çalışmalar ve klinik tanıda HRM analizlerine olan 

ilginin arttığı bildirilmiştir (Varillas ve ark., 2011; Xu ve ark., 2016; Zahorakova ve 

ark., 2016). 

 

2.4.1. DNA Tm derecesi 

 

DNA ikili sarmalında hidrojen bağlarının fiziksel ve kimyasal etkilerle kırılarak 

sarmal yapının çözülmesi olayına denatürasyon denir (Alberts ve ark., 2002; Temizkan 

ve Arda, 2008). DNA Tm derecesi, DNA çift zincirinin %50’sinin denatüre olması için 

gerekli olan sıcaklık derecesi olarak ifade edilmektedir (Barker, 1971). DNA dizilerinin 

erime profili karakteristiktir, erime profillerindeki kararlılığı belirleyen en önemli 

faktörler sekans uzunluğu ve bu sekansın sahip olduğu GC yüzdesidir. Denatürasyon 

sıcaklığı DNA’nın kararlılığına bağlı olduğundan sekans yapısı denatürasyonu 

doğrudan etkilenmektedir (Ririe ve ark., 1997). GC yüzde oranı, AT yüzde oranından 

fazla olan bir DNA dizisinin Tm derecesi, hidrojen bağı sayısına bağlı olarak daha 

yüksektir. Başka bir ifadeyle, GC içeriğinin fazla olması DNA’nın kararlılığını 

dolayısıyla denatürasyon sıcaklığını artırmaktadır (Barker, 1971). 

Denatürasyon deneyleri, DNA baz diziliminin termodinamik kararlılığa etki 

ettiğini göstermektedir (Wada ve ark., 1980). Aynı oranda GC içeren farklı iki dizinin 

termodinamik kararlılıkları farklı olacağından, GC yüzde oranları aynı olan farklı iki 

DNA’nın Tm dereceleri değişmektedir (Breslauer ve ark., 1986). DNA Tm derecesini 
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değiştiren diğer bir durum ise mutasyonlardır. Bu değişimi mutasyona uğrayan bazın 

pürin veya pürimidin olması belirler. Teorik olarak, DNA baz dizisinde meydana gelen 

± %1’lik GC değişimi, Tm derecesini ± 0.4 °C değiştirmektedir (Benjamin, 1997). 

 

2.4.2. Denatürasyon eğrisi (HRM eğrisi) 

 

Gerçek zamanlı PZR’de hedef nükleik asit amplikasyonu ile floresan sinyal 

şiddeti artmaktadır. HRM analizinde ise amplifiye olan DNA örneklerinin artan 

sıcaklıkla birlikte denatüre olması ve floresan boyanın amplikonlardan ayrılmasına bağlı 

olarak floresan sinyal şiddeti kademeli olarak azalmaktadır. DNA denatürasyonunun, 

floresan sinyal şiddetinde oluşan değişikle takip edilebildiği eğrilere denatürasyon eğrisi 

denir (Nygren ve ark., 1998). 

Denatürasyon eğrisi x ekseninde sıcaklık değerleri ve y eksenindeki floresan 

değerleri ile çizilir (Şekil 2.4.). Bu eğriler belirlenen denatürasyon sıcaklık değerleri için 

2 sn’lik zaman diliminde, 0.1 °C’lik sıcaklık artışına karşılık floresan sinyal 

şiddetindeki değişimi gösterir. HRM analizinde elde edilen bu göstergeler ham veriyi 

sunmaktadır (Nygren ve ark., 1998). PZR’de oluşan primer-dimer bağlanmaları düşük 

sıcaklıkta denatüre olduğundan, denatürasyon eğrisi analizi ile ayırt edilmesi kolaydır 

(Kubista ve ark., 2006; Ghorashi ve ark., 2011). 

Tm derecesi denatürasyon türev eğrisinin tepe noktasıdır ve denatürasyon 

eğrisinin kırılma noktası olarak ifade edilir. Tm derecesinde floresan sinyalinde hızlı bir 

azalma eğilimi görülmektedir (Ririe ve ark., 1997). 
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Şekil 2.4. Denatürasyon eğrisi (HRM) analizi (Becker ve ark., 2013) 

 

2.4.3. Normalize ve türev eğriler 

 

Normalize eğriler bilinen ve bilinmeyen DNA amplikonlarının karşılaştırılması 

için aynı başlangıç ve bitiş floresan sinyal değerlerini belirleyen ve HRM analizinin 

yorumlanmasına olanak veren eğrilerdir (Herrmann ve ark., 2006). Normalize eğrilerde 

(Şekil 2.5.) sıcaklık değerleri x ekseninde, normalize floresan değerleri y eksenindedir. 

HRM analizlerinde öncelikle ham veriler elde edilir ve bu verilerle normalizasyon 

bölgesi belirlenmektedir (Sun ve ark., 2016). 

Tm derecesi değişikliklerini HRM’den sonra manuel olarak analiz etmek için 

denatürasyon öncesi ve sonrası faz bölgelerinin işaretlenmesi normalizasyon olarak 

ifade edilir. X ekseni üzerinde hareket ettirilen eğrilerin normalizasyonu ile örneklerin 

ortak sıcaklık değerlerini elde etmek amaçlanmaktadır (Wittwer ve ark., 2003; Tajiri-

Utagawa ve ark., 2009). 
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Şekil 2.5. Normalize eğriler (Sun ve ark., 2016) 

 

Türev eğri, amplikonların denatürasyonuna bağlı olarak değişen floresan 

sinyalinin tepe noktasıdır. Türev eğride sıcaklık dereceleri x ekseninde ve floresanın 

sıcaklık türevi de (–dF/dT) y ekseninde (Şekil 2.6.) görülmektedir (Herrmann ve ark., 

2006; Thomsen ve ark., 2012). 

 

 
 

Şekil 2.6. Türev eğriler (Thomsen ve ark., 2012) 
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2.4.4. HRM’de kullanılan nükleik asit floresan boyalar 

 

HRM analizlerinde floresan sinyal şiddeti değişimini gösterebilme prensibine 

dayanarak, çift zincirli DNA’nın denatürasyon karakterinin belirlenmesini sağlayan 

floresan boyalara ihtiyaç duyulmaktadır. Bu boyaların spesifik problardan daha 

ekonomik olduğu bildirilmiştir (White ve Potts, 2006; Varillas ve ark., 2011). HRM 

analizlerinde kullanılan nükleik asit floresan boyalar, çift zincirli DNA’ya bağlanma 

özelliği olan ve tek zincirli DNA ile etkileşim göstermeyen boyalardır. Floresan sinyalin 

doğru bir şekilde ölçülmesi, özgül florasan boyaların çift zincirli DNA moleküllerine 

yoğun olarak bağlanması ve daha sonra DNA denatürasyonunun doğru bir şekilde takip 

edilebilmesine bağlıdır (Cosa ve ark., 2001). Florasan boyaların amplikonlarla 

doygunluğa ulaşabilmesi için analizin iyi optimize edilmesi gerekmektedir (Ghorashi ve 

ark., 2011). 

Birinci nesil boyalar olarak nitelendirilen Etidyum bromür ve Propidyum iyodit 

gibi boyalar çoğunlukla nükleik asit görüntüleme, floresan mikroskop incelemeleri ve 

DNA işaretlemede kullanılmaktadırlar. Ancak bu boyaların kullanımı mutajenik ve 

karsinojenik özellikleri ve yeni nesil boyaların kullanımı nedeni ile son dönemlerde 

azalmıştır (Cosa ve ark., 2001). 

HRM analizlerinde kullanılan ve ikinci nesil boyalar olarak 

değerlendirilebilecek SYBR Green gibi boyaların; reaksiyon içerisindeki yüksek 

konsantrasyonları PZR inhibitörü olarak, düşük konsantrasyonları ise denatüre olmamış 

bölgelere yeniden bağlanmaları yönüyle analiz sonucunu olumsuz şekilde 

etkilemektedir. Böyle bir durumda denatürasyon kinetiklerinin görüntülenmesi ve Tm 

derecesi saptama hassasiyetinin azalması, hatalı floresan sinyal ölçümlerini ortaya 

çıkarmaktadır (Monis ve ark., 2005; Vossen ve ark., 2009; Sun ve ark., 2016). 

Son dönemlerde PZR’yi inhibe edici etkilerinin daha az olduğu tespit edilen 

LCGreen, EvaGreen, SYTO9 gibi üçüncü nesil boyalar, bu özellikleri nedeniyle yüksek 

konsantrasyonlarda kullanılabilir. Amplikonların bu boyalar ile olan doygunluğunu 

arttırmak için yüksek konsantrasyonda kullanılması durumunda istenmeyen 

bağlanmaların azalacağı bildirilmiştir (Şekil 2.7.) (Monis ve ark., 2005; Sun ve ark., 

2016). 
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Şekil 2.7. Boya doygunluk modeli (Sun ve ark., 2016) 

 

Bu boyaların kullanımı ile ölçülen floresan sinyal şiddetindeki değişiklik 

denatürasyonu doğru oranda yansıtmaktadır. PZR’yi inhibe edici etkilerinin az olduğu 

bilinen boyaların yüksek doygunlukta kullanımı ile HRM’de hassasiyetin arttığı 

görülmüştür (Wittwer ve ark., 2003; Herrmann ve ark., 2006). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Aşı Suşu 

 

Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsü’nden (Ankara, Türkiye) 

temin edilen canlı attenüe liyofilize PPR aşısı (Nig 75/1) RT-PZR analizlerde pozitif 

kontrol olarak; HRM analizlerinde genetik hat I’i temsil etmesi için kullanıldı. 

 

3.2. Saha Suşları 

 

Çalışmamızda Konya Veteriner Kontrol Enstitüsü Müdürlüğüne 2015-2017 

yıllarında PPR şüphesi ile gelen küçük ruminanta ait örneklerden, gerçek zamanlı RT-

PZR ile PPRV pozitif değerlendirilen 45 (32 koyun ve 13 keçi) adet kan (11) ve doku 

(34) örneği kullanıldı. Konya Veteriner Kontrol Enstitüsü Müdürlüğü otopsi salonunda 

alınan doku (akciğer, karaciğer, dalak ve mezenterik lenf nodülü) ve buffy coat’ ları 

elde edilen EDTA’lı kan örnekleri, hücre kültürü ve viral RNA ekstraksiyonunda 

kullanılmak üzere -80 °C de saklandı. Eş zamanlı olarak Enstitü Numune Kabul 

Biriminden çalışmada kullanılan örnekler ile ilgili bilgi alındı (Çizelge 3.1.). 
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Çizelge 3.1. Saha örneklerine ait bilgiler 

 

Sıra 

No 
İl-İlçe Tür Irk Cinsiyet Yaş 

PPR Aşı 

Durumu 

PPR Aşı 

Tarihi 

(güncel) 

Numune 

Türü 

Klinik Bulgular 

ve Nekropsi 

1 Niğde Koyun Akkaraman D Fötüs - - AKC, KC, Dalak, Beyin Klinik bulgu yok 

2 Antalya Koyun İvesi D 3≤ Aşılı 28.12.2015 Kan Ateş 

3 Antalya Koyun İvesi D 5≤ Aşılı 28.12.2015 Kan Ateş 

4 Antalya Koyun İvesi D 5≤ Aşılı 28.12.2015 Kan Ateş 

5 Antalya Koyun Pırlak D 6≤ Aşılı 28.12.2015 Kan Klinik bulgu yok 

6 Antalya Koyun Pırlak D 5≤ Aşılı 28.12.2015 Kan Ateş 

7 Antalya Koyun Pırlak D 6≤ Aşılı 28.12.2015 Kan Klinik bulgu yok 

8 Aksaray Keçi Kıl Keçisi D 6≤ Aşılı 24.12.2015 AKC, KC, Dalak, Lenf Solunum problemi 

9 Isparta Koyun Pırlak - Fötüs - - AKC, KC, Dalak, Beyin Klinik bulgu yok 

10 Niğde Koyun Akkaraman D 6≤ Aşılı 15.11.2013 AKC, KC, Dalak, Lenf AKC Pnömoni 

11 Niğde Koyun Akkaraman D 2≤ Aşılı 06.09.2015 AKC, Dalak, Lenf AKC Pnömoni 

12 Konya Koyun Akkaraman E 7≤ Aşısız - AKC, KC, Dalak, Lenf Solunum problemi 

13 Antalya Keçi Kıl Keçisi D 3≤ Aşılı 16.11.2015 AKC, KC, Dalak, Lenf Klinik bulgu yok 

14 Antalya Koyun Pırlak D 0- 6 ay Aşısız - AKC, KC, Dalak, Lenf Ateş, ishal 

15 Niğde Koyun Akkaraman D 2≤ Aşılı 08.06.2017 AKC, KC, Dalak, Lenf AKC Pnömoni 

16 Antalya Keçi Kıl Keçisi D 0- 6 ay Aşısız - AKC, KC, Dalak, Lenf Ateş, ishal 

17 Antalya Keçi Kıl Keçisi D 2≤ Aşılı 2.12.2016 Kan Ateş 

18 Antalya Keçi Kıl Keçisi E 2≤ Aşılı 2.12.2016 AKC, KC, Dalak, Lenf AKC Pnömoni 

19 Aksaray Koyun Akkaraman D 3≤ Aşısız - AKC, KC, Dalak, Lenf Solunum problemi 
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20 Aksaray Koyun Akkaraman D 5≤ Aşısız - AKC, KC, Dalak, Lenf Solunum problemi 

21 Konya Koyun Akkaraman E 6≤ Aşısız - AKC, KC, Dalak, Lenf Klinik bulgu yok 

22 Konya Keçi Honamlı E 2≤ Aşılı 05.08.2017 AKC, KC, Dalak, Lenf Solunum problemi 

23 Konya Koyun Pırlak - Fötüs - - AKC, KC, Dalak, Beyin Klinik bulgu yok 

24 Antalya Keçi Kıl Keçisi D Fötüs - - AKC, KC, Dalak, Beyin Solunum problemi, ateş 

25 Antalya Keçi Kıl Keçisi D Fötüs - - AKC, KC, Dalak, Beyin Ateş 

26 Konya Koyun Akkaraman - Fötüs - - AKC, KC, Dalak, Beyin Solunum problemi 

27 Konya Koyun Akkaraman - Fötüs - - AKC, KC, Dalak, Beyin Solunum problemi 

28 Konya Koyun Akkaraman - Fötüs - - AKC, KC, Dalak, Beyin Klinik bulgu yok 

29 Niğde Koyun Akkaraman - Fötüs - - AKC, KC, Dalak, Beyin Solunum problemi 

30 Niğde Koyun Akkaraman D Fötüs - - AKC, KC, Dalak, Beyin Klinik bulgu yok 

31 Antalya Koyun Pırlak D 5≤ Aşılı 24.09.2017 AKC, KC, Dalak, Lenf Ateş, ishal 

32 Antalya Koyun Pırlak D 4≤ Aşılı 24.09.2017 AKC, KC, Dalak, Lenf AKC Pnömoni 

33 Konya Koyun Akkaraman D 5≤ Aşısız - AKC, KC, Dalak, Lenf AKC Pnömoni 

34 Burdur Keçi Kıl Keçisi D 2≤ Aşısız - Kan Solunum problemi 

35 Isparta Keçi Kıl Keçisi D 2≤ Aşılı 23.10.2017 Kan Solunum problemi 

36 Isparta Keçi Kıl Keçisi D 3≤ Aşılı 23.10.2017 Kan Solunum problemi 

37 Isparta Keçi Kıl Keçisi D 2≤ Aşısız - Kan Solunum problemi 

38 Konya Keçi Kıl Keçisi - Fötüs - - AKC, KC, Dalak, Beyin Klinik bulgu yok 

39 Konya Koyun Ramonov D 6-12 ay Aşısız - AKC, KC, Dalak, Lenf Ateş, ishal 

40 Konya Koyun Ramonov D 6-12 ay Aşısız - AKC, KC, Dalak, Lenf Ateş, ishal 

41 Antalya Koyun Pırlak - Fötüs - - AKC, KC, Dalak, Beyin Solunum problemi, ateş 

42 Konya Koyun Akkaraman - Fötüs - - AKC, KC, Dalak, Beyin Klinik bulgu yok 
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43 Aksaray Koyun Akkaraman - Fötüs - - AKC, KC, Dalak, Beyin Solunum problemi 

44 Konya Koyun Akkaraman - Fötüs - - AKC, KC, Dalak, Beyin Solunum problemi 

45 Konya Koyun Akkaraman D Fötüs - - AKC, KC, Dalak, Beyin Klinik bulgu yok 

Fötüs numunelerinin anneleri PPR aşılıdır ve klinik bulgular annelere aittir. 

AKC: Akciğer, KC: Karaciğer  



27 

 

 

3.2.1. Saha suşlarının hücre kültürü 

 

Saha suşlarının hücre kültüründe izolasyonu için Selçuk Üniversitesi Veteriner 

Fakültesi Viroloji Anabilim Dalı’ndan temin edilen Vero (Afrika yeşil maymun böbrek 

hücresi) devamlı hücre hattı kullanıldı. Hücreler ticari olarak temin edilen Penicillin-

Streptomycin-Amphotericin B Solution (Biological industrial, İsrail-Beit HaEmek, kat 

no. 03-033-1B) ilaveli Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, 

Almanya-Darmstadt, kat. no: D5796) ile fötal sığır serumu (FBS) (Biological industrial, 

İsrail-Beit HaEmek, kat no. 04-007-1B) kullanılarak üretildi. 

 

3.2.1.1. Hücre kültüründe kullanılan vasatlar ve kimyasallar 

 

Saha örnekleri DMEM içerisine %0.5 FBS ve %0.5 konsantre antibiyotik-

antimikotik solüsyonu ilave edilerek hazırlanan vasat ile laboratuvara taşındı. 

Hücrelerin üretilmesi amacıyla DMEM kullanıldı ve flasklarda hücrelerin çoğalmaları 

için DMEM’e %10 FBS ve %1 konsantre antibiyotik-antimikotik solüsyonu ilave 

edildi. Doku homojenizatlarının hücre kültürüne ekiminde DMEM’e %5 konsantre 

antibiyotik-antimikotik ilave edilerek hazırlanan vasat kullanıldı. Virus izolasyonunda 

%1 konsantre FBS ve antibiyotik-antimikotik solüsyonu içeren Minimum Essential 

Medium Eagle (Sigma-Aldrich, Almanya-Darmstadt, kat. no: M4655) kullanıldı. 

Hücrelerin dondurulmasında %10 Dimethil Sülfoksit-DMSO (Merck, Almanya-

Darmstadt, kat. no: 102950) ilave edilerek hazırlanan fötal sığır serumu kullanıldı. 

Hücreler flaskın tabanından Tripsin–Versene (Biological industrial, İsrail-Beit HaEmek, 

kat no. 03-054-1A) ile ayırıldı. Fosfat tampon solüsyonunun (Phosphate Buffer Saline-

PBS) hazırlanmasında aşağıda belirtilen kimyasallar (Çizelge 3.2.) 1 litre distile su 

içerisinde eritildi (Temizkan ve Arda, 2008) ve pH 7.2’ ye ayarlandı (WTW inoLab, 

Almanya-Weilheim, kat. no: 1AA310). Daha sonra tampon çözelti 120 °C’de 30 dk 

sterilize edildi ve 4 °C’de saklandı. 
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Çizelge 3.2. PBS hazırlamada kullanılan kimyasallar 

 

Kimyasal Adı Miktarı 

Sodium klorür–NaCl (Sigma-Aldrich, Almanya-Darmstadt, kat no: 106404) 8000 mg (0,14 M) 

Potasyum klorür-KCl (Sigma-Aldrich, Almanya-Darmstadt, kat no: 104936) 200 mg (2,7 mM) 

Sodyum fosfat dibasic-Na2 HPO4 ( Sigma-Aldrich, Almanya-Darmstadt, kat no: 

106586) 
910 mg (8,1 mM) 

Potasyum dihidrojen fosfat-KH2PO4 (Sigma-Aldrich, Almanya-Darmstadt, kat no: 

104873) 
120 mg (1,5 mM) 

 

3.2.1.2. Hücrelerin çoğaltılması ve pasajlanması 

 

Vero hücrelerini pasajlamada, vasat döküldükten sonra flask (75 cm²) içerisinde 

2 ml Trypsin-Versene ilave edilerek kalan FBS ve hücre toksinlerini uzaklaştırmak için 

flask birkaç kere çalkalandı ve mevcut Trypsin–Versene pipet yardımıyla flaskdan 

alındı. Bu işlemin ardından 4 ml Trypsin –Versene ilave edilerek 37 °C’de %5 CO2 

altında hücreler 5 dk periyotlar ile kontrol edildi. 15 dk sonunda flaskdan tamamen 

ayrılan hücreler pipetle alındı ve 15 ml’lik steril falkon tüplere konuldu. Üzerlerine 4 ml 

vasat ilave edilen falkon tüpler 15 dk süreyle 1000 rpm’de santrifüj edildikten sonra 

üstteki sıvı atılarak hücreler vasat ile 2 kez yıkandı (Payment ve Turdel, 1993). 

Bu yıkama işleminde hücre peleti üzerine 5 ml hücre kültür vasatı eklenerek 

pipetleme yapıldıktan sonra santrifüj edildi ve sonra üstteki sıvı uzaklaştırıldı. 

Yıkamadan sonra üstteki 100 μl hücre süspansiyonuna 5 μl %0.4 tripan blue ilave 

edilerek hücreler thoma lamında sayıldı. Hücreler flasklar için 2 X 107 hücre/ml, 6 gözlü 

pleytler için 2 X 106 hücre/ml olacak şekilde eklendi ve flasklara 25 ml, pleytlere 2 ml 

vasat ilave edilerek 37 °C’de %5 CO2 içeren atmosferde inkübe edildi (Payment ve 

Turdel, 1993). Kültürlerde monolayer oluşumu invert mikroskop (Olympus IX71, 

ABD) ile her gün kontrol edildi ve hücre kültür vasatı 2 günde bir değiştirildi. Yaklaşık 

olarak %90 oranında monolayer oluşuncaya kadar inkubasyona devam edildi ve 

flasklardan hücre kültürünün devamlılığı için yeni pasajlar yapıldı. 6 gözlü pleytler ise 

virus inokulasyonunda kullanıldı. 
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3.2.1.3. Hücrelerin dondurulması ve çözündürülmesi 

 

Hücre peletinin üzerine 1/10 oranında DMSO içeren FBS eklenerek 

homojenizasyonun ardından 2 ml’lik kriyotüplere taşınan hücreler önce 15 dk 4 °C’de 

sonra 30 dk - 20 °C’de inkübe edilerek sıvı azot tankına kaldırıldı (Payment ve Turdel, 

1993). 

Dondurulmuş hücrelerden pasaj yapmak için 37 °C’de su banyosunda 

(Memmert W350, Almanya-Schwabach) hücreler hızlı bir şekilde çözündürüldü ve 

pasajlama işleminde de belirtildiği şekilde yıkama yapılarak DMSO uzaklaştırıldı. 

Yıkama işleminin ardından hücrelere vasat ilave edilerek flasklarda monolayer oluşması 

için 37 °C de %5 CO2 içeren atmosferde inkübe edildi (Payment ve Turdel, 1993). 

 

3.2.1.4. İnokulum hazırlanması ve monolayer hücre kültürüne inokulasyon 

 

Doku homojenizatları, steril ependorf tüplere inokulum vasatı ilave edilerek 

doku parçalayıcı ile hazırlandı. 4 °C - 3000 rpm’de 15 dk santrifüj edilen homojenizatın 

süpernatant kısmı 0.20 μm’lik enjektör filtreden (Sartorius Minisart, Almanya-

Goettingen, kat. no: 16534) geçirilerek inokulum elde edildi (Payment ve Turdel, 1993). 

İnokulum 10ˉ1, 10ˉ2, 10ˉ3 ve 10ˉ4 olacak şekilde sulandırıldı ve hücre kültürüne 

inokulasyon için %90 monolayer gözlenen 6 gözlü pleytler kullanıldı. 

Adsorbsiyona bağlı inokulasyon yöntemi ile inokulasyon yapıldı (Payment ve 

Turdel, 1993). Hücre yüzeylerinin toksik maddelerden arındırılması için PBS ile yıkama 

işlemine tabi tutuldu ve her bir göze 200 μl olmak üzere stok inokulum, inokulum 

dilusyonları ve negatif kontrolün her biri ikişer göze inokule edildi. Daha sonra pleytler 

yavaş bir şekilde çalkalandı ve 1 saat 37 °C’de %5 CO2 içeren atmosferde inkübe edildi. 

İnkübasyon süresince 15 dakikada bir pleytler çalkalandı. İnkübasyonun sonunda 

inokulum pipet yardımıyla alındı ve hücrelerin üzerine 2 ml virus izolasyon vasatı ilave 

edilerek 37 °C’de %5 CO2 ortamlı inkübatöre kaldırıldı. 

Hücreler invert mikroskopda 5 gün süre ile her gün kontrol edildi ve bu süreyi 

takiben infekte hücrelerden kör pasaj yapıldı. Kör pasaj için 5. günün sonunda 6 gözlü 

hücre pleytleri -80 °C’de 2 saat süreyle donduruldu. Daha sonra 37 °C’de 1 saat inkübe 

edilerek hücrelerin parçalanması ve virusun dışarı çıkması sağlandı. Santrifüj işleminin 

ardından süpernatant kısmı alınarak bir sonraki pasaj için kullanıldı. 
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3.3. Moleküler Tanımlama 

 

3.3.1. Moleküler analizlerde kullanılan kit ve sarf malzemeler 

 

Saha örnekleri ve hücre kültürü izolatlarından viral RNA ekstraksiyonu için 

ticari olarak temin edilen RNeasy Mini kit (Qiagen, Almanya-Hilden, kat. no: 74104) 

kullanıldı. Gradient RT-PZR, RFLP RT-PZR ve HRM analizleri için OneStep RT-PCR 

Kit (Qiagen, Almanya-Hilden, kat. no: 210212); gerçek zamanlı RT-PZR analizi için 

QuantiFast Probe RT-PCR Plus Kit (Qiagen, Almanya-Hilden, kat. no: 204482) 

kullanıldı. HRM analizlerinde nukleik asit floresan boya olarak EvaGreen (Biotium, 

ABD-Fremont, kat no:31000), ve RFLP analizlerinde EcoR1 (Thermo Scientific, ABD-

Waltham, kat. no:ER0271 ) restriksiyon enzimi kullanıldı. Primerler ve prob Macrogen 

(Güney Kore-Seoul) firmasından ticari olarak temin edildi. Çalışmanın primer setlerine 

ait bilgiler Çizelge 3.3.’de gösterilmektedir. Dizin analizi için amplikonların 

saflaştırılmasında High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, Almanya-

Mannheim, kat. no:11732668001) kullanıldı ve dizin analizleri BigDye Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kit (Thermo Scientific, ABD-Waltham, kat. no:4337455) ile 

gerçekleştirildi. RT-PZR ürünlerini agaroz jelde yürütmek amacıyla; 1X Tris-Borat-

EDTA (TBE buffer) solüsyonu, agaroz (Lonza, ABD-Rockland, kat. no: 50002), 

GelRed (Biotium, ABD-Fremont, kat no:41003 ), DNA yükleme boyası-6X Loading 

dye (Vivantis, Malezya-Selangor, kat. no: NM0410) ve DNA marker-100bç DNA 

Ladder (Vivantis, Malezya-Selangor, kat. no: NL1407) kullanıldı. 

Bu çalışmada tasarlanan primer setinin (Çizelge 3.3.) hedeflediği gen bölgesine 

ait dizinler aşağıda gösterildiği gibidir. Kırmızı bölge forward primeri, mavi bölge 

reverse primeri ve yeşil bölge nükleotid değişimlerini göstermektedir. 

Aşı suşuna ait hedef bölge dizini: 5'-

TCATTGATGAATTCCCAAGCAATTGAAAGTTTAAAAACCAGTCTTGAGAAG

TCGAATCAGGCAATAGAAGAAATCAGACTTGCAAATAAGGAGAC -3' 

Saha suşuna ait hedef bölge dizini: 5'- 

TCATTGATGAACTCCCAAGCAATTGAGAGTTTAAAAACCAGTCTTGAGAAG

TCGAATCAGGCAATAGAAGAAATCAGACTTGCAAATAAGGAGAC -3' 
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Çizelge 3.3. Çalışmada kullanılan primer setleri 

 

Primer Adı Primer Dizilimi 5'-3' 

Gen 

Diziliminde 

Yeri 

Hedef 

Gen  

Ürün 

Büyüklüğü 

(bç) 

Kaynak 

PPRVF1b AGTACAAAAGATTGCTGATCACAGT 760-784 

F 448 
Forsyth ve 

Barrett, 1995 

PPRVF2d GGGTCTCGAAGGCTAGGCCCGAATA 1183-1207 

Real-

NPPRf-1 
AGAGTTCAATATGTTRTTAGCCTCCAT 483-508 

N 141 
Batten ve ark., 

2011 

Real-

NPPRr-1 
TTCCCCARTCACTCTYCTTTGT 551-576 

Real-

NPPRp-1 
FAM-CACCGGAYACKGCAGCTGACTCAGAA-Tamra 603-624 

PPRVF-

HRMf 

TCATTGATGAATTCCCAAGC 

 
954-973 

F 95 

Bu çalışmada 

tasarlandı 

(Primer3 

yazılımı) PPRVF-

HRMr 
GTCTCCTTATTTGCAAGTCTGA 1027-1048 
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3.3.2. Moleküler analizlerde kullanılan cihazlar 

 

Doku örnekleri doku parçalayıcı (TissueRuptor, Qiagen, İsviçre-

Hombrechtikon) kullanılarak homojenize edildi ve viral RNA ekstraksiyonları otomatik 

ekstraksiyon robotu (QIAcube, Qiagen, Almanya-Hilden) ile yapıldı. Elde edilen 

nükleik asit ekstraktlarından RNA miktar ölçümü mikro hacim spektrofotometre 

(DeNovix, ABD-Wilmington) kullanılarak gerçekleştirildi. Gradient ve RFLP RT-PZR 

analizleri LifeECO Thermal Cycler (Bioer, Çin-Hangzhou) cihazında yapıldı ve RT-

PZR ürünleri Consort EV231 elektroforezde (Consort, Belçika-Hertenstraat) yürütüldü. 

Agaroz jel görüntülemede Slite 200W WIFI Jel Görüntüleme sistemi (Pacific Image 

Electronics, ABD-Torrance) kullanıldı. Gerçek zamanlı RT-PZR ve HRM analizleri ise 

Qiagen Rotor-Gene Q (5PLEX HRM, Qiagen, Almanya-Hilden) cihazı kullanılarak 

yapıldı. Dizin analizi 3500 Series Genetic Analyzer (Applied Biosystem, Japonya-

Tokyo) cihazı ile gerçekleştirildi. Analizlerde kullanılan diğer cihaz ve gereçler Çizelge 

3.4.’de gösterilmektedir. 

 

Çizelge 3.4. Analizlerde kullanılan diğer cihaz ve gereçler 

 

Mikrosantrifüj G (IKA, ABD-Wilmington) 

Santrifüj-5702 (Eppendorf, Almahya-Hamburg) 

Mini Vorteks (IKA, ABD-Wilmington) 

Hassas terazi (Precisa, İsviçre-Dietikon, kat. no: F161401) 

Etüv Heracell 150 (Thermo Scientific, ABD-Waltham, kat. no: 50116047) 

Micro strip tüp (Qiagen, Almanya-Hilden, kat. no: F161401) 

Ependorf tüp-1,5 (LP İtaliana, İtalya-Milano, kat. no: L111540) 

Ependorf tüp-2 ml (LP İtaliana, İtalya-Milano, kat. no: C385013) 

Pipet takımı (Gilson, ABD-Middeolton, kat. no: F161401) 

Mikrodalga fırın (Arçelik,Türkiye) 
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3.3.3. Viral RNA ekstraksiyonu 

 

Saha örnekleri ve hücre kültürlerinden viral RNA ekstraksiyonu, otomatik 

ekstraksiyon robotu kullanılarak RNeasy Mini Kit (Kwiatek ve ark., 2007; Zakian ve 

ark., 2016) ile üretici firmanın belirttiği protokole uygun şekilde gerçekleştirildi. 

Dokulardan (akciğer, karaciğer, dalak ve mezenterik lenf nodülü) alınan 30 mg örnekler 

2 ml kapaklı ependorf tüplere konuldu ve üzerine 200 μl nükleaz içermeyen su ilave 

edilerek doku parçalayıcı ile tamamen homojenize edildi. Homojenizatlar 15.000 

rpm’de 3 dk santrifüj edildi ve süpernatant alınarak RNA ekstraksiyonunda kullanıldı. 

EDTA’lı kanlar 1500 rpm’de 10 dk 4 °C’de santrifüj edildi ve “buffy coat” lar otomatik 

pipetle ayrıştırılarak RNA ekstraksiyonu için kullanıldı. CPE oluşumu gözlenen 6 gözlü 

hücre pleytleri -70 °C’de 2 saat süreyle dondurulduktan sonra 37 °C’de 1 saat tutularak 

hücreler parçalandı. Vasatlar daha sonra 3000 rpm’de 4 °C - 15 dk santrifüj edildi ve 

RNA ekstraksiyonunda kullanıldı. 

 

3.3.3.1. RNA dilüsyonlarının hazırlanması 

 

RNA ekstraktlarının konsantrasyonu mikro hacim spektrofotometre cihazında 30 

ng/μl olacak şekilde deiyonize su (ddH2O) ile sulandırılarak ölçüldü ve analizler 

yapılıncaya kadar -20 °C’de saklandı. 

 

3.3.4. Viral RNA’nın gerçek zamanlı RT-PZR ile tespit edilmesi 

 

Saha örnekleri Batten ve ark. (2011)’nın bildirdiği gerçek zamanlı RT-PZR 

(Çizelge 3.3.) modifiye edilerek PPRV (N gen) pozitif tespit edildi. QuantiFast Probe 

RT-PCR Plus Kit ile yapılan analizlerde, PPR aşısı pozitif kontrol, nükleaz içermeyen 

su negatif kontrol olarak kullanıldı. Her bir 0.2 ml’lik PZR tüpü için gerçek zamanlı 

RT-PZR protokolü (Çizelge 3.5.) ve termal döngü programı aşağıda gösterildiği gibidir. 
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Çizelge 3.5. Gerçek zamanlı RT-PZR protokolü 

 

Reaktif Miktar (μl) 

QuantiFast Mix1 6.25 

QuantiFast Mix2 6.25 

QuantiFast RTMix 0.5 

Primer Forward (10 pmol/μl) 1 

Primer Reverse (10 pmol/μl) 1 

Probe (5 pmol/μl) 1 

Viral RNA (30 ng/μl) 5 

Distile su 4 

Toplam hacim 25 

 

Termal döngü programı 

Ters transkripsiyon  50 °C  20 dk 

PZR başlangıç aktivasyonu 95 °C    5 dk 

Denatürasyon   95 °C   15 sn 

Bağlanma / Uzatma  60 °C  30 sn    40 döngü 

 

3.3.5. Viral RNA’nın konvansiyonel RT-PZR ile tespit edilmesi 

 

Gerçek zamanlı RT-PZR ile PPRV (N gen) tespit edilen saha örnekleri, eş 

zamanlı olarak Forsyth ve Barrett’in (1995) bildirdiği konvansiyonel RT-PZR (Çizelge 

3.3) ile PPRV F gen pozitif tespit edildi. OneStep RT-PCR Kit kullanılan analizlerde, 

elde edilen amplikonlar %1.5’lik agaroz jel elektroforezde 120 voltta 30 dk yürütülerek 

UV görüntüleme sisteminde değerlendirildi. Her bir 0.2 ml’lik PZR tüpü için RT-PZR 

protokolü (Çizelge 3.6.) ve termal döngü programı aşağıda gösterildiği gibidir 
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Çizelge 3.6. Konvansiyonel RT-PZR protokolü 

 

Reaktif Miktar (μl) 

5X RT-PCR Buffer 5 

5X Q Solution 5 

10 mM dNTP mix 1 

Primer PPRVF1b (10 pmol/μl) 1 

Primer PPRVF2d (10 pmol/μl) 1 

Enzyme Mix 1 

Viral RNA (30 ng/μl) 3 

Distile su 8 

Toplam hacim 25 

 

Termal döngü programı 

Ters transkripsiyon  50 °C  30 dk 

PZR başlangıç aktivasyonu 95 °C  15 dk 

Denatürasyon   94 °C     1 dk 

Bağlanma   50 °C    1 dk        40 döngü 

Uzatma   72 °C    2 dk 

Son uzatma   72 °C  10 dk 

 

3.3.5.1. RT-PZR ürünlerinin görüntülenmesi 

 

Viral RNA üzerinde hedef bölgenin amplifikasyonu ve primer dimerlerin 

oluşmadığından emin olabilmek için RT-PZR ürünleri %1.5’lik agaroz jelde 

yürütülerek UV görüntüleme sisteminde değerlendirildi. Agaroz jel 600 mg agaroz 

üzerine 90 ml 1X TBE solüsyonu ilave edilerek hazırlandı. Erlenmayer içerisinde 

sulandırılan süspansiyon daha sonra mikrodalga fırında eritilerek homojen hale getirildi. 

60 °C’ye kadar soğutulan karışımın içerisine 9 μl GelRed ilave edilerek iyice 

karıştırıldıktan sonra tarakları takılı olan jel taşıyıcısına dökülerek donması için 30 dk 
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bekletildi. Kullanılan 1X TBE solüsyonu, stok 5X TBE solüsyonundan steril distile su 

ile seyreltilerek hazırlandı (Çizelge 3.7.). 

 

Çizelge 3.7. Tris-Borat-EDTA (TBE) Solüsyon Hazırlama Formülasyonu (5x/lt) 

 

Kimyasal Adı Miktarı 

Trizma-base (Thermo Scientific, ABD-Waltham, kat no:T6066) 54 gr 

Borik asit (Thermo Scientific, ABD-Waltham, kat no:B6768) 27.5 gr 

EDTA (Thermo Scientific, ABD-Waltham, kat no:E5134) 5.92 gr 

 

Agaroz jelin donmasının ardından taraklar uzaklaştırıldı ve jel tasıyıcısı ile 

birlikte elektroforez tankına yerleştirildi. Tankın içerisine jelin üzerinde 3-4 mm olacak 

şekilde 1X TBE buffer ilave edildi. 5 μl PZR ürünü 1 μl DNA yükleme boyası ile 

karıştırılarak jele yüklendi. Elektroforezde 120 voltta 30 dk yürütülerek Slite 200W 

WIFI Jel görüntüleme sisteminde görüntülendi ve DNA marker baz alınarak 

değerlendirildi. 

 

3.4. PPRV Aşı ve Saha Suşlarının Moleküler Ayrımı 

 

3.4.1. Primer tasarımı 

 

PPRV aşı ve saha suşlarının tanımlanması ve moleküler ayrımına yönelik olarak 

yapılan analizlerde kullanılan primerler, PPRV F gen 954-1048 nükleotid aralığında 

kalan 95 bç’lik dizinde ve Primer3-v.0.4.0 (Untergasser ve ark., 2012) yazılımı ile 

tasarlandı. Bu amaçla referans alınan dizin verileri (genetik hat I Nigeria 75/1-X74443, 

genetik hat IV; KU325490, JQ519926, JQ519924, KF478924, KF478923, KF478921, 

KC476651) National Center Biotechnology Information (NCBI) servisinin Basic Local 

Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul ve ark., 1997) web sayfasından 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) temin edildi. Ticari olarak liyofilize halde temin 

edilen primerler, PZR şartlarına uygun olacak şekilde 100 pmol/μl hacimde nükleaz 

içermeyen steril distile su ile çözülerek 20 μl kadar porsiyonlara ayrıldı ve analizlerde 

kullanılıncaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi. 
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3.4.2. Primer optimizasyonu 

 

Gerçek zamanlı RT-PZR ile kombine HRM analizlerinde kullanılan primer seti 

için uygun bağlanma sıcaklığını belirlemek amacıyla OneStep RT-PCR Kit kullanılarak 

gradient RT-PZR yapıldı. Primer optimizasyonunda; 10 pmol/μl primer dilüsyonu her 

bir PZR tüpü içerisinde son konsantrasyonu 0.4 pmol/μl ve 0.6 pmol/μl, bağlanma 

sıcaklıkları ise 52, 55 ve 58 °C olacak şekilde RT-PZR çalışmaları yapılarak uygun 

bağlanma sıcaklığı belirlendi. 

Analizlerde PPR aşısı pozitif kontrol, nükleaz içermeyen su negatif kontrol 

olarak kullanıldı. Her bir 0.2 ml’lik PZR tüpü için RT-PZR protokolü (Çizelge 3.8.) ve 

termal döngü programı aşağıda gösterildiği gibidir. 

 

Çizelge 3.8. Gradient RT-PZR protokolü 

 

Reaktif 

Son Primer Konsantrasyonu 

0.4(pmol/μl) 0.6(pmol/μl) 

5X RT-PCR Buffer 5 μl 5 μl 

5X Q Solution 5 μl 5 μl 

10 mM dNTP mix 1 μl 1 μl 

Primer PPRVF-HRMf (10 pmol/μl) 1 μl 1,5 μl 

Primer PPRVF-HRMr (10 pmol/μl) 1 μl 1,5 μl 

Enzyme Mix 1 μl 1 μl 

Viral RNA (30 ng/μl) 3 μl 3 μl 

Distile su 8 μl 7 μl 

Toplam hacim 25 μl 25 μl 
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Termal döngü programı 

Ters transkripsiyon  50 °C   30 dk 

PZR Başlangıç aktivasyonu 95 °C   15 dk 

Denatürasyon   94 °C    30 sn 

Bağlanma   52-55-58 °C  30 sn        40 döngü 

Uzatma   72 °C     1 dk 

Son uzatma   72 °C   10 dk 

 

3.4.3. Gerçek zamanlı RT-PZR ve HRM analizi 

 

3.4.3.1.Gerçek zamanlı RT-PZR analizi 

 

Saha suşlarının HRM ile kombine uygulanan gerçek zamanlı RT-PZR 

analizlerinde, bu çalışmada tasarlanan primer seti kullanıldı. Tekrar edilebilirliğinin 

ölçülmesi amacıyla viral RNA izolasyonu ve analizler farklı günlerde üçer kez tekrar 

edildi. OneStep RT-PCR Kit ile gerçekleştirilen reaksiyonlarda PPR aşısı pozitif 

kontrol, nükleaz içermeyen su negatif kontrol olarak kullanıldı. Her bir 0.2 ml’lik PZR 

tüpü için gerçek zamanlı RT-PZR protokolü (Çizelge 3.9.) ve termal döngü programı 

aşağıda gösterildiği gibidir. 
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Çizelge 3.9. Gerçek zamanlı RT-PZR protokolü 

 

Reaktif Miktar (μl) 

5X RT-PCR Buffer 5 

5X Q Solution 5 

10 mM dNTP mix 1 

Primer PPRVF-HRMf (10 pmol/μl) 1 

Primer PPRVF-HRMr (10 pmol/μl) 1 

EvaGreen 1.25 

Enzyme Mix 1 

Viral RNA (30 ng/μl) 3 

Distile su 6.75 

Toplam hacim 
25 

 

Termal döngü programı 

Ters transkripsiyon  50 °C  30 dk 

PZR başlangıç aktivasyonu 95 °C  10 dk 

Denatürasyon   95 °C   30 sn 

Bağlanma   55 °C  30 sn           40 döngü 

Uzatma   72 °C  30 sn 

 

3.4.3.2. HRM analizi 

 

HRM analizleri aynı reaksiyon tüpünde gerçek zamanlı RT-PZR’yi takiben ~15–

30 dk’da gerçekleştirildi. İncelenen tüm örnekler her analizde ikili ya da üçlü olarak 

çalışıldı ve farklı günlerde en az üç defa tekrar edildi. HRM’de kullanılan kalıp 

RNA’lar 30 ng/μl olacak şekilde sulandırıldı ve her bir 0.2 ml’lik PZR tüpü için Çizelge 

3.9.’da belirtilen reaksiyon karışımı hazırlandı. Analizler Çizelge 3.10.’da gösterilen 

reaksiyon koşullarında, amplikonlar için 30 °C’lik denatürasyon aralığında her 2 sn’de 

0.1 °C sıcaklık artışıyla gerçekleştirildi. Tm derecelerini ifade eden denatürasyon aralığı 
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ise 60-90 °C olarak belirlendi. Rotor-Gene Q series software version 2.3.1-Build 49 

(Qiagen, Almanya-Hilden) yazılımı kullanılarak ‘‘HRM Normalised Graph’’ 

(Normalizasyon, %0-100 floresan aralığı), ‘‘Melt Curve Analysis’’ (Erime eğrisi 

analizi) ve ‘‘Genotypes Analysis’’ (Genotiplendirme analizi) analizleri yapıldı ve elde 

edilen veriler yorumlanarak değerlendirildi. 

 

Çizelge 3.10. HRM analiz protokolü 

 

Program Adı Döngü Sayısı Analiz Modu 

Ters transkripsiyon 1 - 

Başlangıç aktivasyonu 1 - 

Amplifikasyon 40 Kantifikasyon 

HRM 1 Erime Eğrisi 

 

3.4.4. RFLP RT-PZR analizi 

 

HRM ile PPRV F gen hedef alınarak genetik hat I (aşı) ve genetik hat IV (saha) 

ayrımı yapılan suşlar, Güler ve ark. (2014)’nın geliştirdiği RFLP RT-PZR ile teyit 

edildi. Bu analizde Forsyth ve Barrett’in (1995) bildirdiği yöntem modifiye edilerek 

çalışıldı. Her bir 0.2 ml’lik PZR tüpü için RFLP RT-PZR protokolü ve termal siklus 

programı Çizelge 3.6.’da gösterildi. 

RT-PZR ürünlerine analizi takiben aşağıda belirtilen (Çizelge 3.11.) protokolde 

(her bir 0.2 ml’lik PZR tüpü için) EcoR1 enzimiyle 37 °C’de 2 saat muamele edilerek 

RE (restriction endonuclease) analizi yapıldı. Ürünler hazırlanan %1.5’lik agaroz jele 

yüklendi ve elektroforezde 120 voltta 30 dk yürütülerek UV görüntüleme sisteminde 

değerlendirildi.  
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Çizelge 3.11. RE analiz protokolü 

 

Reaktif Miktar (μl) 

10X RE buffer 2.5 

Enzim (EcoR1) l 

Ultra saf su 14.5 

RT-PZR ürünü 7 

 

3.4.5. Saha suşlarının dizin analizi 

 

Forsyth ve Barrett’in (1995) bildirdiği primer çiftinin (Çizelge 3.3.) hedeflediği 

bölge HRM analizinin hedeflediği dizini içine alması nedeniyle Çizelge 3.6.’da 

gösterilen RT-PZR protokolü dizin analizinde kullanıldı. 

 

3.4.5.1. PZR ürünlerinin saflaştırılması 

 

Bu amaçla 6 adet saha suşu temsili olarak seçildi. Elde edilen PZR ürünlerine 

High Pure PCR Product Prification Kit ile firma tarafından belirtilen protokole uygun 

olarak saflaştırma yapıldı. 

 

3.4.5.2. Dizin analizinin gerçekleştirilmesi 

 

Saflaştırılan PZR ürününlerinin dizin analizi, 3500 Series Genetic Analyzer 

cihazı ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit kullanılarak gerçekleştirildi. 

BigDye Terminator v3.1 için reaksiyon karışımının hazırlanmasında, dizilemesi 

yapılacak her bir örnek için Çizelge 3.12.’de gösterilen reaksiyon protokolü hazırlandı. 

 

 

 

 

 



42 

 

 

Çizelge 3.12. Dizin analizi reaksiyon protokolü 

 

Reaktif Miktar (μl) 

BigDye Sequencing Buffer (5X) 2 

BigDye Ready Reaction Premix 2 

Primer (2 pmol/μl) 2 

PZR ürünü 2 

Distile su 2 

Toplam hacim 10 

 

DNA örneklerinin amplifikasyonu aşağıdaki termal siklus programında yapıldı. 

Termal döngü programı 

96 °C          1 dk 

96 °C          10sn 

50 °C           5 sn         25 döngü 

60 °C           4 dk 

  4 °C          ∞ 

Örneklerin amplifikasyonunun ardından Receiver Spin Column Saflaştırılması 

için her bir örneğe kolon işleminden yaklaşık 45-60 dk önce 1 gr Sephadex 14 ml distile 

su içinde eritilerek karışım hazırlandı ve 4 °C’de saklandı. 

Receiver kolon aşağıda belirtildiği şekilde yapıldı. 

1. Hazırlanan sephadex’ten 750 μl kolonun dip kısmına pipet yardımıyla 

bırakıldı. 

2. Kolonun altındaki kapak çıkarıldı ve kolon toplama tüpüne yerleştirilerek 

vortekslendi. 

3. 5000 rpm +2 °C’de 3 dk santrifüj edildikten sonra toplama tüpündeki sıvı 

atıldı ve kolon tekrar tüpe yerleştirildi. Bu arada sıvının tümü santrifuj edildiğinden jel 

kristalize hal aldı. 

4. Kristalize olan jelin çatlak olup olmadığı kontrol edildikten sonra pipet ucu 

temas ettirilmeden amplifiye edilen üründen 10 μl üzerine eklendi. 
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5. Bu işlemin ardından tekrar 5000 rpm +2 °C’de 3 dk santrifuj edildikten sonra 

toplama tüpünde biriken sıvıdan 10 μl alınıp genetik analiz cihazının pleytine 

yerleştirildi ve dizin analizi işlemi yapıldı. 

Dizin analizinin ardından elde edilen ham veriler SeqScape Software Verion 3.0 

(Applied Biosystem) ile analiz edilerek DNA dizinleri belirlendi. 

 

3.4.5.3. PPRV F gen soyağacı ve network oluşturulması 

 

Dizin analizi yapılan suşlar ve GenBank’a bildirilen referans dizinler (Çizelge 

3.13.), MEGA7 (Kumar ve ark., 2016) yazılımı üzerinden MUSCLE (Edgar, 2004) ile 

hizalandı ve ‘‘pairwise distances’’ (Kumar ve ark., 2016) analizi ile karşılaştırılarak 

değerlendirildi. Saha suşlarının kısmi dizinleri ile soyağacı oluşturmak için Türkiye ve 

diğer ülkelerden GenBank’a rapor edilen dizinler referans alındı (Çizelge 3.13.). 

FASTA formatına çevrilen kısmi dizinlerin MEGA7 yazılımında Neighbour-Joining 

(NJ-Komşu Birleştirme) yöntemi ile bootstrap değerleri hesaplandı (1000 replicates) ve 

‘‘p distance’’ (Kumar ve ark., 2016) parametresine göre soyağacı oluşturuldu. 

Dizin analizi ve soyağacı gerçekleştirilen saha suşlarında, PPRV F gen kısmi 

dizini nükleotid değişimlerini tespit etmek ve evrimsel sürecini incelemek amacı ile 

dizinler Bioedit-v7.0.5.3 yazılımında ClustalW (Hall, 1999) üzerinde hizalandı. 

DnaSP6-v6.11.01 (Rozas ve ark., 2017) ve Network-v5.0.0.3 (http://www.fluxus-

engineering.com) yazılımları ile ‘‘star contraction algorithm’’ (Foster ve ark., 2001) 

hesaplaması yapıldıktan sonra ‘‘median joining’’ (Bandelt ve ark., 1999) yöntemi ile 

network çizildi. 
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Çizelge 3.13. PPRV F gen için GenBank’a rapor edilen suşlar 

 

Genetik 

Hat 
Ülke 

Genbank 

Erişim No 
Suş Adı 

Referans 

Kaynaklar 

I Nijerya X74443 NIGERIA75/1 Dhar ve ark., 2002 

I Nijerya EU267274 NIGERIA76/1 Chard ve ark., 2008 

II Fildişi sahilleri EU267273 ICV89 Chard ve ark., 2008 

III Sudan HQ131956 Gedarif-KSUD71 Kwiatek ve ark., 2011 

III Katar FN995206 A37/10 30 Banyard ve ark., 2010 

III Etyopya FN995997 Ethiopia_1996 Banyard ve ark., 2010 

III Umman FR667553 Oman_Ibri Banyard ve ark., 2010 

III Yemen FN995999 Yemen_2001b Banyard ve ark., 2010 

III Tanzanya FN995114 R4/10 Banyard ve ark., 2010 

III Birleşik Arap Emirlikleri FN996975 UAE_Dorcas Banyard ve ark., 2010 

III Sudan FN996000 Sudan_1972 Banyard ve ark., 2010 

IV Katar FN995205 A37/10 02 Banyard ve ark., 2010 

IV Fas KC609746 Morocco-2008 Muniraju ve ark., 2013 

IV Mısır FR667557 Egypt_2009 Banyard ve ark., 2010 

IV Irak FN995440 Iraq_2002 Banyard ve ark., 2010 
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IV Irak FN995439 Iraq_2000a Banyard ve ark., 2010 

IV Çin EU816772 China/Tibet/07-1 Wang ve ark., 2009 

IV Çin EU815053 China/Tibet/07-02 Wang ve ark., 2009 

IV Nepal FN996974 Nepal_2009 Banyard ve ark., 2010 

IV Bangladeş FR667556 Bangladesh_2000 Banyard ve ark., 2010 

IV Hindistan GQ452015 Sungri/96 Balamurugan ve ark., 2010b 

IV Kuveyt FR667644 Kuwait _1999 Banyard ve ark., 2010 

IV Suudi Arabistan FR667645 Saudi_Arabia_1994 Banyard ve ark., 2010 

IV Pakistan FR667646 Pakistan_1994 Banyard ve ark., 2010 

IV İran FN995204 R22/10 Banyard ve ark., 2010 

IV Türkiye FR667647 Turkey_1996 Banyard ve ark., 2010 

IV Türkiye NC_006383 Turkey 2000 Bailey ve ark., 2005 

IV Türkiye AJ849636 Turkey/00 Bailey ve ark., 2005 

IV Türkiye KU175170 Turkey/Dosemealti Direkt bildiri ¹ 

IV Türkiye EF547923 PPR-TRab02 Direkt bildiri ² 

IV Türkiye EF547922 PPR-TRab01 Direkt bildiri ² 

IV Türkiye KC476652 TR/Konya10/2009 Güler ve ark., 2014 

IV Türkiye KC476651 TR/Nigde02/2011 Güler ve ark., 2014 
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IV Türkiye KC476654 TR/Afyonkarahisar22/2008 Güler ve ark., 2014 

IV Türkiye KC476653 TR/Aksaray09/2012 Güler ve ark., 2014 

IV Türkiye JQ519917 TR/KAHRAMANMARAS/2011/49 Direkt bildiri ³ 

IV Türkiye JQ519948 TR/SANLIURFA/2011/50 Direkt bildiri ³ 

IV Türkiye JQ388649 TURKEY/ERZURUM/2011/5 Direkt bildiri ³ 

IV Türkiye JQ388651 TR/GIRESUN/2011/43 Direkt bildiri ³ 

IV Türkiye JQ519930 TR/KUTAHYA/2011/26 Direkt bildiri ³ 

IV Türkiye JQ388631 TR-AYDIN-2011-29 Direkt bildiri ³ 

IV Türkiye JQ388659 TR/ISTANBUL/2010/583 Direkt bildiri ³ 

IV Türkiye JQ388641 TR/BURSA/2011/4 Direkt bildiri ³ 

IV Türkiye JQ388645 TR/CANAKKALE/2011/3934 Direkt bildiri ³ 

IV Türkiye JQ519942 TR/SAKARYA/2011/20 Direkt bildiri ³ 

IV Türkiye JQ519934 TR/MANISA/2011/21 Direkt bildiri ³ 

IV Türkiye JQ519965 TR/IZMIR/2011/27 Direkt bildiri ³ 

IV Türkiye JQ388627 TR-AYDIN-2011-7 Direkt bildiri ³ 

IV Türkiye JQ519954 SINOP/2011/47 Direkt bildiri ³ 

IV Türkiye JQ519944 TR/SAMSUN/2011/7 Direkt bildiri ³ 

IV Türkiye JQ388619 AMASYA2011-8 Direkt bildiri ³ 
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IV Türkiye JQ519924 TR/KONYA/2011/23 Direkt bildiri ³ 

IV Türkiye JQ519926 TR/KONYA/2011/36 Direkt bildiri ³ 

IV Türkiye JQ519956 TR/SIVAS/2011/34 Direkt bildiri ³ 

IV Türkiye JQ519939 TR/OSMANIYE/2011/52 Direkt bildiri ³ 

IV Türkiye JQ519907 TR/ADANA/2011/53 Direkt bildiri ³ 

Direkt bildiri ¹: Sevik,M. ve Oz,M.E.; Direkt bildiri ²: Unsal Baca,A., Baklan,H. ve Vural,G.; Direkt bildiri ³: Sait A. Unsal Baca 

A. ve Atil E. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

 

Konvansiyonel ve gerçek zamanlı RT-PZR metotları ile PPRV pozitif 

değerlendirilen saha örneklerinde, aşı ve saha suşlarının moleküler ayrımına yönelik 

olarak gerçek zamanlı RT-PZR ile kombine HRM analizi standardize edilmiştir. 

 

4.1. Saha Suşlarının Tanımlanması 

 

4.1.1. Saha suşlarının hücre kültürü bulguları 

 

Hücre kültürlerinde monolayer oluşumu her gün takip edildi ve 2 günde bir 

olmak üzere vasat değiştirildi. %90 monolayer oluşumu ile hazırlanan inokulumlardan 

izolasyon çalışması yapıldı. Virus izolasyonu için hücre kültürlerine 7 gün arayla 4 kez 

kör pasaj uygulandı. İnkübasyon süresince hücrelerde oluşabilecek değişiklikler kontrol 

edildi ve 5. günden itibaren 3 örnekte (Örnek Sıra No: 14, 19, 35) CPE görüldü (Şekil 

4.1.). 

PPRV’nin hücre izolasyonunda adaptasyonun zor olduğu bilinmektedir (OIE, 

2012). Yapılan çalışmalarda toplam örnek sayısı dikkate alındığında, virusun izole 

edilebildiği örnek sayısı çok düşüktür. Bu çalışmalardan Couacy-Hymann ve ark. 

(2005)’nın deneysel enfeksiyon nedeniyle ölen 23 keçiden 2, Özkul ve ark. 

(2002)’nın 328 numuneden 2, Tarakcı (2014) 34 koyun akciğerinden 2 tanesinde 

virusun izole edildiğini bildirilmiştir. 

 

 
 

Şekil 4.1. A: Vero hücre kontrol. B: Vero hücre kültürüne inokulasyonu takiben 5. gün hücre görünümü 

(x40) 
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Virus izolasyonlarında oluşan problemlerin, hastalığın klinik seyri, örneğin 

tazeliği ve mevcut virus yükü gibi faktörlere bağlı olarak ortaya çıktığı bilinmektedir 

(Özkul ve ark., 2002; Couacy-Hymann ve ark., 2005; Couacy-Hymann ve ark., 2007; 

Albayrak ve Alkan, 2009; Tarakcı, 2014). 

 

4.1.2. Saha suşlarının RT-PZR bulguları 

 

4.1.2.1. Gerçek zamanlı RT-PZR bulguları 

 

Saha örneklerinin tamamında Batten ve ark. (2011)’nın bildirdiği gerçek zamanlı 

RT-PZR modifiye edilerek PPRV (N gen) pozitif tespit edildi. Analizde pozitif 

kontrolün eşik döngü (CT-ThresholdCycle) değeri 11.09, örneklerin eşik döngü 

değerlerinin 15.23-33.79 aralığında olduğu belirlendi. Negatif kontrolde hiçbir 

amplifikasyon görülmedi. Qiagen Rotor-Gene Q cihazıyla yapılan analizden elde edilen 

amplifikasyon eğrilerine ait görüntü Şekil 4.2.’de gösterilmektedir. 

 

 
 

Şekil 4.2. Saha suşlarının gerçek zamanlı RT-PZR analizi (a: pozitif kontrol; b, c, d, e, f, g:saha suşları; h: 

negatif kontrol) 
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4.1.2.2. Konvansiyonel RT-PZR bulguları 

 

Gerçek zamanlı RT-PZR ile PPRV pozitif bulunan örneklerin tamamı, Forsyth 

ve Barrett’in (1995) bildirdiği konvansiyonel RT-PZR yöntemi ile PPRV (F gen) pozitif 

oldukları teyit edildi. Konvansiyonel RT-PZR sonucunda elde edilen ürünlere ait agaroz 

jel görüntüsü Şekil 4.3.’de gösterilmektedir. 

 

 
 

Şekil 4.3. Saha suşlarının RT-PZR jel elektroforezi (Marker, 1. hat: aşı suşu, 2-6. hatlar: saha suşları) 

 

4.2. Aşı ve Saha Suşlarının Moleküler Ayrımı 

 

4.2.1. Primer çiftinin optimizasyon bulguları 

 

HRM ile kombine gerçek zamanlı RT-PZR’de kullanılan primer setinin uygun 

bağlanma sıcaklığını belirlemek amacıyla gradient RT-PZR yapıldı. Elde edilen 

amplikonlar agaroz jele yüklenerek UV görüntüleme sisteminde görüntülendi. Sonuçlar 

değerlendirildiğinde primer seti için en uygun bağlanma sıcaklığının 0.4 pmol/μl primer 

konsantrasyonunda 55 °C olduğu tespit edildi. RT-PZR ürünlerine ait agaroz jel 

görüntüsü Şekil 4.4.’de gösterilmektedir. 

 

 
 

Şekil 4.4. Primer optimizasyonu jel elektroforezi (Marker, 1. hat: aşı suşu, 2-12. hat: saha suşları) 
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4.2.2. Gerçek zamanlı RT-PZR ve HRM analiz bulguları 

 

4.2.2.1. Gerçek zamanlı RT-PZR bulguları ve standart eğri oluşturulması 

 

Saha suşları HRM analizinden önce aynı reaksiyon tüpü içerisinde gerçek 

zamanlı RT-PZR (Çizelge 3.9.) ile PPRV (F gen) pozitif tespit edildi. Uygulanan bu 

protokole göre saha örneklerinin tamamı amplifiye olurken, negatif kontrolde hiçbir 

amplifikasyon gerçekleşmedi. Pozitif kontrolün CT değerinin 9.11, örneklerin CT 

değerlerinin 14.67-36.86 aralığında olduğu görüldü. Qiagen Rotor-Gene Q cihazıyla 

yapılan analizden elde edilen amplifikasyon eğrilerine ait temsili görüntü Şekil 4.5.’de 

gösterilmektedir. 

 

 
 

Şekil 4.5. HRM ile kombine gerçek zamanlı RT-PZR (a: pozitif kontrol; b, c, d, e, f, g: saha örnekleri; h: 

negatif kontrol) 

 

Gerçek zamanlı RT-PZR’de kullanılan pozitif kontrol, etkinliğinin saptanması 

amacıyla 10ˉ6 kadar sulandırıldı ve dilüsyonlardan elde edilen kopya sayıları standart 

eğrinin oluşturulmasında kullanıldı. Çoklu denemelerle yapılan analiz sonucunda pozitif 

kontrol dilüsyonlarının ortalama CT değerlerinin sırasıyla 16.22, 19.71, 23.18, 26.85, 

30.65, 34.07 olduğu saptandı. Negatif kontrolde hiçbir amplifikasyon tespit edilmedi. 

Hazırlanan dilüsyon analizlerine ait amplifikasyon eğrileri, standart sapma ve % 

varyasyon değerleri Şekil 4.6.’da gösterilmektedir. 
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Şekil 4.6. Gerçek zamanlı RT-PZR’de kullanılan pozitif kontrolün sensitivitesi (a: 10ˉ1, b: 10ˉ2, c:10ˉ3, d: 

10ˉ4, e: 10ˉ5, f: 10ˉ6 g: negatif kontrol) 

 

Hazırlanan dilüsyonlar ile oluşturulan standart eğride; viral yükteki azalma 

doğrusallık gösterdi, regresyon değeri Rᶺ2 = 0.99908, efficiency değeri %90, slope 

aralığı 3.5 olarak hesaplandı ve testin tekrarlanabilir olduğu görüldü (Şekil 4.7.). 

 

 
 

Şekil 4.7. Gerçek zamanlı RT-PZR standart eğri 
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4.2.2.2. HRM analiz bulguları 

 

Aşı ve saha suşlarında PPRV (F gen) 5942. nt’de T>C ve 5957. nt’de A>G 

nükleotid değişiminin (Şekil 4.8.) HRM yöntemi ile belirlenmesi ve genetik hatların 

tespit edilmesi için 45 adet saha örneği ile çalışıldı. Tm derecelerinin ifade edildiği 

denatürasyon aralığında, Rotor-Gene Q series software version 2.3.1 (Build 49) yazılımı 

kullanılarak ‘‘HRM Normalised Graph’’ (Normalizasyon, %0-100 floresan aralığı), 

‘‘Genotypes Analysis’’ (Genotiplendirme analizi) ve ‘‘Melt Curve Analysis’’ (Erime 

eğrisi analizi) analizleri yapıldı. Analiz verilerine göre çalışılan suşların tamamının 

doğal enfektif saha suşu (genetik hat IV) olduğu görüldü. 

 

 
 

Şekil 4.8. PPRV aşı ve saha suşlarına ait dizin analizi (5942 T>C – 5957 A>G mutasyonları) 
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Saha suşlarının HRM analizi ile elde edilen denatürasyon eğrilerinden (Şekil 

4.9.), normalizasyon bölgelerinin belirlenmesi ile Nigeria75/1 aşı suşunun referans eğri 

olarak kullanıldığı normalize eğriler incelendi. Buna göre aşı ve saha suşları arasında 

net bir ayrım oluştu ve benzer olan örneklerin aynı grup içerisinde kümelendiği 

gözlemlendi (Şekil 4.10.). 

 

 
 

Şekil 4.9. PPRV aşı ve saha suşları denatürasyon eğrileri 

 

 
 

Şekil 4.10. PPRV aşı ve saha suşları normalize eğrileri 
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Erime eğrilerinin normalizasyon bölgeleri ile değerlendirilmesinin ardından, aşı 

ve saha suşlarında genotiplendirme yönüyle de uyumlu bir tiplendirme tespit edildi 

(Şekil 4.11.). 

 

 
 

Şekil 4.11. PPRV aşı ve saha suşlarının genotiplendirilmesi 
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HRM ve genotiplendirme analizleri ile eş zamanlı olarak, Tm derecelerinin 

referans alındığı “Melt Curve Analysis” analizi yapıldı ve türev eğrilerine göre sonuçlar 

değerlendirildi. PPRV aşı ve saha suşlarının Tm dereceleri kıyaslandığında, aşı suşunun 

(Tm derecesi 78.32 °C) saha suşlarından (Tm derecesi 78.67 °C) daha erken sıcaklıkta 

pik verdiği gözlemlendi (Şekil 4.12.). 

 

 
 

Şekil 4.12. Tm derecelerine göre tespit edilen melt curve analizi 
 

Gerçek zamanlı RT-PZR ile kombine yapılan HRM analiz sonuçları 

değerlendirildiğinde; geliştirilen bu metodun PPRV F gen spesifik nükleik asit tespiti ile 

birlikte, aşı (genetik hat I) ve saha (genetik hat IV) suşlarının moleküler ayrımını 

gerçekleştirdiği görülmüştür. 
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4.2.3. RFLP RT-PZR analiz bulguları 

 

HRM ile aşı ve saha suşu ayrımı yapılan örnekler Güler ve ark. (2014)’nın 

geliştirdiği RFLP RT-PZR metodu ile teyit edildi. RE analizini takiben RT-PZR 

ürünleri agaroz jele yüklendi ve elektroforezde yürütülerek UV görüntüleme sisteminde 

değerlendirildi. Analiz sonucuna göre aşı suşunda iki bant (202 ve 246 bç) 

gözlemlenirken, saha suşlarının tamamımında hedef bölge (448 bç) görüldü. RFLP RT-

PZR bulgularının HRM sonuçları ile tamamen uyumlu olduğu tespit edildi. Analize ait 

agaroz jel görüntüsü Şekil 4.13.’de gösterilmiştir. 

 

 
 

Şekil 4.13. RFLP RT-PZR jel elektroforezi (Marker, 1. hat: aşı suşu, 2-7. hatlar: saha suşları) 

 

4.2.4. Dizin analizi, soyağacı ve network bulguları 

 

Temsili olarak seçilen 6 adet saha suşu ve aşı suşunun dizin analiz verilerinin 

Bioedit (v7.0.5.3) ve MEGA7 yazılımları ile nükleotid bazında yapılan 

karşılaştırmalarında 15 nükleotid değişimi gözlemlendi. Bu değişimler Nig75/1 aşı 

suşunun tam genomdaki konumuna göre Çizelge 4.1.’de gösterildi. 

 

Çizelge 4.1. PPRV F gen aşı ve saha suşları arasındaki nükleotid değişimleri 

 

PPRV Tam 

Genomda 

Konumu 

Nükleotid 

Değişimi 

PPRV Tam 

Genomda 

Konumu 

Nükleotid 

Değişimi 

PPRV Tam 

Genomda 

Konumu 

Nükleotid 

Değişimi 

5867 G>A 5924 C>T 6035 G>A 

5888 C>T 5930 G>A 6050 A>G 

5903 A>G 5942 T>C 6053 C>T 

5912 C>A 5957 A>G 6077 C>T 

5921 A>C 6032 G>A 6080 T>C 
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MEGA7 yazılımında yapılan ve nükleotid değişimlerinin değerlendirildiği 

“pairwise distances” analizi (Kumar ve ark., 2016) ile aşı ve saha suşları arasında %5.5-

6.7 oranında, saha suşlarının kendi aralarında %0.0-0.8 oranında farklı oldukları (Şekil 

4.14.) tespit edildi.  

Saha suşlarının Turkey96 (FR667647) ve Turkey00 (AJ849636) suşları ile 

nükleotid bazında yapılan karşılaştırmasında, her iki referans suş ile beş nükleotid 

değişiminin olduğu görüldü. Tespit edilen bu değişimlerde saha suşlarının Turkey96 

suşu ile %1.7-2.1 oranında ve Turkey00 suşu ile %2.1 oranında farklı oldukları 

gözlemlendi (Şekil 4.14.). Bioedit (v7.0.5.3) yazılımıyla hizalanan dizinlere ait 

nükleotid değişimleri Şekil 4.15.’de gösterilmiştir. 

Bu değerlendirme ile uyumlu olarak; Dağalp ve Sait (2013) yaptıkları çalışmada, 

Türkiye’de sirkule olan PPRV F genin yüksek oranda homolog (%98-100) olduğu ve 

genetik değişimlerinin hızlı olmadığını belirtmiştir. 

 

 
 

Şekil 4.14. Pairwise Distances analizi 
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Şekil 4.15. PPRV F gen aşı ve saha suşları nükleotid dizinleri 

 

Saha suşlarının genetik hatları temsil eden referans suşlar (Çizelge 3.13.) ile 

oluşturulan soyağacında IV. genetik hat içinde yer aldığı görüldü. Aynı soyağacında 

Iraq 2002, Iraq 2000a, Turkey 2000, Turkey/00, PPR-TRab01, PPR-TRab02, Egypt 

2009 ve A37/10 02 suşlarının çalışma örneklerini oluşturan saha suşları ile aynı genetik 

kümede yer aldıkları tespit edildi (Şekil 4.16.). Türkiye’nin farklı bölgelerinden 

bildirilen suşlar (Çizelge 3.13.) ile oluşturulan soyağacında ise bölgesel bir ayrım 

olmadığı ve aynı genetik kümede yer aldıkları belirlendi (Şekil 4.17.). 
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Şekil 4.16. Diğer ülkelerden GenBank’a bildirilen suşlarla oluşturulan PPRV F gen soyağacı 
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Şekil 4.17. Türkiye’den GenBank’a bildirilen suşlarla oluşturulan PPRV F gen soyağacı 

 

Genetik Hat I 

Genetik Hat II 

Genetik Hat III 
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Saha suşlarının F gen kısmi dizini nükleotid değişimlerini tespit etmek ve 

evrimsel sürecini incelemek amacı ile yapılan network çiziminde (Şekil 4.18) 32 adet 

haplogrup belirlendi (Çizelge 4.2.). Çizilen network’de saha suşlarının tamamının IV. 

genetik hat içinde yer alan diğer suşlar ile birlikte olduğu görüldü. Buna göre, H_30 ile 

H_31 arasında iki (100 ve 184), H_30 ile H_32 arasında iki (100 ve 194), H_31 ile 

H_32 arasında iki (184 ve 194) adet nukleotid farklılığı tespit edildi. Çalışma 

dizinlerinin oluşturduğu haplotipler (H_30, H_31, H_32) ile H_20 arasında bir (sırası ile 

100, 184, 194), H_2 arasında altı, H_3, H_4, H_13 ve H_10 arasında dört, H_12 

arasında beş adet nukleotid farklılığı tespit edildi. Neighbour-Joining yöntemi ile 

oluşturulan soyağacında (Şekil 4.16.) da görüldüğü üzere, network çiziminde saha 

suşlarına en yakın dizinin Egypt 2009 (H_20) olduğu tespit edildi. 

 

Çizelge 4.2. PPRV F gen network analizi haplogrupları 

 

Haplogrup No GenBank 

Erişim No 

 

Haplogrup No GenBank 

Erişim No 

 

Haplogrup No  GenBank Erişim 

No 

 
H_1 X74443 H_13 FN995440 H_24/1 GQ452015 

H_2/1 AJ849636 H_14 FN995997 H_24/2 KC476654 

H_2/2 NC_006383 H_15 FN995999 H_25 KC609746 

H_3 EF547922 H_16 FN996000 H_26/1 EU816772 

H_4 EF547923 H_17 FN996974 H_26/2 EU815053 

H_5 EU267273 H_18/1 FN996975 H_27 KU175170 

H_6 EU267274 H_18/2 FR667553 H_28 KC476652 

H_7 HQ131956 H_19 FR667556 H_29 KC476651 

H_8 FN995114 H_20 FR667557 H_30/1 TR/Konya1A/17 

H_9 FN995204 H_21/1 FR667644 H_30/2 TR/Konya1B/17 

H_10 FN995205 H_21/2 FR667646 H_30/3 TR/Antalya1A/17 

H_11 FN995206 H_22 FR667645 H_30/4 TR/Antalya1B/17 

H_12 FN995439 H_23 FR667647 H_31 TR/Nigde1A/17 

Not: H_30, 31 ve 32 bu çalışmada tespit edilen saha suşlarıdır. H_32 TR/Aksaray1A/17 
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Şekil 4.18. PPRV F gen network analizi 

 



64 

 

 

4.3. Tartışma 

 

Küçükbaş hayvan yetiştiriciliğinin Asya ve Afrika ülkelerinin pek çoğunda 

ekonomi, istihdam ve sürdürülebilir tarım için büyük önem taşıdığı bilinmektedir. PPR 

salgınları ise dünyanın bu bölgelerinde sıklıkla görülmekte ve önemli ekonomik 

kayıplara sebep olmaktadır (Taylor ve ark., 2005, Kumar ve ark., 2014-1). FAO 

tarafından yapılan çalışmalar ile Türkiye’nin de aralarında bulunduğu birçok ülkede 

(Güney Afrika, Asya, Çin ve Güney Avrupa) mevcut küçükbaş hayvan populasyonunun 

%63’ünün PPR enfeksiyon riski taşıdığı ve hastalığın yakın bölgelere hızlı bir şekilde 

yayıldığı rapor edilmiştir (FAO, 2009; Libeau ve ark., 2014). Bu kapsamda OIE 

hastalığın kontrolü çalışmalarını fakirlikle mücadele programlarında temel hedef olarak 

belirlemiştir (OIE, 2015). Ülkemiz küçükbaş çiftlik hayvanı yetiştiriciliği bakımından 

PPRV’nin potansiyel bir tehdit olduğu birçok kez ifade edilmiştir (Özkul ve ark., 2002; 

Yesilbag ve ark., 2005; Batten ve ark., 2011). 

PPR’nin görüldüğü bölgelerde, hastalıkla mücadele kapsamında hayvan sevk ve 

kontrol tedbirlerinin yanısıra aşılama kampanyaları yapılmaktadır. Gıda, Tarım ve 

Hayvancılık Bakanlığı Koyun ve Keçi Vebası Hastalığına karşı daha etkin ve hızlı 

müdahale edilmesi ve hastalığın kontrol altına alınması amacıyla 2010 yılında AB 

destekli koyun ve keçilerin PPR aşısıyla aşılanması projesini başlatmıştır (Genelge, 

2010/02). Bu projede kullanılan aşı suşunun (Nigeria75/1) genetik hat I’de yer aldığı 

bilinmektedir (Luka ve ark., 2011; Muniraju ve ark., 2013). 

PPR enfeksiyonları klinik teşhis yönüyle benzer semptom gösteren diğer 

vakalarla karışabilmektedir. Hastalıkla mücadelede PPRV’nin laboratuvar tanısında 

uygulanacak metotların etkinliği, PPR vakalarının kontrol altına alınması ve hastalık 

nedeniyle oluşabilecek ekonomik kayıpların en az seviyede tutulması açısından oldukça 

önemlidir. Yapılan çalışmalarda, klinik semptomlara bağlı olarak oluşan PPR 

şüphesinin laboratuvar tanısı ile kesinleştirilmesi gerektiği tavsiye edilmiştir (OIE, 

2004; Parida ve ark., 2015). 

Moleküler metot modifikasyonları PPRV’nin rutin tanısında yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Forsyth ve Barrett, 1995; Balamurugan ve ark., 2006; Bao ve ark., 

2008; Kerur ve ark., 2008; Kwiatek ve ark., 2010). Son yıllarda, PZR ürünleri ve 

denatürasyonlarının incelenmesinde floresan sistemlerin geliştirilmesi ile birlikte 

hassas ve spesifik sonuçların elde edildiği farklı tespit metotları geliştirilmiştir 

(Hanson ve Ballantyne, 2013; Iacumin ve ark., 2015; Villinger ve ark., 2017). HRM 
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analizleri PZR ürünleri denatürasyonunun incelenmesi prensibini temel alan yüksek 

kapasiteli, güvenilir ve hızlı bir metottur (Corbett Life Science, 2006; Ghorashi ve 

ark., 2011; Varillas ve ark., 2011; Daniels ve ark., 2015; Draht ve ark., 2016; Sun ve 

ark., 2016). Kolay uygulanabilen HRM analizleri, enfeksiyon etkenlerinin hassas ve 

etkin tespitine ve bu sayede salgın hastalıkların kontrol edilmesine olanak 

sağlamaktadır (Hewson ve ark., 2009; Ghorashi ve ark., 2011; Akiyoshi ve ark., 2013; 

Lin ve ark., 2014).  

PPRV’nin hızlı ve etkin laboratuvar teşhisinin; salgınların kontrolü, aşılama ve 

karantina gibi tedbirlerin ivedilikle uygulanması ve neden olacağı ekonomik kayıpların 

önüne geçilmesi açısından önemli olduğu bildirilmiştir (OIE, 2004; Diallo, 2006; 

Kumar ve ark., 2014-1; Parida ve ark., 2015). Çalışmamızda geliştirilen gerçek 

zamanlı RT-PZR ile kombine HRM metodu sayesinde, PPRV’nin doğal enfektif saha 

suşlarının tespiti ve aynı zamanda aşı ve saha suşlarının moleküler ayrımının (genetik 

hat farklılıklarının tespiti) yapılması amaçlanmış, hastalığın kontrol ve eradikasyonuna 

katkı sağlanması hedeflenmiştir. Ayrıca kısmi dizin analizi, soyağacı ve network 

analizlerinde PPRV (F gen) ile ilgili güncel veriler elde edilmiştir. 

Konya ve çevresinden (Aksaray, Antalya, Burdur, Niğde, Isparta) PPR 

şüphesiyle Konya Veteriner Kontrol Enstitüsü Müdürlüğü’ne gelen ve gerçek zamanlı 

RT-PZR ile PPRV pozitif olarak değerlendirilen 45 adet (32 koyun ve 13 keçi) küçük 

ruminanta ait kan ve doku örneklerinde, birçok araştırmacı tarafından önerilen (Gibbs 

ve ark., 1979; Özkul ve ark., 2002) Vero daimi hücre hattı kullanılarak hücre kültürü 

izolasyon çalışması yapılmıştır. Virusun hücre adaptasyonu düşük olduğundan (OIE, 

2012) 3 adet örnekten virus izole edilmiştir. 

CPE görülen örneklerin gerçek zamanlı RT-PZR analizlerinde; PPRV N gen 

(Batten ve ark., 2011) ve F gen (bu çalışmada uygulandı) spesifik RNA, stok 

inokulumları ile uyumlu olarak pozitif bulundu. Diğer kör pasajlarda CPE saptanmadı 

ve inkübasyonu takiben yapılan gerçek zamanlı RT-PZR’de pozitif sonuç tespit 

edilmedi. Bu çalışmada tespit edilen bulgular Albayrak ve Alkan (2009) ve Tarakcı 

(2014) (Slam reseptörü işaretli Vero)’nın çalışmalarında elde ettikleri bulgular ile 

uyumlu bulundu. 

Konvansiyonel ya da gerçek zamanlı RT-PZR’de yapılacak araştırmanın niteliği 

ve hedeflenen gen bölgesi dikkate alındığında, primer tasarımının önemli olduğu 

görülmektedir (Forsyth ve Barrett 1995; Kwiatek ve ark., 2010; Batten ve ark., 2011). 

HRM ile kombine RT-PZR’de kullanılan primer çifti, PPRV genetik hat tespitinde daha 
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önce yapılan bir çok çalışmada olduğu gibi F geni dikkate alınarak tasarlandı (Çizelge 

3.3.) (Forsyth ve Barrett, 1995; Couacy-Hymann ve ark., 2002; Özkul ve ark., 2002; 

Güler ve ark., 2014). Primerlerin en uygun bağlanma sıcaklığının 0.4 pmol/μl primer 

konsantrasyonunda 55 °C olduğu tespit edildi (Şekil 4.4.). 

Saha örneklerinin PPRV spesifik moleküler tanımlamasında, gerçek zamanlı 

(Batten ve ark., 2011) ve konvansiyonel (Forsyth ve Barrett, 1995) RT-PZR’de 

tamamen uyumlu sonuçlar elde edildi ve tüm örnekler PPRV pozitif tespit edildi (Şekil 

4.2. ve 4.3.). HRM ile kombine uygulanan gerçek zamanlı RT-PZR analizlerinde de 

benzer şekilde tüm örnekler pozitif bulundu (Şekil 4.5.). 

Gerçek zamanlı RT-PZR’nin hemen ardından aynı reaksiyon tüpü içerisinde 

HRM analizleri gerçekleştirildi. Rotor-Gene Q series software version 2.3.1 (Build 49) 

modülü kullanılarak HRM normalizasyon (Normalised Graph), genotiplendirme 

(Genotypes Analysis) ve Tm derecelerinin referans alındığı erime eğrisi (Melt Curve 

Analysis) analizleri yapıldı. Analiz verilerine göre aşı suşu ve saha suşlarında net bir 

ayrım gözlemlendi ve çalışılan suşların tamamının doğal enfektif saha suşu (genetik hat 

IV) olduğu tespit edildi (Şekil 4.10., 4.11. ve 4.12.). HRM tespitleri ile RFLP RT-PZR 

(Güler ve ark., 2014) karşılaştırılmış ve her iki metodun da sonuçları yönüyle uyumlu 

olduğu gözlemlenmiştir (Şekil 4.13.). 

Viral hastalık etkenlerinin dizin ve filogenetik analizleri, etkenin genetik 

yapısıyla ilgili detaylı bilgiye ulaşılması, virus hareketlerinin takip edilmesi ve 

salgınlarda etken kaynağını göstermesi açısından önemli moleküler metotlardır. Bu 

metotlar kullanılarak PPRV’nin teşhisi ve moleküler epidemiyolojisine yönelik birçok 

çalışma yapılmıştır (Luka ve ark., 2011; Munir ve ark., 2012a; Muniraju ve ark., 2013; 

Libeau ve ark., 2014). 

Bu çalışmada yapılan dizin analizinde, Forsyth ve Barrett’in (1995) bildirdiği 

448 bç’lik bölge (PPRV F gen) hedeflendi. Dizin analiz sonucuna göre, aşı suşu ve saha 

suşlarının nükleotid değişimlerine ilişkin yapılan analizlerinde aşı ve saha suşları 

arasında %93.3-94.5 oranında, saha suşlarının kendi aralarında %99.2-100 oranında 

benzer oldukları tespit edilmiştir (Şekil 4.14.). Bu durum PPR virus popülasyonu F gen 

nükleotid yapısının yüksek oranda homolog olduğunu göstermektedir. 

PPRV’nin filogenetik analizleri ile tespit edilen dört genetik hattı mevcuttur 

(Özkul ve ark., 2002; Balamurugan ve ark., 2010b; Munir ve ark., 2012a; Kumar ve 

ark., 2014-1). Temsili olarak seçilen 6 adet saha suşu ve genetik hatları gösteren 

referans dizinlerin Neighbor-joining metodu kullanılarak oluşturulan soyağacında, saha 
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suşlarının IV. genetik hat içinde yer aldığı tespit edilmiştir (Şekil 4.16.). Türkiye’nin 

farklı bölgelerinden bildirilen PPRV suşları ile oluşturulan soyağacında ise bölgesel bir 

ayrım olmadığı ve suşların aynı genetik kümede yer aldıkları belirlenmiştir (Şekil 

4.17.). Türkiye’de izole edilen PPRV suşları ile yapılan birçok çalışmada, ülkemizde 

sirküle olan PPRV’nin IV. genetik hatta yer aldı rapor edilmektedir (Özkul ve ark., 

2002; Dağalp ve Sait, 2013; Tarakcı, 2014). Network analizinden elde edilen veriler, 

diğer ülkelerden bildirilen PPRV suşları referans alınarak oluşturulan soyağacı ile 

uyumlu olarak çalışma suşlarının IV. genetik hatta yer aldığını göstermektedir. Ayrıca 

bu suşların ülkemizde sirküle olan diğer suşlar gibi Egypt_2009, Iraq_2000a, Iraq_2002 

ve A37/10 02 suşları ile yakın ilişkili olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.18.). Buna göre, 

daha önce yapılan filogenetik çalışmalar ve bu çalışmada ortaya koyulan bulgularla 

benzer sonuçlar elde edildiği görülmektedir (Abubakar ve ark., 2011; Munir ve ark., 

2012a; Munir ve ark., 2012b; Dağalp ve Sait, 2013; Kumar ve ark., 2014-1; Tarakcı, 

2014). 
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5. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 

Çalışmamızda tasarlanan primerler ile yapılan gerçek zamanlı RT-PZR ve HRM 

analiz bulgularının, karşılaştırma yapılan diğer metotların sonuçları ile uyumlu olduğu 

görülmüştür. Buna göre, saha suşlarının tamamı PPRV IV. genetik hatta yer almaktadır. 

HRM analizinin kapalı bir sistem olarak PZR ile aynı reaksiyon ortamında 

uygulanması ve PZR ürünlerinin pürifiye edilmeden analiz sonucunun kısa sürede elde 

edilmesi, etken tespiti açısından önemli bir avantajdır. PPRV’nin aşı ve saha suşlarında 

böyle bir metotla ayrım yapılması rutin teşhiste aşıya bağlı olarak oluşabilecek yanlış 

değerlendirmelerin önüne geçecektir. 

Konya ve çevresinde Koyun ve Keçi Vebası Hastalığının varlığı devam 

etmektedir. Hastalığa karşı koruyucu tedbirler (hayvan barınak ve pazar yerleri, hayvan 

sevkleri vb. gibi) ile aşılama çalışmalarına titizlikle devam edilmesi gerektiği 

düşünülmektedir. 

Bu çalışmada optimize edilen ve gerçek zamanlı RT-PZR ile kombine 

uygulanan HRM analizi; klinik örneklerde PPRV F gene spesifik nükleik asit tespitinin 

yanında, aşı ve saha suşlarını ayırmada etkili ve hassas bir yöntem olarak laboratuvar 

rutinine adapte edilebilir. Bu sayede hastalığın kontrol ve eradikasyonuna katkı 

sağlacağı öngörülmektedir. 
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