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Koyun ve Keci Vebasi (Peste des Petits Ruminants; PPR) genellikle yiiksek ates, depresyon,
g0z-burun lezyonlari, nekroze-eroziv stomatit, enterit, solunum sistemi semptomlari, pis kokulu ishal ve
oliim ile karakterize; yilksek morbidite ve mortalite ile seyreden bulasici bir viral hastaliktir. ilk olarak
1942 yilinda Fildisi Sahilleri’nde tanimlanmis ve daha sonraki yillarda Afrika’nin dogusu, Arap
Yarimadasi, Orta Dogu ve Giiney Dogu Asya’da bildirilmistir. Hastalik Tirkiye’de, ilk kez resmi
olarak Eyliil 1999°da rapor edilmistir.

PPR virusu (PPRV), Paramyxoviridae ailesinin Morbillivirus genusunda yer alir. Tek bir serotipi
bulunan virusun; fiizyon (F) ve niikleokapsid (N) gen sekanslarinin referans alindigi filogenetik
analizlerinde dort genetik hatta ayrildigi goriilmektedir. Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden izole edilen
PPRYV suslartyla yapilan ¢alismalarda, bu suslarin IV. genetik hatta yer aldig1 tespit edilmistir. Ulkemizde
hastalikla miicadele kapsaminda 2010 yilindan beri asilama kampanyalar1 yapilmaktadir. Kullanilan a1
susu (Nigeria75/1) genetik hat I’de yer almaktadr.

PPRV’nin laboratuvar teshisinde etkin ve hizli sonuglarin elde edildigi Ters Transkriptaz
Polimeraz Zincir Reaksiyon - RT-PZR (Reverse transcriptase polymerase chain reaction)
modifikasyonlart rutin tanida diger teshis metotlarimin yerini almigtir. PZR Urlnleri ve
denatirasyonlarinin incelenmesi; hassas ve 6zgin sonuclar verebilen floresan sistemler, teknolojik
yenilikler ve molekiiler ¢alismalar sayesinde gelisim siirecine devam etmektedir. Yiksek kapasiteli,
giivenilir ve hizli bir yéntem olan Yuksek Cozinurlikli Erime Analizi (High Resolution Melting —
HRM), gercek zamanli PZR ile kombine uygulanabilen bir yéntemdir. HRM analizleri ile mutasyon
taramasi ve genotiplendirme basta olmak iizere molekiiler diizeyde bir¢ok ¢aligma yapilmaktadir.

Bu caligmada, PPRV’nin dogal enfektif saha suslart ile a1 susunun F gen bazli molekiiler
ayrimimna yonelik gergek zamanli RT-PZR ile kombine HRM analizi gelistirilmistir. Bu sayede PPRV’nin
laboratuvar teshisinde yeni bir yaklasimla hastaligin kontrol ve eradikasyonuna katki saglanmasi
hedeflenmistir.

Anahtar kelimeler: F gen, Gegek Zamanlit RT-PZR, Genetik Hat 1V, HRM, Kug¢ik Ruminant
Vebasi
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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 | (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.

Keywords: F gene, Real-time RT-PCR, Lineage 1V, HRM, Peste des Petits Ruminants
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1. GIRIS

Kiigiik Ruminant Vebasi (Peste des Petits Ruminants; PPR) koyun ve kecilerde
yuksek morbidite ve mortalite ile seyreden bulasici viral bir hastaliktir (Gargadennec ve
Lalanne, 1942; Braide, 1981; OIE, 2004). Hastalik birgok Asya ve Afrika Ulkesinde
gorulmektedir. PPR Tiirkiye’de ilk kez resmi olarak Eyliil 1999°da rapor edilmistir
(OIE, 1999). PPR genellikle yiiksek ates, gbéz-burun akintisi, nekrotik stomatitis,
enterit, pndmoni, pis kokulu ishal, depresyon ve olumle karakterizedir (OIE, 2013).
Hastalik etkeni olan Peste des Petits Ruminants Virusu (PPRV), Paramyxoviridae
ailesinin Morbillivirus genusunda yer alir (Barrett ve ark., 2006). Tek bir serotipi
bulunan PPRV nin, flizyon (F) ve nlkleokapsid (N) gen sekanslarinin referans alindigi
filogenetik analizlerinde, dort genetik hatta ayrildigi goriilmektedir (Balamurugan ve
ark., 2010b; Munir ve ark., 2012a). Yapilan ¢alismalarda, Tiirkiye’de sirkile olan PPRV
suslarmin 1V. genetik hatta yer aldig: tespit edilmistir (Ozkul ve ark., 2002; Dagalp ve
Sait, 2013; Guler ve ark., 2014; Tarakc1, 2014).

Koyun ve Kegi Vebasi’nin goriildiigii Ulkelerde, hastalikla miicadele kapsaminda
asilama calismalarinin yapildigi bilinmektedir (Santhosh ve ark., 2013). Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi Koyun ve Keg¢i Vebasi Hastaligina karst daha etkin ve hizli
mudahale edilebilmesi ve hastaligin kontrol altina alinabilmesi amaci ile 2010 yilinda
AB destekli koyun ve kegilerin PPR asisiyla asilanmasi projesini baslatmistir (Genelge,
2010/02). Bu projede kullanilan as1 susu (Nigeria75/1) genetik hat I’de yer almaktadir
(Luka ve ark., 2011; Muniraju ve ark., 2013).

PPRV’nin laboratuvar tanisinda uygulanacak metotlarin hassas, spesifik ve hizli
olmasi, hastaligin kontrol altina alinmasi ve ekonomik kayiplarin en az seviyede
tutulmasit icin olduk¢a Onemlidir. Klinik semptomlara bagli olarak PPRV
enfeksiyonundan siiphe edilse dahi kesin teshis i¢in laboratuvar tanisinin konulmasi
gereklidir (OIE, 2004; Parida ve ark., 2015).

Son yillarda molekiiler biyolojik metotlar PPRV’nin rutin laboratuvar
tanisinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Kerur ve ark., 2008; Batten ve ark., 2011,
Polci ve ark., 2015). PPRV’nin ger¢ek zamanli RT-PZR (reverse transcription
polymerase chain reaction — RT-PCR) ile molekiiler tanimlanmasina yo6nelik
yapilan ilk ¢alisma Bao ve ark. (2008) tarafindan bildirilmistir. Spesifik problarin
kullanildig1 gergek zamanli RT-PZR ile sekans analizine gerek kalmadan sonuclar
alinabilmektedir (Polci ve ark., 2015).



PZR drlnleri ve denatiirasyonlarinin incelenmesi; hassas ve spesifik
sonuclar veren floresan sistemler, teknolojik yenilikler ve molekiiler ¢alismalar
sayesinde gelisim siirecine devam etmektedir (Hanson ve Ballantyne, 2013;
lacumin ve ark., 2015; Villinger ve ark., 2017). Ylksek kapasiteli, giivenilir ve hizli
bir yontem olan Yiksek Cozunuarlukli Erime Analizi (High Resolution Melting —
HRM), gercek zamanli PZR ile kombine uygulanabilen bir yontemdir. HRM ile
mutasyon taramasi ve genotiplendirme basta olmak iizere; genetik haritalama,
assosiyasyon calismalari, DNA metilasyon, aday gen taramasi, populasyon veya alt
grupta allel yaygmliginin belirlenmesi, heterozigotluk kaybinin taranmasi, DNA
parmakizi analizi, haplotip bloklarinin karakterizasyonu, tiir tanimlanmasi, HLA
tipleme, somatik mutasyon oranlarimin belirlenmesi gibi birgok ¢alisma ile
molekiiler ayrim yapilmaktadir (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 sonuglarin elde edildigi uygun maliyetli bir
metottur. Yapilan ¢alismalarda, ger¢ek zamanli PZR ile kombine uygulanan HRM
analizlerinin enfeksiyon etkenlerinin molekiiler tanimlamasina olanak sagladigi
ifade edilmistir (Hewson ve ark., 2009; Ghorashi ve ark., 2011; Bester ve ark., 2012).

Bu calismada; ger¢ek zamanli RT-PZR ile PPRV (F gen) spesifik nikleik asit
tespiti ve PPRV’nin as1 susu (genetik hat 1) ile dogal enfektif saha suslarinin (genetik
hat 1IV) F gen bazli molekiiler ayrimimi gergeklestirebilen HRM metodunun

gelistirilmesi amaclanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Koyun ve Keci Vebasi1 Hastaligi

2.1.1. Hastaligin tanimi ve 6nemi

Koyun ve Keg¢i Vebasi genellikle yliksek ates, depresyon, géz-burun lezyonlari,
nekroze-eroziv stomatit, enterit, solunum problemi semptomlari, pis kokulu ishal ve
6lum ile karakterize 6nemli bir viral hastaliktir (OIE, 2013). PPR ilk olarak 1942 yilinda
Fildisi Sahilleri’nde pseudorinderpest, kata, pneumoenteritis kompleks ve stomatitis
pneumoenteritis sendromu gibi isimlerle tanimlanmistir (Gargadennec ve Lalanne,
1942; Braide, 1981). Hastaligin seyri perakut, akut veya subakuttur (OIE, 2013).
Mortalite ve morbidite oranmin yiiksek olmasi ve ekonomik kayiplara neden olmasi
sebebiyle Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanliginin ilgili birimlerine bildirimi zorunlu
bir hastaliktir (Resmi gazete, 1997; 2012).

Guney-Dogu Asya ve Afrika’da istihdam ve surddrulebilir tarim i¢in buylk
O6neme sahip ciftlik hayvani yetistiriciligi, diinya genelinde tarimsal gelirin yaklasik
%40’1in1 olusturur. PPR salginlari, gortldigi iilkelerde tarimsal iiretimde Onemli
ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Taylor ve ark., 2005; Abubakar ve ark., 2011,
Santhosh ve ark. 2013; Kumar ve ark., 2014-1). Ulkemizde yapilan g¢aligmalarda
PPRV’nin kiigiikbas hayvan yetistiriciligi i¢in potansiyel bir tehtit olduguna dikkat
cekilmistir (Ozkul ve ark., 2002; Yesilbag ve ark., 2005; Batten ve ark., 2011).

Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), Tiirkiye'nin de aralarinda bulundugu bir¢ok
ulkede (Giney Afrika, Asya, Cin ve Giliney Avrupa) mevcut kiigiikbas hayvan
populasyonunun %63’tiniin PPR enfeksiyon riski tasidigini ve hastaligin yakin
bolgelere hizli bir sekilde yayildigini rapor etmistir (FAO, 2009; Libeau ve ark., 2014).
OIE ve EMPRES (Gida ve Tarim Orgiitii Acil Onleyici Sistem), hastaligin kontrolii
caligmalarini fakirlikle miicadele programlarinda temel hedef olarak belirlemistir
(FAO, 2009; OIE, 2015).

PPR’nin goriildigi Ulkelerde hastalikla miicadele kapsaminda asilama
kampanyalar1 yapilmaktadir. Asilama ve koruyucu 6nlemlere ragmen, hastalik kicik
ruminant yetistiriciligi icin biiyiik bir risk faktorii olmaya devam etmektedir (Ozkul ve
ark., 2002; Abubakar ve ark., 2011; Batten ve ark., 2011; Santhosh ve ark., 2013).



2.1.2. Hastaligin bulagsmasi

Enfeksiyonun en 6nemli bulasma yolu, atesli donemdeki hasta hayvanlarin
surl icerisinde diger duyarli hayvanlarla olan yakin temasidir (Braide, 1981). Virus
Klinik belirtiler ortaya ¢ikmadan 6nce oral, nasal, konjunktival akint1 ve idrar yoluyla
sacilmaktadir (Bundza ve ark., 1988). Yapilan caligmalar enfekte kecilerden alinan
rektal svap ve sdrlntiden RT-PZR ile PPRV tespit edilmesi sayesinde, hayvan
digkilarinin virusun gevreye sagilmasi ve enfeksiyon olusumunda onemli bir kaynak
oldugunu gostermistir (Abubakar ve ark., 2012; Kumar ve ark., 2014-1).

Kontamine altlik, suluk ve materyallerin virusun bulagma ve yayilmasinda rol
aldig1 dikkate alindiginda, hastalikla etkin miicadele ve biyogiivenlik agisindan enfekte
hayvan atiklarinin dezenfekte edilmesi gerektigi tavsiye edilmektedir (Kumar ve ark.,
2014-1). Kontrolsliz yapilan hayvan sevkleri, hayvan pazarlarindaki bulagma, barinak
hijyen sartlarinin iyi olmamasi1 ve mevsimsel etkenler gibi birgok cevresel faktor,
hastaligin bulagmasi1 ve bolgesel olarak yayilmasina neden olmaktadir (Abubakar ve

ark., 2011).

2.1.3. Klinik belirtiler

Enfeksiyon perakut, akut ve subakut formlarda seyredebilir. Enfeksiyonun
seyrinde hayvanin tirl, yasi, alinan virusun virulens ve miktar1 ile sekonder
enfeksiyonlarin belirleyici rolii vardir. Virusun inkubasyon suresi 2-7 gindir ve
viremi donemi 3-5 giin devam etmektedir (OIE, 2013).

Hastaligin perakut formunda, inkiibasyondan sonra 40-42 °C ye kadar yiikselen
ates ve klinik semptomlar ile 2-4 giin ig¢inde siddetli bir ishal baslar ve kollaps
sonucu o6lumler gorulir. Perakut formda morbidite %100, mortalite %90°dir (OIE,
2004).

Hastaligin belirgin klinik semptomlar1 akut formda ortaya ¢ikar (Diallo,
2006). inkiibasyon periyodunu takiben 5-7 giin icerisinde ani 1s1 artis1 (39.5-41 °C),
gOzler ve burunda ser6z akinti, depresyon, istahsizlik, halsizlik ve agizda kuruluk
semptomlar1 ile kendini gosterir (Ahmad ve ark., 2005). Atesli doénemi atlatan
hayvanlarin géz ve agiz mukozalarinda kizariklik meydana gelir (Bundza ve ark.,
1988). Epitelyal dokuda olusan nekrozlar dilin istiinde, yanaklarin i¢ kisminda,
dudaklarda, damakta, dis etlerinde toplu igne bas1 biiyiikliigiinde grimsi renkte odaklar



seklindedir ve bu odaklar zamanla artarak birlesir. Agiz mukozasinin goriinimii
tamamen degisir ve salya artisi gozlenir. Hastaligin ilerleyen evrelerinde, agizdan
karakteristik pis bir koku yayilmaktadir (FAO, 1999).

Akut formda; hizli, hiriltili ve thoracoabdominal solunum ile solunum
glicliigiine bagl olarak bas ve boyunu ileri uzatma, burun deliklerini agcma, dili
disar1 ¢ikarma ve hafif iniltili bir 6ksiiriikle beraber sallantili yiiriiyiis gozlemlenir.
Atesden 2-3 giin sonra ishal, dehidrasyon, zayiflama ve bitkinlik semptomlar1 ortaya
cikar. Hayvanlarin ¢ogunda ates basladiktan 10-12 gin sonra 6lim sekillenir.
Enfeksiyonun gebe hayvanlarda yavru atiklarna sebep oldugu bilinmektedir (OIE,
2015).

PPR’nin subklinik formunda belirgin klinik semptomlar ortaya ¢ikmaz. Hafif
sekilde seyreden solunum sistemi bozukluklar1 ve ara sira ylikselip inen ates disinda
onemli bir klinik belirti yoktur (Gul ve ark., 2006).

PPRV lenf ve epitel hicrelerine affinite gosterir. Bu dokularin yogun oldugu
organ ve sistemlerde siddetli lezyonlara neden olur (Abraham, 2005). Viral
enfeksiyonlarda immun yanit 3-4 giinde gelisen noétralizan antikor ile baslamakta ve
gelisen immun yanit aktifleserek virusu konaktan temizlemeye ¢alismaktadir (Munir ve
ark., 2012b). PPRV immunsupresyon olusturur ve hastaligi atlatan ya da asilanan
hayvanlarda gucli bir hicresel ve humoral immun yanit sekillenir (Rajak ve ark., 2005;
Santhosh ve ark., 2013).

2.1.4. Hastahiga kars1 koruyucu as1

[k olarak Nigeria75/1 susundan uretilen attenue canli as1 ile baslayan as1 iiretme
calismalarinda basariya ulagilamamistir (Gilbert ve Monnier, 1962; Benazet, 1973). Bu
nedenle PPRV ve Rinderpest virus (RPV) arasindaki antijenik yakinlik dikkate alinarak,
hastaliktan korunmak i¢in attenue RP (Rinderpest) asist kullanilmistir. Yapilan
analizlerde, PPRV’ye kars1 notralizan antikor olusmadig, fakat bu asiin 1-3 yil streyle
koruma sagladig1 goriilmiistiir (Taylor, 1979). Bu durum her iki virusun F proteinlerinin
%80 oraninda benzerlik gostermesine bagli olarak, asilanan hayvanlarda F proteine
kars1 olusan antikor yanmitinin, PPR enfeksiyonuna bagisiklik olusturdugunu
diistindiirmiistiir (Diallo ve ark., 2007). Daha sonraki yillarda Nigeria75/1, Arasur ve
Sungri suslarmin Vero hicre kiltirinde yapilan attenue asi iiretme c¢aligmalarinda

basariya ulasilmigtir (Diallo ve ark., 1989; Santhosh ve ark., 2013). Bu asilarin gebe



koyunlarda giivenli oldugu ve 6 yil koruma sagladig: bildirilmistir (Rajak ve ark., 2005;
Sen ve ark., 2010; Santhosh ve ark., 2013).

2.1.5. Tiirkiye’de koyun ve keci vebasi

PPR, Tiirkiye’de ilk kez resmi olarak Eyliill 1999’da rapor edilmistir (OIE,
1999). Fakat Algigir ve ark. (1996) patomorfolojik ve immunohistolojik olarak,
Tatar (1998) virolojik olarak enfeksiyonu daha Once gostermistir. Yapilan saha
calismalari ile endemik oldugu belirtilen PPR’nin, epidemiyolojisi desteklenmistir
(Tatar ve Alkan, 1999; Ozkul 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 Gir, 2010). Ulkemizde sirkiile olan PPRV suslarmin molekiiler
tanimlamas1 ve filogenetik arastirmasina yonelik ¢alismalar mevcuttur (Dagalp ve

Sait, 2013; Guler ve ark., 2014; Tarakc1, 2014).

2.2. Viral Yapi

2.2.1. Simiflandirma

PPRV, Mononegavirales takiminda bulunan Paramyxoviridae ailesinin
Paramyxovirinae alt ailesinde bulunan Morbillivirus genusunda yer alir (Barrett ve ark.,
2006). Morbillivirus genusunda bulunan viruslarin insan ve hayvanlarda Onemli
hastaliklara neden oldugu bilinmektedir (Taylor ve ark., 2005).

PPRV segmentsiz, negatif polariteli, tek zincirli, linear RNA’l1 bir virustur.
Replikasyon islemi konak hicrenin sitoplazmasinda gergeklesir (Murphy ve ark., 1999).
Virusa pleomorfik (siferik ve filamentdz) seklini virionu saran lipid yapidaki zarf verir.
Virusun yarilanma 6mrii 37 °C de 2 saattir ve donmus dokularda uzun siire canliligini
koruyabilir (OIE, 2009).

2.2.2. Viral proteinler
PPR virusu 400-500 nm c¢apindadir ve elektron mikroskobunda karakteristik

olarak baliksirt1 (herring-bone) gorinimine sahiptir. Helikal niikleokapsidi saran lipid

yapidaki zarf ile birlikte pleomorfik bir partikiil seklinde gorulen iki yapisal {initeden



meydana gelir. Virus zarfinin lipid yapisi konak hiicreden kdken almaktadir. Bu yapinin
konak hticreye tutunmada (hemaglutinasyon protein-H) ve hiicreye girisinde (fiizyon
protein-F) aracilik eden iki adet glikoproteini bulunmaktadir (Bossart ve ark., 2013). H
ve F glikoproteinleri negatif boyama ile gorlntilemede 8-12 nm boyunda zarfin
yuzeyinde bulunan ¢ikintilar (spike) seklindedir (Gibbs ve ark., 1979; Barrett, 1999;
Lamb ve Kolakofsky, 2001).

Tek zincirli formda olan RNA genomu 15948 nilkleotid (nt) uzunlugundadir.
PPRV 6 yapisal ve 2 yapisal olmayan 8 proteini kodlayan 6 transkripsiyonel iiniteden
olusur (Sekil 2.1.). Bu gen bolgeleri, RNA’ya bagli olan Nuikleoprotein (N),
Fosfoprotein (P), Polimeraz-Large proteini (L), Matrix proteini (M), Flzyon
glikoproteini (F) ve Hemaglutinin glikoproteini (H) yapisal proteinlerini; C ve V yapisal
olmayan proteinlerini kodlar (Bailey ve ark., 2005). Sitoplazmada replike olan
Paramyxoviruslar, konak hiicre ¢ekirdeginde bulunan enzimlere ulasamadigindan kendi
MRNA transkripsiyonunu gergeklestiremez (Taylor ve ark., 2005).

Tek bir serotipi bulunan PPRV’nin, mevcut izolatlarinin F ve N proteinleri
ile yapilan kismi sekans analizlerinde 4 farkli genetik hatt1 (lineage) belirlenmistir
(Munir ve ark., 2012a). Hat 1, 1970’li yillarda Afrika’dan izole edilen viruslari
(Nijerya 75/1, 75/2, 75/3, 76/1, Senegal), hat 2 ise 1980’li yillarda Afrika’dan izole
edilen viruslar1 (Ivory Coast/89, Guinea 91) igerir (Luka ve ark., 2011; Munir ve
ark., 2012a). Hat 3, Afrika ve Asya kitalarinda ortak bulunan viruslar1 (Oman 72
Dorcas, Oman 72 lIbri, Oman 83, India 92, Sudan 72, Etiyopya 96), hat 4 ise Asya
viruslarmi (Banglades 93, Israil 94, Iran 94, Nepal 95, India 94 UP, India 94 MAH,
India 94 RAJ, Pakistan 94, Suudi Arabistan 94, Turkiye 96, India 96 Bengal, India
96 Orissa, Tirkiye 00) icerir (Dhar ve ark., 2002; Ozkul ve ark., 2002; Abraham,
2005; Couacy-Hymann ve ark., 2005). Bununla birlikte N geni sekans verilerine
gore hat 4’in aym donemlerde Afrika’da (Kamerun-1997) da gorildigi
bildirilmistir. Son salginlar arastirildiginda genetik hat 4 viruslarmin Asya, Afrika
ve Ortadoguda yeni bdlgelere yayildigir (Cin (2007), Fas (2008), Cezayir (2011),
Tanzanya (2012), Demokratik Kongo Cumhuriyeti (2012), Angola (2012), Komor
Adalar1 (2012)) rapor edilmistir (Libeau ve ark., 2014).

PPRYV 1s1, giines 15181 ve ultra viyole (UV) 1sinlart ile asit (pH<4) ve alkali
cOzeltilere (pH>10) kars1 oldukga duyarhidir. Diisiik 1s1 ve yiksek nemli ortamlarda
enfeksiyozitesini surdurebilir. Lipoprotein yapidaki virus zari, lipofilik dezenfektan

ve yag eriticilere kars1 oldukca hassastir. Alkol, eter, fenol gibi yag ¢oziiciiler ve



%2-5’lik NaOH c¢ozeltisi dezenfektan olarak kullanilabilir. Virus enfekte
karkaslarda laktik asit olusumunu engellediginden, O6limden sonra lenf
yumrularinda 4 °C’de 8 gun enfeksiyozitesini koruyabilir (OIE, 2009).

PPRV duyarli hiicre kiiltirlerinde sitopatik etki (CPE) yapmaktadir. F
glikoproteinin hiicre zarmi eriterek olusturdugu sinsityal dev hucreler, viral
replikasyon sirasinda olusan intra-sitoplazmik ve intra-nuklear inkltzyon
cisimcikleri tespit edilen CPE sekilleridir. Duyarli hiicre kiiltiirlerinde, CPE
olusumunun 3-19 giin arasinda degistigi bildirilmistir (Gibbs ve ark., 1979).

(b)

O Nucloocapsid protain (N)

O Phosphoprotein (P)
@ Matiix protein (M)

[] Fusion protoin (F)

F Haomagglutinin protein (H)

O Polymoraso (L)

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

2.2.2.1. Yapasal viral proteinler
2.2.2.1.1. Nukleoprotein (N protein)

N proteini virion ve enfekte hucrede en ¢ok bulunan, segmentsiz negatif
polariteli major viral proteinidir. Viral nikleik asidi sararak genomu sekillendirir ve dis
etkenlerden korur. Hiicre i¢i enzimlere karsi oldukga hassas olan bu protein,
imminitenin olusmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Rima, 1983; Diallo ve ark.,
1987; Bailey ve ark., 2005). N proteini virusun enkapsidasyon, replikasyon ve
transkripsiyonu icin P ve L proteinleri ile ribonikleoprotein kompleksini
olusturmaktadir (Maclachla ve Dubovi, 2011).



Poliakrilamid jel elektroforezde 58 KDa molekiiler agirliga sahip oldugu tespit
edilen N proteini, tim genom diziliminde 55-1744 niikleotid araliginda yer almaktadir
(Parida ve ark., 2015). Bu protein transkripsiyon semasinda ilk bélgedir ve 3" ucunda
107 nikleotidden olusan transkripsiyonu baslatan 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 bagimli RNA polimeraz (RNA Dependent RNA
polymerase- RARp) sentezlenmesinde gorev alir (Taylor ve ark., 2005; Maclachla ve
Dubovi, 2011). Yapisal olmayan proteinlerin sentezlenmesi bu proteinin alternatif
okuma bolgelerinde gergeklesmektedir (EU267273). Tim genom diziliminde 1748-
3402 nikleotid araligindadir ve poliakrilamid jel elektroforezde 55 KDa molekuler
agirliga sahiptir (Parida ve ark., 2015).

2.2.2.1.3. Polimeraz protein (Large-L protein)

Polimeraz proteini (L protein) PPRV proteinleri igerisinde yapi olarak en
blyugidir. L proteini polimerizasyon aktivitesinin yan1 sira poliadenilasyon,
metilasyon ve kep formasyonu (Capping) fonksiyonlarma sahiptir (Lamb ve
Kolakofsky, 2001). Polimeraz protein, co-factor olan P proteini ile iliskili oldugunda
RdRp aktivasyonu olusturabilir (Taylor ve ark., 2005). Tum genom diziliminde 9266-
15908 niikleotidleri arasinda 6552 adet niikleotid tarafindan kodlanir ve 247 KDa
agirhgindadir (Parida ve ark., 2015). Transkripsiyonun polarize sirali dogasi ve daha
sonra azalan mRNA miktar1 nedeni ile en son transkribe olan gendir (Mc Ilhattonve
ark., 1977).

2.2.2.1.4. Matriks protein (M protein)

Matriks protein, zarf ylzeyinde bulunan glikoproteinler ile riboniikleoprotein
(RNP) arasinda koprii gorevi tstlenir. Yeni olusan viral yapinin tomurcuklanma
asamasinda onemli bir role sahiptir (Simons ve Garoff, 1980). M proteini RNA sentez

miktarinin kontroliinden sorumludur (Maclachla ve Dubovi, 2011). M proteininin



10

fonksiyonlari, burada meydana gelecek degisimlerin tolere edilemeyecegini
gOstermektedir (Abraham, 2005). PPRV’nin tim genom diziliminde 3406-4888
niikleotidleri arasinda yer alan 1008 nikleotid tarafindan sentezlenir ve 38-39 KDa
agirh@indadir (Diallo, 1990; Parida ve ark., 2015).

2.2.2.1.5. Hemaglutinasyon protein (H protein)

H proteini, virionun konak hiicreyi enfekte edebilmesi icin hiicre reseptoriine
tutunmakla gorevli olan ylzey glikoproteinidir. Paramyxoviridae ailesinin
simiflandirilmasinda kriterdir ve Paramyxovirus genusu Uyelerinde hemaglutinasyon ve
simirli néroaminidaz aktivitesi gosterir (Seth ve Shaila, 2001; Abraham, 2005). H
proteinin, humoral immun yanit ve nétralizan antikor olusumunda 6nemli rol almasi
nedeni ile Paramyxoviruslarda antijenik determinantlar agisindan baskin bir protein
oldugu bilinmektedir (Munir ve ark., 2012b). F proteinin sitoplazmaya flzyon ile
girisinde diizenleyici rol alir (Moll ve ark., 2002). PPRV genom diziliminde 7306-9262
nikleotidleri araliginda 1830 niikleotid tarafindan kodlanmaktadir ve 69 KDa
agirliktadir (Parida ve ark., 2015).

2.2.2.1.6. Fuzyon protein (F protein)

PPRV’nin konak hicre sitoplazmasina fiizyon ile gegisini saglayan yuzey
glikoproteinidir.  Sitoplazmada gergeklesen replikasyondan sonra konak hiicre
membraninda glikolize olan F proteini, komsu hiicreleri de enfekte ederek fiizyon
olusturur ve bu sekilde dev hiicreler meydana gelir (Maclachla ve Dubovi, 2011). F
proteininden, dncelikle inaktif 6ncii FO proteini kodlanir ve bu protein konak hiicresine
ait hiicresel proteaz enzimleri ile kesilip birbirine di-siilfid bagi ile bagli F1 ve F2 aktif
proteinine boltndr (Lamb ve Kolakofsky, 2001). F proteini proteaz enzimleriyle kesilip
aktif duruma geldiginde, virion enfeksiydoz forma doniisebilir (Abraham, 2005).
Konakta bagisikligin devamini saglayan nOtralizan antikorlarin olusmasindan
sorumludur (Munir ve ark., 2012b).

Olduk¢a korunmus olan F proteini, PPRV’nin tim genom diziliminde 4892-
7302 nukleotidleri arasinda yer alan 1641 adet nikleotid tarafindan sentezlenir (Parida

ve ark., 2015). PPRV ile yapilan filogenetik c¢alismalarda, hedeflenen gen
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bélgelerindendir (Ozkul ve ark., 2002; Munir ve ark., 2012a; Dagalp ve Sait, 2013;
Tarake1, 2014).

2.2.2.2. Yapisal olmayan viral proteinler

P proteininin alternatif okuma bolgelerinden iki adet yapisal olmayan C (1829-
2362) ve V (1807-2701) proteinleri sentezlenmektedir. Yapisal olmasada bu
proteinlerin enfeksiyon olusumunda 6énemli role sahip oldugu bildirilmistir (Abraham,
2005; Maclachla ve Dubovi, 2011).

2.2.3. Viral replikasyon

Paramyxoviruslar, diger bircok negatif polariteli RNA virusu gibi replikasyon
islemini konak hiicrenin Sitoplazmasinda gergeklestirir (Maclachla ve Dubovi, 2011).
Nikleokapsidin konak hiicre sitoplazmasina flizyonu ile gen ekspresyonunda gerekli
viral proteinlerin sentezlenmesi icin oncelikli olarak transkripsiyon islemi baslar (Fields
ve ark., 2007). Transkripsiyonla mRNA sentezi ve pozitif polariteli ters zincir sentezi
viral genom tizerinden gerceklestirilir. (Lamb ve Kolakofsky, 2001).

Paramyxovirus larin transkripsiyon ve replikasyonunda, genom diziliminin
terminal ucunda bulunan N geninin 52 niikleotidden olusan baslama bdlgesi ve okuma
bolgesinden (ORF-open reading frame) onceki ¢evrilmemis bolge (untranslated region-
UTR) promotor role sahiptir (Parida ve ark., 2015). RNA sentezi genomik RNA’nin 3'
ucundan baslar ve sirali-kesintisiz sentez mekanizmasi ile 6-10 farkli mRNA transkribe
edilir. Transkripsiyonu, basliklama ve poliadenilasyon sathalari takip etmektedir. N
protein konsantrasyonu kritik seviyeye ulastiginda, genomik RNA’nin 3" ucundaki
promotor sekans transkribe edilir ve N protein yeni RNA zincirine baglanir. Bu sekilde
mesaj-terminasyon sinyalleri polimeraz tarafindan gorilmez ve tam pozitif polariteli
antigenom ipligi elde edilir. Antigenom ipligi ve N protein kompleksinin
olusturulmasiyla negatif polariteli RNA sentezlenmesi baslatilir. Yeni genomik
RNA’nin olugmasinin ardindan mRNA sentezinin ikinci asamasi ile birlikte viral
proteinlerin sentez miktar1 6nemli 6lclide artmis olur (Maclachla ve Dubovi, 2011;
Kumar ve ark., 2014-2; Parida ve ark., 2015).

Transkripsiyon ve translasyon islemlerinin ardindan virion, hiicre duvarindan

glikoproteinlerini ve diger bilesenlerini temin ederek replikasyon islemini tamamlar.
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Projeni viruslari, tomurcuklanma ile sagilir ve olgun virionlarin olusumu tamamlanir

(Sekil 2.2.) (Murphy ve ark., 1995; Maclachla ve Dubovi, 2011).
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Sekil 2.2. PPRYV replikasyonu (Kumar ve ark., 2014-2)

2.3. PPRV’nin Molekiiler Metotlarla Teshisi

PPRV’nin laboratuvar tanisinda uygulanacak metotlarin hizli ve etkin olmasi,
hastaligin kontrol altina alinmasi ve ekonomik kayiplarin en az seviyede tutulmasi igin
oldukca onemlidir (OIE, 2004; Parida ve ark., 2015). PPRV’nin laboratuvar
teshisinde; antijen ve antikor tespiti, virus izolasyonu ve nikleik asit tespiti gibi
kabul goren metotlarin kullanildig: bilinmektedir (Forsyth ve Barrett, 1995; Singh ve
ark., 2004; Kerur ve ark., 2008). Son yillarda, glivenilir bir tan1 yontemi olan RT-
PZR modifikasyonlarinin rutin laboratuvar teshisinde diger metotlarin yerini aldigi

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

2008; Kwiatek ve ark., 2010; Parida ve ark., 2015).
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Gergek zamanli RT-PZR’de, floresan boyalar (SYBR-Green, EVA Green) ve
hedef sekansa 0zgiil problar kullanilarak hassas sonuc¢lar alinmaktadir (Bustin, 2000;
Bao ve ark., 2008; Kwiatek ve ark., 2010; Balamurugan ve ark., 2012). Bu metot ile
yapilan analizlerde, sekans analizine gerek kalmadan sonug elde edilebilir (Polci ve
ark., 2015). PPRV spesifik primer-prob tasariminda, hedeflenen gen bolgesinin RT-
PZR’nin verimliligini etkiledigi gorulmektedir (Bustin, 2002; Kwiatek ve ark., 2010;
Batten ve ark., 2011). Analizlerde hedef iiriin biiyiikliiginiin 100£20 baz c¢ifti (b¢)
olmasi tavsiye edilmektedir (Dinger ve Ozkul, 2015).

PPRV’nin molekiler metotlar ile tanmisinda kullanilan RNA; canli
hayvanlardan burun-géz akintisi, antikoagiilanli kan, 6len/dldurilen hayvanlardan
ise lenf nodulleri (mezenterik ve bronsiyal lenf diigiimleri), akciger, dalak ve

bagirsak mukozasindan yapilan nuklik asit ekstraksiyonu ile elde edilir (OIE, 2013).

2.3.1. Tagman oligoproplarinin ¢alisma prensibi

Tagman oligoprobu; hedef diziye 6zgil 5 ucunda raportor florokrom (6-
carboxyfluorescein =6-FAM), 3 ucunda baskilayici florokrom (6-carboxy-tetramethyl-
rhodamine =TAMRA) olarak adlandirilan ve floresan Ozelligi gosteren maddelerle
isaretli oligoproblaridir. Hibridizasyon prensibiyle calisgan Tagman oligoproplarinin
kullanildig1 ger¢ek zamanli RT-PZR analizlerinin oldukga segici, duyarli ve hizli oldugu
bildirilmistir (Balamurugan ve ark., 2010a; Kwiatek ve ark., 2010; Polci ve ark., 2015).

Hedef sekans iizerinde primerler arasinda kalan bir bolgeye yerlesen probun
c¢DNA ile hibridizasyonu devam ettigi siirece, raportor florokrom maddenin sinyal
olusturmasi 3" ucundaki baskilayici florokrom tarafindan engellenmektedir. Tag DNA
polimeraz, probun baglandig1 noktaya geldiginde reaksiyonun devami igin 5—3' niikleaz
aktivitesini kullanarak probu yikmaya baslar. Bu sayede sonddricl (quencher)
tarafindan florasan i1g1masi engellenen raportor florokrom, serbest hale gecerek sinyal
olusturur (Sekil 2.3.). Her termal dongide Gretilen Grlin miktar1 ile sinyal siddetinde
artis gozlenmektedir (Bustin, 2000; Tsai ve ark., 2012; Polinski ve ark., 2013).
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Sekil 2.3. Tagman sisteminin ¢alisma prensibi (Tagman Probes, 2016)

2.3.2. PPR virusunun RT-PZR analizlerinde hedeflenen genler

PPRV’nin RT-PZR modifikasyonlar1 ile teshisinde primer-prob secimlerinin
onemli oldugu bildirilmistir. Bu amagla F ve N genini hedefleyen primer setlerinin
tasarlandig1 bir¢ok c¢alisma mevcuttur (Forsyth ve Barrett, 1995; Couacy-Hymann ve
ark., 2002; Kwiatek ve ark., 2010; Batten ve ark., 2011). Genetik hatlarin tespitine
yonelik yapilan arastirmalarda, F ve N genleri ile birlikte M ve H genlerini hedefleyen
primer setlerinin kullanildigi bilinmektedir (Balamurugan ve ark., 2010b; Kumar ve
ark., 2014-1).

Nukleokapsid geni PPRV’de promotor bolgeye en yakin proteindir. B hicre
reseptorlerine baglanan N proteine karsi, enfeksiyonun erken donemlerinde antikor
yanit1 olusmaktadir (Laine ve ark., 2003). Genetik olarak yiiksek oranda korunmus olan
N geni baz alinarak yapilan RT-PZR analizleri ve filogenetik ¢alismalarin, virusun diger
gen bolgeleri ile yapilan analizlerinden daha oncelikli ve duyarli oldugu bildirilmistir

(Kwiatek ve ark., 2007; Bao ve ark., 2008; Kumar ve ark., 2014-1).
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F genini hedefleyen ¢alismalar daha ¢ok genetik hat tespitinde gelistirilen PCR
modifikasyonlaridir (Forsyth ve Barrett, 1995; Couacy-Hymann ve ark., 2002; Ozkul ve
ark., 2002; Kerur ve ark., 2008). Ulkemizde, PPRV enfeksiyonlarma karsi koruyucu
olarak kullanilan as1 susu Nig75/1 (genetik hat ) ile sahada tespit edilen ve genetik hat
IV’de yer alan dogal enfektif suslarin F gen ayrimina yonelik bir RFLP RT-PZR
calismas1 mevcuttur. Bu ¢alismada, as1 susunda iki band (202 ve 246 bg) gorullrken,
saha suslarinda hedef bolge disinda band (448 bg) olusumu goériilmemektedir (Giler ve
ark., 2014).

2.4. Yuksek Cozunudrluklu Erime Analizi (High Resolution Melting - HRM)

DNA denatiirasyonlarinin goériintiilenmesinde absorbans degisimini referans alan
UV spektrofotometrelerin kullaniligi konvansiyonel metotlar mevcuttur (Santa Lucia ve
Hicks, 2004; Wittwer ve Kusukawa, 2004). Giincel molekiiler ¢alismalarda, hassas ve
etkin sonuclar elde edilen floresan sistemlerin  kullanildigi  metotlar ile
denatiirasyonlarin daha etkin olarak tanimlandigi goriilmektedir (Hanson ve Ballantyne,
2013; lacumin ve ark., 2015; Villinger ve ark., 2017).

DNA denatlirasyonlarmin gézlemlendigi HRM (High Resolution Melting),
yiksek kapasiteli ve guvenilir bir yontem olarak gercek zamanli PZR ile kombine
uygulanabilen etkin bir molekiler metottur. Bu yoéntem ile ayni anda teshis ve
molekiiler ayrim yapilmaktadir (Ghorashi ve ark., 2011; Varillas ve ark., 2011; Sun ve
ark., 2016). HRM yoOntemi mutasyonlarla iliskili spesifik hastaliklarin tespiti ve
genotiplendirme basta olmak tizere; tek nikleotid polimorfizmi (single-nucleotide
polymorphism-SNP), genetik haritalama, assosiyasyon g¢alismalari, DNA metilasyon,
aday gen taramasi, populasyon veya alt grupta allel yaygmligmin belirlenmesi,
heterozigotluk kaybmin taranmasi, DNA parmakizi analizi, haplotip bloklarin
karakterizasyonu, tiir tanimlanmasi, HLA tipleme, somatik mutasyon oranlarinin
belirlenmesi gibi bir¢cok ¢alismada kullanilmaktadir (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 yontem ile hizli ve hassas sonuglar elde edilebilmektedir (Akiyoshi ve
ark., 2013; Lin ve ark., 2014).
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HRM analizinde, standart PZR bilesenlerine ve nikleik asit floresan boyalara
ihtiya¢c duyulmaktadir (Montgomery ve ark., 2007). DNA denatiirasyonu bu boyalar
yardimiyla takip edilmekte ve denatlirasyon ile birlikte floresan sinyal siddetinde
azalma meydana gelmektedir (Ririe ve ark., 1997). Yiksek optik ve termal
duyarliliktaki florometrik cihazlar, DNA denatiirasyonu ile degisen floresan sinyallerini
degerlendirecek ve bu degisimi goriintiileyecek sekilde gelistirilmistir (Montgomery ve
ark., 2007). HRM analizleri florometrik cihazin ¢6ziiniirllgii, sicaklik ve floresan
Olctimii (Herrmann ve ark., 2006), ¢ift zincirli DNA’ya baglanma 6zelligi olan floresan
boyalar (Wittwer ve ark., 2003), niikleik asit miktar1 ve spesifik PZR drtnlerinin eldesi
gibi degiskenlerden etkilenmektedir (Ghorashi ve ark., 2011). Bu analizde veriler 2
sn’deki 0.1-1.0 °C sicaklik artisina karsilik gelen floresan sinyal siddeti degisiminin
oOlgllmesi ile elde edilir. DNA denatiirasyonu artan her 0.1 °C igin 6l¢iim yapilmast ile
cok iyi takip edilebilmektedir (Gundry ve ark., 1999; Wittwer ve Kusukawa, 2004).

HRM analizlerinde erime egrilerinin degerlendirilmesi sayesinde, PZR amplikon
sekans varyasyonlar1 ve bilinen sekans verilerinin iligskilendirilmesi prensibine bagh
olarak genotiplendirme ve molekiler karakterizasyon yapilmaktadir (Reed ve ark.,
2007; Ghorashi ve ark, 2011). Bu molekiiler tanimlamalarin kolaylikla
yorumlanabilecegi gosterilmistir (Hewson ve ark., 2009). Genotiplendirme ve nikleik
sekans varyasyon taramalarinda gergek zamanli PZR temelinde yapilan HRM analiz
verilerinin sekans analizlerinden daha hizli (Hewson ve ark., 2009), konvansiyonel
metotlardan (mikrobiyal tarama ve tir identifikasyonu vb. gibi) ise daha 6zgin ve
hassas oldugu belirtilmektedir (Jackwood, 2004; Cheng ve ark., 2006; Ghorashi ve ark.,
2010; Varillas ve ark., 2011). Ozellikle as1 ve saha suslar1 molekiler ayiriminda
guvenilir ve hizli sonuglar elde edilmesi, salgin hastaliklarla miicadele kapsaminda
yapilan agilama programlari ve molekiler epidemiyolojik arastirmalar agisindan 6nem
arz etmektedir (Ghorashi ve ark., 2011; Bester ve ark., 2012).

Kapali tiip sistemi olarak adlandiritlan HRM analizinin diger gen tarama
yontemlerine gbre bazi avantajlart sunlardir; analizin jel ya da matriks ayrimima gerek
kalmadan PZR ile aynu tiipte gergeklestirilmesi (Wittwer ve ark., 2001), kontaminasyon
riskininin diisiik olmasi, PZR’den sonra 10-15 dk igerisinde 0runlerin parifiye
edilmeden HRM i¢in veri eldesi sayesinde analizin kisa siirede yapilmasidir (Wittwer ve
ark., 2005; Montgomery ve ark., 2007; Sun ve ark., 2016).

HRM ile tutarh ve etkili sonuclar elde edebilmek icin kullanilacak olan genomik

DNA’nin yiiksek kalitede olmasina, analizden ©nce niikleik asit miktarlarinin
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esitlenmesine, PZR’nin optimizasyonuna, iyi amplifiye edilmis spesifik iiriinlerin elde
edilmesine ve nonspesifik baglanmalarin 6niine gegilmesine dikkat edilmelidir (Reed ve
ark., 2007; Vossen ve ark., 2009; Ghorashi ve ark., 2011). HRM analizlerinin tekrar
edilebilir ve glvenilir olmasi, yiiksek GCP (genotype confidence percentage) ve diisiik
standart sapma gosteren replikonlarin degisik zamanlarda tekrar test edilmesine baglidir
(Ghorashi ve ark., 2011; Sun ve ark., 2016). Ayrica PZR amplikon uzunlugu, primer
setinin hedefledigi gen, floresan boya secimi ve PZR kosullar1 analiz sonuglarimi
dogrudan etkilemektedir (van der Stoep ve ark., 2009).

HRM ile varyasyonlarin belirlenmesi, SNP, delesyon, insersiyon ve inversiyon
gibi  mutasyon taramalarinda kisa amplikonlar (50-300 bg), uzun sekans
varyasyonlarinin belirlenmesinde daha buyik amplikonlar (200-500 bg) ile caligilmasi
tavsiye edilmektedir (Montgomery ve ark., 2007; Montgomery ve ark., 2010).
Uygulanabilirligi, etkin ve hassas sonuc¢larin hizli bir sekilde elde edilmesi gibi
Ozellikleri nedeniyle molekiler calismalar ve klinik tanida HRM analizlerine olan
ilginin arttig1 bildirilmistir (Varillas ve ark., 2011; Xu ve ark., 2016; Zahorakova ve
ark., 2016).

2.4.1. DNA Tm derecesi

DNA ikili sarmalinda hidrojen baglarinin fiziksel ve kimyasal etkilerle kirilarak
sarmal yapimin ¢0zilmesi olayina denatlrasyon denir (Alberts ve ark., 2002; Temizkan
ve Arda, 2008). DNA Tm derecesi, DNA ¢ift zincirinin %50’sinin denatiire olmasi igin
gerekli olan sicaklik derecesi olarak ifade edilmektedir (Barker, 1971). DNA dizilerinin
erime profili karakteristiktir, erime profillerindeki kararliligi belirleyen en 6nemli
faktorler sekans uzunlugu ve bu sekansin sahip oldugu GC yiizdesidir. Denatiirasyon
sicakligt DNA’nin kararhiligima bagli oldugundan sekans yapist denatiirasyonu
dogrudan etkilenmektedir (Ririe ve ark., 1997). GC ylizde orani, AT yiizde oranindan
fazla olan bir DNA dizisinin Tm derecesi, hidrojen bag: sayisina bagli olarak daha
yiiksektir. Bagka bir ifadeyle, GC igeriginin fazla olmast DNA’nin kararliligim
dolayistyla denatiirasyon sicakligini artirmaktadir (Barker, 1971).

Denattrasyon deneyleri, DNA baz diziliminin termodinamik kararliliga etki
ettigini gostermektedir (Wada ve ark., 1980). Ayni oranda GC igeren farkli iki dizinin
termodinamik kararliliklart farkli olacagindan, GC yilizde oranlar1 ayni olan farkli iki

DNA’nin Tm dereceleri degismektedir (Breslauer ve ark., 1986). DNA Tm derecesini
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degistiren diger bir durum ise mutasyonlardir. Bu degisimi mutasyona ugrayan bazin
plrin veya piirimidin olmasi belirler. Teorik olarak, DNA baz dizisinde meydana gelen
* %1’lik GC degisimi, Tm derecesini £ 0.4 °C degistirmektedir (Benjamin, 1997).

2.4.2. Denatiirasyon egrisi (HRM egrisi)

Gergek zamanli PZR’de hedef nikleik asit amplikasyonu ile floresan sinyal
siddeti artmaktadir. HRM analizinde ise amplifiye olan DNA d&rneklerinin artan
sicaklikla birlikte denatiire olmas1 ve floresan boyanin amplikonlardan ayrilmasina bagl
olarak floresan sinyal siddeti kademeli olarak azalmaktadir. DNA denatiirasyonunun,
floresan sinyal siddetinde olusan degisikle takip edilebildigi egrilere denatiirasyon egrisi
denir (Nygren ve ark., 1998).

Denatiirasyon egrisi X ekseninde sicaklik degerleri ve y eksenindeki floresan
degerleri ile gizilir (Sekil 2.4.). Bu egriler belirlenen denatiirasyon sicaklik degerleri i¢in
2 sn’lik zaman diliminde, 0.1 °C’lik sicaklik artisina karsilik floresan sinyal
siddetindeki degisimi gosterir. HRM analizinde elde edilen bu gostergeler ham veriyi
sunmaktadir (Nygren ve ark., 1998). PZR’de olusan primer-dimer baglanmalar1 diisiik
sicaklikta denatiire oldugundan, denatiirasyon egrisi analizi ile ayirt edilmesi kolaydir
(Kubista ve ark., 2006; Ghorashi ve ark., 2011).

Tm derecesi denatlrasyon tiirev egrisinin tepe noktasidir ve denatiirasyon
egrisinin kirilma noktasi olarak ifade edilir. Tm derecesinde floresan sinyalinde hizli bir

azalma egilimi goriilmektedir (Ririe ve ark., 1997).
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Sekil 2.4. Denatiirasyon egrisi (HRM) analizi (Becker ve ark., 2013)

2.4.3. Normalize ve tiirev egriler

Normalize egriler bilinen ve bilinmeyen DNA amplikonlarinin karsilastirilmasi
icin ayn1 baslangic ve bitis floresan sinyal degerlerini belirleyen ve HRM analizinin
yorumlanmasina olanak veren egrilerdir (Herrmann ve ark., 2006). Normalize egrilerde
(Sekil 2.5.) sicaklik degerleri x ekseninde, normalize floresan degerleri y eksenindedir.
HRM analizlerinde 6ncelikle ham veriler elde edilir ve bu verilerle normalizasyon
bolgesi belirlenmektedir (Sun ve ark., 2016).

Tm derecesi degisikliklerini HRM’den sonra manuel olarak analiz etmek igin
denatiirasyon Oncesi ve sonrasi faz bolgelerinin isaretlenmesi normalizasyon olarak
ifade edilir. X ekseni Uzerinde hareket ettirilen egrilerin normalizasyonu ile drneklerin
ortak sicaklik degerlerini elde etmek amaclanmaktadir (Wittwer ve ark., 2003; Tajiri-

Utagawa ve ark., 2009).
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Sekil 2.5. Normalize egriler (Sun ve ark., 2016)

Tirev egri, amplikonlarin denatiirasyonuna bagli olarak degisen floresan
sinyalinin tepe noktasidir. Tiirev egride sicaklik dereceleri x ekseninde ve floresanin
sicaklik tiirevi de (—dF/dT) y ekseninde (Sekil 2.6.) gorilmektedir (Herrmann ve ark.,
2006; Thomsen ve ark., 2012).
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2.4.4. HRM’de kullamlan niikleik asit floresan boyalar

HRM analizlerinde floresan sinyal siddeti degisimini gdsterebilme prensibine
dayanarak, c¢ift zincirli DNA’nin denatiirasyon karakterinin belirlenmesini saglayan
floresan boyalara ihtiyag duyulmaktadir. Bu boyalarin spesifik problardan daha
ekonomik oldugu bildirilmistir (White ve Potts, 2006; Varillas ve ark., 2011). HRM
analizlerinde kullanilan nikleik asit floresan boyalar, ¢ift zincirli DNA’ya baglanma
0zelligi olan ve tek zincirli DNA ile etkilesim gostermeyen boyalardir. Floresan sinyalin
dogru bir sekilde 6l¢iilmesi, 6zgiil florasan boyalarin ¢ift zincirli DNA molekillerine
yogun olarak baglanmasi ve daha sonra DNA denatiirasyonunun dogru bir sekilde takip
edilebilmesine baghdir (Cosa ve ark., 2001). Florasan boyalarin amplikonlarla
doygunluga ulagabilmesi i¢in analizin iyi optimize edilmesi gerekmektedir (Ghorashi ve
ark., 2011).

Birinci nesil boyalar olarak nitelendirilen Etidyum bromir ve Propidyum iyodit
gibi boyalar ¢ogunlukla niikleik asit goruntiileme, floresan mikroskop incelemeleri ve
DNA isaretlemede kullanilmaktadirlar. Ancak bu boyalarin kullanimi mutajenik ve
karsinojenik ozellikleri ve yeni nesil boyalarin kullanimi1 nedeni ile son donemlerde
azalmistir (Cosa ve ark., 2001).

HRM  analizlerinde  kullanilan ve ikinci nesil boyalar  olarak
degerlendirilebilecek SYBR Green gibi boyalarin; reaksiyon igerisindeki Yyuksek
konsantrasyonlar1 PZR inhibitori olarak, diisiik konsantrasyonlari ise denatiire olmamis
bolgelere yeniden baglanmalar1 yoniiyle analiz  sonucunu olumsuz sekilde
etkilemektedir. Boyle bir durumda denatlrasyon Kinetiklerinin gorintilenmesi ve Tm
derecesi saptama hassasiyetinin azalmasi, hatali floresan sinyal Ol¢timlerini ortaya
cikarmaktadir (Monis ve ark., 2005; Vossen ve ark., 2009; Sun ve ark., 2016).

Son donemlerde PZR’yi inhibe edici etkilerinin daha az oldugu tespit edilen
LCGreen, EvaGreen, SYTQ9 gibi tglincl nesil boyalar, bu 6zellikleri nedeniyle yiksek
konsantrasyonlarda kullanilabilir. Amplikonlarin bu boyalar ile olan doygunlugunu
arttirmak i¢in yliksek konsantrasyonda kullanilmast durumunda istenmeyen
baglanmalarin azalacagi bildirilmistir (Sekil 2.7.) (Monis ve ark., 2005; Sun ve ark.,
2016).
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Sekil 2.7. Boya doygunluk modeli (Sun ve ark., 2016)

Bu boyalarm kullanimi ile O6lgulen floresan sinyal siddetindeki degisiklik
denatiirasyonu dogru oranda yansitmaktadir. PZR’yi inhibe edici etkilerinin az oldugu
bilinen boyalarin yiiksek doygunlukta kullanimi ile HRM’de hassasiyetin arttigi
gorilmistir (Wittwer ve ark., 2003; Herrmann ve ark., 2006).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. As1 Susu

Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitlisii’'nden (Ankara, Tiirkiye)
temin edilen canli atteniie liyofilize PPR asis1 (Nig 75/1) RT-PZR analizlerde pozitif

kontrol olarak; HRM analizlerinde genetik hat I’i temsil etmesi i¢in kullanildi.

3.2. Saha Suslan

Calismamizda Konya Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirliigiine 2015-2017
yillarinda PPR siiphesi ile gelen kiigik ruminanta ait 6rneklerden, gergek zamanh RT-
PZR ile PPRV pozitif degerlendirilen 45 (32 koyun ve 13 kegci) adet kan (11) ve doku
(34) Ornegi kullanildi. Konya Veteriner Kontrol Enstitisi Mudiirliigii otopsi salonunda
alinan doku (akciger, karaciger, dalak ve mezenterik lenf nodiilii) ve buffy coat’ lari
elde edilen EDTA’Iln kan oOrnekleri, hicre kultiri ve viral RNA ekstraksiyonunda
kullanilmak tizere -80 °C de saklandi. Es zamanli olarak Enstitii Numune Kabul

Biriminden ¢alismada kullanilan 6rnekler ile ilgili bilgi alind1 (Cizelge 3.1.).
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Cizelge 3.1. Saha &rneklerine ait bilgiler
Sira . . PPR As1 R _A_sl Numune Klinik Bulgular
No I-Tlge Tar Irk Cinsiyet Yas —— Tarihi Tird ve Nekropsi
(guincel)

1 Nigde Koyun Akkaraman D Fotus o - AKC, KC, Dalak, Beyin Klinik bulgu yok
2 Antalya Koyun fvesi D 3< Asth 28.12.2015 Kan Ates

3 Antalya Koyun fvesi D 5< Asth 28.12.2015 Kan Ates

4 Antalya Koyun fvesi D 5< Asili 28.12.2015 Kan Ates

S Antalya Koyun Pirlak D 6< Asili 28.12.2015 Kan Klinik bulgu yok
6 Antalya Koyun Pirlak D 5< Asilt 28.12.2015 Kan Ates

7 Antalya Koyun Pirlak D 6< Asili 28.12.2015 Kan Klinik bulgu yok
8 Aksaray Keci Kil Kegisi D 6< Asilt 24.12.2015 | AKC, KC, Dalak, Lenf Solunum problemi
9 Isparta Koyun Pirlak - Fotis - - AKC, KC, Dalak, Beyin Klinik bulgu yok
10 Nigde Koyun Akkaraman D 6< Asili 15.11.2013 | AKC, KC, Dalak, Lenf AKC Pnémoni
11 Nigde Koyun Akkaraman D 2< Asili 06.09.2015 AKC, Dalak, Lenf AKC Pnémoni
12 Konya Koyun Akkaraman E 7< Asisiz - AKC, KC, Dalak, Lenf Solunum problemi
13 Antalya Keci Kil Kegisi D 3< Asilt 16.11.2015 | AKC, KC, Dalak, Lenf Klinik bulgu yok
14 Antalya Koyun Pirlak D 0-6ay | Asisiz - AKC, KC, Dalak, Lenf Ates, ishal

15 Nigde Koyun | Akkaraman D 2< Asili 08.06.2017 | AKC, KC, Dalak, Lenf AKC Pnomoni
16 Antalya Kegi Kil Kegisi D 0-6ay | Asisiz - AKC, KC, Dalak, Lenf Ates, ishal

17 Antalya Kegi Kil Kegisi D 2< Asili 2.12.2016 Kan Ates

18 Antalya Kegi Kil Kegisi E 2< Asili 2.12.2016 | AKC, KC, Dalak, Lenf AKC Pnomoni
19 Aksaray Koyun Akkaraman D 3< As1s1z - AKC, KC, Dalak, Lenf Solunum problemi




20 Aksaray Koyun Akkaraman D 5< Asisiz - AKC, KC, Dalak, Lenf Solunum problemi
21 Konya Koyun Akkaraman E 6< Asisiz - AKC, KC, Dalak, Lenf Klinik bulgu yok
22 Konya Kegi Honamli 2< Asili 05.08.2017 | AKC, KC, Dalak, Lenf Solunum problemi
23 Konya Koyun Pirlak - Fotls - - AKC, KC, Dalak, Beyin Klinik bulgu yok
24 Antalya Kegi Kil Kegisi D Fotls k - AKC, KC, Dalak, Beyin | Solunum problemi, ates
25 Antalya Kegci Kil Kegisi D Fotis - - AKC, KC, Dalak, Beyin Ates

26 Konya Koyun Akkaraman - Fotls - - AKC, KC, Dalak, Beyin Solunum problemi
27 Konya Koyun Akkaraman Fotls - - AKC, KC, Dalak, Beyin Solunum problemi
28 Konya Koyun Akkaraman Fotis - - AKC, KC, Dalak, Beyin Klinik bulgu yok
29 Nigde Koyun Akkaraman - Fotis - - AKC, KC, Dalak, Beyin Solunum problemi
30 Nigde Koyun Akkaraman D Fotis - - AKC, KC, Dalak, Beyin Klinik bulgu yok
31 Antalya Koyun Pirlak D 5< Asili 24.09.2017 | AKC, KC, Dalak, Lenf Ates, ishal

32 Antalya Koyun Pirlak D 4< Asili 24.09.2017 | AKC, KC, Dalak, Lenf AKC Pnémoni
33 Konya Koyun Akkaraman D 5< Asisiz - AKC, KC, Dalak, Lenf AKC Pnémoni
34 Burdur Kegi Kil Kegisi D 2< Asisiz - Kan Solunum problemi
35 Isparta Kegi Kil Kegisi D 2< Asili 23.10.2017 Kan Solunum problemi
36 Isparta Kegi Kul Kegisi D 3< Asili 23.10.2017 Kan Solunum problemi
37 Isparta Kegi Kil Kegisi D 2< Asisiz - Kan Solunum problemi
38 Konya Kegi Kil Kegisi - Fots - - AKC, KC, Dalak, Beyin Klinik bulgu yok
39 Konya Koyun Ramonov D 6-12ay | Asisiz - AKC, KC, Dalak, Lenf Ates, ishal

40 Konya Koyun Ramonov D 6-12ay | Asisiz - AKC, KC, Dalak, Lenf Ates, ishal

41 Antalya Koyun Pirlak - Fétiis - - AKC, KC, Dalak, Beyin | Solunum problemi, ates
42 Konya Koyun Akkaraman - Fotls - - AKC, KC, Dalak, Beyin Klinik bulgu yok
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43 Aksaray Koyun Akkaraman - Fotis - - AKC, KC, Dalak, Beyin Solunum problemi
44 Konya Koyun Akkaraman - Fotis - - AKC, KC, Dalak, Beyin Solunum problemi
45 Konya Koyun Akkaraman D Fots - - AKC, KC, Dalak, Beyin Klinik bulgu yok

Fétlis numunelerinin anneleri PPR asilidir ve klinik bulgular annelere aittir.

AKC: Akciger, KC: Karaciger
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3.2.1. Saha suslarmn hicre kaltard

Saha suslarmin hiicre kiiltiiriinde izolasyonu icin Selguk Universitesi Veteriner
Fakdiltesi Viroloji Anabilim Dali’ndan temin edilen Vero (Afrika yesil maymun bobrek
hiicresi) devamli hiicre hatt1 kullanildi. Hiicreler ticari olarak temin edilen Penicillin-
Streptomycin-Amphotericin B Solution (Biological industrial, israil-Beit HaEmek, Kat
no. 03-033-1B) ilaveli Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich,
Almanya-Darmstadt, kat. no: D5796) ile fotal sigir serumu (FBS) (Biological industrial,
Israil-Beit HaEmek, kat no. 04-007-1B) kullanilarak iiretildi.

3.2.1.1. Hiicre Kkiiltiiriinde kullanilan vasatlar ve kimyasallar

Saha ornekleri DMEM igerisine %0.5 FBS ve %0.5 konsantre antibiyotik-
antimikotik soliisyonu ilave edilerek hazirlanan vasat ile laboratuvara tasindi.
Hiicrelerin iiretilmesi amaciyla DMEM kullanildi ve flasklarda hiicrelerin ¢ogalmalari
icin DMEM’e %10 FBS ve %1 konsantre antibiyotik-antimikotik sollsyonu ilave
edildi. Doku homojenizatlarinin hiicre kiltirine ekiminde DMEM’e %5 konsantre
antibiyotik-antimikotik ilave edilerek hazirlanan vasat kullanildi. Virus izolasyonunda
%1 konsantre FBS ve antibiyotik-antimikotik solusyonu iceren Minimum Essential
Medium Eagle (Sigma-Aldrich, Almanya-Darmstadt, kat. no: M4655) kullanild:.
Hiicrelerin  dondurulmasinda %10 Dimethil Silfoksit-DMSO (Merck, Almanya-
Darmstadt, kat. no: 102950) ilave edilerek hazirlanan fétal sigir serumu kullanildi.
Hiicreler flaskin tabanindan Tripsin—Versene (Biological industrial, Israil-Beit HaEmek,
kat no. 03-054-1A) ile ayirildi. Fosfat tampon solisyonunun (Phosphate Buffer Saline-
PBS) hazirlanmasinda asagida belirtilen kimyasallar (Cizelge 3.2.) 1 litre distile su
icerisinde eritildi (Temizkan ve Arda, 2008) ve pH 7.2’ ye ayarlandi (WTW inoLab,
Almanya-Weilheim, kat. no: 1AA310). Daha sonra tampon ¢0zelti 120 °C’de 30 dk

sterilize edildi ve 4 °C’de saklandi.



28

Cizelge 3.2. PBS hazirlamada kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ad1 Miktar1
Sodium kloriir—NaCl (Sigma-Aldrich, Almanya-Darmstadt, kat no: 106404) 8000 mg (0,14 M)
Potasyum klorir-KCI (Sigma-Aldrich, Almanya-Darmstadt, kat no: 104936) 200 mg (2,7 mM)

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

910 mg (8,1 mM)
106586)

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

120 mg (1,5 mM
104873) o )

3.2.1.2. Hiicrelerin cogaltilmasi ve pasajlanmasi

Vero hucrelerini pasajlamada, vasat dokuldukten sonra flask (75 cm?) icerisinde
2 ml Trypsin-Versene ilave edilerek kalan FBS ve hiicre toksinlerini uzaklastirmak igin
flask birka¢ kere calkalandi ve mevcut Trypsin—Versene pipet yardimiyla flaskdan
alindi. Bu islemin ardindan 4 ml Trypsin —Versene ilave edilerek 37 °C’de %5 CO:
altinda hiicreler 5 dk periyotlar ile kontrol edildi. 15 dk sonunda flaskdan tamamen
ayrilan hiicreler pipetle alindi ve 15 ml’lik steril falkon tiiplere konuldu. Uzerlerine 4 ml
vasat ilave edilen falkon tipler 15 dk siireyle 1000 rpm’de santrifiij edildikten sonra
tistteki siv1 atilarak hiicreler vasat ile 2 kez yikandi1 (Payment ve Turdel, 1993).

Bu yikama isleminde hiicre peleti lizerine 5 ml hiicre kiiltiir vasati eklenerek
pipetleme yapildiktan sonra santrifiij edildi ve sonra iistteki sivi uzaklastirildi.
Yikamadan sonra istteki 100 pl hiicre siispansiyonuna 5 pl %0.4 tripan blue ilave
edilerek hiicreler thoma laminda sayildi. Hiicreler flasklar igin 2 X 107 hiicre/ml, 6 gozli
pleytler icin 2 X 10° hiicre/ml olacak sekilde eklendi ve flasklara 25 ml, pleytlere 2 ml
vasat ilave edilerek 37 °C’de %5 CO: iceren atmosferde inklbe edildi (Payment ve
Turdel, 1993). Kiiltiirlerde monolayer olusumu invert mikroskop (Olympus 1X71,
ABD) ile her giin kontrol edildi ve hiicre kiiltiir vasat1 2 giinde bir degistirildi. Yaklasik
olarak %90 oraninda monolayer olusuncaya kadar inkubasyona devam edildi ve
flasklardan hiicre kiiltliriiniin devamlili1 i¢in yeni pasajlar yapildi. 6 gozlii pleytler ise

virus inokulasyonunda kullanildi.
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3.2.1.3. Hucrelerin dondurulmasi ve ¢oztndurilmesi

Hicre peletinin  tizerine 1/10 oraninda DMSO igeren FBS eklenerek
homojenizasyonun ardindan 2 ml’lik kriyotiiplere tasinan hiicreler énce 15 dk 4 °C’de
sonra 30 dk - 20 °C’de inkiibe edilerek sivi azot tankina kaldirildi (Payment ve Turdel,
1993).

Dondurulmus hiicrelerden pasaj yapmak i¢in 37 °C’de su banyosunda
(Memmert W350, Almanya-Schwabach) hiicreler hizli bir sekilde ¢oziindiirildi ve
pasajlama isleminde de belirtildigi sekilde yikama yapilarak DMSO uzaklastirildi.
Yikama igleminin ardindan hiicrelere vasat ilave edilerek flasklarda monolayer olusmasi

icin 37 °C de %5 CO: iceren atmosferde inkiibe edildi (Payment ve Turdel, 1993).

3.2.1.4. inokulum hazirlanmasi ve monolayer hiicre Kiiltiiriine inokulasyon

Doku homojenizatlari, steril ependorf tlplere inokulum vasati ilave edilerek
doku pargalayici ile hazirlandi. 4 °C - 3000 rpm’de 15 dk santrifiij edilen homojenizatin
stipernatant kismi 0.20 pm’lik enjektor filtreden (Sartorius Minisart, Almanya-
Goettingen, kat. no: 16534) gecirilerek inokulum elde edildi (Payment ve Turdel, 1993).
Inokulum 10!, 102, 103 ve 10* olacak sekilde sulandirildi ve hiicre Kiiltiiriine
inokulasyon i¢in %90 monolayer gozlenen 6 gozlii pleytler kullanildi.

Adsorbsiyona bagli inokulasyon yontemi ile inokulasyon yapildi (Payment ve
Turdel, 1993). Hiicre yizeylerinin toksik maddelerden arindirilmasi igin PBS ile yikama
islemine tabi tutuldu ve her bir goze 200 pl olmak iizere stok inokulum, inokulum
dilusyonlar1 ve negatif kontroliin her biri ikiser géze inokule edildi. Daha sonra pleytler
yavas bir sekilde ¢alkalandi ve 1 saat 37 °C’de %5 COz iceren atmosferde inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresince 15 dakikada bir pleytler calkalandi. Inkiibasyonun sonunda
inokulum pipet yardimiyla alindi ve hiicrelerin iizerine 2 ml virus izolasyon vasati ilave
edilerek 37 °C’de %5 CO: ortaml1 inkiibatore kaldirildu.

Hucreler invert mikroskopda 5 guin sure ile her glin kontrol edildi ve bu streyi
takiben infekte hiicrelerden kor pasaj yapildi. Kor pasaj igin 5. giiniin sonunda 6 gozli
hicre pleytleri -80 °C’de 2 saat siireyle donduruldu. Daha sonra 37 °C’de 1 saat inkiibe
edilerek hiicrelerin parcalanmasi ve virusun disar1 ¢ikmasi saglandi. Santrifiij isleminin

ardindan silipernatant kismi alinarak bir sonraki pasaj i¢in kullanildi.
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3.3. Molekiiler Tanimlama

3.3.1. Molekiiler analizlerde kullanilan kit ve sarf malzemeler

Saha ornekleri ve hiicre kiiltliri izolatlarindan viral RNA ekstraksiyonu igin
ticari olarak temin edilen RNeasy Mini kit (Qiagen, Almanya-Hilden, kat. no: 74104)
kullanildi. Gradient RT-PZR, RFLP RT-PZR ve HRM analizleri i¢cin OneStep RT-PCR
Kit (Qiagen, Almanya-Hilden, kat. no: 210212); ger¢ek zamanli RT-PZR analizi icin
QuantiFast Probe RT-PCR Plus Kit (Qiagen, Almanya-Hilden, kat. no: 204482)
kullanildi. HRM analizlerinde nukleik asit floresan boya olarak EvaGreen (Biotium,
ABD-Fremont, kat n0:31000), ve RFLP analizlerinde EcoR1 (Thermo Scientific, ABD-
Waltham, kat. no:ER0271 ) restriksiyon enzimi kullanildi. Primerler ve prob Macrogen
(Glney Kore-Seoul) firmasindan ticari olarak temin edildi. Calismanin primer setlerine
ait bilgiler Cizelge 3.3.’de gosterilmektedir. Dizin analizi igin amplikonlarin
saflastirilmasinda High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, Almanya-
Mannheim, kat. n0:11732668001) kullanildi ve dizin analizleri BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Thermo Scientific, ABD-Waltham, kat. no:4337455) ile
gerceklestirildi. RT-PZR drinlerini agaroz jelde yiiritmek amaciyla; 1X Tris-Borat-
EDTA (TBE buffer) solisyonu, agaroz (Lonza, ABD-Rockland, kat. no: 50002),
GelRed (Biotium, ABD-Fremont, kat n0:41003 ), DNA yilkleme boyasi-6X Loading
dye (Vivantis, Malezya-Selangor, kat. no: NM0410) ve DNA marker-100b¢ DNA
Ladder (Vivantis, Malezya-Selangor, kat. no: NL1407) kullanild:.

Bu ¢alismada tasarlanan primer setinin (Cizelge 3.3.) hedefledigi gen bolgesine
ait dizinler asagida gosterildigi gibidir. Kirmizi bolge forward primeri, mavi bdlge
reverse primeri ve yesil bolge niikleotid degisimlerini géstermektedir.

As1 susuna ait hedef bolge dizini: 5'-
TCATTGATGAATTCCCAAGCAATTGAAAGTTTAAAAACCAGTCTTGAGAAG
TCGAATCAGGCAATAGAAGAAATCAGACTTGCAAATAAGGAGAC -3

Saha susuna ait hedef bolge dizini: 5'-
TCATTGATGAACTCCCAAGCAATTGAGAGTTTAAAAACCAGTCTTGAGAAG
TCGAATCAGGCAATAGAAGAAATCAGACTTGCAAATAAGGAGAC -3



Cizelge 3.3. Caligmada kullanilan primer setleri

Gen Hedef Uriin
Primer Ad1 Primer Dizilimi 5'-3' Diziliminde Gen Biiyiikligii Kaynak
Yeri (be)
PPRVF1b AGTACAAAAGATTGCTGATCACAGT 760-784
Forsyth ve
F 448 Barrett, 1995
PPRVF2d GGGTCTCGAAGGCTAGGCCCGAATA 1183-1207
Real-
AGAGTTCAATATGTTRTTAGCCTCCAT 483-508
NPPRf-1
Real- Batten ve ark.,
NPPRr-1 TTCCCCARTCACTCTYCTTTGT 551-576 N 141 2011
Eiﬂép_ 1 FAM-CACCGGAYACKGCAGCTGACTCAGAA-Tamra 603-624
PPRVF- TCATTGATGAATTCCCAAGC 954-973
HRMf Bu ¢alismada
tasarlandi
F 9 (Primer3
PPRVF- GTCTCCTTATTTGCAAGTCTGA 1027-1048 yazihms)

HRMr

31
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3.3.2. Molekduler analizlerde kullanilan cihazlar

Doku ornekleri  doku parcalayict  (TissueRuptor, Qiagen, Isvigre-
Hombrechtikon) kullanilarak homojenize edildi ve viral RNA ekstraksiyonlar1 otomatik
ekstraksiyon robotu (QIAcube, Qiagen, Almanya-Hilden) ile yapildi. Elde edilen
niikleik asit ekstraktlarindan RNA miktar 6l¢iimii mikro hacim spektrofotometre
(DeNovix, ABD-Wilmington) kullanilarak ger¢eklestirildi. Gradient ve RFLP RT-PZR
analizleri LifeECO Thermal Cycler (Bioer, Cin-Hangzhou) cihazinda yapildi ve RT-
PZR drlnleri Consort EV231 elektroforezde (Consort, Belcika-Hertenstraat) yarutalda.
Agaroz jel goruntilemede Slite 200W WIFI Jel Goriintuleme sistemi (Pacific Image
Electronics, ABD-Torrance) kullanildi. Gergek zamanli RT-PZR ve HRM analizleri ise
Qiagen Rotor-Gene Q (5PLEX HRM, Qiagen, Almanya-Hilden) cihazi kullanilarak
yapildi. Dizin analizi 3500 Series Genetic Analyzer (Applied Biosystem, Japonya-
Tokyo) cihazi ile gergeklestirildi. Analizlerde kullanilan diger cihaz ve geregler Cizelge
3.4.”de gosterilmektedir.

Cizelge 3.4. Analizlerde kullanilan diger cihaz ve geregler

Mikrosantrifij G (IKA, ABD-Wilmington)

Santrifuj-5702 (Eppendorf, Almahya-Hamburg)

Mini Vorteks (IKA, ABD-Wilmington)

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

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

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

Ependorf tiip-1,5 (LP taliana, italya-Milano, kat. no: L111540)

Ependorf tiip-2 ml (LP italiana, italya-Milano, kat. no: C385013)

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

Mikrodalga firin (Argelik, Tiirkiye)
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3.3.3. Viral RNA ekstraksiyonu

Saha ornekleri ve hicre kultirlerinden viral RNA ekstraksiyonu, otomatik
ekstraksiyon robotu kullanilarak RNeasy Mini Kit (Kwiatek ve ark., 2007; Zakian ve
ark., 2016) ile dretici firmanin belirttigi protokole uygun sekilde gergeklestirildi.
Dokulardan (akciger, karaciger, dalak ve mezenterik lenf nodull) alinan 30 mg O6rnekler
2 ml kapakli ependorf tiplere konuldu ve Uzerine 200 pl niikleaz icermeyen su ilave
edilerek doku pargalayict ile tamamen homojenize edildi. Homojenizatlar 15.000
rpm’de 3 dk santrifuj edildi ve slipernatant alinarak RNA ekstraksiyonunda kullanildi.
EDTA’11 kanlar 1500 rpm’de 10 dk 4 °C’de santrifiij edildi ve “buffy coat” lar otomatik
pipetle ayristirilarak RNA ekstraksiyonu i¢in kullanildi. CPE olusumu goézlenen 6 gozlii
hlcre pleytleri -70 °C’de 2 saat slreyle dondurulduktan sonra 37 °C’de 1 saat tutularak
hlcreler pargalandi. Vasatlar daha sonra 3000 rpm’de 4 °C - 15 dk santrifiij edildi ve
RNA ekstraksiyonunda kullanildi.

3.3.3.1. RNA diliisyonlarinin hazirlanmasi

RNA ekstraktlarinin konsantrasyonu mikro hacim spektrofotometre cihazinda 30
ng/ul olacak sekilde deiyonize su (ddH20) ile sulandirilarak 6lgiildii ve analizler

yapilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

3.3.4. Viral RNA’nin ger¢ek zamanh RT-PZR ile tespit edilmesi

Saha ornekleri Batten ve ark. (2011)’nin bildirdigi ger¢cek zamanli RT-PZR
(Cizelge 3.3.) modifiye edilerek PPRV (N gen) pozitif tespit edildi. QuantiFast Probe
RT-PCR Plus Kit ile yapilan analizlerde, PPR asis1 pozitif kontrol, niikleaz icermeyen
su negatif kontrol olarak kullanildi. Her bir 0.2 mI’lik PZR tupi igin ger¢ek zamanli
RT-PZR protokolt (Cizelge 3.5.) ve termal dongl programi asagida gosterildigi gibidir.
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Cizelge 3.5. Gergek zamanli RT-PZR protokoli

Reaktif Miktar (ul)
QuantiFast Mix1 6.25
QuantiFast Mix2 6.25
QuantiFast RTMix 0.5
Primer Forward (10 pmol/pl) 1
Primer Reverse (10 pmol/ul) 1
Probe (5 pmol/pl) 1
Viral RNA (30 ng/ul) 5
Distile su 4
Toplam hacim 25

Termal dongli programi

Ters transkripsiyon 50 °C 20 dk
PZR baslangi¢ aktivasyonu 95 °C 5dk
Denatiirasyon 95 °C 15 sn
Baglanma / Uzatma 60 °C 30 sn }40 dongu

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

Gergek zamanli RT-PZR ile PPRV (N gen) tespit edilen saha Ornekleri, es
zamanl olarak Forsyth ve Barrett’in (1995) bildirdigi konvansiyonel RT-PZR (Cizelge
3.3) ile PPRV F gen pozitif tespit edildi. OneStep RT-PCR Kit kullanilan analizlerde,
elde edilen amplikonlar %1.5’lik agaroz jel elektroforezde 120 voltta 30 dk yurutilerek
UV gorintileme sisteminde degerlendirildi. Her bir 0.2 ml’lik PZR tlpu i¢in RT-PZR
protokolii (Cizelge 3.6.) ve termal dongll programi asagida gosterildigi gibidir



Cizelge 3.6. Konvansiyonel RT-PZR protokoli

Reaktif Miktar (ul)
5X RT-PCR Buffer 5
5X Q Solution 5
10 mM dNTP mix 1
Primer PPRVF1b (10 pmol/pul) 1
Primer PPRVF2d (10 pmol/ul) 1
Enzyme Mix 1
Viral RNA (30 ng/pl) 8
Distile su 8
Toplam hacim 25
Termal dongli programi
Ters transkripsiyon 50 °C 30 dk
PZR baslangi¢ aktivasyonu 95 °C 15 dk
Denatirasyon 94 °C 1dk
Baglanma 50 °C 1dk 40 dongu
Uzatma 72°C 2 dk
Son uzatma 72°C 10 dk

3.3.5.1. RT-PZR urunlerinin géruntilenmesi
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Viral RNA uzerinde hedef bodlgenin amplifikasyonu ve primer dimerlerin

olusmadigindan emin olabilmek i¢in RT-PZR fdriinleri %]1.5’lik agaroz jelde

yiritilerek UV goriintiilleme sisteminde degerlendirildi. Agaroz jel 600 mg agaroz

uzerine 90 ml 1X TBE solusyonu ilave edilerek hazirlandi. Erlenmayer igerisinde

sulandirilan stispansiyon daha sonra mikrodalga firinda eritilerek homojen hale getirildi.

60 °C’ye kadar sogutulan karisimin igerisine 9 pl GelRed ilave edilerek iyice

karistirildiktan sonra taraklari takili olan jel tastyicisina dokiilerek donmasi i¢in 30 dk
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bekletildi. Kullanilan 1X TBE soliisyonu, stok 5X TBE solusyonundan steril distile su
ile seyreltilerek hazirlandi (Cizelge 3.7.).

Cizelge 3.7. Tris-Borat-EDTA (TBE) Soliisyon Hazirlama Formiilasyonu (5x/1t)

Kimyasal Adi Miktar1
Trizma-base (Thermo Scientific, ABD-Waltham, kat no:T6066) 54 gr
Borik asit (Thermo Scientific, ABD-Waltham, kat no:B6768) 21.59r
EDTA (Thermo Scientific, ABD-Waltham, kat no:E5134) 5.92 gr

Agaroz jelin donmasinin ardindan taraklar uzaklastirildi ve jel tastyicisi ile
birlikte elektroforez tankina yerlestirildi. Tankin igerisine jelin tizerinde 3-4 mm olacak
sekilde 1X TBE buffer ilave edildi. 5 pl PZR iiriinii 1 pl DNA yilikleme boyas: ile
karistirilarak jele yiiklendi. Elektroforezde 120 voltta 30 dk ydrttulerek Slite 200W
WIFI Jel goruntileme sisteminde goruntilendi ve DNA marker baz alinarak

degerlendirildi.

3.4. PPRV As1 ve Saha Suslarinin Molekiiler Ayrimi

3.4.1. Primer tasarimi

PPRYV as1 ve saha suslarinin tanimlanmasi ve molekiiler ayrimina yonelik olarak
yapilan analizlerde kullanilan primerler, PPRV F gen 954-1048 nikleotid araliginda
kalan 95 bg¢’lik dizinde ve Primer3-v.0.4.0 (Untergasser ve ark., 2012) yazilim ile
tasarlandi. Bu amagla referans alinan dizin verileri (genetik hat |1 Nigeria 75/1-X74443,
genetik hat 1V; KU325490, JQ519926, JQ519924, KF478924, KF478923, KF478921,
KC476651) National Center Biotechnology Information (NCBI) servisinin Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul ve ark., 1997) web sayfasindan
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) temin edildi. Ticari olarak liyofilize halde temin
edilen primerler, PZR sartlarina uygun olacak sekilde 100 pmol/ul hacimde nikleaz
icermeyen steril distile su ile ¢6zulerek 20 ul kadar porsiyonlara ayrildi ve analizlerde

kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.



37

3.4.2. Primer optimizasyonu

Gergek zamanli RT-PZR ile kombine HRM analizlerinde kullanilan primer seti
i¢in uygun baglanma sicakligini belirlemek amaciyla OneStep RT-PCR Kit kullanilarak
gradient RT-PZR yapildi. Primer optimizasyonunda; 10 pmol/ul primer diliisyonu her
bir PZR tlpl icerisinde son konsantrasyonu 0.4 pmol/ul ve 0.6 pmol/ul, baglanma
sicakliklart ise 52, 55 ve 58 °C olacak sekilde RT-PZR calismalar1 yapilarak uygun
baglanma sicaklig1 belirlendi.

Analizlerde PPR asis1 pozitif kontrol, niikleaz icermeyen su negatif kontrol
olarak kullanildi. Her bir 0.2 mI’lik PZR tipu i¢in RT-PZR protokolu (Cizelge 3.8.) ve

termal dongu programi asagida gosterildigi gibidir.

Cizelge 3.8. Gradient RT-PZR protokoli

Son Primer Konsantrasyonu
Reaktif
0.4(pmol/ul) 0.6(pmol/ul)
5X RT-PCR Buffer 5ul 5ul
5X Q Solution 5ul S5ul
10 mM dNTP mix 1ul 1l
Primer PPRVF-HRMf (10 pmol/ul) 1l 1,5 ul
Primer PPRVF-HRMr (10 pmol/pl) 1ul 1,5 ul
Enzyme Mix 1l 1 ul
Viral RNA (30 ng/pl) 3ul 3ul
Distile su 8 ul 7 ul
Toplam hacim 25 ul 25 ul
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Termal dongli programi

Ters transkripsiyon 50 °C 30 dk
PZR Baslangig¢ aktivasyonu 95 °C 15 dk
Denattrasyon 94 °C 30 sn
Baglanma 52-55-58 °C 30 sn 40 dongu
Uzatma 72°C 1dk
Son uzatma 72 °C 10 dk

3.4.3. Ger¢ek zamanh RT-PZR ve HRM analizi

3.4.3.1.Gercek zamanh RT-PZR analizi

Saha suslarinin HRM ile kombine uygulanan ger¢cek zamanli RT-PZR
analizlerinde, bu ¢aligmada tasarlanan primer seti kullanildi. Tekrar edilebilirliginin
Olglilmesi amaciyla viral RNA izolasyonu ve analizler farkli giinlerde Ucer kez tekrar
edildi. OneStep RT-PCR Kit ile gergeklestirilen reaksiyonlarda PPR asisi pozitif
kontrol, nikleaz icermeyen su negatif kontrol olarak kullanildi. Her bir 0.2 mI’lik PZR
tlpd icin gercek zamanli RT-PZR protokolu (Cizelge 3.9.) ve termal dongli programi
asagida gosterildigi gibidir.
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Cizelge 3.9. Gergek zamanli RT-PZR protokoli

Reaktif Miktar (ul)
5X RT-PCR Buffer 5
5X Q Solution 5
10 mM dNTP mix 1
Primer PPRVF-HRMT (10 pmol/pl) 1
Primer PPRVF-HRMTr (10 pmol/ul) 1
EvaGreen 1.25
Enzyme Mix 1
Viral RNA (30 ng/ul) 3
Distile su 6.75
Toplam hacim 2

Termal dongli programi

Ters transkripsiyon 50 °C 30 dk
PZR basglangi¢ aktivasyonu 95 °C 10 dk
Denattirasyon 95 °C 30 sn
Baglanma 55°C 30 sn 40 dongu
Uzatma 72°C 30 sn

3.4.3.2. HRM analizi

HRM analizleri ayni reaksiyon tiipiinde ger¢ek zamanlit RT-PZR’yi takiben ~15—
30 dk’da gergeklestirildi. Incelenen tiim drnekler her analizde ikili ya da {i¢lii olarak
calisildi ve farkli giinlerde en az ¢ defa tekrar edildi. HRM’de kullanilan kalip
RNA’lar 30 ng/ul olacak sekilde sulandirildi ve her bir 0.2 mI’lik PZR tlpdi i¢in Cizelge
3.9.°da belirtilen reaksiyon karisimi hazirlandi. Analizler Cizelge 3.10.’da gosterilen
reaksiyon kosullarinda, amplikonlar i¢in 30 °C’lik denatiirasyon araliginda her 2 sn’de

0.1 °C sicaklik artistyla gergeklestirildi. Tm derecelerini ifade eden denatlirasyon aralig
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ise 60-90 °C olarak belirlendi. Rotor-Gene Q series software version 2.3.1-Build 49
(Qiagen, Almanya-Hilden) yazilimi kullanilarak ““HRM Normalised Graph®’
(Normalizasyon, %0-100 floresan araligi), ‘‘Melt Curve Analysis’’ (Erime egrisi
analizi) ve <“‘Genotypes Analysis’’ (Genotiplendirme analizi) analizleri yapildi ve elde

edilen veriler yorumlanarak degerlendirildi.

Cizelge 3.10. HRM analiz protokoli

Program Adi Dongii Sayist Analiz Modu
Ters transkripsiyon 1
Baslangig aktivasyonu 1
Amplifikasyon 40 Kantifikasyon
HRM 1 Erime Egrisi

3.4.4. RFLP RT-PZR analizi

HRM ile PPRV F gen hedef alinarak genetik hat I (as1) ve genetik hat IV (saha)
ayrimi yapilan suslar, Guler ve ark. (2014)’nin gelistirdigi RFLP RT-PZR ile teyit
edildi. Bu analizde Forsyth ve Barrett’in (1995) bildirdigi yontem modifiye edilerek
calisildi. Her bir 0.2 mI’lik PZR tupu icin RFLP RT-PZR protokoli ve termal siklus
programi Cizelge 3.6.’da gosterildi.

RT-PZR urunlerine analizi takiben asagida belirtilen (Cizelge 3.11.) protokolde
(her bir 0.2 mI’lik PZR tupu icin) EcoR1 enzimiyle 37 °C’de 2 saat muamele edilerek
RE (restriction endonuclease) analizi yapildi. Urlinler hazirlanan %1.5°lik agaroz jele
yuklendi ve elektroforezde 120 voltta 30 dk ydrutilerek UV goruntileme sisteminde

degerlendirildi.
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Cizelge 3.11. RE analiz protokolii

Reaktif Miktar (ul)

10X RE buffer 2.5

Enzim (EcoR1) I

Ultra saf su 14.5

RT-PZR Grinii 7

3.4.5. Saha suslarmin dizin analizi

Forsyth ve Barrett’in (1995) bildirdigi primer ¢iftinin (Cizelge 3.3.) hedefledigi
bolge HRM analizinin hedefledigi dizini i¢ine almasi nedeniyle Cizelge 3.6.’da
gosterilen RT-PZR protokolli dizin analizinde kullanild:.

3.4.5.1. PZR iiriinlerinin saflastirilmasi

Bu amacla 6 adet saha susu temsili olarak secildi. Elde edilen PZR (rinlerine
High Pure PCR Product Prification Kit ile firma tarafindan belirtilen protokole uygun

olarak saflagtirma yapildi.

3.4.5.2. Dizin analizinin gerceklestirilmesi

Saflagtirllan PZR drdndnlerinin dizin analizi, 3500 Series Genetic Analyzer
cihaz1 ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit kullanilarak gergeklestirildi.
BigDye Terminator v3.1 igin reaksiyon karisiminin hazirlanmasinda, dizilemesi

yapilacak her bir 6rnek icin Cizelge 3.12.’de gosterilen reaksiyon protokoli hazirlandi.
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Cizelge 3.12. Dizin analizi reaksiyon protokoli

Reaktif Miktar (ul)
BigDye Sequencing Buffer (5X) 2
BigDye Ready Reaction Premix 2
Primer (2 pmol/ul) 2
PZR uruni 2
Distile su 2
Toplam hacim 10

DNA drneklerinin amplifikasyonu asagidaki termal siklus programinda yapildi.

Termal dongli programi

96 °C 1 dk
96 °C 10sn
50 °C 5sn 25 dongu
60 °C 4 dk
4°C o

Orneklerin amplifikasyonunun ardindan Receiver Spin Column Saflastirilmast
icin her bir 6rnege kolon isleminden yaklasik 45-60 dk 6nce 1 gr Sephadex 14 ml distile
su i¢inde eritilerek karisim hazirlandi ve 4 °C’de saklandi.

Receiver kolon asagida belirtildigi sekilde yapildi.

1. Hazirlanan sephadex’ten 750 upl kolonun dip kismina pipet yardimiyla
birakildi.

2. Kolonun altindaki kapak ¢ikarildi ve kolon toplama tlpiine yerlestirilerek
vortekslendi.

3. 5000 rpm +2 °C’de 3 dk santriftj edildikten sonra toplama ttpundeki sivi
atild1 ve kolon tekrar tiipe yerlestirildi. Bu arada sivinin tiimii santrifuj edildiginden jel
kristalize hal aldu.

4. Kristalize olan jelin ¢atlak olup olmadigi kontrol edildikten sonra pipet ucu

temas ettirilmeden amplifiye edilen driinden 10 ul Gzerine eklendi.
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5. Bu islemin ardindan tekrar 5000 rpm +2 °C’de 3 dk santrifuj edildikten sonra
toplama tlplnde biriken sividan 10 pl alinip genetik analiz cihazinin pleytine
yerlestirildi ve dizin analizi islemi yapildi.

Dizin analizinin ardindan elde edilen ham veriler SeqScape Software Verion 3.0

(Applied Biosystem) ile analiz edilerek DNA dizinleri belirlendi.

3.4.5.3. PPRV F gen soyagaci ve network olusturulmasi

Dizin analizi yapilan suslar ve GenBank’a bildirilen referans dizinler (Cizelge
3.13.), MEGA7 (Kumar ve ark., 2016) yazilimi iizerinden MUSCLE (Edgar, 2004) ile
hizaland1 ve ‘‘pairwise distances’” (Kumar ve ark., 2016) analizi ile karsilastirilarak
degerlendirildi. Saha suslarinin kismi dizinleri ile soyagaci olusturmak igin Turkiye ve
diger ulkelerden GenBank’a rapor edilen dizinler referans alindi (Cizelge 3.13.).
FASTA formatina gevrilen kismi dizinlerin MEGA7 yaziliminda Neighbour-Joining
(NJ-Komsu Birlestirme) yontemi ile bootstrap degerleri hesaplandi (1000 replicates) ve
““p distance’” (Kumar ve ark., 2016) parametresine gore soyagaci olusturuldu.

Dizin analizi ve soyagaci gerceklestirilen saha suslarinda, PPRV F gen kismi
dizini niikleotid degisimlerini tespit etmek ve evrimsel sirecini incelemek amaci ile
dizinler Bioedit-v7.0.5.3 yaziliminda ClustalW (Hall, 1999) (zerinde hizalandi.
DnaSP6-v6.11.01 (Rozas ve ark., 2017) ve Network-v5.0.0.3 (http://www.fluxus-
engineering.com) yazilimlari ile “‘star contraction algorithm’’ (Foster ve ark., 2001)
hesaplamasi yapildiktan sonra ‘‘median joining’’ (Bandelt ve ark., 1999) yontemi ile

network cizildi.



Cizelge 3.13. PPRV F gen icin GenBank’a rapor edilen suslar

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

I Nijerya EU267274 NIGERIA76/1 Chard ve ark., 2008
I Fildisi sahilleri EU267273 ICV89 Chard ve ark., 2008
Il Sudan HQ131956 Gedarif-KSUD71 Kwiatek ve ark., 2011
Il Katar FN995206 A37/10 30 Banyard ve ark., 2010
i Etyopya FN995997 Ethiopia_1996 Banyard ve ark., 2010
Il Umman FR667553 Oman_lbri Banyard ve ark., 2010
Il Yemen FN995999 Yemen_2001b Banyard ve ark., 2010
Il Tanzanya FN995114 R4/10 Banyard ve ark., 2010
Il Birlesik Arap Emirlikleri FN996975 UAE_Dorcas Banyard ve ark., 2010
Il Sudan FN996000 Sudan_1972 Banyard ve ark., 2010
v Katar FN995205 A37/10 02 Banyard ve ark., 2010
IV | Fas KC609746 Morocco-2008 Muniraju ve ark., 2013
IV | Misir FR667557 Egypt 2009 Banyard ve ark., 2010
v Irak FN995440 Irag_2002 Banyard ve ark., 2010




v Irak FN995439 Irag_2000a Banyard ve ark., 2010
IV | Cin EU816772 China/Tibet/07-1 Wang ve ark., 2009
IV [ Cin EU815053 China/Tibet/07-02 Wang ve ark., 2009
IV | Nepal FN996974 Nepal_2009 Banyard ve ark., 2010
IV | Banglades FR667556 Bangladesh_2000 Banyard ve ark., 2010
v Hindistan GQ452015 Sungri/96 Balamurugan ve ark., 2010b
v 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 |iran FN995204 R22/10 Banyard ve ark., 2010
IV | Tirkiye FR667647 Turkey_ 1996 Banyard ve ark., 2010
IV | Tlrkiye NC_006383 Turkey 2000 Bailey ve ark., 2005
IV | Turkiye AJ849636 Turkey/00 Bailey ve ark., 2005
IV | Tirkiye KU175170 Turkey/Dosemealti Direkt bildiri t

IV | Tlrkiye EF547923 PPR-TRab02 Direkt bildiri 2

v Tarkiye EF547922 PPR-TRab01 Direkt bildiri 2

IV | Tlrkiye KC476652 TR/Konyal0/2009 Guler ve ark., 2014
IV | Turkiye KC476651 TR/Nigde02/2011 Guler ve ark., 2014
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IV | Tlrkiye KC476654 TR/Afyonkarahisar22/2008 Gduler ve ark., 2014
IV | Tiurkiye KC476653 TR/Aksaray09/2012 Guler ve ark., 2014
IV | Turkiye JQ519917 TR/IKAHRAMANMARAS/2011/49 Direkt bildiri 3
IV | Tirkiye JQ519948 TR/SANLIURFA/2011/50 Direkt bildiri 3
v Turkiye JQ388649 TURKEY/ERZURUM/2011/5 Direkt bildiri 3
IV | Turkiye JQ388651 TR/GIRESUN/2011/43 Direkt bildiri 3
IV | Turkiye JQ519930 TR/IKUTAHYA/2011/26 Direkt bildiri 3
v Turkiye JQ388631 TR-AYDIN-2011-29 Direkt bildiri 3
IV | Turkiye JQ388659 TR/ISTANBUL/2010/583 Direkt bildiri 3
v Turkiye JQ388641 TR/BURSA/2011/4 Direkt bildiri 3
IV | Turkiye JQ388645 TR/ICANAKKALE/2011/3934 Direkt bildiri 3
v Turkiye JQ519942 TR/ISAKARY A/2011/20 Direkt bildiri 3
v Turkiye JQ519934 TR/MANISA/2011/21 Direkt bildiri 3
IV | Turkiye JQ519965 TR/INZMIR/2011/27 Direkt bildiri 3
v Turkiye JQ388627 TR-AYDIN-2011-7 Direkt bildiri 3
IV | Turkiye JQ519954 SINOP/2011/47 Direkt bildiri 3
v Tarkiye JQ519944 TR/ISAMSUN/2011/7 Direkt bildiri 3
IV | Turkiye JQ388619 AMASYA2011-8 Direkt bildiri 3
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IV | Tirkiye JQ519924 TR/KONYA/2011/23 Direkt bildiri 3
IV | Turkiye JQ519926 TR/KONYA/2011/36 Direkt bildiri 3
IV | Tirkiye JQ519956 TR/SIVAS/2011/34 Direkt bildiri 3
IV | Tirkiye JQ519939 TR/OSMANIYE/2011/52 Direkt bildiri 3
IV | Tirkiye JQ519907 TR/ADANA/2011/53 Direkt bildiri 3

Direkt bildiri *: 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. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Konvansiyonel ve ger¢ek zamanli RT-PZR metotlar1 ile PPRV pozitif
degerlendirilen saha Orneklerinde, as1 ve saha suslarmin molekiiler ayrimina yonelik
olarak gercek zamanli RT-PZR ile kombine HRM analizi standardize edilmistir.

4.1. Saha Suslarinin Tanimlanmasi

4.1.1. Saha suslarmin hiicre kiiltiirii bulgular:

Hiicre kiiltiirlerinde monolayer olusumu her giin takip edildi ve 2 giinde bir
olmak {izere vasat degistirildi. %90 monolayer olusumu ile hazirlanan inokulumlardan
izolasyon calismasi yapildi. Virus izolasyonu icin hiicre kaltirlerine 7 gun arayla 4 kez
kOr pasaj uygulandi. inkiibasyon siiresince hiicrelerde olusabilecek degisiklikler kontrol
edildi ve 5. giinden itibaren 3 ornekte (Ornek Sira No: 14, 19, 35) CPE gorildi (Sekil
4.1)).

PPRV’nin hiicre izolasyonunda adaptasyonun zor oldugu bilinmektedir (OIE,
2012). Yapilan ¢aligmalarda toplam ornek sayisi dikkate alindiginda, virusun izole
edilebildigi 6rnek sayisi ¢ok diisiiktir. Bu g¢alismalardan Couacy-Hymann ve ark.
(2005)’nin deneysel enfeksiyon nedeniyle olen 23 keciden 2, Ozkul ve ark.
(2002)’nin 328 numuneden 2, Tarakct (2014) 34 koyun akcigerinden 2 tanesinde

virusun izole edildigini bildirilmistir.

Sekil 4.1. A: Vero hiicre kontrol. B: Vero hcre kiltiriine inokulasyonu takiben 5. giin hiicre gérinumi
(x40)
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Virus izolasyonlarinda olusan problemlerin, hastaligin klinik seyri, 6rnegin
tazeligi ve mevcut virus yiikii gibi faktorlere bagl olarak ortaya ¢iktigi bilinmektedir
(Ozkul ve ark., 2002; Couacy-Hymann ve ark., 2005; Couacy-Hymann ve ark., 2007;
Albayrak ve Alkan, 2009; Tarakci, 2014).

4.1.2. Saha suslarmmin RT-PZR bulgular:

4.1.2.1. Gercek zamanh RT-PZR bulgulari

Saha 6rneklerinin tamaminda Batten ve ark. (2011)’nin bildirdigi ger¢ek zamanl
RT-PZR modifiye edilerek PPRV (N gen) pozitif tespit edildi. Analizde pozitif
kontrolin esik dongu (CT-ThresholdCycle) degeri 11.09, o6rneklerin esik dongu
degerlerinin  15.23-33.79 araliginda oldugu belirlendi. Negatif kontrolde hicbir
amplifikasyon gorulmedi. Qiagen Rotor-Gene Q cihaziyla yapilan analizden elde edilen

amplifikasyon egrilerine ait goriintii Sekil 4.2.”de gosterilmektedir.

)

Sekil 4.2. Saha suglarinin ger¢ek zamanli RT-PZR analizi (a: pozitif kontrol; b, c, d, e, f, g:saha suslar1; h:
negatif kontrol)
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4.1.2.2. Konvansiyonel RT-PZR bulgulari

Gergek zamanli RT-PZR ile PPRV pozitif bulunan 6rneklerin tamami, Forsyth
ve Barrett’in (1995) bildirdigi konvansiyonel RT-PZR yontemi ile PPRV (F gen) pozitif
olduklar teyit edildi. Konvansiyonel RT-PZR sonucunda elde edilen Urinlere ait agaroz
jel goruntusu Sekil 4.3.’de gosterilmektedir.

Sekil 4.3. Saha suslarinin RT-PZR jel elektroforezi (Marker, 1. hat: as1 susu, 2-6. hatlar: saha suslar)

4.2. As1 ve Saha Suslarimin Molekiiler Ayrimi

4.2.1. Primer ciftinin optimizasyon bulgulari

HRM ile kombine ger¢ek zamanli RT-PZR’de kullanilan primer setinin uygun
baglanma sicakligini belirlemek amaciyla gradient RT-PZR yapildi. Elde edilen
amplikonlar agaroz jele yiiklenerek UV goruntiileme sisteminde gorintulendi. Sonuglar
degerlendirildiginde primer seti igin en uygun baglanma sicakliginin 0.4 pmol/ul primer
konsantrasyonunda 55 °C oldugu tespit edildi. RT-PZR {rlnlerine ait agaroz jel
goruntisi Sekil 4.4.’de gosterilmektedir.

— — G — . —— e

Sekil 4.4. Primer optimizasyonu jel elektroforezi (Marker, 1. hat: as1 susu, 2-12. hat: saha suslar1)
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4.2.2. Ger¢cek zamanh RT-PZR ve HRM analiz bulgular:

4.2.2.1. Gercek zamanh RT-PZR bulgular: ve standart egri olusturulmasi

Saha suslari HRM analizinden 6nce ayni reaksiyon tlpu igerisinde gergek
zamanli RT-PZR (Cizelge 3.9.) ile PPRV (F gen) pozitif tespit edildi. Uygulanan bu
protokole gore saha Orneklerinin tamami amplifiye olurken, negatif kontrolde higbir
amplifikasyon gerceklesmedi. Pozitif kontroliin CT degerinin 9.11, orneklerin CT
degerlerinin 14.67-36.86 araliginda oldugu goriildi. Qiagen Rotor-Gene Q cihaziyla
yapilan analizden elde edilen amplifikasyon egrilerine ait temsili goriintii Sekil 4.5.°de

gosterilmektedir.

!

Sekil 4.5. HRM ile kombine gergek zamanli RT-PZR (a: pozitif kontrol; b, c, d, e, f, g: saha 6rnekleri; h:
negatif kontrol)

Gergek zamanlhh RT-PZR’de kullanilan pozitif kontrol, etkinliginin saptanmasi
amactyla 10°® kadar sulandirildi ve diliisyonlardan elde edilen kopya sayilar1 standart
egrinin olusturulmasinda kullanildi. Coklu denemelerle yapilan analiz sonucunda pozitif
kontrol diliisyonlarinin ortalama CT degerlerinin sirasiyla 16.22, 19.71, 23.18, 26.85,
30.65, 34.07 oldugu saptandi. Negatif kontrolde hi¢bir amplifikasyon tespit edilmedi.
Hazirlanan diliisyon analizlerine ait amplifikasyon egrileri, standart sapma ve %

varyasyon degerleri Sekil 4.6.’da gosterilmektedir.
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Name | Type |Ct | Given Conc (Cop| % Var |Rep. Ct  |Rep. CtStd. Dev.
PPR 1 Standard 16.17 1.00E+06 2.2% 16.22 007
PPR 1 Standard 16.27 1.00E+06 85%

PPR 2 Standard 19.68 1.00E+05 2.9% 19.71 0.04
PPR 2 Standard 19.74 1.00E+05 1.1%

PPR 3 Standard 23.26 1.00E+04 4.0% 2318 011
PPR 3 Standard 231 1.00E+04 14.6%
PPR 4 Standard 26.99 1.00E+03 5.2% 26.85 0.20
PPR 4 Standard 26.71 1.00E+03 13.5%
PPR 5 Standard 30.43 1.00E+02 47% 30.65 0.31
PPR 5 Standard 30.87 1.00E+02 20.7%
PPR 6 Standard 3379 1.00E+01 21.7% 34.07 0.40
PPR 6 Standard 34.36 1.00E+01 15.2%
Neg.Kontrol Unknown

Sekil 4.6. Gergek zamanli RT-PZR’de kullanilan pozitif kontroliin sensitivitesi (a: 1072, b: 1072, ¢:107%, d:
1074, e: 1075, £ 1078 g: negatif kontrol)

Hazirlanan diliisyonlar ile olusturulan standart egride; viral yikteki azalma
dogrusallik gosterdi, regresyon degeri R*2 = 0.99908, efficiency degeri %90, slope
aralig1 3.5 olarak hesaplandi ve testin tekrarlanabilir oldugu goriildii (Sekil 4.7.).

34; :L% _________________________ E:_ ______ Cycling A Green (Page 1):
] i ) i ! R=0.99954
32,: _______________________ L T L PO, — R2=0.99508

" W=-3.594
i RS .| B=37602
' Efficiency=0.90

T

Concentration

Sekil 4.7. Gercek zamanli RT-PZR standart egri
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4.2.2.2. HRM analiz bulgulari

As1 ve saha suslarinda PPRV (F gen) 5942. nt’de T>C ve 5957. nt’de A>G
nikleotid degisiminin (Sekil 4.8.) HRM yontemi ile belirlenmesi ve genetik hatlarin
tespit edilmesi igin 45 adet saha 6rnegi ile calisildi. Tm derecelerinin ifade edildigi
denatiirasyon araliginda, Rotor-Gene Q series software version 2.3.1 (Build 49) yazilimi
kullanilarak ‘‘HRM Normalised Graph’’ (Normalizasyon, %0-100 floresan araligi),
““Genotypes Analysis’’ (Genotiplendirme analizi) ve ‘‘Melt Curve Analysis’’ (Erime
egrisi analizi) analizleri yapildi. Analiz verilerine gore calisilan suslarin tamaminin

dogal enfektif saha susu (genetik hat 1V) oldugu goriildi.

GAATTCCCAAGCAATTGAAAGTTT.

PPRV agI susu

5942 T>C /\| \ ||||| |/UU\|I” ‘ !"ll |'|| ||| || ||| I|'|| ||| || HII MH 5957 A>G

TCCCAAGCAATTGAGAGTTTA

PPRV saha susu

\

Sekil 4.8. PPRV as1 ve saha suslarina ait dizin analizi (5942 T>C — 5957 A>G mutasyonlar)
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Saha suslarinin HRM analizi ile elde edilen denatirasyon egrilerinden (Sekil
4.9.), normalizasyon bdlgelerinin belirlenmesi ile Nigeria75/1 as1 susunun referans egri
olarak kullanildigi normalize egriler incelendi. Buna gore asi1 ve saha suslar1 arasinda
net bir ayrim olustu ve benzer olan Orneklerin ayni grup icerisinde kimelendigi
gozlemlendi (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.9. PPRV ag1 ve saha suglar1 denatiirasyon egrileri
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Sekil 4.10. PPRV as1 ve saha suslar1 normalize egrileri
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Erime egrilerinin normalizasyon bolgeleri ile degerlendirilmesinin ardindan, ast

ve saha suslarinda genotiplendirme yonuyle de uyumlu bir tiplendirme tespit edildi

(Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. PPRV as1 ve saha suglarinin genotiplendirilmesi
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HRM ve genotiplendirme analizleri ile es zamanli olarak, Tm derecelerinin
referans alindig1 “Melt Curve Analysis” analizi yapildi ve tiirev egrilerine gore sonuglar
degerlendirildi. PPRV as1 ve saha suslarinin Tm dereceleri kiyaslandiginda, as1 susunun

(Tm derecesi 78.32 °C) saha suslarindan (Tm derecesi 78.67 °C) daha erken sicaklikta

pik verdigi gozlemlendi (Sekil 4.12.).

Met Curve Anadysss - HRM AMRM (Page
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Sekil 4.12. Tm derecelerine gore tespit edilen melt curve analizi

Ger¢ek zamanli RT-PZR ile kombine yapilan HRM analiz sonuglar

degerlendirildiginde; gelistirilen bu metodun PPRV F gen spesifik nukleik asit tespiti ile

birlikte, as1 (genetik hat I) ve saha (genetik hat IV) suslarmin molekiiler ayrimini

gerceklestirdigi gortilmiistiir.
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4.2.3. RFLP RT-PZR analiz bulgulari

HRM ile as1 ve saha susu ayrimi yapilan Ornekler Giiler ve ark. (2014)’nin
gelistirdigi RFLP RT-PZR metodu ile teyit edildi. RE analizini takiben RT-PZR
urtnleri agaroz jele yuklendi ve elektroforezde yirutilerek UV goruntileme sisteminde
degerlendirildi. Analiz sonucuna gore as1 susunda iki bant (202 ve 246 bg)
g6zlemlenirken, saha suslarinin tamamiminda hedef bélge (448 bg) gorildi. RFLP RT-
PZR bulgularinin HRM sonuglar1 ile tamamen uyumlu oldugu tespit edildi. Analize ait

agaroz jel goriintisu Sekil 4.13.’de gosterilmistir.

Sekil 4.13. RFLP RT-PZR jel elektroforezi (Marker, 1. hat: as1 susu, 2-7. hatlar: saha suslar1)

4.2.4. Dizin analizi, soyagaci ve network bulgulari

Temsili olarak secilen 6 adet saha susu ve as1 susunun dizin analiz verilerinin
(v7.05.3) ve MEGA7 vyazihmlann ile
karsilagtirmalarinda 15 nlkleotid degisimi g6zlemlendi. Bu degisimler Nig75/1 as1

Bioedit nikleotid bazinda yapilan
susunun tam genomdaki konumuna gore Cizelge 4.1.’de gosterildi.

Cizelge 4.1. PPRV F gen as1 ve saha suglari arasindaki niikleotid degisimleri

PPRV Tam Nukleotid PPRV Tam Nikleotid PPRV Tam Nukleotid
Genomda Degisimi Genomda Degisimi Genomda Degisimi
Konumu Konumu Konumu
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 yaziliminda yapilan ve nukleotid degisimlerinin degerlendirildigi
“pairwise distances” analizi (Kumar ve ark., 2016) ile as1 ve saha suslar1 arasinda %5.5-
6.7 oraninda, saha suslarinin kendi aralarinda %0.0-0.8 oraninda farkli olduklar1 (Sekil
4.14.) tespit edildi.

Saha suslarmin Turkey96 (FR667647) ve TurkeyOO (AJ849636) suslari ile
nlkleotid bazinda yapilan karsilastirmasinda, her iki referans sus ile bes nukleotid
degisiminin oldugu goruldi. Tespit edilen bu degisimlerde saha suslarmin Turkey96
susu ile %1.7-2.1 oraninda ve Turkey0O susu ile %2.1 oraninda farkli olduklar
gozlemlendi (Sekil 4.14.). Bioedit (v7.0.5.3) yazilimiyla hizalanan dizinlere ait
nlkleotid degisimleri Sekil 4.15.’de gosterilmistir.

Bu degerlendirme ile uyumlu olarak; Dagalp ve Sait (2013) yaptiklar ¢aligmada,
Turkiye’de sirkule olan PPRV F genin ylksek oranda homolog (%98-100) oldugu ve

genetik degisimlerinin hizli olmadigini belirtmistir.

File Display Average Caption Help

]l o el [ % )0 )l (& ]| [ ][ e | nda |[ B ][ <8 ]
1 2 3 4 o 6 7 8 9

1. Konya Af17 0.000 0.000 0.000 0.006 0.006 0.009 0.009 0.015
2.KonyaB/17  0.000 0.000 0.000 0.006 0.006 0.009 0.009 0.01S
3. Antalya Af17 0.000 0.000 0.000 0.006 0.006 0.003 0.009 0.015
4. AntalyaBf17 0.000 0.000 0.000 0.006 0.006 0.009 0.003 0.015
5. Nigde A/17 0.008 0.008 0.008 0.008 0.006 0.009 0,009 0.016
6. Aksaray A/17 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.009 0.009 0.016
7. AJB49636 0.021 0.021 0.021 0.021 0.021 0.021 0.008 0.016
8. FRE67647 0.021 0.021 0.021 0.021 0.021 0.021 0.017 0.015
9. X74443 0.059 0.059 0.059 0.059 0.067 0.067 0.063 0.05s [

Sekil 4.14. Pairwise Distances analizi
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Sekil 4.15. PPRV F gen as1 ve saha suslar niikleotid dizinleri

Saha suslarinin genetik hatlar1 temsil eden referans suslar (Cizelge 3.13.) ile
olusturulan soyagacinda IV. genetik hat i¢inde yer aldig1 goriildii. Ayn1 soyagacinda
Irag 2002, Irag 2000a, Turkey 2000, Turkey/00, PPR-TRab01, PPR-TRab02, Egypt
2009 ve A37/10 02 suslarnin ¢alisma 6rneklerini olusturan saha suslari ile ayn1 genetik
kiimede yer aldiklari tespit edildi (Sekil 4.16.). Tirkiye’nin farkli bolgelerinden
bildirilen suslar (Cizelge 3.13.) ile olusturulan soyagacinda ise bolgesel bir ayrim
olmadig1 ve ayni genetik kiimede yer aldiklar1 belirlendi (Sekil 4.17.).
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Sekil 4.16. Diger tilkelerden GenBank’a bildirilen suslarla olusturulan PPRV F gen soyagaci
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Sekil 4.17. Tiirkiye’den GenBank’a bildirilen suslarla olusturulan PPRV F gen soyagaci
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Saha suslarinin F gen kismi dizini nlkleotid degisimlerini tespit etmek ve

evrimsel slrecini incelemek amaci ile yapilan network giziminde (Sekil 4.18) 32 adet

haplogrup belirlendi (Cizelge 4.2.). Cizilen network’de saha suslarinin tamaminin IV.

genetik hat i¢inde yer alan diger suslar ile birlikte oldugu goriildii. Buna gore, H_30 ile
H 31 arasinda iki (100 ve 184), H 30 ile H 32 arasinda iki (100 ve 194), H 31 ile
H 32 arasinda iki (184 ve 194) adet nukleotid farkliligi tespit edildi. Calisma
dizinlerinin olusturdugu haplotipler (H_30, H_31, H_32) ile H 20 arasinda bir (sirasi ile
100, 184, 194), H 2 arasinda alti,, H 3, H 4, H_13 ve H_10 arasinda dort, H 12

arasinda bes adet nukleotid farkliligi tespit edildi. Neighbour-Joining yontemi ile

olusturulan soyagacinda (Sekil 4.16.) da goriildiigii iizere, network ¢iziminde saha

suslarina en yakin dizinin Egypt 2009 (H_20) oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.2. PPRV F gen network analizi haplogruplari

Haplogrup No GenBank Haplogrup No GenBank Haplogrup No | GenBank Erigim
Erisim No Erisim No 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/KonyalA/17
H_9 FN995204 H_21/1 FR667644 H_30/2 TR/KonyalB/17
H_10 FN995205 H_21/2 FR667646 H_30/3 TR/AntalyalA/17
H_11 FN995206 H_22 FR667645 H_30/4 TR/AntalyalB/17
H_12 FN995439 H_23 FR667647 H_31 TR/NigdelA/17
Not: H_30, 31 ve 32 bu ¢alismada tespit edilen saha suslaridir. H_32 TR/AksaraylA/17
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Sekil 4.18. PPRV F gen network analizi

63



64

4.3. Tartisma

Kiigiikbas hayvan yetistiriciliginin Asya ve Afrika iilkelerinin pek ¢ogunda
ekonomi, istihdam ve siirdiiriilebilir tarim igin biiyiik 6nem tasidigi bilinmektedir. PPR
salginlart ise diinyanin bu bolgelerinde siklikla goriilmekte ve Onemli ekonomik
kayiplara sebep olmaktadir (Taylor ve ark., 2005, Kumar ve ark. 2014-1). FAO
tarafindan yapilan ¢alismalar ile Tiirkiye’nin de aralarinda bulundugu birg¢ok iilkede
(Giiney Afrika, Asya, Cin ve Giiney Avrupa) mevcut kiigiikbas hayvan populasyonunun
%63 tiniin PPR enfeksiyon riski tagidigi ve hastaligin yakin bolgelere hizli bir sekilde
yayildig1 rapor edilmistir (FAO, 2009; Libeau ve ark., 2014). Bu kapsamda OIE
hastaligin kontrolii ¢aligsmalarini fakirlikle miicadele programlarinda temel hedef olarak
belirlemistir (OIE, 2015). Ulkemiz kiiciikbas Giftlik hayvani yetistiriciligi bakimimndan
PPRV’nin potansiyel bir tehdit oldugu bircok kez ifade edilmistir (Ozkul ve ark., 2002;
Yesilbag ve ark., 2005; Batten ve ark., 2011).

PPR’nin goriildiigii bolgelerde, hastalikla miicadele kapsaminda hayvan sevk ve
kontrol tedbirlerinin yanisira asilama kampanyalar1 yapilmaktadir. Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi Koyun ve Ke¢i Vebasi Hastaligina karsi daha etkin ve hizl
mudahale edilmesi ve hastaligin kontrol altina alinmasi amaciyla 2010 yilinda AB
destekli koyun ve kegilerin PPR asisiyla asilanmasi projesini baslatmistir (Genelge,
2010/02). Bu projede kullanilan as1 susunun (Nigeria75/1) genetik hat I’de yer aldig1
bilinmektedir (Luka ve ark., 2011; Muniraju ve ark., 2013).

PPR enfeksiyonlar1 klinik teshis yoOniiyle benzer semptom gosteren diger
vakalarla karisabilmektedir. Hastalikla miicadelede PPRV’nin laboratuvar tanisinda
uygulanacak metotlarin etkinligi, PPR vakalarmin kontrol altina alinmasi ve hastalik
nedeniyle olusabilecek ekonomik kayiplarin en az seviyede tutulmasi agisindan oldukca
onemlidir. Yapilan calismalarda, klinik semptomlara bagli olarak olusan PPR
stiphesinin laboratuvar tanisi ile kesinlestirilmesi gerektigi tavsiye edilmistir (OIE,
2004; Parida ve ark., 2015).

Molekuler metot modifikasyonlart PPRV’nin rutin tanisinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Forsyth ve Barrett, 1995; Balamurugan ve ark., 2006; Bao ve ark.,
2008; Kerur ve ark., 2008; Kwiatek ve ark., 2010). Son yillarda, PZR drtnleri ve
denatiirasyonlarinin incelenmesinde floresan sistemlerin gelistirilmesi ile birlikte
hassas ve spesifik sonuglarin elde edildigi farkli tespit metotlar1 gelistirilmistir

(Hanson ve Ballantyne, 2013; lacumin ve ark., 2015; Villinger ve ark., 2017). HRM
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analizleri PZR drinleri denatiirasyonunun incelenmesi prensibini temel alan yuksek
kapasiteli, glivenilir ve hizli 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 salgin hastaliklarin kontrol edilmesine olanak
saglamaktadir (Hewson ve ark., 2009; Ghorashi ve ark., 2011; Akiyoshi ve ark., 2013;
Lin ve ark., 2014).

PPRV’nin hizli ve etkin laboratuvar teshisinin; salgilarin kontrolii, asilama ve
karantina gibi tedbirlerin ivedilikle uygulanmasi ve neden olacagi ekonomik kayiplarin
onune gecilmesi acgisindan 6nemli oldugu bildirilmistir (OIE, 2004; Diallo, 2006;
Kumar ve ark., 2014-1; Parida ve ark., 2015). Calismamizda gelistirilen gergek
zamanl RT-PZR ile kombine HRM metodu sayesinde, PPRV’nin dogal enfektif saha
suslarmin tespiti ve ayn1 zamanda as1 Ve saha suslarmin molekiiler ayriminin (genetik
hat farkliliklarinin tespiti) yapilmasi amaglanmis, hastaligin kontrol ve eradikasyonuna
katki saglanmasi hedeflenmistir. Ayrica kismi dizin analizi, soyagaci ve network
analizlerinde PPRV (F gen) ile ilgili giincel veriler elde edilmistir.

Konya ve cevresinden (Aksaray, Antalya, Burdur, Nigde, Isparta) PPR
stiphesiyle Konya Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirligii’ne gelen ve ger¢ek zamanli
RT-PZR ile PPRYV pozitif olarak degerlendirilen 45 adet (32 koyun ve 13 kegci) kii¢ik
ruminanta ait kan ve doku orneklerinde, birgok arastirmaci tarafindan onerilen (Gibbs
ve ark., 1979; Ozkul ve ark., 2002) Vero daimi hiicre hatt: kullanilarak hiicre kiiltlirti
izolasyon ¢aligsmasi yapilmistir. Virusun hiicre adaptasyonu diisiik oldugundan (OIE,
2012) 3 adet drnekten virus izole edilmistir.

CPE gorulen orneklerin ger¢ek zamanli RT-PZR analizlerinde; PPRV N gen
(Batten ve ark., 2011) ve F gen (bu calismada uygulandi) spesifik RNA, stok
inokulumlari ile uyumlu olarak pozitif bulundu. Diger kor pasajlarda CPE saptanmadi
ve inkiibasyonu takiben yapilan ger¢ek zamanli RT-PZR’de pozitif sonug tespit
edilmedi. Bu calismada tespit edilen bulgular Albayrak ve Alkan (2009) ve Tarakci
(2014) (Slam reseptorii isaretli Vero) nin ¢alismalarinda elde ettikleri bulgular ile
uyumlu bulundu.

Konvansiyonel ya da ger¢ek zamanli RT-PZR’de yapilacak arastirmanin niteligi
ve hedeflenen gen bolgesi dikkate alindiginda, primer tasarimimin O6nemli oldugu
gorilmektedir (Forsyth ve Barrett 1995; Kwiatek ve ark., 2010; Batten ve ark., 2011).
HRM ile kombine RT-PZR’de kullanilan primer ¢ifti, PPRV genetik hat tespitinde daha
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once yapilan bir ¢ok calismada oldugu gibi F geni dikkate alinarak tasarlandi (Cizelge
3.3.) (Forsyth ve Barrett, 1995; Couacy-Hymann ve ark., 2002; Ozkul ve ark., 2002;
Guler ve ark., 2014). Primerlerin en uygun baglanma sicakliginin 0.4 pmol/ul primer
konsantrasyonunda 55 °C oldugu tespit edildi (Sekil 4.4.).

Saha drneklerinin PPRV spesifik molekiiler tanimlamasinda, ger¢ek zamanl
(Batten ve ark., 2011) ve konvansiyonel (Forsyth ve Barrett, 1995) RT-PZR’de
tamamen uyumlu sonuclar elde edildi ve tim dérnekler PPRV pozitif tespit edildi (Sekil
4.2. ve 4.3.). HRM ile kombine uygulanan ger¢ek zamanli RT-PZR analizlerinde de
benzer sekilde tiim 6rnekler pozitif bulundu (Sekil 4.5.).

Gergek zamanli RT-PZR’nin hemen ardindan ayni reaksiyon tiipii igerisinde
HRM analizleri gergeklestirildi. Rotor-Gene Q series software version 2.3.1 (Build 49)
modiilii kullamilarak HRM normalizasyon (Normalised Graph), genotiplendirme
(Genotypes Analysis) ve Tm derecelerinin referans alindigi erime egrisi (Melt Curve
Analysis) analizleri yapildi. Analiz verilerine gore as1 susu ve saha suslarinda net bir
ayrim gozlemlendi ve calisilan suslarin tamaminin dogal enfektif saha susu (genetik hat
IV) oldugu tespit edildi (Sekil 4.10., 4.11. ve 4.12.). HRM tespitleri ile RFLP RT-PZR
(Gller ve ark., 2014) karsilagtirilmis ve her iki metodun da sonuglar1 yoniyle uyumlu
oldugu gbzlemlenmistir (Sekil 4.13.).

Viral hastalik etkenlerinin dizin ve filogenetik analizleri, etkenin genetik
yapisiyla ilgili detayli bilgiye ulasilmasi, virus hareketlerinin takip edilmesi ve
salginlarda etken kaynagii gostermesi agisindan 6nemli molekiiler metotlardir. Bu
metotlar kullanilarak PPRV’nin teshisi ve molekiler epidemiyolojisine yonelik birgok
calisma yapilmistir (Luka ve ark., 2011; Munir ve ark., 2012a; Muniraju ve ark., 2013;
Libeau ve ark., 2014).

Bu ¢alismada yapilan dizin analizinde, Forsyth ve Barrett’in (1995) bildirdigi
448 be’lik bolge (PPRV F gen) hedeflendi. Dizin analiz sonucuna gore, as1 susu ve saha
suslarinin nikleotid degisimlerine iliskin yapilan analizlerinde as1 ve saha suslari
arasinda %93.3-94.5 oraninda, saha suslarinin kendi aralarinda %99.2-100 oraninda
benzer olduklari tespit edilmistir (Sekil 4.14.). Bu durum PPR virus populasyonu F gen
niikleotid yapisinin yiliksek oranda homolog oldugunu géstermektedir.

PPRV’nin filogenetik analizleri ile tespit edilen dort genetik hatti mevcuttur
(Ozkul ve ark., 2002; Balamurugan ve ark., 2010b; Munir ve ark., 2012a; Kumar ve
ark., 2014-1). Temsili olarak secilen 6 adet saha susu ve genetik hatlar1 gosteren

referans dizinlerin Neighbor-joining metodu kullanilarak olusturulan soyagacinda, saha
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suslarmin IV. genetik hat i¢inde yer aldig1 tespit edilmistir (Sekil 4.16.). Tiirkiye nin
farkli bolgelerinden bildirilen PPRV suslart ile olusturulan soyagacinda ise bolgesel bir
ayrim olmadig1 ve suslarin ayni genetik kiimede yer aldiklar1 belirlenmistir (Sekil
4.17.). Tiurkiye’de izole edilen PPRV suslari ile yapilan birgok ¢alismada, Ulkemizde
sirkille olan PPRV’nin IV. genetik hatta yer aldi rapor edilmektedir (Ozkul ve ark.,
2002; Dagalp ve Sait, 2013; Tarakci, 2014). Network analizinden elde edilen veriler,
diger iilkelerden bildirilen PPRV suslar1 referans alinarak olusturulan soyagaci ile
uyumlu olarak caligma suslarinin IV. genetik hatta yer aldigim1 gostermektedir. Ayrica
bu suslarin lilkemizde sirkiile olan diger suslar gibi Egypt_2009, Iraq_2000a, Iraq_2002
ve A37/10 02 suslar ile yakin iligkili oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.18.). Buna gore,
daha once yapilan filogenetik calismalar ve bu g¢alismada ortaya koyulan bulgularla
benzer sonuclar elde edildigi gorilmektedir (Abubakar ve ark., 2011; Munir ve ark.,
2012a; Munir ve ark., 2012b; Dagalp ve Sait, 2013; Kumar ve ark., 2014-1; Tarakci,
2014).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda tasarlanan primerler ile yapilan ger¢cek zamanli RT-PZR ve HRM
analiz bulgularinin, karsilastirma yapilan diger metotlarin sonuglar1 ile uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Buna gore, saha suslariin tamami PPRV IV. genetik hatta yer almaktadir.

HRM analizinin kapal: bir sistem olarak PZR ile ayni reaksiyon ortaminda
uygulanmasi ve PZR Urunlerinin purifiye edilmeden analiz sonucunun kisa siirede elde
edilmesi, etken tespiti agisindan 6nemli bir avantajdir. PPRV nin as1 ve saha suslarinda
boyle bir metotla ayrim yapilmasi rutin teshiste asiya bagli olarak olusabilecek yanlis
degerlendirmelerin Oniine gegecektir.

Konya ve cevresinde Koyun ve Keci Vebasi Hastaligmin varligt devam
etmektedir. Hastaliga kars1 koruyucu tedbirler (hayvan barinak ve pazar yerleri, hayvan
sevkleri vb. gibi) ile asilama c¢alismalarina titizlikle devam edilmesi gerektigi
distiniilmektedir.

Bu c¢alismada optimize edilen ve gergek zamanli RT-PZR ile kombine
uygulanan HRM analizi; klinik érneklerde PPRV F gene spesifik nukleik asit tespitinin
yaninda, as1 ve saha suslarin1 ayirmada etkili ve hassas bir yontem olarak laboratuvar
rutinine adapte edilebilir. Bu sayede hastaligin kontrol ve eradikasyonuna Kkatki

saglacag1 ongoriilmektedir.
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