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Ozet

Kiigitk ruminant vebasi (PPR), koyun ve kegi yetistiriciliginde énemli ekonomik kayiplara neden olan ve Diinya Hayvan Sagligi Orgiitii ta-
rafindan bildirimi zorunlu hastaliklar listesinde yer alan bir hastaliktir. Hastalig1 kontrol altinda tutmanin en etkili ¢6ztimii ag1 uygulamalar:
olsa da enfeksiyon ortaya ¢iktiginda Kiigiik ruminant vebasi virusuna (PPRV) dogrudan etki gosteren bir antiviral ila¢ bulunmamaktadir.
Nematodlara kars1 uygulanan genis spektrumlu bir antiparaziter ajan olan ivermektinin (IVM) son yillarda gesitli viruslara kars: in vitro anti-
viral aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada, PPRV’nin hiicreye tutunma, giris ve replikasyon asamalarinda IVM’nin antiviral akti-
vitesinin degerlendirilmesi amaglanmustir. Vero hiicrelerinde IVM’nin viral replikasyon asamasindaki etkinligini degerlendirmek i¢in IVM ile
muamele edilmeyen ve non-sitotoksik IVM konsantrasyonlari (1,0 ve 2,5 uM) ile tedavi edilen PPRV nin viral titreleri enfeksiyon sonrasi 8 giin
boyunca karsilagtirildi. 2,5 uM IVM varliginda PPRV’nin replikasyon asamasinda ortalama viral titre degerlerinde 1,12 log10 DKID50/0,1ml
diizeyinde diisiis ile 6nemli oranda azalma goriilda (P<0,05). Hiicreye tutunma ve giris asamalarinda IVM'nin PPRV’ye kars1 antiviral aktivi-
tesini degerlendirmek amaciyla IVM ile muamele edilmeyen ve 2,5 uM IVM ile muamele edilen virusun viral titreleri, virus ekimini takiben 7.
glinde virus titrasyon testi kullanilarak kargilastirildi. Testler sonucunda hiicreye tutunma agamasinda viral titrede bir degisiklik saptanmaz-
ken, hiicreye giris (penetrasyon) agsamasi testlerinde viral titre degerinde 0,37 log, DKID, /0,1ml diizeyinde bir diisiis belirlendi. PPRV’nin
2,5 uM IVM ile muamelesi sonucunda enfeksiyoz virionlarin inhibisyon oranlar: viral replikasyon agamasinda %92,50 ve hiicreye giris asa-
masinda %57,83 olarak belirlenirken hiicreye tutunma agamasinda herhangi bir etkisinin olmadig1 (%0,00) tespit edildi. Elde edilen veriler
dogrultusunda, IVM’nin antiviral etkinliginin PPRV ¢ogalma siklusunun ge¢ asamalarinda daha etkili oldugu ongoriilmektedir. Bu ¢aligma,
IVM’nin PPRV’yi inhibe edebildigini ve IVM’nin bir anti-PPRYV ilaci olma potansiyeline sahip olabilecegini gostermistir.

Anahtar kelimeler: ivermektin, Antiviral etkinlik, In vitro test, Kiigiik ruminant vebasi virusu, PPR

In Vitro Antiviral Efficacy of Ivermectin against Peste des Petits Ruminants (PPR) Virus

Abstract

Peste des petits ruminants (PPR) cause significant economic losses in sheep and goat breeding and are listed as notifiable diseases by the
World Animal Health Organization. Although vaccination is the most effective solution for the control of PPR, there is no antiviral drug that
directly affects the PPR virus (PPRV). In recent years, Ivermectin (IVM), a broad-spectrum antiparasitic, has also shown in vitro antiviral
activity against several viruses. In this study, we aimed to investigate the antiviral efficacy of IVM at the stages of viral replication, cell-attach-
ment and cell-entry of PPRV. To evaluate the efficacy of IVM at the viral-replication stage in Vero cells, the viral titers of PPRV infected cultures
treated with non-cytotoxic IVM concentrations (1.0 and 2.5 pM) were compared to titers from PPRV infected cultures without IVM by virus
titration assay for eight days. In the presence of 2.5 uM IVM, the mean viral titers at the virus replication stage were significantly reduced by
1.121og, TCID, /0.1ml (P<0.05). To evaluate the antiviral activity of IVM against PPRV at the cell-attachment and penetration stages, the virus
titers of the untreated virus and virus treated with 2.5 uM IVM were compared by virus titration assay on day 7 post-infection. As a result of the
assays, no change in the viral titer was detected at the cell-attachment, while a decrease in viral titer of 0.37 log,  TCID, /0.1ml was detected in
the penetration stage. As a result of treatment of PPRV infected cells with 2.5 uM IVM, the inhibition rates of infectious virions were deter-
mined to be 92.50% in the viral replication, 57.83% in the penetration, and 0.00% in the cell-attachment stages. Consequently, the antiviral
activity of IVM is predicted to be more effective in the late stages of the PPRV replication. This study has demonstrated that IVM can inhibit
PPRV replication and may be a potential drug for PPR.
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Giris

Kiigiik ruminant vebasi (PPR), Diinya Hayvan Sagligi Or-
giiti'niin (OIE) bildirimi zorunlu hastaliklar listesinde yer
alan ve esas olarak koyun ve kegileri etkileyen oldukea
bulasic bir viral hastaliktir. Ilk olarak 1942 yilinda Fildisi
Sahilinde rapor edilen hastalik uzun yillar bu bolge cev-
resinde sinirli kalmistir. Takiben Bati Afrika bolgesi sini-
rin1 agarak bircok iilkede hastalik goriilmeye baglamis ve
son 15 yilda ise Asya, Afrika ve Orta Dogu bolgelerindeki
70 yakin iilkede yayginlig: giderek artarak 2016 yilinda
Giircistanda rapor edilmistir. Hastalik, kiiglikbag hayvan
yetistiriciligi yapilan bolgelerde 6nemli ekonomik kayipla-
ra ve ciddi salginlara neden olmaktadir'. Diinya genelinde
PPR nedeniyle yilda yaklasik 38 milyon kii¢iikbas hayvan
o6limi meydana gelmekte ve PPR mortalitesinden kaynak-
lanan ekonomik kayip degeri yilda ortalama 1,475 milyon
Amerikan dolarina ulagmaktadir®. Bu nedenle gergeklesti-
rilen fayda-maliyet analizleri sonucunda, hastaligin 2030
yilina kadar ortadan kaldirilmasina yonelik OIE ve Birles-
mis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan era-
dikasyon kampanyasi baslatilmistir’.

Kiigiik ruminant vebasi virusu (PPRV) Paramyxoviridae
ailesindeki Morbillivirus cinsinin bir iiyesi olmakla birlikte
ayni cinste yer alan sigir vebasi, kopek genclik hastaligi ve
kizamik viruslar: ile antijenik benzerlik gostermektedir®.
Etkenin fiizyon (F) proteini ve niikleoprotein (N) gen bol-
gelerinin kismi sekans analizlerine gore 4 farkli soyu (line-
age I-IV) tanimlanmistir®. PPRV zarfli bir viriona ve tek
iplik¢ikli RNA genomuna sahiptir. Viral replikasyon enfek-
te hiicrelerin sitoplazmasinda gerceklesir ve olgun viruslar
tomurcuklanma ile hiicre disina sagilir®. Enfekte hayvan-
larda akut seyir izleyen hastalik tablosu ytiksek ates, goz ve
burun akintis, stomatitis, siddetli enteritis ve bronkopnoy-
moni ile karakterizedir’. Hastalik etkeni enfekte hayvanlar-
da immunsupresyona neden olarak 6zellikle pasteurellozis
gibi sekonder bakteriyel enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasina
ve hastalik seyrinin daha da agirlagmasina neden olmakta-
dir8. Hastalik endemik bolgelerde asilama ile kontrol altina
alinmaktadir. As1 uygulamalari sonucunda hayvanlar uzun
stireli bagisiklik gelistirir®. PPR vakalarinda, sekonder bak-
teriyel ve paraziter enfeksiyonlar: dnlemek amaciyla des-
tekleyici tedavilerin yapilmasi duyarli bir popiilasyonda
%100% ulasabilen 6liim oranlarini azaltabilir!. Ancak, PPR
i¢cin dogrudan tedaviyi hedefleyen mevcut bir antiviral ilag
bulunmamaktadir.

Ivermektin (IVM), avermektin BI’in kimyasal olarak de-
gistirilmis bir tiirevidir'. Gliniimiizde nematodlara kars:
uygulanan genis spektrumlu bir antiparaziter ajan olarak
kullanilmaktadir. Son yillarda ivermektinin gesitli virusla-
ra kars1 in vitro antiviral aktiviteye sahip oldugu da bildiril-
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mistir. Ik olarak, IVM'nin insan immun yetmezlik virusu
tip 1 (HIV-1)’in integraz proteini ile bu proteinin ¢ekirdege
tasinmasindan sorumlu olan importin o/f arasinda inhi-
bitor gorevi gordigi bildirilmistir''. Daha sonra, IVM'nin
konak hiicrenin sinyal ve tasima islemlerinden sorumlu
olan importin a/f aracili niikleer lokalizasyon sinyalinin
inhibisyonu araciligiyla viral proteinlerin konakg¢1 gekirde-
gine tasinmasini engelledigi gosterilmistir'?. Bu veriler 151-
ginda, IVM’nin bir¢ok RNA virusu (HIV-1, Bat1 Nil virusu,
dang hummasi virusu, zika virusu, tick-borne encephalitis
virusu, bovine viral diarrhea virusu, sap virusu, newcastle
hastalig1 virusu, bovine respiratorik sinsitial virus, bovi-
ne parainfluenza virus tip 3, bovine coronavirus ve Sars-
CoV-2)">"* ve DNA virusuna (yalanci kuduz virusu ve
bovine herpesvirus tip 1)'*° kars: antiviral etkinlige sahip
oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alijmanin amaci, PPRV’nin
viral replikasyon, hedef hiicreye tutunma (adsorbsiyon) ve
hiicreye giris (penetrasyon) asamalarinda IVM’nin potan-
siyel antiviral etkinliginin in vitro kosullarda degerlendi-
rilmesidir.

Materyal ve Metot

Ivermektin bilesimi

Antiviral etkinligin degerlendirilmesi amaciyla igeriginde
aktif bilesen olarak ivermektin (10 mg/ml) ihtiva eden en-
jeksiyonluk ¢ozelti kullanildi. Bu ¢ozelti, 22.23-dihidro-a-
vermektin B-1a (~80%) ve 22.23-dihidro-avermektin B-1b
(~%20) komponentlerini icermektedir (Avromec, Topkim,
Tiirkiye). IVM stok soliisyonu Dulbecco Modified Eagle's
Medium (DMEM) (Sigma, D7777, ABD) igerisinde 1000
uM IVM ihtiva edecek sekilde en az 10 dakika boyunca
vortekslenerek hazirlandi.

Hiicre kiiltiirii ve virus

IVM'nin antiviral etkinligi PPRV-Nigeria 75/1 susuna kars1
degerlendirildi. Stok virusun %50 doku kiiltiirii enfeksiy6z
dozu (DKID, ) 5,25 log,  DKID, /0,1 ml olarak hesaplandi.
Stok virusun tiretimi ve virus titrelerinin belirlenmesi asa-
malarinda Afrika yesil maymun bobrek hiicre hatt1 (Vero)
kullanildi. Hiicrelerin hazirlanma asamasinda %10 fotal
dana serumu (FDS) (PAA, A11-151, Avusturya) ilave edi-
len DMEM kullanild: ve hiicreler 37°C’ye ayarli ve %5 CO,
iceren ortamda inkiibe edildi. Ayrica kiiltiirlerde muhte-
mel mantar ve bakteri kontaminasyonunu 6nlemek ama-
ctyla DMEM igerisine 250 pl/ml Amfoterisin B ve 100 Ul/
ml Streptomisin/Penisilin soliisyonlar1 eklendi.

Hiicre canlilik testi

IVMnin sitotoksisite degerlerinin belirlenmesi amaciyla
ilk olarak 24 gozlii pleytler Vero hiicreleri (8x10* hiicre/ml)
ile kaplandu. Pleytler yukarida belirtilen kosullar altinda 24
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saat boyunca inkiibe edildi. Bu siire sonunda, hiicre iist s1-
vist uzaklastirildi ve hiicrelerin iizerine 0,0; 1,0; 2,5; 5,05 7,5
ve 10,0 uM konsantrasyonlarinda IVM igeren 1 ml DMEM
eklendi ve pleytler ayn1 kogullar altinda 8 giin boyunca ta-
kip edildi. Her 24 saatte bir (24, 48, 72, 96, 120, 144, 168
ve 192. saatlerde) hiicre iist sivilary, ilgili test gozlerinden
uzaklastirildi ve hiicreler tripsinizasyon araciligryla ayristi-
rilarak santrifiij tiiplerinde toplandi. Tiipler 1200 rpmde 10
dk santrifiij edildi ve hiicre peletleri 1 ml DMEM igerisinde
pipete edildi. Son olarak, %0,4 tripan mavisi ile boyanan
Vero hiicreleri mikroskop altinda incelenerek ve canli hiic-
relerin toplam hiicre sayisina bolinmesiyle hiicre canlilik
oranlari ylizdesel olarak hesapland1'®.

fvermektinin PPRV replikasyonuna karsi antiviral et-
kinliginin belirlenmesi

IVM'nin PPRV replikasyonu tizerindeki etkisini degerlen-
dirmek i¢in IVM ile muamele edilen ve edilmeyen virusla
enfekte Vero hiicrelerindeki viral titre degerleri karsilagti-
rildi. Baglangigta, 24 gozli pleytler Vero hiicreleri (8x104
hiicre/ml) ile monolayer olarak kaplandi. Hiicreler pleyt
yuzeyinin %80’ini kapladiginda (yaklasik 24 saat sonra)
hiicre st stvis1 uzaklastirildi. Daha sonra, her bir gézdeki
hiicrelere 100DKID,  oraninda sulandirilmig 200 pl virus
stispansiyonu inokule edildi ve pleytler iki saat siireyle in-
kiibe edildi. Bu amagla, 24 gozli pleytler dikey pozisyon-
da kullanild1 ve ilk ¢ siitunu sitotoksik olmayan IVM
konsantrasyonlarini test etmek i¢in virusla enfekte edildi.
Buna karsilik, saglikli hiicreleri takip etmek amaciyla son
siituna virus inokulasyonu yapilmadi. Virus inkiibasyo-
nunu takiben pleyt gozleri fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
(PBS) ile ti¢ defa yikandi. Daha sonra enfekte hiicrelerin
bulundugu her kolona 1 ml non-sitotoksik konsantrasyon-
da (sirasiyla 0, 1 ve 2,5 uM) IVM ilave edildi ve 37°C'de %5
CO, ihtiva eden ortamda inkiibe edildi. Enfekte hiicreler
8 giin boyunca invert mikroskop altinda sitopatojenik de-
gisiklikler agisindan incelendi. PPRV’nin sitopatojenik et-
kilerinin Vero hiicrelerinde 4. giinden itibaren gozlenmesi
nedeniyle bu zaman noktasindan itibaren her 24 saatte bir
(96, 120, 144, 168 ve 192. saatlerde) virusla enfekte hiicre-
ler hiicre tist sivisiyla birlikte pipete edilerek topland: ve
-80°Cde donduruldu. Virus titrasyon testi 6ncesinde ilgili
tipler 37°Cde ¢ozdirildi ve 10 dakika 3000 rpm'de sant-
rifiij edildi. Santrifiij sonras1 elde edilen siipernatantlara
virus titrasyon testi uygulanarak virusun enfektif giictiniin
tayini yapildi.

PPRV’nin hiicreye tutunma asamasinda ivermektinin
antiviral etkisinin belirlenmesi

IVM’nin PPR virusunun hiicre i¢i ¢ogalmasi esnasinda-
ki antiviral etkinliginin degerlendirilmesinin ardindan,
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replikasyonun erken asamalarindaki etkisini de degerlen-
dirmek i¢in hiicreye tutunma (adsorbsiyon) ve hiicreye
giris (entry, penetrasyon) asamalarindaki virus ile IVM
muamele edildi. Test prosediirii kapsaminda hedef hiic-
reye baglanma asamasindaki PPR virusuna karsi IVM’nin
antiviral etkinligini degerlendirmek i¢in hiicre kiiltiiriine
inokule edilmeden 6nce virus ile IVM muamele edildi'®.
Bu amagla, testten 24 saat dnce 24 gozlii pleytler Vero hiic-
releri ile kaplandi. Takip eden giinde ise ilk asama olarak,
virus 100DKID50 oraninda sulandirildi. Son sulandirma
basamaginda IVM'nin test edilmesi i¢in 2,5 pM IVM ige-
ren DMEM kullanilirken, kontrol testi i¢cin IVM icerme-
yen DMEM kullanildi. IVM ile muamele edilen ve edilme-
yen virus sulandirmalar1 es zamanl olarak 37°Cde 1 saat
boyunca inkiibe edildi ve siire sonunda Vero hiicrelerine
virus siispansiyonlarindan 200 pl hacimde inokule edildi.
Pleytler 4°Cde 1 saat inkiibasyonu takiben baglanmamis
virus partikiillerini uzaklagtirmak icin test gozleri ii¢ kez
PBS ile yikandi. Hiicrelere IVM ve FDS icermeyen 1 ml
DMEM ilave edildi ve IVM ile muamele edilmeyen virus
kontrol hiicrelerinde >%80 sitopatojenik etki gelisene ka-
dar pleytler 37°Cde %5 CO, igeren kosullarda inkiibe edil-
di. Virus ekimi sonrasi 7. giinde dondurularak toplanan
enfekte hiicreler iist sivilariyla birlikte virus titrasyon tes-
tine kadar -80°C'de sakland1.

PPRV’nin hiicreye giris asamasinda ivermektinin anti-
viral etkisinin belirlenmesi

Testten bir giin dnce 24 gozli pleytlerde Vero hiicreleri
(8x104 hiicre/ml) hazirlandi. PPRV’nin Vero hiicrelerine
giris asamasinda IVM'nin antiviral etkinligini belirlemek
i¢in ilk olarak virusa hiicreye girmesi igin bir siire tanindi.
Bu amagla, PPR virus stogu 100DKID,, oraninda sulandi-
rild1 ve 24 gozlii pleytlerdeki her bir goze virus siispansiyo-
nundan 200 pl inokule edildi. Pleytler 4°Cde 2 saat inkiibe
edildi ve siire sonunda hiicreler ii¢ defa PBS ile yikandi.
Daha sonra enfekte hiicrelere 2,5 uM IVM ihtiva eden
500 ul DMEM eklendi ve 37°Cde 1 saat inkiibe edildi. Es
zamanli olarak virus kontrol amaciyla hazirlanan enfekte
edilmis hiicrelere IVM ve FDS igermeyen 500 ul DMEM
eklendi. Daha sonra hala tutunma fazinda olan virus par-
tikiillerini uzaklastirmak amaciyla enfekte hiicre yiizeyleri
PBS (pH 3,00) ile 3 defa yikandi. Tiim pleyt gozlerine IVM
ve FDS igermeyen 1 ml DMEM ilave edildi. Virus kontrol
gozlerinde >%80 sitopatojenik etki gelisene kadar 37°Cde
%5 CO2 atmosferik kosullar altinda inkiibe edildi. Virus
ekimini takiben 7. glinde enfekte hiicreler ve hiicre tist siv1-
s1 birlikte toplanarak virus titrasyon testine kadar -80°C'de
sakland1.

Virus titrasyon testi
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IVM’nin virus iiremesini inhibe edip etmedigini degerlen-
dirmek amaciyla test uygulamalarinda toplanan viruslara
enfektif gii¢ tayini mikrotitrasyon yontemiyle yapildi. Bu
amagla, non-sitotoksik konsantrasyonlardaki IVM ile mu-
amele edilen ve edilmeyen PPRYV ile enfekte hiicrelerin es
zamanli olarak viral titreleri (DKID, /0,1 ml) karsilagtiril-
di. Virus titreleri, DMEM igerisinde 10 katli olarak (Log
,») seri sulandirma yontemi kullanilarak belirlendi. Test
protokoliinde, her bir virus sulandirma basamag: i¢in 96
gozIt mikropleytlerde dort paralel stitun kullanild: ve su-
landirma basamaklarindan ilgili gozlere 100 pl virus dilus-
yonlarindan aktarildi. Ayrica testin kontrolii amaciyla her
test pleytinde dort pozitif (sulandirilmamis saf virus ekimi
yapilan) ve dort negatif (virus ekimi yapilmayan) test gozii
kullanildi. Tim test gozlerine 50 pl Vero hiicre siispansiyo-
nu (15x104 hiicre/ml) eklendi ve pleytler 37°C'de %5 CO,
ortaminda inkiibe edildi. Pleytler, sitopatojenik etki geli-
simini takip etmek i¢in invert mikroskop altinda giinliik
olarak kontrol edildi. DKID,  degerleri, Spearman-Karber
yontemi kullanilarak hesaplandi. IVM ile muamele sonu-
cunda elde edilen virus inhibisyon oraninin hesaplanmasi
formiil (% inhibisyon = [(D0-D1) / DO ] x 100) uygulana-
rak yapildi. Bu formiilde DO: IVM ile muamele edilmeyen
(0 uM) enfeksiy6z virionlarin 10X0 DKID,  sayisal dege-
rini, D1: IVM ile muamele edilen (1 ve 2,5 uM) virusun
enfeksiy6z virionlarin 10X1 DKID, sayisal degerini ifade
etmektedir.

Istatistik analizler

Tiim deney agamalar1 ¢alisma siirecinde iki kez tekrarlan-
di. Sonuglar, IBM SPSS Statistic 23 programi kullanilarak
analiz edildi. IVM muamelesi yapilan test gruplarinin or-
talama viral titre (DKID, /0,1 ml) degerleri ile virus kont-
rol titre degerlerini karsilagtirmak igin verilere bagimsiz
orneklem T-testi uyguland. Istatistiksel anlamlilik diizeyi
P<0,05 olarak tanimlandu.

Bulgular

Vero hiicrelerinde non-sitotoksik ivermektin konsant-
rasyonlari

Vero hiicrelerinde sitotoksik olmayan IVM konsantrasyon-
larini belirlemek i¢in, IVM ile muamele edilen hiicrelerin
canlilik oranlari sekiz giin (192 saat) boyunca giinliik ola-
rak kayit altina alindi. 10 ve 7,5 uM IVM konsantrasyonla-
rinda 2. giinden itibaren, 5 uM IVM konsantrasyonu ise 4.
giinden itibaren Vero hiicrelerinde sitotoksik etki gelistigi
tespit edildi. Deneyin 192. saatindeki hiicre canlilig1 oran-
lari, IVM ile muamele edilmeyen hiicre kontrol goziinde
(0.0 uM) %86,89 iken, 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 ve 10,0 uM IVM i¢in
sirastyla %90,00; %86,96; %0,0; %0,0 ve %0,0 olarak belir-
lendi (Sekil 1). Bu nedenle, PPRV’ye kars1 IVM’nin antivi-
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ral aktivitesini degerlendirmek i¢in sitotoksik olmayan 1,0
uM ve 2,5 uM IVM konsantrasyonlari secildi (Sekil 2).

PPRYV replikasyonunun ivermektin ile inhibisyonu
PPRV’nin in vitro replikasyonuna kars1 IVM’nin antiviral

Canli hiicre orani (%)

24 48 72 96 120 144 168 192
ivermektin muamele siiresi (saat)

=10 uM m7.5uM §5uM 2.5uM B81uM EO0 pM

Sekil 1. Cesitli ivermektin konsantrasyonlar1 ile muamele edilen Vero

hiicrelerinin canlilik oranlar1 (%).

Hcre kontrol (Vero)

2
=
T
=
3
a
a

Sekil 2. Farkli konsantrasyonlarda ivermektin ilavesinin PPR virusu
tiremesi tizerine etkisi (192. saat) (10x20 biiyiitme). 0.0 uM, IVM ile
muamele edilmeyen Vero hiicresini ifade etmektedir. 2.5 pM IVM
uygulamalar1 Vero hiicresi i¢in non-sitotoksik IVM konsantrasyonu
olarak belirlenmistir. 5 uM IVM ile muamele edilen Vero hiicrelerinde
sitotoksik degisiklikler gozlenmektedir.

PPRV: Peste des petits ruminants virus; [IVM: Ivermektin

etkinligini degerlendirmek amaciyla 8 giin boyunca 1 uM
ve 2,5 uM IVM ile muamele edilen ve edilmeyen PPRV ile
enfekte edilmis hiicrelerdeki viral titre seviyeleri karsilasti-
rildi. PPRV’nin sitopatojenik etkilerinin Vero hiicrelerinde
4. glinden itibaren baslamasi nedeniyle virus titrasyon tes-
ti, 4. ve 8. glinler arasinda belirlenmis zaman dilimlerinde
(enfeksiyon sonras1 96, 120, 144, 168 ve 192. saatlerde) ya-
pild: (Sekil 2). PPRV’nin ortalama viral titresi 192. saatte,
virus kontrol goziinde (0 uM IVM) 4,25 log10 DKID, /0,1
ml iken, 1 uM ve 2,5 uM IVM ile muamele edilen gozler-
de sirasiyla 4,13 log10 ve 3,13 log, ) DKID, /0,1 ml olarak
belirlendi. 1 uM ve 2,5 uM IVM varliginda, 192. saatteki
enfeksiyoz virionlarin sayisal olarak sirasiyla %25,01 ve
%92,50 oraninda inhibe oldugu hesapland: (§ekil 3). Farkli
dozlarda IVM ile muamele edilen PPRV’nin viral titrele-
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rindeki degisiklikler dikkate alindiginda, yalnizca 2,5 uM  mesine yonelik ¢aligmalarin 6niinii agmigtir.

IVM ile tedavi verilerinde istatistiki olarak anlamli diizey-
de viral titre diisiisii oldugu saptand: (P<0,05).

Virusun hiicreye tutunma ve girisi asamalarinda iver-
mektinin antiviral etkisi
Hiicreye tutunma ve hiicreye giris asamalarinda PPRV’ye

E =0 M IVM

—o—1 uM IVM
——2,5 uM IVM

6,00

5,00

4,00

3,00

Virus titresi

(log; DKID,/0.1 ml)

2,00

1,00

0,00

9 h 120 h 144 h 168 h 192h

Enfektif
virus
sayisindaki
azalma

%25.01 %43.77 %25.01 %68.38 %25.01

%82.22 %90.00 %86.66 %92.50 %92.50 2.5uM

Sekil 3. PPRYV ile enfekte Vero hiicre kiltiirlerinde non-sitotoksik IVM
konsantrasyonlar1 (0, 1 ve 2,5 M) ile muamele sonrasi virus titrelerinin

zamana bagl degisimi.

karsi IVM'nin antiviral aktivitesi farkli test prosediirleri
uygulanarak degerlendirildi. Bu amagla, kontrol virusunun
(IVM ile muamele edilmeyen) ve sitotoksik olmayan en
yiitksek IVM dozu ile (2,5 pM) muamele edilen PPRV’nin
titreleri, virus ekiminden sonraki 7. giinde titrasyon testi
araciligiyla karsilastirildi. IVM'nin hiicreye tutunma asa-
masindaki PPRV’ye kars: etkili bir antiviral aktiviteye sahip
olmadig1 (%0,0 inhibisyon) saptand1. Hiicreye giris asama-
sinda ise PPRV igin saptanan ortalama titre degeri virus
kontrol géziinde (0 uM IVM) 5,00 log , DKID, /0,1ml
iken, 2,5 uM IVM varlhiginda 4,63 log10 DKIDSO/O,lml
olarak belirlendi. Ortalama viral titre degerindeki diistise
bagli olarak virusun enfektivite giicliniin %57,83 oraninda
azaldig1 saptandi.

Tartisma ve Sonug

Koyun ve kegilerin olduk¢a bulasici ve ekonomik agidan
6nemli bir viral enfeksiyonu olan kii¢iik ruminant vebasi,
OIE tarafindan kara hayvanlarinin bildirimi zorunlu bir
hastalig1 olarak siniflandirilmaktadir. Asilama PPR’ye kar-
s1 koruma ve kontrol amaciyla uygulanan en etkili yoldur.
Bununla birlikte, enfeksiyona yakalanan duyarli hayvanlar:
tedavi etmek i¢in etken iizerine dogrudan etkili bir antivi-
ral ila¢ bulunmamaktadir. IVM, insanlar ve hayvanlar i¢in
FDA (Food and Drug Administration) onayli ve yaygin
olarak kullanilan genis spektrumlu antiparaziter bir ilactir.
Son yillarda IVM’nin importin a/f inhibisyonu araciligiy-
la viral proteinlerin konak hiicre ¢ekirdegine tasinmasini
engelledigi bildirilmistir''. IVM’nin bu aktivitesinin kesfi
birgok virus iizerinde antiviral etkinliginin degerlendiril-
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Bu ¢aligmada, PPRV’nin hedef hiicreye tutunma, giris
ve viral replikasyon asamalarinda Vero hiicrelerinde si-
totoksik olmayan IVM konsantrasyonlarinin PPRV’ye
kars1 antiviral etkinligi degerlendirilmistir. Bu amagla ilk
olarak IVM™nin Vero hiicrelerindeki sitotoksisitesi, canli
hiicre sayilarinin toplam hiicreye yiizdesel orani hesapla-
narak belirlendi. Bunun sonucunda, 5 pM ve tizeri IVM
konsantrasyonlarinin Vero hiicreleri igin sitotoksik oldugu
saptandi. Daha onceki ¢aligmalarda IVM, Vero/hSLAM
hiicre hattinda 5 uM, MDBK hiicre hattinda 5 pM ve 25
uM, BHK-21 hiicre hattinda 0,6 uM ve 3 uM, primer civciv
hiicre kiltiirtinde 50 uM ve PK-15 hiicre hattinda 100 pg/
ml olmak tizere farkl hiicre hatlar1 ve konsantrasyonlarda
giivenle kullanilmigtir'>!>!5%21 Giivenli uygulama dozla-
rindaki bu ¢esitlilik hiicre hatlarinin biyolojik dongiisiin-
deki farkliliklardan kaynaklanabilecegi gibi deney ve labo-
ratuvar kosullarindaki degisiklikler nedenli de olabilir.

Bu ¢alismada IVM’nin PPR virusunun hiicre i¢i replikas-
yonu asamasinda antiviral etkinlige sahip olup olmadigini
degerlendirmek i¢in virusla enfekte Vero hiicreleri farkli
konsantrasyonlardaki (1 uM ve 2,5 uM) IVM ¢ozeltileri ile
muamele edildi. Elde edilen bulgular 2,5 uM IVM varligin-
da PPRV’nin ortalama viral titre degerinde yaklagik 1,12
log , DKID, /0,1ml diizeyinde istatistiki olarak da anlaml
(P<0,05) bir azalma oldugunu ve buna bagl olarak virus
replikasyonunda yaklastk %92,50 oraninda inhibisyon
meydana geldigini gostermektedir. Daha 6nceki ¢aligma-
lar IVM’nin birka¢ DNA virusu yanisira'®2, HIV-1, Bat1
Nil virusu, dang hummasi virusu, zika virus, tick-borne
encephalitis virus, bovine viral diarrhea virus, sap virusu,
newcastle hastalig1 virusu, kii¢lik ruminant vebasi virusu,
bovine respiratorik sinsitial virus, bovine parainfluenza
virus tip 3, bovine coronavirus ve Sars-CoV-2 gibi RNA
viruslarinda viral replikasyonu belirli diizeyde inhibe etti-
gini ortaya koymustur'>'®. Ayrica IVM ile tedavi sonucun-
da Paramyxoviridae ailesi icerisinde yer alan bovine para-
influenza virus tip 3 (Respirovirus cinsi) viral tiresinde 2
katli bir azalma bildirilirken', Newcastle hastalig1 virusu
(Orthoavulavirus cinsi) i¢in ise yalnizca sitotoksik doz-
larda giiglii antiviral etki varlig1 rapor edilmistir’’>. Sonug
olarak bu veriler, [VM’nin muhtemelen hem RNA hem de
DNA viruslarina karsi genis bir antiviral aktivitesi oldugu-
nu gostermektedir.

Afzal ve ark.’®, IVM’nin penetrasyon sonrast donemde
uygulandiginda PPRV titresinde 2,5 log , oraninda bir
azalmaya neden oldugunu bildirmistir. Bu ¢alismada elde
edilen veriler benzer nitelikteki deney diizeninde IVM’nin
PPRYV iizerine in vitro antiviral etkinligini teyit etmektedir.
Buna mukabil bu ¢alismada belirlenen etki diizeyi (viral
titrede 1,12 Log , azalma) Afzal ve ark.'® tarafindan bildi-



Toker ve ark 2021

rilen degerlerin altinda bulunmustur. Bu farkliligin olas:
nedenlerinden biri Afzal ve ark.'®nin ¢alismalarinda DM-
SOda ¢ozdiriilmiis saf ivermektin preparati kullanilmasi
olabilir.

PPRYV replikasyonunun erken asamasinda IVM’nin antivi-
ral etkinligini degerlendirmek i¢in hiicreye tutunma ve gi-
ris asamalarinda virus ile IVM muamele edilerek hiicrede
enfeksiyon baslatildi. PPRV’nin hiicreye tutunma asama-
sinda IVM’nin antiviral etkisi olmadig1 (%0,0 inhibisyon)
gorlirken, hiicreye giris asamasinda 2,5 pM IVM varli-
ginda virusun enfektivite giiciinde %57,83 oraninda azal-
ma oldugu belirlendi (0,37 log , DKID, /0,1ml diizeyinde
diisiis; P>0,05). S6z konusu veriler replikasyon agamasin-
daki veriler ile kiyaslandiginda, IVM’nin PPRV’ye kars1
antiviral etkinliginin viral replikasyonun ileri asamalarin-
da daha belirgin oldugu goriilmektedir. Daha 6nceki ¢alis-
malarda, yalanci kuduz virusu', bazi flaviviruslar', bovine
coronavirus, bovine viral diyare virus, bovine parainfluen-
za virus tip 3, bovine respiratorik sinsitial virus'® ve bovine
herpesvirus tip 1’in'** hedef hiicreye tutunma ve hiicreye
giris asamalar1 {izerinde IVM'nin antiviral etkisi olmadig1
gosterilmistir. Bu ¢aligmanin bulgulari ile literatiir verile-
ri uyumlu olarak, ivermektinin viral replikasyonun erken
asamalarini etkilemedigine isaret etmektedir.

Bu calismadan elde edilen veriler 1s181nda, IVM’nin bir
anti-PPRV ilac1 olma potansiyeline sahip oldugu ve bu
hastaligin kontroliine ve tedavisine yardimci olabilecegi
ortaya konulmustur. IVM’nin PPRV’ye kars1 olan antiviral
etkinliginin virus replikasyonunun ge¢ asamalarinda daha
etkili oldugu 6ngorilmektedir. IVMnin in vitro olarak vi-
rus replikasyonuna inhibitor etkisini teyit edebilmek ve te-
rap6tik etkinligini belirleyebilmek i¢in in vivo ¢alismalarla
desteklenmesi yararli olacaktir.
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