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OZET:

Bu ¢alismada klinik ve otopsi bulgularina gére stipheli olarak
degerlendirilen 17 koyun ve 6 keci siirtisit 6rneklenmistir. Bunlardan
15 koyun ve 5 Kkeci sliriisiine ait 206 kan serum 6rnegi RPV ve PPRV
antikorlar1 yéniinden test edilmis, 8 koyun ve 2 kegi suiriisiine ait 38
izolasyon materyalinde RPV ve PPRV izolasyonu ¢alismalar: yapilmig-
tir.

Kan serum ornekleri RP ve PPR C-ELISA testi ile test edilmis ve
RPV antikoru saptanmamistir. Koyun serumlarinin  %87,95'i keci
serumlarimin %90.00"1 PPRV antikorlar1 yéniinden pozitif bulunmus,
bu oranlar ayni zamanda PPR icin morbidite orani olarak kabul edil-
mistir. Virus izolasyon c¢alismalarinda PDB ve PKB hiicreleri kulla-
nilmis, izolasyon materyallerinin 3'tinde PKB hiicrelerinde CPE olus-
turan bir etken tespit edilmistir. Tiirkiye'de ilk defa CPE pozitif izolat-
lar I-ELISA testi kullanilarak PPRV olarak identifiye edilmistir. Izolat-
larin Vero-R hiicrelerindeki CPE sekilleri, hiicre yuvarlaklasmasi, Is
ve In inkliizyon cisimcikleri ve sinsityal hiicreler olarak belirlenmis-
tir.

Gergeklestirilen serolojik ve virolojik calismalar sonucunda,
koyun ve kecilerde goriilen stipheli vakalarin PPR oldugu, érnekle-

*  Aynu isimli doktora tezinden dzetlenmistir.
** Etlilkk Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisit / ANKARA
*** A.U. Veteriner Falkiiltesi, Viroloji Anabilim Dalt /| ANKARA
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nen siipheli siirtilerde RP enfeksiyonlarimin bulunmadig tespit edil-
mistir.

Anahtar sézciikler: ELISA, koyun ve keci, kiigciik ruminantla-
rin vebas virusu, sigir vebasi, Tiirkiye

SUMMARY

Serological and Virological Investigation of Rinderpest and Pes-
te des Petits Ruminants in Sheep and Goats. '

In this study 17 sheep and 6 goats suspected flocks were samp-
led. Sera sample were taken 15 sheep, 5 goats flocks, and tested for
antibody, 38 specimens from 8 sheep and 2 goats flocks, were used
for virus isolation.

Serum samples were tested using RP and PPR C-ELISA and all
sera sample seronegative for RP antibodies, and %87,95 of sheep and
%90,00 of goats sera sample were found seropositive for PPR anti-
bodies. Virus isolation study was carried out in PCK and PLK cells
and 3 specimens out of 38 formed CPE in PLK cells. All isolates were
identified PPRV using I-ELISA. CPE of isolates characterised cell ro-
unding, multinucleated syncytia formation, intracytoplasmic and int-
ranuclear inclusion bodies in Vero-R cells monolayers.

As a result in this study, suspected RP and PPR cases in sheep
and goats were PPR and RP infection was absent in sampled flocks.

Key words: ELISA, sheep and goats, peste des petits rumi-
nants, rinderpest, Tiirkiye

1. GIRIS

Kiiciik ruminantlarin vebasi (Peste des Petits Ruminants = PPR)
koyun ve kecilerde, sigir vebasi (Rinderpest = RP) ise, 6zellikle sigir ve
mandalarda yuksek ates, sindirim sistemi mukozasinda hemoraji,
erozyonlar, gastro-enteritis ve ishal ile karakterize, mortalite ve mor-
bidite oranlar1 ytiksek viral hastaliklardir. PPR'de bu semptomlara
ilave olarak bronkopnéymoniye de oldukega sik rastlanir (19,63,74).

Koyun ve kecilerde dogal RP enfeksiyonlarmmin Afrika'da
(7,23,61,80,81) Hindistan'da (46,56,62,66) ve Iran'da (48) goriildii-
gi bildirilmektedir. Giiniimiizde PPR, subtropikal Afrika Ilkeleri,
Arap Yarimadas: (43,73), Orta Dogu Ilkeleri, Pakistan, Hindistan, Af-
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ganistan, Banglades ve Nepal'de (22,39,68) gériilmekte olup, ekono-
mik 6nemini korumakta ve hastaligin gériilmedigi tilkeler i¢in potan-
siyel bir tehlike olusturmaktadir.

Sigir vebasi virusu (RPV) ve peste des petits ruminants virusu
(PPRV) Paramyxoviridae familyasinin, morbillivirus grubu icinde yer
alir ve her iki virus arasmnda antijenik yakinlik bulunmaktadir
(14,15,31,44). RPV tek tip olup, farkh viriilens 6zellik gésteren sus-
lar1 mevcuttur (16,50,59,77). PPRV serolojik olarak tek tiptir ve de-
gisik viriillens ozellik gosteren suslarinin olabilecegi bildirilmektedir
(68). RPV ve PPRYV icin mevcut izolatlarin filogenetik agaci ¢ikarilmis
ve filogenetik yakinligin viriilens ile direkt iligkisinin olmadig bildiril-
mistir (16,68,77).

RPV ile dogal enfeksiyonlar sadece cift tirnakli hayvanlarda go-
ruliir. Eveil ¢ift tirnakli hayvanlar 6zellikle sigir ve mandalar hastali-
ga cok duyarhdir (51,63). Yabani hayvanlar i¢inde enfeksiyona duyar-
I tirler bulunmaktadir (5,24,51,54,73). '

Koyun ve kecilerde RP ile ilgili ¢alismalarda dogal sartlarda RP
enfeksiyonunun sekillendigi, ancak virus sagiiiminin sigirlarla karsi-
lastirildiginda bu tiirlerde daha kisa stirdiigii saptanmagtir (7,80,81,
82). Afrika'da yapilan ¢alismalarda kegilerde tipik RP semptomlar: go-
riliirken, koyunlarda klinik semptomlarin ¢ok belirgin olmadig:
(80,81), ancak Hindistan'da dogal RP enfeksiyonlarinda klinik semp-
tomlarin her iki tiirde de belirgin oldugu bildirilmektedir (55).

RP'nin koyun ve kecilerden sigirlara naklinin dogal sartlarda
miimkiin oldugu, ancak dis ortama sagilan virusun miktarinin azhgi
nedeniyle yakin temasmn gerektigi yapilan ¢alismalarla kamitlanmistir
(12,26,27,55). Ancak Anderson ve ark. (6) tarafindan 1987'de Sri
Lanka'da sigirlarda goriilen RP enfeksiyonlarinin, Hindistan'dan
subklinik enfekte keci nakli sonucu sekillendigini bildirilmistir. Kii-
¢iik ruminantlarin, hastaligin sigirlara bulasmasinda, RP salginlari-
nin Ozellikle ilk dénemlerinde, 6nemli rol alabilecegi bildirilmigtir
(6,56).

PPRV'un dogal konakgilar1 koyun ve kecilerdir. Her iki tir ara-
sinda duyarlilik acisindan 6énemli farklhiliklar mevcuttur (2,4,37,57).
Fakat Taylor ve Abegunde (75) Nijerya'da goériilen PPR olaylarinda,
her iki tiirtinde benzer siddette etkilendiklerini gézlemlemiglerdir.
Hindistan'da PPR olaylarinda ¢ogunlukla koyunlarin etkilendigi bil-
dirmis (46,67) ise de, Kulkarni ve ark. (36) Hindistan'da kecilerde
PPR'nin ytiksek morbidite ve mortaliteye sahip oldugunu belirtmisler-
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dir. Sigir ve domuzlar ise gerek dogal, gerekse deneysel PPRV enfek-
siyonlarinda son konakgidirlar (18,75). Anderson (5) tarafindan ya-
bani hayatta PPRV'un ekolojisi ile ilgili bilgilerin yeterli olmadig1 ve
ozellikle Orta Dogu Ulkelerinde, ceylanlarin PPR'nin epidemiyolojisin-
de o6nemli olabilecegi bildirilmistir.

Koyun ve kegilerde RP, hayvanlarin direncine, alinan virus mik-
tar1 ve viriilensine bagl olarak akut veya subklinik bir seyir izler.
Yiiksek oranda oliimlerle sonuclanan dogal enfeksiyonlar Hindis-
tan'da goriilmektedir (65). PPR'de ise klinik seyir hastaligin ekzotik
veya endemik olmasina, hayvanin tiiriine, yasina ve alinan virus mik-
tarma bagh olarak perakut, akut ve subakut seyre kadar degisen
farklihiklar gosterir (11,19,37).

Her iki hastalikla miicadelede RPV ve PPRV'un antijenik yakin-
Iiklarindan dolay:r Plowright ve Ferris (53) tarafindan gelistirilen atte-
nite RP doku kiultiirtit asisi kullanilmaktadir (19,37,72). Mariner ve
ark. (41) tarafindan gelistirilen 1siya dayanikli Vero adapte RP asisi,
heterolog as1 olarak kecilerde PPRV'na kars1 kullamilmig ve yeterli im-
mun cevabin sekillendigi bildirilmistir (42). RP rekombinant as1 iire-
tim calismalarmin heniiz arastirma ve saha denemeleri asamasinda
oldugu bildirilmektedir (47,58,79)

PPR kars1 homolog as1 iiretimi amaciyla PPRV'un Nijerya 75/1
patojen susunun atteniiasyon caligsmalar1 sonucunda PPRV Nijerya
75/1 susu as1 tohum sus haline getirilmis ve Vero hiicre kiiltiriinde
as1 Uretimine gec¢ilmistir (21,22) Cauacy- Hymann ve ark., (17) tara-
findan atteniie PPR asisinin heterolog as: olarak sigirlara uygulandi-
g1 ve sigirlar1 RP enfeksiyonlarina kargi korudugu bildirilmektedir

Tiurkiye'de son yillarda koyun ve kegilerde RP ve PPR'den siip-
heli klinik vakalar bildirilmis olmasina ragmen, bu konu ile ilgili ca-
lismalar PPR enfeksiyonlarinin patolojik bulgular: ile siirh olup (3),
RP ve PPR stipheli vakalarin etiyolojilerinin belirlendigi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alisma, klinik olarak koyun ve kecilerde go-
riilen RP veya PPR stipheli vakalarin serolojik ve virolojik olarak aras-
tirilmas1 amaciyla gerceklestirilmigtir.

2. MATERYAL VE METOT
2.1 . Materyal

2.1.1. Hiicre Kiiltiirii: Virus izolasyon ¢alismalar: i¢in primer
dana bobrek (PDB) ve primer kuzu boébrek (PKB) hiicreleri, virus
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adaptasyonu ve titrasyonu icin ise Vero-R hiicreleri kullanildi. Pri-
mer hiicrelerde virus izolasyon c¢alismalarinda HANK'S vasati, izolat-
larin adaptasyonu ve referens virusun tretilmesinde ise Glasgow Mi-
nimal Essential Medium! (GMEM) kullanildi.

2.1.2. Virus: izolatlarin adaptasyon ve identifikasyonunda re-
ferens virus olarak Pirbright Hayvan Sagh Enstitiisii, Ingiltere'den
(Pirbright Institute Animal Health) temin edilen PPRV'un Nijerya
75/1 susu kullanild.

2.1.3. Dana Serumu: Virus izolasyon, adaptasyon ve titrasyo-
nu ile hiicrelerin tiretilmesinde ticari olarak temin edilen fétal dana
serumu? (FDS) kullanildi.

2.1.4. Orneklenen Siiriiler: Bu calismada, 17 koyun ve 6 ke-
¢i stiriisit olmak tizere toplam 23 siiril serolojik ve virolojik ¢alisma-
lar icin 6érneklendi. Orneklenen siiriiler Cizelge 1'de gosterildi. Koyun
ve kegilerde serolojik olarak RPV ve PPRV antikorlarinin saptanmasi
amaciyla, 15 koyun ve 5 keci olmak tizere toplam 20 siirii 6érneklen-
di. Hastalig1 geciren suipheli stiriilerde, kan alinacak hayvanlarin or-
neklenmesinde klinik semptomlar kriter olarak degerlendirilmedi.
Ancak maternal antikorlar1 degerlendirme disinda tutabilmek i¢in 6
ayliktan biiytik hayvanlardan, tesadiifi 6rnekleme ile kan serumlar:
alindi. Stipheli stiriilerde érnekleme orani %3,6 olarak tespit edildi.
Stipheli klinik semptom gosteren ve seropozitif siiriilerin saptandig:
yerlesim birimlerindeki vakalar takip edilerek izolasyon materyalleri
alinacak siirtiiler secgildi. 8 koyun ve 2 kegi stirtisii olmak {iizere top-
lam 10 siiri1 virolojik yoklamalar icin érneklendi. izolasyon materyal-
lerinin alinmasinda stipheli klinik semptom goriilen siiriilerde, 6len
yada ¢ldiiriilen hayvanlara otopsi yapildi. Defibrine kan érnekleri ise
beden 1s1s1 yiiksek hayvanlardan temin edildi.

2.1.5. Serum Ornekleri : Serolojik testlerde, 15 koyun siiriisii-
ne ait 166 koyundan ve 5 keci siiriisiine ait 40 adet keciden sagla-
nan toplam 206 adet kan serum érnegi kullanildi. Serum 6rnekleri-
nin dagilimi Cizelge 1'de gosterildi. Kan serum ¢rneklerinin saglandi-
g1 stirtilerde tespit edilen bulgular; 3-10 giin arasinda degisen inku-
basyon stiresi, durgunluk, istahsizlik, 41-41,5°C'ye ulasan yiiksek
ates, konjuktivitis, seréz géz ve burun akintisi, degisik siddette ero-
ziv stomatitis, ilerleyen vakalarda iilseratif stomatitis, ishal, cksiiritk

1) Sigma Cat. No. M-0268.
2) Biochorom. Cat. No. SO113.
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ve 6lim olarak kaydedildi. Bunun yanisira 14 nolu suriide kuzular-
da perakut ¢liimler yetiskin hayvanlarda ise herhengi bir semptom
tespit edilmedi. 19, ve 20 nolu siiriilerde ise etiyolojisi agiklanamayan
abortlarin disinda herhangi bir bulguya rastlanmadi.

Cizelge 1. Orneklenen siirii, kan serum érnegi ve izolasyon
materyallerinin dagilim

- KOYUN KECI
NO BOLGE Kan Izolas. Kan Izolas.
Serum Ornek Serum Ornek
1 GD. Anadolu 5 - - -
2 | i¢c Anadolu 5 - - -
3 Marmara 40 4 - -
4 Ege 5 - - -
5 Ege 2 - - -
6 | ic Anadolu 11 3 - -
7 Ege 5 - - -
8 Ege - - 16 9
9 Ege 4 1 -
10 | Ege - - 3 -
11 | Ege - - 4 -
12 | Akdeniz - - 7 -
13 | Akdeniz - 10 -
14 | Akdeniz 5 4 - -
15 | Akdeniz 5 6 - -
16 | Dogu Anadolu 17 5 - -
17 | Marmara 6 - - -
18 | Marmara 10 - - -
19 | Ege 19 - - -
20 Marmara 27 - - -
21 GD. Anadolu - 2 - -
22 | I¢ Anadolu - 1 - -
23 | Ege - - - 3
TOPLAM 166 26 40 12
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2.1.6. Izolasyon Materyalleri: Klinik semptomlar ve otopsi
bulgularina gére RP ve PPR'den siiphe edilen toplam 8 adet koyun
sliriisiine ait 18 adet hayvandan saglanan, 8 akciger, 5 lenf yumru-
su, 5 dalak ve 8 defibrine kan 6rnegi, 2 ke¢i siiriisiine ait 6 adet hay-
vandan saglanan, 3 akciger, 3 lenf yumrusu, 3 dalak, 1 swap ve 2 de-
fibrine kan o6rnegi olmak tizere toplam 38 adet izolasyon materyali
kullanildi. Izolasyon materyallerinin dagilimi Cizelgel'de ézetlendi.

2.1.7. ELISA Kitleri: RP eradikasyon calismalar i¢in saglanan
RP ve PPR C-ELISA1 kitleri antikor tespiti, I-ELISA! kiti ise izolatla-
rin identifikasyonu amaciyla kullanildi.

2.2, Metot

2.2.1. PDB ve PKB Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi: Bu
amagcla Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii'nde
bulunan ve periyodik olarak saglik kontrolleri yapilan hayvanlardan
dogan ginliik kuzu ve danalara ait bébrekler kullanildi. Hiicrelerin
hazirlanmasi, muhafazasi ve sterilite kontrollerinde Fresney (29) bil-
dirdigi metotlar uygulandi.

2.2.2. Kan Serum Orneklerinin Hazirlanmasi: Kaolinli2 tiip-
lere alinan kan ornekleri pihtilastiktan sonra 10 dakika 1500 devirde
santrifiije edilerek serumlar ayirt edildi. Stok tiiplere aktarilarak test
edilinceye kadar -20°C'de saklandi.

2.2.8. izolasyon materyallerinin hazirlanmas

2.2.3.1 Doku ve Swap Ornekleri: Virus izolasyonu amaciyla
alinan ornekler 1/10 oraninda 1000 IU penisilin/ml ve 10 mg strep-
tomisin/ml antibiyotik iceren HANK'S vasati i¢cinde homojenize edil-
dikten sonra 30 dakika +4°C de tutuldu ve siispansiyon 3000 devir-
de 15 dakika santrifiij edildi. Daha sonra silipernatantdan sterilite
kontrolil icin 6rnekler alind1 ve hiicre kiiltiirlerine ekimleri yapilinca-
ya kadar -20°C de muhafaza edildi.

2.2.3.2. Defibrine Kan Orneklerinin Hazirlanmasi: Antiko-
agiilan® madde igeren (etilendiamin tetra acetic acid) tiiplere alinan
defibrine kan 6rnekleri 1500 devirde 10 dakika santrifiije edildi. Ust-
teki plazma atilarak lokosit tabakasi1 alindi ve 3 defa HANK'S vasati

1) Biological Diagnostic Supplies Ltd., UK
2) BD Vacutainer. Cat. No. 0152-15
3) LDM, Cat. No. KE3 10
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ile yikandi. Sterilite kontrolil i¢in 6érnek alindiktan sonra, %10 FDS
ve %10 DMSO ilave edilerek 2 ml hacimlerde -20°C de muhafaza edil-
di.

2.2.4. Izolasyon Materyallerinin Hiicre Kiiltiirlerine Inoku-
lasyonu: Daha o6nce kontrolleri tamamlanmis ve -80°C de tutulan
PDB ve PKB hiicrelerinden usuliine uygun olarak hiicre kiiltiiri tiip-
lerine pasajlar1 yapildi. Hiicreler %40 monolayer oldugunda, adsorb-
siyona bagh metotla izolasyon materyallerinin ekimi yapildi. Hiicreler
her giin CPE y6niinden doku kiiltiirit mikroskobunda! kontrol edildi.
CPE orani %80 oranina ulasan hiicre kiiltiirii tiipleri -20°C'ye alindi.
CPE gostermeyen hiicre kiiltiirleri ise her iki giinde bir %2 FDS ige-
ren HANK'S vasati ile vasati degistirilerek 14 giin bekletildikten son-
ra dondurulup ¢ozdiiriilerek 3000 devirde santrifiije edildi ve stiper-
natant bir sonraki pasaj i¢in inokulum olarak kullanildi. Materyalle-
rin ii¢ kor pasaji yapildi. iciincii pasajda CPE saptanmayan materyal-
ler negatif olarak kabul edildi.

2.2.5. I-ELISA Testi: [-ELISA testi izolasyon calismalarinda
hiicre kultiirlerinde CPE saptanan materyallere ait izolatlarin iden-
tifikasyonu i¢in kullanild:i (40). I-ELISA testinde, CPE pozitif hiicre
kiiltiirti stipernatantlar: siipheli 6rnek, PPRV Nijerya 75/1 attentie
sus pozitif 6rnek, hiicre kontrol ve CPE (-) materyallerden birine ait
siipernatantlar ise negatif 6érnek olarak kullanildi.

2.2.6. PPRV Pozitif Izolatlarin Vero-R Hiicrelerine Adap-
tasyonu: [-ELISA testinde PPRV antijeni yoniinden pozitif bulunan
izolatlarin, Vero hiicre kiltiiriine adapte atteniie PPRV Nijerya 75/1
susu ile CPE sekillerinin karsilastirilmasi ve daha sonraki ¢alismalar-
da kullanilmas1 amaciyla Vero-R hiicre kiiltiiriine adaptasyonu ya-
pild1 (70). Izolatlarin PKB hiicrelerinde 3. pasajlari takiben Vero-R
hiicrelerinde 5 pasaji daha yapilarak 8. pasajda enfekte hiicreler
H&E ile boyanarak CPE sekilleri saptandi.

2.2.7. izolatlarin Enfeksiyozite Giigleri: izolatlarin infektivite
glglerinin saptanmasi amaciyla Vero-R hiicreleri kullanilarak mikro
virus titrasyon metodu uyguland (60).

2.2.8. RP ve PPR C-ELISA Testi: Toplanan kan serum o6rnek-
lerinde RPV ve PPRV antikorlarinin saptanmasi i¢in C-ELISA testin-
den yararlanildi (10).

1) Olympus CK
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3.BULGULAR

3.1. Hiicre Kiiltiirleri: Virus izolasyon ¢alismalarinda kullani-
lan PDB ve PKB hiicre kiiltiirlerinde sterilite kontrol testlerinde vi-
ral, mikoplazmal ve bakteriyel kontaminasyon saptanmadi.

3.2. Virus izolasyon ve Adaptasyonu: izolasyon calismalarin-
da toplam 38 adet izolasyon materyalinin PDB ve PKB hiicre kiil-
tirlerine ekimleri yapildi. Doku kiultiirti mikroskobunda yapilan
kontrollerde 1 toklu akciger, 1 oglak akciger ve 1 kuzu dalak ve lenf
yumrusu olmak tizere toplam 3 hayvana ait materyallerde, hiicre
kiiltiirlerinde CPE olusturan viral bir etken tespit edildi. izolasyon so-
nuclar1 ve materyaller Cizelge 3.2.'de gosterildi. {lk pasajlarda PKB
hiicre kiiltiirlerinde 7-9. giinde baslayan hiicre yuvarlaklasmasini
daha sonra sinsityal hiicrelerin olugmasi takip etti. Toklu akciger ma-
teryalinde PKB hiicrelerinde oldugu kadar belirgin olmamakla bera-
ber 8-10. giinlerde PDB hiicrelerinde, hiicre yuvarlaklasmasi ile basg-
layan CPE saptandi. izolatlarin Vero-R hiicrelerine adaptasyon calis-
malar1 sirasinda ise CPE olusum siresinin pasaj sayisina paralel
olarak 2 ve 3 nolu izolatlarda 3. giine kadar diistiigii ancak bu sii-
renin 1 nolu toklu izolatinda en az 5 giin oldugu saptandi.

Cizelge 3.2. Virus izolasyon bulgular1

Izolat | Siirii Izolasyon materyali CPE
No No FKB | FDB | Vero-R
22 Toklu/akciger + + +
8 Oglak/akciger + - +
14 | Kuzu/dalak+lenf yumrusu + - +

Izolatlarm Vero-R hiicrelerine adaptasyonu siiresinde hiicre
kiiltiirii lamlarinda! yapilan H&E boyamalar neticesinde, 3. giinde Is
inkltizyon cisimciklerinin, 5. glinde 2-3 cekirdekli sinsityal hiicrele-
rin, 7. giinden sonra ise ¢ok cekirdekli ve Is inkliizyon cisimcigi ice-
ren sinsityal hiicrelerinin olusmaya basladig1 saptandi. Is inkliizyon
cisimciklerinin In inkliizyon cisimciklerinden daha fazla oldugu go-
ruldii. Sinsityal hiicrelerin izolat 3'de izolat 1 ve 2'ye oranla say1 ola-
rak daha az oldugu, ancak sinsityal hiicre cekirdek sayisinin daha
fazla oldugu tespit edildi. Vero-R hiicreleri ile izolatlarin Vero-R hiic-

1) NUNC, Lab-Tek Chamber Slide. Cat No. 177402
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relerinde olusturduklar: ve  H&E boyama ile saptanan CPE sekille-
ri Resim 3.2.1, 3.2.2, 3.2.3, 3.2.4'de gosterildi.

Resim 3.2.2. Vero-R hiicrelerinde izolat 2'de olusan sinsityal hiicre
(oklar) ve Is inkliizyon cisimcikleri (Is) x200 H&E
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Resim 3.2.3. Vero-R hiicrelerinde zolat 2'de olusan sinsityal hiicre
(oklar) ve Is inkliizyon cisimcikleri (Is) x 200 H&E

Resim 3.2.4.Vero-R hiicrelerinde izolat 3'de sinsityal hiicre (oklar)
ve In inkliizyon cisimcigi x200 H&E Inx400 H&E
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3.3. I-ELISA Testi: izolat siipernatantlar ile yapilan I-ELISA
testinde her ti¢ izolat da PPRV olarak identifiye edildi. Testin deger-
lendirilmesinde kit protokolii esas alind1 ve test sonuglart OD deger-
leri tizerinden Cizelge 3.3'de gosterildi.

Cizelge 3.3. Izolatlarin I-ELISA testi OD degerleri

PPR /OD RP/ OD
Konj. Kontrol 0.09 0.11
Ref. Antijen 2.57 2.32 1.07 1.09
PPRV 75/1 2.36 2.35 0.02 0.02
Izolat 1 2.42 2.40 0.02 0.02
Izolat 2 2.89 2.78 0.03 0.03
izolat 3 2.71 2.58 0.06 0.06
Hiicre kontrol 0.04 0.03 0.03 0.03
CPE (-) Ornek 0.03 0.03 0.02 0.02

3.4. Izolatlarin Enfeksiyozite Giicleri: PKB hiicrelerinde 3
pasaji ve Vero-R hiicrelerinde 5 pasaji yapilan izolatlarin 8. pasajda
Vero-R hiicrelerinde enfektivite giicleri saptandi. Virus titresi izolat
1'de 104 DKIDg, /ml, izolat 2'de 105 DKIDg, /ml, izolat 3'de 1048
DKIDg, /ml, PPRV Nijerya 75/1' de ise 1055 DKIDg, /ml olarak
saptandi.

3.5. RP ve PPR C-ELISA Testi: Stipheli bulunan 15 koyun
stiriisiine ait 166 ve 5 kegi stiriisiine ait 40 adet kecgiden alinan top-
lam 206 adet kan serum Ornegi test edildi. RP C-ELISA testinde ko-
yun ve ke¢i serumlarmin tiimiit RPV antikoru yéniinden seronegatif
bulundu. PPR C-ELISA testinde ise, 146 adet koyun ve 36 adet keci
olmak tizere toplam 182 serum 6rneginde PPRV antikoru saptandi.
Seropozitiflik siirti bazinda degerlendirildiginde test edilen 15 koyun
stirtisiiniin hepsinde 5 keci stiriistinden ise 4 siirtide PPRV antikoru
tespit edildi. Koyun serumlarinda PPR seropozitiflik oram %87,95,
keci serumlarinda %90,00 olarak hesaplandi. PPR C-ELISA sonug-
lar1 ise Sekil 3.5'de 6zetlendi.
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Sekil 3.5. Koyun ve keci kan serum ¢rneklerinin C-ELISA sonuglar:
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4. TARTISMA ve SONUC

Klinik semptomlar ve otopsi bulgularina gére RP ve PPR siiphe-
li olarak degerlendirilen 15 koyun ve 5 keci siiriisiine ait, 166 koyun
ve 40 keci olmak tizere toplam 206 kan serum 6rnegi RP C-ELISA ve
PPR C-ELISA ile teste tabii tutulmustur. RP ve PPR C-ELISA testin %
98 duyarl oldugu bildirilmekle beraber, PPR C-ELISA testinin, RPV
antikorlar: ile ¢apraz reaksiyon verebilecegi belirtilmistir (9,10). An-
cak RP C-ELISA testinin hig¢ bir sekilde PPRV antikorlari ile capraz re-
aksiyon vermedigi yine aym arastiricilar tarafindan bildirilmistir. Ni-
jerya'da koyun ve Gambiya'da sigir kan serum o6rnekleri ile yapilan
bir calismada her iki testte pozitif bulunan 6rneklerin gercekte RPV
antikorlar1 yoniinden pozitif oldugu saha calismalar: ile kanitlan-
muistir (9). Bu ¢alisma siiresince yapilan C-ELISA testlerinde herhan-
gi bir ¢apraz reaksiyon goériilmemistir.

Test edilen toplam 206 serum 6rneginin hicbirinde RP antiko-
ru saptanmamistir. 146 koyun ve 36 kegi olmak iizere toplam 182 se-
rum orneginde ise PPR antikorlar: tespit edilmistir. PPR seropozitiflik
orani koyun serumlarinda %87,95, kec¢i serumlarinda ise %90 ola-
rak saptanmstir.

RPV antikorlarinin prevelansiin belirlenmesi amaciyla Nijer-
ya'da gerceklestirilen ¢calismada klinik semptomlar gériilmeksizin se-
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ropozitiflik oranm1 koyunlarda %18,8, kecilerde ise %15,2 olarak bil-
dirilmektedir (49,82). Kenya'da koyunlar i¢in seropozitiflik orani %24
olarak saptanmistir (61). Anderson ve ark. (7) Kuzey Tanzanya'da
yapmis olduklar: prevelans ¢alismasinda, koyun ve kecilerdeki sero-
pozitiflik oraninin %1,6-12,5 arasinda farklihk gosterdigini, yabani
hayvanlarda ise bu oranin %2,7 oldugunu bildirmislerdir.

RP enfeksiyonlarinda, ézellikle koyunlarda, RPV'un replikasyon
hizinin diistik oldugu ve klinik semptomlarin belirgin olmadig: ancak
immun cevabin gekillendigi bildirilmigtir. (7,35,55,80,81). Bu neden-
le asis1z hayvanlarda RPV antikorlarmin varligl, subklinik RP enfek-
siyonlarinin géstergesi olarak kabul edilmistir. (7,61,82).

Hindistan'da, RPV antikor prevelansi koyunlarda %37, kegiler-
de ise %29,5 olarak bulunmus olup, Hindistan'da Afrika ve Arap Ya-
rimadasi'ndan farkl olarak subklinik RPV enfeksiyonlarinin yani si-
ra koyunlarda akut klinik seyrin de goriildiigi bildirilmistir (56).

Bu calisma siiresince klinik muayeneler ve otopsi bulgularina
dayanilarak stipheli kabul edilen koyun ve kegci siiriilerine ait 206 se-
rum orneginde RPV antikorlar1 saptanmamistir. Bununla beraber 6r-
neklenen siirii ve serum sayisi goz éniine alindiginda bu ¢alismadan
elde edilen verilere dayanilarak Turkiye'de koyun ve kecilerde akut
veya subklinik RPV enfeksiyonlarimin bulunmadigim sdylemek giic-
tir. Bu nedenle daha genis bir populasyon érneklenerek yapilacak
seroprevelans caligsmalarmin bu konuda daha saghkl verileri ortaya
koyacagina inamilmaktadir.

Taylor (71) tarafindan klinik olarak saglikli gériinen koyun ve
kecilere ait kan serum ornekleri ile yapilan c¢apraz SNT'te PPRV an-
tikor orani koyunlarda %57,3, kecilerde ise %43,7 olarak bildirilmek-
tedir. Umman'da ise érneklenen saglikli koyunlarda PPRV antikor
prevelans: %23,7, kecilerde %24,8 bulunmustur (76). Lefevre ve ark.
(38) Urdiin'de yapmus olduklari ¢calismada 6 ayliktan biiyiik saglikli
koyun ve kecilerden saglanan toplam 548 kan serum o&rneginin
32'sinde PPRV antikoru tespit etmisler, 8 kan serum o6rneginde ise
1/32 titrede RPV antikoru, ayni serumlarda 1/8 titrede PPRV antiko-
ru saptamiglardir. Bu 8 adet serum 6rnegi, RPV antikorlar titreleri-
nin daha yiksek olmasi nedeniyle RPV antikorlar: yoniinden pozitif
olarak degerlendirilmistir. Klinik olarak hastalik gériilmeksizin anti-
korlarin tespit edilmesinin nedeni, lokal irklarin direnci seklinde izah
edilmistir. Iran'da yapilan calismada ise klinik semptom gériilmeyen
koyun ve kegilere ait kan serumlarinin 1/10 diliisyonunda, %13 ora-
ninda PPRV antikoru tespit edilmistir (33).
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Bu arastirmada, siipheli degerlendirilen stiriillerde ve 6 aylik-
tan biuylk hayvanlarda érnekleme yapildig: i¢in, PPR seropozitiflik
oranini morbidite olarak degerlendirmenin daha uygun olacag: kana-
atine varilmistir. Literatiir bilgilerde bildirilen PPR morbidite oranlar:
ile koyunlarda %87,95, kegilerde ise %90 olarak tespit edilen oran-
lar arasinda benzerlik saptanmistir. Stirii olarak degerlendirildigin-
de seropozitiflik orani koyunlarda %90,9 kegilerde ise %77,14 olarak
belirlenmistir.

Kulkarni ve ark., (36) tarafindan morbidite orani geng kegiler-
de %683,2, yetiskin kecilerde ise %64,7 olarak bildirilmesine karsin,
Roeder ve ark., (57) ile Amjad ve ark., (4) tarafindan bu oran keciler-
de %100 olarak belirtilmis, baska bir ¢alismada ise, morbidite %90
olarak saptanmistir (2). Yine ayni arastiricilar tarafindan mortalitenin
%13-90 arasmda farklihk gosterdigi bildirilmektedir. Nanda ve ark.
(45) koyunlar icin mortalitenin gen¢ hayvanlarda %40-60, yetigkin
hayvanlarda ise %10-20, Ramesh Babu ve Rajasekhar, (1988) Hin-
distan'da koyun ve keciler icin mortalitenin % 44,5-67,8 arasinda ol-
dugunu bildirmektedirler. Genel literatiir bilgilerde ise duyarl ttirler-
de PPR icin morbidite %90, mortalite ise %50-80 olarak ifade edil-
mektedir (11).

Bu calismada incelenen siiriilerde morbidite, 22 nolu koyun
stristindeki 8-10 aylik toklularda %20, 8 nolu ve 13 nolu keci sii-
rillerinde %100, toplam siiril bazinda degerlendirildiginde ise koyun-
lar icin % 87,95, keciler icin %90 olarak saptanmistir. Mortalite oran-
lar1 ise hayvanlarin tiirii ve yasma bagh olarak genis smirlar icinde
bulunmustur. Mortalite 22 nolu siirtide %6 olarak belirlenmis, 14
nolu siiriide ise yetigkin koyunlarda 6liim gériilmez iken, 2 ayhk ku-
zularda mortalite %30 olarak saptanmistir. 13 nolu kegci stiriisiinde
bu oranin %9, 8 nolu keci stirtistindeki 1-2 aylik oglaklarda %80, ye-
tiskinlerde %32,6 oldugu goézlemlenmistir. Algigir ve ark. da (3) mor-
taliteyi 6-7 aylik kuzular icin %30 olarak bildirmektedirler.

Seropozitif bulunan striilerden 17 siiride (1-13, 15-18 nolu
siirtilerde) literatiir bilgilerde (4,19,36,37) bildirilen, klinik semptom-
lardan, yiiksek ates, burun ve goz yasi akintisi, eroziv ve tiilseratif
stomatitis, ishal, 6kstirtik ve oliimler saptanmistir. 14 nolu striide
ise hastaligin kuzularda belirgin semptom olusmadan genel diiskiin-
ligii takiben %30 mortalite ile perakut seyir izledigi gortilmiistiir.
PPRV seropozitiflik orani ortalama %84,7 olarak bulunan, 19 ve 20
nolu siiriilerde ise etiyolojisi tespit edilemeyen abortlarin disinda her-
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hangi bir klinik semptom saptanmamistir. Literatiir bilgilerde
PPR'nin o6zellikle kegilerde goriilen akut klinik seyrinde abortlarin go-
riilebilecegi, fakat tipik bir klinik semptom olmadig1 bildirilmesine
(2,36) karsin, koyunlar icin bdyle bir bilgiye rastlanmamigtir. Wosu
(78) tarafindan abortlar, sinirsel semptomlar ve vulvavaginitisin goé-
rildiagi atipik PPR olgularimin goriulldiigii bildirilmekle beraber, Bar-
rett (13) tarafindan, RP ve PPR vakalarinda sinirsel semptomlarin ve-
ya meningitisin gériilmedigi belirtilmistir.

RPV ve PPRYV izolasyon calismalarinda, beden 1sis1 yliksek hay-
vanlardan alimnan defibrine kan ve swap ornekleri, acik klinik semp-
tom gosteren hayvanlardan o6ldiiriilen veya hastaliktan 6len hayvan-
lardan saglanan dalak, akciger ve lenf yumrular: kullamilmigtir. Yapi-
lan ¢alismalarda (2,25,69,75) ve OIE standart teshis metotlarinda da
bu materyallerin izolasyon calismalari i¢in uygun oldugu bildirilmek-
tedir. PPR olaylarinda RP'den farkli olarak hastaligin akut dénemin-
de enfekte akciger dokusunda virus yogunlugunun 1055 DKID5,/ml
veya daha ytuiksek olabilecegi bildirilmektedir (1,40). Bu ¢alismada
toplam 38 izolasyon materyalinden, 2 adedi akciger olmak tlizere 3
acedinde PPRYV izole ve identifiye edilmistir. izole edilen viruslarn tit-
resi sirasiyla 104 DKIDgo/ml ve 105 DKIDg,/ml 1048 DKIDg,/ml ola-
rak saptanmistir. Gerek izolasyonun gerceklestirildigi dokular gerek-
se etkenin enfeksiyozitesi dikkate alindiginda elde edilen veriler Abe-
gunde ve Adu (1) ve Libeau ve ark. (40)'min bulgularim destekler nite-
liktedir. izolat 3 ise dalak+lenf yumrusu materyalinden izole edilmis-
tir. Izolasyon gerceklestirilen (izolat 1 ve izolat 2) 8 ve 14 nolu siirii-
lerden hastaliktan 14 giin sonra alinan kan serum 6rneklerinde PPR
seropozitiflik orani % 100 olarak saptanmis olup serolojik veriler ile vi-
rolojik teshis arasmnda da paralellik tespit edilmistir. izolat 1'in sag-
landig1 22 nolu siiriiden ise enfeksiyon sonrasi olusan antikorlari
saptamak amaciyla kan serum 6rnegi saglanamamistir.

PPRYV izolasyonunda Taylor ve Abegunde (1) FKB hiicrelerinde
izolasyonu takiben izolatlarin FDB hiicrelerine adaptasyonunun ya-
pllabilecegini, ancak FDB hiicrelerinde CPE'nin belirgin olmadigim
tespit etmislerse de, E1 Hag Ali ve Taylor (25) Sudan'da PPR vakala-
rinda virus izolasyonun FDB hiicrelerinde yapildigim bildirmislerdir.
Bunun nedeni olarak da izolasyon calismalarinda kullamilan FDB
hticrelerinin duyarliigmm farkli olabilecegi iddia edilmigtir. Um-
man'da PPRV izolasyon c¢alismalarinda, hem FKB hem de FDB hiic-
relerinin basariyla kullanildigl saptanmistir. Ancak bu izolatlarin Ve-
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ro hiicrelerine adaptasyonunun saglanmasina ragmen c¢apraz testler
icin yeterli titrede virus elde edilememistir (76). Abu Elzein ve ark. (2)
tarafindan PPRV izolasyonunda f6tal oglak bébrek hiicrelerinin kul-
lanmildig: bildirilmigtir. Hindistan'da ise Shaila ve ark. (69) ve Nanda
ve ark. (45) tarafindan virus izolasyon calismalari fotal hiicreler kul-
lanilmadan Vero hiicrelerinde gergeklestirilmistir.

Stupheli materyallerden PDB ve PKB hiicreleri kullanilarak vi-
rus izolasyon calismalar1 tamamlanmig ve virus adaptasyon ¢alisma-
larinda ise Vero-R hiicreleri kullanilmis olup literatiir bilgilerde bu
hiicrelerin izolasyon ve adaptasyon c¢alismalar1 ig¢in uygun oldugu
bildirilmektedir (8,22,31,51,70,74).

Bu calismada PPRV izolasyon calismalarinda PKB hiicreleri
PDB hiicrelerinden daha duyarli bulunmustur. izolat 2 ve 3'de PDB
hiicrelerinde belirgin bir CPE saptanamazken, izolat 1'de PKB hiicre-
lerinde oldugu kadar belirgin olmamakla beraber 8-10. giinlerde PDB
hiicrelerinde hiicre yuvarlaklasmasi ile baglayan CPE tespit edilmis-
tir. Vero-R hiicrelerine adaptasyonlar: sirasinda, izolatlar arasinda
onemli bir fark goriilmemistir. PKB hiicrelerinde ilk pasajlarda 7-9.
ginlerde ilk CPE degisiklikleri tespit edilirken, adaptasyon ¢alisma-
larinda bu siire 3-5 giin olarak belirlenmistir. Bu bulgular Gilbert ve
Monnier (32), Gibbs ve ark. (31), Taylor ve Abegunde (75) ve Abu El-
zein ve ark. (2) bulgular ile benzerdir.

Gilbert ve Monnier (32) FKB hiicrelerinde 6-9. giinde CPE sap-
tandigim bildirmiglerdir. Gibbs ve ark. (31) tarafindan FDB, FKB ve
Vero hiicrelerinde 6-15. giinde belirgin CPE olustugu saptanmistir.
Taylor ve Abegunde (75) ise CPE olusma siiresini 6-12 giin olarak tes-
pit etmislerdir. Abu Elzein ve ark. (2) tarafindan bu siirenin izolasyon
calismalarinda 19. giine kadar ¢ikabilecegi bildirilmistir. Adaptas-
yon calismalar: esnasmda Vero hiicrelerinde 3-5 giin icinde PPRV'na
6zgiit CPE'lerin olustugu bildirilmektedir (2,34).

PPRV'un hiticre kiltiirlerindeki CPE sekli, hiicre yuvarlaklas-
masi Is ve In inkliizyon cisimcikleri, vakuol ve sinsityal hiicrele ola-
rak bildirilmistie (2,32,34). izolatlarn Vero-R hiicrelerinde yapilan
adaptasyon calismalarinda H&E boyamalarda tespit edilen CPE se-
killeri literatiirde bildirilen CPE sekillerine benzer bulunmustur. Re-
ferens virus ile karsilastirildiginda, izolatlarda inkliizyon cisimcikle-
ri ve sinsityal hiicrelerin daha ge¢ olustugu gérilmiustiir. Lefevre ve
Diallo (37) tarafindan PPRV'un Vero hiicrelerinde olugturdugu sinsit-
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yal hiicrelerin say1 olarak daha az ve daha kiigiik oldugu bildirilmek-
tedir. :

PPRYV izolasyon ve izolatlarin identifikasyonlarinda gecmiste ko-
yun, keci ve sigirlara deneysel inokulasyonlar ve ¢apraz nétralizasyon
testi basariyla kullanilmistir (20). Ancak bu testlerin yerini, uygulan-
malarin uzun zaman almasi ve ekonomik olmamalari nedeniyle I-ELI-
SA ve biyomolekiiler testler almistir (22,40). Izolatlarin identifikasyo-
nunda I-ELISA kullanilmis ve her ti¢ izolat PPRV olarak identifiye
edilmistir. Bu calismada izolat identifikasyonu amaciyla kullanilan I-
ELISA, OIE standart teshis metotlarinda izolatlarin identifikasyonu
icin (8,22) yeterli kabul edilmistir.

Bu arastirmada gercgeklestirilen klinik, serolojik, virus izolasyon
ve identifikasyon calismalar1 sonucu elde edilen bulgular degerlendi-
rilerek Turkiye'de koyun ve Kkegilerde PPR enfeksiyonlarimin yaygin
olarak varlifl saptanmistir. Hastalifin Asya'da yayilmasina paralel
olarak Hindistan'dan batiya yayilmas: esnasinda kontrolsiiz hayvan
hareketleri ile Tirkiye'ye gectigi tahmin edilmektedir. Yapilan mole-
kiiler filyasyon caligmalar: da bu gériisii dogrular niteliktedir. Ancak
PPR'nin klinik olarak, gen¢ hayvanlarda goriilen ylksek oranda
olimlerin disinda dikkat ¢cekmedigi ve benzer semptomlarla seyreden
hastaliklarla karistirildig1 ve stiphe edilen bu hastaliklara yonelik te-
davi denemelerinin yapildig1 gézlemlenmistir. Ozellikle yetiskin ko-
yunlarda goériilen subklinik olaylarin sahada hi¢ dikkat ¢ekmedigi ve
Turkiye'de hastaligin yayilmasimin en énemli nedenlerinden birisinin,
kontrolsiiz subklinik hasta hayvan hareketleri oldugu kanisina varil-
mastir.

Bu calismada koyun ve kecilerde RPV spesifik antikorlar sap-
tanmamuistir. Bu bulgular 6rneklenen siiriilerde RPV enfeksiyonlari-
nin olmadig: seklinde degerlendirilmistir.
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