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OZET: Koyun-kegi cicegi hastaliginin hizli ve kesin tanisi, hastaligin kontroliinde olduk¢a énemlidir. Bu calismada,
farkh klinik 6rneklerden Koyun-kegi ¢icegi virtsiiniin teshisinde polimeraz zincir reaksiyonunun (PZR) etkinliginin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla, Erzurum ve gevre illerde klinik olarak koyun-kegi gicegi hastaligi bildirimi
yapilmis 11 mihraktaki 53 hayvandan 168 adet materyal temin edildi. PZR sonuglarina gore; deri érneklerinin % 96,2
(51/53)’sinde, nazal ve oral sivap 6rneklerinin % 76,9 (40/52)'unda, akciger 6rneklerinin % 90,4 (19/21) lUnde,
karaciger orneklerinin % 42,8 (9/21)'inde ve lenf yumrusu 6érneklerinin % 61,9 (13/21)’unda pozitiflik tespit edildi.
Sonug olarak, koyun-kegi ¢icegi virisiinin PZR ile tanisinda deri ve akciger 6rneklerinin kullaniminin uygun oldugu
goralmustar.

Anahtar kelimeler: Koyun-keci cicegi hastaligi, PZR, Teshis.

Use of Different Clinical Samples in Detection with Polymerase Chain Reaction of Sheep-

Goatpox Disease

ABSTRACT: Rapid and accurate diagnosis of sheep-goatpox disaese is very important for controling the disease. The
aim of this study was to evaluate the use of polymerase chain reaction (PCR) in detection of sheep-goatpox virus
from different clinical samples. For this purpose, 168 clinical specimens of 53 animals from 11 outbreaks in Erzurum
and its surroundings were collected. According to the PCR results, sheep-goatpox virus DNA was detected from 96.2
% (51/53), 76.9 % (40/52), 90.4 % (19/21), 42.8 % (9/21) and 61.9 % (13/21) of cutaneous, nasal and oral samples,
lung, liver and lymph nodules, respectively. As a result, it is concluded that the use of cutaneous and lung samples is
suitable for diagnosis of sheep-goatpox virus with PCR.
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GIRIS

Koyun-keci ¢icegi hastaliginin tarihsel ge¢misinin
insan cicek hastaligi kadar eski oldugu bildirilmektedir.
(Hutyra ve ark., 1946; Bhanuprakash ve ark., 2005).
Koyun ve kegi yetistiriciliginin yapildigi diinyanin her
bolgesinde hastaligin varligi bildirilmistir. Glinlim{zde,
hastalik Avrupa Ulkelerinde eradike edilmis olmasina
ragmen, Ulkemiz dahil pek ¢ok Asya ve Afrika
Ulkelerinde varligini stirdiirmektedir (Yashpal ve ark.,
1997; Diallo ve ark., 2002; Mondal ve ark., 2004, Yazici
ve ark., 2007; Yeruham ve ark., 2007; Roy ve ark.,
2008, Ozmen ve ark., 2009).

Koyun-kegi ¢icegi hastaligi Diinya Hayvan Saghgi
Orgiitii (OIE) kriterlerine gére miicadele edilmesi
oncelikli hastaliklardan birisidir. OIE, hastaligin
goriuldigu ulkelere canh hayvan, et ve et Grlnleri ile
diger hayvansal Urinlerin ihracati noktasinda énemli
kisitlamalar getirmektedir. Bu nedenle, hastaligin
ekonomik kayiplari sadece hasta hayvanlarda
yaptiklari  kayiplarla  sinirli - olmayip, hastali§in
goruldugu Ulkenin ihracatina da etki etmektedir (OIE,
2008).

Koyun-kegi ¢icegi hastaligi, Tirkiye’de Hayvan
Saghg Zabitasi Yoénetmeligine gore ihbari Mecburi
Hayvan Hastaliklari kapsaminda vyer almaktadir
(Anonim, 2009). Koyun-kec¢i c¢icegi hastaliginin
endemik olarak gorildiGga Turkiye’de hastalik bildirimi
genellikle klinik belirtilerine dayanilarak
yapilmaktadir. Bu bildirimlerin sadece c¢ok az bir
kisminin  ulusal referans enstitileri tarafindan
laboratuvar dogrulamasi yapilmaktadir. Hastaligin
klinik tanisi blyilk oranda spesifik olup kesin tani igin

laboratuvar teshis sarttir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), koyun-kegi
cicegi dahil, pek ¢ok hastaligin tanisinda son yillarda
siklikla kullanilan, kisa stirede sonug veren, duyarl ve
0zgll bir teshis metodudur (Heine ve ark., 1999;
Mangana-Vougiouka ve ark., 1999; Balinsky ve ark.,
2009). Bu ¢alisma, farkli klinik 6rneklerde koyun-kegi

gicegi  hastaliginin  tanist igin  kullanilan  PZR

metodunun  duyarlihgini  belirlemek  amaciyla

yapilmistir.

MATERYAL ve METOT

Hiicre Kultura

Virlis izolasyon ¢alismalarinda Madin Darby
Bovine Kidney (MDBK) devamh hicre kultira
kullanildi.
Streptomycin-Amphotericin B  sollisyonu iceren
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Almanya) vasati

Hicrelerin Uretilmesi Penicilin-

icinde gergeklestirildi. Virls izolasyonu ve hiicrelerin
Uretilmesi asamalarinda kullanilmak (izere ticari fotal
dana serumu (FDS; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Almanya) temin edildi.

Viriis ve Ornekler

Hicre kaltiri ve PZR asamalarinda kontrol
virlisi olarak koyun cicegi attenilie asi susu (Pendik
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitlisi) kullanildi.
Calismada Erzurum Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitlisi’'ne bagh 5 ilde (Erzurum, Agr, Igdir,
Erzincan, Kars) ortaya cikan koyun-kegi cicegi
hastaligindan stpheli 11 hastallk mihrakindan
ornekleme yapildi. Ayrica, bu mihraklardan enstitliye
gelen 6li hayvanlara ait ornekler de kullanildi (Tablo
1). Cicek lezyonlari gozlenen hayvanlardan deri ve
kuyruk alti, agiz ve dil Gzerinde bulunan vezikillerden
ve deri kazintilarindan aseptik sartlar altinda
orneklemeler vyapildi. Hastalik gozlenen sirilerde
6lmis hayvanlardan deri, akciger, karaciger ve lenf
yumrusu ornekleri alindi. Bu 6rnekler, 1/10 oraninda
antibiyotik (%1’lik 10 000 IU [International Unite]
penisilin/ml, 10 mg streptomisin/ml ve 0,025 mg/ml
Amphotericin B) iceren DMEM vasatinin bulundugu
vasatl iceren steril tUpler icine toplanarak soguk
zincirde laboratuvara getirildi. Ornekler
homojenizasyon asamasina kadar bekletilmek Uzere
—80 °C derin dondurucuda saklandi.
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Tablo 1. Calismada kullanilan 6rneklere ait bilgiler.

Table 1. The information of the samples used in the sudy.

Mihrak Mihrak Adi Orneklenen  Materyal Ornekleme

No Hayvan Sayisi  Sayisi Zamani
1  Agri/Dogubayazit 5 kuzu 16 Subat 2007
2 Igdir/Aralik 4 kuzu 11 Mart 2007
3 Erzurum/ Agkale 2 kuzu 7 Mart 2007
4 Erzurum/Hinis 5 kuzu 13 Mart 2007
5  Erzurum/Merkez 7 kuzu 23 Nisan 2007
6  Erzurum/Tekman 4 kuzu 14 Nisan 2007
7  Erzurum/llica 5 kuzu 19 Nisan 2007
8 Erzincan/Tercan 2 kuzu 6 Nisan 2007
9  Agr/ Diyadin 2 kuzu 7 Mayis 2007
10 Kars /Digor 2 kuzu 7 Mayis 2008
11 Erzurum/Cat 15 kegi/oglak 45 Subat 2008
TOPLAM 53 168 2007- 2008

Doku ve Sivap Orneklerinin Hazirlanmasi

Koyun-kegi gigegi hastaligi stipheli 11 hastalik
mihrakindan 38 koyun/kuzu’ya ait 38 deri, 16 akciger,
16 karaciger, 16 lenf yumrusu ve 37 sivap olmak
Uzere toplam 123 ornek ile 15 kegi/oglaga ait 15 deri,
5 akciger 5 karaciger, 5 lenf yumrusu ve 15 sivap
ornegi olmak (zere toplam 45 o6rnek, doku
pargalayicisinda homojenize edildi. Daha sonra, bu
ornekler +4°C 3000 devirde 10 dakika (dk.) santrifij
edildi ve 0,45 mikrometre (um) caph enjektér
filtreden gegirildi. Her 6rnek 2 ml’'lik 5 adet saklama
tlplne aktarildi. Bu 6rnekler PZR ve hiicre kiiltiiriine
ekim asamalarina kadar —80 °C derin dondurucuda
muhafaza edildi.

PZR

Viral DNA ekstraksiyonu icin daha 6nceden
hazirlanan 6rnek homojenatlarinin her birinden 100
mikrolitre (ul) alindi. Uzerine 1% sodyum dodesil
sulfat (SDS), 20 mM B—mercaptoethanol, 20 mM
EDTA ve 20 mg Proteinase-K (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Almanya) iceren denaturasyon
soltisyonundan 100 pl ilave edildi. Ornekler 56 °C’de
birakildi.

sindirimini  takip eden asamalar klasik fenol-

iki saat inklibasyona Proteinase-K
kloroform metoduna gére gergeklestirildi (Sambrook

ve ark., 1989). Pelet DNA uzerine 50 pl Diethyl

pyrocarbonate’li (DEPC; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Almanya) distile su ilave edilerek
sulandirildi. PZR Griniiniin ¢ogaltiimasi icin 3 ul 6rnek
DNA’si, 1 Unit (U) Tag DNA polimeraz enzimi
(Fermentas UAB, Vilnius, Litvanya), 10 milimolar (mM)
deoxyribonucleotide (dNTP) karisimi (Fermentas UAB,
Vilnius, Litvanya), 50 mM MgCl, (Fermentas UAB,
Vilnius, Litvanya), 10x PZR Buffer (Fermentas UAB,
Vilnius, Litvanya) ve her birinden 10 pM primerler
kullanilarak (Primer Ins-1.1; aga aac gag gtc tcg aag ca
ve Primer Ins-1.1"; gga ggt tgc tgg aaa tgt tg) 100 pul PZR
karisimi hazirlandi (Mangana-Vougiouka ve ark., 2000).

PZR drinlerinin amplifikasyonlari 1si dongi cihazi
(Thermo Hybaid Px2 Thermal Cycler; Thermohybaid
US, Franklin, MA, ABD) kullanilarak 95 °C’'de 5 dk. 1
dongu, takiben 95 °C'de 1 dk., 55 °C’'de 1 dk., 72 °C'de
1 dk. 35 déngi ve 72 °C'de 10 dk 1 dongi olarak
gerceklestirildi (Mangana-Vougiouka ve ark., 2000).

PZR'In tlim asamalarinda pozitif kontrol olarak
Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitlisi’nden
temin edilen asl susu, negatif kontrol olarak da distile
su kullanildi.

Klinik orneklerde ¢alismaya ge¢meden ©&nce
titresi belirlenen (Doku kiltlrd infeksiyoz dozsg;
105'75/0,1ml) kontrol virtisle PZR tesbit limiti belirlendi.
Bu amacla viriis stogunun 6nce 1/10 ve daha sonra 1/2

oraninda sulandirmalarinda PZR islemi gergeklestirildi.

PZR Urdnlerinin - gorinttlenmesi 0.5 pg/ml
etidyum bromid iceren % 1'lik agaroz jelin
elektroforeziyle gerceklestirildi.

Doku Orneklerinde Viriis izolasyonu

PZR sonuglari ile mihraklardaki olgularin gicek
oldugu dogrulandiktan sonra, her bir mihrak icin birer
hayvanin PZR pozitif ¢ikan doku homojenatlarinin
karisimindan hiicre kiltiriine ekim yapildi. Bu amagla
25 cm?lik hicre kualtirt kaplarina ekilen ve % 90 tek
tabaka olmus MDBK hiicreleri kullanildi. Hiicrelere 0,5

ml izolasyon materyali inokule edildi. Hiicre kiltiir kabi

115



S6zdutmaz ve Bulut

37 °C'de 1 saat adsorbsiyona birakildi. Adsorbsiyon
suresi sonunda hiicreler serumsuz DMEM vasati ile
yikandi ve %1’lik FDS iceren idame vasatindan
kaplara 5 ml ilave edilerek, hicreler 37°C'de
inkubasyona birakildi. Yedi glin sire ile doku kaltira
mikroskobunda hicrelerde meydana gelen
degisiklikler giinlik olarak kontrol edildi. Hiicrelerin
vasatlari 2 glinde bir taze vasatlarla degistirdi.
Sitopatik etkiler kontrol virlis ekimi yapilan hicre
kiltir kaplar ile kiyaslanarak gerceklestirildi. Ust
sivilarda koyun-kegi cicegi virsi varligini PZR ile
gostermek ve stok virlis kaynagi olusturmak igin, Ust
sivilar kuglik porsiyonlar halinde saklama tiiplerine

boélindi ve -80°C'ye kaldirildi.
istatistiksel Analizler

Bu calismada PZR pozitifliginin 6rneklere goére
istatistiksel analizinde ki-kare testi (Fisher’s Exact
Test) kullanildi (Akgdil, 1997).

BULGULAR

Klinik 6rneklerin test edildigi PZR asamasindan
once kontrol virtsin dilisyonlari ile gergeklestirilen
DNA ekstraksiyonu ve amplifikasyon neticesinde
PZR’nin tespit limiti yaklasik 50 virion olarak tespit
edildi (Sekil 1).

M 112 13 14 M

Sekil 1. PZR’nin tespit limitinin belirlenmesine ait jel
gorintiisii. M:Marker, 1: DKiDsy; 10°7°/0,1 ml, 2: DKiDsg;
10*7°/0,1 ml, 3-13: DKiDsp; 10°*7°/0,1 ml ve 1/2 oraninda
diltsyonlari, 14: Negatif kontrol (dH,0).

Figure 1. Gel image of PCR detection limit determination.
M: Ladder, 1: TCIDsy; 10°7°/0,1 ml, 2: TCIDso; 107°/0,1 ml
3-13: Dilution between TCIDso; 10%7°/0,1 ml and 1/2, 14:

Negative control (dH,0).

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun tespit limitinin
belirlenmesi ve testin standardize edilmesini takiben
koyun-keci cicegi hastaligi yonlinden stpheli canli ve
ol toplam 53 hayvandan alinan farkh organ ve
dokulara ait toplam 168 6rnek PZR ile incelendi. PZR
sonuglarina goére canli ve 6li hayvanlardan temin
edilen deri 6rneklerinin % 96,2 (51/53)’sinde nazal ve
oral sivap orneklerinin % 76,9 (40/52)'unda, olu
hayvanlarin akciger 6rneklerinin % 90,4 (19/21)’linde,
karaciger orneklerinin % 42,8 (9/21)'inde ve lenf
yumrusu orneklerinin % 61,9 (13/21)’unda pozitiflik
tespit edildi. incelenen toplam 168 &rnekten 132
(%78,5)’sinin  koyun-kegi ¢icegi yodniinden pozitifligi
belirlendi. Toplanan o&rneklerin PZR testi sonuglari
tablo 2’de gosterildi.

Tablo 2. Orneklere gére PZR pozitiflik sayilari ve yiizdeleri.
Table 2. Numbers and percentages of PCR positive samples.

Ornek tiirii Ornek Pozitif Pozitif
sayisi (n) (n) (%)
Deri 53 51 % 96,2
Akciger 21 19 % 90,4
Karaciger 21 9 % 42,8
Lenf yumrulan 21 13 % 61,9
Oral ve nazal sivap 52 40 % 76,9
TOPLAM 168 132 % 78,5

Supheli tim hayvanlarin ¢ahlsilan en az bir
orneginde PZR pozitiflik tespit edildi (Sekil 2). Bu
nedenle klinik bulgular, en az bir 6rnekte pozitifligin
olmasi ve tim hayvanlarda izolasyonun yapilmasina
bagh olarak ¢alismada konu edilen tim olgularin
koyun-kegi cicegi hastaligi sonucuna varildi. Orneklere
istatististiki

karsilastiriimasi sonucunda PZR pozitifligi ile deri ve

gore PZR pozitifliginin acidan
akciger ornekleri arasinda 6nemli bir iliski bulundu
(P<0.05). Her mihrak igin hiicre kiltiirline yapilan
inokulasyonlar neticesinde elde edilen hiicre
sipernatantlarinda da koyun-kegi ¢icegi DNA’sinin

varlig belirlendi.
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Sekil 2. Her mihrak igin PZR Urlnlerinin jel gorintisa.
M:Marker, 1-11: Mihrak listesindeki siralamaya gore
ornekler, 12: Pozitif kontrol, 13:Negatif kontrol.

Figure 2. Gel image of PCR products for each outbreak,
M:Ladder, 1-11: Samples in order to outbreak list, 12:
Positive control, 13:Negative control.

TARTISMA

Koyun-keci ¢icegi hastaliginin  klinik formu
belirgin olmakla birlikte, 0Ozellikle asilamalarin
yapildigi llkelerde, asilanmis olup kismi koruyucu
titrede antikora sahip hayvanlarda, hastaligin spesifik
belirtileri gorilmeyebilir. Klinik belirtilerin  bazen
ektima, mavidil, kiiglik ruminant  vebasi,
fotosensitazsyon, dermatofiloz, bdcek sokmalari,
paraziter pndmoni, kazedz lenfadenitis ve bazen uyuz
gibi enfeksiyoz veya metabolik hastaliklarla
karisabilmesi sdzkonusudur. Bu nedenle, klinik
belirtilere bakilarak hastaliktan siiphe edilse de kesin
teshis icin hastaligin laboratuvar tanisi
gerekmektedir. Ayrica, hastaligin bircok Ulkede
bildirimi zorunlu hastalik olmasi nedeniyle de
karantina uygulamasinin sonlandirilabilmesi igin bu
hastaligin laboratuvar tanisi zorunlu olmaktadir
(Heine ve ark., 1999; Mangana-Vougiouka ve ark.,

1999; OIE 2008).

Klinik drneklerde elektron mikroskopla virtsin
belirlenmesi uzun yillar kullanilmis olmakla birlikte,
bu yaklasimin duyarhligi olduk¢a duslktiir. Ayrica
elektron mikroskobik bakida Poxviridae ailesi

icerisindeki tirler morfolojik olarak ayirt
edilememektedir. Diger bir 6nemli kisitlayici neden de
elektron mikroskopinin pahali olmasi nedeniyle birgok
laboratuvarda olmamasidir (Kitching ve Smale, 1986;

Munz ve Owen, 1966).

Koyun—kegi ¢icegi olgularinda ozellikle izole
edilen virisiin dogrulanmasinda agar gel
immunodiffizyon (AGID) testi homolog ve heterolog
serumlar  kullanilarak  yapilabilmektedir.  Calisma
prensibi AGID ile ayni olan ve serumlarin test
edilmesinde kullanilan counter immunoelectrophoresis
(CIEP) testinin duyarlihgi AGID testinden daha
ylksektir. Virs notralizasyon testi (VNT) diger birgok
virlislerin teshisi icin oldukga spesifik olmasina ragmen,
mevcut olan antikorlarla viriisiin kismen kapatilmasi ve
virisin baglanmada ¢ok fazla sayida ylizey antijenini
kullanabilmesi nedeniyle, gicek virtslerini belirlemede
duyarhhgr dusiktir (Martin ve ark., 1975, Rao ve ark.,
1997; OIE 2008). Serolojik testlerde karsilasilan yanlis
pozitiflik ve negatiflik sonuglar nedeniyle, bu
hastaliklarin tanisinda, glinimuzde pek gok arastirmaci
tarafindan, viral nikleik asidin tespitini amaglayan PZR
ve PZR’nin modifikasyonu olan diger genom
amplifikasyon temelli testler sikhkla kullaniimaktadir
(Ireland ve Binepal 1998; Heine ve ark., 1999;
Mangana-Vougiouka ve ark., 1999; Bhanuprakash ve
ark., 2005; Balinsky ve ark, 2009; Cheng ve ark., 2009;
Balamurugan ve ark., 2009). Mangana-Vougiouka ve
ark. (1999) Koyun cicegi teshisinde 40 siipheli 6rnekten
hiicre kiltlri ve PZR ile tamamini, direkt floresan testi
(DIFA) ile 29’unu ve agar jel immunopresipitasyon testi
(AGIPT) ile 16’suinin pozitif olarak bulunabildigini
ortaya koyarak, PZR’nin duyarlii§ini %100, DIFA’nin
%73 ve AGIPT'nin ise %40 olarak belirtmislerdir.
Oguzoglu ve ark., (2006) virlis izolasyonu, elektron
mikroskopi ve PZR yontemiyle yaptiklari calismada PZR
metodunu kisa slirede sonug¢ veren ve duyarli bir
metot olarak 6nermektedirler. Bu ¢alismada PZR’nin
her hangi bir test ile kiyaslanmasi amaglanmamistir.

Ancak, calisilan orneklerin en az birinde PZR pozitifligi
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olmasi dikkate alinarak, PZR'In bu hastaligi teshisi
veya dogrulanmasinda etkin bir yontem oldugu

kanaatini paylasmaktayiz.

Viral teshisin basarisi, teshiste kullanilan
metodun se¢imi kadar dogru 6rnegin kullaniimasi ile
de iliskilidir. Hastalikta teshis amaciyla hedef organ
veya dokularin segiminde virlisiin patogenezi dikkate
alinmalidir. Bowden ve ark. (2007) deneysel olarak
enfekte edilmis koyun ve kegilerde Capripoxvirus
enfeksiyonunun doku tropizmini kantitatif Real-Time
PZR teknigi ortaya koyduklari calismalarinda en
yuksek virtis sagiliminin inokulasyondan sonraki 10.
ve 14. ginler arasinda nazal, konjuktival ve oral
sekresyonlarla

oldugunu belirlemislerdir.

inokulasyondan sonraki gunlerde virls
konsantrasyonunu en yilksek olarak inokulasyon
bélgesinde, ikinci olarak deri lezyonlarinda, daha az
olarak akcigerlerde gozlemislerdir. Gulbahar ve ark.
(2006),

immunohistokimyasal boyama yontemi ile deri ve

dogal infekte kuzularin  dokularinda

akciger  6rneklerinin  tamaminda 6/6, burun
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mukozasinda 2/6, mediastinal lenf yumrularinda
2/6’sinda viris varligini gosterirlerken incedikleri
karaciger orneklerinde tespit edememislerdir. Bu
¢alismada PZR calismasinda en yliksek pozitiflik % 96,2
ile deri ve en diisuk pozitiflik ise % 42,8 ile karaciger
orneklerinde ortaya konuldu. Nazal ve oral sivap
orneklerinin % 76,9’unda, akciger Orneklerinin %
90,4’linde ve lenf yumrusu 6rneklerinin % 61,9’unda
pozitiflik tespit edildi. Tum doku ve organlarin
toplaminda ise % 78,5 oraninda koyun-kegi gicegi
yoninden PZR pozitiflik tespit edildi.

Sonug olarak, ¢alismanin verileri dikkate alinarak
koyun-keci hastaliginin hizli tanisinda PZR ile birlikte
canl hayvanda oncelikle deri, daha sonra nazal sivap
orneklerinin, o6li hayvanlarda ise deri ve akciger
orneklerinin tercih edilmesini 6nermekteyiz. Ancak,
¢alismanin verileri her zaman tek bir ornekte
¢alismanin sakincalarini da ortaya koymaktadir. Bu
bakimdan teshis amaciyla en az iki farkli 6rnegin
¢alisiilmasinin metodun duyarliligini artirmada 6nemli
oldugunu disiinmekteyiz.
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