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Ozet

Lumpy Skin Disease (LSD), sigir, bufalo ve bazi yabani tiirlerin derileri Gizerinde nodiiller ve 6dem ile karakterize viral bir enfeksiyonudur. Bu
calismada, LSD virus enfeksiyonunun, Turkiye'deki varliginin, enfekte sigirlarda gézlenen klinik bulgulara gore tanisi ve PCR yontemi ile dogrulanmasi
amaclanmistir. Bu amacla, Eyliil 2013-Haziran 2014 tarihleri arasinda Turkiye'de yerlesik 8 sigir ¢iftliginde klinik olarak LSD enfeksiyonu belirtileri
gosteren 113 sigir incelendi. Daha sonra, bu sigirlardan 12 deri nodiili 6rnegi alindi ve viroloji laboratuvarina getirildi. Bu 6rnekler OIE tarafindan
tanimlanan yonteme gore PCRile test edildi. Enfeksiyonun klinik bulgularinin PCR sonuglari ile uyumlu oldugu ortaya konuldu.

Anahtar sozciikler: Lumpy Skin Disease, PCR, Epidemiyoloji

The Detection of Lumpy Skin Disease Virus Infection by Clinical
Findings and PCR Method in Turkey

Abstract

Lumpy Skin Disease (LSD) is a viral disease of cattle, buffalo and some wild species characterized by oedema and nodules on the skin. The aim of
this study was to report the presence and the clinical signs of LSD in infected cattle in Turkey, and to confirm by PCR method. For this purpose, 113
cattle showing clinical signs of LSD were examined from 8 settled farms in Turkey between September 2013 to June 2014. Then, 12 skin nodule
samples from these cattle were obtained, and brought to the virology laboratory. The samples were tested by PCR according to the method
described by OIE. The clinical diagnosis was well correlated with PCR results.
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ve 2013 yillarinda Liibnan ve Urdiin'de bildirilmistir . LSD
hastaligi, Turkiye'de ilk olarak 2013 yilinda Kahraman-
marag'in Goksun ilcesinde ortaya cikmis, daha sonra
Batman, Hakkari, Malatya, Hatay, Adiyaman, Osmaniye

GIiRiS
Lumpy skin disease (LSD), Poxviridae ailesinin
Capripoxvirus cinsinde bulunan lumpy skin disease virusu-

nun sigirlarda neden oldugu bir hastahktir M. Virusun
tasinmasi Ozellikle artropod vektorler araciligiyla gercek-
lesir. Sigirdan sigira bulasma da olabilmektedir. Artropod
vektorlerin varligini ve cogalmalarini etkileyen faktorlere
(mevsim, iklim vb.) bagh olarak énemli epizootik salginlar
ortaya cikabilmektedir. Enfeksiyon, enzootik olmayan bolge-
lere artropodlarin vektorliginde tasinabilmektedir 2681,

LSD, ilk defa 1929 yilinda Afrika'da, 1989 yilinda israil’
de, daha sonraki yillarda da Bahreyn, Kuveyt, Umman ve
Yemen'de rapor edilmistir ®. Enfeksiyon, 6zellikle 2012

ve Adana gibi bir¢ok ilde hastaligin gozlendigi ve kontrol/
eradikasyon calismalarinin yapildigi bildirilmektedir &1,

Enfeksiyonun klinik belirtileri, subklinik enfeksiyondan
olime kadar giden degisiklik gosterebilmektedir. Hastaligin
siddetinde, Capripoxvirus susu ve konakgi sigir irkinin
yanisira vektor prevalansi, konakcinin immunolojik yapisi
ve virus izolatinin virulensi gibi faktérler etkilidir 1%, inki-
basyon periyodu, dogal salginlarda 1-4 hafta arasinda
degismektedir. Cogu vakalarda ilk klinik belirti gozyasi
akintisi olmakla birlikte, ates (40-41°C'ye kadar) ve pre-
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skapular lenf yumrularinda biiyime de gorilmektedir.
Bazi vakalarda ates gorilmeyebilir. Ates olan durumlarda,
kisa bir stire sonra 1-5 cm ¢apinda degisen sayilarda deri
nodiilleri ortaya ¢cikmaktadir. Agir seyreden vakalarda, g6z
ve agiz-burun boslugu mukozalarinda lseratif lezyon-
lar olusmaktadir. Bu lezyonlara bagh olarak burun boslu-
dgunda kizarikhk, burun ve gdézyasi akintisi goralur #1011,
Bu sekresyonlarin tamami virus icermektedir. Mermede
0dematdz bir gorintl vardir ve hasta hayvanlar hareket
etmek icin isteksizdirler. Gebe hayvanlarda abort gorile-
bilir. Gen¢ bogalar gecici veya strekli infertil kalabilirler.
Virus semen ile uzun sire sacilabilir ©,

Bu calisma, Lumpy skin disease (LSD) hastaliginin,
enfekte hayvanlarda go6zlenen klinik bulgular yéniinden
degerlendirilmesi ve laboratuvar tani baglaminda PCR ile
teshis edilmesi, ve ayrica hasta hayvanlarin irk ve fizyolojik
durumlarina gére enfeksiyonun morbidite ve mortalite
diizeyinin arastirilmasi amaciyla yapilimistir.

MATERYAL ve METOT

Calismada Kullanilan Siiriiler ve Test Materyalleri

Calismada, Eylul 2013 - Haziran 2014 tarihleri arasinda
Hakkari Merkez, Batman Merkez, Sirnak Merkez, Malatya’
nin Battalgazi, Akcadag ve Darende ilcelerinde bulunan
kiicik aile isletmeleri ve Batman Gerclis’ te bulunan bir
entansif isletmeden saglanan numuneler kullanildi. Bu
isletmelerde bulunan farkli irk (Montafon, Simental,
Holstayn ve melezleri), yas ve fizyolojik durum ozelliklerine
sahip toplam 113 sidira; klinik olarak iki fazli ates (40°C-
41.5°C), depresyon, istahsizlik, salivasyon, géz ve burunda
degisiklikler, preskapular lenf yumrularinda biylime ve tim

vicudu kaplayan ¢oklu deri noddilleri (Sekil 1) bulgularina
gore (n=113) LSD 6n tanisi konuldu. Hastaligin laboratuvar
teyidi icin klinik belirti gdzlenen 12 hayvandan deri nodlu
biyopsi materyalleri aseptik sartlarda alindi (Tablo 1).

Viral DNA ekstraksiyonu ve PCR

Test materyallerinden viral DNA izolasyonu ticari kit
(QIAamp DNA Mini Kit, USA) kullanilarak ve Uretici firmanin
onerdigi prosediriine gore yapildi. Viral DNA izolasyo-
nunda kullanilan primerlerin dizilimleri (Tablo 2) ve uygula-
nan prosediir OIE manuel esas alinarak uygulandi ©. Test
sonunda 192bp Grin buyukliginde bantlar elde edildi
(Sekil 2).

DNA amplifikasyonu 50 ul final hacimde olacak

Sekil 1. Lumpy skin disease virus ile enfekte bir sigirda karekteristik deri
lezyonlari

Fig 1. The characteristic skin lesions in a cattle infected with Lumpy skin
disease virus

Tablo 1. LSD belirtisi gosteren sigirlarin bulundugu isletmeler, isletmelerin yeri, isletmedeki hayvan sayilari, hastalanan hayvan sayisi, irk ve fizyolojik

durumlari, morbidite, mortalite, ve alinan deri biyopsi materyali sayilari

Table 1.The place where the enterprise of cattle showing signs of LSD, number of animals at the enterprise, number of diseased animals, race and physiological
status, morbidity and mortality rate and the number of biopsies of skin taken

isletmenin isletmede Hastalanan Sigirin Hastalanan Deri Nodiilii
Bulundugu Bulunan Irki ve Fizyolojik Hayvan Sayist Morbidite Mortalite Biyopsisi Materyali
Yer Hayvan Sayisi Durumu 4 Y Sayisi
Hakkari Montofon o

Merkez 4 Dana ! %25 ) !
Malatya Montofon o

Battalgazi 2 Sagmal inek ! %30 !
Malatya Simental Melezi o

Akcadag 6 Gebe inek 2 %50 2
Batman Holstain o

Merkez 3 Sagmal inek ! %33 !
gaetr:‘;; 203 ;':glit::rinek 105 %51 28 (%26.66) 4
Sirnak Holstain o _

Merkez £ Gebe inek 1 %33 1
Malatya Holstain o _

Darende 26 Gebe inek ! %038 !
Malatya Holstain Melezi o

Darende 3 Sagmal inek ! %33 !
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Tablo 2. PCR'da kullanilan primerlerin 6zellikleri

Table 2. The characteristics of the primers used in PCR

Primer (5’- 3') Proteini Kodlayan Gen Uriin Biiyiikliigii Referans
5'-TCC-GAG-CTC-TTT-CCT-GAT-TTT-TCT-TAC-TAT-3’ LSDV 192 (bp) -
5'-TAT-GGT-ACC-TAA-ATT-ATA-TAC-GTA-AAT-AAC-3’ Viral baglama proteinini kodlayan gen P

Sekil 2. LSDV'nin agaroz jel elektroforezisi, GeneRuler 50 bp DNA
Ladder. 192 bp PCR amplifikasyon uriinii icin pozitif, negatif kontrol ve
numuneler

Fig 2. Agarose gel electrophoresis of LSDV. GeneRuler 50 bp DNA
Ladder. 192 bp amplicon PCR product, positive and negative controls
and specimens

sekilde Thermo-Scientific PCR Master mix (2X) kit (Cat No:
KO171,USA) kullanilarak yapildi. Kisaca, 25 pl PCR Master
mix (2X), 1 ul (0.1 mM) forward primer, 1 ul (0.1 mM)
reverse primer, 1 pul DNA template (~10 ng), 50 pl'ye
nuclease free su ile tamamlanarak hazirlanan karisim
kullanildi. Karisim, baslangigta 95°C'de 2 dak., daha sonra
95°C'de 45 sn, 50°C'de 50 sn ve 72°C'de 1 dak. olacak
sekilde programlanarak thermal cycler cihazina konuldu
ve 34 siklus olacak sekilde ayarlandi. Son siklus ise, 72°C'de
2 dak. olarak uygulandi. Elektroforez islemi sonucunda LSD
virus DNA'sinin 192 bp molekiiler uzunluga sahip bantlari
UV transilluminatdrde gozlemlendi ®. Pozitif kontrol virusu
olarak, Pendik Veteriner Kontrol Enstitlisii Cicek Referans
Laboratuvari'inda izole edilen LSD saha susu kullanildi.

BULGULAR

LSD hastaliginin varligi Hakkari, Sirnak, Batman il
merkezleri ve Batman/Gerclis, Malatya/Battalgazi, Ak¢adag,
Darende ilgesinde bulunan 8 sigir isletmesinde klinik
bulgular ve laboratuvar teshisi ile ortaya konuldu (Sekil 1,
Sekil 2). isletmelerde bulunan hasta hayvanlardan alinan
12 adet deri nodill biyopsi materyallerinin tamaminda
klinik teshisi dogrulayacak sekilde 192 bp uzunlugunda
pozitif bantlar elde edildi (Sekil 2). LSD hastalikh bir
Montafon dana ve bir sagmal inek, iki Simental melezi
gebe inek, bir Holstayn sagmal inek, iki Holstayn gebe inek
ve bir Holstayn melezi gebe inek olmak tizere toplam 8
sigirin iyilestigi, ancak Holstayn sagmal ineklerin entansif

yetistiriciliginin yapildigi bir isletmede 105 hasta inekten
28 (%26)'inin oldigl tespit edildi. Hastaligin isletmelerdeki
morbidite orani %3.8-51.0 ve mortalite orani ise %0-26
olarak belirlendi (Tablo 1).

TARTISMA ve SONUC

Bu calisma ile LSD hastaliginin varhg Hakkari, Batman,
Sirnak ve Malatya illerinde bulunan kii¢lik aile isletme-
lerinde ve entansif yetistiricilik yapilan Batman ili Gercls
ilcesindeki bir isletmede enfekte hayvanlarda gozlenen
klinik belirtiler ve PCR ydntemi ile molekiler olarak ortaya
konulmustur.

Hastahgin ciktigr yerlerdeki endemilerde, sigirlarda
orta ve siddetli olmak Uzere iki farkl formda klinik bulgular
goOzlenmistir. Etci ve siitcl 6zelligi olan Montofon ve
Simental irklari ile siitcli Holstayn melezleri orta siddette
klinik belirti gosterdigi halde, 203 Holstayn irki sttg
sagmal inegin bulundugu bir isletmede 105 inegin siddetli
klinik belirtiler gosterdigi tespit edilmistir. Bu klinik bulgular
arasinda ozellikle deri lezyonlari belirgin olarak gorilmus
ve bir veya birden fazla ayakta 6dematoz siskinlik ve
topallik saptanmistir. Hastalik, hayvanlarda siit veriminde
azalmayla birlikte, 28 (%26) inegin de dlimiine yol acarak
onemli ekonomik kayiplara neden olmustur. Elde edilen
verilere gore, hastaligin morbiditesi %3.8-51.0 arasinda,
bulunurken; sigirlarin irki ve fizyolojik duruma bagh olarak
mortalite orani ise %0-26 olarak belirlenmistir. Morbidite
oranlarinin disiik olmasi hastaligin yayilmasinda sigirdan
sigira bulasmanin ¢ok etkili olmadigini, buna karsilik
insekt vektorlerin bulasmada daha fazla etkili oldugunu
gostermektedir 7819, Hakkari, Malatya, Sirnak ve Batman
illeri arasinda en disik rakima sahip olani Batman ilidir.
Batman ili diger illere gére daha sicak ve nemli bir iklime
sahiptir. Nemli ve sicak iklim sinek populasyonunda ve
dolayisi ile alinan virus miktar tzerinde etkili olmaktadir ™.
Bu calismada mortalite oranlarinin %0 ile %26 arasinda
degisken olmasini etkileyen nedenler arasinda boélgenin
cografyasi, iklimi, isletmenin yonetim sartlari, hayvanin
irki ve badisiklik durumu ile virus susu sayilabilir. Hasta-
llgin siddetinin ise alinan virusun dozu, alinma yolu ve
konakginin irkina goére dedistigi bildirilmektedir ©7.
Kuzey Omman’in Al-Batinah bolgesinde Holstayn irki sit
sigirciiginin yapildigi bir isletmede hastaligin gorilmesin-
den sonra, hayvanlarda siit veriminin %40-65 oraninda
distigu ve hastaligin %12 oraninda mortaliteye neden
oldugu bildirilmistir 1",

Hastaligin enzootik olarak gorildigu bolgelerde LSD
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hastaliginin teshisi, cogunlukla karakteristik klinik belirtilere
gore yapilmaktadir. Ancak, etkili kontrol ve eradikasyon igin
gecici klinik teshisin dogru ve hizli laboratuvar teknikleri
ile dogrulanmasi gerekmektedir. Laboratuvar teshisinde,
hicre kiltirinden veya embriyolu tavuk yumurtasindan
izole edilen virusun elekton mikroskopi veya floresan
antikor testi ile identifiye edilmesi gerekmektedir. Serolojik
testlerle spesifik LSD antikorlarinin ortaya konulmasi ile
de teshis yapilabilmektedir. Cabuk ve dogru laboratuvar
teshisi icin, son zamanlarda cesitli PCR metotlar gelisti-
rilmistir 1381012 Spesifik immunulojik testlerle karsilastiril-
diginda, PCR'In daha duyarli oldugu belirtilmistir 5. Bu
calismada, klinik olarak hastalik belirtisi gosteren hayvan-
lardan alinan, deri nodili biyopsi materyallerine PCR
uygulandi ve drneklerin tamami pozitif olarak bulundu
(%100). Calismamizda elde edilen PCR test sonuclari,
sahada gozlenen klinik bulgulari tamamen dogrulamistir.
El Kholy ve ark.®, klinik belirti gosteren hayvanlarin deri
biyopsi materyallerinden yaptiklari PCR testinde, klinik
teshisi dogrulayacak sekilde 80 numunenin tamaminda
pozitif sonuclar elde etmislerdir. Sharawi ve Abd !,
klinik belirti gdsteren hayvanlardan alinan 10 adet deri
biyopsi materyalinin tamaminda PCR testi ile LSD teshisi
yapmislardir. Bu calismamizda elde edilen sonuglar ile El
Kholy ve ark.®! ve Sharawi ve Abd'in ™ sonuglar arasinda
uyumluluk gorilmustir. LSD'nin laboratuvar teghisinde
materyal olarak deri nodili biyopsi materyali, kan,
semen ve sit kullanilmaktadir. Bunlardan deri biyopsi
materyalinin, hastaligin baslangicindan hastaligin Gglincu
ayina kadar olan devrede fazla miktarda virus icermesi
nedeniyle PCR testi icin en iyi teshis materyali oldugu
bildirilmektedir &1,

Endemik Ulkelerde, LSD salginlarinin tek etkili kontrol
yolu asilamadir. Koyun cicek, keci cicek ve LSD viruslarinin
antijenik homolojileri ve capraz koruma olusturma neden-
lerinden dolayi bu virus sugslarindan herhangi birisi, sigirlari
LSD'ye karsi korumak icin kullanilabilmektedir ['34,

Sonug olarak, bu calisma ile Dogu ve Glineydogu
Anadolu bolgelerinde yer alan Hakkari, Malatya, Sirnak ve
Batman illerinde sigirlarda LSD hastaliginin klinik teshisi
yapilmis ve uygulanan PCR yontemi ile virus varhiginin
tespiti yapilarak klinik teshis dogrulanmistir. Ayrica, bu
calismada LSD hastahiginin, hayvanlarin irk, fizyolojik

durum ve viicut direncine bagh olarak Montofon dana ve
inekler, Simental inekler ve Holstayn melezi gebe ineklerde
olime neden olmadigi halde, sagmal Holstayn irki bir
sut isletmesinde olimlere neden oldugu godzlenmistir.
Hastalik, danalarin besi performansinda gerileme, sagmal
ineklerin stt veriminde azalma ve oOlimlere bagl olarak
onemli ekonomik kayiplara neden olmustur.
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