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CESITLI SERUMLARDA (KOYUN-KECI-SIGIR) MAVI DIL
ANTIKORLARININ AGAR-JEL PRESIPITASYON TESTI
ILE ARASTIRILMASI

Arife ERTURK (%)
1. GIRIS

Ruminantlarda, reoviridiae familyasinin orbivirus grubu tarafindan
meydana getirilen mavi dil hastaliginin varligi, dinyada ve (lkemizde
yapilan serolojik ¢ahsmalar (11,12,19,20,25,33,38,40,45) ve virus izolas-
yonlari ile saptanmisgtir (8,29,45).

Mavi dil koyun, kegci, sigir ve yabani gevis getirenlerin akut, subakut
seyirli, mevsime bagli, arthropodlarla taginan viral bir hastalig! olarak ta-
nimlanmaktadir (8). )

Hastahgin koyunlarda ve sigirlarda blyik ekonomik kayiplara neden
oidugu bilinmektedir (1,14). Ozellikle koyunlarda yilksek oranda 6lim,
kondlisyon diistkligu ve yapag gelismesinin durmasi sonucu yapagi kay-
bina neden olur. Ayrica hayvanlarda tortikollis sekillenir ve hayvanlar besle-
nemez. Genel direncin azalmasi, hayvanlari bakteri veya chlamydya enfek-
siyonlari igin uygun bir konakg! haline getirir. Gebe koyunlarin yavru atma-
lari veya anormal olusumlu kuzu dogurmalari ekonomik kayiplara bir neden
olarak da gdsterilmektedir (8).

Yapilan ¢aligmalar, yerli koyunlarin ithal edilen koyunlardan ve meri-
noslardan daha az enfeksiyona duyarli oldugunu ortaya koymustur (23).
Ulkeler ve kitalar arasinda koyunlarin mavi dil hastaliyina bagli mortalite
oranlari degisiktir. Mortalite oranlari G. Afrika'da % 2-30 arasinda degis-
mesine karsin Amerika Birlesik Devletleri'nde mortalite orani % 5 olarak bil-
dirilmigtir (26,43). :

Mavi dil virusunun serotipleri arasinda virulans farkhliklar tesbit edil-
migtir (39).

(*) Etlik Hayvan Hastaliklari Arastirma Enst., Uzm. Vet. Hekim
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Sigirlardaki ekonomik kayiplar, sit veriminde azalma, kondisyon
kaybi, anormal buzadi dogumlari olarak bildirilmektedir (19,27).

Turkiye'de mavi dil enfeksiyonunun varliini saptamak amaci ile
cesitli aragtincilar tarafindan gerek virus izolasyonlar (27,45) ve gerekse, -
hastaliga sebep olan virusun serolojik tiplerinin saptanmasinda ve antikor
varhginin tesbitinde, serum nétralizasyon testi (Makro ve mikro serum
nétralizasyon test) va agar jel presipitasyon testleri (5,10,20,24,38) yardimi
iie seroepidemiyolojik caligmalar yapilmigtir. Tip tayininde ise serum
nétralizasyon testi (SNT) ve plak rediiksiyon testleri uygulanmugtir (15,30
31). ,

Saha kontrollerinde, grup spesifik antijene sahip olmasi nedeniyle
agar jel presipitasyon testi tercih edilmektedir. AGPT ile tim tiplere karsi
olusmus antikorlari saptamak mimkandur (7).

Bu c¢alismada, Turkiye'de degisik bdlgelerden toplanan koyun, kegi
ve sigir kan serumlarinda mavi dil virusuna kargi AGPT ile antikor taramasi

yapilarak hastaligin bélgesel durumu, yayginhi@: ve elde edilen sonuglarin
sonraki ¢calismalara 1gik tutmasi amaclanmugtir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Hastaligin Cografi Yayiligi

Mavi dil hastaligi ik kez 1800 yilinda Giiney Afrika'daki koyunlarda
gorulmasgtur (28,29).

Hastaligin vatani Afrika'dir. llk tanimi 1881'de Hutcheon tarafindan
yapilmig:ve hastaliga "Epizootic Catarrh" ismi verilmistir (8,24).

Sigirlarda ilk kez 1889 ve 1904 yillari arasinda "Mycotic Stomatitis"
adi ile rapor edilmigtir (36).

1905 yilinda Spreull hastalik etkeninin bir virus oldugunu belirterek
hastaliga "Mavi dil" ismini vermigtir (29).

1906 yilinda Theiler tarafindan infektif sivilar, Berkefeld filtresinden
gegirilerek ajanin filtrabl bir ajan oldugu saptanmigtir (8).

1940'l yillara kadar yalnizca Afrika'da taninan mavi dilin daha sonra-
lari bati Akdeniz tlkelerinde de varligi dogrulanmistir (8,16).
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1949 yilinda Gambles tarafindan (29) Kibris adasinda siddetli bir epi-
zooti bildirilmigtir. Epizooti bdlgelerin bazilarinda % 60-70 mortaliteye se-
bep olmustur. Hastalik, Suriye'de ve Israil'de de gérilmistir.

Mavi dil virusu, 1952 yilinda California'’da koyunlardan, 1959 yilinda
ise Oregon'da sigirlardan izole edilmigtir (1,8,16).

1956-1957 yillarinda Portekiz ve Ispanya'da biiyiik bir epizooti daha
bildirilmigtir.

1959 yilinda siddetli bir epizooti Japonya'da sidirlarda komplement
fikzasyon testi (CFT) ile mavi dil olarak dogrulanmigtir (8).

Hastahgin 1959 yilinda Pakistan'da, Kuzey Avustralya Papua ve Ye-
ni Gine'de, 1963 yilinda da Hindistan'da varlig: bildirilmigtir (21).

Turkiye'de mavi dil hastaliginin ilk defa 1944 yilinda Hatay bdol-
gesinde gorildigld ve bulagmanin Suriye'den kaynaklandigi tahmin edil-
mektedir (11,20). Klinik olarak teshisi konmus fakat herhangi bir laborafuvar
caligmasi yapilmanigtir.

1977 yilinin sonbahar aylar-mda Turkiye'nin bati bélgesinde, Aydin
ilinde mavi dil hastaliginin tekrar ortaya ¢iktigi bildirilmigtir (11,45).

Yongug ve ark. (45) ilk defa 1978 yilinda Turkiye'de koyunlarda mavi
dil virusunu izole etmiglerdir.

Eylul 1980 yilinda AG/HE'li yeni dogrhug bir buzagidan BTV serotip 4
izole edilmigtir (27).

Gurturk ve ark. (24). 1980 yllmda Aydin bélgesinde topladikiar 21
adet sigir kan serumundan 19 tanesinde sidirlarda, mavi dil virusunun BT4
susuna kargi nétralizan antikorlarini saptamiglardir.

Hiziroglu, (27) 1985 yilinda AG/HE'li 18 buzagidan 8'inde ELISA testi
kullanarak mavi dil igin pozitif sonuglar elde etmig bunun yanisira hydran-
cephalili iki buzaginin kanindan "Etlik Aragtirma Enstitiisii"nde mavi dil viru-
sunun izolasyonunu bildirmigtir.

Yongug ve ark. (45) da, mavi dil hastaiginin Aydin, lzmir, Manisa,
Canakkale, Balikesir, Denizli, Antalya, Kocaeli ve Istanbul'un bazi bdlge-
lerinde goérildudind bildirmiglerdir.

Bolat (5), Dogdu ve Giineydogu Anadolu bélgesinde klinik vak'a géril-
memesine ragmen hastaligin % 7.32 - 33,25 arasinda de(is« . bir oranda
yayilmig oldudunu bildirmigtir.
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Dunyanin gegitli bdlgelerinde mavi dil virusunun serotipleri Tablo 1'de
gosterilmistir (16).

Tablo 1
BOLGE SEROTIPLER
Glney ve Bati Afrika 1-15-18-19-22-24
Ortadogu 1-3-4-10-12-16
Iber Yarimadasi 10
Amerika B. Devletleri 2-10-11-13-17
Avustralya 1-20-21-23
Giney Amerika (Brezilya) | 4
Turkiye 4

2.2. Virusun Ozellikleri

Mavi dil hastaliginin etkeni Reoviridae familyasinin Orbivirus cinsi
icinde yer alir (3,6,10,15,21,32). Virus hepsi enfeksiydz olan, molekil agir-
g1 2,7 x 106 ile 0,28 x 106 Dalton arasinda sinirlanmig 10 segmentden
olusan cift iplik¢ikli RNA molekulu igerir (11,29). Virion 60.80 nm capin-
dadir. Virus eter ve kloroforma karsi dayanikhdir. 6'dan asagi ve 8'den yu-
kari pH degerlerine hassastir.

Mavi dil virusunun simdiye kadar 24 serotipinin tesbit edildigi bildiril-
mistir (16,25,44). Virus hiicre membranlarina yiksek bir affinite gdster-
mektedir (13).

Immunolojik olarak pluralite 6zelligi gésteren etkenin bitiin serotipleri
komplementi tutan ortak antijene sahiptirler (23,24,32). Etken dis etkilere
karsi oldukca dayanikhidir (6).
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Zarsiz olmalarlna ragmen hemaglutinasyon 6zelligine sahiptirler. Ma-
vi dil virusu si1gir, kobay, fare, insan, tavuk ve kaz eritrositlerini hemoglutine
etmektedir (12,14).

Virusun uretilmesinde ilk inokulasyon embriyolu tavuk yumurtasina
yapilmakta, daha sonra doku kiltirlerine adapte edilmektedir (17,32).

Virus dretmek igcin BHK-21, Hela, VERO ve insan amnion hicreleri
gibi gesitli htcre kaltdrleri kullanilir (3,15,16). Ayrica virus embriyonal dana
bébredi ve kuzu bdébreginden hazirlanan primer hiicre kdiltirlerinde de
Gretilmigtir. Hiicre kiiltiirlerinde CPE yaparak (ireyen virus, iireme sirasinda
hiucrelerde intrantkleer ve intrastoplazmik inkluzyon cisimcikleri olusturur
(24,32).

2.3. Epidemiyoloji

Mavi dil virusunun temas yoluyla bulastigi simdiye kadar bildirilme-
mis olmasina ragmen (32) ender olarak bogdalar, viremik dénemlerinde viru-
su spermalari ile nakledebilirler (15,16).

Virus bulagsmasi igin insekt 1sirmasina veya eksperimental inokulas-
yona ihtiya¢ vardir (20,32). Kan emici sinekler 6zellikle culicoides tlrt si-
nekler hastaligi naklederler (22). Culicoideslerin mavi dil virusunun biyolojik
vektort oldugu ve virusun culicoideslerin hemolenf ve tlkrik bezlerinden
izole edildigi bildirilmistir (41,42).

Basta koyunlar olmak Gzere sigir ve kegiler de hastaliga yakalanirlar.
Merinos ve kivirciklar diger tirlere gére hastaliga kargi daha duyarlidirlar
(3,14). :

Hastalik genellikle yaz ortalari ve sonbahar baglarinda gérlir (8).
Hastaligin mevsimsel durumu culicoideslerin ugma zamanlarina baglidir.
Salginin en yliksek dizeye ulastiyi zaman, rutubetli havalarin ve sokucu si-
nek populasyonunun en yogun oldugu zamandir (16).

2.4. Patogenez

Mavi dil tipik sikluslu genel bir hastaliktir. Viremi déneminden &nce
virus hematopoetik hiicrelerde ve kan damarlarinin endotel hicrelerinde
cogalir. Endotel hiicrelerinde enfeksiyonu takiben celular hypertrofi, piknoz
ve karyoreksis meydana gelir. Bu degisiklikler damar daralmalarina ve ek-
sudasyona neden olur ve bunun sonucunda olusan dolagim bozukluklarina
bagh olarak da édemler goraldr.
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Etken kolaylikla placentayr geger, f6tis de intrauterin enfeksiyonlar
olusur (8,15,16).

2.5. Patolojik Bulgular

Histolojik olarak, mukozada petesiyel kanamalarla birlikte, barsak ka-
nalinda kataral bir yangi vardir. Diger dokularda ise yaygin hiperemi, édem
ve kanamalar bulunur. Pulmoner arterin tunica mediasindaki kanamalar
hastalik igin patognomiktir (16). Lenf digumleri ve dalak orta derecede
biylimis ve hemorajiktir. Iskelet kaslari boyunca petesiler ve soluk renkteki
nekroz alanlarn diizensiz sekilde dagiimigtir. Ust solunum sisteminde kata-
ral bir yangi, akcigerlerde 6dem vardir (15,21).

2.6. Klinik Belirtiler

Mavi dil enfeksiyonlarinda klinik belirtiler, ates, dolagim bozukluklari,
oral ve nasal mukozada hiperemi, dudakta 6édem, daha sonra gangrendz .
bir rhinitis ve mukoza Ulserasyonlari ile karakterizedir (2,15,16,29).

Bagisik analardan dogan kuzular harig koyunlar hayatin her devre-
sinde hastalija yakalanabilir. Tabii bulagsmada kulugka stiresi 4-7 gindur
(21). Deneysel inokilasyonlar bu surenirn 3-10 giin arasinda degistigini
gbstermigtir.

Dikkati geken ilk belirti beden isisinin ylkselmesidir, 48 saat iginde
41°C'ye ulagir. Bir hafta slreyle dalgalanma gdsterir. Atesin yikselmesin-
den 24-36 saat sonra agiz ve burun mukozalarinda hiperemi gértltr. Hafif
bir salivasyon baglar, agiz kenarlari képiklenir, papillalar kizarir. Dil ve du-
daklar siser, 6dem bas ve kulaklara kadar yayilir, boynun alt kismina ve
gbguse de yayilabilir (8).

Goz ve burundan baglangigta serdz zamanla koyu kivamli bir akinti
gelir. Mukozalardaki hiperemik gériiniis zamanla derinlesir mavimsi-mor bir
renk alir ki bu gériintis hastaliga mavi dil denmesine neden olur (18,29).
Atesin ylikselmesinden 5-8 glin sonra mukozalarda nekrotik sahalar ve 2-4
mm capinda Uulserler olusur (21). Dilin epitel tabakasi soyulur. Burun
akintisi mukopurulent bir hal alir, kuruyarak hayvanin soluk almasini
guglestirir. Ayaklarda, deri ile tirnagin birlestigi yerde morumsu bir halka
olusur. Kas dejenerasyonu omuz tutukluguna neden olur. Bazi koyunlarda
tortikollis gérulur. Zamanla ishal baglar. Gebe koyunlar yavru atarlar. Se-
kunder enfeksiyonlarin devreye girmesiyle durum daha da agirlasir ve 6lim
orani hassas suriilerde % 90'a ulasir (15,19).
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Sigirlar agik klinik belirti géstermemelerine ragmen salivasyon, burun
akintisi ve dudaklarda 6dem dikkat gekicidir (8). Gebe ineklerde aborta, ye-
ni doganlarda élimlere ve buzagdi anomalilerine neden oldugu bildirilmistir
(82). Yenidogan buzagilann bacaklarinda ve kafatasi kemiginde garpik-
liklar vardir. Alt ¢gene olugmaz, dil digaridadir. Gogu zaman beyin dumura
ugramigtir, beyin yerinde berrak bir sivi vardir (19).

Buzagilarda intrakraniyal malformasyonlar 6zellikle hydranencephali
pek ¢cok degdisik aileden viruslarin olugturduklari gebelik dénemi enfeksiyon-
larina baglidir. Bu viruslar Reoviridae (Bluetongue virus, Chuzan virus),
Bunyaviridae (Akabane virus, Aino virus), Togaviridae (bovin viral diyare vi-
rus) dir (34,35,37).

2.7. immunite

Mavi dil enfeksiyonu gegiren hayvanlarin devamh bir spesifik
bagdisiklik olusturduklari, buna kargin diger tiplerin bulunmasi halinde ayni
hayvanlarda yeni hastalik olugabilecedi vurgulanmgtir. Fakat bu reenfeksi-
yonlar daha hafif seyirlidir (16). GlUnkl serotipler arasinda partial bir bagi-
siklik olugmaktadir. Bagisikhigin siresi tam belirgin degildir. Virusun ¢ok sa-
yida serolojik tipinin bulunmasi ve koyun populasyonlarinin farkli duyarli-
lida sahip olmalarn. bagigiklik stresinin saptanmasini gliglestirir (8).

Bagisiklik sistemi yeterli olan hayvanlarda, mavi dil virusu ile enfeksi-
yon, grup spesifik ve tip spesifik antikorlarin olusumu ile 7-10 glin iginde iz-
lenir. Tip spesifik nétralizan antikorlar genellikle 3 yil, grup spesifik antikor-
lar ise 6-18 aylik bir koruma verirler (15,19,29).

Koruyucu immunite genellikle nétralizan antikorlarla iligkilidir (15).

Materhal antikorlarin yeni dogmus kuzulara kolostrumilu tagindigi ve
bunlann yavruyu 2-6 ay arasinda degisen bir siire korudugu saptanmigtir
(15,16).

2.8. Tani

Hastaligin tanisi direkt ve indirekt olarak yapiimaktadir.

2.8.1. Direkt Tan

Mavi dil hastaliginin tanisi genellikle klinik ve patolojik belirtilere da-
yanarak yapilabilmesine ragmen laboratuvar teyidi gereklidir (15). Has-
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taligin direkt teshisi virusun izolasyonu ve identifikasyonu ile yapilir. Virus
izolasyonu igin batin lezyonlardan materyal saglanabilirse de en &neml
izolasyon materyali kandir. Kan, heparin, EDTA ya da sitrat gibi antikoagu-
lanlar igerisine atesli hayvanlardan alinmalidir. Oldiiriicii olaylarda dalak ve
lenf dugdmleri parcalart 6limden sonra kisa sire igerisinde alinmali ve
teghis laboratuvarina en seri sekilde génderilmelidir (15,20).

Virusun uretilmesinde ilk inokulasyon embriyolu tavuk yumurtasina
yapilmakta, daha sonra doku kiltirlerine adapte edilmektedir (17,32). Viru-
sun Uretilmesinde 10-12 glinlik embriyolu yumurtalar kullanilir. Bazen izo-
lasyonlar yenidogan farelere intracerebral inokulasyonla ya da hicre
kaltirine (BHK-21, VERO) inokulasyonla da yapilabilir (15).

Virus izolatlarinin ilk identifikasyonu igin IF, CF gibi grup spesifik test-
ler, serotip tayini iginde plak rediiksiyon ve SN testleri kullanilir (30,31).

2.8.2. indirekt Tani

Mavi dil hastaliginin indirekt tanisi gesitli serolojik testlerle yapil-
maktadir. Bunlar, SNT, IF, AGPT, Plak rediksiyon, HIG, ELISA, testleridir
(4,11,15,18,31,38).

2.9. Koruma ve Kontrol

Bir tlkede mavi dil hastaligi tesbit edilmigse, onu eradike etmek im-
kansiz ve hatta kontrol altina almak gi¢ olabilir. Gok genis konakgi orani ve
latent olarak enfekte, tasiyict hayvanlarin varligindan dolay virus kayna-
ginin eleminasyonu mimkin olmayabilir. Mevcut bilgilerin 1s1§inda eradi-
kasyonu ve hatta insekt vektdrlerin etkili sekilde azaltiimasi imkansiz ya da
kullanigh degildir. Insekt kontrollerinin nemi vurgulanmasina ragmen yine
de insektler ciftliklerden, yerlesim merkezlerinden ruzgarla siriklenebilir.
Hayvanlarin ahirda tutulmasi ve insekt ilaglarinin uygun kullanimi enfeksi-
yonun yayihisini engelleyecektir; fakat bu daima mimkin olmayabilir. Bu
ylizden koyunlarin koruyucu asilamalari en pratik ve etkili kontrol tedbiridir
(15).

Mavi dil agilar tlkede salgin yapan tiplere gére monovalan veya poli-
valan olarak hazirlanir (8,19). Canli attenue BTV asisi 40 yildan beri kul-
laniimaktadir. Gok etkili ve uzun stiren bir bagisiklik olusturdugu bilinir. An-
cak bilinen 24 serotipten 21'nin bulundugu Giney Afrika gibi bir llkede
polivalan agilarin yapiminda gugliklerle kargilagiimaktadir. Gunkd bir asi
susu diger suslara kargi yeterli bagisiklik olusturmaz. Bundan dolayi poliva-
lan asilarda sug segimi énemlidir (15,21).
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Gunumuzde en az 3 hafta araliklarla verilen 3 pentavalan agilar
Guney Afrika'da kullaniimaktadir (15).

Asilamadan 14 giin sonra antikor tesekkiil etmeye baslar ve tam
bagigiklik 30 guin sonra olusur. Asi en az bir yil bagisiklik verir. Asilar ilkba-
harda ve kirkimdan 3-6 hafta énce uygulandiginda immunite sansi yUk-
sektir. Gebe hayvanlara ve 6 aydan kiguklere asi uygulamaz. Asi uygula-
malarindan sonra bazen embriyopathiler ve koglarda gegici sterilite olaylari
gézlenmistir.

Gebe koyunlar dogum sonrasl, koglar da kog katimindan sonra asi-
lanmalidir (29).

Antikorlar kolostrum ile yenidoganlara nakledilir (15). Pasif immun
korunma, yaklasik 2-6 ay devam eder. Asilamadan sonra meydana gelen
aktif immunite ile interfere olur. O nedenle kolostral immunite siresi iginde
as! yapilmamasi énerilir (15,16).

3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hucre Kulttra

Test virusunun dretimi ve titrasyonu icin BHK-21 devamli hiicre
kdltirlerinden yararlanildi. Hicre tretmek igin % 10 inaktif dana serumlu
Glasgow, Eagle MEM kullanildi.

3.2. Virus Susu

Calismada kullanilan mavi dil virusu BT-4 susu BHK-21 devamli
hiicre kdltiriinde serumsuz Glasgow Eagle MEM vasatinda tretildi. Viru-
sun titre degeri saptandiktan sonra kullanilana kadar +4 °C'de saklandi.

3.3. Hucre Kiilttrlerinde Kullanilan Serum

Hucre kulttrlerinde kullaniimak Gzere kan serumlari Gubuk Belediye-
si mezbahasinda kesilen danalardan saglandi.

Serumlar seitz EKS filtrelerinden sizdlip 56 °C'de 30 dakika inéktive
edildikten sonra kiigtk porsiyonlar halinde -20 °C'de kullanilincaya kadar
muhafaza edildi.
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3.4. Caligmada Kullanilan Vasat ve Kimyasal Maddeler

3.4.1. Glasgow Minimum, Essential Medium (BHK-21, G - MEM)

Glasgow MEM* 12.52 gr.
Na HCOs 2.75 gr.
Tryptose Phosphate Broth 2.75 gr.
Penicillin 100.000 .U
Streptomycin 0.1gr.
Distile su 1000 ml.

Kimyasal maddeler distile suda eritildikten sonra seitz filtresinden
gegcirilerek sterilize edilip +4 °C'de kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

3.4.2. Noble agar.* (%1)

Noble agar igr.
Borik Asit 09 qr.
NaOH 0.2 gr.
Distile su 100 ml.

Kimyasal maddeler kaynayan bu banyosunda eritilip pH 9 ayarlandi,
kullanilmak Gzere +4 °C'de muhafaza edildi.

3.4.3. PBS (Phosfate bufer solution)

NaCl 8.00 gr.
KCL 0.20 gr.
NazHPOQO4 x 12 H20 2.37 gr.
KH2P04 0.20 ar.
Glucose 1.00 gr.
Penicillin 100.000 .U
Streptomycine 0.1g.
Phenolred 0.01 gr.
Distile su 1000 ml.

* Gibco limited, P.O. Box. 35, Paisley, Scotland
* Difco Labaratories, Detroit USA.

10
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Kimyasal maddeler distile suda eritildikten sonra seitz EKS'den
slzilerek, +4°C'de muhafaza edildi.

3.4.4. Tripsin (% 02.5)

Tripsin* 2.50 gr.
PBS 1000 ml

Kimyasal maddeler karigtirillip seitz EKS'den siziilerek kullanilinca-
ya kadar -20°C'de muhafaza edildi.

3.4.5. Fizyolojik Tuzlu Su (FTS)

NaCl 8.50 gr.
Distile su 1000 ml.

3.5. Hyperimmun Serum

Mavi dil hastaligina karsi hassas 2 adet koyun biri kontrol birakiimak
suretiyle Mavi dil asisi ile agilanarak bagdisik kilindi. 21 giin sonra mavi dil
virusu ile epriive edildi. Hastaligi gegirmis olan kontrol koyundan kan alindi.
Serum ayrildiktan sonra inaktivasyona tabi tutularak AGPT ile titre edildi ve
testlerde, pozitif kontrol serum olarak kullaniimak tizere -20°C'de saklandi.

3.6. Antijen

3.6.1. AGPT'inde Kullanilacak Antijenin Hazirlanmasi

BHK-21 hiicre kiiltirleri mi'de 300.000 hiicre olacak gekilde %10 da-
na serumiu Glasgow MEM'de tretildi. Hicreler monolayer olduktan sonra
BT4 susu ile enfekte edildi. [200 TCIDso/ml]. Herglin CPE kontroleri yapila-
rak %80 CPE olustuktan sonra, virus toplandi 4000 devirde 10 dakika
santrifij edildi. Dipteki ¢okintl kadar Ustteki sividan karigtirilarak 1 dakika
buz iginde sonike edildi. 4000 devirde 10 dakika tekrar santrif(jj edilerek
Ustteki sivi dnceki alinan virus ile kanstirildi. Bitiin virus esit hacimde, doy-
mus amonyum sllfat'la karigtirildi. 1 saat buzdolabinda bekletildi. Yarim
saat 2000 devirde santriflij edildi. Supernetant atildi ve dipteki ¢ékintu esit
hacimde fizyolojik tuzlu su ile kangtirildi. Taksimi yapildi ve antijen olarak
kullaniimak tizere -20°C'de saklandi.

* 1.250 Difco Laboratories, Detroit, U.S.A.
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3.7. Calismada Kullanilan Serumlar

Calismada toplam koyunlardan 351, kegilerden 114, sigirlardan 100
serum toplandi (Tablo 2). Toplanan bu kan serumu &rnekleri 56°C'de 30
dakika inaktive edildikten sonra, sterilite kontrolleri yapihp kiglik serum
tiplerine konularak -20°C'da muhafaza edildi.

Tablo 2 Calismada kullanilan kan serumlarinin toplandigi iller

iller Koyun Kegi Sigir Toplam
Adana* 21 8 4 33
Adiyaman* 31 - 14 45
Ankara - - 29 29
Antalya* 3 - i 10
Aydin* 18 - - 18
Gorum - = 11 11
Diyarbakir* 43 46 31 120
Gaziantep* 45 - 45
Giresun 3 25 - 28
Istanbul 68 - - " 68
[zmir* 12 - - 12
Kars - 35 = 35
Kocaeli 7 - - 7
Kahramanmarag* 9 - - 9
Mardin* 40 - - 40
Sakarya 9 - - 9
Mugla* 8 - - 8
Nigde 4 - - 4
S.Urfa 6 - - 6
Van 24 - - 24
Karaman 4 - - 4
Genel Toplam 351 114 100 565

* Koyunlara mavi dil asisi tatbik edilen iller
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3.8. Agar Jel Presipitasyon Testinin Yapilisi

Test, petri icerisinde antikor ile antijenin birbirine dogru hareket ede-
rek optimal miktarlarinin kargilastigr noktada bir ¢ékintii meydana getirme-
si esasina dayanir. Bu reaksiyonda antijene presipitinojen antikora perisipi-
tin meydana gelen ¢okintlye de presipitat adi verilir.

Test iki sekilde yapilir.
1. Serum sulandirma metodu : (Stpheli serum, bilinen virus)
2. Virus sulandirma metodu : (Stpheli virus, bilinen serum)

Hazirlanan %1'lik Noble agar su banyosunda eritildi 9 cm. ¢apindaki
petriler icin 10 ml agar dékuldi ve katilagincaya kadar oda derecesinde,
katilastiktan sonra da bir gece buzdolabinda bekletildi.

Test igin, agar da, biri merkezde ve digerleri bunun gevresinde 7
cukur agildi. Gukurlarin ¢capi 6 mm. ve ¢evredeki gukurlarin mekezdekine
uzakhgi ise 3 mm idi (9).

Merkezde olan gukura mavi dil antijeninden 0.05 ml miktarinda ko-
nuldu. Bir pozitif (+) bir negatif (-) kontrol serum ve test serumlari olmak
tzere gevredeki 6 gukura sira ile serumlar 0.05 ml miktarinda konuldu.

Test petri kutulari karanlik ve nemli bir ortamda oda sicakliginda 24-
72 saat tutuldu.

Antijen ile sipheli serum arasinda presipitasyon ¢izgisi olusturan se-
rumlar pozitif (+), presipitasyon ¢izgisi olusturmayan serumlar negatif (-)
olarak degerlendirildi (4,5,6,33).

4. BULGULAR

Agar jel presipitasyon testi
sonucunda testte kullanilacak hipe-
rimmun serumlarin titresi 1/16 ola-
rak tesbit edildi ve pozitif serum
olarak testde kullanildi.

Teste tabi tutulan 351 adet
koyun kan serumunun 121 adeti
(% 34,4), 114 adet kegi kan seru-
munun 17 adeti (% 15) ve 100 adet
sigir kan serumunun 1 adetinde
(%1) mavi dil virusuna karg! pozitif
presipitan antikorlar saptanmigtir

(Tablo 3) (Resim 1). Resim 1 : AGPT yapimindan bir érnek
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Tablo 3 : AGPT ile mavi dil antikorlar yéniinden, kontrol edilen koyun, kegi ve sigir kan serumlarnnin sonuglari

Serumlarin AGPT'ne tabi KOYUN KEGI SIGIR ANTIKOR YUZDESI
T senimiaro Pozitf | Negatif | Poziif | Negatf | Poztf | Negatif |

o adedi Se&zrfn;ar Se?t?;IIar Segjzr':1'lar Se(reugr?'ntllar Ser?.tzr:IIar Se?t? r?ltllar Hoyun Hegd S
ADANA* 33 6 15 4 4 - 4 %29 %50 -
ADIYAMAN* 45 5 26 - - - 14 %16 - -
ANKARA 29 - - - - - 29 - - -
ANTALYA* 10 3 - - - 1 6 %100 - %14
AYDIN* 18 18 - .- - - - %100 - -
GORUM 11 . . ’ s : 11 . . .
DIYARBAKIR* 120 18 25 12 34 - 31 %42 %26 -
GAZIANTEP* 45 9 36 - - - - %20 - -
GIRESUN 28 - 3 - 25 - - - - -
ISTANBUL 68 8 60 - - - - %12 - -
1ZMIR 12 10 2 - - - - %83 - -
KARS 35 - - 1 34 - - - %0.28 -
KOCAELI 7 7 - - - - - %100 - -
K.MARAS* 9 9 - - - - - %100 - -
MARDIN* 40 5 35 - - - - %12.5 - -
SAKARYA 9 9 - - - - - %100 - -
MUGLA* 8 4 4 - - - - %50 - -
NIGDE 4 - - - - - 4 - - -
S.URFA 6 2 6 5 . a . . . -
VAN 24 10 14 , ‘ ; . %42 : :
KARAMAN 4 . 4 . . : » - : ;
GENEL TOPLAM 565 121 230 17 97 1 99 %34.4 %15 %1

1991 yilinda koyunlara mavi dil agis! tatbik edilen iller.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada koyun, keci ve sidirlarda mavi dil enfeksiyonunun indi-
rekt teghisinde AGPT kullaniimig ve seropozitiflik orani koyunlarda % 34.4,
kecilerde % 15, siJirlarda %1 olarak saptanmistir.

Koyun, kegi ve sigirlarda mavi dil enfeksiyonunun makronétralizas-
yon testi ile indirekt teshisinde Girgin ve Yongug (20) Aydin, lzmir, Bali-
kesir, Ganakkale illerindeki koyun, kegi ve sidirlardan alinan kan serum-
larinda koyunlarda % 46, kegilerde % 44, sigirlarda ise % 16, Oztiirk ve
Ark. (38)'da mikronétralizasyon testi ile Konya Merkez Hayvancilik Aras-
tirma Enstitiisi'nde bulunan koyunlara ait kan serumlarinda % 36.04 ora-
ninda nétralizan antikorlar saptamiglardir.

Mavi dil enfeksiyonunun indirekt teshisinde AGPT'nin kullaniimasinin
SN testi kadar hassas ve uygulanisinin kolay oldugu bu calisma ile
gorilmis ve bu durum aragtiricilarin (20,38) yaptiklari ¢calismalar ile para-
lellik g&stermigtir.

Afrika, Asya ve Amerika kitalarindaki birgcok ulkelerde mavi dil enfek-
siyonlarinin varligi ve yayginhgi AGPT ile aragtinimigtir.

Hafez ve Taylor (25), Suudi Arabistan'da 560 koyun, 61 kegi, 112
sigir ve 3 deveden alinan kan serumlarinda mavi dil virusuna kargi AGPT'ni
kullanarak presipitan antikorlari tespit etmigler ve 560 koyundan 336'sini
(% 60), 61 kegiden 26'sini (% 43), 112 sigirdan 20'sini (% 18) ve 3 deve-
den 2'sini (%67) pozitif bulmuglardir.

Lefe'ure ve Calvez (33) 1982-1984 yillari arasinda G. Afrika Ulke-
sinde 238 kegi ve 1021 koyundan topladiklari kan serumlarini mavi dil viru-
suna kargi AGPT ile kontrol etmigler pozitif koyun ve kegilerin orani sira-
siyla Gad'da % 18 - % 54, Kuzey Kameron'da % 16.6 - % 35, Etiyopya'da
% 8 - % 44, Zahire'de % 36 - % 46 olarak bulmuslardir.

Sendow ve Ark..(40), Endonezya'da sigir, manda, koyun ve kegiler-
den toplanan kan serum. érneklerini mavi dil virusuna kargi AGPT ve nét-
ralizasyon testine tabi tutarak presipitan ve nétralizan antikorlari taramig-
lardir. Sonugta 1742 sidirda % 53, 247 manda'da %75, 287 kegi'de % 32
ve 204 koyun'da % 19 oraninda mavi dil virus antikorlar tesbit etmiglerdir.
Bu caligmada bulunan seropozitiflik oraninin Oztiirk ve Ark. (38)'nin koyun-
larda bulduklari degere yakin bir deger olmasina kargin bazi aragtinicilarin
(33,40) AGPT ile tesbit ettikleri seropozitiflik oranlarinin altinda oldugu
gordlmastar.
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Calismamizin sonucunda mavi dile karsi koyun, kegi ve sidirlarda
antikor ylizdelerinde az da olsa dugtklik olmasina ragmen enfeksiyonun
devam ettigi gorilmektedir.

Hastalikla miicadelede, ahir hijyeni, culicoideslerle savas ve saglam-
larin agilanmasi blyik énem tagimaktadir. Koyunlarin agilanmasina karsin
sigir ve kegilere asi tatbik edilmemektedir. Sigir ve kecilerde mavi dil anti-
korlarinin bulunmasi dogrudan dogruya dogal enfeksiyona baglidir. Bu du-
rumda belirgin klinik bulgular gérilmese bile bélgedeki sigir ve kegiler de
mavi dil enfeksiyonuna yakalanabilirler. Yurdumuzun Ege bélgesinde has-
tallk saptandiktan sonra mavi dil agsisi ile Ege bdlgesinde koyunlara
asilamalar yapilmig ve asi uygulamalarindan sonra hastaligin bélgede
gorilmedigi bildirilmistir (20). Ayrica, 1991 yilindan beri Adana, Antalya,
Hatay, Igel, Kahramanmaras illerinde koyunlar mavi dil hastaligina kargi ko-
ruyucu olarak asilanmaktadir.

Sonug olarak yapilan bu ¢alismada hastaligin gortldigi bolgelerin
disinda, degisik bélgelerde, klinik olarak hasta hayvanlarin gérilmemesine
ragmen, koyun kegi, ve sigirlarda mavi dil antikor varligi ortaya konmustur.
Bu da bize mavi dil hastaligi ile ilgili ¢calismalarin daha genis kapsamli
yapiimasinin gerekililigini vurgulamaktadir.

6. OZET

Turkiye'nin degisik bdlgelerinden toplanan 565 adet koyun, kegi ve
sigir kan serumlarinda, mavi dil virusuna karsi antikorlar, AGPT'i ile tesbit
edildi.

Bu galismada antijen hazirlanmasinda BHK-21 htcre kilturlerinden
yararlanildi ve kan serum &rneklerinde uygulanan AGPT'inde ise % 1'lik
Noble agar kullanildi. ‘

Test sonucunda toplam 351 koyun kan serumunun 121'inde (%
34,4), 114 keg¢i kan serumunun 17'sinde (% 15), 100 sigir kan serumunun
1'inde (% 1) presipitan antikorlar tesbit edildi.

7. SUMMARY

The detection of the antibodies against Bluetonque disease agar gel
precipitation test performed in several blood sera. (sheep, goats cattle)

The antibadies to bluetonque virus were determined by the AGPT in
the 565 sero of sheep, goats and cattle collected from the various region of
Turkey.

16



Euik Vet. Mikrob. Derg. 1994 7 (5)

In the study, BHK-21, cell cultures were used in the preparation of

antigen and 1% Noble agar was used in AGPT applied on the blood serum
samples.

As a result of the test, the precipitating antibodies were determined

in 121 of the 351 sheep sera (34,4%), 17 of the goats sera (15%) and 1 of
the 100 cattle sera (1%).
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