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DEGISIK ISI DERECELERINDE FARKLI SURELERDE
TUTULAN SIGIR VEBASI ASISININ VERQ
HUCRELERINDE AKTIVITE KONTROLU

Nigar TATAR (*)

1. GIRIS

Sigir populasyonlarinda yiliksek oranlarda élimlere sebep olan sigir
vebasi tarih boyunca Kuzey Amerika kitasi diginda hemen hemen dinya-
nin her yerinde gértlmastir. Ginimizde de sigir vebasi, hastaligin goril-
digu tlkelerde 6énemini korurken, hastahigin gértulmedigi bdlgeler icin de
6nemli bir tehdit kaynagidir. Tarih boyunca siJir vebasi salginlarinda hasta
hayvan élimleri milyonlari bulmugstur. Bu denli ylksek 6lum oraninin eko-
nomik degerinin yani beslenmedeki 6nemi de tartigiimaz.

Enfeksiyonun goriildigl veya risk altindaki bélgelerde yaygin olarak
kullanilan sigir vebasi asi susu, Plowriht tarafindan buzad bébrek hiicre
kulttrlerinde seri pasajlarla attentie edilmis Rinderpest bovine O Kabete
(Kabete O = RBOK) susudur. Attentie RBOK susu ile hazirlanan hicre
kulttrh asisi, tavsan, kegi ve embriyolu tavuk yumurtasinda seri pasajlarla
atteniie edilen suglardan elde edilen asilarin yerini almigtir. Bunun baslica
sebepleri attenlie hicre kultirt asisinin bagisiklik stresinin uzun, bagisik-
ik seviyesinin ylUksek, Gretiminin, zararsizlik testlerinin kolay ve ucuz ol-
masl, degisik hayvan tlrlerinde agi komplikasyonlarinin gérilmemesidir
(17,29,36,40,42,48). Primer buzag! bobrek hiicrelerinde tretilen RBOK agi
susu, bu avantajlari yaninda, isiya kargi oldukga hassastir. Bu sebeple ko-
ruma ve eradikasyon programlarinin basarisi, uygun titredeki asilarin
hazirlanmasindan kullanima kadar gecgen slirede uygun soguk sartlarda
muhafazasi ile yakindan ilgilidir (2,22,36,40,42).

Bu ¢alismada Etlik Hayvan Hastaliklari Aragtirma Enstitisi'nde pri-
mer buzagi bobrek kiltirlerinde, RBOK susu ile tretimi yapilan ve degisik
1silarda muhafaza edilen liyofilize sigir vebasi agisinin, African Green Mon-
key Kidney (VERO) hicre kultirlerinde aktivite kontroli amaglanmugtir.

(*) Uzman Veteriner Hekim, Etlik Hayvan Hastaliklart Arastirma Enstitiisii Doku Kiiltliru
Laboratuvari, Ankara/Tiirkiye
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2. GENEL BILGILER

2.1. Hastaligin Tanimi

Sigir vebasi 6zellikle siir ve mandalarda yiiksek ates, sindirim siste-
mi mukozasinda hemorajiler ve erezyonlarla karakterize, ¢ok bulasici ve
mortalite orani yliksek viral bir enfeksiyondur. Hastalik Latince'de typhus
bovum contagious olarak isimlendirilir (5,7,11,25,26,40,42,43).

2.2. Tarihgce

Veteriner tarihgesi Smith sigir vebasinin ilk defa hayvan hekimligine
ait en eski belge olan Kahun Papirtislerinde (M.Q. 1900) tanimlandidini id-
dia etmigtir. Sigir vebasi hakkinda tam gtvenilir kaynaklar 1711 yilinda
ltalya'da gériilen salginla ilgilidri (9).

Sigir vebasi veteriner hekimlik tarihindeki ¢ogu ilk uygulamalarin
baglica sebebidir. Avrupa'da 18. ve 19. ylUzyillarda goérilen salginlarda ilk
defa karantina tedbirleri, hasta hayvanlarin imhasi ve imha edilen hayvan-
lara tazminat édenmesi uygulanmigtir. Lyon'da 1762 yilinda ilk veteriner
okulunun kurulus sebebi de sigir vebasi ile miicadeledir. 1863'de ilk ulusla-
rarasi veteriner hekimler kongresi, salgin hayvan hastaliklari ile micadele
kurallarini tesbit amaciyla Hamburg'da yapilmigtir. Daha sonraki yillarda
kurulan Office International des Epizooties (OIE) de sigir vebasi ile miica-
dele amaciyla kurulmustur (7,9,28,40).

Turkiye'de sigir vebasi salginlarinin tarih boyunca mevcut oldugu
tahmin edilmektedir. Yapilan arsiv caligmalarinda Osmanh Imparatorlugu’
nun ilk ydzyillarina ait sigir vebasi ile ilgili herhangi bir belge buluna-
mamigtir. Tlrkiye Cumhuriyeti'nin kurulusundan sonra yapilan micadele-
lerle hastalik 1932'de eradike edilmis (8,9), ancak 1969 (6,9) ve 1991 yilla-
rinda sigir vebasi Turkiye'de tekrar gorilmustir. 1969 yilinda uygulanan
sigir vebasi salgini ile micadele ve eradikasyon galigmalari érnek olarak
gosterilmistir (44). Her iki salginda kisa strede eradike edilmigtir.

2.3. Etiyoloji

Hastalik etkeninin Berkefeld filtrelerden gegebildigi ilk defa Adil ve Ni-
colle Bey tarafindan bildirilmistir. Sigir vebasi virusu (Rinderpest virus =
RPV) Paramyxoviridae familyasi i¢inde morbilli virus gurubundadir. Bu
grupta yer alan peste des petits ruminant virus (PPRV) canin distemper vi-
rus (CDV) ve measles virus (MV) ile antijenik yakinhidi vardir (7,9,28,42).
Son yillarda yapilan ¢alismalarda 7MV-107 virusu, 72-P-535 virusu, Hh-1
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virusunun da bu gruba dahil edilmesi dustntlmistir (42,43). RPV antijenik
olarak tek tiptir, fakat degisik virulenste suslarda mevcuttur (7,11,28,38,
49,40,42). Virus infeksiydz komponentinden basgka antijenik yapilarida
icerir. Bunlar komplementi fikse eden antijen, presipitinojen ve ylizly prote-
inleri olan hemaglitinin (HA) ve flizyon (F) proteinleridir (19,49). Virion ple-
omorfik, yuvarlak genellikle 100-150 nm ¢apinda veya flamentdz formdadir.
Tek sarmalli RNA ihtiva eder ve niikleokapsid 18 nm ¢apinda helikal simet-
rik yapiya sahiptir. Virion zan lipoprotein karekterinde olup ylzeyinde 8-10
nm araliklarla isinsal ¢ikintilan bulundurur (19,42).

RPV cgevre sartlarina karsi oldukga hassastir. Stabil oldugu pH
degereri 7,2 - 8 arasindadir. Kokugma, tabii sartlar altinda kurutma, glines
151g1 ve kuvvetli alkali dezenfektanlar etkeni kolaylikla inaktive eder. Isiya
karsi da duyarli olan etken 56°C'de birka¢ dakikada inaktive olur. Buna
karsilik -20°C ve daha dusik isilarda enfektivitesini yillaca muhafaza eder
(7,28,40,42).

Sigir, koyun, kegi, civciv embriyo, domuz, hamster, kdpek ve insan
orijinli hiicre klttirlerinde RPV lretmek mimkinddr (28). Ancak primer bu-
zag! bobrek hacre kilturleri etkene en duyarh hiicrelerdir. Buttn virulent sa-
ha suslan primer buzagi bébrek htcre kiilttrlerinde tretilebilir. Fakat sigir
suglari tavsan hicre kiltlrlerinde Uretilemez (28,31,43). Devamli hiicre
kalttrlerinden en yaygin kullanilani ise VERO hiicreleridir. Madin Darby Bo-
vin Kiney (MDBK) ve He-La hticre kiltirleri de etkene duyarl olan diger de-
vamh hicre kdltdrleridir (28). Virulent ve avirulent suglarla leukosit hiicre
kiltirlerinde yapilan calismalarda virulent RPV'un sidir leukosit hiicre
kalttrlerinde daha ¢abuk tredigi tesbit edilmistir (38). Hicre klttirlerinde vi-
rulent virusun 20. pasajindan sonra orijinal konakgiya karsi attentiasyon
baslar (28,30). Hicre kiltlrlerinde virus ¢ogalmasina bagl olarak cytopat-
hic effect (CPE) sekillenir. En belirgin CPE hiicre sinirlari belirgin ve enfek-
te hicrelerin bir araya gelmesi ile sekillenen gok ¢ekirdekli sinsidyalardir.
Hucre cekirdedi ve sitoplamasinda sekillenen inklizyon cisimcikleri (intra
ntclear inclision bodies; INIC, intra sitoplasmic inclision bodies; ISIC) ve
enfekte htcrelerde gérilen yuvarlaklagsma diger CPE sekilleridir (7,28).
Embriyolu tavuk yumurtasinda adaptasyondan sonra yumurta sarisina
ekimlerle virus uretilebilir (11). Fare, hamster ve ratlar deneme hayvani ola-
rak kullanilabilirse de en duyarli deneme hayvani danalardir. Tavsan da
¢ok sik kullanilan bir diger deneme hayvanidir (11,28).

2.4. Epidemiyoloji

Tabii enfeksiyonlar sadece cift tirnakli hayvanlarda gorulur. Evcil gift
tirnakh hayvanlar 6zellikle sigir ve mandalar hastaliga ¢ok duyarlhdir. Asya
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ve Afrika'da gecmiste koyun ve kegi epizootileri bildiriimisse de ginimizde
sadece Hindistan'da gériilmektedir (5,7,11,40,41). Dogal enfesiyonlar uzak
dogu Asya domuzlarinda da gérilmektedir. Avrupa evcil domuzlarinda et-
ken Ureyip gevreye sagilir fakat bu hayvanlar hastaliga direnglidirler. Vahsi
hayvanlardan yaban domuzu, yaban kegisi, ztrafa, antilop, geyik, ceylan
ve su aygirlarinda tabii enfeksiyonlarin varligi bilinmektedir. Develer de kli-
nik semptom géstermeyen enfeksiyon kaynagdi olarak distinilmektedir (5,
26).

Enzootik hastaligin gérilmedigi bdlgelerde sigir vebasi her yasta
Jordlebilir. Buna karsilik enzootik bélgelerde spesifik bir yas insidansindan
s6z edilebilir. Enzootik bdlgelerde risk altinda olan grup, 1 yas civarinda
olan hayvanlardir (20,28,40,42,43). Gerek Asya'da gerekse Afrika'da yapi-
lan galismalarda insidensin mevsimlere gére degistigini gosteren herhangi
bir bulgu tesbit edilememistir (42).

Akut hastalik ddneminde virus viicudun her yerinde, karkasda, vise-
ral lenf yumrularinda, sindirim sistemi mukozasinda, dalakta ve acigerde
yaygin olarak bulunur. Atesin géruldigu ilk iki glinde burun akintisi en
o6nemli sagilma yoludur. Konjuktival ve oral sekresyon virus yogunlugu
bakimindan burun akintisi kadar yiiksek degildir. Idrada virus atesin 2-3.
glnlerinde tesbit edilir. Gaitada virus en erken ategin 3. gliiniinde bulunur.
Total virus atilimi gdzdéniine alindiinda gaita ile sagilan virus miktari
inaniimaz derecede yodun ve énemlidir (28,43). lyilesen hayvanlarda per-
siste enfeksiyon s6z konusu degildir (40, 42).

Hasta hayvanlarin dogal salgilan ile kontamine olan ahirlarda RPV
2-4 glin canl kalir. Gaita ve toprakta bu stire 36 saattir (28). Dondurularak
muhafaza edilen enfekte karkaslarin ve hastahgin subklinik seyrettigi hay-
vanlarin, hastaliktan ari bégelere nakli hastaligin yayiimasinda énemli rol
oynar (26,28,43). Bulagsmada vektdrlerin roli gok nadirdir (42). Hastaligin
yayiligi, hastaligin uzun sire gérilmedigi bolgelerde ani ve gok hizhidir. En-
zootik bolgelerde ise daha yavag ve dizenlidir (42,43).

Sigir vebasi virusu sindirim ve solunum yolu ile alinir. Bu ya hasta
hayvanla direkt temasla ya da kontamine materyallerle indirekt olarak
sekillenir. Deneysel olarak bulagma virusun konjuktivaya damlatiimasi, int-
ranasal yol, nasal sivab, intradermal, subkutan, intramuskiler, intravenéz
ve diger parenteral yollarla kolayca olusturulabilir (28,43).

2.5. Patogenez

Hastaliin dogdal bulsamasinda en &nemli giris yolu nasofaringeal
mukozadir. RPV lenfoid dokulara ve sindirim sistemi mukoz membran epi-
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tellerine ylksek bir affinite gdsterir. Virus vucuda girdikten sonra ilk olarak
platal tonsil veya faringeal ve mandibuler lenf yumrularinda ¢ogaldiktan
sonra kana gegerek kandaki mononukleer hicreleri enfekte eder. Viremi
déneminden sonra virus kan yolu ile viicuda yayilir ve generalize enfeksi-
yon sekillenir. Daha sonraki virus ¢ogalmasi bitin lenfoid dokularda, sindi-
rim sistemi mukozasinda, solunum sisteminin mukoz membranlarinda ve
akcigerlerde meydana gelir. Bu ddénemde vicutta virus yoguniugu en
yliksek tizeydedir. Ozellikle sindirim sisteminde gériilen lokal nekrotik sto-
matitis ve enteritis virus godalmasinin direkt bir sonucudur. Virus titresi
atesin goriilmesinden 4-5 gin sonra yani kan dolagiminda ilk antikolarin
goraldugu andan itibaren diismeye baglar. Lenfoid dokularda lenfositlerin
yikimi sonucu leukopeni sekillenir (7,11,18,28,43,48).

2.6. Klinik Semptomiar

Sigir vebasinin tipik klinik semptomlari agik ve belirgin olarak ancak
ekzotik bolgelerde gérilir. Bu bdlgelerde mortalite % 90-100 ulagir, morbi-
tite ise % 100 yakindir. Enzootik bélgelerde ise genellikle klinik semptomlar
daha az giddette ve fazla tipik degildir (5,28,42,43). Sigir vebasi alinan viru-
sun miktari ve virulensine bagh olarak perakut seyir seklinden subklinik se-
yire kadar degisen bir klinik tablo gésterir. Klasik sigir vebasi kisa sureli
yuksek ates, eroziv karakterde stomatitis ve gastroenteritis, ishal, buna
bagli olarak meydana gelen dehidrasyon ve élimle karakterizedir. Bu klinik
seyri 5 dénemde incelemek mumkuindur (28,42,43).

- Inkubasyon periyodu

- Prodromal ates dénemi
- Eroziv mukozal dénem
- Diyarik dénem

- lyilesma dénemi

inkubasyon periyodu, virusun viicuda girmesi ile ates yiikselmesi
arasinda gegen siireyi ihtiva eder. Inkubasyon siiresi 3-9 giindir. Enzootik
bélgelerde ve hastaliga karsi direngli hayvanlarda bu stire 15 giine kadar
uzayabilir. Deneysel ¢aligmalarda inkubasyon siresi 2-3 gin olarak tesbit
edilmigtir. Bu dénemde virus, organizmaya girig yoluna en yakin lenf yum-
rularinda primer enfeksiyonu meydana getirir (5,7,11,26,28,40,41,42,43).

Prodromal dénem, ani 40-41,5°C'ye ulagsan ylUksek ategle baglar ve
agizda ilk lezyonlarin ortaya gikmasina kadar devam eder. Virus replikas-
yonu bu dénemde en ylksek diizeydedir. Hasta hayvanlarda yiiksek atesle
birlikte istahsizlik, durgunluk, sit veriminde diisme, fotofobi, ylizeysel ve
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sik solunum, ruminasyonun yavaglamasi veya durmasi ve konstipasyon
goraldr. Oral, nasal, vaginal, mukozalar ve konjuktiva konjesyone ve hipe-
remiktir. Konjuktival ve nasal sekresyon artar ve seréz karakterdedir. Agiz
gevresi ve burun ucu kuru, tiyler karnisiktir (5,7,28,41,42,43).

Eroziv mukozal dénem, alt dudak mukozasi ve buna bitisik olan dig
etlerinde mukozal lezyonlarin olugsmasi ile baglar ortalama 3-4 giin devam
eder. Ates yukselmesinden 2-5 glin sonra oral, nasal ve Urogenital mukoz
membranlarda toplu igne bagsi blyikliginde nekrozlar sekillenir ve yay-
ginlik gdsterir. Bu kiguk nekrotik odaklar baglangicta agiza kepek serpilmis
manzarasi verir ki bu sigir vebasi igin dnemli bir klinik tablodur. Nekrotik
odaklar genigleyerek birlesirler ve gekillenen lezyonlarin Ust yizeyindeki
epitel tabaka en ufak bir etki ile kolayca yerinden uzaklastirilabilir. Ozellikle
dilin alt ylizeyinde gekillenen erozyonlar hastaligin klinik olarak saptan ayirt
edilmesinde 6nem arz eder. Nasal ve konjuktival-akinti mukoprulent bir hal
alir, nasal akintida kan izlerine rastlanir. Yem yeme tamamen durur, fakat
siddetli bir susuzluk hissi vardir. Gok sik olmamakla beraber derinin kilsiz
bdlgelerinde deri lezyonlari sekillenebilir (28,42,43). Ates henliz normal se-
viyesine diigmemigtir.

Diyarik dénem, ilk mukozal lezyonlarin gériilmesinden 2-3 giin son-
ra diyare baglar ve ates diiser. Mukoz membran, epitel doku ve kanl nekro-
tik dokular ihtiva eden gaita, koyu kahve renkte ve k&t kokuludur. Siddetli
diyare hizli bir dehidrasyona sebep olur. Solunum gii¢ ve agriidir, bas
asagi duser, sirt kamburlagir, gézler géz gukuruna ¢oker, siddetli bir zayiflik
ve inkoordinasyon vardir. Kollaps ve 6lim hastaligin ¢ikisindan 6-12 gln
sonra sekillenir. Oliim nedeni hizla sekillenen su ve elektrolit kaybidir. Has-
taligin bu klasik klinik formunda mortalite % 90 ulagir (28,41, 42,43).

lyilesme dénemi hastaligi geciren hayvanlarda iyilesme siresi bir-
kag¢ hafta olarak bildirilmistir. Mukozal dénemde iyilesme baslarsa bu stire
daha da kisalr. Bu dénemde gebe hayvanlarda abort gorilebilir fakat fétus
-da herhangi bir anomaliye rastlanmaz (11,28,42,43).

Perakut olaylar da ise hastalik aniden yiksek atesle baglar bir-iki
gln iginde mukozal lezyonlar baslamadan &lim sekillenir. Bu klinik form
geng buzagilarda ve ekzotik bdlgelerde gdrdlir (43).

Subakut olaylar hastaliyin enzootik seyrettigi bégelerde goruldr.
Inkubasyon stiresi uzun ve klinik semptomlar belirgin degildir. Mortalite ol-
dukga disuktir. Subakut olaylarda latent patojen etkenler 6zellikle protozo-
on enfeksiyonlar aktivasyona ugrar. Aktive enfeksiyonlar ve slper enfek-
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siyonlar sigir vebasinin klinik semptomlarini maskeleyerek hastaligin klinik
teshisinde 6nemli karigikliklara sebep olurlar (5,26,43).

Hastalik koyun ve kegilerde akut, subakut ya da subklinik seyreder.
Klinik semptomlar sigirlardakine benzemekle birlikte hastalik suresi daha
kisa ve pneumonik semptomlar daha belirgindir (26,40,43).

Domuzlarda ise sadece Asya evcil domuzlarinda klinik semptomlara
rastlanir. Kinik semptomlarin sekillenmedigi, ylksek ates ve 6limle karak-
terize perakut formun yanisira, akut ve subakut seyir sekline de rastlanir
(43).

2.7. Otopsi ve Histopatolojik Bulgular

Sigir vebasinda otopsi bulgulan tipiktir fakat patognomonik degildir.
RPV o6zellikle lenfoid dokulara sonra da sindirim sistemi epitellerine blytk
affinite gosterir. Dolayisiyla lezyonlarin cogunu lenfoid ve epitel dokuda bul-
mak mumkuandur (5,18,43).

Sindirim sistemi 6zellikle agiz mukozasinda nekrotik eroziv ve
tilseratif lezyonlar tipik olarak alt dudagin i¢ kismi, buna bitigik dis etleri, ya-
nak papillalari, dilin serbest ucunun ventral yuzeyinde bulunur. Abomasum
da o&zellikle pilorik mukozada lezyonlar siddetli ve daha ¢ok yuvarlak
sekildedir. Buna karsilik, fundus kismindaki lezyonlar gizgi seklinde olup
mukoza kivrimlarinin kenarinda yer alir. Mukoza boz bir renk alarak nekro-
ze olur, daha sonra diigen bu nekroze mukozanin yerinde keskin kenarli,
dizensiz, hiperemik erozyonlar kalir. Bazi olaylarda tlserasyonlar goérile-
bilir (18,43,48). Barsak mukoza kivrimlari-tUzerinde olusan linear lezyonlar
zebra gizgileri olarak tanimlanir. Sekumdan rektuma kadar gayet belirgin
olan zebra gizgileri, sigir vebasinin en énemli otopsi bulgusudur (5,18,
28,43,48). Makroskobik olarak lenf yumrulan édematéz, hemorajik ve
buyamustir. Olimiin geg sekillendigi olaylarda ise. lenf yumrulari biiziisir
ve kortekste dizensiz gizgiler gorllir. Viseral lenf yumrularindaki lezyonlar
‘da buna benzer. Ancak nekrotik lezyonlar ve barsak duvarinda ulseras-
yonlar gelisir (18,48).

Sigir vebasinda en énemli histopatolojik degisiklikler lenfoid dokular-
da ve sindirim sistemi epitel dokusunda gértlir (18,28,43,48). Agiz muko-
zasinda hastaligin baglangicinda epidermisteki bazofilik deorganizasyon
odaklarinda ve bazal hiicrelerin hemen yakinindaki epitel hiicreleri birbiri ile
kaynasarak gok gekirdekli sinsidyal dev hiicreleri olustururlar (18,48). Mik-
roskobik olarak barsaklarda yuzlek ve kript epitel hiicrelerinde sinsidyal dev
hiicrelerin olusumunu bu dokularin nekrozu takip eder. Lenfoid dokularda
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ilk degisiklikler hiicre ¢ekirdedi ve sitoplazmasinda inklizyon cisimcigi ihtiva
eden sinsidyalann sekillenmesidir. Sinsidyal dev hicrelerin olusumundan
sonra lenfositler nekroze olur. Tonsillerde gérilen tonsillitis nekrotikans
hastaligin histopatolojik teshisinde énem arz eder (18,43,48). Ayni zaman-
da doku kesitlerinde immunperoxsidase boyama (IP) teknigi kullanilarak vi-
ral antijenleri tesbit etmek mumkdndr (10).

2.8. Teshis ve Ayirici Teshis

Hastahgin ortaya ¢ikis gartlar, klinik belirtiler ve otopsi bulgulari ge-
nellikle sigir vebasindan stiphe edilmesi igin yeterlidir. Uzun siire hastaligin
gorilmedigi bélgelerde hastaliktan ¢ok kisa bir zaman énce hayvan hare-
ketini takiben hizh bir yayilma vardir. Mortalite oldukga ylksektir. Fakat en-
zootik bélgelerde semptomlar daha az belirgindir. Mortalite ise risk al-
tindaki hayvanlarin direnglerine ve RPV'un virulensine bagl olarak degisik-
lik gbsterir.

Virus izolasyonu igin en uygun materyaller &zellikle prodromal
dénemde yani atesin en yuksek diizeye ulasti§i zamandaki hasta hayvan-
lardan alinan ve soguk sartlarda tutulan antikoagulanth kan &rnekleridir.
Ancak antikoagdlantl kan érnekleri higcbir zaman dondurulmamalidir. Gerek
virus izolasyonlari gerekse viral antijeninin tesbiti icin uygun dénemdeki
canl hayvanlardan, preskapuler lenf yumrularindan biopsi materyalleri,
konjuktival ve nasal sivaplar, agiz lezyon kazintilari, antikoagilanth kan
ornekleri 6len veya éldiriilen haywvanlardan, ézellikle mezenteriyel lenf
noddlleri, tonsiller ve dalak amaca uygun diger materyalleri teskil eder (5,
28,40,41,42,43). lyilesen hayvanlardan génderilecek kan serumu érnekleri
antikor tesbiti amaciyla kullanilir.

Virus izolasyon ve identifikasyonu : Sidir vebasinin teshisi klinik
semptomlar ve postmortem lezyonlarin tesbiti ile yapilabilir ve bu teshis
spesifik viral antijenlerin tesbiti ile dogrulanirsa da bazi durumlarda virus
izolasyonu teshisi garanti etmek igin gereklidir. Ozellikle hastahgin ilk defa
gorildigu bdlgelerde ve RPV'un virulensinin distik oldugu durumlarda vi-
rus izolasyonu blyiik énem arz eder (42,43). Son yillarda monoclonal anti-
korlarla (MAb) yapilan ¢alismalarda degisik karakterdeki sus 6zelliklerinin
tesbitine dnem verilmistir (23,27,39).

Sipheli materyal ekimi yapilan hiicre kilttrlerinde, immunoperoksi-
dase ve immunofloresans (IF) boyamalar kullanilarak CPE sekillenmeden
6nce enfekte hicrelerde virus varligi ve identifikasonu yapuilabilir (40,42,
43).
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Antijen tesbiti : Si§ir vebasinin teshisinde en 6nemli faktér teghisin
hizl yapilmasidir. Bu maksatla kullanilan komplement fiksazyon (CF),
elektron mikroskop (EM), IF ve IP testleri icin laboratuvara ihtiyag vardir.
Fakat kouterimmunoelektroforesis (CIEF), agar jel immunodiffision (AGID)
ve pasif hemaglitinasyon (PHA) testleri sahada kulanilmak tzere modifiye
edilebilir (41,43).

Antikor tesbiti : RPV ile enfekte hayvanlann lenfoid dokularinda
mevcut viral antijenlere kargi ylksek titrede spesifik antikorlar olusur. Bu
immun cevap temelde bitlin hassas hayvanlarda virulent ve ateniie suslara
kargt aynidir. Virulent suglarla enfeksiyonda antikorlar klinik belitilerin
gorilmesinden 2-5 gilin sonra, attenue agi suglarinda ise agilamadan 6-10
giin sonra goérulmeye baglar. Enfeksiyonun ¢ok hafif seyrettigi bazi olaylar-
da antikorlar enfeksiyonu takiben 17. giinde gérildr. Antikor titresi élime
kadar ya da enfeksiyondan 3-4 hafta sonraya kadar yikselmeye devam °
eder. Hastaliyi geciren hayvanlar 6mur boyu bagisiklik kazanirlar. Yaygin
olarak antikor tesbiti igin virus nétralizasyon test (VNT) ve Enzim Linked
immunosorbent Assay (ELISA) testleri kullaniimaktadir. Antikor tesbiti ge-
nellikle epidomiyolojik galigmalar ve eradikasyon programlari igin uygulanir
(1,41,42,43).

. Ayirici teshis : Sigir vebasi 6zellikle agiz lezyonlari ve ishalin birlik-

te gorildigi Bovine Virus Diarrhoea, Malignant Catarrh Fever ve koyunlar-
da PPR'dan ayirt edilmelidir. Bu hastaliklarin yanisira Sap ve Vesiculer
Stomatitis de gdézéniinde bulundurulmalidir (2,42,43).

2.9. Bagisiklik

Sigir vebasinda immun cevap karigik degildir. RPV'un bitin suglan
immunolojik olarak homojendir ve suglar arasinda tam bir kros reaksiyon
vardir. Hastaliktan iyilesen hayvanlarda olusan bagisiklik émir boyudur
(26,28,32,41).

Aktif olarak bagisiklik kazanmig analarda antikorlar kolostrumda
yogunlasir ve yavruya geger. Yapilan deneysel caligmalarda gebelik ve lak-
tasyon dénemindeki hayvanlarin kan antikor diizeylerinde, diismelerin ola-
bilecedi ve bu dénemlerin aktif badisiklik Gzerinde olumsuz etkileri oldugu
tesbit edilmistir (17). Ayrica kolostrumdaki antikor titresinin buzagilarin anti-
kor titrelerinden. ylksek buzagdi kan serumundaki antikor titresinin de
ananin antikor titresinden daha diistik oldugu bildirilmistir (16). Buzagilar-
daki bagisiklik stiresi kolostrumla alinan antikor seviyesine bagh olarak 4-8
ay veya daha uzundur (5,16,17,20,42,43).
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RPV bitin attentie ve virulent suglari arasinda homolog interferens
gordlur (5,15,28). Primer dana bdbrek hicre kultirlerinde yapilan ¢alisma-
larda attendie susun virulent sustan daha fazla interferon olusturdugu tesbit
edilmigtir (15,41). Ayrica RPV ile Rift Valley Fever virus arasinda da hetero-
log interferens goralir (5,28).

RPV énemli bir immumsupresiv etkendir. Immunsuprasyon T ve B
lenfositlerin tahribatina bagh olarak sekillenir ve mevcut latent enfeksiyon-
lari aktive eder (5,28,40,41,42,43).

2.10. Miucadele ve Kontrol

Gunimizde sigir vebasinin ge¢miste oldugu gibi hastaliktan ari
bdlgelere hemen hemen her zaman hasta hayvanlar vasitasiyla bulastig
bilinmektedir. Bu sebeple hastaligin enzootik oldugu bdlgelerle cografik ve
ticari baglari olan Ulkeler yiiksek risk altindaki bdlgeler olarak tanimlanir.
Sigir vebasi salginlarinda hastalarin imhasi ve karantina tedbirlerinin
yanisira asilama uygulamalari, hastaligin kontrolli ve eradikasyonu igin en
onemli faktdrddr.

Sigir vebasinda agtlamalar ile ilgili ilk uygulamalar hiperimmun se-
rum ve inaktif virus ihtiva eden doku slspansiyonlarinin kullaniimasiyla
baslamistir. Daha sonraki yillarda Edwars'in RPV'u kecilerde adaptasyo-
nundan sonra 1932'de Stirling Hindistari'da, Pjaff ise Burma'da bu attenle
virusu asi olarak kullanmiglardir. Ancak bu kaprinize asginin kullanimi has-
sas sigir irklarinda siddetli agi reaksiyonlarindan dolayi, yiksek dirence sa-
hip irklarla, dodu Afrika zebusunda sinirli kalmistir (5,11). 1938'de Naka-
mura RPV'u tavsanlarda attenie ederek enfekte tavsanlarin mezenterik
lenf yumrularini agi olarak kullanmigtir. Lapinize agilarda bagisiklik stiresi
iki yil olarak tespit edilmis ve orta derecede direngli sigir irklari igin tavsiye
edilmistir (5,7,11). Daha sonralari Jenkins ve Shope RPV'un RBOK susunu
embriyolu tavuk yumurtasinda yumurta sarisina inokulasyonlarla at-
tenliasyondan sonra agi olarak kullanmiglardir (11). Ginlimizde kullanilan
sigir vebasi asilarinin ¢ogu Plowright tarafindan attente edilen RBOK
susundan orijin alir. Isiya kargl hassasiyet primer buzag: bébrek hicre
kultarlerinde Uretilen canli attente liyofilize asinin tek ve 6nemli dezavan-
tajinu tegkil eder. Bu nedenle 1972 yilinda Provest ve Borredon isiya da-
yanikli agi Gretim denemelerinde bagarili olmuglar ve bu agilarint bovin ple-
urapneumonia contagiosa agsisi ile kombine etmiglerdir (5,36). VERO
hiicrelerinde RBOK susu iye isiya dayanikli asi Gretim denemelerinden
basgarili sonuglar alinmistir (24,42). Bu ¢alismalara ilaveten Hindistan'da
arastirmacilar kuzu bébrek hicre kiltirlerine RBOK susunu adapte ederek
as! tretiminde kuzu bébrek hiicre kultirlerini kullanmiglardir. Asya'daki bazi
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tlkelerde ise Nakamura Il susunun derivatlari hicre kilttrlerinde Uretilerek
as! olarak kullaniimaktadir (42). Son yillarda yapilan rekombinant asi
calismalarinda Ha ve F proteinleri kullanilmigtir. Bu asilarla tavsan, sigir ve
domuzlarda yapilan bagisiklik denemelerinde yliksek dizeyde nétralizan
antikorlar tesbit edilmigtir. Ayni zamanda isiya dayanikhlik o6zelligi de
taslyan rekombinant sigir vebasi agisinin hastaligin goérildigu tropikal
bélgelerde eradikasyonu daha da kolaylastiracag: iddia edilmektedir (3,
4,47.49). Herhangi bir salgin tehlikesinde hastaligin ¢ikisini énleyebilmek
icin risk altindaki bdlgede mevcut buttin ruminantlar ve domuzlar agilan-
malidir. Hastaligin ilk gérildigu ya da enzootik bélgelerdeki salginlar ka-
rantina tedbirleri ve ring asilamalar ile séndirilmeye ¢alisilir. Hayvanlar da-
ha 6nce asilanip agilanmadiklar gézéniinde bulundurulmadan agilanmali-
dir (2,5,41,42). Maternal antikor tagsimayan buzagilara dogumlarinin birinci
giiniinde as!I uygulanabilir. Maternal antikor tagiyan buzag:lai ise 6-8. ayla-
da agilanmali ve agilama 7-9 ay sonra tekrarlanmalidir (5,26,28,42,45).
Agilamadan &énce maternal antikor dizeyleri digik buzagilarda antikor
dizeyi agilamadan 15 gun sonra en yuksek dlzeye ulasir bu sure yetigkin
hayvanlarda yaklagik 21 gindur (45). Hindistan'da yapilan ¢aligmalarda ise
kuzularda uygun agilama zamaninin -16-20. haftalar oldudu tesbit edilmistir
(21). Sigir vebasi asgisinin inaktif sap SAT-1 agisi ile ayni zamanda uygu-
lanmasinin gerek sigir vebasi gerekse sap hastaligina karsi olusacak
bagisikhgr etkilemedigi bildirilmigtir (12). Gurtirk ve arkadaglan tarafindan
IBR virusuna kargi nétralizan antikor bulunduran sigirlarda sigir vebasi
asisinin daha yuksek titrede antikor meydana getirdigi iddia edilmistir (13).

Eradikasyon ¢alismalarindan sonra hastaligin gértldigu bdlge ya da

tlkehin hastaliktan ari oldugunun bildirilmesinin kriterleri OIE tarafindan
tesbit edilmigtir (37).

3. MATERYAL ve METOT

3.1. AsI Virusu
Calismada 22.3.1990 tarihinde liyofilize edilen 8/9 seri nolu sigir ve-

basi asisi kullanildi. Agi kontrol testlerinin tamamlanmasindan sonra oda
derecesinde 22°C, +4°C'de ve -20°C'de karanlkta muhafaza edildi.

3.2. Hucre Kilttru

Titrasyonlarda 1982 yilinda Flow Laboratuvarindan Dr. Singh tarafin-
dan getiriimis olan VERO hiicre kdlturleri kullanild.
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3.3. Serum
Titrasyonlarda Sigma firmasindan temin edilen liyofilize fétal buzagi

serumu (FCS) deiyonize steril su ile orijinal hacmine tamamlandiktan sonra
kullanildi.

3.4. Vasatlar ve Kimyasal Maddeler

HANKS
NaCl 8.000
KCI 0.400
MgSO, 7H,0 0.200
CaCl, 0.140
 NapHPO, 12H,0 0.150
KH,PO4 0.060
Dextrose 1.000
Lactalbumin hydrolysate 5.000
Phenol red 0.0125
Penicillin-G 100 10/ml
Streptomycin 100 mg/ml
Deiyonize su 1000.0 ml

Kimyasal maddeler karigtirildiktan sonra filtrasyonla sterilize edildi.
Sterilite kontrolinden sonra hiicrelerde test edilen vasat titrasyonlarda kul-
lanildi.

PBS (Phosfate bufer solution)

NaCl 8.000
KClI 0.200
Na,HPO, 12H,0 0.370
KHoPO4 0.200
Phenol red 0.016
Penicillin-G 100 1U/m
Streptomycin 100 mg/ml
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Eritilen ve filtrasyonla sterilize edilen kimyasal madeler kullanim
suresince +4°C'de saklandi.

Tripsin
Trysin* (1:250) 2.500
PBS 1000.0 ml

Karnistirildiktan sonra filtrasyonla sterilize edildi ve -20°C'de muhafa-
za edildi.

EDTA (Etylen diamine tetra acatic acid)

EDTA 2.0
Distile su 100.0 mi

Eritidikten sonra 120°C 30 dakika otaklavda sterilize edildi ve
+4°C'de saklandi.

Cryo propectan

Saccharose* 100.0
Lactalbumin hydrolysate* 50.0
NaHO; 1.6
Deiyonize su 1000.0 mi

Karigtirilan kimyasal maddeler 110°C'de 20 dakika otoklavda sterilize
edildi, liyofilizasyon igin koruyucu madde olarak 1/1 oraninda kullanildi.

Titrasyonun uygulanigi : Galismanin basladigi 6nemde mikro test-
ler igin gerekli malzemenin kisith olmasi sebebiyle makro titrasyon metodu
uygulandi. VERO hiicreleri % 005 EDTA ihtiva eden tripsinle tripsinize edi-
lerek 3x10° hiicre/ml olacak sekilde % 10 FCS ihtiva eden HANKS vasati
ile hicre stispansiyonu hazirlandi. Bu hiicre slispansiyonundan her hiicre
kaltard tiptine 1'er ml taksim edilerek 37°C etlivde inkubasyona birakildi.
Liyofilize agi 1 ml PBS ile siispanse edilerek 2000 devirde 10 dakika sant-
rifuj edildikten sonra PBS ile log.10 tabanina gére 10" den 107 ye kadar vi-
rus dilisyonlari hazirlandi. Hdcreler % 30 monalayer oldugundan her virus

* Difco Laboratories Detroit, U.S.A.
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dilisyonundan 5 adet hiicre kdlturt tipine 0.1 ml miktarinda direkt olarak
inokule edildi. Ayni zamanda virus ve hiicre kontrolleri de birakildi. So-
nuglar 12. gline kadar sekillenen CPE'ye gore de@erlendirildi ve virus titresi
Spearmann-Karber metoduna gére hesaplandi.

Is1 derecelerinin ve titrasyon strelerinin tesbitinde bu konudaki lite-
ratlr bilgileri ve Ulke sartlar gézéntnde bulunduruldu. Bu bilgilerin dogrul-
tusunda oda i1sisinda tutulan asi her iki haftada, +4°C'de tutulan asi her
iki ayda, -20°C'de tutulan asi her dért ayda bir titre edildi. Bu ¢alismada
kullanilan 8/9 seri nolu asinin titresi Doku Kdltlrd Infektif Dozsy (DKIDsg)
10°%%%/ml olarak tesbit edildi.

4. BULGULAR

Titrasyon galigsmalarinda hiicre kiiltiirleri, birinci glinden baglayarak
onikinci gtine kadar hicre kdlttrdi mikroskobunda muayene edildi. Kesin
degerlendirme 12. gtindeki CPE varligina gére yapildi. Arastirmada kulla-
nilan 8/9 seri nolu asinin baglangig titresi DKIKg, 105%°/ml olarak tespit
edildi.

Yapilan titrasyonlarda oda isisinda karanlik ortamda tutulan asida,
as! yari dmrl 13 hafta olarak tesbit edilmistir. Bu 13 hafta boyunca +4°C ve
-20°C'de muhafaza edilen agilarda ise herhangi bir titre kaybi gériilmemis-
tir.

+4°C'de tutulan agida, asi yar émrii 16 ay olarak tesbit edilmigtir. 16
ayin sonunda -20°C'de muhafaza edilen agida énemli bir titre kaybi go-
rilmemigtir.

24 ay boyunca -20°C'de muhafaza edilen asilarda tekrarlanan tit-
rasyonlar sonucunda literatir bilgilere gére énemli sayilabilecek herhangi
bir titre kaybi gérilmedi.

Bu sonuglar Tablo 1'de ézetlenmistir.
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Tablo 1 : Degisik stirelerde degisik 1silarda tutulan sigir vebasi

agisinda meydana gelen titre kayiplari

Isi
sire 29°C +4°C -20°C
Hafta Ay\
2 - 5.80 , .
4 1 5.20 : -
6 . 4.70 ; ,
8 2 4.40 6.25 .
10 . 4.10 - :
12 3 3.60 . :
14 i 3.00 : .
16 4 2.90 6.00 6.25
6 . 5.70 :
8 : 5.35 6.20
10 - 4.50 :
12 . 4.20 6.00
14 . 3.60 -
16 . 3.00 6.10
18 - . -
20 - . 6.00
22 . . :
24 ’ y 5.90

Titre : Log.1o DKIDsg/ml
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5. TARTISMA ve SONUC

Turkiye'de 1969 salgininin eradikasyonundan sonra komgu giiney
tlkelerden gelebilecek salginlar 6nlemek maksadiyla bu sinirda tampon
bdlge olusturulmustur. Buna ragmen bu llkelerde gériilen savaslar nede-
niyle sigir vebasinin bu bélgede kontrol altina alinmasi gii¢lesmis ve has-
talik Glkemiz igin 6nemli bir tehdit kaynagi olusturmustur.

Bu calismada gerek Uretim laboratuvari gerekse tagra tegkilatinda
asinin muhafaza edildigi 1s1 dereceleri ile oda derecesinde tutulan liyofilize
sigir vebasi agisinin titresinde meydana gelen degisiklikler tesbit edilmistir.
Titrede meydana gelen degisikliklerin tesbitinde asinin degisik 1s1 derecele-
rindeki yari émrii dikkate alinarak oda isisinda tutulan asilar 16 hafta,
+4°C'deki agilar 16 ay, -20°C'de tutulan agilar ise 24 ay middetince titre
edildi.

Yapilan deneysel galismalarda oda derecesinde tutulan liyofilize
agilarinin yart émrinin 13-15 hafta oldugu bildirilmigtir (30,36). Diger bir
¢alismada ise oda isisinda 8 hafta tutulan asida, titredeki diistis 1.26 log.
olarak tesbit edilmigtir (22). Oda i1sisinda karanlk ortamda tutulan asida
yapilan titrasyonlarda ilk haftalarda gértlen ylksek orandaki titre dustsleri
14. haftadan sonra daha duguk bulunmustur. Bu bulgular Plowright tara-
findan yapilan deneysel galigmalarla paralellik géstermistir (30,33). Oda isi-
sinda tutulan agida asi yar 6mri 13 hafta olarak tesbit edilmistir. Baslangig
titresi DKIDso 10°%2%/ml agida 13. hafta sonunda titre DKIDso 10-%/ml, ola-
rak tesbit edilmistir. ancak soguk zincirin saglanamadigi saha sartlarinda ~
agi titresinde énemli oranlardaki bu disiisler her zaman gézéniinde bulun-
durulmahidir. Saha sartlarinda asinin sulandirildiktan sonra isiya kargi has-
sasiyeti daha da artar. Bazi arastiricilar sulandinimig asilarda yari 6mrin
sulandirma sivisina gére farkliliklar gésterdigi, % 0.85 NaCl ile sulandirilan
agllarda 1stya karsi dayanikhlik suresinin diger sulandirma sivilarina gére
daha fazla oldugunu bildirmiglerdir (22,34). Sahada 37 - 39.3°C'de uygula-
nan asilamalarda ise asilanan hayvanlarda seropozitiflik orani ilk 60 daki-
kada % 83, 80. dakikaya kadar % 53, 100. dakikaya kadar % 17 ve iki saa-
tin sonunda sifir olarak tesbit edilmistir (35). Hussain ve arkadaslari ise esit
miktarda esek serumu, muhafaza vasati ve cryo propectan ile sulandiriimig
attentie hiicre kaltird RPV'un 1s1 (56°C) ve ultraviyole iginlari ile yaptiklari
inaktivasyon galigmalarinda cryo propectan ilavesinin virus dayanikliligini
artirdigini tesbit etmiglerdir (14). Buna karsilik son yillarda yapilan ¢alig-
malarda Vero hucrelerinde Uretilen 1siya dayanikli ‘lyiofilize sigir vebasi
agllarinin saha sartlarinda buzdolabina ihtiyag duyulmaksizin 30 gtin kul-
lanilabilecegi bildirilmistir. Ayni zamanda bu asida yari 6mir 42°C'de 19
glin, 45°C'de ise 11 glin olarak tesbit edilmigtir (24).
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-20°C'de (stok asilarin muhafaza edildigi oda deep-freez) tutulan
asllardaki titre sonuglari daha énce yapilan ¢aligmalara paralellik géstermis
baslangigta DKIDso 10%2ml olan ag! titresi iki yil sonra DKIDso 105%%/m
olarak tesbit edilmigtir. 16. ayda gdrilen 0.10 log titre yuksekliginin uygula-
madan kaynaklanabilecegi distndlmustir.

+4°C'de tutulan asida ise literatlr bilgilerine gére 6 ay boyunca titre-
de 6nemli bir diigtigiin gértlmedigi bir yilin sonunda ise titre kaybinin 0.60
log oldugu bildirilmektedir (22). +4°C'de tutulan agilarda yapilan ¢alismada,
altinct ayda 0.55 log olarak tesbit edilen titre kaybu, birinci yilin sonunda
2.05 log olarak tesbit edilmistir. Bizim tesbit- ettigimiz titre kayiplan lite-
ratlrlerde bildirilen de@erlerden ilk 6 ay igin 0.55 log, bir yil sonrasinda ise
1.45 log daha dusik bulunmustur. Bu titre kaybi farkhligin sebebinin 8/9 se-
ri nolu asinin liyofilize edildidi tarihlerde kullanilan kauguk tipalardan kay-
naklanan vakum kaybina bagdl olabilecegdi disiintilmektedir. Ayni zamanda
kauguk tipalarla birlikte kullanilan agi siselerinin boyun, yapisinin agi muha-
fazasina uygun olmamasi sebebiyle uzun muhafaza sirelerinde vakum
kaybi sekillenmektedir. Vakum kaybi ise agl titresinde énemli dustglere se-
bep olmaktadir. Ayni vakum kaybi -20°C'de muhafaza edilen agsilarda da
sekillenmesine ragmen isinin diigiik olmasi bu olumsuz etkiyi dnlemistir.

Bu galismada gerek asinin tagrada muhafaza edildigi +4°C'de 4 ay
muddetince gerekse laboratuvarda stok agilarin tutuldugu -20°C'de iki yil
boyunca ag titresinde énemli bir diglis tesbit edilememigtir.

OzZET

Etlik Hayvan Hastaliklari Arastirma Enstitisi'nde primer buzagi
hiicre klttrlerinde tretimi yapilan ve oda isisinda (22°C), +4°C'de ve/
-20°C'de tutulan sigir vebasi asisinin aragtirma muiddetince VERO hcre
kulturlerinde titrasyonlar yapildi. Degerlendirme 12. glindeki CPE durumu-
na gére yapildi ve titre degerleri Spearmann-Karber metoduna gére hesap-
landt.

Oda i1sisinda tutulan asgida asi yan émri 13. hafta olarak tesbit edildi.
+4°C'de tutulan agsilarda ise ilk 6 ay sonundaki titre diistisi 0.55 log, bir
yihin sonunda ise 2.05 log olarak degerlendirildi. Agl yari émru ise 16 ay
olarak tesbit edildi. -20°C'de tutulan agilarda iki yil boyunca tekrarlanan tit-
rasyonlarda titre dististine bagh olarak énemli bir degisiklik tesbit edilmedi.
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SUMMARY

Activity Control of Rinderpest Vaccine Kept Different Tempera-
tures and Periods. :

Rinderpest Vaccine, produced in primary calf kidney cells, at Etlik
Animal Disesase and Research Institute, kept at room temperature (22°C),
+4°C and -20°C. This vaccine has been titrated in VERO cell line. The repli-
cation of the virus resulted in the appearance of a characteristic CPE. Final
reading out was possible 12 days after inoculation and the titre calculated
~.sing Spearmann-Karber's method.

The half life of the vaccine, kept at room temperature, 13 weeks.
When the vaccine kept at +4°C, the lose of the titre was 0.55 log at the end
of 6 months and 2.05 log at the end of 12 months. Vacines stored at -20°C.
there were no significant decline of the ttire.

TESEKKUR

Bu ¢alismanin gergeklestiriimesini temin eden Tarim ve Kdyigleri Ba-
kanlig! Etlik Hayvan Hastaliklari Enstitlisi Midirligi'ne, ¢alisma siresince
bana her konuda destek ve yardimci olan danigmanim Uzman Veteriner
Hekim Ayhan AKCORA'ya, Uzman Veteriner Hekim A. Demir YONGUG'a
ve laboratuvar arkadaglarima, yapicit uyarilari igin degerli hocalarim Prof.
Dr. Ibrahmi BURGU ve Dog. Dr. Yilmaz AKGA'ya ve yardimlarindan dalayi
Vet. Hek. Emine AKSOY'a, Vet. Hek. Fikriye EKMEN'e tegekkir ederim.
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