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- KOYUNLARDA MAVI DIL ENFEKSIYONU UZERINDE
SEROEPIZOOTOLOJIK ARASTIRMALAR*

The Serological Survey On Bluetongue Virus Infection In Sheep

Feridun OZTURK], Sibel YAVRU?, Saffet EROZ

Summary : A sum of 86 blood sera of sheep were col-
lected from Konya Livestock Research Centre. The blood sera
were examined to determine the presence of neutralizing anti-
bodies to BTV (Bluetongue Virus), type SA, by microneutra-
lization test. BHK (Baby Hamster Kidney) permanent cell line
was used for production and titration of BTV and neutralisati-
on test. Glascow Eagle's MEM (Minimum Essential Medium)
with 10 % calf sera for cell medium and Glascow Eagle's
MEM without sera for virus medium were used in this rese-
arch. The blood sera were tested at the rate of 1/10 dilution.
At the end of the microneutralization test, the 31 (36.04 %)
sheep blood were found seropozitive to BTV, type SA,.

Ozet : Tanm Orman ve Koyisleri Bakanhgmna
bagh Konya Merkez Hayvancihk Aragtirma Ens-
titlistinde bulunan toplam 86 adet koyundan kan serumu nu-
muneleri toplanmistr. Alinan kan serumlann koyun Mavi
Dil virusunun SA, tipine kargi, notralizan antikor
varligim saptamak amaciyla mikronétralizasyon meto-
duyla test edilmistir. Mavi Dil virusunun iiretilmesi, titrasyo-
nu ve nétralizasyon testlerinde, BHK (Baby Hamster Kidney :
Yavru Hamster Bdbrek Epitel Hiicresi) devamli hiicre
killdirt  kullamlmistir. Htiicre tretme vasath olarak %
10 inaktif dana serumlu Glascow Eagle's MEM, virus iiretme
vasat1 olarak serumsuz Glascow Eagle's MEM vasat kul-
lamlmistir. Koyun kan serumlan, 1/10 sulandirma
oraninda teste alinnmistir. Mikrondralizasyon testi sonun-
da, 86 adet serumun 31 adedinde (% 36.04) Mavi Dil virusuna
karg1, pozitif nStralizan antikor varhi: tespit edilmistir.

Girig

Mavi Dil hastalign ilk kez 1800 yilinda Giiney
Afrika'daki koyunlarda goriilmistir (18, 19). Sigirlarda
ise ilk kez 1889 ve 1904 yillan arasinda "Mycotic Stomati-
tis" adi ile rapor edilmistir (24). Mavi Dil virusu ilk olarak
1952 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde Kaliforni-
ya'daki enfekte koyunlardan izole ve identifiye edilmigtir (23).

Mavi Dil hastaligi akut seyreden, mevsime bagl,
oncelikle koyunlarda goriilen ve sokucu sineklerle nakledile-
bilen viral bir enfeksiyondur (16, 21). Hastalik ates, dolagim
bozukluklari, oral ve nazal mukozada hiperemi, dudakta
6dem, daha sonra gangran6z bir rhinitis ve mukoza iilseras-
yonlan ile karakterizedir (21).

Mavi Dil hastaligi sigirlarda ise; benzer semptom-
larla birlikte hidraensefaliye, ekstremitelerde deformasyona,
gebe ineklerde aborta, yeni doganlarda 6liimlere neden
oldugu bildirilmektedir (21).

- Koyun ve siirlar diginda kegiler ve yabani rumi-
nantlar da enfeksiyon spektrumu i¢inde yer almaktadir (1, 2).

Mavi Dil hastaliginin etkeni Reoviridae famil-
yasinin Orbivirus cinsi i¢inde yer alir (4, 21). Virus hepsi
enfeksiy6z olan, molekiil agirhgn 2.7 x 109 ile 0.28 x 108
Dalton arasinda sinirlanmig 10 segmentten olusan cift zin-
ciri RNA molekiili igerir (10, 21). Virion 60-80 nm
capmdadir (20). Mavi Dil virusunun simdiye kadar 22 seroti-
pinin tespit edildigi bildirilmistir (17, 30). Virus hiicre memb-
ranlanna yiiksek bir affinite gostermektedir (10).

Hiicre kiilttirlerinde CPE (Cytopathologic effect) ya-
parak iireyen virusun tireme sirasinda hiicrelerde int-
raniiklear ve intrastoplazmik inkluzyon cisimcikleri
olugturdugu rapor edilmektedir (16, 21).

, Immunolojik olarak pluralite 6zelligi gosteren etkenin
biitiin serotipleri komplementi tutan ortak antijene sahiptirler
(16, 21). Etken dis etkilere kargi oldukga dayamklidir (4).

Mavi Dil virusu sigir, kobay, fare, insan , tavuk ve
kaz eritrositlerini hemaglutine etmektedir (9, 11).

Virusun iiretilmesinde ilk inokulasyon embriyolu
tavuk  yumurtasma yapilmakta, daha sonra doku
kiiltiirlerine adapte edilmektedir (13, 21).

Virusun temas yoluyla bulagtig: simdiye kadar rapor
edilmemistir (25). Koyundan koyuna, koyundan sifira veys
sigirdan sigira virus bulagmasi i¢in insekt isirmasma
veya eksperimental inokulasyona ihtiya¢ vardir (13, 21).

Culicoides'lerin Mavi Dil virusunun biyolojik vektéril
oldugu ve virusun Culicoides'lerin hemolenf ve titkriik bezle-
rinden izole edildigi bildirilmistir (27, 28).

Hafez ve Taylor (17), Suudi Arabistan'da 560 koyun,
61 kegci, 112 sifir ve 3 deveden ahmnan kan serumlarinda
Mavi Dil virusunun bilinen 22 serotipine karsi AGPT'ni kul-
lanarak presipitan antikorlan tespit etmisler ve 560 koyundan
336'sm (% 60), 61 kegiden 26'smu (% 43), 112 sifirdan
20'sini (% 18) ve 3. deveden 2'sini (% 67) pozitif
bulmuglardir. Aymi aragtincilar (17) daha sonra Mavi Dil
virusunun bilinen 22 serotipini kullanarak tam presipitasyon
veren 31 koyun ve 1 keci kan serumunu notralizasyon testi ile
kontrol etmislerdir, sadece 12 serumun 1 veya daha fazla Mavi
Dil virus serotipini nétralize ettigini bildirmiglerdir.

Leféuer ve Calvez (22), 1982 ve 1984 yillan
arasinda 6 Afrika iilkesinde 238 keci ve 1021 koyundan top-
ladiklan kan serumlarrm Mavi Dil virusuna kar;i AGPT
ile kontrol etmigler, pozitif koyun ve kegilerin oranm
sirastyla Cad'da % 18-% 54, Kuzey Kameron'da % 16.6 - %
35, E-topya'da % 8- % 44, Zaire'de % 36.5 - % 46 olarak
bulmuslardir. '

Sendow ve ark. (26), Endonezya'da inek, manda,
koyun ve kegilerden toplanan kan serum émeklerini Mavi Dil
virusuna karsi AGPT ve nétralizasyon testine tabi tutarak
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presipitan ve notralizan antikorlan taramiglardir. Sonugta
1742 inekte % 53, 247 mandada % 75, 287 kecide % 32 ve
224 koyunda % 19 oraninda Mavi Dil virus antikorlan tespit
etmislerdir.

Tiirkiye'de Mavi Dil hastahgmm ilk defa 1944
yilinda Hatay Bolgesinde goriildiigii ve bulasmanm Suri-
ye'den kaynaklandifi tahmin edilmektedir (5). Daglic ko-
yunlarinda 1977 yilmin sonbahar aylannd Tiirkiye'nin
Bati Bélgesinde Aydin ilinde Mavi Dil hastah@inmn tek-
rar ortaya ¢iktigi bildirilmistir (3). Koyunlar1 bu hastaliga
karsi koruma igin c¢ok siki saghk zabitasi onlemleri a-
Iinmig ve buna paralel olarak sistemli bir agilama kampan-
yas1 baglailmistir. Yongu¢ ve ark. (31), 1978 yilinda
Tiirkiye'de koyunlarda Mavi Dil virusunu izole etmiglerdir.
1982 yiinda Tirkiye'de izole edilen Orbiviruslardan
slipheli bir serotipin (6), Mavi Dil viruslariyla iligkisini
arastirmak amaciyla; bilinen 20 ayrn Mavi Dil serotipine
karst hazirlanmig refarens hiperimmun serumlarla yapilan
cahisma sonunda, bu virusun Mavi Dil viruslanyla aym
olmadigy ve antijenik iligki icinde bulunmadify sap-
tanmigtir (7). Girttirk ve ark. (16), 1980 yilinda Aydin
bélgesinden topladiklar1 21 adet sifir kan serumundan 19
tanesinde Tiirkiye'de ilk defa sigirlarda, Mavi Dil virusu-
nun SA4 susuna karsi notralizan antikorlar saptanmuglardir.
Aym arastincilar(16), buzagilarin cerebrospinal sivis-
mdan BHKj; hiicre kiltiirlerinde Mavi Dil pozitif serumun-
dan nétrali-zasyon veren bir virus izole etmisglerdir. Yongug ve
ark. (31), Bau Tirkiye'de gozlenen Mavi Dil hastaligimn
Aydm, lzmir, Manisa, Canakkale, Balikesir, Denizli, Antal-
ya, Kocaeli ve Istanbul'un baz1i bolgelerinde goriildiigtnii
bildirmislerdir.

Girgin ve Yongug (15), Tirkiye'de Aydin, lzmir,
Balikesir ve Canakkale illerinde koyun, sigir ve kegilerden
alman toplam 691 adet kan serumunda Mavi Dil virusuna
kars1 koyunlarda % 46, sigirlarda 16, kegilerde ise % 44
oramnda nétralizan antikorlar tespit etmiglerdir.

Burgu ve ark. (8), Tahirova Devlet Uretme Cifligi ko-
yunlanindan  aldiklan 52 adet kan serumunda mik’
ron“tralizasyon testiyle, Mavi Dil virusunun SA, susuna kars
nétralizan antikor tespit edememislerdir.

Baz1 aragtincilar (5, 9), serumdaki spesifik antikor-
lanin Mavi Dil virusunu etkilemedigini ¢esitli serolojik testler-
le belirlemislerdir. Bunlar arasinda notralizasyon testi (NT),
Plak noétralizasyon testi (PNT), agar gel presipitasyon testi
(AGPT), komplement fitzasyon testi (CF), direkt ve indirekt
flouresans antikor testi (FAT), Elisa testi, single radial hemoliz
testi (SRH), hemaglutinasyon-inhibisyon testi (HAI)
sayilabilir. :

Bazi aragtiricilar (5, 8) ise Mavi Dil viruslanmn
tip tayininde ve seroepizootolojik ¢aligmalarda nétralizasyon
testini  kullanmglardir.

Bu caliymada, Konya Hayvancilk Merkez
Arasirma Enstitiistine ait koyunlarda Mavi Dil virusuna
kars1 notralizasyon testiyle nétralizan antikorlann taramasi
yapilarak hastalifin devlete ait isletmelerdeki durumu ve
elde edilen sonuglarn sonraki caligmalara itk tutmasi
amaclanmistir.

Materyal ve Metot

Serumlar : Konya Merkez Hayvancilik Arasgtirma
Enstitiisinde bulunan 86 koyundan alinan kan serumlan
serolojik teste tabi tutulmadan énce su banyosunda 56 °C'da
30 dakika isitilarak inaktive edildi. 2x antibiyotik (100 I.U.
penisilin / ml, 100 gama streptomisin/ml, 0.05 mg kanamisin/
ml) ilave edilip oda 1s1sinda 2 saat bekletildikten sonra ste-
rilite kontrollar1 yapilarak kullanilincaya kadar - 20 °C'da
saklanda.

Hiicre Kiiltiirii : Aragtirmada, Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Viroloji Bilim Dalindan temin edilen
BHK (Baby Hamster Kidney : Yavru Hamster Bébrek Epitel
Hiicresi) devamli hiicre kiiltiirii  kullamildi. Bu  hiicre
kiiltiirti % 10 inaktif dana serumu kapsayan Glascow Eagle
MEM (Minimun Essential Medium) vasatinda tiretildi.

Virus : Aragtirmada kullamlan Mavi Dil virusunun
SA4 sustu Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji
Bilim Dalindan temin edildi. Virus, BHK hicre
kultiirlerinde 37°C'da iiretildi. Virus iretme vasati olarak
serumsuz Glascow Eagle MEM vasat kullanildi. Takriben
% 85'inde CPE goriildiigi zaman hiicreler toplandi. Don-
durma ¢ozdiirme isleminden sonra viruslu hiicre sivis,
3000 devirde 30 dakika kadar santrifuj edildi. Virus
stispansiyonu 1 ml miktarinda tiiplere taksim edildi ve
kullanmilincaya kadar -80°C'da muhafaza edildi. Mavi Dil
virusunun enfeksiydzite titresi mikrotitrasyon metodu ile tes-
pit edildi (14). ) ‘ ‘

Serum nétralizasyon testi : Koyunlardan alman kan
serumlaninda Mavi Dil virusuna karsi nétralizan antikorlan
belirlemek ama..,’a cesitli arastincilar (8, 12) tarafindan
uygulanmig olan mikronétralizasyon testi kullamildi. Kont-
rollant yapilacak olan kan serumlari PBS (Phoshate Buffer
Solusyon) ile 1/10 oraminda sulandinldiktan sonra mik-
rondtralizasyon tablasinda her bir sirada bulunan dort géze
0.05 ml konuldu. Daha sonra biitiln gozlere titresi belli vi-
rustan (100 DKIDg( : Doku Kiiltiiri Enfektif Doz 50) 0.05
ml ilave edildi. Mikrondtralizasyon tablasinin iizeri steril
nontoksik seffaf bir bant ile kapatilarak 1 saat 37°C'de bekle-
tildi. stire sonunda tablalanin tizgrindeki bant kaldinlarak
her géze BHK hiicresinden (3 x 10~ hiicre /ml) 0.05 ml dam-
latildi. Mikronétralizasyon tablalarinin® dizeri steril bant
ile kapatilip 37°C'de ettivde inkube edildi. Sonuglar 3.
giinde doku kiiltiiri mikroskobunda okundu. Ayrica mik-
ronétralizasyon plate'leri boyanarak (29) sonuglar makrosko-
pik olarak da tespit edildi.

Bulgular

Aragtirmada  kullanilan Mavi Dil virusunun SA4
susunun  BHK  hiicre kiiltiirlerinde iiretilmesi, iretme
stiresi ve mikrotitrasyon yontemi ile saptanan enfeksiydzite
titresi tablo 1'de gésterilmistir.

Konya Hayvancihk Arasurma Enstitiisiinde bulu-
nan 86 adet koyundan alman kan serumu numuneleri
dzerinde, Mavi Dil virusu SA4 susuna karst mik-
ronétralizasyon yontemi ile yapilan mikronétralizasyon testi-
ne ait degerler tablo 2'de verilmistir.

Tartisma ve Sonug

Bu arastirmada koyunlarda Mavi Dil enfeksiyonunun
indirekt teshisinde notralizasyon testi kullamimig ve ortaya
¢ikan % 36.04 seropozitiflik orammmmn, bazi arastincila-
nn (22, 26) AGPT ile tespit ettikleri seropozitiflik oraninin
cok tiizerinde oldugu saptanmigtir. Mavi Dil enfeksiyon-
larnin  indirekt teshisinde notralizasyon testinin  kul-
lanilmasimin  AGPT kadar hassas ve uygulamismin kolay
oldugu bu arastirma ile gosterilmis ve bu durum Girgin ve
Yongug'un (15) yaptiklan gahisma ile teyit edilmistir.

Bu arastirmada Konya Merkez Hayvancilik Aras-
trma Enstitisine ait 86 koyundan alman kan serumla-
nmn 31 adedinde (% 36.04) 1/10 serum sulandirmasinda
Mavi Dil virusuna kargi nétralizan antikorlar saptanmgtir.
Bu aragurmada bulunan seropozitiflik oram Girgin ve
Yongug'un (15) koyunlarda bulduklari orana yakin bir

- degerdir. :

Hastalikla miicadelede agil hijyeni, culicoides'lerle
savag ve saglamlann agilanmasi 6nem tagimaktadir. Ko-
ydarn agilanmasma karsi sifir ve kegilere as1 tatbik
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edilmemektedir. Bu hayvanlarda da Mavi Dil antikoru buluna-
bilir, bu dogrudan dogruya dogal enfeksiyona baghdir. Bu
durumda belirgin klinik bulgular goriilmese bile bolgedeki
sigir ve kegiler de Mavi Dil enfeksiyonuna yakalanabilirler.
Yurdumuzun Ege Bolgesinde hastalik saptandiktan sonra
Mavi Dil asis1 ile Ege Bolgesinde koyunlara agilamalar
yapilmis ve as1 uygulamalanndan sonra hastahgn
bolgede goriilmedigi bildirilmigtir (15). As1 uygulama-

ve Ozellikle devlet
hastaligin

lannnin daha da yayginlastinlmas:
isletmelerindeki  koyunlara  uygulanmas:
6nlenmesi yontinden yararh olacaktir.

Sonug olarak, bu aragtirmada hem devlete ait bir hay-
vancihik isletmesindeki koyunlarda Mavi Dil enfeksiyonu-
nun varhg ortaya ¢ikarilmig ve hem de yurdumuzun Orta
Anadolu Bolgesinde enfeksiyonun olabilecegine dikkat
cekilmistir.

Tablo 1 : Arastirmada kullanilan Mavi Dil virusunun BHK hiicre Kiiltiiriinde iiretilmesi ve enfeksiyozite degeri.

Hiicre Kiiltiirii CPE Uremesiiresi Enfeksiyozite degeri
(DKID .,/0.05 ml)
BHK + 2 giin 10595
Tablo 2 : Mikronétralizasyon testi sonuclari.
Serumlarm alindigi yer Teste tabi tutulan 1/10 serum sulandirmasinda  Pozitif serumlarin
serum sayisl pozitif serumsayi1si yiizdesi (%)
Konya Merkez Hayvancilik : 86 31 36.04
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