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Summary : Pericipitating antibody with the aid of immunodiffusion
test and neutralizing antibody against bluetongue virus type 4 were
determined in 275 of 1290 sera samples from sheep which in some cities
of the east south - east Anatolia such as Elazig, Diyarbakir, Sanhurfa, Ga-
ziantep, Kayseri, Mus, Van and Tunceli. The incidence of the disease in
these cities was determined as 21.32 per cent.

Ozet : Dogu ve Gilineydogu Anadolu bélgesinde bulunan Diyarbakir,
Elazig, Sanhurfa, Gaziantep, Kayseri, Mug, Van ve Tunceli illerinde ye-
tistirilen koyunlardan alinan 1290 serum numunesinden 275 adedinde
mavi dil virusu tip 4’e kargi nétralize edici antikor ve immunodiffuzyon
testi yardimiyle presipite edici antikor saptandi. Bu illerde, hastalifin
raslantr orani %21.32 olarak tesbit edildi.

Giris
Mavi dil hastaligi ilk defa Giliney Afrika’da saptanarak 1881'de
Hutcheon tarafindan tanmimi yapilmig ve hastaliga «Epizootic catarrhs ady
verilmigtir (11). 1905’de Spreull, etkenin bir virus oldugunu belirterek
hastaliga «Mavi Dil» ismini vermigtir (2). Bu tarihten itibaren yapilan

aragtirmalarla hastaligin  Afrika tilkeleri disinda bir ¢ok lilkelerde de
yaygin oldugu anlasimistir (1, 4, 7, 9, 10, 11, 15).

Ulkemizde 1944 yilinda koyunlarda baggosteren bir hastalifin klinik
belirtilere gére mavi dil oldugu ileri stiriilmisg, fakat bu iddia laboratu-
var cahigmalariyla dogrulanmamigtir (8). Ancak 1977°de Aydin ili gevre-

(1) Bu calisma, ayni baghkli doktora tezinden Ozetlenmistir.
(2) Aras. Gor. Dr., F. U, Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Bilim Dali, Elazig.
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sinde koyunlarda goériilen hastalifin etken izolasyonu ve serolojik yon-
temlerle mavi dil oldugu kesinlik kazanmigtir (17). Yapilan aragtirma-
larla hastaligin 1979 yilina kadar tim Ege bdlgesine yayildig: saptanmig-
tir (18).

Hastaligin koyunlarda ve sifirlarda biliylik ekonomik kayiplara se-
bep oldugu vurgulanmigtir. Ozellikle koyunlarda yiiksek oranda oliim,
kondisyon ve yapag1 kaybi, genel direncin azalmas: sonucu bu gibi hay-
vanlarin sekunder enfeksiyonlara yakalanmasi, gebe koyunlarin yavru
atmalar1 veya anormal yapida kuzu dogurmalar: ekonomik kayiplara ne-
den olarak gosterilmigtir (5).

Bu caligma yukarida belirtildigi {izere ekonomik yonden biyiik bir
onem tagiyan mavi dil hastaliginin, koyunculugun yogun oldugu Dogu ve
Glineydogu Anadolu bolgesinde bulunup bulunmadigini aragtirmay:
amaclamaktadir.,

Materyal ve Metot

Virus ; Aragtirmada test virusu olarak Etlik Veteriner Kontrol ve
Aragtirma Enstitlisinden temin edilen mavi dil virusunun serotip 4'ii
kullanldai.

Yumurta ; Virusun tretilmesi ve bundan immunodiffuzyon testi icin
antijen hazirlanmas: amaciyla kullamilan yumurtalar Elazig Mikrobiyo-
loji Enstitiisiinden saglanda.

Hiicre Kdiltidirii : Aragtirmada Etlik Veteriner Kontrol ve Aragtirma
Enstitiisinden temin edilen VERO (green monkey kidney) hiicreleri kul-
lanilds.

Koyun serumlary : Diyarbakir, Sanliurfa, Gaziantep, Kayseri, Mus,
Van ve Tunceli illerinden getirilerek Sanhurfa Et ve Balik Kurumunda

kesilen hayvanlardan 827 ve Elaz1g Et ve Balik Kurumunda kesilen hay-
vanlardan da 463 olmak lizere toplam 1290 serum numunesi hazirlandi.

Bu serumlar — 20°C de muhafaza edildi. Notralizasyon testinde kullani-
lacak serumlar teste tabi tutulmadan 6nce 56°C de 30 dakika bekletile-
rek inaktive edildi.

Pozitif kontrol serumu Etlik Veteriner Kontrol ve Arastirma Ensti-

tlislinden temin edildi.

Hiicre Kiiltiirti vasatlari ve diger g¢ozeltiler : Gerek hiicre kiiltiirii
hazirlanmasinda ve gerekse virus sulandirmasinda Hank’s, Earle, fosfatli
tamponlanmig tuzlu su (PBS); Sodyumbikarbonat, Laktalbumin hidroli-

!
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zat, Fenol kirmizis1 ve Tripsin-versen ¢0zeltisi Cunningham’a (3) gore
hazirland1 ve 4° de muhafaza edildi.

Fotal dana serumu : Difco laboratuvarinca tiretilen fotal dana seru-
mu kullanildi (Detroit Michigan USA).

Dana serumu : Hiicre kiltlirii ve virus liretme vasatlarinda kullan-
mak amaciyla dana serumu hazirlamak icin Elazig Et ve Balik Kuru-
munda kesilen yaklagik bir yasindaki danalardan kan alindi. Serumu ¢i-
kartildi ve Seitz filtresinden siiziildiikten sonra 56°C de 30 dakika inak-
tive edildi. Bunlarin sterilite kontrolleri de yapildiktan sonra 10 ml. mik-
tarlarda — 20°C de muhafaza edildi.

Virusun embiryolu tavuk yumurtasinda iiretilmesi : Virus bir ¢ok
aragtirict tarafindan oOnerildigi gibi 6 giin kulucka edilmig embiryolu ta-
vuk yumurtasinda iiretildi. Bu amacla 5. kiiltlir pasaji olarak saglanan
virus 0.2 ml. miktarinda embiryolu tavuk yumurtasinin sari kesesine
inokule edildi. Inokulasyondan sonra yumurtalar 33.5°C ye ayarlanmig
ve %80 -90 rutubetli etiive birakildilar. Giinliik kontrollar yapilarak
inokulasyonu izleyen 3. glinden itibaren 6len embiryolar alinarak pato-
lojik degigimler yoniinden incelendi. Kimi aragtiricilar, tarafindan da
belirtildigi gibi virus etkisine bagli olarak 6len embiryolarda kiraz kir-
mizis1 bir renk ve gelisim Onlenmesi gibi bozukluklar gézlendi. S6z ko-
nusu patolojik degisimleri gosteren embiryolar alinarak bunlarin bag,
ayak ve kanatlar: uzaklagtirildi. Arta kalan embiryo kismi PBS icginde
bir pargalayict yardimeiyla %10’luk bir suspansiyon haline getirildi, Bu
suspansiyon 3 defa tekrarlanan dondurma ve ¢éziindiirmeden sonra so-
gutucu santrifiijde 3000/dk. devirde 30 dakika santrifiije edildi. Ust ki-
simlar (Supernatant) alinarax sterilite kontrollar1 yapildi. Steril olan vi-
ruslu sivilar toplandiktan sonra virus stoku olarak 1 ml. miktarlarda
--20°C de muhafaza edildi. Bu sekilde hazirlanan virus immunodiffuz-
yon testinde antijen olarak kullanildi

Embiryolu tavuk yumurtasinda virus aktivitesinin saptanmasi : ilke
olarak embiryolu tavuk yumurtasindaki virus aktivitesi saptanmig olan
yonteme gére yapildi (6). Once embiryolu tavuk yumurtasinda 3 defa
pasaji yapilan virusun ELD,/0.2 ml. aktivitesini tesbit etmek i¢in 3. em-
biryo pasaji virus 10~ den 10~"a kadar log. 10 tabanina gére penicillin
ve streptomycin igeren PBS ile sulandirildi. Her sulandirma basamagin-
dan 5 embiryolu tavuk yumurtasinin (6 giin kulucka edilmis) sar1 kese-
sine 0.2 ml. miktarlarda inokulasyon yapildi. Sonra bu yumurtalar 33.5°C
ye ayailanmig ve yeteri rutubete sahip etiivde 8 giin tutuldu. Ilk 24 saat
icinde Olenler degerlendirmede dikkate alinmadilar., Virusun ELD;/0.2
ml. aktivitesini hesaplamada Kaerber ydnteminden yararlanildi (12).
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‘Hiicre kiiltiirlinde virus aktivitesinin saptanmas: : Tiiplerde hiicre
tabakas1 olusduktan sonra hiicre liretme vasati uzaklagtirildi. Virus, vi-
rus dretme vasatinda log. 10 tabanina gére 10~'den 107 a kadar sulan-
dirildi. Her sulandirma basama@indan 5 adet hiicre kiiltiir tiipiine 2’ser
ml. birakildi. Sonra bu tiipler 33.5°C ye ayarlanmig etiive konuldu. Bunu
8 gilin devam eden giinliik kontrollar izledi. Bu siire iginde sulandirma
basamaklarindan hangilerinde CPE olustugu kaydedildi. Virus aktivitesi
Kaerber (12) ydntemine gére hesaplandi.

JImmunodiffuzyon testi : Test, bilinen y6énteme gore yapildi (14). Bu-
nun icin 1.25 gr. agar (Difco) 98.75 ml. Ca ve Mg iyonlar: icermeyen PBS
cozeltisi igerisinde ¢oziiliinceye kadar kaynatildi (yaklagik iki saat). Son-
ra bu karisim ¢oziillmemis agar kisimlarinin uzaklagtirilmas i¢in 3000/dk.
devirde 3 dakika santrifiije edildi. Santrifiij tliplerindeki berrak agar
kismi alinarak 120°C de 20 dakika otoklavda sterilize edildi. Sonra agara
%?0.01 oraninda merthiolet ve trypan mavisi katild1 ve agarin pHs1 7.2 ye
ayarlandi. Sivi1 haldeki bu agardan 10 cm. caplt Petri kutularina 18 ml.
miktarlarda birakildi. Agar katilagtiktan sonra biri merkezde ve diger-
leri bunun ¢evresinde olmak iizere 6 delik acildi. Deliklerin ¢apt 6 mm.
ve cevredeki deliklerin merkezdekine uzakligi ise 3 mm. idi.

Denemede merkezde olan delige antijen olarak 107%°ELD;/0.2 ml.
aktiviteye sahip virus birakildi. Cevrede bulunan deliklerden birine bi-
linen: pozitif serum digerlerine ise kontrol serumlardan birakildi. Antijen
ve serumlar bulunan Petri’ kutular:1 20°-22°C de ve rutubetli ortamda
112 - 120 saat tutuldular. Presipitasyon bandinin varligi yoniinden 72 saat
sonra kontrollar yapildi,

Nétralizasyon testi : Immunodiffuzyon testinde band olugumu y3-
niinden kuvvetli, zayif ve negatif reaksiyon - gosteren toplam 20 serum
alinarak notralizasyon testinde kontrol edildi. Notralizasyon testi kimi
aragtiricilar tarafindan belirtilen yontemlere gére yiiriitildii (13). De-
nemede sabit virus ve serum sulandirma y6ntemi uygulandi. Bu amagcla
kontrol edilen bir serumdan 47'den4~e kadar devam eden bir seri su-
landirma hazirlandi. Her serum sulandirma basamagindan alinan mik-
tara 10~" DKID,,/1 ml. olan virusdan 100 DKID,,/1 ml. hazirlanarak bun-
dan aynmi miktar ilave edildi. Serum - virus karigimlar1 37°C de 1 saat tu-
tuldu. Serum - virus karigimindan 5 hiicre kiiltiir tiipiine 0.2 ml. miktar-
larda ekim yapildi. Bu tiipler virus adsorbsiyonu icin 37°C de 1 saat bek-
letildikten sonra tiiplere virus iiretme vasati kondu. Miiteakiben bu tiip-
ler 33.5°C ye birakilarak 6 giin siireyle CPE olugumu yéniinden kontrol
edildi. Denemede kontrol olarak serum yerine PBS ile hazirlanmig virus

karigimlar: kullanildi. Serumlarin ndtralize edici etkilerinin 8l¢iitii ola-
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rak CPE olugumunun onlenmesi alindi. Degerlendirmede Kaerber (12)
yonteminden faydalanildi

Bulgular

Ara§t1rmada kulanilan mavi dil tip 4 ast susunun, kuluckadaki 6
giinliik yumurtalarin sar1 kesesine yapilan ekimleri sonunda, virusun
inokulasyonunu izleyen 3 ve 4. giinlerde embiryonun ciicelesmesi, dlimi
ve kanamalar gibi patolojik bozukluklar olugturdugu saptandi. Virusun
embiryolu tavuk yumurtasindaki titresi, ELD;=10"°/0.2 ml. olarak bu-
lundu.

Togu 've Gilineydogu Anadolu hdlgesinde yeralan ve yukarda belirti-
len illerde. {iretilen koyunlardan alinan 1290 serum numunesinden 275
adedinde presipite edici antikor saptandi. Pozitif reaksiyon veren serum-
lardan bazisi kuvvetli bazilan ise zayif presipitasyon bandi olugturdu-
lar. Immunodiffuzyon testinde kontrol edilen numunelerin illere gére da-
gilimi ve test sonuclar: cizelge I'de goriilmektedir.

Gizelge 1 : Illere gore immunodiffuzyon test sonuglar

Teste tabi Pozitif serum-

tutulan serum Pozitif serum larin yiizdesi
Iller adedi sayisi (%)
Elazig 5 415 148 33.25
Diyarbakir, 360 ‘ 51 14,17
Sanhurfa 265 43 16.23
Gaziantep 96 7 7.29
Van : 58 9 15.52
Mus 46 4 8.69
Kayseri » 41 3 7.32
Tunceli | 9 0 0.00
Toplam 1290 275 21.32

VERO hi_i‘cl‘“e kiiltiirlerinde iiretilen virus, resim (1-2) de goraldiigii
gibi ekimden 84 saat sonra CPE olusmaktadir. Virusun hiicre kiiltiiriin-
deki titresi DKIDs=10""/1 ml. olarak hesaplandai.

Immunodiffuzyon testinde pozitif reaksiyon veren serumlardan ba-
zilar1 tip tayini amaciyla nétralizasyon testinde kontrol edildi.

Presipitasyon bandi olugturma giicii bakimindan 10 kuvvetli, 5 zayif
ve 5 negatif olarak secilen 20 serum numunesi ile yapilan nétralizasyon
testi sonuglar: ¢izelge 2'de verilmistir.
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Cizelge 2 : Immunodiffuzyon testi ve nétralizasyon testi
sonug¢larinin karsilagtirilmas:

Immunodiffuzyon Serum titreleri
Serum No test sonuglari (SNs0)
o e+ 102
2 +i4+ 1024
3 +i++ 1022
4 + 4+ 10—
5 +++ 10-*m
6 -+ 1000
7 ++ 10-%%
8 an 10—
9 ++ 10°
10 +i+ 1072*%
11 + 1002
12 i+ 10-0e
13 i+ 10°
14 - + 1021
15 + 1022
16 . — 10°
17 — 10°
18 — 10°
19 — 10°
20 — 10°

Cizelge de goriilecegi gibi immunodiffuzyon testi sonuclariyla noétra-
lizasyon sonucglari arasindaki bir paralellik dikkati ¢ekmektedir. Kontro-

lu yapilan serum numunelerinde en yiiksek serum titresi olarak 1/515.64
saptanmigtir,
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Resim 1 : 6 giinlitk VERO hiicre kiiltiirit X 100 (Kontrol)

The sixday VERO cell culture (Controle)

Resim 2 : VERO hiicre kiiltiiriinde 6. giinde mavi dil virusunun meydana ge-
tirdigi CPE X 125

The CPE induced by Dbluetongue virus in VERO cell culture the 6th
day
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Tartigma ve Sonug

Mavi dil koyun, sigir, kec¢i ve yabani gevis getirenlerin akut veya su-
bakat seyirli, mevsime baghi ve artropodlarla tagman bir viral hastalif
olarak tanimlanmigtir. Ozellikle koyunlarda 6liim, agirlik ve yapag: kay-
by, anormal kuzu dogumu ve yavru atma gibi nedenlerle ekonomik yo6n-
den Onem tagiyan mavi dil hastalifinin Afrika diginda birgok {ilkelere
yayilmig oldugu bildirilmektedir (2, 7, 11).

Bilhassa Iran %8.6, Irak %28.3, Misir %36.8, Israil, Suriye ve Kibris
gibi komsu iilkelerde hastalifin degisik oranlarda bulunmasi, tehlikenin
siirlarimiza kadar yaklagtigimi gostermektedir (1, 9, 10, 16.

Hastalik iilkemizde ancak 1977 yilinda saptanabilmigtir (17). ilk de-
fa Aydin ili ve cevresinde bag gosteren hastaligin 2 yil gibi kisa bir siire
icinde tim Ege bolgesine yayilmig olmasi, difer bolgelerde de bir epide-
miyolojik ¢aligmay: zorunlu hale getirmektedir. Aragtirmada klinik vaka
goriilmemesine ragmen hastahgin %321.32 oraninda bulunmasi, komsu
tilkelerde alinan sonuglar1 dogrulamaktadir,

Mavi dil virusunun 20 serolojik tipinin varlifn koruyucu hekimlik
yoniinden daha genis kapsamli bir taramayi ve tip tayinini gerektirmek-
tedir. Ortadogu iilkelerinde Misir'da tip 1, 4, 10, 14, Israil’de tip 4, 10, 12,
16, Kibris'ta tip 3 ve 4, Suriye’de ise tip 4 saptanmigtir (16).

Gerek Ege bolgesinde ve gerekse Suriye’de hastalifa sero tip 4'lin se-
bep oldugu bildirilmektedir. Ege bdlgesine virusun Kibris'tan yayildig:
ileri siiriilmektedir (17). Misir ve Israil’de virusun ayni tiplerinin bulun-
mas1 iilkemizde diger tiplerinde bulunabilecegi ihtimalini d1"1§i'1nd1'irme'k-
tedir. Bu nedenle genis kapsamli taramalar yapilmali ve virusvtipleri tes-
bit edilmelidir. Presipite edici antikorun hastalifi - atlatan hayvanlarin
kan serumunda 2 yila kadar saptanabilmesi ve presipite edici antijenin-
de grup spesifik reaksiyon vermesi, immunodiffuzyon testinin bu kamaca
uygun oldugunu gostermektedir. '

Ulkemizde ve Ortadogu tlkelerinde yapilan gahgmalardan elde edi-
len sonuglar, dogal sartlarda mavi dil hastalifinin epizootiyolojisinde,
miiteakip aragtirmalarin yvapilmasin1 ve hastalifa koyunlar disinda sigir
ve kegilerde duyarh olduklarimndan Dogu ve Giineydogu Anadolu bolge-
sinde bu tilirlerde de hastalifin bulunup bulunmadlgmlh aragtirilmasinin
Oonemini géstermektedir.
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1 —

9 —

10 —

11 —

12 —

13 —

14 —

Kaynaklar

Afshar, A. and Kayvanfar, H. (1974). Occurence of precipitating
antibodies to bluetongue virus in sera of farm animals in Iran. Vet.

Rec., 94: 233 - 235.

Bowne, J. G. (1971). Bluetongue disease. Adv. Vet. Sci. Comp. Med.,
15: 1-46.

Cunningham, H. C. (1966). «Laboratory Guide in Virology», 6th
ed., Burg. Publ. Comp, Minneapolis, Minn,

Eisa, M., Osman, O. M., Karrar, A. E. and Abdel, Rahim, A. A.
(1980). An outbreak of bluetongue in sheep in the Sudan. Vet. Rec,,
106: 481 - 482.

Erasmus, B. J. (1975). Bluetongue in sheep and goats. Austr. Vet,
J., 51: 165 - 170.

Foster, N. M., Luedke, A. J. and Metcelf, E. H. (1972). Bluetongue
in sheep and cattle: Efficacy of embryonating chicken eggs in viral
isolations. Am. J. Vet. Res., 33: 77-81.

Guindo, O. (1975). Enquete serologique chez les ruminants domes-
tiques et sauvages en Afrique Intertropicale. Thés’e Ecole Nationale
Veterinaire de Lyon.

Giileg, S. (1972). Bluetongue in Turkey. Cento Seminar on Viral
Disease held in Istanbul, Turkey, 101.

Hafez, S. M. (1978). Serological survey of bluetongue in Iraq. Bull.
off. Int. Epiz., 89: 13- 22.

Hafez, S. M. and Ozowa, Y. (1973). Serological survey of bluetongue
in Egypt. Bull. Epizoot. Dis. Afr., 21: 297 - 304.

Howell, P. G. (1963). Bluetongue in emerging diseases of the United
Nations, Rome., 110 - 153.

Kaerber, G. (1964). In diagnostic procedures for viral and rickettsial
disease. Public Health. Assoc. New York, 3: 48 - 50.

Kemeny, L. and Drehle, L. E. (1961). The use of tissue culture
propagated bluetongue virus for vaccine preparation. Am. J. Vet.
Res., 22: 921 - 925.

Klontz, G. W., Svehag, S. E. and Gorham, J. R. (1962). A study by
the agar diffusion technique of precipitating antibody directed
against bluetongue virus and its relation to homotypic neutralizing
antibodies. Arch. ges. Virusforsch., 12: 259 - 268,




112 Yusuf BOLAT

15 — Moore, D. L. and Kemp, G. E. (1974). Bluetongue and related
_ viruses in Ibadan, Nigeria: Serologic studies of domesticated and
wild animals. Am. J. Vet. Res., 35: 1115-1120.

16 — Sellers, R. F. (1975). Bluetongue in Cyprus. Austr. Vet. J., 51:
198 - 203.

17 — Yongug, A. D. (1981). Ege bolgesinde seyreden mavi dil salgininda
hasta bir koyundan mavi dil tip - 4 virusunun izolasyonu. Vet. Hek.
Derg., 51: 12- 19, ‘

18 — Yongug, A. D. (1982). Bluetongue in western Turkey. Vet. Rec,
111: 144 - 146.



