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ONSOZ

Sap virusu ozellikle ¢ift tirnakli ¢iftlik hayvanlar arasinda yiiksek derecede
bulasma riski olan bir etkendir. Hastaligin bulagma derecesinin yiiksek olmas1 6nemli

ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Tipik klinik semptomlar agiz ve tirnaklarda goriilen vezikiiller ve derinin

kils1z bolgelerindeki erozyonlardir.

Sap hastaligina duyarli vakalarin saptanmasinda, enfeksiyon yoklugunun
dogrulanmasinda ve asilamanin etkisini gostermek amaciyla serolojik testlerden

faydalanilmaktadir.

Bu calismada, Dogu Karadeniz Bolgesi’nde; 5 farkli ilde sap asist ile
asilanmis biiylikbas ruminantlardan elde edilen kan serumlardaki sap virusu O ve A
serotiplerine kars1 gelisen antikor miktarlari likit faz bloking ELISA (LPB ELISA)
ve solid faz kompetitif ELISA (SPC ELISA) ile belirlenmistir.
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1. GIRIS

Sap hastalig1 sigir, domuz, koyun ve keci gibi ¢ift tirnakli hayvanlar arasinda
goriilen ¢ok bulasici bir hastaliktir (Ko ve ark 2009). Ayrica sap virusu; Afrika
bufalosu, bizon, geyik, dag keg¢isi, antilop ve ceylan gibi yaklasik 70 yabani hayvan
tirtinii de enfekte etmektedir (Aftosa 2007). Etken, insanlara da bulagsmakta ve klinik
semptomlara neden olmaktadir (Mahy 2005).

Sap hastalig1 diinya ¢apinda yaygin olarak goriilmektedir. Giiniimiizde Kuzey
Amerika ve Avrupa’nin birgok {ilkesi (Almanya, Arnavutluk, Avusturya, Belgika,
Bosna-Hersek, Biiyiik Britanya, Cek Cumhuriyeti, Danimarka, Estonya, Finlandiya,
Fransa, Hirvatistan, Hollanda, irlanda, Ispanya, Isveg, Isvigre, Italya, izlanda,
Karadag, Kibris, Letonya, Litvanya, Liiksemburg, Macaristan, Makedonya
Cumbhuriyeti, Malta, Norveg, Polanya, Portekiz, Romanya, San Marino, Slovakya,
Slovenya, Ukrayna, Yunanistan) sap hastaligi yoniinden eradikedir (Aftosa 2007,
OIE 2011). Hastalik, siit iiretiminde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmakla
birlikte canli hayvan ve hayvan iiriinlerinin uluslarasi ticaretini de smirlamaktadir

(Ko ve ark 2009).

Sap virusu, hayvanlar ve insanlar arasinda direkt veya enfekte hayvanlarla
fiziksel olarak temas eden canli, cansiz materyaller ile indirekt olarak hizla yayilir ve

biiyiik salginlara neden olur ( Center for Food Security and Public Health 2006).

Klinik olarak etkilenmis sigirlarda agiz, ayak ve meme de vezikiiler lezyonlar
goriiliir. Bu tabloya ates, topallik, salivasyon ve anoreksi de eslik edebilir. Sap
hastaliginda morbitide yiiksek, mortalite ise diisiiktiir. Ozellikle gen¢ hayvanlar
arasinda mortalite yiiksektir (Paixao ve ark 2008).

Hastalik hayvan hareketlerinin sinirlanmasi, enfekte ve yiiksek risk altindaki
ciftlik hayvanlarimin itlaf edilmesi, bu bolgelerdeki yeni enfeksiyonlarin ge¢misinin
ve ilerleyisinin takip edilmesiyle eradike edilebilir. Olii sap virusu ile yapilan
agilamalar da enfeksiyonun yayilmasii sinirlayabilir. Hastaligin goriildigi tilkeler
veya bolgeler eradikasyon tedbirlerini alarak, hastaligi eradike ettiklerini
kanitlanmalar1 durumunda, sap hastaligindan ari statiisii kazanirlar (Arnold ve ark
2008). Sap hastaligindan ari olan iilkeler, ¢iftlik hayvanlarinin ticaretini serbestge

yapabilmelerinden dolay1 biiyiik ekonomik kazang elde etmektedirler.



Sap hastaligindan ari olan iilkelerde hayvanlarin sap virusu ile temasinin,
enfeksiyon sonucu mu yoksa asilama sonucu mu gergeklestigi, virusun yapisal
proteinlerine karsi olusan antikorlarin olgiilmesi ile belirlenir. Hastaligin kontrolii ve
eradikasyonu amaciyla subiinit asilarin kullanmasindan dolayi, virusun kapsid ve
yapisal proteinlerine karsi olusan antikorlarin o6lgiilmesi ile virusla temasin

enfeksiyon veya asilama sonucu gergeklestigi belirlenmektedir.

Diinya Hayvan Saglig1 Orgiitii (OIE) tarafindan, sap hastaligina kars1 olusan
antikorlarin  belirlenmesi i¢in gegerli kabul edilen serolojik testler; Virus
Notralizasyon, Likit Faz Bloking ELISA (Liquid Phase Blocking Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay; LPB ELISA) ve Solid Faz Kompetitif ELISA (Solid Phase
Competitive ELISA; SPC ELISA)’dir (Mackay ve ark 2001).

Bu arastirmada, Dogu Karadeniz Bolgesi’nde bulunan kapali ve kiigiik aile
tipi isletmelerde sap asisi1 uygulanan biiyiikbas hayvanlar; yas (0-11, 12-35, 36 ve 36
Ay 1istii) ve cinsiyete gore (Disi ve Erkek) siiflandirilip, tesadiifi 6rnekleme metodu
ile her bir gruptan alinan kan serumlarindaki sap virusunun yapisal proteinlerine
kars1 olusan antikor miktarlar1 LPB ELISA ve SPC ELISA ile belirlendi. Antikor

miktarlarinin yas, cinsiyet ve asilama sayisina bagli degisimleri degerlendirildi.
1.1. Sap Hastahi@inin Tarihgesi

Sap hastabgimin ilk tanimi, 1546 yilinda Italya’da bir papaz olan
Hieronymous Fracastorius tarafindan yapilmistir (Mahy 2005). Yaklasik 400 yil
sonra 1897 yilinda Loeffler ve Frosch, sap hastaligi etkeninin filtre edilebilir bir ajan
oldugunu gostermislerdir. Ik kez filtre edilebilir bir ajanin, bir hayvan hastaligina
neden oldugunun kanitlanmasi, Viroloji igin bir doniim noktast olmustur (Grubman

ve Baxt 2004).

Ilk sap hastaligi arastirma enstitiisii, 1910 yilinda Almanya’nin Riems
adasinda kurulmustur. Daha sonra 1925’de Biiyiik Britanya’da Pirbright ve 1926
yilinda Danimarka’daki Lindholm Adasi’nda sap hastaligi iizerine arastirma
enstitiileri acilmistir. Hastalikla ilgili atilan en Onemli adimlar enstitiilerin
kurulmasiyla birlikte kobay ve farelerin arastirma hayvani olarak kullanimina ve

1937 yilinda hastaliga karsi as1 gelistirme ¢aligsmalarina baslanilmasidir (Klein 2009).



Ondokuzuncu yiizyilda Giiney ve Kuzey Amerika, Avrupa, Afrika ve
Asya’da birgok sap hastaligi vakasi bildirilmistir (Murphy ve ark 1999). Es zamanlh
olarak hastalik, 1870 yilinda Arjantin, Urugay ve Giliney Brezilya’da tespit edilmistir
(Saraiva 2004). Amerika Birlesik Devletleri’nde hastalik, 1929 yilinda eradike
edilmistir. ikinci Diinya Savasi’ndan sonra hastalik tiim Diinya’da biiyiik bir hizla
yayilmigtir (Wikipedia 2010). 1951 yilinda kurulan Pan-Amerikan Sap Hastaligi
Merkezi (PANAFTOSA), hastaligin kontrolii ve eradikasyonu igin diizenli olarak
haftalik raporlar hazirlayarak, Giiney Amerika’da hastaligin kontrol altina alinmasina
biiyiikk katkida bulunmustur. Kanada’da 1952, Meksika’da ise 1954’den beri sap
hastalig1 goriillmemektedir. OIE tarafindan, Sili ve Urugay asilama uygulanmayan
hastaliktan ari iilke statiisiinde, Arjantin, Paraguay ve Brezilya’nin Rio Grande do
Sul ile Santa Catarina eyaletleri asilama uygulanan hastaliktan ari iilkeler olarak

tanimlanmislardir (Rodriguez-Torres 2001).

Avrupa genel olarak sap hastaligindan aridir. Ancak zaman zaman hastalik
goriilmekte olup, enfekte olsun olmasin o bolgede bulunan tiim duyarli hayvanlarin
kesilmesi ile hastalik yok edilmektedir. Asya’da goriilen sap hastaligi salginlarinin,
Rusya’y1 gecerek batiya dogru yonelmesi sonucu, Dogu Avrupa’da 1910 yilinda
siddetli salgmnlar goriilmiistiir. Fransa’da 1937 ve 1939 yillar1 arasinda, epizotik
olarak belirlenen sap hastaliginin, Kuzey Afrika’dan koken aldigi ve Dogu
Avrupa’nin merkezi ile Bati Avrupa’ya hizla yayildigi gozlenmistir. Avrupa’da,
1950’1i yillarda uygulanan sistemik asilama ile hastaligin insidensi dnemli derecede

diistiriilmiisttir (Leforban ve Gerbier 2002a).

Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization; FAO) tarafindan
sap hastaliginin kontrolii i¢in 1954 yilinda kurulan komisyon (European Commission
for the Control of Foot and Mouth Disease; EUFMD) iiye iilkelerin hastaliktan
korunmasinda ve eradikasyonunda onemli katkilar saglamistir (Leforban ve ark

2002b).

Italya'da 1993, Yunanistan'da 1994, 1996 ve 2000, Bulgaristan'da 1991, 1993
ve 1996, Arnavutluk ve Makedonya’da 1996 ve 1998 yillarinda sap hastaligi ¢ikmis
ve eradike edilmistir. Ingiltere, Fransa, Hollanda ve Irlanda’da 2001 yilinda goriilen

Pan-Asya O tipi salginlari, Hollanda’da asilama, Ingiltere, Fransa ve Irlanda’da



kesim yontemleri ile kontrol altina alinmistir (Sobrino ve Domingo 2001, Leforben
ve Gerbier 2002, Sutmoller ve ark 2003).

Afrika’da, sap hastaliginin yayilmasinda; Afrika bufalolar1 ve impalalarin
onemli rol oynadig1 bildirilmistir (Thomson 1995, Hunter 1998 ). Giiney Afrika’daki,
Kruger Ulusal Park’inda, sap hastaligi yoniinden persiste enfekte bufalo oran1 % 60
olarak tespit edilmistir (Sutmoller ve ark 2003). Kuzey Afrika’da; Fas, Cezayir ve
Tunus’da uygulanan koruma amagli asilama ile 1999 yilindan beri sap hastalig
bildirilmemistir (Rweyemamu ve ark 2008). Giiney Afrika’da, 2000 yilinin
sonlarinda bir domuz ¢iftliginden koken alan, O serotipi salgim1 ortaya ¢ikmis ve
duyarli hayvanlarin, ring asilama yontemi ile asilanmasiyla hastalik kontrol altina
almmistir (Sutmoller ve ark 2003). Zimbabve, Namibya, Botsvana ve Giiney Afrika
Cumbhuriyeti hari¢ geri kalan Afrika iilkelerinin ¢ogunda sap hastaligt endemik

olarak ele alinmaktadir (Hunter 1998, Kitching 1999).

Asya’nin birgok iilkesinde (Kambogya, Laos, Malezya, Filipinler, Tayland ve
Vietnam) sap hastaligi endemik olarak goriilmektedir (Mahy 2005, Rweyemamu
2008). Sap hastaliginin 1929 yilindan beri gériilmedigi Tayvan’da, 1997 yilinda sap
hastalig1 belirlenmistir (Kitching 1999). Cin’in baz1 bolgelerinde ve Tayland’da 1999
yilinda sap virusunun O serotipinin farkli bir tiirii (Pan-Asya tip O) tespit edilmistir.
Sap hastaligindan 1908’den beri ari olan Japonya ve 1934’den beri ari olan Kore’de,
2000 yilinda Pan-Asya tip O serotipi belirlenmistir (Sutmoller ve ark 2003, Mahy
2005).

Yeni Zelanda’da hastaligin hi¢ goriilmedigi bildirilmistir (Grubman ve Baxt
2004).

Tiirkiye’de sap hastaligr ile ilgili ilk istatiksel bilgiler, 1914 yilinda
yayimlanmistir (Nazlioglu ve Oriin 1969). Sap virusunun; A, O, C, SAT-1 ve Asia-1
serotipleri 1914 yilindan beri degisik tarihlerde izole ve identifiye edilmistir. Sap
hastaliginin kontrolii i¢in karantina tedbirleri ile birlikte 1962 yilindan itibaren
asilama uygulanmaktadir. Asia-1 serotipi, 2001 yilindan beri gorilmemistir.
Giintimiizde hastalik, Tiirkiye’de endemik olarak seyretmekte ve etkenin yalnizca A
(A/Iran/2005) ve O (Panasia-I1) serotipleri tespit edilmektedir (Sobrino ve ark 2001,
Rweyemamu ve ark 2008, Knowles ve ark 2009, Sap Enstitiisii Miidiirligii 2009a).
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Resim 1.1. 2011 yilinin ilk 6 ayinda sap hastaligi goriilen bolgeler (OIE 2011).

1.2. Etiyoloji

Sap virusu; Picornaviridae familyasinin, Aphtovirus alt grubunda yer almakta
olup, yaklasik 30 nanometre (nm) ¢apinda ve zarsizdir. Ikosahedral simetriye sahip
virus kapsidinin ¢ap1, 300 Angstrom (A°)’dur (Alexandra ve Gomes, Mahy 2005).
Kapsid; 4 yapisal virus proteininden (VVP) ve bunlarin her birisinin, 60 kopyasindan
olugsmaktadir (Grubman ve Baxt 2004). Yapisal proteinler, VP1(1D), VP2(1B),
VP3(1C) ve VP4(1A)’dir (Mackay ve ark 2001). Her bir yapisal proteinin bir
kopyasi bir araya gelerek, protomerleri, 5 protomer, pentameri ve 12 pentamer

kapsidi sekillendirmektedir (Domingo ve ark 2002).

Viral genom, 8 500 niikleotid uzunlugunda ve tek zincirli, pozitif polariteli
RNA igermektedir (Gomes ve ark 2006, Mahy 2005). Virus RNA’s1, 3’ ucunda,
5’ ucuyla kovalent olarak bagh kiigiik bir proteine (VPg) sahiptir. Genom iizerinde,
3 fonksiyonel bolge bulunmaktadir. Bu bélgeler; 5° uc¢ kodlanmayan diizenleyici
bolge (5’UTR; untranslated region), protein kodlayan bolge (alt boliimleri L/P1, P2
ve P3) ve 3’ u¢ kodlanmayan diizenleyici bolge (3’UTR)’dir (Domingo ve ark 2002).
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Sekil 1.1. Sap virusunun genom yapisi ( Mahy 2005).

Viral genomun P1 bélgesinde, yapisal proteinler (VP1, VP2, VP3 ve VP4)
tretilmektedir (Rueckert 1984, Diego ve ark 1996). VPO, VP2 ve VP4’lin 6n
triniidir (Mackay 2001). VP1, VP2 ve VP3 proteinleri; 2,4 x 10* dalton (Da)
agirliktayken, VP4; 8,5 x 10° Da molekiil agirhigindadir (Morrell ve ark 1987).

Monoklonal antikor baglanma ¢aligmalar1 ve X 1s1n1 kristallografisi ile VP1,
VP2 ve VP3’iin virus ylizeyinde, VP4 proteinin ise i¢ kisimda bulundugu tespit
edilmistir (Alexandra ve Gomes 2000, Shaila 2001). VP1, VP2 ve VP3 benzer

yapisal 6zelliklere sahiptirler ve antijenik 6zellik gosterirler (Saiz ve ark 2002).

VP1 yapisal proteini, major antijenik o6zellik gostermektedir ve serotip
spesifik notralizan antikor olusumunu tesvik etmektedir (Shaila 2001, Clavijo 2003).
VP1 proteininin G-H halkasinda yer alan arjinin-glisin-aspartik asit peptid dizileri

hiicresel tanimlama ve baglanmayi saglamaktadir (Grubman 2004).

VP2 ve VP4, RNA enkapsidasyonunu takiben, VPO’nun otokatalitik

boliinmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Saiz M ve ark 2002).

VP3’iin kapsid stabilitesini, VP4’lin ise bir dominant T hiicre epitopu olarak,

virus spesifik T hiicre yanitinin olugsmasini sagladigi diisiiniillmektedir ( Mahy 2005).



Resim 1.2. Sap virusu C-S8c1(C1/Santa Pau/Spain/70) serotipinin viral kapsidinin yapisi; VP1, Mavi;
VP2, Yesil; VP3, Kirmuzi; VP4, Sar1 Bolgeler (Alexandra 2000).

Yapisal olmayan proteinler; L”°, 2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C" ve 3D-RNA
bagimli RNA polimeraz’dir (Nagendrakumar ve ark 2009). 2A, 2B ve 2C viral
genomun P2 bolgesinden, 3A, 3B, 3C ve 3D proteinleri ise P3 bolgesinden
tiretilmektedir (Rueckert 1984, Jackson 2007). Yapisal olmayan proteinler, virusun
enfekte hiicredeki fonksiyonlari ile ilgilidirler (Sobrino ve ark 2001). 2A proteini, P1
bolgesi dncii yapisal proteinlerinin olusumu ile iligkilidir. 2B ve 2C proteinleri ise
sitopatolojik etki (CPE)’lerin olusumunu tesvik etmektedir. 3A ve 3B protenleri viral
replikasyonda gorev almaktadir (Mahy 2005). 3C proteini, viral proteaz olarak
tanimlanmustir ve viral poliproteinlerinin islenmesi ile iligkilidir (Grubman 2004). 3D
proteini RNA’ya bagli RNA polimeraz olup, viral RNA replikasyonunda yer
almaktadir (Mahy 2005).

Viral RNA bagimli RNA polimerazinin proofreading kabiliyetinin
olmamasindan dolay1 etken, yiiksek mutasyon oranina sahiptir (Ayelet 2009). Virus
replikasyonu ve translasyonu, enfekte hiicre sitoplazmasinda gergeklesir. Etkenin
RNAs1 enfeksiyozdiir (Sobrino ve ark 2001).

Yirminci yiizyilin baslarinda sap virusunun, serolojik olarak birden fazla

serotipinin oldugu belirlenmistir. Baglangigta 2 serotip isimlendirilmistir. ( O tipi;
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Fransa ve A tipi; Almanya) Daha sonra Almanya’da, C serotipi tanimlanmistir.
C serotipinin tamimlanmasindan yaklasik 30 yil sonra ingiltere’de, Pirbright
laboratuvarinda, Giiney Afrika’daki sap hastalig1 salginlarindan toplanan 6rneklerde
3 yeni serotip (SAT1, SAT2 ve SAT3) belirlenmistir. Yedinci ve son serotip olan
Asia-1 ise Pakistan’dan elde edilen 6rneklerden izole ve identifiye edilmistir (Mahy
2005). Bu serotiplerin de birgok alt tipleri mevcuttur (Ko ve ark 2009). Gegirilen bir
enfeksiyon veya bir serotipe karsi yapilan asilama diger serotiplere karst koruma

saglamamaktadir (Mahy 2005).

Sap virusu 1s1, UV ve gamma isinlarina duyarhdir. Is1 etkisi; zamana,
uygulanan sicakliga ve korunmak istenen iirline baglh olarak degismektedir.
Kontamine sivilarin, 90°C’da islem gormesi 6nerilmektedir (Mann ve Sellers 1990).
Etken dogada uygun kosullar altinda aylarca aktivitesini koruyabilir. Etkenin, siit ve
slit tirlinlerinin normal pastdrizasyon sicakliklarinda ve etlerin donma sicakliginin
altinda canl kalabildigi tespit edilmistir (Center for Food Security and Public Health
2006).

Sap virusu pH 7 ve pH 9 arasinda stabildir (Mann ve Sellers 1990). Etken, pH
6,5’in altinda ve pH 11’in {izerinde inaktive olur (Aftosa 2007). Fosforik, siilfirik,
sitrik, asetik ve formik asit, sodyum karbonat, sodyum metasilikat ve sodyum
hidroksit gibi kimyasal maddeler etkeni inaktive etmektedir. Genellikle asitler,
deterjanlarla formiile edilerek kullanilmaktadir. Organik materyal yoklugunda,
oksidasyon ajanlart (Hipokloritler) virusu inaktive ederler. Rigor mortis sonucu
salinan laktik asit, etkenin inaktivasyonuna onciiliikk etmektedir (Mann ve Sellers

1990).

Virus stabilitesi, disiik sicakliklarda artar. Kiiltiir ortaminda, +4°C’da bir
yildan fazla varligini siirdiirebilir. Dondurulmus lenf nodiillerinde ve kemik iliginde
uzun siire canli kalabilir. Organik maddeler, etkenin fomitler iizerinde varligini
stirdiirmesini saglar. Sap virusunun, laboratuvar ortamindaki bugday kepegi ve

samanda {i¢ aydan fazla siireyle bulundugu tespit edilmistir.

Sicaklik 18°C’ye yiikseldiginde etkenin inaktive olmaya basladigi
goriilmiistiir. Virus, sigir diskisinda 18°C’de, 2-3 ay canli kalabilmektedir. Etken,
giines 1s18ina duyarhdir (Aftosa 2007).



Sap virusu, primer sigir tiroid hiicrelerinde veya primer domuz, buzagi ve
kuzu bobrek hiicre kiiltiirlerinde iiretilebilmektedir. Ayrica yavru hasmter (Baby
Hamster Kidney; BHK-21) ve domuz bobrek hiicre kiiltiirlerinde (Instituto Biologico
Rim Suino; IBRS-2) de tretilmektedir. Fakat bu hiicre hatlar1 primer hiicrelere gore
daha az duyarlidir (Aftosa 2007). Virusun enfektivite ¢alismalarinda, yenidogan
farelere sap virusunun intraperitoneal inokiilasyonu yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ayrica immunolojik arastirmalarda kullanilan kobaylara, sap virusu bir seri pasaj
sonucu adapte edilerek, bu hayvanlarda klinik semptomlarin gelismesi gozlenmistir
(Sobrino 2001).

1.3. Epidemiyoloji

Sap hastalify, ¢ift tirnakli hayvanlan etkilemektedir. Sigir, koyun, ke¢i ve
domuz gibi evcil hayvanlarin yani sira vahsi ruminantlarda da hastalik goriillmektedir
(Mann ve Sellers 1990). Sap virusunun en yaygin konagi sigirlardir (Aftosa 2007).
Afrika bizonu, geyik (Karaca, Asya Geyigi, Antilop ve Afrika Ceylani) ve yabani
domuz da dogal konaklar arasindandir. Ayrica fillerin, kunduzlarin ve Kirpilerin, sap
virusuna karst duyarli olduklar1 ve etkenin yayilmasinda rol oynadiklar1 bildirilmistir

(Mann ve Sellers 1990, Mahy 2005).

Sap virusunun 7 serotipi diinya iizerinde farkli sekilde dagilim
gostermektedir. 6’s1 (O, A, C, SAT-1, SAT-2, SAT-3) Giiney Afrika’da ortaya
cikmigken, 4 serotip (O, A, C, Asia-1) Asya’da ve 3 serotip (O, A, C) Giiney
Amerika’da gozlemlenmistir. Diinya lizerinde en yaygin serotip O serotipidir
(Rweyemamu 2008). A serotipinin, alt tipleri biiyiikk antijenik farkliliklar
gostermektedir ve bu alt tipler arasinda ¢apraz koruma goriilmemektedir. Ayrica A
serotipinde, diger serotiplerden daha fazla rekombinasyon goriilmektedir. Asia-1
serotipinin virulensi, diger serotiplere gore daha disiiktiir. SAT1, SAT2 ve SAT3
serotipleri arasinda oldukcga yiiksek sekans farkliliklar1 bulunmaktadir. Son 20 yil
icerisinde C serotipinin neden oldugu biiyiikk bir salgin bildirilmemistir. Sadece
sporadik olarak Giiney Amerika, Dogu Afrika ve Pakistan’da goriilmiistiir (Klein
2009).

Sap hastaligi ayn1 zamanda insanlart da etkilemektedir. Fakat insanlar

arasinda biiyiikk kapsamda bir etkilenme goriilmemistir (Hyslop 1973). Insanlar,



ciftlik ve mezbahanelerde, as1 iiretim tesisleri ve laboratuarlarda, enfekte hayvan
veya materyaller ile temas sonucu enfekte olmaktadirlar. Waldman tipi as1 tireten
laboratuvarda calisan bir isci iki kez sap virusu ile enfekte olmustur. Ilkinde etkenin
C serotipi, ikincisinde ise O serotipi enfeksiyona neden olmustur. Ayrica insanlarda
enfekte siitiin igilmesi ve virus aerosollarinin solunmasi sonucu da enfeksiyon

meydana gelebilmektedir ( Mann ve Sellers 1990).

Hastalik yiiksek derecede bulasicidir (Center for Food Security and Public
Health 2006). Virusun nakli enfekte hayvanlarla veya kontamine fomitlerle direkt
veya indirekt temasla gerceklesmektedir. Etkenin giris yollari; aerosol virusun
solunmasi, kontamine yemin sindirimi, deri siyriklarindan veya mukus

membranlardan virusun girisi ile gerceklesmektedir.

Hayvan tiirlerine gore etkenin giris yollar: dnemlilik arz etmektedir. Ornegin
aerosol virus girisine; domuz, sigir ve koyuna gore daha az duyarlilik gostermektedir
(Aftosa 2007). Sigirlar, bir metrekiip havadaki 0,06 TCIDso (Median tissue culture
infective dose; % 50 doku kiiltiirii enfektif dozu) virus konsantrasyonu ile enfekte
olurken, domuzlar bu miktarin 6 000 kat1 ile enfekte olmaktadir (Mahy 2005).

En yaygin bulasma, agiz riiptiiriinde keseciklerin sekillendigi zaman
goriilmektedir. Olusan aftlardan salinan sivilarla bol miktarda virus sagilmaktadir.
Virus, uygun hava sartlarinda riizgarla birlikte uzak mesafelere yayilabilmektedir.
1981 yilinda, Ingiltere’de sap hastaligi salgmi sirasinda etkenin aerosol yolla
yaklasik 250 km. yayilarak, Fransa’da salginlara neden oldugu bildirilmistir
(Donaldson ve Alexandersen 2002). Virusun hava ile yayilarak duyarli hayvanlarda
enfeksiyon meydana getirme Kkabiliyeti, sap virusunun serotiplerine gore
degismektedir. Alexanderson ve Donaldson (2002) Ingiltere’de yaptiklari bir
calisgmada domuzlarin Logio 6,1 TCIDsy Pan Asya serotipi ile enfekte olurken,
C Noville serotipi ile enfeksiyon i¢in bu miktarin 300°de birinin yeterli oldugunu
tespit etmislerdir (Mahy 2005). Enfekte hayvanlarla temas eden insanlar nazal
kanallar1, ayakkabilar1 ve elbiselerinde etkeni tasiyarak, hastaligin yayilmasinda rol

oynarlar.

Sap virusu, akut enfekte hayvanlarin biitiin sekresyon ve ekstraksiyonlarinda

bulunabilir (salya, ekspire edilen hava, siit, idrar, gaita ve semen gibi) (Aftosa 2007).

10



Klinik belirtiler goriilmeden 4 giin 6nceye kadar siit ve semende etken bulunmaktadir

(Mahy 2005).

Ruminantlar (sigir, koyun ve ke¢i) sap virusunun tasiyicisi olabilirler.
Tasiyic1 hayvan enfekte olmakta, fakat hastalanmamaktadir. Hastaligi atlatan ve
asilanan hayvanlar, tasiyict olabilirler (Center for Food Security and Public Health
2006). Tasiyici hayvanlarda virus ozellikle faringeal bolgede bulunur (Mann ve
Sellers 1990). Sigir farenks epitelyum hiicrelerinde virusun 3 yildan fazla siire ile
canli kaldig1 tespit edilmistir (Mahy 2005). Hastaligi atlatan sigirlar 6-24 ay,
koyunlar ise 4-6 ay etkeni tasiyabilirler. Domuzlar da tasiyicilik goriilmemistir
(Center for Food Security and Public Health 2006).

1.4. Patogenez ve Patoloji:

Duyarli ¢iftlik hayvanlari, enfekte hayvan veya materyal ile direkt veya
indirekt temas etmeleri halinde sap virusu ile enfekte olurlar. Enfekte ve duyarl
hayvanlar ¢ok siki temas halinde iseler en yaygin bulagma sekli aerosol yolla yayilan

damlaciklarla ger¢eklesmektedir (Alexandersen 2003).

Sap hastaliginin dogal enfeksiyon yolu solunum sistemidir. Virusun girisi ve
cogalmasi, muhtemelen faringeal bolgede gerceklesmektedir. Virusun kii¢iik hava
partikiilleri ile birlikte alveoler bosluklara ulasip, makrofajlarla direkt kan dolagimina
tagindig1 diistiniilmektedir. Enfeksiyonun akcigerde meydana gelebilecegine dair bazi
kanitlar bulunmaktadir. Enfeksiyondan hemen sonra virus lenfatik sistem ve kan
yoluyla birgok doku ve organa yayilir. Klinik belirtiler ortaya c¢ikmadan once

sekresyon ve ekstraksiyonlarda ¢ok miktarda virus bulunur.

Hayvanlarda virus titreleri, notralizan antikor miktarinin artmasiyla birlikte
diismektedir. Enfeksiyonu takiben sigirlarin 6nemli bir boliimii tasiyict konumuna
gelirler. Tasiyict hayvanlarin farenksinde virus 2,5 yildan daha fazla bir siire

bulunabilmektedir (Mann ve Sellers 1990).

Sigirlarda enfeksiyon, genellikle aerosol virusun solunum yoluyla alinmasi ile
ortaya ¢ikmaktadir. Enfeksiyon ayni zamanda etkenin, deri veya miikoz
membranlardan girmesiyle de gergeklesmektedir. Fakat bu yolla enfeksiyonun

meydana gelebilmesi i¢in aerosol yolla alinan virusdan, 10 000 kat daha fazla virusa
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ihtiya¢ vardir. Aerosol yolla deneysel olarak enfekte edilen bir sigirin in situ
hibridizasyon yontemi ile ilk 24 saat igerisinde respiratuar bronsial epitelyumunda,
subepitelyumunda ve akcigerin interstisyel alanlarinda virus belirlenmigtir. 72 saat
sonra dilin epiteliyal hiicrelerinde, yumusak damak, ayak, tonsiller ve

trakeabronsiyal lenf nodiillerinde belirtiler ortaya ¢ikmistir (Grubman ve Baxt 2004).

Sap hastaliginin karakteristik lezyonlari; igi sivi dolu tekli veya bircok
kesecik ve 2 mm’den 10 cm’e kadar degisen ¢aplara sahip olan kabarciklardir. ilk
lezyonlar; kiigiik solgun alanlar veya vezikiillerdir. Vezikiiller kisa bir siire sonra
kaybolurlar. Vezikiillerin yerini kirmizi, zedelenmis ruptur alanlari veya lserler alir.
Bu alanlar, gri fibrinoz tabaka ile kaplanabilir ve yeni gelisen epitelyumda

demarkasyon ¢izgisi sekillenebilir. Epidermisdeki vezikiil sivilarinin kaybolmasi,

nekrotik kuru lezyonlarin olusmasina neden olmaktadir (Aftosa 2007).

Resim 1.3. Dildeki multiple biityiik mukozal erozyonlar ve iilserler (CFSPH 2009).

Sap hastaligi lezyonlarinin konumu ve belirgin 6zellikleri, tlirler arasinda
degismektedir. Sigirlarda oral kavitede bir¢cok erozyon, iilser veya vezikiil
bulunabilir. Domuzlarda, koyunlarda ve kegilerde ise bu lezyonlar topuk bolgesinde,

koroner bantta ve ayagin interdigital yariginda daha yaygindir (Aftosa 2007).
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Ayakta goriilen lezyonlar deriye kadar ulasarak, koronitise neden
olabilmektedir. Agir hasta hayvanlarin tirnaklari diisebilir. Lezyonlar; meme ve

meme basinda, ruminal pillarda, prepisyumda ve vulvada goriilebilir.

Geng hayvanlarda kardiyak dejenerasyon ve nekroz, miyokardiyumda gri

veya sari ¢izgiler goriilebilmektedir. Bu lezyon goriiniimleri, bazen kaplan postunu

andirmaktadir (Aftosa 2007).

Ik histopatolojik degisiklikler; kornifiye, cok katli yassi epitelde balon
dejenerasyonu, stratum spinosumdaki hiicrelerin sitoplazmik ve eozinofilik
boyanmasinda artis ve dermisde intraseliiler 6dem baslangici ile karakteristiktir.
Odem tablosunu nekroz, mononiiklear hiicre ve graniilosit infiltrasyonu takip eder.
Doku altindaki epitelyumun boliinmesi ile vezikiiller igerisindeki lezyonlar
makroskobik olarak goriilebilir. Vezikiller sivi iretimine bagli olarak vezikiil

buytikliigii degismektedir.

Resim 1.4. Rumen mukozasindaki diizensiz sekilli erozyonlar (CFSPH 2009).

Sap virusu replikasyonu, kalpde yiiksek seviyelerde gerceklesmekte ve
vireminin meydana gelmesine neden olmaktadir. Akut miyokarditis vakalarinda
kalbin makroskobik incelemesinde; kalbin yumusak oldugu, diizenli kasilmadigi,
kalbin sol ventrikiiliinde ve interventrikiiler septumunda beyaz gri benekler veya

cizgiler goriilmektedir (Mahy 2005).

13



Resim 1.5. Koyunda miyokardiyal nekroz tablosu (CFSPH 2009).

Hiperakut durumlarda kalpde makroskobik lezyonlar agik¢a goriilmeyebilir.
Ancak virus, miyokardiyum veya kandan izole edilebilir. Histopatolojik incelemede;
hiyalin dejenerasyonu ile birlikte lenfohistiositik miyokarditis, miyosit nekrozu ve
mononiiklear hiicre infiltrasyonu gozlenebilir. Bazen iskelet kaslar1 da
etkilenebilmekte olup yashh hayvanlarin miyokardiyum ve iskelet kaslarinda

lezyonlar goriilmemektedir (Mahy 2005).
1.5. Klinik

Hastaligin inkiibasyon siiresi alinan virus dozunun miktarina, bulagsma
yoluna, spesifik virus serotipine, hayvan tiiriine ve giftlik sartlarina gore farklilik
gostermektedir. Isletmeler arasi indirekt yolla yayilmada inkiibasyon siiresi 4 ile 14
giin arasinda degismektedir. Enfekte hayvanin bulundugu isletmelerde, direkt
kontakt yolla yayilmada ise hastaligin inkiibasyon siiresinin 2 ile 14 giin arasinda
degistigi bildirilmistir (Mahy 2005). Ciftlik i¢inde ise yayilma sartlarina bagli olmak
lizere inkiibasyon siiresi 2-14 giindiir. Fakat bu siire 24 saate kadar diisebilmektedir

(Alexandersen ve ark 2003).

Sigirlarda inkiibasyon siiresi virus dozuna ve enfeksiyon yoluna bagl olarak
2 ile 14 giin arasindadir. Inkubasyon siiresi koyunlarda 3 ile 8 giin arasinda iken

domuzlarda bu stire genellikle 2 giindiir (Aftosa 2007).
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Sap hastalig1 akut atesle karakterize olup agiz ve ayak cevresinde vezikiiller
sekillenmektedir (Alexandersen ve ark 2003). Topallik, istahsizlik, depresyon, asiri
salivasyon, burun akintisi ve siit miktarinin azalmasi da klinik belirtiler arasinda yer
almaktadir (Center for Food Security and Public Health 2006). Geng¢ hayvanlarda
virusa bagl sekillenen multifokal miyokarditis sonucu 6liim meydana gelmektedir

(Aftosa 2007). Hastalik gebe hayvanlarda abortlara neden olabilmektedir.

Lezyonlar biiyilk ¢ogunlukla agiz ve ayakta goriilmekle birlikte burunda,
memede, meme baslarinda, prepisyumda, vulvada ve deri ile mukozanin diger

bolgelerinde de goriilebilmektedir (Mahy 2005).

Enfekte sigirlarda; dilde, dis etinde, yumusak damakta ve burunda kabarciklar

goriilmektedir. Bu kabarciklar ac1 veren yaralara doniismektedir. Ayak lezyonlari,

koroner band ve catal arasinda goriilmektedir (Center for Food Security and Public
Health 2006).

Resim 1.6. Sigirda kesici dislerin altinda riiptiire olmusg vezikiil (CFSPH 2009).

Hastalik koyun ve kegilerde hafif seyretmekte olup; ates, oral lezyonlar ve
topallik goriilebilir (Center for Food Security and Public Health 2006).

Domuzlarda ayakta c¢ok siddetli lezyonlar goriilmektedir. ik semptomlar
topallik ve koroner bant civarinin beyazlagmasidir. Koroner bant, dk¢e ve catal
arasinda vezikiiller gelismektedir. Vezikiiller bazen burun ve memede

bulunabilmektedir. Agiz lezyonlari, sigirlardakine gore daha kiiclik ve az belirgindir.

15



Nadiren agizdan salya akmaktadir. Cok kisa siireli ates goriilebilmektedir (Aftosa
2007).

Resim 1.7. Domuzda koroner band civarindaki biiyiik yariklar (CFSPH 2009).

Yetiskinlerin ¢ogu iki veya ¢ haftada iyilesir. Fakat sekonder
enfeksiyonlarin varligi iyilesme siirecini uzatabilir. Olas1 komplikasyonlar gegici
veya kalici siit veriminin azalmasi, kronik topallik, mastitis, agirlik ve kondisyon
kaybina neden olabilmektedir. Mortalitenin gen¢ hayvanlarda yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Nadir de olsa hastaligin siddetli seyretmesi halinde yetiskin hayvanlar
arasinda da o6liim goriilebilmektedir (Aftosa 2007).

Hastaliktan etkilenmis siiriilerde morbiditenin % 100, mortalitenin ise
genellikle % 1°den az oldugu bildirilmistir (Center for Food Security and Public
Health 2006).

1.6. Teshis:

Sap hastaligmin hizli teshisi bilyiik 6nem tasimaktadir. Ozellikle hastaliktan
ari olan tlkelerde karantina ve eradikasyon programlarinin hizli bir sekilde
uygulanmasi i¢in hastaligin kisa siirede tanimlanmasi gerekmektedir (Murphy 2000).
Ayrica hastaligin teshisi; salgin meydana getiren susun antijenik ve genomik
ozellikleri, as1 secimi ve virus kaynagmin takip edilmesi bakimindan onemlidir

(Clavijo 2003).
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Klinik belirti gosteren hayvanlarin, gozetimi veya virusun 6rneklerden direkt
tespit edilmesi ile teshis konulabilmektedir (Ko ve ark 2009). Klinik belirti gosteren
hayvanlardan genellikle teshis igin vezikiil sivisi, dil, bukkal mukoza ve ayaktaki
riiptiire olmamis veya yeni riiptiire olan vezikiil kenarlarindan alinan epiteliyal doku,
antikoagulanli kan, serum ve 6zefagus/farinks sivilart toplanir (Murphy 2000, OIE
2009).

Olii hayvanlardan lenf nodiilleri, tiroid ve kalpden &rnekler almabilir. Bu
ornekler, % 10 fotal buzagi serumu igeren esit hacimdeki hiicre kiiltiirii ile diliie
edilir. Alinan Ornekler dondurulmali (tercihen -70°C) ve soguk zincir altinda

laboratuvara gonderilmelidir (Murphy 2000).

Klinik belirti gostermeyen tasiyici hayvanlar, o6zefagus ve farinks
stvilarindan, sap virusu izolasyonu ve RT-PCR (Revers Transkriptaz Polimeraz

Zincir Reaksiyonu) metotlartyla belirlenebilir (Aftosa 2007).
1.6.1. Virolojik Testler:

Diinya Hayvan Saghg Orgiitii tarafindan 4 virolojik teshis metodu
tammmlanmistir. Bu metodlar; virus izolasyonu, antijen ELISA, komplement

fikzasyon testi ve niikleik asit tanimlama metotlaridir (Clercq ve ark 2008).

Virolojik teshis metotlart yaninda spesifik antikor yanitlarinin belirlenmesi ile
sap hastaligimin teshisinde serolojik metotlar da kullanilmaktadir ( Re'mond ve ark
2002).

1.6.1.1. Virus izolasyonu:

Virus izolasyonu, canli sap virusunun varligini kanitlayan en kesin yontem
olarak uzun siiredir kullanilmaktadir. Virus izolasyonu i¢in genellikle IBRS-2, PK15,
SK6, BHK-21, primer fotal kuzu bobregi veya primer sigir tiroid hiicreleri gibi
duyarli hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir (Clercq 2000, Clercq ve ark 2008).

Virus izolasyonunda buzag: tiroid hiicrelerinin primer kiiltiirleri, sigirlarin
intradermal inokiilasyonu kadar duyarlilik gostermektedir. Bununla birlikte primer

tiroid hiicrelerinden, monolayer elde etmek icin yiiksek maliyet ve yogun emek
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harcanmakla birlikte yapilan c¢alismalar esnasinda bu hiicreler, onkogen
transenfeksiyonuna kars1t immortalize olurlar ve daha az duyarli hale gelirler

(Re’'mond ve ark 2002).

Virus izolasyonu amaciyla siipheli orneklerin inokule edildigi hiicre
kiiltiirleri, CPE yoniinden 48 saat sonra incelenmektedir (OIE 2009). CPE meydana
gelen hiicre kiiltiirii stipernatantindaki, sap virusunun serotipi ELISA, komplement
fikzasyon (CFT) ve RT-PCR testleri ile belirlenmektedir (Alonso ve ark 1992, Reid
ve ark 1998). Eger hiicre kiiltiirlerinde CPE tespit edilmezse, hiicreler dondurulup
¢oziindiriilmeli ve yeni bir Kkiiltire inokiile edilerek tekrar CPE yoniinden
incelenmelidir (OIE 2009). ELISA, CFT ve RT-PCR testleri ile negatif sonug veren
ornekler 2 kez daha doku kiiltiiriinde pasajlanir ve incelenirler (Alonso ve ark 1992,
Reid ve ark 1998). Fakat primer hiicrelerin bir pasajdan sonra dondurulmasinin,

duyarliliklarinin azalmasina neden oldugu bildirilmistir (Re 'mond ve ark 2002).

Kullanilan hiicre kiiltiirti, farkli hayvan tiirlerinden gelen numunelerdeki sap
virusunu izole edebilecek duyarlilikta olmalidir. Ornegin domuz hiicre kiiltiiriiniin,
keci ve koyundan gelen numunelerden sap virusunu izole edilebilecek duyarlilikta
olmadig1 belirtilmistir (Clercq ve ark 2008). Bununla birlikte BHK-21 hiicre
kiiltirleri farkli hayvan tiirlerinden elde edilen 6rneklerden, sap virusunun izole
edilmesine daha fazla duyarlilik gostermektedir (Clercq 2000). Hiicre kiiltiirlerine
alternatif olarak siitten kesilmemis, 2-7 giinliik ve genetik olarak aym tiirdeki fareler
kullanilabilir. Fakat virusun fareye uygulanmasindan dnce birkag kez pasaj yapilmasi
gerekebilir (OIE 2009).

Reid ve ark (1998) sap virusunun izolasyonu igin sigir, koyun, domuz ve
kegiden elde ettikleri toplam 166 epitelyal Grnegi, primer buzag: tiroid ve domuz
bobrek hiicre kiiltiirlerine inokiile etmisler ve hiicre kiiltiirlerinde gelisen antijenleri
daha sonra ELISA ve RT-PCR metodlart ile incelemislerdir. ELISA metodunda
orneklerin 80’ini, RT-PCR metodunda ise 78’ini sap virusu yoniinden pozitif olarak
tespit etmislerdir (Reid ve ark 1998).

Paixao ve ark (2008), Brezilya’daki sap hastaligindan ari olan bolgeden 200
ve hastalik salginlarinin gériilmiis oldugu bolgelerden 260 adet olmak {izere, toplam

460 adet oral svap toplamislar ve bu ornekleri virus izolasyonu amaciyla IBRS-2
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hiicre kiiltiiriine inokule etmislerdir. Inokulasyondan sonra Kkiiltiirleri, 72 saat
boyunca her 24 saatte bir CPE yoniinden kontrol ederek, CPE olusan kiiltiirleri
indirekt sandwich ELISA ile incelemislerdir. Salginlarin goriildiigii bolgelerden elde
ettikleri 6rneklerin 3’iinii, RT-PCR metodu ile pozitif tespit etmisler ve bu pozitif
tespit edilen 3 6rnegin, sadece 2’sini virus izolasyon ve ELISA ile pozitif olarak
belirlemiglerdir. Hastalikdan ari olan bélgelerden elde ettikleri 200 Grnegi, hem

RT-PCR hem de virus izolasyon ve ELISA ile negatif olarak tespit etmislerdir.
1.6.1.2. Komplement Fikzasyon Testi (CFT):

Uzun siire CFT, epitelyal orneklerden sap virusunun belirlenmesinde ve
tiplendirilmesinde kullanilmistir. Ancak CFT’nin baz1 dezavantajlari bulunmaktadir.
Duyarliliginin nispeten az olmasi, orneklerin pro ve anti kompleman aktivitelerini
yorumlamada giigliikler gdstermesi dezavantajlar1 arasindadir. Bu dezavantajlar,

antijen ELISA’nin gelismesine onciiliik etmistir (Re'mond ve ark 2002).

Alonso ve ark (1992) tarafindan yapilan bir ¢alismada, sap hastaligindan
stipheli 248 adet sigir epitelyal 6rnegini, CFT ve ELISA ile incelemislerdir.
CFT’inde 102 adet, polivalan antiserumlu ELISA metodunda ise 144 adet 6rnegi
pozitif olarak tespit etmislerdir. BHK hiicre kiiltiirlerine 248 adet sigir epitelyal
ornegin, inokiilasyonu sonucu 179 ornekte spesifik CPE tespit etmislerdir ve CPE
tespit edilen 179 6rnegin, tamami polivalan antiserumlu ELISA ile tiplendirilirken,

CFT ile 177 adet 6rnegi tiplendirebilmislerdir.
1.6.1.3. Antijen Belirlenmesi:

Ferris ve Dawson (1988), antijen ELISA ile sap virusunun serotiplerinin
saptanabilecegini bildirmislerdir (Clercq ve ark 2008). Antijen ELISA metodu ile 3-4
saat icerisinde sap virusunun serotip tayini yapilabilmektedir (Alexandersen 2003).
Koyun siiriilerinde ve diisiik ekstrasyondaki virus ile asilanmis sifirlarda, sap
virusunun varliginin kontroliiniin istatiksel agidan anlamli olmasi i¢in 6rnek sayisinin

cok olmasi gerekmektedir (Clercq ve ark 2008).

Diinya Referans Laboratuvari tarafindan yillik yaymlanan verilere gore;
Birlesik Krallik digsinda kalan bolgelerde, pozitif tespit edilen 6rneklerin % 70-80’i
antijen ELISA ile belirlenmektedir (Alexandersen 2003). Bazi Avrupa iilkesi
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laboratuvarlarinda antijen ELISA testi, sadece belli basli sap virusu serotipleri (A/ O/
C ve Asia 1) ile sinirlandirilmistir. Bu nedenle testin yanlis negatif sonug¢ verme riski
bulunmaktadir. Bu riski ortadan kaldirmak i¢in, ELISA yonteminde negatif sonug
veren Orneklerin daha sonra yiiksek duyarlilik gosteren hiicre kiiltiirleri ve RT-PCR

ile incelenmesi gerekmektedir (Clercq ve ark 2008).

Nordengrahn ve ark (2007), sap hastaligindan siipheli 54 adet epitel 6rnegin,
antijen ELISA ile 42’sini pozitif, 12’sini ise negatif tespit etmislerdir. Ayn1 drnekleri,
RT-PCR ile incelemisler ve antijen ELISA sonuglarini dogrulamiglardir.

Antijen antikor arasindaki reaksiyonu temel alarak gelistirilen bir diger testte
Pen-Side testidir (Alexandersen 2003). Kromatografi teknolojisi ile gelistirilen bu
test hizli ve kolayca tekrar edilebilir olmasi ile sap virusuna kars1 olusan antikorlarin

belirlenmesinde kullanilmaktadir (Clercq 2003).

Montassier ve ark (1994), yaptiklari bir ¢alismada Staphylococcus aureus’un
protein A yoluyla dogal olarak kobaylardaki sap virusu antikorlarina baglandiginm
tespit etmislerdir (Re'mond ve ark 2002). Protein A, Staphylococcus aureus’un hiicre
duvarinda yer alan 42 kilodalton (kDa) olan bir proteindir (Go 'mez ve ark 2006). Bu
test Tirkiye’deki saha orneklerinde basari ile uygulanmis ve Ozefagus/farinksten

alinan 6rneklerde yiiksek sensitivite gostermistir.

Reid ve ark, monoklonal antikoru renkli lateks partikiilleri ile birlestirerek,
kromatografik strip testte kullanmislar ve laboratuvar ¢alismalarinda olumlu sonuglar
almiglardir. Bu test, epitelyal siispansiyonlar ile nazal svaplara, ELISA’dan daha

yiiksek sensitivite gostermistir (Re 'mond ve ark 2002).

1.6.1.4. Niikleik Asit Tanimlama Yontemleri:

Yakin zamanda klinik Orneklerden sap virusunun, viral RNA’si1 tespit
ederek, teshis konulmasi amaciyla farkli RT-PCR metotlar1 gelistirilmistir.
Giliniimiizde sap hastaliginin teshisinde kullanilan PCR yontemleri; PCR-ELISA ve
antijen capture RT-PCR’dir. PCR metodlar: hizli, duyarli ve spesifiktir (Baxi ve ark
2006).
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Pirbright Laboratuvar’inda gelistirilen RT-PCR metodlari, ELISA ve virus
izolasyonu kombinasyonlari kadar duyarhidir ve 6rnegin geldigi giin kesin sonug elde
edilmesini saglamaktadir (Alexandersen 2003). PCR metodunun sahip oldugu
yiiksek duyarlilik sayesinde oldukea kiigiik 6rneklerle ¢alisilabilmektedir. Spesifisite,
hedef viral RNA bolimlerinin amplifiye olmasit ile daha da artabilmektedir
(Re'mond ve ark 2002).

Bu metotlarda, viral RNA’nin belirlenmesi ve tiplendirilmesi igin genel ve
serotipe spesifik primerler kullanilmaktadir (Baxi ve ark 2006). Primer se¢imi ¢ok
onemli olup segilen primer hedefinde, sap virusunun biitiin serotiplerinin ve alt

tiplerinin yer almasi gerekmektedir (Re’'mond ve ark 2002).

Etkenin izolasyonu ve PCR’da basarili bir amplifikasyon i¢in sahadan elde
edilen Orneklerden, viral RNA’nin yeterli ekstraksiyonunun yapilmasi
gerekmektedir. Ozefagus/farinks sivilari ve nasal salgr gibi 6rneklerden RNA ekstra
edilmeden Once virusun, polietilen glikol presipitasyonu ile konsantre edilmesi
gerekmektedir.  Farkli  ekstraksiyon metotlar1  gelistirilmistir.  Numunenin
kaynatilmasi ile RNA’nin virustan Serbest kaldigi, yapilan ekstraksiyon testlerinde
belirlenmistir. Ayrica plastik platelerin, direkt viral siispansiyonla kaplanmasi ile
virion yapisinin plastige yapigsma esnasinda deformasyona ugrayarak RNA’nin agiga

¢ikmasinin kolaylasacagi diigiiniilmektedir (Re’'mond ve ark 2002).

Bununla birlikte RT-PCR metotlarinda, biitiin serotiplerin multipleks
bigimlerinin ayn1 anda amplifiye olmamasi veya birgok viral patojenin ayni anda

belirlenememesi, dezavantaj olarak kabul edilmektedir (Baxi ve ark 2006).

Persiste enfeksiyonlarin hiicresel temelini agikliga kavusturmada, niikleik
asit hibridizasyon testi kullanilmaktadir. Fakat RT-PCR ile karsilastirildiginda diisiik
spesifisite ve sensitivitiye sahip olmasi ylizinden uzun siiredir dikkate

alinmamaktadir.

Reid ve ark (2002), sap hastaligindan siiphelendikleri hayvanlardan 115 adet
vezikiiler epitelyum siispansiyonu, 138 adet kan ve 20 adet siit 6rnegi alarak bu
numuneleri virus izolasyon ve RT-PCR metotlart ile incelemislerdir. 115 vezikiiler

epitelyum silispansiyonunun 69’u virus izolasyonunda pozitif ¢ikarken, RT-PCR
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yonteminde 64’1 pozitif, 5’1 ise siipheli tespit edilmistir. Virus izolasyonunda 138
kan 6rneginin 5’1 pozitif iken RT-PCR yonteminde 4’l pozitif bulunmustur. Hem
virus izolasyonu hem de RT-PCR metodunda, 20 siit 6rneginin hepsi negatif olarak

tespit edilmistir.
1.6.2. Serolojik Testler:

Subklinik olarak enfekte hayvanlarin teshisi, serolojik siirveyansla
gerceklestirilebilir (Ko ve ark 2009). Koyun ve kegi gibi sap hastaligmin klinik
belirtilerinin az veya hi¢ goriilmedigi hayvan tiirlerinde ortaya cikan salginlarin
stirveyanslar1 agisindan, serolojik testler olduk¢a kullanighdir (Re’'mond ve ark
2002). Sap hastaliginin serolojisinde OIE tarafindan tanimlanan uluslararasi testler

kullanilmaktadir.
1.6.2.1. Virus Notralizasyon Testi (VNT):

Virus nétralizasyon testi, sap hastaligina karsi olusan antikorlar1 belirlemede
kullanilan uluslararasi bir testtir (Che'nard 2003). Bu testte enfeksiyon ve asilama
sonucu sap virusunun yapisal proteinlerine karsi olusan antikorlar tespit edilir
(Re'mond ve ark 2002). VNT’nin, 1/45 diliisyonda spesifisitesi % 100’e
ulagabilmektedir (Alexandersen 2003).

Mackay ve ark (2001), sap hastaligindan siipheli sigirlardan elde ettikleri 85
adet serumu, sap virusunun Aj; serotipi yoniinden LPB ELISA, SPC ELISA ve VNT
metodlariyla incelemislerdir. LPB ELISA metodunda 48 adet, SPC ELISA
metodunda 4 adet ve VNT metodunda 2 adet serumu, Az, serotipi yoniinden pozitif
olarak tespit etmislerdir. LPB ELISA metodunun spesifisitesi % 43,5 SPC ELISA
metodunun spesifisitesi % 95,2 ve VNT metodunun spesifisitesinin % 97,6 oldugunu

bildirmislerdir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda; asili hayvanlarin, enfekte veya asilamadan
sonra enfeksiydz virusla temas sonucu persiste enfekte olan hayvanlardan ayrilmasi
gerektigi vurgulanmistir (Re 'mond ve ark 2002). Canli bir virusla enfekte hayvanda,
viral replikasyon sirasinda ekspirese edilen yapisal olmayan proteinlere (baslicalar
proteazlar ve RNA polimeraz) karsi olusan antikor yanit, teorik olarak purifiye viral

partikiille asilanmis hayvanlarda olusmamaktadir (Re 'mond ve ark 2002, Cao ve ark
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2007). Bu nedenle yapisal olmayan proteinler (NSP), enfekte hayvanlarin
belirlenmesinde potansiyel antijenler olarak goriilmektedir (Re’'mond ve ark 2002).
Bununla birlikte baz1 sap virusu asilari, NSP’leri igermektedirler. Bu asilardaki
NSP’ler, konsantrasyonlarina bagli olarak saptanabilir diizeyde immun yanitin

olusmasina neden olabilirler (O’Donnell ve ark 1996).

Virus noétralizasyon testi serotip spesifik bir testtir. Hiicre kiiltiirine ihtiyag
duymaktadir ve 2-3 giinde sonu¢ vermektedir (Re'mond ve ark 2002). VNT,
biyogiivenlik seviyesi 3 olan laboratuvarlarda uygulanabilmektedir (Ko ve ark 2009).
Az miktardaki serumla yapilan disiik titrelerde hatali pozitif sonu¢ verdigi
gozlenmistir. Bu dezavantajlar goz Oniine alinarak, sap virusuna karsi olusan
antikorlarin belirlenmesinde, ELISA yontemleri kullanilmaya baglanmistir (Re ' mond
ve ark 2002).

1.6.2.2. Likit Faz Bloking ELISA (LPB ELISA):

Hamblin ve ark (1986), Diinya ¢apinda bir¢ok laboratuvarda rutin arastirma
metodu olarak kullanilan LPB ELISA’y1 gelistirmistir (Hamblin ve ark 1986a).
Yapilan ¢alismalarda, testin sensitivitesinin % 100’e yakin, spesifitesinin ise % 95

oldugu belirlenmistir (Alexandersen 2003).

Hamblin ve ark (1986), ii¢ buzagiy1 sap virusunun O serotipi ile suni olarak
aerosol yolla enfekte etmislerdir. Enfekte edilen buzagilardan 14 giin boyunca serum
ornekleri toplayarak, antikor diizeylerini LPB ELISA ve VNT ile kontrol etmislerdir.
Ik 5 giinde diisiik titredeki antikoru, hem LPB ELISA hem de VNT metodlari ile
belirlemislerdir. Buzag1 serumlarindaki antikor titrelerini, LPB ELISA ile 5 giinden
sonra, VNT metodu ile ise 8-9 giin sonra pozitif olarak tespit ettiklerini
bildirmislerdir (Hamblin ve ark 1986b).

Yapilan c¢aligmalarda, virus nétralizasyon testinde oldugu gibi hatali pozitif
tepkilerin ortaya ¢iktigi ve testin tekrarlanabilir sonuglara ihtiya¢ duydugu
belirlenmistir (Re'mond ve ark 2002). Ozellikle stres altindaki hayvanlarda yapilan
testlerde hatali pozitif oraninin % 18’e kadar ulastig1 tespit edilmistir (Mouchantat ve
ark 2005). Bu nedenle LPB ELISA’da kullanilan poliklonal serumun yerini,

monoklonal antikorlar almistir.
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Yetersiz sonug veren Ornekler, VNT ile kontrol edilmektedir. LPB ELISA’nin
spesifisitesinin nispeten diisiik olmasi ve muhtemelen birgok dogrulayict VNT ye
ihtiya¢ duyulacak olmasi, bliyiik ¢aptaki aragtirmalarda bu testi daha az tercih edilir
yapmaktadir (Alexandersen 2003).

1.6.2.3. Solid Faz Kompetitif ELISA (SPC ELISA):

SPC ELISA, yakin zamanda gelistirilmistir. Validasyon testleri SPC
ELISA’nin, yiiksek sensitivite ve spesifisiteye (% 99,8) sahip oldugunu
gostermektedir. Bu metotla, deneysel olarak enfekte edilmis biitiin hayvanlar (sigr,
koyun ve domuz) enfeksiyondan 5-8 giin sonrasindan, birka¢ ay sonrasina kadar
belirlenebilmektedir (Alexandersen 2003).

Mackay ve ark (2001), sap hastaligindan siipheli sigirlardan elde ettikleri
85 adet serumu sap virusunun O; serotipi yoniinden; SPC ELISA, LPB ELISA ve
VNT metodlariyla incelemislerdir. SPC ELISA metodunda 3 adet, LPB ELISA
metodunda 73 adet ve VNT metodunda 1 adet serumu, O; serotipi yoniinden pozitif
olarak belirlemislerdir. Aragstirma sonucunda, LPB ELISA metodunun spesifisitesini
% 14,1 SPC ELISA metodunun spesifisitesini % 96,4 ve VNT metodunun

spesifisitesini % 98,8 olarak tespit etmislerdir.
1.6.3. Yapisal Olmayan Proteinlerin (NSP) Antikor Testleri:

Biyoteknolojik gelismeler sayesinde sap virusunun, NSP’lerinin farkli
prokaryotik ve Okaryotik vektorlerde, in vitro olarak ekspirese ettikleri biiyiik
miktarlardaki iriinler, immunolojik testlerle belirlenebilmektedir. Escherichia coli ve
Baculovirus vektori kullanilan insekt hiicresinde, flizyon proteini olarak bir dizi NSP
ekspirese edilmistir (Re’'mond ve ark 2002). NSP antikor testlerinde, sap virusunun
farkli 7 serotipinin antijenlerine ihtiya¢ duyulmamaktadir. Testler sadece enfeksiyon

icin spesifiktir (Parida ve ark 2007).

Virusun enfeksiyon ile ilgili antijeni (VIA), sap virusunun replikasyonunda
yer alan fakat yapisal olmayan bir antijendir. Bu antijen yapisal olmayan 3D
proteinini igermektedir. VIA karsi olusan antikor yaygin olarak Agar jel
immunodiffiizyon testi (AGID) ile belirlenebilmektedir (O’Donnell ve ark 1996).
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Bu testin disinda; lateks agliitinasyon, immunoelektro-transfer blot analizi,
direkt ELISA ve likit faz bloking sandwich ELISA gibi farkli immunolojik testler,
NSP antikor arastirmalarinda kullanilmaktadir (Re 'mond ve ark 2002, O’Donnell ve
ark 1996).

Bergmann ve ark (1993), rekombinant DNA teknikleri ile Escherichia
coli’den {iretilen piirifiye NSP’leri kullandiklar1 immunoelektro-transfer blot
analizinde, 3D proteini disindaki diger NSP’lerle, enfekte ve asili hayvan

serumlariin ayirt edilebilecegini bildirmiglerdir (Grubman ve Baxt 2004).

Enfekte ve asili hayvanlarin ayirt edilmesinde, Leader proteaz (L proteini) ve
3ABC, NSP’leri de yaygin olarak arastirilmaktadir (Re 'mond ve ark 2002).

O’Donnell ve ark (1996), hastalikdan ari ve sap salgmlarinin bulundugu
bolgelerdeki sigirlardan elde ettikleri serum 6rnekleri ile ELISA-3D, ELISA-VIA ve
AGID metodlarmin sap hastaliginin teshisindeki spesifisite ve sensitivitelerini
karsilastirmiglardir. Sap hastaligindan ari olan bolgelerdeki sigirlardan elde ettikleri
101 serumu ELISA-3D, 215 serumu ELISA-VIA ve 219 serumu AGID metotlar ile
incelemisler ve higbir pozitif 6rnek tespit edilmedigini, testlerde % 100 spesifisite
bulundugunu bildirmislerdir. Sap hastaligi salgin1 olan ve deneysel olarak enfekte
edilmis sigirlardan 5 giin sonra aldiklart; 111 serumun 101’ini, ELISA-3D metodu ile
69 serumun 59’unu, ELISA-VIA ve 69 serumun 54’tinii, AGID metodu ile pozitif

olarak tespit etmislerdir.
1.7. Aymrci Teshis:

Sap hastaligini, klinik olarak vezikiiler stomatitis, domuz vezikiiler stomatitisi
ve vezikiller ekzantem gibi vezikiller hastaliklardan ayirmak giictiir. Evcil
hayvanlarda goriilen semptomlar; ayak ciirigii, travmatik stomatitis, kimyasal ve
termal yaniklarda goriilen semptomlara benzemektedir. Sigirlarda oral lezyonlar;
sigir vebasi, infeksiydz bovine rhinotracheitis, bovine viral diyare, malignant kataral
fever ve epizootik hemorajik hastaliklardaki lezyonlara benzerlik gostermektedir.
Koyunlardaki lezyonlar; mavidil, kontagiyoz ektima, dudak ve bacak iilserleri ile
karisabilmektedir (Aftosa 2007).
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1.8. immunoloji:

Enfeksiyonu takiben sap virusu, homolog serotip veya antijenik olarak yakin
viruslara kars1 olusan enfeksiyondan koruyan, yaygin humoral ve hiicresel yanitin
meydana gelmesine neden olur. Etkene karsi immunite oncelikle humoral olarak

gerceklesmektedir (Clavijo ve ark 2003).

Hastaliktan korunma ¢ogunlukla serumda indiiklenen yiiksek seviyedeki
notralizan antikor miktar1 ile iliskilidir. Viral opsonizasyonu takiben virus antikor
komplekslerinin fagositozunun, in vivo viral temizlenmeye aracilik ettigi ileri
stiriilmektedir. Notralizan antikorlar, viral kapside yerlesen B hiicre epitoplari
tarafindan yonetilmektedir. Bu antikorlar, enfeksiyondan hemen sonra veya

asilamay1 takiben kisa siire icerisinde tespit edilebilmektedir.

Enfeksiyon veya asilamadan sonraki 3-4 giin igerisinde, ilk olarak IgM
tiretilmektedir (Saiz ve ark 2002). Sigirlarda enfeksiyon sonrasi IgM yaniti
10-14"lincii giinler arasinda pik yapar ve daha sonra diiser (Sobrino ve ark 2001).
1gG, 14’iinci glinden itibaren major ndtralizan antikor olarak salinir. Genellikle 1gG1

yaniti, 1gG2 yanitindan daha fazladir.

Enfeksiyonun ve asilamanin erken donemlerinde, {ist solunum ve
gastrointestinal sistem salgilarinda, antikor yaniti belirlenebilir (Saiz ve ark 2002).
Sekresyonlarda, ilk olarak IgM daha sonra IgA ve en sonunda da IgG’ler tespit
edilmistir (Sobrino ve ark 2001).

Enfeksiyon veya asilama, spesifik T hiicre yanitini ortaya ¢ikarmaktadir. Sigir
ve domuzlardaki B hiicre aktivasyonu ve antikor iiretimi, T hiicreleri [6zellikle
Cluster of Designation 4 (CD4+)] aracilig: ile ortaya ¢ikan lenfoproliferatif yanitla
iliskilidir. Bu yardimer T hiicreleri, viral epitoplar1 tanimakta ve kapsid ile yapisal
olmayan proteinlere yerlesmektedirler. Ayrica bu yardimci T hiicreleri, antiviral
antikorlarin tiretimine katilarak, sap hastaliindan korunmada etkin bir immunite

olugsmasini saglamaktadir (Saiz ve ark 2002).

Enfeksiyondan sonraki antikor yaniti, aylarca devam edebilmekte ve birkag
yil sonra bile tespit edilebilmektedir. Ama domuzlarda, 6zellikle hizla gelisen geng

domuzlarda, antikorlarin bulunma siireleri yarilanmakta hatta 1 haftaya kadar
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diismekte ve sadece birkag ay igerisinde belirlenebilir seviyelerde bulunmaktadir.
Iyilesen sigirlar, homolog viruslara kars1 3-4 ay bagisiklik kazanirlar. Bu donemden

sonra kismi immunite ortaya ¢ikmaktadir.

Cunliffe (1964) 1 yil 6nce iyilesmis hayvanlari kontrol etmis, bu hayvanlarda
inokulasyon yapilan bélgelerde lokal lezyonlarin gelistigini, generalize enfeksiyonun
gelismedigini ve diger hastalik belirtilerinin goriilmedigini tespit etmistir. Daha sonra
yapilan caligmalarda immun yanitin 4,5 yila kadar devam edebilecegi ortaya
konmustur. immunite oranimmin azalmasi, yasa, beslenme seviyesine, fizyolojik

duruma ve hayvan irkina gore degismektedir.

Iyilesen hayvanlardan alinan tam kan veya serumla, enfekte olmayan sigirlari
pasif olarak bagisik kilmak miimkiindiir. Bu yontemin, asilama gegerli olmadan 6nce
kullanildig1 bildirilmistir (Mann ve Sellers 1990). Serum ve kan ile ilk bagigiklik
denemelerini, 1897°de Siegel ve onu takiben sap virusunu izole eden Loeffler
yapmugtir (Blancou 2002). Hastaligi atlatan veya bagisiklik kazanmis sigirlarin
colostrumundaki antikorlar, kendilerini emen buzagilara gecerek, immun yanitin

hizli bir sekilde gelismesini saglamaktadir (Mann ve Sellers 1990).

Pasif immunite yOntemi yaygin olarak Avrupa’da kullanilmistir.
Danimarka’da 1925 ve 1933 yillar1 arasinda iyilesen hayvanlardan elde edilen 112
000 litre serum pasif immunite ¢aligmalarinda kullanigsmistir. Fakat bu metod terk
edilmistir. Ciinkii tehlikeli olabilmekte ve yeterince uzun siire bagisiklik

saglamamaktadir (Blancou 2002).

Asilamalarla ilgili pozitif sonuglar, ilk kez 1925 yilinda Valle’e, Carre” ve
Rinjard’mm in vivo elde edilmis pirifiye virus ile yaptiklart c¢aligmalarla
yayinlanmigtir  (Blancou 2002). Asilamaya bagli olusan immunite, dogal
enfeksiyondan sonra gelisen immuniteden daha kisa slirmektedir. Deneysel
calismalarda tek doz uygulanan inaktif asinin 3-6 ay siire ile koruma sagladigi
belirlenmistir. Immunite siiresini, as1 formiilinde kullamlan adjuvant tipi
etkilemektedir. Yakin ge¢miste gelistirilen yag emisyonlu asilar, uzun siire koruma
saglamaktadir. En azindan yilda bir kere diizenli asilama, siirii bagisikliginin

gelismesi i¢in gereklidir (Mann ve Sellers 1990).
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1.9. Kontrol:

Sap hastaligimin kontroliiniin dayandig: iki ana strateji, enfekte ve tasiyici
hayvanlarin kesimi ile sap virusuna duyarli hayvanlarin diizenli asilanmasidir
(Domingo ve ark 2002). Hastalik insidensinin diisiik oldugu iilkelerde kesim, diger
iilkelerde ise ekonomik ve sosyal sartlar gbéz Oniline alinarak asilama ydntemi
kullanilmaktadir (Mann ve Sellers 1990). iki strateji birlikte kullanilarak da sap
hastalig1 kontrol edilebilmektedir. Enfekte ve tasiyici hayvanlarin kesiminin yapildigi
bolgelerde ring asilama uygulanarak, hastaliktan korunma amaglanmaktadir

(Domingo ve ark 2002).

Yirminci yiizyilin basindan itibaren sap hastaligi bircok {ilkenin ilgisini
cekmistir. Salginlardan endiselenen iilkeler, hastaligin kontroliinii arastirmak icin
enstitiller kurmuslardir. Almanya’da 1909°da Insel Reims, Birlesik Krallik’da
1924°de Pirbright, Danimarka’da 1925’de Lindholm Island, Brezilya’da 1951°de
Centro Panamericano de Fie'bre Afto'sa (PanAftosa) ve Amerika Birlesik
Devletleri'nde 1953’de Plum Island Animal Disease Center Enstitlileri sap
hastaligin1 arastirmak igin kurulmustur (Grubman ve Baxt 2004). Tirkiye’de ise
1950°de Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitlisii'nde hastaliga karsi asi
tiretimine baslanmis ve 1967 yilinda Sap Enstitiisii kurulmustur (Sap Enstitiisii

2009a).

Bati Avrupa’daki bazi iilkelerde 1950’lerin baslarinda yilda 10 000 ile 100
000 arasinda degisen sayilarda salginlar ortaya g¢ikmistir. Bu salginlar hayvan
hareketlerinin smirlanmasi, enfekte hayvanlarin kesilmesi ve dezenfeksiyon

yontemleri ile kontrol edilmeye ¢aligilmistir (Grubman ve Baxt 2004).

Sap virusu enfekte ve duyarli hayvanlar arasinda et, siit, semen, ovum, hava
yoluyla, kontamine insanlar, evcil ve vahsi hayvanlar, kuslar ve kullanilan arag
geregle direkt olarak yayilmaktadir. Hastaliginin kontrolii i¢in bu yayilma halkasinin
kirilmas1 hedeflenmektedir. Yayilmayr engellemekteki ama¢ hayvanlar tarafindan

tiretilen virus miktarini azaltmaktir (Mann ve Sellers 1990).

Ciftlik hayvanlarinin hareketlerinin kontrolii en etkili nlemlerden biridir.

Ette laktik asit tiretimi, virusu etkili bir sekilde inaktive eder. pH degisimi olmayan
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sakatat ve dokularin isitilmasi, siitiin 1s1 ile muamele edilmesi virusun inaktive
olmasini saglar (Mann ve Sellers 1990). Diisiik 1sidaki pastorizasyon (63-66°C’de 10
dakika) sap virusunu inaktive etmez. Yiiksek sicaklikta kisa siireli pastorizasyon (75-
85°C’de 15 saniye), siitte bulunan Onemli miktardaki virusu yok eder. Enfekte
inekten elde edilen siit, 100°C’de 20 dakika isitilarak inaktive edilebilir. Insanlarin
mekanik olarak kisa siire ile sap virusunu tasidiklar1 ve yayilmasinda rol oynadiklar
distiniilmektedir. Bu ylizden enfekte ciftliklere insanlarin giris ¢ikisi hastaligin
yayilmasini engellemek amaciyla kisitlanmalidir (Mann ve Sellers 1990). Yapilan bir
calismada; enfekte hayvanla bir arada bulunan sekiz kisiden birinin nazal pasajinda,
28 saat sonra virus tespit edilmistir. Fakat 48 saat sonra yapilan incelemede sekiz

kisinin higbirinde etken tespit edilememistir (Aftosa 2007).

Hayvanlarin tasinmasinda kullanilan arag¢ ve geregler dezenfekte edilmelidir
(Mann ve Sellers 1990). Sodyum hidroksit (% 2), sodyum karbonat (% 4), sitrik asit
(% 0,2) ve Virkon-S etkili dezenfektanlardir. Ozellikle organik materyallerin
varliginda iyodoforlar, kuaterner amonyum bilesenleri, hipoklorit ve fenoller daha

diisiik etkili dezenfektanlardir.

Enfekte karkaslar yakma, rendering, gomme veya diger tekniklerle glivenli
bir sekilde imha edilmelidir. Rodent ve diger vektorler 6ldiiriilerek, virusun mekanik
olarak yayilmasinin, enfeksiyonun goriilmedigi ciftliklerde iyi biyogiivenlik

onlemleri uygulanarak, virus girisinin engellenebildigi bildirilmistir (Aftosa 2007).
1.10. Asillama:

Ondokuzuncu yiizyilin sonlarinda, hayvanlar1 enfektif sap virusuna karsi
bagisik kilmak amaciyla as1 gelistirme ¢alismalar1 baglamistir. Fakat viral virulensin
tahmin edilememesi ve bir¢ok viral serotipin varligindan dolayr pratik bir as1

gelistirilememistir (Rodriguez ve Grubman 2009).

Sabin tarafindan atteniie polimiyelitis asis1 gelistirilmesinden sonra 1950 ve
1960 yillar1 arasinda sap hastaliina karst as1 gelistirme calismalar1 yogunlagmustir.
Temel yaklasim; sap virusunun in vitro kiiltiirlerde pasajlanarak hastalik
olusturmadan, immun yanit1 olusturacak virus populasyonunun se¢ilmesi olmustur

(Barteling 2002).
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Asilama sap virusunun yayimasini Onlemede, salginlardan duyarh
hayvanlarin korunmasinda ve endemik bdlgelerde hayvanlart klinik hastaliktan
korumak igin kullanilmaktadir. Sap virusu asilari, enfeksiyon etkeninin serotipine ve
alt tiplerine uygun olmak zorundadir. Bir serotipe karsi asilama hayvanlar1 diger
serotiplere veya diger serotiplerin alt tiplerine karsi korumaz. Su an, sap hastaligina

kars1 genis kapsamli koruyuculuk saglayan bir agi bulunmamaktadir (Aftosa 2007).

Klasik ticari asilarda, asilama ve korunma arasindaki siire 14 giine kadar
cikabilmektedir. Yeni jenerasyon sap asilart hayvanlart 12 aya kadar
koruyabilmektedir. Fakat tam bir immunite gelismemekte ve saha sap viruslari, asili
hayvanlarda ¢ogalabilmektedir. Genis ¢apl salginlarin goriildiigii bolgelerde asilama
programlari basarisiz olabilmektedir. Arastirmacilar duyarli hayvanlarin % 50 veya
daha fazlasinin asilanmasi halinde ¢iftlik hayvani populasyonunun biiylik bir
epidemik sap hastaligina karst korunacagmi ileri siirmektedir (Davies 2002).
Hastaligin as1 yolu ile kontrol g¢aligmalar1 birgok enzootik bolgede salginlarin

azaltilmasini saglamistir (Grubman ve Baxt 2004).

Klasik asilar, persiste sap virusu ile enfekte sigirlarda koruma saglayamaz.
Tastyicilik durumunu minimize etmek i¢in bir asinin hedefi sistemik ve mukozal
immunite olmalidir. Bazi sap hastalig1 salginlarinin as1 orjinli olduguna dair 6nemli
kanitlar bulunmaktadir. Bu kanitlar, aginin hazirlanmasi esnasinda enfeksiyoz virusa

gerek duyulmadigini géstermektedir.

Sap hastaligina karst yeni bir as1 gelistirilirken asinin, yeterli diizeyde
humoral ve hiicresel immun yanit olusturacak multiple B hiicresi ve T hiicre

epitoplarini igermesi gerekmektedir (Domingo ve ark 2002).

Yapilan bir c¢alismada sap asisi, immunite ve potens yoniinden
degerlendirilmistir. Bu c¢alismada koruyuculuk dozu (PDsp) minimum 3-7 PDs

olarak belirlenmistir (Mann ve Sellers 1990).

Asilar monovalan, bivalan, trivalan ve polivalan olabilmektedir. Farkli serotip
antijenleri arasinda interferens bulunmaktadir. Ilk asilama ruminantlarda 3-6 ay arasi

bagisiklik saglamaktadir. Daha sonraki asilama sigirlarda bir yila kadar koruma
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saglarken, bu siire koyunlarda 6 aya diismektedir. Koyunlarda sigirlarda kullanilan

as1 dozunun 1/3 kullanilmaktadir.

Enfeksiyonun c¢ok riskli oldugu bolgelerde, ruminantlar yilda ii¢ kere
astlanirken, orta riskli bolgelerde hayvanlar yilda 2 kere agilanmaktadir. Enfeksiyon
riskinin diisiik oldugu iilkelerde ruminantlar ilk yi1l 2 kez daha sonra ise yilda bir kere
astlanirlar. Sigirlarin tek asilama ile tam olarak korunmadigi, tam korunmanin 3 {incii
asilamadan sonra sekillenmeye basladig1 yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur. Tam
korunma sekillenmeden Once virusun, farinks bolgesinde veya abrasyonlu deride

lokal ¢cogalmasi gerceklesebilir.

Maternal antikorlar, 3-6 ay siire ile bagisikligi interfere edebilir. Bununla
birlikte, bu siirecteki korunma boslugunu o6nlemek igin 2-6 ay yaslar1 arasinda

degisen hayvanlarin asilanmasi 6nerilmektedir.

Genellikle agilama sigirlarla sinirlandirilmigtir. Ornegin Avrupa’da sigirlarin
% 46’s1 asilanirken, koyunlarin % 3,42’si ve domuzlarin % 2,76’s1 asilanmistir.
Sigirlar, hastaliktan en ¢ok etkilenenler olarak dikkate alinmaktadir. Siit veriminin ve

besili hayvanlarin azalmasi ekonomik zararlara neden olmaktadir.

Asilama, yagmurlu ve kuru sezonlarin bulundugu boélgelerde kuru sezonun
baslangicinda  yapilmalidir. Hayvanlarin  hareketleri  yagmurlu  doénemlerde

kisitlanmalidir.

Rekombinant DNA teknikleri ile yeni asilar gelistirilmektedir. Bu asilar
giivenli ve stabildir. Fakat etkinlikleri, bagisiklik siireleri ve virus serotiplerine karsi

immiinolojik kabiliyetleri hala degerlendirilmektedir (Mann ve Sellers 1990).

Viral asilar, immunojenitelerinin korunmasi igin diisiik derecedeki soguk
zincirde muhafaza edilmelidir. Diisiik sicakliklarda muhafaza edilmeyen asilar,

astlama programinin basarisiz olmasina neden olmaktadir.

1.10.1. Inaktif Asilar:

Gilinimiizde kullanilan asilar inaktif virus i¢ermektedir (Mann ve Sellers

1990). Ilk inaktif as1 Waldmann ve ark tarafindan, 1937'li yillarda deneysel olarak
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enfekte sigir dilinden elde edilen vezikiiller sivinin formaldehit ile inaktive

edilmesiyle gelistirilmistir (Rodriguez ve Grubman 2009).

Frenkel 1940’larin sonunda, kesimhaneden elde ettigi taze saglikli sigir dil
epitelyumlarini kullanarak, in vitro kiiltiir sistemlerini gelistirmistir (Barteling 2002).
Frenkel'in saglikli olarak kesilen hayvanlardan elde edilen dil epitelyum kiiltiiriinti
tamimlamas1 ile inaktif asilarin endistriyel {retimi baslamistir (Rodriguez ve

Grubman 2009).

Frenkel as1 tipi ile ¢ok basarili sonuglar elde edilmis olmasina ragmen en
biiyiilk dezavantajinin, kiiltiir sirasinda bakteri ve maya kontaminasyonunun
onlenememesi oldugu bildirilmistir. Ayrica substrat kaynaginin belirsizligi (Bovine
Spongiform Encephalopathy; BSE riski) iyi tiretim uygulamalarinin gerekliliklerini
tam olarak karsilayamamistir. Bununla birlikte Frenkel metodu, 1991 yilinda bu
asidan vazgegilene kadar farkli Avrupa laboratuvarlarinda iretilmeye devam
edilmistir. Mowat ve Chapman 1962 yilinda, sap virusunun BHK hiicre kiiltiiriinde
etkili bir sekilde ¢ogaldigini belirlemislerdir. Daha sonra bu hiicreleri, slispanse
kiiltirlere adapte etmislerdir. Gelistirdikleri bu hiicre kiiltiir sistemleri, giiniimiizde
kullanilmakta olan sap asilarinin, iiretim ¢alismalariin temelini teskil etmektedir.
Ciinkii bu sistemde, as1 i¢in az miktarda enfektif doza ihtiyag duyulmaktadir
(Barteling 2002).

Giliniimiizde sap virusu, dil epitelyumunda (Frenkel Metodu), buzagi bobrek
veya BHK21 hiicrelerinin monolayerlerini igeren roller siselerinde, BHK21 hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinde ve IBRS-2 hiicreleri kiiltiirlerinde iiretilmektedir (Mann ve

Sellers 1990).

Inaktif sap asis1 iiretimi 1960'larda sap virusunun, BHK hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde gelistirilmesi ve formaldehit ile sap virus antijeninin inaktivasyonuyla
gerceklesmekte idi (Rodriguez ve Grubman 2009). Formaldehit, uzun yillar sap asi
virusunun inaktivasyonunda kullanilmistir. Fakat Avrupa’daki bazi sap hastalig
salginlarinin asilama ile iliskili oldugunun belirlenmesi ve bunun nedeni olarak da
asidaki virusun tamamiyla inaktive edilememesinin gosterilmesi, formaldehitin
inaktivasyondaki kullanimini tartisilir hale getirmistir. Formaldehitin, inaktivasyon

isleminin kinetiginde gostermis oldugu dezavantajlardan dolay1 yerini azidrin
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bilesikleri ve kismen binary ethyleneimine (BEI) almistir (Barteling 2002).

Inaktif virus asis1 iiretiminde 3 kritik nokta vardir. Ilki, yiiksek diizeyde viral
antijen Uretilmesidir. Ciinkii her bir as1 dozunun etkili olabilmesi i¢in yiiksek
seviyede inaktif virus icermesi gerekmektedir (Mann ve Sellers 1990). ilk as1 iiretim
sistemlerinde antijen konsantrasyonu, aliminyum hidroksit jel adsorpsiyonu veya
polietilen glikol presipitasyonu ile elde edilmekteydi. Giiniimiizde ise istenmeyen
hiicresel protein kontaminantlarin ve yapisal olmayan viral proteinlerin
uzaklastirilmast i¢in bu metotlarin yerini endiistriyel ultra-filtrasyon ve kromatografi

yontemleri almistir (Rodriguez ve Grubman 2009).

Inaktif virus asis1 iiretiminde ikinci 6nemli nokta, virusun inaktivasyon islemi
sirasinda enfektivitenin kalmamasidir. Bununla birlikte virusun yiizey proteinlerinin
immunojenitesi korunmalidir. Ugiincii olarak ise viral proteinlere karsi antikor
yanitin1 gli¢lendiren adjuvant asiya eklenmelidir (Barteling 2002). Ayrica alt tiplerin
genis bir boliimiine kars1 koruyuculuk saglamasi gerekir (Mann ve Sellers 1990).

Sigirlarda  1970'lerden itibaren, klasik aliminyum hidroksit saponin
asilarindan daha uzun siireli antikor yanit olusturan, yag adjuvantli sap asilar
kullanilmaya baslanmistir (Sutmoller ve ark 2003). Yag adjuvantli asilarla asilanan
stiriilerin morbiditesinin, alimiinyum hidroksit jel-saponin asilarindan daha diisiik
oldugu tespit edilmistir. Yag adjuvantli asilarin en 6nemli dezavantajlarindan biri
granulom ve kist gibi istenmeyen yan etkilerin goriilmesidir. Bu istenmeyen
faktorler, cesitli nedenlere bagli olmakla birlikte kontamine yag adjuvant
bilesenlerinin bu yan etkilerin goriilmesine neden oldugu diisiiniilmektedir. Adjuvant
olarak kullanilan yagin diisiik viskozitede olmasi ve hidro-karbon zincir uzunlugunun
12-30 atom uzunlugunda olmasi onerilmektedir. Diisiikk uzunluktaki hidro-karbon

zincirinin inflamatuar etki yaptigi tahmin edilmektedir (lyer ve ark 2001).

Bugiinkii inaktif asilarin 6nemli eksikliklerinin, kisa raf Omriine sahip
olmalari, formalize asilarin soguk zincire ihtiya¢ duymasi, as1 Uretimi icin
serotiplerin ve alt tiplerin hiicre kiiltiirlerinde gelistirilme zorlugu oldugu
bildirilmektedir. Ayrica bir¢ok asilamadan sonra hayvanlarda goriilen hiicresel
proteinlere karsi istenmeyen alerjik reaksiyonlarin engellenmesi, ayni zamanda

kontrol programlarinda enfekte ve asilanan hayvanlarin birbirinden ayrilmasina
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imkan saglanmasi acisindan daha ileri piirifiye as1 antijenlerine ihtiyag

duyulmaktadir (Rodriguez ve Grubman 2009).
1.10.2. Molekiiler Asilar:

Arastirmacilarin  1970'lerin ortalarinda, virusun kapsid yapis1 hakkindaki
bilgileri daha da artmis ve kapsid proteinlerinden biri olan VP1 belirlenmistir. Elde
edilen yeni bilgiler 1s18inda inaktif asilara alternatif olarak molekiiler asilarinin
gelistirilmesi igin yeni Stratejiler gelistirilmistir. VP1, piirifiye virustan izole edilmis
ve domuzda nétralizan antikor yanitinin gelismesine neden olmustur (Rodriguez ve

Grubman 2009).

Rekombinant DNA teknolojisi sayesinde Escherichia coli'de iiretilen VP1'in
hem sigirlarda hemde domuzlarda koruma sagladigi goriilmiistiir. Daha sonraki
caligmalarda da VP1 proteininin, notralizan antikor yanitini tesvik ettigi ve farkl
virus tiirlerinde, VP1 protein kisimlarinin farkliliklar gosterdigi ortaya konmustur.
Farklilik gosteren kisimlarin sap virusunun kapsidindeki G-H diigiimleri, VP1'in
karboksil u¢ kismi ve B hiicre epitoplart ile ilgili kisimlar oldugu belirlenmistir.
Bittle ve ark (1982) bu kisimlara karsi sentezledikleri peptidlerin, sigirlarda yiiksek
oranda nétralizan antikor olusumuna neden oldugunu tespit etmislerdir (Rodriguez

ve Grubman 2009).

Peptid igerikli sentetik asilar klasik yontemlere gore stabilite, elverislilik,
giivenlik, saflik ve maliyet konusunda 6nemli avantajlar saglamaktadir. Bununla
birlikte yapilan calismalarda, sentetik asilardaki virus antijen immunojenitesinin
klasik asilara oranla dogal konaklarda daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Alexandra
ve Gomes 2000).

Giliniimiizdeki as1 ¢calismalarinda rekombinant viruslar, transgenik VP1 ve sap
virusunun kapsid proteinlerinin P1 6ncii polipeptidi kullanilmaktadir. Farkli peptid
asilarin, antijenite ve immunojenite yoniinden karsilastirilmasi, peptid sunumunun ve

yerlesiminin 6nemli oldugunu gostermistir (Gomes ve Alexandra 2000).
1.10.3. Bos Kapsid Asilar::

Arastirmacilar 1980 yili sonlarindaki ¢alismalarinda, viral niikleik asit
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icermeyen kapsidin (bos kapsid) subgenomik cDNA (complementary DNA)’dan
tiremis RNA transkriptlerinden {iretilebilecegini tespit etmislerdir. Bu bulus
rekombinant as1 lretimine kismen ilgi uyandirmis, protein ve peptid asilarina
alternatif bir yaklasim dogurmustur. Bu yaklasim, saglam virus partikiiliindeki
immiinojenik bdliimleri i¢eren immiinojenlerin gelistirilmesine dayanmaktadir. Bos
viral kapsidler, enfekte hiicrelerde dogal olarak iiretilen, niikleik asitten yoksun ve
virionlar kadar immiinojenik virus partikiilleridir. Birka¢ plazmid grubu kapsid ve 3C
proteaz (3Cpro) kodlama boliimlerini igermektedir. Yapilan ¢alismalar korunma igin
3Cpro'nun gerekli oldugunu ortaya koymustur (Beard ve ark 1999, Rodriguez ve
Grubman 2009).

Bos kapsidlerin tretilmesi ile elde edilmis serumun, yliksek oranda virus
partikiilii igeren serumdan ayirt edilememesinden dolayi, farkli arastirmacilar virus
genomunun bir kismini iceren cDNA’y1 kullanarak, in vitro sartlarda bos virus
partikiiliiniin {iretilmesi i¢in rekombinant DNA sistemlerini gelistirmislerdir (Beard

ve ark 1999).

Li ve ark, Baculovirus-ipekbdcegi ekspresyon sistemi ile enfekte ipekbocegi
hemolenfi inokiile edilen 5 sigirdan 4'%iniin hastaliktan korundugunu tespit

etmiglerdir (Rodriguez ve Grubman 2009).

Bununla birlikte bu in vitro sistemlerde kullanilan biitiin hiicre tipleri i¢in
gerekli olan proteinazin, toksik etkisinden dolayir biiyiikk miktarlarda antijen elde
edilememistir (Beard ve ark 1999).

1.10.4. Canh Attenue Asilar:

Bu agsilar, laboratuvar hayvanlarindan veya hiicre kiiltiirlerinden elde edilen
attenue fenotip gosteren viruslarin kullanilmasi ile elde edilmektedir. Cok
zayiflatilmig viruslar tutarli bir sekilde immun yaniti tesvik etmektedir. Bununla
birlikte attenuasyon mekanizmasi tam olarak ortaya konamadigi i¢in inaktif asilar
kadar tutarli koruyucu immun yanit elde edilememektedir. Bu sorunlarla birlikte
mutasyon veya sahadaki viruslarla rekombinasyon sonucu virulensin eski haline
donme endisesinden dolayr canli sap asilart uzun yillardir kullanilmamaktadir.

Virulensin viral belirleyicisi olan Leader Protein (Lpro)’in kesfedilmesi onemli
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doniim noktas1 olmustur. Bu yapisal olmayan protein biitiin sap virusu serotiplerinde
bulunmaktadir ve konak dogal yanitini modille etmektedir. Genetik olarak
diizenlenen Lpro kodlama kismindan yoksun A12 sap virusu serotipinin (Al2-
LLV2), attenue edilmesi ile kismen koruyucu immun yanit olusturdugu tespit
edilmistir. A12-LLV2 kullanilarak hazirlanan inaktif antijen asisi, A12’nin saha
susunun meydana getirdigine benzer tam bir koruma meydana getirmistir. Bu seri
caligmalar, sap virusu genetik virulens determinantinin daha iyi anlasilmasina ve
attenue sap asisinin sekillendirilmesinde faydali olmaktadir. Yeni bir virulens
determinant belirlendiginde atteniie asimnin daha etkili olma olasilig1 artacaktir.
Yapilan as1 ¢aligmalari sonucunda, duyarl: tiirlerde tam bir attenuasyon ve virulensin
eski haline donme olasiliginin diisiiriilmesi i¢in virus, konak iliskisinin ve patogenez
mekanizmasinin ayrintili olarak bilinmesi gerektigi ortaya konmustur (Rodriguez ve

Grubman 2009).

1.10.5. DNA Asilar:

Ciplak DNA ile asilama, humoral ve hiicresel immun yanit1 ortaya ¢ikararak,
farkli patojenlere kars1t koruma saglamaktadir. Yapilan calismalarda domuzlarda, sap
virusunun attenue tam boy enfeksiydz klonunu igeren DNA asilarinin, koruma
sagladig bildirilmistir. Bu attenue virusda, L geni ve RGD (arginin, glisin, aspartik
asit) reseptoér baglanma yeri silinmistir. DNA asis1 ile agilanan farede notralizan
antikor yanit1 gézlenmistir. DNA asilarmin etkisinin, koruyucu bagisiklikla ilgili olan
sap virusu immunojenlerinin ve sitokinlerin ko-ekspirasyonuna bagli olabilecegi

bildirilmistir (Sobrino ve ark 2001).

1.10.6. Acil Durum Asilar::

Son yirmi yildir sap hastaligindan ari ilkeler, salgin olasiligina karsi asi
rezervleri gelistirmektedir. Bu iilkeler oncelikle hastaligin kontrolii icin kesim,
hareketlerin sinirlanmasi ve hijyen tedbirlerini uygulamaktadir. Yaygin salginlarda
ise hastaligin kontrolii i¢in destekleyici yontem olarak asilama kullanilmaktadir. As1
bankalar1 her 12-18 ayda bir degisen asilar gelistirmektedirler. Bu as1 bankalarina;
Kuzey Amerika Ag1 Bankasi, Uluslar arasi As1 Bankasi ve Avrupa Birligi Asi
Bankas1 ornek verilebilir. Geleneksel sap asilarindan farkli olarak acil durum

astlarmin yiiksek potensi bulunmaktadir (Koruyucu Doz >6 PD50). Ayrica hizhi
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koruyucu bagisiklik ve daha iyi ¢apraz spesifite sunmaktadir. Yiiksek potens, her bir
dozdaki antijen miktarinin artirilmasi ile saglanmaktadir. Acil durum asilarinin,
hedef tiirlerde yaglh ve sulu as1 formiilasyonlarina goére 4 giin i¢cinde daha hizli ve
koruyucu bagisiklik sagladigi yapilan arastirmalarda kanitlanmistir. Bu tip asilar
duyarli hayvanlar arasinda hastaligin yayilisin1 kisitlayarak orofarenksdeki virus
replikasyonu azalmaktadir. Yakin ge¢cmiste yagl yiiksek potensli asilar kullanilan
caligmalarda koyunlarda tek bir asilamadan sonra geleneksel as1 formiilasyonuna

gore daha uzun siireli ve yiiksek seviyede antikor seviyesinin olustugu goézlenmistir

(Sobrino ve ark 2001).
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Kan Serumlan

Sap asillamasini takiben sap virusunun yapisal proteinlerine karsi olusan
antikor diizeylerinin belirlenmesi amaciyla Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki Ordu,
Giresun, Trabzon, Rize ve Artvin Illerindeki biiyiikbas hayvanlar yas (0-11 Ay, 12-
35 Ay, 36 ve 36 Ay iistii) ve cinsiyete gore (disi-erkek) 6 gruba ayrildi.

Sap Enstitiisii tarafindan iretilen, yag adjuvanthi bivalan sap asis1
(O1 Manisa, A22 Irak virus suslarimi igeren) ile asilanmig sigirlardan asilamay1
takiben 21-30 uncu giinler arasinda, her yas ve cinsiyet grubundan rastgele olmak
tizere 7 ser kan Ornegi toplanarak, toplam 210 kan 6rnegi elde edildi. Normal tiiplere
alian kan 6rnekleri 3 000 - 4 000 rpm devirde 10 dakika santrifiij edildikten sonra

serum kisimlari, serum saklama tiiplerine aktarilarak -25°C’de muhafaza edildi.

Arastirmaya baslamadan 6nce Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik
Kurulu’ndan onay (Karar Tarihi: 27.11.2008 ve Karar Sayisi: 2008/081) alinmustir.
(Bkz. EK-A)

2.2. ELISA Pleytleri

Testlerde immunoabsorbans 6zellige sahip diiz tabanl 96 g6zlii mikropleytler

ve U tabanli 96 gozlii tagtyict mikropleytler kullanildi.

2.3. Yakalayic1 Antikor

Sap virusu 146S antijenin tavsanlara enjeksiyonu ile elde edilen anti-
serumdur. Antijen-antikor kompleksinin pleyte tutunmasimi saglamak amaciyla
ELISA pleytlerinin kaplanmasinda sap virusu O ve A serotipi yakalayic1 antikorlar:

kullanild1. Kullanilan anti-serumlar Ingiltere Pirbright laboratuvarin’dan temin edildi.

2.4. Kontrol Antijenleri

Hiicre kiiltiirii orjinli, presipite ve santrifiij islemi yapilmis konsantre sap
virusu O ve A serotipi antijenleri testte kontrol antijeni olarak kullanildi. Kontrol

antijenleri, Sap Enstitiisti Miidiirliigiin’den temin edildi.
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2.5. Kontrol Serumlari

Sap virusu O ve A serotiplerine kars1 uygun inhibisyon degerleri olglistinde
icerdikleri antikor oranina gore kuvvetli pozitif antikor, zayif kuvvetli pozitif antikor
ve negatif antikor olarak siniflandirilmis referans serumlar kullanildi. Bu referans

serumlar, Pirbright Laboratuvarin’dan temin edildi.
2.6. Tespit Edici Antikor (Kobay Anti-Serumu)

Sap virusu 146S antijenin kobaylara enjeksiyonu ile elde edilen anti-
serumdur. Pleyte ilave edilen antijen-antikor kompleksini tanimlamak i¢in sap virusu
O ve A serotipi tespit edici antikorlar1 kullanildi. Kullanilan tespit edici antikorlar,

Pirbright Laboratuvarin’dan temin edildi.
2.7. Anti-tiir Konjugat

Tavsan immunoglobulinlerinin, horseradish  peroksidaz enzimi ile
birlestirilmesi sonucu elde edilmistir. Indikator olarak kullanilan konjugat, Pirbright

Laboratuvarin’dan temin edildi.
2.8. Kaplama Soliisyonu

Sodyum karbonat/Sodyum bikarbonat hazir tableti kaplama solusyonu
hazirlamak igin kullanildi. 100 ml deiyonize suya 1 tablet olacak sekilde, 1 000 ml
deiyonize su iginde 10 tablet ¢oziildii. Hazirlanan solisyonun pH’st 9,6 olarak

ayarlandi.
2.9. Phosphate Buffered Saline (PBS)

1 poset PBS tozu (Sigma), 1 litre deiyonize suda 0,01 M ve pH 7,4 olacak
sekilde hazirlandi.

2.10. ELISA diluent (PBS-Tween)

1 000 ml. 0,01 M PBS igine % 0,05 oraninda Tween 20 ve 250 ul fenol red

eklenerek, iyice karistirilarak hazirlandi.
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2.11. Bloklama Soliisyonu

Sap virusu negatif antikoru olan tavsan serumundan 100 ml alindi. Uzerine
200 ml sap virusu negatif antikoru olan sigir serumu ilave edildi. Hazirlanan karigima
1 ml Tween 20 ve 40 ml % 2 fenol red eklendi. 0,01 M PBS ile hazirlanan soliisyon

2 000 m!l’e tamamlanda.
2.12. Substrat

Hidrojen peroksit tablet (Merck 107201) kullanildi.
Orthophenilaminediamineni (OPD) aktive etmek igin 1/2000 dilusyon oraninda
hidrojen peroksit, OPD’ye ilave edildi.

2.13. Kromojen

Orthophenilaminediamine (OPD) tabletleri (Sigma P-8412, 30 mg) kullanildi.
Bir OPD tableti 60 ml citrate-phosphate buffer i¢erisinde ¢ozdiiriildii.

2.14. Stop Soliisyonu

Enzim, kromojen reaksiyonunun durdurulmasi i¢in % 98 oraninda saf 1,25 M

stilfuirik asit kullanildi. Bunun igin 1 litre saf suya 68 ml siilfirik asit ilave edildi.
2.15. ELISA Pleyt Yikama Sivisi

Bir kisim 0,01 M PBS, 4 kisim distile su i¢ine eklenerek ELISA pleytlerinin

yikanmas1 amaciyla kullanildi.
2.16. Likit Faz Bloking ELISA (LPB ELISA)

Test, Hamblin ve ark (1986) ile OIE (2009) tarafindan belirlenen likit faz
bloking ELISA yontemine gore yapildi. LPB ELISA, indirekt sivi fazli bloking esash
bir ELISA metodudur. Sap virusu antijeninin sivi ortamda, serum i¢inde bulunan

antikorlar tarafindan spesifik olarak bloke edilmesi esasina dayanur.

Siv1 ortamda test serumlar1 igerisinde bulunan sap virusuna karsi olusmus
olan antikorlar, bu ortama optimal dilusyonunda ilave edilen sap viruslarini bloke

eder ve olusan bu antijen-antikor kompleksi, tavsan anti-serumlar1 (yakalayict
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antikor) ile kaplanmig absorbans 6zelligi olan Nunc ELISA pleytlerine tutunur. Sap
virusu lizerinde test serumlari tarafindan tutunmayan reseptorler, ilave edilen kobay
anti-serumlar1 (tespit edici anti-serum) tarafindan tanmir ve baglanir. Bu
baglanmalar, enzimle isaretli antikor olan konjugat ile belirlendi. Olusan bu
reaksiyon kromojen-subsrat ile renk olusumu saglanarak ortaya g¢ikartildi. Konjugat
ve kromojen-subsrat arasindaki reaksiyon H,SOy ilave edilerek durduruldu. Pleytler

spektrofotometrede okunarak sonuglar degerlendirildi.
2.16.1. Immunoabsorbans Test Pleytlerinin Kaplanmasi

Serumlar, O ve A serotipleri i¢in ayri ayr calisilacagindan gerekli
immunoabsorbans 0Ozellige sahip NUNC maxisorb mikropleyt sayist belirlendi.
ELISA pleytlerinin sol alt kdsesine numara ve serotipleri yazildi. Hazirlanan
kaplama soliisyonunun igerisine 1/5 000 optimal diliisyonda, her bir tip igin tip
spesifik olarak O1 Manisa ve A22 Irak tavsan anti-serumu ilave edildi. Uygun ¢ok
kanall1 pipet yardimiyla serotip spesifik olarak tavsan anti-serumu her bir goz i¢in
50 ul hacimde olacak sekilde her bir pleytin tiim gozlerine aktarildi. Pleytlerin tizeri
pleyt bandi ile kapatildi. Pleytler, tavsan anti-serumlarinda bulunan antikorlarin

pleyte absorbe olmasi i¢in +4°C’de bir gece inkubasyona birakildi.
2.16.2. Tasiyicl Pleytlerde Test Serumlarimin Dilusyonu

OIE ve Sap Enstitlisii Midiirligi’niin, LPB ELISA prosediiriine gore kan
serumlarinin dilusyonu gergeklestirildi. Asilamay1 takiben sap virusunun yapisal
proteinlerine karsi olusan antikor diizeylerinin belirlenmesi i¢in hayvanlardan alinan
kan serumlarmin 1/16 baslangi¢ dilusyonundan baslayarak 1/128 dilusyon
basamagina kadar 4 basamakli log2 tabanina gore katlamali dilusyonu yapildi. Virus
ilavesinden sonra final dilusyon 1/32 baslangic dilusyonu ile baslayip, 1/256

dilusyon basamagi ile sonlandirildi.

Bu dilusyon islemi 2 asamada yapildi. ilk asamada U tabanli tasiyici
pleytlerde serumlarin 1/8 dilusyonu gergeklestirildi. Bu amagla tek kanalli pipet ile
birinci serumdan 25 pl, pleytin A 1-2 gozlerine (her bir serum iki géze) kondu.
Sirastyla ikinci serum A 3-4; iigiincii serum A 5-6; dordiincii serum A 7-8; besinci

serum A 9-10; altinc1 serum B 1-2 gozlere ayn1 miktarda goz atlamadan kondu. Bu

41



isleme, test edilecek serumlar bitinceye kadar devam edildi. Pleytin A/H 11-12
gozleri kontrol serumlart i¢in bos birakildi. Serumlarin tastyici pleyte konma islemi
sonrasi serumlarin kondugu tiim gozlere ¢ok kanalli pipet kullanarak 175 ul PBS-
Tween (ELISA diluent) ilave edildi. Boylece serumlarin 1/8 dilusyonu yapilmis
oldu.

Ikinci asamada ise test edilecek serum &rnegi sayisi kadar U tabanli pleyt
sayist hesaplanarak, pleytlerin kontrol gozleri hari¢ (A/H 11-12) tim gozlerine (A/H
1-10) 50 pl PBS-Tween kondu. Cok kanalli pipetle birinci asamada hazirlanmis olan
1/8’1ik test serumu sulandirmasinin bulundugu tastyici pleytin ilk sirasindaki (A 1-10
gozlerindeki) ilk bes serum sulandirmasi, O ve A serotipleri i¢in hazirlanmis olan ve
gozlerinde 50 pl PBS-Tween bulunan, U tabanli ikinci tastyict pleytlerin ilk sirasina
(A 1-10 gozlerine) 50ul aktarildi. Bu islem her bir serotip igin ayr1 ayri yapildu.
Boylece ilk siradaki (A 1-10) gozlerde 100ul miktarinda 1/16’lik serum dilusyonu
hazirlanmis oldu. ik sirada en az 8 defa pipetleme yapildiktan sonra 50ul alindi ve
ikinci siraya (B 1-10 gozlerine) aktarildi. Her bir defasinda bir alt siraya olmak
kaydiyla bu aktarma islemi 4 dilusyon tekniginde pleytin D sirasina kadar devam

edilerek, serumun 4 basamakli log2 tabanina gore katlamali dilusyonu yapilmis oldu.

Daha sonra birinci asamada kullanilan tasiyict pleytin B 1-10 sirasindaki
1/8’lik serumlarin sulandirilmalarindan, 50 pl alinarak ikinci agsamadaki tasiyici
pleytin E 1-10 sirasina aktarildi ve birinci islemde oldugu gibi asagiya dogru
sulandirma islemi tamamlandi. Dilusyon islemi tamamlandiktan sonra, kontrol

gozlerine kontrol serumlarinin konmasi iglemi yapildi.

2.16.3. Kontrol Serumlarmin ilavesi

Kontrol serumu olarak sap virusunun, O ve A serotiplerinin kuvvetli pozitif,
zayif pozitif ve negatif serumlar1 kullanildi. Kontrol serumlari, U tabanli tasiyici
pleytlerin kontrol gozlerine konulmadan once ayr tiiplerde tip spesifik olarak PBS-
Tween igerisinde 1/16 sulandirmast yapildi. Hazirlanan kontrol —serum
sulandirmalarindan pleytteki kontrol gozlerine 50 ul kondu. Kuvvetli Pozitif serum
A/B 11-12; Zayif Pozitif Serum C/D 11-12 ve Negatif Kontrol serumu ise E/F 11-12
gozlerine kondu. G/H 11-12 gozleri ise antijen Kontrol gozleri olarak ayrildi ve
sadece her bir goze 50 pl miktarinda PBS-Tween kondu.
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Her bir pleyte 10 6rnek

1 2 3 4 5 6 F 8 © 10 11 12
1116 A @@{@@:@@I@@}@@ Kavverli
12 B [N OIS Foditi
16a < [COCONCOCNCOCONCOCONCOCD  Zane
1122 D |COCHC IO ICIHCIC D Positit
116 E [ @OSOEIESEIEIAD Negatif
132 F | COCONIC OO OO OONCDOC D Kontrel |
164 G | COCONIC O OO OC Y 4 ugjen
12z H | COCOICO IO IO Kantrat |

Sekil 2.1. Serum 6rneklerinin sulandirilmasi ve kontrol serumlarinin ilavesi (Sap Enstitiisii 2009b).

2.16.4. Virusun Dilusyonu

O1 Manisa ve A22 lrak serotipleri i¢in gerekli immunoabsorbans 6zellige
sahip NUNC maxisorb mikropleyt sayist belirlendi. ELISA pleytlerinin sol alt
kosesine numara ve serotipleri yazildi. Tip spesifik tavsan anti-serumlarinin 1/5 000
optimal dilusyonu ile hazirlanan kaplama soliisyonundan pleytin her bir géziine 50 pl
hacimde ilave edilerek pleytin tim gozleri kaplandi. Kaplanan pleytler +4°C’de bir
gece inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonrasi pleytler kontrol edilerek her pleyt
PBS yikama sivist ile 3 defa yikanarak, kurutuldu.

Yikanip kurutma islemi yapilan pleytlerin tiim gozlerine ¢ok kanalli pipet
yardimiyla 50 pl PBS-Tween kondu. Her bir virus numunesinden tek kanalli pipetle
iki g6z olmak kaydiyla 50 pl, A 1-2; A 3-4 .... seklinde sirasiyla kondu. Boylece
virus numunelerinin 1/2 dilusyonlart yapilmis oldu. Cok kanall1 pipet ile pipetleme
yapilarak karistirma isleminden sonra A sirasindaki 1/2'lik virus dilusyonlarindan
50 pl, B swrasindaki 50 pl PBS-Tween bulunan gozlere aktarildi. A sirasindan B
sirasina aktarma isleminde oldugu gibi pipetleme yaparak ve her defasinda 50 pl
virus, PBS-Tween karigimi bir alt siraya aktarilarak bu islem H sirasina kadar devam
ettirildi. Boylece virus numunesinin 1/2 den baslayarak log2 tabanina gore 1/256’ya

kadar katlamali dilusyonu yapilmis oldu.
2.16.5. Virus (Antijen) flavesi

Sulandirmasi yapilan test ve kontrol serumlariin i¢inde bulunan antikorlarin,

antikor-antijen kompleksi olusturabilmeleri i¢in U tabanli tasiyici pleytlerin kontrol
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gozleri dahil tiim gozlerine PBS-tween ile sulandirilmig 50 pl virus ilave edildi. Daha
once 1/16 oraninda sulandirilmis olan test ve kontrol serumlari {izerine esit miktarda
virus ilave edilince 1/32 baslangi¢ final dilusyonu saglanmis oldu. Daha sonra U
tabanl tasiyici pleytlerin {izeri pleyt bandi ile kapatildi. +4°C’de shaker ile

calkalanarak bir gece nétralizasyon islemi i¢in inkubasyona birakildi.
2.16.6. immunoabsorbans ELISA Pleytlerinin Yikanmasi

Kaplama islemi i¢in +4°C’de inkubasyona birakilan diiz tabanh
immunoabsorbans ELISA pleytler inkubatérden c¢ikartilarak pleyt tabanlarinda
kuruma olup olmadig1 kontrol edilerek, ELISA pleyt yikama cihaziyla her pleyt PBS
yikama sivisi ile 3 defa yikandi. Yikama esnasinda her goze en az 300 pl yikama
stvisinin dolmus olduguna dikkat edildi. Yikanan pleytler gozlerinde soliisyon

kalmamasma dikkat edilerek, kurutuldu.

2.16.7. Antijen-Antikor Kompleksi Bulunan U tabanh Tasiyic1 Pleyt iceriginin

ELISA immunoabsorbans Test Pleytlerine Aktarilmasi

Bir gece boyunca +4°C’de nétralizasyona birakilan U tabanli tasiyici pleytler
inkubatorden ¢ikartilarak c¢ok kanalli pipet ile U tabanli pleytlerde bulunan test
serumu-virus karigimindan 50 pl igerik, yikanip kurutulan ELISA pleytlerinin
esdeger gozlerine aktarildi. Aktarma islemi dilusyon basamaginin tersi istikametinde
yani diisiik sulandirmalardan yoguna dogru yapildi. U tabanli pleytlerdeki en diisiik
yogunluktaki dilusyon basamagi sirasindaki D 1-10 sirasindan, en az 8 defa
pipetleme yapildiktan sonra 50 pl alindi ve ELISA pleytinin ayni sirasina aktarildi.
A 1-10 sirasina kadar bir sonraki basamaktan her defasinda pipetlenerek 50 pl
sollisyon alinarak, es gozlere aktarildi. Test serumlarimin aktarilmasi tamamlaninca,
kontrol gozlerinin aktarilmasi yapildi. U tabanli pleytlerde bulunan kontrol gozleri

igeriginden 50 pl, ELISA pleytlerinin ayn1 esdeger gozlerine aktarildi.

Tiim pleytler i¢in aktarilma islemi tamamlandiktan sonra, pleytlerin iizeri

pleyt bandi ile kapatilip, +37°C’de shakerl etiivde 1 saat inkubasyona birakildi.
2.16.8. Tespit Edici Kobay Anti-Serumlariin flavesi

Inkiibasyona birakilan pleytler etiivden ¢ikartilarak pleyt tabanlarida kuruma
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olup olmadigi kontrol edildi. ELISA pleyt yikama cihaziyla her pleyt, PBS yikama
stvist ile 3 defa yikandi. Hazirlanan 100 ml bloklama soliisyonu igerisinde, kobay
anti-serumlarmin tip spesifik olarak O ve A serotipleri i¢in ayr1 ayr1 1/1 000 optimal
dilusyonu yapildi. Hazirlanan dilusyondan, pleytlerin her bir goziine 50 ul hacminde
ilave edildi. Pleytlerin iizeri pleyt bandi ile kapatilarak, pleytler +37°C’de rutubetli

ortami olan shakerli etiivde 1 saat inkubasyona birakildi.
2.16.9. Konjugatin Tlavesi

Inkubasyon periyodunun bitiminde ELISA pleyt yikama cihaziyla her pleyt,
PBS yikama sivist ile 3 defa yikandi. Hazirlanan 100 ml bloklama soliisyonunda
konjugatin 1/2 000 optimal dilusyonu yapilirak pleytlerin her bir goziine 50 pl
hacminde ilave edildi. Konjugat tip spesifik olmadigindan tiim pleytlere (O ve A
serotipleri) ayn1 konjugat dilusyonu ilave edildi. Pleytlerin tizeri pleyt bandi ile
kapatilarak, pleytler +37°C’de rutubetli ortami olan shakerli etiivde 1 saat

inkubasyona birakild1.
2.16.10. Kromojen-Substratin flavesi

Inkubasyon periyodunun bitiminde, ELISA pleyt yikama cihaziyla, her pleyt
PBS yikama sivist ile 3 defa yikandi. 100 ml OPD hazirlandi. OPD’yi aktive etmek
icin 1/2 000 optimal dilusyon oraninda Hidrojen Peroksit (H,O,) OPD’ye ilave
edildi. H,O; ilave edilir edilmez pleytlerin tiim gozlerine 50 pl hacminde OPD ilave
edilerek pleytlerin iizeri pleyt bandi ile kapatilip, karanlik bir ortamda 15 dakika

inkubasyona birakild.
2.16.11. Reaksiyonun Durdurulmasi

Inkubasyon sonrasi reaksiyonun durdurulmasi igin siilfirik asit (1,25 M

H,S0,) stoping soliisyonu olarak tiim gozlere 50 pl ilave edildi.
2.16.12. Pleytlerin Spektrofotometre ile Okunmasi

Pleytler, Softmax Pro-312ex programi (Molecular Devices 2006) kullanilarak
spektrofotometre ile 492 nm dalga boyunda okundu ve optik dansiteleri belirlendi.

Elde edilen sonuglar excel dosyasi iizerinden veri doniisiim sihirbazi kullanilarak

45



aritmetik say1 degerlerine doniistiiriildii. OD verilerinin aritmetik say1 degerleri ile

test sonuclart degerlendirildi.
2.16.13. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Serumlarin titrelerinin hesaplanabilmesi i¢in, test sonucunda elde edilen OD
degerlerinin % inhibisyon degerleri hesaplandi.

% Inhibisyon degeri hesaplanmasi igin; “ % Inhibisyon Degeri = 100 - (Test
Serumlar1 OD / Ortalama Antijen Kontrol OD) x 100 ” formiilii kullanildi. Ortalama
antijen kontrol OD degeri ise antijen kontrol gozlerindeki (G/H 11-12) OD
degerlerinin  toplanip, dorde bolinmesi ile hesaplandi. OD degerlerinden
% inhibisyon degerleri hesaplandiktan sonra, serum titreleri belirlendi. % 50 ve tizeri

inhibisyon veren degerler pozitif olarak kabul edildi (Hamblin ve ark 1986a).

Cizelge 2.1. LPB ELISA testi sonucu elde edilen bir pleytteki serumlarin OD degerleri.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

8 0,1011 | 0,0536 | 0,0943 | 0,0492 | 0,3082 | 0,1574 | 0,0571 | 0,0534 | 0,6249 | 0,6465 | 0,0555 | 0,0587
° 0,0731 | 0,0508 | 0,496 | 0,0824 | 0,6829 | 0,428 | 0,1204 | 0,0525 | 0,8163 | 0,9098
¢ 0,0678 | 0,0631 | 0,8766 | 0,4188 | 0,8938 | 1,0258 | 0,5149 | 0,1537 | 0,928 | 0,9666
° 0,141 |0,2397 | 0,9646 | 0,883 | 1,1486 | 0,9385 | 0,7981 | 0,5712 | 0,9832 | 0,9789
i 0,0662 | 0,0562 | 0,0574 | 0,0555 | 0,0523 | 0,0658 | 0,9167 | 0,8573 | 0,966 | 0,9643
] 0,0812 | 0,0706 | 0,0496 | 0,0468 | 0,091 | 0,0528 | 1,0526 | 1,0744 | 1,0677 | 1,0822
¢ 0,3129 | 0,4772 | 0,0604 | 0,0795 | 0,5074 | 0,1603 | 1,1247 | 1,1692 | 1,1109 | 1,3062 [ 1,16 | 1,2323
i 0,8976 | 0,9228 | 0,1766 | 0,2536 | 0,8367 | 0,7246 | 0,9816 | 0,8617 | 1,0161 | 0,9196 | 0,852 | 1,3325
B A-B, 11-12 : Kuvvetli Pozitif Kontrol Serumu
B C-D11-12 : Zay1f Pozitif Kontrol serumu
B E-F11-12 : Negatif Serum

G-H 11-12 : Antijen Kontrol gozlerini ifade etmektedir.

Cizelge 2.2. LPB ELISA testi sonucu elde edilen bir pleytteki serumlarin OD degerlerinin, %
inhibisyon degerleri.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
91 95 92 96 73 86 95 95 45 43 95 95
94 96 57 93 40 63 89 95 29 20 95 95
94 94 23 63 22 10 55 87 19 16 60 55

88 79 16 23 0 18 30 50 14 14 58 62
94 95 95 95 95 94 20 25 16 16 5 1
93 94 96 96 92 95 8 6 7 5 1 -5
73 58 95 93 56 86 2 -2 3 -14 -1 -8
22 19 85 78 27 37 14 25 11 20 26 -16




2.17. Solid Faz Kompetitif ELISA (SPC ELISA)

Test, Mackay ve ark (2001) ile OIE (2009) tarafindan hazirlanan SPC ELISA
yontemine gore yapildi. Bu yontemde tavsan antiserumlar1 (Trapping antiserum) ile
kaplanmis, kat1 ortamda absorbans 6zelligi olan Nunc ELISA pleytlerine, sap virusu
antijeni absorbe ettirilerek sap virusu antijeninin, tavsan antiserumlar1 tarafindan
pleyte tutunmasi saglandi. Bir sonraki asamada, test serumlar1 ve kobay antiserumlari
(tespit edici antikor) sahip olduklari antikorlarin antijene baglanmalari igin yarismali
olarak ayni anda ilave edildi. Test serumlarinda bulunan sap virusuna spesifik
antikorlarin affinitesine gore baglanma sekillendi. Test serumu igerisinde sap
virusuna spesifik antikor bulunmadigi durumlarda, virus reseptorlerine tespit edici
antikorlar baglandi. Tespit edici antikorlarin baglanip baglanmamasina gore test
serumlart igerisinde antikor varligi ve var olan antikorlarin titreleri tespit edildi.
Enzimle isaretli antikor olan konjugat ile virus resptorlerine baglanan tespit edici
serumlar belirlendi. Kromojen-subsrat olusan bu reaksiyonun renk olusumu ile
ortaya ¢ikarilmasi saglandi. Konjugat ve kromojen-subsrat arasindaki reaksiyon
H.SO, ilave edilerek durduruldu. Pleytler spektrofotometrede okunarak sonuglar

degerlendirildi.
2.17.1. Immunoabsorbans Test Pleytlerinin Kaplanmasi

Serumlar O ve A seotipleri i¢in ayr1 ayr1 ¢alisilacagindan gerekli
immunoabsorbans 0zellige sahip NUNC maxisorb mikropleyt sayisi belirlendi.
ELISA pleytlerinin sol alt kdsesine numara ve serotipleri yazildi. Hazirlanan
kaplama soliisyonunun igerisine 1/7 000 optimal dilisyonda her bir serotip i¢in tip
spesifik olarak O1 Manisa ve A22 Irak tavsan anti-serumu ilave edildi. Tavsan anti-
serumu ilave edilen kaplama soliisyonu, uygun ¢ok kanalli pipet yardimiyla tip
spesifik olarak, her bir pleytin tim gozlerine (her bir goz i¢in 50 pl hacimde)
aktarildi. Pleytlerin iizeri pleyt bandi ile kapatildi. Pleytler tavsan anti-serumlarinda
bulunan antikorlarin pleyte absorbe olmasi i¢in +4°C’de bir gece inkubasyona
birakildi.

2.17.2. immunoabsorbans ELISA Pleytlerinin Yikanmasi

Kaplama islemi icin +4°C’de inkubasyona birakilan diiz tabanh
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immunoabsorbans ELISA pleytler, inkubatorden c¢ikartilarak pleyt tabanlarinda
kuruma olup olmadigi kontrol edildi. ELISA pleyt yikama cihaziyla, her pleyt PBS
yikama sivisi ile 3 defa yikandi. Yikama esnasinda her géze en az 300 ul yikama
stvisinin dolmus olduguna dikkat edildi. Yikanan pleytler gozlerinde soliisyon

kalmamasina dikkat edilerek kurutuldu.
2.17.3. Viruslarin ilavesi

Virus numunesinin 1/2'den baslayarak log2 tabanina gore 1/256’ya kadar
PBS-Tween ile katlamali dilusyonu yapildi. Dilusyonu yapilan virusdan pleytin
kontrol gozleri dahil tiim gozlerine, 50 pl miktarda eklendi. Virus ilavesi
tamamlandiktan sonra pleytlerin tizeri pleyt bandi ile kapatilarak, +37°C’de rutubetli

ortami olan shakerli etiivde 1 saat inkubasyona birakildi.
2.17.4. Test Serumlar1 ve Kontrol Serumlarinin flavesi

Inkubasyon sonrasi yikanip kurutulan pleytin A 1-10 ve E 1-10 gdzlerine
60 ul, B/D 1-10 ve F/H gozlerine 50 ul bloklama soliisyonu eklendi. Her bir test
serum numunesinden tek kanalli pipetle iki g6z olmak kaydiyla 40 pl, A 1-2; A 3-4
.... A 9-10 seklinde sirasiyla kondu. Cok kanalli pipetle, A 1-10 gozlerinde 8 defa
pipetleme yapildiktan sonra 50 pl alindi ve ikinci siraya (B 1-10 gozlerine) aktarilda.
Her bir defasinda bir alt siraya olmak kaydiyla bu aktarma islemine 4 dilusyon
tekniginde, D sirasina kadar devam edildi. D sirasinda alinan 50 pl atilarak serumun

4 basamakli log2 tabanina gore katlamali dilusyonu yapilmis oldu.

Siradaki test serum numunelerinden, 40 pl alinarak pleytin her 2 goziine bir
test serumu olacak sekilde (E 1-2; E 3-4....E 9-10) konarak, test serumlarinin 4
dilusyon tekniginde dilusyonu yapilirak tiim test serumlarmin 1:2,5 baslangic

dilusyonu yapildi.

A/B/C/D/E/F 11-12 kontrol serumu gozlerine 60 ul, G/H 11-12 antijen
kontrol géziine ise 50 pl bloklama soliisyonu eklendi. Kuvvetli Pozitif serum A/B
11-12; Zayif Pozitif Serum C/D 11-12 ve Negatif Kontrol serumu ise E/F 11-12
no’lu pleyt gozlerine 40 pl eklendi. Boylece kontrol serumlarinin 1:2,5 baglangic

dilusyonu yapild1.
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2.17.5. Yarismaci Kobay Anti-serumlarinin ilavesi

Bloklama soliisyonu igerisinde 1/1 000 dilusyonunda hazirlanan kobay anti-
serumlar1 pleytlerin tiim gozlerine, 50 pl hacminde ilave edildi. Kobay anti-serumu
ilavesinden sonra, test serumlarinin final dilusyonu 1/5 oldu. Daha sonra pleytlerin
tizeri pleyt bandi ile kapatilarak, +37°C’de rutubetli ortami olan shakerli etiivde 1

saat inkubasyona birakildi.
2.17.6. Konjugat ilavesi

Inkubasyon peryodunun bitiminde pleytler yikanarak, kurutuldu. Sigir serumu
ile 1/1 oraninda bloklanan konjugat, bloklama soliisyonu igerisinde 1/1 000 oraninda
diliie edildi. Konjugat tip spesifik olmadigi icin pleytin tiim gdzlerine hazirlanan
konjugatten 50 pl hacminde ilave edildi. Pleytlerin {izeri pleyt bandi ile kapatilarak

+37°C’de rutubetli ortami olan shakerli etiivde 1 saat inkubasyona birakildi.
2.17.7. Kromojen-Substrat ilavesi

Kromojen-substrat agamasi i¢in hazirlanmig OPD’yi aktive etmek i¢in 1/2500
optimal dilusyon oraninda Hidrojen Peroksit (H,0,), OPD’ye ilave edildi. H,O; ilave
edilir edilmez pleytlerin tim gozlerine 50 pl hacminde OPD ilave edilerek, pleytlerin

tizeri pleyt band ile kapatilip, karanlik bir ortamda 15 dakika inkubasyona birakildi.
2.17.8. Reaksiyonun Durdurulmasi

Inkubasyon sonrasi reaksiyonun durdurulmasi igin siilfirik asit (1,25 M

H,SO,) stoping soliisyon olarak tiim gozlere 50 pl ilave edildi.
2.17.9. Pleytlerin Spektrofotometre ile Okunmasi

Pleytler, Softmax Pro-312ex programi (Molecular Devices 2006) kullanirak
spektrofotometre ile 492 nm dalga boyunda okundu ve optik dansiteleri (OD)
belirlendi. Elde edilen sonuclar excel dosyasi lizerinden veri doniisiim sihirbazi
kullanilarak aritmetik say1 degerlerine doniistiiriildii. OD verilerinin aritmetik say1

degerleri ile test sonuglar1 degerlendirildi.
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2.17.10. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Serumlarin titrelerinin hesaplanabilmesi i¢in, test sonucunda elde edilen OD

degerlerinin % inhibisyon degerleri hesaplandi.

% Inhibisyon degeri hesaplanmasi i¢in; “ % Inhibisyon Degeri= 100 - (Test
Serumlar1 OD / Ortalama Antijen Kontrol OD) x 100 ” formiilii kullanildi. Ortalama
antijen kontrol OD degeri ise antijen kontrol goézlerindeki (G/H 11-12,) OD

degerlerinin toplanip, dérde boliinmesi ile hesaplandi.

OD degerlerinden % inhibisyon degerleri hesaplandiktan sonra, Sserum

titreleri belirlendi. % 50 ve tizeri inhibisyon veren degerler pozitif olarak kabul edildi
(Mackay ve ark 2001, OIE 2009).

Cizelge 2.3. SPC ELISA testi sonucu elde edilen bir pleytteki serumlarin OD degerleri.

1

5

6

7

8

9

10

11

0,1291

0,1234

0,0949

0,1098

0,7866

0,6899

0,1129

0,1284

0,097

0,1091

0,1981

0,1269

0,1422

0,1394

1,1032

1,0613

0,1791

0,2105

0,163

0,1494

0,2214

0,2348

0,2347

0,373

1,1546

1,154

0,3555

0,4616

0,2805

0,2592

0,4307

0,4911

0,5707

0,7521

1,1625

1,1455

0,6959

0,8215

0,4382

0,4626

0,8584

0,8693

0,8639

0,7731

0,8605

0,8837

0,0954

0,1019

0,1281

0,115

0,9915

1,152

1,0447

1,3131

1,1144

1,0935

0,0938

0,1107

0,1128

0,1648

1,281

1,4292

1,4031

1,4035

1,2956

1,2388

0,1414

0,1279

0,2265

0,1423

0,9017

12

0,8311

I o M m 9 O W >

1,5209

1,2888

1,2594

1,1947

1,1543

1,1864

0,1505

0,1616

0,2103

0,1736

0,6451

0,8119

B AB, 11-12
B C-D11-12
@ E-Fl1-12

G-H 11-12

: Kuvvetli Pozitif Kontrol Serumu
: Zayif Pozitif Kontrol serumu

: Negatif Serum
: Antijen Kontrol gozlerini ifade etmektedir.

Cizelge 2.4. SPC ELISA testi sonucu elde edilen bir pleytteki serumlarin OD degerlerinin, %
inhibisyon degerleri.

1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12
84 85 88 86 13 86 84 88 86 89 89
75 84 82 83 -38 -33 78 74 80 81 87 89
72 71 71 53 -45 -45 55 42 65 67 51 42
46 38 28 6 -46 -44 13 -3 45 42 45 55
-8 -9 -8 3 -8 -11 88 87 84 86 14 30

-24 -44 -31 -65 -40 -37 88 86 86 79 20 33
-61 -79 -76 -76 -62 -55 82 84 72 82 -13 -4
-91 -62 -58 -50 -45 -49 81 80 74 78 19 -2

50




3. BULGULAR

3.1. Likit Faz Bloking ELISA Testi Sonuclar:

Proje kapsaminda toplanan kan serumlarinda sap virusunun O ve A

serotiplerine kars1 gelisen antikor miktarlarinin, LPB ELISA yo6ntemi ile elde edilen

test sonuglari asagidaki grafiklerde gosterildi. Testte; pozitiflik titresi 45 (log2

tabaninda 5,49) koruyuculuk titresi 96 (log2 tabaninda 6,58) olarak belirlendi

(Hamblin ve ark 1986a, Sap Enstitiisii 2009b).

KORUYUCULUK

P DEGER CizGisi
(6.58)

TiTRE (Log2)

P POZITIFLIK
DEGER CizGisi
[ (549)

3§ 6 8 9 12 13 14 15 16 A

=& SEROTIP-0 Ya§ (Ay)
s SEROTIP-A

36

3

38

40

Serotip-O Standart Sapmasi; 0,95
Serotip-A Standart sapmast; 0,76

Sekil 3.1. Ordu ilindeki biiyiikbas erkek ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki,
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin yaga bagh degisimi.
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TiTRE (Log2)

L (6,58)

(5,49)

3 5

7 0 1"

=—&— SEROTIP-O
-SEROTIP-A

96 114

KORUYUCULUK
DEGER CiZGisi

POZITIFLIK
DEGER CizZGisi

Serotip-O Standart Sapmasi; 0,74
Serotip-A Standart sapmasi; 0,58

Sekil 3.2. Ordu Ilindeki biiyiikbas disi ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki,
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin yasa bagli degisimi.

Ordu Ilindeki kiiciik aile tipi 6 adet isletmeden elde edilen toplam 42 adet

biiyiikbag kan serumunun LPB ELISA ile incelenmesi sonucu sap hastaligina karsi

yapilan asilamadan sonra 5 kan serumunun sap virusu O ve A serotiplerine karsi

negatif, 4 kan serumunun serotip A yoniinden, 33 kan serumunun ise hem serotip O

hem de serotip A yoniinden pozitif oldugu tespit edildi. 42 adet kan serumunun;

4’iniin serotip A, 33’linlin ise serotip O ve A yoniinden koruyuculuk diizeyinde

antikor titresine sahip oldugu belirlendi. (Cizelge 3.1, Sekil 3.3)

Cizelge 3.1. Ordu Ilindeki biiyiikbas ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki, Sap
virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin cinsiyete bagl degisimi.

Cinsiyet Serum Negatif | Serotip O | Serotip A | Serotip 0 | Serotip O | Serotip A | Serotip O
Sayist (+) +) ve A (+) | Koruyucu | Koruyucu ve A
Serum Serum Serum Serum Koruyucu
Titreli Titreli
Sayist Sayis1 Sayist Sayis1 Serum Serum Titreli
Sayisi Sayisi Serum
Sayis1
Disi 21 2 - 3 16 - 3 16
Erkek 21 3 - 1 17 - 1 17
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4;10% 5;12%

Serotip A (+)

33;78%

Sekil 3.3. Ordu ilindeki biiyiikbas ruminantlarin Sap hastaligina kars1 yapilan asilamadan sonra

Sap virusu O ve A serotiplerine karsi sahip olduklari antikor miktarlarinin yiizdesel dagilima.

TiTRE (Log2)

» KORUYUCULUK

DEGER CizZGiSi
(6,58)

POZITIFLIK
DEGER CizZGisi
(549)

—#— SEROTIP-0
sz GEROTIP-A

37

Serotip-O Standart Sapmasi; 0,90
Serotip-A Standart sapmas; 0,56

Sekil 3.4. Giresun ilindeki biiyiikbas erkek ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki,
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin yasa bagl degisimi.
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Yas (Ay)

Serotip-A

Serotip-O Standart Sapmasi; 0,91

KORUYUCULUK
DEGER CiZGiSi
(6,58)
POZITIFLIK
DEGER CizGisi
(5,49)

Standart sapmasi; 0,48

Sekil 3.5. Giresun ilindeki biiyiikbas disi ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki,
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin yasa bagli degisimi.

Giresun Ilindeki kiigiik aile tipi 11 adet isletmeden elde edilen toplam 42 adet

biiylikbas kan serumunun LPB ELISA ile incelenmesi sonucu sap hastaligina karsi

yapilan asilamadan sonra 1 kan serumunun sap virusu O ve A serotiplerine karsi

negatif, 14 kan serumunun serotip A yoniinden, 27 kan serumunun ise hem serotip O

hem de serotip A yoniinden pozitif oldugu tespit edildi. 42 adet kan serumunun;

18’inin serotip A, 23’iniin ise serotip O ve A yoniinden koruyuculuk diizeyinde

antikor titresine sahip oldugu belirlendi. (Cizelge 3.2, Sekil 3.6)

Cizelge 3.2. Giresun Ilindeki biiyiikbag ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki, Sap

virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin cinsiyete bagl degisimi.

Cinsiyet Serum Negatif | Serotip O | Serotip A | Serotip 0 | Serotip O | Serotip A | Serotip O
Say1si (+) +) ve A (+) | Koruyucu | Koruyucu ve A
Serum Serum Serum Serum Koruyucu
Titreli Titreli
Sayst Sayisi Sayist Sayisi Serum Serum Titreli
Sayis1 Sayist Serum
Sayist
Disi 21 - - 7 14 - 9 12
Erkek 21 1 - 7 13 - 9 11
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27;65%

1;2% Serotip Ove A (-)

14;33%

Serotip O ve A (+)

Sekil 3.6. Giresun ilindeki biiyiikbas ruminantlarin Sap hastaligina kars1 yapilan agilamadan sonra
Sap virusu O ve A serotiplerine kars1 sahip olduklar1 antikor miktarlarinin yiizdesel dagilima.

TiTRE (Log2)

(=2}
o

[ B R
1 1 1 1

=N
[2,]

5 KORUYUCULUK

DEGER CizGisi
(6,59)

o
L2 IS B - )
1 1

5 4

POZITIFLIK
DEGER CizGisi
(5.49)

4 5 6

—&8— SEROTIP-0
s @z SEROTIP-A

40 46 47 57

Ya§ (Ay) Serotip-O Standart Sapmasi; 1,29
Serotip-A Standart sapmasi; 0,97

Sekil 3.7. Trabzon ilindeki biiyiikbas erkek ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki,
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin yasa bagli degisimi.
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Serotip-O Standart Sapmasi; 1,35
Serotip-A Standart sapmasi; 1,08

(5,49)

> DEGER CiZGisi

» POZITIFLIK
DEGER CizGisi

ekil 3.8. Trabzon Ilindeki biiyiikbas disi ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki,
yii
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin yasa bagl degisimi.

Trabzon Ilindeki kiiciik aile tipi 27 adet isletmeden elde edilen toplam 42 adet

biiylikbas kan serumunun LPB ELISA ile incelenmesi sonucu sap hastaligina karsi

yapilan asilamadan sonra 10 kan serumunun sap virusu O ve A serotiplerine karsi

negatif, 1 kan serumu serotip O, 7 kan serumu serotip A yoniinden ve 24 kan

serumunun ise hem serotip O hem de serotip A yoniinden pozitif oldugu tespit edildi.

42 adet kan serumunun; 1’inin serotip O, 10’unun serotip A, 20’sinin ise serotip O ve

A yoniinden Kkoruyuculuk diizeyinde antikor titresine sahip oldugu belirlendi.
(Cizelge 3.3, Sekil 3.9)

Cizelge 3.3. Trabzon ilindeki biiyiikbas ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki, Sap
virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin cinsiyete bagl degisimi.

Cinsiyet Serum Negatif | Serotip O | Serotip A | Serotip 0 | Serotip O | Serotip A | Serotip O
Sayist (+) +) ve A (+) | Koruyucu | Koruyucu ve A
Serum Serum Serum Serum Koruyucu
Titreli Titreli
Sayist Sayis1 Sayist Sayis1 Serum Serum Titreli
Sayisi Sayisi Serum
Sayis1
Disi 21 2 1 4 14 1 6 11
Erkek 21 8 - 3 10 - 4 9
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24;57%

Serotip O ve A (+)

10; 24%

Serotip O ve A ()

7;17%

Serotip O (+)

Sekil 3.9. Trabzon ilindeki biiyiikbag ruminantlarin Sap hastaligina kars1 yapilan asilamadan sonra

Sap virusu O ve A serotiplerine kars1 sahip olduklar1 antikor miktarlarinin yiizdesel dagilimiu.

TiTRE (Log2)

KORUYUCULUK
DEGER CiZzGisi

(6,58)

POZITIFLIK

DEGER CiZGisi
(549)

4 5 6

—&— SEROTIP-0
ani@ueie SEROTIP-A

8 10 12 14 23 36 55

Ya§ (AY) Serotip-O Standart Sapmasi; 0,81
Serotip-A Standart sapmasi; 1,28

Sekil 3.10. Rize ilindeki biiyiikbas erkek ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki,
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin yasa bagli degisimi.
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»  POZITIFLIK
DEGER CizGisi

Sekil 3.11. Rize ilindeki biiyiikbas disi ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki,
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin yasa bagli degisimi.

Rize Ilindeki kiigiik aile tipi 13 adet isletmeden elde edilen toplam 42 adet

biiylikbas kan serumunun LPB ELISA ile incelenmesi sonucu sap hastaligina karsi

yapilan asilamadan sonra 13 kan serumunun sap virusu O ve A serotiplerine karsi

negatif, 1 kan serumunun serotip O, 5 kan serumunun serotip A yoniinden ve 23 kan

serumunun ise hem serotip O hem de serotip A yoniinden pozitif oldugu tespit edildi.

42 adet kan serumunun 2’sinin serotip O, 4’liniin serotip A, 18’inin ise serotip O ve

A yoniinden Kkoruyuculuk diizeyinde antikor titresine sahip oldugu belirlendi.
(Cizelge 3.4, Sekil 3.12)

virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin cinsiyete bagl degisimi.

Cizelge 3.4. Rize Ilindeki biiyiikbas ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki, Sap

Cinsiyet Serum Negatif | Serotip O | Serotip A | Serotip 0 | Serotip O | Serotip A | Serotip O
Say1si (+) (+) ve A (+) | Koruyucu | Koruyucu ve A
Serum Serum Serum Serum Koruyucu
Titreli Titreli
Sayst Sayisi Sayist Sayisi Serum Serum Titreli
Sayisi Sayisi Serum
Sayist
Disi 21 4 1 4 12 1 2 10
Erkek 21 9 - 1 11 1 2 8
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13;31%

Serotip O ve A(-)

Serotip O ve A (+)

23;55%

5;12%

Serotip O (+)

1;2%

Sekil 3.12. Rize Ilindeki biiyiikbas ruminantlarin Sap hastaligna kars1 yapilan asilamadan sonra
Sap virusu O ve A serotiplerine kars1 sahip olduklar: antikor miktarlarinin yiizdesel dagilima.

KORUYUCULUK
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Sekil 3.13. Artvin flindeki biiyiikbas erkek ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki,
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin yasa bagl degisimi.
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Serotip-O Standart Sapmasi; 0,74
Serotip-A Standart sapmasi; 0,87
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KORUYUCULUK
DEGER CiZGisi

POZITIFLIK
DEGER CiZzGisi

Sekil 3.14. Artvin Ilindeki biiyiikbas disi ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki,
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin yasa bagli degisimi.

Artvin {lindeki kiigiik aile tipi 14 adet isletmeden elde edilen toplam 42 adet

biiylikbas kan serumunun LPB ELISA ile incelenmesi sonucu sap hastaligina karsi

yapilan asilamadan sonra 13 kan serumunun sap virusu O ve A serotiplerine karsi

negatif, 9 kan serumunun serotip A yoniinden ve 20 kan serumunun ise hem serotip

O hem de serotip A yoniinden pozitif oldugu tespit edildi. 42 adet kan serumunun

6’smin serotip A, 15’inin ise serotip O ve A yoniinden koruyuculuk diizeyinde

antikor titresine sahip oldugu belirlendi. (Cizelge 3.5, Sekil 3.15)

virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin cinsiyete bagli degisimi.

Cizelge 3.5. Artvin ilindeki biiyiikbas ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki, Sap

Cinsiyet Serum Negatif | Serotip O | Serotip A | Serotip0 | Serotip O | Serotip A | Serotip O
Sayist (+) +) ve A (+) | Koruyucu | Koruyucu ve A
Serum Serum Serum Serum Koruyucu
Titreli Titreli
Sayist Sayis1 Sayist Sayis1 Serum Serum Titreli
Sayis1 Sayist Serum
Sayis1
Disi 21 3 - 2 16 - 2 13
Erkek 21 10 - 7 4 - 4 2
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20;48%

Serotip O ve A (+)

Serotip O ve A(-)

Sekil 3.15. Artvin flindeki biiyiikbas ruminantlarin Sap hastaligina kars1 yapilan asilamadan sonra
Sap virusu O ve A serotiplerine kars1 sahip olduklar1 antikor miktarlarinin yiizdesel dagilima.
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Sekil 3.16. Dogu Karadeniz Bolgesindeki biilyiikbas ruminantlarin O ve A serotiplerine karsi sahip
olduklar1 antikor miktarlarinin agilama sayisina bagl degigimi.

61




Dogu Karadeniz Bolgesindeki 5 ilde yer alan toplam 71 kiiclik aile tipi

isletmeden elde edilen 210 biiylikbag ruminant kan serumunun LPB ELISA ile

incelenmesi sonucu 42 kan serumunun sap virusu O ve A serotiplerine kars1 negatif,

2 kan serumunun serotip O, 39 kan serumunun serotip A yoOniinden ve 127 kan

serumunun ise hem serotip O hem de serotip A yoniinden pozitif oldugu tespit edildi.

210 adet kan serumunun 3’iiniin serotip O, 42’sinin serotip A, 109’unun ise serotip O

ve A yoniinden koruyuculuk diizeyinde antikor titresine sahip oldugu belirlendi.
(Cizelge 3.6, Sekil 3.17)

Cizelge 3.6. Dogu Karadeniz Bolgesindeki biiyiikkbag ruminantlardan elde edilen kan
serumlarindaki, Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin cinsiyete bagh

degisimi.
Cinsiyet Serum Negatif | Serotip O | Serotip A | Serotip0 | Serotip O | Serotip A | Serotip O
Say1st (+) (+) ve A (+) | Koruyucu | Koruyucu ve A
Serum Serum Serum Serum Koruyucu
Titreli Titreli
Sayist Sayist Sayisi Sayist Serum Serum Titreli
Sayisi Sayist Serum
Sayist
Disi 105 11 2 20 72 3 22 62
Erkek 105 31 - 19 55 - 20 47
42;20%
Serotip O ve A (-)
Serotip O ve A (+)
39;19%
127;60%
Serotip O (+)

Sekil 3.17. Dogu Karadeniz Bolgesindeki biiyiikbas ruminantlarin Sap virusu O ve A serotiplerine

kars1 sahip olduklar1 antikor miktarlarinin ytizdesel dagilimi.
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3.2. Solid Faz Kompetitif ELISA Testi Sonuclar:

Proje kapsaminda toplanan kan serumlarinda sap virusunun O ve A
serotiplerine kars1 gelisen antikor miktarlarinin, SPC ELISA yontemi ile elde edilen

test sonuclar1 asagidaki grafiklerde gosterildi.

Testte pozitiflik titresi 7,5 (log2 tabaninda 2,90), koruyuculuk titresi 15 (log2
tabaninda 3,90) olarak belirlendi (Mackay ve ark 2001, Sap Enstitiisti 2009c).
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3 5 6 8 9 122 13 14 15 16 2 ¥ I B 4

SEROTIP-0 Ya§ (AY) Serotip-O Standart Sapmasi; 0,58
i@ SEROTIPA Serotip-A Standart sapmasi; 1,25

Sekil 3.18. Ordu ilindeki biiyiikbas erkek ruminantlardan elde edilen kan serumlarimdaki,
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin yasa bagli degisimi.
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Sekil 3.19. Ordu Ilindeki biiyiikbas disi ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki,
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin yasa bagli degisimi.

Ordu Ilindeki kiiciik aile tipi 6 adet isletmeden elde edilen toplam 42 adet

biiyiikbag kan serumunun SPC ELISA ile incelenmesi sonucu sap hastaligina karsi

yapilan asilamadan sonra 3 kan serumunun sap virusu O ve A serotiplerine karsi

negatif, 2 kan serumunun serotip O, 2 kan serumunun serotip A yoniinden ve 35 kan

serumunun ise hem serotip O hem de serotip A yoniinden pozitif oldugu tespit edildi.

42 adet kan serumunun 2’sinin serotip O, 32’sinin ise serotip O ve A yoniinden

koruyuculuk diizeyinde antikor titresine sahip oldugu belirlendi. (Cizelge 3.7,

Sekil 3

20)

Cizelge 3.7. Ordu ilindeki biiyiikbas ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki, Sap
virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin cinsiyete bagl degisimi.

Cinsiyet Serum Negatif | Serotip O | Serotip A | Serotip 0 | Serotip O | Serotip A | Serotip O
Say1si (+) (+) ve A (+) | Koruyucu | Koruyucu ve A
Serum Serum Serum Serum Koruyucu
Titreli Titreli
Sayst Sayisi Sayist Sayisi Serum Serum Titreli
Sayisi Sayisi Serum
Sayist
Disi 21 1 - 1 19 - - 17
Erkek 21 2 2 1 16 2 - 15
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Serotip Ove A (-)

35;83%

3;7%

« 5O,
2_’L> Serotip O (+)

2;5%

= Serotip A (+)

Serotip O ve A (+)

Sekil 3.20. Ordu Ilindeki biiyiikbas ruminantlarin Sap hastaligina kars1 yapilan agilamadan sonra
Sap virusu O ve A serotiplerine kars1 sahip olduklar1 antikor miktarlarinin yiizdesel dagilima.
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Sekil 3.21. Giresun Ilindeki biiyiikbas erkek ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki,
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin yaga baglh degisimi.
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Sekil 3.22. Giresun ilindeki biiyiikbas disi ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki,
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin yasa bagli degisimi.

Giresun Ilindeki kiigiik aile tipi 11 adet isletmeden elde edilen toplam 42 adet

biiyiikkbag kan serumunlarinin SPC ELISA ile incelenmesi sonucu sap hastaligina

kars1 yapilan asilamadan sonra 1 kan serumunun sap virusu O ve A serotiplerine

kars1 negatif, 5 kan serumunun serotip A yoniinden ve 36 kan serumunun ise hem

serotip O hem de serotip A yoniinden pozitif oldugu tespit edildi. 42 adet kan

serumunun 16’smin serotip A, 25’inin ise serotip O ve A yoniinden koruyuculuk

diizeyinde antikor titresine sahip oldugu belirlendi. (Cizelge 3.8, Sekil 3.23)

Cizelge 3.8. Giresun Ilindeki biiyiikbas ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki, Sap
virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin cinsiyete bagli degisimi.

Cinsiyet Serum Negatif | Serotip O | Serotip A | Serotip 0 | Serotip O | Serotip A | Serotip O
Sayisi (+) (+) ve A (+) | Koruyucu | Koruyucu ve A
Serum Serum Serum Serum Koruyucu
Titreli Titreli
Sayst Sayisi Sayist Sayisi Serum Serum Titreli
Sayis1 Sayist Serum
Sayist
Disi 21 - - 2 19 - 7 14
Erkek 21 1 - 3 17 - 9 11
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Serotip Ove A (-)

Serotip O ve A (+)

Serotip A (+)

Sekil 3.23. Giresun ilindeki biiyiikbas ruminantlarin Sap hastaligina kars1 yapilan asilamadan sonra
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi sahip olduklari antikor miktarlarinin yiizdesel dagilimu.
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Sekil 3.24. Trabzon Ilindeki biiyiikbas erkek ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki,
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin yasa bagli degisimi.
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Sekil 3.25. Trabzon Ilindeki biiyiikbas disi ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki,
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin yasa bagli degisimi.

Trabzon Ilindeki kiiciik aile tipi 27 adet isletmeden elde edilen toplam 42 adet

biiyiikkbag kan serumunlarinin SPC ELISA ile incelenmesi sonucu sap hastaligina

kars1 yapilan asilamadan sonra 13 kan serumunun sap virusu O ve A serotiplerine

kars1 negatif, 2 kan serumunun serotip O, 2 kan serumunun serotip A yoniinden ve

25 kan serumunun ise hem serotip O hem de serotip A yoniinden pozitif oldugu

tespit edildi. 42 adet kan serumunun 25’inin serotip O ve A yoniinden koruyuculuk

diizeyinde antikor titresine sahip oldugu belirlendi. (Cizelge 3.9, Sekil 3.26)

Cizelge 3.9. Trabzon ilindeki biiyiikbas ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki, Sap
virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin cinsiyete bagli degisimi.

Cinsiyet Serum Negatif | Serotip O | Serotip A | Serotip0 | Serotip O | Serotip A | Serotip O
Sayisi (+) +) ve A (+) | Koruyucu | Koruyucu ve A
Serum Serum Serum Serum Koruyucu
Titreli Titreli
Sayist Sayist Sayisi Sayisi Serum Serum Titreli
Sayis1 Sayist Serum
Sayis1
Disi 21 5 1 - 15 - - 15
Erkek 21 8 1 2 10 - - 10
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13;31%

Serotip Ove A (-)

Serotip O ve A (+)

25;59%

2:5% Serotip O (+)

Y; 5%

Serotip A (+)

Sekil 3.26. Trabzon ilindeki biiyiikbas ruminantlarin Sap hastaligina kars1 yapilan asilamadan sonra

Sap virusu O ve A serotiplerine karsi sahip olduklar1 antikor miktarlarinin yiizdesel dagilimi.
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Sekil 3.27. Rize Ilindeki biiyiikbas erkek ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki,
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlariin yasa baglh degisimi.
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Sekil 3.28. Rize Ilindeki biiyiikbas disi ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki,
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin yasa bagli degisimi.

Rize Ilindeki kiigiik aile tipi 13 adet isletmeden elde edilen toplam 42 adet
biiyiikkbag kan serumunlarinin SPC ELISA ile incelenmesi sonucu sap hastaligina
kars1 yapilan asilamadan sonra 12 kan serumunun sap virusu O ve A serotiplerine
kars1 negatif, 1 kan serumunun serotip O, 1 kan serumunun serotip A yoniinden ve
28 kan serumunun ise hem serotip O hem de serotip A ydniinden pozitif oldugu
tespit edildi. 42 adet kan serumunun 2’sinin serotip O, 3’iiniin serotip A ve 23’ tiniin
ise serotip O ve A yoniinden koruyuculuk diizeyinde antikor titresine sahip oldugu
belirlendi. (Cizelge 3.10, Sekil 3.29)

Cizelge 3.10. Rize ilindeki biiyiikbas ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki, Sap
virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin cinsiyete bagli degisimi.

Cinsiyet Serum Negatif | Serotip O | Serotip A | Serotip0 | Serotip O | Serotip A | Serotip O
Sayisi (+) +) ve A (+) | Koruyucu | Koruyucu ve A
Serum Serum Serum Serum Koruyucu
Titreli Titreli
Sayst Sayisi Sayist Sayisi Serum Serum Titreli
Sayis1 Sayist Serum
Sayist
Disi 21 4 1 - 16 1 2 13
Erkek 21 8 - 1 12 1 1 10
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Sekil 3.29. Rize ilindeki biiyiikbas ruminantlarin Sap hastaligma kars1 yapilan asilamadan sonra
Sap virusu O ve A serotiplerine kars1 sahip olduklar1 antikor miktarlarinin yiizdesel dagilima.
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Sekil 3.30. Artvin ilindeki biiyiikbas erkek ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki,
Sap virusu O ve A serotiplerine kars1 olusan antikor miktarlarinin yasa bagl degisimi.
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Sekil 3.31. Artvin ilindeki biiyiikbas disi ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki,
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin yasa bagl degisimi.

Artvin ilindeki kiigiik aile tipi 14 adet isletmeden elde edilen toplam 42 adet

biiyiikkbag kan serumunlarinin SPC ELISA ile incelenmesi sonucu sap hastaligina

kars1 yapilan asilamadan sonra 9 kan serumunun sap virusu O ve A serotiplerine

kars1 negatif, 3 kan serumunun serotip A yoniinden ve 30 kan serumunun ise hem

serotip O hem de serotip A yoniinden pozitif oldugu tespit edildi. 42 adet kan

serumunun 1’i serotip O, 8’i serotip A ve 20’si ise serotip O ve A yoniinden

koruyuculuk diizeyinde antikor titresine sahip oldugu belirlendi. (Cizelge 3.11,

Sekil 3.32)

Cizelge 3.11. Artvin flindeki biiyiikbas ruminantlardan elde edilen kan serumlarindaki, Sap
virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin cinsiyete bagli degisimi.

Cinsiyet Serum Negatif | Serotip O | Serotip A | Serotip 0 | Serotip O | Serotip A | Serotip O
Say1si (+) (+) ve A (+) | Koruyucu | Koruyucu ve A
Serum Serum Serum Serum Koruyucu
Titreli Titreli
Sayst Sayisi Sayist Sayisi Serum Serum Titreli
Sayisi Sayisi Serum
Sayist
Disi 21 3 - 2 16 1 1 13
Erkek 21 6 - 1 14 - 7 7
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Serotip O ve A (+) Serotip A (+)

30;72%

Sekil 3.32. Artvin flindeki biiyiikbas ruminantlarin Sap hastaliina kars1 yapilan asilamadan sonra
Sap virusu O ve A serotiplerine karsi sahip olduklar1 antikor miktarlarinin yiizdesel dagilimi.
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Sekil 3.33. Dogu Karadeniz Bolgesindeki biiyiikbas ruminantlarin O ve A serotiplerine karsi sahip
olduklar1 antikor miktarlarinin asilama sayisina bagli degisimi.
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Dogu Karadeniz Bolgesindeki 5 ilde yer alan toplam 71 kiigiik aile tipi
isletmeden elde edilen 210 biiyiikbag ruminant kan serumunun SPC ELISA ile
incelenmesi sonucu 38 kan serumunun sap virusu O ve A serotiplerine karsi negatif,
5 kan serumunun serotip O, 13 kan serumunun serotip A yoniinden ve 154 kan
serumunun ise hem serotip O hem de serotip A yoniinden pozitif oldugu tespit edildi.
210 adet kan serumunun 5’inin serotip O, 27°sinin serotip A ve 125’inin ise serotip O
ve A yoniinden koruyuculuk diizeyinde antikor titresine sahip oldugu belirlendi.
(Cizelge 3.12, Sekil 3.34)

Cizelge 3.12. Dogu Karadeniz Bolgesindeki biiyiikbas ruminantlardan elde edilen kan

serumlarindaki, Sap virusu O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarinin cinsiyete bagh
degisimi.

Cinsiyet Serum Negatif | Serotip O | Serotip A | Serotip0 | Serotip O | Serotip A | Serotip O
Sayisi (+) (+) ve A (+) | Koruyucu | Koruyucu ve A
Serum Serum Serum Serum Koruyucu
Titreli Titreli
Sayist Sayist Sayisi Sayist Serum Serum Titreli
Sayisi Sayist Serum
Sayist
Disi 105 13 2 5 85 2 10 72
Erkek 105 25 3 8 69 3 17 53

38;18%

Serotip O ve A (-)
Serotip A (+)
13;6%

5;2%

Serotip O ve A (+)
Serotip O (+)

154;74%

Sekil 3.34. Dogu Karadeniz Bolgesindeki biiyiikbas ruminantlarin Sap virusu O ve A serotiplerine
kars1 sahip olduklar1 antikor miktarlarinin yiizdesel dagilimi.
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Ayrica aragtirmada, LPB ELISA ve SPC ELISA yontemiyle sap virusunun O
ve A serotiplerine karsi olusan antikor titrelerinin asilama sayisina bagli degisimi
incelendi. (Cizelge 3.13, Cizelge 3.14)

Cizelge 3.13. Asilama sayisina bagl antikor titresi degisiminin LPB ELISA ile incelenmesi.

Serotip O Serotip A
Asilama Sayisi Antikor Titresi Asilama Sayis1  Antikor Titresi
1 45 1 102
2 108 2 194
3 181 3 221
4 48 4 203
5 145 5 190
6 130 6 179

Cizelge 3.14. Asilama sayisina bagli antikor titresi degisiminin SPC ELISA ile incelenmesi.

Serotip O Serotip A
Asilama Sayisi Antikor Titresi Agsilama Sayist  Antikor Titresi
1 11 1 14
2 25 2 33
3 45 3 43
4 29 4 34
5 27 5 31
6 30 6 31

3.3. LPB ELISA ve SPC ELISA Test Sonuclarimin Karsilastirilmasi

Sap virusunun O ve A serotiplerine karst asili hayvanlardan elde edilen kan
serumlarindaki antikor miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan LPB ELISA ve SPC

ELISA sonuglar1 asagidaki gizelgelerde gosterildi. (Cizelge 3.15, Cizelge 3.16)

Cizelge 3.15. Sap virusu O serotipine karsi olusan antikor miktarlarimin belirlenmesinde
kullanilan LPB ELISA ve SPC ELISA testlerinin karsilastirilmasi.

Test Incelenen Pozitif

Serum Sayis1 Serum Sayi1si %
LPB ELISA 210 129 61,4
SPC ELISA 210 159 75,7
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Cizelge 3.16. Sap virusu A serotipine karsi olusan antikor miktarlarimin belirlenmesinde
kullanilan LPB ELISA ve SPC ELISA testlerinin karsilagtirilmas.

Test Incelenen Pozitif

Serum Sayis1 Serum Sayi1si %
LPB ELISA 210 166 79
SPC ELISA 210 167 79,5

3.4. Infeksiyoz Bovine Rhinotracheitis (IBR), Bovine Viral Diyare (BVD) ve
Sigir Loykozunun, Sap Hastahg Antikor Olusumu Uzerine Etkileri

Dogu Karadeniz Bolgesinde biiyiikbas ruminantlarda goriilen BVD, IBR ve
16ykoz viral hastaliklarinin, sap hastaligina karsi gelisen antikorlar iizerine olan
etkilerini aragtirmak igin toplanan 210 adet biiyiikbas kan serumu, Pourgier Institut
firmasi tarafindan gelistirilen IBR, BVD Antikor, Bovine Loykoz ELISA Kitleri ve
BVD Antikor testi sonucu negatif c¢ikan 104 adet kan serumlari ise ldexx
laboratuvarlari tarafindan gelistirilen BVD Antijen ELISA Kkiti ile analiz edildi. Proje
kapsaminda kan serumu elde edilen hayvanlarin IBR, BVD ve Bovine Ldykoz

hastaliklarina kars1 asilanmadigi tespit edildi. (Cizelge 3.17, Cizelge 3.18)

Cizelge 3.17. Kan serumlarinin IBR, BVD Antikor, BVD Antijen ve Ldoykoz Testleri
sonuglari.

Incelenen
Test Serum Sayisi (+) Serum Sayisi (-) Serum Sayisi

IBR 210 104 106
BVD Antikor 210 106 104
BVD Antijen 104 2 102
Loykoz 210 1 209

76



Cizelge 3.18. IBR, BVD Antikor, BVD Antijen ve Loykoz Testleri sonuglari pozitif ¢ikan
serumlarin Sap virusu Serotip O ve Serotip A yoniinden incelenmesi.

Sap Virusu Sap Sap Virusu
) Sap Virusu Serotip O Virusu Serotip A
Incelenen Serum
Test S Serotip O (+) Koruyucu Serotip A Koruyucu
e Serum Sayist  Titreye Sahip  (+) Serum  Titreye Sahip
Serum Sayisi Sayist Serum Sayisi
IBR 104 85 77 88 83
BVD Antikor 106 83 70 90 86
BVD Antijen 2 2 2 2 2
Loykoz 1 1 1 1 1

IBR tespit edilen 104 kan serumunun % 81,7’sinin sap virusu O ve A
serotiplerine karsi pozitif ve % 74’iniin koruyucu diizeyde antikor titresine sahip

oldugu belirlenmistir.

BVD antikor tespit edilen 106 kan serumunun % 78,3’linlin sap virusu O ve
A serotiplerine kars1 pozitif ve % 66’sinin koruyucu diizeyde antikor titresine sahip

oldugu tespit edilmistir.

BVD antikor testi sonucu negatif tespit edilen 104 kan serumunun, BVD
antijen testi ile incelenmesi sonucunda 2 kan serumunun, BVD antijen yoniinden
pozitif oldugu belirlenmistir. Bu 2 6rnekden tekrar numune alma imkani olmadigi
icin bu kan Orneklerinin alindigr hayvanlarin, BVD yoniinden persiste enfekte
olabilecegi diisiiniilmektedir. BVD antijen tespit edilen 2 kan serumunun serotip O
ve A yoniinden hem pozitif hemde koruyucu diizeyde antikor titresine sahip oldugu

belirlenmistir.

Loykoz tespit edilen 1 kan serumunun serotip O ve A yoniinden hem pozitif

hemde koruyucu diizeyde antikor titresine sahip oldugu tespit edilmistir.
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4. TARTISMA

Sap virusu sigir, koyun, keci domuz gibi cift tirnakli ¢iftlik ve yabani
hayvanlar arasinda oldukg¢a bulasici bir hastaliga neden olan etiyolojik bir ajandir
(Huang ve ark 2009). Hastaligin bulasma derecesinin yiiksek olmasi, ¢iftlik
hayvanlar1 arasinda ¢ok onemli miktarda ekonomik kayiplara neden olabilmektedir

(Aggarwal ve Barnett 2002).

Thracat ve ithalat1 s6z konusu hayvanlarin kontroliinde, sap hastaligina duyarli
vakalarin saptanmasinda, enfeksiyon yoklugunun dogrulanmasinda ve asilamanin
etkisini gostermek amaciyla serolojik testlerden faydalanilmaktadir. Serolojik testler,
viral yapisal proteinlere karsi olusan antikorlarin belirlendigi testler ve viral yapisal
olmayan proteinlere karsi olusan antikorlarin belirlendigi testler olarak 2 gruba
ayrilmaktadir. Yapisal proteinlere karsi olusan antikorlarin belirlenmesinde
kullanilan testler virus noétralizasyon, LPB ELISA ve SPC ELISA testleridir.
Antikorlarin belirlenmesinde kullanilan LPB ELISA ve SPC ELISA testleri, virus
notralizasyon testine gore daha hizli sonu¢ vermeleri ve hiicre kiiltiirlerine ihtiyag
duymamalar1 ile 6n plana ¢ikmaktadir Yapisal olmayan proteinlere karsi olusan
antikorlarin belirlenmesi i¢in kullanilan serolojik testler, enfeksiyonun ge¢gmisde mi
yoksa yakin zamanda mi1 gergeklestigini, antikorlarin asilama mi1 yoksa enfeksiyon

sonucu mu gelistigini belirlemek amaciyla kullanilmaktadir (Go 'mez ve ark 2006).

Bu ¢alismada, Dogu Karadeniz Bolgesinde biiyiikbas ruminantlarin agilamaya
bagl olarak sap hastaligina kars1 sahip olduklar1 antikor miktarlarini belirlemek i¢in
5 ildeki, 71 aile tipi kiiglik isletmeden toplam 210 adet biiyiikbas hayvandan kan
serumu toplandi. Toplanan serumlar yas (0-11 ay, 12-35 ay, 36-36 ay {istii) ve
cinsiyete (disi-erkek) gore smiflandirildi. Siniflandirilmanin amaci yas ve cinsiyetin,
sap hastaligima kars1 yapilan asilama ile gelisen antikor miktarina etkisini

belirlemekdi.

Bolgede Sap Enstitiisii Miidiirliigii tarafindan iiretilen, yag adjuvantli bivalan
ast ile sap virusunun O ve A serotiplerine karst bir asillama programi
yiriitiilmektedir. Kan serumu toplanan hayvanlar, sap hastaligina kars1 diizenli olarak
asilanan hayvanlardi. Arastirmada kullanilan kan serumlari, asilanmis ve asilanma

zamani lizerinden 21-30 giin ge¢mis hayvanlardan elde edildi. Kan serumlarindaki
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sap virusunun O ve A serotiplerine karsi olusan antikor miktarlari, LPB ELISA ve
SPC ELISA testleri ile arastirildi. Antikor miktarini belirlemede LPB ELISA ve SPC
ELISA’nin kullanilmasmin nedeni, bu iki serolojik testi karsilastirmakdi. LPB
ELISA ve SPC ELISA kullanilarak yapilan c¢alismalarda her iki testin de paralel

sonuglar verdigi bildirilmektedir.

Mackay ve ark (2001) enfeksiyonun goriildiigii veya asilanmis sigirlardan
elde ettikleri serumlar1 LPB ELISA ve SPC ELISA yontemleri ile inceleyerek sap
virusunun O, A ve C serotiplerine karsi olusan antikor miktarlarini arastirmiglar ve 2
testin sensitivite ve spesifitelerini karsilastirmiglardir. Arastirmada kullanilan
referans serumlar1 ( O serotipi i¢in 57 adet, A serotipi i¢in 78 ve C serotipi igin 58
adet) hem LPB ELISA hem de SPC ELISA yontemleriyle pozitif olarak tespit
etmigler, LPB ELISA ve SPC ELISA testlerinin sensitiviteleri % 100 olarak
belirlemislerdir. Enfeksiyonun goriildiigii veya asilanmis hayvanlardan elde ettikleri
65 adet serumun O serotipine karsi incelenmesi sonucu LPB ELISA ile 64
(sensitivite % 98,4) SPC ELISA ile ise 63’lini (sensitivite % 96,9) pozitif olarak
tespit etmislerdir. A serotipine kars1 inceledikleri 24 serumun, 22°si LPB ELISA ile
pozitif (sensitivite % 91,7) sonug verirken, SPC ELISA’da 24’1 pozitif (sensitivite %
100) sonug vermistir. C serotipine karsi inceledikleri 24 serumun 24’ hem LPB
ELISA hem de SPC ELISA testinde pozitif sonug vermis ve iki testin sensitivitesinin
% 100 oldugunu belirlemislerdir. Ayrica iki testin spesifitelerini arastirmak igin 85
adet sigirdan aldiklar1 kan serum 6rneklerini sap virusu O1 BFS 1860 ve A22 IRQ
24/64 serotipleri yoniinden incelemislerdir. O1 BFS 1860 serotipi antikoru igin
yapilan LPB ELISA testinde 85 adet serumun 73’linii pozitif, 12’sini negatif olarak
tespit etmisler ve testin spesifitesi % 14,1 SPC ELISA testinde ise 85 adet serumun
3’tint pozitif, 82’sini negatif olarak tespit etmisler ve testin spesifitesini % 96,4
olarak bildirmislerdir. A22 IRQ 24/64 serotipi antikoru i¢in yapilan LPB ELISA
testinde ise 85 adet serumun 48’ini pozitif, 37’sini negatif olarak tespit etmisler ve
testin spesifitesi % 43,5; SPC ELISA testinde ise 85 adet serumun 4’iinii pozitif,
81’ini negatif olarak tespit etmisler ve testin spesifitesini % 95,2 olarak

belirlemislerdir.

Niedbalski (2004) yaptigi bir ¢alismada, LPB ELISA ve SPC ELISA

testlerinin  sensitivite ve spesifisitelerini  karsilastirmistir.  Hastalikdan  ari,
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asilanmamisg, virus notralizasyon testi ile negatif oldugu teyit edilmis 680 adet
negatif sigir serumunun sap virusu O serotipi yoniinden LPB ELISA testi ile
incelemesi sonucu 627 adet 6rnegi negatif olarak tespit etmis ve testin spesifitesini,
% 92,2 olarak belirlemistir. 428 adet hastalikdan ari, asilanmamis negatif sigir
serumlarmin serotip O yoniinden SPC ELISA testi ile incelemesi sonucu 424 adet
serumu negatif olarak tespit etmis ve testin spesifisitesini % 99,1 olarak belirlemistir.
Ayrica trivalan asi ile asilanmis sigirlardan elde ettigi 221 adet serumun, 219 adetini
(sensitivite % 99,1) LPB ELISA ve 181 adet serumun, 180 adetini (sensitivite %
99,4) SPC ELISA ile serotip O yoniinden pozitif olarak tespit etmistir (Niedbalski
2004).

Smitsaart ve ark (1998) tarafindan yapilan bir ¢alismada Arjantin’de hastalik
goriilmeyen ve asilanmamus Saf sigir irklarindan elde ettikleri 130 adet kan serumunu
sap virusunun O, A ve C serotiplerine kars1 olusan antikor miktarlar1 yoniinden, LPB
ELISA yontemi ile incelemisler ve LPB ELISA yonteminin spesifitesini % 99 olarak

tespit etmislerdir.

Paiba ve ark (2004) 1 418 adet sigir serumunu SPC ELISA testi ile sap virusu
O serotipi yoniinden incelemigler ve testin spesifitesini % 99,44 olarak tespit

etmislerdir.

Brocchi ve ark (2004) uluslararasi serosiirveyans c¢alismalari ile negatif
oldugu tespit edilen ve rastgele segilen 993 adet sigir serumunu SPC ELISA testi ile
sap virusunun Asia-1 serotipi yoniinden incelemiglerdir. SPC ELISA testinde, % 70
inhibisyon degeri altindaki degerler negatif olarak kabul edilmis ve 983 adet
serumun, 975 adeti negatif olarak degerlendirilmis ve testin spesifitesinin, % 99,18
oldugunu bildirmislerdir. Yaptiklar1 bir diger calismada Israil’den, 4 ile 46 aylik
yaglar arasinda, 1 ile 4 kez arasinda degisen sayilarda trivalan asi ile asilanmis 436
adet sigirdan ve maternal antikor almis fakat agilanmamus, 2 ile 3 aylik yaslardaki 30
buzagidan ve Diinya Referans Laboratuvari, Almanya, Hollanda, Rusya ve Pirbright
Referans Laboratuvarlarinda deneysel olarak Asia-1 serotipi ile enfekte edilmis veya
as1 potens ¢alismalarinda kullanilan 200 sigirdan elde ettikleri toplam 666 seropozitif
sigir serumunun, Asia-1 serotipi yoniinden SPC ELISA ile incelemeleri sonucunda

testin sensitivitesini % 99,7 olarak tespit etmislerdir (Brocchi ve ark 2004).
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Bu calismada asili hayvanlardan elde edilen 210 adet serumda, LPB ELISA
ile O ve A serotiplerine kars1 antikor diizeyleri sirasiyla % 61,4 ve % 79 olarak
belirlendi. Serotip A’ya kars1 gelisen antikor diizeyinin, serotip O’dan daha yiiksek
oldugu tespit edildi. Bu tespit SPC ELISA sonuglari ile dogrulandi. SPC ELISA
testinde 210 adet serumun, % 61,90’unda serotip O, % 72,38’inde serotip A antikoru
tespit edildi. Elde edilen bu veriler, Habiela ve ark (2010) tarafindan yapilan

arastirma sonuglari ile paralellik gostermektedir.

Habiela ve ark (2010) tarafindan LPB ELISA yontemi kullanilarak yapilan
arastirmada, 469 asili sigirdan elde edilen kan serum orneklerindeki sap virusunun O
ve A serotiplerine kargi sahip olduklari antikor miktarlari sirasiyla % 69,39 ve %
78,13 olarak belirlemislerdir.

LPB ELISA ve SPC ELISA testleri, sap virusu serotiplerine karsi olusan
antikorlart belirlemek ve enfeksiyon yoklugunun dogrulanmasi amaciyla cesitli

aragtiricilar tarafindan yaygin olarak kullanilmaktadir.

Martinez ve ark (2000) 120 adet sap hastaligina karsi trivalan as1 ile
asilanmig, 120 adet enfekte ve 120 adet sap hastaligindan ari sigirlardan elde ettikleri
toplam 360 adet sigir serumunu, O ve A serotiplerine karsi sahip olduklar1 antikor
miktarlarii belirlemek i¢in LPB ELISA ile incelemislerdir. Biitiin serumlar1 1/32
diliisyon titresinde incelerken, pozitif serumlar1 1/10 diliisyondan baglayarak 1/1250
diliisyonuna kadar test etmislerdir. Sap hastaligindan ari hayvanlardan elde ettikleri
120 serumun, 108’ini O1 Cruzeiro 108 serotipi antikoru yoniinden negatif tespit
etmisler ve testin spesifitesini % 90 olarak belirlemislerdir. Sap hastalig1 ile enfekte
120 hayvandan elde ettikleri serumlarin 114’inii, trivalan as1 ile asilanmis
hayvanlardan elde edilen 120 serumun 115’ini, O1 Cruzeiro 108 serotipi antikoru
yoniinden pozitif tespit etmisler, testlerin sensivitelerini sirasiyla % 95 ve % 96
olarak belirlemislerdir. Sap hastaligindan ari hayvanlardan elde ettikleri 120
serumun, 85’ini A24 Cruzeiro serotipi antikoru yoniinden negatif tespit etmisler ve
testin spesifitesini % 71 olarak belirlemislerdir. A24 Cruzeiro serotip antikoru
yoniinden inceledikleri, sap hastaligi ile enfekte 120 hayvandan elde ettikleri
serumlarin 90’1n1, trivalan as1 ile asilanmis hayvanlardan elde edilen 120 serumun
99’unu pozitif olarak tespit etmisler ve testlerin sensitivitelerini sirasiyla % 75 ve %
82 olarak bildirmislerdir (Martinez ve ark 2000).
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Psikal ve ark (1995) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 50 sigirdan elde edilen
kan serum orneklerindeki sap virusunun O, A ve C serotiplerine karsi olusan antikor
miktarlart LPB ELISA yontemiyle incelenmisdir. 50 serum 6rneginin 20 adetini
ticari inaktif trivalan asisi ile asilanmis hayvanlardan, 30 tanesini ise 1 yildan fazla
stiredir asilanmayan hayvanlardan elde etmislerdir. Toplanan &rnekleri 2
laboratuvara daha gondererek LPB ELISA testi ile antikor miktarlarini
arastirmiglardir. Serumlarda AS, O1 ve C1 antijenlerine karsi sirastyla % 58, % 66 ve
% 58 oraninda antikor oldugunu tespit etmislerdir. Elde edilen sonuglari, sigirlarda
sap hastaligina kars1 yapilan serolojik ¢aligmalardaki sonuglarla karsilastirmiglar ve
sap virusunun 3 serotipinden en az birine karsi serum orneklerinde % 70 antikor
oldugunu bildirmislerdir. Sap virusunun 3 serotipine karsi antikor miktarlarini
belirleyen LPB ELISA sonuglari, laboratuvarlar arasinda % 96 oraninda benzerlik

gostermis ve tip spesifitesi agisindan farkliliklarin % 10’u gegmedigi gozlenmistir.

Palanisamy ve ark (2000) 1995-1996 yillar1 arasinda Malezya yarimadasi
smirindaki 10 bolgeden topladiklar1 toplam 800 adet sigir serumunu 1/32 serum
dilisyonunda % 50 inhibisyon degerinde incelemigler ve ornekler arasindan pozitif
olarak tespit ettikleri serumlar1 1/64 ve 1/128’in 2 kath diliisyonlarin1 yaparak her bir
serotip i¢in sahip olduklart koruyuculuk diizeylerini belirlemislerdir. Antikor
titresinin 90 ve izeri oldugu Ornekleri, koruyucu degere sahip olarak
degerlendirmislerdir. Serum Orneklerinin, LPB ELISA testi ile incelenmesi
sonucunda serotip O’ya karst % 51, serotip A’ya % 37,3 ve hem O hem de A

serotiplerine kars1 % 28,9 diizeyinde antikor titresinin bulundugunu belirlemislerdir.

Ko ve ark (2009) 2000 yilinda, Giiney Kore’deki salgindan sonra 2 kez
trivalan as1 ile asilanmig 68 adet sigirdan elde ettikleri serumlar1 Asia-1 serotipine
kars1 LPB ELISA testi ile incelemisler ve 2 adet 6rnegin negatif oldugunu tespit
etmiglerdir. Yaptiklar1 ¢alismada LPB ELISA’nin yanlis pozitiflik oranmin % 4
oldugunu ve bu oranin asisiz hayvanlarda % 18’e¢ kadar ¢ikabilecegini

bildirmislerdir.

Vergara ve ark (2000) asilanmamis ve asilanmis sigirlardan topladiklart kan
serumu O6rneklerindeki, sap virusunun O, A ve C serotiplerine karst olusan antikor
miktarlarmi, LPB ELISA yontemi ile arastirmislardir. Ik grupta enfeksiyon

goriilmeyen ve asilanmamis 120 adet sigirdan topladiklari kan serumlarimi 1/32
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serum diliisyonunda incelemisler, O serotipine karsi 1 adet, A serotipine karsi 17
adet &rnegi pozitif olarak tespit etmislerdir. ikinci grupta trivalan asi ile asilanmis
hayvanlardan elde ettikleri 120 adet sigir serumunu, 1/10 dan baslayarak 1/1 250’ye
kadar 5 katli serum diliisyonu yapilmislar ve O serotipine kars1 84 adet, A serotipine

kars1 26 adet ve C serotipine karsi 79 adet 6rnegi pozitif olarak belirlemislerdir.

Sap asilamasina bagli olarak antikor diizeyini belirlemek i¢in yaptigimiz bu
calismada yas gruplari (0-11 ay, 12-35 ay, 36-36 ay iistii) arasinda antikor diizeyleri
strastyla, serotip O’ya karst % 49,9, %76,7, % 77,8 ve serotip A’ya kars1t % 68,5,
% 87,8 ve % 81,35 olarak tespit edildi. Serotip A’ya karsi olusan antikor
diizeylerinin her yas grubunda, serotip O antikor diizeylerinden daha yiiksek oldugu
belirlendi. Benzer bir ¢caligma Smitsaart ve ark (1998) tarafindan da yapilmstir.

Smitsaart ve ark (1998) Arjantin’de yaptiklar1 ¢alismada, quadrivalent (OIC,
AT79, A87 and C85) yag advuvantli agilamadan sonraki 90’ mc1 giinde, Buenos Aires
bolgesindeki 2 ayr1 yerel bolgedeki sigirlardan 1994 ve 1995 yillar1 arasinda
serumlar toplanmis, bunlar yaslarina gore gruplandirilmis (6-12 ay, 13-24 ay, 24 ay
iistii ) ve LPB ELISA yontemi ile sap virusunun O ve A serotiplerine karsi olusan
antikor diizeyleri belirlenmistir. 6-12 aylik hayvanlarin hi¢ veya 1 kez, 13-24 aylik
hayvanlarin 2 veya 3 kez, 24 ay istii hayvanlarin ise en az 4 kere asilandigini
varsaymiglardir. Arastirmada % 75°den diislik antikor miktarlarina sahip siiriiler
diistik immuniteli, % 75 - % 85 aras1 orta seviyeli ve % 85 tizeri yiiksek seviyeli
immuniteli siiriiler olarak degerlendirilmistir. Iki yerel bolgeden yaslar1 6 ile 12 ay
arasinda degisen 379 sigirdan elde ettikleri serumlarin O serotipi yoniinden 56’sinin
orta seviyeli, 290’ 1n1n yiiksek seviyeli, A serotipi yoniinden ise 45’inin orta seviyeli,
313’iliniin yliksek seviyeli immuniteye sahip oldugunu belirlemislerdir. Yaslar1 13 ile
24 ay arasinda degisen 360 sigirdan elde ettikleri serumlarin O serotipi yoniinden
24°{iniin orta seviyeli, 336’sin1in yiiksek seviyeli, A serotipi yoniinden ise 21’inin orta
seviyeli, 339’unun yiiksek seviyeli immuniteye sahip oldugunu tespit etmislerdir. 24
aylikdan biiyiik 398 sigirdan elde ettikleri serumlarin O serotipi yoniinden 13’iiniin
orta seviyeli, 379 unun yiiksek seviyeli, A serotipi yoniinden ise 7’sinin orta seviyeli,
389’unun yiiksek seviyeli immuniteye sahip oldugunu bildirmislerdir (Smitsaart ve
ark 1998).

Smitsaart ve ark (1998) tarafindan yapilan bu ¢alisma da farkli yas gruplari
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arasinda sap virusunun A serotipine karsi olusan antikor miktarinin, O serotipine

kars1 olusan antikor miktarindan daha fazla oldugunu bildirmektedir.

Ayrica yaptigimiz bu calismada yasla birlikte orantili olarak sap virusunun
O ve A serotiplerine karst koruyucu diizeyde antikora sahip olma oranimnin arttigi
gozlendi. 3-11 aylik hayvanlarin serotip O ve A’ya karsi koruyucu antikor diizeyi %
28,5 iken 12-35 aylik hayvanlarin % 68,5 ve 36 ay istii yaslardaki hayvanlarda %
71,4 olarak tespit edildi. Bu tespit, Sil ve Taimur (2000) tarafindan yapilan ¢alismada
elde edilen sonuglarla da desteklenmektedir.

Sil ve Taimur (2000) yaptiklari arastirmada, 3-18 aylik hayvanlarin sap
hastaligina karst duyarliliklarini, LPB ELISA ile incelemislerdir. 0-3 aylik
buzagilarda sap hastaligina karsi korunma diizeyini % 26,35; 6-12 aylik diivelerde
% 82,28 ve 12-18 aylik ineklerde % 83,94 oldugunu bildirmislerdir.

Sap asilamasina bagl olarak gelisen antikor yanitina, cinsiyetin etkinisini
belirlemek igin yaptigimiz bu calismada, 105 adet disi hayvandan elde edilen
serumlarin, 68’1 (% 64,7) serotip O ve A’ya kars1 koruyucu diizeyde antikora sahip
iken 105 adet erkek hayvandan elde edilen serumlarin, 51’inin (% 48,5) serotip O ve
A’ya kars1 koruyucu diizeyde antikora sahip oldugu belirlendi. Istatiksel agidan sap
virusu O ve A serotiplerine karsi koruyucu diizeyde antikora sahip disi sayis1 dnemli
bulundu. (Fisher’in kesin khi-kare testi; P < 0,01) Bu sonug, Sil ve Taimur (2000)
tarafindan yapilan arastirmada sap hastaligina erkek hayvanlarin, disi hayvanlardan

daha duyarli olduklar tespti ile uyumludur.

Sil ve Taimur (2000) 1995-1999 yillar1 arasinda Banglades’de sap hastaligi
salginlar1 goriilen bolgelerdeki 21 563 ¢ift tirnakli hayvan iizerinde LPB ELISA
yontemiyle yaptiklart ¢alismada hayvanlarin % 49,16’sinin (10 601/21 563) sap
virusu ile enfekte oldugunu, enfekte hayvanlar arasinda sigirlarin hastaliga en duyarh
oldugunu (% 96,43), sigirlart bufalo (% 1,01), keci (% 2,27) ve koyunlarin (% 0,27)
takip ettigini bildirmislerdir. Sigirlar arasinda da en duyarli hayvanlarin sirasiyla
buzagilar (% 35,69), bogalar (% 32,55) ve inekler (% 31,44) oldugunu tespit
etmiglerdir. Ayrica yaptiklar1 calismada sap hastaligina yerli olmayan hayvan
wklarinm (% 69,89), yerli wklardan (% 30,11) daha duyarli oldugunu

belirlemiglerdir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calisma ile Dogu Karadeniz Bolgesindeki biiyiikbag ruminantlarin sap
asilamasina bagl olarak sahip olduklari antikor diizeyleri, OIE tarafindan kabul
edilmis serolojik testler arasinda yer alan LPB ELISA ve SPC ELISA testleri ile
belirlenmistir. Dogu Karadeniz Bolgesinde biiyiikbas ruminantlarin sap virusunun O
ve A serotiplerine kars1 sahip olduklar1 antikor diizeyi % 65,7 olarak belirlenirken,
koruyucu antikor diizeyi % 61,9 olarak tespit edilmistir. Bu oranlar hastalikdan
korunma ve miicadele i¢in yeterli olmayip, bolgede hastalikla miicadele tedbirlerinin

daha siki uygulanmas1 gerektigi diisiiniilmektedir.

Bu bolgedeki asili hayvanlardan elde edilen 210 kan serumunun 121
(% 57,6)’inde serotip O’ya, 152 (% 72,3)’sinde serotip A’ya karsi koruyucu diizeyde
antikor tespit edilmistir. Elde edilen bu veriler asilanan hayvanlarda, sap virusunun O
serotipine karsi olusan antikor miktarinin diisiik oldugunu ve serotip A’ya gore daha
kisa siirede azaldigini gostermektedir. Dolayisiyla sap virusunun O serotipine bagl
salginlarin goriildiigii bolgelerde asilama sikliklarinin yeniden diizenlenerek, O
serotipine kars1 yeterli diizeyde antikor miktarinin gelismesi saglanarak hastalikla

micadele edilebilir.

Asilama sayisina bagl olarak O ve A serotiplerine karsi gelisen antikor
miktarlarinin ilk ti¢ asilama ile arttig1, dordiincii asilamadan sonra diistiigii ve daha
sonraki asilamalarla tekrar yiikseldigi belirlenmistir. Ilk ii¢ asilamada O ve A
serotiplerine kars1 agilamaya bagli olarak daha kisa siirede antikor yanitinin olustugu
ve olusan antikor yanitinin giderek daha uzun siire devam ettigi, dordiincii
astlamanin  antikor yanitimin  kuvvetli bir sekilde devam ettigi zamanda
uygulanmasiyla, asi ile birlikte verilen antijenlerin mevcut antikor titrelerinin

diismesine neden oldugu diisiintilmektedir.

Ayrica cinsiyetin, sap hastaliginda etkisini arastirmak amaciyla yapilan bu
caligmada, disi hayvanlarin serotip O ve A’ya karsi sahip olduklar1 koruyucu
diizeydeki antikor miktar1t % 64,7 iken, erkek hayvanlarda bu oran % 48,5 olarak
belirlenmistir. Disi hayvanlarda, asilamaya bagl olarak sap hastaligina karsi daha

kuvvetli bir antikor yanitin gelistigi tespit edilmistir
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Asilt hayvanlardan elde ettigimiz kan serumlarinin, sap virusu serotiplerine
kars1 sahip olduklari antikor miktarlarini belirlemede kullanilan LPB ELISA ve SPC
ELISA testleri karsilastirildiginda 210 adet asili hayvandan elde ettigimiz serumun,
LPB ELISA ile 129’u (% 61.4) serotip O yoniinden pozitif tespit edilmisken, SPC
ELISA testi ile 159’u (% 75,7), serotip A yoniinden ise LPB ELISA ile 166 (% 79),
SPC ELISA testi ile de 167’si (% 79,5) pozitif olarak tespit edilmistir.

Bu wverilere ve daha oOnce yapilan arastirmalarda SPC ELISA’nin
sensitivitesinin, LPB ELISA’dan yiiksek oldugunun belirlenmesine dayanarak, sap
hastaligina kars1 asilanmis hayvanlardan elde edilen serumlarin antikor miktarlarini

belirlemede, SPC ELISA testinin daha duyarli oldugu diistiniilmektedir.
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Bu ¢aligmada, yag adjuvanth bivalan ag1 (O1 Manisa, A22 Irak sap virusu suslarini igeren) ile
agilan sigirlarda iretilen antikor miktarlarini belirmek i¢in likit faz bloking ELISA (LPB) ve solid faz
kompetitif ELISA (SPC) kullanildi. Asilanmig sigirlar yas (0-11 ay, 12-35 ay, 36 ay ve {istii) ve
cinsiyete (disi-erkek) gore 6 gruba siniflandirildi. Asilamadan 3 hafta sonra tesadiifi olarak 210 adet
kan serumu toplandi. Serumlar, Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki 71 adet farkli isletmeden elde edildi.

210 serumun 144 (% 68,5)’tinde serotip O, 167 (% 79,5)’sinde serotip A antikoru belirlendi.
Serotip O’ya kars1 121 (% 57,6), serotip A’ya kars1 152 (% 72,3) hayvanda koruyucu diizeyde antikor
tespit edildi. Serotip O’ya kars1 koruyucu antikor diizeyi, yas gruplarinda (0-11 ay, 12-35 ay, 36 ay ve
istli) swrastyla % 34,2, % 71,4 ve % 72,8 idi. Serotip A’ya kars1 koruyucu antikor diizeyi, yas
gruplarinda sirasiyla % 58,5, % 82,8 ve % 77,1 idi. 105 disi serumun, serotip O’ya kars1 69 (% 65,7),
serotip A’ya karsi 83 (% 79)’iinde koruyucu diizeyde antikor tespit edildi. 105 erkek serumun, serotip
O’ya kars1 52 (% 49,5), serotip A’ya kars1 69 (% 65,7)’unda koruyucu diizeyde antikor tespit edildi.
Erkek ve disi hayvanlar arasindaki bu fark istatistiksel olarak énemli idi. (P < 0.01)

Sonugclar, asilama sayisi ile orantili olarak antikor diizeyinin arttigini ve disi hayvanlarin
erkek hayvanlardan daha yiiksek antikor seviyelerine sahip olduklarim1 ve O serotipi antikor
diizeyinin, A serotipine gore daha kisa siirede azaldigimi gdostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Sap Hastaligi; Sigir; Antikor; LPB ELISA; SPC ELISA
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7. SUMMARY

Evaluation of Serum Antibody Profiles with Liquid-Phase Blocking ELISA and
Solid-Phase Competition ELISA from FMD Vaccinated Cattles which are
Located in East Black Sea Region

In this study liquid-phase blocking ELISA (LPB ELISA) and solid-phase competition ELISA
(SPC ELISA) were used to measure antibodies produced in cattle vaccinated with oil-adjuvanted
bivalent vaccine (containing O1 Manisa, A22 Irak FMDV strains). Vaccinated cattle were classified
into six groups according to the age (0-11 months, 12-35 months, and older than 35 months) and sex
(male-famale). 210 blood serum samples were randomly collected 3 weeks after vaccination. They
belonged to 71 different farms located in East Black Sea Region.

Serotype O antibody was detected in 144 (68,5%) and serotype A antibody in 167 (79,5%) of
210 sera. Antibodies above protection level against serotype O were detected in 121 (57,6%) animals
and against serotype A in 152 (72,3%) animals. Levels of protected antibody against serotype O in
each age group (0-11 months, 12-35 months, and older than 35 months) were 34,2%, 71,4% and
72,8% respectively. Levels of protected antibody against serotype A in each age group were 58,5%,
82,8% and 77,1% respectively. Protective level of antibody against to serotype O was detected in 69
(65,7%) and serotype A antibody in 83 (79%) of 105 female sera. Protective level of antibody against
to serotype O antibody was detected in 52 (49,5%) and serotype A antibody in 69 (65,7%) of 105
male sera. This difference between female and male animals was statistically important (P < 0.01)

Results showed that antibody levels proportionaly increased with number of vaccination and
female animals have higher antibody levels than male animals, and levels of antibodies against
serotype O decrease in a short time than serotype A.

Key words: Foot and Mouth Disease; Cattle; Antibody; LPB ELISA; SPC ELISA
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Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dalindan Prof. Dr. Feridun OZTURK ve
Veteriner Hekim Murat SEVIK tarafindan sunulan “Dogu Karadeniz Bélgesinde Sap Asisi
Uygulanan Biyiikbag Ruminantlarin Serumlarindaki Antikor Miktarlarinin Likit Faz Bloking
ELISA ve Solid Faz Kompetitif ELISA ile Belirlenmesi” baslikli tez projesi bes tiyenin katilim ile
yeniden degerlendirildi.

Aragtirmada Dogu Karadeniz Bolgesindeki 5 ilden (Artvin, Rize, Trabzon, Giresun ve Ordu) sap
agis1 uygulanan biiyiikbag ruminant 0-12 ay, 13-36 ay, 36 ay tstii yas gruplarina ve disi/erkek
cinsiyet gruplarina ayrilarak toplam 450 kan serum &rnedi toplanacagy; toplanan serum
odrneklerinin, Likit Faz Bloking ELISA ve Solid Faz Kompetitif ELISA ile incelenecegi; arastirma
siiresinin 18 ay siirecegi ve aragtirma sonunda hayvanlarin yasamlarina devam edecegi
bildirilmektedir.

Projenin deney hayvanlarmna iliskin yonlerinin Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurul
Yonergesinin 12nci Maddesinde belirtilen “etik kurallara uygunluk esasi” dikkate alinarak
hazirlandig1 belirlenmistir.

SUVFEK Yonergesinde belirtilen “Aragtirmacilarin Sorumluluklar” ve “Hayvan Deneyleri ile
flgili Etik Ilkeler” basliklari altinda yer alan kurallar sakh kalmak kosulu ile, projenin
hazirlanmasinda “Etik Kurul Yonergesi ilkelerine Uyulduguna”, ancak “Hayvan Deneyleri
Etik Kurullarinin Calisma Usul ve Esaslarina Dair Yonetmeligin” 13-1/b-c ve 13-3 Maddesi geregi
dzel yetistiricilerden temin edilecek 450 adet serum ornegi alinacak biiyiikbas ile ilgili olarak
“isletme sahiplerinin 15 Kasim 2008 tarihli yazilari ile hayvanlarinin arastirma kapsaminda
kullanimina izin verdikleri de dikkate alinarak ve projenin hayvan kullanim etigi agisindan
“Uygun” olduguna oy birligi ile karar verilmistir.
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