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ONSOZ

Sap hastaligi, cift tirnakli hayvanlarin akut, atesli ve ¢ok bulasici viral bir
enfeksiyonudur. Evcil ve vahsi ruminantlarda verim kayiplarina neden olarak,
hastaligin bulundugu iilkelerde hayvansal iiriin iiretiminde ciddi ekonomik kayiplara
yol acan bir hastaliktir. Sap virusu’nun antijenik olarak 7 farkli serotipi ( A, O, C,
SAT 1, SAT 2, SAT 3 ve ASIA-1) vardir. Diinya iizerinde en yaygin olan A ve O
serotipleridir.

Sap hastaliginin  kontrolii, {lkenin hastalik kontrol politikalart ve
epidemiyolojik durumuna baghdir. Tirkiye’de A ve O serotipleri endemik olarak
goriilmektedir. Hastaligin kontrolii amaciyla Tiirkiye’de karantina ve asilama
yapilmaktadir. Asilama hastaligin kontroliinde 6nemli bir ara¢ olmasina ragmen
asilamanin basarisina bir¢ok faktor etki eder ve bu yilizden tek basina hastaligin
kontroliinde basarili olmasit beklenemez. Asilama ile birlikte mutlaka hayvan
hareketlerinin de kontrol edilmesi ve sinirlandirilmasi gerekmektedir.

Bu arastirmada I¢ Anadolu Bélgesi Konya II’inin giineydogusunu cevreleyen
bolgenin hastalikla ilgili durumunu ortaya koymak, aktif virus sirkiilasyonunu
aragtirmak ve hastalik riskinin degerlendirilmesi yapilarak; Sap Hastalig
epidemiyolojisinin arastirilmasi ve epidemiyolojik 6nemi vurgulanmaya ¢alisilmistir.

Bana bu konuda ¢alisma imkani sunan ve ¢alismanin her asamasinda yardim
ve desteklerini gordiigiim Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim
Dali Bagkani Prof.Dr. Sibel YAVRU’ya, danisman Hocam Prof.Dr. Feridun
OZTURK e, desteklerini eksik etmeyen Prof.Dr. Atilla SIMSEK’e, tiim Viroloji
Anabilim Dal1 personeline, calismayr maddi yonden destekleyen Selguk Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigiine, caligmalarimin ilgili kisimlarinin
yiiriitiilmesini saglayan Sap Enstitiisii Miidiirii Dr. Recep ERGUL’e, Sap Enstitiisii
Teshis ve Epidemiyoloji Boliimii'ne, Dr.Serdar KIZIL’a, katkilarindan dolay
Koruma ve Kontrol Genel Miidiirliigii'nden epidemiyolog Dr.Mustafa TUFAN’a,
Dollvet Veteriner Asi,Ilag A.S. Personeli Dr.Hiiseyin ZENGIN’e, Dr.Nilay UNAL’a
ve daima pozitif yaklasimi ile amcam Ramazan INCE’ye ; her zaman gosterdikleri

sabir ve anlayislarindan dolay1r Esim ve Oglum’a tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Sap hastaligi iilkeler aras1 canli hayvan ve hayvansal iiriin ticaretini olumsuz
yonde etkileyen, ekonomik kayiplara neden olan, ¢ift tirnakli hayvanlarin akut ve ¢ok
bulasict viral bir hastaligidir. Hastaligin ilk tanimlamasi Fracastorius tarafindan
Italya’da 1546 yilinda yapilmistir. Loeffler ve Frosch sap hastaligina filtre edilebilir
ve bakterilerden daha kiigiik Ozellikte bir ajanin sebep oldugunu 1897 yilinda
bildirmislerdir (Samuel ve Knowles 2001, Sutmoller ve ark 2003).

Sap virusu, antijenik olarak degiskenlik gosterir ve 7 farkli serotipi ( A, O, C,
Asia 1, SATI1, SAT2, SAT3 ) vardir. Diger tek iplik¢ikli RNA viruslarinda oldugu
gibi sap virusu da dogal sartlarda yliksek mutasyon oranina sahiptir (Sobrino ve ark
1986, Steinhauer ve Holland 1987). Hastalik, siit tiretiminde O6nemli ekonomik
kayiplara neden olmakla birlikte canli hayvan ve hayvan iirlinlerinin uluslararasi

ticaretinide sinirlamaktadir (Ko ve ark 2009).

Antijenik varyasyon en ¢ok A serotipinde olmakla birlikte bunu O ve C
serotipleri takip eder (Marquardt ve Freiberg 2000, Araujo ve ark 2002, Sanyal ve
ark 2004). Bu farklilik hastalikla miicadelede as1 kullanimini giiglestiren bir etkendir.
Mevcut bulunan as1 suslari, diinyanin farkli bélgelerinde, bazen ayni bolgede mevcut

viruslar i¢in etkili bir koruma saglayamaz (Doel 2003, Sutmoller ve ark 2003).

Avrupa genel olarak sap hastaligindan aridir. Italya'da 1993, Yunanistan'da
1994, 1996 ve 2000, Bulgaristan'da 1991, 1993 ve 1996, Arnavutluk ve
Makedonya’da 1996 ve 1998 yillarinda sap hastalifi ¢ikmis ve eradike edilmistir.
Ingiltere, Fransa, Hollanda ve irlanda’da 2001 yilinda goriilen pan-Asya O tipi
salginlar1, Hollanda’da asilama, Ingiltere, Fransa ve Irlanda’da kesim ydntemleri ile

kontrol altina alinmistir (Leforben ve ark 2002, Sutmoller ve ark 2003).

Zimbabve, Namibya, Botsvana ve Giiney Afrika Cumhuriyeti hari¢ geri
kalan Afrika tilkelerinin ¢ogunda sap hastalifi endemik olarak ele alinmaktadir
(Hunter 1998, Kitching 1999). Asya’nin bir¢ok iilkesinde (Kambogya, Tayland ve
Vietnam) sap hastaligi yaygin olarak goriilmektedir (Mahy 2005, Rweyemamu
2008). Yeni Zelanda’da hastaligin hi¢ goriilmedigi bildirilmistir (Grubman ve Baxt
2004) (Resim 1.1.).



Sap hastaliginin Tirkiye’deki seyri ve sonuglarina ait ilk bilgiler 1914
yilinda Ziraat Istatistii’nde yaymlanmustir (Siitcii ve ark 1978).

Tiirkiye’de 1914 yilindan beri degisik tarihlerde A, O, SAT-1 ve Asia-1
tipleri teshis edilmistir. SAT-1 serotipi 1963 yilinda saptanmustir. Asia-1 serotipi ilk
defa 1973 yilinda saptanmis olup, 1984-1999 yillar1 arasinda sadece dogu illerinde
sinirli  siirelerde  dolasimda  kalmistir ve 2002 yilindan 2006 yilina kadar
goriilmemistir. A ve O serotipleri 1952 yilindan beri endemik olarak gozlenmektedir

(Aktas 1998, Tufan 2006) (Resim1.2).

Sap virusu suslar1 Tiirkiye’ye dogu ve giineydogu sinirindan hayvan
hareketleri ile giris yapar ve bu bolgelerde hastalik endemik olup yi1l boyunca rapor
edilmektedir. Tirkiye’de sap hastaligit mihraklarinda yapilan incelemelerde

hastaligin en yaygin bulasma yolunun aracisiz bulasma oldugu bildirilmistir (Aktas
1998) (Resim1.3.).

Sap virusunun iilke icinde kisa mesafeli yayilmasindan ¢ok, yerel {iretimin
karsilayamadig1 artan et ihtiyacina bagli olarak uzun mesafeli kontrolsiiz hayvan
hareketlerinin baskin risk faktorii oldugu belirtilmekte ve hayvan pazarlarinin 6nemli
rolii oldugu diistiniilmektedir (Aktas 1998, Gilbert ve ark 2005,Rweyemamu ve ark
2008).

Avrupa Birligi tarafindan fonlanan 2008-2011 yillar1 arast Sap Asilama
Kampanyasi ile “Tiirkiye’de Sap Hastaligi’nin Kontrolii Projesi” baglatilmistir. Bu
proje kapsaminda; Tiirkiye genelinde sigir varliginin yilda iki kez, koyun varliginin
ise yilda bir kez olmak iizere {li¢ yil siire ile yogun asilanmasi, hastaligin
surveylansinin yapilmasi ile hastalik mihraklarmin takibi ve dezenfeksiyonu

planlanmistir (KKGM 2010).

Biiyiikbag ruminantlarda Trakya’da ve Anadolu’nun sinir illerinde trivalan
sap asisi, diger illerde ise bivalan sap asist kullanilmaktadir. Hastalik c¢ikmasi
durumunda karantina yontemleri uygulanarak bu bolgelerden canli hayvan ve
hayvansal tirtinlerin ¢ikisina izin verilmemesi, Trakya Bolgesi’nde mihraklarda hasta

ve hastaliktan siipheli hayvanlara kesim metodu uygulanmasi kararlastirilmistir
(KKGM 2010).



Mayis 2010 tarihinde Fransa’nin Paris sehrinde diizenlenen OIE Genel
Kurulu’nda Tiirkiye'nin Trakya bolgesi “Sap Hastaliindan Asili Arilik” statiisii
kazanmistir (KKGM 2010).
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Cesitli serotiplerin Turkiye'ye girig yollan
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Resim 1.3. Sap hastalig: serotiplerinin Tiirkiye’ye giris yollari( KKGM 2010)

1.1. Etiyoloji

Sap hastalig1 etkeni Picornaviridae familyasindan bir aphtovirus’tur. Bilinen
7 serotipi (A, O, Asia, C, SATI1, SAT2, SAT3 ) ve 67’ den fazla alt tipi vardir (Mann
ve ark 1990, King ve ark 2000, Triantofilou ve ark 2001).

Virus pH 7-9 arasinda ve diisiik sicaklik derecelerinde stabildir, fakat 50°C’1n
lizerinde siiratle inaktive olur. Ayrica etken, asit ve alkali sartlara duyarhdir (Cizelge
1.1.). Sap virusu, pH 7-9 degerleri arasinda stabil olmakla beraber virusun en
dayanikli oldugu pH degerleri pH 7.2-7.6 arasindadir ve gesitli kimyasal maddeler ile
asit (asetik, formik, siilfiirik asitler) ve alkali (sodyum karbonat, sodyum hidroksit)
pH degerlerinde inaktive olur. Sap virusunun saha sartlarinda inaktivasyonu igin
%4’liikk sodyum karbonat ve %]1°lik sodyum hidroksit kullanilabilir (Shafyi 1968,
Olechnowitz ve ark 1970, Aftosa 2007).

Virus, siit ve bazi siit tirtinlerinde de uzun siire aktivitesini koruyabilmekte
kemik iligi ve lenf bezlerinde uzun siire canli kalabilmektedir (Siit¢ii 1985, Mann ve
ark 1990, Reuckert 1990, Sobrino ve ark 2001).



Sap virusu diger Picornaviruslar gibi zarsiz ve ikosahedral yapidadir.
Yaklasik 40 nm capindaki kapsit, 42 kapsomerden olusmustur (Danes ve ark 1995).
Her enfeksiydz virus partikiilii 8.4 kb uzunlugunda tek iplikcikli pozitif genomik
RNA igerir ve virus sitoplazmada ¢ogalir. Cogalmada virion RNA’ st mRNA olarak
rol oynar (Domingo 2002). Sap virusu hiicrelere reseptor-aracili endositoz
mekanizmasi ile girer (Baxt 1990, Mason ve ark 1994, Fry ve ark 1999, Fry ve ark
2005) ve enfekte ettikleri hiicrelerde sitoplazmada replike olur. Olgun virus
partikiilinde dort adet yapisal proteinin (VP1, VP2, VP3, VP4) her birinin 60
kopyasi bir araya gelerek ikozahedral bir yap1 (kapsid) olusturur, bu yap1 da genomu
cevreler ve korur (Fenner 1987, Acharya ve ark 1989, Rueckert 1990, Crowel ve ark
1994, Fry ve ark 2005). Biitiin picornaviruslerde VP1, VP2 ve VP3 kapsidin dis
yiizeyinde yer alirken, VP4 i¢ kisimda yerlesmistir (Acharya ve ark 1989). Sap
virusunun temel yapisal proteinleri Picornaviridae familyasinin diger viruslarindaki
karsiliklarindan daha kiigiiktiir (Jackson ve ark 2003).

Sap virusu genomu, yapisal ve yapisal olmayan proteinlerin olusturdugu tek
bir polipeptit yapisindadir. Bu proteinlerden 4 tanesi sap virusunun kapsitini
olusturan yapisal proteinler, 8 tanesi ise yapisal olmayan proteinlerdir (L, 2A, 2B,
2C, 3A, 3B, 3C ve 3D). Yapisal proteinler VP4, VP2, VP3 ve VPI olarak
adlandirilmig olup, VP1, VP2 ve VP3 proteinleri 2,4 X 10° Da civarinda benzer
molekiiler agirliktayken, VP4 daha kiiciiktiir ve 8,5 X10* Da molekiil agirligindadir
(Clavijo 2004, Fry 2005) (Sekil 1.1.ve Sekil 1.2.).

Tek iplik¢ikli, pozitif polariteli, yaklasik 8000 niikleotid baz igeren sap virusu
RNA’s1 tek bir okunabilen baz catis1 (ORF, open reading frame) igerir ve iki ayr1
kodlanmayan bolgeye ayrilir. VPg, viral RNA’nin 5’ucunda kodlanmayan
bolgesinde yer alir. Diger bolge ise 400 nt’lik PolyC kismidir. Translasyon, internal
ribozom girig bolgesinde bulunan 84 niikleotitten olusan 2 AUG kodonu ile baglar.
Bu bolgede farkli RNA alanlari ve hiicre proteinlerine baglanmayr saglayan

fonksiyonel yapilar bulunmaktadir (Sobrino ve ark 2001).

Sap virusunun serolojik testlerle saptanmis olan, antijenik olarak birbirinden
farkli 7 serotipi ve bunlarinda 65-80 kadar alt tipi vardir. Bunlar, O, A, C, SAT 1-2-3
ve Asia- 1 serotipleridir (Aktas 1998, Tufan 2006) (Cizelge 1.2.).



Tiirkiye’de sigirlarda verim diisiikliigii ve 6liim nedeniyle biiyiik ekonomik
kayiplara yol agan, antijenik spektrumu en genis olan sap virus tipi O; Manisa tipidir
(Giirhan 1991).

Sap virusu in vivo olarak sigir dilinde, siit emen yavru farelerde,
hamsterlerde, kobay ayak tabanlarinda ve in vitro olarak dana bobrek, dana tiroid,
dana testis, domuz bobrek, kuzu bobrek gibi primer ve BHK 21, IBRS-2, MVPK- 1
HmLu gibi devamli hiicre kiiltiirlerinde tiretilmektedir (Swaney 1988, House ve ark
1989, Giirhan 1993). Hastalik ve virus hakkinda ¢ok fazla bilgi olmasina ragmen
hastalik hala diinyanin biiyiik bir kisminda etkili olmakta ve en cok yayilan
hastaliklardan biri olarak goriilmektedir (Sorbino ve ark 2001).

Cizelge 1.1. Sap virusunun dayaniklilik siireleri

Sicakhik siire

<15 saniye

RNA polimeraz
Proteaz |

VPg Proteaz Kapsid P[utEﬂz?
|Pﬂ|l¥(c}| I

.-4|-{IIIL&13 1¢ {1 P

0 ] 2 3 4 5 b 7 8
Kilobaz

Sekil:1.1. Sap virusunun genomu (FAO 2008)
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Alternative cleavage

Sekil 1.2.Sap virusunun genomu ve translasyon iiriinleri (Isvigre Biofarmatik
Enstitii 2008)

Cizelgel.2. Sap Virusu Serotipleri
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1.2. Epidemiyoloji

Hastalik en ¢ok sigirlarda onemli olmakla beraber koyun, ke¢i ve domuzlar
icinde Onemlidir. Bu evcil hayvanlarin diginda bazi1 yabani hayvanlarda hastaliga
duyarhdir. Hastaligin dogal epidemiyolojisinde rol oynayanlar i¢inde sigir, domuz,
koyun ve kegi, 6zellikle Asya ve Giiney Amerika’da su bufalolari, Afrika’da Afrika
bufalolari, kunduz ve impalalar biiylik 6neme sahiptirler (Terpstra 1972, Dinter ve
Morein 1990, Alexandersen ve Mowat 2005).

Sap hastaligr direkt ve indirekt olarak yayilmaktadir. Hastaligin en belirgin
yayilma sekli havada bulunan virusun solunum yolu ile alinmasiyla olmaktadir.
Enfekte sigir, koyun ve kegiler inhalasyon yolu ile virus sagarlar. Giinliik 10%-10®
tinite virus sagilir. Klinik belirti gésteren hayvanlar enfeksiyonun ana kaynagi olarak
kabul edilir. Bu hayvanlar klinik belirtiler ortaya ¢ikmadan 4-7 giin once virus
sacmaya baglar ve genellikle enfeksiyonu izleyen iki hafta igerisinde organ ve

dokulardan virus temizlenir (Dinter ve Morein 1990, Dekker 1996).

Inkiibasyon periyodu, hastalik sirasinda disar1 sagilan virus partikiil miktari,
virusun hava yolu ile de yayilma o6zelligi, virusun digki ve karkasta canliligini
stirdiirebilmesi, tasiyicilik 6zelligi ve duyarli konaker tiiriiniin fazlaligi, hastaligin

epidemiyolojisini belirleyen faktorlerdir (Davies 2002).

Hastaligin onemli yayilma yollarindan biri hayvan hareketleri, diger 6nemli
faktor ise kontamine hayvan trlinlerinin naklidir. Vezikiillerin olusmasindan once
enfekte hayvanlarin etrafa virus yaymalar1 epidemiyolojik yonden dnemlidir. Bu siire
sigir ve koyunlarda 5, domuzlarda 10 giine kadar uzayabilir. Hastalik ayrica, enfekte
hayvanlarin digkilari, araglar, insanlar ve daha bir ¢ok cansiz vektorle yayilabilir.
Virusun o6zellikle deniz iizerinde, riizgarla 100 km’ ye kadar tasinabilecegi ileri
stirilmustiir (Glrhan 1989). Sap hastaligindan etkilenen hayvanlar solunum, deri,
sekret ve ekstrektleri ile virus sagarlar. Hasta veya inkubasyon periyodundaki
hayvanlar dokularinda, siit, sperma veya ovumlarinda virus bulundururlar. Sperma
bogalarda klinik belirti ortaya ¢ikmadan enfektiftir ve suni tohumlama ile virus
yayilabilir (Dinter ve Morein 1990). Siit bezleri 6nemli bir virus ¢ogalma odag: olup,

klinik belirtiler ortaya ¢ikmadan once siitte virus bulunur (Andersen 1981).



Sap virusu genel olarak enfekte hayvan hareketleri ile, daha az siklikta ise
kontamine hayvan iriinleri ile yayilir. Duyarl: hayvanlar, sap virusu ile enfekte diger
hayvanlar veya enfekte bir ¢evre ile aracisiz veya aracili temas sonucunda enfekte
olabilirler. Hayvanlarin sap virusuna temas yolu ile maruz kalmasindan sonra
subklinik bir enfeksiyon olusabilir. Enfeksiyondan sonra 4 hafta icerisinde farinkste
virus ¢ogalmasi gergeklesir ve virus sagilir. Ancak klinik belirti goriilmez (Fondevila
ve ark 1996, Alexandersen ve ark 2003).

Tasiyict hayvanlarda sap virusu yumusak damagin dorsalinde stratum
germinativumda, farinkste ve tonsillerde persiste kalir, replike olur ve tasiyicilik
stiresince devamli olarak az miktarda sagilir (Kitching 1998). Persistens siiresinin
virus susuna ve konakg¢i dzelligine bagl oldugu diisiiniilmektedir. Bu siire sigirlar
icin 3 y1l (Kitching 1998), koyunlar igin 9 ay (Yadin 1995), Afrika buffalolari i¢in 5
yildir (Salt 1993).

Salyada virus miktari 10° IDgo /ml den fazla olabilir. Klinik belirtilerin
kaybolmasindan 10-14 giin sonra salyada virus tespit edilemez (Hyslop 1970). Idrar
ve digki ile atilan virus miktar1 degisken ve diisiiktiir (Cottral ve Gailiunas 1969).
Siitte ise virus miktari logip 5.5 ID/ml den fazla olabilir (Hyslop 1970). Enfekte bir
hayvan giinde 10 DKIDsy virus sagabilir (Alexandersen ve ark 2003a).

Sap hastaligi mihraklarinin yaklasik %95' inde bulagma direk temasla olur
(Kitching 1995). Birbirlerine ¢ok yakin mesafede bulunan hayvanlar arasinda olusan
aerosol bulagsma direkt temasmn en Onemli yoludur. Sap virusu hayvanlarin
soluduklar1 havada enfeksiyondan bes giin sonrasina kadar bulunabilmektedir.
Solunan havada domuzlarin, sigir ve koyunlara oranla daha fazla virus ¢ikardiklar

tespit edilmistir (Alexandersen ve ark 2002a, Alexandersen ve Donaldson 2002).

Tiirkiye’de sap hastaligi mihraklarinda yapilan incelemelerde, hastaligin en
yaygin bulagsma yolunun direkt bulagsma oldugu bildirilmistir. Bu bulagma seklinde
genellikle hayvan hareketleri ve hayvan pazarlarimin 6nemli rolii oldugu
diistinilmektedir (Aktas 1998). Sap hastaligina direngli kopek ve at gibi hayvanlar
hastaligin mekanik olarak taginmasinda rol oynayabilirler (Alexandersen ve Mowat

2005).



1.2.1. Molekiiler Epidemiyoloji

Serotip A’nin, Avrupa ve Asya serotipleri icerisinde antijenik olarak en
degisken serotip oldugu distinilmektedir. 70’li yillarin basinda 32 alt tip
bildirilmistir (Davie 1964, Pereira 1976). Sap viruslarinin genetik farkliligini
belirlemek amaciyla genetik haritalarinin  ¢ikarilmasinda antijenik anlamda
degiskenlik gosteren genomun VP1 bolgesi kullanilmaktadir (Knowles ve Samuel
2003).

Tosh ve ark (2002) yaptiklart bir ¢alismada 1977 ve 2000 yillar1 arasinda
Hindistan’dan izole edilmis 83 A serotipi virus ile daha onceden dizi analizleri
yapilmis 37 virus izolati karsilagtirllmis ve 10 biyik genetik grup (1-10)
tanimlanmistir. Bu 10 genotipten 4 tanesinin halen Hindistan’da dolasimda oldugu
(1, 4, 6 ve 7) ve bu genotiplerden en az ikisinin (6 ve 7) degisik zamanlarda
Hindistan’in degisik eyaletlerinde ortaya ¢iktigi bildirilmistir. Bugiine kadar 500°den
fazla A tipi virus izolatinin kismi veya tiim VP1 dizileri karsilastirilarak birgok
genetik grup bildirilmistir (Aktas 1998, Marquardt ve Haas 1998, Freiberg ve ark
1999, Marquardt ve Freiberg 2000, Nayak ve ark 2001, Araujo ve ark 2002 ).

1970 ve 1980’lerde Avrupa’daki bir¢ok mihraktan izole edilen O tipi sap
viruslariin, o donemde kullanilan sap asist suslart ile yakin iliskili olduklarin
gostermislerdir. Ayn1 zamanda, as1 virusu ile yakin iligkili olmayan bazi virus
izolatlar1 da tespit edilmis olup, bu viruslarin Avrupa disindan geldigi
diisiiniilmistiir. O serotipi sap viruslari i¢in A,B,C,D,E,F ve G olarak isimlendirilen 7
farkli genotip bildirilmistir (Beck ve Strohmaier 1987, Sangare ve ark 2001).

O Serotipi, Diinya Sap Hastaligi Referans Laboratuvari’nda pozitif klinik
orneklerden en yaygin tespit edilen tiptir (Ferris ve Donaldson 1992). O serotipinde
antijenik farkliligin az oldugu kabul gdérmekte ve buna bagli olarak antijenik
farkliliktan daha ¢ok genetik ve cografi farkliliklara gore yapilan siniflandirmalarda
O tipinde birgok farkli topotipin varligindan s6z edilmektedir (Knowles ve ark 2003,
Knowles 2004).

Cesitli bolgelerden elde edilen genomik bilgiler ile Diinya Sap Virusu

Genomu Veri Tabani olusturulmustur (Knowles ve Samuel 2003).
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1.3. Patogenez ve Patoloji

Sap virusu oncelikle solunum yolu ile yayilmakta ve hayvanlara respiratorik
yoldan girmektedir. Virusun respiratorik bolge duvarindan girisi ve primer
enfeksiyon olusumu inhalasyon yolu ile alinan virus miktarina baglidir. Yumusak
damagin dorsal yiizii ve nazofarenks birlesme bolgesi, ilk virus girisi ve

replikasyonda 6nemli bolgelerdir (Andersen 1981, Alexandersen ve ark 2001).

Bu yolla virusun giris ve ilk ¢ogalma yeri faringeal bolge olup, daha sonra
lenfatik sistem ve kan dolasimi yolu ile virus sindirim sisteminin {st kismi basta

olmak {izere viicudun tiim kisimlarina yayilarak ¢ogalir (Dinter ve Morein 1990).

Hastalig1 atlatan hayvanlarin kanlarinda yiiksek diizeyde antikor olmasina
ragmen, virus faringeal bolgede barinarak persiste enfeksiyona yol agabilir
(Woodbury 1995). Asili hayvanlar ile hassas ve hastaliga yakalanmamis hayvanlarda
klinik belirti gostermeksizin persiste enfeksiyona maruz kalabilirler (Salt ve llott
1996, Kalayci 1999).

Viral persistens mekanizmasi tam olarak acgiklanamamakla birlikte, konakg1
icinde defektif virus partikiillerinin tiretimini i¢eren virus degisiminin, 1s1ya hassas
mutantlarin, rekombinasyon, interferens ve immun sistem hiicrelerinin fonksiyon
degisikliklerinin, persistent olusumunda 6nemli bir rol oynadiklari bildirilmektedir
(Salt 1993, Woodbury 1995, Kalayci 1999).

Deri, makroskobik ve histopatolojik olarak normal gériinmesine kars1 yiliksek
miktarda virus igerebilir. ilk histopatolojik degisiklikler boynuzsu tabakalagmus
epitelde balon dejenerasyonu ve hiicre i¢i 6dem ile karakterizedir. Sonra nekroz,
mononukleer hiicre ve granulosit infiltrasyonu baslar. Bu agsamadan sonra lezyonlar

gozle goriilebilir (Alexandersen ve ark 2003a).

Enfeksiyonun agir seyrettigi durumlarda, vezikiiller genisler ve yara seklini
alir. Vezikiillerin i¢i acik renkte ser6z sivi ile doludur. Vezikiiller genellikle
kabuklasir ve bu kabuklar yaklasik 24 saat sonra diiser. Kabuklarin ayrilmasindan
sonra kirmizi renkte ilserler aciga cikar. Birka¢ gilin sonra lezyonlar iizerinde
nekrotik epitel pargalart meydana gelir. Ozellikle agiz bolgesinde ve dil {izerinde

hastaliga 6zgii graniilasyon dokusu olusur (Alexandersen ve ark 2003a).
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Hasta hayvanlarda deride olusan degisikliklerin yanisira gen¢ hayvanlarda
hastaligin perakut safhasinda kalp kasinda kaplan derisi manzarasinda gri beyaz

lekeler goriiliir (Mann ve Sellers 1990, Aftosa 2007).

Canli hayvanlarda dil, dis eti, agiz, burun bolgelerinde goriilen vezikiiler
lezyonlara ek olarak otopside rumendede vezikiil veya iilserler goriilebilir. Geng
hayvanlarda myokardial dejenerasyon olusur. Kalp kasi iplik¢iklerinin dejenerasyonu
ve nekrozu sonucu olusan gri-beyaz lekeler nedeni ile kalp, kaplan derisi
goriiniimiinii almaktadir. Benzer lezyonlar iskelet kaslarinda goriilebilir (Andersen
1981). Pankreas ve diger glanduler dokularda lezyonlar goriilebilir (Woodbury 1995,
Mahy 2005).

1.4. Klinik Belirtiler

Sap hastaligi, virusun dozuna, susuna, giris yerine ve konak¢inin
bagisikligimma bagli olarak klinik veya subklinik belirtiler gosterir. Hastaligin
inkubasyon siiresi virus dozuna bagli olup (Donaldson 1987, Barnett ve Cox 1999,
Hughes ve ark 2002), 2-15 giin arasindadir (Woodbury 1995, Alexandersen 2003,
Mahy 2005). Sigirlarda ates, istahsizlik, depresyon ve siit veriminde azalma goriiliir.
24 saat igerisinde salya akis1 baglar ve dil, dis etlerinde vezikiiller sekillenir (Fenner
ve ark 1987, Aftosa 2007).

Vezikiillerin yirtilmasiyla genis tilseratif lezyonlar goriiliir. Dildeki lezyonlar
genellikle birkag giinde iyilesir, ancak ayaklardaki ve nazal bosluktaki lezyonlar

siklikla bakterilerle sekunder enfeksiyona ugrarlar (Fenner ve ark 1987).

Sap hastalig1, hasta hayvanlarda dil ve agzin miikoz zarlarinda, ayak gatali
araliginda, burun ve memelerde vezikiillerin olusumu ile karakterize olmaktadir
(Stitgti ve ark 1978, Fenner 1987, Alexandersen 2005, Center for Food Security and
Public Health 2006) (Resim 1.4.).

Koyun ve kecilerde hastalik sigirlara oranla ¢ok daha hafif seyreder. Hastalik
koyunlarda daha cok topallik ile dikkati c¢eker ve topallik siireklilik gosterir.
Topalliga yol agan lezyonlar genellikle arka ayaklarda 6n ayaklardan daha erken

goriiliir (Yadin 1995).
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Enfekte koyunlarin %27’sinde vezikiil olusumu gozlenmemektedir (Gibson
ve Donaldson 1986). Gebe koyunlarda abort goriilebilir. Genellikle koyun ve
kecilerde sap hastaliginin yol actigi ekonomik kayiplar sigirlardakinden daha
disiiktiir ve klinik bulgular ancak dikkatli bir goézlemle belirlenebilir, yayilma

gbzden kagabilir ve fazla sayida persiste hayvanla sonuglanabilir (Yadin 1995).

Persiste enfekte koyunlarin sekret ve ekstretleri ile sagtiklar1 enfeksiydz virus
partikiillerinin,  s1igir ve mandalar ic¢in patojenitesinin degismedigi ve sap
salginlarinin  epidemiyolojisinde 6nemli rol oynadigi bildirilmektedir (Moonen

2004).

Resim 1.4. Sap Hastaligi Lezyonlari: Salya salgisi, Ayak catal arasinda, Dil, Meme
uclarinda (Alexandersen 2005).
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1.5. Teshis

OIE tarafindan 4 virolojik teshis metodu tanimlamistir. Bu metodlar; virus
izolasyonu, antijen ELISA, komplement fikzasyon testi ve niikleik asit tanimlama
metodlaridir (Clercq ve ark 2008). Spesifik antikor yanitlarinin belirlenmesi ile sap

hastaliginin teshisinde serolojik metodlarda kullanilmaktadir (Re 'mond ve ark 2002).

Subklinik olarak enfekte hayvanlarin teshisi, serolojik kontrollerle
gerceklestirilir (Ko ve ark 2009). Koyun ve keci gibi sap hastaliginin klinik
belirtilerinin az veya hi¢ goriilmedigi hayvan tiirlerinde ortaya ¢ikan salginlarin
arastirilmasi acisindan, serolojik testler olduk¢a kullanighidir (Re’'mond ve ark 2002).
Sap hastaliginin serolojisinde, OIE tarafindan tanimlanan, uluslararasi testler
kullanilmaktadir. Sap virusunun tip tayininin hastaligin teshisi yaninda epizootiolojik
olarak ve asilama acisindan da ¢ok biiylik 6nemi vardir. Bu acidan klinik olarak
hastaligin teshisi yapilsa bile kesinlikle tip tayini i¢in laboratuara numune
gonderilmelidir. Ayrica gelen serumlarda antikor arastirilarak hastaligin teshisi ve
antikor seviye tesbit edilmelidir. Belirlenen antikor diizeyleri 1siginda asilama
stratejisi belirlenmelidir (OIE 2004).

Viral enfeksiyonlarin belirlenmesi igin ¢esitli teknikler gelistirilmis olup,
bunlarin bir kismi 151k mikroskobu ile viral inkliizyonlarinin goriilmesi veya elektron
mikroskobu araciligr ile direkt olarak viral partikiillerin belirlenmesi temeline

dayanmaktadir (Yolken 1985).

Tan1 amaci ile hasta hayvanlarin yirtilmamis veya yeni yirtilmis vezikiil
stvisi, epitel dokusu, O/P sivisi, kan veya siitli, 6len hayvanlarin ise kalp kasi, kan
veya diger organlart kullanilabilirsede en uygun materyal epitel dokusudur (OIE
Manual 1996, OIE 2000).

Sap hastaliginin direkt tanisi ve suslarin karsilagtirilmasi amaci ile PCR
(Woodbury ve ark 1994), Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Shieh
1997), in-situ Hibridizasyon (Woodbury ve ark 1995), Niikleotit tanimlama
(Marquardt ve ark 1995), izoelektrik odaklanma ve monoklonal antikorlar yardimiyla
ELISA (Hamblin ve ark 1985) teknikleri kullanilmaktadir.

Sap hastaliginin epidemiyolojisinde 6nemli role sahip tasiyict durumdaki

hayvanlarin saptanmasinda materyal olarak hayvanlarin O/P siv1 drnekleri veya nasal
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swaplar kullanilmaktadir (Yadin 1995). Ciinkiic Woodbury (1995)’nin bildirdigine
gore, koruyucu diizeydeki humoral antikor seviyesi orofarengeal dokudaki virus

replikasyonunu sinirlamakta ve virus baska dokularda persiste olmamaktadir.

Sap hastaligi serolojik olarak spesifik antikor yanitinin saptanmasiylada
belirlenebilir. Serumdaki spesifik antikorlar1 belirlemek amaci ile virus nétralizasyon
testi (Hamblin ve ark 1986), ELISA (Ferris 1988) ve indirekt immunofloresans testi
(Rakhmanov ve ark 1995) kullanilmaktadir.

Tastyict hayvanlar ile tasiyict olmayan hayvanlarin yapisal olmayan
proteinlerine karsi antikor yanitinin Enzim likit immunelektrotransfer blot (Bergman
ve ark 1993) ve likit faz bloking ELISA (Haas 1994, O’Donnel ve ark 1996)
teknikleri 1ile arastirilmasina dayanilarak tasiyici hayvanlarin  belirlenmesi
caligmalarinda umut verici sonuglar alinmakla birlikte; Kitching (1998), disiik
diizeyde enfeksiyonun yapisal olmayan proteinlere karsi antikor {iretimini

uyarmayabilecegini bildirmistir.

Sap virusunun yapisal olmayan virus proteinlerine kars1 olusan antikorlarin
tespit edilmesini tanimlamak amaciyla NSP ELISA Kkitleri hazirlanmistir. Sap
virusunun polipeptit zincirinde yapisal ve yapisal olmayan proteinler bulunmaktadir.
Bu proteinlerden yapisal olmayanlar; sap asilarinin  hazirlanmasi sirasinda,
konsantrasyon islemi yapilirken elimine olmaktadir. Bu nedenle as1 hayvanlara
uygulandigr taktirde yapisal olmayan bu proteinlere karsi herhangi bir immun yanit
olusmamaktadir. Ancak hayvan sap virusu ile hastalandigi durumda, virusun tiim
protein kompenentlerine karsi antikor olusacagindan, yapisal olmayan proteinlere
karsida organizmada immun yanit olusmaktadir. Bu prensipten hareketle yapisal
olmayan proteinlere karsi olusan antikorlar1 tespit eden NSP ELISA; hastalanmig
olan hayvanlari, agilanmis olanlardan ayirt etmek i¢in kullanilmaktadir. NSP ELISA
kitleri tip spesifik olmadigindan test pozitiflik sonucunda sadece hayvanin sap
hastaligim1  gegirmis oldugu tespit edilmekte olup virusun serotipleri tespit
edilememektedir (Dekker 2003).

NSP ELISA’lar, ozellikle epidemiyolojik amacli arastirmalarda; hastalik
gecirmis hayvanlar1 asilanmig hayvanlardan ayirt etmede ve sahadaki tasiyicilik
durumunun tespitine yonelik olarak eradikasyon ve kontrol ¢alismalarinda

kullanilmaktadir (Berkman ve ark 2000, Clavijo ve ark 2004, OIE 2004).

15



Sap virusunun, yapisal olmayan proteinlerinin farkli prokaryotik ve dkaryotik
vektorlerde, in vitro olarak ortaya c¢ikan virus drinleri, immunolojik testlerle
belirlenebilmektedir. Escherichia coli ve Baculovirus vektorii kullanilan insekt
hiicresinde, flizyon proteini olarak bir dizi yapisal olmayan protein iretilmistir
(Re'mond ve ark 2002). NSP antikor testlerinde, sap virusunun farkli 7 serotipinin
antijenlerine ihtiyag duyulmamaktadir. Testler sadece enfeksiyon igin spesifiktir

(Dekker ve ark 2003, Parida ve ark 2007).

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

serumlarinin ayirt edilebilecegini bildirmislerdir (Grubman ve Baxt 2004).

Enfekte ve asili hayvanlarin ayirt edilmesinde, Leader proteaz (L proteini) ve

3ABC protein NSP’ leri de yaygin olarak kullanilmaktadir (Re 'mond ve ark 2002).

Diinya Referans Laboratuvari tarafindan yillik yaymlanan verilere gore;
Ingiltere disinda kalan bélgelerde, pozitif tespit edilen &rneklerin % 70-80’i antijen
ELISA ile belirlenmektedir (Alexandersen 2003). Son yillarda yiiksek spesifite ve
duyarliliga sahip serotip spesifik PCR teknikleri (Reid ve ark 2000, Reid ve ark
2003) ve duyarlilign yiikseltilmis Reverse Transkriptaz PCR ELISA teknigi
gelistirilmistir (Alexandersen ve ark 2000).

1.5.1. Teshis icin Marazi Madde Ahnmasi ve Gonderilmesi

Biitiin hastaliklarda oldugu gibi, sap hastaliinda da dogru bir teshis
konulabilmesi i¢in prosediire uygun marazi madde alinmasi ve gonderilmesi sarttir.
Virus tespiti i¢in marazi madde hastaligin klinik belirtilerinin hemen baslangicinda
almmalidir. Ornekler hastaliktan etkilenmis siiriiyii temsil edecek say1 ve sekilde
olmalidir. Aksi takdirde numune alinan hayvanlarda klinik olarak sap hastalig
seyrettigi halde, laboratuar sonuglari pozitif sonu¢ vermeyebilir (Sap Enstitiisii

Protokolii 2008) (Sekil 1.3.).

Marazi maddeler direkt ELISA da negatif sonu¢ verdigi durumlarda, hiicre
kiiltiirlerinde inokulasyonlar1 yapilarak ¢ogaltilmasi gerekir. Bu nedenle bir marazi
maddenin raporlamaya kadar test ve inokulasyonla ilgili islem akis1 Sekil 1.4.°de

gosterilmistir (Sap Enstitiisti Protokolii 2008).
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TESHIS

KLINIK TESHiS LABORATUVAR TESHISI
Semptomatik

| DIREKT INDIREKT

VIRUS iZOLASYONU SEROLOJI iN Vivo iN VITRO

(CFT,ELISA,PCR) ( Fare nétralizasyon testi ) (CFT,ELISANT)

IN Vivo IN VITRO
(3-5ginlik fareye | | (Hucre kilttird)
inokulasyon )

Sekil 1.3.Marazi maddeler i¢in teshis semas1 (Sap Enstitlisii Miidiirliigii 2008)

Pozibtif (4ve= RADOR
Hicre Kiltirs Inolmlasyvonn

CPE+ ve ELISA CFEw=

FILEA -ve Hicre Kt rié Inoloslaswyone

ELE A=+ wve CFE-w=
CPE+wve FLISA

Hicre Kl
i FOOE

Immua}

Sekil 1.4. Marazi maddeler i¢in akis semas1 (Sap Enstitlisii Midiirligii 2008)
1.5.2. Ayirici Teshis

Gerek Kklinik muayenede gerekse laboratuarda, gonderilen numunede sap
hastalig1 teshis edilemedigi durumlarda sap ile karisan hastaliklar g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Mukozal lezyonlar, ayak lezyonlari, salivasyon ve burun akintisi

gibi lezyonlarin goriildiigii vakalarda sap ile karigsan hastaliklar g6z oniine alinarak
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aymrict tant kriterleri gézden gecirilmelidir. Hastalik; Bovine Viral Diyare, sigir
vebasi, mavi dil, malignant kataral fever ve papuler stomatitis ile meme lezyonlari
yoniindende ¢igek ve herpes mamillitisle karigabilir (Dinter ve Morein 1990, Kalayci
1999, Aftosa 2007).

1.6. Sap Viruslarimin Karakterizasyonu

Sap virusu, 7 serotip olarak goriildiigii ve her serotip i¢inde dnemli derecede
antijenik farklilik oldugu i¢in, bunlarin karakterizasyonlar1 ve farkli amaglar icin
gruplandirilmalar1 gerekmektedir. Bir serotip igerisindeki viruslar genetik olarak
oldukga farkli olmakla birlikte, antijenik olarak ¢ok yakin iliskili olabilmektedir
(Barnett ve ark 2001) .

Alt tipleri birbirinden ayirt edebilmek igin ¢ok ¢esitli serolojik ve
immiinolojik yontemler kullanilmistir. Bunlar arasinda radyal immiinodiffuzyon,
komplement fikzasyon, nétralizasyon ve ELISA teknikleri sayilabilir (Blacksell ve
ark 1992, Meer Azad ve ark 1995).

Hastaligin endemik oldugu iilkelerde inaktif asilar ile yapilan asilamalar, sap
hastaligina kars1 bagisiklik olugsmasina yardime1 olur. Asilama stratejisi, tilkenin daha
onceden yapacagi hastalik riskine gore belirlenir. As1 ve saha susu arasindaki
uyumun siirekli takip edilmesi, as1 hazirlanmasi i¢in harcanan emek ve maliyetin
tutarli bir bicimde kullanilmasina yardimct olur. Bu amacla kullanilan ELISA testi
(r1 ELISA) ve saha suslarinin sekans analizleri, yeni bir susun saptanmasinda
onemlidir. Bu nedenle siirekli olarak, bu yontemler ile sap enfeksiyonlarina yol agan
suslarin molekiiler karakterizasyonlarinin belirlenmesi gerekmektedir (Kitching

1988, Sutmoller ve ark 2003, Cottam ve ark 2007, OIE 2010).

ELISA, antijenik karsilagtirmalar igin diger tekniklerin 6niine gegmistir. Saha
izolatlar1 ve as1 suslar1 arasindaki korelasyonun belirlenmesi i¢in ELISA kullanilmasi

Onerilmistir. Sonug r; degeri olarak ifade edilir (Kitching ve ark 1988).

Si8ir referans serumunun saha izolatina kars titresi

Sigir referans serumunun homolog referans susa karsi titresi
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ELISA’nin komplement fikzasyon ve virus noétralizasyon testine karsi sus
karakterizasyonu ve asi1 se¢imindeki istiinliigi daha 6nceden bildirilmistir. ELISA
daha duyarl, daha spesifik, tekrarlanabilir ve ayn1 zamanda sonuglar virus
notralizasyon ile alinanlarla dogrudan iliskilidir. Ayrica kisa siirede sonug veren bir
yontem olmasi nedeniyle 6nemli avantaja sahiptir (Kitching ve ark 1988, Samuel ve
ark 1990). Serolojik testlerin tek basina uygulanmasi viruslar arasindaki antijenik
benzerligi kanitlamamaktadir. Bu nedenle RNA ve virus proteinlerininde analizi
gereklidir. (King ve ark 1983). IEF teknigi ile viral proteinler poliakrilamit jel

tizerinde izoelektrik noktalarina gore ayrilabilir (Abu Elzein ve ark 1989).

Sap virusu proteinlerinin PAGE kullanilarak ayrimi, sap virusu antijenik
varyantlarinin belirlenmesinde uygulanmistir. Robson ve ark (1979) A serotipine
dahil 3 farkli alt tipi incelemisler ve her birinin farkli bir polipeptit diizeni
gosterdigini, bununla birlikte ayni alt tipe ait suslarin benzer diizen gosterdigini

bildirmislerdir.

Antijenik acidan Onemli kapsid proteinlerini, biytkliikleri ve elektrik
yiiklerine gore jel tizerindeki go¢lerini Kkarsilastiran SDS-Poliakrilamid jel
elektroforez tekniginde; karsilagtirilacak biitlin virus izolatlarmin ayni jel lizerinde
yiirlitiilmesi gerekir ve genom iizerindeki ¢ok kiigiik bir degisiklik bile, proteinlerin

jel lizerindeki go¢iinde biiyiik farkliliklar olusturabilir (Knowles ve Samuel 2003).

Sap viruslart i¢in Sanger’in dideoksi metodunu temel alan, direkt RNA
dizilim analizi gelistirilmistir. Bu metot bir¢ok epizootik ¢alismada kullanilmistir. Bu
dizilim analizi yontemi, hiicre kiiltlirlerinde izolatlarin ¢ogaltilmasi, ultrasantrifiij ile
purifikasyonu, fenol kloroform ile protein kilifindan viral RNA’nin ayirilmasi
islemlerini kapsar. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun kesfi, hiicre kiiltiirlerine virusun
adaptasyonu zorlugunu ortadan kaldirarak, ¢ok kii¢clik miktardaki RNA’dan dizilim

analizinin yapilabilmesini saglamistir (Knowles 1990).
1.7. immunoloji
Sap hastalifina kars1 4 sekilde bagisiklik olusabilir:

1-Tabii bagisiklik: Tek tirnaklilar hastaliga yakalanmazlar, kedi, kopek ve kanatlilar
deneysel olarak bile enfekte edilemezler.
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2-Spontan olarak kazanilmis bagisiklik: Hastalik geciren hayvanlar ayn tipe karsi
bagisiklik kazanirlar.

3- a-Pasif bagisiklik: Plazma, serum ve hiperimmun serumlarla elde edilir.
b- Aktif bagisiklik: Asilama ile meydana gelir.

4 -Maternal bagisiklik: Asili veya sap hastaligi gegirmis anneler yavrularina
kolostrum vasitastyla verdikleri antikorlarla yaklasik 2 ay kadar stiren bagigiklik

olusturabilirler (Siit¢ii 1985, Senel ve ark 1989).

Duyarli sigirlarda sap hastaliginda olusan ilk antikorlar 3—4’{incii giinlerde
tespit edilmistir. Bunlar Ig M smifi antikorlardir. Enfeksiyondan sonraki 7-10’uncu
giinlerde Ig G smifi antikorlar tespit edilirler, bu antikor titresi 21-28’inci giinlerde
maksimum diizeye ¢ikar ve uzun bir siire bu seviyede kalir (Dinter ve Morein 1990,

Sobrino ve ark 2001).

Tasiyict hayvanlarda salgisal antikor yanitinin daha yiiksek diizeyde oldugu
ve daha uzun siire devam ettigi kanitlanmistir (Salt 1993, Woodbury 1995). Persiste
enfekte sigirlarin sekresyonlarinda Ig A’nin baskin oldugu ve virus miktarinin
azalmasi ile Ig A titrelerininde distigi gorilmiistiir. Tasiyicilik periyodunda sap
spesifik Ig A salgilanmasina ragmen, virus siirekli faringeal bolgeden salinmaktadir

(Salt 1993, Sobrino ve ark 2001).

Tastyict hayvanlarda gergek bir persiste enfeksiyondan sonra, etkisiz immun
yanit ortaya c¢iktigi belirtilmektedir. Saha sonuglari, bagisiklik diizeyi disiik
stiriilerde tasiyicilik oraninin daha yiiksek oldugunu gostermektedir (Woodbury
1995).

1.8. Kontrol ve Miicadele

Sap hastaliginin kontroliinde; enfekte ve tasiyict hayvanlarin kesimi ile sap
virusuna duyarli hayvanlarin diizenli asilanmasini kapsayan iki temel strateji vardir
(Domingo ve ark 2002). Asilamanin basarisina bir¢ok faktor etki eder. Asilama
stratejisi, hastaligin kontrol edilmek istenildigi 6zel bir alandaki virolojik ve
epidemiyolojik verilere baghdir. Ilk inaktif as1 Waldmann ve ark tarafindan, 1937' li
yillarda deneysel olarak enfekte edilen sigir dilinden elde edilen vezikiiler sivinin

formaldehit ile inaktive edilmesiyle gelistirilmistir (Rodriguez ve Grubman 2009).
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Glinlimiizde siklikla kullanilmakta olan sap asilart inaktif komple virustan
hazirlanmaktadir. Adjuvan olarak aliiminyum hidroksit veya yag emiilsiyonu
kullanilmaktadir (Doel 2003) (Sekil 1.5). Asilamayr takiben olusan koruyucu
bagisiklik, enfeksiyonu takiben olusandan daha kisa siirelidir. Bu da yilda iki veya
daha fazla asilamay1 gerektirir. Asinin hastaligi kontrol yetenegi, tretilen spesifik
antikor diizeyi ile orantilidir. Asinin potensi, asilama programi, spesifik immun yanit
ve yeniden maruz kalmanin sikligi ile ilgili oldugu kadar saha ve asi susunun

antijenik yakinligi ile de iliskilidir (Sutmoller ve ark 2003).

Kontrol programlarinda kullanilacak ve as1 antijen rezervlerinde saklanacak
asl suslarinin sap virusunun en uygun suslari1 arasindan sec¢imi, salginlardan toplanan
temsili saha izolatlarinin uygun asi1 suslari ile eslestirilmesi temeline dayanir
(Rweyemamu ve ark 1978, Rweyemamu 1984, Paton ve ark 2005, Lombard ve
Fussel 2007). Uygun ast suslarmin se¢imi, antijenik karakterizasyon ELISA
yontemleri ile yapilmaktadir. Bu testte as1 virusuna karsi liretilmis serum referans
serum olarak kullanilir. Referans serumun asi Vvirusuna karsi titresinin referans
serumun saha virusuna karsi titresine orani, r; degeri olarak ifade edilir. Bu deger
0.4 — 1 arasinda ise as1 ve saha susu arasinda yiiksek antijenik iliski, 0.2 — 0.4
arasinda ise orta derecede antijenik iliski oldugu kabul edilir. Bu degerin 0.2’nin
altinda olmas1 ise as1 ve saha virusu arasinda antijenik iligkinin bulunmadigin

gosterir (Kitching ve ark 1988).

R N DGR S DGl R S

Sekil 1.5. Sap Asis1 Uretim Semasi ( Sap Enstitiisii Miidiirliigii 2008)
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1.9. Arastirmanin Amaci

Sap virusunun sahip oldugu 6zellikler, gerek teshisi ve gerekse uygun asilarin
tiretimini ve dolayisiyla hastalikla miicadeleyi zorlastiran 6nemli faktorlerdir. Sap
hastaliginin kontrolii, iilkenin hastalik kontrol politikalar1 ve epidemiyolojik

durumuna baglidir.

Hastaliktan ari iilkelerde kontrol, hastaligin oldugu iilkelerden hayvansal
tirlinlere yapilan sinirlamalar ile hastaliin iilkeye girisinin 6nlenmesine yoneliktir.
Hastaligin endemik oldugu iilkelerde ise uygun serotipte inaktif asilarla yapilan
koruyucu asilamalar ile saglik uygulamalart kombine edilerek hastaligin

prevalansinin diisiiriilmesine yonelik dnlemler alinmaktadir.

Gilinlimiizde salgin hastaliklar ile miicadelede asilamadan ¢ok epidemiyolojik
takip ve arastirmalarin yapilmasi ve gerekli olan koruyucu tedbirlerin alinmas1 6nem
kazanmistir. Dolayisiyla epidemiyolojik takibi ve arastirmalari destekleyecek
hastaligin teshis olanaklarinin arastirilmasi ve belirlenmesi yoniindeki ¢aligmalarda

olduk¢a 6nem kazanmaktadir.

Son yillarda sap hastaliginin diinyada hizli bir yayilim gdstermesi ve ¢ok siki
tedbirler alan iilkelerde bile goriilmesi, hastaligin epidemiyolojisinin 6nemini bir kez
daha ortaya ¢ikarmistir. Epidemiyolojik ¢alismalar hastaligin orijininin belirlenmesi,
yayiliminin izlenmesi ve gerekli koruyucu tedbirlerin alinma siirecini kisaltmig

olacaktir.

Bu ¢alisma ile I¢ Anadolu Bolgesi Konya ilinin giineydogusunu cevreleyen
bolgede sigir ve koyunlarin asisiz, tek asili, ¢ok asili,0-1 ve 1-3 yas ve erkek, disi
cinsiyet gruplarina gore asilamayi takiben {igiincii aydan itibaren alinan kan
serumlarinda, segilen bolgenin hastalikla ilgili durumunu ortaya koymak, aktif virus
sirkiilasyonunu arastirmak; Sap Hastaliginin yapisal olmayan proteinlerine karsi
olusan antikorlar1 tespit ederek bolgedeki tastyicilik oranini diger bir deyisle hastalik
riskini degerlendirerek, seroprevelansin ortaya ¢ikarilmasi ve hayvanlarin bagisiklik

orani hakkinda bilgi edinilmesi amaglanmistir.

Boylece, Sap Hastaligmin Epidemiyolojisi ve miicadelesinde olusturulacak
eylem planlart ve gelistirilecek eradikasyon programlariyla ilgili politikalar

cergevesinde katki saglanabilecegi diistiniilmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1.Gerec
2.1.1. Kan Serum Ornekleri

Konya Ilinin giineydogu bolgesinde yer alan aktif virus sirkiilasyonunun
arastirilmasi ve sap asilamasi sonrasi hayvanlarda olusan bagisiklik oraninin tespitine
yonelik olarak sigir ve koyunlar, yas (0-1 yas, 1-3 yas) , asilama sayis1 (asisiz, tek
asili, ¢cok asili) ve cinsiyete gore (disi, erkek) gruplandirildi.

Ornekleme ile kan drnekleri hayvanlarin V.jugularis’inden vakumlu kan alma

tiiplerine her hayvan i¢in ayr1 ayr1 numaralandirilarak alindi.

Arastirma, Avrupa Birligi Katilm Oncesi Mali Yardim Kirsal Kalkinma
Bileseni (IPARD) ve Optimum Isletme Biiyiikliigii ile uyum arz etmesi agisindan
isletmelerin bulundurduklar1 hayvan sayilari; minimum 10, maksimum 100 arasinda

hayvani olan igletmelerden 6rnekleme yapildi.

Bu ¢ercevede 45 adet sigir isletmesinden 90 adet sigir kan serumu, 50 adet
koyun isletmesinden 100 adet koyun kan serumlari alindi. Olusturulan arastirma
gruplarinin tamamina yakininda hayvan sayilar1 istatistiki hesaplamalar igin ideal
iken, asisiz 1-3 yas araliginda sigir bulmadaki giicliik nedeniyle, calisma siiresince
ilgili bolgenin devamli olarak takibine ragmen ilgili yas araligindaki 10 adet asisiz,
1-3 yas araliginda sigir bulunamadi. Bu nedenle aragtirma baslangicinda 100 adet

olarak tasarlanirken 90 adet sigir kan serumu alind1 ( Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.1. Kan serum Orneklerinin dagilimi (Si8ir)

ILI: KONYA
Tlgeler Isletme Numune
say1st say1st

Merkez 4 7
Belkaya 5 6
Isiklar 3 6
Kutdren 3 6

N

S

& Demirci 3 5

=

=
Merkez 3 6
Tasagil 3 5
Sarica 2 5
Sazgecit 2 6

g Bulgurluk 2 8

&)
Merkez 4 7
Yesilyurt 4 6
Islik 3 6

o Ortaoba 2 6

<

Z

%

= Sazlipinar 2 5

<

X

TOPLAM 45 90

As1 durumu

Asis1z
Tek asili
Cok asili
Asis1z
Tek agili
Cok agili
Asis1z
Tek asili
Cok asili
Asis1z
Tek agili
Cok asilt
Asis1z
Tek asilt
Cok asilt
Asis1z
Tek agili
Cok asilt
Asis1z
Tek asilt
Cok asilt
Asis1z
Tek asili
Cok asili
Asisiz
Tek asili
Cok asili
Asisiz
Tek asili
Cok asili
Asisiz
Tek asili
Cok asili
Asisiz
Tek agili
Cok asilt
Asis1z
Tek asilt
Cok asilt
Asis1z
Tek agili
Cok asilt
Asis1z
Tek asilt
Cok asilt
Asis1z
Tek agili
Cok asilt

Yas grubu

0-1 yas:2
1-3 yas:5

0-1 yas:4
1-3 yas:2

0-1 yas:3
1-3 yas:3

0-1 yas:3
1-3 yas:3

0-1 yas:4
1-3 yas:1

0-1 yas:2
1-3 yas:4

0-1 yas:3
1-3 yas:2

0-1 yas:3
1-3 yas:2

0-1 yas:4
1-3 yas:2

0-1 yas:4
1-3 yas:4

0-1 yas:3
1-3 yas:4

0-1 yas:4
1-3 yas:2

0-1 yas:4
1-3 yas:2

0-1 yas:4
1-3 yas:2

0-1 yas:3
1-3 yas:2

0-1 yas:50
1-3 yas:40

cinsiyet

Erkek:3
Disi:4

Erkek:2
Disi:4

Erkek:4
Disi:2

Erkek:4
Disi:2

Erkek:2
Disi:3

Erkek:2
Disi:4

Erkek:3
Disi:2

Erkek:3
Disi:2

Erkek:3
Disi:3

Erkek:4
Disi:4

Erkek:4
Disi:3

Erkek:3
Disi:3

Erkek:3
Disi:3

Erkek:3
Disi:3

Erkek:2
Disi:3

Erkek:45
Disi:45
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Cizelge 2.2. Kan serum 6rneklerinin dagilimi (Koyun)

Isletme
say1si

cinsiyet

Belkaya

Kutoren

Bulgurluk

h
c

Ortaoba

Erkek:49
Disi:51

Asis1z 20
Tek asili 40
Cok asili 40

Bl
I
8
i
8
I
4
I
4
i
4
i
8
i
8
i
I

ol
o

N



2.1.2. NSP ELISA Kiti

Aragtirmada hastalik ge¢irmis hayvanlari, asili hayvanlardan ayirmak
amaciyla yapisal olmayan proteinlerin tespiti i¢in hazir elisa kiti (PrioCHECK ®
FMDV NS, Prionics Lelystad BV, Hollanda ) kullanildi.

2.1.3. LPBE i¢in Mikropleytler
Immunoabsorbant pleyt

LPBE Testinde immunoabsorbant &zellige sahip diiz tabanli, 96 gozli
mikropleytler ( NUNC immunoplate 1 F96, Maxisorp, Gibco, Life Technologies,
Cat./l 4-39454A) kullanildi.

U Tabanh tasiyici pleyt
LPBE Testinde U tabanli, 96 gozlii mikropleytler kullanildi.

2.1.4. Kimyasallar

Kaplama soliisyonu

Kaplama soliisyonu olarak Karbonat/bikarbonat’in asagida belirtilen
formiiliine gore hazirlanmis soliisyonu ve altearnatif olarak Sodyum Karbonat /

Sodyum bikarbonat hazir kapsiilii kullanilds. igerigi su sekildedir.
0.05 M karbonat/bikarbonat, pH: 9.6 +/-0.05;
Na,CO; 1.59 g.
NaHCO;  2.93g.
1 L deiyonize/distile suya eklendi.
Phosphate buffered saline (PBS)

1 poset PBS (Sigma), 1 litre deiyonize suda, PBS 0.01 M ve pH 7.4 olacak
sekilde hazirlandi.

ELISA diluenti (Diluent buffer A)

500 ml 0.01 M PBS i¢ine 250 pul %0.05 Tween20 ilave edilip, iyice

karigtirilarak hazirlandi.
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Bloklama soliisyonu

Sap virusuna karsi spesifik antikor icermeyen tavsan serumundan 100 ml
alindi. Uzerine 200 ml Sap virusuna kars: spesifik antikor icermeyen sigir serumu
ilave edildi. Hazirlanan karistma 1 ml Tween 20 ve 40 ml % 2 fenol red eklendi.

0.01 M PBS ile hazirlanan soliisyon 2 000 ml’ye tamamlandi.
Substrat
Hidrojen peroksit tablet (Merck 107201) kullanildi.
Kromojen

Orthophenilaminediamine (OPD) tabletleri (Sigma P-8412, 30 mg) kullanildi.
Bir OPD tableti 60 ml Sitrat-fosfat buffer icerisinde ¢ozdiriildii.

Durdurma(Stop) soliisyonu

Kromojen reaksiyonunun durdurulmasi i¢in %98 oraninda saf 1.25 M H,SO4
kullanilda.

ELISA pleyt yikama Sivisi

Bir kisim 0.01 M PBS, 4 kisim distile su i¢ine eklenerek ELISA pleytlerinin
yikanmas1 amaciyla kullanildi.
2.1.5. Biyolojik Maddeler ve Antiserumlar
Yakalayicr antikor (Trapping antikor)

Bu serum, Sap virusu 146S antijeninin tavsanlara enjeksiyonu ile elde edilen
antiserumdur. ELISA pleytlerinin kaplanmasinda kullanildi. Kullanilan antiserumlar

Ingiltere Pirbright laboratuarindan temin edildi.

Kontrol antijenleri

Sap virusunun serotip O, A serotipleri (O; Manisa, Ay, Irak suslari); hiicre
kiiltirii orjinli olup, kontrol antijeni olarak kullanildi. Antijenler Sap Enstitiisii

Miidiirliigtinden temin edildi.
Kontrol serumlari

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

Laboratuvarindan temin edildi.
Belirleyici antikor (Detecting antikor)

Bu serum, Sap virusu 146S antijeninin kobaylara enjeksiyonu ile elde edilen
antiserumdur. Belirleyici antikor (detecting antikor) olarak kullanildi. Kullanilan

antiserumlar Ingiltere Pirbright laboratuarindan temin edildi.
Konjugat

Horseradish peroksidaz enzimine tavsan antikobay antikorlar1 baglanarak elde
edilmistir. Tip spesifik degildir ve indikatdr olarak kullanilir. Kullanilan konjugat

Ingiltere Pirbright laboratuarindan temin edildi.
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2.2. Yontem
2.2.1. Kan Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Serumun kan hiicrelerinden arindirilmasi i¢in, 3000 rpm devirde 10 dakika
santrifiij edildikten sonra her serum 6rnegi 1.8 ml’lik plastik eppendorf tiiplerine

aktarildi. Serumlar test yapilincaya kadar -20°C’da muhafaza edildi.
2.2.2. NSP ELISA Testi

Arastirmada yapisal olmayan proteinlerin tespiti amaciyla, Sap hastaligi
yoniinden siipheli 90 sigir ve 100 koyun serumu olmak {izere toplam 190 adet kan
serum ornegi NSP ELISA hazir kiti (PrioCHECK ® FMDV NS, Prionics Lelystad
BV, Hollanda) kullanma talimatina gore test edildi (Sekil 2.1.).

Bu amagla; test kitinde hazir olarak bulunan diliisyon, her pleyt i¢in 5 ml
hesap edilip, deiyonize su ile 1/1 oraninda sulandirilarak Elisa tamponu hazirlandi.
Hazirlanan Elisa tamponuna, 1/10 oraninda kitin i¢inde liyofilize formda olan

additive (katki maddesi) 2.5 ml deiyonize su ile sulandirilarak eklendi.

Kitteki kuvvetli pozitif, zayif pozitif ve negatif kontrol serumlari, antikor
kapli test pleytinin A1, B1 gozlerine negatif; C1, D1 gozlerine zayif pozitif; E1, F1
gozlerine kuvvetli pozitif serum olmak iizere 20’ser pl eklendi. Pleytin G1 goziinden
baglayarak her goze bir test serumu gelecek sekilde 20 pl eklendi. Daha sonra tiim
gozlere 80’er ul hazirlanmis elisa tamponundan eklenerek pleytler oda 1sisinda 16-18

saat inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyondan sonra pleytler 1/200 oraninda deiyonize su ile sulandirilmig
yikama tamponu ile her géze 200-300 pl doldurularak 6 defa yikandi. Daha 6nce
hazirlanmis Elisa tamponunun i¢ine bu sefer 1/30 oraninda kit i¢cinden hazir ¢ikan

konjugat ilave edildi.

Hazirlanan konjugat 100 pl biitiin gozlere ilave edilerek, 1 saat inkiibasyonu
takiben pleytler yikanip tiim gozlere 100 pl kromojen substrat eklendi. 30 dk
Karanlik ortamda oda 1sisinda inkiibasyonu takiben, 100 pl durdurma (stop)

soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.

Sonuglar 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak okundu. Serumlarin
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titrelerinin hesaplanabilmesi igin, test sonucunda elde edilen OD degerlerinin %

inhibisyon degerleri hesaplandi.

% Inhibisyon degeri hesaplanmasi i¢in; * % Inhibisyon Degeri = 100 - (Test
Serumlar1 OD / Ortalama OD) x 100 ” formiilii kullanildi.

Ortalama OD degeri ise Al, Bl gozlerindeki negatif serum OD degerlerinin
toplanip ortalamasi alinarak hesaplandi. OD degerlerinden % inhibisyon degerleri

hesaplandiktan sonra, %50 ve iizeri inhibisyon veren degerler pozitif olarak kabul
edildi.

Enfekte

eﬂ

Sekil 2.1. NSP ELISA ¢alisma dizayn1 goriintimii (Sap Enstitlisii Mudiirligi
2008)
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2.2.3. Likit Faz Bloking ELISA Testi

Likit Faz Bloking ELISA Testi, OIE’nin kabul ettigi (2009) ve Hamblin ve
ark (1986a) tarafindan bildirilen yonteme gore gergeklestirildi.

Test pleytlerinin kaplanmasi

Test planina gore testin yapilacagi giin i¢in gerekli immunoabsorbant 6zellige
sahip mikropleyt sayisi belirlendi. Serumlar O ve A serotipleri i¢in ayr1 ayri kontrol
edileceginden pleyt sayisi her iki serotip igin ayr1 ayr1 hesaplandi. Suya dayanikli
marker kalemlerle pleytlerin sol alt yan kOsesine numaralar1 ve hangi serotipe ait
oldugu yazildi. Test i¢in gerekli olan kaplama soliisyonu hesaplandi. Her bir tip i¢in
serotip spesifik olan tavsan antiserumlarinin 1/5000 optimal dilusyonu hesaplanarak
kaplama soliisyonuna hesaplanan miktarda antiserum ilave edildi. Cok kanalli pipet
yardimiyla tavsan antiserumu 50 pl olacak sekilde ilave edildi. Pleytlerin iizeri pleyt
bandi ile kapatildi. Pleytler tavsan antiserumlarinda bulunan antikorlarin pleyte

absorbe olmasi i¢in +4°C’da bir gece inkubasyona birakildi.
Antijen-Antikor nétralizasyon islemi

OIE ve Sap Enstitiisit Miidiirligii'niin, Likit Faz Bloking ELISA prosediiriine
gore kan serumlarinin sulandirma islemi gergeklestirildi. Sap virusunun yapisal
proteinlerine karsi olusan antikor diizeylerinin belirlenmesi i¢in kan serumlarinin
1/16’dan 1/2048 sulandirma basamagina kadar 8 basamakli log, tabanina gére serum
sulandirmalar1 yapildi. Virus ilavesinden sonra son sulandirma, 1/32 baslangi¢
sulandirma ile baslayip, 1/4096 sulandirma basamagina kadar yapildi. Bu sulandirma

islemi 2 asamada tamamlandi.

[lk asamada U tabanli tasiyict pleytlerde serumlarm 1/8 sulandirmasi
gerceklestirildi. Bu amagla tek kanalli pipet ile birinci serumdan 25 pl, pleytin A 1-2
gozlerine konularak, sirasiyla ikinci serum A 3-4; {¢iincli serum A 5-6; dordiincii
serum A 7-8; besinci serum A 9-10 olmak iizere; bu isleme, test edilecek serumlar
bitinceye kadar devam edildi. Pleytin A/H 11-12 goézleri kontrol serumlart i¢in bos
birakildi. Serumlarin tastyici pleyte konma islemi sonrasi serumlarin konuldugu tim
gozlere ¢ok kanalli pipet yardimiyla 175 pl ELISA diluenti ilave edildi. Boylece

serumlarin 1/8 sulandirmasi yapilmis oldu.
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Ikinci asamada ise test edilecek serum Ornegi sayis1 kadar U tabanl pleyt
sayis1 hesaplanarak, pleytlerin kontrol gozleri hari¢ (A/H 11-12) tiim gozlere (A/H 1-
10) 50 ul ELISA diluenti kondu. Cok kanalli pipetle birinci asamada hazirlanmis
olan 1/8’lik test serumu sulandirmasinin bulundugu tasiyici pleytin ilk sirasindaki (A
1-10) ilk bes serum sulandirmasi, O ve A serotipleri i¢in hazirlanmis olan ve
gozlerinde 50 pl ELISA diluenti bulunan, U tabanli ikinci tasiyici pleytlerin ilk
sirasina (A 1-10) 50 pl aktarildi. Bu islem her bir serotip i¢in ayri ayr1 yapildi.

[k siradaki (A 1-10) gozlerde 100 pl 1/16° ik serum sulandirmasi hazirlandi.
Ik sirada en az 8 defa pipetleme yapildiktan sonra 50pul alind1 ve ikinci siraya (B 1-
10) aktarildi. Her bir defasinda bir alt siraya olmak kaydiyla bu aktarma islemi 8
sulandirma tekniginde pleytin H sirasina kadar devam edilerek, serumun 8 basamakli
log, tabanina gére sulandirmalari yapilmig oldu. Sulandirma islemi tamamlandiktan

sonra, kontrol gozlerine kontrol serumlarinin konulmasi islemi yapildi (Sekil 2.2).

Kontrol serumu olarak sap virusunun, O ve A serotiplerinin Kuvvetli Pozitif,
Zay1f Pozitif ve Negatif Serumlar1 kullanildi. Kontrol serumlari, U tabanli tasiyici
pleytlerin kontrol gézlerine konulmadan 6nce ayri tiiplerde tip spesifik olarak ELISA

diluenti igerisinde 1/16 sulandirmasi yapildi.

Hazirlanan kontrol serum sulandirmalarindan pleytteki kontrol gozlerine 50
ul konuldu. Kuvvetli Pozitif serum A/B 11-12; Zayif Pozitif Serum C/D 11-12 ve
Negatif Kontrol serumu ise E/F 11-12 gozlere konuldu. G/H 11-12 gozleri ise antijen
Kontrol gozleri olarak ayrildi ve sadece her bir goze 50 ul ELISA diluenti konuldu.

Tip spesifik tavsan antiserumlarinin 1/5000 optimal sulandirma ile hazirlanan
kaplama soliisyonundan pleytin her bir goziine 50 ul ilave edilerek kaplanan pleytler
+4°C’da bir gece inkubasyon sonrasi pleytler kontrol edilerek her pleyt PBS ile 3
defa yikanarak, kurutuldu.

Yikama kurutma islemi yapilan pleytlerin tiim gozlerine ¢ok kanalli pipet
yardimiyla 50 pl ELISA diluenti konuldu. Her bir virus numunesinden tek kanalli
pipetle iki goz olmak kaydiyla 50 pl, A 1-2; A 3-4; A 5-6 .... seklinde sirasiyla

kondu. Boylece virus numunelerinin 1/2 dilusyonlart yapildi.

Cok kanalli pipet ile pipetleme yapilarak karistirma isleminden sonra A

sirasindaki 1/2°lik virus sulandirmalarindan 50 pl, B sirasindaki 50 ul ELISA
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diluenti bulunan gozlere aktarildi. A sirasindan B sirasina aktarma igleminde oldugu
gibi pipetleme yapilarak ve her defasinda 50 pl virus ve ELISA diluenti karisimi bir

alt siraya aktarilarak bu isleme H sirasina kadar devam edildi.

Sulandirmasi yapilan test ve kontrol serumlariin i¢ginde bulunan antikorlarin,
antikor-antijen kompleksi olusturabilmeleri i¢in U tabanli tasiyici pleytlerin kontrol
gozleri dahil tiim gozlere ELISA diluenti ile sulandirilmis 50 pl virus ilave edildi.
Daha 6nce 1/16 oraninda sulandirilmis olan test ve kontrol serumlari iizerine esit
miktarda virus ilave edilerek 1/32 baslangi¢ sulandirma saglanmis oldu. Daha sonra
U tabanli tasiyic1 pleytlerin iizeri pleyt bandi ile kapatildi. +4°C’da shaker ile

calkalanarak bir gece nétralizasyon islemi i¢in inkubasyona birakildi.
Antijen-Antikor kompleksinin aktarilmasi

Kaplama iglemi i¢in +4°C’da inkubasyona birakilan diiz tabanl
immunoabsorbant ELISA pleytler inkubatérden ¢ikartilarak pleyt tabanlarinda
kuruma olup olmadigi kontrol edilerek, ELISA pleyt yikama cihazinda her pleyt PBS
ile 3 defa yikandi. Yikama esnasinda her géze en az 300 pl yikama sivisinin dolmus
olduguna dikkat edildi. Yikanan pleytler gozlerinde soliisyon kalmayacak sekilde

kurutuldu.

Bir gece boyunca +4°C’da nétralizasyona birakilan U tabanli tasiyict
pleytler inkubatorden c¢ikartilarak ¢ok kanalli pipet ile U tabanli pleytlerde bulunan
test serumu-virus karisimindan 50 pl igerik, yikanip kurutulan ELISA pleytlerinin

esdeger gozlerine aktarildi.

Aktarma islemi sulandirma basamagmin tersi istikametinde yani diisiik
sulandirmalardan yoguna dogru yapildi. U tabanli pleytlerdeki en diisiik
yogunluktaki dilusyon basamagi sirasindaki H 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 50ul soliisyon

alinarak, es gozlere aktarildi.

Test serumlarinin aktarilmasi tamamlandiktan sonra, ayni iglem kontrol
serumlart i¢inde yapildi. U tabanli pleytlerde bulunan kontrol gozleri igeriginden 50
ul, ELISA pleytlerinin ayn1 esdeger gozlerine aktarildi. Tiim pleytler i¢in aktarilma

islemi tamamlandiktan sonra, pleytlerin {izeri pleyt bandi ile kapatilip, +37° C’da
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shakerl1 etlivde 1 saat inkubasyona birakildi.
Antiserum ilavesi

Inkiibasyona birakilan pleytler etiivden ¢ikartilarak pleyt tabanlarinda kuruma
olup olmadig1 kontrol edildi. Yikama cihazinda her pleyt, PBS ile 3 defa yikandi.
Hazirlanan 100 ml bloklama soliisyonu igerisinde, kobay antiserumlarinin tip
spesifik olarak O ve A serotipleri i¢in ayr1 ayr1 1/1000 optimal sulandirmalari
hazirlandi. Hazirlanan sulandirmadan, pleytlerin her bir goziine 50 ul ilave edildi.
Pleytlerin iizeri pleyt bandi ile kapatilarak, pleytler +37° C’da rutubetli ortam1 olan

shakerl1 etiivde 1 saat inkubasyona birakildi.
Konjugat ilavesi

Inkubasyon periyodunun bitiminde yikama cihazinda her pleyt, PBS ile 3
defa yikandi. Hazirlanan 100 ml bloklama soliisyonunda konjugatin 1/2000 optimal

sulandirmasi yapilarak pleytlerin her bir géziine 50 pl ilave edildi.

Konjugat tip spesifik olmadigindan tiim pleytlere (O ve A serotipleri) ayni
konjugat sulandirmasi ilave edildi. Pleytlerin tizeri pleyt bandi ile kapatilarak,

pleytler +37°C’da rutubetli ortami1 olan etiivde 1 saat inkubasyona birakildi.
Kromojen-substrat ilavesi

Inkubasyon periyodunun bitiminde, yikama cihazinda, her pleyt PBS ile 3
defa yikandi. 100 ml OPD hazirlandi. OPD’yi aktive etmek i¢in 1/2000 optimal
sulandirma oraninda H,O, OPD’ye ilave edildi. H,O, ilave edilir edilmez pleytlerin
tim gozlerine 50 ul OPD ilave edilerek pleytlerin iizeri pleyt bandi ile kapatilip,
karanlik bir ortamda 15 dakika inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonrasi
reaksiyonun durdurulmasi i¢in 1.25 M H,SO, durdurma soliisyonu olarak tiim
gozlere 50 pl ilave edildi. Pleytler, spektrofotometrede okunmadan oOnce gozle
degerlendirildi. Kontrol ve test serumu gozlerinde beklenen renk olusumu takip
edildi. Beklenmeyen renk olusumu veya tamamen renksizlik olup olmadig1 kontrol
edildi. Softmax Pro-312ex programi kullanilarak spektrofotometre ile 492 nm dalga
boyunda absorbans kriterlerine uygun olarak okundu ve okuma iglemi sonucunda OD

belirlendi.
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Testin degerlendirilmesi

Serumlarin titrelerinin hesaplanabilmesi icin, test sonucunda elde edilen OD
degerlerinin % inhibisyon degerleri hesaplandi. % Inhibisyon degeri hesaplanmasi

i¢in;

“ 9% 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 toplanarak ortalamas1 alindi.

OD degerlerinden % inhibisyon degerleri hesaplandiktan sonra, serum
titreleri belirlendi. %50 ve tizeri inhibisyon veren degerler pozitif olarak kabul edildi
(Cizelge 2.3.).

Ortalama Antijen Kontrol OD degerleri iki sekilde hesaplandi :

a. Antijen kontrol gozlerindeki (G/H 11-12, Gri bolge) dort gozdeki OD

degerleri toplanarak ortalamasi alindu.

b. Antijen kontrol gozlerindeki (G/H 11-12, Gri bolge) dort gozdeki en
yikksek ve en diisiik deger atildi. Diger iki OD toplaminin ortalamasi
alindi. Cizelge 2.4.de verilen tablodaki en sol iist bolmedeki 1.629 degeri

hesaplanmis antijen kontrol OD degerleri ortalamasidir.

OD degerlerinden %inhibisyon degerleri hesaplandiktan sonra, serum titreleri
belirlendi ve %50 ve iizeri inhibisyon veren degerler pozitif olarak kabul edildi.
Ayni seruma ait gozlerden sadece birinde 50 ve lizeri % inhibisyon veren son

sulandirma basamagi en son sulandirma basamagi olarak kabul edildi.

Ayni seruma ait her iki gézde 50 ve {izeri inhibisyon degeri veren durumda
ise, en son 50 ve iizeri sulandirma basamag: ile her iki goziin negatif oldugu ilk
basamagin ara degeri serumun endpoint titresi olarak hesaplandi. % Inhibisyon
degerlerinin hesaplanmis sekliyle 8 basamakli sulandirma teknigi kullanilarak
yapilmig ELISA test degerleri Cizelge 2.4.’de verilmistir (Sap Enstitlisti Miidiirliigii
Protokolii).
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Mik ropleyt semas (2 li sulandirma)
1 /2 3 |4 |5 8 7 &8 9 10 11|12

A
B
E []: []: [:|: [:|: [:|:
0 | | | | |
: Z R R e
= * :F. * * = Iegatif
F - ka ] bk i kontrol
Serum
G Antien
H Kontrol

Sekil 2.2. Serum orneklerinin 8 dilusyon sulandirilmasi (Sap Enstitiisii
Miidiirligi)

Cizelge 2.3. Ornek ELISA verileri

| 01922 0,806 0,181 0,0926 0,412 011228 0,641 001703 05258 05674 (A 0,1469
= 02708 03945 02247 00919 0,003 0,226 05277 0,6287 09899 09047 [HEEY DEESE
¢ 07943 08372 0,099 01081 0,1135 01041 1,0612 1,12 12477 13522 D N
o 12733  1,1503 0,123 0,151 0,127 0,1359 14611 15391 16418 17767 [ R
= | 14583 1,391 03826 04083 04126 04822 16829 1,7711 1,7195 18521 16716 1,7418

= | 15471 15622 1,024 1,0088 1,1695 1,278 15906 1,8695 11,8019 19716 1,6932 1,8929

€ 17305 1,8593 1,5527 1,4644 15571 15242 17841 1,813 18202 21279 1,7153 1,7132

= 17123 19055 16752 16613 1,7269 1,776 2,0002 19148 11,8892 15522 15154 11,5726

B Kirmuzi Renkli A-B, 11-12:Kuvvetli pozitif Kontrol Serumu
Mavi Renkli C-D 11-12  : Zayif pozitif Kontrol serumu
Sar1 Renkli E-F 11-12 : Negatif Serum
Gri Renkli G-H 11-12 : Antijen Kontrol gozlerini ifade eder.
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Cizelge 2.4. Serumlarin OD degerlerinin, % inhibisyon degerleri

83 76 86 94 94 92 68 61 39 44 90 91

51 49 94 93 93 94 35 31 23 17 87 85

22 29 92 93 92 92 10 6 -1 -9 85 83

10 15 77 75 75 70 =3 g -6 -14 -3 =

5 4 37 38 28 22 2 -5 11 21 4 -16
-6 -14 5 10 4 6 -0 -11  -12 31 -5 -5
-5 -17 -3 -2 -6 -9 -28  -18 -16 5 7 3
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3. BULGULAR
3.1. NSP ELISA Testi Sonuclari

Konya ili glineydogu bolgesinde 45 adet isletmeden alinan 90 adet sigir kan

serumundan Emirgazi ve Karapinar ilge ve kdylerine ait 12’sinin pozitif oldugu tespit
edildi.

12 adet pozitif sonucun 6 (%6.6)’s1 ¢ok asili, 1 (%1.1)’1 asisiz, 5 (%5.5)1 tek
asih, 11 (%12.2)%1 disi, 1 (%1.1)’1 erkek, 6 (%6.6)’s1 0-1 yas, 6 (%6.6)’s1 1-3 yas
araliginda oldugu belirlendi. 50 adet koyun isletmesinden elde edilen toplam 100
adet koyun kan serumunun Emirgazi ilgesinde 1 adedi pozitif olarak tespit edildi. 1
(%1) adet pozitif sonucun asisiz disi 0-1 yas araliginda oldugu belirlendi. Pozitif

sonuclarin orijinine bakildiginda ¢ogunlugunun Emirgazi il¢esine ait oldugu goriildii

(Cizelge 3.1.).

Bu sonuglara gore toplam serum i¢inde NSP pozitif hayvanlarin yiizdesi,

sigirlarda %13.3 koyunlarda %1 olarak tespit edildi.

Yapilan NSP ELISA test sonrasi NSP pozitif olan isletmelere gidilerek,
pozitif sonuglarin nedeni ve hastalik riski varliginin arastirilmasi amaciyla saha
aragtirmas1 gergeklestirildi. Bolgedeki veteriner hekimler ve hayvan sahipleri ile

goriismelerde bulunularak pozitif igletmeler incelendi.

Cizelge 3.1. NSP ELISA pozitif numunelerin dagilimi

Tlce ad Az vag cinsiyet Pozidf Dozitf
dhrsmas izletme TV YRS
=5 VLEL SEVLEL
Emirezazi hilsrlaz gok =y 1-3 wag Drizi 1 4 S5IGIER
gok =y 1-3 was Drizi
pok =saly 1-3 was Drizi
gok =y 1-3 wag Drizi
E=lkaya EFLEID -1 w=g Drizi 1 4

tel aglt -1 wag Drigi
ek mgly -1 wag Drizi
ek mgily -1 waz Drizi
Karapmmar DMlsrkes el mgly -1 w=g Erk=k 1 4
ek mgily -1 wag Drizi
gok =y 1-3 wag Drizi
pok =zl 1-3 was Drizi

TOPL AN
Emireazi E=lkaya EFLEID -1 w=g Drizi
TOPLAM

EOYTIN

||
=]
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3.2. Likit Faz Bloking ELISA Testi Sonuclar:

Kan serumlarinda sap virusunun; O ve A serotiplerine karsi gelisen antikor
miktarlari, LPBE yontemi ile test edildi. Test sonucunda; pozitiflik log, tabaninda

5.49, koruyuculuk log, tabaninda 6.58 olarak degerlendirildi.

Verilerin analizinde yiizde frekans tablolar1 olusturulmus ve istatistiksel
karsilastirmalarda pearson Ki kare istatistigi ve Fisherin Excat test kullanilarak test
sonuglariin anlamlilik (p degeri) diizeyi yorumlandi. Arastirmada anlamlilik diizeyi

p<0.001 olarak ele alindi.

Bolgedeki 45 adet igsletmeden elde edilen toplam 90 adet sigir kan serumunun
LPBE ile incelenmesi sonucu sap hastaligina kars1 18 kan serumunun sap virusu O
ve A serotiplerine karsi negatif, 6 kan serumunun serotip A yoOniinden, 4 kan
serumunun serotip O yoniinden 62 kan serumunun ise hem serotip O hem de serotip
A yoniinden pozitif oldugu tespit edildi. 59 adet kan serumunun, 4’iniin serotip O,
6’sin1in serotip A, 49 unun ise serotip O ve A yoniinden koruyuculuk antikor titresine
sahip oldugu belirlendi. Genel bagisiklik oran1 O serotipi igin %58.8, A serotipi igin
%61.1 bulundu (Grafik 3.3 ve Grafik.3.4).

Bolgede 50 adet isletmeden elde edilen toplam 100 adet koyun kan
serumunun LPBE ile incelenmesi sonucu sap hastaligina kars1 yapilan asilamadan
sonra 28 kan serumunun sap virusu O ve A serotiplerine karsi negatif, 3 kan
serumunun serotip A yoniinden, 1 kan serumunun serotip O yoniinden 68 kan
serumunun ise hem serotip O hem de serotip A yoniinden pozitif oldugu tespit edildi.
56 adet kan serumunun, 1’inin serotip O, 5’inin serotip A, 50’sinin ise serotip O ve
A yoniinden koruyuculuk antikor titresine sahip oldugu belirlendi. Genel bagisiklik
oran1 O serotipi i¢in %51, A serotipi i¢in %55 bulundu (Grafik 3.3 ve Grafik 3.5).

Arastirmada kullanilan hayvanlar yas gruplarina gore 0-1 ve 1-3 yas olarak
gruplandirildi. Her gruptaki hayvanlardan elde edilen serumlar; sap virusunun O ve
A serotiplerine kars1 sahip olduklar1 antikor miktarlarindaki degisimi belirlemek icin

LPBE yontemi ile incelendi.

LPBE testinde; 0-1 yas araligindaki sigirlardan elde edilen toplam 50
serumun; 23 (%46)’i, O serotipine karst sahip oldugu antikor titresi bakimindan
koruyuculuk tespit edilirken; A serotipine kars1 50 serumun 23 (%46)’i koruyucu
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degerde antikor miktarina sahip oldugu belirlendi. 1-3 yas araligindaki sigirlardan
elde edilen toplam 40 serumun; 32 (%80)’si, O serotipine kars1 sahip oldugu antikor
titresi bakimindan koruyuculuk tespit edilirken; A serotipine karsi 40 serumun 34
(%85)’1i koruyucu degerde antikor miktarina sahip oldugu belirlendi. Sigirlarin yas
gruplarina gore LPBE testi ile, antikor titre degeri O ve A serotipi “koruyucu”
sonuglari arasinda anlamli bir fark bulundu (p<0.001) (Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3).

Sigirlarda yas gruplarina gore koruyucu bagisiklik orant (OD 96 ve lizeri) O
serotipi i¢in 0-1 yas araliginda %46 ve 1-3 yas araliginda %80, A serotipi i¢in 0-1
yas araliginda %46 ve 1-3 yas araliginda %85 tespit edildi (Grafik 3.6).

LPBE testinde; 0-1 yas araligindaki koyunlardan elde edilen toplam 50
serumun; 13 (%26)’t, O serotipine karsi sahip oldugu antikor titresi bakimindan
koruyucu tespit edilirken; A serotipine karst 50 serumun 14 (%28)’ii koruyucu
degerde antikor miktaria sahip oldugu belirlendi. 1-3 yas araligindaki koyunlardan
elde edilen toplam 50 serumun; 38 (%76)’i, O serotipine karsi sahip oldugu antikor
titresi bakimindan koruyucu tespit edilirken; A serotipine karsi 50 serumun 41 (%
82)’1 koruyucu degerde antikor miktarina sahip oldugu belirlendi. Koyunlarin yas
gruplarina gore LPBE testi ile antikor titre degeri O ve A serotipi “koruyucu”
sonuglar arasinda anlamli bir fark bulundu (p<0.001) (Cizelge 3.4. ve Cizelge 3.5.).

Koyunlarda yas gruplarina gére koruyucu bagisiklik orani (OD 96 ve iizeri)
O serotipi i¢in 0-1 yas aralifinda %26 ve 1-3 yas araliginda %76, A serotipi i¢in 0-1
yas araliginda %28 ve 1-3 yas araliginda %82 olarak tespit edildi (Grafik 3.7).

LPBE yontemiyle O serotipine karsi incelenen 46 adet erkek siir serumunun
21 (%45.6)’1, 44 adet disi sigir serumunun 34 (%77.2)tinde koruyucu olarak titre
elde edildi. Bununla birlikte A serotipine karsi incelenen 46 adet erkek sigir
serumunun 22 (%47.8)’si, 44 adet disi sigir serumunun ise 35 (%79.5)’inde koruyucu
olarak titre elde edildi. Sigirlarin cinsiyetlerine gére LPBE testi ile antikor titre
degeri O ve A serotipi “koruyucu” sonuglari arasinda anlamli bir fark bulundu

(p<0.001) (Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7).

Sigirlarda cinsiyet durumlarina goére koruyucu bagisiklik oran1 (OD 96 ve
tizeri) O serotipi i¢in disi hayvanlarda %77.2 ve erkek hayvanlarda %45.6, A serotipi
icin disi hayvanlarda %79.5 ve erkek hayvanlarda %47.8 olarak tespit edildi (Grafik

40



3.1 ve Grafik 3.8).

LPBE yontemiyle O serotipine karsi incelenen 50 adet erkek koyun
serumunun 21 (%42)’i, 50 adet disi koyun serumunun 30 (%60)’unda koruyucu
olarak titre elde edildi. Bununla birlikte A serotipine karsi incelenen 50 adet erkek
koyun serumunun 24 (%48)’t, 50 adet disi koyun serumunun ise 31 (%62)’inde
koruyucu olarak titre elde edildi. Koyunlarin cinsiyetlerine gore LPBE testi ile
antikor titre degeri O ve A serotipi “koruyucu” sonuglari arasinda anlamli bir fark

bulunamadi (p>0.001) (Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.9).

Koyunlarda cinsiyet durumlarina gére koruyucu bagisiklik orant (OD 96 ve
tizeri) O serotipi i¢in disi koyunlarda %60 ve erkek koyunlarda %42, A serotipi i¢in
disi koyunlarda %62 ve erkek koyunlarda %48 olarak tespit edildi (Grafik 3.2 ve
Grafik 3.9).

LPBE yontemi ile sap virusunun O ve A serotiplerine karsi olusan antikor
miktarmin asilama sayisina bagl degisimi incelendi. O serotipine kars1 incelenen 10
adet asis1z sigir serumunun 1 (%210)’1, 40 adet tek asili sigir serumunun 22 (%55)’si,
40 adet ¢ok asili sigir serumunun 32 (%80)’sinde koruyucu olarak titre elde edildi.
Bununla birlikte A serotipine karsi incelenen 10 adet asisiz sigir serumunun 1
(%10)’1, 40 adet tek asili sigir serumunun 22 (%55)’si, 40 adet ¢ok asili sigir
serumunun 34 (%85)’iinde koruyucu titre elde edildi. Sigirlarin as1 durumlarina gére
LPBE testi ile, antikor titre degeri hem O hemde A serotipi “koruyucu” sonuglari
arasinda anlamli bir fark bulundu (p<0.001) (Cizelge 3.10 ve Cizelge 3.11).

Ast durumlarina gore koruyucu bagisiklik oran1 (OD 96 ve {izeri) ise O
serotipi i¢in agisiz sigirlarda %10, tek asili sigirlarda %55 ve ¢ok asili sigirlarda %80,
A serotipi i¢in asisiz sigirlarda %10, tek asili sigirlarda %55 ve ¢ok asili sigirlarda
%85 olarak tespit edildi (Grafik 3.10).

LPBE yontemi ile O serotipine karst incelenen 20 adet asisiz koyun
serumunun 1 (%5)’1, 40 adet tek asili koyun serumunun 18 (%45)’si, 40 adet ¢cok
asilt  koyun serumunun 32 (%80)’sinde koruyucu olarak titre elde edildi. A
serotipine kars1 incelenen 20 adet asisiz koyun serumunun 1 (%5)’1, 40 adet tek asili
koyun serumunun 20 (%50)’si, 40 adet ¢ok asili koyun serumunun 34 (%85)’linde

koruyucu titre elde edildi. Koyunlarin ag1 durumlarina gére LPBE testi ile antikor
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titre degeri O ve A serotipi “koruyucu” sonuglari arasinda anlamli bir fark bulundu

(p<0.001) (Cizelge 3.12 ve Cizelge 3.13) .

Ast durumlarima gore koruyucu bagisiklik orani (OD 96 ve iizeri) ise O
serotipi i¢in asisiz koyunlarda %5, tek asili koyunlarda %45 ve ¢ok asili koyunlarda
%80, A serotipi igin asisiz koyunlarda %5, tek asili koyunlarda %50 ve ¢ok asili
koyunlarda %85 olarak tespit edildi (Grafik 3.11).

DiSI-SIGIR ERKEE-SIGIR

mNegatif Serum Sayis1 6
W Necatif Serum Saysi 12

mSerotip O (+) Serum Sayisi 1
B Serotyp O (+) Serum Say1s 3

Serotip A (+) Serum Sayisi 2 )
1 Serotip A (+) Serum Sayis1 4

mSerotip O ve A (+) Serum Say1s1 33
erotip O've A £+) Seum Sayst 0 Serotp O ve A () Serum Savist 27

Grafik 3.1. Antikorlarin cinsiyete bagli dagilimi( Sigir)

DISLEOYUN FREFK-KOYUN

Negatif Serum Sayisi 13 B Negatif Seum Sayisi 13

B Serotip O (+) Serum Savast |
BSerotip A (+) Serum Sayisi |

1 Serotip A (+) Serum Sayis 2

1 Serotip O ve A {+) Serum Sayisi 36

B Serotip Ove A (+) Serum Sayisi 32

Grafik 3.2. Antikorlarin cinsiyete bagli dagilimi( Koyun)
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Grafik 3.3. Antikorlarin serotipe 6zgii dagilimi (Sigir / Koyun)

Grafik 3.4. Genel bagisiklik oran1 (Sigir)

Grafik 3.5. Genel bagisiklik oran1 (Koyun )
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Cizelge 3.2. O serotipi dagilimi ( Sigir -yas gruplar )

*p<0.001

Cizelge 3.3. A serotipi dagilimi (Sig1r -yas gruplart )

100,0%
*p<0.001

Cizelge 3.4. O serotipi dagilimi (Koyun -yas gruplari )

*p<0.001

Cizelge 3.5. A serotipi dagilimi (Koyun -yas gruplari )

100,0%

*p<0.001
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Cizelge 3.6. O serotipi dagilimi (Sigir -cinsiyet)

*p<0.001

Cizelge 3.7. A serotipi dagilimi (Sigir -cinsiyet)

*p<0.001

Cizelge 3.8. O serotipi dagilimi (Koyun -cinsiyet)
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Cizelge 3.10. O serotipi dagilimi (Sig1r -as1)

*p<0.001

Cizelge 3.11. A serotipi dagilim (S18ir -as1)

*p<0.001

Cizelge 3.12. O serotipi dagilimi (Koyun -as1)

*p<0.001
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Cizelge 3.13. A serotipi dagilimi (Koyun -as1)
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4. TARTISMA

Sap hastaligi evcil ve yabani ¢ift tirnakli hayvanlarda goriilen akut ve g¢ok
bulasict viral bir enfeksiyondur (Siit¢i 1985, Dinter ve Morein 1990). Mortalitesi
diisiik olmakla birlikte (%2-5), gen¢ hayvanlarda miyokarditise bagli olarak bu oran
%50-60 civarma ¢ikabilmektedir. Morbidite orani ise yiiksek olup, hassas
populasyonlarda %100’e ulasabilmektedir. Hastalik, bulagsma derecesinin yiiksek
olmasi nedeniyle ¢iftlik hayvanlar1 arasinda ¢ok 6nemli miktarda ekonomik kayiplara
neden olan hastaliklar arasinda yer almaktadir (Fenner ve ark 1987, Dinter ve Morein
1990, Barnett 2001).

Sap hastaliginin teshisi, Tiirkiye gibi hastaligin epidemik oldugu tilkelerde kisa
siirede salginin belirlenmesinde ve dolayisiyla salgin yayiliminin izlenmesi ve
onlenmesinde; hastaligin goriilmedigi iilkelerde ise hastalik ¢ikist halinde salginin
belirlenmesine ilave olarak ozellikle acil asilama gerektiren durumlarda 6nemli katki
saglamaktadir. Rutin olarak sap virusunun tani ve tiplendirmesinde indirekt sandwich
ELISA, lezyonlu dil epiteli dokusundan hazirlanan siispansiyonda spesifik sap
virusunun tespiti amaciyla kullanilmaktadir (Hamblin ve ark 1984, Roeder ve ark
1987, Ferris ve Dawson 1988, Kitching ve ark 1989).

Sap virusunun antijenik olarak farkli 7 serotipi vardir. Bunlar O, A, C, SAT 1,
SAT 2, SAT 3 ve Asia-1’dir ( Kitching ve ark 1988 ). Tirkiye’de bu virus
serotiplerinden O, A ve Asia-1 hastaliga neden olmaktadir ve sigirlarda verim
disiikligii ve olim nedeniyle biiyilk ekonomik kayiplara yol acan, antijenik

spektrumu en genis olan sap virus tipi, O; Manisa tipidir (Giirhan 1993).

Sap Hastaligi, Diinya Referans Laboratuar1 verilerine goére sap viruslar
icerisinde, diinyada en genis yayillim gosteren tip O Panasia genotipidir ve
O1/Manisa/69 as1 susu Panasia genotipine ait saha izolatlari ile iyi derecede antijenik
iliskili bulunmustur (Valarcher ve ark 2004). Bu sekilde bir yayilma sap virusu susu
i¢cin benzersizdir. Bu virus Ortadogu’dan Tayvan’a kadar bolgede mevcut tiim virus
suslarina karsi bir istiinlik saglamistir. Bu duruma, virusun ozelliklerinde bir
degisikligin neden olup olmadigi bilinmemektedir. Ancak ¢ok iyi veteriner servisleri
olan iilkelerin kontrol mekanizmalarini dahi gegerek yayildig bir gergektir (Knowles

ve Samuel 2001).
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Asilama, sap hastaligi ile miicadelede ilk diisiiniilecek olan 6nemli bir aragtir.
Asilama yapilan siiriilerde hastaliktan korunma saglandigi gibi, ayni zamanda
korunan hayvan sayisi nispetinde aktif virus dolasimi ve kalicilig1 baskilanacak ve
minimuma indirilmesi saglanacaktir. Burada 6nemli olan hastalik riskinin kalic1 hale
gelmemesi igin, agilama yapilan bolgelere virus kaynaginin sokulmamasidir. Aksi
taktirde bolge i¢in, tastyicilik risk olarak karsimiza g¢ikacaktir. Tasiyicilik hastalikla

miicadelede en 6nemli problemlerden bir tanesidir.

Son yillarda sap virusunun yapisal olmayan proteinlerine karsi olusan
antikorlar1 tespit etmede kullanilan bircok ELISA gelistirilmistir. Bu test asihi
hayvani, hastalanmig olandan ayirt ettiginden dolayr tastyict hayvanlarin tespit
edilmesinde kullanilmaktadir. Testlerin spesifitesi ve sensitivitesi yoniinde yapilan
validasyon ¢aligmalart neticesinde yanlis pozitif verme oranlart oldukca aza

indirgenmis ve sonuglarinin giivenilirligi artmistir.

Veteriner alaninda kullanilacak diagnostik testlerin validasyonu i¢cin WOAH
bir standart yayinlamistir. Bu standarta gore tam anlamiyla validasyon, uzun siiren ve
maliyetli bir siiregtir (OIE, Hahn ve ark 1998, Jacobson 1998, Belak 2003).
WOAH’1n yayinladigi standartda;

Fizibilite ¢alismas1 (metot belirleme), kullanilacak kimyasal ve protokollerin
secimi, optimizasyon ve sStandardizasyonu, testin performans Kkriterlerinin
arastirilmasi (analitik sensitivite ve spesifite ile diagnostik sensitivite ve spesifite),
test performansinin siirekli gozden gecirilmesi, testin rutin tanida kullanilmasi ve
siirekli gozden gegcirilmesi gerekliligi, siireclerini kapsamaktadir. Bu standarta gore

yapilan testler sonucunda %100’e yakin dogrulukta netice alinmaktadir.

Avrupa Komisyonu 1991 yilinda Avrupa ve diinyanin diger sap hastaligi
goriilmeyen bolgelerinde sap virusu tastyiciligi riskini azaltmak icin agilamay:
kesmistir. Hayvanlarda tastyiciligin 6nlenmesi, tasiyicilik periyodu siiresince hassas
hayvanlara virus bulasma riskini azaltarak hastaligin kontrol ve eradikasyonuna

hizmet etmektedir (Salt 1993).

Giirhan ve ark (1993) tarafindan yapilan ¢alismada, Tiirkiye’nin I¢ Anadolu
Bolgesinde tasiyicilik oranmin koyunlar i¢in % 16.8 oldugu saptanmus, tasiyicilik

oraninin Dogu Anadolu, Giineydogu Anadolu ve I¢ Anadolu bdlgelerinden kuzeye
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ve batiya dogru gidildik¢e azaldigr ve bu durumun hastaligin prevalansi ile ilgili

oldugu bildirilmistir.

Fondevila ve ark (1996) tarafindan yapilan deneysel bir ¢alismada antikor
diizeyi disiik kiiciikbas hayvanlarda tasiyicilik orami %100 olarak saptanirken,
antikor diizeyi yliksek hayvanlarda bu oran1 %42 olarak belirlemislerdir.

Balinda ve ark (2009)’nin 2007 yilinda Uganda’nin Bushenyi ve Kasese
ilgelerinde kiiciikbag hayvanlarda sap hastaliginin seroprevalansi ile ilgili yaptiklari
bir ¢alismada, 272 keci ve 74 koyun toplam 346 adet kan serum numunesini 3ABC
NSP (Ceditest®FMDV-NS) ELISA ile test etmislerdir. Bushenyi ilgesinde kegi ve
koyunlarda hi¢ prevalans tespit edilmezken; Kasese ilgesinde kegilerde %14,
koyunlarda ise %22 prevalans tespit edilmistir. Bu iki ilge arasindaki fark’in
muhtemelen Sap hastaligina kars1 degisik diizeyde maruz kalma oranlariyla ve farkl

hayvancilik uygulamalarindan kaynaklandigini bildirmislerdir.

Mwiine ve ark (2010) Uganda’nin Bushenyi ve Kasese ilgelerinde sigirlarda
sap hastaliginin seroprevalansi ile ilgili yaptiklart bir ¢alismada toplam 309 kan
serum Ornegi toplanmis ve NSP(Ceditest® FMDV-NS) ELISA ile test edilmistir.
Seroprevalans yoniinden Kasase il¢esinde (%61) Bushenyi ilgesinden (%3) ¢ok daha
yiikksek bulmuslardir. Bunun, 2006 yilinda Kasese’de ¢ikan Sap hastaligina baglh
oldugu, buna karsin Bushenyi ilgesinin genelde Sap hastalifi salginina maruz

kalmadigindan kaynaklandigini bildirmislerdir.

Megarsa ve ark (2008) Giiney Etiyopya’da Sap Hastaligi nin risk faktorlerini
aragtirdiklar1 serosurveyde 3 ABC ELISA kullanilarak yapilan incelemelerde,
seroprevalansi, hayvan ve siirii seviyesinde %9.5 -%48.1 bulmuslardir. Seropozitif
stiriilerdeki hayvanlarda seropozitiflik olma riski ise oran1 %6.7’den 18.6’ya kadar
degismektedir. Geng yastaki hayvanlar ile (< 3 yas), 3-4 yas ve 4 yas Ustli hayvanlar
seropozitiflik orani agisindan karsilastirildiginda yetiskin hayvanlarin daha ytiksek

oranda seropozitif oldugu bulunmustur.

Molla ve ark (2010) Giineybati Etiyopya’da sigirlar iizerinde yaptiklari
epidemiyolojik ¢alismada, 770 sigir kan serum O6rneklerini NSP ELISA kullanarak
test etmislerdir. Genel olarak seroprevalansi %8.18 bulmuslardir. Bennetsemay

ilgesinde %30.2, Malle ve Debub Aari ilgesinde ise %6.3 bulmuslardir. Bu farkliligin
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istatistiksel agidan 6nemli bulunmasinin sebebi ise, ¢esitli risk faktorlerinin analizi,
hayvanlarin yasi, ilgelerin cografi durumu, vahsi hayvanlar ile etkilesim halinde

olmalari olarak agiklanmistir.

Gil (2003) 2001 yilinda Uruguay’da ¢ikan sap hastaligi sonrasi yaptigi
serosurvey ¢alismasinda sigirlarda seroprevalans %9.3 + %2.3, koyunlarda ise %1.1

+ 9%0.5 bulmustur.

Uwizeye ve ark (2010) Rwanda’nin kuzeybatisindaki Nyagatare ve
giineybatisindaki Gisagara il¢elerinde sigir kan serum 6rneklerini NSP ELISA ile test
etmiglerdir. Gisegarada prevalans %10.8 (9/83), Nyagatarede %53.3 (104/195) ve
genel olarak %40.6 (113/278) prevalans tespit etmislerdir. Yas kategorisi agisindan
0-1 yas araliginda %50 (15/30), 1-3 yas araliginda %33.80 (25/74), 3 yas lsti ise
%42 (101/174) prevalans tespit etmislerdir. Cinsiyet kategorisi agisindan disi
hayvanlarda %39 (97/246), erkek hayvanlarda %50 (16/32) prevalans tespit
etmislerdir. Hayvanlar1 irk agisindan ele aldiklarinda Ankole %31 (44/142), Cross
%50.8 (67/132), Fressian %67 (2/3), Sahival %0 (0/1) prevalans bulmuslardir.

Mannan ve ark (2009) Upazila/Bangladesh’de yaptiklar1 bir g¢alismada,
sigirlarda Sap hastalig1 prevalansini aragtirmiglardir. 109 erkek ve 144 disi hayvan
olmak tizere toplam 253 sigir kan serumunu NSP ELISA ile incelemislerdir.
Prevalans1 %24.51 tespit etmiglerdir. Hastaligin yas, cinsiyet, irk, mevsim ve tarim
sistemine etkisini tartismiglardir. Hastalik, Kasim (%34.69) ve Aralik (%36.20)
ayinda daha yiikksek oldugu; erkek hayvanlarin (%35.77) disi hayvanlardan
(%15.97) daha fazla daha duyarli oldugu bulunmustur. Yetiskin sigirlar (%34.18),
diive (%23.43) ve gen¢ hayvanlar (%9.72) ile karsilastirildiginda daha duyarh
bulunmustur. Hayvan cinsi agisindan, yerli irklarin (%39.18) melez rklara (%15.38)

gore daha duyarli oldugunu tespit etmislerdir.

Berecha ve ark (2011) Etiyopya’nin giineyinde 111 siiriiden topladiklar1 768
kan serum numunesini 3 ABC ELISA kullanarak test etmislerdir. Bireysel prevalansi
%23 (177/768) ve siirii bazinda prevalansi ise %58.6 (65/111) tespit etmislerdir.

Leon ve ark (2003) Arjantin’de koyun ve sigirlarda sap hastaliginin
sirkiilasyonunu aragtirmak amaciyla gerceklestirdikleri c¢alismalarinda iilkeyi {i¢

boliime (A,B ve C) ayirmiglardir. Siirii bazinda prevalansi sirasiyla %6.4, %8, %1.3
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sigir bazinda (A,B ve C) 6-12 aylik yas araliginda %0.63, %0.22, %0.16, 12-24 aylik
yas araliginda ise %2.16, %1.49, %0.34 tespit etmislerdir. Koyunlar i¢in prevalansi
A bolgesi i¢in %0.64, C bolgesi i¢in %0 tespit etmislerdir. B bolgesinde koyunlardan

ornek alinmamustir.

Bu arastirmada Tiirkiye’nin I¢ Anadolu Bélgesinde bulunan Konya ilinin
giineydogu bolgesinde NSP ELISA ile, 0-1 yas ve 1-3 yas araliginda; sap asisina
kars1 asisiz, tek asili, ¢ok asili; cinsiyet durumlarina gore 45 adet sigir isletmesinden
90 adet sigir kan serumu; 50 adet koyun isletmesinden 100 adet koyun kan serumu
ornegi alinmis ve seroprevalans, sigir bazinda %13.3, siirli/isletme bazinda %6.6,
koyunlarda hem isletme hem hayvan bazinda %1 tespit edilmistir. Belirlenen bu
oran, diinyada bildirilen diger ¢alisma bulgulariyla benzerlik gostermektedir. Fakat
daha onceden bolgede hastalikla ilgili herhangi bir ¢alisma yapilmamasi nedeniyle,
bu arastirmada elde edilen bolgesel enfeksiyon prevalansindaki degisimler

karsilastirilamamustir.

Bu sonuglar, Leon ve ark (2003) tarafindan koyun ve sigirlarda sap
hastaliginin sirkiilasyonunu arastirmak amaciyla gergeklestirdikleri calisma ile

uyumluluk gostermektedir.

Emirgazi ve Karapinar ilce ve kdylerinde sigirlarda ¢ikan pozitif sonuglarin
%6.6 ¢ok asili, %1.1 asisiz, %5.5 tek asili, %12.2 disi, %1.1 erkek, %6.6 0-1 yas,
%6.6 1-3 yas araliginda oldugu tespit edilmistir. Koyunlarda ise pozitif sonucun %1
asis1z, disi, 0-1 yas araliginda oldugu belirlenmistir.

Bu sonuglar, Gil (2003) 2001 yilinda Uruguay’da ve Mannan ve ark (2009)
Upazila/Bangladesh’de yaptiklar1 ¢aligmalarla paralellik arz etmektedir.

Epidemiyolojik olarak isletme degerlendirmesi yapildigindan ve test
sonuglariin komsu isletmelerle iliskisi tespit edilemediginden; sadece pozitif ve
siipheli olan isletmeler incelemeye alinmustir. Isletmelerde bulunan hayvanlar Sap
Hastalig1 agisindan tekrar klinik olarak kontrol edilmistir. Bu isletmelerdeki
hayvanlar Erzurum ve Kars yoresinden temin edildigi gériilmiistiir. Dolayisiyla Dogu
Anadolu’dan hayvan girisinin tekrar gerceklestigi saptanmistir. Son bir yilda

isletmelerde herhangi bir sap vakasi olduguna dair bir bulguya rastlanilmamustir.

Emirgazi merkezde yapilan incelemede 2005 yilindan bu yana hastalik
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goriilmedigi ve bir isletme haricinde disardan hayvan girisinin olmadig1 saptandi.
Pozitifligin nedeni arastirildiginda ve yasli hayvanlarin pozitif ¢ikmasimin normal
oldugu kanisina varilmistir. Dolayisiyla hastalik riski agisindan degerlendirilen geng
hayvanlarda pozitif sonug tespit edilememistir. Ancak Belkaya kasabasinda pozitif
hayvanlari (s1gir ve koyun) 0-1 yas araliginda olmasi hastalik riski yoniinden énem
tasidigr goriilmektedir. Emirgazi Merkez ve Belkaya’daki pozitif sonuglarin
cogunlugunun kiiciik tarim isletmelerinin yogunluguna, ciftcilerin genel kiiltiir ve
mesleki bilgi diizeylerinin yetersizligine ve hayvan yetistiriciliginde, genellikle,

gelenek ve goreneklerine bagli kalinmasinin etkili oldugu kanisina varilmistir.

Genelde siit igletmelerinin yogunlukta oldugu ve hayvancilik bakimindan alt
yapmin iyi oldugu Karapinar ve koylerinde NSP’ye karst pozitif sonug¢ alinan
isletmeye gidilmistir. Yapilan incelemeler neticesinde 2010 yili baglarinda isletmede
hastalik ¢iktig1 ancak ilk basta Sap hastaligi olarak algilanmadigi i¢in ihbarda
bulunulmadig: tespit edilmistir. Gerek serum sonuglarma gore gerekse goriigme
neticesinde elde edilen bulgulara goére Karapinar merkezde hastaligin ¢iktig1 ancak

hastaligin yayilmadan sadece bir igletme ile sinirli kaldig1 belirlenmistir.

Bagisiklik diizeyi ile ilgili olarak Psikal ve ark (1995) tarafindan yapilan bir
caligmada 20 adedi inaktif trivalan asi1 ile asilanmig, 30 adedi 1 yildan fazla siiredir
asillanmayan hayvanlardan topladiklar1 50 adet kan sigir serumunun; sap virusu O, A
ve C serotiplerine karsi olusan antikorlari, LPBE yontemiyle arasgtirmiglar ve

sirastyla %58, %66 ve %58 oraninda antikor oldugunu tespit etmislerdir.

Blanco ve ark (1999) vyaptiklar1 ¢alismada Morocco’nun merkezi Ve
dogusunda Sap hastaligi goriilen 11 mihraktaki klinik agidan normal goriiniimlii 598
adet koyun kan serumunu LPBE yo6ntemi ile test etmislerdir. Test sonras1 77 koyunda

O Serotipine kars1 olusan antikorlar tespit etmislerdir.

Sil ve ark (1999) yaptiklart ¢aligmada; 1995-1999 yillar1 arasinda
Banglades’de sap hastaligi goriilen bolgelerde 21563 hayvan iizerinde LPBE testi ile
hayvanlarin % 49.16’smin sap virusu serotip O,A,C ile enfekte oldugunu, enfekte
hayvanlar arasinda sigirlarin hastaliga en duyarli bulundugunu (%96.43) sigirlari,

ke¢i (%2.27), buffola (%1.01) ve koyunlarin (%0.27) takip ettigini bildirmislerdir.

Sil ve ark (2000) yaptiklar bir diger arastirmada, 3-18 aylik hayvanlarin sap
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hastaligina kars1 duyarliliklari, LPBE ile incelenmis ve bu hayvanlarin hastaliga ¢ok
duyarli olduklar1 ve asilama ile zayif bir immun yanit gelistigini bildirmislerdir. 0-3
aylik buzagilarda, sap hastaligina karsi korunma diizeyinin %26.35, 3-6 aylik
danalarda % 97.36, 6-12 aylik diivelerde %82.28, 12-18 aylik ineklerde %83.94, 18
aylikdan biiyiik hayvanlarda %36.02 diizeyinde oldugunu tespit etmislerdir.
Asilamayr takiben bir ay sonra topladiklari sigir kan serumlarinda; 4 aylik
buzagilarda ve 6 aylikdan kiiclik danalarda O serotipine karsi olusan antikorlarin
daha fazla oldugunu, diivelerde O ve A serotipine karsi esit oranda antikorlar
bulundugunu, inek ve bogalarda ise A serotipi antikorlarinin daha fazla oldugunu
tespit etmislerdir. Hayvanlarin yas1 arttik¢a, sap virusu serotiplerine karst olusan
antikor miktarinin arttifini, ancak C serotipine karsi olusan antikor miktarinin diger

serotiplere karsi olusan antikor miktarlarindan daha az oldugunu bildirmislerdir.

Arjantin’de  Smitsaart ve ark (1998) tarafindan yapilan bir caligmada,
asilamay1 takiben 3.ayda, 2 ayr1 yerlesim yerindeki biiyiikkbas ruminantlardan kan
serumlart toplanmis, bunlar yaslarina gore 0-1 yas, 1-2 yas ve 2 yas istli olarak
gruplandirilmig ve LPBE yontemi kullanarak sap virusunun O ve A serotiplerine
kars1 olusan antikor diizeyleri saptamislardir. 0-1 yas araligindaki hayvanlarin asisiz
veya 1 kez, 1-2 yas araligindaki hayvanlarin 2 veya 3 kez, 2 yas istii hayvanlarin ise
en az 4 kez asilandigini varsaymiglardir. Calismada %75°den diisiik antikor
miktarlara sahip stiriiler diisiikk bagisiklik, %75- %85 arasi orta seviyeli ve %85
tizeri yiiksek seviyeli bagisik siiriiler olarak degerlendirilmistir. Yaslar1 0-1 arasinda
degisen 379 sigirdan alinan serumlarin; O serotipi yoniinden 56’sinin orta seviyeli,
290°’nin yiiksek seviyeli, A serotipi yOniinden ise 45’nin orta seviyeli, 313 niin
yiiksek seviyeli bagisikliga sahip oldugunu belirlemislerdir. Yaslar1 1-2 arasinda
degisen 360 sigirdan alinan serumlarin; O serotipi yoniinden 24’niin orta seviyeli,
355’nin yliksek seviyeli, A serotipi yoniinden ise 21°nin orta seviyeli, 368 nin
yiiksek seviyeli bagisikliga sahip oldugunu tespit etmislerdir. 2 yasindan biiyiik 398
sigirdan aliman serumlarin; O serotipi yoniinden 13’niin orta seviyeli, 379 nun
yiiksek seviyeli, A serotipi yoniinden ise 7’sinin orta seviyeli, 389’nun yiiksek

seviyeli bagisikliga sahip oldugunu bildirmislerdir.

Sap hastaliginin endemik olarak goriildiigli bolgelerde uygulanan rutin
asilamalarin tasiyicilik insidensini azaltti§i belirtilmistir. Kenya’ da asilanmis bir

bolgede tasiyicilik prevalanst %0.49 olarak saptanirken, asilanmamis bir bolgede bu

56



oran %3.34 olarak tespit edilmistir (Woodbury 1995).

Grindharan ve ark (2005), yaptiklari ¢calismada ELISA ile 181 adet drnegin
143 adedini (%79) Sap Hastalig1 yoniinden pozitif bulmuslardir. Reid ve ark (1998),
ise %49.6 diizeyinde pozitiflik (80/161) tespit etmislerdir. Reid ve ark (2000)’nin
yaptiklar1 bir bagka ¢alismada ise, sadece enfekte saha materyalini incelediklerinde

%62’ sinde pozitiflik tespit etmiglerdir.

Woodbury (1995), calismasinda sap virusunun farkli serotipleri ile miks
enfeksiyonlarin ortaya ¢ikabilecegi deneysel olarak buzagilarda O ve A serotipleri,
sigirlarda O, A, ve C serotipleri ve kobaylarda O ve A serotipleri ile miks
enfeksiyonlar olusturuldugu, dogal sartlar altinda Suudi Arabistan’da O ve Asia
serotipleri ile miks enfeksiyonlar goriildiigii ve O serotipinin daima baskin oldugunu

bildirmistir.

Habiela ve ark (2010) Sudan’da yaptiklar1 bir ¢aligmada 472 adet sigir, 305
adet koyun ve 98 adet kegi kan serumu toplamiglar ve bunu LPBE ile test etmiglerdir.
Swrasiyla 9%79.24, 9%22.95 ve %?28.57 pozitif bulmuslardir. Calismada ayrica
sigirlarda serotip A’nin (%78.1) koyunlarda serotip O’nun (%27.5), kegilerde ise
serotip O’nun (%27.5) daha yaygin oldugunu tespit etmislerdir.

Bu aragtirmada, sigirlarda yas gruplarina gére koruyucu bagisiklik orani O
serotipi i¢in 0-1 yas araliginda %46 ve 1-3 yas araliginda %80, A serotipi igin 0-1
yas araliginda %46 ve 1-3 yas araliginda %85 olarak tespit edilmistir. Koyunlarda
yas gruplarina gore koruyucu bagisiklik orani ise, O serotipi i¢in 0-1 yas araliginda
%26 ve 1-3 yas araliinda %76; A serotipi i¢in 0-1 yas araliginda %28 ve 1-3 yas
araliginda %82 olarak tespit edilmistir. Bu bulgular, Smitsaart ve ark (1998)
tarafindan, asilanmis 0-1,1-2 ve 2 yas {lstii yaslardaki sigirlardan elde edilen
serumlardaki antikor miktarlarinin LPBE ile belirlendigi Arjantin’deki ¢alisma ile
uyumluluk gostermektedir. Sigirlarda 1-3 yas araligindak grupta sap virusunun A
serotipine kars1 olusan bagisikligin, O serotipine karsi olusan bagisikliktan daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Koyunlarda ise sigirlardakine benzer olarak farkli yas
gruplar1 arasinda sap virusunun A serotipine karsi olusan bagisikligin, O serotipine

kars1 olusan bagisikliktan daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Ayrica yagsla birlikte orantili olarak sap virusunun O ve A serotiplerine kars1
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koruyucu diizeyde antikora sahip olma oranin arttig1 gozlenmistir. Bu sonuglar, Sil
ve ark (1999) tarafindan yapilan ¢alismada elde edilen sonuglarla da paralellik teskil

etmektedir.

Yas gruplari agisindan, O ve A tiplerine karsi sirastyla sigirlarda %46, %80 -
%46, %85 ve koyunlarda %26, %76 - %28, %82 bulunmustur. Bunun yaninda ilk
defa asilanmis 0-1 yas grupta ise beklenildigi gibi oranlar genel ortalamanin altinda
bulunmustur. Bu gruptaki gen¢ hayvanlar ilk defa asilanmis olmalar1 ve rapel
asillamasmin yapilmamis olmasi dolayisiyla bagisiklik diizeyinin diisiik ¢ikmasi

normal kabul edilmistir.

Bu arastirmada, sigirlarda cinsiyet durumlarina gore koruyucu bagisiklik
oran1 O serotipi i¢in disi hayvanlarda %77.2 ve erkek hayvanlarda %45.6, A serotipi
icin disi hayvanlarda %79.5 ve erkek hayvanlarda %47.8 tespit edilmistir.
Koyunlarda cinsiyet durumlarina goére koruyucu bagisiklik orani ise O serotipi i¢in
disi koyunlarda %60 ve erkek koyunlarda %42, A serotipi i¢in disi koyunlarda %62

ve erkek koyunlarda %48 olarak tespit edilmistir.

Elde edilen bu sonuglar, Sil ve ark (2000) nin yaptigi ¢alismada sap
hastaligina karsi disi hayvanlarin(%68.56) erkek hayvanlardan (%64.45) daha

direncli olduklari tespiti ile paralellik gostermektedir.

Sap hastaliginin olduk¢a bulasici, genis konake1 spekturumuna sahip olmasi
ve ¢ok sayida tip ve alt tiplerinin bulunmasi1 ve kompleks bir antijenik yapiya sahip
olmast nedeniyle, asilama kampanyalari diger kontrol Onlemleri ile beraber
uygulandig1 taktirde basarili olunabilir. Ayrica uygulanan asinin kisa donem
bagisiklik saglamasi nedeniyle, uygun bagisikligin saglanabilmesi i¢in gereken

asilama kurallar1 ve programina uyulmasi gerekmektedir.

Konya bdlgesinde yapilan bu arastirmada asinin etkinliginin 6lciilmesi ikinci
amag olarak planlanmistir. Birinci amag i¢in 0-1 yas ve 1-3 yas araligindaki sigir ve
koyunlarin agilamadan sonra ii¢lincii aydan itibaren toplanan serumlar test edilerek
asmin etkinligi Ol¢iilmistir. Bu sonuglara gore, asilama sonrasi tgilincii aydan
itibaren genel olarak O ve A tiplerine karsi sirasiyla sigirlarda  %58.8- %61.1 ve
koyunlarda %51-%55 oraninda koruyucu bagisiklik tespit edilmistir. Bu bulgular,
Habiela ve arkadaglarinin (2010) yaptiklar1 arastirma ile uyumluluk gostermektedir.
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Ik bakista bu oranlar diisiik goziikmekle beraber, arastirmanin iki yas alt1
hayvanlar1 ve asisiz hayvanlar1 kapsamis olmasi, 6zellikle bunlarin yarisinin ilk defa
astlanmis olmasi nedeniyle bu oranlarin asilama sonrasi ti¢lincii ay ile uyumlu
koruma diizeyine sahip oldugu goézlenmistir. Bu grup igerisinde birden fazla
asitlanmis 1-3 yas grubu hayvanlarin sonuglart degerlendirmeye alindiginda bu

oranlarin daha da arttig1 goriilmektedir.
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5.SONUC VE ONERILER

Bu arastirma ile Konya Ili’nin giineydogu bdlgesindeki sigir ve koyunlarin
sap hastalifia kars1 sahip olduklar antikor diizeyleri, Diinya Hayvan Saghig1 Orgiitii
tarafindan kabul edilmis serolojik testler arasinda yer alan NSP ELISA ve LPBE
testleri ile belirlenmistir. Sigirlarda genel bagisiklik oran1 O serotipi igin %58.8, A
serotipi i¢in %61.1 bulunmustur. Koyunlarda genel bagisiklik oran1 O serotipi igin
%51, A serotipi i¢in %55 bulunmustur. Hastaligin prevalansi sigir bazinda %13.3,
stirii/isletme bazinda %6.6, koyunlarda hem isletme hemde hayvan bazinda %1
olarak tespit edilmistir. Bolgede uygulanan asinin yeterli diizeyde bagisiklik
sagladig1 ve ozellikle diizenli agilanmis hayvanlarda %60’1n lizerinde ve genel olarak

ise yeterli diizeyde siirii bagisiklig1 tespit edilmistir.

Bolgede normal oranda pozitiflik tespit edilmis 6zellikle Emirgazi ilgesi
haricinde aktif virus sirkulasyonu yoniinden bulguya rastlanilmamistir. Ancak,
Emirgazi de yil i¢inde gegirilmis hastalik tespit edilmis, dolayisiyla diger bolgelere
gore daha yiiksek prevalans bagka bir deyisle yiiksek risk bulunmustur. Riskin temel
kaynagmin ise gerek Kurban Bayrami esnasinda gerekse diger zamanlarda
gerceklesen legal veya illegal hayvan hareketlerinin oldugu kanaatine varilmistir. Bu
nedenle, prevalansin normal olmasina ragmen, bolge igin hastalik riskinin biiyiik
oldugu diisliniilmektedir. Bu duruma neden olan sorunlara ¢6ziim bulunmadan
bolgenin hastalik yoniinden asilamaya ragmen yiiksek risk altinda olmaya devam

edecegi disliniilmektedir.

Konya genelinde prevalans %13.3 olarak bulunmustur ki bu rakam bolgenin
hastalik riskinin normal oldugunu gdstermektedir. Ancak prevalansin bdyle ¢ikmasi
riskin bittigi anlamina gelmemektedir. Tam aksine bolgeye hala disardan hastalik
tastyabilecek hayvan girisinin devam ettigini gostermektedir. Bunun sonucu olarakta
aktif hastalik mihraklar1 olusabilecegi gibi, virus kaynagi ile karsilasan bagisik
durumdaki hayvanlarin tasiyic1 konumuna ge¢mis olmasi da muhtemeldir. Her iki

durumda, bolge i¢in ¢ok ciddi risk olarak diigiiniilmelidir.

Elde edilen pozitif sonuglarin incelenmesi amaciyla pozitif isletmelerin
bulundugu bolgelerde saha arastirmasi yapilmistir. Pozitifliklerin yogun oldugu
Emirgazi Ilgesinde 2005 baslarinda hastalik ¢iktig1 ve hastaligin bildirilmedigi tespit
edilmistir. Hastaligin bolgeye girisinde bolgeye legal veya illegal giren hayvanlar

60



temel riski olusturmaktadir.

Diger bolgelerde oldugu gibi bolge i¢in de Kurban Bayrami esnasinda
baslayan hayvan hareketleri esas riski olusturmaktadir. Gerek Emirgazi ilgesinde
cikan hastalikla ilgili veriler gerekse diger bolgelerde ¢ikan hastalik bilgileri 1s181nda;
bolgenin temel sorununun hayvan hareketleri oldugu diisiiniilmektedir. Bolgeye
kontrollii olsun olmasin her ne sartta hayvan girisi engellenmedikg¢e bdlge icin sap

hastalig1 riski her zaman devam edecektir.

Bolgede Kurban Bayrami 6ncesi ve sonrasi hayvan doniislerine kesin ¢oziim
bulunmali; hatta Kurban Bayrami ile ilgili olarak hastaligin yayilmasina katkis1 géz

Oniine alinarak yeni politikalar gelistirilmelidir.

Tiim bolgelerde oldugu gibi bolge icin de hastaligin yayilmasinda risk olmaya
devam eden celep faktorii konusunda da c¢oziimler iiretilmelidir. Celeplik meslek
olarak tanimlanmali ve ruhsatlandirilmalidir. Bu konuda egitim almis ve meslegi
celep olarak ruhsatlandirilmis kisiler haricindeki kisilere hayvan alim satim ve nakli

yasaklanmalidir.

Ayrica Tiirkiye’de niifus yogunlugunun c¢ok, hayvan sayisinin az oldugu bati
bolgelerine dogu bolgelerinden hayvan naklinin kontrol edilebilmesi oldukga gilictiir.

Bu sartlar, sap hastaliginin bolgeden bolgeye yayilimini kolaylastirmaktadir.

Enfeksiyonda subklinik enfekte hayvanlarin virus sa¢iliminda aktif rol
oynadig1 goz Oniine alindiginda, hayvanlarin saglikli goriinse bile enfeksiyonu

devam ettirdigi ve zaman iginde problemler yaratacagi diistiniilmektedir.

Sonug olarak, bu arastirmadan elde edilen verilerle Konya Ilinin giineydogu
bolgesinde Sap hastaliginin epidemiyolojisi ortaya konuldu. Bolgenin Aksaray ve
Karaman ile komsu oldugu diisiiniildiigiinde, kontrolsiiz hayvan hareketlerinin
engellenmesi onem kazanmaktadir. Bunun yani sira virus yayilimina neden olan
diger etkenlerin de arastirilmasinin gerekliligi ortaya cikmaktadir. Ozellikle
hastaligin ¢cok hizli yayildig1 ve bulastigi dikkate alindiginda, hayvanlarin hastalik
yoniinden rutin kontrollerinin yapilmasi ve serum antikor titrelerinin géz oniinde
tutulmasi faydali olacaktir. Ayrica hastalikla miicadelede, rapel as1 uygulamalarinin

yararl olacagi diisiiniilmektedir.
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Sap hastaligimin  kontrolli, {ilkenin hastalik kontrol politikalar1 ve
epidemiyolojik durumuna baglidir. Hastaliktan ari iilkelerde kontrol, hastaligin var
oldugu iilkelerden yapilan hayvan ve hayvansal iiriinlere uygulanan sinirlamalar ile
virusun lilkeye giriginin dnlenmesine yoneliktir. Bu tilkelerde bir salginin goriilmesi
durumunda, zorunlu kesim yada karantina ve ¢evre asilamasi uygulanir. Hastaligin
endemik oldugu iilkelerde ise uygun serotipte inaktif asilarla yapilan koruyucu
asillamalar ile saglik uygulamalari kombine edilerek hastaligin insidensinin
diisiiriilmesine yonelik 6nlemler kullanilmaktadir. Asilama hastaligin kontroliinde
Oonemli bir ara¢ olmasina ragmen asilamanin basarisina bir¢ok faktor etki eder ve bu
yiizden tek basma hastaligin kontroliinde basarili olmasi beklenemez. Asilama ile
birlikte mutlaka hayvan hareketlerinin de kontrol edilmesi ve sinirlandirilmasi

gerekmektedir.
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Sap virusunun sahip oldugu &zellikler gerek teshisi ve gerekse uygun asilarin {iretiminde
onemli etmendir. Sap hastaliginin kontrolii, iilkenin hastalik kontrol politikalar1 ve epidemiyolojik
durumuna baglidir. Hastaligin endemik oldugu iilkelerde uygun serotipte inaktif asilarla koruyucu
agtlamalar yapilmakta ve hastaligin prevalansiin diisiiriilmesine yonelik 6nlemler alinmaktadir. Son
yillarda sap hastaliginin diinyada hizli bir yayilim gdstermesi ve ¢ok siki tedbirler alan iilkelerde bile
goriilmesi, hastaligin epidemiyolojisinin 6nemini bir kez daha ortaya ¢ikarmustir.

Bu ¢alismada, Konya ilinin giineydogusunu ¢evreleyen bolgede klinik olarak saglikli koyun
ve sigirlarin agisiz, tek asili, ¢oklu asili, 0-1 ve 1-3 yas ve erkek, disi cinsiyet gruplarina gore
astlamayi takiben {ligiincii aydan itibaren toplam 100 koyun, 90 sigir kan serumu 6rnegi toplanmustir.

Calismada, segilen bolgenin hastalikla ilgili durumunu ortaya koymak, aktif virus
sirkiilasyonunu arastirmak ve Sap Hastaliginin yapisal olmayan proteinlerine (NSP) karsi olusan
antikorlar1 tespit ederek bdlgedeki tasiyicilik oranimi ve hastalik riskinin degerlendirilmesi ve
hayvanlarin bagisiklik orani hakkinda bilgi amaglanmuistir.

Bu amagla prevalans ve hastalik risk degerlendirilmesi NSP ELISA ile, hayvanlarin
bagisiklik durumunun asi, yas ve cinsiyet gruplarina gore nasil degisiklik gosterdigi LPBE yontemi ile
degerlendirilmistir.

Sonug olarak; ,Hayvancilik isletmesi bazinda %6.6 ve bireysel olarak sigirlarda %13.3
koyunlarda ise %1 oraninda seroprevalans tespit edilmistir. Konya genelinde seroprevalans %13.3
olarak bulunmustur. Sigirlarda genel bagisiklik oran1 O serotipi i¢in %58.8; A serotipi i¢in %61.1;
koyunlarda ise O serotipi i¢in %51, A serotipi igin %55 bulunmustur. Sigirlarda asi, yas ve cinsiyet
durumlarina goére farklilik 6nemli (p<0.001) olarak saptanmistir. Koyunlarda ise as1 ve yas gruplarina
gore onemli (p<0.001) bulunmustur.

Kontrolsiiz hayvan hareketleri nedeniyle A ve O serotipi sap viruslarinin zaman zaman
salginlara sebep oldugu ortaya ¢ikmistir. Bolgede uygulanan asmin yeterli diizeyde bagisiklik
sagladig1 ve ozellikle diizenli asilanmis hayvanlarda %60’ iizerinde ve genel olarak ise yeterli
diizeyde siirti bagisiklig: tespit edilmistir. Elde edilen bulgular Sap Hastaligi Epidemiyolojisi ile ilgili
yapilabilecek baska ¢aligmalara bilgi saglayacaktir.

Anahtar Sozciiler: Sap Hastaligi; Epidemiyoloji; Risk Degerlendirmesi; NSP ELISA;
LPBE.
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7. SUMMARY

Invastigate the Epidemiology of FMD of Clinical Healthy Sheep and Bovine
with NSP ELISA and LPBE in Konya region, Turkey

Characteristics of Foot and Mouth Disease Virus (FMDV) are a significant factor both for the
diagnosis and for the production of suitable vaccines. Control of Foot and Mouth Disease depends on
the disease control policies and epidemiological status of the country. In countries where the disease is
endemic, protective vaccinations are performed with inactive vaccines of suitable serotype and
measures are taken in order to reduce the prevalence of the disease. Rapid spreading of Food and
Mouth Disease and its occurrence even in countries which take strict measures in recent years has
once more brought forward the importance of the epidemiology of the disease.

In this study, a total of 100 sheep and 90 bovine blood samples were collected from clinically
healthy sheep and bovine in the surrounding region of the southeast of Konya province that were
classified as non-vaccinated, single-vaccinated, multiple vaccinated, aged 0-1 and 1-3 and male and
female starting from the third month following the vaccination.

In the study aimed to show the disease-related status of the selected region, to investigate the
active virus circulation and determine the antibodies formed against the nonstructural proteins (NSP)
of Foot and Mouth Disease and evaluation the carrier rate in the region and the risk of infection and
given information on the immune ratio of the animals.

For this purpose, immune systems of the animals were assessed by prevalence and disease
risk assessment with NSP ELISA and LPBE method was used to assess how they change to
demonstrated by groups’ vaccine, age and gender.

As a result, prevalence was observed to be 6.6% for breeding enterprises, 13.3% in bovine
animals and 1% in ovine animals individually. Prevalence was found 13.3% throughout Konya.
Generic immune ratio in bovine animals was found 58.8% for serotype O and 61.1% for serotype A;
and in sheep, 51% for serotype O and 55% for serotype A. Difference was detected to be significant
(p<0.001) in bovine by groups’ vaccine, age and gender. It was significant in sheep varying by
groups vaccine-age (p<0.001).

It was demonstrated that, due to uncontrolled animal movements, FMD viruses of serotypes
A and O caused outbreaks from time to time. It was determined that the vaccine administered in the
region provided sufficient immunity and, herd immunity was observed to be above 60% in regularly
vaccinated animals in particular and on a sufficient level in general. Finding obtained shall provide
information for other studies that may be conducted on the Epidemiology of Foot and Mouth Disease.

Keywords: Foot and Mouth Disease; Epidemiology; Risk Assessment; NSP ELISA; LPBE.
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9. EKLER EK-A
Etik Kurul Raporu

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
VETERINER FAKULTESI
ETIK KURUL (SUVFEK) KARARLARI

/ Toplanti Tarihi | 27.11.2008 | Toplanti Sayisi 2008/10 Karar Sayisi 2008/080

Selguk Universitesi Veteriner Fakilltesi Viroloji Anabilim Dalindan Prof. Dr. Feridun OZTURK ve
Veteriner Hekim Omer Barig INCE tarafindan sunulan “Konya ilinin Giineydogusunda Klinik
Olarak Saglikli Koyun ve Sigirlarin $ap Hastahigi Yoniinden Seroepidemiyolojisinin Aragtirimas
ve Epidemiyolojik Onemi” baslikli tez projesi bes iiyenin katilimi ile yeniden degerlendirildi.

Aragtirmada Konya ili’nin giineydogu bélgesinden agisiz, tek astly, gok asils, 0-1 ve 1-3 yash erkek
ve disi cinsiyet gruplarina gore 500 biiyiikbas ve 500 kiigiikbas olmak iizere toplam 1000 adet gift
tinakli hayvandan kan drnekleri alinacag;; arastirma siiresinin 18 ay siirecegi ve arastirma sonunda
hayvanlarin yagamlarina devam edecegi bildirilmektedir.

Projenin deney hayvanlarina iliskin yonlerinin Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurul
Yonergesinin 12nci Maddesinde belirtilen “etik kurallara uygunluk esasi” dikkate alinarak
hazirlandig: belirlenmigtir.

SUVFEK Yénergesinde belirtilen “Aragtirmacilarin Sorumluluklari” ve “Hayvan Deneyleri ile
ligili Etik Ilkeler” basliklari altinda yer alan kurallar sakhi kalmak kosulu ile, projenin
hazirlanmasinda “Etik Kurul Yénergesi lkelerine Uyulduguna”, ancak “Hayvan Deneyleri
Etik Kurullarinin Calisma Usul ve Esaslarina Dair-Y6netmeligin” 13-1/b-c ve 13-3 Maddesi geregi
dzel yetistiricilerden temin edilecek 1.000 adet gift tirnakli ile ilgili olarak “isletme sahiplerinin
15-20 Kasim 2008 tarihli yazilari ile hayvanlarinin aragtrma kapsaminda kullanimmna izin
verdikleri de dikkate alinarak ve projenin hayvan kullanim etigi agisindan “Uygun” olduguna oy
birligi ile karar verilmistir.

Prof. Dr. Askin YASAR Pro smyail SEN
Baskan Baskan Yardimcisi
)
“7/& Katilamad
Prof. Dr. Feyzullah GUGLU Prof. Dr. Sevim KARAASLAN )
Uye Konya Dogayi ve Hayvanlari Koruma Dernegi Uyesi
/2 Katilamadi
P4
Prof.'Dr. Vahdettin AL{UNOK Dog. Dr. H. Derya UMUCALILAR N. Dilek TOKUS

Uye Uye Sivil Uye

’



10. OZGECMIS

Omer Baris INCE 1979'da Karapinar/KONYA'da dogdu; ilk ve orta dgrenimini
babasinin Ogretmen olusu sebebiyle Acipayam ilgesi ve Denizli merkezde
tamamladi. Konya Veteriner Saglik Lisesini birincilikle bitirerek “Veteriner Saglik
Teknisyeni” {invanini ile mezun oldu. 1997 yilinda Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesine girdi. 1999 yilinda yatay gegisle Selcuk Universitesi Veteriner
Fakiiltesine gegerek 2002 “Veteriner Hekim” {invani ile mezun oldu. 1998 yilinda
Igdir Tuzluca Ilce Tarm Miidiirliigiinde Veteriner Saghk Teknisyeni olarak
memuriyet hayatina basladi. Sirasiyla Ankara il Tarim Miidiirliigii, Personel Egitim
Merkezi ve Zirai Arastirma Enstitiisi Miidiirliigii, Konya 11 Tarim Miidiirliigi,
Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig, Kiitiiphane ve Dokiimantasyon Dairesi
Baskanliginda teknisyen olarak ¢alismistir. Denizli Kale ilcesinde ve Sap Enstitiisii
Miidiirliigiinde veteriner hekim olarak ¢alismistir. Tarim ve Koyisleri Bakanligi Dig
lliskiler ve AB Dairesi Baskanliginin 2005 yilinda agmis oldugu Avrupa Birligi
Uzman Yardimcilig1 sinavini kazanarak 2008 yilinda “AB Veteriner Harcamalar1 ve
Ciftlik Hayvanlarinin Salgin Hastaliklarinda Risk Finansman Modeli” tezi ile Avrupa
Birligi Uzmani olmugtur. 2009 yilinda Tarim ve Kirsal Kalkinmayr Destekleme
Kurumunun agtigi Uzmanlik siavini kazanmistir. 2010 yilinda ise Tarim Bakanlig
Personeli gorevde ylikselme sinavini kazanarak Kontrol Sube Miidiirii tinvaninm
kazanmis olup Igdir i1 Tarim Miidiirliigii Kontrol Sube Miidiirii olarak gérev
yapmistir. Halen Tarim ve Kirsal Kalkinmayr Destekleme Kurumu Afyon Il
Koordinatorliiginde Uzman olarak c¢alismaktadir. Hollanda Wageningen
Universitesinde “Hayvan Saghig” egitim kursuna katilmistir. Merkezi Finans ve
fhale Birimi, Kalkinma Ajanslarinda ve Ulusal Ajans’da Bagimsiz Proje
Degerlendiricisi olarak goérev almaktadir. Proje Hazirlama ve Uygulama Egitimi
Egiticisi,Uzman Tarim Danigmani ve Avrupa Birligi Uzmani olarak Sivil Toplum
Orgiitlerinde calismaktadir. Iyi derecede Ingilizce bilmektedir. Evli ve bir ¢ocuk
babasidir.
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