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ONSOZ

Mavidil (BT) hastaligi, sokucu sineklerle nakledilen, koyunlarda klinik enfeksiyona
bagl olarak ekonomik kayiplara yol acan onemli bir viral hastaliktir. Hastalik, 6zellikle
ekonomisi hayvancilik temeline dayanan iilkelerde, cok biiyiik ekonomik kayiplara
neden olmaktadir.

IIk olarak 1905 yilinda Giiney Afrika’da tanimlanan hastalik, buradan subtropikal
Afrika’ya, Arap Yarimadasi'na, Ortadogu ve Giineydogu Asya’ya, Giiney Avrupa’ya ve
Amerika’ya yayilmistir. Yayildigi her cografyada salginlar olusturarak iilkelerin
hayvansal verimliligine ciddi Olciide zararlar vermistir. Hastalik son olarak Kita
Avrupa’sinin daha énce hic etkilenmemis kuzey bolgelerinde goriilmiistiir. Ulkemizde
ise BT enfeksiyonu ile ilgili ilk veriler 1944 yilina dayanmaktadir. Hatay ve cevresinde
klinik olarak tespit edilen mavidil enfeksiyonun sinir komsusu olan Suriye’ den
kaynaklandig1 bildirilmistir. Miiteakip yillarda da goriilen enfeksiyon, klinik enfekte
hayvanlarin kesilmesi ve diger siiriilerin ise ovalik bolgeden yiiksek rakimli daglik
bolgelere gotiirtilmesi suretiyle kontrol altina almmustir. Enfeksiyonla ilgili yakin
zamanda yapilan izolasyon caligmalari, etkenin tip-4 disindaki bazi serotiplerinin de
mevcut oldugunu ortaya koymustur. BTV’nin 1998 yilindan beri Giiney ve Bati
Anadolu’da aktif oldugu bildirilmistir. Kan emen vektdr arthropodlarla naklediliyor
olmast yaninda, iilkemizde belirlenen en az 3 serotipinin bulunmasi sebebiyle diger
virus enfeksiyonlarindan farkli epidemiyolojik oOzelliklere sahiptir. Bu durum
enfeksiyonun varlig1 ve seyrinin serotip diizeyinde siirekli ve ¢ok siiratli takibini gerekli
kilmaktadir. Uygulamada viruslarin izole edilebilmesine ragmen serotipik
identifikasyonun gerceklestirilememesi ve hatta bu konuda uluslararasi referenz
laboratuvarlara bagimli olunmasi, s6z konusu takibin saglikli bir sekilde yapilmasini
engelleyen en onemli olumsuzluk olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu calismanin her asamasinda Ozveri, olumlu yonlendiriciligi, sabir ve yapici
elestirilerinden dolay:, Damsman Hocam Prof. Dr. Aykut OZKUL’a, Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dal'nin tiim olanaklarindan
faydalanmami saglayan ve tez izleme komitesi ¢alismalarinda olumlu yonlendirmeleri
ile katkida bulunan Prof. Dr. Ibrahim BURGU’ya, yardim ve desteklerini gordiigiim
Viroloji Anabilim Dali 6gretim iiyeleri Prof. Dr. Yilmaz AKCA, Prof. Dr. Feray
ALKAN, Dog. Dr. Seval BILGE DAGALP, Dog. Dr. M. Taner KARAOGLU ve
Do¢. Dr. T. Cigdem OGUZOGLU ile tez izleme komitesi iiyesi Prof. Dr. Hakan
YARDIMCI’ya, doktora tez ¢alismam boyunca birlikte gorev yaptigim Arastirma
Gorevlisi ve doktora 0grencisi arkadaslarima ve tez ¢caligmama katkida bulunan herkese
tesekkiir ederim.

Her zaman gosterdikleri fedakarlik, sabir ve tegviklerinden dolay: sevgili aileme ve tez
calismamin yaziminda destegi i¢in Ferhat AYKOL’a en igten tesekkiirlerimi sunarim.



SIMGELER VE KISALTMALAR

AGID : Agar Gel immuno Diffiision

AH : Arthrogryposis-Hydranencephaly

B¢ : Baz cifti

B-ELISA  : Blocking ELISA

BHK : Baby Hamster Kidney

BT : Bluetongue (Mavidil)

BTV : Bluetongue virus (Mavidil virusu)

°C : Santigrat derece

cDNA : Komplementer deoksiriboniikleik asit

C-ELISA : Competitive-enzyme linked immunosorbent assay
CF : Complement Fixation

CIEF : Counter immun electrophoresis

cm? : Santimetrekiip

CO, : Karbondioksit

CPE : Cytopathic effect

dNTP : Deoksi nukleotid tri phosphate

DKIDsg : Doku kiiltiirii enfeksiyon doz % 50

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium

ELISA : Enzyme linked immunosorbent assay

FDS : Fotal dana serumu

HI : Hemagliitinasyon Inhibisyon

I-ELISA : Immuncapture enzyme linked immunosorbent assay
IF : Immunfloresan

IFAT : Indirekt Floresan Antikor Teknigi

IP : Immun Peroksidaz

JRT-PZR : Jenerik Reverz transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
Kb : Kilobase

Kd : Kilodalton

MAD : Monoklonal antikor

MDBK : Madin-Darby bovine kidney

MDCK : Madin-Darby canine kidney

ul : Mikrolitre

nm : Nanometre

OIE : Office International des Epizooties (Diinya Hayvan Saghg Orgiitii)
PRN : Plak Rediiksiyon Notralizasyon

RNA : Riboniikleik asit

RT-PZR : Reverz transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
SN : Serum Notralizasyon

sRT-PZR : Serotip spesifik Reverz transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
Taq : Thermus aquaticus

Vero : African green monkey kidney

VP : Viral protein



SEKILLER

Sekil 1.1. Mavidil virion organizasyonu.

Sekil 1.2. BTV serotiplerinin kita Avrupa’sina erisim yollari.

Sekil 1.3. 2009 Mart ayi itibariyle BTV serotiplerinin AB toplulugu iiye
tilkelerindeki dagilimu.

Sekil 1.4. BTV serotipleri arasindaki serolojik iligki ve derecesi.

Sekil 1.5. BTV serotipleri arasindaki serolojik iligki temelinde olusturulan
filogenetik gruplandirma.

Sekil 2.1. PRN testinin uygulamasina iliskin ana basamaklar.

Sekil 3.1. CPE ve hiicre kontrol.

Sekil 3.2. Jenerik RT-PZR sonuclar1.

Sekil 3.3. Tip spesifik RT-PZR sonuglar.

Sekil 3.4. PRNT ile serotipik identifikasyonu yapilan iki izolata iligkin
plak goriintimleri

Sayfa No

3
14

16
25

26
46
47
49
50

53



CiZELGELER

Sayfa No
Cizelge 1.1. BTV serotiplerinin cografi dagilimi ve baglica Culicoides
vektor tiirleri. 8
Cizelge 2.1. Aragtirmada kullanilan virus izolatlarina ait bilgiler. 36
Cizelge 2.2. RT-PZR karisimlar1 ve bilesenleri. 40
Cizelge 2.3. PZR’ de kullanilan primer dizinleri, yerlesimleri ve elde edilen
tiriin biyiiklig. 41
Cizelge 2.4. Jenerik primerlerle yapilan PZR’nun karigim bilesimi. 41

Cizelge 2.5. Tip spesifik PZR i¢in kullanilan primer dizinleri ve 6zellikleri. 42
Cizelge 2.6. BT virusu tip spesifik hiperimmun serum iiretimi amaciyla
olusturulan tavsan gruplar1 ve inokulasyon semasi. 44
Cizelge 3.1. BTV izolatlarinin yapilan plak titrasyon sonrasi elde edilen
enfektivite degerleri. 48
Cizelge 3.2. Arastirmada kullanilan BT virus izolatlarinin jRT-PZR ile
sRT- PZR/PRNT nin karsilastirmali sonuglar. 51



1. GIRIS

Mavidil (Bluetongue, BT), sokucu sinekler ile nakledilen, evcil ve bazi yabani
ruminantlarin konjesyon, ddem ve hemoraji ile karakterize, 6zellikle disi ve erkeklerin
tireme organlarina yerleserek dol veriminde azalma, abort ve konjenital anomaliler
nedeniyle 6nemli ekonomik kayiplara neden olan, mortalite ve morbidite oran1 yiiksek
viral bir hastaliktr (Murphy ve ark.,1999). BT, Diinya Hayvan Saghg Orgiitii
(OIE) niin diizenledigi ihbar1 Mecburi hastaliklar listesinde yer almaktadir (OIE, 2000).

BT ilk defa 1905 yilinda Giiney Afrika’da Theiler tarafindan bildirilmistir.
Yirminci yiizyilin baslarma kadar hastalik bilimsel ¢aligmalarda ‘‘Malarial Catarrhal
Fever’” olarak tanmimlanmustir. BT ismi ise ilk kez 1905 yilinda Spreull tarafindan
onerilmistir (Mertens, 1999). Afrika’ya 0Ozgiin bir hastalik oldugu diisiiniilen BT
enfeksiyonunun, 1943 yilinda Kibris’ta goriilen ve koyunlarda ekonomik kayipla
seyreden enfeksiyonunun etkeninin Bluetongue virus tip 3 (BTV-3) olarak identifiye
edilmesi sonrasinda Afrika’nin digindaki iilkelerde de varligi belirlenmistir (Gibbs,
1992). Kaliforniya’da 1952 yilinda Mc Gawan tarafindan klinik olarak teshis edilmis ve
daha sonraki yillarda etken Mc Kercher ve ark. (1953) tarafindan izole edilmistir.
““Soremuzzle’” olarak isimlendirilen enfeksiyonun BT oldugu anlasilmistir. Biiyiik
ekonomik kayiplara yol acan bu enfeksiyon siklikla goriilmiis ve 1953’te daha Once
enfeksiyon gecirmemis siiriillerde %100’e varan bir morbidite oranma ulastigi
bildirilmistir (Hourrigan ve Klingsporn, 1975a; Mertens, 1999). Enfeksiyon, 1940’da
Filistin, 1956’da Portekiz ve Ispanya, 1958’de Pakistan, 1977°de Avustralya,
Yunanistan, Israil ve diger bazi iilkelerde bildirilmistir (Hassan, 1992; Mertens, 1999).
Bundan bagka, 1998 yilindan bu yana Bulgaristan, Yunanistan, Italya, Portekiz, Ege
adalarm etkileyen BT enfeksiyonu epizootisi seyretmektedir (Mellor ve Wittmann,
2002). Son donemlerde Hollanda, Belgika, Liiksemburg, Fransa ve Almanya gibi kuzey
Avrupa lilkelerinde ilk defa goriilen BTV-8’ in sigirlarda da hastaliga neden oldugu
bildirilmektedir (Thiry ve ark., 2006; Toussaint ve ark., 2007; Hoffmann ve ark., 2008).



BTV’ nin 24 serotipinin varlig1 ve serotipler arasinda ¢ok diisiik ¢capraz bagisikligin
olmasi asilama stratejilerinde problemlere yol agmaktadir. Fertilite problemleri, 6liim,
hayvan hareketlerinin ve ticari tohum ithalinin kisitlanmasi gibi ekonomik kayiplara yol

acmasi sebebiyle ihbar1 mecburi hastaliklar arasinda yer almistir.

1.1. Etiyoloji

BTV’nin, biyolojik ve antijenik 6zellikleri yoniinden Orbivirus genusuna dahil diger
viruslar ile [African Horse Sickness virus (AHSV), geyiklerin Epizootic Haemorrhagic

Disease virusu (EHDV) ve Palyam virus] yakinligi oldugu belirlenmistir (Roy, 1996).

BTV, Reoviridae ailesinin orbivirus cinsinde Bluetongue virus grup igerisinde
smiflandirilmis olup, 24 serotipi vardir. Serotipler arasinda virulans farklhiliklar: ve ¢ok

diisiik ¢apraz bagisiklik tespit edilmistir (Roy, 2002).

BTV genomu linear yapida, cift iplikcikli 10 RNA segmentinden olusur ve
biiyiikliigii yaklasik 19,2 kb’dir (Roy, 2002). BT virusunun dansitesi 1.337 g/cm’ diir.
Genomunun %57’si AU, %43’ GC’dir. RNA segmentlerinin 5° ve 3’ terminalleri
korunmustur. Bu terminallerin pozitif iplik¢ikteki dizinleri 5 ucunda GUUAAA ve 3’
ucunda ACUUAC’dir ( Mertens ve Sangar, 1985).

Virion 4 biiyiik (VP2, VP3, VP5 ve VP7) ve 3 kiiciikk (VP1, VP4 ve VP6) yapisal
proteinden meydana gelmistir. Kiibik simetrili niikleokapsit 2 katmanli ve ortalama 85
nm capindadir. Cift tabakali partikiil virusun tam infeksiyoz seklidir. Dis kapsit diizenli
yayllmis VP2 ve VPS5 yapisal proteinlerden meydana gelmistir. Dis kapsitin altinda
“Kor” (Core) ad1 verilen i¢ kapsit ve genom bulunur. Virion kor bdlgesi, transkripsiyon
ve viral RNA lar1 paketlemek icin gerekli bir ka¢ enzimi icerir. I¢c kapsit diizenli
yayilmis VP1, VP3, VP4, VP6 ve VP7 yapisal proteinleri ile NS1, NS2 ve NS3 olarak
adlandirilan yapisal olmayan proteinlerden meydana gelmektedir. Her iki katman da
ikozahedral simetri sergilemekte olup, elektron mikroskop preparatlarinda i¢c kapsiti

olusturan proteinlerin goriintiisii yiiziikk seklini andirdigindan dolayr bu cinse orbi



(yliziik) virus ismi verilmistir (Knudson ve Monath, 1990; Mertens, 1999). Sekil 1.1°de

BT virionunun sematik goriintiisii sunulmustur.

Cogu ssRNA virusunun aksine Orbiviruslar enfeksiyon sirasinda genetik ve
antijenik olarak stabildirler. Nokta mutasyonlar1 invivo ortamda ssRNA viruslarindaki

kadar artis gostermez (De Mattos ve ark., 1994).

VP3

VP1

dsRNA

Sekil 1.1: BT virion organizasyonu (Knudson ve Monath, 1990; Mertens, 1999).

Dis Kapsit Yapisal Proteinleri;

Viral protein 2 (VP2): L2 genom segmenti tarafindan kodlanan VP2, virusun hiicreye
adsorbsiyon ve penetrasyonunda onemli rol oynamaktadir. Notralize edici aktivitede
onemli epitoplar iceren VP2 serotip spesifik antijendir ve serotipin belirlenmesinde
etkili olmaktadir. Notralizasyon ve hemaglutinasyon aktivitelerine sahiptir (Van der
Walt, 1980; Huismans ve Erasmus, 1983; Cowley ve Gorman, 1987). Proteolitik
enzimlerle birlikte virulensin ortaya ¢ikmasinda gorev almaktadir (Roy, 1989a; Roy,
1989b). VP2 proteini ¢ok degisken olup yer yer glikozillenmistir. Sekans analizleri
sonucunda VP2’yi meydana getiren aminoasitlerin baz1 serotipler arasinda (BTV-1, 2,
10, 11, 13, 17) benzerlik gosterdikleri goriilmiistiir (Hirasawa ve Roy, 1990; Oldfield ve
ark., 1991; Yang ve Li, 1992). Serotipler aras1 VP2 proteinin aminoasit sekans farkliligi
%22.4 ile %73 arasinda degismektedir. VP2 proteini antiviral bagisikligin olugsmasinda
onemli rol oynamaktadir. Baculovirus ekspresyon sistemiyle elde edilen VP2

proteininin, fare fibroblast 1.929 hiicre yiizeyi reseptorlerine yarismali baglanarak vahsi



virusun duyarl hiicreyi enfekte etmesini engelledigi indirekt immunfloresan teknigi ile

gosterilmistir (Hassan ve Roy, 1999).

Viral protein 5 (VP5): M5 genom segmentinin kodladig viral protein 5, dis kapsit
tabakasinda yer almasina ragmen kismi notralizasyon aktivitesine sahiptir (Marshall ve
Roy, 1990). Bu protein, enfeksiyonun baslangic safhalarinda virusun hiicreye
tutunmasinda ve hiicreye girisinde Onemlidir. Dis kapsitin i¢ ylizeyinde yer alan ve
oldukca degisken bir protein olan VP5’in sekans analizleri sonucunda aminoasit
yapisinin bazi serotipler arasinda (BTV-1, 2, 10, 11, 13, 17) benzerlik gosterdigi ortaya
konulmustur (Hirasawa ve Roy, 1990; Oldfield ve ark., 1991; Yang ve Li, 1992). VP5
de glikozile bir proteindir.

Yiizey glikoproteini olan VP2 ve VPS5 proteinleri konakta bagisikligin devamini
saglayan notralizan antikorlarin olugsmasindan sorumludur. Bu 6zelliklerinden dolay1
s0z konusu proteinlerinin as1 liretiminde kullanilmas1 miimkiindiir. VP2 proteinine kars1
olusan antikorlarm, VPS5 proteinine gore daha yiiksek diizeyde bagisiklik sagladigi 6ne
stiriilmektedir (Marshall ve Roy,1990).

ig Kapsit Yapisal Proteinleri;

Viral protein 1 (VP1): L1 segmenti tarafindan kodlanan ve virionda az miktarda
bulunan VPI1 yaklasik 150 Kd agirligindadir (Huismans ve Van Dijk, 1990). Yapisal
proteinler i¢inde en biiyiik olan VP1 proteini, RNA polimeraz aktivitesine sahiptir (Roy,
1989b).

Viral protein 3 (VP3): I¢ kapsidin genoma yakim i¢ yiizeyinde yerlesmistir. L3
segmenti tarafindan kodlanmakta ve 100 Kd agirhigindadir. Virion morfogenesisinde
cok 6nemli goreve sahiptir. Internal proteinlerle karsilikli etkileserek transkripsiyon ve
replikasyonda gorev alir. Hem virion hem de enfekte hiicrede en cok bulunan viral

proteindir. Hidrofobik yapiya sahiptir (Roy, 1989b).



Viral protein 4 (VP4): M4 segmentinin kodladig: bir proteindir. Capping enzim ve
guanil transferaz aktivitesi gibi pek ¢ok gorevi bulunmaktadir (Le Blois ve ark., 1992).

Viral protein 6 (VP6): Viral replikasyon ve transkripsiyonun enzimatik
komponentidir. Segmet 9 tarafindan kodlanmaktadir ve yaklasik 35 Kd agirhigindadir
(Roy,1989b). Helikaz ve NTPase aktivitesi gibi onemli gorevleri bulunmaktadir.

Viral protein 7 (VP7): Segment 7 tarafindan kodlanan trimer yapida bir proteindir.
D1s kapsidin hemen altinda T=13 ikozahedral seklindedir. Transkripsiyonel olarak aktif
virus korunu sarmaktadir. Immun dominant serogrup spesifik antijendir. Yaklagik
olarak 38 Kd agirligindadir. Virusun enfekte hiicre icerisinde olgunlagmasinda ve
hiicreden ayrilmasinda gorev almaktadir. Notralizan antikorlarla etkileserek konakta
antiviral bagisikligin olusmasinda onemli rol oynar. Hidrofobik yapili olan BTV virusu
VP 7’si AHSV-4 virusuyla benzer sekilde tek bir lizin kismu igerir (Yu ve ark., 1988;
Kowalik ve Li, 1991).

Yapisal olmayan proteinler;

En kiiciik genom segmenti olan Segment 10, NS3 ve NS3a’y1r kodlamaktadir. M6
segmenti NS1 yapisal olmayan proteinini kodlamaktadir. Segment 8 ise NS2 proteinini
kodlar. NS3 proteini 229 aminoasitten; NS3A proteini ise 216 aminoasitten olusmustur.
NS1 proteini 552 aminoasitten; NS2 proteini ise 357 aminoasitten olusmustur.
NS3/NS3a yapisal olarak glikoprotein yapisindadir. Her iki protein de hiicre
membraninda lokalize olmuglardir. NS2 proteini ise sitoplazmada ve viral inkliizyon
cisimciklerinde bulunmaktadir. NS1 proteini, sitoplazmada bulunan ve virusun
replikasyonunda 6nemli aktivitesi olan tubiiler yapilarla (mikrotubiiller ve intermediate
filamentler) yakin iligkilidir. Yapisal olmayan proteinler viriilensin belirlenmesinde
onemli rol oynamaktadirlar. Sitotoksiktirler ve hiicre membranlarinda hasar
olusturabilirler (Martin ve ark., 1998; Niekerk ark., 2001). NS2 proteini NS1 ve NS2
enfekte memeli hiicrelerinde tespit edilirken, NS3/NS3a insekt hiicrelerinde fazla
oranda bulunmaktadir (Guirakhoo ve ark., 1995). NS3 ve NS3a proline’den zengin bir
amino ucu, iki glikoprotein bolgesi ve iki hidrofobik bolgeden meydana gelmistir. iki



hidrofobik kisim (HI ve HII) sitotoksiteyi saglamaktadir. NS3/NS3a proteinleri, progeni
virionlarin hiicre lizisi ile salinmasinda ve virusun yayilmasinda rol oynamaktadir.
Konak hiicre protein kompleksleriyle (annexin II, pll, TsglOl, MVB) karsilikli
etkileserek virulensin ortaya cikmasinda etkili olmaktadirlar (Hyatt ve ark, 1993;
Beaton ve ark., 2002). NS2 proteini transkripsiyonda gorev alir. Proteolitik enzimlerle

birlikte fosforilasyon asamasinda 6nemli rol oynar.

Immunolojik olarak pluralite ©zelligi gosteren etkenin biitiin  serotipleri

komplementi baglayan ortak antijene sahiptir (Erasmus, 1990).

Virus cevre sartlarina kismen direng gosterir (Erasmus, 1990) ve zarsiz olmasina
ragmen sigir, kobay, insan, tavuk ve kaz eritrositlerini hemaglutine eder (Coakley ve
ark., 1980). Virus sitrath kanda yillarca aktivitesini korur. Virus 1siya oldukca
dayanmiklidir. Enfeksiyozitesini -70°C ve daha diisiik 1silarda yillarca koruyan virus,
20°C ve 4°C de dayanikli ancak -20°C ve 60°C de hizla inaktive olur. Dondurma-
¢Oziinme, ultraviyole, gamma irradyasyona nisbeten direng gosterir. pH 6,5-8,0 arasinda
ve eter, kloroform gibi yag solventlere dayaniklidir (Erasmus, 1990). Virusun
infektivitesi pH 3’ de kaybolur. MgCl, ve CsCl gibi katyonlar ve 6,5 den diisiik pH dis
kapsit proteinlerinin uzaklagsmasini saglar. Purifiye virus, 4°C, pH 8’ de 0,1 M tris/HCI
icinde muhafaza edildiginde bir yil sonra enfektivitesinde Onemli bir azalma
goriilmemistir. Proteolitik enzimlerle sinirli muamele infektiviteyi artirir. Yiizde 95 lik
etanol, fenol ve klor dezenfektan olarak kullanilabilir. Sodyum karbonat, etil alkol ve
yiizde 3’lilk sodyum hidroksit gibi ¢cok kullanilan antiseptiklere karsi virusun nispeten

direncli oldugu tesbit edilmistir (Erasmus, 1990).

Virus Kiiltivasyonu

BTV bir¢ok primer ve devamli hiicre kiiltiiriinde iiretilebilmektedir. Fakat en hassas
hiicre kiiltiirtiniin Baby Hamster Kidney-21 (BHK-21) oldugu bildirilmektedir (Bando,
1975). Virusun iretilmesinde devamli hiicre kiiltiirlerinden African Green Monkey
Kidney (Vero) hiicre Kkiiltiirleri de kullanilmaktadir. Virus, Vero hiicresi ile

karsilastirildiginda BHK-21 hiicresinde daha kisa zamanda ve yiiksek titrede



tiremektedir. Ayrica virusun sigir endotel hiicresinde de (CPAE) yiiksek titrede iiredigi
bildirilmistir (Wechsler ve McHolland, 1988). Virus diiretilirken ilk inokulasyon
embriyolu tavuk yumurtasma (ETY) yapilir ve daha sonra doku Kkiiltiirlerine adapte
edilir (Erasmus, 1990). BTV’ nin saha izolatlarinin ilk izolasyon ¢aligmalarinda ETY na
intravaskiiler yolla inokulasyonlar yapilmis olup, izolasyondaki basarmin BHK-21 ve
Vero hiicrelerinde yapilan izolasyon denemelerine oranla daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (Goldsmit ve ark., 1975). Virus, ETY nin yumurta sarisinda 30-35°C de
tiretilebilmektedir. Embriyolu tavuk yumurtasina intravaskiiler yolla inokulasyonun sar1
kesesine yapilan inokulasyona oranla 1000 kat daha hassas oldugu bildirilmistir
(Goldsmit ve ark., 1975; Clavijo ve ark., 2000). Virusun siirekli yapilan yumurta

pasajlari, virulensinin diismesine neden olmaktadir.

BTV duyarli hiicre kiiltiirlerinde sitopatik etki (CPE) olusturarak tiirer. Viral
replikasyon sirasinda intrastoplazmik (is) ve intraniiklear (in) inkliizyon cisimcikleri
tespit edilmektedir. Duyarli hiicre Kkiiltiirlerinde CPE’nin olusum siireci hiicreden
hiicreye degisiklik gostermektedir. Cogu hiicre kiiltiirlerinde 4 ila 5. giinlerde ilk CPE
olusumu gozlenmistir. Virusun Madin-Darby canine kidney (MDCK), Rainbow Trout
Gonad (RTG) ve Gekko Lung (GL) hiicrelerinde CPE olusturmadan iiredigi
bildirilmistir (Wechsler, McHolland, 1988). BTV, BHK-21, Bighorn Sheep Fetal
Tongue (BHFTE), Bovine Turbinate (BT) ve Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK)
hiicrelerinde sayilmasi zor, ¢ok fazla sayida plak olustururken (Wechsler ve McHolland
,1988) Vero ve L929 hiicrelerinde sayilabilir nitelikte etrafi smirli belirgin plaklar
meydana getirmektedir (Howell ve ark.; 1967; Thomas , Samagh, 1979). Deneme
hayvani olarak yeni dogmus veya olgun farelere yapilan intraserebral enjeksiyonlar
basarili olmaktadwr. Ancak yeni dogmus fare yavrularinin daha duyarli oldugu

bildirilmistir (Inaba, 1975).



1.2. Epidemiyoloji

1.2.1. Bulasma

BT enfeksiyonu Culicoides cinsine bagli sokucu sinekler ile nakledilir. Yeryiiziinde
tropik ve subtropik bolgede yasamlar1 icin gerekli olan ekolojik sartlara sahip olan
vektoriin 1000 den fazla tiirliniin oldugu ancak bunlardan sadece 17°sinin BT
enfeksiyonu ile ilgili oldugu ve bunun vektoriin genetik karakterine bagli olabilecegi
vurgulanmaktadir (Sellers, 1975; Inaba, 1975; Seller ve Pedgley, 1985; Parsonson,
1992; Hassan, 1992; Dik, 1997; Mertens, 1999). Hastaligin naklinde temel rolii oynayan
sinek C. imicola olarak kabul edilse de, C. obseletus ve C. pulicaris gibi diger tiirler de
duyarli bireyler arasinda virus naklini basariyla gerceklestirebilmektedir. Son yillarda
yapilan calismalarda bazi serotiplerin belirli Culicoides alt tiirleri tarafindan nakledildigi
ortaya konulmustur (Mellor ve Witmann, 2002). Cizelge 1.1° de BTV serotiplerinin
naklinde 6nemli rol oynayan bazi Culicoides tiirlerinin diinyadaki cografi dagilimlar:

sunulmustur.

Cizelge 1.1. : BTV serotiplerinin cografi dagilimi ve baglica Culicoides vektor tiirleri

Cografya BTY serotipleri Vektor tiirleri

Afrika 1-16, 18, 19, 24 C. imicola, C. bolitinos

Asya 1-4, 7,9, 10, 12,16, 17, 20, 21, | C.imicola,C. schultze grp., C.
23 fulvus, C. actoni, C. actoni, C.

brevitarsis, C. orientalis

Avustralya 1, 3,9, 15, 16, 20, 21, 23 C. fulvus, C. wadai, C. actoni,

C. brevitarsis

Avrupa 4,10 C. imicola sensu stricto, C.

obsoletus, C. pulicaris

K. Amerika 2,10, 11, 13, 17 C. sonorensis; C. Insignis, C.
variipennis

G. ve O. 1,3,4,6,8, 12, 17 C. insignis

Amerika,

Karayipler




Tiirkiye’de Culicoides’ler iizerine yapilan c¢alismalarda (Dik, 1989; Dik, 1993;
Yilmaz, 1994; Dik, 1995; Mellor ve ark., 1995) 57 farkh tiir saptanmistir. Yine bu
caligmalarda BT virusunun naklinde 6nemli rol tasidigi bildirilen C. imicola ve C.
obselatus’un varlhigi (Dik, 1989; Dik, 1993; Yilmaz, 1994; Dik, 1995; Dik, 1997) ve
muhtemelen Tiirkiye’de C.imicola’nin BT enfeksiyonunun ana vektorii oldugu
bildirilmistir (Mellor ve ark., 1995). Hastaligin dominant vektorii olan C.imicola’ nin
daha ¢ok giiney ve bati Anadolu bélgelerinde oldugu, Trakya’da ise bu sokucu sinege
sadece Gelibolu yarimadasinda rastlandigr saptanmistir (Tufan, 2006). Trakya’nin
Gelibolu disinda kalan bolgelerinde ise en siklikla tespit edilen tiir C.obseletus olarak

bildirilmistir.

Culicoides’ler ekto parazit olmalar1 yanmda, insan ve hayvanlarda enfeksiyon
etkenlerinin naklinde rol oynamalar1 ile 6nem tasimaktadirlar. Ceratopogonidae ailesi
icesinde siniflandirilan Culicoides cinsinde yer alan bazi tiirler protozoal, viral
etkenlerin ve bazi helmintlerin naklinde biyolojik faktor olarak rol almalar1 yoniinden
onem kazanmaktadir (Dik, 1997). Culicoides’lerin hayvanlarda biiyilk ekonomik
kayiplara neden olan viral enfeksiyonlardan BT, Akabane (AKA ) ve Ibaraki (IBA )’nin
etkenlerinin yanisira at vebasi, oropouche, epizootic heamorrhagic disease (EHD),
equine encephalossis, aino, ephemeral fever (EF) ve palyam viruslarmin biyolojik,

fowlpox virusunun mekanik vektorii olduklar1 bildirilmektedir (Mellor, 2000).

Culicoides’lerin erkekleri bitki nektarlariyla beslenirken, disiler ise insan ve
hayvanlardan kan emerler. Bunun yumurtalarin gelisimi i¢in gerekli oldugu
bildirilmektedir. Bu nedenle hastaligin naklinde disiler rol oynamaktadirlar. Is1, 151k ve
nem gibi faktorlerin yanisira olgunlarm ugus aktivitelerinin ilizerinde riizgar ve yagmur
da etkilidir (Dik, 1997). Culicoides’lerin varligi iklime baglidir. Dolayisiyla ozellikle
Culicoides’lerin biyolojik vektor oldugu enfeksiyonlar vektoriin yasam siklusunu
stirdiirebilecegi klimatik zonda goriilmektedir. Yapilan arastirmalar Culicoides’lerin 18-
29°C arasinda aktif, ancak 10°C alt1 ve 30°C nin iizerinde inaktif olmalarma ragmen
0°C de iki saat kadar yasamlarin siirdiirebildigini gostermistir (Mertens, 1999). Olgun
Culicoides’ lerin yasam siireleri yaklasik 2 ay kadardir ve bu siire i¢inde 2-3 nesil

verirler. Yumurtalarinin gelisimleri i¢in 1s1 ve nem Onemli olup, kuru ortamda



canliliklarimi devam ettiremezler (Dik, 1997). Vertikal bulasma olmamasina ragmen,
viral RNA’nim olgunlasmamis vektorlerden izole edilebildigi bildirilmistir (White ve

ark., 2005).

Viremik bir hayvandan beslenen vektoriin kanla birlikte aldig1 virus insektin mide
bosluguna gelir. insektin mide epitellerinde replike olan ve en yiiksek titreye ulasan
virus haemocoele gecer. Daha sonra ya diger organlarda ikinci bir replikasyon gecirir ve
sonra insektin tiikiiriik bezlerine gecer ya da direkt olarak tiikiiriik bezine gecerek
replike olur. Beslenme sirasinda saglikli konakgiy tiikiiriik salgis1 i¢inde bulunan virus
ile enfekte eder. Kisa bir yasam siiresine sahip olan vektor bu siire boyunca enfektedir

ve enfeksiyonun naklinde rol oynar (Mellor, 2000).

BT enfeksiyonunun epidemiyolojisinde rezervuar-vektor-iklim ¢l faktori
onemlidir. Hastaliginmn yayilis1 vektorlere bagli oldugundan, BT en c¢ok, bdcek
populasyonunun maksimum seviyeye eristigi sicak yaz aylarinda ve genellikle yagish
mevsimlerde goriiliir. Ozellikle sonbahar sonlarinda, soguk ve nemli havanin etkisi ile
BT’ nin epizootik formu gelisir ve %80-90 morbiditeyi takiben %50-80 oraninda
mortalite gerceklesir (Erasmus, 1990). Afrika’da BT salgmlar1 genelde yagish
mevsimde goriilmesine ragmen, kurak donemde de BT salginlarina rastlanmistir
(Erasmus, 1975a; Hourrigan ve Klingsporn, 1975a). Isigm fazla veya az oldugu zaman
dilimlerinde Culicoides’ lerin ucus aktivitesinde azalma olur. Riizgarin siddeti arttikca
ucus aktivitesi diiser, ancak riizgarin etkisi ile ¢cok uzak mesafelere tasinan enfekte
vektorler tagindiklar1 bolgelerde yeni enfeksiyonlara neden olmaktadirlar. Bu sekilde bir
bolgeden digerine hatta bir iilkeden bagka bir iilkeye enfeksiyonun naklinin miimkiin
oldugu bildirilmektedir. Bundan baska, kontrolsiiz enfekte hayvan hareketlerinin
hastaligin goriilmedigi iilke veya bolgelere enfeksiyonun girisine neden oldugu

bildirilmektedir (Sellers ve Pedgley, 1985).

Hastalik kontakt yolla bulasmamaktadir. Bogalarda ender olarak viremi doneminde
virus sperma ile nakledilebilmektedir. Culicoides’ lerin yaninda kenelerin de hastaligi
bulastirdig1 bildirilmistir. Virus, plasentayla da bulasabilmektedir (Erasmus, 1990;
Parsonson, 1990; Hourrigan ve Klingsporn, 1975b).



BTV ile ilk kez karsilasan siiriilerde enfeksiyonun yayilimi daha hizhidir. Ekzotik
bolgelerde enfeksiyon akut seyrederken, endemik bolgelerde subklinik seyir
gostermektedir (Bowne, 1973).

1.2.2. Konake¢1 Duyarhhg:

Enfeksiyon spektrumunda sigir, koyun, ke¢i, deve, fil, antilop, bufalo, Kuzey Amerika
Elk’1, ceylan ve beyaz kuyruklu geyik gibi evcil ve yabani ruminantlar bulunmaktadir.
Bunlarin ayrica virus rezervuari olduklar1 da bildirilmistir (Hourrigan, Klingsporn,
1975b; Hoff ve Hoff, 1976; Bender ve ark., 2003). Baz1 karnivor tiirleri ile (Alexander
ve ark., 1994) rodentlerde olusturulan deneysel BT enfeksiyonu ile bu hayvanlarin da
duyarli oldugu gosterilmistir (Cabasso ve ark., 1955; Venter ve ark., 1993). BT
enfeksiyonuna karsi evcil gevisgetiren memeli hayvanlar arasinda en duyarl tiirler
koyunlardir. Siiriilerde %?2-45,6 arasinda bir mortalite gozlenir (Erasmus,1990;
Parsonson, 1992). Seronegatif siiriilerde bu oran daha yiiksek olabilmektedir (Hourrigan
ve Klingsporn, 1975a). Diinyadaki tiim koyun wrklar1 BT hastaligina duyarlilik gosterir.
Bununla birlikte wrklara gore klinik belirtiler biiyiik farklhiliklar olusturabilmektedir.
Merinos 1rk1 koyunlar hastaliga en duyarl wklardir. Diger 6nemli faktor ise koyunun
homolog veya antijenik yakinlik gosteren bir etkenle daha Once karsilasip

karsilasmadigidir (Sellers, 1983; Erasmus, 1990).

Koyunlarda yaklasik 30 giin (Goldsmit ve ark., 1975) siiren vireminin sigirlarda 100
giin (Luedke ve ark., 1977) kadar siirmesi rezervuar olarak sigirlar1 6n plana
cikartmaktadir. Sigirlardaki vireminin uzun olmasinin hem enfeksiyonun nakli hem de
vektoriin aktif olmadig1 kis aylarinda etkenin bir sonraki sezona aktarilmasinda onemli
rol oynadigi belirtilmektedir (Goldsmit ve ark., 1975; Luedke ve ark.,1977). BTV, at ve
domuzlarda enfeksiyon olusturmamaktadir. Koyunlar sigir ve kecilere gore hastaliga
kars1 daha duyarli olup, sigir ve kecilerde herhangi bir klinik bulgu tespit edilmemesine
karsin, koyunlarda enfeksiyona baglh klinik bulgu ve 6liimler bildirilmistir. Bu durumun
her konakg: tiiriine ait mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin BT enfeksiyonuna karsi
gostermis olduklar1 spesifik yanittaki farkliliklardan ileri geldigi diistiniilmektedir
(DeMaula ve ark., 2002).



Koyunlardan farkli olarak sigirlarda klinik enfeksiyonun ortaya c¢ikmasindaki en
onemli nedenin daha Onceden viicuda girmis olan BTV veya ilgili viruslarin neden
oldugu IgE’ lere bagl hipersensitivite oldugu bildirilmektedir. Bu sigirlarda BT ile ilgili
semptom ve lezyonlarin ortaya ¢ikmasi1 BTV spesifik serum IgE antikorlarinin ani artigi
ile paralellik gostermektedir. Bu durum histamin, prostaglandinler ve tromboxane A,
gibi endojen mediyatorlerin salinimu ile iliskilidir (Emau ve ark., 1984). Luedke ve ark.
(1967), sigrr ile koyunlar arasinda virusun ayni vektorle (C. variipennis) nakledildigini
deneysel enfeksiyonlarda bildirmistir. BTV hem dogal yasam ortaminda hem de
deneysel olarak yabani hayvanlarda enfeksiyon olusturmaktadir. Develerde BTV
antikorlarmin varlhigi saptanmistir (Chauhan ve ark.,2004). Yabani hayvanlardan antilop,
geyik, yabani koyun ve kecilerde dogal BT enfeksiyonlarina rastlanmaktadir. Bu hayvan
tiirlerinde siddetli enfeksiyon olusur ve %80-90 arasinda degisen bir mortalite
gozlenmektedir (Robinson ve ark., 1967; Stott ve ark.,1982; Dulac ve ark., 1988;
Nettles ve ark., 1992). Beyaz kuyruklu geyiklerde (Vosdingh ve ark., 1968) ve siyah
kuyruklu geyiklerde (Work ve ark., 1992) olusturulan deneysel BTV enfeksiyonlarinda

bu hayvanlarm enfeksiyona duyarli oldugu gosterilmistir.

1.2.3. Enfeksiyonun Cografi Dagilin

Ciftlik hayvanlarmin ©nemli bir enfeksiyonu olan BT, Amerika (Hourrigan ve
Klingsporn, 1975a), Afrika (Anon., 2004d; Parsonson, 1992), Giiney Asya, Kuzey
Avustralya (Erasmus, 1990) ve Ozellikle Giiney Avrupa’da yaygindir (Anon., 2004b;
Anon., 2004c; Breard ve ark 2004). Hastalik son olarak Avrupa kitasinin daha 6nce hi¢
etkilenmemis kuzey bolgelerinde goriilmiistiir (Anon., 2004a; Mellor ve Witmann,
2002). Kuzeydogu Amerika ve Kanada BT enfeksiyonundan aridir. Daha iliman bir
iklime sahip olan Arjantin, Brezilya ve Sili gibi Gliney Amerika’ nin bazi iilkelerinde

goriilen BTV salginlarinda BTV-12 izolasyonu yapilmistir (Clavijo ve ark., 2002).

BT enfeksiyonu vektor biyolojisi i¢in uygun klimatik zon olan, Amerika kitasinda
30° giiney, 50° kuzey enlemleri, diinyanin diger kitalarinda ise 35° giiney, 40° kuzey
enlemleri arasindaki iliman iklimli iilkelerde goriilmektedir (Mellor ve Wittmann,
2002). Asya kitasinda bulunan Tiirkiye 35° giiney, 42° kuzey enlemleri arasinda yer

almaktadir. Sadece Kuzeydogu Anadolu Bolgesinin bir kismi bu alanin disinda



kalmaktadir. Bu kusakta yer alan bircok iilkede siklikla enfeksiyon tekrarlanmis ve ciddi
ekonomik kayiplara neden oldugu belirtilmistir (Mellor ve Wittmann, 2002).

BTV’nin degisik cografyalardan tespit edilen izolatlarma yapilan sekans
analizlerinde virusun 2 farkli genetik hatti belirlenmistir. Dogu hatti, Avustralya ile
birlikte Hindistan gibi orta ve uzak dogu iilkelerinden izole edilen viruslar1 igerir. Bat1
hatt1 ise Afrika ve Amerika kitalarinda bulunan viruslari icerir. Avrupa’da ¢ikan BTV
salginlarinda dogu ve bati hattinda bulunan viruslar izole edilmistir (Maan ve ark.,

2004).

BTV’ nin mevcut izolatlarina yapilan sekans analizleri sonucunda, 6 serotipin
(BTV-1, 2, 4, 8, 9 ve 16) dort farkli yolla Avrupa’ ya girdigi ve 1998 yilindan beri
salginlara neden oldugu ortaya konulmustur. Birinci yol, Orta Asya’ dan orijin
almaktadir; Tiirkiye’nin dogusunu ve Kibris’1 gecerek Balkanlar lizerinden Avrupa’nin
ic kesimlerine dogru uzanmaktadir. Ikinci yol, Kuzey Afrika’ dan (Tunus ve Cezayir)
baslayarak Italya ve dogu Akdeniz adalarina ulasmaktadir. Ugiincii yol ise Fas orjinlidir
ve Ispanya’ nimn giiney bolgeleri ile Portekiz’e kadar devam etmektedir. Avrupa’ nin
kuzey bolgelerine ulasan dordiincii yol hakkinda kesin bir bilgi bulunmamakla beraber
Giiney Afrika orijinli oldugu diisiiniilmektedir. Israil’ de 2006 yilinda identifiye edilen
BTV-15" in gelecek yillarda Avrupa’ da hastaliklara yol acabilecegi diisiiniilmektedir
(Sekil 1.2) (Mertens, 2007).

Sekil 1.2: BTV serotiplerinin Avrupa kitasina erisim yollar1 (Saegerman ve ark., 2008).



BTV’ nin farkli sahalardan tespit edilen izolatlarinin 2 nolu RNA segmentine ait
niikleik asit dizi analizleri ortaya konulmus ve filogenetik yakinhigm izolatlarin cografik
orjjinleri ve kendilerini nakleden Culicoides tiirleri ile iliskili oldugu bildirilmistir.
Viruslar, Afrika/Avrupa, Asya/Avustralya, Amerika/Karayip adalar1 ve Kuzey Amerika
olmak iizere dort grupta toplanmistir. Yapilan bolgesel gruplandirma, belli bir bolgede
daha Once hastalig1 tasimayan farkli Culicoides tiirlerinin ortaya ¢ikmasiyla dogrudan
iliskilidir (Balasurya ve ark., 2003). Son yillarda yapilan ¢aliymalar sonrasinda ortaya
atilan hipotez, belirli serotiplerin belirli Culicoides alt tiirleri tarafindan nakledildigidir.

(Mellor ve Witmann, 2002).

Tiirkiye’de varligi 1944 yilindan beri bilinen bu enfeksiyonla ilgili olarak yakin
zamanda yapilan ¢alismalarda, Ege Bolgesi ve Trakya’da BTV izolasyonu yapilmistir.
Trakya Bolgesinde 1999 yilinda sahadan BTV izolasyonu gercgeklestirilmis ve BTV-9
olarak identifiye edilmistir. Mellor ve Wittmann (2002), BTV’ nin 1998 yilindan beri
Giiney ve Bat1 Anadolu da aktif oldugunu, 2000 yilindaki salginda BTV-16 izolasyonu
ve identifikasyonun yapildigini bildirmektedir. Tiirkiye’de halen BTV nin tip 2, 4, 9 ve
16 olmak iizere 4 farkli serotipinin varligi bildirilmektedir (Ertiirk, 1994; Mellor ve
Witmann, 2002). Enfeksiyonun Tiirkiye’deki varliginin yaninda, 6zellikle son 3 yildir
gerek balkanlar (Anon., 1999; Anon., 2004a) ve gerekse Kuzey Afrika orijin kabul
edilmek suretiyle Ispanya, Fransa ve Italya (Anon., 2004b; Anon., 2004c) iizerinden
Avrupa kitasinin i¢ kisimlarina dogru tehditkar ilerleyisi gozlenmektedir (Mellor ve

Witmann, 2002).

Giirtiirk ve ark. (1980) Aydm bolgesinden topladiklar: 21 adet sigir kan serumundan
19 adedinde, Tiirkiye’de ilk defa BTV’ye karsi notralizan antikor saptamuslardir.
Tiirkiye’de BT enfeksiyonu ile ilgili olarak yapilan bircok caligmada (Bolat, 1986;
Haziroglu, 1987; Girgin ve Yongug, 1988; Oztiirk ve ark., 1990; Burgu ve ark., 1992;
Ertiirk, 1994; Mellor ve ark., 1995; Ozgiinliik, 2003; Yildirim, 2003) sigir, koyun ve
keci populasyonlarinda enfeksiyonun yaygin olarak bulundugu ortaya konulmus olup;
bu caligmalarda Tiirkiye’ nin degisik bolgelerinde BTV-4 seroprevalanst koyunlarda
9%0-100, kecilerde %?2,8-50 ve sigirlarda da %0-75,21 oranlar1 arasinda bildirilmistir.



Karaoglu ve ark. (2003) Trakya bolgesinde 5 ile bagh 21 ilge/kdyden drneklenen
557 adet sigir serumunda BTV enfeksiyonunun seroprevalansint % 94.8- 97.5 olarak

tespit etmistir.

Bulut ve ark. (2006) Konya bolgesinden 562 adet koyun ve ke¢i kan serumu 6rnegi
toplamislardir. Yapilan ELISA testi sonucunda koyun ve kecilerde BT seropozitifligi
sirastyla %14.4 ve %60; SN testi ile de sirastyla %13.9 ve %53.5 oraninda bulmuslardir.

Giir (2008) 82 adet kursakl ceylan (Gazella subgutturosa subgutturosa), 684 adet
koyun ve 100 adet sigir kan serumunda yaptigr competitive ELISA testi sonucunda
kursakli ceylan, koyun ve sigirlarda BT seropozitiflik oranlar: sirastyla %40.2, %29.5
ve %88 olarak bulmustur.

Yillar bazinda yapilan serolojik kontrollerde ise en belirgin bulgu, BTV-4’e kars1
yapilan asilamalara ragmen koyunlarda yeterli diizeyde bagisiklik olugsmadigr ve
sigirlarda da onemli oranda serokonversiyon olustugu gozlenmistir. Daha 6nce gerek
Ege ve gerekse Trakya’da yapilan izolasyonlara paralel olarak yillar bazinda degisken
BTV-9 ve BTV-16 serokonversiyonlar: tespit edilmistir.

BTV enfeksiyonu Avustralya’ nin kuzey ve dogusu, Giiney ve orta Amerika ve
Karayip Adalarinda endemik seyretmektedir. Bu bolgelerdeki seropozitif siir ve

koyunlarn biiyiik cogunlugu virusla enfekte degildir (MacLachlan ve Pearson, 2004).
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1.3. Patogenez

BTV diger orbiviruslar gibi lenfotropik ve epiteliyotropik karakterdedir. Bu nedenle en
siddetli lezyonlar lenfoid ve epitel dokudan zengin organ sistemlerinde goriiliir.
BTV’nin hemotopoetik, retikuloendoteliyal dokulara ve ozellikle endoteliyal hiicrelere
ozel bir affinitesi vardir (Murphy ve ark., 1999). Ozellikle baz1 organ ve kiiciik kan
damarlar1 ile bunlarin dallarma affinite gosterir. Bu affinitenin sebebi tam olarak
anlasilamamakla birlikte, endotel hiicreleri arasindaki fark ve virusun spesifitesine

baglanmaktadir (Erasmus, 1990).

Hasta hayvanlarda sikluslu bir enfeksiyon tablosu olusur. Koyunlarda dogal
enfeksiyon neticesinde, BTV nin primer replikasyon yeri lokal lenf nodiilleridir. Viremi
4-6 giin siirer. Etken viremiyi takiben diger lenf nodiillerinde ve lenforetikiiler
dokularda oldugu kadar kiiciik kapillar ve arterler ile veniillerin endotelium,

periendotelium ve perisitlerinde hizli bir sekilde replike olur. Bu donemde ates ve



lenfopeni ortaya c¢ikar. Endotelyumda nekroz gelisir ve dokudaki rejeneratif reaksiyon
ile hiperplazi ve atrofi sekillenir. Bu da damar tikanmasi, sivi akiginin durmasi ve
eksudasyona yol acar. Boylece beslenemeyen yiizeydeki dokularda olusan hipoksiye
bagl olarak ozellikle en distaki epitel katmaninda siddetli lezyonlar geligir (Pini, 1976;
Mahrt ve Osburn, 1986; Girgin ve Yongug, 1988; Erasmus, 1990; Mertens, 1999;
Murphy ve ark.,1999). Beyaz kuyruklu geyiklerde deneysel olarak olusturulan
enfeksiyonlarda da benzer bulgular goézlenmistir (Karstad ve ark., 1961; Karstad ve

Trainer, 1967; Vosdingh ve ark., 1968; Howerth ve ark., 1989).

Sigir ve koyunlarda deneysel enfeksiyonlar olusturularak, her iki tiiriin endotel
hiicrelerinde virusa kars: birbirinden farkli hiicresel yanitin sekillendigi tespit edilmistir.
Bu durumun koyunlardan farkli olarak sigirlarda hastaligin subklinik goriilmesiyle
iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Sigirlarda koyunlardan farkli olarak endotel
hiicrelerinin BTV ile enfeksiyonu, maksimal endoteliyal hiicre aktivasyonuyla
sonuclanmigtir. Cesitli vazoaktif ve inflamatuar mediatorleri kodlayan genlerin
transkripsiyonunda ve hiicre ylizeyi adhezyon molekiillerinin ekspresyonunda artis
sekillenmistir. Koyunlarda ise enfekte endotel hiicrelerinde minimal aktivasyon ve
hiicre Olimleri gozlenmistir. Bundan bagska, enfekte koyunlarda koagulasyon degeri
(prostosiklin /tromboksan orani) sigirlara oranla ¢ok yiiksektir (Barratt ve MacLachlan,

1995; Russell ve ark., 1996; DeMaula ve ark., 2002).

BTV, hastaligin vektorii olan Culicoides cinsine bagli sokucu sineklerde persiste
kalmaktadir. Ruminantlarda ise uzun bir viremi donemi ge¢irmesine ragmen persiste
kaldigina dair kesin bir kanit yoktur (MacLachlan, 1994; Barratt ve MacLachlan, 1995;
Singer ve ark., 2001; Bonneau ve ark., 2002). BTV, vireminin ilk donemlerinde tiim kan
hiicrelerinde bulunmaktadir. Virusun titresi, Ozellikle eritrosit ve trombositlerde
lokositlere oranla daha yiiksektir. Bu durum, kanda eritrosit ve trombositlerin daha fazla
sayida bulunmalariyla iliskilidir. Trombositlerin kisa yasam siirelerinin olmasindan
dolay1 vireminin ilerleyen donemlerinde virus sadece eritrositlerde bulunmaktadir.
Virus, eritrositlerin yasam siireleri boyunca eritrositlerde replike olmadan kalmaktadir.
Boylelikle, eritrositlerin BTV ile enfeksiyonu, viremi déneminin uzun siirmesine olanak

saglamaktadir (Brewer ve MacLachlan, 1992, 1994). Enfekte koyun ve sigir kanlarinda



BTV niikleik asidi, PZR ile 8 ay gibi uzun bir donem igerisinde tespit edilebilmesine
ragmen hiicre kiiltiirlerinden virus izolasyonu ile BTV niikleik asidinin tespiti daha kisa
bir donem icerisinde yapilabilmektedir. Sigir ve koyun kanlarinda PZR ile BTV niikleik
asidi tespitinin, eritrositlerin yasam siireleriyle iligkili oldugu diisiiniilmektedir
(Tabachnick ve ark., 1996; Bonneau ve ark.,2002; MacLachlan, 2004). Yapilan
deneysel calismalarda, PZR ile BTV niikleik asidinin tespit edildigi ancak virus
izolasyonunun yapilamadigr ruminant kani, vektore thorax i¢i inokule edildiginde
enfeksiyonun sekillenmedigi gozlemlenmistir (MacLachlan, 1994; MacLachlan ve ark.,
1994; Tabachnick ve ark., 1996; Bonneau ve ark., 2002). Benzer sekilde kan,
ruminantlarda da enfeksiyon olusturmamaktadir (MacLachlan ve ark., 1989; 1994).
Gamma delta T hiicrelerini iceren koyun ve si8ir lenfosit hiicre kiiltiirleri BTV ile
persiste enfekte olabilirler (Stott ve ark., 1990; 1992; Takamatsu ve ark., 2003). CPE
goriilmeyen bu persiste enfeksiyon, konak hiicrenin lizisi ile sonu¢lanmasa da virus
partikiilleri hiicre zarmdan tomurcuklanma ile hiicreyi terk edebilmektedir. BTV dis
kapsit proteinleri olan VP2 ve VPS5, bu zarf tarafindan maskelenirler ve membran zarfli

virus partikiillerinin antikorlar tarafindan notralize edilmesine kismen engel olurlar.

BTV, vektorlerin bulunmadigi kis mevsiminde konak¢ida 9-12 aya kadar canli
kalabilmektedir. Bu donem igerinde konakgi tiirlerinde viremi tespit edilmemistir.
Hastaliga ait klinik bulgu ve serokonversiyon yoktur. BTV’ nin ki mevsimini
konak¢ida canli olarak gecirebilmesinin mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir.
Ancak BTV’nin kis mevsimi boyunca konak¢i gamma delta T hiicrelerinde persiste
enfekte kalabildigi bildirilmektedir (Stott ve ark., 1990, 1992; Takamatsu ve ark., 2003).
Gamma delta T hiicrelerinin enfeksiyonu konak¢ida antikor iiretiminden Once
olusmaktadir. Viremiden birkag¢ hafta sonra gamma delta T hiicreleri tespit edilemezler.
Antikor pozitif, antijenin negatif oldugu bu durumlarda hayvanlar sacic1 ya da enfekte

olarak kabul edilmezler.

Culicoides tiirti sokucu sineklerin kan emmesi sonucunda konak¢ida deri yangisi
sekillenmektedir. Yangisal alana BTV ile persiste enfekte gamma delta T hiicreleri goc¢
ederek burada aktive olurlar. Bu hiicrelerin yiizeyindeki WC-1 ligand ile deri fibroblast

hiicrelerinin yiizeyindeki WC-1 ligandlar1 arasinda olusan etkilesimler sonucunda



persistan enfeksiyonun litik enfeksiyona doniisiimii sekillenmektedir. BTV replikasyonu
ve yangisal proteazlarin salmimi artmaktadir. Yangisal proteazlar virus dis kapsit
proteini VP2’nin ayrilmasina neden olabilmektedirler. Yangisal proteazlarin
etkilesimleri sonucu insekt hiicrelerine BTV den 100 kez daha enfektif olan subviral
partikiiller sekillenmektedir. Sonug olarak, sineklerin beslendigi deri yiizeylerinde virus
sacilimiyla enfeksiyon meydana gelmektedir. Kis sezonunu atlatan konak¢idan yeni
jenerasyon Culicoides’lerin beslenmesinin sonucunda, 1sirik bolgesindeki yangisal alana
enfekte gamma delta T hiicreleri yeniden go¢ eder ve bunun sonucunda BT enfeksiyonu

yeniden aktif hale gelir (Stott ve ark., 1990, 1992; Takamatsu ve ark., 1997, 2003).

BTV kolaylikla plasentaya geger ve fotusta intrauterin enfeksiyonlara neden olur.
Koyunlarda gebeligin 5-6. haftalarinda alinan enfeksiyon hidranensefaliyle sonuglanir.
Buzagilarda gingiva hipertrofisi, makroglossi, maksillada anormal gelisim, yetersiz
viicut gelisimi ve distal ekstremitelerde rotasyon ve biikiilmeler ile karakterize
konjenital malformasyonlar goriiliir. BT virusu ile intrauterin enfekte edilen sigirlardan
dogan buzagilarda porensefali, hidranensefali ve artrogripozis tanimlanmistir (Osburn

ve ark., 1971; MacLachlan ve Osburn, 1983; Fenner ve ark., 1987; Erasmus, 1990).

1.4. Klinik Semptomlar

BT enfeksiyonu hayvann tiirii, ki, yasi, beslenme ve immun durumu, alinan virusun
virulensi ve miktari, virusun susu ve yiiksek sicaklik, UV gibi cevresel kosullara baglh
olarak degisken bir enfeksiyon tablosu gostermektedir. Deneysel ¢aligmalar sonucunda
enfeksiyonun inkubasyon periyodu 2-15 giin olarak belirlenmistir. Dogal
enfeksiyonlarda ise 7 giindiir. Beden 1s1s1 42°C ye kadar yiikselmekte ve yiiksek ates
cogunlukla 6 giin siirmektedir (Erasmus, 1975a; Tanya ve Gibbs, 1991).

Dogal enfeksiyonlarda beden 1sisinda artis1 takiben 1-2 giin icerisinde merme ve
dudak derisi ile ag1iz mukozasi hiperemik bir duruma gelir. Dudak, yiiz ve kulaklarda
O0demler olusur. Mermede, agi1z i¢i mukozada ve gozde petesiyel kanamalar goriilebilir.
Merme, burun delikleri, dil, yanak ve agizda erozyonlar meydana gelir (Sellers, 1983).
Agridan dolayr dudaklarda sapirdatma ve dilin oynatilmasi sonucunda agizda

koptirmeler goriiliir. Hasta koyunlar yem almada giiclilk ¢ekerler (Erasmus, 1990).



Hastalik gelistikce hayvan durgunlasir, ruminasyon durur; zamanmin ¢ogunu yere

uzanmakla gecirir ve kondusyonda bir bozulma goriiliir.

Dilde baslangicta petesiyel kanamalar ile birlikte yaygin bir hiperemi olusur. Daha
sonra dil 6dematdz bir hal alir ve agizdan sarkar. Yaygin olmamasina ragmen dil
siyanotik goriiniir ve hastaliga ismini veren ‘Mavidil’ goriintiisiine neden olur (Sellers,

1983).

Burunda once mukoz daha sonra mukoprulent bir akint1 vardir. Bu akint1 kurur,
kabuk formuna doniisiip siddetli dispneye sebep olur (Erasmus, 1975a; Tanya ve Gibbs,
1991). Perakut vakalarda alveolar 6dem sonucunda solunum giicliigli meydana gelir.

Morbidite % 100, mortalite ise % 90 kadardir (Sellers, 1983).

BT hastalig1 sirasinda ¢ogunlukla ayakta da lezyonlar olusur. Koroner bolgede agr1
ile birlikte hiperemi ve petesiyel kanamalar: takiben diizensiz mavi veya kirmizi renkte
cizgiler gozlenir. Agridan dolayr hayvanlar yiiriimekte giicliik cekerler (Sellers, 1983).
Arka ayaklarda lezyonlar daha sik goriiliir. Enfeksiyonu izleyen 7-14. giinlerde tirnak
canli dokudan ayrilmaya baglar ve enfeksiyondan 3-4 ay sonra eski tirnak biitiiniiyle
ayrilarak yerini yenisi alir. Sistemik hastalik tablosuna ek olarak gebe koyunlarda BT
enfeksiyonu abortusa yol acar. Ozellikle gebeligin erken donemlerinde alinan

enfeksiyon fotus icin tehlike olusturur ve hidranensefaliyle sonu¢lanir (Erasmus, 1990).

Sigirlar BT enfeksiyonuna en az koyunlar kadar duyarhidir. Sigirlarda klinik olarak
topallik, yliksek ates, siit veriminde ani diisiis, gozyast akitisi, korneada kizariklik,
deride kuruluk, kabuklanma ve dokiilme, killarin dokiilmesi, meme baslarinda kizariklik
ve kabuklanma, agizda agrili yaralar, iilserler ve dilde sisme ile seyreder. Mortalite %1
oranmdadir. Klinik enfeksiyonun yanisira BT enfeksiyonu sigirlarda siklikla subklinik
enfeksiyona neden olur. Fakat enfekte sigirlarda etken 6zellikle disi ve erkeklerin tireme
organlarma yerleserek dol veriminde azalmaya, abort ve kongenital anomalili (AH
sendromlu-arthrogryposis hydrancephaly) buzagi dogumlar1 sonucunda O6nemli
ekonomik kayiplara neden olur (Metcalf ve ark., 1980; Thomas ve ark., 1986; Erasmus,
1990; Maclachlan ve ark., 1992).



1.5. Nekropsi Bulgular

BTV enfeksiyonundan 6len hayvanlarda karkas genellikle cok zayiftir ve petesiyel,
ekimotik kanamalarla maskelenen solgun dejenerasyon alanlar1 sekillenir. Lenf
yumrulari, Ozellikle mezenteriyel ve mediastinal lenf yumrulart yumusamis ve sis
goriiniimdedir. Goz kapaklar1 ve konjuktivitada hiperemi ve 6dem vardir. Goz ve
burunda kurumus akintilar mevcuttur. Iskelet kaslarinda nekrozlar goriiliir. Sindirim
sisteminde, agiz boslugu, 6zefagus, rumen, retikulum ve abomazum mukozalarinda
hiperemi, hemoraji, erozyon ve iilserler goriilebilir. Rumen papillar1 arasinda erozyon
ve abomazum mukozasinda kalinlasma olabilir. Ince bagirsak mukozasi konjesyonlu
olup kanamalar sekillenebilir. Petesiyel kanamalara safra kesesi mukozasinda da
rastlanir. Bobrekler konjesyonludur, idrar kesesi, uretra, vulva ya da prepusyumda
petesiyel kanamalar goriilebilir. Kalpte sol ventrikulus’un papillar kisminda ve
myokardin ¢esitli bolgelerinde nekrozlar goriiliir. Ancak bu nekroz kas yigmnlarmin ¢ok
derin kisimlarinda bulundugundan gormek i¢in kaslar1 dikine kesmek gerekir. Arteria
pulmonalis’ in baslangi¢ kismimda media tabakasinda fokal kanamalar ya da petesiler ile
karakterize patolojik lezyonlar bulunmaktadir. Benzeri kanamalara aortanin
baslangicinda, subendokardial ve subepitelial bolgelerde de rastlanir. Perikardiyal
kesede sivi toplanmistir. Solunum sisteminde, farinks ve larinkste ddem ve gozle
goriilebilen petesiyel ya da ekimotik kanamalar vardir. Bu bolgelerde goriilen
myodejenerasyonlar disfaji ve regurgitasyona neden olur ve sonugta aspirasyon
pneumonisi sekillenebilir. Akut olgularda akcigerlerde interlobiiler septal 6dem, trachea
ve bronslar icinde kopiige rastlanir (Spreull, 1905; Moulton, 1961; Erasmus, 1975a;
Pini, 1976; Gard, 1984; Mahrt ve Osburn, 1986; Erasmus, 1990; Parsonson, 1990;
MacLachlan ve ark., 1994).

1.6. Histopatolojik Bulgular

Virusun endotel hiicrelerinde olusturdugu yikim sonucu lokal mikrovaskiiler trombozlar
ve permeabilitede artis sekillenir. Endotel hiicrelerinde sisme, kiiciik damarlarda fibrin
ve trombosit trombiisleri ve cevre dokularda 6dem ile kanama vardir. BTV kutan
mukoza ve deride proprial ve dermal papilla kapillarlarinda, eozinofilik intraniiklear ve
intrastoplazmik inkliizyon cisimcikleri ile karakterize epitelyal nekroza neden olur.

Epitel tabakasinda vakuollesme sekillenir. Replikasyon esnasinda hiicrelerde stoplazmik



vezikulasyon, niiklear ve stoplazmik hipertofi, piknoz ve karyoreksis olusur. Akut
olgularda hafif, lokal notrofil infiltrasyonlar1 vardir. Komplike olmamis kronik
olgularda ise lenfosit, plazmosit, histiyositlerden olusan mononiiklear hiicre
infiltrasyonuna rastlanir. Kaslarda fokal dejenerasyonlar, reparatif yangi ve
mikrovaskiiler lezyonlar goriiliir (Girgin ve Yongug, 1988; Erasmus, 1990; Mertens,

1999; Murphy ve ark.,1999).

1.7. Teshis

Akut hastalik formunda BT enfeksiyonundan siiphe duyulmasina karsin, perakut ve
subklinik formlarda sekonder bakteriyel, viral, paraziter ve toksik etkenlerin de olaya
karismas1 ile BTV enfeksiyonu siiphesi genellikle golgelenmektedir. Hastaligin
sindirim, dolasim ve genital sistemi lizerinde etkili olmasi pek c¢ok hastalik ile
karigmasma neden olmaktadir. Ozellikle sap, stomatitis vesicularis, cicek grubu
enfeksiyonlar, bovine virus diarhea (BVD-MD), kiiciik ruminant vebasi, kontagioz
ektima, salmonellosis, zehirlenmeler ve fotosensitizasyon ile karisabilmektedir.
Sigirlarda BT nin karistig1 hastaliklar arasinda sap, vezikiiler stomatitis, BVD-MD, sigir
vebasi, akabane, ibaraki, sigirlarin gangrenli nezlesi ve fotosensitizasyon yer
almaktadir. Bu nedenlerden dolayi, klinik bulgular g6z Oniinde bulundurularak

enfeksiyondan siiphelenilse de kesin teshis icin laboratuvar tanis: sarttir (Luedke, 1992).

Virolojik teshis amaciyla; canli ve beden 1sis1 yiiksek hayvanlardan akut viremik
fazda defibrine kan, oral, nazal, konjunktival swap ornekleri, lenf yumrusu biyopsi
materyali, 6len ve/veya Oldiiriilen hayvanlardan akciger, dalak, lenf yumrusu alnabilir.
Almman Ornekler en kisa siirede, soguk zincirde dondurulmadan laboratuvara
ulastirilmalidir. Virus izolasyon sansinm arttirilmasi i¢in alinacak ornekler, 6zellikle
canli hayvanlardan viremi fazinda ve sekonder etkenler olaya karigmadan alinmalidir.
Olen hayvanlardan alman 6rnekler virus izolasyonu igin genellikle uygun olmamakla
beraber, izolasyonun zorunlu oldugu durumlarda, ortam 1sisina bagl olarak en geg iki

saat icinde alinmalidir (Sellers, 1983).



Serolojik teshis icin 14 giin ara ile alinacak serum oOrneklerinin tercihen
dondurularak, histopatolojik teshis i¢in %10 formol i¢inde akciger, dalak, lenf yumrusu,
dil, dudak parcalarinin gonderilmesi uygundur (Sellers, 1983 ; Luedke, 1992 ). BTV
enfeksiyonunun teshisi; virus izolasyonu, antijen tespiti, niikleik asit tespiti ve sekansi

ile serumda antikor saptanmasi olmak tizere 4 temel esasa dayanur.

1.7.1. Virus izolasyonu

Virus izolasyonu, canli hayvanlardan viremi doneminde alinan defibrine kan ve swap
orneklerinden, 6len hayvanlarda ise dalak ve lenf diigiimlerinden alinan 6rneklerle
yapilmaktadir (Sellers, 1983). Virus izolasyonu, lezyonlu bolgelerden alinan
orneklerden ve kandan embriyolu tavuk yumurtast ve hiicre Kkiiltiirlerine yapilan
ekimlerinden yapilabilir (Goldsmit ve ark., 1975; Yongug, 1981; Erasmus, 1990;
Sellers, 1983). Primer kuzu bobrek, BHK ve Vero hiicreleri izolasyon icin ¢ok yaygin
kullanilmaktadir. Erasmus (1990) primer hiicrelerin izolasyon sansii arttiracagini
bildirmektedir. Buna karsin Vero hiicresinin devamli bir hiicre kiiltiirii olmasi, temininin
kolaylig1 ve kontaminasyon riskini azaltmasi nedeniyle bir ¢ok laboratuvarda kullanimi
tercih edilmektedir. Ayrica sigir endotel hiicreleri (CPAE) ve fare fibroblast hiicreleri
(L929) de izolasyonda kullanilmaktadir (Howell ve ark., 1967; 1970; Wechsler ve
McHolland, 1988; Wechsler ve Leudke, 1991). C. variipennis’den elde edilen
transforme lenfoblast hiicrelerinde, diger hiicrelerden ¢ok kisa siirede BTV’nin izole

edilebilecegi bildirilmistir (Wechsler ve ark., 1989; 1991; White ve ark., 2005).

1.7.2. Viral Antijenlerin Tespiti

Izole edilen virusun ilk izolasyonu icin Immun Floresan (IF) (Pini ve ark., 1966; Jochim
ve ark., 1974; Blacksell ve Lunt, 1993), competitive Enzym Linked Immunosorbent
Assay (c-ELISA) (Afshar ve ark., 1987; Afshar ve ark., 1989; House ve ark., 1990;
Afshar ve ark., 1991; Reddington ve ark., 1991), Immunperoksidaz (IP) (Clavijo ve
ark.; 2000) ve Komplement Fikzasyon (CF) (Calisher, 1992; Pearson ve ark., 1992) testi
gibi grup spesifik testler, serotip tayini i¢in ise plak rediiksiyon (Howell ve ark., 1967;
1970; Della-Porta ve ark., 1981) ve notralizasyon testleri (OIE, 2000) kullanilmaktadir.
Bu testlerde poliklonal serumlar kullanildigindan antijenik yakinliklarindan dolay:
ancak grup spesifik antijenler tespit edilebilir. Agar gel immunodiffusion (AGID) testi



ile hem antijen hem de etkene 0zel antikorlarin varlig1 saptanmakla birlikte ortalama 4-6
saatte sonu¢ alinmaktadir (Pearson ve ark., 1992). Counter immun electrophoresis
(CIEF) testinin prensibi AGID testi ile ayni olmakla beraber, tek farki testin
hassasiyetini arttirmak i¢in jel ve elektriksel alan kullamilmaktadir (Smriti, 2005).
Antijen ELISA’nin gittikgce yaygimlasarak kullanildigi1 diger bir metodu ise,
immuncapture enzyme linked immunosorbent assay (I-ELISA) ( Hawkes ve ark., 2000)
ve spesifik monoklonal antikorlarm (MADb) kullanildigr sandvich ELISA yontemidir
(Thevasagayam ve ark.; 1996). Nunamaker ve ark. (1997), Culicoides variipennis ve
Culicoides sonorensis’de BTV’nin teshisinde immunoelekronmikroskopi yontemini
kullanmiglardir. Culicoides hiicre kiiltiirlerinde viral antijenlerin tespitinde IF ve IP
yontemleri kullanilmaktadir (Wechsler ve McHolland, 1988; Wechsler ve ark., 1991).
Culicoides sonorensis’den elde edilen KC hiicre hattinda (Wechsler ve ark., 1991)
antigen-capture ELISA (Ag-Cap ELISA) teknigiyle BTV’ nin titresi belirlenmistir
(Mecham, 2006). Ag-Cap ELISA yontemiyle viral antijenler sadece yiiksek viremili
hayvanlarin kanlarinda tespit edilebildiklerinden BTV enfeksiyonun teshisi icin bu
yontemin yeterli derecede giivenilir olmadigi bildirilmistir (Mecham, 1993; Stanislawek
ve ark., 1996; Hawkes ve ark., 2000). Hamblin (2004) koyunlarda olusturdugu deneysel
enfeksiyonlarda, viral antijeni enfeksiyon sonrasi 12. giine kadar c-ELISA yontemiyle
tespit etmesine ragmen, 12. giinden sonra c- ELISA’da pozitif reaksiyon olusmadigini
bildirmistir. Bu durumun kronik enfeksiyon sonrasi dlen hayvandan viral antijenin
sacilimiyla ilgili oldugu disiiniilse de, o6zellikle VP7’ ye karsi gelisen antikorlarin

interferensi 6nemli rol oynamaktadir.

BTV’ nin 24 serotipi antijenik olarak birbirlerinden farklilik géstermesine ragmen,
aynt Orbivirus serogrubuna ait olduklarndan yakin antijenik benzerlikleri
bulunmaktadir. Erasmus (1990), plak rediiksiyon testiyle BTV serotipleri arasindaki
antijenik iligkileri serolojik olarak saptamustir. Ayica serum notralizasyon testi
yardimiyla BTV serotipleri arasinda yakin antijenik benzerlikler tespit edilmistir.
Antijenik olarak birbirleriyle ¢ok yakin iliskili olan serotipler arasinda kuvvetli kros
reaksiyonlar olusmaktadir. Sekil 1.4.’de farkli BTV serotipleri arasindaki serolojik

olarak iliskiler gosterilmistir.
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Sekil 1.4: BTV serotipleri arasindaki serolojik iliski ve derecesi. (Turuncu c¢izgiler
giiclii, mavi cizgiler daha zayif kesikli ¢izgiler ise serotipler arasindaki en zayif iligkiyi
ifade etmektedir) (Erasmus, 1990)

Maan ve ark. (2007) farkli BTV serotipleri arasindaki yakin antijenik iligkileri, her
bir serotipin segment 2 genomunun sekans analizlerini karsilagtirarak gostermislerdir.
Sekans analizleri sonunda, farkli BTV serotiplerinin segment 2 bolgelerine ait niikleotit
dizinleri arasinda %?29-59 arasinda degisen oranlarda farkliliklar saptanmistir. Tiim
BTV serotiplerinin VP2 bolgelerine ait aminoasit sekanslar1 arasinda %22.7-72.9

arasinda degisen oranlarda farkliliklar tespit edilmistir.

Serolojik olarak birbirleriyle yakin iliskileri daha onceden tespit edilen 24 BTV
serotipinin, segment 2 genom bdlgelerine ait sekans analizleri yapilmistir. Filogenetik
analizler sonucunda, yakin sekans benzerlikleri olan serotiplerin kendilerine 6zgii bir
kiime olusturduklar1 saptanmistir. Bu degerlendirmeler sonrasinda 10 adet kiime
(niikleotip) olusmustur. A niikleotipini, BTV-4, 10, 11, 17, 20 ve 24; B niikleotipini,
BTV-3, 13 ve 16; C niikleotipini, BTV-6, 14 ve 21; D niikleotipini, BTV-8, 18 ve 23; E
niikleotipini, BTV-5 ve 9; F niikleotipini BTV-7 ve 19; G niikleotipini, BTV-12 ve 22;
H niikleotipini, BTV-1; I niikleotipini, BTV-2; J niikleotipini ise BTV-15
olusturmaktadir. Farkli niikleotiplerin VP2 bolgelerine ait niikleotit sekanslar1 arasinda
en az %40 oraninda farkliliklar tespit edilirken, tek bir niikleotip igerisinde yer alan
serotiplerin VP2 bolgelerine ait niikleotit dizinleri arasinda ise en fazla %35 oraninda

farklhiliklar tespit edilmistir. Serotip 24, filogenetik olarak A kiimesi icinde yer alan



serotip 4, 10, 11, 17 ve 20 ile iliskili olmasina ragmen serolojik olarak bu serotipler ve

diger kiimelerde bulunan serotiplerle iliskili degildir (Maan ve ark., 2007). ( Sekil 1.5)

Sekil 1.5: BTV serotipleri arasindaki serolopk 11151(1 temelinde olusturulan filogenetik
gruplandirma (Maan ve ark., 2007).

1.7.3. Viral RNA Tespiti

BTV niikleik asidinin tespiti i¢in serotip spesifik PZR (Akita ve ark.,1992; Gard ve ark.,
1992; Shad ve ark., 1997; Clavijo ve ark., 2002; Maan ve ark., 2003; Zientara ve
ark.,2003; 2004; 2006), grup spesifik PZR ( Dangler ve ark., 1990; McColl ve Gould,
1991; Katz ve ark., 1993; Harding ve ark., 1995; Aradaib ve ark., 1998; 2005), duplex
RT-PZR (Anthony ve ark., 2003) ve  RT-qPZR (Shaw ve ark., 2007) kullanilmaktadir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) virus miktar1 az ve bozulmaya baslayan
izolasyon materyallerinde teshis olanagr sunmasiyla virus izolasyon tekniklerine
istiinliik saglamaktadir. PZR’nin etkinliginin artmasi, siklus sayisi, baslangic
materyalinin kalitesi, hedef DNA uzunlugu, baglanma ve uzama isilarinin degiskenligi
gibi pek cok faktore baghdir. BTV bir RNA virusu olmasi sebebiyle, viral RNA’nin
DNA’ya cevrilmesi icin reverz transkripsiyon (RT) islemine ihtiya¢ vardir. Tasarlanan
primerler ile orbiviruslar arasindaki ayrim kolaylikla yapilmaktadir. Mertens ve ark.,
(2007) Avrupa orijinli BTV-1, BTV-2, BTV-4, BTV-9 ve BTV-16 BTV serotiplerinin
segment 2 gen bolgelerine ait primerler tasarlamislardir. RT-PCR’ da kullanilan bu
primerlerle farkli BTV serotiplerinin saha ve asi suslarinin serotipik identifikasyonu
hizli ve giivenilir bir sekilde yapilmaktadir. Ayni1 zamanda birbirleriyle ¢ok yakin

antijenik iliskileri olan BTV serotipleri arasinda capraz amplifikasyonun olusmamasi



testin spesifite ve sensivitesinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Farkli genom
segmentlerinin sekans analizleri yapilarak da s6z konusu viruslarin serotip ayrimlari
yapilmaktadir (Dangler ve ark., 1990; Wade-Evans ve ark., 1990; McColl ve Gould,
1991; Akita ve ark., 1992; Shad ve ark., 1997; Anthony ve ark., 2003; Maan ve ark.,
2003; Zientara ve ark., 2003). Segment 2 genomunun sekans analiz testleri (Savini ve
ark., 2004; Potgieter ve ark., 2005; White ve ark., 2006; Maan ve ark., 2007 ) ise, saha
suslarin1 epidemiyolojik anlamda takibi ve topotiplerin belirlenmesi amaciyla

kullanilmaktadir.

1.7.4. Antikorlarin Tespiti

1.7.4.1. Plak Rediiksiyon Notralizasyon Testi (PRNT)

PRNT , BT antikor tespitinde en duyarli metot kabul edilmistir (Russel ve ark., 1967).
Test serum ile degisen virus kombinasyonlar1 yaygin olarak kullanilmistir. PRNT,
yiikksek oranda duyarli ve kantitatif bir testtir; izolatlar arasi antijenik varyasyonlara
bagl kullanimi smirlayan faktorler tam olarak bilinmemektedir. PRN testi giivenli,
spesifik ve duyarli olmasma karsmn, zaman alicidir. PRN testi yogun ve dikkatli
calismay1 gerektiren bir testtir. Bunun yam sira hiicreye bagimlilik gostermesi ve
virusun izolasyonuna gereksinim duymasi PRNT’nin tanisal dezavantaji olarak

degerlendirilmektedir.

PRNT, bircok viral enfeksiyonun teshisinde altin standart olarak bilinmektedir
(Word ve ark., 1999). Ozellikle Bunya-, Flavi- ve Togavirus ailelerinde yeralan
arbovirus enfeksiyonlarmin tanis1 amaciyla referans teknik olarak halen
uygulanmaktadir (Gordon ve ark., 1992; Ulloa ve ark., 2003). Ortak grup
antijenlerindeki yakin benzerlik nedeniyle ELISA ve SN testi gibi serolojik testlerle tiir
bazinda tanisinin konmasinin miimkiin olmadig1 viral enfeksiyonlarda halen basariyla

kullanilmaktadir (Gordon ve ark., 1992; Ozkul ve ark., 2006).



1.7.4.2. Diger serolojik testler

BTV’nin serolojik teshisinde AGID (Pearson ve Jochim, 1979), CF (Boulanger ve ark.,
1967) ve C-ELISA (Afshar ve ark., 1992), dot immunoblotting (Gupta ve ark., 1990)
yontemleri grup spesifik antikorlarin tespiti; serum nétralizasyon (SN) (Herniman ve
ark., 1983; Luedke, 1985), hemaglutinasyon inhibisyon (HI) (Van Der Walt, 1980),
indirekt immunofloresan (IFAT) (Pini ve ark., 1968), blocking ELISA (B-ELISA)
(Anderson, 1984; Jochim, 1985) ve plak rediiksiyon nétralizasyon (PRN) (Luedke,
1992; Calisher, 1992; Pearson ve ark., 1992) testleri ise tip spesifik antikorlarin tespitine
yonelik olarak siklikla kullanilmaktadir.

AGID testinin duyarhlig1 azdir. Bu nedenle 6zellikle EHD virus basta olmak iizere
Orbivirus grubundaki diger viruslarla capraz reaksiyonlarin olustugu bildirilmistir
(Gustafson ve ark., 1992; Pearson ve ark., 1992 ). SN testi, giivenli, spesifik ve duyarli
olmasma karsin, maliyetli ve zaman alicidir. AGID testinde olusan capraz reaksiyonlar
bu testte goriillmemektedir. [-ELISA (Jochim, 1985), C-ELISA (Afshar ve ark., 1992;
Reddington ve ark., 1991; Gustafson, 1992), B-ELISA (Anderson, 1984; Lunt ve ark.,
1988) ve IgM capture ELISA (Zhou ve ark., 2001) serogrup spesifik testlerdir ve BTV
serotiplerinin VP7 bolgesini identifiye etmektedirler. C-ELISA ve B-ELISA, VP3 ve
VP7 proteinlerine (Afshar ve ark., 1992) spesifik MADb gelistirilerek serumlarda antikor
tespitinde kullanilmaktadir. Hem C-ELISA hem de B-ELISA anti VP7 MAb antikorlar1
ile serum antikorlar1 arasindaki yarigma esasina dayanmaktadir. C-ELISA testi AGID,
CF ve PRN testlerinden daha duyarli ve spesiktir (Afshar ve ark., 1987; Afshar ve ark.,
1989). Martyn ve ark. (1990) olusturduklar1 deneysel enfeksiyonlarin serolojik
teshisinde diagnostik grup spesik antijen olarak mayada eksprese edilen VP7 proteinin
kullanildig1 B-ELISA yontemini kullanmiglardir. Afshar ve ark. (1989) C-ELISA’ nin
sensitivitesini %99.9, I-ELISA’nin sensitivitesini ise %99.8 olarak bildirmislerdir. C-
ELISA ve AGID testi karsilastirildiginda spesifitesi %99.2, sensitivitesi ise %98.4

olarak belirlenmistir.



1.8. Bagisikhk

BTV’ nin VP2 ve VPS5 yiizey glikoproteinleri ¢ok immunojeniktir ve bagisikliktan
sorumludur. BTV antijenik olarak Orbivirus genusuna dahil diger viruslar ile (AHSV,
geyiklerin EHD virusu ve Palyam virus) yakin iligkili olmasindan dolay1 BTV ve diger
viruslar arasinda hem c¢apraz nétralizasyon hem de capraz koruma vardir (Roy, 1996).
BTV-2’nin VP2, VP7, NS1 ve NS3 proteininin eksprese edilerek capripox virusa
transferi ile elde edilen as1, ke¢i ve koyunlarda BTV-2 enfeksiyonuna kars1 bagisiklik
saglamustir. Her iki tiirde serokonversiyon gozlemlenmistir. Kecilerde BTV-2 NS3, VP7
ve VP2 antijenlerine kars1 lenfoproliferatif bir yanit olusmustur (Perrin ve ark. 2007).
Baculovirusun VP2 ve VPS5 proteinlerini eksprese edecek sekilde tesarlanan
rekombinant as1 ile yapilan immunizasyonda, koyunlarda BTV notralizan antikorlar:
olusmustur. VP5 geni rekombinant asi, VP2 geni rekombinant as1 ile kombine
edildiginde, VP2 geni rekombinant asidan daha yiiksek titrede nétralizan antikor
olusturmaktadir (Roy, 1989b). BTV-17" nin dig kapsit proteinleri VP2 ve VP5’in
eksprese edecek sekilde tasarlanan canarypox virusa rekombinant asinin, koyunlarda
koruyucu bir immunizasyon olusturdugu ve canli attenue as1 uygulamalarindan sonra
goriilen embriyopatilere neden olmadigi belirtilmistir (Boone ve ark., 2007). Hiicre
aracili immun yanit (T ve B lenfosit hiicreleri) BTV enfeksiyonundan korunmada

Oonemli bir rol oynamaktadir (Jeggo ve ark., 1984).

BT hastaligin1 geciren hayvanlarda tip spesifik bagisiklik olusur (Fenner ve ark.,
1987). BTV ile enfekte olan hayvanlarda grup spesifik, tip spesifik ve komplementi
baglayan antikorlar 7-21 giinler arasinda olugmaktadwr. Tip spesifik notralizan
antikorlarn 3 yil, grup spesifik antikorlarin ise 6-18 ay arasinda koruma sagladigi

bildirilmistir (Osburn, 1992).

BT enfeksiyonunu geciren hayvanlarin devamhi bir spesifik bagisiklik
olusturduklari, buna karsm diger tiplerin bulunmasi halinde ayni1 hayvanlarda yeni
hastalik olusabilecegi vurgulanmistir. Fakat bu reenfeksiyonlar daha hafif seyirlidir
(Fenner ve ark., 1987). Ciinkii serotipler arasinda kismi bir bagisiklik olusmaktadir.

Bagisikligin siiresi tam belirgin degildir. Virusun ¢ok sayida serolojik tipinin bulunmasi



ve koyun populasyonlarinin farkli duyarliliga sahip olmalar1 bagisiklik siiresinin

saptanmasin giiclestirmektedir (Bowne, 1971).

Bagisikliktan asil sorumlu olan nétralizan antikorlardir. Ancak nétralizan
antikorlarm varhiginin saptanamadigi bazi hayvanlar virulent BTV ile enfekte
olduklarinda hastaliga diren¢ gostermislerdir. Bu koyunlarda tip spesifik humoral
bagisikliga oranla cok diisiik diizeyde de olsa, hiicresel bagisikligin korunmada etkili
oldugu bildirilmistir (Kimberling, 1988; Erasmus, 1990; Osburn, 1992). Yeni dogmus
hayvanlara kolostrum yoluyla aktarilan maternal antikorlar yavruyu 2-6 ay kadar
koruyabilir (Fenner ve ark., 1987; Erasmus, 1990; Murphy ve ark., 1999). Bu donemde
yapilan asilamadan sonra olusacak aktif bir immunite, kolostral antikorlar tarafindan
interfere edilir. Bu nedenle kolostral immunite siiresi i¢inde as1 yapilmamasi

Onerilmektedir.

Gaydos ve ark. (2002) beyaz kuyruklu geyiklerde olusturduklar1 deneysel BTV
enfeksiyonunda maternal antikorlar1 AGID testi ile 23. haftaya, serum notralizasyon

testi ile 17-18. haftaya kadar tespit edebilmislerdir.

Monovalent BTV-2 modifiye canli asisiyla yapilan asilamada sigirlarda % 100
bagisiklik olugsmakta ve 7 ay siireyle devam etmektedir (Savini ve ark., 2004).

BTV’ nin lenfotropik 6zelliginden dolayr immun sistemi baskiladigi ve bundan
dolay: latent enfeksiyonlarin olusumunu tetikledigi de degisik arastiricilar tarafindan

bildirilmistir (Erasmus, 1990; Murphy ve ark., 1999).

1.9. Koruma ve Kontrol

Bir iilkede BT hastalig1 tespit edilmigse, onu eradike etmek imkansiz ve hatta kontrol
altma almak gii¢ olabilir. Genis bir konak¢1 spektrumu ve subklinik tasiyict hayvanlarin
varlig1 sebebiyle, virus kaynaginin eliminasyonu miimkiin degildir. Bu nedenlerle genel
bir goriis olarak hastaligin eradikasyonu ve hatta insekt vektorlerin etkin sekilde
azaltilmas1  imkinsiz  olarak  diisiiniilmektedir. Insekt kontrollerinin  6nemi

vurgulanmasina ragmen yine de insektler meteorolojik ve teknolojik faktorlerin



etkisiyle cok genis bir dlcekte (bir sehirden digerine hatta kitalararasi) nakledilebilirler.
Genel bir goriis olarak duyarli hayvan tiirlerinin hayvanlarin 6zellikle insekt
aktivitesinin fazla oldugu aksam saatlerinde kapali mekanlara alinmas1 ve insekt kovucu
(repellent) ilaglarmin uygun kullaniminin enfeksiyonun yayilisini engelleyebilecegi ve
bu sekilde hastaligin prevalansini kismen de olsa diisiirmenin miimkiin olabilecegi ileri

stiriilmektedir (Sellers ve Pedgey, 1985; Erasmus, 1990).

Koruma ve kontrol amaciyla en etkili yol bireysel immunizasyondur. BT asilari
ilkede salgin yapan tiplere gére monovalan veya polivalan olarak hazirlanir (Bowne,
1971; Gillespie ve Timoney, 1981). Canli attenue BTV asis1 40 yildan beri
kullanilmaktadir (Erasmus, 1990). Koyunlarda 3 hafta araliklarla uygulanan canli
attenue BTV asilama caligmalarinda, son asilamadan 10 giin 6nce antikorlarin olustugu
ve yaklasik 4 hafta sonra maksimum seviyeye ulastigi goriilmiistiir. Antikorlarin 1
yildan daha fazla siire bagisiklik sagladiklar1 bilinmektedir. Canli attenue BTV asilar1
tim serotiplere karsi kullanilabilmektedir. Bolearic Adalari’'nda 2001-2003 yillar1
arasinda yapilan asilamalar basarili sonuglar vermis ve eradikasyona katkida
bulunmustur (Gerbier ve ark., 2004). Canh attenue BTV asilari, insekt vektorlerin
bulundugu sezonlarda kullanilmamalidir. Ciinkii as1 virusunun insektlerle nakli ve
replikasyonu swrasinda tekrar olasi re-assortmentlara bagli olarak virulens
kazanabilecegi bildirilmistir (Erasmus, 1975b; Walton, 1992). Vahsi tip BTV suslari ile
canli attenue as1 virusunun genetik reassortmenti sonucu yeni BTV serotipleri
olusabilmektedir. As1 virusunun yeniden virulens kazanmasi ve genetik reassortment
olusumunda vektorlerin rolii olup olmadig1 bilinmemektedir. Gebeligin ilk yarisinda
canl attenue asiyla asilamanin yapildigi koyunlarda ve gebeligin ilk 3 aylik doneminde
canli attenue asiyla asilanan sigirlarda fotusun beyninde malformasyonlar ve abort

meydana gelmektedir (Savini ve ark., 2008).

Inaktif agilarin kisa siireli bagisiklik olusturmalaria ragmen, canli ateniie asilardan
daha giivenli oldugu bildirilmektedir. Ciinkii canli attenue as1 uygulamalarinda sonra
bazen embriyopati’ler ve koglarda gegici sterilite olaylar1 gozlenmistir. Inaktif asilarin

kullanimi1 sonrasinda sigir ve kegilerde viremi doneminin kisaldigi goriilmiistiir. Bu tip



asilar insekt vektorlerin bulundugu sezonlarda giivenle kullanilabilirler. Ispanya, italya,

Fransa (Korsika) ve Portekiz’de yaygin olarak kullanilmislardir.

Amerika’da hiicre Kkiiltiirlerinde iiretilen monovalent modifiye canli asilar
kullanilmaktadir. BTV-10 serotipine kars1 uzun siireli bagisiklik saglamaktadir. Ancak
ast virusunun plasentay1 gecerek fotusta encephalopati, retinal displazi, korlik gibi

teratojenik bozukluklara yol actig1 bildirilmistir (Maclachlan, 2000).

BT asilama programlarinda karsilagilan zorluklardan biri enfekte hayvani agilanmig
hayvandan ayirt etmektir. Barros ve ark. (2009) bu problemi ¢c6zmek amaciyla I-ELISA
sistemi gelistirmislerdir (DIVA). Rekombinant olarak elde ettikleri NS3’e kars1 olusan
serolojik yanit1 koyun ve sigirlarda test etmislerdir. Bu amacla inaktive bivalan BTV2-4
ile asilanan hayvanlar ile kontrol grubunu BTV2-4 ile enfekte etmislerdir. Asilanmamis
kontrol grubunda enfeksiyonu takiben yaklasik 15. giinde NS3’e kars1 olusan antikorlar
[-ELISA ile saptanirken, asili hayvanlarda NS3’ e kars1 serolojik yanit gelismemistir.

BTV serotipleri arasinda yakin antijenik iliski olmadigindan, bircok BTV tipinin ayni
anda enfeksiyon olusturdugu durumlarda problemler ortaya c¢ikmaktadir. Bu
problemlerle karsilasmamak icin polivalan asilarin kullanilmasi en iyi yontemdir
(Erasmus, 1990). Bilinen 24 serotipten 21’ nin bulundugu Giiney Afrika’ da polivalan
asilarin hazirlanmasinda, bazi suslara karsi yeterli bagisiklik olusmamasi sebebiyle
kombinasyon giicliikleriyle karsilagiimistir. Bundan dolay1 polivalan asilarda sus se¢imi

onemlidir(Erasmus, 1990; Gleering, 1990).

Giintimiizde en az 3 hafta araliklarla verilen her biri 5 farklh serotip iceren 3 polivalan

as1 Giiney Afrika’ da kullanilmaktadir (Erasmus, 1990).

Asilar doku kiiltiirtinde tiretilmektedir. Asilar, ilkbaharda ve kirkimdan 3-6 hafta dnce
uygulandiginda immunite sans1 yiiksektir. Gebe ve 6 aydan kiiciik hayvanlara asi
uygulanmamalidir. Gebe koyunlar dogum sonrasi, koclar da ko¢ katimindan sonra

astlanmalidir (Howell ve Verwoerd; 1971). Maternal antikorlar kolostrum ile yeni



doganlara nakledilir (Erasmus, 1990) ve yaklagik 2-6 ay korunma saglar. Immun yaniti

artirmak amaciyla her yil asilamanin tekrarlanmasi 6nerilir (Erasmus, 1975b).

1977 yilinda Aydin ilinde goriilen enfeksiyonda koyunlardan alinan kan 6rnekleri
kesin teshis ve identifikasyon i¢in Giliney Afrika Onderstepoort Veteriner Arastirma
Enstitiisiine gonderilmis ve etken BTV-4 olarak tespit edilmistir. Etlik Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitiisiinde tip-4 e karsi as1 iiretimine baslanmistir. As1 susu,
Pirbright Arastirma Enstitiisiinden getirilen, Giiney Afrika orjinli, hiicre kiiltiiriine
adapte SA.BT.4/BHK/4 susudur. Bu attenue sus, ETY de 72, kuzu bobrek hiicre
kiiltiirlerinde 2, BHK hiicre kiiltiirlerinde 4 pasaj yapildiktan sonra elde edilmistir.

Hastaliktan daha ©Once hi¢ etkilenmemis Kuzey Avrupa’ da 2007 yilinda BTV
salginlar1 goriilmiistiir. Sig1r isletmelerinde hastaliktan dolay: biiyiik ekonomik kayiplar
olusmustur. Yapilan izolasyon ¢alismalarinda mavi dil viriisiiniin serotip-8 oldugu tespit
edilmistir. BTV-8 in insekt vektoriiniin C.dewulffi oldugu diisiiniilmektedir. Avrupa
Birligi Komisyonu 90/424/CEE karar1 ile, ruminant isletmelerinin tamaminda 2008 yil1
bahar donemi ile 2008 yili haziran ayr arasinda inaktif BTV-8 asisiyla asilama
yapilmistir. As1 sigir, koyun ve kecilere uygulanmistir. Almanya, Belgika, Fransa,
Hollanda ve Liixemburg’da hastalik daha sik goriildiigiinden, asilamalarda bu iilkelerde

200 km’lik tampon bolgeler olusturulmustur.

1.10. Amac

BT hastaligi, Tiirkiye’nin de i¢inde yer aldigi Akdeniz cukuru iilkelerinde ruminant
yetistiriciliklerinde Onemli kayiplara neden olan bir Arbovirus enfeksiyonu olarak
dikkati ¢cekmektedir. Kan emen ve ugucu vektor arthropodlarla naklediliyor olmasi
yaninda, iilkemizde belirlenen en az 3 serotipinin bulunmasi sebebiyle diger virus
enfeksiyonlarindan farkli epidemiyolojik Ozelliklere sahiptir. Bu durum enfeksiyonun
varlig1 ve seyrinin serotip diizeyinde siirekli ve cok siiratli takibini gerekli kilmaktadir.
Planlanan bu arastirmanm amaci, lilkemizde seyreden BT virus serotiplerinin
identifikasyonu i¢in jenerik ve tip spesifik RT-PZR ile PRN tekniklerinin gelistirilmesi

ve tanisal etkinliklerinin sorgulanmasidir.



2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Hiicre Kiiltiirii

BTV saha izolatlarinin iretilmesi, titresinin belirlenmesi ve bu izolatlara spesifik
antikorlari tespiti amaciyla uygulanacak olan plak reduksiyon ve notralizasyon testinde
Viroloji Anabilim Dali hiicre kiiltiirti koleksiyonunda bulunan Vero AFFSA hiicre
kiiltiirii kullanildi. Hiicre kiiltiirlerinde idame vasat olarak; 25000 U/ml Penisilin ve 20
mg/ml Streptomisin ve %10 Fotal Dana Serumu (FDS, Biochrom, Almanya) iceren
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Seromed, Almanya), virus liretme vasati
olarak ise %2 FDS iceren DMEM kullanild:.

2.1.2. Referans Viruslar

Arastirma kapsaminda yapilan jenerik ve serotip spesifik RT-PZR uygulamalarinda
referans viruslar olarak Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali
virus koleksiyonunda bulunan BT virusun 2, 4, 9 ve 16. serotipleri kullanildi. Diger
taraftan tavsanlardaki hiperimmunizasyon caligmalari, plak test, makrondtralizasyon ve
plak rediiksiyon nétralizasyon testlerinde ise serotip 2 haricindeki diger ii¢ referans
virus kullanildi. Bu viruslar arasinda yer alan serotip 4, iilkemizde Tarim ve Koyisleri
Bakanligi tarafindan hazirlanan as1 virusu iken diger tiim viruslar Ingiltere, IAH,

Pirbrigth Laboratuarmdan temin edildi.

2.1.3. BTV Saha izolatlar

Arastirma kapsaminda serotipik identifikasyonlar1 yapilmak iizere, Tarim ve Koyisleri
Bakanhigi, Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Miidiirliigiince izole edilen
ve daha Once ortak bir proje kapsaminda (TUBITAK, TOVAG-1050241) Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali virus koleksiyonuna katilan 26

adet BT virusu kullanild1. S6z konusu viruslar, 1998-2005 yillar1 arasinda Tiirkiye nin



degisik bolgelerindeki BT siipheli klinik olgulardan alinan Orneklerin, bir pasaj
embriyolanmig tavuk yumurtast (ETY) inokulasyonu sonrasinda, sadece Ag-Capture
ELISA teknigi ile on identifikasyonu gergeklestirilmis ve sonrasinda BHK-21
hiicrelerine adaptasyonu ile izole edilmistir. Ancak anabilim dalimizda BHK-21 hiicre
kiiltiirtinde yasanan problemler nedeniyle viruslarin Vero AFFSA hiicrelerine

adaptasyonuna calisildi. Arastirmada kullanilan virus izolatlarina ait bilgiler Cizelge

2.1’de sunuldu.

Cizelge 2.1. : Aragtirmada kullanilan virus izolatlarma ait bilgiler.

IZOLAT iL ILCE/KOY TARIH | TUR HUCRE/
KODU _ PASAJ NO
TR-1 | MUGLA DALAMAN 1999 | KOYUN VERO/5
TR-2 | izZMIR MENEMEN 1998 | KOYUN VERO/2
TR-3 | AYDIN BOZDOGAN 1998 | KOYUN VERO/3
TR-4 | izZMIR MENEMEN 1999 | KOYUN VERO/2
TR-5 | MUGLA DALAMAN 1998 | KOYUN VERO/6
TR-6 | iZMIR BUCA 1998 | KOYUN VERO/3
TR-7 | CANAKKALE | YENICE 1999 | KOYUN VERO/2
TR-8 | ANTALYA MANAVGAT 1999 | KOYUN VERO/2
TR-9 | izMIR TIRE 1999 | KOYUN VERO/4
TR-10 | AYDIN-5 SOKE 1998 | KOYUN VERO/3
TR-11 | ANTALYA MANAVGAT 1999 | KOYUN VERO/2
TR-12 | AYDIN CINE 1998 | KOYUN VERO/3
TR-13 | AYDIN MERKEZ 2001 | KOYUN VERO
TR-14 | AYDIN CINE 2001 | KOYUN VERO
TR-15 | AYDIN CINE 2001 | KOYUN VERO
TR-16 | AYDIN GERMENCIK 2000 | KOYUN VERO
TR-17 | AYDIN CINE 2001 | KOYUN VERO
TR-18 | AYDIN DOZDOGAN 2005 | KOYUN VERO/3
TR-19 | DENIZLI ACIPAYAM 1998 | KOYUN VERO/1
TR-20 | AYDIN CINE 1999 | KOYUN VERO/1
TR-21 | ANTALYA SERIK 1999 | KOYUN VERO/1
TR-22 | MUGLA MILAS 1999 | KOYUN VERO/1
TR-23 | ICEL MERKEZ 1999 | KOYUN VERO/1
TR-24 | IZMIR BUCA 1999 | KOYUN VERO/1
TR-25 | AYDIN BOZDOGAN 1999 | KOYUN VERO/1
TR-26 | ANTALYA SERIK 1999 | KOYUN VERO/1




2.1.4. Dana serumu

Virus izolasyonu ve hiicrelerin iiretilmesinde ticari olarak temin edilen fotal dana

serumu (FDS, Biochrom S-0113, Almanya) kullanildi.

2.1.5. Deney Hayvam

Arastirmada PRN testinde kullanilan tip spesifik hiperimmun serumlarin elde edilmesi
amaciyla bir seri tavsan kullamldi. Immiinizasyon calismalarinda kullanilan tavsanlar,
Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlarini Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar
Merkezi’nden (GUDAM) temin edildi. ilgili merkeze etik kurul izni ile yapilan
miiracaat sonrasinda talebimiz uygun goriilerek, calismada kullanillacak 8 adet Yeni
Zelanda tavsanimin inokulasyonu icin rezervasyon yapildi. Hiperimmunizasyon i¢in 3
adet serotip kullanilacak olmasi nedeniyle, tavsanlar her grupta iki adet olacak sekilde
toplam 3 inokulasyon grubuna ayrilirken, tavsanlardan iki tanesi de kontrol grubunu
olusturmak tizere ayr1 tutuldu. Arastirmanimn hayvan deneyleri ile ilgili boliimiine ait etik

izin EK-1’de sunuldu.

2.2. Metod

2.2.1. BTV Saha izolatlarimin Uretilmesi ve Klonlanmasi

ETY inokulasyonu sonrasinda Ag-Capture ELISA testi ile pozitif olarak tespit edilen
izolatlar VeroAFFSA hiicrelerine adapte edildikten sonra, son nokta sulandirma (end-
point dilution) teknigi ile klonlandi. Oncelikle viruslar serumsuz DMEM icerisinde
logaritma 10 tabanina goére 6 basamak sulandirildi. Her sulandirmadan 200ul hacimde
daha onceden VeroAFFSA hiicresi iiretilen 24 gozIii hiicre kiiltiirii tabletlerin 2 adet
goziine adsorbsiyonlu yontem ile inokulasyon yapildi. Bir saat siireyle yapilan
inkiibasyon islemini takiben her bir tablet goziine 1 ml DMEM ilave edildi. Kiiltiir
sistemi 4-5 giin siireyle %5 CO; iceren 37°C lik etiivde inkiibe edildi. Siire sonunda
CPE gozlenen son iki sulandirma basamagindaki hiicreler pipete edilerek tablet

yiizeyinden ayrilmasi saglandi. Ayrilan hiicreler santrifiij tiiplerine aktarildi. Dondurma-



¢ozme ve yliksek devirde santrifiij islemlerini takiben viruslar 0.5 ml hacimde

porsiyonlanarak -80°C’ye kaldirildi.

2.2.2. BTV Saha izolatlarinin Plak Titrasyon Yontemi ile Enfeksiyozite Giiclerinin
Belirlenmesi

Hiicre Kkiiltiirlerinde iiremesini tamamlamis ve porsiyonlanarak -80°C’de saklanan
viruslar, serumsuz DMEM i¢inde 10 kath olacak sekilde 8 basamak sulandirildi. Her
sulandirmadan 200 pl hacimde daha Onceden Vero hiicresi iretilen 24 gozlii hiicre
kiiltiirii tabletinin ikiser goziine inokulasyon yapildi. Bir saat siireyle yapilan 37°C’de
%5 CO;’ li etiivde inkiibasyon islemini takiben her bir tablet goziine en az 1 ml hacimde
DMEM i¢inde %1.6 olacak sekilde hazirlanan Carboxymethylcellulose (CMC; Sigma-
Aldrich, USA)’ dan ilave edildi. Kiiltiir sistemi 4-5 giin siireyle ayn1 kosullarda inkiibe
edildi. Siire sonunda hiicre ylizeyindeki CMC uzaklastirilmaksizin kullanilan tiim
gozlerdeki hiicreler %10 formaldehit soliisyonu ile en az 30 dakika (tercihan gece
boyunca) oda sicakliginda fikze edildi. Fikzasyonu tamamlanan hiicreler %0.35 kristal
viyole boyasi ile boyandi ve her sulandirma i¢in olusan plaklar sayildi. Sonuglar
asagidaki formiile yerlestirilerek, viruslarin enfeksiyoziteleri plak olusum {initesi

(POU/mI) seklinde hesaplanilds.

POU/ml : Plak gozlenen son sulandirma x Ortalama plak sayis1 x 5

2.2.3. BTV Saha izolatlarinin identifikasyonu

Hiicre kiiltiirlerinde, sitopatolojik degisiklikler (CPE) saptanan tiipler siire sonunda
-80°C lik derin dondurucuda donduruldu ve 37°C lik su banyosunda hizla ¢ozdiiriildii.
Steril tiiplere aktarillan ornekler, +4°C de, 3000 rpm’ de, 20 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda siipernatant, virus identifikasyonu igin kullanildi. Identifikasyon
islemi, 2.2.3.1 ve 2.2.3.2° de tanimlanan sekilde, siras1i ile molekiiler genetik

identifikasyon ve PRNT ile yapild1.



2.2.3.1. Molekiiler Genetik Identifikasyon

2.2.3.1.1. Jenerik Primerler ile Molekiiler identifikasyon

Mavidil viruslarmin identifikasyonu, sirasi ile 2.2.3.1.1.1, 2.2.3.1.1.2 ve 2.2.3.1.1.3" de
tammlanan sekilde, BTV Genomik RNA Izolasyonu, jRT-PZR yontemi ve PZR

Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforez Yontemi ile Goriintiilenmesi ile gergeklestirildi.

2.2.3.1.1.1. BTV Genomik RNA izolasyonu

RNA ekstraksiyonunda Chomczynski ve Sacchi (1987) tarafindan tamimlanan Asit
Guanidin tiyosiyanat-Fenol ekstraksiyon metodu kullanildi. Bu amacgla 400ul klinik
ornek ve 400ul soliisyon D (4.2M Guanidin tiyosiyonat, 0.75M Sodyum Sitrat dihidrat,
0.33M N-Lauril sarcosin ve 360ul 2-merkaptoetanol) karisimi 1.5 ml’lik tiip i¢erisinde
bir araya getirildi ve karistirildi. Karigimin iizerine 300ul asit fenol (pH 4), kloroform-
izoamilalkol [Ch/IsoA (49:1)] ve 100ul 3M sodyum asetat (pH 5.2) ilave edildi ve
homojen bir karigim elde edilene kadar 15 saniye siire ile karistirildi. Tiipler masaiistii
santrifiijde, oda 1sinda, 12000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
olusan 3 fazin en iist fazindan 700 pl yeni bir tiipe aktarildi ve iizerine esit hacimde -20
‘C’ye sogutulmus 2-izopropanol ilave edildi ve karistirildi. Niikleik asit presipitasyonu
icin karigim en az 1 saat siire ile -80 C de bekletildi. Siire sonunda donmus olan
karisimlar oda 1sisinda eritildikten sonra, 14000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Coken RNA pelleti, %70’ lik etanol ile yikand1 ve 37°C lik etiivde kurutuldu. Kurutulan
pelletler 20 pl deiyonize su (18Mohm/cm, Applichem, Almanya) ile ¢oziildii.

2.2.3.1.1.2. Jenerik Reverz Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (jRT-PZR)

Ekstraksiyon sonunda elde edilen RNA, komplementer DNA (cDNA) sentezi i¢in kalip
olarak kullanildi. Bu amagla RT-PZR, birbirini takip eden iki basamakta ve sirasiyla
15ul ve 50ul’ lik hacimlerde gerceklestirildi. Ilk asamada yapilan cDNA sentezi, iki
farkli karisimdan olusan ve birbirini takip eden iki reaksiyon sonucu gerceklestirildi.
Karisim I, 10ul” lik hacimde hazirland: ve termal cevirici cihazda (Biometra, Almanya)
ikincil RNA yapilarmm acilmas i¢in, 70°'C de 5 dakikalik 1s1 déngiisii uygulandu.

Cihazdan alinan tiipler buz akiilerinde sogutulduktan sonra, karisim I’ in iizerine karisim



II' den 5ul eklendi ve 25°C de 5 dakika, 37 C de 1 saat ve 70 C de 5 dakika
basamaklarindan olusan 1s1 dongiileri sonunda tek iplikli cDNA sentezi gerceklestirildi.

Karisim I ve II” nin icerikleri Cizelge 2.2’ de sunuldu.

Cizelge 2.2. Reverz Transkripsiyon karigimlarinin bilesimleri.

Karisim I Karigim I1
Bilesenler Miktar (ul) Bilesenler Miktar (ul)

RNA Eksrakti 5 5X RT Tampon 3
Hegzamer Primerler 1 dNTP (10 mM) 1
Deiyonize Su (18 4 MMLV Reverz 1
MOhm/cm) Transkriptaz

Toplam Hacim 10 Toplam Hacim 5

Toplam Reaksiyon Hacmi 15 ul

Komplementer DNA sentezinden sonra DNA’nin jenerik PZR yoluyla ¢ogaltilmasi
asamasma gecildi. BTV izolatlarinin tiimii, 10 nolu RNA segmentine (Seg-10)
yonlendirilmis BTV-Gen/10/F ve BTV-Gen/10/R primer ¢iftleri ile PZR’ye tabi tutuldu.

Arastirmada kullanilan primer dizinleri Cizelge 2.3.’de sunulmustur.

DNA amplifikasyonu i¢in tanimlanan 50 pl lik PZR karigiminin bilesimi Cizelge
2.4’ de sunulmustur. Farkli primer setleri ile hazirlanan karigimlara ayni 1s1 dongiileri
uygulandi. Termal c¢evirici cihazinda bulunan reaksiyon tiiplerine, 94°C de 4 dakikalik
denatiirasyon basamagin takiben, 56 C de 45 saniye, 72°C de 2 dakika ve 94°C de 30
saniyelik 35 dongiiden olusan ¢ogaltma basamagi uygulandi. Cogaltma islemi 50 C de 1
dakika, 72'C de 10 dakikalik son uzama basamagmdan olusan 1s1 dongiileri ile

tamamlandi.



Cizelge 2.3. Jenerik PZR’ de kullanilan primer dizinleri, yerlesimleri ve elde edilen

iriin buyiikligi.

. Lokasyon . s e . =y Ns Urun .
Primer Kodu* (nt) Primer dizini (5°>3’) Biiyiikliigii Kaynak
(bp)
BTV-Gen/10/1-F 1-22 GTAAAAAAGTGTCGCTGCCATG ] )
22 L 2008
BTV-Gen/10/798-R 798-822 GTAAGTGTGTAGCGCCGCATACCCT
*BTV-Serotip/Segment/primer baslangi¢ niikleotidi-yonii
Cizelge 2.4. Jenerik primerlerle yapilan PZR’u karisim bilesimi.
PZR Karisim Bilesimi
Bilesen Miktar (ul) Son Konsantrasyon
cDNA 5
Taq DNA Polimeraz 0.5 3U
10X Tampon 5 1X
MgCl, (25mM) 4 2.0 mM
dNTP (10mM) 1 0.04uM
Primer F (10pmol) 0.8 0.32uM
Primer R (10 pmol) 0.8 0.32uM
Deiyonize Su (18MOhm/cm) 32.9
Toplam Reaksiyon Hacmi 50 pl
2.2.3.1.1.3. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforez Yontemi ile Goriintiilenmesi

Beher icerisinde 0.3 gr agaroz (Prona, EU) tartildi. Uzerine 30 ml 0.5X TAE (Tris-
Asetik Asit-EDTA) elektroforez tamponu ilave edildi ve karisim mikrodalga firinda
kaynatilarak ¢oziildii. Jelin 50-55°C ye sogumasi beklendi ve 0.5 pg/ml etidyum bromid
(Sigma, ABD) ilave edildi. Hazirlanan % 1 lik agaroz, jel taragi yerlestirilmis jel
tablasma dokiildii. Agarozun donmasi i¢in 15 dakika beklendi. Taraklar ¢ikartildi ve jel
tablas1 elektroforez tankina yerlestirildi. PZR iiriinleri, 5 kisim {iriin, 1 kisitm 6X
yikkleme boyasi (10mM Tris-HCl, %0.03 bromophenol blue, %60 gliserol, 60mM
EDTA) oraninda karistirilarak toplam 6ul hacminde jel taraklari1 yardimi ile acilan
gozlere aktarildi. Uriin biiyiikliigiiniin belirlenebilmesi i¢in, PZR iiriinleri ile birlikte 1ul

100 b¢’lik DNA merdiveni (Fermentas, Litvanya) yiiklendi. Jel’e volt/cm elektrik akimi



uygulanarak 30 dakika siireyle DNA {iiriinlerinin gogii saglandi. PZR sonucunda olusan
bantlar UV transilliminator (Vilber Lourmat, Fransa) ve jel dokiimantasyon sistemi

(Kodak, Gel Logic 100, ABD) yardimut ile goriintiilendi.

2.2.3.1.2. Serotip Spesik Primerler ile Molekiiler identifikasyon (sSRT-PZR)

BT virus saha izolatlarinin, tip spesifik primerler ile identifikasyon islemi, sirasi ile
2.2.3.1.1.1, 2.23.1.1.2 ve 2.2.3.1.1.3° de tammlanan sekilde, RNA Ekstraksiyonu
islemi, jRT-PZR yontemi ve PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforez Yontemi ile

Goriintiilenmesi ile gerceklestirildi.

Bu amacla, Mertens ve ark. (2007) tarafindan tasarlanan BT virusunun tip 2 ve tip 4
primerlerine ilave olarak, tip 9 ve tip 16 primerleri bu caligma kapsaminda Akdeniz
cukuruna kiyist bulunan iilkelerden izole edilen dizinler kullanilarak tasarlandi.
Arastirmada kullanilan primer dizinleri ve ilgili genler lizerindeki yerlesimleri Cizelge

2.5’ de sunulmustur.

Cizelge 2.5. Tip spesifik PZR i¢in kullanilan primer dizinleri ve 6zellikleri.

Lokasyon g Uriin
Primer Kodu* (nt)y Primer dizini (5-3°)° Biiyiikliigii | Spesifite
(bp)
BTV-2/2/852-F 852874 | GAKTYTRATGTICGGATATTRGTCACG
1804 Tip-2
BTV-2/2/2656-R | 2656-2638 | TCGICGCACACTTCRATAG
BTV-4/2/200.PF | 200221 | GCTTAACTATAAACCAACGAGG
2324 Tip-4
BTV-4/2/ 2524R__ | 25242505 | AACTTGGACGTC ACAACAGG
BTV-9/2/1473-F | 1473-1491 | GGSGAATATATTTCTRATGG s o
lp-
BTV-9/2/2601-R | 2601-2584 | GGAAAACTGATTGGCAAT
BTV-16/2/2010F | 2010-2029 | GAACGTTGTATGATGICTICG
762 Tip-16
BTV16/2/2772R | 27722752 | GCCGAAGGTGCGATCTGGCCG P

*BTV-Serotip/Segment/primer baglangi¢ niikleotidi-yonii
¥ Standart Karigik baz tanimlamalari, K: G/T; Y: C/T; R: A/G; S: C/G




2.2.3.2. Plak Rediiksiyon Notralizasyon Testi (PRNT) ile Serotiplendirme

Referans viruslar (BTV-9 ve BTV-16) ve iilkemizde as1 susu olarak kullanilan BTV-4
ile tavsanlar hiperimmiinize edildi. Elde edilen hiperimmun serumlar kullanilarak Vero
AFFSA hiicre kiiltiiriinde iiretilebilen 21 adet izolatin her birine ayr1 ayr1 PRN testi
uyguland.

2.2.3.2.1. Hiperimmunizasyon icin Viruslarin Uretilmesi ve Konsantrasyonu

Referans viruslar (BTV-9 ve BTV-16) ile as1 susu BTV-4, 175 cm?’lik kiiltiir siselerinde
monolayer olarak iiretilen Vero AFFSA hiicrelerine inokule edildi. Bu amagla, her
serotip icin 2 adet flask 0.01 moi virus dozu ile enfekte edildi. inokulasyonu izleyen 3.
giinden itibaren %90 oraninda CPE gozlenen flasklar donduruldu. Daha sonra
coziilerek, 8.000 g’de 30 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonunda her
virus i¢in siipernatant kisim ayristirilarak +4°C’ye kaldirildi. Pelletler 2mM Tris-HCI
tamponu yardimiyla resiispanse edilerek -80°C’de donduruldu. Virus c¢ogalmasini
izleyen donemde BT virusunun %80’inin hiicreye bagimli olmasi sebebiyle, santrifiijle
elde edilen enfektif hiicre pelletlerine ii¢ kez dondur ve ¢z islemi yapildi. Son dondur-
¢0z isleminden sonra hiicre kiiltiirii vasat1 vortekslenerek +4°C’de 8.000 g’de 30 dakika
siireyle santrifiij edildi. Siipernatant kisim ayristirilarak, ilk santrifiij sonrasinda
toplanan siipernatantlara ilave edildi. Virus konsantrasyonu i¢in Polietilenglikol (PEG)
6000’in ImM Tris-HCL icindeki %30’luk c¢ozeltisi hazirlandi. Her virus i¢in ayr1 ayri
toplanan siipernatantlara PEG soliisyonu damla damla ilave edilerek 30 dakika siireyle
+4°C’de manyetik karistirici iizerinde karigmaya birakildi. Ayni ortamda 1 gece
bekletilen siipernatantlar, siire sonunda 8.000 g’de 30 dakika +4°C’de santrifiij edildi.
Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant kisim atildi. Dibe ¢oken pellet, 2mM Tris-HC1
tamponuyla orijinal virus hacminin 1:50°si olacak sekilde resiispanse edilerek

porsiyonlandi. Elde edilen konsantre virusun titresi tekrar plak test ile kontrol edildi.



2.2.3.2.2. Hiperimmunizasyon

PEG 6000 ile konsantre edilen referans viruslar (BTV-9 ve BTV-16) ve as1 susu BTV-
4’den yaklasik 10* POU/ml doza tekabiil edecek hacimlerde (0.5-0.8 ml) almarak esit
hacimde Freund’s complete adjuvani (Sigma-Aldrich, USA) ile karistirildi. Elde edilen
emiilsiyon insiilin enjektorleri ile tavsanlarm traglanmis sirt derisi altina (s.c.) 5-6
noktadan inokule edildi. Onbes giin ara ile tekrarlayan 4 inokulasyonu izleyen 15. giin
alman kan 6rneklerinin serum fraksiyonu ayrildiktan sonra 1s1 ile inaktivasyonu yapildi.
Elde edilen serumlardaki serotip spesifik antikorlarm varligi notralizasyon testi ile
arastirildl. Inokulasyon gruplarinin olusumu ve inokulasyon semasi Cizelge 2.6’da

sunuldu.

Cizelge 2.6. BT virusu tip spesifik hiperimmunserum iiretimi amaciyla olusturulan
tavsan gruplar1 ve inokulasyon semasi.

HAYVAN INOKULE P
GRUP NO SAYISI EDILEN ViRUS IMMUNIZASYON SEMASI
Mlgili virusla 15 giin aralikl1 4
I 2 BTV-4 inok. (derialtr).
Mgili virusla 15 giin aralikli 4
1 2 BTV-9 inok. (derialt1)
Mgili virusla 15 giin aralikl1 4
I 2 BTV-16 inok. (derialt)
v 2 Kontrol DMEM ile 15 giin aralikli 4 inok.
(derialtn)

2.2.3.2.3. Serum Notralizasyon Testi (SNT)

Hiperimmunizasyon sonucu elde edilen anti-BTV4, anti-BTV9 ve anti-BTV16 tavsan
serumlarinin her birinde BTV-4, BTV-9 ve BTV-16’ ya spesifik notralizan antikorlarin
arastirilmas1 amaciyla Frey ve Liess (1971)° in bildirdigi yOnteme gore

makronétralizasyon testi uygulandi.

Bu amacla, anti-BTV4, anti-BTV9 ve anti-BTV16 tavsan serumlar1 birer tiip
icerisinde 1/2 oraninda sulandirildi. Her sulandirmanin iizerine esit miktarda
100DKIDsy/ml (tip-4 icin 2x107/ml, tip-9 icin 2x10™*/ml ve tip-16 icin 1/15000)
oraninda sulandirilan BT viruslarindan ilave edildi. Tipler 37°C CO;’li etiive
kaldirilarak, bir saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda her karistmdan 0.2 ml

hacimde daha O©Onceden 24 gz hiicre Kkiiltiirii tabletinde iiretilen Vero AFFSA



hiicrelerine 2’ser adet goze olmak iizere inokulasyon yapildi. inokulasyonu izleyen 4-5
giin siiresince hiicrelerde olusan sitopatik degisiklikler hiicre kiiltiirli mikroskobuyla

incelenerek, serumlar antikor varligi yoniinden degerlendirildi.

2.2.3.2.4. Hiperimmun Serumlarin Serum Nétralizasyon 50 (SNs)) Degerinin
Mikrondétralizasyon Yontemi ile Saptanmasi

Serotip spesifik antikor tasidiklar: tespit edilen serumlar, saf serumdan (1/1) baslamak
tizere 2 kath olarak sulandirildi. Bu amagla mikronoétralizasyon tabletinin birinci
sirasimda her anti serum 6rnegi i¢in iki goz ayrilarak saf serumlardan bu gozlere 0,1 ml
konuldu. Alttaki gozlere 0,05 ml Eagle’s MEM vasati konulduktan sonra, birinci siradan
alt gozlere c¢ok kanalli pipet yardimiyla 0,05 ml serum sulandirmalar1 aktarilarak,
serumlarin  1/640’a kadar sulandirmalar1 hazirlandi. Bu islemden sonra tiim test
gozlerine serum sulandirmalarina esit miktarda 100DKIDs¢/0.05 ml oraninda
sulandirilan virus serotiplerinden ilave edildi. Virus kontrol i¢in ayrilan gozlere 0.05 ml
serumsuz DMEM, 0.05 ml 100DKIDs, oraninda sulandirilmis ilgili virus serotipi, hiicre
kontrol i¢cin ayrilan goézlere ise 0,1 ml serumlu DMEM konuldu. Tabletler 37°C lik
CO’li etiivde bir saat siireyle notralizasyon i¢in inkiibasyona birakildi. Bu siirenin
sonunda tablet gozlerine Vero hiicre siispansiyonundan (300.000 hiicre/ml) 0.05 ml
konuldu. Tabletler 37°C’ lik CO;’ 1i etiive kaldirilarak, tabletlerin gozlerindeki
hiicrelerde olusan sitopatik degisiklikler 4-5. giinde doku kiiltiirii mikroskobu ile
degerlendirildi.

2.2.3.2.5. Plak Rediiksiyon Notralizasyon Testi (PRNT)

Viruslarin PRNT ile serotipik tanist i¢in, her izolat titresi oraninda sulandirildiktan
sonra tavsanlarin hiperimmunizasyonu ile elde edilen her {i¢ serotipe ait serumlarla
notralize edilerek daha dnceden hazirlanan VeroAFEFSA hiicrelerine inokule edildi. Bu
genel strateji dogrultusunda, BT izolatlari, iki farkli sekilde sulandirildi; ml’de 500 ve
daha yiiksek plak sayismma sahip BTV izolatlar1 200 pfu/0,2 ml olacak sekilde
sulandirilirken, mlI’de 500 virus partikiiliinden daha az virus igceren izolatlar PRN testine
titre degerleri oraninda sulandirilarak dahil edildi. Daha sonra 0,25 ml hacimdeki virus
sulandirmalarinin iizerine esit hacimde ve SNsy titresi oraninda sulandirilmis o serotipe

spesifik hiperimmun tavsan serumu konularak, karisim +4°C’de gece boyunca inkube



edildi. Inkubasyon siiresi sonunda 200u1 hacimde karisim daha énceden 24 g6z hiicre
kiiltiirii tabletinde iiretilen Vero AFFSA hiicrelerinin 2 adet goziine inokule edildi ve 1
saat siireyle 37°C'de inkube edildi. Siire sonunda hiicrelerin yiizeyi yaklasik 1,5 ml
hacimde %3,2 CMC iceren DMEM ile kaplanarak, test ileri inkubasyona alindi.
Inokulasyonu izleyen 4-5. giinde hiicreler %10 formol ile fikze edildi ve kristal viole ile
boyandiktan sonra, test gozlerinde olusan plaklar sayildi. Test kontrol ve notralizasyon
uygulanan tablet gozlerindeki veriler ile karsilastirildi. Degerlendirme yapilirken, test
sonu plak sayisi teste alman plak sayisimin yaris1 veya daha azi olarak tespit edilen
reaksiyonlar pozitif olarak degerlendirildi. PRNT nin yapilisina iliskin sematik anlatim
Sekil 2-1.’de sunuldu.

Sekil 2.1. PRN testinin uygulamasina iliskin ana basamaklar.

Tip4
BTV izolat

Tip9
Gece boyu

// \\ +4°C

U

izolat kontrol
aBIVAHIS®* o BIVOHIS «BIVIGHIS  DMEM

OOOO
OO0

* HIS- Hiperimmun serum



3. BULGULAR

3.1. Virolojik Cahsma

3.1.1. Hiicre Kiiltiirii inokulasyonu

Son nokta sulandirma teknigiyle Vero AFFSA hiicre kiiltiiriine inokule edilen 26 adet
izolattan 21 tanesinde, 4-5 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kiiltiiriinde
meydana gelen intrastoplazmik ve intra niiklear inkliizyon cisimcikleri ile karakterize
CPE saptand:. Izolatlardan 5 adedinde (TR13-17) yapilan 3 kor pasaja karsin, diger
izolatlarda tanimlanan Ozellikte CPE gozlenmedi. Vero AFFSA hiicre hatlarinda

saptanan CPE ve hiicre kontrole ait goriintiiler siras1 ile Sekil 3.1.’de sunuldu.

Resim 3.1.(A) Hiicre Kontrol (Normal, x400) (B) Hiicre kiiltiirtiinde BT V-9 iiremesi sonucunda
72. saatte olusan CPE (Faz kontrast, x600)

3.1.2. Viruslarin Enfeksiyozite Giicii

Plak titrasyon testi sonucunda 21 virus izolatmin enfeksiyozite giicleri plak olusum
tinitesi (POU/ml) seklinde hesaplandi. izolatlara ait enfektivite degerleri Cizelge 3.1. de

sunuldu.



Cizelge 3.1. BTV izolatlarinin yapilan plak titrasyon sonrasi elde edilen enfektivite

degerleri.
IZOLAT Infektivite IZOLAT Infektivite
NO (POU/mI) NO (POU/mI)

TR-1 7,5x10" TR-14 -
TR-2 5x103 TR-15 -
TR-3 400 TR-16 -
TR-4 100 TR-17 -
TR-5 2 TR-18 500
TR-6 100 TR-19 7,5x10°
TR-7 350 TR-20 300
TR-8 180 TR-21 250
TR-9 250 TR-22 1,5x10’
TR-10 7,5x10° TR-23 750
TR-11 4,5x10° TR-24 8
TR-12 200 TR-25 20
TR-13 - TR-26 475

3.2. Molekiiler Virolojik Tekniklerle Serotipik Karakterizasyon

3.2.1. Jenerik Reverz Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (jRT-PZR)

BTV izolatlarindan Vero AFFSA hiicre kiiltiiriinde iiretilebilen 21 adetinin 10 nolu
RNA segmentine ait cDNA kalip olarak kullanilmak suretiyle BTV-Gen/10/F ve BTV-
Gen/10/R primer ciftleri ile jRT-PZR’ye tabi tutuldu. Izolatlarm tiimiinde BTV niikleik
asit pozitifligi saptandi. jRT-PZR test sonucuna ait jel goriintiisii Resim 3.2’de
gosterildi. Vero AFFSA hiicrelerine yapilan tekrarlayan inokulasyonlara ragmen CPE
gozlemlenmeyen izolatlarin (TR 13-17) jRT-PZR teknigi ile kontroliinde, Tarim ve
Koyisleri Bakanligi, Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Midiirligii
tarafindan BHK-21 hiicre kiiltiirlerinde yapilan pasajlarina ait hiicre sivilar1 kullanildi.
Yapilan jRT-PZR sonrasinda istenilen biiyiikliige (822 bg) sahip spesifik bantlar elde
edildi.



Sekil 3.2. Jenerik RT-PZR sonuglar. M: 100 b¢ DNA Merdiveni (Fermentas,
Litvanya); Hat 1- 7: BTV saha izolatlarina ait RT-PZR DNA iiriinleri (822 bg).

3.2.2. Serotip Spesifik Reverz Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (sRT-
PZR)

Vero hiicre kiiltiiriine adapte edilebilen BTV saha izolatlari, BTV-2, BTV-4, BTV-9 ve
BTV-16 tip spesifik primer ciftleri kullanilarak sRT-PZR teknigiyle amplifiye edildi.
Izolatlarm hicbirinde BTV-2 ve BTV-4 tip spesifik primer ciftleri ile yapilan
reaksiyonlardan istenilen bolgeye ait DNA iiriinii ¢ogaltilamadi. BTV-9 tip spesifik
primer ciftleri ile yapilan sRT-PZR sonucunda 19 saha izolatinda istenilen biiyiikliikte
amplikon elde edildi. BTV-16 tip spesifik primer ciftleri ile yapilan sRT-PZR
sonucunda ise 1 saha izolat1 (TR-18) BTV-16 olarak serotip diizeyinde identifiye edildi
(Cizelge 3.2). Diger taraftan bir adet izolat (TR-23) yapilan sRT-PZR uygulamasi
sonucunda hedeflenen izolatlardan herhangi birisi olarak identifiye edilemedi. Serotip

spesifik RT-PZR test sonucuna ait jel goriintiisii Resim 3.3’de gosterildi.



Sekil 3.3. Serotip Spesifik RT-PZR sonuglari. M: 100 b¢c DNA Merdiveni (Fermentas,
Litvanya); Hat 1: BTV-9 DNA iiriinii (1128 bg); Hat:2 BTV-16 DNA iiriinii (762 bg).




Cizelge 3.2. Arastrmada kullanilan BT virus izolatlarimin jRT-PZR ile sRT-
PZR/PRNT nin karsilastirmali sonuclart.

[ZOLAT sRT-PZR / PRNT
NO IRT-PZR BTV-2 BTV-4 BTV-9 BTV-16
TR-1 + -/ -/- +/+ -/-
TR-2 + -/ -/- +/+ -/-
TR-3 + -/ -/- +/+ -/-
TR-4 + -/ -/- +/+ -/-
TR-5 + -/ -/- +/+ -/-
TR-6 + -/ -/- +/+ -/-
TR-7 + -/ -/- +/+ -/-
TR-8 + -/ -/- +/+ -/-
TR-9 + -/ -/- +/+ -/-
TR-10 + -/ -/- +/+ -/-
TR-11 + -/ -/- +/+ -/-
TR-12 + -/ -/- +/+ -/-
TR-13 + TE TE TE TE
TR-14 + TE TE TE TE
TR-15 + TE TE TE TE
TR-16 + TE TE TE TE
TR-17 + TE TE TE TE
TR-18 + -/ -/- -/- +/+
TR-19 + -/ -/- +/+ -/-
TR-20 + -/ -/- +/+ -/-
TR-21 + -/ -/- +/+ -/-
TR-22 + -/ -/- +/+ -/-
TR-23 + -/ -+ /- /-
TR-24 + -/ -/- +/+ -/-
TR-25 + -/ -/- +/+ -/-
TR-26 + -/ -/- +/+ -/-

TE: Test edilmedi



3.3. Serolojik Calisma

3.3.1. Serum Notralizasyon Testi

Makronoétralizasyon testleri sonucu hiperimmun tavsan serumlarm her birinde, sadece

hiperimmunizasyonda kullanilan serotip spesifik antikor varlig1 belirlendi.

3.3.2 Hiperimmun Serumlarin Serum Notralizasyon 50 (SNso) Degeri

Tavsanlardan saglanan her bir serotip spesifik hiperimmun serum antikor titresi 1/10

olarak saptandi.

3.3.3 Plak Rediiksiyon Notralizasyon Testi (PRNT)

Inokulasyonu izleyen 5. giinde hiicreler fikze edilerek, kontrol ve nétralizasyon
uygulanan gruplardaki plaklar sayildi ve elde edilen sonuglar birbiriyle karsilastirildi.
BTV-9 spesifik hiperimmun tavsan serumu ile 19 adet saha izolatinin enfeksiyozitesinin
en az %50 oraninda bloke edildigi tespit edildi. Boylelikle bu izolatlarin BTV-9 olarak
serotipik identifikasyonu yapildi. Serotip spesifik RT-PZR caligmalarinda hicbir DNA
riinii elde edilemeyen bir adet izolat (TR-23), PRNT ile serotip 4 olarak identifiye
edilirken, 18 nolu izolat (TR-18) PRNT ile serotip 16 olarak identifiye edildi. Calismada
serotipik tani icin PRNT testine tabi tutulan iki adet izolata (TR-1 ve TR-18) ait test

sonucunu gosteren resim Sekil 3-4’de sunuldu.



Sekil 3.4. PRNT ile serotipik identifikasyonu yapilan iki izolata iligkin plak
goriiniimleri.

TR-1 TR-18

Tipd

Tip9

Hiperimmun Serumlar
|

Tipl6

izolat kontrol

Serotip 9 Serotip 16



4. TARTISMA

BT hastaligi, Tiirkiye’nin de i¢inde yer aldig1 Akdeniz ¢ukuru iilkelerinde, ruminant
tiirleri yetistiriciliklerinde onemli kayiplara neden olan bir Arbovirus enfeksiyonu
olarak dikkati ¢cekmektedir. BTV, Reoviridae ailesinin orbivirus cinsinde Bluetongue

virus grup igerisinde siniflandirilmis olup, 24 serotipi vardir (Roy, 2002).

‘Bitting-Midges (Sokucu sinekler)’ olarak isimlendirilen Culicoides’lerin 1000 kadar
tiirii identifiye edilmis ve yapilan caligmalar ile 57 tiirtin Tiirkiye’de varlig1 tespit
edilmistir (Dik, 1997). Tiirkiye’de C.imicola’nin BT enfeksiyonunu nakleden temel
vektor oldugu bildirilmistir (Mellor, 1995).

BTV’ nin hemotopoetik, retikiiloendoteliyal dokulara ve ozellikle endoteliyal
hiicrelere 6zel bir affinitesi vardir (Murphy ve ark., 1999). Ozellikle bazi organ ve
kiigiik kan damarlar: ile bunlarin dallarina afinite gosterir. Bu afinitenin sebebi tam
olarak anlasilamamakla birlikte, endotel hiicreleri arasindaki fark ve virusun

spesifitesine baglanmaktadir (Erasmus, 1990).

BT hastaliginm, kan emen vektor arthropodlarla naklediliyor olmasi yaninda,
tilkemizde belirlenen tip 2, 4, 9 ve 16 olmak iizere 4 farkli serotipinin bulunmasi
sebebiyle diger virus enfeksiyonlarmmdan farkli epidemiyolojik 6zelliklere sahiptir. Bu
durum enfeksiyonun varlig1 ve seyrinin serotip diizeyinde siirekli ve ¢ok siiratli takibini

gerekli kilmaktadir.

Bu calismada, iilkemizde seyreden BTV serotiplerinin rutin molekiiler tanisina
yardimci olacak jenerik ve tip spesifik primerlerin dizayn edilmesi, bunlarin tanisal
islevlerinin karsilastirilmasi ve giivenilir in-house RT-PZR tekniginin standardize

edilmesi ama¢lanmustir.

Bu calismada, Tarim ve Koyisleri Bakanligi, Merkez Veteriner Kontrol ve

Arastirma Enstitiisii Miidiirliigiince izole edilen ve daha o©nce ortak bir proje



kapsaminda (TUBITAK, TOVAG-1050241) Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Viroloji Anabilim Dali virus koleksiyonuna katilan 26 adet BT virusu kullanildi. S6z
konusu viruslar, 1998-2005 yillar1 arasinda Tiirkiye’nin degisik bolgelerindeki BT
stipheli klinik olgulardan alinan Orneklerin, bir pasaj embriyolanmis tavuk yumurtasi
(ETY) inokulasyonu sonrasinda, Ag-Capture ELISA teknigi ile on identifikasyonu

gergeklestirilmistir.

BT enfeksiyonun 1924 yilindan beri Kibris’ ta goriildiigii, 1943 yilinda BTV-3 ve
smiflandirilamayan diger bir tip ile meydana gelen epidemilerin olustugu ortaya
konulmustur. 1969 yilinda serolojik olarak belirlenen tip-4 daha sonra virusun

izolasyonu ve identifiye edilmesiyle dogrulanmistir (Sellers, 1975).

Uzun bir siire Tiirkiye’ de varligi bildirilmeyen BT enfeksiyonu 1977 yilinin Ekim
aymda Aydm ve cevresindeki 7 ilde gOriilmiistir. Baslangicta tam olarak
tanimlanamayan enfeksiyon Kasim ayinda 12 ile daha sigramig, 400 koyunun
hastalanmasina ve bunlarin yarisinin Olimiine neden olmustur. Yapilan klinik
gozlemler, patolojik bulgular ve laboratuar caligmalar1 sonucunda enfeksiyonun etkeni
BT tip-4 olarak identifiye edilmistir. Daha soraki yillarda izmir, Manisa ve Balikesir
yorelerinde tekrar ortaya ¢ikan BT enfeksiyonu 600 koyunun hastalanmasina ve
bunlarin %25’inin Oliimiine; Canakkale, Kocaeli, Denizli ve Antalya’da ¢ikan BT
salgimi 500 koyunun hastalanmasina ve bunlarin %20’ sinin Oliimiine yol agmustir

(Urman ve ark., 1979; Yongug ve ark., 1982).

Tiirkiye’ de BT enfeksiyonu ile ilgili olarak yapilan bir¢ok ¢alismada (Bolat, 1986;
Haziroglu, 1987; Girgin ve Yongug, 1988; Oztiirk ve ark., 1990; Burgu ve ark., 1992;
Ertiirk, 1994; Mellor ve ark., 1995; Ozgiinliik, 2003; Yildirim, 2003) sigir, koyun ve
keci populasyonlarinda enfeksiyonun yaygin olarak bulundugu ortaya konulmus olup;
bu calismalarda Tiirkiye’nin degisik bolgelerinde BTV-4 seroprevalansi koyunlarda
%0-100, kecilerde %2,8-50 ve sigirlarda da %0-75,21 oranlar1 arasinda bildirilmistir.
Karaoglu ve ark. (2003) Trakya bolgesinde 5 ile bagh 21 ilce/kdyden drneklenen 557
adet sigir serumunda BT enfeksiyonunun seroprevalansint % 94.8- 97.5 olarak tespit

etmistir. Bulut ve ark. (2006) Konya bdlgesinden 562 adet koyun ve ke¢i kan serumu



ornegi toplamislardir; BT enfeksiyonun seroprevalansmmi ELISA testi ile koyun ve
kecilerde sirasiyla sonucunda koyun ve kegilerde sirasiyla %14.4 ,%60; SN testi ile
sirastyla %13.9 ile %53.5 oraninda belirlemislerdir. Giir (2008) 82 adet kursakli ceylan
(Gazella subgutturosa subgutturosa), 684 adet koyun ve 100 adet sigir kan serumunu
yaptig1 C-ELISA testi ile kontrol etmis; C-ELISA sonucunda kursakli ceylan, koyun ve
sigirlarda BT seropozitiflik oranlarini sirasiyla %40.2, %29.5 ve %88 olarak bulmustur.

Tiirkiye’de varlig1 1944 yilindan beri bilinen bu enfeksiyonla ilgili yakin zamanda
yapilan izolasyon ¢aligmalari, BTV-4 disindaki bazi serotiplerin de mevcut oldugunu
ortaya koymustur. Ozellikle Ege Bolgesi ve Trakya’da 1998-2001 yillar1 arasinda
gozlenen salginlardan yapilan izolasyonlar bildirilmektedir. Trakya bolgesinde 1999
yilinda yapilan caligmalarda sahadan izole edilen virus BTV-9 olarak identifiye
edilmistir. Mellor ve Witmann (2002), BTV’nin 1998 yilindan beri Giiney ve Bati
Anadolu’ da aktif oldugunu, 2000 yilindaki salginda BTV-16 izolasyonu ve
identifikasyonunun yapildigin bildirmektedir.

BT enfeksiyonunun epidemiyolojisinde rezervuar-vektor-iklim ti¢lii faktorii 6nemli
olup, ozellikle vektorlerin aktif olmadigi donemde virusun varligmi siirdiirebilmesi bir
bolgede enfeksiyonun devamliliginda kilit niteligindedir. Bu konuda bir¢ok bildirim
bulunmaktadir. BT enfeksiyonu sigirlarda vireminin 100 giin kadar siirmesi rezervuar
olarak sigirlar1 One c¢ikartmaktadir. Sigirlardaki vireminin uzun olmasinin, hem
enfeksiyonun nakli hem de vektoriin aktif olmadig1 kis aylarinda etkenin bir sonraki
sezona aktarilmasmda Onemli rol oynadig1 vurgulanmaktadir (Mertens, 1999). Bundan
baska, oOzellikle enfeksiyonun bulunmadigi bdlgelere nakledilmesi ya da bolgede
enfeksiyonun yayilmasinda riizgarin etkin faktorlerden oldugu bilinmektedir. Riizgarin
siddeti arttikca ugus aktivitesi diiser, ancak riizgarin etkisi ile ¢ok uzak mesafelere
tasinan enfekte vektorler tasindiklar1 bolgelerde yeni enfeksiyonlara neden
olmaktadirlar. Bu sekilde bir bolgeden digerine hatta bir iilkeden bagka bir iilkeye
enfeksiyonun naklinin miimkiin oldugu bildirilmektedir (Sellers ve Pedgley, 1985). Bu
durum enfeksiyonun varlig1 ve seyrinin serotip diizeyinde siirekli ve ¢ok siiratli takibini
gerekli kilmaktadir. Uygulamada viruslarin izole edilebilmesine ragmen serotipik

identifikasyonun gerceklestirilememesi ve hatta bu konuda uluslararasi referenz



laboratuarlara bagimli olunmasi, sz konusu takibin saghkli bir sekilde yapilmasini

engelleyen en onemli olumsuzluk olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

BTV izolasyon calismalarinda farkli hiicre kiiltiirlerinin kullanimma iligkin
bildirimler (Bando, 1975; Goldsmit ve ark.,1975; Wechsler ve McHolland, 1988;
Erasmus, 1990) bulunmaktadir. BTV nin saha izolatlarinm ilk izolasyon caligmalarinda
embriyolu tavuk yumurtasina intravaskiiler yolla inokulasyonlar yapilmis olup, buradaki
izolasyon basarisinin BHK-21 ve Vero hiicreleriyle karsilastirildiginda daha yiiksek
oldugu bildirilmistir (Goldsmit ve ark., 1975). Benzer sekilde virusun iiretilmesinde en
hassas hiicre Kkiiltiiriinin BHK-21 oldugu bildirilmektedir (Bando, 1975). Bu temel
bilgiler 15181nda, arastirmamizda Vero hiicrelerine adapte etmeye ¢alistigimiz BTV saha
izolatlarinin birim hacimdeki enfektif virus partikiilii sayisini ifade eden plak sayilari
dikkate alindiginda, izolatlar genelinde elde edilen viral enfektivite diisiikliigiiniin virus-
hiicre (Vero) uymusuzlugu veya adaptasyonu sorunundan kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.

Wechsler ve McHolland (1988) virusun Madin-Darby Canine Kidney (MDCK),
Rainbow Trout Gonad (RTG) ve Gekko Lung (GL) hiicrelerinde CPE olusturmadan
tiredigini bildirmistir. Ayn1 arastirmacilar tarafindan, BTV’nin, BHK-21, Bighorn
Sheep Fetal Tongue (BHFTE), Bovine Turbinatae (BT) ve Madin-Darby Bovine
Kidney (MDBK) hiicrelerinde sayilmast zor, ¢ok fazla sayida plak olusturdugunu
bildirmistir. BTV, Vero ve L929 hiicrelerinde sayilabilir nitelikte etrafi simirli belirgin
plaklar meydana getirebilmektedir (Howell ve ark.,1967; Thomas ve Samagh, 1979).
OIE tarafindan yayimlanan uygulama biiltenlerinde ise Vero hiicrelerinde CPE’nin
goriilmesi i¢cin 5 giinliikk inkubasyon siiresinin yeterli oldugu bildirilmektedir (Anon.,
2004a). Ancak bu arastirmada inokulasyon sonrasit BTV izolatlar1 i¢in uygulanan
inkubasyon siiresi en az 6 giin olarak kaydedilmistir. Bu bulgunun mevcut Vero
hiicrelerinin kullanildiklar1 yiiksek pasaj sayis1 nedeniyle, BTV iliremesine beklenen

destegi verememesinden kaynaklandigi sonucuna varilmistir.

Bu c¢alismada OIE Onerisine gore gergeklestirilen virus izolasyon caligmasi

sonucunda 26 adet saha izolatmin 21 adedinde degisik derecelerde CPE olusmasina



ragmen, 5 adet saha izolatinda CPE olusumu gozlenmemistir. Ancak CPE gézlenmeyen
5 adet saha izolatlarinda jJRT-PZR testi sonucunda BTV niikleik asiti saptanmistir. Bu
veri BTV enfeksiyonu tanisnda RT-PZR testinin virus izolasyonu ile
karsilastirildiginda yiiksek duyarlikta oldugunu bildiren bir¢ok ¢aligma ile (Akita ve
ark.,1992; Gard ve ark., 1992; Shad ve ark., 1997; Clavijo ve ark., 2002; Mann ve ark.,
2003; Zientara ve ark.,2003; 2004; 2006) paralellik gostermektedir.

Bu arastirmada NS3 bdlgesini kodlayan segment 10 dizinleri kullanilarak serotip
diizeyinde olmaksizin tiim BT saha viruslarimin niikleik asit varligin1 sdylemek miimkiin
olabilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda NS3 proteininin konak bagimli oldugu ve
ozellikle insekt hiicrelerinde replikasyonu tamamlayici ve esansiyel bir faktor olarak
gorev aldigi, ozellikle memelilerden BT virusunun tespiti icin ise uygun bir hedef
olmadig: belirtilse de (Guirakhoo ve ark., 1995) calismamizda bunun tam tersine tiim
virus izolatlarnda bu bolge cogaltilabilmistir. Bu durum muhtemelen s6z konusu

segmentin tiim niikleotid dizisinin (822 b¢) hedeflenmesinden kaynaklanmaktadir.

Diger taraftan son yillarda yapilan ¢alismalarda (Maan ve ark., 2007; Ozkul ve ark.,
2009) Seg-10’un biitiiniiyle ¢ogaltilmasinin daha sonra bu DNA iiriinlerine yapilacak
dizin analizi ve filogenetik degerlendirmelerle (6zellikle Neighbor Joining analizi), BT
virus izolatlarinin topotipinin ortaya konulmasina katkis1 olabilecektir. Bu noktada
arastirmamizda kullanilan izolatlarin daha 6nce bir bagka arastirma projesi kapsaminda
(TOVAG 1050241) yapilan filogenetik incelenmesinde agirlikli olarak bat1 grubu BT
viruslar1 arasinda yer aldig1 da ortaya konulmustur (Ozkul ve ark., 2009)

Arastirmada kullanilan saha izolatlarmin tip spesifik primerlerle sRT-PZR
reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Saha izolatlarmin 19 adedi BTV-9 olarak identifiye
edilirken, 1 tanesi ise BTV-16 olarak tamimlanmistir. Arastirmada kullanilan tiim
izolatlarin BTV-2 ve BTV-4 primeri ile yapilan sRT-PZR sonucunda beklenilen
biiytikliikte amplikonlar elde edilememistir. Bu sonuglarin 1s18inda, Orneklerin
toplandig1r 1998-2005 yillar1 arasindaki dominant serotipin BTV-9 oldugu ileri
stirilmektedir. Bu degerlendirme iilkemize komsu ve batisinda yer alan cografyalarda
ayn1 donemlerde yasanan BT salgimlarina ilgili raporlarla (Nikolakaki ve ark., 2005)

tamamen uyumlu olarak degerlendirilmistir.



Bu calismada kullanilan viruslarin izole edildigi tarihler ve cografi bdolgeler
itibariyle,  iilkemizde = BTV-2’nin  bulunmadigi  goriilmiistiir.  Yukaridaki
degerlendirmeden yola ¢ikildiginda, iilkemizdeki BT enfeksiyonlarindan biiyiik oranda
sorumlu olan BTV-9’un daha ¢cok Ege’den izole edildikleri goriilmiistiir. Her ne kadar
izolat sayist az olsa da BTV-4 ve BTV-16 olarak serotiplendirmesi yapilan viruslarin
Giiney ve Giiney Bati Akdeniz bolgelerinden izole edildikleri tespit edilmistir. Bu
bulgular ile BTV-9 ve BTV-16’nmn cogunlukla bati cografyamizla paylasimda
(Nikolakaki ve ark., 2005) BTV-4’iin ise dogu cografyamizla (Ozkul ve ark., 2009)

paylasimda oldugu ileri siiriilmektedir.

BTV enfeksiyonun indirekt teshisi icin cesitli serolojik testlerden yararlanilir.
ELISA, CF ve AGID yontemleri grup spesifik antikorlarin tespiti, SN, IFAT, B-ELISA
ise tip spesifik antikorlarin tespitine yonelik olarak siklikla kullanilmaktadir (Boulanger
ve ark., 1967; Pearson ve Jochim, 1979;; Herniman ve ark., 1983; Anderson, 1984;
Jochim, 1985; Luedke, 1985; Afshar ve ark., 1992; Luedke, 1992; Calisher, 1992;
Pearson ve ark., 1992). Bu arastirmada, Ankara Universitesi Viroloji Anabilim Dali
stoklarinda bulunan 3 referans serotip (BTV-4, BTV-9 ve BTV-16) kullanilarak
tavsanlar hiperimmiinize edilmis ve elde edilen serumlar kullanilmak suretiyle, 6zellikle
molekiiler tan1 sistemlerine sahip olmayan teshis laboratuvarlarmin kullanabilecegi,
PRNT’nin BT viruslarmin serotip ayirimindaki etkinligi degerlendirilmistir.

PRNT ortak grup antijenlerinin ileri benzerligi nedeniyle ELISA ve Virus
Notralizasyon Testi gibi serolojik testlerle tiir bazinda tanisinin konmasinin miimkiin
olmadig1 virus enfeksiyonlarinda halen basariyla kullanilmaktadir (Gordon ve ark.,
1992; Ozkul ve ark., 2006). Bu konuda 6zellikle Bunya-, Flavi- ve Togavirus ailelerinde
yeralan arbovirus enfeksiyonlarmmin tanis1 amaciyla referans teknik olarak
kullanilagelmektedir (Gordon ve ark., 1992; Ulloa ve ark., 2003). Bu caligmalara benzer
sekilde, arastrmamizda da BTV serotiplerinin tanisinda PRNT, viruslarin hiicreye
adapte edilip tiretilebildigi sartta, basariyla kullanilmistir. Bu teknige ilgili yapilan nihai
degerlendirmede, PRNT nin en énemli dezavantaji olarak viruslarin bu teknikle tanisal
ayrimina gitmeden once mutlak suretle viral izolasyonunun ve takiben hiicre kiiltiiriine

adaptasyonunun tamamlanmasinin zorunlulugu tespit edilmistir.



Tavsan immunizasyonunda kullanilan viruslarin PEG-6000 ile konsantre edilmeleri
ve tavsanlarda 8 haftaya varan inokulasyonlara ragmen serotiplere karsi yiiksek
notralizasyon antikor titresi elde edilememistir. Oysa ki daha ©nce yapilan bir
caligmada, benzer konsantrasyon islemi ile, koyunlarda inokulasyon sonrasi aktif
enfeksiyonuna karsi bagisiklik saglayabilecek diizeyde antikor olusumu bildirilmistir
(Ramakrishnan ve ark., 2006). Bu arastirmada diisiik titreli antikor elde edilmesinin
olas1 nedenleri arasinda i-) tavsanlarin uygun bir hayvan modeli olmamasi veya ii-)
virusun inokulasyon Oncesi daha ileri diizeyde purifikasyona ihtiyag duyabilecegi

tizerinde agirlikla durulmaktadir.

Arastirmada kullanilan 26 saha izolatinin PRNT ile 19 adedi BTV-9 ve 1 adedi
BTV-16 olarak serotip diizeyinde identifiye edildi. BTV-4 spesifik primerleri ile
beklenilen biiyiikliikte DNA iiriinii elde edilemeyen bir adet izolatin (TR-23) PRNT ile
serotip diizeyinde identifikasyonlar1 yapilabilmistir. Bu durumun agirlikli olarak sRT-
PZR uygulamasina ilgili bir olumsuzluga bagl olabilecegi iizerinde durulmaktadir. S6z
konusu izolatmm PRNT ile serotip 4 olarak identifiye edildigi goz Oniine alindiginda, ayni
izolatin sRT-PZR ile tamisinda cogaltilmasi beklenen 2324 niikleotit uzunluktaki
genomik cDNA’y1 ¢evreleyen olasi primer dizinlerinin, VP2’nin en degisken amino
(NH-) ve karboksi (-COOH) terminallerine denk geldigi goriilmektedir. Hedef DNA’y1
cogaltmak i¢in tasarlanan primerlerin Akdeniz ¢ukuru izolatlarina ait dizinlerden elde
edilmis olmas1 da dikkate alindiginda, BTV-4 primerlerinin yerel izolatlara ilgili hedef
cDNA iizerinde beklenen komplementer dizinleri bulamadig1 ve bu nedenle bu 6rnege
iliskin spesifik amplifikasyon elde edilemedigi diisiiniilmektedir. Son yillarda yapilan
caligmalarda BTV-4 Avrupa izolatlar1 ve ast suslarinin ayriminda bile farkli primer
dizinlerine sahip RT-PZR protokollerinin kullanilmasi1 da bu diisiinceyi destekler

mahiyettedir (Mertens ve ark., 2007; Zientara ve ark., 2006).

Bu sonuclar 1s18inda BTV saha izolatlarmin serotipik identifikasyonunda, PRN
testinin RT-PZR ile karsilastirildiginda hemen hemen benzer duyarlikta oldugu
belirlenmistir. Boylece, molekiiler tan1 sistemlerine sahip olmayan teshis

laboratuvarlarinda da PRNT ile serotip aymriminin yapilabilecegi ortaya konulmustur.



Ancak boyle bir uygulama, mutlaka virusun izolasyonuna ihtiya¢ duymaktadir ki bu
Ozellik PRNT nin en Onemli tanisal dezavantaji olarak degerlendirilmektedir. BT
epidemilerinin mevsimselligi ve ucabilen vektorlerle sezon i¢inde hizli bir yayiliminin
s0z konusu oldugu g6z Oniine alindiginda, izolasyon olmadan da virusun etkilenen
bireylere ait orneklerde yiiksek duyarlilikla ve o oranda siiratle tespit edilmesine ihtiyag
vardir. Hastaligin goriildiigii tiim iilkelerde yapilan tanisal hedefli ¢calismalarin ortak
sonucu, RT-PZR uygulamalarinin tanisal degerinin artirilmasi gerekliligidir. Bu nedenle
lilkemizde hastaligin siiratli tanisinin  konmasi ve dolayisiyla hastaliga bagli
olumsuzluklarin Oniine gecilebilmesi Es Zamanl (real time) RT-PZR gibi floresan boya
ile isaretli problar kullanilarak duyarhiliklar1 artirilmig ileri in vitro amplifikasyon

tekniklerinin gelistirilmesi ve kullanimlarinin yayginlastirilmasina ihtiya¢ duymaktadir.



5. SONUC VE ONERILER

Calismada kullanilan 26 saha izolatinin tiplendirilebilen 21 adedi dikkate
alindiginda, bu izolatlardan 19 adedi BTV-9; 1 adedi BTV-4 ve 1 adedi ise
BTV-16 olarak serotip diizeyinde on tiplendirildigi,

1998-2005 yillar1 arasinda Tiirkiye’'nin degisik bolgelerinde goriilen BT
enfeksiyonlarindan biiyiikk oranda serotip 9’un sorumlu oldugu, bu serotipin
agirlikli olarak Ege’de bulundugu, serotip 4 ve serotip 16’nin ise ¢ok diisiik
prevalansta seyrettigi ve cogunlukla giiney ve giiney Anadolu’da bulundugu,
Viruslarin izole edildigi tarihler ve cografi bolgeler itibariyla Tiirkiye’de BT
serotip 2’nin bulunmadigi,

Serotip tayini i¢in kullanilan sRT-PZR ve PRNT’nin hemen hemen benzer
duyarlilikla ¢alistigi, bu arastirma i¢in sadece bir izolatin (TR-23) sRT-PZR ile
serotipik tanimlamasinin yapilamamasina karsin PRNT ile identifiye edildigi,
dolayistyla PRNT nin serotip identifikasyonunda giivenle kullanilabilecek bir
tanisal ara¢ oldugu,

Ozellikle PRNT de kullanilan hiperimmun serumlar hazirlanirken, tavsanlarmn
ileri diizeyde purifiye edilmis virus veya viral antijenler ile inokule edilmesi
gerekliligi,

ETY pasaji sonrasinda BT antijeni tespit edilen Orneklerin hiicre kiiltiirti
adaptasyonu icin oncelikle BHK-21 hiicrelerine inokule edilmesinin, buradaki
titre yiikselmesi sonrasinda bir baska (tercihan Vero) hiicre Kkiiltiirlerine
gecilebilecegi, aksi taktirde Vero hiicrelerinde beklenilen titre yiikselmesinin
zaman alacag,

BT virusunun molekiiler tanis1 amaciyla oncelikle segment 10 (Seg-10)
diizeyinde jRT-PCR yapildiktan sonra, sRT-PZR ile serotipik ayrima
gidilmesinin uygun bir tanisal siralama olabilecegi,

RT-PZR temelli serotiplendirme c¢aligmalarinin etkin laboratuar ve kullanici

profillerinde daha verimli olabilecegi sonu¢larina varilmstir.



BTV saha izolatlarinmm PRNT ile serotipik identifikasyonunda, tamisal ayirima
gitmeden Once virus izolasyonu ve takiben hiicre kiiltiiriine adaptasyonun
tamamlanmas1 gerekmektedir. BT epidemilerinin mevsimselligi, biyolojik vektor
olan insektlerin tamamen elimine edilmesindeki giicliik ve meteorolojik faktorlerin
etkisiyle hizli bir yayilmini olmas1 dikkate alindiginda, enfekte bireylerde virus
izolasyonu yapilmadan da virusun hizli ve yiiksek duyarlilikta tespit edilmesi

gerekmektedir.

BT hastaligmin goriildiigii tiim iilkelerde son yillarda yapilan tanisal hedefli
caligmalarin ortak hedefi, RT-PZR uygulamalarinin tanisal degerinin artirilmasina
yoneliktir. Bu noktadan hareketle, Es Zamanl (real time) RT-PZR gibi floresan
boya ile isaretli problar kullanilarak duyarhliklar1 artirilmis ileri in vitro
amplifikasyon tekniklerinin gelistirilmesi ve kullanimlarimin yaygilastirilmasi,
ilkemizde BT hastaliginin siiratli tanisinin konmasina ve dolayisiyla hastalifa bagh

olumsuzluklarin 6niine gegilebilmesine olanak saglayacaktir.



OZET

Yerel Mavidil virusu izolatlarinin Plak Rediiksiyon Notralizasyon (PRN) ve
Reverz Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) teknikleri ile
serotipik identifikasyonu

Bu caligmada 1998-2005 yillar1 arasinda izole edilen yerel BT viruslarimin serotipik
identifikasyonu amaglanmistir. Bu amag¢ icin jenerik ve serotip spesifik RT-PZR
sistemleri ile PRN testi tasarlanmistir. Jenerik RT-PZR segment 10 diizeyinde daha
once bildirilen (Nikolakaki ve ark., 2005) primerler kullanilarak gercgeklestirilirken,
sRT-PZR segment 2 diizeyinde ve serotip 2 ve 4 icin daha dnce Mertens ve ark. (2007)
tarafindan, serotip 9 ve 16 igin ise bu caliyma kapsaminda tasarlanan primerler
kullanilarak gergeklestirildi.

JRT-PZR ile arastirma kapsaminda calisilan 26 adet BTV izolatinin tamaminda Seg-
10 spesifik DNA fiiriinleri elde edilebilmistir. Diger taraftan sRT-PZR uygulamasi
sonunda ise izolatlardan 19 adedi serotip 9 ve 1 adedi serotip 16 olarak identifiye edildi.
sRT-PZR sonunda serotip 2 ve 4 primerleri ile herhangi bir DNA iiriinii elde edilemedi.

Molekiiler identifikasyon verileri kullanilarak PRN testinin ana komponenti olan tip
spesifik hiperimmun serumlarin elde edilmesi icin 3 referans virus (BTV-4, BTV-9 ve
BTV-16) tavsanlara inokule edildi. Inokulasyon takvimi sonunda hiperimmun
serumlarda her 3 virusa kars1 1:10 diizeyinde notralizan antikor titresi belirlendi. Bu
serumlar kullanilarak yapilan PRN testi sonunda 19 izolat BTV-9, 1’er izolat BTV-4 ve
BTV-16 olarak identifiye edildi.

Sonug olarak RT-PZR direkt olarak laboratuar ve kullanici profillerinden etkilense
de sRT-PZR ve PRN testleri arasinda BT virusu serotiplerinin tanist agisindan benzer
duyarlhilik tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: BT, serotipik identifikasyon, RT-PZR, PRNT



SUMMARY

Serotypic identification of local Bluetongue virus isolates using Plaque Reduction
Neutralization (PRN) and Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-
PCR) Techniques

In this study it is aimed to serotypic identification of local Bluetongue viruses (BTV)
isolated between 1998 and 2005. For this purpose, generic (g) and serotype specific (s)
RT-PCR systems and Plaque Reduction Neutralization Assay (PRNA) were designed.
Generic RT-PCR was performed on segment 10 level using primers designed previously
(Nikolakaki et al.). On the other hand, sSRT-PCR was carried on segment 2 with primers
sets two of which were designed previously by Mertens et al. (2007) while remaining
two (BTV-9 and BTV-16) were designed within this study.

At the end of gRT-PCR applications, specific DNA product (822 bp in lenght) was
amplified in all of 26 BTV field isolates. On the other hand, based on sRT-PCR, 19
BTV isolates were identified as serotype 9 and one isolates was found as serotype 16.
There was no specific DNA amplification as a result of sSRT-PCR.

Using molecular identification data as a main component of PRNA hyperimmun
serums aganist three serotypes (BTV-4, BTV-9 and BTV-16) were produced in rabbits.
Neutralizing antibody level in hyperimmun serums for all of three viruses were detected
as 1:10. PRNA of field isolates of BTV using hyperimmune serums revealed nineteen
BTV-9, one BTV-4 and one BTV-16 serotypic distribution among the isolates.

In conclusion, although RT-PCR is directly influenced by laboratory or user profile,
sRT-PCR and PRNA were found in almost similar sensivity in diagnosing BTV
serotypes.

Key words: BT, serotypic identification, RT-PCR, PRNA
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