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ÖNSÖZ 
 
 
Mavidil (BT) hastalığı, sokucu sineklerle nakledilen, koyunlarda klinik enfeksiyona 
bağlı olarak ekonomik kayıplara yol açan önemli bir viral hastalıktır. Hastalık, özellikle 
ekonomisi hayvancılık temeline dayanan ülkelerde, çok büyük ekonomik kayıplara 
neden olmaktadır.  
 
Đlk olarak 1905 yılında Güney Afrika’da tanımlanan hastalık, buradan subtropikal 
Afrika’ya, Arap Yarımadası’na, Ortadoğu ve Güneydoğu Asya’ya, Güney Avrupa’ya ve 
Amerika’ya yayılmıştır. Yayıldığı her coğrafyada salgınlar oluşturarak ülkelerin 
hayvansal verimliliğine ciddi ölçüde zararlar vermiştir. Hastalık son olarak Kıta 
Avrupa’sının daha önce hiç etkilenmemiş kuzey bölgelerinde görülmüştür. Ülkemizde 
ise BT enfeksiyonu ile ilgili ilk veriler 1944 yılına dayanmaktadır. Hatay ve çevresinde 
klinik olarak tespit edilen mavidil enfeksiyonun sınır komşusu olan Suriye’ den 
kaynaklandığı bildirilmiştir. Müteakip yıllarda da görülen enfeksiyon, klinik enfekte 
hayvanların kesilmesi ve diğer sürülerin ise ovalık bölgeden yüksek rakımlı dağlık 
bölgelere götürülmesi suretiyle kontrol altına alınmıştır. Enfeksiyonla ilgili yakın 
zamanda yapılan izolasyon çalışmaları, etkenin tip-4 dışındaki bazı serotiplerinin de 
mevcut olduğunu ortaya koymuştur. BTV’nin 1998 yılından beri Güney ve Batı 
Anadolu’da aktif olduğu bildirilmiştir. Kan emen vektör arthropodlarla naklediliyor 
olması yanında, ülkemizde belirlenen en az 3 serotipinin bulunması sebebiyle diğer 
virus enfeksiyonlarından farklı epidemiyolojik özelliklere sahiptir. Bu durum 
enfeksiyonun varlığı ve seyrinin serotip düzeyinde sürekli ve çok süratli takibini gerekli 
kılmaktadır. Uygulamada virusların izole edilebilmesine rağmen serotipik 
identifikasyonun gerçekleştirilememesi ve hatta bu konuda uluslararası referenz 
laboratuvarlara bağımlı olunması, söz konusu takibin sağlıklı bir şekilde yapılmasını 
engelleyen en önemli olumsuzluk olarak karşımıza çıkmaktadır. 
 
Bu çalışmanın her aşamasında özveri, olumlu yönlendiriciliği, sabır ve yapıcı 
eleştirilerinden dolayı, Danışman Hocam Prof. Dr. Aykut ÖZKUL’a, Ankara 
Üniversitesi Veteriner Fakültesi Viroloji Anabilim Dalı’nın tüm olanaklarından 
faydalanmamı sağlayan ve tez izleme komitesi çalışmalarında olumlu yönlendirmeleri 
ile katkıda bulunan Prof. Dr. Đbrahim BURGU’ya, yardım ve desteklerini gördüğüm 
Viroloji Anabilim Dalı öğretim üyeleri Prof. Dr. Yılmaz AKÇA, Prof. Dr. Feray 
ALKAN, Doç. Dr. Seval BĐLGE DAĞALP, Doç. Dr. M. Taner KARAOĞLU ve     
Doç. Dr. T. Çiğdem OĞUZOĞLU ile tez izleme komitesi üyesi Prof. Dr. Hakan 
YARDIMCI’ya, doktora tez çalışmam boyunca birlikte görev yaptığım Araştırma 
Görevlisi ve doktora öğrencisi arkadaşlarıma ve tez çalışmama katkıda bulunan herkese 
teşekkür ederim. 
 
Her zaman gösterdikleri fedakarlık, sabır ve teşviklerinden dolayı sevgili aileme ve tez 
çalışmamın yazımında desteği için Ferhat AYKOL’a en içten teşekkürlerimi sunarım. 
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AGID              : Agar Gel Đmmuno Diffüsion 
AH                  : Arthrogryposis-Hydranencephaly 
Bç                   : Baz çifti 
B-ELĐSA        : Blocking ELĐSA 
BHK               : Baby Hamster Kidney 
BT : Bluetongue (Mavidil) 
BTV : Bluetongue virus (Mavidil virusu)  
°C : Santigrat derece 
cDNA : Komplementer deoksiribonükleik asit 
C-ELISA : Competitive-enzyme linked immunosorbent assay 
CF                   : Complement Fixation 
CIEF               : Counter immun electrophoresis 
cm³                  : Santimetreküp 
CO2                  : Karbondioksit 
CPE : Cytopathic effect 
dNTP : Deoksi nukleotid tri phosphate 
DKID50 : Doku kültürü enfeksiyon doz % 50 
DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
ELISA : Enzyme linked immunosorbent assay 
FDS : Fötal dana serumu 
HI                    : Hemaglütinasyon Đnhibisyon 
I-ELĐSA          : Đmmuncapture enzyme linked immunosorbent assay 
IF                    : Đmmunfloresan 
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jRT-PZR         : Jenerik Reverz transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu 
Kb                   : Kilobase 
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MAb : Monoklonal antikor 
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µl : Mikrolitre 
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OIE : Office International des Epizooties (Dünya Hayvan Sağlığı Örgütü) 
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RNA : Ribonükleik asit  
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1. GĐRĐŞ 
 

 

Mavidil (Bluetongue, BT), sokucu sinekler ile nakledilen, evcil ve bazı yabani 

ruminantların konjesyon, ödem ve hemoraji ile karakterize, özellikle dişi ve erkeklerin 

üreme organlarına yerleşerek döl veriminde azalma, abort ve konjenital anomaliler 

nedeniyle önemli ekonomik kayıplara neden olan, mortalite ve morbidite oranı yüksek 

viral bir hastalıktır (Murphy ve ark.,1999). BT, Dünya Hayvan Sağlığı Örgütü 

(OIE)’nün düzenlediği Đhbarı Mecburi hastalıklar listesinde yer almaktadır (OIE, 2000). 

       BT ilk defa 1905 yılında Güney Afrika’da Theiler tarafından bildirilmiştir. 

Yirminci yüzyılın başlarına kadar hastalık bilimsel çalışmalarda ‘‘Malarial Catarrhal 

Fever’’ olarak tanımlanmıştır. BT ismi ise ilk kez 1905 yılında Spreull tarafından 

önerilmiştir (Mertens, 1999). Afrika’ya özgün bir hastalık olduğu düşünülen BT 

enfeksiyonunun, 1943 yılında Kıbrıs’ta görülen ve koyunlarda ekonomik kayıpla 

seyreden enfeksiyonunun etkeninin Bluetongue virus tip 3 (BTV-3) olarak identifiye 

edilmesi sonrasında Afrika’nın dışındaki ülkelerde de varlığı belirlenmiştir (Gibbs, 

1992). Kaliforniya’da 1952 yılında Mc Gawan tarafından klinik olarak teşhis edilmiş ve 

daha sonraki yıllarda etken Mc Kercher ve ark. (1953) tarafından izole edilmiştir. 

‘‘Soremuzzle’’ olarak isimlendirilen enfeksiyonun BT olduğu anlaşılmıştır. Büyük 

ekonomik kayıplara yol açan bu enfeksiyon sıklıkla görülmüş ve 1953’te daha önce 

enfeksiyon geçirmemiş sürülerde %100’e varan bir morbidite oranına ulaştığı 

bildirilmiştir (Hourrigan ve Klingsporn, 1975a; Mertens, 1999).  Enfeksiyon, 1940’da 

Filistin, 1956’da Portekiz ve Đspanya, 1958’de Pakistan, 1977’de Avustralya, 

Yunanistan, Đsrail ve diğer bazı ülkelerde bildirilmiştir (Hassan, 1992; Mertens, 1999). 

Bundan başka, 1998 yılından bu yana Bulgaristan, Yunanistan, Đtalya, Portekiz, Ege 

adalarını etkileyen BT enfeksiyonu epizootisi seyretmektedir (Mellor ve Wittmann, 

2002). Son dönemlerde Hollanda, Belçika, Lüksemburg, Fransa ve Almanya gibi kuzey 

Avrupa ülkelerinde ilk defa görülen BTV-8’ in sığırlarda da hastalığa neden olduğu 

bildirilmektedir (Thiry ve ark., 2006; Toussaint ve ark., 2007; Hoffmann ve ark., 2008). 



 
 

      BTV’ nin 24 serotipinin varlığı ve serotipler arasında çok düşük çapraz bağışıklığın 

olması aşılama stratejilerinde problemlere yol açmaktadır. Fertilite problemleri, ölüm, 

hayvan hareketlerinin ve ticari tohum ithalinin kısıtlanması gibi ekonomik kayıplara yol 

açması sebebiyle ihbarı mecburi hastalıklar arasında yer almıştır. 

 
1.1. Etiyoloji 
 

BTV’nin, biyolojik ve antijenik özellikleri yönünden Orbivirus genusuna dahil diğer 

viruslar ile [African Horse Sickness virus (AHSV), geyiklerin Epizootic Haemorrhagic 

Disease virusu (EHDV) ve Palyam virus]  yakınlığı olduğu belirlenmiştir (Roy, 1996).  

 

      BTV, Reoviridae ailesinin orbivirus cinsinde Bluetongue virus grup içerisinde 

sınıflandırılmış olup, 24 serotipi vardır. Serotipler arasında virulans farklılıkları ve çok 

düşük çapraz bağışıklık tespit edilmiştir (Roy, 2002). 

 

      BTV genomu linear yapıda, çift iplikçikli 10 RNA segmentinden oluşur ve 

büyüklüğü yaklaşık 19,2 kb’dır (Roy, 2002). BT virusunun dansitesi 1.337 g/cm3 dür. 

Genomunun %57’si AU, %43’ü GC’dir. RNA segmentlerinin 5’ ve 3’ terminalleri 

korunmuştur. Bu terminallerin pozitif iplikçikteki dizinleri 5’ ucunda GUUAAA ve 3’ 

ucunda ACUUAC’dir ( Mertens ve Sangar, 1985). 

 

      Virion 4 büyük (VP2, VP3, VP5 ve VP7) ve 3 küçük (VP1, VP4 ve VP6) yapısal 

proteinden meydana gelmiştir. Kübik simetrili nükleokapsit 2 katmanlı ve ortalama 85 

nm çapındadır. Çift tabakalı partikül virusun tam infeksiyöz şeklidir. Dış kapsit düzenli 

yayılmış VP2 ve VP5 yapısal proteinlerden meydana gelmiştir. Dış kapsitin altında 

“Kor” (Core) adı verilen iç kapsit ve genom bulunur. Virion kor bölgesi, transkripsiyon 

ve viral RNA ları paketlemek için gerekli bir kaç enzimi içerir. Đç kapsit düzenli 

yayılmış VP1, VP3, VP4, VP6 ve VP7 yapısal proteinleri ile NS1, NS2 ve NS3 olarak 

adlandırılan yapısal olmayan proteinlerden meydana gelmektedir. Her iki katman da 

ikozahedral simetri sergilemekte olup, elektron mikroskop preparatlarında iç kapsiti 

oluşturan proteinlerin görüntüsü yüzük şeklini andırdığından dolayı bu cinse orbi 



 
 

(yüzük) virus ismi verilmiştir (Knudson ve Monath, 1990; Mertens, 1999). Şekil 1.1’de 

BT virionunun şematik görüntüsü sunulmuştur. 

       

      Çoğu ssRNA virusunun aksine Orbiviruslar enfeksiyon sırasında genetik ve 

antijenik olarak stabildirler. Nokta mutasyonları invivo ortamda ssRNA viruslarındaki 

kadar artış göstermez  (De Mattos ve ark., 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 
Dış Kapsit Yapısal Proteinleri; 

 

Viral protein 2 (VP2): L2 genom segmenti tarafından kodlanan VP2, virusun hücreye 

adsorbsiyon ve penetrasyonunda önemli rol oynamaktadır. Nötralize edici aktivitede 

önemli epitoplar içeren VP2 serotip spesifik antijendir ve serotipin belirlenmesinde 

etkili olmaktadır. Nötralizasyon ve hemaglutinasyon aktivitelerine sahiptir (Van der 

Walt, 1980; Huismans ve Erasmus, 1983; Cowley ve Gorman, 1987). Proteolitik 

enzimlerle birlikte virulensin ortaya çıkmasında görev almaktadır (Roy, 1989a; Roy, 

1989b). VP2 proteini çok değişken olup yer yer glikozillenmiştir. Sekans analizleri 

sonucunda VP2’yi meydana getiren aminoasitlerin bazı serotipler arasında (BTV-1, 2, 

10, 11, 13, 17) benzerlik gösterdikleri görülmüştür (Hirasawa ve Roy, 1990; Oldfield ve 

ark., 1991; Yang ve Li, 1992). Serotipler arası VP2 proteinin aminoasit sekans farklılığı 

%22.4 ile %73 arasında değişmektedir. VP2 proteini antiviral bağışıklığın oluşmasında 

önemli rol oynamaktadır. Baculovirus ekspresyon sistemiyle elde edilen VP2 

proteininin, fare fibroblast L929 hücre yüzeyi reseptörlerine yarışmalı bağlanarak vahşi 



 
 

virusun duyarlı hücreyi enfekte etmesini engellediği indirekt immunfloresan tekniği ile 

gösterilmiştir (Hassan ve Roy, 1999). 

       

       Viral protein 5 (VP5): M5 genom segmentinin kodladığı viral protein 5, dış kapsit 

tabakasında yer almasına rağmen kısmi nötralizasyon aktivitesine sahiptir (Marshall ve 

Roy, 1990). Bu protein, enfeksiyonun başlangıç safhalarında virusun hücreye 

tutunmasında ve hücreye girişinde önemlidir. Dış kapsitin iç yüzeyinde yer alan ve 

oldukça değişken bir protein olan VP5’in sekans analizleri sonucunda aminoasit 

yapısının bazı serotipler arasında (BTV-1, 2, 10, 11, 13, 17) benzerlik gösterdiği ortaya 

konulmuştur (Hirasawa ve Roy, 1990; Oldfield ve ark., 1991; Yang ve Li, 1992). VP5 

de glikozile bir proteindir. 

 

       Yüzey glikoproteini olan VP2 ve VP5 proteinleri konakta bağışıklığın devamını 

sağlayan nötralizan antikorların oluşmasından sorumludur. Bu özelliklerinden dolayı 

söz konusu proteinlerinin aşı üretiminde kullanılması mümkündür. VP2 proteinine karşı 

oluşan antikorların, VP5 proteinine göre daha yüksek düzeyde bağışıklık sağladığı öne 

sürülmektedir (Marshall ve Roy,1990).  

 

Đç Kapsit Yapısal Proteinleri; 

 

Viral protein 1 (VP1): L1 segmenti tarafından kodlanan ve virionda az miktarda 

bulunan VP1 yaklaşık 150 Kd ağırlığındadır  (Huismans ve Van Dijk, 1990). Yapısal 

proteinler içinde en büyük olan VP1 proteini, RNA polimeraz aktivitesine sahiptir (Roy, 

1989b). 

 

      Viral protein 3 (VP3): Đç kapsidin genoma yakın iç yüzeyinde yerleşmiştir. L3 

segmenti tarafından kodlanmakta ve 100 Kd ağırlığındadır. Virion morfogenesisinde 

çok önemli göreve sahiptir. Đnternal proteinlerle karşılıklı etkileşerek transkripsiyon ve 

replikasyonda görev alır. Hem virion hem de enfekte hücrede en çok bulunan viral 

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

 



 
 

      Viral protein 4 (VP4): M4 segmentinin kodladığı bir proteindir. Capping enzim ve 

guanil transferaz aktivitesi gibi pek çok görevi bulunmaktadır (Le Blois ve ark., 1992). 

 

      Viral protein 6 (VP6): Viral replikasyon ve transkripsiyonun enzimatik 

komponentidir. Segmet 9 tarafından kodlanmaktadır ve yaklaşık 35 Kd ağırlığındadır 

(Roy,1989b). Helikaz ve NTPase aktivitesi gibi önemli görevleri bulunmaktadır. 

       

     Viral protein 7 (VP7): Segment 7 tarafından kodlanan trimer yapıda bir proteindir. 

Dış kapsidin hemen altında T=13 ikozahedral şeklindedir. Transkripsiyonel olarak aktif 

virus korunu sarmaktadır. Đmmun dominant serogrup spesifik antijendir. Yaklaşık 

olarak 38 Kd ağırlığındadır. Virusun enfekte hücre içerisinde olgunlaşmasında ve 

hücreden ayrılmasında görev almaktadır. Nötralizan antikorlarla etkileşerek konakta 

antiviral bağışıklığın oluşmasında önemli rol oynar. Hidrofobik yapılı olan BTV virusu 

VP 7’si AHSV-4 virusuyla benzer şekilde tek bir lizin kısmı içerir (Yu ve ark., 1988; 

Kowalik ve Li, 1991).  

 

Yapısal olmayan proteinler; 

  

En küçük genom segmenti olan Segment 10, NS3 ve NS3a’yı kodlamaktadır. M6 

segmenti NS1 yapısal olmayan proteinini kodlamaktadır. Segment 8 ise NS2 proteinini 

kodlar. NS3 proteini 229 aminoasitten; NS3A proteini ise 216 aminoasitten oluşmuştur. 

NS1 proteini 552 aminoasitten; NS2 proteini ise 357 aminoasitten oluşmuştur. 

NS3/NS3a yapısal olarak glikoprotein yapısındadır. Her iki protein de hücre 

membranında lokalize olmuşlardır. NS2 proteini ise sitoplazmada ve viral inklüzyon 

cisimciklerinde bulunmaktadır. NS1 proteini, sitoplazmada bulunan ve virusun 

replikasyonunda önemli aktivitesi olan tubüler yapılarla (mikrotubüller ve intermediate 

filamentler) yakın ilişkilidir. Yapısal olmayan proteinler virülensin belirlenmesinde 

önemli rol oynamaktadırlar. Sitotoksiktirler ve hücre membranlarında hasar 

oluşturabilirler (Martin ve ark., 1998; Niekerk ark., 2001). NS2 proteini NS1 ve NS2 

enfekte memeli hücrelerinde tespit edilirken, NS3/NS3a insekt hücrelerinde fazla 

oranda bulunmaktadır (Guirakhoo ve ark., 1995). NS3 ve NS3a proline’den zengin bir 

amino ucu, iki glikoprotein bölgesi ve iki hidrofobik bölgeden meydana gelmiştir. Đki 



 
 

hidrofobik kısım (HI ve HII) sitotoksiteyi sağlamaktadır. NS3/NS3a proteinleri, progeni 

virionların hücre lizisi ile salınmasında ve virusun yayılmasında rol oynamaktadır. 

Konak hücre protein kompleksleriyle (annexin II, p11, Tsg101, MVB) karşılıklı 

etkileşerek virulensin ortaya çıkmasında etkili olmaktadırlar (Hyatt ve ark, 1993; 

Beaton ve ark., 2002). NS2 proteini transkripsiyonda görev alır. Proteolitik enzimlerle 

birlikte fosforilasyon aşamasında önemli rol oynar. 

 

      Đmmunolojik olarak pluralite özelliği gösteren etkenin bütün serotipleri 

komplementi bağlayan ortak antijene sahiptir (Erasmus, 1990). 

 

     Virus çevre şartlarına kısmen direnç gösterir (Erasmus, 1990) ve zarsız olmasına 

rağmen sığır, kobay, insan, tavuk ve kaz eritrositlerini hemaglutine eder (Coakley ve 

ark., 1980). Virus sitratlı kanda yıllarca aktivitesini korur. Virus ısıya oldukça 

dayanıklıdır. Enfeksiyözitesini -70°C ve daha düşük ısılarda yıllarca koruyan virus, 

20°C ve 4°C de dayanıklı ancak -20°C ve 60°C de hızla inaktive olur. Dondurma-

çözünme, ultraviyole, gamma irradyasyona nisbeten direnç gösterir. pH 6,5-8,0 arasında 

ve eter, kloroform gibi yağ solventlere dayanıklıdır (Erasmus, 1990). Virusun 

infektivitesi pH 3’ de kaybolur. MgCl2 ve CsCl gibi katyonlar ve 6,5’ den düşük pH dış 

kapsit proteinlerinin uzaklaşmasını sağlar. Purifiye virus, 4°C, pH 8’ de 0,1 M tris/HCl 

içinde muhafaza edildiğinde bir yıl sonra enfektivitesinde önemli bir azalma 

görülmemiştir. Proteolitik enzimlerle sınırlı muamele infektiviteyi artırır. Yüzde 95 lik 

etanol, fenol ve klor dezenfektan olarak kullanılabilir. Sodyum karbonat, etil alkol ve 

yüzde 3’lük sodyum hidroksit gibi çok kullanılan antiseptiklere karşı virusun nispeten 

dirençli olduğu tesbit edilmiştir (Erasmus, 1990). 

 

Virus Kültivasyonu 

       

BTV birçok primer ve devamlı hücre kültüründe üretilebilmektedir. Fakat en hassas 

hücre kültürünün Baby Hamster Kidney-21 (BHK-21) olduğu bildirilmektedir (Bando, 

1975). Virusun üretilmesinde devamlı hücre kültürlerinden African Green Monkey 

Kidney (Vero) hücre kültürleri de kullanılmaktadır. Virus, Vero hücresi ile 

karşılaştırıldığında BHK-21 hücresinde daha kısa zamanda ve yüksek titrede 



 
 

üremektedir. Ayrıca virusun sığır endotel hücresinde de (CPAE) yüksek titrede ürediği 

bildirilmiştir (Wechsler ve McHolland, 1988). Virus üretilirken ilk inokulasyon 

embriyolu tavuk yumurtasına (ETY) yapılır ve daha sonra doku kültürlerine adapte 

edilir (Erasmus, 1990).  BTV’nin saha izolatlarının ilk izolasyon çalışmalarında ETY’na 

intravasküler yolla inokulasyonlar yapılmış olup, izolasyondaki başarının BHK-21 ve 

Vero hücrelerinde yapılan izolasyon denemelerine oranla daha yüksek olduğu 

bildirilmiştir (Goldsmit ve ark., 1975). Virus, ETY’nın yumurta sarısında 30-35°C de 

üretilebilmektedir. Embriyolu tavuk yumurtasına intravasküler yolla inokulasyonun sarı 

kesesine yapılan inokulasyona oranla 1000 kat daha hassas olduğu bildirilmiştir 

(Goldsmit ve ark., 1975; Clavijo ve ark., 2000). Virusun sürekli yapılan yumurta 

pasajları, virulensinin düşmesine neden olmaktadır. 

       

      BTV duyarlı hücre kültürlerinde sitopatik etki (CPE) oluşturarak ürer. Viral 

replikasyon sırasında intrastoplazmik  (is) ve intranüklear (in) inklüzyon cisimcikleri 

tespit edilmektedir. Duyarlı hücre kültürlerinde CPE’nin oluşum süreci hücreden 

hücreye değişiklik göstermektedir. Çoğu hücre kültürlerinde 4 ila 5. günlerde ilk CPE 

oluşumu gözlenmiştir. Virusun Madin-Darby canine kidney (MDCK), Rainbow Trout 

Gonad (RTG) ve Gekko Lung (GL) hücrelerinde CPE oluşturmadan ürediği 

bildirilmiştir (Wechsler, McHolland, 1988). BTV, BHK-21, Bighorn Sheep Fetal 

Tongue (BHFTE), Bovine Turbinate (BT) ve Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) 

hücrelerinde sayılması zor, çok fazla sayıda plak oluştururken (Wechsler ve McHolland 

,1988) Vero ve L929 hücrelerinde sayılabilir nitelikte etrafı sınırlı belirgin plaklar 

meydana getirmektedir (Howell ve ark.; 1967; Thomas , Samagh, 1979). Deneme 

hayvanı olarak yeni doğmuş veya olgun farelere yapılan intraserebral enjeksiyonlar 

başarılı olmaktadır. Ancak yeni doğmuş fare yavrularının daha duyarlı olduğu 

bildirilmiştir (Inaba, 1975).  

 

 

 

 

 

 



 
 

1.2. Epidemiyoloji 

 

1.2.1. Bulaşma 

        
BT enfeksiyonu Culicoides cinsine bağlı sokucu sinekler ile nakledilir. Yeryüzünde 

tropik ve subtropik bölgede yaşamları için gerekli olan ekolojik şartlara sahip olan 

vektörün 1000 den fazla türünün olduğu ancak bunlardan sadece 17’sinin BT 

enfeksiyonu ile ilgili olduğu ve bunun vektörün genetik karakterine bağlı olabileceği 

vurgulanmaktadır (Sellers, 1975; Inaba, 1975; Seller ve Pedgley, 1985; Parsonson, 

1992; Hassan, 1992; Dik, 1997; Mertens, 1999). Hastalığın naklinde temel rolü oynayan 

sinek C. imicola olarak kabul edilse de, C. obseletus ve C. pulicaris gibi diğer türler de 

duyarlı bireyler arasında virus naklini başarıyla gerçekleştirebilmektedir. Son yıllarda 

yapılan çalışmalarda bazı serotiplerin belirli Culicoides alt türleri tarafından nakledildiği 

ortaya konulmuştur (Mellor ve Witmann, 2002). Çizelge 1.1’ de BTV serotiplerinin 

naklinde önemli rol oynayan bazı Culicoides türlerinin dünyadaki coğrafi dağılımları 

sunulmuştur. 

 

Çizelge 1.1. : BTV serotiplerinin coğrafi dağılımı ve başlıca Culicoides vektör türleri 

 Coğrafya BTV serotipleri Vektör türleri 

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

Asya 1-4, 7, 9, 10, 12,16, 17, 20, 21, 

23 

C.imicola,C. schultze grp., C. 

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. Đnsignis, C. 

variipennis 

G. ve O. 

Amerika, 

Karayipler  

1, 3, 4, 6, 8, 12, 17 C. insignis  



 
 

      Türkiye’de Culicoides’ler üzerine yapılan çalışmalarda (Dik, 1989; Dik, 1993; 

Yılmaz, 1994; Dik, 1995; Mellor ve ark., 1995) 57 farklı tür saptanmıştır.  Yine bu 

çalışmalarda BT virusunun naklinde önemli rol taşıdığı bildirilen C. imicola ve C. 

obselatus’un varlığı (Dik, 1989; Dik, 1993; Yılmaz, 1994; Dik, 1995; Dik, 1997) ve 

muhtemelen Türkiye’de C.imicola’nın BT enfeksiyonunun ana vektörü olduğu 

bildirilmiştir (Mellor ve ark., 1995). Hastalığın dominant vektörü olan C.imicola’ nın 

daha çok güney ve batı Anadolu bölgelerinde olduğu, Trakya’da ise bu sokucu sineğe 

sadece Gelibolu yarımadasında rastlandığı saptanmıştır (Tufan, 2006). Trakya’nın 

Gelibolu dışında kalan bölgelerinde ise en sıklıkla tespit edilen tür C.obseletus olarak 

bildirilmiştir. 

 

      Culicoides’ler ekto parazit olmaları yanında, insan ve hayvanlarda enfeksiyon 

etkenlerinin naklinde rol oynamaları ile önem taşımaktadırlar. Ceratopogonidae ailesi 

içesinde sınıflandırılan Culicoides cinsinde yer alan bazı türler protozoal, viral 

etkenlerin ve bazı helmintlerin naklinde biyolojik faktör olarak rol almaları yönünden 

önem kazanmaktadır (Dik, 1997). Culicoides’lerin hayvanlarda büyük ekonomik 

kayıplara neden olan viral enfeksiyonlardan BT, Akabane (AKA ) ve Ibaraki (IBA )’nın 

etkenlerinin yanısıra at vebası, oropouche, epizootic heamorrhagic disease (EHD), 

equine encephalossis, aino, ephemeral fever (EF) ve palyam viruslarının biyolojik, 

fowlpox virusunun mekanik vektörü oldukları bildirilmektedir (Mellor, 2000). 

 

      Culicoides’lerin erkekleri bitki nektarlarıyla beslenirken, dişiler ise insan ve 

hayvanlardan kan emerler. Bunun yumurtaların gelişimi için gerekli olduğu 

bildirilmektedir. Bu nedenle hastalığın naklinde dişiler rol oynamaktadırlar. Isı, ışık ve 

nem gibi faktörlerin yanısıra olgunların uçuş aktivitelerinin üzerinde rüzgâr ve yağmur 

da etkilidir (Dik, 1997). Culicoides’lerin varlığı iklime bağlıdır. Dolayısıyla özellikle 

Culicoides’lerin biyolojik vektör olduğu enfeksiyonlar vektörün yaşam siklusunu 

sürdürebileceği klimatik zonda görülmektedir. Yapılan araştırmalar Culicoides’lerin 18-

29°C arasında aktif, ancak 10°C altı ve 30°C nin üzerinde inaktif olmalarına rağmen 

0°C de iki saat kadar yaşamlarını sürdürebildiğini göstermiştir (Mertens, 1999). Olgun 

Culicoides’ lerin yaşam süreleri yaklaşık 2 ay kadardır ve bu süre içinde 2-3 nesil 

verirler. Yumurtalarının gelişimleri için ısı ve nem önemli olup, kuru ortamda 



 
 

canlılıklarını devam ettiremezler (Dik, 1997). Vertikal bulaşma olmamasına rağmen, 

viral RNA’nın olgunlaşmamış vektörlerden izole edilebildiği bildirilmiştir (White ve 

ark., 2005).  

       

      Viremik bir hayvandan beslenen vektörün kanla birlikte aldığı virus insektin mide 

boşluğuna gelir. Đnsektin mide epitellerinde replike olan ve en yüksek titreye ulaşan 

virus haemocoele geçer. Daha sonra ya diğer organlarda ikinci bir replikasyon geçirir ve 

sonra insektin tükürük bezlerine geçer ya da direkt olarak tükürük bezine geçerek 

replike olur. Beslenme sırasında sağlıklı konakçıyı tükürük salgısı içinde bulunan virus 

ile enfekte eder. Kısa bir yaşam süresine sahip olan vektör bu süre boyunca enfektedir 

ve enfeksiyonun naklinde rol oynar (Mellor, 2000).  

       

      BT enfeksiyonunun epidemiyolojisinde rezervuar-vektör-iklim üçlü faktörü 

önemlidir. Hastalığının yayılışı vektörlere bağlı olduğundan, BT en çok, böcek 

populasyonunun maksimum seviyeye eriştiği sıcak yaz aylarında ve genellikle yağışlı 

mevsimlerde görülür. Özellikle sonbahar sonlarında, soğuk ve nemli havanın etkisi ile 

BT’ nin epizootik formu gelişir ve %80-90 morbiditeyi takiben %50-80 oranında 

mortalite gerçekleşir (Erasmus, 1990). Afrika’da BT salgınları genelde yağışlı 

mevsimde görülmesine rağmen, kurak dönemde de BT salgınlarına rastlanmıştır 

(Erasmus, 1975a; Hourrigan ve Klingsporn, 1975a). Işığın fazla veya az olduğu zaman 

dilimlerinde Culicoides’ lerin uçuş aktivitesinde azalma olur. Rüzgarın şiddeti arttıkça 

uçuş aktivitesi düşer, ancak rüzgarın etkisi ile çok uzak mesafelere taşınan enfekte 

vektörler taşındıkları bölgelerde yeni enfeksiyonlara neden olmaktadırlar. Bu şekilde bir 

bölgeden diğerine hatta bir ülkeden başka bir ülkeye enfeksiyonun naklinin mümkün 

olduğu bildirilmektedir. Bundan başka,  kontrolsüz enfekte hayvan hareketlerinin 

hastalığın görülmediği ülke veya bölgelere enfeksiyonun girişine neden olduğu 

bildirilmektedir (Sellers ve Pedgley, 1985).  

 

       Hastalık kontakt yolla bulaşmamaktadır. Boğalarda ender olarak viremi döneminde 

virus sperma ile nakledilebilmektedir. Culicoides’ lerin yanında kenelerin de hastalığı 

bulaştırdığı bildirilmiştir. Virus, plasentayla da bulaşabilmektedir (Erasmus, 1990; 

Parsonson, 1990; Hourrigan ve Klingsporn, 1975b).  



 
 

BTV ile ilk kez karşılaşan sürülerde enfeksiyonun yayılımı daha hızlıdır. Ekzotik 

bölgelerde enfeksiyon akut seyrederken, endemik bölgelerde subklinik seyir 

göstermektedir (Bowne, 1973).  

 

1.2.2. Konakçı Duyarlılığı  

Enfeksiyon spektrumunda sığır, koyun, keçi, deve, fil, antilop, bufalo, Kuzey Amerika 

Elk’i, ceylan ve beyaz kuyruklu geyik gibi evcil ve yabani ruminantlar bulunmaktadır. 

Bunların ayrıca virus rezervuarı oldukları da bildirilmiştir (Hourrigan, Klingsporn, 

1975b; Hoff ve Hoff, 1976; Bender ve ark., 2003). Bazı karnivor türleri ile (Alexander 

ve ark., 1994) rodentlerde oluşturulan deneysel BT enfeksiyonu ile bu hayvanların da 

duyarlı olduğu gösterilmiştir (Cabasso ve ark., 1955; Venter ve ark., 1993). BT 

enfeksiyonuna karşı evcil gevişgetiren memeli hayvanlar arasında en duyarlı türler 

koyunlardır. Sürülerde %2-45,6 arasında bir mortalite gözlenir (Erasmus,1990; 

Parsonson, 1992). Seronegatif sürülerde bu oran daha yüksek olabilmektedir (Hourrigan 

ve Klingsporn, 1975a). Dünyadaki tüm koyun ırkları BT hastalığına duyarlılık gösterir. 

Bununla birlikte ırklara göre klinik belirtiler büyük farklılıklar oluşturabilmektedir. 

Merinos ırkı koyunlar hastalığa en duyarlı ırklardır. Diğer önemli faktör ise koyunun 

homolog veya antijenik yakınlık gösteren bir etkenle daha önce karşılaşıp 

karşılaşmadığıdır (Sellers, 1983; Erasmus, 1990).    

 

      Koyunlarda yaklaşık 30 gün (Goldsmit ve ark., 1975) süren vireminin sığırlarda 100 

gün (Luedke ve ark., 1977) kadar sürmesi rezervuar olarak sığırları ön plana 

çıkartmaktadır. Sığırlardaki vireminin uzun olmasının hem enfeksiyonun nakli hem de 

vektörün aktif olmadığı kış aylarında etkenin bir sonraki sezona aktarılmasında önemli 

rol oynadığı belirtilmektedir (Goldsmit ve ark., 1975; Luedke ve ark.,1977). BTV, at ve 

domuzlarda enfeksiyon oluşturmamaktadır. Koyunlar sığır ve keçilere göre hastalığa 

karşı daha duyarlı olup,  sığır ve keçilerde herhangi bir klinik bulgu tespit edilmemesine 

karşın, koyunlarda enfeksiyona bağlı klinik bulgu ve ölümler bildirilmiştir. Bu durumun 

her konakçı türüne ait mikrovasküler endotel hücrelerinin BT enfeksiyonuna karşı 

göstermiş oldukları spesifik yanıttaki farklılıklardan ileri geldiği düşünülmektedir 

(DeMaula ve ark., 2002). 

       



 
 

      Koyunlardan farklı olarak sığırlarda klinik enfeksiyonun ortaya çıkmasındaki en 

önemli nedenin daha önceden vücuda girmiş olan BTV veya ilgili virusların neden 

olduğu IgE’ lere bağlı hipersensitivite olduğu bildirilmektedir. Bu sığırlarda BT ile ilgili 

semptom ve lezyonların ortaya çıkması BTV spesifik serum IgE antikorlarının ani artışı 

ile paralellik göstermektedir. Bu durum histamin, prostaglandinler ve tromboxane A2  

gibi endojen mediyatörlerin salınımı ile ilişkilidir (Emau ve ark., 1984). Luedke ve ark. 

(1967), sığır ile koyunlar arasında virusun aynı vektörle (C. variipennis) nakledildiğini 

deneysel enfeksiyonlarda bildirmiştir. BTV hem doğal yaşam ortamında hem de 

deneysel olarak yabani hayvanlarda enfeksiyon oluşturmaktadır. Develerde BTV 

antikorlarının varlığı saptanmıştır (Chauhan ve ark.,2004). Yabani hayvanlardan antilop, 

geyik, yabani koyun ve keçilerde doğal BT enfeksiyonlarına rastlanmaktadır. Bu hayvan 

türlerinde şiddetli enfeksiyon oluşur ve %80-90 arasında değişen bir mortalite 

gözlenmektedir (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) oluşturulan deneysel BTV enfeksiyonlarında 

bu hayvanların enfeksiyona duyarlı olduğu gösterilmiştir.   

 

1.2.3. Enfeksiyonun Coğrafi Dağılımı  

Çiftlik hayvanlarının önemli bir enfeksiyonu olan BT, Amerika (Hourrigan ve 

Klingsporn, 1975a), Afrika (Anon., 2004d; Parsonson, 1992), Güney Asya, Kuzey 

Avustralya (Erasmus, 1990) ve özellikle Güney Avrupa’da yaygındır (Anon., 2004b; 

Anon., 2004c; Breard ve ark 2004). Hastalık son olarak Avrupa kıtasının daha önce hiç 

etkilenmemiş kuzey bölgelerinde görülmüştür (Anon., 2004a; Mellor ve Witmann, 

2002). Kuzeydoğu Amerika ve Kanada BT enfeksiyonundan aridir. Daha ılıman bir 

iklime sahip olan Arjantin, Brezilya ve Şili gibi Güney Amerika’ nın bazı ülkelerinde 

görülen BTV salgınlarında BTV-12 izolasyonu yapılmıştır (Clavijo ve ark., 2002). 

         

       BT enfeksiyonu vektör biyolojisi için uygun klimatik zon olan, Amerika kıtasında 

30° güney, 50° kuzey enlemleri, dünyanın diğer kıtalarında ise 35° güney, 40° kuzey 

enlemleri arasındaki ılıman iklimli ülkelerde görülmektedir (Mellor ve Wittmann, 

2002). Asya kıtasında bulunan Türkiye 35° güney, 42° kuzey enlemleri arasında yer 

almaktadır. Sadece Kuzeydoğu Anadolu Bölgesinin bir kısmı bu alanın dışında 



 
 

kalmaktadır. Bu kuşakta yer alan birçok ülkede sıklıkla enfeksiyon tekrarlanmış ve ciddi 

ekonomik kayıplara neden olduğu belirtilmiştir (Mellor ve Wittmann, 2002). 

      

      BTV’nin değişik coğrafyalardan tespit edilen izolatlarına yapılan sekans 

analizlerinde virusun 2 farklı genetik hattı belirlenmiştir. Doğu hattı, Avustralya ile 

birlikte Hindistan gibi orta ve uzak doğu ülkelerinden izole edilen virusları içerir. Batı 

hattı ise Afrika ve Amerika kıtalarında bulunan virusları içerir. Avrupa’da çıkan BTV 

salgınlarında doğu ve batı hattında bulunan viruslar izole edilmiştir (Maan ve ark., 

2004). 

     

      BTV’ nin mevcut izolatlarına yapılan sekans analizleri sonucunda, 6 serotipin 

(BTV-1, 2, 4, 8, 9 ve 16) dört farklı yolla Avrupa’ ya girdiği ve 1998 yılından beri 

salgınlara neden olduğu ortaya konulmuştur. Birinci yol, Orta Asya’ dan orijin 

almaktadır; Türkiye’nin doğusunu ve Kıbrıs’ı geçerek Balkanlar üzerinden Avrupa’nın 

iç kesimlerine doğru uzanmaktadır. Đkinci yol, Kuzey Afrika’ dan (Tunus ve Cezayir) 

başlayarak Đtalya ve doğu Akdeniz adalarına ulaşmaktadır. Üçüncü yol ise Fas orjinlidir 

ve Đspanya’ nın güney bölgeleri ile Portekiz’e kadar devam etmektedir. Avrupa’ nın 

kuzey bölgelerine ulaşan dördüncü yol hakkında kesin bir bilgi bulunmamakla beraber 

Güney Afrika orijinli olduğu düşünülmektedir. Đsrail’ de 2006 yılında identifiye edilen 

BTV-15’ in gelecek yıllarda Avrupa’ da hastalıklara yol açabileceği düşünülmektedir 

(Şekil 1.2) (Mertens, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.2: BTV serotiplerinin Avrupa kıtasına erişim yolları (Saegerman ve ark., 2008). 



 
 

      BTV’ nin farklı sahalardan tespit edilen izolatlarının 2 nolu RNA segmentine ait 

nükleik asit dizi analizleri ortaya konulmuş ve filogenetik yakınlığın izolatların coğrafik 

orijinleri ve kendilerini nakleden Culicoides türleri ile ilişkili olduğu bildirilmiştir. 

Viruslar, Afrika/Avrupa, Asya/Avustralya, Amerika/Karayip adaları ve Kuzey Amerika 

olmak üzere dört grupta toplanmıştır. Yapılan bölgesel gruplandırma, belli bir bölgede 

daha önce hastalığı taşımayan farklı Culicoides türlerinin ortaya çıkmasıyla doğrudan 

ilişkilidir (Balasurya ve ark., 2003). Son yıllarda yapılan çalışmalar sonrasında ortaya 

atılan hipotez, belirli serotiplerin belirli Culicoides alt türleri tarafından nakledildiğidir. 

(Mellor ve Witmann, 2002). 

 

      Türkiye’de varlığı 1944 yılından beri bilinen bu enfeksiyonla ilgili olarak yakın 

zamanda yapılan çalışmalarda, Ege Bölgesi ve Trakya’da BTV izolasyonu yapılmıştır. 

Trakya Bölgesinde 1999 yılında sahadan BTV izolasyonu gerçekleştirilmiş ve BTV-9 

olarak identifiye edilmiştir. Mellor ve Wittmann (2002), BTV’ nin 1998 yılından beri 

Güney ve Batı Anadolu da aktif  olduğunu, 2000 yılındaki salgında BTV-16 izolasyonu 

ve identifikasyonun yapıldığını bildirmektedir. Türkiye’de halen BTV’nin tip 2, 4, 9 ve 

16 olmak üzere 4 farklı serotipinin varlığı bildirilmektedir (Ertürk, 1994; Mellor ve 

Witmann, 2002). Enfeksiyonun Türkiye’deki varlığının yanında, özellikle son 3 yıldır 

gerek balkanlar (Anon., 1999; Anon., 2004a) ve gerekse Kuzey Afrika orijin kabul 

edilmek suretiyle Đspanya, Fransa ve Đtalya (Anon., 2004b; Anon., 2004c) üzerinden 

Avrupa kıtasının iç kısımlarına doğru tehditkar ilerleyişi gözlenmektedir (Mellor ve 

Witmann, 2002). 

 

      Gürtürk ve ark. (1980) Aydın bölgesinden topladıkları 21 adet sığır kan serumundan 

19 adedinde, Türkiye’de ilk defa BTV’ye karşı nötralizan antikor saptamışlardır. 

Türkiye’de BT enfeksiyonu ile ilgili olarak yapılan birçok çalışmada (Bolat, 1986; 

Hazıroğlu, 1987; Girgin ve Yonguç, 1988; Öztürk ve ark., 1990; Burgu ve ark., 1992; 

Ertürk, 1994; Mellor ve ark., 1995; Özgünlük, 2003; Yıldırım, 2003) sığır, koyun ve 

keçi populasyonlarında enfeksiyonun yaygın olarak bulunduğu ortaya konulmuş olup; 

bu çalışmalarda Türkiye’ nin değişik bölgelerinde BTV-4 seroprevalansı koyunlarda 

%0-100, keçilerde %2,8-50 ve sığırlarda da %0-75,21 oranları arasında bildirilmiştir. 

       



 
 

       Karaoğlu ve ark. (2003) Trakya bölgesinde 5 ile bağlı 21 ilçe/köyden örneklenen 

557 adet sığır serumunda BTV enfeksiyonunun seroprevalansını % 94.8- 97.5 olarak 

tespit etmiştir. 

       

      Bulut ve ark. (2006) Konya bölgesinden 562 adet koyun ve keçi kan serumu örneği 

toplamışlardır. Yapılan ELĐSA testi sonucunda koyun ve keçilerde BT seropozitifliği 

sırasıyla %14.4 ve %60; SN testi ile de sırasıyla %13.9 ve %53.5 oranında bulmuşlardır. 

 

      Gür (2008) 82 adet kursaklı ceylan (Gazella subgutturosa subgutturosa), 684 adet 

koyun ve 100 adet sığır kan serumunda yaptığı competitive ELISA testi sonucunda 

kursaklı ceylan, koyun ve sığırlarda BT seropozitiflik oranları sırasıyla %40.2, %29.5 

ve %88 olarak bulmuştur. 

 

      Yıllar bazında yapılan serolojik kontrollerde ise en belirgin bulgu, BTV-4’e karşı 

yapılan aşılamalara rağmen koyunlarda yeterli düzeyde bağışıklık oluşmadığı ve 

sığırlarda da önemli oranda serokonversiyon oluştuğu gözlenmiştir. Daha önce gerek 

Ege ve gerekse Trakya’da yapılan izolasyonlara paralel olarak yıllar bazında değişken 

BTV-9 ve BTV-16 serokonversiyonları tespit edilmiştir.  

 

      BTV enfeksiyonu Avustralya’ nın kuzey ve doğusu, Güney ve orta Amerika ve 

Karayip Adalarında endemik seyretmektedir. Bu bölgelerdeki seropozitif sığır ve 

koyunların büyük çoğunluğu virusla enfekte değildir (MacLachlan ve Pearson, 2004). 

 



 
 

 

Şekil 1.3. : 2009 Mart ayı itibariyle BTV serotiplerinin AB topluluğu üye ülkelerinde 
dağılımı 
(http://ec.europa.eu/food/animal/diseases/controlmeasures/bluetongue_restrictedzones) 
      

 

1.3. Patogenez 

BTV diğer orbiviruslar gibi lenfotropik ve epiteliyotropik karakterdedir. Bu nedenle en 

şiddetli lezyonlar lenfoid ve epitel dokudan zengin organ sistemlerinde görülür. 

BTV’nin hemotopoetik, retikuloendoteliyal dokulara ve özellikle endoteliyal hücrelere 

özel bir affinitesi vardır (Murphy ve ark., 1999). Özellikle bazı organ ve küçük kan 

damarları ile bunların dallarına affinite gösterir. Bu affinitenin sebebi tam olarak 

anlaşılamamakla birlikte, endotel hücreleri arasındaki fark ve virusun spesifitesine 

bağlanmaktadır (Erasmus, 1990).  

 

      Hasta hayvanlarda sikluslu bir enfeksiyon tablosu oluşur. Koyunlarda doğal 

enfeksiyon neticesinde, BTV’nin primer replikasyon yeri lokal lenf nodülleridir. Viremi 

4-6 gün sürer. Etken viremiyi takiben diğer lenf nodüllerinde ve lenforetiküler 

dokularda olduğu kadar küçük kapillar ve arterler ile venüllerin endotelium, 

periendotelium ve perisitlerinde hızlı bir şekilde replike olur. Bu dönemde ateş ve 



 
 

lenfopeni ortaya çıkar. Endotelyumda nekroz gelişir ve dokudaki rejeneratif reaksiyon 

ile hiperplazi ve atrofi şekillenir. Bu da damar tıkanması, sıvı akışının durması ve 

eksudasyona yol açar. Böylece beslenemeyen yüzeydeki dokularda oluşan hipoksiye 

bağlı olarak özellikle en dıştaki epitel katmanında şiddetli lezyonlar gelişir (Pini, 1976; 

Mahrt ve Osburn, 1986; Girgin ve Yonguç, 1988; Erasmus, 1990; Mertens, 1999; 

Murphy ve ark.,1999). Beyaz kuyruklu geyiklerde deneysel olarak oluşturulan 

enfeksiyonlarda da benzer bulgular gözlenmiştir (Karstad ve ark., 1961; Karstad ve 

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

 

       Sığır ve koyunlarda deneysel enfeksiyonlar oluşturularak, her iki türün endotel 

hücrelerinde virusa karşı birbirinden farklı hücresel yanıtın şekillendiği tespit edilmiştir. 

Bu durumun koyunlardan farklı olarak sığırlarda hastalığın subklinik görülmesiyle 

ilişkili olduğu düşünülmektedir. Sığırlarda koyunlardan farklı olarak endotel 

hücrelerinin BTV ile enfeksiyonu, maksimal endoteliyal hücre aktivasyonuyla 

sonuçlanmıştır. Çeşitli vazoaktif ve inflamatuar mediatörleri kodlayan genlerin 

transkripsiyonunda ve hücre yüzeyi adhezyon moleküllerinin ekspresyonunda artış 

şekillenmiştir. Koyunlarda ise enfekte endotel hücrelerinde minimal aktivasyon ve 

hücre ölümleri gözlenmiştir. Bundan başka, enfekte koyunlarda koagulasyon değeri 

(prostosiklin /tromboksan oranı) sığırlara oranla çok yüksektir (Barratt ve MacLachlan, 

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

 

      BTV, hastalığın vektörü olan Culicoides cinsine bağlı sokucu sineklerde persiste 

kalmaktadır. Ruminantlarda ise uzun bir viremi dönemi geçirmesine rağmen persiste 

kaldığına dair kesin bir kanıt yoktur  (MacLachlan, 1994; Barratt ve MacLachlan, 1995; 

Singer ve ark., 2001; Bonneau ve ark., 2002). BTV, vireminin ilk dönemlerinde tüm kan 

hücrelerinde bulunmaktadır. Virusun titresi, özellikle eritrosit ve trombositlerde 

lökositlere oranla daha yüksektir. Bu durum, kanda eritrosit ve trombositlerin daha fazla 

sayıda bulunmalarıyla ilişkilidir. Trombositlerin kısa yaşam sürelerinin olmasından 

dolayı vireminin ilerleyen dönemlerinde virus sadece eritrositlerde bulunmaktadır. 

Virus, eritrositlerin yaşam süreleri boyunca eritrositlerde replike olmadan kalmaktadır. 

Böylelikle, eritrositlerin BTV ile enfeksiyonu, viremi döneminin uzun sürmesine olanak 

sağlamaktadır (Brewer ve MacLachlan, 1992, 1994). Enfekte koyun ve sığır kanlarında 



 
 

BTV nükleik asidi, PZR ile 8 ay gibi uzun bir dönem içerisinde tespit edilebilmesine 

rağmen hücre kültürlerinden virus izolasyonu ile BTV nükleik asidinin tespiti daha kısa 

bir dönem içerisinde yapılabilmektedir. Sığır ve koyun kanlarında PZR ile BTV nükleik 

asidi tespitinin, eritrositlerin yaşam süreleriyle ilişkili olduğu düşünülmektedir 

(Tabachnick ve ark., 1996; Bonneau ve ark.,2002; MacLachlan, 2004). Yapılan 

deneysel çalışmalarda, PZR ile BTV nükleik asidinin tespit edildiği ancak virus 

izolasyonunun yapılamadığı ruminant kanı, vektöre thorax içi inokule edildiğinde 

enfeksiyonun şekillenmediği gözlemlenmiştir (MacLachlan, 1994; MacLachlan ve ark., 

1994; Tabachnick ve ark., 1996; Bonneau ve ark., 2002). Benzer şekilde kan, 

ruminantlarda da enfeksiyon oluşturmamaktadır (MacLachlan ve ark., 1989; 1994). 

Gamma delta T hücrelerini içeren koyun ve sığır lenfosit hücre kültürleri BTV ile 

persiste enfekte olabilirler (Stott ve ark., 1990; 1992; Takamatsu ve ark., 2003). CPE 

görülmeyen bu persiste enfeksiyon, konak hücrenin lizisi ile sonuçlanmasa da virus 

partikülleri hücre zarından tomurcuklanma ile hücreyi terk edebilmektedir. BTV dış 

kapsit proteinleri olan VP2 ve VP5,  bu zarf tarafından maskelenirler ve membran zarflı 

virus partiküllerinin antikorlar tarafından nötralize edilmesine kısmen engel olurlar.  

 

      BTV, vektörlerin bulunmadığı kış mevsiminde konakçıda 9-12 aya kadar canlı 

kalabilmektedir. Bu dönem içerinde konakçı türlerinde viremi tespit edilmemiştir. 

Hastalığa ait klinik bulgu ve serokonversiyon yoktur. BTV’ nin kış mevsimini 

konakçıda canlı olarak geçirebilmesinin mekanizması tam olarak açıklanamamıştır. 

Ancak BTV’nin kış mevsimi boyunca konakçı gamma delta T hücrelerinde persiste 

enfekte kalabildiği bildirilmektedir (Stott ve ark., 1990, 1992; Takamatsu ve ark., 2003). 

Gamma delta T hücrelerinin enfeksiyonu konakçıda antikor üretiminden önce 

oluşmaktadır. Viremiden birkaç hafta sonra gamma delta T hücreleri tespit edilemezler. 

Antikor pozitif, antijenin negatif olduğu bu durumlarda hayvanlar saçıcı ya da enfekte 

olarak kabul edilmezler.  

 

      Culicoides türü sokucu sineklerin kan emmesi sonucunda konakçıda deri yangısı 

şekillenmektedir. Yangısal alana BTV ile persiste enfekte gamma delta T hücreleri  göç 

ederek burada aktive olurlar. Bu hücrelerin yüzeyindeki WC-1 ligandı ile deri fibroblast 

hücrelerinin yüzeyindeki WC-1 ligandları arasında oluşan etkileşimler sonucunda 



 
 

persistan enfeksiyonun litik enfeksiyona dönüşümü şekillenmektedir. BTV replikasyonu 

ve yangısal proteazların salınımı artmaktadır. Yangısal proteazlar virus dış kapsit 

proteini VP2’nin ayrılmasına neden olabilmektedirler. Yangısal proteazların 

etkileşimleri sonucu insekt hücrelerine BTV den 100 kez daha enfektif olan subviral 

partiküller şekillenmektedir. Sonuç olarak, sineklerin beslendiği deri yüzeylerinde virus 

saçılımıyla enfeksiyon meydana gelmektedir. Kış sezonunu atlatan konakçıdan yeni 

jenerasyon Culicoides’lerin beslenmesinin sonucunda, ısırık bölgesindeki yangısal alana 

enfekte gamma delta T hücreleri yeniden göç eder ve bunun sonucunda BT enfeksiyonu 

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

 

      BTV kolaylıkla plasentaya geçer ve fötusta intrauterin enfeksiyonlara neden olur. 

Koyunlarda gebeliğin 5-6. haftalarında alınan enfeksiyon hidranensefaliyle sonuçlanır. 

Buzağılarda gingiva hipertrofisi, makroglossi, maksillada anormal gelişim, yetersiz 

vücut gelişimi ve distal ekstremitelerde rotasyon ve bükülmeler ile karakterize 

konjenital malformasyonlar görülür. BT virusu ile intrauterin enfekte edilen sığırlardan 

doğan buzağılarda porensefali, hidranensefali ve artrogripozis tanımlanmıştır (Osburn 

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

 

1.4. Klinik Semptomlar 

BT enfeksiyonu hayvanın türü, ırkı, yaşı, beslenme ve immun durumu, alınan virusun 

virulensi ve miktarı, virusun suşu ve yüksek sıcaklık, UV gibi çevresel koşullara bağlı 

olarak değişken bir enfeksiyon tablosu göstermektedir. Deneysel çalışmalar sonucunda 

enfeksiyonun inkubasyon periyodu 2-15 gün olarak belirlenmiştir. Doğal 

enfeksiyonlarda ise 7 gündür. Beden ısısı 42°C ye kadar yükselmekte ve yüksek ateş 

çoğunlukla 6 gün sürmektedir (Erasmus, 1975a; Tanya ve Gibbs, 1991). 

 

      Doğal enfeksiyonlarda beden ısısında artışı takiben 1-2 gün içerisinde merme ve 

dudak derisi ile ağız mukozası hiperemik bir duruma gelir. Dudak, yüz ve kulaklarda 

ödemler oluşur. Mermede, ağız içi mukozada ve gözde peteşiyel kanamalar görülebilir. 

Merme, burun delikleri, dil, yanak ve ağızda erozyonlar meydana gelir (Sellers, 1983). 

Ağrıdan dolayı dudaklarda şapırdatma ve dilin oynatılması sonucunda ağızda 

köpürmeler görülür. Hasta koyunlar yem almada güçlük çekerler (Erasmus, 1990). 



 
 

Hastalık geliştikçe hayvan durgunlaşır, ruminasyon durur; zamanının çoğunu yere 

uzanmakla geçirir ve kondusyonda bir bozulma görülür. 

 

       Dilde başlangıçta peteşiyel kanamalar ile birlikte yaygın bir hiperemi oluşur. Daha 

sonra dil ödematöz bir hal alır ve ağızdan sarkar. Yaygın olmamasına rağmen dil 

siyanotik görünür ve hastalığa ismini veren ‘Mavidil’ görüntüsüne neden olur (Sellers, 

1983).  

 

       Burunda önce mukoz daha sonra mukoprulent bir akıntı vardır. Bu akıntı kurur, 

kabuk formuna dönüşüp şiddetli dispneye sebep olur (Erasmus, 1975a; Tanya ve Gibbs, 

1991). Perakut vakalarda alveolar ödem sonucunda solunum güçlüğü meydana gelir. 

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

 

       BT hastalığı sırasında çoğunlukla ayakta da lezyonlar oluşur. Koroner bölgede ağrı 

ile birlikte hiperemi ve peteşiyel kanamaları takiben düzensiz mavi veya kırmızı renkte 

çizgiler gözlenir. Ağrıdan dolayı hayvanlar yürümekte güçlük çekerler (Sellers, 1983). 

Arka ayaklarda lezyonlar daha sık görülür. Enfeksiyonu izleyen 7-14. günlerde tırnak 

canlı dokudan ayrılmaya başlar ve enfeksiyondan 3-4 ay sonra eski tırnak bütünüyle 

ayrılarak yerini yenisi alır. Sistemik hastalık tablosuna ek olarak gebe koyunlarda BT 

enfeksiyonu abortusa yol açar. Özellikle gebeliğin erken dönemlerinde alınan 

enfeksiyon fötus için tehlike oluşturur ve hidranensefaliyle sonuçlanır (Erasmus, 1990). 

 

       Sığırlar BT enfeksiyonuna en az koyunlar kadar duyarlıdır. Sığırlarda klinik olarak 

topallık, yüksek ateş, süt veriminde ani düşüş, gözyaşı akıntısı, korneada kızarıklık, 

deride kuruluk, kabuklanma ve dökülme, kılların dökülmesi, meme başlarında kızarıklık 

ve kabuklanma, ağızda ağrılı yaralar, ülserler ve dilde şişme ile seyreder. Mortalite %1 

oranındadır. Klinik enfeksiyonun yanısıra BT enfeksiyonu sığırlarda sıklıkla subklinik 

enfeksiyona neden olur. Fakat enfekte sığırlarda etken özellikle dişi ve erkeklerin üreme 

organlarına yerleşerek döl veriminde azalmaya, abort ve kongenital anomalili (AH 

sendromlu-arthrogryposis hydrancephaly) buzağı doğumları sonucunda önemli 

ekonomik kayıplara neden olur (Metcalf ve ark., 1980; Thomas ve ark., 1986; Erasmus, 

1990; Maclachlan ve ark., 1992).  



 
 

1.5. Nekropsi Bulguları 

BTV enfeksiyonundan ölen hayvanlarda karkas genellikle çok zayıftır ve peteşiyel, 

ekimotik kanamalarla maskelenen solgun dejenerasyon alanları şekillenir. Lenf 

yumruları, özellikle mezenteriyel ve mediastinal lenf yumruları yumuşamış ve şiş 

görünümdedir. Göz kapakları ve konjuktivitada hiperemi ve ödem vardır. Göz ve 

burunda kurumuş akıntılar mevcuttur. Đskelet kaslarında nekrozlar görülür. Sindirim 

sisteminde, ağız boşluğu, özefagus, rumen, retikulum ve abomazum mukozalarında 

hiperemi, hemoraji, erozyon ve ülserler görülebilir. Rumen papilları arasında erozyon 

ve abomazum mukozasında kalınlaşma olabilir. Đnce bağırsak mukozası konjesyonlu 

olup kanamalar şekillenebilir. Peteşiyel kanamalara safra kesesi mukozasında da 

rastlanır. Böbrekler konjesyonludur, idrar kesesi, uretra, vulva ya da prepusyumda 

peteşiyel kanamalar görülebilir. Kalpte sol ventrikulus’un papillar kısmında ve 

myokardın çeşitli bölgelerinde nekrozlar görülür. Ancak bu nekroz kas yığınlarının çok 

derin kısımlarında bulunduğundan görmek için kasları dikine kesmek gerekir. Arteria 

pulmonalis’ in başlangıç kısmında media tabakasında fokal kanamalar ya da peteşiler ile 

karakterize patolojik lezyonlar bulunmaktadır. Benzeri kanamalara aortanın 

başlangıcında, subendokardial ve subepitelial bölgelerde de rastlanır. Perikardiyal 

kesede sıvı toplanmıştır. Solunum sisteminde, farinks ve larinkste ödem ve gözle 

görülebilen peteşiyel ya da ekimotik kanamalar vardır. Bu bölgelerde görülen 

myodejenerasyonlar disfaji ve regurgitasyona neden olur ve sonuçta aspirasyon 

pneumonisi şekillenebilir. Akut olgularda akciğerlerde interlobüler septal ödem, trachea 

ve bronşlar içinde köpüğe rastlanır (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 hücrelerinde oluşturduğu yıkım sonucu lokal mikrovasküler trombozlar 

ve permeabilitede artış şekillenir. Endotel hücrelerinde şişme, küçük damarlarda fibrin 

ve trombosit trombüsleri ve çevre dokularda ödem ile kanama vardır. BTV kutan 

mukoza ve deride proprial ve dermal papilla kapillarlarında, eozinofilik intranüklear ve 

intrastoplazmik inklüzyon cisimcikleri ile karakterize epitelyal nekroza neden olur. 

Epitel tabakasında vakuolleşme şekillenir. Replikasyon esnasında hücrelerde stoplazmik 



 
 

vezikulasyon, nüklear ve stoplazmik hipertofi, piknoz ve karyoreksis oluşur. Akut 

olgularda hafif, lokal nötrofil infiltrasyonları vardır. Komplike olmamış kronik 

olgularda ise lenfosit, plazmosit, histiyositlerden oluşan mononüklear hücre 

infiltrasyonuna rastlanır. Kaslarda fokal dejenerasyonlar, reparatif yangı ve 

mikrovasküler lezyonlar görülür (Girgin ve Yonguç, 1988; Erasmus, 1990; Mertens, 

1999; Murphy ve ark.,1999).  

 

 
1.7. Teşhis 
 
Akut hastalık formunda BT enfeksiyonundan şüphe duyulmasına karşın, perakut ve 

subklinik formlarda sekonder bakteriyel, viral, paraziter ve toksik etkenlerin de olaya 

karışması ile BTV enfeksiyonu şüphesi genellikle gölgelenmektedir. Hastalığın 

sindirim, dolaşım ve genital sistemi üzerinde etkili olması pek çok hastalık ile 

karışmasına neden olmaktadır. Özellikle şap, stomatitis vesicularis, çiçek grubu 

enfeksiyonlar, bovine virus diarhea (BVD-MD),  küçük ruminant vebası, kontagiöz 

ektima, salmonellosis, zehirlenmeler ve fotosensitizasyon ile karışabilmektedir. 

Sığırlarda BT’nin karıştığı hastalıklar arasında şap, veziküler stomatitis, BVD-MD, sığır 

vebası, akabane, ibaraki,  sığırların gangrenli nezlesi ve fotosensitizasyon yer 

almaktadır.  Bu nedenlerden dolayı, klinik bulgular göz önünde bulundurularak 

enfeksiyondan şüphelenilse de kesin teşhis için laboratuvar tanısı şarttır (Luedke, 1992).  

 

      Virolojik teşhis amacıyla; canlı ve beden ısısı yüksek hayvanlardan akut viremik 

fazda defibrine kan, oral, nazal, konjunktival swap örnekleri, lenf yumrusu biyopsi 

materyali, ölen ve/veya öldürülen hayvanlardan akciğer, dalak, lenf yumrusu alınabilir. 

Alınan örnekler en kısa sürede, soğuk zincirde dondurulmadan laboratuvara 

ulaştırılmalıdır. Virus izolasyon şansının arttırılması için alınacak örnekler, özellikle 

canlı hayvanlardan viremi fazında ve sekonder etkenler olaya karışmadan alınmalıdır. 

Ölen hayvanlardan alınan örnekler virus izolasyonu için genellikle uygun olmamakla 

beraber, izolasyonun zorunlu olduğu durumlarda, ortam ısısına bağlı olarak en geç iki 

saat içinde alınmalıdır (Sellers, 1983).  

       



 
 

      Serolojik teşhis için 14 gün ara ile alınacak serum örneklerinin tercihen 

dondurularak, histopatolojik teşhis için %10 formol içinde akciğer, dalak, lenf yumrusu, 

dil, dudak parçalarının gönderilmesi uygundur (Sellers, 1983 ; Luedke, 1992 ). BTV 

enfeksiyonunun teşhisi;  virus izolasyonu, antijen tespiti, nükleik asit tespiti ve sekansı 

ile serumda antikor saptanması olmak üzere 4 temel esasa dayanır.  

 

1.7.1. Virus Đzolasyonu  

Virus izolasyonu, canlı hayvanlardan viremi döneminde alınan defibrine kan ve swap 

örneklerinden, ölen hayvanlarda ise dalak ve lenf düğümlerinden alınan örneklerle 

yapılmaktadır (Sellers, 1983). Virus izolasyonu, lezyonlu bölgelerden alınan 

örneklerden ve kandan embriyolu tavuk yumurtası ve hücre kültürlerine yapılan 

ekimlerinden yapılabilir (Goldsmit ve ark., 1975; Yonguç, 1981; Erasmus, 1990; 

Sellers, 1983).  Primer kuzu böbrek, BHK ve Vero hücreleri izolasyon için çok yaygın 

kullanılmaktadır. Erasmus (1990) primer hücrelerin izolasyon şansını arttıracağını 

bildirmektedir. Buna karşın Vero hücresinin devamlı bir hücre kültürü olması, temininin 

kolaylığı ve kontaminasyon riskini azaltması nedeniyle  bir çok laboratuvarda kullanımı  

tercih edilmektedir. Ayrıca sığır endotel hücreleri (CPAE) ve fare fibroblast hücreleri 

(L929) de izolasyonda kullanılmaktadır (Howell ve ark., 1967; 1970; Wechsler ve 

McHolland, 1988; Wechsler ve Leudke, 1991). C. variipennis’den elde edilen 

transforme lenfoblast hücrelerinde, diğer hücrelerden çok kısa sürede BTV’nin izole 

edilebileceği bildirilmiştir (Wechsler ve ark., 1989; 1991; White ve ark., 2005). 

 

1.7.2. Viral Antijenlerin Tespiti 

Đzole edilen virusun ilk izolasyonu için 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 için ise plak redüksiyon (Howell ve ark., 1967; 

1970; Della-Porta ve ark., 1981) ve nötralizasyon testleri (OIE, 2000) kullanılmaktadır. 

Bu testlerde poliklonal serumlar kullanıldığından antijenik yakınlıklarından dolayı 

ancak grup spesifik antijenler tespit edilebilir. Agar gel immunodiffusion (AGID) testi 



 
 

ile hem antijen hem de etkene özel antikorların varlığı saptanmakla birlikte ortalama 4-6 

saatte sonuç alınmaktadır (Pearson ve ark., 1992). Counter immun electrophoresis 

(CIEF) testinin prensibi AGID testi ile aynı olmakla beraber, tek farkı testin 

hassasiyetini arttırmak için jel ve elektriksel alan kullanılmaktadır (Smriti, 2005). 

Antijen ELISA’nın gittikçe yaygınlaşarak kullanıldığı diğer bir metodu ise, 

immuncapture enzyme linked immunosorbent assay (I-ELISA) ( Hawkes ve ark., 2000) 

ve spesifik monoklonal antikorların (MAb) kullanıldığı sandvich ELISA yöntemidir 

(Thevasagayam ve ark.; 1996). Nunamaker ve ark. (1997), Culicoides variipennis ve 

Culicoides sonorensis’de BTV’nin teşhisinde immunoelekronmikroskopi yöntemini 

kullanmışlardır. Culicoides hücre kültürlerinde viral antijenlerin tespitinde IF ve IP 

yöntemleri kullanılmaktadır (Wechsler ve McHolland, 1988; Wechsler ve ark., 1991). 

Culicoides sonorensis’den elde edilen KC hücre hattında (Wechsler ve ark., 1991) 

antigen-capture ELISA (Ag-Cap ELISA) tekniğiyle BTV’ nin titresi belirlenmiştir 

(Mecham, 2006). Ag-Cap ELISA yöntemiyle viral antijenler sadece yüksek viremili 

hayvanların kanlarında tespit edilebildiklerinden BTV enfeksiyonun teşhisi için bu 

yöntemin yeterli derecede güvenilir olmadığı bildirilmiştir (Mecham, 1993; Stanislawek 

ve ark., 1996; Hawkes ve ark., 2000). Hamblin (2004) koyunlarda oluşturduğu deneysel 

enfeksiyonlarda, viral antijeni enfeksiyon sonrası 12. güne kadar c-ELISA yöntemiyle 

tespit etmesine rağmen, 12. günden sonra c- ELISA’da pozitif reaksiyon oluşmadığını 

bildirmiştir. Bu durumun kronik enfeksiyon sonrası ölen hayvandan viral antijenin 

saçılımıyla ilgili olduğu düşünülse de, özellikle VP7’ ye karşı gelişen antikorların 

interferensi önemli rol oynamaktadır.  

 

      BTV’ nin 24 serotipi antijenik olarak birbirlerinden farklılık göstermesine rağmen, 

aynı Orbivirus serogrubuna ait olduklarından yakın antijenik benzerlikleri 

bulunmaktadır. Erasmus (1990), plak redüksiyon testiyle BTV serotipleri arasındaki 

antijenik ilişkileri serolojik olarak saptamıştır. Ayıca serum nötralizasyon testi 

yardımıyla BTV serotipleri arasında yakın antijenik benzerlikler tespit edilmiştir. 

Antijenik olarak birbirleriyle çok yakın ilişkili olan serotipler arasında kuvvetli kros 

reaksiyonlar oluşmaktadır. Şekil 1.4.’de farklı BTV serotipleri arasındaki serolojik 

olarak ilişkiler gösterilmiştir. 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 1.4: BTV serotipleri arasındaki serolojik ilişki ve derecesi. (Turuncu çizgiler 
güçlü, mavi çizgiler daha zayıf kesikli çizgiler ise serotipler arasındaki en zayıf ilişkiyi 
ifade etmektedir) (Erasmus, 1990) 
       

      Maan ve ark. (2007) farklı BTV serotipleri arasındaki yakın antijenik ilişkileri, her 

bir serotipin segment 2 genomunun sekans analizlerini karşılaştırarak göstermişlerdir. 

Sekans analizleri sonunda, farklı BTV serotiplerinin segment 2 bölgelerine ait nükleotit 

dizinleri arasında %29-59 arasında değişen oranlarda farklılıklar saptanmıştır. Tüm 

BTV serotiplerinin VP2 bölgelerine ait aminoasit sekansları arasında %22.7-72.9 

arasında değişen oranlarda farklılıklar tespit edilmiştir. 

      

      Serolojik olarak birbirleriyle yakın ilişkileri daha önceden tespit edilen 24 BTV 

serotipinin, segment 2 genom bölgelerine ait sekans analizleri yapılmıştır. Filogenetik 

analizler sonucunda, yakın sekans benzerlikleri olan serotiplerin kendilerine özgü bir 

küme oluşturdukları saptanmıştır. Bu değerlendirmeler sonrasında 10 adet küme 

(nükleotip) oluşmuştur. A nükleotipini, BTV-4, 10, 11, 17, 20 ve 24; B nükleotipini, 

BTV-3, 13 ve 16; C nükleotipini, BTV-6, 14 ve 21; D nükleotipini, BTV-8, 18 ve 23; E 

nükleotipini, BTV-5 ve 9; F nükleotipini BTV-7 ve 19; G nükleotipini, BTV-12 ve 22; 

H nükleotipini, BTV-1; I nükleotipini, BTV-2; J nükleotipini ise BTV-15 

oluşturmaktadır. Farklı nükleotiplerin VP2 bölgelerine ait nükleotit sekansları arasında 

en az %40 oranında farklılıklar tespit edilirken, tek bir nükleotip içerisinde yer alan 

serotiplerin VP2 bölgelerine ait nükleotit dizinleri arasında ise en fazla  %35 oranında 

farklılıklar tespit edilmiştir. Serotip 24, filogenetik olarak A kümesi içinde yer alan 



 
 

serotip 4, 10, 11, 17 ve 20 ile ilişkili olmasına rağmen serolojik olarak bu serotipler ve 

diğer kümelerde bulunan serotiplerle ilişkili değildir (Maan ve ark., 2007). ( Şekil 1.5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 1.5: BTV serotipleri arasındaki serolojik ilişki temelinde oluşturulan filogenetik 
gruplandırma (Maan ve ark., 2007). 
 
 
1.7.3. Viral RNA Tespiti 
 

BTV nükleik asidinin tespiti için 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) kullanılmaktadır.  
 
      Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) virus miktarı az ve bozulmaya başlayan 

izolasyon materyallerinde teşhis olanağı sunmasıyla virus izolasyon tekniklerine 

üstünlük sağlamaktadır. PZR’nin etkinliğinin artması, siklus sayısı, başlangıç 

materyalinin kalitesi, hedef DNA uzunluğu, bağlanma ve uzama ısılarının değişkenliği 

gibi pek çok faktöre bağlıdır. BTV  bir RNA virusu olması sebebiyle, viral RNA’nın 

DNA’ya çevrilmesi için reverz transkripsiyon (RT) işlemine ihtiyaç vardır. Tasarlanan 

primerler ile orbiviruslar arasındaki ayrım kolaylıkla yapılmaktadır. Mertens ve ark., 

(2007) Avrupa orijinli BTV-1, BTV-2, BTV-4, BTV-9 ve BTV-16 BTV serotiplerinin 

segment 2 gen bölgelerine ait  primerler tasarlamışlardır. RT-PCR’ da kullanılan bu 

primerlerle farklı BTV serotiplerinin saha ve aşı suşlarının serotipik identifikasyonu 

hızlı ve güvenilir bir şekilde yapılmaktadır. Aynı zamanda birbirleriyle çok yakın 

antijenik ilişkileri olan BTV serotipleri arasında çapraz amplifikasyonun oluşmaması 



 
 

testin spesifite ve sensivitesinin yüksek olduğunu göstermektedir. Farklı genom 

segmentlerinin sekans analizleri yapılarak da söz konusu virusların serotip ayrımları 

yapılmaktadır (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 

suşlarını epidemiyolojik anlamda takibi ve topotiplerin belirlenmesi amacıyla 

kullanılmaktadır.  

  

1.7.4. Antikorların Tespiti 

 

1.7.4.1. Plak Redüksiyon Nötralizasyon Testi (PRNT) 

PRNT , BT antikor tespitinde en duyarlı metot kabul edilmiştir (Russel ve ark., 1967). 

Test serum ile değişen virus kombinasyonları  yaygın olarak kullanılmıştır. PRNT, 

yüksek oranda duyarlı ve kantitatif bir testtir; izolatlar arası antijenik varyasyonlara 

bağlı kullanımı sınırlayan faktörler tam olarak bilinmemektedir. PRN testi güvenli, 

spesifik ve duyarlı olmasına karşın, zaman alıcıdır. PRN testi yoğun ve dikkatli 

çalışmayı gerektiren bir testtir. Bunun yanı sıra hücreye bağımlılık göstermesi ve 

virusun izolasyonuna gereksinim duyması PRNT’nin tanısal dezavantajı olarak 

değerlendirilmektedir. 

 

      PRNT, birçok viral enfeksiyonun teşhisinde altın standart olarak bilinmektedir 

(Word ve ark., 1999). Özellikle Bunya-, Flavi- ve Togavirus ailelerinde yeralan 

arbovirus enfeksiyonlarının tanısı amacıyla referans teknik olarak halen 

uygulanmaktadır (Gordon ve ark., 1992; Ulloa ve ark., 2003). Ortak grup 

antijenlerindeki yakın benzerlik nedeniyle ELISA ve SN testi gibi serolojik testlerle tür 

bazında tanısının konmasının mümkün olmadığı viral enfeksiyonlarda halen başarıyla 

kullanılmaktadır (Gordon ve ark., 1992; Özkul ve ark., 2006). 

 

 

 



 
 

1.7.4.2. Diğer serolojik testler 

BTV’nin serolojik teşhisinde AGID (Pearson ve Jochim, 1979), CF (Boulanger ve ark., 

1967) ve C-ELISA (Afshar ve ark., 1992), dot immunoblotting (Gupta ve ark., 1990) 

yöntemleri grup spesifik antikorların tespiti; serum nötralizasyon (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 redüksiyon nötralizasyon (PRN) (Luedke, 

1992; Calisher, 1992; Pearson ve ark., 1992) testleri ise tip spesifik antikorların tespitine 

yönelik olarak sıklıkla kullanılmaktadır. 

 

      AGID testinin duyarlılığı azdır. Bu nedenle özellikle EHD virus başta olmak üzere 

Orbivirus grubundaki diğer viruslarla çapraz reaksiyonların oluştuğu bildirilmiştir 

(Gustafson ve ark., 1992; Pearson ve ark., 1992 ). SN testi, güvenli, spesifik ve duyarlı 

olmasına karşın, maliyetli ve zaman alıcıdır. AGID testinde oluşan çapraz reaksiyonlar 

bu testte görülmemektedir. I-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 bölgesini identifiye etmektedirler. C-ELISA ve B-ELISA,  VP3  ve 

VP7 proteinlerine (Afshar ve ark., 1992) spesifik MAb geliştirilerek serumlarda antikor 

tespitinde kullanılmaktadır. Hem C-ELISA hem de B-ELISA anti VP7 MAb antikorları 

ile serum antikorları arasındaki yarışma esasına dayanmaktadır. C-ELISA testi AGID, 

CF ve PRN testlerinden daha duyarlı ve spesiktir (Afshar ve ark., 1987; Afshar ve ark., 

1989). Martyn ve ark. (1990) oluşturdukları deneysel enfeksiyonların serolojik 

teşhisinde diagnostik grup spesik antijen olarak mayada eksprese edilen VP7 proteinin 

kullanıldığı B-ELISA yöntemini kullanmışlardır. Afshar ve ark. (1989) C-ELISA’ nın 

sensitivitesini %99.9, I-ELISA’nın sensitivitesini ise %99.8 olarak bildirmişlerdir. C-

ELISA ve AGID testi karşılaştırıldığında spesifitesi %99.2, sensitivitesi ise %98.4 

olarak belirlenmiştir.  

 

 

 



 
 

1.8. Bağışıklık 

BTV’ nin VP2 ve VP5 yüzey glikoproteinleri çok immunojeniktir ve bağışıklıktan 

sorumludur. BTV antijenik olarak Orbivirus genusuna dahil diğer viruslar ile (AHSV, 

geyiklerin EHD virusu ve Palyam virus) yakın ilişkili olmasından dolayı BTV ve diğer 

viruslar arasında hem çapraz nötralizasyon hem de çapraz koruma vardır (Roy, 1996). 

BTV-2’nin VP2, VP7, NS1 ve NS3 proteininin eksprese edilerek capripox virusa 

transferi ile elde edilen aşı, keçi ve koyunlarda BTV-2 enfeksiyonuna karşı bağışıklık 

sağlamıştır. Her iki türde serokonversiyon gözlemlenmiştir. Keçilerde BTV-2 NS3, VP7 

ve VP2 antijenlerine karşı lenfoproliferatif bir yanıt oluşmuştur (Perrin ve ark. 2007). 

Baculovirusun VP2 ve VP5 proteinlerini eksprese edecek şekilde tesarlanan 

rekombinant aşı ile yapılan immunizasyonda, koyunlarda BTV nötralizan antikorları 

oluşmuştur. VP5 geni rekombinant aşı, VP2 geni rekombinant aşı ile kombine 

edildiğinde, VP2 geni rekombinant aşıdan daha yüksek titrede nötralizan antikor 

oluşturmaktadır (Roy, 1989b). BTV-17’ nin dış kapsit proteinleri VP2 ve VP5’in 

eksprese edecek şekilde tasarlanan canarypox virusa rekombinant aşının, koyunlarda 

koruyucu bir immunizasyon oluşturduğu ve canlı attenue aşı uygulamalarından sonra 

görülen embriyopatilere  neden olmadığı belirtilmiştir (Boone ve ark., 2007). Hücre 

aracılı immun yanıt (T ve B lenfosit hücreleri) BTV enfeksiyonundan korunmada 

önemli bir rol oynamaktadır (Jeggo ve ark., 1984). 

 

      BT hastalığını geçiren hayvanlarda tip spesifik bağışıklık oluşur (Fenner ve ark., 

1987). BTV ile enfekte olan hayvanlarda grup spesifik, tip spesifik ve komplementi 

bağlayan antikorlar 7-21 günler arasında oluşmaktadır. Tip spesifik nötralizan 

antikorların 3 yıl, grup spesifik antikorların ise 6-18 ay arasında koruma sağladığı 

bildirilmiştir (Osburn, 1992).  

      

      BT enfeksiyonunu geçiren hayvanların devamlı bir spesifik bağışıklık 

oluşturdukları, buna karşın diğer tiplerin bulunması halinde aynı hayvanlarda yeni 

hastalık oluşabileceği vurgulanmıştır. Fakat bu reenfeksiyonlar daha hafif seyirlidir 

(Fenner ve ark., 1987). Çünkü serotipler arasında kısmi bir bağışıklık oluşmaktadır. 

Bağışıklığın süresi tam belirgin değildir. Virusun çok sayıda serolojik tipinin bulunması 



 
 

ve koyun populasyonlarının farklı duyarlılığa sahip olmaları bağışıklık süresinin 

saptanmasını güçleştirmektedir (Bowne, 1971). 

 

      Bağışıklıktan asıl sorumlu olan nötralizan antikorlardır. Ancak nötralizan 

antikorların varlığının saptanamadığı bazı hayvanlar virulent BTV ile enfekte 

olduklarında hastalığa direnç göstermişlerdir. Bu koyunlarda tip spesifik humoral 

bağışıklığa oranla çok düşük düzeyde de olsa, hücresel bağışıklığın korunmada etkili 

olduğu bildirilmiştir (Kimberling, 1988; Erasmus, 1990; Osburn, 1992). Yeni doğmuş 

hayvanlara kolostrum yoluyla aktarılan maternal antikorlar yavruyu 2-6 ay kadar 

koruyabilir (Fenner ve ark., 1987; Erasmus, 1990; Murphy ve ark., 1999). Bu dönemde 

yapılan aşılamadan sonra oluşacak aktif bir immunite, kolostral antikorlar tarafından 

interfere edilir. Bu nedenle kolostral immunite süresi içinde aşı yapılmaması 

önerilmektedir. 

 

      Gaydos ve ark. (2002) beyaz kuyruklu geyiklerde oluşturdukları deneysel BTV 

enfeksiyonunda maternal antikorları AGID testi ile 23. haftaya, serum nötralizasyon 

testi ile 17-18. haftaya kadar tespit edebilmişlerdir. 

       

     Monovalent BTV-2 modifiye canlı aşısıyla yapılan aşılamada sığırlarda % 100 

bağışıklık oluşmakta ve 7 ay süreyle devam etmektedir (Savini ve ark., 2004). 

 

     BTV’ nin lenfotropik özelliğinden dolayı immun sistemi baskıladığı ve bundan 

dolayı latent enfeksiyonların oluşumunu tetiklediği de değişik araştırıcılar tarafından 

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

 

1.9. Koruma ve Kontrol 

Bir ülkede BT hastalığı tespit edilmişse, onu eradike etmek imkansız ve hatta kontrol 

altına almak güç olabilir. Geniş bir konakçı spektrumu ve subklinik taşıyıcı hayvanların 

varlığı sebebiyle, virus kaynağının eliminasyonu mümkün değildir. Bu nedenlerle genel 

bir görüş olarak hastalığın eradikasyonu ve hatta insekt vektörlerin etkin şekilde 

azaltılması imkânsız olarak düşünülmektedir. Đnsekt kontrollerinin önemi 

vurgulanmasına rağmen yine de insektler meteorolojik ve teknolojik faktörlerin 



 
 

etkisiyle çok geniş bir ölçekte (bir şehirden diğerine hatta kıtalararası) nakledilebilirler. 

Genel bir görüş olarak duyarlı hayvan türlerinin hayvanların özellikle insekt 

aktivitesinin fazla olduğu akşam saatlerinde kapalı mekânlara alınması ve insekt kovucu 

(repellent) ilaçlarının uygun kullanımının enfeksiyonun yayılışını engelleyebileceği ve 

bu şekilde hastalığın prevalansını kısmen de olsa düşürmenin mümkün olabileceği ileri 

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

 

      Koruma ve kontrol amacıyla en etkili yol bireysel immunizasyondur. BT aşıları 

ülkede salgın yapan tiplere göre monovalan veya polivalan olarak hazırlanır (Bowne, 

1971; Gillespie ve Timoney, 1981). Canlı attenue BTV aşısı 40 yıldan beri 

kullanılmaktadır (Erasmus, 1990). Koyunlarda 3 hafta aralıklarla uygulanan canlı 

attenue BTV aşılama çalışmalarında ,  son aşılamadan 10 gün önce antikorların oluştuğu 

ve yaklaşık 4 hafta sonra maksimum seviyeye ulaştığı görülmüştür. Antikorların 1 

yıldan daha fazla süre bağışıklık sağladıkları bilinmektedir. Canlı attenue BTV aşıları 

tüm serotiplere karşı kullanılabilmektedir. Bolearic Adaları’nda 2001-2003 yılları 

arasında yapılan aşılamalar başarılı sonuçlar vermiş ve eradikasyona katkıda 

bulunmuştur (Gerbier ve ark., 2004). Canlı attenue BTV aşıları, insekt vektörlerin 

bulunduğu sezonlarda kullanılmamalıdır. Çünkü aşı virusunun insektlerle nakli ve 

replikasyonu sırasında tekrar olası re-assortmentlara bağlı olarak virulens 

kazanabileceği bildirilmiştir (Erasmus, 1975b; Walton, 1992). Vahşi tip BTV suşları ile 

canlı attenue aşı virusunun genetik reassortmenti sonucu yeni BTV serotipleri 

oluşabilmektedir. Aşı virusunun yeniden virulens kazanması ve genetik reassortment 

oluşumunda vektörlerin rolü olup olmadığı bilinmemektedir. Gebeliğin ilk yarısında 

canlı attenue aşıyla aşılamanın yapıldığı koyunlarda ve gebeliğin ilk 3 aylık döneminde 

canlı attenue aşıyla  aşılanan sığırlarda fötusun beyninde malformasyonlar ve abort 

meydana gelmektedir (Savini ve ark., 2008). 

 

      Đnaktif aşıların kısa süreli bağışıklık oluşturmalarına rağmen, canlı atenüe aşılardan 

daha güvenli olduğu bildirilmektedir. Çünkü canlı attenue aşı uygulamalarında sonra 

bazen embriyopati’ler ve koçlarda geçici sterilite olayları gözlenmiştir. Đnaktif aşıların 

kullanımı sonrasında sığır ve keçilerde viremi döneminin kısaldığı görülmüştür. Bu tip 



 
 

aşılar insekt vektörlerin bulunduğu sezonlarda güvenle kullanılabilirler. Đspanya, Đtalya, 

Fransa (Korsika) ve Portekiz’de yaygın olarak kullanılmışlardır. 

 

    Amerika’da hücre kültürlerinde üretilen monovalent modifiye canlı aşılar 

kullanılmaktadır. BTV-10 serotipine karşı uzun süreli bağışıklık sağlamaktadır. Ancak 

aşı virusunun plasentayı geçerek fötusta encephalopati, retinal displazi, körlük gibi 

teratojenik bozukluklara yol açtığı bildirilmiştir (Maclachlan, 2000). 

 

    BT aşılama programlarında karşılaşılan zorluklardan biri enfekte hayvanı aşılanmış 

hayvandan ayırt etmektir. Barros ve ark. (2009) bu problemi çözmek amacıyla  I-ELISA 

sistemi geliştirmişlerdir (DIVA). Rekombinant olarak elde ettikleri NS3’e karşı oluşan 

serolojik yanıtı koyun ve sığırlarda test etmişlerdir. Bu amaçla inaktive bivalan BTV2-4 

ile aşılanan hayvanlar ile kontrol grubunu BTV2-4 ile enfekte etmişlerdir. Aşılanmamış 

kontrol grubunda enfeksiyonu takiben yaklaşık 15. günde NS3’e karşı oluşan antikorlar 

I-ELISA ile saptanırken, aşılı hayvanlarda NS3’ e karşı serolojik yanıt gelişmemiştir. 

 

    BTV serotipleri arasında yakın antijenik ilişki olmadığından, birçok BTV tipinin aynı 

anda enfeksiyon oluşturduğu durumlarda problemler ortaya çıkmaktadır. Bu 

problemlerle karşılaşmamak için polivalan aşıların kullanılması en iyi yöntemdir 

(Erasmus, 1990). Bilinen 24 serotipten 21’ nin bulunduğu Güney Afrika’ da polivalan 

aşıların hazırlanmasında, bazı suşlara karşı yeterli bağışıklık oluşmaması sebebiyle 

kombinasyon güçlükleriyle karşılaşılmıştır. Bundan dolayı polivalan aşılarda suş seçimi 

önemlidir(Erasmus, 1990; Gleering, 1990).  

 

    Günümüzde en az 3 hafta aralıklarla verilen her biri 5 farklı serotip içeren 3 polivalan 

aşı Güney Afrika’ da kullanılmaktadır (Erasmus, 1990). 

 

   Aşılar doku kültüründe üretilmektedir. Aşılar, ilkbaharda ve kırkımdan 3-6 hafta önce 

uygulandığında immunite şansı yüksektir. Gebe ve 6 aydan küçük hayvanlara aşı 

uygulanmamalıdır. Gebe koyunlar doğum sonrası, koçlar da koç katımından sonra 

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



 
 

doğanlara nakledilir (Erasmus, 1990) ve yaklaşık 2-6 ay korunma sağlar. Đmmun yanıtı 

artırmak amacıyla her yıl aşılamanın tekrarlanması önerilir (Erasmus, 1975b). 

       

      1977 yılında Aydın ilinde görülen enfeksiyonda koyunlardan alınan kan örnekleri 

kesin teşhis ve identifikasyon için Güney Afrika Onderstepoort Veteriner Araştırma 

Enstitüsüne gönderilmiş ve etken BTV-4 olarak tespit edilmiştir. Etlik Veteriner 

Kontrol ve Araştırma Enstitüsünde tip-4 e karşı aşı üretimine başlanmıştır. Aşı suşu, 

Pirbright Araştırma Enstitüsünden getirilen, Güney Afrika orjinli, hücre kültürüne 

adapte SA.BT.4/BHK/4 suşudur. Bu attenue suş, ETY de 72, kuzu böbrek hücre 

kültürlerinde 2, BHK hücre kültürlerinde 4 pasaj yapıldıktan sonra elde edilmiştir. 

      Hastalıktan daha önce hiç etkilenmemiş Kuzey Avrupa’ da 2007 yılında BTV 

salgınları görülmüştür. Sığır işletmelerinde hastalıktan dolayı büyük ekonomik kayıplar 

oluşmuştur. Yapılan izolasyon çalışmalarında mavi dil virüsünün serotip-8 olduğu tespit 

edilmiştir. BTV-8’ in insekt vektörünün C.dewulffi olduğu düşünülmektedir. Avrupa 

Birliği Komisyonu 90/424/CEE kararı ile, ruminant işletmelerinin tamamında 2008 yılı 

bahar dönemi ile 2008 yılı haziran ayı arasında inaktif BTV-8 aşısıyla aşılama 

yapılmıştır. Aşı sığır, koyun ve keçilere uygulanmıştır. Almanya, Belçika, Fransa, 

Hollanda ve Lüxemburg’da hastalık daha sık görüldüğünden, aşılamalarda bu ülkelerde 

200 km’lik tampon bölgeler oluşturulmuştur. 

 

1.10. Amaç 

BT hastalığı, Türkiye’nin de içinde yer aldığı Akdeniz çukuru ülkelerinde ruminant 

yetiştiriciliklerinde önemli kayıplara neden olan bir Arbovirus enfeksiyonu olarak 

dikkati çekmektedir. Kan emen ve uçucu vektör arthropodlarla naklediliyor olması 

yanında, ülkemizde belirlenen en az 3 serotipinin bulunması sebebiyle diğer virus 

enfeksiyonlarından farklı epidemiyolojik özelliklere sahiptir. Bu durum enfeksiyonun 

varlığı ve seyrinin serotip düzeyinde sürekli ve çok süratli takibini gerekli kılmaktadır. 

Planlanan bu araştırmanın amacı, ülkemizde seyreden BT virus serotiplerinin 

identifikasyonu için jenerik ve tip spesifik RT-PZR ile PRN tekniklerinin geliştirilmesi 

ve tanısal etkinliklerinin sorgulanmasıdır.  

 

 



 
 

2. MATERYAL VE METOD 

 
 

 
2.1. Materyal 

 
 

2.1.1. Hücre Kültürü 
 

BTV saha izolatlarının üretilmesi, titresinin belirlenmesi ve bu izolatlara spesifik 

antikorların tespiti amacıyla uygulanacak olan plak reduksiyon ve nötralizasyon testinde 

Viroloji Anabilim Dalı hücre kültürü koleksiyonunda bulunan Vero AFFSA hücre 

kültürü kullanıldı. Hücre kültürlerinde idame vasat olarak; 25000 U/ml Penisilin ve 20 

mg/ml Streptomisin ve %10 Fötal Dana Serumu (FDS, Biochrom, Almanya) içeren 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Seromed, Almanya), virus üretme vasatı 

olarak ise %2 FDS içeren DMEM kullanıldı. 

 

2.1.2. Referans Viruslar 

Araştırma kapsamında yapılan jenerik ve serotip spesifik RT-PZR uygulamalarında 

referans viruslar olarak Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Viroloji Anabilim Dalı 

virus koleksiyonunda bulunan BT virusun 2, 4, 9 ve 16. serotipleri kullanıldı. Diğer 

taraftan tavşanlardaki hiperimmunizasyon çalışmaları, plak test, makronötralizasyon ve 

plak redüksiyon nötralizasyon testlerinde ise serotip 2 haricindeki diğer üç referans 

virus kullanıldı. Bu viruslar arasında yer alan serotip 4, ülkemizde Tarım ve Köyişleri 

Bakanlığı tarafından hazırlanan aşı virusu iken diğer tüm viruslar Đngiltere, IAH, 

Pirbrigth Laboratuarından temin edildi. 

 

2.1.3. BTV Saha Đzolatları 

Araştırma kapsamında serotipik identifikasyonları yapılmak üzere, Tarım ve Köyişleri 

Bakanlığı, Merkez Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsü Müdürlüğünce izole edilen 

ve daha önce ortak bir proje kapsamında (TUBITAK, TOVAG-105O241) Ankara 

Üniversitesi Veteriner Fakültesi Viroloji Anabilim Dalı virus koleksiyonuna katılan 26 

adet BT virusu kullanıldı. Söz konusu viruslar, 1998-2005 yılları arasında Türkiye’nin 



 
 

değişik bölgelerindeki BT şüpheli klinik olgulardan alınan örneklerin, bir pasaj 

embriyolanmış tavuk yumurtası (ETY) inokulasyonu sonrasında, sadece Ag-Capture 

ELISA tekniği ile ön identifikasyonu gerçekleştirilmiş ve sonrasında BHK-21 

hücrelerine adaptasyonu ile izole edilmiştir. Ancak anabilim dalımızda BHK-21 hücre 

kültüründe yaşanan problemler nedeniyle virusların Vero AFFSA hücrelerine 

adaptasyonuna çalışıldı. Araştırmada kullanılan virus izolatlarına ait bilgiler Çizelge 

2.1’de sunuldu. 

Çizelge 2.1. : Araştırmada kullanılan virus izolatlarına ait bilgiler. 

ĐZOLAT  
KODU 

ĐL ĐLÇE/KÖY TARĐH TÜR HÜCRE/ 
PASAJ NO 

TR-1 MUĞLA DALAMAN 1999 KOYUN VERO/5 

TR-2 ĐZMĐR MENEMEN 1998 KOYUN VERO/2 

TR-3 AYDIN BOZDOĞAN 1998 KOYUN VERO/3 

TR-4 ĐZMĐR MENEMEN 1999 KOYUN VERO/2 

TR-5 MUĞLA DALAMAN 1998 KOYUN VERO/6 

TR-6 ĐZMĐR BUCA  1998 KOYUN VERO/3 

TR-7 ÇANAKKALE YENĐCE 1999 KOYUN VERO/2 

TR-8 ANTALYA MANAVGAT 1999 KOYUN VERO/2 

TR-9 ĐZMĐR TĐRE 1999 KOYUN VERO/4 

TR-10 AYDIN-5 SÖKE 1998 KOYUN VERO/3 

TR-11 ANTALYA MANAVGAT 1999 KOYUN VERO/2 

TR-12 AYDIN ÇĐNE 1998 KOYUN VERO/3 

TR-13 AYDIN MERKEZ 2001 KOYUN VERO 

TR-14 AYDIN ÇĐNE 2001 KOYUN VERO 

TR-15 AYDIN ÇĐNE 2001 KOYUN VERO 

TR-16 AYDIN GERMENCĐK 2000 KOYUN VERO 

TR-17 AYDIN ÇĐNE 2001 KOYUN VERO 

TR-18 AYDIN DOZDOĞAN 2005 KOYUN VERO/3 

TR-19 DENĐZLĐ ACIPAYAM 1998 KOYUN VERO/1 

TR-20 AYDIN ÇĐNE 1999 KOYUN VERO/1 

TR-21 ANTALYA SERĐK 1999 KOYUN VERO/1 

TR-22 MUĞLA MĐLAS 1999 KOYUN VERO/1 

TR-23 ĐÇEL MERKEZ 1999 KOYUN VERO/1 

TR-24 ĐZMĐR BUCA 1999 KOYUN VERO/1 

TR-25 AYDIN BOZDOĞAN 1999 KOYUN VERO/1 

  TR-26 ANTALYA SERĐK 1999 KOYUN VERO/1 

 



 
 

2.1.4. Dana serumu 
 
Virus izolasyonu ve hücrelerin üretilmesinde ticari olarak temin edilen fötal dana 

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

 

2.1.5. Deney Hayvanı  

Araştırmada PRN testinde kullanılan tip spesifik hiperimmun serumların elde edilmesi 

amacıyla bir seri tavşan kullanıldı. Đmmünizasyon çalışmalarında kullanılan tavşanlar, 

Gazi Üniversitesi Laboratuvar Hayvanlarını Yetiştirme ve Deneysel Araştırmalar 

Merkezi’nden (GÜDAM) temin edildi. Đlgili merkeze etik kurul izni ile yapılan 

müracaat sonrasında talebimiz uygun görülerek, çalışmada kullanılacak 8 adet Yeni 

Zelanda tavşanının inokulasyonu için rezervasyon yapıldı. Hiperimmunizasyon için 3 

adet serotip kullanılacak olması nedeniyle, tavşanlar her grupta iki adet olacak şekilde 

toplam 3 inokulasyon grubuna ayrılırken, tavşanlardan iki tanesi de kontrol grubunu 

oluşturmak üzere ayrı tutuldu. Araştırmanın hayvan deneyleri ile ilgili bölümüne ait etik 

izin EK-1’de sunuldu. 

 

 

2.2. Metod     

 

2.2.1. BTV Saha Đzolatlarının Üretilmesi ve Klonlanması 
 
ETY inokulasyonu sonrasında Ag-Capture ELISA testi ile pozitif olarak tespit edilen 

izolatlar VeroAFFSA hücrelerine adapte edildikten sonra, son nokta sulandırma (end-

point dilution) tekniği ile klonlandı. Öncelikle viruslar serumsuz DMEM içerisinde 

logaritma 10 tabanına göre 6 basamak sulandırıldı. Her sulandırmadan 200µl hacimde 

daha önceden VeroAFFSA hücresi üretilen 24 gözlü hücre kültürü tabletlerin 2 adet 

gözüne adsorbsiyonlu yöntem ile inokulasyon yapıldı. Bir saat süreyle yapılan 

inkübasyon işlemini takiben her bir tablet gözüne 1 ml DMEM ilave edildi. Kültür 

sistemi 4-5 gün süreyle %5 CO2 içeren 37ºC lik etüvde inkübe edildi. Süre sonunda 

CPE gözlenen son iki sulandırma basamağındaki hücreler pipete edilerek tablet 

yüzeyinden ayrılması sağlandı. Ayrılan hücreler santrifüj tüplerine aktarıldı. Dondurma-



 
 

çözme ve yüksek devirde santrifüj işlemlerini takiben viruslar 0.5 ml hacimde 

porsiyonlanarak -80ºC’ye kaldırıldı. 

 

2.2.2. BTV Saha Đzolatlarının Plak Titrasyon Yöntemi ile Enfeksiyözite Güçlerinin 

Belirlenmesi 

Hücre kültürlerinde üremesini tamamlamış ve porsiyonlanarak -80°C’de saklanan 

viruslar, serumsuz DMEM içinde 10 katlı olacak şekilde 8 basamak sulandırıldı. Her 

sulandırmadan 200 µl hacimde daha önceden Vero hücresi üretilen 24 gözlü hücre 

kültürü tabletinin ikişer gözüne inokulasyon yapıldı. Bir saat süreyle yapılan 37ºC’de 

%5 CO2’ li etüvde inkübasyon işlemini takiben her bir tablet gözüne en az 1 ml hacimde 

DMEM içinde %1.6 olacak şekilde hazırlanan Carboxymethylcellulose (CMC; Sigma-

Aldrich, USA)’ dan ilave edildi. Kültür sistemi 4-5 gün süreyle aynı koşullarda inkübe 

edildi. Süre sonunda hücre yüzeyindeki CMC uzaklaştırılmaksızın kullanılan tüm 

gözlerdeki hücreler %10 formaldehit solüsyonu ile en az 30 dakika (tercihan gece 

boyunca) oda sıcaklığında fikze edildi. Fikzasyonu tamamlanan hücreler %0.35 kristal 

viyole boyası ile boyandı ve her sulandırma için oluşan plaklar sayıldı. Sonuçlar 

aşağıdaki formüle yerleştirilerek, virusların enfeksiyöziteleri plak oluşum ünitesi 

(POÜ/ml) şeklinde hesaplanıldı. 

 

POÜ/ml : Plak gözlenen son sulandırma x Ortalama plak sayısı x 5 

 
 
2.2.3. BTV Saha Đzolatlarının Đdentifikasyonu 
 
Hücre kültürlerinde, sitopatolojik değişiklikler (CPE) saptanan tüpler süre sonunda        

-80°C lik derin dondurucuda donduruldu ve 37°C lik su banyosunda hızla çözdürüldü. 

Steril tüplere aktarılan örnekler, +4°C de, 3000 rpm’ de, 20 dakika santrifüj edildi. 

Santrifüj sonunda süpernatant, virus identifikasyonu için kullanıldı. Đdentifikasyon 

işlemi, 2.2.3.1 ve 2.2.3.2’ de tanımlanan şekilde, sırası ile moleküler genetik 

identifikasyon ve PRNT ile yapıldı. 

 

 

 



 
 

2.2.3.1. Moleküler Genetik Đdentifikasyon 

 

2.2.3.1.1. Jenerik Primerler ile Moleküler Đdentifikasyon 

Mavidil viruslarının identifikasyonu, sırası ile 2.2.3.1.1.1, 2.2.3.1.1.2 ve 2.2.3.1.1.3’ de 

tanımlanan şekilde, BTV Genomik RNA Đzolasyonu, jRT-PZR yöntemi ve PZR 

Ürünlerinin Agaroz Jel Elektroforez Yöntemi ile Görüntülenmesi ile gerçekleştirildi. 

 

2.2.3.1.1.1. BTV Genomik RNA Đzolasyonu 

RNA ekstraksiyonunda Chomczynski ve Sacchi (1987) tarafından tanımlanan Asit 

Guanidin tiyosiyanat-Fenol ekstraksiyon metodu kullanıldı. Bu amaçla 400µl klinik 

örnek ve 400µl solüsyon D (4.2M Guanidin tiyosiyonat, 0.75M Sodyum Sitrat dihidrat, 

0.33M N-Lauril sarcosin ve 360µl 2-merkaptoetanol) karışımı 1.5 ml’lik tüp içerisinde 

bir araya getirildi ve karıştırıldı. Karışımın üzerine 300µl asit fenol (pH 4), kloroform-

izoamilalkol [Ch/IsoA (49:1)] ve 100µl 3M sodyum asetat (pH 5.2) ilave edildi ve 

homojen bir karışım elde edilene kadar 15 saniye süre ile karıştırıldı. Tüpler masaüstü 

santrifüjde, oda ısında, 12000 rpm de 10 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonunda 

oluşan 3 fazın en üst fazından 700 µl yeni bir tüpe aktarıldı ve üzerine eşit hacimde -20 
°C’ye soğutulmuş 2-izopropanol ilave edildi ve karıştırıldı. Nükleik asit presipitasyonu 

için karışım en az 1 saat süre ile -80°C de bekletildi. Süre sonunda donmuş olan 

karışımlar oda ısısında eritildikten sonra, 14000 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. 

Çöken RNA pelleti, %70’ lik etanol ile yıkandı ve 37oC lik etüvde kurutuldu. Kurutulan 

pelletler 20 µl deiyonize su (18Mohm/cm, Applichem, Almanya) ile çözüldü. 

 

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

Ekstraksiyon sonunda elde edilen RNA, komplementer DNA (cDNA) sentezi için kalıp 

olarak kullanıldı. Bu amaçla RT-PZR, birbirini takip eden iki basamakta ve sırasıyla 

15µl ve 50µl’ lik hacimlerde gerçekleştirildi. Đlk aşamada yapılan cDNA sentezi, iki 

farklı karışımdan oluşan ve birbirini takip eden iki reaksiyon sonucu gerçekleştirildi. 

Karışım I, 10µl’ lik hacimde hazırlandı ve termal çevirici cihazda (Biometra, Almanya) 

ikincil RNA yapılarının açılması için, 70°C de 5 dakikalık ısı döngüsü uygulandı. 

Cihazdan alınan tüpler buz akülerinde soğutulduktan sonra, karışım I’ in üzerine karışım 



 
 

II’ den 5µl eklendi ve 25°C de 5 dakika, 37°C de 1 saat ve 70°C de 5 dakika 

basamaklarından oluşan ısı döngüleri sonunda tek iplikli cDNA sentezi gerçekleştirildi. 

Karışım I ve II’ nin içerikleri Çizelge 2.2’ de sunuldu.  

 

Çizelge 2.2. Reverz Transkripsiyon karışımlarının bileşimleri. 

 
      Karışım I                        Karışım II 

Bileşenler  Miktar (µl) Bileşenler Miktar (µl) 
RNA Eksraktı 5 5X RT Tampon 3 
Hegzamer Primerler  1  dNTP (10 mM)  1  

Deiyonize Su (18 
MOhm/cm) 
 

4 MMLV Reverz 
Transkriptaz 

1 

Toplam Hacim                                    10 Toplam Hacim                        5 
Toplam Reaksiyon Hacmi              15 µl 

 

       Komplementer DNA sentezinden sonra DNA’nın jenerik PZR yoluyla çoğaltılması 

aşamasına geçildi. BTV izolatlarının tümü, 10 nolu RNA segmentine (Seg-10) 

yönlendirilmiş BTV-Gen/10/F ve BTV-Gen/10/R primer çiftleri ile PZR’ye tabi tutuldu. 

Araştırmada kullanılan primer dizinleri Çizelge 2.3.’de sunulmuştur. 

        

      DNA amplifikasyonu için tanımlanan 50 µl lik PZR karışımının bileşimi Çizelge 

2.4’ de sunulmuştur. Farklı primer setleri ile hazırlanan karışımlara aynı ısı döngüleri 

uygulandı. Termal çevirici cihazında bulunan reaksiyon tüplerine, 94°C de 4 dakikalık 

denatürasyon basamağını takiben, 56°C de 45 saniye, 72°C de 2 dakika ve 94°C de 30 

saniyelik 35 döngüden oluşan çoğaltma basamağı uygulandı. Çoğaltma işlemi 50°C de 1 

dakika, 72°C de 10 dakikalık son uzama basamağından oluşan ısı döngüleri ile 

tamamlandı. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

Çizelge 2.3. Jenerik PZR’ de kullanılan primer dizinleri, yerleşimleri ve elde edilen 
ürün büyüklüğü. 

 

Primer Kodu* 
Lokasyon 

(nt) 
Primer dizini (5’����3’) 

Ürün 
Büyüklüğü 

(bp) 
Kaynak 

BTV-Gen/10/1-F 1-22 GTAAAAAAGTGTCGCTGCCATG 

BTV-Gen/10/798-R 798-822 GTAAGTGTGTAGCGCCGCATACCCT 

822 
Nikolakaki 
ve ark., 2005 

*BTV-Serotip/Segment/primer başlangıç nükleotidi-yönü 

 

Çizelge 2.4. Jenerik primerlerle yapılan PZR’u karışım bileşimi. 

 

 

 

 

 
 
 
        

 
 
 
 
 
 

 
 
2.2.3.1.1.3. PZR Ürünlerinin Agaroz Jel Elektroforez Yöntemi ile Görüntülenmesi 
 
Beher içerisinde 0.3 gr agaroz (Prona, EU) tartıldı. Üzerine 30 ml 0.5X TAE (Tris-

Asetik Asit-EDTA) elektroforez tamponu ilave edildi ve karışım mikrodalga fırında 

kaynatılarak çözüldü. Jelin 50-55°C ye soğuması beklendi ve 0.5 µg/ml etidyum bromid 

(Sigma, ABD) ilave edildi. Hazırlanan % 1 lik agaroz, jel tarağı yerleştirilmiş jel 

tablasına döküldü. Agarozun donması için 15 dakika beklendi. Taraklar çıkartıldı ve jel 

tablası elektroforez tankına yerleştirildi. PZR ürünleri, 5 kısım ürün, 1 kısım 6X 

yükleme boyası (10mM Tris-HCl, %0.03 bromophenol blue, %60 gliserol, 60mM 

EDTA) oranında karıştırılarak toplam 6µl hacminde jel tarakları yardımı ile açılan 

gözlere aktarıldı. Ürün büyüklüğünün belirlenebilmesi için, PZR ürünleri ile birlikte 1µl 

100 bç’lik DNA merdiveni (Fermentas, Litvanya) yüklendi. Jel’e volt/cm elektrik akımı 

PZR Karışım Bileşimi 

Bileşen Miktar (µl) Son Konsantrasyon 

cDNA 5  

Taq DNA Polimeraz 0.5 3U 

10X Tampon 5 1X 

MgCl2 (25mM) 4 2.0 mM 

dNTP (10mM) 1 0.04µM 

Primer F  (10pmol) 0.8 0.32µM 

Primer R (10 pmol) 0.8 0.32µM 

Deiyonize Su (18MOhm/cm) 32.9  

Toplam Reaksiyon Hacmi                            50 µl 



 
 

uygulanarak 30 dakika süreyle DNA ürünlerinin göçü sağlandı. PZR sonucunda oluşan 

bantlar UV transilliminatör (Vilber Lourmat, Fransa) ve jel dokümantasyon sistemi 

(Kodak, Gel Logic 100, ABD) yardımı ile görüntülendi.   

 

2.2.3.1.2. Serotip Spesik Primerler ile Moleküler Đdentifikasyon (sRT-PZR) 

BT virus saha izolatlarının, tip spesifik primerler ile identifikasyon işlemi, sırası ile 

2.2.3.1.1.1, 2.2.3.1.1.2 ve 2.2.3.1.1.3’ de tanımlanan şekilde, RNA Ekstraksiyonu 

işlemi, jRT-PZR yöntemi ve PZR Ürünlerinin Agaroz Jel Elektroforez Yöntemi ile 

Görüntülenmesi ile gerçekleştirildi. 

       

      Bu amaçla, Mertens ve ark. (2007) tarafından tasarlanan BT virusunun tip 2 ve tip 4 

primerlerine ilave olarak, tip 9 ve tip 16 primerleri bu çalışma kapsamında Akdeniz 

çukuruna kıyısı bulunan ülkelerden izole edilen dizinler kullanılarak tasarlandı. 

Araştırmada kullanılan primer dizinleri ve ilgili genler üzerindeki yerleşimleri Çizelge 

2.5’ de sunulmuştur. 

 
Çizelge 2.5. Tip spesifik PZR için kullanılan primer dizinleri ve özellikleri. 
 

*BTV-Serotip/Segment/primer başlangıç nükleotidi-yönü 
§ Standart Karışık baz tanımlamaları, K: G/T; Y: C/T; R: A/G; S: C/G 
 

 

 

 

 

Primer Kodu* 
Lokasyon 

(nt) 
Primer dizini (5’-3’)§ 

Ürün 
Büyüklüğü 

(bp) 
Spesifite 

BTV-2/2/852-F 852-874 GAKTYTRATGTCGGATATTRGTCACG 

BTV-2/2/2656-R 2656-2638 TCGTCGCACACTTCRATAG 

1804 Tip-2 

BTV-4/2/200-PF 200-221 GCTTAACTATAAACCAACGAGG 

BTV-4/2/ 2524R 2524-2505 AACTTGGACGTC ACAACAGG 

2324 Tip-4 

BTV-9/2/1473-F 1473-1491 GGSGAATATATTTCTRATGG 

BTV-9/2/2601-R 2601-2584 GGAAAACTGATTGGCAAT 

1128 Tip-9 

BTV-16/2/2010F 2010-2029 GAACGTTGTATGATGTCTCG 

BTV16/2/2772R 2772-2752 GCCGAAGGTGCGATCTGGCCG 
762 Tip-16 



 
 

2.2.3.2. Plak Redüksiyon Nötralizasyon Testi (PRNT) ile Serotiplendirme 

Referans viruslar (BTV-9 ve BTV-16) ve ülkemizde aşı suşu olarak kullanılan   BTV-4 

ile tavşanlar hiperimmünize edildi. Elde edilen hiperimmun serumlar kullanılarak Vero 

AFFSA hücre kültüründe üretilebilen 21 adet izolatın her birine ayrı ayrı PRN testi 

uygulandı. 

 

2.2.3.2.1. Hiperimmunizasyon için Virusların Üretilmesi ve Konsantrasyonu 

Referans viruslar (BTV-9 ve BTV-16) ile aşı suşu BTV-4, 175 cm²’lik kültür şişelerinde 

monolayer olarak üretilen Vero AFFSA hücrelerine inokule edildi. Bu amaçla, her 

serotip için 2 adet flask 0.01 moi virus dozu ile enfekte edildi. Đnokulasyonu izleyen 3. 

günden itibaren %90 oranında CPE gözlenen flasklar donduruldu. Daha sonra 

çözülerek, 8.000 g’de 30 dakika +4°C’de santrifüj edildi. Santrifüj işlemi sonunda her 

virus için süpernatant kısım ayrıştırılarak +4°C’ye kaldırıldı. Pelletler 2mM Tris-HCl 

tamponu yardımıyla resüspanse edilerek -80°C’de donduruldu. Virus çoğalmasını 

izleyen dönemde BT virusunun %80’inin hücreye bağımlı olması sebebiyle, santrifüjle 

elde edilen enfektif hücre pelletlerine üç kez dondur ve çöz işlemi yapıldı. Son dondur-

çöz işleminden sonra hücre kültürü vasatı vortekslenerek +4°C’de 8.000 g’de 30 dakika 

süreyle santrifüj edildi. Süpernatant kısım ayrıştırılarak, ilk santrifüj sonrasında 

toplanan süpernatantlara ilave edildi. Virus konsantrasyonu için Polietilenglikol (PEG) 

6000’in 1mM Tris-HCL içindeki %30’luk çözeltisi hazırlandı. Her virus için ayrı ayrı 

toplanan süpernatantlara PEG solüsyonu damla damla ilave edilerek 30 dakika süreyle 

+4°C’de manyetik karıştırıcı üzerinde karışmaya bırakıldı. Aynı ortamda 1 gece 

bekletilen süpernatantlar, süre sonunda 8.000 g’de 30 dakika +4°C’de santrifüj edildi. 

Santrifüj işlemi sonrasında süpernatant kısım atıldı. Dibe çöken pellet,  2mM Tris-HCl 

tamponuyla orijinal virus hacminin 1:50’si olacak şekilde resüspanse edilerek 

porsiyonlandı. 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 aşı suşu BTV-

4’den yaklaşık 104 POU/ml doza tekabül edecek hacimlerde (0.5-0.8 ml) alınarak eşit 

hacimde Freund’s complete adjuvanı (Sigma-Aldrich, USA) ile karıştırıldı. Elde edilen 

emülsiyon insülin enjektörleri ile tavşanların traşlanmış sırt derisi altına (s.c.) 5-6 

noktadan inokule edildi.  Onbeş gün ara ile tekrarlayan 4 inokulasyonu izleyen 15. gün 

alınan kan örneklerinin serum fraksiyonu ayrıldıktan sonra ısı ile inaktivasyonu yapıldı. 

Elde edilen serumlardaki serotip spesifik antikorların varlığı nötralizasyon testi ile 

araştırıldı. Đnokulasyon gruplarının oluşumu ve inokulasyon şeması Çizelge 2.6’da 

sunuldu. 

 
Çizelge 2.6. BT virusu tip spesifik hiperimmunserum üretimi amacıyla oluşturulan 
tavşan grupları ve inokulasyon şeması. 
 

 

2.2.3.2.3. Serum Nötralizasyon Testi (SNT) 

Hiperimmunizasyon sonucu elde edilen anti-BTV4, anti-BTV9 ve anti-BTV16 tavşan 

serumlarının her birinde BTV-4, BTV-9 ve BTV-16’ ya spesifik nötralizan antikorların 

araştırılması amacıyla Frey ve Liess (1971)’ in bildirdiği yönteme göre 

makronötralizasyon testi uygulandı. 

       

      Bu amaçla, anti-BTV4, anti-BTV9 ve anti-BTV16 tavşan serumları birer tüp 

içerisinde 1/2 oranında sulandırıldı. Her sulandırmanın üzerine eşit miktarda 

100DKID50/ml (tip-4 için 2x10-3/ml, tip-9 için 2x10-4/ml ve tip-16 için 1/15000) 

oranında sulandırılan BT viruslarından ilave edildi. Tüpler 37ºC CO2’li etüve 

kaldırılarak, bir saat inkübasyona bırakıldı. Bu sürenin sonunda her karışımdan 0.2 ml 

hacimde daha önceden 24 göz hücre kültürü tabletinde üretilen Vero AFFSA 

GRUP NO 
HAYVAN 

SAYISI 
ĐNOKULE 

EDĐLEN VĐRUS 
ĐMMÜNĐZASYON ŞEMASI 

I 2 BTV-4 
Đlgili virusla 15 gün aralıklı 4 

inok. (derialtı). 

II 2 BTV-9 
Đlgili virusla 15 gün aralıklı 4 

inok. (derialtı) 

III 2 BTV-16 
Đlgili virusla 15 gün aralıklı 4 

inok. (derialtı) 

IV 2 Kontrol 
DMEM ile 15 gün aralıklı 4 inok. 

(derialtı) 



 
 

hücrelerine 2’şer adet göze olmak üzere inokulasyon yapıldı. Đnokulasyonu izleyen 4-5 

gün süresince hücrelerde oluşan sitopatik değişiklikler hücre kültürü mikroskobuyla 

incelenerek, serumlar antikor varlığı yönünden değerlendirildi. 

 

2.2.3.2.4. Hiperimmun Serumların Serum Nötralizasyon 50 (SN50) Değerinin 

Mikronötralizasyon Yöntemi ile Saptanması 

Serotip spesifik antikor taşıdıkları tespit edilen serumlar, saf serumdan (1/1) başlamak 

üzere 2 katlı olarak sulandırıldı. Bu amaçla mikronötralizasyon tabletinin birinci 

sırasında her anti serum örneği için iki göz ayrılarak saf serumlardan bu gözlere 0,1 ml 

konuldu. Alttaki gözlere 0,05 ml Eagle’s MEM vasatı konulduktan sonra, birinci sıradan 

alt gözlere çok kanallı pipet yardımıyla 0,05 ml serum sulandırmaları aktarılarak, 

serumların 1/640’a kadar sulandırmaları hazırlandı. Bu işlemden sonra tüm test 

gözlerine serum sulandırmalarına eşit miktarda 100DKID50/0.05 ml oranında 

sulandırılan virus serotiplerinden ilave edildi. Virus kontrol için ayrılan gözlere 0.05 ml 

serumsuz DMEM, 0.05 ml 100DKID50 oranında sulandırılmış ilgili virus serotipi, hücre 

kontrol için ayrılan gözlere ise 0,1 ml serumlu DMEM konuldu. Tabletler 37ºC lik 

CO2’li etüvde bir saat süreyle nötralizasyon için inkübasyona bırakıldı. Bu sürenin 

sonunda tablet gözlerine Vero hücre süspansiyonundan (300.000 hücre/ml) 0.05 ml 

konuldu. Tabletler 37ºC’ lik CO2’ li etüve kaldırılarak, tabletlerin gözlerindeki 

hücrelerde oluşan sitopatik değişiklikler 4-5. günde doku kültürü mikroskobu ile 

değerlendirildi. 

 

2.2.3.2.5. Plak Redüksiyon Nötralizasyon Testi (PRNT) 

Virusların PRNT ile serotipik tanısı için, her izolat titresi oranında sulandırıldıktan 

sonra tavşanların hiperimmunizasyonu ile elde edilen her üç serotipe ait serumlarla 

nötralize edilerek daha önceden hazırlanan VeroAFFSA hücrelerine inokule edildi.  Bu 

genel strateji doğrultusunda, BT izolatları, iki farklı şekilde sulandırıldı; ml’de 500 ve 

daha yüksek plak sayısına sahip BTV izolatları 200 pfu/0,2 ml olacak şekilde 

sulandırılırken, ml’de 500 virus partikülünden daha az virus içeren izolatlar PRN testine 

titre değerleri oranında sulandırılarak dahil edildi. Daha sonra 0,25 ml hacimdeki virus 

sulandırmalarının üzerine eşit hacimde ve SN50 titresi oranında sulandırılmış o serotipe 

spesifik hiperimmun tavşan serumu konularak, karışım +4°C’de gece boyunca inkube 



 
 

edildi. Đnkubasyon süresi sonunda 200µl hacimde karışım daha önceden 24 göz hücre 

kültürü tabletinde üretilen Vero AFFSA hücrelerinin 2 adet gözüne inokule edildi ve 1 

saat süreyle 37°C’de inkube edildi. Süre sonunda hücrelerin yüzeyi yaklaşık 1,5 ml 

hacimde %3,2 CMC içeren DMEM ile kaplanarak, test ileri inkubasyona alındı. 

Đnokulasyonu izleyen 4-5. günde hücreler %10 formol ile fikze edildi ve kristal viole ile 

boyandıktan sonra, test gözlerinde oluşan plaklar sayıldı. Test kontrol ve nötralizasyon 

uygulanan tablet gözlerindeki veriler ile karşılaştırıldı. Değerlendirme yapılırken, test 

sonu plak sayısı teste alınan plak sayısının yarısı veya daha azı olarak tespit edilen 

reaksiyonlar pozitif olarak değerlendirildi. PRNT’nin yapılışına ilişkin şematik anlatım 

Şekil 2-1.’de sunuldu. 

 

Şekil 2.1. PRN testinin uygulamasına ilişkin ana basamaklar. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

3. BULGULAR 

 
 
 
3.1. Virolojik Çalışma 
 
 

3.1.1. Hücre Kültürü Đnokulasyonu 

 

Son nokta sulandırma tekniğiyle Vero AFFSA hücre kültürüne inokule edilen 26 adet 

izolattan 21 tanesinde, 4-5 günlük inkübasyon süresi sonunda hücre kültüründe 

meydana gelen intrastoplazmik ve intra nüklear inklüzyon cisimcikleri ile karakterize 

CPE saptandı. Đzolatlardan 5 adedinde (TR13-17) yapılan 3 kör pasaja karşın, diğer 

izolatlarda tanımlanan özellikte CPE gözlenmedi. Vero AFFSA hücre hatlarında 

saptanan CPE ve hücre kontrole ait görüntüler sırası ile Şekil 3.1.’de sunuldu.   
 
        

 

 

 

       
       
        

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resim 3.1.(A) Hücre Kontrol (Normal, x400) (B) Hücre kültüründe BTV-9 üremesi sonucunda 
72. saatte oluşan CPE (Faz kontrast, x600) 
 
 
3.1.2 . Virusların Enfeksiyözite Gücü  
 
Plak titrasyon testi sonucunda 21 virus izolatının enfeksiyözite güçleri plak oluşum 

ünitesi (POÜ/ml) şeklinde hesaplandı. Đzolatlara ait enfektivite değerleri Çizelge 3.1. de 

sunuldu. 



 
 

Çizelge 3.1. BTV izolatlarının yapılan plak titrasyon sonrası elde edilen enfektivite 

değerleri. 

 

ĐZOLAT 

NO 

Đnfektivite 

(POÜ/ml) 

ĐZOLAT 

NO 

Đnfektivite 

(POÜ/ml) 

TR-1 7,5x104 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 7,5x103 

TR-7 350 TR-20 300 

TR-8 180 TR-21 250 

TR-9 250 TR-22 1,5x103 

TR-10 7,5x103 TR-23 750 

TR-11 4,5x103 TR-24 8 

TR-12 200 TR-25 20 

TR-13 - TR-26 475 

 
 
 
3.2. Moleküler Virolojik Tekniklerle Serotipik Karakterizasyon 
 
 
3.2.1. Jenerik Reverz Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (jRT-PZR) 
 
BTV izolatlarından Vero AFFSA hücre kültüründe üretilebilen 21 adetinin 10 nolu 

RNA segmentine ait cDNA kalıp olarak kullanılmak suretiyle BTV-Gen/10/F ve BTV-

Gen/10/R primer çiftleri ile jRT-PZR’ye tabi tutuldu. Đzolatların tümünde BTV nükleik 

asit pozitifliği saptandı. jRT-PZR test sonucuna ait jel görüntüsü Resim 3.2’de 

gösterildi. Vero AFFSA hücrelerine yapılan tekrarlayan inokulasyonlara rağmen CPE 

gözlemlenmeyen izolatların (TR 13-17) jRT-PZR tekniği ile kontrolünde, Tarım ve 

Köyişleri Bakanlığı, Merkez Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsü Müdürlüğü 

tarafından BHK-21 hücre kültürlerinde yapılan pasajlarına ait hücre sıvıları kullanıldı. 

Yapılan jRT-PZR sonrasında istenilen büyüklüğe (822 bç) sahip spesifik bantlar elde 

edildi.  



 
 

 

Şekil 3.2. Jenerik RT-PZR sonuçları. M: 100 bç DNA Merdiveni (Fermentas, 

Litvanya); Hat 1- 7: BTV saha izolatlarına ait RT-PZR DNA ürünleri (822 bç). 

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.2. Serotip Spesifik Reverz Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (sRT-
PZR) 
 
Vero hücre kültürüne adapte edilebilen BTV saha izolatları, BTV-2, BTV-4, BTV-9 ve 

BTV-16 tip spesifik primer çiftleri kullanılarak sRT-PZR tekniğiyle amplifiye edildi. 

Đzolatların hiçbirinde BTV-2 ve BTV-4 tip spesifik primer çiftleri ile yapılan 

reaksiyonlardan istenilen bölgeye ait DNA ürünü çoğaltılamadı. BTV-9 tip spesifik 

primer çiftleri ile yapılan sRT-PZR sonucunda 19 saha izolatında istenilen büyüklükte 

amplikon elde edildi. BTV-16 tip spesifik primer çiftleri ile yapılan sRT-PZR 

sonucunda ise 1 saha izolatı (TR-18) BTV-16 olarak serotip düzeyinde identifiye edildi 

(Çizelge 3.2). Diğer taraftan bir adet izolat (TR-23) yapılan sRT-PZR uygulaması 

sonucunda hedeflenen izolatlardan herhangi birisi olarak identifiye edilemedi. Serotip 

spesifik RT-PZR test sonucuna ait jel görüntüsü Resim 3.3’de gösterildi.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

Şekil 3.3. Serotip Spesifik RT-PZR sonuçları. M: 100 bç DNA Merdiveni (Fermentas, 
Litvanya); Hat 1: BTV-9 DNA ürünü (1128 bç); Hat:2 BTV-16 DNA ürünü (762 bç). 
  

                                                                                      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                  
           
 
                                                                                                    
            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             
 
 



 
 

Çizelge 3.2.  Araştırmada kullanılan BT virus izolatlarının jRT-PZR ile sRT-
PZR/PRNT’nin karşılaştırmalı sonuçları. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   TE: Test edilmedi 
 
 
 
 

sRT-PZR / PRNT ĐZOLAT 

NO 
jRT-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 + -/ -/- +/+ -/- 



 
 

3.3. Serolojik Çalışma 
 
 
3.3.1. Serum Nötralizasyon Testi  
  
Makronötralizasyon testleri sonucu hiperimmun tavşan serumların her birinde, sadece 

hiperimmunizasyonda kullanılan serotip spesifik antikor varlığı belirlendi. 

 
3.3.2 Hiperimmun Serumların Serum Nötralizasyon 50 (SN50) Değeri 

Tavşanlardan sağlanan her bir serotip spesifik hiperimmun serum antikor titresi 1/10 

olarak saptandı. 

 
3.3.3 Plak Redüksiyon Nötralizasyon Testi (PRNT) 
 
Đnokulasyonu izleyen 5. günde hücreler fikze edilerek, kontrol ve nötralizasyon 

uygulanan gruplardaki plaklar sayıldı ve elde edilen sonuçlar birbiriyle karşılaştırıldı. 

BTV-9 spesifik hiperimmun tavşan serumu ile 19 adet saha izolatının enfeksiyözitesinin 

en az %50 oranında bloke edildiği tespit edildi. Böylelikle bu izolatların BTV-9 olarak 

serotipik identifikasyonu yapıldı.  Serotip spesifik RT-PZR çalışmalarında hiçbir DNA 

ürünü 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. Çalışmada 

serotipik tanı için PRNT testine tabi tutulan iki adet izolata (TR-1 ve TR-18) ait test 

sonucunu gösteren resim Şekil 3-4’de sunuldu. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

Şekil 3.4. PRNT ile serotipik identifikasyonu yapılan iki izolata ilişkin plak 
görünümleri. 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

4. TARTIŞMA 
 
 

 

      BT hastalığı, Türkiye’nin de içinde yer aldığı Akdeniz çukuru ülkelerinde, ruminant 

türleri yetiştiriciliklerinde önemli kayıplara neden olan bir Arbovirus enfeksiyonu 

olarak dikkati çekmektedir. BTV, Reoviridae ailesinin orbivirus cinsinde Bluetongue 

virus grup içerisinde sınıflandırılmış olup, 24 serotipi vardır (Roy, 2002). 

        

     ‘Bitting-Midges (Sokucu sinekler)’ olarak isimlendirilen Culicoides’lerin 1000 kadar 

türü identifiye edilmiş ve yapılan çalışmalar ile 57 türün Türkiye’de varlığı tespit 

edilmiştir (Dik, 1997). Türkiye’de C.imicola’nın BT enfeksiyonunu nakleden temel 

vektör olduğu bildirilmiştir (Mellor, 1995).  

 

       BTV’ nin hemotopoetik, retiküloendoteliyal dokulara ve özellikle endoteliyal 

hücrelere özel bir affinitesi vardır (Murphy ve ark., 1999). Özellikle bazı organ ve 

küçük kan damarları ile bunların dallarına afinite gösterir. Bu afinitenin sebebi tam 

olarak anlaşılamamakla birlikte, endotel hücreleri arasındaki fark ve virusun 

spesifitesine bağlanmaktadır (Erasmus, 1990).  

 

       BT hastalığının, kan emen vektör arthropodlarla naklediliyor olması yanında, 

ülkemizde belirlenen tip 2, 4, 9 ve 16 olmak üzere 4 farklı serotipinin bulunması 

sebebiyle diğer virus enfeksiyonlarından farklı epidemiyolojik özelliklere sahiptir. Bu 

durum enfeksiyonun varlığı ve seyrinin serotip düzeyinde sürekli ve çok süratli takibini 

gerekli kılmaktadır. 

 

      Bu çalışmada, ülkemizde seyreden BTV serotiplerinin rutin moleküler tanısına 

yardımcı olacak jenerik ve tip spesifik primerlerin dizayn edilmesi, bunların tanısal 

işlevlerinin karşılaştırılması ve güvenilir in-house RT-PZR tekniğinin standardize 

edilmesi amaçlanmıştır. 

      

      Bu çalışmada, Tarım ve Köyişleri Bakanlığı, Merkez Veteriner Kontrol ve 

Araştırma Enstitüsü Müdürlüğünce izole edilen ve daha önce ortak bir proje 



 
 

kapsamında (TÜBĐTAK, TOVAG-105O241) Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi 

Viroloji Anabilim Dalı virus koleksiyonuna katılan 26 adet BT virusu kullanıldı. Söz 

konusu viruslar, 1998-2005 yılları arasında Türkiye’nin değişik bölgelerindeki BT 

şüpheli klinik olgulardan alınan örneklerin, bir pasaj embriyolanmış tavuk yumurtası 

(ETY) inokulasyonu sonrasında, Ag-Capture ELISA tekniği ile ön identifikasyonu 

gerçekleştirilmiştir. 

 

      BT enfeksiyonun 1924 yılından beri Kıbrıs’ ta görüldüğü, 1943 yılında BTV-3 ve 

sınıflandırılamayan diğer bir tip ile meydana gelen epidemilerin oluştuğu ortaya 

konulmuştur. 1969 yılında serolojik olarak belirlenen tip-4 daha sonra virusun 

izolasyonu ve identifiye edilmesiyle doğrulanmıştır (Sellers, 1975). 

 

      Uzun bir süre Türkiye’ de varlığı bildirilmeyen BT enfeksiyonu 1977 yılının Ekim 

ayında Aydın ve çevresindeki 7 ilde görülmüştür. Başlangıçta tam olarak 

tanımlanamayan enfeksiyon Kasım ayında 12 ile daha sıçramış, 400 koyunun 

hastalanmasına ve bunların yarısının ölümüne neden olmuştur. Yapılan klinik 

gözlemler, patolojik bulgular ve laboratuar çalışmaları sonucunda enfeksiyonun etkeni 

BT tip-4 olarak identifiye edilmiştir. Daha soraki yıllarda Đzmir, Manisa ve Balıkesir 

yörelerinde tekrar ortaya çıkan BT enfeksiyonu 600 koyunun hastalanmasına ve 

bunların %25’inin ölümüne; Çanakkale, Kocaeli, Denizli ve Antalya’da çıkan BT 

salgını 500 koyunun hastalanmasına ve bunların %20’ sinin ölümüne yol açmıştır 

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

 

      Türkiye’ de BT enfeksiyonu ile ilgili olarak yapılan birçok çalışmada (Bolat, 1986; 

Hazıroğlu, 1987; Girgin ve Yonguç, 1988; Öztürk ve ark., 1990; Burgu ve ark., 1992; 

Ertürk, 1994; Mellor ve ark., 1995; Özgünlük, 2003; Yıldırım, 2003) sığır, koyun ve 

keçi populasyonlarında enfeksiyonun yaygın olarak bulunduğu ortaya konulmuş olup; 

bu çalışmalarda Türkiye’nin değişik bölgelerinde BTV-4 seroprevalansı koyunlarda 

%0-100, keçilerde %2,8-50 ve sığırlarda da %0-75,21 oranları arasında bildirilmiştir. 

Karaoğlu ve ark. (2003) Trakya bölgesinde 5 ile bağlı 21 ilçe/köyden örneklenen 557 

adet sığır serumunda BT enfeksiyonunun seroprevalansını % 94.8- 97.5 olarak tespit 

etmiştir. Bulut ve ark. (2006) Konya bölgesinden 562 adet koyun ve keçi kan serumu 



 
 

örneği toplamışlardır; BT enfeksiyonun seroprevalansını ELISA testi ile koyun ve 

keçilerde sırasıyla sonucunda koyun ve keçilerde sırasıyla %14.4 ,%60; SN testi ile 

sırasıyla %13.9 ile %53.5 oranında belirlemişlerdir. Gür (2008) 82 adet kursaklı ceylan 

(Gazella subgutturosa subgutturosa), 684 adet koyun ve 100 adet sığır kan serumunu 

yaptığı C-ELISA testi ile kontrol etmiş; C-ELISA sonucunda kursaklı ceylan, koyun ve 

sığırlarda BT seropozitiflik oranlarını sırasıyla %40.2, %29.5 ve %88 olarak bulmuştur. 

 

      Türkiye’de varlığı 1944 yılından beri bilinen bu enfeksiyonla ilgili yakın zamanda 

yapılan izolasyon çalışmaları, BTV-4 dışındaki bazı serotiplerin de mevcut olduğunu 

ortaya koymuştur. Özellikle Ege Bölgesi ve Trakya’da 1998-2001 yılları arasında 

gözlenen salgınlardan yapılan izolasyonlar bildirilmektedir. Trakya bölgesinde 1999 

yılında yapılan çalışmalarda sahadan izole edilen virus BTV-9 olarak identifiye 

edilmiştir. Mellor ve Witmann (2002), BTV’nin 1998 yılından beri Güney ve Batı 

Anadolu’ da aktif olduğunu, 2000 yılındaki salgında BTV-16 izolasyonu ve 

identifikasyonunun yapıldığını bildirmektedir. 

 

       BT enfeksiyonunun epidemiyolojisinde rezervuar-vektör-iklim üçlü faktörü önemli 

olup, özellikle vektörlerin aktif olmadığı dönemde virusun varlığını sürdürebilmesi bir 

bölgede enfeksiyonun devamlılığında kilit niteliğindedir. Bu konuda birçok bildirim 

bulunmaktadır. BT enfeksiyonu sığırlarda vireminin 100 gün kadar sürmesi rezervuar 

olarak sığırları öne çıkartmaktadır. Sığırlardaki vireminin uzun olmasının, hem 

enfeksiyonun nakli hem de vektörün aktif olmadığı kış aylarında etkenin bir sonraki 

sezona aktarılmasında önemli rol oynadığı vurgulanmaktadır (Mertens, 1999). Bundan 

başka, özellikle enfeksiyonun bulunmadığı bölgelere nakledilmesi ya da bölgede 

enfeksiyonun yayılmasında rüzgarın etkin faktörlerden olduğu bilinmektedir. Rüzgarın 

şiddeti arttıkça uçuş aktivitesi düşer, ancak rüzgarın etkisi ile çok uzak mesafelere 

taşınan enfekte vektörler taşındıkları bölgelerde yeni enfeksiyonlara neden 

olmaktadırlar. Bu şekilde bir bölgeden diğerine hatta bir ülkeden başka bir ülkeye 

enfeksiyonun naklinin mümkün olduğu bildirilmektedir (Sellers ve Pedgley, 1985). Bu 

durum enfeksiyonun varlığı ve seyrinin serotip düzeyinde sürekli ve çok süratli takibini 

gerekli kılmaktadır. Uygulamada virusların izole edilebilmesine rağmen serotipik 

identifikasyonun gerçekleştirilememesi ve hatta bu konuda uluslararası referenz 



 
 

laboratuarlara bağımlı olunması, söz konusu takibin sağlıklı bir şekilde yapılmasını 

engelleyen en önemli olumsuzluk olarak karşımıza çıkmaktadır.  

       

      BTV izolasyon çalışmalarında farklı hücre kültürlerinin kullanımına ilişkin 

bildirimler (Bando, 1975; Goldsmit ve ark.,1975; Wechsler ve McHolland, 1988; 

Erasmus, 1990) bulunmaktadır. BTV’nin saha izolatlarının ilk izolasyon çalışmalarında 

embriyolu tavuk yumurtasına intravasküler yolla inokulasyonlar yapılmış olup, buradaki 

izolasyon başarısının BHK-21 ve Vero hücreleriyle karşılaştırıldığında daha yüksek 

olduğu bildirilmiştir (Goldsmit ve ark., 1975). Benzer şekilde virusun üretilmesinde en 

hassas hücre kültürünün BHK-21 olduğu bildirilmektedir (Bando, 1975). Bu temel 

bilgiler ışığında, araştırmamızda Vero hücrelerine adapte etmeye çalıştığımız BTV saha 

izolatlarının birim hacimdeki enfektif virus partikülü sayısını ifade eden plak sayıları 

dikkate alındığında, izolatlar genelinde elde edilen viral enfektivite düşüklüğünün virus-

hücre (Vero) uymusuzluğu veya adaptasyonu sorunundan kaynaklanabileceği 

düşünülmektedir. 

 

      Wechsler ve McHolland (1988) virusun Madin-Darby Canine Kidney (MDCK), 

Rainbow Trout Gonad (RTG) ve Gekko Lung (GL) hücrelerinde CPE oluşturmadan 

ürediğini bildirmiştir. Aynı araştırmacılar tarafından,  BTV’nin, BHK-21, Bighorn 

Sheep Fetal Tongue (BHFTE), Bovine Turbinatae (BT) ve Madin-Darby Bovine 

Kidney (MDBK) hücrelerinde sayılması zor, çok fazla sayıda plak oluşturduğunu 

bildirmiştir. BTV, Vero ve L929 hücrelerinde sayılabilir nitelikte etrafı sınırlı belirgin 

plaklar meydana getirebilmektedir (Howell ve ark.,1967; Thomas ve Samagh, 1979). 

OIE tarafından yayımlanan uygulama bültenlerinde ise Vero hücrelerinde CPE’nin 

görülmesi için 5 günlük inkubasyon süresinin yeterli olduğu bildirilmektedir (Anon., 

2004a).  Ancak bu araştırmada inokulasyon sonrası BTV izolatları için uygulanan 

inkubasyon süresi en az 6 gün olarak kaydedilmiştir. Bu bulgunun mevcut Vero 

hücrelerinin kullanıldıkları yüksek pasaj sayısı nedeniyle, BTV üremesine beklenen 

desteği verememesinden kaynaklandığı sonucuna varılmıştır.  

 

      Bu çalışmada OIE önerisine göre gerçekleştirilen virus izolasyon çalışması 

sonucunda 26 adet saha izolatının 21 adedinde değişik derecelerde CPE oluşmasına 



 
 

rağmen, 5 adet saha izolatında CPE oluşumu gözlenmemiştir. Ancak CPE gözlenmeyen 

5 adet saha izolatlarında jRT-PZR testi sonucunda BTV nükleik asiti saptanmıştır. Bu 

veri BTV enfeksiyonu tanısında RT-PZR testinin virus izolasyonu ile 

karşılaştırıldığında yüksek duyarlıkta olduğunu bildiren birçok çalışma 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 göstermektedir. 

 

      Bu araştırmada NS3 bölgesini kodlayan segment 10 dizinleri kullanılarak serotip 

düzeyinde olmaksızın tüm BT saha viruslarının nükleik asit varlığını söylemek mümkün 

olabilmiştir. Son yıllarda yapılan çalışmalarda NS3 proteininin konak bağımlı olduğu ve 

özellikle insekt hücrelerinde replikasyonu tamamlayıcı ve esansiyel bir faktör olarak 

görev aldığı, özellikle memelilerden BT virusunun tespiti için ise uygun bir hedef 

olmadığı belirtilse de (Guirakhoo ve ark., 1995) çalışmamızda bunun tam tersine tüm 

virus izolatlarında bu bölge çoğaltılabilmiştir. Bu durum muhtemelen söz konusu 

segmentin tüm nükleotid dizisinin (822 bç) hedeflenmesinden kaynaklanmaktadır.  

 

     Diğer taraftan son yıllarda yapılan çalışmalarda (Maan ve ark., 2007; Özkul ve ark., 

2009) Seg-10’un bütünüyle çoğaltılmasının daha sonra bu DNA ürünlerine yapılacak 

dizin analizi ve filogenetik değerlendirmelerle (özellikle Neighbor Joining analizi), BT 

virus izolatlarının topotipinin ortaya konulmasına katkısı olabilecektir. Bu noktada 

araştırmamızda kullanılan izolatların daha önce bir başka araştırma projesi kapsamında 

(TOVAG 105O241) yapılan filogenetik incelenmesinde ağırlıklı olarak batı grubu BT 

virusları arasında yer aldığı da ortaya konulmuştur (Özkul ve ark., 2009) 

      Araştırmada kullanılan saha izolatlarının tip spesifik primerlerle sRT-PZR 

reaksiyonları gerçekleştirilmiştir. Saha izolatlarının 19 adedi BTV-9 olarak identifiye 

edilirken, 1 tanesi ise BTV-16 olarak tanımlanmıştır. Araştırmada kullanılan tüm 

izolatların BTV-2 ve BTV-4 primeri ile yapılan sRT-PZR sonucunda beklenilen 

büyüklükte amplikonlar elde edilememiştir. Bu sonuçların ışığında, örneklerin 

toplandığı 1998-2005 yılları arasındaki dominant serotipin BTV-9 olduğu ileri 

sürülmektedir. Bu değerlendirme ülkemize komşu ve batısında yer alan coğrafyalarda 

aynı dönemlerde yaşanan BT salgınlarına ilgili raporlarla (Nikolakaki ve ark., 2005) 

tamamen uyumlu olarak değerlendirilmiştir. 



 
 

 

      Bu çalışmada kullanılan virusların izole edildiği tarihler ve coğrafi bölgeler 

itibariyle, ülkemizde BTV-2’nin bulunmadığı görülmüştür. Yukarıdaki 

değerlendirmeden yola çıkıldığında, ülkemizdeki BT enfeksiyonlarından büyük oranda 

sorumlu olan BTV-9’un daha çok Ege’den izole edildikleri görülmüştür. Her ne kadar 

izolat sayısı az olsa da BTV-4 ve BTV-16 olarak serotiplendirmesi yapılan virusların 

Güney ve Güney Batı Akdeniz bölgelerinden izole edildikleri tespit edilmiştir. Bu 

bulgular ile BTV-9 ve BTV-16’nın çoğunlukla batı coğrafyamızla paylaşımda 

(Nikolakaki ve ark., 2005) BTV-4’ün ise doğu coğrafyamızla (Özkul ve ark., 2009) 

paylaşımda olduğu ileri sürülmektedir. 

 

      BTV enfeksiyonun indirekt teşhisi için çeşitli serolojik testlerden yararlanılır. 

ELISA, CF ve AGID yöntemleri grup spesifik antikorların tespiti, SN, IFAT, B-ELISA 

ise tip spesifik antikorların tespitine yönelik olarak sıklıkla kullanılmaktadır (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 araştırmada, Ankara Üniversitesi Viroloji Anabilim Dalı 

stoklarında bulunan 3 referans serotip (BTV-4, BTV-9 ve BTV-16) kullanılarak 

tavşanlar hiperimmünize edilmiş ve elde edilen serumlar kullanılmak suretiyle, özellikle 

moleküler tanı sistemlerine sahip olmayan teşhis laboratuvarlarının kullanabileceği, 

PRNT’nin BT viruslarının serotip ayırımındaki etkinliği değerlendirilmiştir. 

      PRNT ortak grup antijenlerinin ileri benzerliği nedeniyle ELISA ve Virus 

Nötralizasyon Testi gibi serolojik testlerle tür bazında tanısının konmasının mümkün 

olmadığı virus enfeksiyonlarında halen başarıyla kullanılmaktadır (Gordon ve ark., 

1992; Özkul ve ark., 2006). Bu konuda özellikle Bunya-, Flavi- ve Togavirus ailelerinde 

yeralan arbovirus enfeksiyonlarının tanısı amacıyla referans teknik olarak 

kullanılagelmektedir (Gordon ve ark., 1992; Ulloa ve ark., 2003). Bu çalışmalara benzer 

şekilde, araştırmamızda da BTV serotiplerinin tanısında PRNT, virusların hücreye 

adapte edilip üretilebildiği şartta, başarıyla kullanılmıştır. Bu tekniğe ilgili yapılan nihai 

değerlendirmede, PRNT’nin en önemli dezavantaji olarak virusların bu teknikle tanısal 

ayrımına gitmeden önce mutlak suretle viral izolasyonunun ve takiben hücre kültürüne 

adaptasyonunun tamamlanmasının zorunluluğu tespit edilmiştir. 



 
 

 

      Tavşan immunizasyonunda kullanılan virusların PEG-6000 ile konsantre edilmeleri 

ve tavşanlarda 8 haftaya varan inokulasyonlara rağmen serotiplere karşı yüksek 

nötralizasyon antikor titresi elde edilememiştir. Oysa ki daha önce yapılan bir 

çalışmada, benzer konsantrasyon işlemi ile, koyunlarda inokulasyon sonrası aktif 

enfeksiyonuna karşı bağışıklık sağlayabilecek düzeyde antikor oluşumu bildirilmiştir 

(Ramakrishnan ve ark., 2006). Bu araştırmada düşük titreli antikor elde edilmesinin 

olası nedenleri arasında i-) tavşanların uygun bir hayvan modeli olmaması veya  ii-) 

virusun inokulasyon öncesi daha ileri düzeyde purifikasyona ihtiyaç duyabileceği 

üzerinde ağırlıkla durulmaktadır. 

 

      Araştırmada kullanılan 26 saha izolatının PRNT ile 19 adedi BTV-9 ve 1 adedi 

BTV-16 olarak serotip düzeyinde identifiye edildi. BTV-4 spesifik primerleri ile 

beklenilen büyüklükte DNA ürünü elde edilemeyen bir adet izolatın (TR-23) PRNT ile 

serotip düzeyinde identifikasyonları yapılabilmiştir. Bu durumun ağırlıklı olarak sRT-

PZR uygulamasına ilgili bir olumsuzluğa bağlı olabileceği üzerinde durulmaktadır. Söz 

konusu izolatın PRNT ile serotip 4 olarak identifiye edildiği göz önüne alındığında, aynı 

izolatın sRT-PZR ile tanısında çoğaltılması beklenen 2324 nükleotit uzunluktaki 

genomik cDNA’yı çevreleyen olası primer dizinlerinin, VP2’nin en değişken amino 

(NH-) ve karboksi (-COOH) terminallerine denk geldiği görülmektedir. Hedef DNA’yı 

çoğaltmak için tasarlanan primerlerin Akdeniz çukuru izolatlarına ait dizinlerden elde 

edilmiş olması da dikkate alındığında, BTV-4 primerlerinin yerel izolatlara ilgili hedef 

cDNA üzerinde beklenen komplementer dizinleri bulamadığı ve bu nedenle bu örneğe 

ilişkin spesifik amplifikasyon elde edilemediği düşünülmektedir. Son yıllarda yapılan 

çalışmalarda BTV-4 Avrupa izolatları ve aşı suşlarının ayrımında bile farklı primer 

dizinlerine sahip RT-PZR protokollerinin kullanılması da bu düşünceyi destekler 

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

 

      Bu sonuçlar ışığında BTV saha izolatlarının serotipik identifikasyonunda, PRN 

testinin RT-PZR ile karşılaştırıldığında hemen hemen benzer duyarlıkta olduğu 

belirlenmiştir. Böylece, moleküler tanı sistemlerine sahip olmayan teşhis 

laboratuvarlarında da PRNT ile serotip ayırımının yapılabileceği ortaya konulmuştur. 



 
 

Ancak böyle bir uygulama, mutlaka virusun izolasyonuna ihtiyaç duymaktadır ki bu 

özellik PRNT’nin en önemli tanısal dezavantajı olarak değerlendirilmektedir. BT 

epidemilerinin mevsimselliği ve uçabilen vektörlerle sezon içinde hızlı bir yayılımının 

söz konusu olduğu göz önüne alındığında, izolasyon olmadan da virusun etkilenen 

bireylere ait örneklerde yüksek duyarlılıkla ve o oranda süratle tespit edilmesine ihtiyaç 

vardır. Hastalığın görüldüğü tüm ülkelerde yapılan tanısal hedefli çalışmaların ortak 

sonucu, RT-PZR uygulamalarının tanısal değerinin artırılması gerekliliğidir. Bu nedenle 

ülkemizde hastalığın süratli tanısının konması ve dolayısıyla hastalığa bağlı 

olumsuzlukların önüne geçilebilmesi Eş Zamanlı (real time) RT-PZR gibi floresan boya 

ile işaretli problar kullanılarak duyarlılıkları artırılmış ileri in vitro amplifikasyon 

tekniklerinin geliştirilmesi ve kullanımlarının yaygınlaştırılmasına ihtiyaç duymaktadır. 

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

5. SONUÇ VE ÖNERĐLER 

 

 

1. Çalışmada kullanılan 26 saha izolatının tiplendirilebilen 21 adedi dikkate 

alındığında, bu izolatlardan 19 adedi BTV-9; 1 adedi BTV-4 ve 1 adedi ise 

BTV-16 olarak serotip düzeyinde ön tiplendirildiği, 

2. 1998-2005 yılları arasında Türkiye’nin değişik bölgelerinde görülen BT 

enfeksiyonlarından büyük oranda serotip 9’un sorumlu olduğu, bu serotipin 

ağırlıklı olarak Ege’de bulunduğu, serotip 4 ve serotip 16’nın ise çok düşük 

prevalansta seyrettiği ve çoğunlukla güney ve güney Anadolu’da bulunduğu,  

3. Virusların izole edildiği tarihler ve coğrafi bölgeler itibarıyla Türkiye’de BT 

serotip 2’nin bulunmadığı,  

4. Serotip tayini için kullanılan sRT-PZR ve PRNT’nin hemen hemen benzer 

duyarlılıkla çalıştığı, bu araştırma için sadece bir izolatın (TR-23) sRT-PZR ile 

serotipik tanımlamasının yapılamamasına karşın PRNT ile identifiye edildiği, 

dolayısıyla PRNT’nin serotip identifikasyonunda güvenle kullanılabilecek bir 

tanısal araç olduğu, 

5. Özellikle PRNT’de kullanılan hiperimmun serumlar hazırlanırken, tavşanların 

ileri düzeyde purifiye edilmiş virus veya viral antijenler ile inokule edilmesi 

gerekliliği,  

6. ETY pasajı sonrasında BT antijeni tespit edilen örneklerin hücre kültürü 

adaptasyonu için öncelikle BHK-21 hücrelerine inokule edilmesinin, buradaki 

titre yükselmesi sonrasında bir başka (tercihan Vero) hücre kültürlerine 

geçilebileceği, aksi taktirde Vero hücrelerinde beklenilen titre yükselmesinin 

zaman alacağı, 

7. BT virusunun moleküler tanısı amacıyla öncelikle segment 10 (Seg-10) 

düzeyinde jRT-PCR yapıldıktan sonra, sRT-PZR ile serotipik ayrıma 

gidilmesinin uygun bir tanısal sıralama olabileceği,  

8. RT-PZR temelli serotiplendirme çalışmalarının etkin laboratuar ve kullanıcı 

profillerinde daha verimli olabileceği sonuçlarına varılmıştır. 

 

 



 
 

BTV saha izolatlarının PRNT ile serotipik identifikasyonunda, tanısal ayırıma 

gitmeden önce virus izolasyonu ve takiben hücre kültürüne adaptasyonun 

tamamlanması gerekmektedir. BT epidemilerinin mevsimselliği, biyolojik vektör 

olan insektlerin tamamen elimine edilmesindeki güçlük ve meteorolojik faktörlerin 

etkisiyle hızlı bir yayılımının olması dikkate alındığında, enfekte bireylerde virus 

izolasyonu yapılmadan da virusun hızlı ve yüksek duyarlılıkta tespit edilmesi 

gerekmektedir. 

 

BT hastalığının görüldüğü tüm ülkelerde son yıllarda yapılan tanısal hedefli 

çalışmaların ortak hedefi, RT-PZR uygulamalarının tanısal değerinin artırılmasına 

yöneliktir. Bu noktadan hareketle, Eş Zamanlı (real time) RT-PZR gibi floresan 

boya ile işaretli problar kullanılarak duyarlılıkları artırılmış ileri in vitro 

amplifikasyon tekniklerinin geliştirilmesi ve kullanımlarının yaygınlaştırılması, 

ülkemizde BT hastalığının süratli tanısının konmasına ve dolayısıyla hastalığa bağlı 

olumsuzlukların önüne geçilebilmesine olanak sağlayacaktır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ÖZET 

 
 

Yerel Mavidil virusu izolatlarının Plak Redüksiyon Nötralizasyon (PRN) ve 
Reverz Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) teknikleri ile 
serotipik identifikasyonu 
 
Bu çalışmada 1998-2005 yılları arasında izole edilen yerel BT viruslarının serotipik 
identifikasyonu amaçlanmıştır. Bu amaç için jenerik ve serotip spesifik RT-PZR 
sistemleri ile PRN testi tasarlanmıştır. Jenerik RT-PZR segment 10 düzeyinde daha 
önce bildirilen (Nikolakaki ve ark., 2005) primerler kullanılarak gerçekleştirilirken, 
sRT-PZR segment 2 düzeyinde ve serotip 2 ve 4 için daha önce Mertens ve ark. (2007) 
tarafından, serotip 9 ve 16 için ise bu çalışma kapsamında tasarlanan primerler 
kullanılarak gerçekleştirildi. 
      jRT-PZR ile araştırma kapsamında çalışılan 26 adet BTV izolatının tamamında Seg-
10 spesifik DNA ürünleri elde edilebilmiştir. Diğer taraftan sRT-PZR uygulaması 
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 ürünü elde edilemedi. 
     Moleküler identifikasyon verileri kullanılarak PRN testinin ana komponenti olan tip 
spesifik hiperimmun serumların elde edilmesi için 3 referans virus (BTV-4, BTV-9 ve 
BTV-16) tavşanlara inokule edildi. Đnokulasyon takvimi sonunda hiperimmun 
serumlarda her 3 virusa karşı 1:10 düzeyinde nötralizan antikor titresi belirlendi. Bu 
serumlar kullanılarak yapılan PRN testi sonunda 19 izolat BTV-9, 1’er izolat BTV-4 ve 
BTV-16 olarak identifiye edildi. 
      Sonuç olarak RT-PZR direkt olarak laboratuar ve kullanıcı profillerinden etkilense 
de sRT-PZR ve PRN testleri arasında BT virusu serotiplerinin tanısı açısından benzer 
duyarlılık 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, sRT-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 sRT-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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