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ONSOZ

Rotaviruslarm neden oldugu buzag: ishalleri, son yillarda endiistri kavramyla ifade
edilmeye baslanan hayvancilik sektdriinde, Ozellikle de entansif siit siircilifs
isletmelerinde, neonatal Gliimler, enfckte hayvanlarda gelisme geriligi, medikal
girdiler vb. nedenler ile oldukca 6nemli bir konum kazanmgtrr.

Rotaviruslarin neden oldugu klinik enfeksiyon, ishal ve buna bagh olarak
sekillenen fizyolojik degigikliklerle karekterizedir. Enfekte hayvanlarda dehidrasyon
ve zayiflama go6zlenir. Bakteriyel ve protozoer ikincil enfeksiyonlarla birlikte
seyreden olgularda 6nlem alinmadif takdirde Slilm sekillenebilir.

Rotavirus enfeksiyomunun epidemiyolojisinde klinik enfekte yenidoganlarm
yam stra, subklinik enfekte erigkin sigirlar ve saglikh gdriiniimlii buzagiarn da
neonatal donemdeki buzagilara enfeksiyonun bulagmasi ve dolayisiyla siiriide
enfeksiyonun devamlihZimda rol oynayabildigi bildirilmigtir.

Erigkin sigirlarda rotavirus enfeksiyonlari ¢oguniukla subklinik bir seyir izler
ve bu hayvanlar siirll icerisinde virus sagicisi pozisyonundadirlar. BRV
enfeksiyonunun devamhhigmda saghkh goriintimlii erigkin sagicilarin Snemli rol
oynadigy, enfekte annelerin genellikle buzagilama sirasinda yenidogan yavrularmi
enfekte ettikleri ve enfekte buzapilarn da yiiksek miktarda virus sagarak diger
yenidoganlar i¢in enfeksiyon kaynagi olduklar: bildirilmigtir.

Bu ¢ahsmada, erigkin sigirlarm buzagilama dSneminde BRV sagtiklari, bu
sagicilarin dofum swasinda yavrularm enfekte ettikleri ve enfekte buzagilarm da
ayni zamanda dogan diger buzagilar icin enfeksiyon kaynagi olduklari belirlenmis
olup, elde edilen veriler 113nda hastaligim kontrol ve eradikasyonuna ilgili oneriler
ortaya konulmugtur.
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1.GIRIS

Buzagilarda diyareye sebep olan enterik enfeksiyonlar, yasamm erken dénemlerinde
olusan yilksek mortalite ile medikal girdiler ve gelisme gerilifi sonucunda Snemk
ekonomik kayiplara neden olurlar. Bu enfeksiyonlarm etiyolojisinde bir ¢cok faktdr rol
oynamaktadir. Bunlar arasmda mantar ve kimyasal toksinler, bakteriler, viruslar,
protozoalar ve yetersiz besleme, diiglik sicakbk, k&tdi hijyen, kalabalk ortam,
kolostrum alamama ve bireysel duyarhlik gibi faktorler yer alr. Diger faktorler ise,
buzafilarda maternal immunitenin transferi ve immun cevabm geligimidir
(Kodituwakku ve Harbour, 1990; Garcia-Sanchez ve ark., 1993).

Buzagilarda viruslar tarafindan olugturulan diyarenin en 8nemli etkenleri rota
ve coronaviruslardir. Bununla birlikte, Breda virus, calici-benzeri virus, parvovirus,
bovine viral diarrhoea virus (BVDV), adeno ve astroviruslar da ishalli buzagilardan
izole edilen etkenlerdir. Enterotoksijenik E.coli, Salmonella, Camphylobacter jejuni
gibi bakteriler ile Koksidial parazitler de diyarenin ortaya ¢ikignda etkili diger
enfeksiydz etkenlerdir (Abraham ve ark.,1992; Kodituwakku ve Harbour,1990; Van
Opdenbosch ve ark.,1979).

Rotaviruslarm neden oldufu enteritisler farklh hayvan  tiirlerinin
yenido@anlarinda yaygm olarak goriilmekte olup, akut sari renkli ishal, dehidrasyon,
kilo kaybi, anoreksi, metabolizma bozukluklar ile karakterizedirler. Etken ince barsak
villus epitellerinde tahribat meydana getirerek diger viral ya da bakteriyel etkenlerle
komplikasyonlarin dogmasma ve Snlem almmadig: takdirde Slitmle sonuglanabilen bir
klinik seyire de neden olabilmektedir (Blood ve ark.,1983; McNuity,1983).

Tiim diinyada yaygin olan rotaviruslarin enfeksiyon spektrumunda yenidogan
bebek, buzagy, tay, kuzu, domuz, maymun, geyik, kedi ve kipek ile kanath hayvanlar
yer almaktadir (Fenner ve ark.,1987).



Rotaviruslar tizerine ilk ¢ahiymalar, 1943 yilinda Light ve arkadaglar tarafindan
cocuklarda goriillen bir ishal epidemisinden topladiklari gaita orneklerinden,
bakterilerin gegemedigi filtre sistemlerinden gegen bir ajam izole etmeleriyle baglamus,
ancak bu ajanmn doku kiiltiirlerinde zor {iremesinden dolay1 aragtrmalar uzun yillar
boyunca yavas ilerlemistir (Joklik, 1985). Mc Nulty (1978), Mebus ve arkadaslarmn
1969 yiinda deneysel olarak gergeklestirdikleri bir ¢ahigmada, sahadan ahnan gaita
orneklerinden elde ettikleri inokulumu kolostrum almamus buzagilara vererek ishalin
olusabilecegini ortaya koyduklarm bildirmigtir. Bishop ve ark. (1973) akut
gastroenteritis semptomu gosteren ¢ocuklarin doudenum mukozasmndan aldiklan
biyopsi materyallerinden 70 nm bilyiikliikte olan insan rotaviruslarim identifiye ederek,
bu virusun Norwalk virusuyla ortak enfeksiyon olusturdugunu ortaya koymuslardir.

1977 yiinda domuz rotaviruslar1 proteolitik enzimlerle muamele edilerek doku
kiiltirlerine adapte edilmis ve seri pasajlar seklinde ({iretilmistir (Matsuda ve
Nagakami, 1989). Aym sene iginde Mc Nulty ve ark. (1977) MDBK hiicre

kiiltiirlerinde buzag: rotaviruslarm tripsinle muamele ederek basart ile tiretmislerdir.

Rotaviral enteritisler en ¢ok kis ve sonbahar aylarmda artan insidensle
seyretmektedir. Segici olarak oOzellikle gen¢ hayvanlarn etkileyen hastaliym
yaylimasinda en onemli yol olarak gaita bildirilmigtir. Ayrica etken gaita ile bulagmus
yem, su ve siit ile de indirekt olarak nakledilebilmektedir (Chauhan ve Singh, 1996).

Rotavirus enfeksiyonu yetiskin hayvanlarda genellikle subklinik olarak
seyretmektedir. Birgok arastiric1 (Alkan ve ark., 1999; Burgu ve ark.,1995; Crouch ve
Acres, 1984) erigkin sigirlarda rotavirus antikorlarmm tespit edildigini bildirmistir.
Erigkin hayvanlar herbangi bir klinikk semptom gostermeksizin uzun siire virusu
sacarak, siirlide virusun varhmm devamhligmda Snemli rol oynarlar. Rotavirus
enfeksiyonlarmin epidemiyolojisinde erigkin virus sagic1 hayvanlarin 6nemi domuzlarda
Bentfield ve ark. (1982) tarafindan ortaya konulmustur. Goto ve ark.(1986) da ciftlikte
BRV enfeksiyonunun stirdiiriilmesinde asemptomatik erigkin sagicilarm 6nemli rol

oynadigmi, enfekte annelerin genellikle buzafilama srasmda yenidogan buzagilan



enfekte ettikleri ve enfekte buzagilarin da yitksek miktarda virus sagarak diger
yenidoganlar i¢in enfeksiyon kaynagi olduklarimi bildirmiglerdir. Murakami ve
ark.(1987) da buzagilama sezonunda rotavirus salgim gériilen bir isletmede, BRV
antijeninin ilk dnce erigkin bir sigirda dogum yaptig1 giin saptandigini, ertesi giin bu
sigirn yavrusunda ve daha sonra da isletmedeki yenidoganlarda yogun rotavirus
enfeksiyonunun ortaya ¢iktigim bildirmiglerdir.

Eriskin sigirlarin biiylik bir gogunlugunda antikor saptanmasma karsmn,
kolostrum ile yenidogana aktarilan antikor titresinin koruyucu rolii tartisma
konusudur. Sigirlarda bu antikorlar 1.glin kolostrum ile yiiksek konsantrasyonda
saglir ve dogumdan sonra birkag giin i¢cinde hizla negatif diizeye diiser (Crouch ve
Acres, 1984; Kapikian ve Chanock, 1990). Bu nedenle yenidoganlarm BRV
enfeksiyonundan korunmasinda hijyen tedbirleri, uygun bakim ve beslemenin
saglanmasi Onerilmektedir. Bunun yam sira, yenidoganlarm aktif immunizasyonu
muhtemel bir yaklagim olarak degerlendirilmis ve hazirlanan atteniie agilar ticari olarak
sunulmus ise de, sahadaki sonuglar1 tartismalidir. Alternatif yaklagim olarak gebeligin
ileri donemlerinde agilanan annelerde yiiksek titrede antikor olusumunun saglanmasi
ve kolostrum ile saglanan pasif immunite ile yenidoganlarm enfeksiyondan korunmasi
diisiinlilmiis ve bu amagla hazirlanan agilar ticari olarak kullamma sunulmustur. Bu
agilarm sahadaki etkinlikleri, ag1 virusu ile saha izolatlarmm antijenik yakmliklari
konular1 bir¢ok aragtiricinmn {izerinde yogun olarak ¢ahstig1 konulardir (Archambault
ve ark.,1988; Kim ve ark., 2002; Van Zaane ve ark.,1986; Ward ve ark., 1990).

Tiirkiye’de rotaviruslara iligkin enteritislerin varoldugu, sigirlarda rotavirus
enfeksiyonunun prevalansinin belirlenmesi, ishalli buzagilarda rotaviruslarm rolii ve
rotavirus enfeksiyonlarmm teshisinde duyarh yontemlerin belirlenmesi amaglarma
yonelik aragtirmalar (Alkan, 1998; Alkan ve ark.,1992; Burgu ve Akga, 1983; Burgu
ve ark., 1995; Yazici, 1992) ile ortaya konulmustur. Ishalli buzagilarda rotavirus
enfeksiyonlarmin arastirildigi calismalarda (Alkan,1998; Burgu ve ark.,1995,
Yazic1,1992) materyal saglanan yetistirmelerde ishal olgularmda rotaviruslar %17-53

oraninda etiyolojik ajan olarak saptanmustir. Eriskin sigwlarda BRV antijenini?,@’
S
S
S
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arastirildigr Alkan ve ark. (1999) ¢ahismasinda ¢ogunlufu 7-9 ayhk gebe olan 585
sifira ait gaita 6rneginden higbirisinde BRV tespit edilememistir. Ancak erigkin
siprrlarda BRV  enfeksiyonu oranlarmin serolojik olarak belirlenmesine yonelik
aragtirmalarda (Alkan ve ark.,1999; Burgu ve Akga,1983; Burgu ve ark., 1995)
%28.3-43.8 oraninda seropozitiflik saptanmgtir.

1.1. Etiyoloji

Insan ve hayvan rotaviruslari, Reoviridae ailesinde yer alan, ortak morfolojik ve
biyokimyasal 6zellikler tagtyan virus grubudur (Flores ve ark.,1987; Glass ve
ark.,1985).

Olgun rotavirus partikiillerinin ¢gapt 70 nm dir. Rotavirus partikiilleri zarsiz ve
yag eriticilerine kargi dayanikhdir. Etken, i¢ ve dis olmak iizere, ikozahedral simetriye
sahip iki kapsid ve kordan olugmaktadiw. Viral partikiiller RNA’ya bagimli RNA
polimeraz ve baskilanmig RNA transkriptlerini sentezleyebilen enzimleri tasir (Fields
ve ark.,1996).

Etken ¢ift iplik¢ikli RNA (dsRNA) igerir ve genom 11 segmentten olugsmusg
olup, purifiye segmentler enfeksiyoz degildir. Cift iplikgikli RNA fragmentleri
poliacrylamide gel electrophoresis (PAGE)’ de migrasyonlarina gore 1°den 11°e kadar
numaralandiribr. Her bir segment en az bir viral proteini kodlar (Parwani ve
ark.,1995).

Virusun VP1, VP2 ve VP3 proteinleri kor’da yer alir. VP2 viral RNA’ya
baglanir ve ¢ift iplikgikli RNA segmentlerinin replikasyonunda ve rotavirus
virionlarmm kapsid igerisine toplanmasmda (enkapsidasyonunda) gorev alir (Boyle ve
Holmes, 1986; Briissow ve ark., 1990; Clark ve Desselberger, 1988; Zeng ve ark.,
1994). VP4 ( VP5*+VP8*) ve VP7 dis kapsidde, VP6 ise i¢ kapsidde bulunan diger
yapisal proteinlerdir. VP4 non-glikolize yiizey proteinidir ve tripsin ile muamelede



VP5* ve VP8* olmak fizere iki proteine boliiniir. Bu bdlinme {iriinleri de
enfektiviteden sorumludur (Arias ve ark., 1996; Bridger ve ark.,1992). VP4 ve VP7
ndtralizasyondan sorumlu proteinlerdir. Ancak ger¢ek anlamda reaktif olan viral
antijen glikoprotein yapismdaki VP7’dir. Bunun bir nedeni VP7’nin virionun dig
kapsidinin biiyiik bir yiizdesini olusturmasi, digeri ise segici olarak spesiﬁk. antikor
olusumunu daha fazla uyarmasidir (Bridger ve ark., 1992; Matsuno ve Inouye,1983;
Sabara ve ark.,1985).

Rotaviruslarin yapisal proteinleri virus partikiilii iginde bulunurlar. NS20,
NS26, NS34, NS35 ve NS53 proteinleri ise yapisal olmayip, olgunlasmus partikiilde
bulunmayan ancak enfekte hiicrede tespit edilen rotaviral proteinlerdir (Fields ve ark.,

1996; Gallegos ve Patton, 1989).

Elektron mikroskop ile yapilan incelemelerde, rotavirus partikiilleri farkh
morfolojik goriiniim sergiler. Genellikle EM’da ¢ift kabuklu, tek kabuklu ve kor
olmak {izere {i¢ tip partikiil goriiliir. Cift kabuklu partikiiller diizgiin kenarh ve
tekerlek goriintimiindedirler. Tek kabuklu partikiillerin g6riiniimii muntazam olmayip,
yiizeyleri pitirlidiir. Daha seyrek goriilen korlar ise, genellikle genomik RNA
icermez ve gruplar halinde bulunur (Fields ve ark., 1996).

Rotaviruslar hiicre kiiltiirlerinde CPE olugturarak tirer. Primer hiicre kiiltiirleri
olduk¢a duyarhdir. Bunun yamisra MA-104, MK-2, LLC-MK-2, BSC-1, Vero ve
MDBK hiicre kiiltiirleri de virusun iiretilmesi amaciyla kullamimaktadir (Bachmann ve
Hess, 1981; Ihara ve ark., 1983).

Rotaviruslar hiicre kiiltiirlerinde tiremek icin proteolitik enzimlere ihtiyag
duyarlar. Ciinkii bu enzimler, dis kapsitte yer alan polipeptid tabakanm yarilmasina ve
enfeksiyOzitenin artmasma neden olurlar (Arias ve ark.,1996; Bachmann ve Hess,
1981). Etken hiicrenin stoplazmasmda inkliizyon cisimcigi olugturarak iirer (Musalem
ve Espejo, 1985). Hiicreler dsSRNA’y1 replike edecek enzimleri icermezler, bu nedenle
virus gerekli enzimleri saglamak durumundadir. Viral transkriptler hem protein



tiretiminde hem de negatif zincirin iiretiminde rol alirlar. dsSRNA segmentleri yeni
geligsen subviral partikiiller icinde olugur. Serbest dsSRNA veya serbest negatif-ssRNA
enfekte hiicrelerde bulunmaz. Subviral partikiiller, viroplazma ile baglantii olarak
olusur ve bu partikiiller, endoplazmik retikulum zarmdan tomurcuklanarak olgunlagir.
Bu siiregte partikiiller dis kapsid proteinlerini elde ederler. Partikiiller enfekte
hiicrelerin parcalanmas: yolu ile ag¢ifa ¢ikarlar (Fields ve ark.,1996; Gallegos ve
Patton,1989).

Enfeksiy6zite dis kapsidin bulunup bulunmamasina bagh oldugundan, kalsiyum
ile selasyon yapici ajanlarla (EDTA,EGTA) yapilan muameleden sonra dis kapsid
pargalanir ve enfeksiybzite kaybolur. Kalsiyum, ¢ift kabuklu partikiillerde tespit
edilmis, ancak tek kabuklularda saptanamamustir. Bu da dis kapsid proteini olan VP7
nin protein zincirinde yer alan kalsiyum baglanma alanmndan kaynaklanmaktadir
(Cohen ve ark.,1979).

Rotaviruslarn hiicre igerisine girmesi, transkripsiyon aktivitesi, morfogenezisi,
hiicre lizisi ve olgun partikiillerin salmmm Ca* bagmh bir yap: izler. Extraseliiler
ortamda, Ca* viral kapsidin yapismu stabilize eder (Cohen ve ark.,1979; Ruiz ve
ark.,2000).

Rotaviruslar, inaktivasyona kargi, goreceli olarak stabildirler. pH 3-9 arasinda
en az 15 dakika siire ile enfeksiy6zitesini koruyabilir. 4 °C’de 1.5 nM CaCl, i¢inde
stabilize edildiklerinde 20°C’de aylarca enfeksiyozitesini korurlar. Simian ve buzag:
rotaviruslarmin enfektiviteleri 45-50 °C’de bile goreceli olarak stabildir. Ancak
hemagliitinasyon aktiviteleri bu 1sida hizla kaybolur. Enfektivite ve hemagliitinasyon
aktiviteleri, tekrarlanan dondurma ve eritme iglemleriyle bozulabilmektedir. Virus
enfeksiydzitesi fenol, formalin, klorin, betapropiolakton ve ozon gibi dezenfektanlarla
inaktive edilebilir. Etanol (%95) en etkili dezenfektandir. Dis kapsidi yok ederek
etkisini gosterir (Fields ve ark.,1996, Vaughn ve ark.,1987).



Rotaviruslar, serolojik olarak multiple gruplar ve her bir grupta multiple
serotiplerin yer aldi1 bir sistemde smflandmimglardir. Bir rotavirus grubu
immunfloresan, ELISA ve immunelektronmikroskopi (IEM) gibi serolojik testlerle
gorilebilen, capraz reaksiyon veren antijenleri paylasan viruslardan olusur. Baz
hayvan ve insan rotavirus suglari arasmda ¢apraz-nétralizasyon testi, ¢apraz-
hibridizasyon teknikleri ve dizin analizi ile belirlenen antijenik benzerlikler
bildirilmistir. Bu 6zellikten yararlanilarak hayvan rotavirus suslarindan insanlar igin
asilar hazirlanarak immunprofilakside kullamlmaktadir (Albert ve ark.,1987; Briissow
ve ark.,1991; Dyall-Smith ve Holmes,1984; Glass ve ark., 1985; Flores ve ark.,1986;
Nagesha ve Holmes,1991).

Rotaviruslar, i¢ kapsid proteini olan VP6’daki antijenik farkliliklara bagl
olarak 7 farkh grubu kapsarlar. Grup A, B ve C hem insan hem de hayvanlarda
bulunurken, grup D, E ,F ve G rotaviruslar sadece hayvanlarda bildirilmistir (Lu ve
ark.,1994; Tsunemitsu ve ark.,1999). Bunlardan grup A rotaviruslar bebeklerde ve
yenidogan hayvan yavrularinda en sk olarak goriilen gruptur ve ciddi ishalli
hastaliklara yol agarlar (Lucchelli ve ark., 1992). Grup B rotaviruslar ise insan,
domuz, sigw, kuzu ve ratlarda ishal nedenidir. Grup A rotaviruslar ile
kargilagtnldifinda grup B rotaviruslarm tespiti daha zordur. Grup B rotaviruslar ile
enfeksiyon Ingiltere, Fransa ve Amerika Birlesik Devletleri'nde saptanmustir. Son
yillarda yapilan galsmalarda Grup B rotaviruslarn buzad: ishallerinden daha gok
eriskin sigirlarda ishale neden oldugu bildirilmistir (Gueguen ve ark.,1996; Tsunemitsu
ve ark.,1999).

Her grup i¢indeki viruslarn genetik gesitlenme yetenekleri olmasma karsm
gruplar arasinda bdyle bir 6zellik yoktur (Gulati ve ark.,1995).

Rotaviruslarm, dis kapsidinde yeralan ve nétralizasyondan sorumlu olan VP7
(G tip) ve VP4 (P tip) proteinlerinin 6zelliklerine gore serotipleri vardwr. Grup A
rotaviruslarin 14 VP7 serotipi ve 11 VP4 serotipi belirlenmistir. G1, G2 ve G9 sadece
insanlarda, G3, G4 ve G8 hem insan hem de hayvanlarda, G5, G6, G7, G10 ve G11



hayvanlarda bulunan serotiplerdir. Diinyamn bir ¢cok bdlgesinden izole edilen bovine
rotaviruslar genellikle G6 veya G10 serotiplerine aittir (Ciarlet ve ark.,1997; Huang
ve ark.,1992; Hussein ve ark.,1995; Lu ve ark.,1994; Markowska-Daniel ve ark.,
1996). De Verdier ve ark.(1999) Isveg’te 4 yil boyunca 41 siiriide yaptiklar: bir
arastrmada, pozitif olgularm %60°nda serotip G10, %30’unda serotip G6, %1°nde
serotip G3, %1°nde serotip G8 tespit ederken, olgularm %7°nde serotip tayini

yapamamiglardir.

1.2.Epidemiyoloji

Rotavirus enfeksiyonlar1 tim diinyada yaygmdir. Bircok memeli hayvan ve kanath
tirtiniin eriskinlerinde subklinik, genclerinde ise enterik hastaliklara neden olurlar
(Murphy ve ark.,1999).

Bovine rotaviruslar, yenidogan buzagi ishallerinde en siklikla saptanan
etkenlerdir. De La Fuente ve ark. (1998) 1-30 giinliik 218 ishalli buzag: ile yaptiklar
bir ¢alismada, ishal olgularinin %52.3”{inde cryptosporidium, %42.7’sinde rotavirus,
%11.9’unda E.coli, %7.3’{inde coronavirus tespit etmislerdir. Alkan (1998) ise, ishal
semptomu gOsteren buzailarm %S53’tinde BRV, %18’inde BCV saptandigim

bildirmistir.

Geng hayvanlarin enfeksiyonunda, enfekte eden virusun virulensi, diger
enteropatojenik ajanlarin  varhigi, iklim kosullari, bhayvanlarm dogumdan sonra
kolostrum alip almamalari, siitten kesilme zamanlari ve immunite durumlan
enfeksiyonun seyrini etkileyen faktorler arasinda yeralmaktadir (Fenner ve ark.,1987).
Bridger ve ark. (1992) yaptiklar1 cahigmada, virulent virus suslarmm daha fazla sayida
enterositleri etkilediklerini ve daha fazla hasar meydana getirdigini, diisiik virulensin
ise villuslan daha az etkiledigini, enterositlerde daha az sitopatik etki gostererek dogal
subklinik enfeksiyona neden oldugunu bildirmiglerdir.



BRV enfeksiyonunun seyrini etkileyen en dnemli faktbrlerden birisi kolostrum
ile ahnan maternal antikorlardir. BRV enfeksiyonunun seyrinde agilanmis sigirlardan
saBlanan yiksek titreli antikor iceren kolostrum almunm etkinligi birgok aragtirici
tarafindan ortaya konulmugtur (Castrucci ve ark.,1984; Le Rousic ve ark.,2000;
Snodgrass ve ark.,1980). Wellemans ve Opdenbosch (1981) ise kolostrum almarnus
hayvanlarda diyarenin daha erken yaglarda ve daha siddetli oldugunu bildirmiglerdir.

Rotavirus enfeksiyonlar: gerek insanlarda gerekse hayvanlarda mevsimsel ve
iklimsel farkhbklar gostermektedir. Yapilan ¢aligmalarda, sofuk ve kuru hava ile
seyreden aylarda, thk ve rutubetli seyreden aylara gore daha sik olarak enfeksiyona
rastlandi goriilmigtir (Cilla ve ark.,2000; Yazic1,1992;). Ayrica melez ve eksotik
hayvanlar yerli wklara oranla rotavirus enfeksiyonuna daha duyarhdir (Chauhan ve
Singh,1996).

Rotavirus enfeksiyonlart tipik olarak bebeklerde ve yenidogan hayvan
yavrularmda gorilir. Insanlarda vakalarm ¢ogu 6-24 ayhk, ancak en siklikla 9-12
ayhk ddnemlerdir. Hayvanlarda ise enfeksiyon 1 yagn tizerinde nadir olarak goriilir,
Garcia-Sanchez ve ark.(1993), dopumu takiben 2.giinde, Burgu ve ark. (1995)
7.giinde, Alkan (1998) 11.giinde BRV tespitini bildirmislerdir, Tam BRV poxzitif
olgularda kaydedilen ortalama yas ise genellikle dogum somrasi ikinci haftaya
rastlamaktadir. BRV enfeksiyonu icin ortalama yag, Steiner ve ark. (1997) tarafindan
6 giin, Garcia-Sanchez ve ark.(1993) tarafindan 13 glin, Burgu ve ark. (1995)
tarafindan 12,7 giin ve Alkan (1998) tarafindan 13,6 giin olarak bildirilmigtir,

Rotaviruslarin baghca bulagma yolu fekal-oral yoldur. Rotaviruslar enfekte
hayvanlarm gaitalan ile yiikksek titrede (yaklagk 10'' partikiil/gr) sacibrlar ve
maximum sagthm enfeksiyonun 3. veya 4. giiniidtir (Murphy ve ark.,1999). Ozellikle
BRV enfekte ishalli buzagilarm gaitalani ile yiiksek miktarda etken sagilmm olur.
Etkenin inaktivasyona dayanikh olmas: ve aylarca canh kalabilmesi sebebiyle gaita
dnemli bir kontaminasyon kaynagidir (McNulty ve Logan,1983),
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Rotavirus enfeksiyonunun epidemiyolojisinde, klinik enfekte yenidoganlarin
yam sira, subklinik enfekte eriskin siirlar ve saglikli goriiniimlii buzagilarm da
neonatal donemdeki buzagilara enfeksiyonun bulagmasi ve siiriide enfeksiyonun
devamhh@inm saglanmasinda rol oynadigi bildirilmistir (Benfield ve ark.,1982;
Chauhan ve Singh,1996; Goto ve ark.,1986; Myers ve ark., 1984).

Rotaviral enfeksiyonlar eriskin sigirlarda ise genellikle subklinik bir seyir
izlemektedir. Ancak son yillarda yapilan ¢aligmalarda Grup B rotaviruslarm erigkin
sigirlarda ishal meydana getirdigi bildirilmigtir (Tsunemitsu ve ark.,1999). Grup A
rotavirusla oral inokulasyon yapilan erigkin insanlarda enfeksiyon ve klinik hastalik
olusmustur (Murphy ve ark.,1999). Eriskin sigirlarda subklinik BRV enfeksiyonunun
virolojik olarak tespiti daha gok tesadiifi olarak bildirilmistir. Ancak serolojik verilere
dayamlarak bircok iilkede ve Tiirkiye’de enfeksiyonun yaygmhg: bildirilmistir. Burgu
ve Akca (1983) yaptiklar ¢aligmada seropozitiflik oramm %28,3 olarak bulurken,
Burgu ve ark.(1995) bu oram %31 olarak belirtmiglerdir. Alkan ve ark. (1999) ise ileri
gebe sigirlarda bu oram %43,8 olarak tespit etmiglerdir. Crouch ve Acres (1984) 121
erigkin sifirda rotavirus antijeni tespit edememisler, ancak bunlarin 53 adedinde (%44)
rotavirus spesifik antikor varligini ortaya koymuslardir.

Eriskin sigirlarm subklinik enfeksiyonu, BRV enfeksiyonunun epidemiyolojisi
agismdan Snem tagimaktadir. Eriskinlerin enfeksiyonu klinik enfekte hayvanlarla yakm
temas yolu ile aldiklar1 ve kronik olarak sagtiklari virus ile de siiride enfeksiyonun
devamhhigim safladiklan tespit edilmigtir (Wood ve Bridger,1975). Ishizaki ve ark.
(1995) kapal yetistirme yapilan bir isletmede 3 yil boyunca yaptiklar1 bir ¢alismada,
ishalli ve sahkli buzagilardan identifiye ettikleri BRV’un ¢ahisma siiresi boyunca
antijenik degisiklife ugramaksizin persistent olarak kaldigim gostermislerdir. Eriskin
subklinik enfekte sifirlarda rotaviruslarm sagiimi gebeligin ge¢ donemlerinde —
ozellikle dogum yaptiklar: giin- muhtemelen hormonal degisiklikler ve hormonlarm
immun sistemdeki immunsupresif etkilerine bagh olarak artmaktadir. Bu hayvanlar da
yenidoganlarin etkeni edinmelerinde ve virusu g¢oaltarak yaymalarmda énemli rol
oynamaktadirlar (Murakami ve ark., 1987).
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1.3. Patogenez ve Patoloji

Etkenin oral yolla almmasim takiben, virus ince barsaklardaki farkhlagmis villus
kolumnar epitel hiicrelerini (enterosit) enfekte eder. Virusun buradaki hizh
replikasyonu ince barsaklar boyunca enterositlerin yogun bir sekilde yikim ve
dokiilmeye neden olur. Dékiilen epitellerin yerini olgunlagsmamus ve farkhlagsmanus
kiiboidal epitelyum alir. Ince barsaklar boyunca bu epitelyum kayb sonucu villuslarda
kisalma ve kaybolma (villéz atrofi), komsu villiler arasmda flizyon gozlenir. Yogun
enterosit yikmny, villilerin luminal yiizeyleri boyunca olusan normal sindirim-
absorbsiyon mekanizmasmin bozulmasma ve bunun sonucu olarak da akut, gegici,
malabsortif diyareye neden olur (Bridger ve ark.,1992). Diyare, barsak igindeki
villilerin olgunlasms ve farkhlagmug epitelle kaplanmasma kadar devam eder. Bu siire
enfeksiyon sonrasi yaklagik 7-10. giinlere kadardir (Saif ve Theil,1990; Yason ve
ark.,1987).

Rotavirus enfeksiyonu genellikle ince barsaklarn proksimal kisimlarmdan
baslar ve jejenum, ileum ve bazen de kolona kadar yaygmlagir. Bu yayihm alman virus
miktarina, virusun virulensine ve konagm immunolojik durumuna baghdir.
Rotaviruslar villuslarin 6zellikle tepelerinde bulunan epitel hiicrelerine invaze olur.
Buna baglh olarak villuslarda dnce genisleme, lamina propriada hafif infiltrasyon ve
epitel hiicrelerinde zedelenme olur. Biraz daha siddetli vakalarda, villuslarm uglarinda
kiitlesme, kriptlerin derinliklerinde artma, villus epitel hiicrelerinin kolumnar
ozelliklerini kaybederek kiiboidal ve yassi goriiniim almalari, lamina propriada daha
fazla yangisal hiicre reaksiyonu seklinde degisiklikler goriiliir (Bachmann, 1984; Saif
ve Theil, 1990).

Enfeksiyon esnasmda herhangi bir karakteristik otopsi bulgusuna
rastlanmamakla beraber, genellikle akut bir gastroenteritis tablosu gériilmekte ve bu
tablo 6zellikle doudenum ve ince barsagin diger kisimlarm etkisi altma almaktadr.
Makroskobik olarak barsaklarda &dem, gerginlik azalmasi dikkati ceker. Baz
olaylarda barsak mukozasmda hemorajik odaklar goriiliir (Mc Nulty, 1983).



12

1.4. Klinik Bulgular

Rotavirus enfeksiyonlar: genellikle neonatal donemde, yenidogan hayvan tiirleri ve
bebekleri enfeksiyon spektrumuna alan viral bir enfeksiyon olup, klinik semptomlar:
tim tiirlerde birbirine benzemektedir (Kaminjolo ve Adesiyun, 1994; Murphy ve
ark.,1999; Rahman ve ark., 1987).

Rotaviruslar, subklinik enfeksiyondan orta dereceli-siddetli ishal ve 6ldiiriicii
dehidrasyona kadar degigen belirtilere neden olurlar (Fields ve ark.,1996; Saif ve
Theil, 1990).

Buzagi, domuz, tay ve kuzu rotavirus ishalleri “beyaz ishal” veya “siit ishali”
olarak da adlandimlr. Enfeksiyonun inkubasyon periyodu 16-24 saat gibi kisa bir
stiredir (Murphy ve ark.,1999).

Yenidogan enfekte hayvanlarda hafif depresyon, bol , sulu, sar1 renkli gaita
goriiliir. Gaitada yiiksek miktarda mukus olabilir. Yiiksek miktarda siit alinmas:
diyarenin siddetini etkiler. Ciinkii rotavirus enfeksiyonu sonucunda villuslarin
yapilarmm bozulmasi ve deformasyon olusumuna bagh olarak barsak lumeninde laktoz
gibi disakkaritlerin enzimleri azalir ve glukoza bagh Na’ transportunun durmasma
bagh olarak sindirilmemis laktoz bakteriyel tiremeyi artirir (Mebus ve ark.,1971; Saif
ve Theil, 1990).

Yenidoganlarda rotavirus enfeksiyonlarmda morbidite genellikle %100 iken,
mortalite %0 - %50 arasinda degismektedir (Schlafer ve Scott,1979).

Enfeksiyona yakalanan hayvanlarm ¢ogu 3-4 giinde iyilesir. Patojenik E.coli,
kotii hijyen, sofuk hava, kalabalk ve oOzellikle de az miktarda kolostrum almi
diyarenin siddetini etkileyen diger faktorlerdir. Geng hayvanlar, dehidrasyon ve
sekonder bakteriyel enfeksiyonlar sonucu &lebilir (Murphy ve ark.,1999).
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Yapilan caligmalar, rotavirus eﬁfeksiyonlan esnasinda sekillenen semptomlarm
yam sira diger sistemlerde de cesitli bozukluklar olugabildifini ortaya koymustur.
Rahman ve ark. (1987) ishalli ¢oguklar iizerinde yaptiklari galismalarda rotavirus
enfeksiyonlarmm %30 oraminda {ist solunum yollarinda c¢esitli bozukluklar ile
seyrettigini bildirmislerdir.

1.5. Teshis

Rotavirus enfeksiyonunun teshis edilmesinde en ¢ok kullamlan klinik 6rnekler, direkt
etken tespitine olanak taniyan gaita, barsak igerikleri ve barsaktan ahnan doku
pargalandir.

Rotaviruslar ilk olarak elektron mikroskopi yontemi (EM) ile tespit edilmistir.
Bu y6ntem rotavirus virion morfolojisinin bagka virionlarla karigmamas: ve kisa siirede
sonu¢ almabilmesi sebebiyle oOzellikle rutin teshis laboratuvarlarinda sikhikla
kullanilmaktadr. Dezavantaji ise, teshis igin yiiksek konsantrasyonda viriona
gereksinim duyulmasidir. Dogru bir EM teshisi igin gaitada 10°-10° virus partikiilii/ml
bulunmasmmn gerektigi bildirilmistir Fakat immunoelektron mikroskopi yontemi ile bu
dezavantaj giderilebilmektedir (Benfield ve ark.,1984; Burgu ve ark.,1995; Ellens ve
deLeew,1977).

Elektron mikroskopi yonteminden bagka rotaviruslarm tespitinde Latex
agliitinasyon, ELISA ve PAGE testlerinin siklikla kullamilan ve giivenilir yontemler
oldugu bildirilmistir (Rodgers ve Baldwin,1991; Ward ve ark., 1996). Burgu ve
ark.(1995) 107 ishal olgusunda BRYV tespiti i¢in yaptiklar ¢alismada EM, ELISA ve
PAGE tekniklerini kullanmiglar, BRV tespiti agismdan PAGE ile ELISA’mn benzer
oldufunu ancak EM tekniginin daha az duyarh oldugunu belirtmislerdir. Chauhan ve
Singh (1996) ise, BRV tespiti i¢in her ii¢ testin benzer sonuglar verdigini
gOstermiglerdir.
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Ellens ve deLeew (1977) yaptiklar bir aragtirmada, gaita ekstrakt1 10° partikiil
icerdiginde ELISA testinin, 10" partikiil igerdiginde ise EMnin pozitif sonug verdigini
bildirmislerdir.

Garcia-Sanchez ve ark. (1993) ise ishalli buzagilarda yaptiklann ¢ahsmada
etken tespiti agismdan PAGE, ELISA ve Lateks Agliitinasyon testlerinin benzer
sonuglar (%92) verdigini belirtmiglerdir. Ancak, Kok ve Burrell (1989) Latex
agliitinasyon testinin EM ve ELISA ile Karsilagtirildiginda, sirayla %91 ve %93
sensitivite ve %100 spesifite gosterdigi, bu yontemin PAGE’den daha fazla sensitiv
oldugunu bildirmiglerdir. Tazi-Lakhsassi ve ark. (1988) da ELISA ve LA ile BRV
pozitif 6rneklerin yalnizca %59’unun PAGE ile pozitif bulundugunu bildirmislerdir.

Rotaviruslarmn teshisinde ayrica, flouresans antikor teknigi (FAT) (Benfield ve
ark.,1984), Agar jel immunodiffuzyon teknigi (AGID) (Van Opdenbosch ve
Vallemans,1981), hemagliitinasyon (HA) ve hemagliitinasyon inhibisyon (HI), Ters
(revers) pasif hemagliitinasyon testi (RPHA) (Alkan ve ark.,1992), komplement
fikzasyon (CF) (Iwagawa ve ark.,1982) testleri de kullamlmaktadir. Immun floresan
testi 6zellikle hiicre igindeki viral antijenlerin tespitinde siklikla kullamlan bir testtir
(Markowska-Daniel ve ark.,1996).

Son zamanlarda ise, genomun tespitine dayah diagnostik testlerden PAGE
tekniginin yamsira, gaitadan ekstrakte edilen RNA’ nin amplifiye edilmesinde PCR
teknigi kullamlmaktadir (Buesa ve ark.,1996).

Xu ve ark. (1990) yaptiklan bir ¢alismada, PCR’m PAGE’den 100.000 kez
daha sensitiv oldugunu ve muhtemelen PCR’m kullanimmm asemptomatik eriskinlerde
gergek BRV  insidensinin daha dogru saptanmasmda ©nemli yer tuttuunu

bildirilmiglerdir.

Rotaviruslarm hiicre kiiltiirlerinde iiretilmeleri ise olduk¢a zordur. Ancak
duyarh hiicre kiiltiirlerine tripsin ilavesi yapilarak etken izolasyonu yapilabilmektedir.
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Bu nedenle izolasyon ¢ahgmalan daba ¢ok aragtrma amach kullamlmakta, rutin
teshiste daha kisa siirede sonug veren ve daha kolay yontemler tercih edilmektedir.

Rotavirus spesifik antikorlarin tespitinde ise, notralizasyon, ELISA ve Plak
rediiksiyon testleri kullamlmaktadir (Benfield ve ark., 1984; Ellens ve ark., 1978;
Kohara ve Tsunemitsu, 2000; Lecce ve King,1982; Ward ve ark.,1996).

1.6. immunoloji

Ince barsaklarm resorptif bolgesi sadece enfeksiydz ajanlara degil, toksik ve allerjik
antijenlere de maruz kalmaktadir. Bu yiizden de barsaklarda spesifik ve non-spesifik

koruyucu mekanizma vardir.

Mukus sekresyon, mikroorganizmalarin enterositlere ulagsmasim engelleyen
fiziksel bir fonksiyona sahiptir. Mide, doudenum, pankreas ve karacigerden bol
miktarda salman glandular sekresyon barsaklarda steril bir ortam saglar. Peristaltik
aktivite, mikroorganizmalarin barsagin proximaline dogru hareketine neden olur. Safra
tuzlarmm enteropatojenik viruslar tizerindeki inaktive edici etkisi de belirlenmistir
(Saif ve Theil, 1990). Ayrica, viral enfeksiyondan sonra ince barsaklarda interferon
tiretimi de olmaktadir (La Bonnardiere ve ark.,1981).

Sindirim sistemi enfeksiyonlarinda immunitede 6nemli rol, barsaklardaki
lenfoid organlar tarafindan saglanmaktadir. Lenfositler, ince barsak mukozasi boyunca
yer alan Peyer plaklarinda bulunurlar. Peyer plaklar1 %80 B-hiicreleri dnciileri ve %20
T-hiicreleri 6nciilerini igerir. B-hiicrelerinin biiyiik kismu IgA salgilarken, az bir kismm
da IgM antikorlarm salgilarlar. Ancak ruminantlarda IgGl sentezleyen plazma
hiicreleri daba fazla sayidadir (Bachmann ve Hess,1983; Besser ve ark., 1988).

Ince barsaklarda olugan immunizasyonda, jejunal ve ileal Peyer’s plaklar1 ve
mezenterik lenf nodillerinde bulunan lenfositler 6nemli rol oynamaktadir. Spesifik B
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ve T hiicreleri ilk enfeksiyondan bir hafta sonra ince barsak villuslarinda goriiliir ve
dort hafta boyunca burada kalirlar. Periferik kandaki notralizan antikorlar ise bir hafta
sonra gorillmeye baglar ve ikinci haftada maximum diizeye ulagirlar. Immunitede B

hiicrelerinin rolii T hiicrelerinden daha fazladir (Bruce ve ark.,1995).

Rotaviruslar sadece ince barsak epitellerini enfekte ettikleri igin, enfeksiyon
sistemik degil lokal bir enfeksiyondur ve serum antikorlarmin enfeksiyondan
korunmada bir etkinligi yoktur. Bu yiizden, bu enfeksiyonda meydana gelen immunite
lokal olup enterositleri korumaya y6neliktir. Bu lokal immunite de ya enfeksiyonu
takiben aktif olarak ya da immun annelerden kolostrum/siit ile pasif olarak
saglanmaktadir. Dogum ve enfeksiyona maruz kalma arasindaki periyot ¢ok kisa
oldugu i¢in pasif immunite BRV enfeksiyonundan korunmada daha onemli bir yer
tutmaktadir. Ancak birgok ¢aligmada, rotavirusla dogal enfekte hayvanlarda spesifik
antikorlarm, dogumun 1. giiniinde kolostrumda yitksek miktarda varhg: saptanmus,
birka¢ giinden sonra ise bu antikorlarm hizla azaldii ve 10. giinden sonra tespit
edilemedigi bildirilmigtir (Van Opdenbosch ve ark.,1983; Wellemans ve Van-
Opdenbosch, 1981; Woode ve ark., 1975).

Maternal agilama ile saglanan pasif bagisikhik ise bu anlamda 6nemli avantaj
saglamaktadir. Van Opdenbosch ve ark.(1981) gebeligin son trimesterinde asilanan
sigirlarda, BRV spesifik antikorlarm dogum sonrasi 84.giine (yaklasik 3 ay) kadar
siitte varhg: bildirilmigler, Lecce ve King (1982) ise agih gebelerde dogum sonrasi
120. giinde bile siitte BRV antikorlariin tespit edilebilecek diizeyde kaldigm
gostermiglerdir. Kolostrum ve siitteki immunglobulinler daha ¢ok IgA ve IgGl
siufindandir (Bachmann, 1984; Snodgrass ve ark.,1980).

Dogal olarak gelisen BRV enfeksiyonlarmda, barsaklarda immuniteden IgA
yapismda antikorlar sorumlu iken, ag1 ile olusturulan immunizasyonda daha ¢ok IgG
antikorlar1 rol oynamaktadir. Barsaklarda IgA yoklugunda, IgG ve CD4+T ve CD8+T
hiicreleri primer enfeksiyonda koruyucu iken, ikincil enfeksiyonlarda T hiicrelerinin
koruyucu etkisi olmamaktadir (O’Neal ve ark., 2000).
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1.7. Tedavi ve Kontrol

Buzag ishallerinde, komplex -etiyoloji sebebiyle her zaman tam bir koruma saglamak
oldukg¢a zordur. Bu yiizden de bashca hedef, enfeksiyonun insidensini en diisiik
seviyede tutmaktir.

Buzag: ishallerinde etkin bir koruma icin asagidaki 3 unsur yerine
getirilmelidir.

1) Yenidoganlarmn enfeksiy6z ajanlara maruz kalma riskini azaltmak

2) Yeterli miktarda kolostrum almu ile yiiksek seviyeli non-spesifik dayanmiklilif
saglamak ve iyi bir igletme yonetimi uygulamak

3) Gebe hayvanlarin agilanmas: ile yenidoganlarin spesifik dayamkhligm artirmak

Yenidoganlarm enfeksiyz ajanlara maruz kalma riski, cogunlukla alirda olan
dogumlarla iligkilidir. Bu nedenle;

- Buzagilarin 6nceden iyice temizlenmis dogum {initesinde dogmasi saglanmah

- Gebe sigirlarm perineum ve etrafi dogum 6ncesi en kisa siirede yikanmah

- Buzagilar en az 3 haftabik oluncaya kadar temiz bireysel buzagiliklarda biiyiitiilmeli

- Ishalli buzagilar saghklilardan ayri bir yere alinmah

- Dogum initeleri, buzagilama periyodundan 6nce hayvanlardan arndiriimal, bu
{initeler miimkiin oldugunca kuru ve temiz tutulmahdir.

Gebe hayvanlar, dogum oncesi yeterli miktarda beslenerek hem buzagilarm
saghkh dogmasi hem de yeterli miktarda kolostrum olusumu saglanmus olur.
Kolostrum sadece immunglobulinleri degil, yavrunun saghkl beslenmesi icin gerekli
maddeleri de igerdiginden hem non-spesifik hem de spesifik koruyuculuga sahiptir. Bu
yiizden de dogum sonras: birkag saat i¢inde almmahdir. Dogum sonras: bir saat i¢inde
kolostrum alan buzafilarda yiiksek miktarda immunglobulin emilimi tespit edilmistir.
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Dogum sonrasi 12. saatte alman kolostrum ile immunglobulin seviyesinde onemli bir
artig goriilmemigtir (Radostits,1991).

Entansif yetistirme yapilan isletmelerde, BRV enfeksiyonunun insidensini
azaltmak icin sadece hijyenin iyilestirilmesi yeterli degildir. Enfeksiyona karsi direng
olusturmada, sistemik immuniteden ¢ok barsaktaki lokal immunitenin 6nemi vardir.
Evcil hayvanlarda kolostrumdaki rotaviral antikorlarm, yenidoganlar1 enfeksiyondan
korumada &nemi biyiiktiir. Kolostral antikorlarm ¢ogu sirkiilasyona girmesine
ragmen, serum antikor miktari korunmada onemli degildir, onemli olan barsak
lumenindeki antikor varhigidir. Kisa zamanda fazla kolostrum almi, son kolostrum
ahmim takiben 48 saatlik bir koruma saglarken, kii¢iik miktarda siirekli kolostrum
alim daha ¢ok koruma saglamaktadir (Murphy ve ark.,1999; Radostits,1991).

Erigkin sigirlar, 6zellikle postnatal yasamm ilk giinlerindeki yenidogan
buzagilarm enfeksiyondan korunmasmda kolostrum ve siit ile salgiladiklar antikor
nedeniyle koruyucu role sahiptirler. Bununla birlikte birgok arastirmada, eriskinlerde
seropozitiflik oranlar1 yiiksek olmasina kargmn, antikor titrelerinin diisik oldugu
saptanmmgtir. Lecce ve King (1982), agih ve agisiz sigirlarm kolostrumu ile yaptiklan
¢aliymada, asisiz grubun % 72’sinde rotavirus spesifik antikor tespit etmisler, ancak
bunlarin sadece % 38°nde 1:10 titrede antikor saptamislar, digerlerinde ise bu degerin
altinda antikor varhgm bildirmislerdir. Birgok arastirici (Lecce ve King,1982;
Snodgras ve ark.,1980; Snodgras ve ark.,1982) diisiik antikor titresine sahip annelerin
yavrularma aktaracaklar1 kolostrum/siit ile yavrulari enfeksiyona karsi korumada,
dzellikle yasamm ilk birka¢ giiniinden sonra fazla bir etkinlie sahip olmadiklarim
saptamuglardir. Her ne kadar bu durum, kolostrum ile saglanan pasif bagisikligm
koruyuculugunu tartigmaya agar gibi goériinse de, yiiksek titrede rotavirus antikoru
iceren kolostrum almmmn koruyucu oldugu bilinmektedir. Nitekim dogal enfekte
annelerden dogan buzagilarda ortalama enfeksiyon yagmmn genellikle yagamm 2.
haftasinda saptanmasi da kolostrumun BRV enfeksiyonundan korunmadaki roliinii
desteklemektedir (Le Rousic ve ark., 2000).
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Yenidoganlarm BRV enfeksiyonundan korunmasi igin dzellikle enfeksiyonun
yogun olarak goriildiigti isletmelerde agilama programlarmm uygulanmasi
onerilmektedir. Rotavirus ishallerinden korunmak igin iki sekilde asilama
uygulanmaktadir. Bunlardan birisi, modifiye canli virus igeren oral agiar ile yeni
doganlarin dogum sonrasinda hemen agilanarak aktif immunitenin uyarilmasi, digeri ise
gebe hayvanlarm gebeligin son trimesteri iginde agilanarak laktogenik immunitenin
uyariimasidir (Van Opdenbosch ve ark., 1983).

Sahada kullanilan oral agilar, kolostrumdaki olasi antikorlarm engellemesi
sebebiyle fazla etkin degildir. Bu yiizden hastaligm endemik oldugu bdlgelerde dogum
sonrasi oral agilama uygun bir koruma saglamaz. Ayrica modifiye canh asilar ile oral
olarak agilanan buzagilarda gaita ile etken sagilou da bildirilmistir (Theil ve
McCloskey,1995).

Gebe hayvanlarin parenteral asilanmas: ile elde edilen kolostrumdaki spesifik
antikorlarm seviyesi ve slirekliliginde dogal enfekte bireyler ile karsilastirildiginda artig
gdzlenmigtir. Lecce ve King (1982), asisiz gruptaki hayvanlarda hem diistik bir oranda
antikor saptamis ve hem de bu antikorlarmn diigiik titrede olmasma kargmn; asilt grupta
yiiksek titrede ve dogum sonrasi 120.giinde bile saptanabilir seviyede antikor varligmm
bildirmiglerdir.

Annelerin dogum Oncesi asilanmalar1 sonucunda, kolostrum ve siitte yiiksek
miktarda ve uzun siireli antikor olugumunun saglanmasmna bagh olarak yenidoganlarda
enfeksiyon insidensi ve gaita ile etken sagiliminda azalma birgok arastiric: tarafindan
bildirilmigtir (McNulty ve Logan,1987; Snodgrass ve ark.,1980).

Gebe hayvanlarm asilanmasmda modifiye canh ve inaktif agilar
kullanilmaktadir. Canh agilar ile elde edilen antikor miktar1 inaktif agilara gore daha
fazladir (Radostits,1991).
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Inaktif agilar, gepellikle E coli K99, corona ve rotaviruslarin olusturdugu
kombine agilar olarak kullamlmaktadir (McNulty ve Logan,1987).

Son yillarda canli ve inaktif asilarin yamsira rekombinant rotavirus agilar1 da
kullaniimaktadir. Rekombinant agilar ile agilanan gebelerden elde edilen kolostrum ile
beslenen buzagilarda IgG1 antikorlarmin titresinin inaktif agilarla elde edilenden daha
fazla oldugu bildirilmigtir (Fernandez ve ark.,1998). Lee ve ark. (1995) ise,
rekombinant VP8* agisi ile yaptiklar ¢alismada olugan antikor titresinin konvansiyonel
asilarla ile elde edilen titrelere benzerlik gésterdigini bildirmislerdir.

Ward ve ark. (1990) kullamlan agilarin yamsira agilama yolunun da olusacak
immunitede 6nemli oldugunu; parenteral agilamalarda VP7’ye karsi olusan nétralizan
antikor miktarimn, oral asilamalarda ise VP4’¢ karst olusan ntralizan antikor
miktarinin daha fazla oldugunu bildirmislerdir.

1.8. Aragtirmanin Amaci

Bu arastirmada, yenidogan ishalli buzagilarda rotavirus enfeksiyonlarinm sik olarak
saptandif bir sigir yetistiriciligi isletmesinde bulunan eriskin gebe sigirlarda subklinik
BRYV enfeksiyonu oram ve gebeligin BRV’un sagilmasmdaki roliiniin ELISA ve
PAGE yontemleri kullanilarak aragtilmasi ve maternal antikorlarm yenidoganlarm
enfeksiyondan korunmasindaki etkinliginin belirlenmesi amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.Gereg

2.1.1. Arastirma Plam ve Orneklenen Hayvanlar

Bu aragtirma siklikla yenidoganlarda BRV enfeksiyonunun goriildiigli bir kamu
isletmesinde gegeklestirildi.

Oncelikle, isletmede bulunan 385 adet sigirdan alinan kan serumu Srneklerine
BRYV antikoru y6niinden mikrondtralizasyon testi yapilarak, BRV spesifik antikor
varlig1 saptanan 218 (%54.1) sigirdan 35 adedi aragtrma igcin kullamlmak iizere
segildi. Arastirma iki farkh grup tizerinde siirdiiriildii. Bunlardan Grup I ileri gebe 20
sigir ve Grup Il ise gebe olmayan 5 adet diive, 5 adet yeni dogum yapmus sigir ve 5
adet suni tohumlanmis ancak gebe olmayan sifirdan olusturuldu. Aragtirmada ayrica
Grup I'deki 20 sigirdan dogan 20 adet buzagi degerlendirildi. Bdylece arastirma
sliresince toplam 55 hayvamn periyodik 6rneklemeleri yapild: (Tablo 2.1).

Grup I'i olusturan si@rlardan, isletme yetkililerinden alman bilgilere
dayamlarak belirlenen dogum tarihleri dikkate ahnarak, dogum oncesi birer hafta
arahklarla 3 kez kan ve gaita (2 sigirm dogum &ncesi 21.gilin drneklemeleri harig),
dogum yaptiklar giin gaita, kan ve kolostrum, dogum sonras1 3. ve 5.giinlerde gaita
ve kolostrum/siit ve dogum sonrasi birer hafta ara ile (7., 14. ve 21. giinlerde) 3 kez
gaita, kan ve siit 5rnegi olmak {izere toplam 138 adet kan serumu, 178 adet gaita ve
120 adet siit serumu temin edildi (Cizelge 2.2).

Grup I’de bulunan annelerden dogan buzagiardan BRV enfeksiyonuna ilgili
klinik bulgularm gelisip gelismedigi takip edildi ve tiim buzagilardan dogduklar giin
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ve dogum sonrast birer hafta ara ile 3 kez kan ve gaita 6rnekleri alinarak toplam 79
adet kan serumu ve 79 adet gaita sagland: (Cizelge 2.2).

Grup Il’yi olusturan seropozitif gebe olmayan hayvanlardan, Srneklemelerin
yapildig1 14 hafta boyunca birer hafta ara ile (1 sigim son 3 drneklemesi harig) 15 kez
olmak iizere toplam 222 adet gaita ve 222 adet kan serumu toplandi.

Materyal toplama sirasinda erigkin sigirlarda ishal gézlenmedi. Buna kargin 3
adet buzagida Ormeklemelerin 7. giintinde ishal bulgulari, 3 adet buzagida ise
Srneklemelerin 7. ve 14. giinlerinde anormal goriintimlii gaita izlendi. Diger buzagilara
ait gaita Srneklerinde ise higbir anormal bulguya rastlanmada.

Cizelge 2.1. : Arastirmada kullanilan hayvan sayis:

Orneklenen Hayvanlar Hayvan Sayisi
Grup I 20
“Dive 3
Erigkin Suni Tohumlanmg 5
Grup I
Yeni Dogum Yapmus 5
Buzag' 20
TOPLAM 55

1: Grup I’deki sifirlardan doBan buzagilar
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2.1.2. Hiicre Kiiltiirii

Virusun {iretilmesi, titresinin tespiti ve mikrondtralizasyon testi asamalarmda Madin
Darby Bovine Kidney (MDBK) devamh hiicre kiiltiiriinden yararlanildi. Hiicre tiretme
vasat1 olarak %10 inaktif fotal serum iceren Eagle’s Minimum Essential Medium
(MEM) vasat1 kullamid:.

2.1.3. Virus

Serolojik ¢alismalarda Bovine Rotavirus’un Northern Irland 447/75 susu kullanild:.

2.1.4. Serum Ornekleri

Aragtirma gruplarinm olusturulmasi i¢in 385 sigirdan; aragtirma planina uygun olarak
Grup I (138 adet) ve Grup II'de (222 adet) bulunan sigirlar ve yenidogan
buzagilarmdan (79 adet) kaolinli tiiplere alinan toplam 439 adet kan Grneginden
ayrilan serumlar, 56 °C de 30 dakika siireyle inaktivasyona tabi tutuldu ve sterilite
kontrolu yapildiktan sonra test asamasina kadar —20 °C derin dondurucuda saklandi.

2.1.5. Siit Ornekleri

Arastirma planmna uygun olarak sigirlardan, steril kapakhi cam tiiplere alinan toplam
120 adet siit 6rnegi, 3000 devirde 20 dakika santriflij edildikten sonra iistte toplanan
yag tabakasi steril bir pastor pipetiyle alindi. Yag tabakasimin altindaki siv1 kisim stok
tiiplerine almarak 56°C de 30 dakika inaktive edildi ve testte kullamhncaya kadar
—20°C de saklandi.
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2.1.6. Gaita Omekleri

Bu ¢alismada materyal 6rnekleme takvimine gére Grup I’de bulunan sigirlardan 178,
bunlarin buzagilarindan alnan 79 ve Grup II’de bulunan sigirlardan alinan 222 adet
olmak iizere toplam 479 adet gaita 6rnegi steril materyal toplama kaplarina ahnarak
kisa siire igerisinde laboratuvara nakledildi ve -20 °C’de stoklandi. Bu materyaller
etken sagilimmnin daha yiiksek giivenirlilik ile tespit edilebilmesi amaciyla hem ELISA
hem de PAGE testi kullamlarak BRV antijeni/niikleik asidi yoniinden kontrol edildi.

2.2.Yontem

2.2.1. Virusun Uretilmesi

Bovine Rotavirus Northern Ireland 75/447 susu Madin Darby Bovine Kidney
(MDBK) hiicre kiiltiiriinde {iretildi. Bu amagla 250 ml’lik siselerdeki hiicre kiiltiirtine
1 ml virus inokule edildi ve 37 °C’lik etiivde 1 saat adsorbsiyona birakildi
Adsorbsiyondan sonra virus iiretme vasati ilave edilerek, 37 °C’lik etiive kaldirildi
Her giin doku kiiltiirii mikroskobu ile kontrol edilen hiicre kiiltiiriinde %90 oraninda
sitopatik degisiklikler saptanmasimi takiben (3. giiniin sonunda), hiicre iiretme sisesi
—20 °C’lik derin dondurucuya konuldu. Daha sonra 37 °C’lik su banyosunda
bekletilen hiicre liretme sisesi igindeki materyal santriftij tiipline aktarilarak 3000
devirde 30 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan virus igeren siispansiyon alndi1 ve 1
ml’lik porsiyonlar seklinde tiiplere paylagtirildi. Stok virus, kullanilincaya kadar
—80 °C’lik derin dondurucuda sakland1.



26

2.2.2. Virusun Mikrotitrasyon Yintemi ile Enfeksiyozite Giiciiniin Belirlenmesi

Virusun enfeksiydzite giliclinlin belirlenmesi amaciyla Frey ve Liess (1971)’in
bildirdikleri yontem uygulandi.

Virus Eagle’s MEM iginde logaritma 10 tabanma gore sulandimldi Her
sulandrma basamagindan mikrotitrasyon tabletinin aym sirada bulunan dort géziine
0,1 ml konuldu. Virus kontrol amaciyla dort goze serumsuz Eagle’s MEM vasatindan
0,05 ml ve saf virustan 0,05 ml; hiicre kontrol amaciyla ayrilan doért géze ise %10
oraninda fStal serum iceren Eagle’s MEM vasatindan 0,1 ml konuldu. Daha sonra
gozlere 0,05 ml MDBK hiicre siispansiyonundan (300.000 hiicre/ml) damlatilarak,
mikrotitrasyon tabletleri 37 °C’lik CO,’li etiivde inkiibasyona birakildi. Tabletler doku
kiiltiiri mikroskobu ile 7 giin siiresince kontrol edildi. Bu siire sonunda virus titresi

Kaerber’in (1964) bildirdigi metotla hesapland:.

2.2.3. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Bu amagla ticari ELISA kiti (Microgen Bio Products, Rotascreen II EIA, UK.)
kullamld.

Test, tretici firmanm belirttigi yonteme gore yapildi. Arastirma planma uygun
olarak alman gaita 6rnekleri ELISA testinde numune hazirlamakta kullamlan materyal
sulandrma sivisi ile 1/10 oraminda sulandirilarak 3 dakika vortex’te gevrilip homojen
hale getirildi. Daha sonra 1000 devirde 10 dakika santrifiij edilerek, iistte kalan
kisimdan her drnek icin bir g6z olacak sekilde kit tabletinin gdzlerine konuldu. Iki
gbze ticari kit i¢inde bulunan pozitif kontrol soliisyonundan 0,05 ml, iki gbze ise
negatif kontrol amaciyla materyal sulandirma sivismdan 0,05 ml damlatildi. Daha
sonra tiim g6zlere birer damla konjugat konuldu. 30 dakika oda 1sismda bekletildikten
sonra ykanan tablet gbzlerine ikiser damla substrat ilave edildi ve tabletler oda
1sismda 20 dakika bekletildi. Siire sonunda reaksiyon stopping soliisyon ile durduruldu
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ve sonuglar ELISA test okuyucusunda 450 nm dalga boyuna sahip filtre kullamlarak
spektrofotometrik olarak degerlendirildi.

2.2.4. Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE) Testi

Test baglica 3 agamada gergeklestirildi. BRV niikleik asidinin ekstraksiyonu ve
polyacrylamid gel kullamlarak elektroforez i¢in Herring ve ark. (1982), glimiis nitrat
boyama amaciyla da Sammons ve ark.(1981)’nin bildirildigi yontemlerden yararlamlds.

2.2.4.1. BRV Niikleik Asidinin Ekstraksiyonu

BRV niikleik asidinin ekstraksiyonu amaciyla; gaita 6rnekleri %1 Sodium dodesil
siilfat (SDS) iceren 0,1 M Na-asetat tamponu (pH 5,0) icinde 1:4 oraninda
sulandinldi. Bu karigima esit hacimde 8-hidroksikinolin igeren Fenol-Kloroform
karisimu (3:2,v/v) ilave edilerek, 1 dakika siireyle kanstirildi. Daha sonra emiilsiyon
halindeki karisgim 10 dakika 2000 devirde santrifiij edildi ve tist kisim alinarak %0,2
Bromfenol mavisi igeren %25°lik sukroz ile karistirilarak PAGE igin hazir hale
getirildi.

PAGE’ de pozitif kontrol olarak MDBK hiicre hattinda iiretilen BRV Northern
Irland 75/447 susu kullanildi. Virusa ait sitopatik etki %80 diizeyine ulasmca, 3 kez
dondurulup ¢ozdiiriilen siispansiyon (0,45ml), SDS (0,05ml) ve fenol-kloroform
(0,5ml) ile kanstirlarak, gaita Ornekleri igin yukarida bildirilen basamaklara tabi
tutuldu.

2.2.4.2. PAGE

Hazrrlanan materyaller viral niikleik asidin tespiti i¢in, %7,5 olacak gekilde hazirlanan
poliakrilamid jele (akrilamid:bisakrilamid, 37,5:1) 6zel enjektor yardimiyla 0,04 ml
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hacimde konuldu. Numunelerin yerlestirilmesi sirasinda komsu kuyucuklara karisma
olmamasma 6zen gosterildi. Jel ve elektrot tamponu olarak 36 mM Tris-HCl 30 mM
Na;,HPO;-1 mM EDTA (pH 7,8) kullamldi Elektroforez islemi +4 °C’de 20
miliAmper’ de 16 saat siireyle gergeklestirildi. Siire sonunda 6zenle kiivet icine alinan
jel glimiis boyamaya tabi tutuldu.

2.2.4.3. Giimiis Nitrat Boyama

Bu amagla jel, %10 etanol ve %0,5 asetik asit karigimmda 30 dakika siireyle fikze
edildikten sonra, 20 dakika 10 mM AgNO; iginde bekletildi. Jelin distile su ile
yikanmasim takiben bantlarm gézle goriilebilir hale gelmesi icin 0,1 M formaldehit
iceren 0,75 M NaOH jele muamele edildi. Kisa siirede gekillenen bantlarm netlesmesi
i¢in 10 dakika bekletildikten sonra karigima 70 mM Na,CO; ilave edilip reaksiyon
tamamland. Jel fotografi gekilene kadar distile suda +4 °C’de saklandi.

2.2.5. Serum Nétralizasyon Testi

Orneklenen kan ve siit serumlarmda rotavirus spesifik notralizan antikorlarm
aragtirilmasi  amactyla Frey ve Liess (1971)’in  bildirdigi yonteme gore
mikronétralizasyon testi uygulandi.

Rotavirus antikor varhg: arastirilacak olan kan ve siit serumlart 1/5 oraninda
sulandirildi. Her bir serum i¢in mikrondtralizasyon tabletinde iki goz ayrildi. Bu
gozlere 0,05 ml serum sulandirmasi konulduktan sonra {izerlerine titresi bilinen virus
100DKIDs, (10°*7°/0.05ml) oranmda sulandinlarak, 0,05 ml ilave edildi. Virus kontrol
icin ayrilan gozlere 0,05 ml serumsuz Eagle’s MEM, 0,05 ml 100DKIDs, oramnda
sulandinilmig virus, hiicre kontrol i¢in aynlan gézlere 0,1 ml serumlu Eagle’s MEM
konuldu. Tabletler 37 °C’lik CO,’li etiive kaldirilarak, bir saat inkubasyona birakildi.
Bu siirenin sonunda tablet 'gﬁzlerine MDBK hiicre siispansiyonundan (300.000
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hiicre/ml) 0,05 ml konuldu. Tabletler 37°C’lik CO,’li etiive kaldirildi. 3 giin siiresince
hiicrelerde olusan sitopatik degisiklikler doku kiiltiirli mikroskobu ile incelenerek
serumlar antikor varhig: yoniinden degerlendirildi.

2.2.6 Pozitif Serumlarm Serum  Nétralizasyon (SNs)) Degerinin
Mikronétralizasyon Yéntemi ile Saptanmasi

Rotavirus antikorlarimin varhig: saptanan kan serumlarinin antikor titresinin saptanmasi
amaciyla, kan/siit serum Orneklerinin iki basamakl sulandirmalarma uygulanan
mikrondtralizasyon testinden yararlamildi.

Seropozitif olduklari tespit edilen serum 6rnekleri 1/5 oranindaki sulandirmadan
baglamak iizere iki kath olarak sulandirildi. Bu amagla, mikronétralizasyon
tabletlerinin birinci sirasmda her serum icin iki géz ayrlarak, 1/5 sulandiriimig
serumlardan bu gézlere 0,1 ml konuldu. ilk sranm altinda kalan gézlere 0,05 ml
Eagle’s MEM vasat1 konulduktan sonra birinci siradan alt gozlere 0,05 ml serum
sulandirmalar1  aktarilarak serumlarin  1/640 a kadar (1/5,1/10,......,1/640)
sulandirmalar1 hazirlandi. Bu islemden sonra tiim gozlere titresi bilinen virustan
(100DKIDse= 107" /0,05ml) 0,05 ml ilave edildi. Virus kontrol igin ayrilan gozlere
0.05 ml serumsuz Eagle’s MEM, 0,05 ml 100DKIDs, oraninda sulandirilmis virus,
hiicre kontrol i¢in ayrilan gozlere 0,1 ml serumlu Eagle’s MEM konuldu. Tabletler
37 °C’lik CO-’li etlivde bir saat siireyle nétralizasyon igin inkiibasyona birakildi. Bu
slirenin sonunda tablet g6zlerine MDBK (300.000 hiicre/ml) hiicre siispansiyonundan
0,05 ml konuldu. Tabletler 37 °C’lik CO,’li etiive kaldirilarak, tabletlerin gézlerindeki
hiicrelerde olusan sitopatik degisiklikler 3.giinde doku kiiltiiri mikroskobu ile
degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Virusun Uretilmesi

BRV Northern Irland 75/447 susunun, MDBK  hiicre kiiltiiriine yapilan
inokulasyonunu izleyen 72 saat iginde karekteristik sitopatik degisiklikler g6zlendi.

3.2. Virusun Enfeksiydzite Giicii

Bu c¢alismada kullamlan bovine rotavirus Northern Irland 75/447 susunun
enfeksiydzite giicii 10°°°/0,1 ml olarak hesaplandi.

3.3. ELISA

Saha ¢aligmasi sirasmda alnan, Grup I’i olusturan annelere ait 178, bu annelerden
dogan buzagilara ait 79 ve Grup II’yi olusturan gebe olmayan hayvanlara ait 222
olmak {izere, toplam 479 adet gaita Srneginin ELISA ile kontrolu sonucunda, 28 adet

gaita 6rneginde rotavirus antijeni saptand: (Resim 3.1 ve 3.2).

Materyal saglanan erigkin sigirlar (Grup I ve Grup II) ile buzagilar i¢cin ELISA
test sonuglart 3.3.1 ve 3.3.2°de ayr1 ayr1 bildirildi.
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st J-JJ‘/’M.’

st

Resim 3.2 : ELISA sonuglar (Reaksiyon durdurulduktan sonra)




32

3.3.1. Eriskin Sigirlara Ait ELISA Sonuglan

ELISA testi sonuglarmna gore; ileri gebe sigirlarm bulundugu Grup I’deki 20 anneden
6 (%30) adedinde, degisik 6rnekleme zamanlarinda alinan gaita 6rneklerinde BRV
antijeni varhg: saptandi (Cizelge 3.1). Bunlardan iki adedi (olgu-I ve olgu-XVII)
dogum Oncesi 7. giinde, birisi dogum oncesi 7. giinde de pozitif olmak iizere 2 adedi
(olgu-XII ve olgu-XVII) dogum yaptiklar: giin, bir adedi (olgu-IV) dogum sonrasi 7.
giinde, iki adedi de (olgu-VI ve olgu-XIV) dogum sonrasi 14. giinde alnan gaita
orneklerinde BRV antijeni yoniinden pozitif bulundu (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.1: Grup I'"de BRV antijeni tespit edilen annelerin sayisi

Dogum Oncesi Donem DOGUM Dogum Sonrasi Dénem
21.Giin | 14.Gin | 7.Giin 1.Giin 3.Gin | 5.Giin | 7.Giin | 14.Giin | 21.Giin
Anne - - 2 2% - - 1 2 -

* 1 adedi dogum Gncesi 7. giinde de antijen pozitif

Gebe olmayan hayvanlardan olusturulan Grup II’deki 15 adet sigirdan 1
diivenin gaitasinda, drneklemelerin yapildigi 4.haftada BRV antijeni tespit edildi. Bu

grubu olusturan diger sigirlarin hi¢birinin gaitasinda BRV antijeni saptanmadi.

3.3.2. Buzagilara Ait ELISA Sonuclan

Grup I'deki sigirlardan dogan 20 adet buzamun 18 adedinde (%90) ve bu
buzagilardan periyodik orneklemelerle saflanan toplam 79 gaita Grneginin 20
adedinde (%25.3) BRV antijeni tespit edildi. BRV saptanan buzagilardan 3 adedi,
dogum &ncesi 7.glinde ve dogum yaptiklar: giin alinan gaita drneklerinde BRV antijeni
tespit edilen annelerden dogan buzagilard: (olgu-1, olgu-XII ve olgu-XVII) (Cizelge
3.2).

BRYV antijeni tespit edilen 18 buzagidan 16’s1 7.giin 6rneklemelerinde, 2’si ise
14.giin 6rneklemelerinde pozitif bulunmug olup, buzagilar igin ilk enfeksiyon yasi
7.giin (Cizelge 3.2), ortalama enfeksiyon yagi ise 7,9.giin olarak bulundu.
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Cizelge 3.2: Grup I’deki sigirlar ile bunlarin yavrularina ait ELISA sonuglari

DOGUM  ONCESI DONEM DOGUM DOGUM  SONRASI  DONEM
O]gu 21.Giin 14.Giin 7.Giin 1.Giin 3.Giin 5.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin
No
1 A = + = o = 3 = s
B - o & N
11 A - - - - - - - -
B - e = i
1 A - . = - = : 2 = =
B - 4! e 5
v | A - - - - - - + - -
B - - - -
\" A - - - - - - - - -
B - 5 = 2
vi | A - - - - - - - + -
B 4 ¥ . =
vil | A = : z 5 s 5 - - 5
B - + = =
A%111 A - - - - - - - - -
B o = - R
IX A - - - - - - - = -
B - + - -
X A - - B 5 X - = . "
B - = 42 g
X1 A - - - = = = = s =
B - 9 & -
Sar T E - - + - - - -
B - +! + s
X1 A - - - = = = = . =
B - e _ 5
X1V A = - % = = n - + -
B - + 4 =
XV A - E e = - v < . »
B - +2 = =
XVI A - - - - - - - -
B = ) 5 -
Xvil [ A 5 - + + - - - - -
B = + = =
XVIII A - - - - - - - - -
B = + Z 5
XIX A - = d R o % s - -
B - + - &
XX A - - - = = = s % =
B = +! = =
A : Anne : Ishalli gaita
B A’nin yavrusu : Anormal gériiniimlii gaita
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Cizelge 3.2 incelendiginde, ELISA testi ile BRV antijeni tespit edilen
buzagilardan 3 adedinde (olgu-III, olgu-XII ve olgu-XX) tipik rotavirus buzagi ishali,
3 adet buzagida ise (olgu-X, olgu-XV ve olgu-XVI) sulu, sari renkli ishal olmayan

anormal gaita varhigi belirlendi.

Anne ve yavrulara ait veriler (Cizelge 3.2) bir arada degerlendirildiginde ise;
dogum oncesi ve dogumun 1.giiniinde antijen sagic1 annelere (olgu-I, olgu-XII ve

olgu-XVII) ait yavrularin tiimiiniin BRV ile enfekte oldugu saptandi.

3.4. Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE) Testi

Erigkin sigurlar (Grup I ve Grup 1) ile buzagilardan saglanan toplam 479 adet gaita
ornegine yapilan PAGE testi sonucunda 18 gaita 6rneginde BRV niikleik asidi tespit
edildi.

3.4.1. Eriskin Sigirlara Ait PAGE Testi Sonuglar

[leri gebe 20 sigir (Grup 1) ile kontrol grubu olarak degerlendirilen 15 sigirdan (Grup
II) rnekleme donemleri boyunca saglanan toplam 400 adet gaita Grneginin tiimii
PAGE ile yapilan kontrolde BRV niikleik asidi yoniinden negatif bulundu
(Cizelge 3.3).

3.4.2. Buzagilara Ait PAGE Testi Sonuclan

Grup I’de bulunan sigirlardan dogan 20 adet buzafinm 18 adedinde (%90); bu

buzagilardan Srnekleme donemleri siiresince saglanan toplam 79 adet gaita Grneginin
18 (%22,7) adedinde PAGE ile BRV niikleik asidi tespit edildi (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3: Grup I’deki sigirlar ile bunlarin yavrularina ait PAGE testi sonuglari

DOGUM ONCESI  DONEM DOGUM DOGUM  SONRASI  DONEM
O]gu 21.Giin 14.Giin 7.Giin 1:Giin 3.Giin 5.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin
No
1 A - - - - - - - -
B = 3 = =
I A - - - - - - - -
B - + - -
m A - - - - - - - - -
B - + - -
v A - - - - - - - -
B - 2 + =
v A - - - - - - - - -
B B + = =
VI A - - - - - - - - -
B = 3 = =
vl A - - - - - 5 = = =
B - + - -
Vil A - - - - - - = - =
B i 2 < =
IX A - - - - - - - - -
B - + - -
X A - - - - - - - - -
B - - + -
X1 A - - = - = = < = =
B - o z -
X1 A - - - - e = - = =
B - + & &
X1l A - - - = S = _ 3 2
B - + = 2
XIvV A - - = i = - = s =
B < ) k. =
XV A - - = - < = = = 2
B - 4 2 =
XV1 A - - = = = - 2 5 =
B - & = =
XvIl A - - - = s = - & s
B - + = .
Xl A - - = = = = = 3 <
B g 4 & =
XIX A - - = 5 a - = % =
B - + 2 N
XX A - - - - - - - - -
B - + - -
A : Anne

B : A’nm yavrusu
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Elde edilen PAGE kaliplar: incelendiginde, BRV pozitif numunelerin 11 RNA
segmentine sahip A tipi rotavirus olduklari saptand: (Resim 3.3).

Resim 3.3: PAGE testi pozitif materyaller.
Hat 1, BRV Northern Ireland 75/447
Hat 2-7, Siriide tespit edilen BRV-RNA porzitif gaitalar.
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35. ELISA ve PAGE Testi Sonuglanmin Kargilastrmah  Olarak

Degerlendirilmesi

Elde edilen veriler degerlendirildiginde, PAGE ile pozitif bulunan materyallerin tiimii
ELISA pozitif bulunurken, ELISA pozitif 10 materyalde PAGE ile viral niikleik asit
tespit edilemedi (Cizelge 3.4).

Aragtirma planina uygun olarak alnan erigkin sigirlara ait toplam 400 adet
gaita drneginden , Grup I'i olusturan annelerden 6’sma ait 7 rnekte ve Grup II’yi
olugturan gebe olmayan hayvanlardan 1 adet diiveye ait 1 Srekte olmak lizere,
toplam 8 numunede ELISA ile BRV antijeni tespit edilirken, bu materyallerin tiimii
PAGE ile yapilan kontrolleri sonucu BRV niikleik asidi yoniinden negatif bulundu.

Grup I’deki annelerden dogan 20 adet buzagiya ait toplam 79 adet gaita
orneginden, 7. giinde BRV enfekte 16 adet buzagi ve 14. giinde BRV enfekte 2 adet
buzagtya ait gaita numunelerinin hepsi BRV antijeni ve niikleik asidi yoniinden pozitif
bulundu. Hem 7. giinde hem de 14. giinde bir hafta araliklarla iki kez BRV enfekte
oldugu saptanan 2 buzagiya ait gaita 6rnekleri 7. giinde ELISA ve PAGE ile pozitif
sonu¢ verirken, bu hayvanlara ait 14.giin 6rnekleri sadece ELISA ile pozitif olarak
saptandi (olgu-XII ve olgu-XIV).

Sonu¢ olarak ELISA ve PAGE testleri kargilagtrmali  olarak
degerlendirildiginde;  enfeksiyonun erken donemlerindeki buzagilarda BRV
enfeksiyonunun saptanmasinda ELISA ve PAGE’in benzer oldugu ancak eriskin
sifirlarin subklinik enfeksiyonunun saptanmasinda ve buzagilarda enfeksiyonun ileri
donemlerindeki teshisinde ELISA’nin daha yiiksek duyarhlikta oldugu goriildii.
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Cizelge 3.4: Grup I’deki sigirlar ile bunlarin yavrularina ait ELISA ve PAGE Testi sonuglari

DOGUM ONCESI DONEM

DOGUM

DOGUM SONRASI DONEM

Olgu No 21.Gin | 14.Giin 7.Giin 1.Giin 3.Giin 5.Giin 7.Gin | 14.Gin | 21.Giin

E_RIE PILE PIE RBIE PIE B|E PBIE PIE P

| A - - + = - - - - - - - - - - - -

B = — + | + - - - -

1l A -l -1 -ft-t-t-ft-tr-ft-ft-t-1-1r-71-1-71-

B - - N [ A E s =

il Al-J-1-1-1-T1T-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-

B E =i | ol A ! ES

v Al-1-1-1-1-1-1-1-{-1-1-1-"1+[-1-1-1-71-

B - - = = e 0] - ) -

v Aj-l-1-1-1-1T-7T-F-J-f{-4-]-"-1]-[-01-"1T-97-

B - | - 4 [ il =i = &4 e

VI A==l = -0 = L=l =<l =0=]z= =] =l = ] -
B = o - - - -

VI Al | - | - | < | - dfoewlpmnlr- |emleileer| -ali=nlpanl - | cnfesn)e

B - - -+ -+ - - - -

VIII AN - | - BRSNS | R - | S -

B o = = % < = z =

X A | SIENINE N - R | AR - e - | -

B - - Sl = = < -

X AN, | BRI - | ] - ] - - [ -

B ~il i St | - |l -

X1 AN - 4NN - i | - - |-

B = e i, + [ | -

XII AV Al - | s T e -

B 2 st + | SRR

X111 AR ST SN - ST - | e - e

B 2 \F + Sl | -V

X1V A | ] - e ) - [ - | - NeEEE] - e

B -] - Sl ol 0 < f) ~ |-

XV A =il s ]« = Nellall 2l fcll o Bali-f ~f ===

B =4l - FE =L == =

XV1 Ac -1l == = [=ll= « [ = =h=Pelisi:{§sfsh=15

B - - -+ -+ - - - -

XVl APl =l s WM Ul < =4 =0~ == === =li=

B =l = thal ek b= =

XVAL i A J-f e -l = [Tlhel] = =l = 1= =0l = sl

B - s Il S = i B

XIX Ao -l el a fall o o fllallelloflo fle Bl = -] ="~

B -] - ki £ =l = 1= iz

XX A fl=f==fl=f «sW-Pl=l=Basllelc]=]alls)lasl=[-][-

B - - + + - - - -

E : ELISA testi sonucu
P : PAGE testi sonucu

: Anne
: A’nin yavrusu
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3.6. Serum Nétralizasyon Testi :

Arastirma gruplarmin olusturulmas: i¢in Srneklenen toplam 385 sigirdan 218 adedinde
(%54,1) BRV spesifik antikor varligi saptandi. Arastirma planina gore drneklenen
Grup I’i olugturan annelere ait 138 adet, Grup II'yi olusturan gebe olmayan sigirlara
ait 222 adet ve I. gruptaki annelerden dogan buzagilara ait 79 adet olmak iizere
toplam 439 adet kan serumu ile Grup I’de bulunan sigirlardan alnan 120 adet
kolostrum/siit &rneginin BRV  spesifik antikorlar yoniinden kontrolii sonuglari,

orneklenen hayvanlar ve materyallere gore 3.6.1 ve 3.6.2’de sunuldu.

3.6.1. Eriskin Sigirlara (Grup I ve Grup IT) Ait Kan Serumu Sonuglar

Grup I’de yer alan sigirlara ait kan serumlarinda BRV spesifik antikor titreleri
6rmekleme zamanlarina gore degerlendirildiginde, 2 sigirda (olgu-I ve olgu-IV) kan
serumu antikor titrelerinde degisiklik tespit edildi (Cizelge 3.5). Bunlardan olgu-I
dogum oncesi 7. giinde, olgu-IV ise dogum sonrasi 7. giinde antijen tespit edilen
sigirlardi (Cizelge 3.2). BRV antijeni tespit edilen diger 4 annenin kan serumu antikor

titrelerinde 6rnekleme dnemi boyunca bir degisiklik belirlenemedi (Cizelge 3.5).

Grup I’deki sigirlarin 6rnekleme donemlerine gére bireysel BRV spesifik
antikorlan ve drnekleme dénemlerine gore geometrik ortalamalari da Cizelge 3.5°te

sunuldu.
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Cizelge 3.5: Grup I’deki sigirlarin kan serumu antikor titreleri ve drnekleme dénemlerine gore
geometrik ortalamalar

Dogum  Oncesi  Dénem | DOGUM | Dogum Sonrasi Dénem
Olgu No 21.Giin | 14.Giin | 7.Giin 1.Giin 7.Gin | 14.Giin | 21.Giin
1 1/14.2 1/20 1/5.6 1/10 1/56.2 1/56.2
11 1/14.2 1/10 1/14.2 1/20 1/20 1/28.2
11 1/14.2 1/14.2 1/14.2 1/14.2 1/20 1/20 1/20
1\ 120 1/14.2 1/14.2 1/10 1/14.2 1/80 1/640
\% 1/40 1/56.2 1/56.2 1/80 1/80 1/80 /112
Vi 1/14.2 1/14.2 1/10 1/10 1/5.6 1/5.6 1/5.6
VII 1/20 1/20 1/14.2 1/28.2 1/14.2 1/20 1/20
VIII 1/10 1/14.2 1/14.2 1/14.2 1/14.2 1/14.2 1/10
IX 1/28.2 1/14.2 1/20 1/40 1/28.2 1/40 1/56.2
X 1/14.2 1/14.2 1/5.6 1/5.6 1/5.6 1/20 1/20
XI 1/112 1/160 1/160 1/112 1/320 1/160 1/80
XII 1/5.6 1/5.6 1/14.2 1/14.2 1/5.6 1/5.6 1/14.2
X111 1/20 1/20 1/20 1/20 1/14.2 1/14.2 1/20
X1V 1/160 1/80 1/40 1/40 1/40 1/40 1/28.2
XV 1/80 1/80 1/80 1/56.2 1/160 1/160 1/160
XVI 1/5.6 = = - - 5 -
XVl 1/10 1/5.6 1/5.6 1/5.6 1/5.6 1/10 1/5.6
XVl 1/40 1/28.2 1/14.2 1/14.2 1/14.2 1/14.2 1/10
XIX 1/56.2 1/112 1/112 1/112 1/160 1/112 1/112
XX 1/40 1/40 1/40 1/28.2 1/40 1/40 1/40
GEOMETRIK | 1/24.5 1/23.8 1/21.7 1/21.1 1/22.8 1/29.6 1/33.0
ORTALAMA

Grup II'yi olusturan diivelerden 14 hafta boyunca 15 kez alman kan
serumlarindaki BRV antikoru diizeyinde dnemli bir degisiklik tespit edilemedi. Ancak
dogum yapmus ve suni tohumlanmis grupta yer alan birer sigirda (Sira no 9 ve 11)
ornekleme donemleri itibariyle antikor seviyesinde degisiklikler belirlendi
(Cizelge 3.6).
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Grup II’de bulunan sigirlarn 1 hafta araliklar ile periyodik 6rneklemelerine

ilgili antikor titrelerinin geometrik ortalamalar: ise Cizelge 3.7°de sunuldu. Grup II'yi

olusturan, gebe olmayan, sigirlara ait kan serumlarinin test sonuglar (Cizelge 3.7)

degerlendirildiginde, her bir Srnekleme dénemi igin diive, yeni dogum yapmus ve suni

tohumlanmus sigirlarda antikor titrelerinin benzerlik gosterdigi goriilmektedir.

Cizelge 3.7: Grup II’deki sigirlarin kan serumu antikor titrelerinin geometrik ortalama degerleri

HAFTALAR
1 2 3 4 < 6 4 8 9 10 11 12 13 14 15
L 1/10 | 1/8.9 | 1/8.9 | 1/9.1 | 1/6.6 | 1/7.9 | 112 [1/12 [1/12 [1/13 [1/15 [ 1712 [1/13 | 1717 | 1/19
** 17721112 | 1/8.5 | 1/10 |1/20 | 1/26 | 1/16 [1/22 [1/21 [1/22 [1/26 [ 1721 [ 1730 | 1/26 |1/28
*¥x1/20 | 1/14 (1720 | 1/37 [ 1/43 [1/49 | 1/43 [1/56 [1/69 [1/40 [1/46 [1/52 | 1/65 | 1/49 | 1/56

* 1 Diive
k¥
"

. Yeni dogum yapmis sigir
** . Suni tohumlanmis sigir

3.6.2. Kolostruny/ Siit Serumu Sonuglar

Grup I'i olusturan annelerden elde edilen toplam 120 adet kolosturum/siit ornegindeki
BRYV spesifik antikorlarin SNs, degerleri ve 6rnekleme donemleri itibariyle geometrik
ortalamalar Cizelge 3.8 ve Grafik 3.1°de sunuldu.
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Cizelge 3.8 : Kolostrum/siit rneklerinde BRYV spesifik antikor titreleri ve drnekleme donemlerine
gore geometrik ortalamalari

DOGUM SONRASI
Olgu No 1.Giin 3.Giin | 5.Gin | 7.Giin | 14.Giin | 21.Giin

I 1/40 1/5.6 1/5 1/5 - -
II 1/40 1/14.2 1/5 1/5 1/5 -
il 1/40 1/28.2 = = 8 =
v 1/640 1/80 1/56.2 1/20 1/14.2 -

A4 1/320 1/160 1/80 1/28.2 1/14.2 1710
VI 1/14.2 1/14.2 1/5.6 - - -
Vil 1/28.2 1/14.2 = = = A
VIII 1/224 1/40 1/56.2 1/28.2 1/5.6 -
X 1/40 1/14.2 1/5 1/5 1/5 -
xX 1/40 1/5.6 1/5.6 1/5 - -
il 1/80 1/14.2 1/14.2 1/5.6 - -
XI1 1/20 - - - 1/5 -
X111 17112 1740 B 5 s N
XV 1/640 1/28.2 1/14.2 1/10 1/10 1/5
XN 1/640 1/160 1/80 1/40 1720 -
XVI 1/40 1/14.2 1/20 1/5.6 1/5.6 -
XVII 1/28.2 1/14.2 & = - _
XVII 1/56.2 1/14.2 1/14.2 1/5.6 - -
XIX 1/320 1/80 1/14.2 1720 1/14.2 -
b 6,4 1/640 1/10 1/5.6 1/5.6 - -

GEOMETRIK
ORTALAMA | 1/91.7 1/20.0 1/75 | 1/4.9 1/3.2 121
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Grafik 3.1 : Annelerin dogum sonrasi kolostrum/siit drneklerindeki antikor titreleri
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Grafik 3.1 incelendiginde, kolostrumdaki antikor seviyesinin dogumun
1.giiniinde oldukga yiiksek oldugu (1/91,7) ve sonrasinda belirgin bir azalma (3,5.7,14
ve 21 giinlerde sirayla 1/20,0, 1/7,5, 1/4,9, 1/3,2 ve 1/1,2) gosterdigi saptandi.

3.6.3. Buzagilara Ait Kan Serumu Sonuclan

Buzagilara ait serolojik veriler degerlendirildiginde ise, dogumun 1.giiniinde alinan 20
adet buzag1 kan serumunun 16 adedinde antikor varlig: saptandi. BRV spesifik antikor
varhg1 saptanamayan 2 buzaginn (olgu-XIX ve olgu-XX) &rnekleri dogum sonrasi 2
saat iginde alimmust. BRV igin ilk enfeksiyon yast olarak belirlenen 7.giinde, iki buzagi
digindaki buzagilarin kan serumlarinda 1:5-1:640 arasinda degisen antikor titreleri
saptandi (Cizelge 3.9).
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Buzagilarin bireysel kan serumu BRV spesifik antikor titreleri ile BRV spesifik
antikorlarin 6rnekleme zamanina gore geometrik ortalamalar1 Cizelge 3.9°da sunuldu.
Cizelge 3.9 incelendiginde; 1. ve 7. giinlerde saglanan kan serumu 6rneklerindeki

antikor titrelerinin daha sonraki 6rneklemelerde azalma gosterdigi tespit edildi.

Cizelge 3.9: Buzagilarin kan serumu antikor titreleri ve 6rnekleme dénemlerine gére geometrik

ortalamalari
Olgu No 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin
1 1/20 1/14.2 1/14.2 1/14.2
11 1/28.2 1/28.2 1/20 1/20
111 1/14.2 1/14.2 1/14.2 1/14.2
v 1/224 1/224 1/160 1/224
)\ 1/14.2 1/14.2 1/5.6 1/5.6
VI 1/10 1/5.6 -
VII 1/28.2 1/5 1/5 -
VIIIT 1/160 1/80 1/28.2 1/40
IX 1/56.2 1/40 1/40 1/40
X 1/5.6 1/20 1/14.2 1/14.2
XI 1/28.2 1/20 1/20 1/14.2
X1l 1/10 - 1/5.6 -
X111 - 1/5.6 1/5.6 1/5.6
X1V 1/160 1/80 1/28.2 1/40
XV 1/160 1/640 1/640 1/160
XVI - - - -
XViI 1/10 1/5.6 1/5.6 1/5.6
XVIII 1/40 1/14.2 1/14.2 1/14.2
XIX a 1/160 1/112 1/112
XX -! 1/224 1/40 1/40
GEOMETRIK 1/31.7 1/30.5 1/21.7 1/24.8
ORTALAMA

1: Kan 6rnekleri yasamin 2 saati iginde alindi

Grup I"deki sigirlarin kolostrum/siit, kan serumu 6rnekleri ile bunlardan dogan
buzagilarin kan serumu Srneklerinin antikor titrelerinin geometrik ortalamalarmin
ornekleme giinlerine gore dagiimu ve buzailarda ilk enfeksiyon yasma ilgili veriler

Grafik 3.2°de sunuldu.
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Grafik 3.2: Annelerin kan-siit ve yavrularin kan serumu antikor titreleri dagilim
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Grafik 3.2 incelendiginde; annelerin ve buzagiarin kan serumu antikor

titrelerinin diisiik oldugu goriildii.

Annelerin  kan ve siit serumu antikorlarmin geometrik ortalamalari
kargilagtinldiginda; 1.giinde kolostrumdaki antikor seviyesinin (geometrik ortalama
degeri 1/91,7) kan serumundaki antikor seviyesinden (geometrik ortalama 1/21,1)
yaklasik 4 kat fazla oldugu, ilerleyen giinlerde ise kolostrumysiit érneklerinde antikor
seviyesinin hizla azaldig1 belirlendi.

Grafik 3.2’de goriildiigii tizere, kolostrumysiitteki antikor titrelerinin dogum
sonrasi 3. gilin ve sonrasnda onemli diizeyde azalmasi ile buzagilarda enfeksiyon

tespiti zamam arasinda korelasyon tespit edildi.
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4. TARTISMA

Yenidogan buzagilarda ishal ile karakterize enfeksiyonlar i¢inde en sik rastlamlan
rotavirus enfeksiyonudur. Yenidogan buzagilarda rotaviruslarm neden oldugu salginlar
gaitada rotavirusun uzun siire varhgm siirdiirmesi ile stirliye yeni hayvan girmesi gibi
nedenlere bagh olarak bildirilmistir (Garcia-Sanchez ve ark.,1993; Kodituwakku ve
Harbour,1990; Murakami ve ark.,1987; Woode ve Bridger,1975).

Rotavirus enfeksiyonlarmin epidemiyolojisinde, klinik enfekte yada saghkh
goriinen enfekte yenidoganlarm yanisira 6zellikle gebeligin ge¢ donemlerindeki yada
yeni dogum yapmus subklinik enfekte eriskin hayvanlarin da 6nemli rol oynayabildigi
bildirilmektedir. (Goto ve ark.,1986, Koditiwakku ve Harbour, 1990; Myers ve ark.,
1984, Murakami ve ark., 1987).

Kodituwakku ve Harbour (1990) eriskin tagtyic1 sigirlarda rotavirus varhgim,
gebelik boyunca aralikli olarak virus sagan sigirlarda gostermiglerdir. Arastiricilar 10
sigirdan 7 ay boyunca birer hafta araliklarla safladiklar toplam 229 adet gaita
6rneginden 50 adedinde (%21.8) latex agliitinasyon test ile BRV tespit etmisler ve bu
hayvanlarin yenidoganlarin klinik enfeksiyonu sonrasinda uygulanan dezenfeksiyona
ragmen barmaklarin kontaminasyonunda rol oynayabilecegini ve bir buzagilama
sezonundan sonraki sezona kadar virusun devamlihginda Snemli rol oynadiklarim

belirtmiglerdir.

Garcia-Sanchez ve ark.(1993) ise, dogum déneminde drnekledikleri 15 eriskin
sIfir  gaitasinda rotavirus tespitini gergeklestirememisler, ancak bu hayvanlarin

buzagilarinin tamaminda BRV antijeni tespit etmislerdir.

Bu ¢aligmada, eriskin gebe sigirlardan rotavirus sagihmimn  aragtirilmasi
amaciyla, ileri gebe (8-9 aylk) 20 eriskin sifirdan dogumun 3 hafta 6ncesinden
baglamilarak 1 hafta araliklar ile yapilan periyodik orneklemelerde, 6 eriskin gebe
sigirda gesitli 6rnekleme donemlerinde BRV antijeni tespit edilmistir. Bu 6 eriskin
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sigirdan 2 adedinde dogum oncesi 7. giinde yapilan rneklemelerde ve birisi dogum
6ncesi 7. giinde antijen saptanan sigir olmak iizere 2 sigirda da dogum yaptig1 giin ve
3 sigirda dogum sonrasi 7 ve 14. giinlerde yapilan drneklemelerde BRV sagilimmin
tespit edilmis olmas, eriskin subklinik enfekte sigirlarn dogum yaptiklar1 donemde
hormonal degisikliklere ilgili olarak BRV sagtiklarmi bildiren ¢absmalarm verileri ile
(Benfield ve ark.,1982; Murakami ve ark.,1987) paralel bulunmustur. Dogum sonrasi
7.giinde yapilan 6rneklemesinde BRV antijeni saptanan olgu-IV A’ya ait serolojik
veriler  degerlendirildiginde (Cizelge 3.5); takibeden &rneklemelerde antikor
seviyesinin (14.giin yapilan drneklemede 1/80, 21.giin yapilan drneklemede 1/640)
6nemli 6lgiide artis gosterdigi goriilmektedir. Bu durum buzagilama déneminde olusan
hormonal degisikliklere bagli olarak virus sagiminin artmasi sonucunda olugan
tekrarlayan enfeksiyona isaret etmektedir. Bundan baska, sozkonusu sigirlarda siiriide
sirkille olan virus ile olusan yeni bir enfeksiyonun olusumu da bir diger alternatiftir.
Ancak bu veriler her iki durumda da eriskin enfekte sigirlarm saglikli goriiniimlerine

kargmn virus sagicisi olabildiklerini ortaya koymaktadir.

Benzer olarak Grup II.’de bulunan yeni dofum yapmus ve suni tohumlanmis
grupta yer alan birer sigirda (Sira no 9 ve 11) érnekleme dénemleri itibariyle antikor
seviyelerinde olusan artislar da (Cizelge 3.6) soz konusu sigirlarda rneklemelerin

yapildif1 zamandan kisa bir siire nce gelisen enfeksiyona igaret etmektedir.

Gebeligin eriskin sigirlarda BRV sagilimi iizerindeki roliiniin karsilagtirmali
olarak degerlendirilmesi amaciyla olusturulan Grup II de bulunan toplam 15
sigirlardan sadece 1 diivede (%6,6) Srneklemelerin yapildig1 4. haftada BRV antijeni
tespit edilmisti. Bu oran Grup I'de bulunan 20 gebe siirlardan 6 adedinde
buzagilama déneminde enfeksiyonun tespiti oram (% 30) ile kargilastindiginda da
bir¢ok aragtiriciun (Benfield ve ark.1982; Kodituwakku ve Harbour 1990; Murakami
ve ark.1987) bildirdigine parelel olarak gebeligin eriskin enfekte sigirlarda BRV
sagilimim uyaran bir faktor oldugu sonucuna varilmugtir.
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Grup I’de bulunan toplam 20 sigirdan dogan buzagilardan 18 adedinde (%90)
BRV enfeksiyonunun varlig saptanmustrr. Bunlardan 3 adedi dojum &ncesi ve

dogumun ].giiniinde antijen sagic1 annelere ait buzagilardur.

Kodituwakku ve Harbour (1990), yaptiklari periyodik &rneklemelerde
araliklarla BRV sagihmu tespit ettikleri 10 anneden dogan buzagilardan sagladiklari 78
adet gaita Orneginin 10°’nda BRV tespit ederek, BRV insidensini %12.8 olarak
bildirmislerdir. Bu ¢alismada ise toplam 20 adet buzagidan saglanan 79 adet gaita
orneginin 20 (%25,3) adedi BRV antijeni/niikleik asidi yoniinden pozitif bulunmugtur.

Erigkin sifurlar ve bunlarm yavrularina ait veriler (Cizelge 3.2) bir arada
degerlendirildiginde goriilmektedir ki; Goto ve ark.(1986)'nmn da bildirdigi gibi, BRV
enfeksiyonunun  devamhhgmda saghkl goriintmlii eriskin sagicllar 6nemli rol
oynayabilmekte; enfekte anneler genellikle buzagilama sirasinda yenidogan yavrularim
enfekte etmekte ve enfekte buzagilar da yiiksek miktarda virus sacarak yenidoganlar
ve hatta erigkinler i¢in enfeksiyon kaynag: olmaktadirlar.

Bulagma mekanmmn eriskin sigirlar ile yenidogan buzagilar arasindaki virus
naklinde muhtemelen dogum iinitesi (buzagi ve anne bu iinitede dogum sonrasi birkag
giin birarada barindmiliyor); buzagilar arasindaki bulasmada ise aym giin dogan
buzagilarin dogum sonrasi 5. giine kadar birarada tutuldugu mekanlar oldugu
dilgiiniilmektedir. Materyal temin edilen isletmede buzagilarn ayr ayn1 barindmrildigi
(5-30 giin) buzagiliklarmn, her buzag: degisimi sonrasmnda yetersiz dezenfeksiyonun da
bir diger faktor olabilecegi diistiniilmiistiir.

Bu gahsmada 6rneklenen buzagilarda belirlenen BRV orani (%90) hem eriskin
bir tek sagici sigirmn bile epidemiyolojik agidan ne kadar 6nemli oldugunu ve hem de
yenidogan buzagilarda BRV enfeksiyonu riskini ortaya koymasi bakimmndan dnemlidir,
Nitekim birgok aragtiric1 (Fukai ve ark.,1998; Hause,1978; Kaminjolo ve
Adesiyun.,1994; Burgu ve ark.,1995; Alkan,1998) yenidogan buzagilarda BRV



50

enfeksiyonu oranlan ve bu enfeksiyona bagh ekonomik kaywplarin boyutuna dikkati
cekmigtir.

Bu aragtirmada BRV enfeksiyonu saptanan toplam 18 buzagidan 16’s1 igin ilk
enfeksiyon yagi 7. giin; 2 adedi iin de 14. giin olarak; BRYV tespit edilen tiim olgular
igin ortalama yas ise 7,9 giin olarak belirlenmistir. Bu bulgular gerek ilk enfeksiyon
yasinun bildirildigi (Garcia-Sanchez ve ark.,1993; Burgu ve ark.,1995;Alkan,1998) ve
gerekse ortalama enfeksiyon yasmm bildirildigi calismalarin (Garcia-Sanchez ve
ark.,1993; Steiner ve ark.,1997; Burgu ve ark.,1995; Alkan,1998) verileri ile parelel
bulunmustur.

Bu ¢alismada eriskin sigirlar ve buzagilardan saglanan gaita 6rneklerinin, etken
sagilimmnin daha yiiksek giivenirlilik ile tespit edilebilmesi amaciyla ELISA ve PAGE
tekniklerinden yararlamlarak ~ BRV antijeni/niikleik asidi yoniinden kontrolu
yapilmustir, [ki yontemin duyarliliklarnm karsilastiriimas hedeflenmemis ise de, iki test
ile erigkin sigirlarda ve enfeksiyonun farkli dénemlerindeki buzagilarda belirlenen
enfeksiyon oranlarinda benzerlikler/fark iliklarin tespiti lizerinde durulmas: gereken bir
konu olarak degerlendirilmistir.

S0yleki; ELISA pozitif bulunan Grup I’deki 6 adet anneye ait 7 6rnek ile Grup
II"deki 1 adet diiveye ait 1 6rnek olmak iizere toplam 8 6rnekte PAGE ile BRV
niikleik asidi tespit edilememistir. Buzagilarda ise BRV enfeksiyonu varlii saptanan
18 buzagnm tiimiinde enfeksiyonun tespit edildigi ilk ornekleme doneminde her iki
test icin duyarhligm aynt oldugu (%100) saptanmugtir. Buna karsin 7. giinde her iki
test iginde pozitif sonug veren 2 buzagin (olgu-XII ve olgu-XIV) 14. giin alman
gaita Srneginde ELISA ile BRV antijeni tespit edilmesine karsin, PAGE ile BRV

niikleik asidi saptanamamugtir.

Her ne kadar buzafilarda BRV enfeksiyonlarinn tespitinde kullamlan
yontemler arasmda duyarlilik farkhiig birgok caligmada (Garcia-Sanchez ve ark.,1993;
Burgu ve ark.,1995) bildirilmis ise de; bu yontemlerin erigkin sigirlarda ve buzagilarda
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enfeksiyonun farkh zamanlarinda yapilan drnekleme dénemleri itibartyla kargilastirmal
olarak kullamldig: cabismalar smurhdr. Bununla birlikte bu ¢ahsmada elde edilen
verilere benzer olarak Tazi-Lakhsassi ve ark. (1988)’da , ELISA ve LA ile BRV
pozitif drneklerin yalmzca %59’unun PAGE ile pozitif bulundugunu bildirmislerdir.
Bu durum muhtemelen subklinik BRV enfeksiyonlarinin patomekanizmasi ve bunun
sonucu olarak gaita ile sagilan viral niikleik asit miktarmin PAGE ile saptanamayacak
diizeyde disiik olmasmin bir sonucu olarak disiinillmiistir. Nitekim Dodet ve
ark.(1997), villus enterositlerinin cryptlerden gelen hiicrelerle yer degistirme hizmmn
yenidoganlarda yavas oldugunu bu yiizden virulensi diisitk olan rotavirus suslarinm
bile hastahiga neden olabilecegini, ancak 8 haftaliktan biiyiik buzagilar ve eriskinlerde
enterosit go¢liniin daha hizh olmas: sebebiyle virus replikasyon orammin daha yavag
sekillendigi ve bu nedenle de ancak virulensi yiiksek virus suglarmm enfeksiyon
meydana getirebilecegini bildirmislerdir. Benzer olarak Bridger ve ark.(1992) da
diigiik virulensli viruslar ile gelisen enfeksiyonlarda enterositlerdeki sitopatik etkinin
de disik diizeyde gelistigi ve bunun subklinik enfeksiyonlara neden oldugunu
belirtmiglerdir.

Erigkin sigirlarin rotavirus enfeksiyonlarnin genellikle sublinik bir seyir
izlemesi nedeniyle eriskin sigirlardan virus/viral antijen/niikleik asit tespiti tesadiifi
orneklemeler sirasinda  yapilabilmistir. Ancak serolojik calismalara dayanilarak
rotavirus enfeksiyonlar: tiim diinyada erigskin sigirlarda yaygmn olarak bildirilmigtir
(Chauhan ve Singh,1996; Ciarlet ve ark.,1997; Crouch ve Acres,1984; Steiner ve
ark.,1997). Tirkiye’de yapilan ¢ahsmalarda da eriskin siirlarda BRV seroprevalans:
%28,3-31,0 olarak tespit edilmistir (Burgu ve Akga, 1983; Burgu ve ark.,1995). Bu
aragtirmada calisma gruplarmm olusturulmasi icin BRV spesifik antikor varligi
aragtmlan sigirlarda  belirlenen BRV seropozitiflik oram da (%54,1) daha 6nceki
¢aligmalara benzer sekilde, eriskin sigirlarda BRV ile enfeksiyonun yaygmhgm ortaya
koymustur.
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Bu aragtirmada gebeligin eriskin enfekte sigrlarda BRV sagilimi iizerindeki
etkisi yamswra maternal bagigkliin  yenidogan buzagilarm  enfeksiyondan

korunmasindaki roliiniin incelenmesi ana amaglardan birisidir.

Bilindigi iizere subklinik enfekte sigirlar enfeksiyon kaynag olabildigi gibi,
ozellikle kolostrum ve siit ile salgiladiklari antikorlar ile de yenidoganlarin
enfeksiyondan korunmasinda Snem tagimaktadrlar (Ellens ve ark.,1978; Snodgras ve
Wells,1978; Snodgras ve ark.,1980).

Bu ¢alismada Grup I de bulunan sigirlarin dogum zamanindaki ve sonrasmdaki
Srnekleme donemlerinde alinan kan serumumlarmda antikor titrelerinin (Cizelge 3.5)
olduk¢a disiik oldugu saptanmustir. Buna kargin annelerin kan ve kolostrum/siit
serumu antikorlarinin geometrik ortalamalar: incelendiginde; 1.giin kolostrumdaki
antikor seviyesinin (geometrik ortalama degeri 1/91,7) kan serumundaki antikor
seviyesinden (geometrik ortalama 1/21,1) yaklagik 4 kat fazla oldugu, ilerleyen
giinlerde ise siit orneklerinde antikor seviyesinin hizla azaldigy goriilmiistiir.
Buzagilarin dogduklan giin kan serumu antikor titrelerinin geometrik ortalamalar:
(1/31,7) ise, annelerinkinden (1/21,1) daha yliksek bulunmustur. Bu da kolostrum ile
alman ve dogum zamamnda yiksek olan (1/91,7) kolostral antikorlardan
kaynaklanmaktadir. Nitekim, Kohara ve ark. (1997) da dogum yaptiklan giin antikor
titrelerinin geometrik ortalamasii kolostrum igin 1/1114, kan serumu i¢in 1/184
olarak bulduklart annclerden dogan buzagilarda kan serumu antikor titrelerinin
geometrik ortalamasim ise 1/557 olarak bildirmislerdir.

Buzagilara ait serolojik veriler degerlendirildiginde, bu ¢alismada BRYV i¢in ilk
enfeksiyon yagi olarak belirlenen 7. giinde, iki buzag: digindaki buzagilarm kan
serumlarinda 1:5-1:640 arasinda degisen antikor titreleri saptanmigtir (Cizelge 3.9).
Kan serumunda yliksek diizeyde (1:224-1:640) antikor saptanan bazi buzagilarda
(olgu-IV, olgu-XV ve olgu-XX) BRV antijeni ve nikleik asidinin de saptanmig
olmasi, kan serumundaki antikorlar ile enfeksiyondan korunma arasmda bir iligkiyi
ortaya koymamus ve bu veri kan serumunda antikor titresi ¢ok yiiksek diizeyde
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olmadif siirece yenidoganlarin enfeksiyondan korunmasinda etkin olmadigm bildiren
calismalara (Besser ve ark., 1988; Kohara ve Tsunemitsu,2000 ) paralel bulunmugtur.

Yenidoganlarm BRV  enfeksiyonundan korunmasinda immun annelerden
kolostrum/siit ile aktarilan antikorlarm 6nemi ise birgok aragtirici (Bachmann,1984;
Snodgrass ve ark.,1980; Van Opdenbosch ve ark.,1983) tarafindan bildirilmistir. Bu
¢ahsmada Grup I’de bulunan annelerin kolostrumdaki antikor seviyesinin dogumun
l.gliniinde yiiksek oldugu (1/91,7), 3.giniinde (1/20,0) ve sonraki &rnekleme
donemlerinde belirgin bir azalma gosterdigi tespit edilmistir. Benzer olarak Woode ve
ark.(1975)’da dogum sonrast 2. giinden itibaren kolostrumdaki antikor seviyesinin
hizla diistiigiinii ve kolostral antikor titresinin 1/320’den asag1 olmasi durumunda, bu
kolostrumun buzagilart BRV enfeksiyonuna kargt koruyucu olamayacagim
belirtmiglerdir. Lecce ve King (1982) ise, dogum sonrasinda sigirlarm %72’sinde
rotavirus spesifik kolostral antikor tespit etmigler, ancak bunlarm sadece % 38’nde
1:10 titrede antikor saptamuslar, digerlerinde ise bu degerin altinda antikor varhgm
bildirmiglerdir.

Bu arastrmada da kolostrumdaki antikor titreleri, dogal enfekte eriskin
sigirlarn kolostrumlarindaki antikor seviyelerinin arastirildigi  birgok caligmaya
(Archambault ve ark.,1988; Fernandez ve ark.,1998; Lecce ve King,1982; Snodgrass
ve ark.,1982) benzer sekilde, ¢ok yilksek olarak saptanmamis olmakla birlikte, ilk
enfeksiyon yasmin 7. giin olarak saptanmis olmasi ve BRV antijeni/niikleik asidi
saptanan hayvanlarin da sadece % 15,9’unda (3/18) Klinik enfeksiyonun saptanmis
olmas: , muhtemelen diisiik diizeyde antikor igeren kolostrum almminmn bile en azindan
klinik enfeksiyondan korunmadaki roliinii ortaya koymaktadir. Bu nedenle maternal
agilama ve buna bagl olarak arttmlms maternal bagisikhigin enfeksiyondan
korunmadaki etkinliginin belirlenmesi son yillarda arastiricilarm Snemli konular
arasinda yer almaktadir (Fernandez ve ark.,1998; Kim ve ark.,2002; Kohara ve
ark.,1997). Nitekim Snodgrass (1982), asih sigirlarin kolostrumu ile beslenen
buzagilarda BRV enfeksiyonu insidensinin ve diyarenin siddetinin agisiz sigirlarin
kolostrumu ile beslenen buzagilara oranla daha az oldugunu bildirmistir.
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Kohara ve ark. (1997) ise asili ve asisiz olmak lizere iki grup gebe sigir ile
yaptiklan ¢ahsmada, asih gruptaki sigirlarin dogum yaptiklar1 giin kolostrumundaki
antikor titresinin geometrik ortalamasini 1/5881, dogum sonrasi 2. giin 1/320, 7.giin
1/53 ve 28.giin 1/26 olarak bulmuslardir. Asisiz grupta ise kolostrumy/siit’teki antikor
titrelerinin geometrik ortalamalarim ise 6rnekleme giinlerine gore srayla 1/1114, 1/80,
1/40 ve 1/15 olarak bildirmiglerdir. Asih gruptaki annelerden dogan buzagilardaki
BRV oraninin %7,8 oldugunu agisiz gruptaki annelerden dogan buzagilarda ise bu

oranin %17.,4 oldugunu tespit etmislerdir.

Sonug olarak elde edilen veriler, yenidogan buzagilarm BRV nedenli ishal
olgularinda, eriskin sigirlarm da bir epidemiyolojik kaynak olarak gozardi edilmemesi
gerektigini ortaya koymustur. Ayrica her ne kadar bu ¢alismada degerlendirilen dogal
enfekte siirlardan saglanan kolostrum/siit drneklerindeki antikor titreleri ok yiiksek
olarak bulunmamus ise de, enfekte buzagilarda klinik enfeksiyon orannm oldukga
disik oldugu dikkate alnarak, dofumu izleyen en kisa siirede yenidoganlarin
kolostrum almalarmm &nemini hatirlatmakta yarar gorilmiistir. Bundan bagka
yenidoganlarda BRV enfeksiyonlarin yiiksek oranda varligi ve bu hastaliga bagh
ekonomik kayiplarm boyutu gozoniinde bulundurularak, ozellikle entansif sigir
yetistiriciliginin yapildig: isletmelerde dogum sonrasi hijyenik sartlarin diizenlenmesi
ve yenidoganlara kolostrum/siit ile aktarilacak antikor miktarmm enfeksiyondan
koruyacak diizeyde olabilmesi igin, gebe sigirlarim agilanmasinm Snerilmesi de gerekli
gorilmektedir. Bu noktada halen Tiirkiye’de ticari olarak bulunan agilarin saha
enfeksiyonlarindan korunmadaki etkinligi tizerine yapilacak ¢ahismalarin, Tiirkiye’de
BRV enfeksiyonlarinn  kontrolu konusunda ¢nemli verileri ortaya koyacagi

diistiniilmektedir.
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5. SONUC

Bu arastirmada, yenidogan ishalli buzagilarda rotavirus enfeksiyonlarmin sik olarak
saptandig1 bir kapali yetistirmede bulunan eriskin gebe sigirlarda subklinik BRV
enfeksiyonu oram ve gebeligin BRV’un sagilmasindaki rolii ile maternal antikorlarin
yenidoganlarm enfeksiyondan korunmasindaki etkinligi arastiriimigtir.

Bu ¢alisma ile ulagilan sonuglara gore;

1) Grup II'de bulunan toplam 15 sigirdan sadece 1 diivede (%6.6)
orneklemelerin yapildigi 4. haftada, Grup I’de ise 20 adet gebe sigirlardan 6
adedinde (%30) buzagilama doneminde enfeksiyonun tespit edilmesi gebeligin

erigkin enfekte sigirlarda BRV sagilimini uyaran bir faktsr oldugunu gostermistir.

2) Dogum oncesi donemde BRV antijeni tespit edilen 3 adet gebe sigirdan dogan
buzagilarda da BRV antijen/niikleik asidinin tespit edilmesi yenidoganlarin
enfeksiyonu muhtemelen dogum swrasinda sagici annelerden aldiklarmn: ortaya

koymustur.

3) Grup I’deki siirlardan dogan ve annelerinde BRV sagilimi saptanmamig olan
BRYV ile enfekte diger buzagilarin, enfeksiyonu erigkin sagic1 sigirlar ya da birlikte
barmdirildiklari enfekte buzagilardan aldiklari sonucuna varilmugtir.

4) Serolojik veriler degerlendirildiginde ise, eriskin sigirlarda dogal enfeksiyona bagh
antikor titresinin diisik oldugu ve her nekadar kolostral antikor diizeyi kan
serumu antikor diizeyinden fazla (yaklasik 4 kat) olsa da, bu titrenin yenidoganlari
enfeksiyondan koruyacak diizeyde olmadig1 belirlenmistir. Bununla beraber diigiik
antikor seviyesine sahip kolostrumy/siit ahminmn bile klinik enfeksiyonun
olusumunun engellenmesinde 6nemli oldugu saptanmugtir.



56

OZET

Sigirlarda Rotavirus Enfeksiyonunun Epidemiyolojisinde Gebeligin ve Maternal
Antikorlarin Rolii

Yenidoganlarda 6nemli bir gastroenteritis etkeni olan rotaviruslar, eriskin sigirlarda
¢ogunlukla subklinik enfeksiyonlara neden olmaktadir. Digkilar1 ile virus sagan eriskin
hayvanlar siiriilerde enfeksiyonun devamhligim saglamakta ve yeni doganlar icin bir
risk olusturmaktadirlar.

Cahigma, yenidogan ishalli buzagilarda rotavirus enfeksiyonunun sik olarak
saptandign Karakdy Tarim Isletmesinde gerceklestirildi. Arastrmada, 20 adet ileri
gebe sigirm bulundugu Grup I, 15 adet gebe olmayan sigirm bulundugu Grup II ve
Grup I’deki annelerden dogan buzagilara ait toplam 479 adet gaita 6rnegi rotavirus
antijeni yoniinden ELISA, rotavirus niikleik asidi yoniinden PAGE ile, 439 adet kan
serumu ve 120 adet siit serumu 6rnegi ise rotavirus spesifik antikorlar yoniinden
mikrondtralizasyon testi ile kontrol edildi.

Elde edilen veriler; eriskin sigirlarin gebeligin ge¢ dénemleri ve &zellikle
dogum yaptiklan giin virus sagtiklarmi, bunlarin  buzagilarmmn muhtemelen
annelerinden sagilan virus ile enfekte olduklarini ve isletmedeki diger yeni doganlar
icin enfeksiyon kaynagi olduklarim ortaya koymustur. Ayrica kan ve siit serumu
orneklerinin BRV  spesifik antikorlar yoniinden kontrolii sonuglarina dayamlarak,
dogal enfekte sigirlarin kolostrumy/siit ile aktardiklari maternal antikorlarin postnatal
yasamun ilk 1 haftalik doneminde enfeksiyon olusumunu, daha sonraki giinlerde ise en
azindan klinik enfeksiyonun geligimini 6nledigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: BRV, ELISA, Epidemiyoloji, Maternal antikor, PAGE
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SUMMARY

The Role of Pregnancy and Maternal Antibody in Epidemiology of Bovine
Rotavirus Infections

As an important agent in neonatal gastroenteritis, the rotaviruses may cause
subclinical infection in adult cattle. Such animals which are shedding the virulent virus
via their feces play an important role in circulation the virus among the susceptible
infants.

This study had been performed at Karakoy Tanm isletmesi which is known
that the infection detected frequently. In this research, 479 feces samples that belongs
to Group I which has late pregnant cattles and Group IT which has 15 non-pregnant
cattles and newborn which belongs to the Group I had been tested for rotavirus
antigen with ELISA and for niicleic acids with PAGE. Also 439 blood sera samples
and 120 milk sera samples had been detected for rotavirus spesific antibodies with
microneutralization test.

Data showed that adult cattle spreads the virus at late pregnancy, especially at
the day of giving birth and their newborn probably became infected by the virus which
they spread and also this is the main source of the infections for other newborns of the
farm. According to the datas gained by the results of the BRV specific antibodies of
blood and milk sera, maternal antibodies that transferred by colostrum/milk of natural
infected cattle prevent the infection in first week of the postnatal life, and developing
of the clinical infection at the days after the week of the postnatal life.

Key words: BRV, Epidemiology, ELISA, Maternal antibody, PAGE
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