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OZET

SANLIURFA iLINDE BUZAGILARIN iSHAL OLGULARINDA
ROTAVIRUSLARIN ARASTIRILMASI

Abdullah COBAN
Viroloji Anabilim Dal, Yuksek Lisans Tezi

Ishal yeni dogan buzagilarda ¢ok 6nemli bir sorundur. Farkli viral, bakteriyel ve
paraziter etkenler buzagilarda gastrointestinal problemlere neden olabilir. Buzagilarin
rotavirus enfeksiyonu, akut seyirli, yiiksek morbidite ve mortalite, siddetli gastroenteritis ile
karakterize diinya genelinde yaygimn olan en onemli viral hastaliklarindan biridir. Hastalik
etkeni kibik simetrili, zarfsiz, ¢evre sartlarina dayanikli ve ¢ok bulasict bir RNA virusudur.
Bu ¢alisma, Sanliurfa ilinde dogal enfekte ishalli buzagilarin digkilarinda Ag ELISA test Kiti
kullanilarak rotaviral antijenlerin tespiti amaciyla yapildi. Bu amag i¢in, Sanlurfa ilinde farkli
stit sigirciligi isletmelerinde bulunan 94 adet ishal semptomlu buzagidan diski 6rnegi toplandi.
Ticari Ag ELISA tam testi ile incelenen 94 adet Ornekten 21 adedi (%22.34) rotaviral
antijenler yonunden pozitif, 73 adedi (%77.66) ise negatif olarak tespit edildi. Arastirma
sonucunda, Sanlwrfa ilinde buzagilarin ishal olgularinda rotaviruslarin varligt ve 6nemi

ortaya konuldu.

Anahtar Kelimeler: Buzagi, ishal, rotavirus
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ROTAVIRUSES IN DIARRHEA CASES
OF CALVES IN SANLIURFA PROVINCE

Abdullah COBAN
Virology Department, Master Thesis

Diarrhea is a very important problem in neonatal calves. Different viral, bacterial and
parasitic agents can cause gastrointestinal problems in calves. Rotavirus infection of calves is
one of the most important viral diseases which are common worldwide characterized by acute
disease, high morbidity and mortality, severe gastroenteritis. Agent of disease, a disease-
causing, icosahedral symmetry, non-enveloped, environmental-resistant and highly
contagious RNA virus. This study was carried out in order to determine rotaviral antigens by
using Ag ELISA diagnostic kit in faeces of naturally infected diarrhea calves. For this
purpose, fecal samples were collected from 94 calves with diarrhea symptoms in Sanliurfa
province. Of the 94 samples examined by commercial Ag ELISA diagnostic test, 21 (22.34%)
were positive for rotaviral antigens and 73 (77.66%) were negative. As a result of the study,
the presence and importance of rotaviruses in diarrhea cases of calves in Sanliurfa province

was revealed.

Keywords: Calf, diarrhea, rotavirus
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1. GIRIS

Siit sigirciligi isletmelerinin verimliligi fertilite olgusunun siirekliligi ve yeni dogan
buzagilarin saglikli bir sekilde biiyiitiilmesi temeline dayanir (1, 2, 3). Fertilite bozukluklari
ovaryumlarda graaf follikiluniin olusmasindan doguma kadar gegen siirenin herhangi bir
asamasinda ortaya ¢ikabilir (2). Dogumdan sonra postnatal yasamin ilk giinlerinde buzagilar
farkli patojenler ve predispoze edici faktorler nedeniyle hastaliklara karsi savunmasizdirlar.
Stt sigirciligr yetistiriciliginde dol verimi problemleri ve buzagi kayiplar1 bir biitiin olarak
degerlendirilmelidir. DSl veriminin olmamasi buzagiin olamayacagini, buzagiin olmamasi
et ve siit veriminin siirekliligini engelleyici faktorler arasinda yer alir. Genel olarak, bir
inekten yilda bir buzagi alinmasi isletmenin verimliligi agisindan ¢ok Onemlidir. Neonatal
donemde buzagi kayiplart siit sigirciligi isletmelerini ¢ok ciddi boyutlarda zarara ugratan
primer nedendir (4, 3, 5, 6, 7).

Biitiin tiirlerin yeni doganlarinda ishal ve pndymoni olgular1 6nemli bir problemdir.
Farkli viruslar, bakteriler, protozoalar, kotii hijyen sartlari, yeterli kolostrum alamama ve
yetersiz beslenme, ishal ve pnéymoniye neden olan faktorler arasinda yer alabilir. Bu
faktorlerden biri tek basina ya da digerleri ile birlikte ishal veya pndymoni nedeni olabilir (8,
9, 10, 11, 12). Buzag kayiplarinin ¢ogunlugu ishal ve pndymoni ya da her ikisinin birlikte
seyrettigi olgulardan kaynaklanmaktadir. Meydana gelen bu hastalik olgularinin siddeti yeni
doganlarin bagisiklik durumuna ve yasina bagh olarak degisebilir. Ishale neden olan énemli
patojenler arasinda  rotavirus, coronavirus, Escherichia coli, Salmonellatirleri,
Cryptosporodium ve Coccidia yer alir. Pnoymoniye neden olan 6énemli patojenler arasinda
Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Pneumococ, Streptococ, Haemophilus
somnus, Mycoplasmalar, Clamydialar, parainfluenza-3 virusu, respiratory syncytial virus,
IBR virusu, adenoviruslar, bovine viral diarrhea virusu, rhinoviruslaryer alir. Neonatal
donemin ilk dort haftasinda genellikle Escherichia coli, Cryptosporidium, Rotavirus ve

Coronaviruslarin neden oldugu buzag ishalleri siklikla goriilmektedir (13, 14, 6, 7, 11).

Rotaviruslar genis bir konakg1 spektrumuna sahiptir. Insan ve birgok hayvan tirtinin
erigkinlerinde subklinik ve yeni doganlarinda oliimle sonuglanan enterik enfeksiyonlar
meydana getirirler. Rotaviruslarin enfeksiyon spektrumunda yenidogan bebek, tay, kuzu,
oglak, domuz, maymun, geyik, kedi ve kopek ile kanatli ve bazi deney hayvanlari yer
almaktadir (15, 16, 11, 17). Rotaviruslar tek baslarina veya diger bakteriyel ve viral etkenlerle



beraber ¢oklu sindirim sistemi enfeksiyonlar1 bagli olarak evcil hayvanlarin yenidoganlarinda
6lum, tedavi giderleri ve hastaligi gecirmis olanlarda yasamin daha sonraki donemlerinde

gelisim bozukluklar1 gibi 6nemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir.

Tiirkiye’de rotaviruslarin varligi ile ilgili olarak birgok arastirici tarafindan farkh
hayvan tdrlerinde virolojik (18, 19, 13, 20, 21, 15, 22), serolojik (23, 24, 25, 26, 27) ve
molekdler (28, 29, 30, 31, 17, 32) calismalar yapilmistir. Sanlurfa ilinde buzagilarin ishal
olgularinda rotaviruslarin varligi ve etkinligi konusunda genis kapsamli bir ¢aligma
bildirilmemistir. Bu tez ¢alismasinda, ishal semptomlu dogal enfekte buzagilarin digkilarinda
Ag ELISA yontemi kullanilarak rotaviral antijenlerin tespiti yapilacaktir. Bu amagla,
Sanliurfa iline bagl ilgelerde bulunan kiigiik ve orta 6lgekli siit sigirciligr isletmelerinde ishal
semptomlu buzagilardan digki Ornekleri toplanacak ve rotaviruslarin buzagilarin ishal

olgularindaki rolii ve 6nemi ortaya konulacaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Etiyoloji

Rotaviruslar, uluslararas1 taksonomi komitesi tarafindan Reoviridae ailesi igerisinde
smiflandirilmistir. Reoviridae ailesinin Sedoreovirinaealt ailesine dahil Rotavirus genusu
icerisinde yer alirlar. Reoviridae ailesi Spinareovirinae ve Sedoreovirinae olmak Uzere iki alt
aileden olusur. Spinareovirinae alt ailesi icerisinde dokuz genus (Aquareovirus, Coltivirus,
Cypovirus, Dinovernavirus, Fijivirus, Idnoreovirus, Mycoreovirus, Orthoreovirus,
Oryzavirus) vardir. Sedoreovirinae alt ailesi igerisinde ise alt1 genus (Candoreovirus,
Mimoreovirus, Orbivirus, Phytoreovirus, Rotavirus, Seadornavirus) vardir (Tablol). Sigir
rotaviruslar1 bovine rotavirus (BRV) olarak isimlendirilir (33). Rotaviruslar yaklagik 70 nm
capinda, zarfsiz, segmentli, linear yapida, cift iplikcikli ve kiibik simetrili RNA virusudur.
Rotaviruslarin niikleik asit etrafin1 saran i¢ kapsid (kor bdlgesi), orta kapsid ve dis kapsid
olmak Uzere 3 katli kapsidi bulunmaktadir (Sekil 2). Rotaviruslarin elekron mikroskopik
(EM) yapis1 ¢ok karakteristiktir ve kolaylikla tanimlanirlar. EM goriintiisii tekerlege benzedigi
icin latince tekerlek anlamina gelen “rota”ismi verilmistir (Sekil 1). Rotaviruslar 1siya, pH
degisiklikleri, yag coziculeri ve bircok dezenfektana karsi direngli olduklarindan cevre
sartlarina kars1 olduk¢a dayaniklidirlar. Rotaviruslar hiicrenin sitoplazmasinda ¢ogalmaktadir.
Rotaviruslarin tiretilmesinde en ¢ok primer hiicre kiiltiirleri ile devamli hiicre kiiltiirlerinden
Monkey Kidney (MA-104) ve Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) hiicre kultlrleri
kullanilmaktadir. Rotaviruslar hiicre kiiltlirlerinde hiicre yuvarlaklagmasi ile karakterize

sitopatolojik bozukluk (CPE) olustururlar (34, 35, 9, 36, 37).

Rotaviruslar 6 adet yapisal (VP1-4, VP6, VP7) ve 6 adet yapisal olmayan (NSP1-6)
toplam 12 adet proteini kodlayan 11 segmente sahiptir. Yapisal proteinlerden VP1, VP2 ve
VP3 virus partikiiliiniin kor bélgesinde (i¢ kapsid) yer alirken, VP4 (VP5+VP8) ve VP7 dis
kapsid bolgesinde yer alir. Segment 1 tarafindan kodlanan VP1 viral RNA’ya bagli RNA
polimeraz gorevini yapar. Segment 2 tarafindan kodlanan VP2; VP1 ve VP3 ile beraber kor
bolgesinde bulunur. Replikasyonda gorev alir. Segment 3 tarafindan kodlanian VP3;
guaniltransferaz ve metiltransferaz aktivitesine sahiptir. Segment 4 tarafindan kodlanan VP4
yapisal proteini hiicreye tutunma, penetrasyon, hemaglutinasyon, nétralizasyon ve viriilens
gibi 6nemli gorevleri yerine getirir. VP4 bu fonksiyonu yerine getirebilmesi igin tripsin gibi
proteolitik enzimler ile muamele edilerek VVP5 ve VP8 proteinlerinin agiga ¢ikmasi gereklidir.



Segment 6 tarafindan kodlanan VP6 virusun en dnemli immunolojik ve yapisal proteindir.

Segment 9 tarafindan kodlanan VP7 glikoprotein yapidadir. Bu nedenle nétralizan
antikorlarin hedefidir (9, 38, 39).

Tablo 1.Reoviridae ailesinin siiflandirilmasi (33).

Aile Alt aile Genus (Cins)

Aquareovirus
Coltivirus
Cypovirus

Dinovernavirus
Fijivirus
Idnoreovirus
Mycoreovirus
. Orthoreovirus
Reoviridae -
Oryzavirus
Candoreovirus
Mimoreovirus
r Orbivirus
Sedoreovirinae -
Phytoreovirus
Rotavirus
Seadornavirus

Spinareovirinae

Sekil 1. Rotavirus partikillerinin elektron mikroskobik gérinimu (36).



Rotaviruslarda 6 adet yapisal olmayan protein (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 ve
NSP6) vardir. Segment 5 tarafindan kodlanan NSP1 immunolojik gorev yapar. RNA’ya
baglanir. Segment 8 tarafindan kodlanan NSP2, viroplazma olusumunda, RNA replikasyonu
ve paketlenmesine yardim eder. Segment 7 tarafindan kodlanan NSP3 protein sentezinde,
replikasyonda ve virusun dokulara yayilmasinda rol oynar. Segment 10 tarafindan kodlanan
NSP4, endositoz ve tomurcuklanmada goérev alir. Segment 11 tarafindan kodlanan NSP5 ve

NSP6 fosforilasyon ve glikozilasyon gérevinde bulunur (9, 38, 39).

Orta kapsid (VP6)

I¢ kapsid (Kor) VP2

Segmentli dsSRNA genom

VP7 (G serotip)
Di1s

VP4 (P serotip) | Xapsid

VP1/VP3

Sekil 2. Rotavirus partikiiliiniin sematik goriiniimii (40).

Rotaviruslarin en onemli antijenik determinanti olan VP6 yapisal proteinindeki
farkliliklara gore 7 grupta incelenirler (A-G). Rotavirus genomunu olusturan elektroforetik 11
segmentin ve proteinlerin (VP ve NSP) dagilimi Sekil 3’de gosterilmistir. Grup A, B ve C
rotaviruslar: insan ve hayvanlarda bulunurken, grup D, E, F, ve G rotaviruslar yalnizca
hayvanlarda bulunmaktadir. Grup A, B ve C rotaviruslar: arasinda %20-60 oraninda aminoasit
benzerligi bulunmaktadir. VP4 ve VP7 Grup A rotaviruslarin yiizey proteinidir. No6tralizan
antikor yanitini olusturun bu proteinler koruyucu immuniteden sorumludur. Glikoprotein
yapida olan VP7 “G” harfi ile tanimlanirken, VP4 ise, proteaz aktivitesi oldugundan “P” harfi
ile tanimlanirlar (9, 38, 39). Timurkan (17) doktora ¢alismasinda, Tiirkiye’de izole edilen 14
sigir, 3 koyun, 3 kegi ve 2 taya ait rotavirus saha susunda; sigirlarda G6, G10 ve P[1], P[5],



P[11], koyunlarda G8 ve P[1], kegilerde ise G6, G8 ve P[1] tipli rotavirus varlig1 belirledigini
bildirmistir.

dsRNA
Segment Protein

10 — e — NSP4 - enterotoksin

11 — s — NSP5, NSP6

Sekil 3. Rotavirus genomunu olusturan 11 dsRNA segmenti (41).

2.2. Epidemiyoloji

Rotaviruslar diinyada yaygin olarak goriilen ve genis konake¢1 spektrumuna sahip en
onemli enteritis etkenidir. Ozellikle de yeni doganlarda siddetli sindirim sistemi
enfeksiyonlarmma neden olurlar. Eriskinlerde enfeksiyon Onceden olusan bagisikliga baglh
olarak genellikle subklinik seyreder. Rotaviruslarin konak¢1 spektrumu igerisinde yeni dogan
bebekler, buzagilar, taylar, kuzular, domuzlar, maymunlar, geyikler, kanatli hayvanlar ve
farkli deney hayvanlari yer alir. Rotaviruslar tek baslarina ya da diger viruslar, bakteriler ve
protozoonlar ile birlikte miks enfeksiyonlara neden olabilirler. Enteropatojenik etkenler
disinda, yeni doganlarin kolostrum alip almamalari, siitten kesilme zamanlari, immunite
durumlari, iklim ve barinma kosullar1 hastaligin olusumunu ve prognozunu etkileyen faktorler
arasinda yer almaktadir. Rotavirus enfeksiyonlar1 genellikle endemik seyir gosterir. Nadiren

salginlara yol agmaktadir (34, 35, 16, 17).



Rotaviruslarin replikasyonu ince bagirsaklarda gerceklestigi i¢in ¢evreye sacgilmada
baslica bulasma kaynagi digkidir. Bulasma fekal-oral yolla meydana gelir. Enfekte
hayvanlarin digkilarindan maksimum virus sagilis1 hastaligin 3-4. ginlerinde tespit edilir.
Rotavirus ile enfekte olmus bir hayvanin diskisi ile yaklasik 10%! partikiil/gr virus sagildig
belirlenmistir. Cevre sartlarina olduk¢a dayanikli olan rotaviruslar dogada yaygin olarak
bulunurlar. Bu nedenle, digki ile bulagik yem, yemlik, suluk ve kullanilan ekipmanlar
bulasmada 6nemli role sahiptir. Rotaviruslar diskida aylarca ve bulasik alanlarda giinlerce
aktif kalarak enfektivitelerini devam ettirirler. Bircok dezenfektana karsi direngli olan
rotaviruslar, klorlamaya kars1 da direng gosterdikleri i¢in su kaynakli (water-borne) bulagsma
onemli bir risk olusturur. Hijyenik kosullarin yetersiz oldugu bir¢ok hayvancilik isletmesinde
yeni doganlara bulasan rotaviruslar, enfeksiyonun siirii icerisinde devamliligina neden olurlar.
Yogun hayvan populasyonlarinda hastaligin bulunma oran1 % 50-100 arasinda degismektedir.
Rotavirus enfeksiyonlarinda mevsimsel bir insidens sdz konusudur. Mevsimsel bagh
insidensin en yiiksek oldugu aylarin bahar ve kis aylar1 oldugu tespit edilmistir (8, 35, 4, 11,
42).

Diinyadaki gelismis ya da gelismekte olan bir¢ok iilkede ¢ocuklarin ishal olgularinda
etiyolojik ajan olarak ilk sirada rotaviruslarin yer aldigi bildirilmektedir (16, 43, 11).
Cocuklarda ishale bagl 6liimlerin %25’inin rotavirus kaynakli oldugu tespit edilmistir. Cocuk
ishallerinde rotavirus disinda adenovirus, norovirus, enterovirus, Campylobacter gibi bircok
enteropatojenik etkenin de varligi ortaya konulmustur (43, 44). Hug ve ark. (43), Suudi
Arabistan’da ishalli ¢ocuklarda yaptiklari bir arastirmada, digki drneklerinde rotaviruslar ile
beraber % 18.7 Shigella spp. % 7.3 Enteropatojenik E. coli ve % 2.7 Salmonella spp. tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Otag ve ark. (44) lilkemizin Mersin ilinde yaptiklari ¢alismada, akut
gastroenteritis bulgularina sahip 781 ¢ocuktan 226 (%28.9)’inde rotavirus, 26 (%3.3)’sinda
adenovirus ve 6 (%0.8)’sinda ise rotavirus+ adenovirusu birlikte saptamiglardir. Ayni
calismada (44), en yiiksek rotavirus insidensinin Kasim-Ocak aylar1 arasinda oldugu

belirlenmistir.

Rotaviruslarin varli§i diinyanin birgok {ilkesinde ve Tirkiye’de farkli hayvan
tiirlerinin yeni doganlarinda ortaya konulmustur. Al-Mafraji (45) Irak’in Babil ilinde ishalli
manda yavrularinda; Al-Robaiee ve Al-Farwachi (46) Irak’in Musul ilinde ishalli buzagilarda;
Anh ve ark. (47) Vietnam’da ishalli domuzlarda; Langoni ve ark. (48) Brezilya’da ishalli

buzagilarda rotavirus nedenli enfeksiyonlarin varligini bildirmislerdir. Tiirkiye’de sigirlarda

7



rotaviruslarin varligi serolojik (25, 36, 49, 27) ve virolojik (21, 50, 51, 52, 31, 53) c¢aligmalar

ile tespit edilmistir.

Rotaviruslar ile ilgili lilkemizde yapilan calismalar ¢ogunlukla buzagilar ve eriskin
sigirlar tizerinde ortaya konulmustur. Tiirkiye’de rotaviruslar ile ilgili olarak farkli hayvan
tirlerinde yapilmis sinirli sayida ¢alisma da mevcuttur. Aslan ve Cabalar (20) guvercinlerde;
Cabalar (30) kedilerde; Alkan ve ark. (19) oglaklarda; Gokce ve ark. (54) kuzularda; Alkan ve
ark. (29) taylarda rotavirus nedenli enfeksiyonlarin varligin1 bildirmislerdir. Biitiin tiirlerde
rotavirus enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi birbirine benzemektedir. Insan rotavirus suslari ile
hayvan rotavirus suslarinin sekans ve filogenetik analizler ile yakin iligkili oldugu tespit
edilmistir (9, 11). Mori ve ark. (55) yaptiklar1 deneysel ¢alismada, giivercin PO-13 ve hindi
Ty-3 rotaviruslarini farelere oral yolla verilmesi sonucunda, PO-13 glvercin rotavirusunun
verildigi farelerde ishal olustugu, fakat Ty-3 hindi rotavirusunun verildigi farelerde hig¢ bir
hastalik semptomu olusmadig1 goriilmiistiir. Ayni ¢alismada, kanatli rotaviruslarinin memeli
hayvanlarda enfeksiyon olusturabilecegini ortaya koyan ilk deneysel c¢alisma oldugu

bildirilmistir.

2.3. Patogenez ve Patoloji

Rotaviruslarin fekal-oral yolla alinmasindan sonra enfeksiyon baslar. Ince bagirsak
villuslarindaki enterositlerde ¢ogalan rotaviruslar ishale, absorbsiyon bozukluguna, enterik
sinir sistemi aktivitesi artigina ve hiicre permeabilitesi degisikligine neden olurlar. Bagirsak
villuslarindaki epitel hiicreleri (enterosit) alinan besinlerin emilimini saglayan hiicrelerdir.
Virus ¢ogalmasini takiben hiicreler lize olur ve bagirsak igerigi ile beraber disari sagilimi
gerceklesir. Disar1 atilan enterositlerin yerini proksimale dogru ilerleyen ve olgunlagan kript
epitelleri alir. Villoz epitel hiicrelerinin siddetli enfeksiyona bagli olarak dokiilmesinin
hizlanmasi sonucu villuslar olgunlasmamis hiicreler tarafindan kaplanir. Olgunlasmamis bu
hlcrelerin absorbsiyon yetenegi kaybolmus ve enzimatik aktivite azalmistir. Bunun sonucu
olarak sindirim ve emilim kapasitesi diiser. Boylece; emilemeyen yag, protein ve iyonlar
bagirsaklarda sivi-elektrolit dengesini bozar ve ishal sekillenir. Ayrica, ishal nedenlerinde biri
de yapisal olmayan protein NSP4’iin hiicrelerden kalsiyumun (Ca*?) serbest olmasina neden
olmast sonucu hiicrelerin parcalanmasi ve diger nedeni ise, NSP4’{in enterotoksin olarak etki

gostermesidir (56, 41, 11, 57, 58).
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Sekil 4. Rotavirus enfeksiyonlarinda ishalin olusum mekanizmasi (11).

Rotavirus enfeksiyonunda ishalin NSP4 tarafindan villuslarin tabanindaki sinir
uclarinin uyarilmast sonucu motilitenin artmasit bagli olarak da sekillenebilecegi ortaya
konulmustur. Olusan ishalin siddetine ve siiresine bagl olarak dehidrasyon sonucu sodyum,
potasyum, klor ve bikarbonat kaybi asidoz olusumuna neden olur. Asidoz ayni zamanda
bagirsak liimeninde sindirilmemis siitlin, mikrobiyal aktiviteyi artirmast sonucu da
sekillenmektedir. Bu nedenlerden dolayi, rotaviruslara bagli ishallerin patogenezi kompleks
bir ozellik gosterir ve ¢oklu olusum mekanizmasina sahiptir. Rotavirus enfeksiyonlarinda
patolojik degisiklikler yalnizca villoz epitel hiicrelerindeki tahribat bagli olarak atrofi ve
villuslarda kisalma ile beraber karakteristik bir ishal tablosu tespit edilirken, diger enterik
etkenlerin (bakteri, virus ve protozoon) ortama katilimi sonucu patolojik tablo ¢ok daha
agirlagabilir. Komplike olmamis vakalarda bagirsak epitel hiicrelerinin yiiksek rejenerasyon
yeteneginden dolay1r hizli bir iyilesme gozlenir. Makroskobik olarak, akut bir enteritis tablosu
goriiliir ve bagirsaklarda ddem ve gerginlik azalmasi tespit edilir. Histopatolojik olarak,
bagirsaklarin lamina propia katinda mononiiklear hiicre infiltrasyonu meydana gelir. Fare,
tavsan ve maymunlara ait rotaviruslar deneysel patogenez ve immiinite ¢alismalarinda model

olarak kullanilmaktadir (34, 35, 11, 59).



2.4. Klinik Bulgular

Rotavirus enfeksiyonlarinda klinik semptomlar biitiin tiirlerin yeni doganlarinda
benzerlik gosterir. Rotaviruslar subklinik enfeksiyondan, agir dehidrasyona ve 6liime kadar
degisen klinik tabloya neden olabilir. Hastaligin inkiibasyon siiresi yaklasik 12-24 saat
arasinda degismekle birlikte, alinan virus miktarina bagli olarak bu siire 1 haftaya kadar
uzayabilir. Olusan ishalin siddeti en fazla hastaligin 3. gilinlinde tespit edilir ve klinik belirtiler

ilk glinden itibaren 1 haftaya kadar devam edebilir (34, 37, 39, 11).

Rotaviruslar buzagilarda sulu ve sar1 renkte ishal ile karakterize enfeksiyona neden
olur. Diskida bazen mukoid pargalar ve nadiren kan goriilebilir. Baslangicta yiiksek olan ates,
daha sonra normale doner. Enfekte hayvanlarda genel durum bozuklugu ile birlikte,
depresyon, halsizlik, siddetli dehidrasyona bagl olarak hizli kilo ve elektrolit kaybi, asidoz ve
hipovolemik sok gelisir. Tiiylerde diizensizlik ve kecelesme vardir. Boyun ve gogis
bolgesindeki deri elastikiyetinin azalmasi dehidrasyon durumunun belirlenmesinde 6nemli bir

bulgudur (35, 37, 11). Enfekte buzagilarin arka tarafinin diski ile kirlenmis oldugu gozlenir.

Rotavirus enfeksiyonu eriskin sigirlarda genellikle subklinik seyretmektedir. Yeni
dogan buzagilarin rotavirus enfeksiyonunda mortalite disiiktiir, fakat dehidrasyon ve
sekonder bakteriyel enfeksiyonlara bagli olarak mortalite %50’ye ulasabilir. Rotaviral
enfeksiyon salginlar1 6zellikle entansif iiretimin yapildigr siit sigircilifi isletmelerinde ¢ok

daha siddetli seyreder (37, 11, 7).

Insan ve memeli hayvanlarin genglerinde oldugu gibi kanatli hayvanlarda da rotavirus
enfeksiyonunun baglica klinik bulgusu ishaldir. Farkli tiirdeki kanatli hayvanlarda dogal
rotavirus enfeksiyonlar1 subklinik olarak goriilebildigi gibi siddetli dehidrasyon ve ishal ile
karakterize klinik bulgular ve bazen 6liim olgular1 da goriilebilmektedir. Rotavirus ile enfekte
yumurtact tavuklarda yumurta veriminde diisme ve broyler tavuklarda ise kilo artiginin
durdugu bildirilmistir. Guvercin ve Ordeklerde de dehidrasyon ve ishalden 6lime kadar

degisen sporadik rotavirus enfeksiyonlari tanimlanmistir (20, 15, 60, 11).

2.5. Teshis

Biitiin tiirlerde rotavirus enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi, klinik bulgulart ve tanisi

biri birine benzemektedir. Yeni dogan ishallerinin olusumunda farkli viruslar, bakteriler ve
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protozoonlar rol oynayabilir. Ozellikle miks enfeksiyonlar siklikla goriilmektedir. Klinik
gozlemlere dayanilarak yeni dogan hayvanlar arasinda tespit edilen enteritis olgulari rotaviral
enfeksiyonlarmin teshisine yardimer olabilir. Ancak, rotavirus enfeksiyonlarinda klinik ve
patolojik bulgular patognomonik degildir. Bu nedenle, hastalik etkeninin kesin olarak
identifiye edilebilmesi icin laboratuvar yontemlerine basvurulmasi gereklidir. Ishale neden
olan etken ya da etkenlerin teshisi amaciyla en ¢ok gaita, bagirsak igerigi ve bagirsak parcalar
kullanilmaktadir (35, 9, 11, 58).

Rotaviruslar ilk olarak elektron mikroskobi (EM) yontemi ile tespit edilmistir. Bu
yontem rotaviruslarin karakteristik morfolojisi ve kisa siirede sonug alinabilmesi nedeniyle
rutin teshiste siklikla kullanilan bir yontem olmustur. Ancak, pahali olan ve ¢ok sayida 6rnek
i¢in uygun olmayan bir yontemdir. Ayrica, dogru bir EM teshisi icin gaitada en az 10° virus
partikull/gr bulunmasi1 gereklidir (11, 61). EM yontemi hizli olmasina ragmen analitik
duyarlilig1 yeterli diizeyde degildir. Bu nedenle rutin teshiste kullanimi sinirlidir. Glnumiizde,
EM disinda immunokromatografi (IC), lateks aglutinasyon (LA), reverse pasif
hemaglutinasyon (RPHA), ELISA, poliakrilemd jel elektroforezis (PAGE) ve RT-PCR gibi
yontemler de rotaviruslarin teshisinde kullanilmaktadir. Bu yontemlerin her biri farkli
sensitivite ve spesifite Ozelligi gostermektedir. Ayrica, enfekte doku Kesitlerinde
immunohistokimyasal ve immunofloresan yontemleri kullanilarak rotavirus antijenleri tespit

edilebilir (62, 63, 35, 9, 11).

Virus izolasyonu amaciyla digki orneklerinden hazirlanan inokulumlar primer bobrek
hicre kaltarleri ya da MA-104 ve Vero gibi devamli bobrek hiicre kilturlerine inokule
edilebilir. En ¢ok kullanilan hiicre kiiltiiri MA-104"diir. Hiicre kiiltiirlerinde rotaviruslarin
izolasyonu oldukga guctur. Bu nedenle, virusun replikasyonunu hizlandirmak igin tripsin veya
pankreatin gibi proteolitik enzimlerin iireme vasatina ilave edilmesi gereklidir. Virus
izolasyonu kesin teshis i¢in en gilivenilir yontem olmasina karsin ¢ok zahmetli ve zaman
alicidir. Bu nedenle, rutin teshis caligmalarinda gok tercih edilen bir yontem degildir (35, 64).
Murakami ve ark. (65) Japonya’da 51 adet ishalli buzagi gaitasini tripsinle 6n muamele
ettikten sonra MA-104 hiicre kiiltiirlerine inokule ederek rotavirus izolasyonuna gitmisler ve

14 adet diski 6rneginde virus izolasyonu basarilmistir.

Rotavirus enfeksiyonlarinin saptanmasinda kisa siire igerisinde sonug veren kolay

yontemler tercih edilmektedir (34, 63, 11). Bu amagla, ¢ok fazla sayida 6rnek incelenmek
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istendiginde uygulamasi kolay, uzmanlik gerektirmeyen ve ticari olarak elde edilebilen
immunokromatografi (IC) ve ELISA yontemleri segilebilir. ELISA, enzim ile isaretlenmis
konjugatin aranan antijene baglanmasi ve daha sonra eklenen substratin indirgenerek renk
degisimine neden olmasina bagli olarak olusan renk yogunlugunun spektrofotometrede
oOlgiilerek degerlendirilmesi esasina dayanmaktadir. ELISA, diger teshis yontemlerine gore
daha ucuzdur, hizlidir ve veteriner kliniklerinde uygulanmasi olduk¢a kolay bir yontemdir
(63, 35, 58). Immunokromatografi (IC) yontemi ise, son yillarda yaygin olarak kullanilan bir
teshis yontemidir. IC; duyarlilig: yiiksek, hizli sonu¢ veren, maliyetli diistik, tek 6rnek igin
uygulanabilen, degerlendirme igin cihaz gerekmeyen, saha sartlarinda kullanilabilen,
uygulamada uzmanlik gerektirmeyen, sonucu gozle okunabilen, giivenilirligi yiiksek olan bir
yontemdir. Ancak, tam bir kantitatif uygulamaya sahip olmayis1 ve sadece sivi ornekler igin
kullanilabilmesi gibi dezavantajlar1 vardir (13, 66). Bu testlerin spesifitesi ve sensitivitesi
yuksek secicilige sahip antijen-antikor reaksiyonu kullanilmasi nedeniyle dogruluk orani
%90’ lizerine ¢ikmaktadir (66). Al ve Balik¢1 (18), IC yontemi kullanarak akut ishalli 30
buzagidan alinan gaita Orneginin 9(%30)’unda rotavirus, 4(%13)’liinde coronavirus,
5(%17)’inde E. coli ve 2(%6)’sinde miks enfeksiyon, 10 (%33)’unda ise diger nedenlere bagl

ishal saptandigini bildirmislerdir.

Ishalli buzagilarda rotavirus sagilimmin enfeksiyondan sonraki haftalarda diski ve
nekropsi materyallerinde azalmasi nedeniyle ELISA testi ile tespit edilmeyen olgularda PCR
yontemi kullanilarak rotavirusun tespiti yapilabilmektedir. Guniimuzde, RT-PCR yontemi
rotavirusun farkl: tiplerinin tespiti i¢in hazirlanan tip spesifik primerler vasitasiyla molekiiler
tan1 ve dizin analizi i¢in kullanilmaktadir. Virus izolasyonuna gére PCR yonteminin
uygulanmasinda daha kisa siire ve daha az is giiciine ihtiyac vardir. Teshis amaciyla real time
PCR, konvansiyonel PCR, nested PCR ve multiplex PCR gibi farkli PCR teknikleri yaninda
RFLP (restriction fragment lenght polimorphism) yontemi de kullanilabilmektedir. Ancak,
molekdiler yontemler icin 6zel laboratuvara, yetismis uzman personele ve yeterli zamana
ihtiya¢ vardir (35, 67, 59).

Serolojik olarak, enfeksiyondan ya da asilamadan sonra olusan antikor titresini
belirlemek igin en ¢ok ELISA ve nétralizasyon testi kullanilmaktadir (24, 21, 25, 26, 49).
Hastaligin akut doneminde saptanan 6zgiil IgM varlig1 ya da konvalesan donemde 6zgiil IgG

varliginin saptanmasi klinik tanmiyr dogrular. Ancak, rotavirus enfeksiyonunun tanisinda
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serolojik yontemlerin pratikte bir nemi yoktur. Rotavirus enfeksiyonlarinin belirlenmesinde

kisa siirede sonug veren kolay yontemler tercih edilmelidir.

2.6.immiinite ve Miicadele

Rotaviruslarin neden oldugu enfeksiyonlara karsi korunmada ince bagirsaklardaki
lokal immdnite, sistemik imminiteden ¢ok daha ©Onemlidir. Sindirim  sistemi
enfeksiyonlarindaki ~ immiiniteden  bagirsaklardaki  lenfoid  dokular  sorumludur.
Bagirsaklardaki mukus salgi mikroorganizmalarin enterositlere ulasmasini engelleyen fiziksel
bir rol oynar. Ince bagirsaklardaki peyer plaklarindaki B lenfositleri lokal immiinizasyonda
onemlidir. Bu tir korunmada rol oynayan antikorlar IgA yapisinda olan ve B lenfositleri
tarafindan salgilanan sekretorik antikorlardir. Sekretorik IgA yapisinda olan antikorlar IgG ve
IgM’den daha etkilidir. IgA’lar sindirim kanalindaki proteolitik yikimlanmaya yiiksek oranda
direng gosteren ve siitte bulunan en baskin immunoglobulinlerdir. Bu nedenle, mukozal
immiinite 6zellikle oral immunizasyon ile saglanabilmektedir. Rotavirus ve diger benzer
etkenlerin neden oldugu enfeksiyonlar aktif  bagisiklik gelismeden Once yenidogan
buzagilarin postnatal yasaminin ilk birka¢ haftasini etkilediginden, buzagilarin kolostrum alip
almadiklar1 ve siitten kesilme zamanlar1 bu enfeksiyonlardan korunmayi ve hastalik
prognozunu etkileyen Onemli faktorler arasinda yer almaktadir. Bu nedenle, kolostrum
yoluyla yeni doganlara aktarilan maternal antikorlar pasif immiinite ve hastaligin kontrolii

acisindan ¢ok 6nemlidir (34, 35, 11, 53, 58).

Rotavirus enfeksiyonlarinda serum antikorlarinin korunmada direkt etkinligi yoktur.
Intestinal IgA’lar hem iyilesme hem de enfeksiyonakars: dirence katkida bulunur, fakat IgA
tek bagina korunmada yeterli degildir. Al ve Balike1 (18), IC yontemi kullanarak farkli entero
patojenler yoniinden pozitif tespit edilen 30 adet ishalli buzagida maternal immiinitenin
etkinligi ile ilgili yaptiklar arastirmada, serum IgA ve IgG diizeyleri yiiksek olan buzagilarda
klinik belirtilerin digerlerine gore daha hafif oldugunu tespit etmis ve yapilan tedavi ile tekrar
sagliklarina kavustuklarini bildirmistir. Ayn1 ¢aligmada (18), yapilan tedaviye ragmen 6len
buzagilarin hepsinin IgG diizeylerinin diisiik oldugu saptanmustir. Basoglu ve ark. (68) ishalli
buzagilarda serum IgG diizeyinin 6nemli oldugu, fakat transfer edilen yeterli immiinoglobulin

diizeylerinde de hastalik goriilebilecegini bildirmistir.
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Kolostrum yoluyla maternal antikor alan buzagilarda, almayanlara oranla enfeksiyon
olusma riskinin daha az oldugu tespit edilmistir. Maternal antikorlarin 4-6 aya kadar koruyucu
oldugu bilinmektedir. Enfeksiyona yakalanma oraninin daha disiik oldugu bu kolostral
donemde ¢ogunlukla asemptomatik bazen de semptomatik enfeksiyonlar olusabilmektedir
(11, 58). Yeni dogan buzagilarda ishalden korunmanin iki temel yolu vardir. Birincisi,
buzagilarin immiinitesinin gli¢lendirilmesi; ikincisi ise, buzagilarda enfeksiyona zemin
hazirlayacak cevresel faktorleri dizeltilmesidir (42). Dogal enfekte eriskin sigirlardan slt ve
kolostrum vasitasiyla yeni dogan buzagilara aktarilan antikor titre diizeyinin rotavirus
enfeksiyonundan korunmada ¢ogunlukla yetersiz kaldigi belirlenmistir (53, 49). Bu nedenle,
yenidogan buzagilarin BRV enfeksiyonundan korunmasi amaciyla, gebe ineklerin kuru
donemde asilanmasi ile annelerde yliksek antikor titresinin elde edilmesi ve yeni doganlarda
maternal antikorlar yoluyla korunma saglanabilecegi bildirilmistir (34, 35, 11). Alkan ve ark
(69) tarafindan, yeni dogan buzagilarin rotavirus ve coronavirus enfeksiyonlarindan
korunmasi amaciyla ticari bir asi ile asilanan ve as1 uygulanmamis gruplarda bulunan gebe
ineklerden dogan buzagilarin enfeksiyona maruz kalma oranlar1 ve klinik enfeksiyon oranlari
karsilastirmali olarak incelenmistir. Ayni ¢alismada (69), enfeksiyona maruz kalma orani, asi
uygulanan ineklerden dogan buzagilarda %30 olarak belirlerken, as1 uygulanmayan

ineklerden dogan buzagilarda %54,5 olarak tespit edilmistir.

Buzagilarda rotavirus enfeksiyonu ile miicadelede immiinitenin gii¢lendirilmesi
disinda, bakim ve besleme kosullarmin diizeltilmesi, buzagilarin ayr1 ayr1 kuliibelerde
barmdirilmasi ve barmak hijyeni ile birlikte kullanilan arag¢ ve gereclerin temizligi oldukca
onemlidir. Enfekte olmus buzagilara oral ve parenteral sivi tedavisi yapilmali ve sekonder

bakteriyel komplikasyon durumlarinda antibiyotik kullanilmalidir (70, 42).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.Diski Orneklerinin Toplanmasi

Bu c¢alisma icin, Sanlwrfa iline bagh ilgelerde bulunan kiiciik ve orta olgekli siit
sigirciligr isletmelerinde kolostrum almis ve ishal semptomu gosteren 0-3 ay arasindaki
yaslarda olan 94 adet buzagidan alinan gaita Ornekleri kullanildi (Tablo 2). Ornekleme
yapilan isletmelerdeki ishalli buzagilarin farkli cinsiyet ve irkta olduklart belirlendi.
Isletmedeki gebe hayvanlarda rotavirus enfeksiyonuna kars1 asilama yapilmadig: tespit edildi.
Gaita Ornekleri her bir buzagidan rektal yolla plastik gaita kaplarma alindi (Sekil 5) ve testte
kullanilincaya kadar Viroloji Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan -20 °C’lik derin

dondurucuda muhafaza edildi.

Sekil 5. Ishal semptomlu bir buzagidan disk1 6rnegi alinmas1 (Kaynak: Orijinal, A. Coban).
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Tablo 2. ishalli buzagilardan toplanan digki rneklerinin alindiklar1 yerlere gore dagilim.

Isletme No Ornek Alinan Yerler Ornek Sayisi
1 Karakopru-1 16
2 Karakopru-2 24
3 Eyylbiye-1 7
4 Eyylbiye-2 14
5 Birecik-1 12
6 Birecik-2 12
7 Surug 9
Toplam 94

3.2. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Ishalli diski 6rneklerinde BRV antijenlerini tespit etmek amaciyla ticari BRV Ag
ELISA test kiti [Bio-X Diagnostic S.A. -38, Reu da la Calestienne (PAE) - 5580 Rochefort -
Belgique] kullanildi (Sekil 6).BRV Ag ELISA tam kiti ilgili iiretici firmanin Onerdigi
prosediire gore uygulandi. Buna gore; test Kitinin igerisinde iki adet pleyt, yikama soliisyonu,
gaita sulandirma sivisi, konjugat, kontrol antijen, kromojen TMB ve stop soliisyonu
bulunmaktaydi (Sekil 7). Calismaya baslamadan 6nce laboratuvar ortam sicakliginin 21°C+/-
3°C olmasi gerektigi dikkate alinarak diizenleme yapildi. Her bir digki 6rneginin 1/5 oraninda
hazirlanmis gaita sulandirma sivist ile 1:1 oraninda siispansiyonu hazirlandi ve 10 dakika
durulmas: i¢in beklendikten sonra iistte bulunan sivi kisimdan otomatik pipet ile 100 pl alindu.
Uretici firma tarafindan ELISA pleytin Al gozii rotavirusa ozgii antikorlar, Bl gozii
rotavirusa 6zgii olmayan antikorlar ile kaplanmis oldugundan, 1. digk1 sulandirmas1 A1l ve B1,
2. digkr sulandirmasi C1 ve D1 olmak iizere her drnekten ikiser géze 100 pl konuldu. Test kiti
igerisinde bulunan kontrol antijeninden ikiser géze 100 ul konuldu. Birinci pleyte 47 ve 2.
pleyte 47 olmak iizere toplam 94 diski silispansiyonu konulduktan sonra, 1 saat oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra pleytler hizlica dokiilerek gozler
tamamen bosaltildi. 1/20 oraninda hazirlanmis yikama soliisyonundan her goze 300ul

konularak yikama yapildi. Yikama islemi 3 defa tekrarlandi. Daha sonra, her goze konjugat
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solusyonundan 100 pl konularak 1 saat oda sicakliginda bekletildi. Bu ikinci inkiibasyondan
sonra pleytler tekrar 3 defa yikama soliisyonu ile yikandi ve her géze 100 pl kromojen TMB
sollisyonu konuldu. 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra her géze 50 pl stop
solisyonu konularak reaksiyon durduruldu. Hizli bir sekilde 6rneklerin optik dansiteleri (OD)
ELISA okuyucusu (VERSAmax 3.13/B2573) ile 450 nm dalga boyu tzerinden okundu.

3.3. Testin Degerlendirilmesi

ELISA okuyucusundan alinan degerler test kitini tireten firmanin protokoliinde verilen
Deger (%)=[(OD Al- OD B1)x100]/OD pozitif formile gére hesaplandi ve degerlendirildi.
Buna gore; rotavirusa 6zgl antikorlarin bulundugu gézdeki optik dansite degeri, rotavirusa
0zgl olmayan antikorlarin bulundugu goézdeki optik dansite degerinden c¢ikarildiktan sonra
formiile gore her bir 6rnegin hesaplamasi yapildi. Hesaplanan deger >%7,00 ise pozitif olarak

degerlendirildi.

n tigenic
ELISA Kit for ’S‘; n%wich tes!
Z nnsﬁc
Diag! Do\l\" e

Sekil 6. Arastirmada kullanilan BRV Ag ELISA tani kiti.

17



Sekil 7.BRV Ag ELISA tani kiti igerisinde bulunan gerekli malzemelerin goruntisu.
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4. BULGULAR

Bovine rotavirus antijenleri yoninden ELISA ile kontrol edilen ishal semptomlu

buzagilardan alinan 94 adet diski 6rneginden 21 adedi (%22.34) pozitif olarak tespit edildi.

Orneklerden 73 adedi (%77.66) rotavirus antijeni yoninden negatif olarak belirlendi (Tablo

3). Ornekleme yapilan 7 isletmeden 6 (%85.71)’sinda rotavirus yoninden pozitif buzaginin

varligi tespit edildi.En yiiksek pozitiflik 3 nolu isletmede (%71.4) tespit edilirken, 2 nolu

isletmede ise ishalli buzagilarin tamami rotavirus antijeni yoniinden negatif bulundu (Sekil

10). Calismada disk1 6rneklerinin alindig1 yerler, diski sayilar1 ve elde edilen sonuglar Tablo

3’de gosterilmistir. ELISA uygulanan diski 6rneklerinde rotavirus antijen pozitif sonuglarin

Pleyt-1 ve 2 uzerindeki gorunumleri (Sekil 8-9) ve ELISA okuyucusundan elde edilen optik

dansite degerleri (Tablo 4-5) asagida verilmistir.

Tablo 3. Toplanan diski 6rnekleri ve bovine rotavirus (BRV) Ag ELISA sonuglart.

Isletme | Ornek Alinan Ornek Sayisi Pozitif Ornek | Negatif Ornek
No Yerler Sayisi (%) Sayisi (%)
1 Karakopru-1 16 10 (%62.5) 6 (%37.5)
2 Karakopri-2 24 _ 24 (%100)
3 Eyyibiye-1 7 5 (%71.4) 2 (%28.6)
4 Eyyibiye-2 14 2 (%14.2) 12 (%85.8)
5 Birecik-1 12 1 (%8.33) 11 (%91.67)
6 Birecik-2 12 1 (%8.33) 11 (%91.67)
7 Surug 9 2 (%22.22) 7 (%77.78)
Toplam 94 21 (%22.34) 73 (%77.66)
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Sekil 8. BRV Ag ELISA pozitif sonuglarin pleyt-1 tizerindeki gérianimd.

Sekil 9. BRV Ag ELISA pozitif sonuglarin pleyt-2 tizerindeki gériniimd.
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Tablo 4. Pleyt-1’de ELISA okuyucusundan elde edilen optik dansite degerleri.

PLEYT-1

ot
[
L
o
th
=
e |
=}
L=

10 11 12

=]
i
a3
1ad
et

PK(+) [A 03186 | 02504 | 03475 | 02750 | 02634 | 0.1068 | 02151 | 02231 | 0.2017 | 0.149 | 0,171

NK () 0.15331 | 00013 | 00816 | 00736 | 00776 | 00766 | 00811 | 00733 | 0,0606 | 00614 [ 0,052 | 00346

04110 | 03733 | 03076 | 03021 | L1814 | 03138 | 02107 | 02456 | 1.8696 | 02213 | 0.1636 | 0.1663

0.091% | 00043 | 00796 | 0087 | 00761 | 00827 [ 0.0593 | 0.0613 | 0.0657 | 006 | 0,038% [ 00362

03908 | 02714 | 02027 | 02164 | 02348 | 02362 | 0.143 | 01693 | 0.166 | 0.1731 | 0.1062 | 0.1316

00622 | 00657 | 00405 | 0,0301 | 0,054 | 0.0636 | 00455 | 00475 | 0.0577 | 0,040 | 0,0326 | 00305

0,172 | 01311 | 0,131% | 0.,1419 | 16771 | 0.1416 | 01251 | Q1118 | Q1155 | 0.,1041 | 00828 | 0.0783

00453 | 0.0473 | 00420 | 0,043 | 0.0693 | 0,040 | 00561 | 00487 | 00486 | 0.0455 | 0.0455 | 0.0445

H @ H H 2 O =

Tablo 5. Pleyt-2°de ELISA okuyucusundan elde edilen optik dansite degerleri.

PLEYT-2

PK(+) 20124 | 00467 [ 00703 [ 0,0400 | 00334 | 00418 | 00436 | 0,7531 | 00431 | 00425 | 00302 | 14406

NK() 0.0871 | 0,038 | 00375 | 0.0382 | 0030 | 0,0300 | 0,0546 | 00406 | 0,0428 | 0,0591 | 0,030 | 0,0401

0.0371 | 0,036 | 0,050 | 0,0380 | 0,0303 | 0.0417 | 1399 | 0,042 | 00423 | 0,0437 | 0,087 | 0,0487

0,0397 | 004001 | 0,041 | 0,0433 [ 0,0304 | 0,0335 [ 0062 | 0039 | 00335 [ 00309 | 0,0387 | 0.0404

0,0367 | 0,0373 | 00394 | 0,0393 | 0,0366 | 04304 [ 00432 | 0,0587 | 00382 00783 | 0,0382 | 00371

0,0406 | 0,0416 | 0.0439 | 00417 [ 0,0436 | 0,0437 [ 00408 | 0042 | 00412 [ 00416 | 0,0416 | 00439

00421 | 0,0441 | 0.0426 | 0,0425 [ 0,0430 | 00737 [ 0.044 | 00581 | 08280 [ 00462 | 0,0430 | 00440

H @ = H g @] | e

00419 | 0,044 | 0.0437 | 0,0426 | 00423 | 00426 [ 00487 | 00427 | 00466 [ 0047 | 0,0420 | 00414
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Sekil 10. BRV Ag ELISA test sonuglarinin sayisal dagilim grafigi.
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5. TARTISMA

Ishal biitiin hayvan tiirlerinin ve insanlarm, ozellikle genclerinde, ¢ok &nemli
gastrointestinal bir problemdir. Hayvanlarda gastrointestinal problemlere neden olan viral,
bakteriyel, paraziter, cevresel, beslenme kaynakli ve immiinolojik birgok farkli etiyolojik
faktor vardir. Buzagilarda 6nemli sorun olan neonatal donem enfeksiyonlarindan ishaller
gelisme geriligi, 6lim ve tedavi masraflarina bagli olarak dinyada ve tlkemizde 6nemli
ekonomik kayiplara neden olabilmektedir. Buzagilarda rotavirus, coronavirus, adenovirus,
parvovirus, astrovirus, calicivirus, pestivirus gibi bir¢cok virus ishal etkeni olarak
tanimlanmistir.  Neonatal —donemdeki  buzagilarda  genellikle  Escherichia  coli,
Cryptosporidium, Rotavirus ve Coronaviruslarin neden oldugu ishaller siklikla bildirilmistir
(35,9, 39, 22,11, 7).

Genellikle eriskin sigirlarda subklinik enfeksiyonlara neden olan bovine rotavirus
(BRV), neonatal donemin ilk 4 haftasinda akut seyirli, yiksek morbidite ve mortalite ile
karakterize hastaliga neden olmaktadir. Dinyanin farkl tilkelerinde ve Tiirkiye’de en 6nemli
enteropatojenik etkenlerden biri olarak kabul edilen BRV enfeksiyonu bir¢ok arastirici
tarafindan farkli tan1 yontemleri kullanilarak ortaya konulmustur (45, 63, 21, 51, 67, 39, 64,
59).

Soltan ve ark. (61) 108 ishalli buzagida rotavirus varligini belirlemek amaciyla EM,
ELISA ile farkli iki PCR yontemini kullanarak incelemisler ve EM ile %29.4, ELISA ile
%31, iki farkli PCR yontemi ile sirasiyla %51.4 ve %56.9 oranlarinda pozitiflik tespit
etmislerdir. Al-Mafraji (45) tarafindan, Irak’ta 100 ishalli buzagi diskisinda BRV antijenleri
ELISA kullanarak arastirilmis ve 3-11 giinlik buzagilarda %33.3, 1-9 aylik buzagilarda
%15.3 oraninda pozitiflik belirlenmistir. Al-Yousif ve ark. (62) tarafindan, ABD’de 63 ishalli
buzaginin digki 6rneklerinde LAT, ELISA ve virus izolasyon (VI) yontemleri kullanarak sigir
rotavirusu (BRV) arastirilmis ve LAT ile 37 diskida, ELISA ile 36 diskida pozitiflik
belirlenirken, 33 diskida rotavirus izolasyonu gerceklestirildigi bildirilmistir. Rakib ve ark.
(59), siddetli ishal nedeniyle 6lmiis 7 buzagmin farkli dokularinda yaptiklari histopatolojik
incelemelerde, ince bagirsaklar hari¢ karakteristik bulgulara rastlanmadigini gostermislerdir.
Ayni ¢alismada (59) dokularda ELISA ve RT-PCR yontemleri kullanilarak bovine rotavirus
varhigimin dogrulamasinin yapildigi bildirilmistir. Das ve ark. (67), PAGE ve RT-PCR

teknikleri kullanarak 175 ishalli buzag diskisinda rotaviruslar1 arastirmiglar ve PAGE ile
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%13.71 oraninda pozitiflik belirlerken, RT-PCR ile %?22.28 oraninda pozitiflik tespit
etmiglerdir. Ayni arastiricilar (67) rotaviral enfeksiyonlarin tanisi igin RT-PCR ydnteminin

PAGE yonteminden daha duyarli oldugunu bildirmislerdir.

Ulkemizde ishalli buzag1 diskilarinda rotaviruslarin varligini ortaya koymak amaciyla
Yazict (27) tarafindan yapilan ilk c¢aligmada, ELISA teknigi ile 86 diski orneginden 13
adedinde pozitiflik ve 73 adedinde negatiflik belirlenmistir. Alkan ve ark. (71) tarafindan 0-1
yas grubunda ishal semptomu gosteren 97 buzagidan 26 (%26.8)’sinda RPHA testi ile
rotavirus antijenleri tespit edilmistir. Burgu ve ark. (21) PAGE, EM ve ELISA teknikleri
kullanarak yaptiklari ¢alismada; toplanan 107 adet ishalli buzagi diskisindan 30 (%28.3)’unda
PAGE analizi sonucunda pozitiflik bulunurken, EM ile 9 (%8.4), ELISA ile 29 (%27.1)
pozitiflik tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada (21), pozitif tespit edilen 6rneklerin hiicre kulttrd
inokulasyonlar1 neticesinde BRV i¢in karakteristik CPE bulgusuna rastlanmadigi
bildirilmistir. GUlyaz ve ark. (64) tarafindan, Trakya bdlgesinde ishal belirtileri gosteren 140
buzagidan aldiklar1 digki drneklerinden 38 (%27.1)’inde ELISA ile BRV yoniinden pozitiflik
saptanirken, MA-104 devamli hiicre kiiltiirii kullanarak virus izolasyonuna gidilmis ve 79 adet
digk1 6rneginde (%56.4) BRV izolasyonu gerceklestirilmistir. Cabalar ve ark. (51), Van ilinde
yaptiklart bir ¢alismada 49 adet ishal semptomlu buzagida LA yontemi ile 7 (%14.2), PAGE
yontemi ile 9 (%18.3) adet rotavirus yoniinde pozitiflik belirlemislerdir. Duman ve Aycan
(72) ise Konya ve ¢evresindeki ishalli buzagilarda BRV yayginligini inceledikleri ¢aligmada,
ELISA yontemi ile 106 adet ishalli diskidan 9 (%8,5)’unda pozitiflik bildirmislerdir. Yilmaz
(32), Kars ilinde ishal semptomlu 112 adet buzag: diskisini rotavirus antijenleri yonunden
ELISA ile incelemisler ve 10 (%8.92) adet diskida pozitiflik saptamiglardir. Ayni1 calismada
(32), ELISA ile pozitif bulunan 10 adet diski 6rneginin RT-PCR ile dogrulamasi yapilmustir.

Ishal semptomlu buzagilarda birgok farkl1 viral, bakteriyel ve paraziter etkenler miks
enfeksiyonlara neden olabilmektedir (18, 9, 22, 73, 7). Alkan (74), Tirkiye’nin farkli
illerinden elde ettigi 83 adet ishalli buzag1 diskisinin ELISA kullanarak 37 (%71.1) adedinde
yalnizca BRV ve 8 (%15.4) adedinde ise yalnizca BCV saptarken, 7 (%13.4) adedinde de
BRYV ve BCV birlikte miks enfeksiyon olusturdugunu tespit etmistir. Erdogan ve ark (75),
Kars ilinde 104 adet neonatal ishalli buzagimin diskisint BRV ve BCV antijenleri yoniinden
ELISA ile incelemisler ve ishalli buzagilarin %19’unda BRV, %Z1’inde ise BCV agisindan
pozitiflik belirlemislerdir. Giimiisova ve ark (76) Samsun ilinde ishalli buzagilarin disgkilarini
ELISA ile inceledikleri ¢alismada, %41.17 oraninda BRV antijeni ve %1 oraninda ise BCV
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antijeni saptadiklarint  bildirmislerdir. Cabalar ve ark (77) Van’da ishalli 89 buzagidan
aldiklar1 digk1 6rneklerinin 16 (%17,97)’sinda PAGE yontemi ile rotavirus ve 1 (%1,12)'inde
ise ELISA ile coronavirus belirlemislerdir. Al ve Balik¢1 (18) tarafindan, akut ishalli 30
buzagmin 9 (%30)’unda rotavirus, 4 (%13)’iinde coronavirus, 5 (%17)’inde E.coli,2
(%6)’sinde miks enfeksiyon ve 10 (%33)’unda ise diger nedenlere bagl ishal saptanmustir.
Ayn1 g¢alismada (18), ishalli buzagilarin higbirinde Cryptosporidium tespit edilemedigi
bildirilmektedir. Altug ve ark. (13) yaptiklar1 ¢alismada, neonatal ishalli buzagilarin %
64.7’sinde bir veya daha fazla enteropatojen tespit edildigini ve enteropatojenlerin
dagilimlarini ise; %21.56 E. coli K99, %1.96 E. coli K99 + E. coli CSA31A, %3.92 E. coli
K99 + Rotavirus, %21.56 Rotavirus, %1.96 Rotavirus + Cryptoporidium parvum, %1.96
Coronavirus, %3.92 Cryptosporidium parvum, Eimeria spp. %5.88 ve %1.96 Toxocara
vitulorum olarak belirlemiglerdir. Ayn1 c¢alismada (13), buzagilarin %7.84’inde miks
enfeksiyon tespit edilmistir. Kaya ve Coskun (78), Tokat ilinde 107 adet neonatal ishalli
buzagidan aldiklar1 digkilarda enfeksiydoz etkenlerin prevalansini  belirlemek igin
immunokromatografik test kiti kullanmislar ve analizler sonucunda 107 adet ishalli buzagidan
36’sinda herhangi bir enteropatojenik ajana rastlamaz iken, 71’inde ise, bir ya da daha fazla
enteropatojen tespit edilmistir. Aynm1 ¢alismada (78), %44,86 oraninda rotavirus, %16,82
Giardia, %11,21 Cryptosporidium, %9,35 coronavirus ve %7,48 E.coli K-99 bulundugu
bildirilmistir. Kozat ve Tuncay (22), Siirt ilinde 100 adet yenidogan ishalli buzagida hizli tani
testi kullanarak diski orneklerini etiyolojik agidan incelemisler ve ishalli buzagilarda %4
rotavirus, %5 rotavirus+E. coli, %6 E. coli, %12 rotavirus+Cryptosporidium, %210

Cryptosporidium, %4 rotavirus+giardia ve %7 E. coli+coronavirus tespit etmislerdir.

Sakli (79) doktora caligmasinda, Konya ve Afyon illerindeki farkli sit sigirciligi
ciftliklerindeki ishalli buzagilardan topladigi 96 adet digk1 6rnegin de hizli tan1 Kiti ile 15 adet
BRV ve 1 adet BCV pozitif tespit edilirken, RT-PCR teknigi ile 18 drnekte BRV ve 13
ornekte BCV pozitifligi saptanmistir. Ayni ¢alismada (79), RT-PCR ile yapilan incelemede 4
ornekte BRV ve BCV birlikte tespit edilmistir. Aycan (24) yiiksek lisans ¢alismasinda, Konya
ilinde 106 adet ishalli buzagidan topladig1 digski ve kan serum 6rneklerinde rotavirus antijen
ve antikorlarinin varliginin tespiti amaciyla ELISA teknigini kullanmis ve sonugta gaita
orneginden 9 (%8.50)’unu rotavirus antijenleri yoninden pozitif olarak belirlerken, serumu
orneginden 90 (%84.90)’mida rotavirus antikorlar1 yoniinden pozitif olarak belirlemistir.

Mevcut galismada ise, Sanlurfa ilinde bulunan kii¢iik ve orta dlgekli aile isletmelerindeki
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ishalli buzagilardan toplanan 94 adet diski ornegi Ag ELISA kiti kullanilarak BRV
enfeksiyonu yoniinden virolojik olarak incelenmistir. Ag ELISA tani Kiti ile incelenen ishalli
diski 6rneklerinden 21 adedi (%22.34) pozitif olarak saptanmistir. Orneklerden 73 adedi
(%77.66) rotavirus antijeni yoninden negatif olarak belirlenmistir. Ornekleme yapilan 7
isletmeden 6 (%85.71)’sinda rotavirus yoniinden pozitif buzagi oldugu tespit edilmistir.
Burgu ve ark. (21) ELISA ile %27.1, Gilyaz ve ark. (64)ELISA ile %27.1, Cabalar ve ark.
(51) PAGE yontemi ile %18.3, Duman ve Aycan (72) ELISA ile %8.5,Y1lmaz (32) ELISA ile
%8.92, Alkan (10) ELISA ile %71.1, Erdogan ve ark. (75) ELISA ile %19, Glimiisova ve ark.
(76) ELISA ile 41.17, Cabalar ve ark. (77) PAGE ile %17.97, Al ve Balik¢1 (18) hizli tam
kiti ile %30, Altug ve ark. (13) hizli tan1 kiti ile %27.45, Kaya ve Coskun (78) hizli tan1 kiti
ile %44.86, Kozat ve Tuncay (22) ise hizli tani testi ile %25 oranlarinda BRV ydninden
pozitiflik saptamislardir. Farkli arastiricilarin farkli teknikler kullanarak tespit ettikleri
sonuglar ile mevcut ¢alismamizda ELISA yontemi ile belirledigimiz 22.34°lik sonug arasinda
uyumluluk / uyumsuzluk oldugu goriilmektedir. Bunun muhtemel sebepleri arasinda,
kullanilan testlerin sensitivite ve spesifite agisindan farklilik géstermesi ve virus sagiliminin

diisiik oldugu donemlerde drneklemenin yapilmasi diistiniilebilir.

Sahna (53) neonatal rotavirus enfeksiyonlarmin sik gorildigi bir sigircilik
isletmesinde yliriittiigli doktora ¢alismasinda, erigkin sigirlarin dogum yaptiklar: giin rotavirus
sacgtiklari, yeni dogan buzagilarin annelerinden sagilan virus ile enfekte olduklar1 ve
isletmedeki diger yeni doganlar i¢in enfeksiyon kaynagi olduklarini ortaya koymustur. Ayni
calismada (53), dogum sonrast sigirlarin kolostrum ve siit ile yeni doganlara aktardiklar
maternal antikorlarin postnatal yagamin ilk bir haftasinda enfeksiyon olusumunu ve daha
sonraki zaman ise en azindan klinik enfeksiyon gelisimini azalttigi belirlenmistir. Alkan ve
ark (69) yeni dogan buzag ishallerine karsi ticari asi ile agilanan ve agilanmayan annelerden
dogan buzagilarda enfeksiyona maruz kalma oranlarinin sirasiyla %30 ve %54.5 oldugunu
tespit etmislerdir. Al ve Balik¢1 (18) ¢alismalarinda, 19gG ve IgA dizeyleri yiiksek olan ishalli
buzagilarda genellikle klinik belirtilerin digerlerine goére daha hafif oldugunu ve yapilan
tedavi sonucunda tekrar sagliklarina kavustuklarmi bildirmektedir. Giingér ve Bastan (80),
gebeligin son 1/3'luk doneminde yapilan as1 uygulamalarinin kolostrum ve buzag kan
serumundaki IgG seviyesini artirdigi sonucunu ortaya koymuslar ve kolostrum antikor
seviyesindeki artisin, buzaginin kan serumundaki antikor seviyesindeki artigla biiylik olgiide

iligkili oldugunu tespit etmislerdir.
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Klinik olarak, BRV enfeksiyonunun bulgulari spesifik degildir. Bu nedenle BRV
enfeksiyonun klinik belirtileri diger gastro intestinal hastaliklara benzerlik gostermesinden
dolay1, enfeksiyona neden olan etken/etkenlerin hizli ve erken teshisi ¢ok 6nemlidir. BRV
partikiillerinin digki ile organizmadan yogun olarak disar1 sagilmalari genellikle kisa bir
donem igerisinde gerceklesmesi teshis yontemi se¢imini sinirlandiran baglica faktordiir.
Kuskusuz yukarida verilen farkli arastirma sonuglarinda oldugu gibi molekiler yontemlerin
viral tanida {stiinliigiinii kabul etmemek miimkiin degildir. Ancak, buzagilarin ishal
olgularinda hizli ve erken sonug veren test yontemlerinin kullanilmasi Klinisyen veteriner
hekimler icin yararli olacaktir. Cinki, bdyle enfeksiyonlarin cabuk teshisi, etkilenen
hayvanlarin tedavi sansini artirarak buzagi Olimlerini azaltacak ve isletmelerde olusacak
biiyiik ekonomik kayiplari 6nleyecektir. Guniimizde BRYV, ozellikle neonatal buzagilarda,

enterik bir patojenik tehdit olarak varligini siirdiirmektedir.
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6. SONUCVE ONERILER

Bu tez galismasinda, Sanlurfa ilinde ishal semptomlu neonatal buzagilarda Ag
ELISA tani kiti kullanilarak rotavirus enfeksiyonunun varligi ve 6nemi ortaya
konulmustur. Ulkemizde yeni doganlarin ishal olgularinin etiyolojisi ile ilgili
yapilan calismalarda bildirilen oranlar ekonomik kayiplarin kiigiimsenemeyecek
kadar 6nemli oldugunu gostermektedir.

BRV’nin epidemiyolojik agidan 0©zellikle neonatal buzagilarda, enterik bir
patojenik tehdit olarak varligin1 stirdirmesi, klinisyen veteriner hekimlerin ishale
neden olan bir¢ok enteropatojen igerisinde viral etkenlerin ayrimini yapabilmesi ve
diren¢ olusum mekanizmasina katkida bulunan gereksiz antibiyotik kullanimindan
kaginilmasi agisindan enfeksiyonun teshisinin hizli ve erken yapilmasi
gerekliligini 6nemli kilmaktadir.

Neonatal buzag ishallerine karsi etkili mucadele igin asilama yapilmasi, maternal
antikorlarin  kolostrum yoluyla verilmesi ve isletmelerde hijyenik sartlarin
iyilestirilmesi amaciyla hayvan sahiplerinin bilinglendirilmesi ¢cok 6nemlidir.
Ulkemizde kullanilan teshis kitleri ve asilarin yurtdisindan ithal edilmesi hem tani
etkinliginde hem de asiya bagli immun yanit etkinliginde problemlere neden
olmasi kagmilmazdir. Yerli izolatlar kullanilarak bu yonde yapilacak arastirmalar
ile yerli kit ve asilarin iretilebilmesi hastalikla miicadelede olduk¢a Onemli

katkilar saglayacagi kuskusuzdur.
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