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i. ONSOZ

Rotavirus ishalleri, ¢ggu evcil hayvanin yenid@n yavrularinda 6lim ve
tedavi giderleri ile direkt olarak, klinik belirgti atlatmg olan yavrularda ise
yasamin daha sonraki donemlerinde gozlenensigelbozukluklari ile indirekt olarak
onemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Ozellilgelismekte olan (lkelerde
binlerce bebek ya da cagun 6liminden sorumlu tutulan rotavirus ishalleri
guncelligini hem tip hekimigi hem de veteriner hekingi acisindan her zaman
korumaya devam etmektedir. Ulkemiz icin elimizdetagk veri bulunmamakla
birlikte, rotaviruslarin enfeksiyon meydana getikmein ¢cok gerg bir canl tart
yelpazesine sahip olmalarinin kaginilmaz bir sonalawrak tghis amach kitlerin
kullaniminin  oldukca fazla olgw distinilmektedir. Ulkemizde bu tur
enfeksiyonlarin tghisi amaciyla kullanilan kitlerin hemen hemen tamam ithal
drinler olmasi yurtdina bg&imiihg ve maliyeti arttirmaktadir. Bu agtarma ile
rotavirus enfeksiyonlari arasinda énemli bir ydanobovine rotavirus tespiti icin
cabuk tehise yonelik, ticari kitlere alternatif enzyme ledk immunosorbent assay

(ELISA) ve Dot-ELISA sistemlerinin gadiirilmesi amaclannsgtir.

Bu argtirmanin gercekigiriimesinde bilimsel yardim ve desteklerini
esirgemeyen sayin Prof. Dr. Sibel YAVRU, Doc¢. Drhén YAPICI, Dog. Dr. Oya
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1. GIRIS

Gelecgin hayvansal Uretimi acisindan blyuk 6nemyan, her acidan iyi
gelistiriimis s@ir irklarinin elde edilebilmesi icin gk problemi en az dizeye
indirgenmg  buzailarin  yetitirilebilmesi, ndfusun gittikce arffi glinimuz

diinyasinda 6nemli bir unsur olarak gamza ¢gikmaktadir.

Buzasilarda, o©zellikle 0-1 ya arasinda go6zlenen en o6nemli glda
problemlerinin bainda sindirim ve solunum sistemi hastaliklari yémaktadir
(Kaneene ve Hurd 1990). Yamin ilk aylarindasiddetli klinik belirtiler ve 6lime
neden olan ishal olgulari, ayni zamanda guaan gelsimini olumsuz yodnde
etkilemekte ve ileri ygarda Greme problemlerine 6zellikle sdihayvanlarda ilk
buzgilama yainin artsina zemin hazirlamakta, butin bunlarin bir sonulaua&

onemli direkt ya da indirekt ekonomik kayiplara aedlmaktadir (Tzipori 1981).

Buzazilarda meydana gelen ishal olaylarinin gerggkiesinde; virus, bakteri,
protozoa ve sletme sartlarn (bakim, besleme, hijyenik yapi) gibi bircekken rol
oynamakla birlikte, farkli Avrupa Ulkelerinde yagml bircok argtirmada ishalli
buzailarin dgki o6rneklerinde belirlenen en 6nemli etkenlerin akatus ve

cryptosporidia oldgu vurgulanmgtir (Lorenz 2006).

Ulkemizde ve dinya Uzerindeki sithi Ulkelerde yenidgan buzgilarda
diyare etkenleri arasinda 6énemli bir yeri olan vataslarin enfeksiyon spektrumunda
yenidazan bebek, tay, kuzu, domuz, maymun, geyik, kedikgpek ile kanatli

hayvanlar yer almaktadir (Fenner ve ark 1987).

Bovine Rotavirus (BRV), ulkemizin de icinde bulurgdu bircok ulkede
yenidazan buzg 6lumlerine bgli ekonomik kayiplara neden olan énemli ve akut
bir enfeksiyon kaynadir (Alkan ve ark 1992). Ulkemizde yenighn buzgilarda
gorulen rotavirus etkeni sonucu gdun diyareye bl buzgs kaybina ait sayisal bir
veri bulunmamakla birlikte ekonomik agidan verinmyliea neden olan yenigdan

buza diyaresinin sahada yaygin olarak bulugalda bilinen bir gercektir.



1.1. Tarihce

Rotavirus ile ilgili ilk calgmalar, 1943 yilinda Light ve arkadiarinin
cocuklarda gorulen bir diyare salginina agkdbrneklerinde bakterilerin gecemgdi
filtre sistemlerinden gecebilen bir etken izole ekeniyle balamistir. Yenidgsan
buza diyaresine neden olan etkenler arasinda viruslaneminin belirlenmesine
yonelik argtirmalar surerken ilk kez Mebus ve ark (1969) niebkaska eyaletindeki
diyare semptomlu bugdar tzerinde gercekjardikleri deneysel bir cagmada, daha
once hi¢c tanimlanmambir virus tespit edilngtir. Cesitli arastirmacilar tarafindan
daha sonra yapilan bircok gamhada tespiti yapilan reovirus benzeri etken ya da
partiktller olarak tanimlanan ve bugingisirotavirusu olarak bilinen bu virus,
yenidggan buzgl diyare virus'u (Mebus ve ark 1971b), Nebraskadjuadiyare
virus’'u (Derbyshire ve Woode 1978), reovirus benzemidgian buzg diyare
etkeni (Woode ve ark 1974) ve yeng@dm gastroenterit virus’u (Davidson ve ark
1977, Mebus ve ark 1977) gibisghi isimler verilerek dgerlendirilmistir.

Bishop ve ark (1973) akut gastroenteritli cocuklaitt duedonal mukoza
biyopsi materyalinde elektron mikroskubu (EM) il@pyiklari incelemeler sonucunda
Mebus ve ark (1969) tarafindanskedilen virus ile insandaki diyare etkeni arasinda

ili ski oldugunu ilk olarak ortaya koyan agamacilardir.

Flewett ve Woode (1978) EM yontemi ileskli 6rneklerinde morfolojik
olarak araba tekerne benzeyen buga diyare etkenine, latince terminolojide
“tekerlek” anlamina gelen rotavirus ismini vegtardir. 1978 yilinda Dinya §hk
Orgiiti (WHO)/Gida ve Tarim Organizasyonu fastirmall Viroloji Programinda
reovirus cakma ekibinin dyelerinden Derbyshire ve Woode (1978gan ve
hayvanlarda diyare etkeni olan reovirus benzerinlaja rotavirus ismi
verilebilecgini bildirmislerdir. Yenid@an buz& diyare virus sgu, temel
(candidate) referans virus olarak secgfini Bu virus hicre kdltirine adapte
edildikten sonra der tum rotavirus izolatlarinin karakterize edilnmeks

kullaniimistir.

Buzazilara ait dgki 6rneklerinde daha sonraki gahalar (Woode ve ark
1974, Woode ve Bridger 1975, Flewett ve Woode 1938jucunda elektron

mikroskobu ile dyki aracilgiyla yiksek miktarda viral partikillerin etrafa gdgg



dogrulanarak 65 nm buyukgiinde olduklar belirlenmgtir. Belirlenen bu viral
partiktller ile Mebus ve ark (1969) tarafindan kkigndirilen viruslar arasinda
antijenik ve morfolojik olarak benzerlikler tespmdilmistir. Diger tlrlere ait diki
orneklerinde cgtli arastirmacilar (Bishop ve ark 1973, Flewett ve ark 187¥974b,
Woode ve Bridger 1975, Flewett ve Woode 1978) tadain tespit edilen rotavirus,
akut gastroenterit ile gkili bulunmustur.

Rotavirus’un csgitli hicre kalttrlerine (Madin Darby gir bébrek-MDBK,
LLC-MK2, MA104, HelLa) adaptasyonu ile virusunggdtiimasi gerceklgirilmi stir
(Clark ve ark 1979). McNulty ve ark (1977), tripskatkih MDBK hucrelerinde
buza rotaviruslarini bgari ile Gretmglerdir. Matsuno ve ark (1977), Afrika gie
maymun embriyonik bobrek (MA104) hicreleri ile yam plak test sonucunda
neonatal calf diarrhea virubNCDV) varligini ilk kez rapor eden agmrmacilardir.
Ojeh ve ark (1984) diyare semptomlu bgifardan elde edilen gki Ornesi
suspansiyonunu MA104 hucrelerine inokule edereknelavasatina tripsin ilavesi

sonucu sitopatolojik effekt (CPE) glumunu gézlemlengtir.

Ulkemizde rotavirus enfeksiyonlarina ait ilk gatia, Burgu ve Akca (1983)
tarafindan egkin hayvanlarda serolojik olarak gerceftiglen bir argtirmadir.
Bunun yaninda yenig@n diyare semptomlu buzdéarda enfeksiyonun vagi daha
sonra yapilan hicre kaltara virus izolasyonu ve ekoler dizeydeki agarmalarda
(Alkan ve ark 1992, Burgu ve ark 1995, Cabalar ke2800, Ekik 2002, Erdgan ve
ark 2003, Yavru ve ark 2008) bildirilgtir. Ulkemizde sgir ve buz@ diski
orneklerinde BRV tghisi amaciyla yapilan agmrmalar, tesadufi drneklemeler
sonucunda ve genellikle ticari Enzyme linked immaorbent assay (ELISA) BRV
teshis kiti kullanilarak gercekkgirilmistir (Yazici 1992, Alkan 1998, Ekik 2002).

Alkan ve ark (1992) 97 adet diyare semptomlu iudan topladiklari gki
orneklerini rotavirus var@l bakimindan Reverse Passive Hemaglitinasyon Testi
(RPHA) ile aratirarak bu 6rneklerden 26’sinda (%26,8), rotaviansijen varlgini
tespit etmglerdir. Yazici ve Akga (1993), yaptiklari gahada diyare olgusu gosteren
86 adet buza digkisini ELISA ile kontrol ederek %17,3 (13 adet)rarala rotavirus
antijen varlgini ortaya koymsglardir. Burgu ve ark (1995) 107 adet diyare
semptomlu buza diski oOrneginde BRV tespiti amaciyla, EM, ELISA,
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) tekniklde gerceklgtirdikleri bir



argtirmada, Orneklerin %33,6’sinda primer etkenin BBMugunu belirtmglerdir.
Alkan (1998), BursaSanlurfa, Konya, Denizli, Samsun ve Ankara illeekd
isletmelerden sdanan diyare semptomlu 83 adet bgizaiski 6rnezsinde BRV ya da
bovine coronavirus (BCV) etkeninin tespit edilmasiaciyla ticari ELISA ile BRV
ve gelgtirilen monoklonal antikor temelli ELISA ile BCV lkéninin varlgini
bildirmislerdir. Buna goére, 83 adet buyzdan s&lanan dski 6rneklerinden 52
adedinde (%61,4) agtarilan viruslardan en az birisinin vaflitespit edilmgtir. Bu
olgulardan 7 adedinde (%13,4) BRV ve BCV mix enigis tarzinda saptanirken,
37 (%71,1) adet olguda sadece BRV ve 8 (%15,4) aitpida sadece BCV
enfeksiyon varfil tespit edilmgtir.

Sahna (2002) ELISA ve PAGE metotlarini kullanarakisken gebe
sigirlardaki BRV enfeksiyon orani ile BRV'nin sac¢iimada gebelfiin rolint ve
yenidagzanlarin  enfeksiyondan korunmasinda maternal andkar etkisini
arggtirmistir. Ayni argtirmada ELISA ve PAGE metotlar ile tespit edilefR\B
etkeni dg@al enfekte egkin sigirlarin 6zellikle dgum yaptiklari giin virus sactiklari
ve kolostrum/sit ile enfeksiyonu yengghma aktardiklari belirtilngtir. Yenidazana
kolostrum/sut ile aktarilan maternal antikorlariosmatal ygamin ilk bir haftalik
doneminde enfeksiyon alumunu engellegi, daha sonraki gunlerde ise klinik
enfeksiyon geklimini onledigi belirlenmistir. Arastirmada ELISA ve PAGE testleri
kargilastirmali  olarak dgerlendirildiginde; her iki test tek@ ile erken
donemlerindeki buzalarda BRV enfeksiyonunun saptanmasinda benzerctmu
alindgi, enfeksiyonun ileri dénemlerindeki BRVstasinde ELISA'nin daha yuksek
duyarlihkta oldgu belirtilmistir.

Erdozan ve ark (2003) yaptiklari ¢cgnada Kars ilindeki yenidgan ishalli ve
ishalsiz buzgilara ait 624 adet gki 6rnesinde, ticari ELISA ve Lateks aglitinasyon
(LA) test tekniklerini kullanarak rotavirus ve caravirus enfeksiyonlarinin gortlme
sikhgini aragtirmislardir. Neonatal buzalarda rotavirus ve coronavirusun giftlik
prevalansinin sirasiyla %31,1 ve %2,2 @ldubelirlenmitir. ishalli buzgilarin
%26,9'unda ve ishalsiz bugdarin ise %4,9'unda rotavirus antijen varlitespit

edilmigtir.



Gulyaz ve ark (2005) tarafindan yapilan bir gahda diyare semptomiu
buza diski 6rnezinden elde edilen saha izolati ile MA104 hiicre kiilhe yapilan
inokulasyonlar sonucunda Turkiye'de ishalli bgzaiski drneklerinden ilk olarak

rotavirus izolasyonu gercelglailmi stir.

1.2. Etiyoloji

Insan ve hayvanlara ait rotaviruslar morfolojik, eidgller, biyolojik ve
fizikokimyasal Ozelliklerine gore taksonomik olardkeoviridae ailesi igerisinde
gruplandirilir (Derbyshire ve Woode 1978, Kapikiam ark 1981). Hayvanlar ve
insanlar enfekte ettikleri bilinen orthoreovirusiae orbivirus cinsleri d&keoviridae
ailesi icerisinde yer almaktadir (Derbyshire ve Wed 978, Kalica ve ark 1978,
Woode ve Bridger 1975).

Farkli alttiplere sahip tam rotavirus partikilleBEM ile benzer goéruntuler
vermekle beraber glida iki farkh buyuklikte partikiller tespit ediigtir (Flewett
ve Woode 1978, Cukor ve Blacklow 1984). Bunlardaylk partikiller, sezyum
klorit (CsCl) santrifij tekrii ile 1,36 g/ml y@unlukta olup 70-75 nm bilyUkgiinde,
diz, cift katmanh kapsid bulundurmaktadirlar (Fétwe Woode 1978, Cukor ve
Blacklow 1984). Kucuk partiktller ise 1,38 g/ml gmlukta, 60-65 nm boyutunda
olup puruzlu bir yizeye sahip tek katmanli bir kdpsermektedirler. Sadece tam ve
cift katmanli rotavirus partikillerinin enfektif mla 6zellgine sahip olduklar
bildirilmi stir (Flewett ve Woode 1978, Cukor ve Blacklow 1984)

Etken zarsiz olup cift kath ikozahedral simettiir protein kapsid ile 6z
(core) kismina sahiptir. Rotavirus enfeksiyoz adtti (virion), Gc¢ tabakal
partikilden (triple-layered particle; TLP) gan yapiya sahiptir. Bu tabakalars di
kapsid, ic kapsid ve 06z bolgesidir. Virus partikii] kendi RNA’larini aktif
MRNA'ya transkripe etmek icin RNA'ya Ganli RNA polimeraz enzimine sahiptir.
MRNA dretimi icin gerekli tim enzimler viral kapsid yer almaktadir (Kalica ve ark
1978, Matsui ve ark 1989).

Rotavirus’a ait 11 segmentli genom, pozitif poklidir ve cift sarmal RNA
ihtiva eder. Cift iplikcikli RNA fragmentleri, PAGEteknigi ile migrasyon
kabiliyetlerine gore 1'den 11’e kadar numaralanchaktadir. Her bir segment en az



bir viral proteinin kodlanmasindan sorumludur. Ratas genomuna ait bu
segmentler turler arasinda, dizilim ve elektrofibrehigrasyon kabiliyetlerine gore
bir takim farkliliklar sergilemektedir. Segmentlapiya sahip genom nedeniyle
genetik rekombinasyonun bir g&i olan genetik reassortment olayina rastlanabilir
(Estes ve Cohen 1989).

Rotavirus’a ait yapisal proteinlerden VP1, VP2, VRBus partiktll
icerisindeki 6z bdlgesinde bulunurlar. VP7 ve VR#5+VP8) ds kapsidde bulunan
yapisal proteinlerdendiri¢ kapsidde yer alan, virusun en 6nemli immunojenik
proteini olan VP6, grup spesifik antijen 0zglli gosterip 06z bolgesini
cevrelemektedir (Estes ve Cohen 1989). VP1 prot&hA'ya baimli RNA
polimeraz olarak gorev yaparken (Dhama ve ark 200B translasyonsamasinda
viral mRNA'ya balanarak cift iplikgikli RNA segmentlerinin replikgenunda ve
rotavirus virionlarinin kapsid igerisine toplannrata rol oynamaktadir (Briissow ve
ark 1990).

Deneysel hayvan modelleri Gzerinde yapilagitgearastirmalarda (Offit ve
ark 1986, Offit ve Dudzik 1989, Matsui ve ark 1989ptavirus dy kapsid
proteinlerinden VP4 ve VP7'nin, virus notralizasyoile ilgili olarak koruyucu
bagisiklik olusturmada rol oynadiklari gosterilgtir. VP4 ve VP7 proteinlerinin,
bagirsak ici hedef epitel hicrelerin enfeksiyonu igerekli oldgu bildirilmistir
(Offit ve ark 1986, Liu ve ark 1988). Rotavirus aguini belirleyen bu proteinlerin,
bagisiklik sisteminde koruyucu rol oynayan ndtralizartileorlarin artginda etkili
olduklar bilinmektedir (Zheng ve ark 1989, Dhangaark 2009).

Rotavirus’a ait dy kapsid proteini VP4, virusun ylizeyinde bulunandoliinti
(spike) proteinidir.  VP4’Un  konakg¢l  hlcreye ghenma, penetrasyon,
hemaglutinasyon, nétralizasyon ve virulans gibirihdonksiyonlari vardir (Kalica
ve ark 1983, Offit ve ark 1986). Cikintilarin staasyonu ve viral enfektivitenin
sglanmasi icin VP4'in VP5 ve VP8 alt unitelerine &yasi gereklidir (Crawford
ve ark 2001). VP4, proteolitik bir enzim olan tiipsaktivitesi ile VP5 ve VP8 alt
hemaglitinin ve notralizasyon aktivitesi gibisigie fonksiyonlara sahip olurlar
(Mattion ve ark 1994). Buna gotre enfeksiyozite,s dkapsidin bulunup



bulunmamasina Igadir (Espejo ve Arias 1981, Estes ve ark 1981, idhave ark
2009).

Rotavirus’a ait dy kapsid proteinlerinden bir gieri olan VP7, kuvvetli bir
immunojen olup noétralizan antikor seviyesini arntti(Hoshino ve ark 1988).
Rotavirusa ait, serotip spesifitesininshea belirleyicisi VP7 olup (Kalica ve ark
1981, Greenberg ve ark 1983a, 1983b), G (glikoprptserotipini temsil eder ve
virion dis kapsidinin buyuk bir boliumint ofturur (Bridger ve ark 1992, Arias ve
ark 1996). VP4 ise P (proteaza duyarll proteinptseini temsil eder (Mattion ve ark
1994). VP4 ve VPTyi temsil eden G ve P rotavirgsosipleri g1 gelistirilmesi
acisindan onemlidir. Cunkl rotaviruss ckapsidi Gzerinde bulunan bu bdlgeler
notralizan antikorlarin hedefi halindedirler. A grurotaviruslar arasinda 14 adet G
serotipi ve 12 adet P serotipi belirleti (Estes ve Cohen 1989).

Rotavirus’a ait genom yapisinda 5 adet yapisal ydmaprotein (NSP1,
NSP2, NSP3, NSP4, NSP5) bulunur. NSP3'lin, viralikapyon sirasinda protein
sentezinin translasyonunun arttiriimasinda rolidvaNSP4, plazma membraninin
permeabilitesini d@stirir ve epitel hicrelerin ylzeyleri arasindakiisdaslantilarin
(tight junction) yapisini dgstirerek intraseltler kalsiyum seviyesini artirir ve
virusun hicre igine girmesini (endositoz) kolgylalir. NSP4, viral partikalin
olgunlgmasinda 6nemli bir adim olan endoplazmik retikulamdsubviral cift
katmanl partikiliin tomurcuklanmasi icin intraselileseptor olarak da gorev yapar
(Rodriguez ve ark 2008). Rotavirus’a ait NSP20, RGEPNSP34, NSP35, NSP53
gibi yapisal olmayan proteinler ise olgutas virus partikilinde bulunmayan ancak
enfekte hiicrede tespit edilen proteinlerdir (Fieldsark 1996).

Rotavirus’lar, kapsid proteininin antijenik 6zglhe gore serolojik olarak
serotip, grup ve alt gruplara ayrilirlar (EstesGahen 1989).

1.2.1. Serotipler

BRYV sulari, tip spesifik dy kapsid proteinleri olan VP7 ve VP4'lin va@iha
bagli olarak sirasiyla G ve P serolojik tipleri icende deerlendirilir (Estes ve
Cohen 1989). Serotipe 6zgl poliklonal antikorlaHdmularak yapilan nétralizasyon
testlerinin (Wyatt ve ark 1982, Gerna ve ark 19BMbshino ve Kapikian 2000)



yaninda, rotavirus G ve P serotiplerinin belirlesme yonelik olarak monoklonal
antikorlar kullanilarak yapilan ELISA (Shaw ve dr885, Akatani ve lkegami 1987,
Taniguchi ve ark 1987), nukleik asit hibridizasypreverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR) ve nikleik asit sekans ianahetotlar ile serotip

siniflandinimasi yapilmaktadir (Glass ve ark 1986shino ve Kapikian 1994) .

Bovine Rotavirus’un icinde bulung@u grup A rotaviruslar, VP7 aktivitesine
bagli olarak farkl serotipler icerisinde siniflandabilir (Matsuno ve ark 1985,
Midthun ve ark 1989, Urasawa ve ark 1989, Wyatarke1983). Grup A rotaviruslar
arasinda 14 adet G serotipine ait rotavirus tammigolup, sgir izolatlar arasinda
daha yaygin olarak G1, G6, G8 ve G10 serotipineradviruslar gorulmektedir
(Estes ve Cohen 1989, Matsuda ve ark 198®anlarda 10 adet G serotipi, 7 adet P
serotipi karakterize edilrgtir (Hoshino ve Kapikian 2000).

Cssitli arastirmacilar (Dyall-Smith ve Holmes 1984, Glass vé& 4©85)
tarafindan farkh turlere ait rotavirus’lar Gzerenasitli test teknikleri ile yapilan
aratirmalar sonucunda farkli tirlere ait rotavirusl@lar arasinda serotip benzgrli
bildirilmistir. Buna gore domuz, kopek, at rotaviruslari ilesan serotip G3
rotavirusu arasinda benzerlik ofglu (Hoshino ve ark 1983, Wyatt ve ark 1982),
buna rgmen tay (H-1) ve buzalarda gorilen rotavirus serotiplerinin insan
rotavirus’undan ayri oldiu bildirilmistir (Wyatt ve ark 1982, Hoshino ve ark 1983).

Serotip farklilgl gosteren rotavirus izolatlarinin birbiriyle gantisi Gzerinde
in vivo ortamda yapilan gili calismalarda (Gaul ve ark 1982, Wyatt ve ark 1982,
Bohl ve ark 1984) bu serotipler arasinda caprazurkar sglanmadgl pasif
immunizasyonda serotipin 6nemini ortaya koymak agpacSnodgrass ve ark (1984)

tarafindan inekler tizerinde yapilan birgnanada belirtiimgtir.

Bazi insan ve hayvan rotavirus’lari serotip 6zgiillibakimindan benzerlik
gostermektedir. Buza ve insan rotavirus’u arasindaki antijenik yakimivarligina
ait ilk tespit, immunelektron mikroskopi (IEM) venmunfloresan (FA) caimalari
ile ortaya konulmstur (Flewett ve ark 1974a). Daha sonra insan, fiuzibomuz,
kuzu, tagan ve tay rotaviruslari ve SA11 rotavirus Uzerifaldl test teknikleri ile
yapilan ¢amalar sonucundau etkenlerin ayni grup antijenine sahip oldukiag
grup antijenlerinin virus’a ait i¢ kapsid proteiabbkasi Uzerinde yer afditespit



edilmistir (Kapikian ve ark1975, Kapikian ve ark 1976, Woode ve &lR76,
Thouless ve ark 1977, Woode ve ark 1983). @memaymun virus SA11, insan
serotip G3 virusu ile antijenik olarak cok benzédugu ifade edilmektedir. §ir
rotavirus’u ve insan rotavirus’u arasinda da goie®n benzer antijenik ¢ki, bu
iki virus arasinda potansiyel bir zoonotik ilgi afflinu géstermektedir (Albert ve ark
1987, Gaul ve ark 1982).

Bazi hayvan ve insan rotavirusskul arasinda capraz-nétralizasyon testi,
capraz hibridizasyon tekgii ve dizi analizi yontemleri sonucunda turler arasi
rotavirus ssglari bakimindan antijenik benzerlikler bildirilgtir (Briissow ve ark
1990). Bu 06zellikten yararlanarak hayvan rotavsugarindan insanlar icin rotavirus
asllan hazirlanmakta ve immunprofilakside kullaniktedir (Briissow ve ark 1990,
Nagesha ve Holmes 1991).

1.2.2. Gruplar

Rotavirus’a ait RNA gen segmenti go¢ profilleri genom parcalarina ait
birbirinden farkh yapilarin tespit edilmesi ilefabe harfleri ile karakterize edilen
serolojik gruplandirmalar gercekteilmistir. Buna gore, A’dan G’'ye kadar uzanan
birbirinden farkli 7 rotavirus grubu belirlengtir (Pedley ve ark 1983,1986).

Grup A, B, C rotaviruslari insan ve hayvanlardaubuirken, D, E, F grubuna
ait rotaviruslar sadece hayvanlarda yer alan sepdgrdir (Estes ve Cohen 1989).
Grup A rotaviruslari 6zellikle insanlar, gen¢ gKkthayvanlari, pek ¢ok memeli ve
kus turint etkileyen onemli enfeksiyoz diyare etkeidier(Estes ve Cohen 1989).
Grup A ve B rotaviruslari bugave kuzularn (Chasey ve Banks 1984, Fijtman ve ark
1987, Theil ve McCloskey 1989) enfekte etmekleilkiel grup A rotaviruslari buza
ve kuzularda daha yaygin olup, klinik olarak dab& ¢nem tair. Grup A buzgi
diyare etkeni olan rotaviruslar arasinda en coli viral sglar; yenid@gan buzgi
diyare virus'u,Ingiltere buzg! rotavirus’'u, B641 buza rotavirus'u, B223 buza
rotavirus’udur. Yenidgan buzgilarda gorulen gr rotavirusu 6zellikle 1-3 haftalik
buzailardaki balica diyare etkenleri arasinda yer almaktadir (lbetic ve ark
1994).



Pararotaviruslar olarak da isimlendirilen grup @awiruslari ilk olarak Saif
ve ark (1980) tarafindan domuzlarda ve Rodger kg(E382) tarafindan insanlarda
tespit edilmitir. Insan ve domuzlardaki grup C rotaviruslar antijesirak yakinlik
gostermekte olup benzer yapida RNA genom elekteafgrrofili gostermektedir
(Saif ve Theil 1985, Bridger ve ark 1986). Grup A € rotaviruslari morfolojik
olarak benzerlik gostermekle birlikte antijenik bike ve elektroforez profili
yoninden farklihk gostermektedir (Saif ve ark 198@dley ve ark 1983, Saif ve
Theil 1985).

Grup D, E ve F rotaviruslari sadece hayvanlardgittesdilmis olan
serogruplardir. B, D ve E serolojik gruplara aiiasaruslar antijenik ve elektroforetik
bakimdan farkhdir (Pedley ve ark 1983, Saif veilh@85, Pedley ve ark 1986).

1.2.3. Alt Gruplar

Rotavirus i¢ kapsid proteini olan VP6 Uzerinde Imaln nétralizasyon ile
ilgisi olmayan epitoplar, rotaviruslara ait alt grudzelliklerinin karakterize
edilmesinde kullanilir. Grup A rotaviruslari yind?@'da bulunan farkli epitoplar ile
alt gruplara ayrilabilirinsan grup A rotaviruslari tizerindeki gtremalarda, VP6'ya
ait molekuler yapiya ki olarak Roma rakamlari ile karakterize edilen d®taalt
grup tanimlannstir. Bu alt gruplar, monoklonal antikorlar ile resfitesine gore alt
grup 1, alt grup 2 ve alt grup olmayan (non-subyiuga da Il olarak siniflandirihir
(Kalica ve ark 1981, Kapikian ve ark 1981, Greegber ark 1983a, Hoshino ve ark
1987, Mattion ve ark 1989, Urasawa ve ark 1989rita ve ark 2002)insan
rotavirus’larinin ¢gunlugu alt grup | ve Il 6zelli gosterir (Kapikian ve ark 1981,
Greenberg ve ark 1983a). Bazl hayvan (Gottfried losgu alt grup Il ve at F1-14
swu alt grup | ve Il) ve insan rotavirusstari antijenik 6zellik bakimindan her iki alt
gruba ait benzer 6zellikler gostermektedir (Bohlark 1984, Hoshino ve ark 1987,
Nagesha ve Holmes 1988). Memeli ve katavirus sglarinin her ikisinde birden alt
grup olmayan (non-subgrup) | ve Il mevcuttur (Hoshve ark 1987).
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1.3. Virusun Replikasyonu

Dogal olarak gastrointestinal sistemdeki incg@bsgza ait villus ylzeyindeki
enterosit hicrelerine affinite duyan ve bu hicieleitoplazmasinda replike olan
rotavirus’lara ait replikasyon stratejisi, ilk oéd maymun bobggnden elde edilen
devamli hicre kadltard Gzerinde vyapilan deneysel st@naalar sonucunda

aydinlatiimstir (Estes ve Cohen 1989).

Rotavirus'un konakg! hticreye glanmasi, enterositlerin ylizeyinde bulunan
integrin ve sialik asit iceren gangliozid gibi rpsérler araciiglyla salanir. Sadece
Uc tabakali tam rotavirus partikilleri konakg¢ hey@ baglanabilir (Nava ve ark
2004).

Sindirim enzimleri (tripsin, pankreatin gibi protar) ile muamelenin invitro
rotavirus (Estes ve Cohen 1989) ve BRV (Clark Je ¥79, Bachmann ve Hess
1981) kultivasyonunu kolayardigl bilinmektedir. Antiproteaz aktivitesine sahip
olan fotal sgir serumu ve serum icerisinde bulunan lesitin bikdsimlerin rotavirus
replikasyonunu inhibe e#ii bilinmekle birlikte etki mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamangtir (Estes ve ark 1979, Vonderfecht ve ark 1988 |sWae ark
1985). Tripsin ile muamele edilen ve tripsin ile amele edilmeyen rotavirus’larin
farkli mekanizmalar ile konakc¢l hiicre icerisine lggrgi MA104 hucrelerinde
Rhesus maymun rotavirus'u ile yapilan deneysel datirmada gosterilngtir
(Kantharidis ve ark 1988). Bu gtamaya gore, deneysel olarak tripsin ile muamele
edilen enfeksiyoz rotavirus partikilintn direkt pgasyon ile hiicre membranindan
3-5 dk icerisinde sitoplazmaya gegtigozlenirken, tripsin ile aktive edilmeyen
rotavirus’un 30-50 dakika (dk) icerisinde hicre @yinden kayboldgu

belirlenmitir.

Rotaviruslarin hiicre kiltirlerinde galtilabilmesi igin proteolitik enzimlere
ihtiyac duyulmasinin nedeni bu enzimlerig &apsitte yer alan polipeptit tabakanin
parcalanmasinda ve enfeksiyozitenin arttiriimasetitdi olmalaridir (Arias ve ark
1996, Bachmann ve Hess 1981). Rotavirus’'un konakicre sitoplazmasina
girebilmesi ve produktif enfeksiyon alwrabilmesi icin dy kapsid proteini olan
VP4’Un proteolitik enzimler ile VP5 ve VP8 alt Usliérine aygmasi gereklidir. Bu

ayrilma olayi, virus’'un konakgi hiicreye penetrasyanartirir. Ancak rotavirus’un
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hiicreye bglanmasi icin gerekli dgldir ve alt Unitelerine ayrilmangiolan viral
partiktller de konakg¢i hicre ile fuzyon gercekiebilir. Buna gore, konakci
hiicreye bglanmadan sorumlu hemaglitinasyon aktivitesine s&tig ile virus ve
konakgl hicre arasindaki ilk etkilem baglamaktadir. VP8, ayni zamanda epitel
hiicreler arasindaki yeni glan ba&lantilarin gelgimini inhibe ederek virus’un, bu
baglantilarin altinda yer alan gizli integrin resedine ulgmasini sglar. Rotavirus
ve hicre arasindaki ikinci bir etkgien, VP5 ve konakgi hiicre reseptdrt olan integrin

(a2B1) arasindaki fizyon olayi ile gercegite(Nava ve ark 2004).

Rotavirus’'un konakgi hiicreye penetrasyonu, fuzyendirek hicre icine
alinma ya da reseptor aracilikli endositoz *fChazimli endositoz) olayi ile
gerceklgtiriimektedir. Reseptor aracilikli endositoz yola penetrasyonda, konakgi
hiicre yuzeyinde bulunan primer reseptorler ile kgnétcre ylzeyine Igganmasi
sglanan rotavirus, sekonder reseptorler aragila gercekleen endozom okumu
ile hucre icine alinir. Busamada, rotavirus’a ait yapisal olmayan proteinlerdian
NSP4, membran plazma membraninin permeabiliteggistdir. Epitel hicrelerin
yuzeyleri arasindaki siki piantilarin yapisi déserek, intraseltler kalsiyum seviyesi
artar ve bdylece virusun htcre icine girmesi (ertday kolaylatirilir. Konakgi
hiicre yiizeyinde dgsiklige usrayan C& konsantrasyonu ile birlikte gercekm
Ca? bazimli endositoz siireci ile enfeksiydz rotavirus pifteri sitoplazma
icerisine alinir. Artan permeabilite ile endozonséeginin yikimlanmasi sonucunda,
transkripsiyonel olarak aktif viral partikiller sglazma icerisine salinir (Ruiz ve ark
2000).

Hucre kalturd ortaminda tripsin ile aymamsg rotavirus partiktlleri enfektif
degildir ve konakgi hicre icerisine yayadir sekilde girer. Tripsin ile muamele
edilmemi virus partikilleri, fagositoz yolu ile hiicre icigectikten sonra lizozomlar
icerisine alinir ve lizozom enzimleri ile kapsiddstyrilir (Estes ve Cohen 1989).
Tripsin ile aktive olan rotavirus’lar ise direktawbk konakgl hiicre membranindan
gecerek konakgi hicre icine girerek hizli byekilde internalize olurlar ve
enterositlerin sitoplazmasinda produktif enfeksiygerceklstirilir. Konak¢i hiicre
icindeki diiik Cd? konsantrasyonu ortaminda rotavirus'a ait khpsidin ayrilmasi
gerceklgir. Ug katmanli tam virus partikiilleri, transkrigenel olarak aktif olan gift

tabakall partikiller (double-layered particle; DLRaline donglr. Rotavirus ile
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enfekte olan hucreler, viral double strain RNA (MgR'nin replikasyonu igin
gerekli olan enzimlere sahip olmadiklarindan dolggrekli replikasyon enzimleri

(RNA'ya basli RNA polimeraz) viral partikiller tarafindandanir.

Bu partikiller icindeki viral RNA, virusa ait RNAghimerazin aktivasyonu
ile Messenger RNA (Mrna)'ya (pozatif polariteli gle strain RNA:+ssRNA)
transkribe olur. Viral mRNA’lar viral proteinlerisentezi ve negatif polariteli RNA
sentezi icin kalip gorevi gorir. Yeni sentez edil@ral proteinlerden VP1, VP3 ve
MRNA segmentleri sitoplazmadaki viroplazma igindeniy viral 6z bdlgelerini
olusturmak icin paketlenir. Cift sarmalll RNA genomuuglrmak amaciyla
gerceklgtirilen negatif polariteli RNA replikasyonu, virus'ait 6z bdlgelerinin
icinde gerceklgr. Subviral partikiller, viroplazma ile Bkantili olarak olgturulur.
Viroplazma icinde yer alan VP6 proteini, yeni @a 6z bolgelerini cevreleyerek
yeni cift tabakali partikdller ile birlgdirilir. Ylzeyinde VP6 proteini ve i¢c kisminda
0z bolgesi bulunan bu cift tabakall yeni subviraartiktller, endoplazmik
retikulumun (ER) membraninda bulunan NSP4 resepidd VP6 proteini ile
baglanir ve tomurcuklanma ile gegici bir zarf kazarlfR limenine girer. ER
membraninda bulunan integral membran glikoproteinP7V proteini de
tomurcuklanma sirasinda kazanilir. Rotaviruskaipsidinde yer alan VP4 proteini,
sitoplazmik bir proteindir ve bu protein de tomutlanma sirasinda kazanilir. Viral
partiktller ER icinde ilerlerken, gecici zarlarne NSP4’leri kaybeder. VP4 ve VP7
virusun ds kapsidini yapmak Uzere organize olur ve virusugunlgmasi sonucu ¢
tabakali partiktler (TLP) okwr. ER’da tomurcuklanma ve virusun olgumteasi icin
yilksek C# konsantrasyonu gereklidir. Olgusfaa aamasini takiben hiicre lizisi ile
virionlarin hiicre dina sacilimi gercgelksarilir (Suzuki ve ark 1985, Estes ve Cohen
1989). Rotavirus’un ER’dan intestinal hicrelerinkap yizeyine vezikiller icinde
tasindigl ve bu vezikillerin hicre lizisi ile serbest kabaa plazma memrani ile
flizyonu sonucunda da virionlarin konakgi hiicreddmabildigi bildirilmi stir (Estes
ve Cohen 1989).

1.4. Cevresel Keullara Duyarlilik

Geng bir konak¢i dgilmina sahip olan rotaviruslar, sdetkenlere direncli
olup bgka bir konakgiya bukma gerceklgtiriimedigi takdirde bile haftalar ya da
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aylarca dy ortamda varfini surdurebilmektedir. Yiksek pH ortaminda rotasa ait
dis kapsid ylzeyinde bulunan ve hemaglitinasyon dksuie sahip olan spike
(VP4) yapisinin kayboldiw bildirilmistir (Anthony ve ark 1991). Kediye ve insana
ait rotaviruslar ile yapilan deneysel giramalar sonucunda, ¥@'de 1,5 mM CaGl
icinde stabilize edildiklerinde +2Q’de aylarca virus enfeksiyozitesinin
korunabildpi bildirilmi stir. Virusa ait hemaglitinasyon aktivitesi %@Bde hizl bir
sekilde kaybolmaktadir. Enfektivite ve hemaglitinasyaktiviteleri, tekrarlayan
dondurma ve ¢ozdiurmelemleriyle de bozulabilmektedir (Estes ve ark 19T}k
orneklerinde SA11 rotavirus nukleik asit stabilités argtirildigi deneysel bir
calsmada (Ramos ve ark 1998), yalla olarak 10°C’'de 32 ay boyunca viral
enfektivitenin korundgu bildirilmistir. Diskidaki BRV'nin oda sicakfiinda 7 ay
boyunca enfektivitesini korugu bildirilmistir (Flewett ve ark 1975).

Buzaz digskisinda bulunan rotavirus’un, oda sicgkida 6 ay kadar
canhligini korud@gu bilinmektedir (Flewett ve ark 1975). lodophore4(%861 ve
%0,31'lik), sodyum hipoklorit (%3) solusyonu, lys(#5) ya da formaldehit tuzu
(%10), kuzuya ait enfekte pasaktan izole edilen rotavirus titresi Gzerinddk gz
etkilidir. Rotavirus ile enfekte kuzuya ait gesak icerginin lysol (%5) ve
formaldehit tuzu (%10) ile en az 2 saat slre ileamelesinin rotavirus Gzerinde
etkili oldugu belirtilmistir (Snodgrass ve Herring 1977). Fenol, formalitgrik,
betapropiolakton ve ozon gibi dezenfektanlar ileavous enfeksiyozitesi inaktive
edilebilir (Kurtz 1980).

SAl1ll rotavirus inokule edilmi hicre kuoltirinde vyapilan deneysel
argtirmanin sonucunda (Ramos ve ark 1998), eter veofdon gibi organik
cbzlculerle muamelenin, tekrarlanan dondurma cdadiglemleri gibi caitli
etkenlerin variginda bile virus enfektivitesini etkilemegini géstermgtir. Sodyum
hipoklorit ve formaldehit gibi iyonik olmayan deZehtanlar, dgkidaki rotavirus
Uzerinde dilk seviyede etki yapar. Etanol (%95’lik),skida bulunan rotavirus'a
karsi belirtilen en etkili dezenfektandir ve virusa di§ kapsidi yok ederek etkisini
gosterir (Kapikian ve Chanock 1990). Virus, 37°CHeaat, 25°C’de 24-48 saat ve
50°C’de 5 dakika boyunca dayaniklilik gostermekt¢lstes ve ark 1979). Ayrica
insan sitinde pastérizasyondan (80°C’de 15 dk) asdoile rotavirus tespiti
yapiimstir (Benkaddour ve ark 1993). Tripsin, pankreattnda elastin gibi géli
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sindirim enzimleri ile muamele sonucunda virus &higesinin  arttg
bilinmektedir. Virus enfektivitesinin 3,5-10 gibegis bir pH aralginda korundgu
bildirilmi stir (Kapikian ve Chanock 1990). Ethylen diaminerdetacetic acide
(EDTA) gibi baslayici 6zellikteki kimyasallarin, virusa ait VP4 W7 proteinlerini
yok ederek viral partikilleri enfeksiyon kabiliyetien yoksun partikiller haline
donigturdikleri bilinmektedir (Cohen ve ark 1979).

1.5. Epidemiyoloji

Ulkemizde ve dier llkelerde yapilan @r yetistiricili ginde duizenli olarak
salikll buzaggl alinamamasi, verimlgi etkileyen en 6nemli faktorlerdendir. Buza
yetistiricili ginde d@umu takip eden 0-28. glnleri kapsayan neonatal dgmRV
enfeksiyonu bakimindan en kritik donemlerdendir ddilsen ve Evermann 1994).
Neonatal buza hastaliklar ve 6limleri gir yetistiricili gi yapilan tum gletmelerde
onemli sglik problemlerindendir. Ciddi ekonomik kayiplara dem olmaktadir.
Buzaginin 6lumui, olumle birlikte genetik materyalin kayltedavi masraflari,
lyilesme gorulmesine fanen ygamin daha sonraki dénemlerinde performans
gerilemesinden kaynaklanan kayiplar bunlardan bidka (Arda 1988, Eskiizmirliler
ve ark 2001).

Buzasilarda neonatal donem hastaliklarini, enfeksiyoakigriyel, viral,
paraziter ve mikotik) ve nonenfeksiy6z (vitamin, neal madde, iz element
yetersizlikleri, konjenital anomaliler vs) etkerderba&li olarak siniflandirmak
mumkundur. Neonatal donemde gorulen hastaliklailimnlerle ilgili yapilan cgitli
calismalarda hastalik ve olime yol acan etkenler olamlcok; Infectious Bovine
Rhinotracheitis (IBR), rotavirus, coronavirus, astrus, bovine viral diarrhea virus
(BVDV), parvovirus, adenovirus,Escherichia coli, Salmonella, Clostridium
perfiringes, Campylobacter spp., Eimeria spp. ve Cryptosprodium spp.
bildiriimektedir (Diker velstanbulluglu 1983, Burgu ve Ozturk 1986, Sezen 1986,
Aytug 1986, Blowey 1993, Wikse ve ark 1994).

Rotaviruslarin bgica bulama yolu, fekal-oral yoldur. Enfekte hayvanlarin
diskilari ile yilksek miktarda (yak§ek 10** partikiil/g) virus partikiilii etrafa sacilir ve
enfeksiyonun 3. veya 4. gunu bu sacilim en Ustysgei ulgir (Ahmed ve Stevens
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1990, Murphy ve ark 1999). Rotavirus’larin ¢evrgWtarina ve inaktivasyona kar
oldukca dayanikli olmasi ve aylarca canl kalabiérienedeniyle BRV ile enfekte
diyareli buzgilarin dgkisi 6nemli bir ¢cevresel kontaminasyon kagmslar (Murphy
ve ark 1999).

Seroepidemiyolojik ve molekuler epidemiyolojik bulgra gore, rotaviruslar
insan ve hayvan populasyonlarinda dinya capindaydyginlik gostermektedir
(Brown ve ark 1987, 1988, Flores ve ark 1988, Gauhrk 1982, Hoshino ve ark
1984, Mattion ve ark 1989, Penaranda ve ark 1988sawa ve ark 1989%nsan ve
hayvan rotaviruslari  belirli antijenik  6zellikleri bakimindan benzerlikler
gostermektedir (Flewett ve Woode 1978, Kalica Je 1878, Kapikian ve ark 1981,
Hoshino ve ark 1984, Saif ve Theil 1985, Bridgeravk 1986, Eiden ve ark 1986,
Gaul ve ark 1982, Brown ve ark 1987, Hoshino ve 2988, Yolken ve ark 1988).
Bu durum, tdrler arasinda kdarkli bir enfeksiyon varlg olasilgini akla
getirmektedir (Flewett ve Woode 1978, Kalica ve B8k 8, Woode ve ark 1978).

Gelismis ve gelsmekte olan farkli Ulkelerde vyapilan epidemiyoloji
calismalari sonucunda elde edilen bulgular, Buzgasaminin ilk dénemlerini
etkileyen faktorler arasinda neonatal hilleada gorilen rotavirus enfeksiyonunun
onemli bir orana sahip olgunu ortaya koymaktadir. Dinyaninsigk tlkelerinde,
farkll yas gruplarindaki buzalara ait morbidite ve mortalite oranlarini belyda
epidemiyolojik calgmalar (Andrews ve Read 1984, Blowey 1993, Sivulaavie
1996, Collery ve ark 1996, Donovan ve ark 1998,ilDugt ark 1999, Gitau ve ark
1994, French ve ark 2001, Svensson ve ark 2003,uwedark 2008) yapilngtir.
Hemen her ygaki buzgilar rotavirus enfeksiyonuna duyarli olmakla berabe
rotavirus epidemiyolojisi Uzerine yapilansite calismalarda enfeksiyonun 6zellikle
1 yain altindaki buzgilarda daha yaygin olarak goérufgi bildirilmistir (Bridger
1994, Collery ve ark 1996). Buzméarda dg@umu takiben 2. gine kadar erken
(Garcia-Sanchez ve ark 1993) BRV tespiti bildirikiee birlikte, BRV pozitif
olgularda kaydedilen ortalama syagenellikle d@um sonrasi ikinci haftaya
rastlamaktadir. BRV enfeksiyonu goérilen bifara ait ya ortalamasi, Steiner ve
ark (1997) tarafindan 13 giin, Burgu ve ark (19@afindan 12,7 gin ve Alkan
(1998) tarafindan 13,6 gun olarak bildiriktr.
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Sasuk ve kuru hava ile seyreden aylarda, ik ve ratlibtseyreden aylara
gore daha sik olarak enfeksiyon bulgusu bildigbmi(Cilla ve ark 2000, Yazici
1992). Ayrica melez hayvanlarin yerli irklara oembtavirus enfeksiyonuna kar
daha duyarl olduklar bildirilmgtir (Chauhan ve Singh 1996).

Rotavirus enfeksiyonlari lokal enfeksiyonlardir \aerum antikorlarinin
korunmada etkingii konusundaiipheler s6z konusudur. Seropozitif subklinikslen
sigirlar, yenid@an buzgilar igcin enfeksiyon kayra durumundadir. Bununla birlikte
kolostrum/sut yolu ile buzalarin pasif olarak enfeksiyondan korunmasi mimkin
olabilmektedir (Cabalar 2004).

Rotavirus enfeksiyonunun epidemiyolojisinde, klirgkfekte yenidganlarin
yani sira, subklinik enfekte gkin sigirlar ve sglikli gérinimli enfekte buzaarin
da neonatal dénemdeki bgziara enfeksiyonun buwariimasinda ve siride
enfeksiyonun devamlginin s&lanmasinda rol oynagh ileri strtlmittr (Benfield
ve ark 1982, Chauhan ve Singh 1996, Goto ve arl6,188/ers ve ark 1984).
Ishizaki ve ark (1995) kapali bisletmede 3 yil boyunca yaptiklari bir gahada,
ishalli ve sglikh buzasilardan identifiye ettikleri BRV'nin antijenik desikli ge
ugramadan 3 yiIl boyunca ayni ortamda belirlgmdi ifade etmglerdir. Erigkin
sigirlarin, enfeksiyonu klinik enfekte hayvanlar ilakyn temas sonucunda aldiklari
ve kronik olarak sactiklari virus ile surtiide enfgiaun devam etmesini gadiklari
bildirilmi stir (Woode ve Bridger 1975). Kodituwakku ve Harbo(ir990) gebe
sigirlarda rotavirus’un aralikl olarak sacilarak ygsganlarin virusu almalari sonucu
klinik enfeksiyon sekillendigini, barinaklarin dezenfeksiyon sonrasi dénemlerde
kontaminasyon kayrga olabilecgini bildirmislerdir. Cabalar (2004)'e gore,
seropozitif subklinik egkin sigirlarin, enfeksiyonun epidemiyolojisinde bgriza
kayna olarak rol oynayabilecekleri dintlmelidir. Bu nedenle, epidemiyolojik
acidan egkin sigirlardaki rotavirus enfeksiyonlari ile yenigin buzgilardaki
diyare olgularinin birlikte dgerlendiriimesi gerekmektedir (Cabalar 2004).

Eriskin subklinik enfekte grlardaki rotavirus sacilimi, gebgin gec
donemlerinde, Ozellikle dum yaptiklari giin, muhtemelen hormonakiglikler
ve hormonlarin  immun sistemdeki immunosupresif letikie bal olarak
artmaktadir. Boylece enfekte hayvanlar, yegaldarin etkeni edinmelerinde ve

virus'u etrafa yaymalarinda énemli bir rol oynanaktlar (Murakami ve ark 1987).
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Bovine Rotavirus enfeksiyonunun tanisi, virus-amtitespiti ya da virus’a
spesifik antikorlarin belirlenmesi ile yapiimakta@Crouch ve Acres 1984, Burgu ve
ark 1995, Alkan ve ark 1999ahna ve Alkan 2003, Cabalar 2004, Tan ve ark 2007,
Yavru ve ark 2008, Yildirim ve ark 2008).

Tarkiye'de diyare semptomlu @r ve buzgllarda BRV’ye iligkin
enteritislerin varlgl cesitli arastirmalarla ortaya konulmgtur (Alkan ve ark 1992,
Burgu ve ark 1995). Buna gore Burgu ve Akca (198@ptiklari cakmada
seropozitiflik oranini %28,3 olarak bulurken, dakanra yapilan bir c¢gimada
(Burgu ve ark 1995) bu oran %31 olarak belirlegtimi Alkan ve ark (1999), ileri
gebe giirlarda %43,8 oraninda seropozitiflik tespit edieridir.

Alkan ve ark (1999) ulkemizdeki 8 farklsletmeden ornekledikleri 585
eriskin sigira ait dgki ornezini BRV antijenleri yoninden incelegier ancak pozitif
ornek belirleyemengierdir. Serum 6rneklerinde yapilan kontrollerde idetmelere
gore %14 ile %78 arasinda gigen oranlarda (ortalama %43) seropozitiflik

saptanmytir.

Yazici (1992) buzalarda rotavirus enfeksiyonun seroepidemiyolojieiine
yapms oldugu argtirmada, sglikli ve diyare semptomlu bugdardan toplanan kan
orneklerinde %22,86 oraninda rotavirus antikorudwdi orneklerinde ise %17,80

oraninda rotavirus antijeni tespit egtm.

Tan ve ark (2007) Aydin yoresinde bulunan farkfiirsilik isletmelerinde
BRV enfeksiyonunun seroprevalansi ves ygruplarina gore spesifik antikorlarin
dagihmini incelemglerdir. Buna goére, 1 gun-2 ay arasindaki ymubunun en az
seropozitifige (%17,9) sahip oldiu, en yuksek seropozitiflin ise 7 ay ve

Uzerindeki ya grubunda bulunan hayvanlarda (%47,2) gorgidiildirilmistir.

Yavru ve ark (2008), 1-6 ay yadaki diyare semptomlu buxéar ve
annelerine ait serum ve skl drneklerini ticari olarak s@anan indirekt ve direkt
ELISA ile test etmiler, bu buzgilara ait 190 adet ve 2 ya Uzerindeki annelerine
ait 184 adet kan serumu opneizerinde cakan aratirmacilar (2008), rotavirus
varhgl bakimindan 164 adetgsn ve bunlara ait 144 adet byzda seropozitiflik

tespit etmglerdir. Buna gore, 6 yave Ustl annelerde rotavirus antikor dizeyi
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(%32,33) en yuksek seviyede iken, 2-3 g@asindaki annelerde ensdid seviyede
(%10,18) tespit edilmngtir. 5-6 aylik erkek buzalarda antikor dizeyi en yuksek
seviyede, 3-4 aylik ¢lii buzailardaki antikor seviyesi ise en dik seviyede tespit

edilmigtir.

Yildirm ve ark (2008) ulkemizin kuzeydosunda bulunan 1 yen
Uzerindeki allanmamg s@irlara ait 498 adet kan serumunda BRV ve BCV
enfeksiyon prevalansinin belirlenmesi amaciyla @dsgtirdikleri serolojik bir
arsgtirmada, test edilen 146 adet serum gme %29,3'Unde BRV enfeksiyon

varhgini belirlemsglerdir.

Ulkemizde diyare semptomlu buyzkarda BRV enfeksiyonunun vagli ile
ilgili olarak gerceklstirilen serolojik ve virolojik argtirmalarin (Burgu ve ark 1995,
Emre ve Fidanci 1998, Alkan 1998, Cabalar ve ar819Cabalar ve ark 2001)
sonucunda, rotavirus enfeksiyon prevelansinin %@3inda dasiklik gosterdgi
gorilmektedir.

Rotavirus ile sikca karlasilan kombine enfeksiyonlar, kombinasyona katilan
viral ajan c¢eitlili gine bali olarak ¢ok ciddi boyutlara wabilir. Diyare semptomu
gosteren hayvanlardan alinanskdi drneklerinde rotavirus ile birlikte farkh
enteropatojenik etkenler de izole edilebilmekteBunlar arasinda I Escherichia
coli ve coronaviruslar olmak Uzer€lostridia, Criptosporidium gibi etkenler yer
almaktadir. Bu etkenlerle berabeekillenen ortak bir enfeksiyon, hasgah
prognozunu kotlye sirukleyebilmektedir (Blowey 19®utler ve Clarke 1994,
Garcia ve ark 2000).

Buzasi morbidite ve mortalitesinin  belirlengli calismalarda cgtli
Ulkelerdeki argtirmacilar (Ernst ve ark 1985, Blowey 1993) tardé&n farkh
oranlarda rotavirus enfeksiyon yizdesi bildirgtni Blowey (1993) rotavirus,
coronavirus, Cryptosporidium,  Escherichia coli  (verotoksijenik  veya
enterotoksijenik) veSalmonella mikroorganizmalarinin sirasiyla %42, %14, %23,
%13 ve %12 oraninda buynadiyaresine neden olgunu bildirmitir. Neonatal
diyare semptomlu bugdar ile yapilan bir ¢capmada iseCryptosporidium spp.,
rotavirus, Escherichia coli, coronavirus vesalmonella spp. sirasiyla %52,3, %42,7,
%11,9, %7,3 ve %0,9 oraninda belirlegtmi(Ernst ve ark 1985). Bugadiyaresinin
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sekillenmesinde Clostridium perfringens tip A, B, C, D ve bunlarin
eneterotoksinlerinin de roli oldu c¢sitli arastirmacilar (Radostits ve ark 1994,
Fleming 1994, Manteca ve ark 2001) tarafindan leelmistir.

Garcia ve ark (2000jspanya’da bir sitcl @r ciftliginde bulunan diyare
semptomlu 1-30 gunlik bugdardan elde edilen 218 adetkii 6rnezinde, rotavirus
ile es zamanli olarak meydana gelen coronavirgjptosporidium, F5" Escherichia
coli ve Salmonella spp varligini ortaya koymak amaciyla buygkan 1-7, 8-14, 15—
21 ve 22-30 gun olarak belirlenensite yas gruplarina gore enfeksiyon oranini
belirlemislerdir. Bu calsmanin sonucuna gore, belirtilensygruplarinda sirasiyla
%46,9, %45,6, %33,8 ve %48,3 oraninda rotavirubgidvelirlenmitir. Buna gore,
rotavirus varlgr bakimindan y@gruplari arasinda ¢ok farkli bir oran olmgadiespit

edilmistir.

Bjorkman ve ark (2003jsvec'te bulunan bir sitcuigr isletmesindeki 90
ginden daha kucguk buméarda, Cryptosporidium parvum ve Giardia intestinalis
varhigini, rotavirus, coronavirus ve&scherichia coli K99+ ile kagilastirmali olarak
arggtirmiglardir. Buna gore, toplam 270 adet bfizeiski ornesi ile yapilan tghis
calismasinin sonucunda, rotavirus ile enfekte hayvanssa3s (%13), olarak
belirtilmistir.

Buzazl hastaliklari ve oOlumlerinin gghnis Ulkelerde dahi ciddi ekonomik
kayiplara yol acfii bilinmektedir. 1978 yilinda Amerika Bigi& Devletleri
(ABD)'nde BRV enfeksiyonu sonucu aian ekonomik kaybin 95 milyon $ ile ifade
edilirken (House 1978), 1994 yilinda 976 milyonatq$)'a ulatigi (Toombs ve ark
1994), %5 oraninda bugamortalitesi gorileningiltere'de ise ekonomik kaybin
yillik 20 milyon sterlin oldgu (Blowey 1993) vurgulanmgtir. Buna ilave olarak
buzagilarda perinatal donemde gorulen hastaliklarinsgelbozukluklarina, egkin
yaslarda ise verim ve performans kaybina nedengldurcok aratirmaci (Toombs
ve ark 1994, Sivula ve ark 1996, Virtala ve ark @Q%arafindan belirtilngitir.
Ulkemizde yenidgan buzgilarda BRYV ile ilikili diyare olgusuna bz 6limler ve

ekonomik kayiplara ait kesin veriler bulunmamaktadi
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1.6. Rotavirus Konakgl OzgulliE

Rotaviruslar, kuzu, buga ve domuzlarda 6nemli bir diyare etkenidirler.
(Flewett ve Woode 1978, House 1978, Torres-Medmank 1985). BRV'ye bai
enfeksiyon, egkinlerde genellikle subklinik enfeksiyon meydandimeekle birlikte
farkli turlere ait yenidganlarda akut enterite neden olurlar. Fare, maynked;,
insan, domuz, at, koyun, keci, antilop, bizon, geyawan, képek, buza, tavuk,
hindi, 6rdek ve pagmnlar Uzerinde yapilan agtamalarda rotavirus izolasyonu
bildirilmi stir (Baumeister ve ark 1983, Christensen 1989, CwieoBlacklow 1984,
Flewett ve Woode 1978, Fulton ve ark 1981, Holm@89] Hoshino ve ark 1981,
Jones ve ark 1979, McNulty ve ark 1979, Muniiapeaavk 1987, Puntel ve ark
2002, Rodgers ve Baldwin 1991).

Rotaviruslar cgtli evcil kus tirlerinden de izole edilmgtir (Minamoto ve ark
1988, Takehara ve ark 1991, Legrottaglie ve ark7L9Botavirus’larin hindi, stliin
ve guvercinlerdesiddetli diyareyi takiben mortaliteyi arttiran onemétkenler
arasinda oldgu belirtilmistir (McNulty ve ark 1980, Legrottaglie ve ark 1997,
Battilani ve ark 2003). Tavuklarin rotavirus enfgksiuna duyarl oldgu
belirtiimekle birlikte klinik belirtilerin hafif otlugu ya da hi¢c bulunmagh
bildirilmistir (Yason ve Schat 1987). Briussow ve ark (1992bhakya’da diyare
belirtisi gosteren 3 gunlik bir buzga ait dgki 6rnezinde sgir rotavirus 993/83
swunu izole etmylerdir. Arastirmacilar (1992a), izole ettikleri bu virusun gekeve
antijenik  6zellikleri bakimindan memeli rotaviruedan daha c¢ok avian
rotaviruslarina yakinlk gostegni tespit etmglerdir (Brissow ve ark 1992b, Ito ve
ark 1997, Rohwedder ve ark 1997).

Offit ve ark (1984) yenidgan farelere SA11 rotavirus gwnu oral yoldan
inokulasyonu ile yap#i deneysel ¢ajma sonucunda gastrointestinal yolda virus
replikasyonunu, klinik semptomlar, ince gosaklardaki histopatolojik bulgular ve

tip spesifik humoral immun yanit bulgulagiginda dgerlendirmglerdir.

Genellikle daha az yer kaplamalari, daha ekononhikalari, ¢cok sayida
hayvan ile ayni anda ¢ghibilme imkaninin bulunmasindan dolayl, daha cokatav
ve fare gibi kiclik hayvan modellerinde sitie tirlere 6zgl rotaviruslar ile
calisiimigtir (Ciarlet ve ark 1998a, 1998b, 1998c, 2000, I€iave Conner 2000,
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Conner ve ark 1888, Conner ve ark 1991, 1993, Qorm&amig 1996). Rotavirusa
bagli aktif humoral b@isiklik ve korumanin kontroltine gkin deneysel agirmanin
yapildgi ilk hayvan modeli tagandir. Conner ve ark (1988) 4 aylik Yeni Zelanda
tawani ile deneysel rotavirus inokulasyonu gaklari neticesinde bu hayvanlarin
hem primer hem de sekonder aktifggaklik calismalarinda iyi bir deney hayvani
modeli olabilecgi yonunde fikir birligine varmglardir. Argtirmacilar (1988), olasi
bir rotavirus aisi gelistiriimesinde de bu hayvanlar ile gahanin uygun oldgunu
belirtmislerdir. Bu calsmayi takiben yegkin fare modeli Uzerinde rotavirus ile
cesitli arastirmalar yapilmgtir (Burns ve ark 1995, Feng ve ark 1994, Ward e a
1990, Ward ve ark 1992).

Ciarlet ve ark (2002) doku kulturine adaptasyonglaseng insan (Wa,
WI61, HAL1166), simian (rhesus rotavirus [RRV], SA1 sgir (WC3), tagan
(ALA), domuz (OSU), vadi-tip sican (ECwt) grup A rotavirus dari ile phosphate-
buffered saline (PBS) karmini yenid@gan ve yetkin ratlara oral yolla inokule
ederek yaptiklari deneysel ginamanin sonucunda gk ile sagilan enfeksiy0z virus
titresini tespit edip ince arsakta histopatolojik dgsiklikler gormislerdir. Ayrica,
bagirsak bolumlerindeki rotavirus antijen g@hmini immunfloresan (IF) test tekgii

ile tespit etmglerdir.

1.7. Turler Arasi Bulasma

Cssitli canli turlerine ait rotaviruslar arasinda ggkeolarak etkilgim s6z
konusudurinsan rotaviruslarinin hayvanlari enfektegitie ve diyareyi tetiklegiine
ili skin aratirmalar bulunmaktadir (Mebus ve ark 1976, Wyataue1976). Orngin,
insan rotaviruslari, buga (Derbyshire ve Woode 1978, Mebus ve ark 1977, #éoo
ve Crouch 1978), kuzu (Davidson ve ark 1977, Ddrlvjgsve Woode 1978,
Snodgrass ve ark 1984), domuz (Davidson ve ark,1D&yshire ve Woode 1978,
Woode ve Crouch 1978) gibig#i hayvanlari enfekte edebilmektedir.

Albert ve ark (1987) hayvanlarda enfeksiyonstlwan rotaviruslar ile insan
rotaviruslari arasindaki capraz reaksiyonun garli PAGE tekngini kullanarak
ortaya koymslardir. Insana ait rotavirus izolati ile yapilan genotipses&ans analizi
calismalari sonucunda, bu izolatlara ait genotipigitiehayvan sglarina ya da
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hayvan-insan rotavirus genetik reassortmentleri blenzerlik gosterdi tespit
edilmistir (Ward ve ark 2006).

Cssitli serolojik gruplara ait rotaviruslar, farkli meeli turlerini enfekte
edebilimektedir. Orngn, serogrup B ye ait rotaviruslara ait antikordaantijenler,
insan (Brown ve ark 1987), fare (Eiden ve ark 19855lomuz serumunda (Eiden ve
ark 1986) tespit edilngierdir. Cinli cocuklarda ve yefkinlerde goérilensiddetli
diyare salgini, grup B rotaviruslarin zoonoz olebdi hakkinda spekulasyonlara yol
acmstir (Eiden ve ark 1985, 1986).

Yenidazanlara yapilan canli attentugisive simian rotavirussa uygulamalari
sonucunda, hayvan rotaviruslarinin deneysel olanslanlari enfekte edebilgli
ortaya konulmstur (Kapikian ve ark 1986). Hayvan rotaviruslarimeanlarda dgal
olarak diyare etkeni olarak gortlmesine dair hesiarl bilgi vardir(Eiden ve ark
1985, 1986, Burns ve ark 1989). Bir istisna olafak kediye ait rotavirus
gastroenteritli bir cocuktan (Nakagomi ve Nakagd®89) ve giira ait iki rotavirus
yine gastroenteritli iki ¢cocuktan izole edilgtir (Gerna ve ark 1992). [Fada bu
durumun benzeri olan turler arasi buhe olgusuna ait ¢ok fazla kanit mevcut
degildir (Estes ve Cohen 1989).

Amerika ve dger bazi Ulkelerde bugdar (zerindeki epidemiyolojik
calismalara gore, VP7’'ye ait G6 ve G10 serotiplerinkgaigoruldigu bildirilmistir
(Parwani ve ark 1993, Lucchelli ve ark 1994). BR& it dger G serotipleri
hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir (Hussein ve 3905, Parwani ve ark 1993,
Lucchelli ve ark 1994). §ir rotavirus’una ait saha gari arasinda G1, G2, G3, G8
ve G11 tiplerinin varfil ¢ssitli arastirmacilar (Blackhall ve ark 1992, Hussein ve ark
1995, Parwani ve ark 1993, Lucchelli ve ark 19%afindan bildiriimgtir. G6 ve
G10 dinya uzerindeki bugdar arasinda en yaygin olarak gorilen rotavirus
serotipleridir. Buna r@men domuz ve attan izole edilen G8 serotipi daha az
yaygindir. G6 (Beards ve ark 1980) ve G10 (Gernarkel992) spesifikfii gosteren
insan rotavirus sgari Uzerindeki son ¢aimalara gore; bu tipler normal olaralgisi
populasyonu ile ikkili bulunmuwstur. Adah ve ark (2003) Nijerya'da gs1 ve
insandan izole edilen G8 serotipine ait rotavirualasinda genetik yonden benzerlik

tespit etmglerdir.
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Insanda bulunan G ve P serotiplerine ait kombindayopsitli hayvan
tirlerinde de tespit ediltir. Ornesin, Amerika ve Kanada'daki bugdarda
(Lucchelli ve ark 1994) Hindistan'daki inek ve haifflarda G10 P[11] vag
bildirilmi stir (Gulati ve ark 1999).

Nakagomi ve ark (1990) kdpek ve kedi rotavirugauna ait VP7 gen sekans
analizine gore, bu iki rotavirus arasinda yukseledede homoloji bulunmasi tirler

arasl! bulagma olasilgini disiindirmektedir.

Rotavirus’a ait segmentli genom vyapisl, influenzeusu gibi segmentli
genom yapisina sahipgeir viruslarda oldgu gibi reassortment mekanizmasi ile yeni
suslar sekillendirebilmektedir.iki farkli rotavirus sgunun ayni konakgi hiicreyi
enfekte etmesi ile Blyan genetik reassortment olayl sirasinda, repjita ve
kurgulanma gamasinda genom segmentlerinirgigeriimesi s6z konusudur (Ramig
1997). Rotavirus enfeksiyonlari ile yapilan epidgoiojik calismalar, insan ve
hayvan populasyonlari arasinda surekli giofa halinde olan su ¢ssitlili ginin
arttigini goéstermektedir. Artan swssitlili ginin nedeni, nokta mutasyonlarin zaman
icindeki birikimi (genetik drift) ile birlikte, soygacini etkileyen ve antikordan keci
sglayan mutantlarin ya da ayni htcreyi etkileyeni ildhfeksiyonlar sonucunda
meydana gelen genetik reassortment etkisi ile agadilir (Iturriza ve ark 2003).

Brissow ve ark (1992b)'na gb6re, 3 gunluk diyare s@mlu buzg
diskisinda saptanan bir rotavirus izolatinin bilineped sgir rotavirus sglarindan
farklilik gosterdgini tespit etmglerdir. Arastirmacilar (1992b), serolojik ve
molekiler analizler sonucunda bu izolatin big kotavirusu ile yakin ilgili oldgunu
bildirmislerdir. Arastirmacilara (1992b) gore, tespit edilen bgirsrotavirus izolati,
omurgalilara ait farkli siniflar arasinda gdb olarak gercekken bir genetik

reassortment vagini kanitlamaktadir.

Hurtado ve ark (1995) Kuzey Amerika'daki ishalli Zzagilara ait dgki
orneklerinde grup A BRV'ye ait G1, G2, G3 serotipd belirlenmesi amaciyla
gelistirdikleri ELISA sisteminde, birden fazla serotigahip iki ayri BRV sgunun
varhgini tespit etmglerdir. Arastirmacilarin (1995) bulgularina gére, bulunan sonug¢
bu iki rotavirus’a ait ortak bir enfeksiyonun vgrhi gostermektedir. G1, G2 ve G3
serotiplerine ait BRV giari, insan ve hayvan rotaviruslari arasindakigado

24



reassortmentler olabilege gibi dogal olarak hayvan slari arasinda da
gerceklgebilmektedir (Hurtado ve ark 1995). Hurtado ve @R95)'na goére, qir

rotavirus G tipleri insan ve ger populasyonlar arasinda sirktilasyon halindedir.

Gratacap-Cavallier ve ark (2000) Fransa'ninguobdlgesinde rotaviral
gastroenteritli cocuklarin evlerinden aldiklar Esuyu 6rneklerinde, grup Agst ve
domuz rotavirusu (serotip bildiriimegtir) tespit etmglerdir. Cocuklara ait rotavirus
izolati ve suda bulunan izolatlar arasinda yakibiukunmamakla birlikte, hayvan
rotaviruslari ile kontamine icme suyunun insan-laywirus reassortment olayini

kolaylastirdigl yonuinde fikir birlgine variimstir.

Mulherin ve ark (2008) akut diyare belirtisi gogter14 gunlik bir zirafa
(Giraffa camelopardalis) yavrusundan izole edilen rotavirus'a ait VP4 v@n
proteinleri Uzerinde vyaptiklari detayli sekans &makonucunda, bu izolatin
(G10P11), suir rotavirus’'u (BRV) ile molekiler yonden benzertksterdgini tespit
etmislerdir.

Steyer ve ark (2008) domuz, insan v@riara ait dgki ornekleri ile hayvan
turleri arasinda zoonotik bir buylavarligini ve rotaviruslar arasindaki genetik
reassortmenti tespit etmek amaciyla yapoduklar: argtirmada, domuz rotavirusu
ile insan rotavirusu arasinda amino asit sekans zdsiginin oldugunu

bildirmislerdir.

Ulkemizdeki sgirlarda rotavirus enfeksiyonun yaygghi belirten serolojik
ve virolojik calsmalar (Burgu ve ark 1995, Burgu ve ark 1999, EnmeeFidanci
1998, Alkan 1998, Cabalar ve ark 1998, Cabalar we 2001) g6z Oniunde
bulundurularak bu asarmalarin yirutuldgt kamu gletmeleri ile dger bazi
isletmelerde koyun ve &rlarin bir arada bulundurul@u ve tirler arasi BRV etken
nakli olasilginin dtnuldigu bildirilmistir (Burgu ve ark 1999). Turkiye’'deki farkli
turlere ait rotaviruslar ve ayni tirler arasindaktaviruslarin molektler yonden

karsilastirilmasina ilgkin giinimuze kadar yapilgibir calsma mevcut dgldir.
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1.8. Patogenez ve Patoloji

Rotavirus’un organizmayage Yyoluyla alinmasini takiben, ince goessakta
bulunan farklilamis villus kolumnar epitel hiicrelerinin (enterosit)feksiyonu ile
viral replikasyon meydana gelmektedir. Virus repfigonuna bal olarak,
enterositlerin yikimi ve larsak bgluguna dokulmeleri gercekdmektedir (Mebus
ve ark 1969, Mebus ve ark 1971a). Enfeksiyon, olgpitel hiicrelerinin kaybi ile
sonuclanmaktadir ki, villuslardaki hasarli hicreleyerini adsorbsiyon yetegie
olmayan, olgunlgmams ve disakkaridaz ve sodyum potasyum ATPaz aktiwite=n
yoksun farklilgmams kuboidal epitelyum hicreleri almaktadir (Moon 1978
Argenzio 1985). Virus replikasyonunaghaolarak meydana gelen on enterosit
yikimi sonucunda, villilerin luminal ylzeyleri boyca gerceklgen normal sindirim-
adsorbsiyon mekanizmasi bozularakgibsak ici besin ve emilim fonksiyonlari
kisitlanir. Villilerin tepesindeki epitel hicrelam yerini surekli olarak kriptlerden
prolifere olan yeni hicreler almaktadir. Bu hucrééki yenilenme orani genclerde
daha yavstir ve bu nedenle de neonatal hayvanlar enfeksiykagl daha
duyarlidirlar (Snodgrass ve ark 198D)ce ba&irsaklar boyunca gercelien enfekte
hicre tahribati sonucunda, villuslarda kisalma agbklma (villoz atrofi), korsu
villiler arasinda ise flizyon gozlenmektedir (WooaeCrouch 1978, Woode ve ark
1978). Viral replikasyon sonucunda hasar goren dlécr b&irsak bgluguna
dokulur ve dskilama ile biyiuk miktarda virus atihmi gercefite (10'° virus
partiktli/g dgki). BRV virus sacilimi genellikle 2-12 giin sirebdktedir. Ancak,
beslenmesi yetersiz olangsiarda normal b@arsak fonksiyonlarinin yerine gelmesi
3-8 haftay! bulabilmektedir (Holland 1990).

Olgun enterositlerin, enfeksiyon sonucu dejenenasya b&ll olarak
bikarbonat, sodyum, potasyum, klorid ve su kaybnum kacinilmaz sonucu olarak
da asidozissekillenir (Holland 1990). Barsak icerisindeki sindirilemeyen sitin
mikrobial fermentasyonu, asidozggkillenmesinde anahtar rol oynayarget bir
faktordir (Mebus ve ark 1977hntestinal laktaz miktari azalgolan yenidganlar
tarafindan sitiin gz yoluyla alinmasi, arsak icerisindeki ozmotik duzensili
daha dasiddetlendirebilir (Chauhan ve Singh 1992). Tum kaktérler, gencg
hayvanlarda harsak epitelyumunda meydana gelen yangisgisaslerle birlikte
diyarenin olgmasinda rol alan hipermotiliteye katkida bulunueét ve ark 2004).
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Villus tahribatina bgl olarak gen¢ hayvanlarda sit ile alinan primer
karbonhidrat olan laktoz emiliminin azalmasi somday laktoz sindiriimeden ve
emilimi gerceklstiriimeden ince bairsagza gecer. Sodyum, glikoz ve suyurngbaak
ici emiliminin azalmasi ile laktaz, alkalin fosfatasiikroz aktivitesindeki azalma
sonucunda diyargekillenebilir. Glikoz ve sodyum emiliminin jejenumyproksimal
ve medial béliuminde gercekieesi nedeni ile bu kisimdaki bir hasar, guddetli
bir diyareye neden olabilir. Ancak kolondan da sodyemiliminin gerceklgmesi,
buradaki epitellerin hasar géormgdienfeksiyonlarda diyarenigiddetinin daha az
olmasina yol acmaktadir. Rota ve coronavirus'larioirlikte seyrettgi
enfeksiyonlarda ise hem jejenum hem de kolon hg8atiziinden diyarenigiddeti
de fazla olmaktadir (Woode ve Bridger 1975).

Yenidggan sicanlarda rotavirusla indiklenen intestinalregkona ilgkin
John Stephen ve ark.’nin 1980'lerin sonunda geegigklikleri bir argtirmada,
villus tepe hicrelerinin rotavirus ile invazyonunuairoaktif/hormonal maddelerin
salinimini tetikledii, bu durumun villuslarin kisalmasina neden @glaw ve boylece
ince ba&irsak absorbsiyon kapasitesinin stligti bildirilmistir (Lundgren ve
Svensson 2001).

McNulty ve Logan (1983)’a gére, BRV enfeksiyonu asimda herhangi bir
karakteristik otopsi bulgusuna rastlanmgimi Genellikle akut bir gastroenteritis
tablosu gorilmekte ve bu durum 0zellikle duedonuen ince bgirsasin diger
kisimlarini etkisi altina almaktadir. Makroskobidamak ba&irsaklarda 6dem,
gerginlik ve bazi olgularda Basak mukozasinda hemorajik odaklar goriulmektedir
(McNulty ve Logan 1983).

Rotavirus patojenezinin aydinlatiimasi amaciyla ilgap calsmalarda
rotavirus enfeksiyonunun sadece gastrointestinadterside lokalize oldiu
disunulmekteydi. Rotavirus ile enfekte hayvanlar veutdara ait serebrospinal sivi
ve kan serumu ile yapilan gahalarda (Nishimura ve ark 1993, Ushijima ve ark
1994) rotaviral RNA bulgusu rapor edilgtir. Rotavirus ile enfekte cocuklarda
g06zlenen patolojik bulgularda rotavirus antijeniRBA’sInIn; merkezi sinir sistemi,
dalak, kalp, boébrekler, testis, idrar kesesindeubdigu farkli argtirmacilar
(Hongou ve ark 1998, Pager ve ark 2000, Li ve @812 Lynch ve ark 2001, Li ve
Wang 2003) tarafindan bildirilgtir. Rotavirusun bg@irsak ici ortamdan dogam
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sistemine geg@ini vurgulayan bu bulgularsiginda Blutt ve ark (2003), ture 6zgu
insan ve hayvan (&, domuz, sigangiller) rotavirus gari ile yaptiklari molekuler
bir argtirmanin sonucunda, ayri ayri enfekte edilen imncongpotent (bgisiklik
sistem gleyisi normal) cocuk ve hayvan modellerine (fare,stay 1-10 gunlik
buza) ait her iki serum Orrgnde rotavirus antijeninin, rotaviral RNAnin ya tiar
ikisinin birden mevcut oldgunu gostermierdir. Aragtirmacilarin (2003) yapmi
olduklari bu tespit, gastrointestinal sistemden ilgyrkan dolaimina katilan
rotavirusun dolstm sistemindeki viral replikasyonuna (viremi), pg¢oez ve

immunolojik 6zellgine dair yeni verilerin elde edilmesingk tutacak niteliktedir.

Fare, tayan, sgir, rat, domuz ve maymun gibi hayvanlara ait searmlyani
sira, bu hayvanlarin nazal sekresyonlarinda, kgegciakcger, bobrek ve
beyinlerinde rotavirus antijeni ya da enfeksiyorauirus tespit edilnstir (Azevedo
ve ark 2005, Jaimes ve ark 2005, Zhao ve ark 2@sitli rotavirus sylari ile ratlar
Uzerinde yapilan deneysel bir giremada (Crawford ve ark 2006), s6z konusu
hayvanlara ait kan ve serum oOrneklerinde enfeksiy@avirusun varfi
gosterilmgtir. Rotavirusun replikasyon igin serviks, @i, kemik, akderler,
prostat, ovaryum gibi farkli hicre tiplerini seciyolmasi, gastrointestinal sistem
disindaki organlarin kan yolu ile kontaminasyonunyiohglirmitar (Crawford ve
ark 2006).

Rotavirus enfeksiyonuna ait patolojik bulgularsitie virus tarleri ile
benzerlik goOsterebilir. Rotaviruslar, yengdm buzg diyaresine ait onemli bir
etiyolojik etken olan coronaviruslar ile benzerganite gosterir (Snodgrass ve ark
1986). Rotavirus ve coronavirus enfeksiyonla@Gryptosporidium ile birlikte
seyrettginde, buzailardaki mortalite orani %100’e wabilir (Rosales ve ark 1998).
Rotavirus ve astroviruslarin villuslarin apikal yamdaki hticreleri enfekte ederek
diyare olgturdugu, coronaviruslarin villuslarin tamamini enfekteeesdk daha fazla
villoz atrofi ve diyareye neden oldu belirtilmistir (Pensaert ve ark 1994).

1.9. BRV Virulensi

Dodet ve ark (1997) yeniganlarda villus enterositlerinin, kriptlerden gelen

hiicreler ile yer d@stirme hizinin daha yayaoldugunu ve virulensi dgiik olan

28



rotavirus sglarinin bile hastala neden olabile@mni, ancak 8 haftaliktan daha
biylk buzgilar ve ergkinlerde enterosit gocinin daha hizli olmasi sefbelvirus
replikasyon oraninin daha yavgekillendigi ve bu nedenle ancak virulensi yiksek
BRV sularinin enfeksiyon meydana getirebilgre bildirmislerdir. Benzer olarak,
Bridger ve ark (1992), dik virulensli BRV ile geken enfeksiyonlarda
enterositlerdeki CPE'nin de ¢glik dizeyde gsddtigini ve bunun subklinik

enfeksiyonlara neden olgunu belirtmglerdir.

Deneysel olarak rotavirus inokulasyonunun gerggikileli gi farkl yaslara
sahip buzgilarda rotavirus etkenine pla enfeksiyonun klinik ve subklinik
goranamandan againldigr ilk calismalarda (Mebus ve ark 1969), 1 gunluk bilzaa
Amerika sgir rotavirus’u ile yapilan inokulasyonlar sonucyatie meydana gelgii
bildirilmi stir. Bununla birlikte, dort adet Avustralya rotave sgu ile yapilan
deneysel enfeksiyonlar sonucunda, 7 gunlikten déléak buzgilarda enfeksiyona
ait herhangi bir hastalik bulgusuna rastlanmgam(Tzipori ve ark 1980). Tzipori ve
ark (1980) ortak bir yorum yaparak rotavirusun lagtaki buza&ilar etkilemedgi
yoniinde gorg bildirmislerdir. Buna rgmen, daha sonra g#i Avrupa ulkelerinde
gerceklgtirilen argtirmalarda (Bridger ve Woode 1975, Woode ve agk8), 8
haftalga kadar olan bugaarda dg@al ve deneysel yollar ile gercekén rotavirus

enfeksiyonuna kgi hastalik varlgi bildirilmistir.

Buzagsilarda rotavirus patogenezinin gimalmasi amaciyla yapilan
calismalarda (Mebus ve ark969, Logan ve ark 1979, Castrucci ve 4883) daha
cok 2 gunluk buzalar tercih edilmgtir. iki haftalik buzgilar ile yapilan
calismalarda (Acres ve ark 1977, Reynolds ve H9B6) elde edilen sonuclara gore
dogal rotavirus sacihimi, Klinik belirtiler okiurarak ya da okiurmadan
gerceklgebilir. Yasa bali direncin aratirilmasi ve hastatin kontrol edilmesinde
aktif immunitenin éneminin bildirildii calismalarda (Bridger ve ark 1992, Bridger
1994, Dodet ve ark 1997) ise daha cok 6 hafta veadaiyiuk ystaki buzailar

Uzerinde argtirmalar gerceklgirilmi stir.
Bridger (1994) 2 gunlik, 2 haftalik, 6 haftalik waha ileri yalardaki

buzasilar ile gerceklgtirdigi deneysel bir cajmada, 10°%-10°° doku kiltiiri

infektif doz 50 (DKIDso) arasindaki titreye sahip ug¢ farkligsi rotavirus izolatini
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(C3-160, 17/4 ve 39/58) buzéara inokule ederek, bugayasi ve rotavirus izolatina
bagli olarak elde edilen virulens gerlerini kagilastirmislardir. Klinik olarak normal
ve hastalikli gorilen bugdardaki tum ya gruplarinda en Ust seviyedeki virus
sacilimi oranlari ve virusun sacilim siresi boyuneazer oranlar kaydedilgtir. Bu
argtirmanin (1994) sonucuna gore, normal olarak g@&rienuzgilarda 4,6 £ 1,2
gunliik hayvanlarin gkilarinin her bir graminda 1§"*% DKIDs, ve hastalikli
buzailarda ise 5,3 £ 0,98 gunluk hayvanlarigkdarinin her bir graminda 10

145:094pK ID o oraninda virus tespit ediltir.

1.10. Klinik Belirtiler

Rotavirus enfeksiyonu, yenidan buzgilardaki enfeksiyoz diyare
etkenlerinin en ©6nemlilerinden biri olup, enfeksigo ait klinik semptomlar
yenidaggan hayvan turlerinin tamaminda benzerlik gosterewdikt (House 1978).
Virus hayvanlarda semptomsuz, hafif, gecici birageyilesekillenebildii gibi, asiri
sivi kaybi ve elektrolit dengesigili gibi siddetli belirtiler ile de ortaya
ctkabilmektedir (Theil ve ark 1985, Collins ve dr889).

Beyaz ishal ya da sit ishali olarak da adlandilaresi, domuz, tay ve kuzu
rotavirus enfeksiyonlarinda inkiibasyon periyoduta6r24 saat oldgu belirtilmistir
(Murphy ve ark 1999). Bugaarda bu surenin 12-96 saat arasindgsdildigi de
bildirilmi stir (Chauhan ve Singh 1992, Steele ve ark 2004)

Yenidagan enfekte hayvanlarda hafif depresyomiriasulu, sari renkili,
mukuslu bir dgki, anoreksiye b#i olarak dehidrasyon ve kilo kaybi ile sonucglanan
bir klinik tablo gorilebilir. BRV enfeksiyonunun @rlardaki klinik seyir sekline
degisen yuzdelerde (%30-40) merkezi sinir sistemi depes ve sistemik su kaybi
eslik edebilir. BRV enfeksiyonununsiddetli seyretti durumlarda, elektrolit
dengesizisi ve su kaybinin bir sonucu olarak kalp durmasiraglibolium de
sekillenebilir. YUksek miktarda alinan sit ile mevadiyarenin siddeti artabilir.
Cunku rotavirus enfeksiyonu sonucunda villuslaahribatina bgl olarak laktoz
emiliminin azalmasi ve glukoza $la olarak aktivasyon godsteren sodyum iyonu
(Na") transportunun durmasi sonucunda sindirilemeykiota bakteriyel tiremeyi de
arttirir (Mebus ve ark 1971a, Saif ve Theil 1990).
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Bovine Rotavirus'a bzl olarak gelgen enfeksiyonlarin klinik belirtilerine
benzerlik gosteren pek cok enteropatojenin gamhedeniyle, herhangi bir sirtde
meydana gelen akut enfeksiy6z diyareyi sadece BRViliskilendirmek guctir.
Rotavirus’a bl enfeksiyon sonucu, ger enteropatojenler ile komplike olmgdi
durumlarda bg@rsaklarda buyik lezyonlar meydana gelmezelgllenen diyare, 3-4
gin icerisinde tedavi gerektirmeden kergliiden iyilesme gOsterir. Dier
enteropatojenler ile ortak bir enfeksiyon durumibsay hastagin klinik belirtileri 2-

4 gune kadar hafiflemekte fakat 5-7 gin boyung&idle virus sacilmasi devam
etmektedir (Holland 1990). Bovine Rotavirus enfgkgaiu, Escherichia coli,
Salmonella, Cryptosporidium veya Clostridium, kot hijyen kagullari, sguk hava,
kalabalik ortam ve Ozellikle de yetersiz kolostrammasigibi etkenlerle komplike
oldugunda bgirsaklar konjesyone hatta hemorajiktir, artan deéyém siddetine bgl
olarak da mortalite gorulebilmektedir (Blood ve da%83, McNulty ve Logan 1983,
Murphy ve ark 1999).

Normal olarak sgikli gérilen buzgilarin dski érneklerinde de rotavirus
bulunabilecgi gibi, Klinik olarak farkli sekillerde hastalik belirtisi gosteren
buzailara ait dgki 6rneklerinde de rotavirus’a rastlamak mumkin¢Dea ve ark
1985, Tzipori ve ark 1980). Rotavirus skr arasindaki virulens farkig,
konakc¢inin yai, konakcinin immun durumu, inokulum dozu, ortak dnfeksiyonun
varligl, cevresel stres etkenleri (hagaxtlari, ortam, kalabalik), beslenme gibi birden
fazla faktor sgirlar arasinda gorilen Klinik gdili gi etkileyebilmektedir (McNulty
ve Logan 1983, Radostits ve Acres 1983, Tsunemigsark 1989). Bu faktorler ile
birlikte elektrolit dengesiz@ii, sivi kaybi, metabolik asidoz mortaliteye etki
etmektedir. Bircok rotavirus enfeksiyonunun hafd sinirli seyretmesi sevindirici
olmakla birlikte yenidgan buzgilarda genellikle yiksek morbidite gorilmektedir.
Yenidazanlarda rotavirus enfeksiyonlarinda bildirilen mdite orani %100 iken,
mortalite orani %0-50 arasindagueklik gostermektedir (Schlafer ve Scott 1979).

Bovine Rotavirus enfeksiyonuna ait nonspesifik iklibelirtilerin varligr ve
enfeksiyona ait bulgularin ger patojenlerin  meydana getirdikleri ile
karstirilabilmesi olasilgi g6z o6nidnde bulunduruldunda, etken thisinde

destekleyici virolojik, serolojik, patolojik veyaigdtopatolojik bulgularin varg
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sarttir. Bu nedenlerden dolayl, BRV'nin sahada vieneer tghis laboratuvarlarinda
cabuk ve etkili test teknikleri ile tespiti Ghemiid

1.11. Tghis

Rotavirus’larin affinite gostergdi en dnemli organlar ince pasaklardir. Bu
nedenle etkenin direkt gieisine olanak taniyan gki, basirsak icerikleri ve
bagirsaktan alinan doku parcalari en cok kullanilamikl érneklerdir. Etken
sekonder bakteriyel enfeksiyonlar ile birlikiekillendiginde, enfeksiyonun tanisinda
guclik cikabilmektedir (Estes ve Cohen 1989).

Etkenin laboratuvar tanisi amaciyla, BRV enfeksyyam erken déneminde
toplanan dikida direkt yontemler ile BRV #hisi, etkene 06zgu antikorlarin
gosterilmesi ve antikor titresindeki arti ortaya konulmasi (indirekt serolojik
yontemler), Kklinik ornekten hicre kuoltirinde virasuzolasyonu yontemleri
kullanilabilmektedir. Etken izolasyonu ve identdéyonu amaciyla gtinimuze kadar
bir cok metot denenmesinegraen hizli tghis metotlarinin geitiriimesi, enfeksiyon
bdlgesinde gerekli dnlemlerin ve hijyen tedbirl@mibir an énce alinmasi yoninden
onemlidir (Estes ve Cohen 1989).

1.11.1. Direkt Yontemler ile BRV Tahisi

Buzazl ve ergkin sg@girlardan alinarak gk zincir ortaminda laboratuvara
getirilen supheli dski 6rneklerinde direkt yontemler ile rotaviral getiin
gosterilmesi s6z konusudur. Bu amagla EM ile vipsstikilinin gosteriimesi,
ELISA ile viral antijen tespiti ve molekuler yontéen ile viral nikleik asidin
saptanmasi gibi direkt yontemler kullanilarak etkeghisine gidilir (Ustacelebi ve
Us 2008).

Bu teknikler arasinda yer alan EM yodntemi, pah&ipman gerektirmesi
nedeniyle belirli referans laboratuvarlarinda uygabilmektedir. Bircok asarma
laboratuvarinda pratik kullanimi sinirlidir ve ruteshiste kullanimi tercih edilmeyen
bir metotdur. EM yontemi ile 6zellikle hicre kilkrinde dretilmesi zor olan

rotavirus benzeri virus partikdllerinin - morfolojikyapisi  belirlenerek virus
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identifikasyonu gercekigirilir. Bu yontem ile BRV tghisi i¢in dski drnezsinde ¢ok
sayida virion partikilinin vagh sarttir. Buna gore, 1 gr gkida en az 10virus
partikilii olmasi gereklidir. Bu gereklilik, immunle&tron mikroskobi (IEM)
yontemi ile ortadan kaldirilmgiir. Buna goére, az miktarda virus partikill iceren
ornekler 6nce antiserum ile muamele edilir ve sonegatif boyama yapilarak

incelenmektedir (Ustagelebi ve Us 2008).

Klinik 6rneklerde viral antijenlerin saptanmasi anyta pek ¢cok argirma
laboratuvarinda kullanilan en yaygin metot enzimglibenmun yontemlerden biri
olan ELISA’dir (Crowther 2009). Veterinerstas laboratuvarlarinda géi hayvan
turlerine ait dgki 6rneklerinde BRV antijen vaginin belirlenmesi amaciyla farkli
ELISA sistemleri kullanilmgtir (Yolken ve Stopa 1979, Crouch ve Acres 1984,
Rodak ve ark 2005). kBkida BRV tespitine yonelik olarak kullanilmasi WHO
tarafindan standart bir metot olarak kabul géreilSAl, ¢cok sayidaki gki 6rnesinin

ayni andasienebilmesini sglayan pratik bir tghis metodudur.

Morfolojik olarak ayni fakat antijenik ve genetikéilikleri bakimindan farkli
olan rotavirus gruplarinin tespitine yonelik olarékli tipte ELISA teknikleri
denenmy ve bagarili sonuclar vermgtir. Gelismis ve gelsmekte olan pek ¢ok dinya
ulkesinde giir ve diger rotaviruslarin tghisinde ticari olarak gganan ELISA teghis
kitlerinin yani sira, laboratuvar ortaminda haznda csitli ELISA diizenekleri de

kullaniimaktadir.

Vonderfecht ve ark (1994) kati faz enzim immun iksrat ve domuz dki
orneklerinde grup B rotavirusa ait antijen var gostermgler ve bu test tekai ile

hayvanlarda grup B rotavirusun tespit edilebifgeevurgulamslardir.

James ve ark (1998) insan grup C rotavirusu ilgtotduklari rekombinant
VP6'yl insekt hucrelerinde @alttiktan sonra, rotavirus tespiti amaciyla
gelistirdikleri ELISA sisteminde viral antijen olarakubkanmsglardir. Bu sistem,
diski drneklerinde grup C rotavirus enfeksiyonun ptamainin belirlenmesinde
kullaniimistir. Daha sonra ELISA ile pozitif sonu¢ veren Oreeik dosrulamasi EM,
dsRNA'ya ait poliakrilamid jel elektroforezi ya d&P6 geninin RT-PCR yontemi ile
tanimlanmasi ile gercekf@rilmistir. Buna go6re bocek hicrelerinde Uretimi
gerceklgtirilen insan grup C rotavirus’a 6zgu VP6 protemimit viral antijen,
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patojen free tasanlar ve yumurta tavuklarinin immunizasyonunda dwulimstir.
Olusturulan ELISA sistemindeki spesifik olmayangtenmalari en aza indirgemek
amaciyla iki farkli hayvandan elde edilen antikoKallaniimistir ki bu antikorlardan
ilki virus yakalayici, dieri ise belirleyici antikor roli Ustlenmektedir. Bunla
birlikte kulugka tavuklarinin immunizasyonu ile yurta sarisinda yuksek
miktarlarda uretilen poliklonal antikorlar da bédyici antikor olarak kullanilngtir.
James ve ark (1998) grup C rotavirusuna ait grgsifg antijenleri tanimlamak
amaclyla insan grup C rotavirusunughigine yonelik olarak gefiirmis olduklari
ELISA ile EM metodu sonugclarini kalastirdiklarinda ELISA sisteminin 10 kat
daha fazla duyarli oldiwnu bildirmglerdir.

Kelkar ve ark (2004) cocuklarda gorilen rotavirugeksiyonunun c¢abuk
teshisine yonelik olarak gadiirdikleri ELISA kitinde hicre kultlriine adaptasyon
sgilanms semipurifiye simian rotavirus su olan SA11'i antijen olarak kullangiar
ve sonugclari ticari bir ELISA this Kiti ile kasilastirmiglardir. Gelitirilen ELISA ile
pozitif 6rneklere ait daha yuksek bir optik dangi@D) deseri bulunmytur. Ticari
kit ile test edilecek gki ornekleri ile bir giin boyunca siren inktbasya@miyodu,
gelistirilen ELISA ile 2 saat gibi kisa bir sirede tamammakta olup gsitirilen
ELISA ile doku kultiri stoklarindaki rotavirus despit edilebilmektedir.

Viral enfeksiyonlarin cabuk ghisinde kullanilan ELISA sistemlerinin
optimizasyonu gamasinda bazi sorunlar ortaya cikabilir. @mgkati fazin duyarli
hale getiriimesinde kullanilan viral antijen ya datikorun yank sulandiriimasi
sonucunda yetersiz adsorbsiyon, yetersiz yikagtemi sonucunda okabilecek
hatali pozitif sonuclar, fazla yikamglami sonucunda yetersiz glanmalar, yetersiz
inkilbasyon streleri ile immunolojik reaksiyonlartamamlanamamasi, capraz
reaksiyonlar, hatali uygulamalar gorilebilir. Fakgtoptimize edilmg bir ELISA
sisteminde belirtilen bu olumsuz durumlarin engetesi mumkuindidr (Crowther
2009).

Uretilmesi ve tanimlanmasi zor ya da zaman alian aliral niikleik asitin
belirlenmesi ve virus identifikasyonu amaciyla yayglarak kullanilan bir ger
yontem polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase €@hdeaction-PCR)dur
(Ustacelebi ve Us 2008). gt arastirmacilar (Parwani ve ark 1993, Elschner ve ark
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2002, Wani ve ark 2004) tarafindan bgitara ait dgki orneklerinde BRV etken
teshisi amaciyla uygulanan PCR yontemi ile BRV nukledsiti (RNA)

tiplendirilmistir. Digki iceriginde bulunan mikroorganizmalarin fazfalinedeniyle
hedef nikleik asit sayisi artaeadan dgki 6rnekleri ile PCR caimadan 6nce
dekontaminasyon ve homojenizasyglemlerinin gerceklgiriimesi gerekmektedir.
Cevresel kontaminasyona da elgkerolmalari nedeniyle, gki 6rneklerinde viral

nikleik asit tespiti amaciyla PCR ile gatia gucligl bulunmaktadir (Durmaz 2001).

1.11.2.indirekt Serolojik Yontemler ile BRV Teshisi

Virolojik tani laboratuvarlarinda gstirilen hizli ve guvenilir serolojik
metotlar (ELISA, IF) ile tek bir serum orgieade istenilen 6zellikteki (IgG, IgM,
IgA) antikorlarin saptanmasi ve enfeksiyonun selakkinda bilgi almak
mumkundur (Ustacgelebi ve Us 2008).

Rotavirus’a kagi olusan notralizan antikorlarin belirlenmesinde, serum
notralizasyon (SN) testi, plak-rediksiyon virus rabrasyon (PRVN) testi ve
floresan focus nétralizasyon (FFN) testi, hemaghgijon inhibisyon (HI) gibi ger
serolojik testler de kullaniimaktadir (Estes ve 801989).

Hafez ve ark (1980) tarafindan yapilan bir gahda, giirlarda ve
mandalarda rotaviruslara kaolusan antikorlari saptamak icin HI, nétralizasyon ve
immunodiffuzyon testi kullaniingive nétralizasyon testinin HI testine oranla daha
lyi sonuc¢ verdgi bildirilmistir. Thiel (1980) domuzlar ve @&rlar Gzerinde yap#
calismada rotavirus’a spesifik antikor taramalarindaali#asyon testinin, HI testine
gore daha duyarh olgunu belirtmgtir. Arastirmacilar (1980) ayrica, rotavirus’larla
yapilan HI testinde en iyi sonug veren eritrosifitiiin domuz eritrositleri oldwnu
bildirmislerdir. Schlafer ve Scott (1979) danalarda rotaslata kagi notralizasyon
testi ile yaptiklari antikor taramasinda 110 adetusidan 108’inde 1/4-1/1024
arasinda dasen antikor dailimini saptadiklarini bildirmglerdir. Hafez ve ark
(1980) 313 adet &r serumunun %51’'inde HI derlerini 1/10-1/640 arasinda
bulmulardir. Brunner (1978) Almanya Bavyera'da ygpgalsmada nétralizasyon
testi sonucunda, kontrol eiti 1000 adet $ir serumunun 985’inde (%98,5)

notralizan antikor vargini bildirmistir.
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Castrucci (1988) tarafindan yapilan serolojik biah@ cakmasinda
mikrondtralizasyon testi kullanilarak galardaki rotavirus antikorlarinin vagh
arastinlimis ve bu argtirmanin sonucunda %90 ve daha fazla seropozitdti&ni

tespit edilmgtir.

Ulkemizde sgir populasyonu arasinda sik gorilen neonatal diyiee
seyreden hastaliklar icinde rotaviruslarin durumialirlemek amaciyla yapilan
calismalarda, rotaviruslara karolusan antikor durumu daha ¢ok nétralizasyon ve Hl
testleri ile arstirimistir. Ulkemizde stirlarda rotavirus antikorlarinin geimi
uzerine yapilan ilk cajma Burgu ve Akca (1983)’ya aittir. Bu amagla KuZdgnda
rotavirus ssu (75/447) kullanilarak yapilan serolojik sitemada, 296 adet yegkin
sigirdan alinan serum ornekleri ile SN ve HI testl&arsilastirmali olarak
calisiimigtir. Arastirmanin (1983) sonucunda, SN testinde pozitif akabelirlenen
orneklerin 23 adedi HlI testi ile pozitif olarak bknmistir. Arastirmacilar (1983),

SN testinin HI testine oranla daha duyarh bir tegnigi oldugunu belirtmglerdir.

Alkan ve ark (1999) ulkemizdeki 8 farklisletmeden 6rnekledikleri
serumlarda serum notralizasyon testi ile yapilantiadlerde sletmelere gore %14

ile %78 arasinda giesen oranlarda (ortalama %43) seropozitiflik tespiiglerdir.

Yazici (1992) buzalarda rotavirus enfeksiyonun seroepidemiyolojeeiine
yapmsg oldugu bir calsmada, serum notralizasyon testi ile kontrolleriap sa&likli
ve diyare semptomlu buggardan toplanan kan o6rneklerinde %?22,86 oraninda

rotavirus antikoruna sahip hayvan belirlesgtini

Sahna (2002) 385 adet gkin sigir ve bu sgirlarin buzgilarina ait kan ve sit
serumlarinda rotavirus spesifik noétralizan anti&or aratirilmasi amaciyla
uyguladgl notralizasyon testi ile %54,1 oraninda BRV sples#dntikor varlgi
saptamgtir. Ayrica yapilan Sk testi ile buzgilarin kan serumlarinda 1:5-1:640

arasinda desen oranlarda antikor titresi belirlengtir.

Serum notralizasyon testi uluslararasi alanda kadiien bir test olmasina
ragmen ELISA ile kagilastirildiginda, bazi serumlarda bulunan nétralizasyonu

inhibe eden antikor faktorlerinin vagh nedeniyle yan{i pozitif sonug verebilmesi
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olasilgl bulunan, canh hicre kilttrl sistemleri gerektinee zaman alici bir test
teknigidir (Ustagelebi ve Us 2008).

1.11.3. Hucre Kiiltiirii Sistemleri ile BRVizolasyonu veldentifikasyonu

Rotavirusun hicre kilturinde gaimasi icin sindirim enzimi katkili vasat
ihtiva eden hicre kiltird ortaminda, uzun bir irkéyon periyoduna ihtiya¢ duyulur
ve bu sirecin sonucunda spesifik CPEsatou gozlenir (Estes ve Cohen 1989).
BRV'nin hicre kiltird ortamina adaptasyonu sureejrggitli sindirim enzimlerinin
kltar vasatina ilavesi ile virusa 6zgu karaktéisSETPE olgumu ile BRV varlg
ortaya konulabilmektedir. BRV izolasyonu ve idelkaiyonu amaciyla farkli orijine
sahip duyarli hicre kudltarleri kullanilgtir. BRV, tripsin ve pankreatin katkil
Dulbecco’s Minimum Essential Medium (DMEM) ya da MEortaminda ¢galtilan
primer Afrika yail maymun hicre kalturleri, MDBK (Saravanan ve &R07),
primer embriyonik giir bébrek hicreleri (EBK), maymun bobrek hicre wiiit
(LLC-MK ) (Clark ve ark 1979), insan servikal karsinom leleni (HeLa) (Clark ve
ark 1979) ve MA104 hucre kulturlerinde (Murakami &g 1981, Kohno ve ark
2000, Villegas ve ark 2002, Gulyaz ve ark 2005)cgklestirilen seri pasajlarla
cogaltilabilir.

Proteolitik enzim (tripsin, pankreatin) katkili héc kultirlerinde virus
enfektivitesinin arttirlldiina dair ilk calma, Spendlove ve Schaffer (1965)
tarafindan reoviruslar Uzerinde yapitm. Spendlove ve ark (1970) g
proteolitik enzimler ile tekrarladiklari hiicre kiittcalsmalarinda enzimlerin virus
kapsidinde olgturduklari deisiklik ile enfektiviteyi uyardgini bildirmiglerdir. Daha
sonra rotavirus uretimi amaciyla yapilan pek coksgesda (Babiuk ve ark 1977,
Theil ve ark 1977, Almeida ve ark 1978, Clark vk 8979), proteolitik enzimler ile
enfektivitenin arttirildg! bildirilmistir. Hiicre kiltirine yapilan bu proteolitik enzim
uygulamasi ile rotavirus’a 6zgu sdkapsid proteini olan VP4; VP5 ve VP8 alt
Unitelerine ayrilir ve boylece virus enfektivitesimktivasyonu sganms olur (Clark
ve ark 1981, Espejo ve Arias 1981, Estes ve ark 198

Murakami ve ark (1981), Japonya'da 22 adet siurideradiklar 51 adet

ishalli buzgl digskisini tripsin 6n muamelesi ile MA104 hiicre kuldithe inokule
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ederek rotavirus izolasyonuna gitter ve 14 adet Orrge rotavirus yonunden pozitif
olarak belirlemglerdir. Arastirmacilar (1981), elde ettikleri sonuclari IFAT %M
teknikleri ile elde ettikleri sonuclar ile kalastirmiglardir ve IFAT ile 14 adet

ornesin tamamini, EM ile 10 adetgkn 6rnesini pozitif olarak tespit etrglerdir.

BRV'nin cesitli hicre kdlttrlerine adaptasyonunun arttiriimasmaciyla
kullanilan sindirim enzimlerinin virus CPE’sine &tkpek ¢ok argtirmaci (Clark ve
ark 1979, Twist ve ark 1984, Greenberg ve ark 1986nemitsu ve ark 1991, Sato
ve ark 1995, Arias ve ark 1996, Gulyaz ve ark 208&ravanan ve ark 2007)
tarafindan ortaya konmgtwr. Saravanan ve ark (2007), yergda buzg diski
orneklerinden elde ettikleri supernatantlari MDBKiche kultiriinde tripsinli ve
tripsinsiz vasat ortamina ilave ederek gercgki#ikleri arastirmanin sonucunda,
tripsin ilavesi yapilan htcre kultirlerinde 5. géndsonra spesifik CPE bulgusuna
rastlamglar ve tripsin uygulamasinin MDBK hucre kultirindagir rotavirus

izolasyonunda 6nemli bir basamak gidau vurgulanglardir.

Mohammed ve Saunders (1977) yergalo diyare semptomlu buzdara ait
rotavirus'u, fotal intestinal hicrelerinden hazmda hicre kiltirlerinde
cogaltmiglardir. Bu amacgla fotal hicreler ile hazirlanan wlager hiicre kalttrini
21. pasaja kadar Uretipsiavirusundan hazirladiklari inokulum ile virus ek
gerceklgtirmisler ve rotavirus’a ait ilk CPE'’yi inokulasyondanrsa 24-48 saat

icinde tespit etngierdir.

Clark ve ark (1979) edli hticre kdltirlerine (MDBK, LLC-MK2, MA104,
HelLa hicreleri) yapilan tripsin ilavesi ile yuksdkrede rotavirus Uretimini
gerceklgtirmislerdir. Tripsinli ve tripsinsiz hicre kdltir ortanda rotavirus
dretiminin kasilastirilarak incelendii bu argtirmanin sonucuna gore, tripsin katkili
hicre kaltirt ortamlarinda BRV enfektivitesinintggt bildirilmi stir.

Twist ve ark (1984) gir ve insan rotaviruslarini tripsin katkili vasat tavuk
serumu ile ayrica tripsin katkili vasat ve fétahdaerumu ihtiva eden BSC-1 ve CV-
1 hicre kadltirleri kullanarak plak reduksiyon tei#i dezerlendirmglerdir. Her iki
virus’a ait plak test sonucunda, tavuk serumu katkasat ile tripsinsiz vasat
ortamindaki hicre kiltirinden daha yuksek orandalbk titresi tespit edilngtir.

Tavuk serumunun insan vegsi rotavirus replikasyonunu inhibe etmgidi tespit
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eden argtirmacilar (1984), tripsin inhibitdri icermeyen kv serumunun, tripsin
inhibitora iceren fotal serum katkili ortam ile kdastirildiginda tavuk serumu

varhginin plak olgumunu arttirdiini vurgulamglardir.

Greenberg ve ark (1986) genotipik olarak benzeytikteren, serotipik olarak
ayri olan u¢ adet sican (murine) rotavirususwu MA104 hicre kiltirinde tripsin
ilavesiyle adapte ederek gatmislardir. Saif ve ark (1988), grup C rotaviruslarin
MA104 hucrelerine adaptasyonuniglsgyan ilk argtirmacilardir. Tsunemitsu ve ark
(1991), daha 6nce domuz ve insanlardan izole edjtap C rotaviruslarini ilk kez
sigir diskisindan izole etmeyi lararak, MA104 hucre kultri iceren roller
tuplerinde, yuksek konsantrasyonda tripsin ygamtla c@altmislar ve virus

identifikasyonunu gercekdarmislerdir.

Sato ve ark (1995) grup A insan,gis) at ve domuz rotavirusunun
cogaltilmasinda enzimlerin roll Gzerine yaptiklari érgtirmada, cgtli enzimlerin
(pankreatin, tripsin, proteaz, alkalin fosfataz,pgia, a-amilaz, lipaz, adenosin
deaminaz, laktaz, lizozim, ribonikleaz, trioz fasteomeraz) MA104 hicre kaltar
ortamindaki etkilerini ardgirmiglardir. Argtirmacilar (Sato ve ark 199%)amilaz,
lipaz enzimlerinin at ve domuz viruslarinin Ureméesbaskiladgini; adenozin
deaminaz, laktaz, lizozim, ribonikleaz, trioz fasteomerazin ise belirtilen turlere
ait rotavirusun tremesi lzerinde az ya da hi¢ katdmadgini, pankreatin ve tripsin

enzimi varlginda ise daha fazla rotavirus Uremesi gergékilei gini bildirmislerdir.

Arias ve ark (1996) farkli tripsin konsantrasyomdia hiicre kultirlerinde
rotavirus’a ait VP4'in VP5 ve VP8’e parcalanmaansmnda PAGE tekpi ile iki
farkl bant halinde belirlenebilgini ve virus enfektivitesinin aktivasyonunugsayan
protein yapisindaki bu @sikli gin Rossmann (1989)'In belirtgiioldugu kanyon
hipotezinde vurgulanan immun sistemden kastratejisi ile agiklanabilegeni
vurgulamsglardir. Pek cok virus tarafindan uygulanan bu kestatejisine gore,
virusun ¢ boyutlu yapisinda “kanyon” diye tabiiled, antikor tzerinde bulunan
antijen bglanma bdlgelerine yerdg konakgi virus etkilgminin gerceklgecesi
cukurcuklarda, konformasyonel yapigtgkli gi ile antikorlar viral antijeni tanima

yetenginden yoksun birakilir.
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MA104 hicre kudltirine tripsin vagiinda yapilan inokulasyonun ardindan
BRV'ye 6zgii CPE’nin gozlenebilmesi 3-8 guin geréktitglincli giiniin sonunda
hicre kultirlerinde meydana gelen CPE kontrol eelde degerlendirilir ve
notralizasyon testi ya da floresan antikor (FA) odet ile enfekte olan hicre
kaltarlerinin BRV yonunden kontroli gercekteilir (Al-Yousif ve ark 2000).
Enfeksiyon ilerledikge, arsak mukozasindaki epitel hicre tahribati agatdan;
genellikle diyare bgangicindan 72 saat sonra alinan dokularda FA itesBRV
tespit edilemeyecektir. Bu dezavantajdan dolayi, teat teknginin spesifite ve
sensitivite oranlari, hastalik suresince ornek aop Oncefiine balidir ve virus
digki ile sacilmaya devam edtistirece, tghiste ELISA gibi dg@rulayici nitelikte olan

diger test tekniklerinin de uygulanmasi dnerilmektédirYousif ve ark 2000).

Ulkemizde buzg ve erikin sgirlarda BRV enfeksiyonunun ghisi
genellikle virusun ya da virus antijenlerinin skidaki varlginin ELISA ile
saptanmasi esasina dayanmaktadir (Alkan ve ark, dM®4ci1 1992, Burgu ve ark
1995, Cabalar ve ark 2001, Ekik 2002, Ozkul ve 202, Sahna 2002Sahna ve
Alkan 2003, Gulyaz ve ark 2005, Yavru ve ark 20@).viruslarin hicre kultarinde
kolaylikla Uretilememesi nedeniyle hiicre kiltirolasyonu, rutin tghiste nadiren
kullanilan bir yontemdir (Alkan ve ark 1999). Gldyave ark (2005), diyare
semptomlu buza digkisindan elde ettikleri grup A BRYV izolatini, pagktin enzimi
katkili MA104 htcre kultirinde @altan ilk argtirmacilardir.

Sonu¢ olarak gunuimuizde vyerli ve yabanci pek colktiaraaci, BRV
enfeksiyonunun direkt, indirekt geisinde ve huicre kalttrt ile izolasyonu ve
cogaltimasi gamalarinda ortaya c¢ikan sensitivite ve spesifiteniarininin
karsilastirilmasi amaciyla ¢#li ELISA sistemlerinden yararlangiardir. Bu
sonuclara gore, dgoulayicl bir test tekmi olan ELISA, ulkemizdeki BRV
enfeksiyonun tghisi amaciyla pek ¢ok agimrmaci (Alkan ve ark 1992, Yazici 1992,
Burgu ve ark 1995, Cabalar ve ark 2001, Ekik 2@2kul ve ark 20025ahna 2002,
Sahna ve Alkan 2003, Gulyaz ve ark 2005, Tan veZ28@®7, Yavru ve ark 2008)

tarafindan tercih edilrgiir.
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1.12.immunite

Bovine Rotavirus enfeksiyonu, viremi donemi gilumadan lokal olarak
seyreden bir enfeksiyondur. Enfeksiyonun seyrindeniinolojik olarak iki farkli
goris s6z konusudur. Buna goéregmsak [imeninde, 6zellikle asak mukozasinda
bagisiklik mevcut ise immun mekanizma etkili olabilir yka tghiste ve hastatin

prognozunda serumdaki antikorlar sekonder olarbkgahiptir (Burgu 1988).

Viral enfeksiyoz etkenlerden en ¢ok etkilenen gastestinal yizey, sindirim
faaliyeti sirasinda gerceklen adsorbsiyon olayi icin blyuk dneme sahip olae in
bagirsaklardir. Ince bairsaklarda olgan immunizasyonda, Peyer plaklarinda
bulunan lenfositler 6nemli bir role sahiptir. Bunfesitlerin %80’ini B lenfositler,
kalanini ise T lenfositler ofturur. Rotavirus enfeksiyonlarindan korunmada,
bagirsak lamina propria katinda bulunan ve immunglotbetin (Ig) Gretiminden
sorumlu olan B lenfositler, fazla miktarda IgA vahd az miktarda IgM Ureten

immun sistem hicreleridir (Bachmann ve Hess 1983).

Bovine Rotavirus enfeksiyonu, aktif gigiklik gelismeden 6nce yenigan
buzg yasaminin genellikle ilk birka¢ haftasini etkiler. Yidogan hayvanlarin
sutten kesilme zamani ve kolostrum alip almadikkmfeksiyonun seyrini etkileyen
onemli faktorler arasinda yer almaktadir. Bu amadialostrum vasitasiyla
yenidazan buzgiya aktarilan pasif maternal antikorlar, hagalikontrol acisindan
Onemlidir (Burgu 1988).

Postnatal donemde sutteki antikor titresi 3-7 giiimde hizla azalmakta, buna
bagll olarak buzgilarda enfeksiyon riski hizla artmaktadir (Snodgras ark 1980).
Mebus ve ark (1973)’na gbére, gebe ineklerilammasi ile sitteki antikor
sekresyonunun miktarini ve suresini uzatarak enfekan insidensini azaltmak
mumkundir. Buzalar, postnatal donemin 8. haftasina kadar hastaliiksek
duyarlihk gostermektedir (Saif ve ark 1994, Koha&a Tsunemitsu 2000). Buna

gore, aktif immunitenin galmesiyle enfeksiyona ksarduyarlilik azalmaktadir.

Yetiskin sigirlar ve danalar gkl gorilmelerine rgmen virus sacabilirler.
Kan dolgiminda BRV antikoru bulunmasi reenfeksiyona skarkorunma
sglamamaktadir (Snodgrass ve Wells 1978, Woode va@rk). Dgumdan hemen
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sonra enfekte olan bugzdarin virulent olan saha slarina kagi aktif immunizasyonu
neredeyse hemen hemen imkansizdir. Yemadtarda kolostrum ya da sit ile
bagirsak Iimenine alinan maternal antikorlar, BRV &sifgonu icin pasif bir
korunma sglar (Bridger ve Woode 1975, Snodgrass ve Wells 18&ser ve ark
1988). Bu nedenle bugdardaki kolostral antikor seviyelerinin yukseltigsi
amaclyla gebelerin sdanmasi yoluyla buzalara yapilan pasif transfer ile
koruyuculuk yukseltilir. B@irsaktaki kolostral antikorlarin da saha virusunu

notralize edebilegg ve hastalgi dnleyebilecgi varsaylimaktadir (Lee ve ark 2000).

Yenidasan buzgilarin aktif immunizasyonu, BRV enfeksiyonu igin
muhtemel bir yaklam olarak dgerlendirilmis olup, doku kiltirinde hazirlanan
attentie rotavirus sdarinin sahadaki sonuglarinin tamall olduysu belirtilmistir
(Thurber ve ark 1977). Bu nedenle alternatif biklgam olarak allama ile
annelerde antikor ojumunun sglanmasi ve dgal enfeksiyonlarda oldiu gibi pasif
immunite ile yenidganlarin enfeksiyona kgr korunmasi dgiinuimdtar ve bu

amagcla hazirlanan ticargiéar sahaya sunulngtur.

Bovine Rotavirus’a ait VP4 ve VP7 proteinlerine #adeneysel olarak
olusturulan serum notralizan antikorlarin ve mukozatikamlarin enfeksiyona kar
korumada etkili oldgu Holland (1990) tarafindan bildirilrgtir.

Saif ve ark (1983) 3 farkli deneysel gruba ayriléh adet gebe ige ait
kolostrum oOrneklerini toplayarak, sia ve &isiz ineklere ait kolostrum alan
buzailardaki pasif baisiklik dizeyini aratirmiglardir. Bu argtirmaya (1983) gore,
birinci grup ineklere kas i¢i ve meme ici yol ildjavanth Ohio Tarim Argtirmalari
ve Gelstirme Merkezi modifiye canli rotavirussigi, ikinci grup ineklere kas igi
ticari modifiye canli rota-coronavirussial uygulanmy ve dglncu grup ineklere
inokulasyon yapilmayarak kontrol grubu olarak bilrakslardir. Bu deneysel
gruplardan ayri ayri toplanan kolostrumlar, dahaedkolostrum almargive serum
antikoru yonidnden negatif olan 28 adet yegaio erkek Holstein bugain
beslenmesinde kullanilgtir. Bunlardan 8 tanesine kolostrum verilmgini Daha
sonra oral yolla virulent BRV verilerek diyare giurulmustur ve dski drnekleri
rotavirus sacilimi yoninden ELISA ile gixlendirilmistir. Bu argtirmanin (1983)
sonucuna gore, kolostrum verilmeyen 8 adet puizadiyare ve beraberindeskli ile

rotavirus sacilimi tespit edilmive bu grupta uzun sdreli olarak kalici hastalik

42



durumu goralmétdr. Birinci grup ineklerden elde edilen kolostrygiinltik besinleri
ile birlikte %1 oraninda) ile beslenen 8 adet e hem rotavirusa Ig& olarak

sekillenen diyareden hem de virus sacilimindan kaugua tespit edilmgtir.

Buzazilardaki BRV enfeksiyonu ile ilgili ggtli arastirmalarda (Woode ve ark
1975, Woode 1978, Woode ve Crouch 1978), rotawenisksiyonuna kar meydana
gelen serum antikor duzeylerindeki gty hayvanlarda gelen direncin bir
gostergesi olmagdi belirtilmistir. Bu argtirmalara ait sonuclara gore, yalnizca ¢ok
yuksek antikor titresine wddigi zaman serumdaki antikorlarin geesak limenine

gectigi bildirilmi stir.

Kohara ve Tsunemitsu (2000) maternal serum an@konn dgal BRV
enfeksiyonu sonucundasekillenen diyareye kar koruyuculuk dizeyinin
arggtirlimasi amaciyla, Japonya’nin Hokkaido bdlgesindalunan bir giir
ciftligindeki 2 gunluk buzalar ile gercekligtirdikleri arstirmada, 168 adet
yenidggan buzgiyr annelerinden ayirarak gal yolla beslenslerdir. Bu
argtirmanin (2000) sonucunda, 135 adet uda (%80,4) dgumdan itibaren 14
gin sonra dgal BRV enfeksiyonu sonucunda diyare gorigtiid ve 33 adet
buzgzida dggumdan sonraki 1 ay boyunca diyare gorulmedildirilmi stir. Kohara
ve Tsunemitsu (2000)'ya gore,gsl serumundaki virus notralizan antikor titresi,
BRV’ye karl korumada belirleyici bir rol oynamaktadir. Bundreg, 14 ginlik BRV
enfeksiyonuna k@ diyare semptomu goOsteren bgdara ait serum nétralizan
antikor titreleri, diyare olmayan bugzdarin titrelerine gore 6nemli Ol¢clide gik
seviyede belirlenngtir (Kohara ve Tsunemitsu 2000).

Alkan ve ark (2004) yenid@mn buzgilarin BRV ve BCV enfeksiyonlarindan
korunmada @ etkinliginin argtirilmasi amaciyla yapmiolduklari bir argtirmada,
ticari bir g ile asilanan sgirlarda BRV ve BCV spesifik @sikligin dizeyi ile
yenidazanlarin  enfeksiyonunda pasif @dakhgin rolind incelenylerdir.
Arastirmacilar (2004), ali ve &I uygulanmany gruplarda bulunan annelerden
dogan buzgilarin enfeksiyona maruz kalma oranlar ve klinteksiyon oranlarini
kargilastirmali olarak ele almlardir. Bu amacla egkin sigirlar ve buzgilardan
sgilanan dgki ve serum Orneklerinde enfeksiyon etkeni ve amtikvarlig

aragtinimistir.  Arastirmacilar (2004), enfeksiyona maruz kalma oranisgl
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uygulanan annelerden gln buzgilarda %30 olarak belirlerkenglauygulanmayan
annelerden dgan buzgilarda %54,5 olarak saptagtardir.

Snodgrass ve ark (1980) kolostrumdaki BRV antikibreginin 3-7 gln
icerisinde hizla azalgini ve buna bgi olarak da buzalarda enfeksiyon riskinin
hizla arttgini bildirmislerdir. Bunun yaninda kanda BRV antikoru bulunmasin
reenfeksiyonlara kar koruma sglayamadgl ve genc¢ hayvanlarin enfeksiyona daha
duyarli olduklari daha 6nce yapilan galalarda (Snodgrass ve ark 1978, Woode ve
ark 1975) belirtilmg olup, 8 haftalga kadar olan buzalarin klinik tablo ile seyreden
enfeksiyona kar ne kadar acik olduklari daha sonra yapilansigallar (Saif ve ark
1994, Kohara ve Tsunemitsu 2000) ile desteklgtimi

Sahna (2002) 385 adet gkin sgira ve buzalarina ait kan ve st
serumlarinda rotavirus spesifik nétralizan antiari aratiriimasi amaciyla yapmi
oldugu serolojik bir ¢caymada, kolostrum ve sutteki antikor titrelerinin gde
sonrasi 3. gun ve sonrasinda Oonemli dizeyde azaliieaduzailardaki BRV
enfeksiyon tespiti zamani arasinda bir korrelasglmlugunu vurgulamgtir. Tan ve
ark (2007)’'na gore, Ulkemizde gkin sigirlarda tespit edilen yiksek rotavirus antikor
seropozitifigine rggmen, yenidgan hayvanlardaki diik seropozitiflik orani ve
disUk antikor titreleri, kolostrum yoluyla anneden yaya nakledilen antikorlarin

cok yetersiz oldgunun ve uzun sire korumagtayamadginin bir gostergesidir.

Yavru ve ark (2008) 1-6 aylik diyare semptomlu ulza ve annelerine ait
serum ve dki Orneklerini ticari olarak gganan indirekt ve direkt ELISA ile test
etmisler, bu buzgilara ait 190 adet ve 2 gy Uzerindeki annelerine ait 184 adet kan
serumu Orn@ Uzerinde cakan aratirmacilar (2008), rotavirus vagh bakimindan
164 adet @ur ve bunlara ait 144 adet byzda seropozitiflik tespit etrglierdir. Buna
gore, 6 ya ve Ustl annelerde rotavirus antikor dizeyi en glkikseviyede (%32,33)
iken, 2-3 ya arasindaki annelerde ensdid seviyede (%10,18) tespit ediktir. 5-6
aylik erkek buzgularda antikor dizeyi en yiksek seviyede, 3-4 aytlii

buzailardaki antikor seviyesi ise englik seviyede tespit edilstir.
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1.13. Koruma ve Kontrol

Rotavirus enfeksiyonu sirasingiekillenen diyare tablosu sonucundakdile
cok fazla miktardaki virus etrafa sacilabilmektedikyrica etkenin di ortam
sartlarina  kagi direncli olmasi da hastgin kontrolinl zorlgtirmaktadir.
Enfeksiyonun kontrol edilmesinde, hayvanlarin bdufu cevresartlarina ve hijyen

kosullarinin uygun olmasina énem verilmesi gerekmekiétstes ve Cohen 1989).

Ulkemizde BRV enfeksiyon vag ile ilgili arastirmalarda (Yazici 1992,
Alkan ve ark 1999, Burgu ve ark 1995, Burgu ve H9R9, Cabalar ve ark 2001, Tan
ve ark 2007) BRV var§i tespit edilen gircilik isletmelerinde yapilan gézlemler ile
bakim sartlarinin enfeksiyondan korunmadaki 6nemi vurgoighr. Tan ve ark
(2007)'nin yaptiklari argirmada siir rotavirus bulgusu rastlanilarsletmelerin
kapali sletmeler oldgu, hayvanlarin birbirine ¢ok yakin olarak bakilipstendgi
gozlemlenmy ve bu gletmelerde BRV enfeksiyonuna karkorunma tedbirleri
uygulanmadii gorulmistir. Sonuc olarak, 6zellikle enfeksiyona acik segatif
hayvanlar ile daha duyarli olan gen¢ hayvanlarai kajyyen ve aillama gibi koruma
ve kontrol ©Onlemlerinin uygulanmasisletmelerde hastala bali ekonomik
kayiplarin 6niine gegcilebilmesi acisindan 6nem kazktadir. Ozellikle glama ile
surt icerisindeki subklinik enfekte hayvanlardaninikl enfeksiyona duyarh
hayvanlara bukama 6nlenebilir. Boylece sutteki antikor sekresyamumiktar ve
suresi uzatilabilir (Mebus ve ark 1973).

Bovine Rotavirus’a kar spesifik antikor tgyan sgirlar, kolostrum ve sitleri
ile aktardiklari antikorlar aracghyla yenidg@an buzgilarin enfeksiyondan
korunmasinda 6énemli bir rol oynamaktadirlar (Alkea ark 2004). Dgal enfekte
annelerden dgan buzgilara aktarilan antikor titresi, annenin enfeksiygecirme
zamani ve antijenik uyarimin seviyesi gibi faktéelgore dgisiklik gostermektedir.
Ayrica dagal enfekte egkin sggirlarda genellikle serum antikor dizeyinin ¢ok
yuksek olmadil ve dolayisiyla sut ve kolostrum vasitasi ile gepan hayvanlarin
enfeksiyondan korunmalarindagemlukla yetersiz kalga belirtiimistir (Wieda ve
ark 1987, Kohara ve Tsunemitsu 2008ahna 2002). Bu nedenle yeni@dm
buzailarin BRV enfeksiyonundan korunmasinda;sken sigirlarin gebelgin gec
donemlerinde @lanmasi yoluyla annelerde yiksek antikor titresialde edilmesi,
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yenidgzganlarda maternal antikorlar yoluyla enfeksiyonaskagtkin korunmanin
sglanmasi ve yenidganlarin ticari alar ile allanmasinin 6nemli oldiu
bildirilmi stir (Snodgrass ve ark 1980, Snodgrass 1982, Kolaraark 1997,
Fernandez ve ark 1998, Kim ve ark 2002).

Yenidazan buzgilarin modifiye canli rotavirus iceren orailar ile aktif
immunizasyonlarinin  gercelglirilebilecegi de ileri  surdlmektedir. Ancak,
buzagilarin oral allanmasi ile olgan etkinin, kolostrumda bulunan spesifik
antikorlar tarafindan engellergi bilinmektedir. Kolostrum bariyeri olarak da
adlandirllan bu etki, oralsdarin saha kgullarinda neden yetersiz kagani da
aciklamaktadir. Enterik bir viral enfeksiyona kabagirsak ici antikor yaniti olarak
IgM ve IgA antikorlarinin dretimi gerceldarilir. Fakat kolostrum yolu ile virusa
karsi spesifik antikorlarin alinmasi ile $asak i¢ci bu antikor yanitinda azalma
oldugu gorulmektedir. Bu nedenlerden dolayl enfeksiyonendemik olarak
goruldigt surulerde kolostrum yolu ile yuksek miktarda sieu spesifik antikor
alabilen buzgilarin oral yol ile alanmasinin gereksiz olgu bildirilmistir
(Radostits ve ark 2007).

Freitag ve ark (1984) Mebus ve arkgldanin 1976 yilinda atteniie rotavirus-
coronavirus glarini 6-7 saatlik buzalara uygulayarak gercekférdikleri deneysel
calismalar sonucunda, hayvanlarda hagtalisemptomlarinin olmadginin ortaya
konuldysunu bildirmglerdir.

Ticari olarak sglanan modifiye canli ya da inaktif BRV ve BC\ilarinin,
gebe inekler tzerinde etkili olgu ve spesifik kolostral antikor seviyesi arttirdir
buzailarin pasif immunizasyonu sonucunda enfeksiyorrai kamrumada 6nemli rol
oynadgl bilinmektedir. Gebe hayvanlarirsianmasi rotavirus yoninden ghili
buzgilar elde edilmesinde gerekli olan profilaktik binlemdir (Freitag ve ark
1984). Dgumdan sonra yuksek seviyede olan kolostral antdesiyesinde 24-48
saat sonra bir dias gozlendgi bildirilmi stir (Radostits ve ark 2007).

Buzazilarin enfeksiyona kar korunmalarini sgamak amaciyla en ¢ok
duyarlihk gosterdikleri bilinen durum, gamdan sonraki 10 gin ile 3 haftalik sire

boyunca allama ile antikor seviyesi yukseltilgjiiolan annelere ait kolostrumu
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almalari Onerilmektedir. Daumdan 3 gun sonra sutteki rotavirus antikorlarinin

seviyesinde bir dyils goruldigu bilinmektedir (Radostits ve ark 2007).

Turkiye'de ve farkl Ulkelerde yapilan seroepideatojik calismalar (Garcia-
Sanchez ve ark 1993, Burgu ve ark 1995, Koharark€el@97), erkin sigirlarda
BRV ile subklinik enfeksiyon oraninin oldukca yukseldugunu ve dolayisiyla

eriskin sgirlarin degisik dizeylerde basik bulundigunu ortaya koymgiur.

Freitag ve ark (1984) Hudson ve arkgdanin 1981 yilinda rotavirus-
coronavirus glarl ile 6000 adet inek Uzerinde yapmolduklar deneysel bir
calsmada, allanmamg ineklerin buzgilarinda %21 dizeyinde mortalite, %11
dizeyinde morbidite bulduklarinigianmsg gebe ineklerin buzalarinda ise %0,04
dizeyinde mortalite ve %3 dizeyinde morbidite arani bulundgunu
bildirmislerdir. Freitag ve ark (1984) rotavirus-coronaviigeherichia coli K99
kombine atteniiesdarini gebe hayvanlara uygulagtar ve gilanmamg hayvanlarin
buzailarinda allanmadan 6nce %50’nin Gzerinde olan mortalite pnagilamadan
sonra %5-6'ya kadar qurmeyi baarmslardir. Aratirmacilar (1984), bu smnin

buzagilara uygulanmasi sonucunda dadrdi sonuclar aldiklarini bildirngierdir.

Cesitli arastirmacilar (Bridger ve Woode 1975, Snodgrass ve EIBO0)
tarafindan hazirlanan farkli immunizasyon teknikiex BRV enfeksiyonuna kar
koruma sglanabilmgtir. Snodgrass ve ark (198031 ahazirlanmasi amaciyla doku
kiltiriine adaptasyonu@anms olan buzgi rotavirusunu Bridger ve Woode (1975)
tarafindan bildirilen ydnteme uygun olarak kullaglandir. Aratirmacilar
(Snodgrass ve ark 1980), ayrica Theil ve ark (1'8978) bildirdigi metodu
uygulayarak virus'u tripsin ile muamele etfer ve sgir embriyo bébrek hicrelerine
idame vasatina tripsin ilavesi ile virus ekiminirgeklestirmislerdir. Arastirmacilar
(1980), ilk ve ikinci aillamalarda, rotavirus’a ait altinci ve dokuzuncwreikultiri
pasajlarini, sirasiyla ¥ DKIDsyml ve 10°® DKIDsyml titrelerinde
kullanmslardir. Buna gére virus bir gece boyunca®@@e %0.5 formaldehit ile
inaktive edilmgtir. Esit hacimde buza rotavirus’u ve tamamlanmamiFreund
adjuvant! ile hazirlanan emdulsiyon, boyun bolgeskas ici enjeksiyon yolu ile
enjekte edilmi ve ayrica bobrek hicre kiltirine hazirlanan placafp kontrol

grubuna uygulanmtir. Sonug olarak bu yontem ile hazirlanaman yenid@anlarin
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enfeksiyondan korunmasinda, morbidite ve mortalitalarinin azaltiimasinda etkili

sonugclar verdii aragstirmacilar tarafindan (1980) bildirilstir.

Besser ve ark (1988) MA104 hicre kulturiine trigkamesi ile adaptasyonu
sglanan sgir rotavirusunu (Lincoln NCDV sw) 5-10 gunlik 24 adet buzga
enjekte ederek, immunizasyon ©ncesi ve sonrasinsera ince bgirsgia ait
notralizan rotavirus antikor @erlerinin  kasllastirilmasi  sonucunda, pasif
immunizasyonun  buzgari rotavirus enfeksiyonuna kar koruyabildii
belirtiimiglerdir.

Kohara ve ark (1997) bugdamadan 6-11 hafta énce grup A BRV'ye §ar
asllanan annelerden gan buzgilarda, dgumdan 3-4 hafta sonraki serum antikor
dizeyinin kontrol grubuna ait ineklerden gam buzgilara gore daha yiksek
seviyede oldgunu bildirmglerdir. Asillanan annelerde artan kolostrum ve serum
antikor duzeylerinin, buzalarin BRV enfeksiyonuna kgrpasif immunizasyonunda
etkili oldugu gorulmigttr. Asili annelerden dgan buzgilardaki serum antikor titresi,
G6 serotipine ait BRV enfeksiyonundan korumadagumadan sonraki 3 hafta
suresince etkili olmakla birlikte, bazi b@ziarda BRV ile ilskili diyare varlgi
gorulmdstar. Kohara ve ark (1997) BRV enfeksiyonundan komada kolostrum ve
sut yolu ile alinan antikorlarin serum antikorl@an daha etkili oldgunu

belirtmislerdir.

Insan ve hayvan grup A rotavirus sk arasindaki antijenik ki,
rotaviruslara ait zoonotik bir potansiyelin vgrhi disindiurmektedir. Rotaviruslar
arasindaki serotip farkliliklari Gzerindeki sahdigaalarinin daha etkili birsdama
programinin olgturulmasina katki gayaca& disunulmektedir (Martella ve ark
2009).

Cesitli arastirmacilarin (Lopez ve ark 1988, Blowey 1993, Gat$anchez ve
ark 1993, Sivula ve ark 1996, Donoven ve ark 199&cia ve ark 2000, French ve
ark 2001) cakmalarinda hayvanciliksletmelerinde BRV enfeksiyonuna kar
uygulanabilecek g&li koruma yontemleri ve alinmasi gerekli olan baedbirler
belirtiimistir. Buna gore, hayvanlarin tard, irki, sayisi, leesie amaci, verim
Ozellikleri ve dgerleri, yaa gore hayvanlarin gruplandiriimasi, striyaddan yeni

katilan hayvan sayisi ve tarihi, son yillarda hajaan gecirdgi hastaliklar ve
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tedaviler, parazit mucadelesi vglamalar kayit edilebilir. Hayvanlarin barinmas il
ilgili olarak, ahir sayisi, ahir tirt, bayukii, kullanilan yataklik tirt, temizleme
sikligl, dezenfeksiyon sikdl, havalandirma imkanlari ve ahirda barindirilagedi
hayvanlar géz 6ntunde bulundurulmahdir. Hayvanldraslenmesi ile ilgili olarak;
verilen yemin tipi, yemlerin temin edilgli kaynaklar, yemlerin depolanmartlari ve
icme suyu kaynaklari kontrol edilmelidir (Lopez &k 1988, Donoven ve ark 1998,
Garcia ve ark 2000).

Bovine Rotavirus enfeksiyonunun o6zellikle skzangic dénemlerinde, sk
orneklerindeki antijen miktarinin yetersgihhden dolayr ELISA haricindeki ger
teshis metotlarinda duyarlgin disiik olmasi nedeniyle viral antijen tespiti sinirli
kalabilmektedir. Etkenin hiicre kilttirine adaptasgdgligt bilinmekte olup, hiicre
kalturinde virus izolasyonu rotavirusun cabukhtsinde tercih edilmemektedir.
BRYV teshisine yonelik olarak uygulanan metotlarin ¢cok semsitivite (duyarlilik) ve
spesifisite (6zgullik) oranlari bakimindan tanicged tgimaktadir. Pek c¢ok viral
antijenin tespit edilmesine olanakgtsyan ELISA, BRV enfeksiyonunun cabuk
teshisi amaciyla kullanilan bir test telgir ve WHO tarafindan standart bir metot

olarak kabul gérmektedir.

Virolojik tanit amach kullanilan virus izolasyone werolojik testlerden sonug
alindginda, viral enfeksiyonu @ainlukla klinik seyrini tamamlargiya da iyileme
evresine girmitir (Durmaz 2001). Bu nedenle lokal bir enfeksiy@onucunda akut
seyirli bir hastalik tablosu ile @rlarda sekillenen diyareye g olarak dski ile
yuksek miktarlarda etrafa sacilan, bute kabiliyeti yiksek BRV etkeninin ELISA
gibi hizli ve duyarh bir tghis metodu ile en kisa surede tanimlanmasi 6nemlidi

Ulkemizde veteriner sahada kullanilan ve yiiksek tandaki 6deneklerle
yurtdisindan ithal edilmekte olan BRV enfeksiyonunaglbassitli tani kitlerinin
temininde dga ba&imhligin azaltilmasi olduk¢a 6nemli bir unsurdur. Bu néée
BRV etkeninin tanisinda ekonomik, hizli ve etkdint yontemlerinin kullaniimasi
gereklidir. Buzgilarda rotavirus enfeksiyonu suresi boyunca antittky ve sivi
tedavisi ile desteklenen uzun tedavi suresi klagdk, mortalite ve morbidite

oranlari azaltildiinda tlkemiz ekonomisine oldukca 6nemli bir katglanabilir.
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Bu calsmada BRV tghis kitine alternatif olarak galiriilen BRV ELISA
teshis metotlarinin, tlkemizdeki BRV etkenininslési amaciyla uygulanmakta olan
ithal ELISA sistemleri ile kaulastirilarak deerlendiriimesi amaclandi. Veteriner
sahada ve BRV ghisi amaciyla ticari ELISA sistemlerinin kullanifgli virolojik
teshis laboratuvarlarinda yerel BRV garina 6zgin ve duyarli ELISA deis

kitlerinin kullanilabilmesi 6nemli bir gelme olarak gortlmektedir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Virus

Arastirmada, deney hayvanlarinin bovine rotavirus (BR&)mmunizasyonu
ve ELISA sistemlerinde kullanmak amaciyla pozitinkrol antijeninin elde edilmesi
icin Pendik Veteriner Kontrol Agairma Enstitisi’nden g&anan buzg diskisindan
elde edilen BRV saha izolati (Pendik BRV izolatyg A, G10, P11) ve BRV'nin
B223 referens su (Grup A, serotip 7, G10, P11) kullanildi.

2.1.2. Hiucre Kultlri

Bovine Rotavirus B223 su ve Pendik BRV saha izolatinin gatiimasi,
titrasyonu veserum notralizasyon testisamalarinda Ankargap Enstitisi’'nden
temin edilen MA104/An1 devamli hiicre kalttrt kulikin.

2.1.3. Hiucre Cgaltma Vasati

MAZ104 hicre kultarinin g@ltilmasi amaciyla hicre galtma vasati olarak
%10 fotal dana serumu (Biological Industries, 0Z-Q@,, Israel) iceren antibiyotik-
antimikotik (10 000 IU/ml penicilline, 10 mg/ml sgptomisin, 0,025mg/ml
amphotericin B, Biological Industries, Israel) k&tbbulbecco’s Minumum Essential
Medium (DMEM, Biological Industries, Israel) kulldd.

2.1.4. Pankreatin Solisyonu
Bovine Rotavirus B223 su ve Pendik BRV izolatinin MA104 hicre

kultirine adaptasyonu ve enfektivitesinin arttiaém amaciyla DMEM igerisine
pankreatin (Merck, F1481230 735, Germany) ilavédedi
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2.1.5. Solusyonlarin Hazirlanmasinda Kullanilan Kinyasal Maddeler

ELISA ve Dot-ELISA sistemlerinin ¢#li asamalarinda kullanilan
sulandirma soliisyonu, yikama solisyonlari, PBS ugerdtampon cozeltilerin
hazirlanmasinda gerekli olan kimyasallar, Selgukivehsitesi (SU) Veteriner
Fakdlltesi Viroloji Anabilim dali (ABD) laboratuvarda hazirlandi. Virus
suspansiyonlarinin polietilen glikol (PEG-6000) Kensantre edilmesisamasinda
elde edilen ¢okuntindn sulandiriimasi icin, PBSTES buffer kullanildi. PBS
hazirlamak amaciyla NaCl (Merck, K29042800, GermaK¢Z| (Merck, TA838035,
Germany), NgHPQO,-7H,O (disodyum hidrojen fosfat heptahydrate, Sigmd, 4438,
USA), KH,PO, (potasyum dihidrojen fosfat, Sigma, P5655, USA)jeuldi. TES
buffer hazirlamak amaciyla 0,01 M Tris (hydroxynygth aminomethane
hydrochloride (Tris-HCL, Merck, 108219, Germany), ,0@ M
Ethylenediaminetetraacetic Acid Trisodium Salt () Merck, 324506, Germany)
ve 0,15 M NaCl kullanildi. Poliklonal ve monoklonahtikorlarin sulandiriimasi
amaciyla kullanilan kaplama buffer hazirlamak ichgCOs; (Merck, A773998,
Germany), NaHC®@ (Merck, K2625823, Germany) kullanildi. Yikama syldnu
hazirlamak amaciyla Tris (Merck, K2239987, GermanMaCl ve Tween-20
(polyethylene glycol sorbitan monolaurate, Merck5805, Germany) kullanildi.
Antijen, dski 6rnekleri ve konjugatin sulandiriimasinda vekldma amaciyla distile
su ile %1 oraninda sulandirilarak hazirlanan boweeim albumin (BSA, Sigma,
A703050-G, USA) icerisindeki 0,01 M Tris ve 0,15 N&CI kullanildi. Dot-ELISA
sisteminde bloklama solisyonu olarak distile su %8 oraninda sulandirilarak
hazirlanan ygsiz sut tozu (endustriyel) icerisindeki 0,01 M Tws 0,15 M NaCl
kullanildi. ELISA sisteminde substrat olarak mikeye 6zel 3, 3, 5, 5'-
Tetramethylbenzidine (TMB, Sigma, T4444, USA), [EdtISA sisteminde substrat
olarak membrana 6zel, 3, 5, 5- Tetramethylbeneid{Sigma, TO0565, USA)
kullanildi. Stop solisyonu olarak8O, (Merck, K29655613, Germany) kullanildi.

2.1.6. Polyethylene glycol (PEG)
ELISA ve Dot-ELISA sisteminde PEG ile konsantrelediBRY B223 sgu

ve Pendik BRYV izolatina ait hicre kilturt superndgan kullanildi. Bu amagla ticari
PEG (PEG-6000, Merck, 8.07491.1000, Germany) kudan
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2.1.7. Protein Konsantrasyon Tespit Kiti

Cogaltilan viruslara ait hicre kilturd supernatantiari PEG ile konsantre
edilmeleri sonucunda protein miktarlarinin belinesi amaciyla, S.U. Veteriner
Fakultesi Biyokimya Anabilim Dal’'ndan temin edild¢otal protein konsantrasyon
belirleme kiti (Cromatest total protein tespit kitinear Chemicals, 11934Xc, Spain)
kullanildr.

2.1.8. Deneme Hayvanlari

Enzyme Linked Immunosorbent Assay ve Dot-ELISA esiderinde
kullanilan antiserumun eldesinde, S.U. Deneysel Ampstirma ve Uygulama
Merkezi'nden temin edilen 4 adetsdi Yeni Zelanda irki tayan kullanildi.
Arastirmada kullanilan tayanlar igin etik kurallara uygunluk esasi dikkatenatak
2009/001 karar sayili, 29.01.2009 tarihli Selcukversitesi Veteriner Fakiiltesi Etik
Kurul (SUVFEK) toplantisi sonucunda projeye onayilde Tavsanlarin beslenmesi
amaclyla, taze su ve pelet yem (Damizlikséav yemi, Optima Besin Maddeleri
Sanayi ve Ticaret A.) kullanildi.

2.1.9. Deney Hayvanimmunizasyonunda Kullanilan Adjuvantlar

Immunizasyonsiemlerindeki farkhliklar nedeniyle 2erli iki gruba ayrilan
tawanlardan 2. gruba ait hayvanlarin immunizasyonumdaaund’'un tam (Sigma,
F5881, USA) ve tam olmayan adjuvanlari (Sigma, B5R5A) kullanildi (EK B).

2.1.10. Amonyum Siilfat

Bovine Rotavirus B223 su ve Pendik BRV izolatina 6zgi antiserum
icerigindeki poliklonal antikorlarin konsantre edilmesnaciyla amonyum silfat
(Sigma, A2939, USA) ile hazirlanan ¢ozelti kullanil
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2.1.11. Diyaliz Materyali

Elde edilen antiserumun amonyum sulfattan arimdash icin gerceklgirilen
diyaliz isleminde ticari olarak elde edilen steril diyalizriasi (25 mm, Sigma,
D6191, USA) kullanildi.

2.1.12. Anti-BRV Poliklonal Antikoru

iki farkli immunizasyon slemi sonunda elde edilen kan serumu 6rneklerine
uygulanan amonyum sulfat ile ¢oktirme metodu vealdiyislemi sonrasinda, BRV
B223 syu ve Pendik BRV izolatina 6zgu anti-BRV poliklorzadtikorlari elde edildi.

2.1.13. ELISA ve Dot-ELISA Sisteminde Kullanilan Mderyaller

ELISA ve Dot-ELISA kati faz materyali

Enzyme Linked Immunosorbent Assay sisteminde BRZ3&su ve Pendik
BRV izolatina kagi SU Viroloji ABD laboratuvarinda hazirlanan antRB
poliklonal antikora ve ticari olarak elde edilen mo&lonal antikora ait optimizasyon
asamasinda ve gki Ornekleri ile test smmasinda 96 go6zlu, diz tabanl,
antijen/antikor tutuculgu yuksek 6zel mikropleytler (Greiner, Bio-one, 66%0
Germany) kullanildi. Dot-ELISA sisteminde ise BRV2B sgu, Pendik BRV
izolati, anti-BRV poliklonal antikoru ve monoklonantikora ait optimizasyon
asamasinda ve gki Ornekleri ile test gamasinda kati faz olarak 0,45 pm’lik

nitroselliléz membran adi (Sartorius, 11106-142-G, Germany) kullanildi.
Konjugat
ELISA ve Dot-ELISA sistemlerine ait optimizasyogaaalarinda sekonder

antikor olarak, rotavirusa 6zgu HRPgaietli goat anti-bovine rotavirus konjugati
(ViroStat, 0504, USA) kullanildi.
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Monoklonal antikor

Arastirmada mikropleyt ve nitroseliloz membranlarin lkamasinda
tawanlardan elde edilen poliklonal antikorlarin yarandkasilastirma amach
monoklonal antikorlarla da ELISA ve Dot-ELISA sisteeri gelktirildi. Bu
sistemlerde, optimal antijen miktarinin belirlenmee dgki 6rneklerinde BRV
antijen varlginin tespiti amaciyla kullanilan anti-rotavirus mé&tonal antikoru
(Mab rotavirus from ascites, anti-major iner cagsidtein VP6 antibody, clone 2B4,
Abcam, ab43808, Portland, USA) uretici firmadaniteedildi.

Diski 6rnekleri

Enzyme Linked Immunosorbent Assay, Dot-ELISA veatic ELISA
sistemlerinde BRV antijen vagh yoniinden test edilecek séi ornekleri, S.U.
Veteriner Fakiltesiic Hastaliklari Anabilim Dali Klingi'ne getirilen ve diyare
belirtisi gosteren 1 wyaaltindaki 100 adet bugedan elde edildi. Bkl 6rnekleri,
onceden numaralandirilan, steril materyal toplanapldcina (Isolab, Germany)
aktarilarak laboratuvara nakli @andi. Elde edilen bu gki 6rnekleri, kuguk
hacimlerdeki steril ependorf tiiplere (Isolab, Gemg)apaylatirilarak -20C’de

muhafaza edildi.
2.1.14. Ticari ELISA

Arastirmada gelitirilen test sistemlerini kadastirmak amaciyla uretici
firmadan temin edilen ELISA BRYV ghis kiti (Bio-X veterinary diagnostics, Bio
K067, Belgium) kullanildi.

2.1.15. istatistiksel Hesaplamalar

Bu calsmada yapilan hesaplama ve anaklemlerinin tima, 6zgin bir

bilgisayar yazilimi (MinitaB, Minitab Inc, USA) ile gercekigirildi.
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2.2.YOntem

2.2.1. Hicre Kultdrintn Hazirlanmasi

MA104 hucre kulturd azot tankindan cikarilarak 3ye&Cayarlanmg su
banyosunda hizla c¢ozduruldikten sonra, igerisindE) %otal dana serum, %1
antibiyotik-antimikotik (10 000 IU/ml penisilin, 1g/ml streptomisin, 0,025mg/ml
amfoterisin B) bulunan DMEM icerisinde slispansddedie 37°C’de CQli roller
inkiibator (Pendik Veteriner Kontrol Agarma laboratuar) igerisindeki flasklarda
(Cell master, Greiner, Bio-one, T-2702-4, Germangnolayer halde Uretildi. Hicre
kaltara flasklarinin inktbator icerisindeki dénthizi 12 dk’da 1 devir olarak
ayarlandi. Ayrica virus titresinin belirlenmesi veerum nétralizasyon test
asamalarinda kullaniimak Uzere 24 g6zIu hicre kiltgléytlerinde (Corning inc,
Costar, 3524, USA), 37°C’de GO etuvde, MA104 hicre kaltiri monolayer olarak

uretildi.

2.2.2. Viruslarin Hucre Kultiriine Adaptasyonu ve C@altiimasi

Arastirmada kullanilan BRV B223 su ve Pendik BRV izolatinin
cogaltiimasi amaciyla roller inkibator icerisindekiagklarda monolayer halde
cogaltilan MA104 devamh hicre kultirine viruslarinirek gergeklatirildi. Bu
amacla hicre kuoltart flasklarinda %80-90 oranindanefayer halde Uretilen
hiicrelerin idame vasatlar dokuldikten sonra, hiréeyi phosphate buffer saline-
minus (PBS-M) ile 3 kez yikandicerikleri dokuldikten sonra flasklardan birine
adsorbsiyona [ ekim tekngi ile 1 ml BRV B223 suu, bir diger flaska ise 1 ml
Pendik BRV izolati inokule edildi. Adsorbsiyon amda etiivde 3%C'de 1 saat
bekletilen virus ekilmi hucre kultirlerine %1 antibiyotik ve antimikotilcaren
serumsuz DMEM icerisine distile su ile %0,1 oramnd0 pg/ml) saf pankreatin
sollsyonu ilave edilerek hazirlanan viruggldma vasati ilave edildi. Virus ekilen
hiicre kiltiirleri, 3%C’de CQli etiivde inkiibasyona birakildi. Virus galtiimasi,
hicre kontrolleri ile birlikte yurutuldid. Bu amackyrilan iki adet doku kultirt
flaskina, 1'er ml pankreatin katkii DMEM ilave égfiek 1 saat sireyle %2'de
CO,'li etvde inkiibe edildi. Stire sonunda %21 oranipdakreatin iceren serumsuz

DMEM ilavesi yapilan hiicre kontrol flasklari ¥7de CQ'li etiivde inkiibasyona
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birakildi. Virus ekimi gercekigirilen flasklar, 8-10 gun sureyle belirgin bir CPE
gorilinceye kadar doku kualtiri mikroskobu (OlympDsK, Tokyo, Japan) ile
kontrol edildi. Virus ekimi yapilan htcre kultiriee, her iki gunde bir 10 pl

pankreatin ilavesi gercelglrildi.

Bovine Rotavirus B223 su ve Pendik BRV izolati ekimi yapilan MA104
hiicre kultirinde %90 ve daha fazla oranda karakilerCPE’lerin gorilmesiyle
birlikte hticre kulturti flasklari -2@'lik derin dondurucuya kaldirildi. Flask
icerigindeki intraseluler olan virusun ekstraseltler doaugetiriimesi amaciyla 3 kez
dondurulup 37C'ye ayarli benmaride hizla c¢ozdirilen virus siispamlari
santrifij tuplerine aktarilarak $@'de 3000 rpm’de 30 dk santrifiij edildi. Elde
edilen supernatantlarin tamami mantar agar/kardraagkim ile sterilite kontroll
yapildiktan sonra steril hicre saklama tuplerine mLlik hacimler halinde

paylatirilarak kullanilincaya kadar -80’de muhafaza edildi.

MA104 hicre kilturinde virus ekimi sonrasinda CP&zlgmlenmesini
takiben olgan intrastoplazmik inklizyon cisimcikleri Harris rhatoksilen-eozin

boyama metodu ile belirlendi.
2.2.3. Viruslarin Titrasyonu

Arastirmada kullanilan BRV B223 su ve Pendik BRV izolatinin titresini
(doku kdaltara infektif doz 50-DKIl) tespit etmek amaciyla, Frey ve Liess
(1971)'in bildirdikleri ve Gulyaz ve ark (2005) &frndan modifiye edilen
yontemden yararlanildi. Virus titresinin belirlensheamaciyla, monolayer halde
MA104 hicre kudltart Oretilgi olan 24 go6zIu pleytler kullanildi. Hucrelerin
uretildigi pleyt gozlerindeki vasat icerikleri baltildi ve hiicre ylzeyi pankreatin
katkih DMEM ile 3 kez yikandi. Pankreatin katkMEM (%21 antibiyotik ve
antimikotik iceren serumsuz vasat) ilave edilenyplgozleri virus ekiminden dnce
37°C'ye ayarli %5 CQli etiivde 2-3 saat siire ile muhafaza edildi. BR22B sygu
ve Pendik BRV izolatinin pankreatin katkili DMEMiride logaritma 10 tabanina
(logig) gore 10 kath dilusyonlari hazirlandi. Hazirlandrer bir sulandirma
basamgindan pleytin bir sirasinda bulunan dort gézunée0,inl konuldu. Virus
kontrol amaciyla ayrilan dort géze 0,05 ml pankrtiasterumsuz DMEM ve 0,05 ml
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saf virus konuldu. Hucre kontrol amaciyla ayrilaiged dort goze ise 0,1 ml
serumsuz DMEM konuldu. Titrasyon pleyti, inkilbasyamaciyla 1 saat 8@’lik
CO'li etive kaldinldi. Stre sonunda pleyt gozlerikdeirus sulandirmalari ve
kontrollerin Uizerine 2 ml pankreatinli idame vasdan eklendi. Pleytler, 82'lik
%5 CQli etivde inkiibasyona birakildi. Hlcrelerde meyalagelen virus’a 6zgu
CPE olgumlari 8-10 guin boyunca her gin dizenli olarak dieitiirti mikroskobu
ile kontrol edildi. Belirgin bir CPE okuncaya kadar tim pleyt goézlerine her iki
gunde bir 10 pl pankreatin solisyonu ilave edileli8/ glinin sonunda virus titreleri

Kaerber metodu (Kaerber 1964)'na gore hesaplandi.

2.2.4. PEG-6000 Yontemi ile Viral Proteinlerin Konantre Edilmesi

Arastirmada hicre kualtara flasklarn icerisinde gedtilan ve idame vasati
iceren virus suspansiyonlarinin santrifilj edilmellr elde edilen stpernatantlarin
konsantre edilmesi amaciyla, Mahy ve Kangro (19@6afindan bildirilen PEG-
6000 ¢oktirme yontemi uygulandi.

Polyethylen glikol ile viral proteinlerin ¢cokeltilesi slemi dncesinde, her iki
BRV swuna ait viral sdspansiyonlar derin dondurucudanarg&rak 3 kez
dondurulup ¢6zduruldi ve daha sonra toplam hac®® 18l olan flask icegi, 15 ml
lik santrifij tuplerine doldurularak toplanan virggispansiyonlari santrifij (Sigma,
3K-18, rotor no: 19777-H, USA) icerisine yatigilip 10 000 rpm, +3°C de 20 dk
santrifij edildi. Santriflij sonrasi elde edilen siitantlar bir beher icerisine
dokuldu ve beher buz kovasi icine alinarak manykgikstirict dizengi kuruldu.
Daha sonra final konsantrasyonu %2,3 olagekilde ayarlanan NaCl, beher
icerisine azar azar eklenerek manyetik gtarci tGzerinde dgiik devirde kagtirldi.
PEG-6000 final konsantrasyonu %7 olagakilde ayarlandi. Bu amacla PEG, PBS
icerisinde (1500 ml total virus hacmi icin; 100 BEG: 150 ml PBS ) isitilarak
¢bzduraldu ve erigi PEG’in tamami yavwga bu kagima ilave edildi. Kagimin
bulundwgu beherin lzeri kapatildiktan sonra 1 saatskaasi sglandi ve PEG’in tam
olarak ¢cozilmesi gercelgirildi. Stire sonunda buz banyosu icerisine alibaher
+4°C buzdolabina kaldirilarak 1 giin boyunca bekletiklifarkli virus icin ayri ayr
duzenekler kurularak tamamlanan Blem sonucunda viral proteinlerin ¢okelmesi

salandi. Viral proteinlerin ¢okeltiimesi igin gereldian sire tamamlandiktan sonra,
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santrifljj tiplerine aktarilan viral stispansiyonts®, 000 rpm +3C de 20 dk santrifi]
edilerek gozle gorulur belirgin bir cokintt eldeléd Tekrarlanan santrifijglemleri
sonucunda st kisimda toplanan sividaki PEG’innwaien uzaklgmasi sglandi.
Elde edilen ¢okintl, tartimlar yapilan kimyasata0,01 M Tris-HCL, 0,002 M
EDTA, 0,15 M NacCl) az miktar ultra saf su (pH 8 t6zdurilerek son pH'sI 7,2
olacak sekilde ayarlanmasi ile hazirlanan ve otoklavizeleeek sterilizasyonu
sgilanan 0,5 ml TES buffer ilavesiyle siispanse eddé&sastirildi. Son olarak viral
suspansiyonlar icerisinde bulunan PEG’i uzstkiemak amaciyla, Uzerlerine 1 ml
TES buffer daha ilave edilerek santrifijj tipleraiedi ve 13 000 g'de 28'de 4 dk
sure ile tekrar santriftj edildi. 1,5 ml hacim gmge kadar doldurulan steril
ependorflar, santriftij (Sigma 3-16, rotor no: 1243licerisine yerlgtirilerek, 10
800 rpm de (13 040 xg) 2%’de 4 dk santrifllj edildi. Mahy ve Kangro (1996)
tarafindan belirtilen metot ile elde edilen BRV siimtantlari, kigik hacimlere
bolinerek -88C’de muhafaza edildi. Buslem sonucunda, santrifllj sonrasi elde
edilen izotonik buffer icerisindeki BRV B223 guve Pendik BRV izolatina ait
hicre kadltiri supernatantinin, yafla olarak 100 kat konsantre virus ihtiva
edebilecgi bildirilmi stir (Mahy ve Kangro 1996).

2.2.5. Viral Protein Miktarinin Belirlenmesi

Polyethylen glikol ile viral proteinlerin ¢okeltilesi slemi sonrasinda kismi
olarak saflatiriimis olan virus suspansiyonlarindaki protein miktaatat protein
konsantrasyon kiti ile tespit edildi. Test absobdegerleri, spektrofotometre cihazi
(UV2100/UV-VIS, Shimadzu CPS-260) 540 nm dalga b@yuayarlanarak

belirlendi.

2.2.6. Deney Hayvanlari

Enzyme linked immunosorbent assay ve Dot-ELISAesn¢rinde anti-BRV
poliklonal antikoru olarak kullanilan BRV B223 suma ve Pendik BRV izolatina
0zgu her bir antiserumun elde edilmesi amaciylai Yetanda irkina ait iker adet
tawan kullanildi. Tayanlarin ilk 1 haftalik uyum streci tamamlagidda davrargi
ve genel gorundiitibariyle salikli gortlen taganlarin kulaklar alkolle temizlenip
traslandiktan sonra goruntr hale getirilen kulak vem@an intracet (canul, polymed)
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yardimiyla serum tuplerine kan (10 ml4an) alinarak elde edilen serumlar, 0,45
pum (Sartorius, 16555-K, Germany) ve 0,20 um porlicaggmbran filtrelerden
(Sartorius, 16534-K, Germany) stizuldikten sonrdikagarda sterilite kontrolleri
yapilarak -26C’ye kaldirildi. Hayvanlarin BRV ile immunizasyonl@ncesinde elde
edilen serum Ornekleri, serum notralizasyon tegimasinda “negatif kontrol

serumu” olarak kullanildr.
2.2.7. Deney Hayvanlariniimmunizasyonu

Antiserumun elde edilmesinde, Anand ve ark (20@taftndan bildirilen
yontem modifiye edilerek uygulandi. Gerekligbl kontrolleri yapilarak uyum
sureci tamamlanan 4 adet gam ikiserli gruba ayrildi ve her bir gruba uygulanacak
immunizasyon tek@ ve slreci belirlendi. Taanlardan her biri iyice tespit
edildikten sonra boyun ve sirt bolgesinde belineremjeksiyon yerleri alkol ile

temizlenerek deri altina enjeksiyon yapildi.

Birinci grup tasanlarin immunizasyonunda, bir tana BRV B223 s,
diger tawana Pendik BRV izolatina ait hiicre kiltiri supeanatve PEG ile
konsantre edilen virus suspansiyonlari kullanildkinci grup taganlarin
immunizasyonunda, bir taana BRV B223 squ, diger tawana Pendik BRV
izolatina ait hucre kilttrd supernatanti ile Fréundam ve tam olmayan adjuvanti
esit hacimde kastirildiktan sonra hazirlanan emilsiyon kullanillBK(A., EK B.).
Immunizasyon sonrasi elde edilen serumlar, ELISADg#-ELISA sistemlerinin
optimizasyonu gamalarinda poliklonal antikor (yakalayici antik&gynasi olarak
kullanildi.

BRV B223 referens ssu ile immunizasyon

Bu amagla 1. grup taanlardan bir tanesi, enjeksiyon i¢in hazirlananeehigk
Uzerinde sabitlendi. Steril bir enjektor icerisiaenan BRV B223 stuna ait hicre
kaltard supernatanti (5 ml) tganin dorsalinde belirlenen 5 bdlgeden 1'er ml
hacminde paykdirilarak, 1’er gin arayla 1., 3., 5. glnlerde d#gti yolla verildi, 7.,
15. ve 21. gunlerde ise toplams@ ml daha PEG ile konsantre edilen BRV B223
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swu ile enjeksiyona devam edildi. En son olarak esijgn tarihinden 1 ay sonra
kulak venasindan intracet yardimiyla toplanan karsgaum elde edildi.

ikinci grup tawanlar arasindan secilen bir adetstna ise MA104 hiicre
kaltart ortamina adapte edilerekgedtilan, titresi belirlenmyi BRV B223 sguna ait
hicre kaltart supernatanti (0,5 ml) ile 0,5 ml F@wun tam adjuvanti emdlsiyon
olusturulacaksekilde iyice kargtirilarak hazirlanan antijen soliisyonu enjektededil
Virus suspansiyonuna ait toplam 1 ml’lik kamin dort git hacime (25Ger ul)
bolunerek, tasanin dorsalinde belirlenen dort bolgeden deri ydtla enjeksiyonu
gerceklatirildi. Buna gore, ilk immunizasyonu takiben 1 agnra Freund’'un tam
olmayan adjuvanti ile hazirlanan viral stispansiyenimmunizasyon tekrarlandi.
Immunizasyondan bir hafta sonra fizyolojik tuzlu saliisyonu igerisindeki BRV
B223 syuna ait hicre kultart supernatanti (0,5 ml viru® 1l PBS) kas ici yolla
enjekte edildi. Son enjeksiyondan iki hafta sonmalak venasindanintracet
yardimiyla alinan kandan serum elde edildi. Birmeiikinci grupta yer alan her iki
tawana ait BRV B223 swi ile gerceklatirilen immunizasyon sureci EK. A ve EK.
B’de sematik olarak gosterildi.

Pendik BRV izolati ile immunizasyon

Tawanlarin Pendik BRV izolati ile immunizasyonunda,\BR223 referens

S icin uygulanan metottan yararlanildi (EK. A ve BX.

Her bir tawanin BRV B223 sgu ve Pendik BRV izolati ile immunizasyonu
islemi Oncesinde (negatif serum) ve sonrasinda hdguankulak venalarindan
alinan kanlar, steril santrifilj tliplerine paglaldiktan sonra 3000 devirde 10 dk
santrifilj edildi. Elde edilen serumlar, 0,2 pum’gkjektor filtreden gecirilerek kicuk

hacimler halinde -AC’de saklandi.
2.2.8. Anti-BRV Poliklonal Antikorunun Hazirlanmasi
Immunizasyon sonrasinda BRV B223swe Pendik BRV izolatina 6zgii

serumlarin konsantre edilmesi ve diyalizi sonualdeetdilen anti-BRV poliklonal
antikorlari ELISA ve Dot-ELISA sistemlerinde yakgiel antikor (capture antibody)
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olarak kullanildi. BRV B223 sw ve Pendik BRV izolatina 6zgu her iki antiserum
icerigindeki poliklonal antikorlarin konsantre edilmese \diyalizi gamalarinda

asagida belirtilen yontemler kullanildi.

Amonyum siilfat ¢cokeltme metodu ile poliklonal antilorlarin konsantre edilmesi

Bovine Rotavirus B223 su ve Pendik BRV izolatina 6zgiu antiserum
icerigindeki poliklonal antikorlarin konsantre edilmesinaciyla, Arda ve Ertan
(2004) tarafindan belirtilen doympamonyum stilfat ile ¢oktiirme yontemi kullanildi.
Buna gore, antiserum iceren beherler manyetikskaol tzerindeki buz dolu bir
kabin icine yerlgirildi. %70 doygunluk icin 1 It ¢ozeltiye eklendceamonyum
sulfat miktari belirlendi, havanda iyice toz halirgetiriimis amonyum sulfat
antiserum ihtiva eden beherler icerisine azar alzae edildi. Amonyum silfat
ilavesi bittikten sonra 1 saat boyunca kKanlmaya devam edildi. Antiserumlar farkl
santrifij tiplerine aktarildi ve 10 000 g de 10sdktrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
elde edilen Ust sivilar uzakteildi. Santriftj tiplerinin dip kisminda kalan kgintt,
ile ¢oktirme sonucu poliklonal antikor ihtiva edentiserumlar, ayri ayri steril

tuplere alindi ve diyaliziemi yapilincaya kadar $&'de muhafaza edildi.

Diyaliz dlizengginin hazirlanmasi

Diyaliz isleminde, Arda ve Ertan (2004) tarafindan belirtilgntem
uygulandi. Her bir antiserum icin farkh bir diyalidizengi hazirlandi. Diyaliz
tupleri 500 ml distile su icerisindeki %2 sodyunkdrbonat (NaHCg) ve %0,05
EDTA (pH 8,0) solisyonu iceren bir beherde 10 dinleduldi. Sire sonunda bu
solusyon igerisinden cikarilan diyaliz tUpleri, tdes su iceren bir beherde 2 kez
kaynatildi. Diyaliz ttpleri temiz bir Kat havlu tzerine alinarak kurutuldu ve 0,02
ml, ImM EDTA iceren steril distile su icerisinddi&here konularak kullanilincaya
kadar +4°C’de muhafaza edildi. Diyaliz tupleri larilmadan dnce bidistile su ile
yikandi.

Diyaliz tipunin bir ucu zedelenmeyecgkilde b&landi. Diyalize edilecek
amonyum silfat ile konsantre edilen antiserum develsteril bir pipet yardimiyla
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tuplere dolduruldu. Diyaliz tupunun icindeki haveayildiktan sonra ger ucu da
baglandi. Diyaliz tipu en az 10 kati hacimde stertraulsaf su dolu olan manyetik
karistirici diizengi Uzerindeki bir beher icine alindi ve %@de 8 saat siire ile saf
suya kagi diyaliz islemi gerceklstirildi. Diyaliz islemi siresince diyaliz tipunin
bulundgu beher icerisindeki saf su birkac kez yenilendiiydlz islemi
tamamlandiktan sonra tipun bir ucu kesilerek idindgnek temiz bir cam tupe
aktarldi. Poliklonal antikor ihtiva eden konsanaetiserumlar olasi bir bakteriyel
kontaminasyonun engellenmesi amaciyla 0,20 umiljkeldor filtreden gegcirildi ve 1
ml hacmindeki ependorflara paytailarak kullanilincaya kadar —20°de muhafaza
edildi.

2.2.9. Pozitif Serumlarin Serum Nétralizasyon 50 (Ssp) Titrelerinin

Belirlenmesi

Tawanlarin  immunizasyonu sonucunda elde edilen serdala
immunizasyonun barli olup olmadiini ortaya koymak amaciyla serum
notralizasyon testi yapildi. Daha sonra pozitif ls@numlarindaki antikor titrelerinin
(SNso deseri) belirlenmesi amaciyla Frey ve Liess (1971pitdirdikleri ve Gllyaz
ve ark (2005) tarafindan modifiye edilen nétraligas testi uygulandi. Noétralizasyon
testi oncesinde 24 go6zlu pleytlerde MA104 hicretikil (300 000 hucre/ml)
monolayer olarak g@ltildi. Derin dondurucudan c¢ikarilarak ¢o6zduriulen
immunizasyon sonrasi tg@an serumlari 5&'lik benmaride 30 dk sire ile inaktive
edildi. Inaktive edilen serum orneklerine ait iki katll serusulandirmalarinin
hazirlanmasi amaciyla steril 9bir 24 gozlu pleyt kullanilarak her bir sulandirma
basamal icin birer goz secildi. Bu amacla ayrilan 9 aghtyt gézinin her birine
500 pl pankreatin katkili DMEM konuldu. Birinci adaki gbze 500 pl serum 6ge
ilave edilerek pipete edildi. Bgekilde bir dnceki gozden bir alttaki gbze 500 ul
serum sulandirmasi aktarilarak karilan serumlar Zer katl sulandirildi. Boylece
1/2’den 1/512 ye kadar 9 basamak serum sulandsilimgzirlandi. Daha sonra, tim
gozlere 500 pl 100DKIEy oraninda sulandirilan virus ilave edildi ve pléys saat
siire ile 37C'lik etiivde inkiibasyona birakildinkiibasyon siiresi tamamlanmadan,
daha once go6zleri MA104 hicre kultara ile kaplappleytler ekim icin hazirlandi.
Bu amacla pleyt gozlerinde serum sulandirma basimakdticre kontrol ve virus

kontrol icin gerekli 25er g0z belirlenip garetlendikten sonra pleyt icgmdeki tim
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hiicre Uretme vasatlar pipet yardimiyla cekilerekkisstirnldi. Pleyt gozlerindeki
hicrelerin ylzeyi, antibiyotik katkili serumsuz DMEile 2 kez yikanarak
icerigindeki sivi dikkatlice uzakkurildi. Inkiibasyon suresi bitiminde her bir
sulandirmadan iker géze olmak tGzere 200 pl ilave edildi. Hicre kaintin ayrilan
goze 1 ml pankreatin katkili serumsuz DMEM ilavdd@dVirus kontrol icin ayrilan
gbze 100 pl 100DKIR oranindaki virus sulandirmasindan ilave edildi378C’de
1,5 saat inkiibe edildiinkiibasyon siresi sonunda pleyt gozlerindeki vihts/a
eden kagimlar pipet yardimiyla cekilerek uzaktaildi. Daha sonra her bir pleyt
gozunde bulunan hiicre yuzeyleri 1’er ml pankreauasat ile yikandi. Tum gozlere
1'er ml pankreatinli vasat ilave edildi. Test pleyi %5 CQ iceren 37C'lik etiive
kaldinldi. Pleyt gozleri her giin doku kiltiirii mikkobunda incelendi. Uglincii ya
da 4. ginin sonunda tum pleyt gozlerine 5-10 plpsaikreatin ilavesi yapildi ve

sonugclar 4. guinden itibarenglendirmeye alindi.
2.2.10. ELISA Sisteminin Hazirlanmasi

Enzyme linked immunosorbent assay sisteminin remmbsi sirasinda, Al-
Yousif ve ark (2000) tarafindan bildirilen ELISA todu modifiye edilerek
uygulandi. ELISA’'nin optimizasyonusamasinda, pleyt gozlerini kaplamak icin
gerekli olan ticari monoklonal antikor ve her ikiRB swuna 6zgl hazirlanan
poliklonal antikor sulandirma oranlari ve antijatresinin belirlenmesi amaciyla
Crowther (2009) tarafindan bildirilen checkerbofddma tahtasi) titrasyon metodu
uygulandi. Test s@amasinda kullanilan antijen ve antikor miktarinelitenmesi
amacltyla poliklonal ve monoklonal antikor ile dulydrale getirilen her bir ELISA
dizengi ile antijen ve antikor sulandirma oranlari ¢kastirilarak uygulanan dama
tahtasi metodu sonucunda minimum miktar ile maksimdeser olwturan gozler
degerlendirmeye alindi. Optimizasyorsaaas! boyunca kullanilan her bir ELISA
duzengi, 3'er kez tekrar edildi. En uygun sulandirmalaespitinde, OD dgeri 1'e
en yakin olan ve grafin (Grafik 3.1, Grafik 3.2) ani diis gosterdgi en son

sulandirma oranlari g6z 6niine alindi.

Testin optimizasyonu sirecinde farkli inkiibasyonsiis(20C-37°C),
inkibasyon suresi (1, 1.5, 2 ve 3 saat), farklklalma solisyonu (BSA ve st tozu)
ve konsantrasyonlari (%1-5 BSA, %3 sut tozu), fabkbklama stresi (30 dk, 1-2
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saat) ve yikama sayisi (3-5 kez)ggiligi ile test tekrarina gidildiiki farkl
bloklama glemi sonrasinda gki 6rneklerine ait ELISA OD dgerlerinin istatistiksel
acidan yorumlanabilmesi amaciyla %95 given @rala uygulanan t- testi
(Minitab®, Minitab Inc, USA) ile elde edilen istatistik visi kullanild.

Pleyt gozlerinin tawan anti-BRV poliklonal antikoru ile kaplanmasi

Antikorlarin optimal sulandirma miktarlarinin bétinmesi amaciyla deney
hayvanlarindan elde edilen anti-BRV poliklonal &atlarn (1:100-1:102 400
arasindaki sulandirmalar) ve daha 6nce konsantleneBRV B223 syu ile Pendik
BRYV izolatina ait viral antijenler (1:2 - 1:128 amadaki sulandirmalar) dama tahtasi
metoduna uygun bigekilde sulandirilarak kullanildi (Cizelge 2.1). Bamacla
sulandirma soliisyonu olarak, tim gozleres&0’ul karbonat-bikarbonat soltisyonu
ilave edildi. Saflatiriimis olan tagan anti-BRV poliklonal antikorlari 1:100 oraninda
kaplama bufferi ile sulandirilarak her pleyt gogini50’ser pl alinarak mikropleytin
1. sUtunundaki tum go6zlere birakildi. Cok kanabionoatik pipet yardimiyla ilk
sutundaki 8 gbzden alinan 50 pl antikor-kaplaméssanu kagimi 2. satundaki 8
adet goze birakildi. Onbirinci situnda bulunan efigki karsim alinarak dyari
atildi. Pleyt 37C’de 2 saat siire ile inkiibasyona birakildi. Streusda daha énce
hazirlanarak her bir goze ilave edilen 100 pl yikagolisyonu ile tim gozler 3 kez
yikandi. Spesifik olmayan BEnmalari engellemek amaciyla, her bir goze ilave
edilen 200 pl BSA solusyonu ile bloklama yapilaraktikor ile kaplanmayan
bosluklar kapatildi. Bu amagcla pleyt 1 saat sire if8C3lik etiivde bekletildi. Stire
sonunda yikamaslemi tekrarlandi. Tuim go6zlere sulandirma solUsyaiarak
kullanilan %1’lik BSA ¢ozeltisinden 5¢er pl ilave edildi. Daha sonra A satirindaki
tum gozlere (A12 g6zUu de dahil) PEG ile konsanthémes olan viral antijenden 50
pl ilave edildi (1:2 sulandirma). Cok kanalli otdrkagpipet yardimiyla ilk satirdaki
gozler pipete edilerek 5@r pl icerik aaglya dgru 2 kath sulandirma
gerceklgtirilecek bicimde tim gozlerdeki solisyonlarin kani sglandi. En son G
sirasina ait gotzlerden alinan kanlar uzaklatinldi. Mikropleyt, inkibasyon
amaciyla 1 saat 8C'lik etivde 1 saat boyunca bekletildi. Siire soraurytkama
islemi tekrar edildi. 1:500 oraninda BSA soliusyormusulandirilarak hazirlanan anti-
rotavirus HRPO konjugati 5@r pl tim gozlere ilave edildi. Pleyt 1 saaf@Tk
etlve kaldirildi. Sidre bitiminde, yikamglemi 4 kez tekrarlandi. Pleyt g& havlu
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Uzerine ters cevrilerek 1-2 defa hafifce vurulmakesiyle gozlerde kalan yikama
sivisinin uzaklgmasi sglandi. Mikropleyte 6zel TMB soltisyonundan pleytier ibir
gozune 5®er ul ilave edilerek 5-15 dk oda sicagkhda karanlik ortamda bekletildi.
Belirtilen stire sonunda tiim gozlere 50 158 solisyonu ilave edilerek reaksiyon
durduruldu. ELISA okuyucusu ile 450 nm dalga boyarydpilan élgiimler sonucu
OD dezerleri belirlendi.

Cizelge 2.1. Poliklonal antikorlar i¢cin dama tahtéheckerboard) titrasyon metodu

(Monoklonal antikorlar igin “Antikor sulandirmal&n100)
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Pleyt gozlerinin monoklonal antikor ile kaplanmasi

Pleyt gozlerinin monoklonal antikorlar ile kaplamsna mikropleytlerin
poliklonal antikorlar ile kaplamaslemi sirasinda takip edilen ydonteme gore
gerceklatirildi. Ancak sulandirma oranlari, poliklonal akatrlar icin 1:100-1:102
400 arasinda hazirlanirken ticari monoklonal amtiktn firma tarafindan onerilen
1:10 000 optimum sulandirmadanslkaanak kaydiyla 1:10 240 000 sulandirmaya
kadar 2er katl olarak yapildi. Pleyt gozlerinin ticari maklonal antikor ile
kaplanmasiyla gercekdegrilen dama tahtasi titrasyonuslémi, mikropleytlerin

poliklonal antikorlar ile kaplamalemi sirasinda takip edilen yonteme goére yapildi.
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2.2.11. Dgki Orneklerinde Antigen Capture ELISA ile BRV Varli ginin
Arastiriimasi

Ticari ELISA BRYV tehis Kkiti ile isleyis benzerlginin salanmasi amaciyla
pleytlerin A, C, E ve G g0zleri, agmrma sonuclarina gore BRV dari ile en iyi OD
degeri veren poliklonal antikor sulandirmasi ile kapgla Ayrica ayniglem en iyi
OD dezeri verdgi belirlenen monoklonal antikor sulandirmasi ilefdekli pleytlerde
gerceklatirildi. Pleytlere ait B, D, F ve H gozleri ise samk %1’'lik BSA solisyonu
ile kaplandi. 3%C'de 2 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 3 kez nyskalemi
yapilarak tim gozlere 200 pl bloklama soliisyonu @&R) ilave edildi. 37C'de 1
saatlik bloklama slemi sonucunda 3 kez yikamglemi yapildi. Boylece pleytler
teste hazir hale getirildi. Dama tahtas! titrasy@wnucunda belirlenen optimal
sulandirma oraninda hazirlanan viral antijen (plokdntrol) ve test edilecek gki
ornekleri 6ncedersaretlenerek belirlenen gozlere 5 pul ilave edildi. Buna gore,
pozitif kontrol antijeni ya da test edilecek her tiski 6rnesi, 6nceden ayarlanan bir
cift gbze it hacimde ilave edildi. Oda sicaginda, 1 saat sire ile inkiibasyon
sonucunda 4 kez yikamgami gerceklstirildi. Yikamayi takiben, tim goézlere 50 pl
antijene 6zgu anti-rotavirus konjugat ilavesi ydpnNe pleyt karanlik bir ortamda,
oda sicakifinda 1 saat inkibasyona birakildi. Tamamlanan iagyitn suresi
sonunda 4 kez yikama yapildi ve fazla yikama siket haviu yardimiyla
uzaklgtinldi. Tim gozlere 50 pl TMB kromojen solusyonuakildi. Enzim-substrat
reaksiyonunun gerceklmesi amaciyla pleytler, oda sicgkhda karanlk bir
ortamda 10 dk sure ile bekletildi. Stre sonunda3ALbkuyucusu ile 450 nm dalga
boyunda pleyt gozlerine ait OD gkrleri belirlenerek kayit edildi.

2.2.12. ELISA Cut-off Deerinin Tespiti

Poliklonal ve monoklonal antikor ile duyarl haletgilen ELISA pleytleri
ile BRV varligi yonunden test edilen gfu orneklerine ait OD dgerlerinin
yorumlanmasi amaciyla Frey ve ark (1998) tarafinciédirilen yontem uygulandi.
Buna gore, test pleytine ait negatif kontrol OBelterinin ortalamasi belirlendi ve
elde edilen bu dger ile negatif kontrol (NK) OD dgerlerine ait standart sapma (SS)
degerinin 3 katinin toplanmasi sonucunda cut-offgete (NK oralamat3XSS)
belirlendi. Dgki orneklerine ait OD deerleri ve negatif kontrol OD gerleri
arasindaki fark (OBmer OD smek nk) @linarak elde edilen gerin, cut-off dgeri ile
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kargilastirllmasi  sonucunda pozitif ya da negatif olarak geteendirme
gerceklatirildi. Elde edilen fark, belirlenen cut-off derinden daha buytk vaieise
sonugc pozitif, daha kiclik ise sonu¢ negatif olalggerlendirildi.

2.2.13. Dot-ELISA Sisteminin Hazirlanmasi

Anand ve ark (2001) tarafindan bildirilen Dot-ELIS#knigi modifiye
edilerek uygulandi. Testin optimizasyogamasinda, farkli inkiibasyon isilari {@0
37°C), inkiibasyon stireleri (1, 1.5, 2 ve 3 saat),lfdsloklama soliisyonu (BSA ve
sut tozu) ve konsantrasyonlari (%1-5 BSA, %3 szttofarkl bloklama sureleri (30
dk, 1-2 saat), farkli yikama solusyonlari (PBS-Tw@6€, TBS-Tween 20) ve her bir
inkilbasyon periyodundan sonra yikama sayisi (3 vked) dgistirilerek test
tekrarina gidildi. Bu amacla ggici kati faz olarak 0,45 um por c¢apina sahip
nitroseltloz membran kalari kullanildi. Membran katlarn kullaniimadan once,
TBS icerisinde 2 dk sireyle islatildi ve havadaukuidu. Testin optimizasyonu
asamasinda PEG ile konsantre viruslar antijen ol&dlanildi. Optimal miktardaki
antijen ve antikor miktarinin belirlenebilmesi iciyine dama tahtasi titrasyon
duzenginden yararlanildi.

Membran ylzeyinin tavsan anti-BRV poliklonal antikoru ile kaplanmasi

Bovine Rotavirus B223 su ve Pendik BRV izolati ile immunizasyon
sonrasinda amonyum sulfat cokeltme metodu ile kunsadilen tayan anti-BRV
poliklonal antikorlarina ait optimal sulandirma wola1, dama tahtasi titrasyonu ile
belirlendi. Bu amacla aralarinda gereklishuix birakilarak garetlenen membran,
TBS ile 2-3 dk islatildi ve havada kurutuldu. Kap& soltiisyonu ile sulandirilarak
hazirlanan poliklonal antikorlar, membran Uzeringaretlenen yerlere 3’er pl
damlatildi. Damlatilan poliklonal antikorun kurumasin oda sicakfiinda 30 dk
sure ile bekletildi. Stre sonunda kati fazda spesiinayan bglanmalari dnlemek
amaciyla tum gozlere 10 pl %3'luk sut tozu, TrisNeCl iceren bloklama solliisyonu
damlatilarak 2-3 dk sire ile kurumasi icin bektgtilBloklama soliisyonu iceren
steril bir petri kabina daldirilan membrangkalizerindeki kaplanmayan faklarin
bloklanmasi icin 3%’de 1 saat boyunca bekletildi. Stre sonunda pegrisine

alinan membran, bol miktardaki yikama solisyonBilkez (her bir yikama 5’er dk)
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yikandi. Yikama sonrasinda membranda kalan Tweeh&0rlanan TBS soliisyonu
ile 2 kez durulama yapilmak suretiyle membrandaraklagtirildi. Bloklama
sollsyonu icerisinde 1/2-1/128 oraninda sulandaklahazirlanan 1,5 pl pozitif
kontrol antijeni membran Igadi Uzerindeki garetlenen yerlere damlatildi. Oda
sicaklginda 30 dk sure ile inkiibasyonu sonucunda yikanésgonu ile 3 kez
yikama yapildi. Uretici firma tarafindan membrangikia icin belirtilen oranda
(1:500) yikama solusyonu ile sulandirilarak hamata BRV antijenine 6zgu anti-
rotavirus HRPO konjugati 10’ar pl miktarinda tinmegylere damlatildi. Membran
kagidi, inkiilbasyon amaciyla oda sicgkhda 30 dk bekletildiinkiibasyon siiresinin
bitiminde 3 kez yikanan membran gkt havada kurutuldu. Membran e
Uzerindeki garetli yerlerin timine 2,5 pul TMB substrat solusyotamlatildi ve
karanlik ortamda 5 dk sure ile bekletildi. Sure wma membran Igdi musluk
suyuna tutularak reaksiyon durduruldu. Havada kimaya birakilan membran
kagidi 30 dk sire ile gbzlendi. Test sonuclari, membkagit Gizerinde meydana

gelen renk olgumlarina gore goz ile gerlendirildi.

Membran ylUzeyinin monoklonal antikor ile kaplanmasi

PEG ile konsantre BRV B223 guve Pendik BRYV izolati ile optimizasyon
surecinde ve dki drnekleri ile test gamasinda monoklonal antikor ile duyarh hale
getirlen membran Kkatlari kullanildi. Bu amagcla, yukarida belirtileroliklonal
antikorlarla gerceklkgirilen yontemin aynisi uygulandi. Membrangké Uzerine
damlatilacak monoklonal antikor, dretici firmanimedisi d@rultusunda kaplama

soltisyonu ile sulandirilarak kullanildi.

2.2.14. Dski Orneklerinde Dot-ELISA ile BRV Varli ginin Arastiriimasi

Dot-ELISA ile dski 6rneklerinde BRV antijen tespiti amaciyla, datahtasi
titrasyonu sonucunda belirlenen optimal monokloral poliklonal antikorlarla
kaplanarak hazir hale getirilen membragitari kullanildi. Argtirmada hazirlanan
ELISA pleytlerinde teste tabi tutulan 100 adekdbrnezi Dot-ELISA ile de kontrol
edildi.
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2.2.15. Dski Orneklerinde Ticari ELISA ile BRV Varli ginin Arastiriimasi

Ticari ELISA BRV tehis Kkiti, Uretici firma tarafindan belirtilen yoroge
dogrultusunda kullanildi. Bu amagla, test edilecektiediski 6rnesi cift goz olarak
calisildi. Derin dondurucudan alinarak oda isisina iggtirdiski 6rnekleri, 1:1
hacimde sulandirma soliisyonu ile sulandirilarakeden garetlenen bir ¢ift goze
100’er pul ilave edildi. Pozitif kontrol icin de bgift gbz ayrilarak 100 pl birakildi.
Test pleyti oda sicalginda 1 saat inkiibasyona birakilihkiibasyon siiresi sonunda
hazirlanan yikama sollisyonu ile 3 kez yikama yapedher bir yilkamasamasinda
hafifce calkalanan pleyt icei bosaltildi. Daha sonra pleyt bir k& havlu tGzerine
ters cevrilerek h@lanmayan test materyalinin ortamdan uzstktdmasi sglandi.
Konjugat, daha ©Once hazirlanan sulandirma sollsydieu 1:50 oraninda
sulandirilarak her bir gbze 100’er ul ilave ediléleytler, oda sicakiinda ve
karanlik bir ortamda 1 saat inkiibasyona birakiltkiibasyon siiresi sonunda 3 kez
yikama glemi tekrarlandi. Kromojen soliisyonu, substrat €20 oraninda
sulandirilarak her bir goze 100’er ul ilave edildiest pleyti, oda sicakinda,
karanlik bir ortamda 10 dk sure ile inkiibasyonaakldi. Inkiibasyon siiresi
sonunda, her bir gbze 5@r pl stop solisyonu ilave edilerek reaksiyonun
durdurulmasi sgandi. ELISA okuyucusu ile 450 nm dalga boyundaetdilen OD
degerleri kit prosedirinde bulunan formile gore gaetéendirilerek sonuclar

yorumlandi.

2.2.16. ELISA Sonuglarininistatistiksel Olarak Degerlendiriimesi

Arastirmada ELISA OD dgerlerinin istatistiksel acidan yorumlanabilmesi
amaciyla %95 giiven arginda uygulanan t- testi (Minit&b Minitab Inc, USA) ile
elde edilen istatistik verileri kullanildi.

2.2.17. Testlerin Sensitivitesi ve Spesifitesi

Testlerin sensitivite, spesifite, glmluk oranlari ile pozitif ve negatif prediktif
degerlerinin belirlenmesi amaciyla Martin ve ark (199tarafindan bildirilen

formullerden yararlanildi.
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3. BULGULAR

3.1. Virus

Bovine rotavirus B223 referensssmun ve Pendik izolatinin MA104 hicre
kilturlerine (Resim 3.1) inokulasyonlari sonucudkaeristik CPE olgumu gozlendi.
Virus ekimi yapilan tum hicre kdltirlerine 2. guindiibaren yapilan pankreatin
ilavesinin virus enfektivitesini arttirgh, kisa sturede CPE alugu gdzlemlendi.
BRV B223 syu ve Pendik BRV izolatina ait CPE eum sireleri
karsilastirildiginda, Pendik BRV izolati ile 4. ginin sonunda CEEtet olarak
olusmaya balarken, BRV B223 sgu ile bu surenin 6. gune kadar uzayalgldi
go6zlendi. (Resim 3.2, 3.3). Virus inokulasyonu egétestiriimeyen MA104 hiicre
kaltarleri “hicre kontrol” olarak kullanildi (Resir8.1). Ayrica BRV B223 sw ve
Pendik BRV izolatl inokule edilen MA104 hicre kiilerinin Hematoksilen-Eosin
(HE) yontemi ile boyanmalarini takiben enfekte lerde meydana gelen
intrastoplazmik inklizyon cisimcikleri belirgin otk gozlendi (Resim 3.4).
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Resim 3.4.1Inkliizyon cisimciklerinin goériinimii. a: BRV B223 ssma 6zgil
inklizyon cisimcikleri. b: Pendik BRYV izolatina dzgnklizyon cisimcikleri.

3.2. Viruslarin Titresi

Sitopatolojik effekt yoninden 8-10 glin boyunca kolit yapilan 24 g6zlu
titrasyon pleytlerinde, 18. pasaj Pendik htizdiski izolati ve 25. pasaj BRV B223
susu titreleri sirasiyla DKIRy= 107 /0,2 ml ve DKID;p = 10°°/0,2 ml olarak tespit
edildi.

3.3. Viral Antijen Protein Miktari

Virus inokulasyonu gercekldgrilmis olan hiicre kultiri sipernatantlarindaki
viral proteinlerin PEG ile konsantrasyonu sonuaeetdilen, ELISA ve Dot-ELISA
sistemlerinde ve deneme hayvanlarinin immunizaggamalarinda (EK.A) antijen
olarak kullanilan solisyonlarda, BRV B223 referengu icin 2115ug/ml, Pendik
BRYV izolati i¢in 1763ug/ml miktarinda viral protein belirlendi.
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3.4. Pozitif Serumlarin Serum Notralizasyon (Skbh) Test Sonuclari

Daha once BRV’a kar seronegatif oldgu belirlenen deneme hayvanlarinin
timud, Pendik BRV izolati ve BRV 223 gu ile immunize edildikten sonra
seropozitif olarak saptandi. Bu kan serumlarinimomayum sulfat ile konsantre
edilmeden 6nceki Sy deseri dgzilimlari 1/11,2 -1/90 arglinda belirlendi.

3.5. ELISA ve Dot-ELISA Optimizasyon Sonuglari

ELISA pleytlerini duyarll hale getirmek (antikorlar kaplamak) igin
kullanilacak olan optimal antikor sulandirma oramm; “Pendik BRV izolatina
6zgl adjuvanth uygulama” (EK B) ile elde edilenliplonal antikorlar icin 1:800
(Resim 3.5, Cizelge 3.1, Grafik 3.1), monoklonalikor icin ise 1:10 000 (Cizelge
3.2, Grafik 3.2) oldgu belirlendi. Dot-ELISA membran Ealarini duyarl hale
getirmek icin ise optimal antikor sulandirma oramlan yine “Pendik BRYV izolatina
06zgu adjuvanth uygulama” (EK B) ile elde edilenliplmnal antikorlar icin 1:100,
monoklonal antikor i¢in ise 1:8000 olglu saptandi. Bu sulandirma oranlarinin, test
yontemi icerisinde yapilan gsikliklere (inkiibasyon suresi, bloklama soliisyon ve

suresi vb) ramen en iyi sonuglarin elde edigisulandirmalar oldgu tespit edildi.

07/03/2008

Resim 3.5. Poliklonal antikor kapli mikropleytlerBendik BRV izolatina ait ELISA
dama tahtasi titrasyonu goérinimd
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Cizelge 3.1. Poliklonal antikor kapli mikropleytier Pendik BRYV izolatina ait
ELISA dama tahtasi titrasyonu ODgsleri.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 1,243 | 1,287 | 1,259 | 1,253 | 1,184 | 1,073 | 0,980 | 0,828 | 0,590 | 0,313 | 0,255| 0,214

B | 1,104 | 1,040 | 1,073 | 1,071 | 1,002 | 0,857 | 0,772 | 0,462 | 0,321] 0,203 0,185 0,173

C | 0,849 | 0,827 | 0,840 | 0,848 | 0,814 | 0,725 | 0,576 | 0,304 0,215 0,158 0,130 0,17

D | 0,573 | 0,575 | 0,619 | 0,607 | 0,597 | 0,501 | 0,327 | 0,200 0,159 0,155 0,149 0,160

E | 0,377 | 0371 | 0,393 | 0,413 | 0,403 | 0,342 | 0,255 0,189 0,168 0,141 0,150 0,153

F | 0,268 | 0,249 | 0,260 | 0,277 | 0,281 | 0,254 0,19 0,161 0,153 0,144 0,147 0,151

G |0,185| 0,189 0,198 0,184 0,18 0,182 0,163 0,189 330}10,128| 0,133 0,142

H|O0171| 0,149| 1,151} 0,152 0,160 0,156 0,153 0,145 350}10,135| 0,134 0,155
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c 1,00 ~
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9 0,80 D
2 —x—E
g 060 e F
2 ——G
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0,00 T T T T T T T T T T
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Poliklonal antikor sulandirma orani (x2 katlr)

Grafik 3.1. Poliklonal antikor kaplh mikropleytlezd Pendik BRV izolati OD
deserleri.
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Cizelge 3.2. Pendik BRV izolatt ve monoklonal aatiktitrasyonuna ait OD
deserleri.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1,275 1,097 | 0,971 | 0,779 | 0,563 | 0,375 | 0,281 | 0,244] 0,213 0,16f 0,164 0,10
B | 1,081 | 0,935 | 0,841 | 0,700 | 0,498 | 0,293 | 0,234 0,187 0,175 0,135 0,185 0,136
C | 0,830 0,773 | 0,689 | 0,560 | 0,389 | 0,262 | 0,203] 0,164 0,148 0,121 0,1p1 0,126
D | 0,615 | 0,579 | 0,541 | 0,426 | 0,325 | 0,224 0,188 0,17p 0,143 0,1p9 0,119 0,129
E [ 0,390 [ 0,371 | 0,359 | 0,261 | 0,227 0,193 0,160 0,165 0,147 0,112 0,120 2401
F [ 0,302 | 0,291 | 0,269 | 0,229 0,197 0,188 0,139 0,11 0,145 0,116 180[10,131
G|0,212] 0,188 0,181 0,166 0,146 0,185 0,135 0,134 100{10,098| 0,108 0,098
H|o0,182] 0,157 0,159 0,14f 0,145 0,161 0,140 0,134 200/10,107| 0,110 0,108
Blank
——A
e
< —a—B
o
< C
)
o D
i —x—E
©
= —o—F
3
o ——G
<
——H

Monoklonal antikor sulandirma orani (x2 katl1)

Grafik 3.2. Pendik BRV izolati ve monoklonal antikoD deserleri.
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3.6. ELISA Sonuglari

Optimizasyon sonucu en iyi sonu¢ alinan polikloaatikor kullanilarak
hazirlanan ELISA ile BRV antijeni yoninden testledil00 adet dki 6érnesinden
24°'0 (%24) pozitif, 76'st (%76) negatif olarak ghrlendirildi (Resim 3.6).
Monoklonal antikor kullanilarak hazirlanan ELISAeitest edilen 100 adet skl
ornesinin 25’1 (%25) pozitif; 75’1 (%75) negatif olarattegerlendirildi (Resim 3.7).

3.7. Dot-ELISA Sonuclari

Poliklonal antikor kullanilarak hazirlanan Dot-EIASle BRV antijen varlgi
yoninden test edilen 100 adegkdliornesinin 21'i (%21) pozitif; 79'u (%79) negatif
olarak belirlendi (Resim 3.8). Monoklonal antikoullanilarak hazirlanan Dot-
ELISA ile test edilen 100 adetsth Ornesinin ise 32'si (%32) pozitif; 68'i (%68)
negatif olarak belirlendi (Resim 3.9).
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Resim 3.6. Poliklonal antikor (1:800 sulandirma)l&A ile digki 6rneklerinin (1:4
sulandirma) dgerlendirilmesi.

Resim 3.7. Monoklonal antikor (1:10 000 sulandirrg&)SA ile diki érneklerinin
(1:4 sulandirma) dgerlendiriimesi.
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Resim 3.8. Poliklonal antikor (1:100 sulandirmag iduyarh hale getirilen
nitroselloz membranda (Dot-ELISA) s#i orneklerinin  (1:2 sulandirma)
degerlendirilmesi.

Resim 3.9. Monoklonal antikor (1:8000 sulandirm& duyarli hale getirilen
nitroselloz membranda (Dot-ELISA) s#i orneklerinin  (1:2 sulandirma)
degerlendirilmesi.
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3.8. Ticari ELISA Sonuclari

Ticari ELISA ile BRV varlgl yonunden test edilen 100 adegkulidrnesinin
24'0 (%24) pozitif; 76's1 (%76) negatif olarak gerlendirildi (Resim 3.10).

Resim 3.10. Ticari ELISA ile test edilerskh 6rnekleri.
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3.9. Test Sonuglarinin Dgerlendirilmesi

ELISA, Dot-ELISA ve ticari ELISA tghis kitine ait dgerlendirme kriterleri
g6z Onune alinarak test edilen 100 adgkidirnesi ile elde edilen sonuglar Cizelge

3.3.’de Ozetlendi.

Cizelge 3.3. ELISA, Dot-ELISA ve ticari ELISA ildde edilen test sonuglari.
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Cizelge 3.3 (Devam). ELISA, Dot-ELISA ve ticari E2A ile elde edilen tes
sonuglari.
46 - - - - -
47 - - - - -
48 - - - - +
49 - - - + -
50 - + + + +
51 + + + + -
52 + - + - -
53 - + + - -
54 + + + - +
55 - - - -
56 - - - - -
57 - - - - -
58 - - - - -
59 - - - - -
60 - - - - -
61 - - - + -
62 + + + + -
63 - - - - -
64 - - - - -
65 - - - + -
66 - - - + -
67 - - - - -
68 - - - - -
69 - - - - -
70 - - - + -
71 - - - - -
72 + + + + +
73 - - - - -
74 - - - - -
75 - - - - -
76 - - - - -
77 - - - - -
78 - - - - -
79 - - - - -
80 - - - - -
81 - - - -
82 + + + + +
83 - - - - -
84 - - - - +
85 - - - - -
86 - - - - -
87 + - - - -
88 - - - + +
89 - - - + -
90 - - - + -
91 + - - - -
92 - - - + -
93 - - - - -
94 - - - - -
95 - - - - -
96 - - - -
97 + + + - -
93 + + - - -
99 - - - + -
100 - - - - -
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3.10. Testlerin Sensitivitesi ve Spesifisitesi

Arastirmada kullanilan tim testlerin sensitivite ve sfiteleri toplu olarak

Cizelge 3.4. de 6zetlenstir.

Cizelge 3.4. Ticari ELISA referans alinarak yapikamilastirma ile elde edilen toplu

sensitivite ve spesifite sonuclari.

Sonuglar ELISA ELISA Dot-ELISA Dot-ELISA
(Monoklonal  (Poliklonal (Monoklonal  (Poliklonal
antikor ile antikor ile antikor ile antikor ile
duyarli) duyarli) duyarli) duyarli)

Pozitif 25 24 32 21

Gergek pozitif 22 23 12 11

Gercgek 73 75 56 66

negatif

Hatal pozitif 3 1 20 10

Hatal negatif 2 1 12 13

Sensitivite 92 96 50 46

(%)

Spesifisite 96 99 73 87

(%)

Pozitif 88 96 37 52

prediktif

deser (%)

Negatif 97 99 82 83

prediktif

deser (%)

Dogruluk (%) 95 98 68 77
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4. TARTISMA

Gelismis ve gelsmekte olan pek c¢ok llkedegsi isletmelerine ait sirtlerde
Ozellikle yenidgan hayvanlarda hastgin kontroll ve eradikasyonu agisindan BRV
enfeksiyonunun hizli ve g@ou teshisi biyik 6nem tamaktadir. Bugin Glkemizde ve
dinya Uzerindeki pek cok gtama laboratuvarinda, sahadan elde edilen diyare
semptomlu buza diski 6rneklerinde BRV tghisine yoOnelik olarak uygulanan
ELISA ve Dot-ELISA sistemleri ile etkenin identiflsyonu gercekigiriimektedir
(Hawkes 1986, Hammami ve ark 1989, Yazici 1992gBwe ark 1995, Burgu ve
ark 1999, Anand ve ark 2001, Ekik 2002, Maes veZ&83,Sahna ve Alkan 2003,
Kelkar ve ark 2004).

Turkiye'de diyare semptomlu buxéara ait dgki 6rneklerinde hicre
kaltirinde BRYV izolasyonu ve rotavirusun identiiganu, virusun hicre kaltirine
olan adaptasyon zoglu nedeniyle rutin tgis amaciyla kullaniimayan fakat
uluslararasi standartlara sahip bir metottur. Ulkelm BRV varlg ve
epidemiyolojisinin argtirilmasi amaciyla gunimize kadar yapilanstamaalarda
(Alkan ve ark 1992, Yazici 1992, Burgu ve ark 19@abalar ve ark 2001, Ekik
2002, Ozkul ve ark 2008ahna 2002$ahna ve Alkan 2003, Tan ve ark 2007, Yavru
ve ark 2008) daha cok EM, ELISA, PAGE, reverse fasmaglttinasyon (RPHA),
floresan antikor test (FAT) metotlari uygulatm

Bovine Rotavirus'un halen altin standart olarakKaddilen hicre kiltiriine
ekimi ile ¢gzaltilmasi uzun bir sire¢ olup g# sindirim enzimlerinin (pankreatin,
tripsin) kdltir vasatina ilavesi sonucunda viruswanfektivitesi arttirilarak
gerceklatiriimektedir. Rotavirusun hicre kudltir ortamina apthsyon guckil
bilinmekte olup, cstli arastirmacilar (Babiuk ve ark 1977, Bohl ve ark 1984hiko
ve ark 2000, Villegas ve ark 2002, Rodriguez ve 2004, Fontes ve ark 2005,
Gulyaz ve ark 2005) tarafindan vasat ortamina ikedien tripsin ya da pankreatin
gibi sindirim enzimleri ile BRV ¢@altimi gercgeklgtiriimistir. Bohl ve ark (1984)
diyare semptomlu domuz yavrularindan elde edileskidirneklerinden rotavirus
izolasyonu amaciyla MA104 ve domuz boébrek hicrettkial (PK 15) ortamina
pankreatin enzimi ilavesi ile virus'u galtmlardir. Argtirmacilar (1984) MA104

hicre kaltirine rotavirus ekimini takiben inkibasygiresinin 2. gintinde yapilan
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pankreatin enzimi ilavesinin virus enfektivitesiniarttirilmasinda daha etkili
oldugunu bildirmglerdir. Bu c¢alsmada virus enfektivitesinin arttirilmasi amaciyla
virus ekimi gerceklgirilen MA104 hicre kalttrd ortaminina her iki gienfir ayrica
pankreatin solisyonu ilave edilgti. Kohno ve ark (2000), insan st
drneklerinden izole ettikleri rotavirusun gdtilmasi amaciyla MA104 htcre kulttri
icerisindeki Eagle’s minimal essential medium (MEbPtamina 10 pg/ml tripsin
enzimi ilavesi yaparak inkibasyon gercgkitenislerdir. Bu calgmada virus
cogaltma vasatina ilave edilen pankreatin miktari |{f@ml) diger calsmalarda ilave
edilen miktarlara uygun olarak secikni. Villegas ve ark (2002) grup A UK
rotavirus sgunun MA104 hiicre kultiriine adaptasyonu amaciylkdlklarr MEM
(MEM) ortamina 5 pg/ml tripsin enzimi ilavesi yaphkrspesifik CPE okumunu
belirlemiglerdir. Glilyaz ve ark (2005) Trakya bdlgesinde helinde bulunan, 0-1
aylik, diyare semptomu gosteren bgirardan elde ettikleri dki 6rneklerinde BRV
izolasyonu amaciyla virus ekimi yapilan MA104 hukigttrinde, inkibasyonun 2.
ginidnde yapilan 10 pg/ml pankreatin enzimi ilaviesinrusun ¢galmasi ve CPE
odaklarinin net olarak gorilmesinde etkili aldau belirleyerek, Turkiye'de diyare
semptomlu buza digkisindan ilk rotavirus izolasyonunu gercekienislerdir.
Arastirmacilar (2005), rotavirus izolasyonunda pankreae tripsin enzimi iceren
MAZ104 hicre kaltara ile yapilan kontrolli ¢cgnalarda, pankreatin enzimi ilavesinin
tripsin enzimine gore daha guvenilir bir metot @dou belirtmglerdir. Arastirmada,
BRV B223 syunun ve Pendik BRV izolatinin galtiimasi amaciyla, pankreatin (10
pg/ml) katkih DMEM kullanilarak yeterli miktarda iras stispansiyonu elde
edilmistir. Bu calsmada da bircok agarmacinin (Bohl ve ark 1984, Tsunemitsu ve
ark 1991, Arias ve ark 1996, Gllyaz ve ark 20059ya koydgu gibi MA104 hiicre
kaltirine yapilan pankreatin enzimi ilavesinin girienfektivitesini ve CPE

olusumunu arttirdil gozlenmgtir.

Virolojik tani amach kullanilan virus izolasyone serolojik testlerden sonug
alindgl durumlarda, virus enfeksiyonu @mlukla klinik seyrini tamamlargiya da
lyilesme evresine (konvelesan) gigti (Durmaz 2001). Bu nedenle lokal bir
enfeksiyon sonucunda akut seyirli bir hastalika@ablolgturan ve diyare sonucunda
digki ile yiksek miktarlarda etrafa sacilan ota kabiliyeti yiksek BRV etkeninin
ELISA gibi hizli ve duyarli bir tghis metodu ile en kisa sirede tanimlanmasi
onemlidir. BRV'ye 6zgu bu lokal enfeksiyon sirasanskerolojik tghis metotlari ile
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antikorlarin tespit edilemeyecek kadar az olabiiese kan dolaiminda uzun sire
sirklile olamayaga da g6z oninde bulundurulglundan, indirekt tghiste BRV'ye
karsi antikor tespiti amaciyla kullanilan ELISA sistamhin direkt tghiste antijen
tespiti amaciyla kullanilan ELISA sistemlerine gareden daha az kullanifgini

aciklamaktadir.

Enzyme linked immunosorbent assay, insan ve hagwanlait dgki
orneklerindeki rotavirus antijen vaglnin tespitinde yaygin olarak kullanilan bir test
teknigidir (Yolken ve ark 1977, Gerna ve ark 1987, Iwaeaark 1996). Ulkemizde
diyare semptomlu bugdsigirlardan sglanan dski  6rneklerinde BRV
identifikasyonu amaciyla gercektgilen calsmalarda (Yazici 1992, Burgu ve ark
1995, Burgu ve ark 1999, Ekik 2002ahna ve Alkan 2003), ticari ELISA BRV
teshis kitlerinin kullanildgr bilinmektedir. Bu c¢akmada, buzalara ait dski
orneklerinde BRV etkeninin ghisinde kullanilabilen, hizl, etkili ve ekonomik

ELISA ve Dot- ELISA tekniklerinin gegtiriimesi amaclannstir.

Bu argtirmada hicre kdltirinde galtilarak titresi belirlenen ve PEG ile
konsantre edilen viral antijenler, hem deney halaramn immunizasyonunda
immunojen olarak, hem de dama tahtasi titrasyoti lesyapilan dgerlendirme
sonucunda ELISA ve Dot-ELISA sistemlerinde antifgiktarinin optimizasyonunda
ve dgki drneklerinin BRV varlgl yoninden test edilmessamasinda pozitif kontrol
antijeni olarak kullanilmgtir. Bu calsmada kullanilan her iki rotavirus gwna ait
yapilan titrasyon testi (Kaerber 1964) sonucunasdik BRYV izolati ve BRV B223
swu titreleri sirasiyla DKIB, 107 /0,2 ml ve DKIDy, 10°° /0,2 ml olarak
belirlenmitir. Villegas ve ark (2002) grup A UK rotavirus ssuftitresini 5x10'
DKIDs¢/ml olarak tespit etrglerdir. Fontes ve ark (2005), BRV-NCDV sutitresini
2,2.10" DKIDs¢yml olarak belirlemilerdir. Bu calsmada Pendik BRV izolati
titresinin, Gllyaz ve ark (2005)'nin c¢ghasinda kullanilan ghi 6rneklerine ait
cesitli BRV izolatlarinin titrasyon dgerleri (10°%° DKID5¢/0,2 ml, 10”° DKID5¢/0,2
ml, 10°° DKIDs¢/0,2 ml, 10> DKIDsy/0,2 ml, 16° DKIDsy/0,2 ml) ile uyumlu
oldugu gozlenmgtir.

Bu argtirmada ELISA ve Dot-ELISA sistemlerinde captureakglayici)
antikor olarak kullanilan poliklonal antikorlariegen antiserumlar, Yeni Zelanda irki

tawanlarin BRV B223 sgu ve Pendik BRYV izolatl ile immunizasyonu sonrasind
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elde edilmgtir. Arastirma bu yoniuyle grup A, BRV UK &ir rotavirus sguna, grup
A, SA11 rotavirusa ve BRV-NCDV'’ye 0zgu antiserurdesi amaciyla Yeni Zelanda
Irki tawan immunizasyonunun gerceddieildi gi diger calsmalar (Anand ve ark
2001, Villegas ve ark 2002) ile benzerlik gostertedk.

Monoklonal (Al-Yousif ve ark 2000, Fontes ve ark03) ve poliklonal
antikor (Villegas ve ark 2002, Fontes ve ark 20@8desi amaciyla deney
hayvanlarinin immunizasyonunda immunojen olaraklfametotlar ile konsantre
edilen ya da saftairlan BRV-NCDV (Fontes ve ark 2005, Tsunemitsuavie 1990),
grup A sgir UK rotavirus sgu (Villegas ve ark 2002), insan rotavirus izol&okno
ve ark 2000) gibi sgar kullaniimstir. Bu amacla PEG-8000 presipitasyonu ile
virusun konsantre edilmesi (Al-Yousif ve ark 200jegas ve ark 2002, Fontes ve
ark 2005), ultrasantrifij ile viruslarin c¢oOktirtlme (Fontes ve ark 2005),
ultrasantriflij sonrasi sezyum klortr (CsCl) gratligygulamasi (Kohno ve ark 2000,
Villegas ve ark 2002) ile virusun saftallmasi ve sikroz gradient uygulamasi
(Anand ve ark 2001, Tsunemitsu ve ark 1990) gikiticegOntemler uygulannstir.
Villegas ve ark (2002) virus'un konsantrasyonu arylackullanilan bu metotlardan
PEG ile presipitasyorsleminin ultrasantrifij ve CsCl gradient uygulamasigire
daha ekonomik oldiu ve daha hizli sonuc aligdibelirterek, ultrasantriftij ve CsCl
gradient uygulamalarinin virus partiktllerinde kadlgra ve viral enfektivitenin
azalmasina neden olglunu vurgulamylardir. Fontes ve ark (2005) ELISA
sisteminde capture antikor olarak kullaniimak zBRV'ye 6zgli monoklonal ve
poliklonal antikor eldesi amaciyla PEG 8000 ile &antre edilmesi yontemi ve
purifikasyon yontemini karlastirmiglardir. Aratirmacilar (2005), purifikasyon
isleminin PEG presipitasyonuna gore zaman alici @ldu ve virusun yapisal
batinliguinun bozuldgunu ve ayrica virus enfektivitesinde kayiplar gdigtini
tespit etmglerdir. Ayrica PEG ile viral proteinlerin presipsigonu yonteminin
pirifikasyona alternatif bir metot olarak kullarbieecezsi ve PEG ile konsantre
edilen viral partikullerin poliklonal antikor ve moklonal tretiminde dahi karih
bir sekilde kullanilabildgi vurgulanmstir. Bu aratirmada, ELISA ve Dot-ELISA
sisteminde capture antikor olarak kullaniimak GUzenazirlanan poliklonal
antikorlarin elde edilmesi sirecinde PEG presigdasyontemi, ucuz ve pratik

olmasinin yaninda guvenilir bir yontem olmasi negertercih edilmstir.
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Poliethylen glikol presipitasyonu ile viral proteihacminin daraltilarak
suspansiyondaki protein miktarinin azgldfakat toplam aktivitenin arttirilg
bilinmektedir (Villegas ve ark 2002). PEG presipitanu sonrasinda konsantre
edilen viral suspansiyonlardaki protein miktarindadegisimin belirlenmesinin
amaciyla farkli protein miktari belirleme yontemleuygulanmgtir. ELISA
sistemlerinde viral antijen olarak kullanilmak (zeMA104 hicre kilturinde
cogaltilan rotavirus stoklarina ve PEG presipitasy@omrasinda konsantre edilen
virus suspansiyonlarina ait protein konsantrasyamia belirlenmesi amaciyla,
bradford metodu (Villegas ve ark 2002), Lowry meto(Kelkar ve ark 2004,
Tsunemitsu ve ark 1990), ticari protein tespit KiEiontes ve ark 2005), bilret
reaksiyonu (Lopez ve ark 1988) gibi yontemler kullaistir. Bu calsmada PEG
presipitasyonu sonrasinda konsantre edilen viraslait protein miktarindaki
degisimin belirlenmesi amaciyla bilret reaksiyonu ilengo veren ticari protein

tespit kiti kullanilarak elde edilen viral protemmktarlari belirlenmgtir.

Bovine Rotavirus’a 6zgu poliklonal ya da monokloaatikor elde edilmesi
asamasinda bu gune kadar farkli immunizasyon metatiggulanmgtir (Gary ve ark
1982, Greenberg ve ark 1983a, 1983b, Sonza ve @8B, 1IKang ve Saif 1991,
Cornaglia ve ark 1993, Giammarioli ve ark 1996, Yalusif ve ark 2000, Villegas ve
ark 2002, Fontes ve ark 2005). Anand ve ark (2@@fgfindan, SA-11 rotavirus
swuna Ozgu antiserum eldesi amaciyla Yeni Zelanda taksanlara yapilan
immunizasyon gamasinda, ilk enjeksiyonda purifiye edilen virusRreund’'un tam
adjuvanti kagimi subkutan yoldan inokule edilgnil ay sonra Freund’'un tam
olmayan adjuvant ve virus kammini subkutan yoldan enjekte ediktm. Bir hafta
sonra PBS icerisindeki virus kas i¢i yoldan uygotve son uygulamadan 14 gin
sonra kan alinarak serum elde editimi Villegas ve ark (2002) grup A @r UK
rotavirus sguna 6zgl antiserum eldesi amaciyla Yeni Zelanda talkganlarin
immunizasyonunda, ilk enjeksiyonda pirifiye edilerus (50 pg/kg) ve Freund’'un
tam adjuvanti kagimini subkutan yoldan inokule ettgrdir. ilk enjeksiyondan 25
gin sonra Freund’'un tam olmayan adjuvant ve virassiknini subkutan olarak
inokule etmglerdir ve bu uygulama 15 gun araliklarla, 2 kezraekedilms ve
sonrasinda kan alinarak serum elde edtimiFontes ve ark (2005) BRV-NCDV
swsuna O0zgu poliklonal antikor eldesi amaciylai dfeni Zelanda tasanlarina BRV
ile Freund’'un adjuvant kanmini deri alti enjekte ederek 20 gun sonra Freumd’

88



tam olmayan adjuvanti ile immunizasyon tekrari gkligtirmislerdir ve bu
uygulamayr 20 gun araliklar ile 2 kez tekrar edetelsanlardan kan alimini
gerceklgtirmislerdir. Bu calgmada, spesifik antikor elde etmek amaciyla iki grub
ayrilan taganlardan 1. grup taanlarin immunizasyonunda immunojen olarak
MA104 hucre kultirinde galtilan rotavirus hicre sispansiyonlar ve ayrig&sP
presipitasyonu ile konsantre edilen viruslar kuliamstir. ikinci grup taganlarin
immunizasyonunda, MA104 hiicre kiltirindeggltilan rotavirus sispansiyonlari ile
Freund’'un tam ve tam olmayan adjuvantlarina ait iskar uygulanmgtir.
Arastirmada, tum immunizasyonlar subkutan yoldan emeks yontemiyle
uygulanmgtir. Belirtilen uygulamalarda elde edilen serumékidrotavirus’a spesifik
antikor etkinlginin aratirilmasi amaciyla, Ouchterlony cift diffizyon teAnand
ve ark 2001), ELISA (Al-Yousif ve ark 2000, Villegare ark 2002, Fontes ve ark
2005), serum notralizasyon testi (Fontes ve arl6®Qflak rediksiyon notralizasyon
testi (Villegas ve ark 2002), western blot anal\llegas ve ark 2002, Fontes ve ark
2005) gibi yontemler uygulangtir. Bu calgmada immunizasyon sonrasinda
tawanlardan alinan kan serumlarindaki BRV spesifikikanfarin etkinliginin
arggtirlilmasi amaciyla, immunizasyon sonrasindaki fogégrum 6rneklerine serum
notralizasyon testi (Sy testi) uygulanngtir. SN testi sonucunda Pendik BRV
izolatina 6zgl serum antikor dizeyi 1/11,2, BRV BZ2suna 6zgl serum antikor
dizeyi 1/90 olarak saptangtir. Bu aratirmada, Pendik BRV izolatina 6zgi serum
antikor duzeyinin BRV B223 suna 06zgu antikor duzeyinden dahasiaki bir
seviyede oldgu tespit edilmgtir. Notralizasyon testi ile elde edilen bu sonB&V
B223 syu ve Pendik BRV izolatina 6zgu poliklonal antikerlde duyarli hale
getirilerek uygulanan ELISA ile dama tahtasi tiy@s testleri ile elde edilen antikor
sulandirma dgerleri ile paralellik géstermektedir. BRV B223ssuve Pendik BRV
izolatina 6zgu poliklonal antikora ait sulandirmaranin (1:1600), Pendik BRV
izolatina 6zgu poliklonal antikor sulandirma oranif1:800) gore daha yuksek bir

seviyede oldgu tespit edilmytir.

Brandt ve ark'na (1981) gotre, ELISA sensitivitesillanilan poliklonal
antikorlarin kalitesine ve 6zguliiine bglidir. Immunizasyon sonrasinda elde edilen
serumdan rotavirus’a 6zgu poliklonal antikor eldeshaciyla amonyum stlfat
presipitasyonu (Habeeb ve Francis 1976, Anand e2801, Tsunemitsu ve ark
1990), diyaliz (Anand ve ark 2001), affinite kroragtafi ile antiserum icegindeki
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IgG fraksiyonlarinin safkdurilmasi (Villegas ve ark 2002) gibi uygulamalar
gerceklatirilmistir. Konsantre edilen antikorlar ya da pdrifiye iamotavirus
immunglobulinleri (IgG), rotavirus #hisi amaciyla gedtirilen c¢esitli ELISA
(Villegas ve ark 2002, Tsunemitsu ve ark 1990) wt-BLISA (Anand ve ark 2001)
sistemlerinde primer (Anand ve ark 2001) ya da waptntikor (Villegas ve ark
2002, Tsunemitsu ve ark 1990) olarak kullangbmi Anand ve ark (2001) SA-11
rotavirus sguna 6zgu antiserum eldesi amaciyla Yeni Zelandaarkanlara yapilan
immunizasyon sonrasinda elde ettikleri hiperimm@nusia, doymgi amonyum
silfat (%50) soltusyonu ile presipitasyon ve diyadlemi uyguladiktan sonra seltil6z
kolona yukleyerek antikorlari safarmislardir. Saf hale getirilen antikorlar,
nitroseliloz membran Uzerine damlatilarskdi 6rneklerinde rotavirus vaginin
tespiti amaciyla gefiirilen Dot-ELISA sisteminde primer antikor olarak
kullaniimistir. Bu argtirmada, BRV B223 sw ve Pendik BRV izolati ile tgan
immunizasyonu sonucunda elde edilen vestiglen ELISA sistemlerinde capture
antikor olarak kullanilan poliklonal antikor icereamtiserumlar amonyum stilfat

presipitasyon metodu ile konsantre edilerek diyalemi uygulanmgtir.

Laboratuvarda gsfiirilen c¢esitli ELISA sistemleri ile BRV tghisinin
gerceklatirildi gi calismalarda (Hammami ve ark 1989, Anand ve ark 2001kdfe
ve ark 2004) ortaya konulan sonuglara gore testraisrinde kullanilan kati fazin
secimi ve uygun reagent seciminin 6nemli @albelirtiimistir. ELISA ve Dot-
ELISA sistemlerinde antijen veya antikoru kati fabaglamak icin polistrin,
propilen, polivinil ve nitroseltiloz membran g&di gibi ¢aitli taslyici ylzeylerin
kullanildigi bilinmektedir. Polistrin ELISA mikropleytlerinipolivinil pleytlere gore
daha duyarh oldgu, polivinil pleytlerin goz ile yapilan gerlendirmelerde yiksek
background olgumundan dolayr uygun olmagl tespit edilmgtir (Voller ve ark
1979). Bugline kadar yapilan sgk arastirmalarda (Ellens ve Leeuw 1977,
Hammami ve ark 1989, Al-Yousif ve ark 2000, Anand wark 2001) dki
orneklerinde rotavirus $bisi amaciyla, BRV'ye spesifik poliklonal/monokldna
antikorlar ya da rotavirus antijeni ile duyarl éaetirilen polystren mikropleyt ya da
nitroseliloz membranlar kullanilgtir. Bu argtirmada, diki érneklerinde BRV
teshisi amaciyla monoklonal ve poliklonal antikorlér duyarl hale getirilen ELISA

sisteminde katl faz olarak yiksekgtenma kapasitesine sahip polistrin mikropleyt
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ve Dot-ELISA sisteminde ise 0,45 pm por capina atitroseliloz membran

kagitlari tercih edilmgtir.

Bu argtirmada buzg diski orneklerinde BRV tespiti amaciyla ggirilen
ELISA ve Dot-ELISA sistemlerinin standardizasyoginigerekli olan optimizasyon
surecinde, test sisteminde kullanilacak antikor argijene ait optimal miktarin
belirlenmesi amaciyla pleyt/membrangkéarinin farkli antikor sulandirmalari ile
duyarli hale getirilmesi prensibine dayali Crowtk2009) tarafindan 6nerilen dama
tahtasi titrasyonu uygulangtir. Bu ¢alsmada, ELISA ve Dot-ELISA sistemlerinde
capture antikor olarak kullanilan antiserumun seglama tahtasi titrasyon testi ile
belirlenerek yapilan derlendirme sonucunda, 2. grup ¢am immunizasyonu
sonucunda elde edilen Pendik BRV izolatina ozglikjpolal antikorlari iceren
antiserumlar, gki 6rneklerinin BRV antijenleri yoninden test eddi@ri icin tercih
edilmistir. Arastirmada PEG presipitasyonu ile konsantre edileraknal tahtasi
titrasyon testi yapilan gerlendirme sonucunda belirlenen Pendik BRV izolhki
orneklerinde BRV tghisi amaciyla geitirilen ELISA ve Dot-ELISA sisteminde
pozitif kontrol antijeni olarak kullanilrgtir.

Enzyme linked immunosorbent assay sistemlerindelialk phosphatase
(AP), B-galactosidase, urease ve (HRPO) enzimleri ve lmimdere ait para-nitro
phenylphosphate, ortho-nitro phenyg-galactosidase ve bromocresol purple
kromojen/substrat sistemlerinden g@a konjugatlarin kullanilg bilinmektedir
(Crowther 2009). Bu caimada BRV tehisi amaciyla gegtirilen her iki ELISA
sisteminde ticari olarak gmnan HRPO garetli goat anti-BRV konjugati
kullaniimistir. ELISA sistemlerine ait dama tahtas! titrasym@sti gamalarinda,
monoklonal antikor ve deney hayvanlarindan elddeedpoliklonal antikor ile
reaksiyon verebilen iki farkli BRV antijeninin beénmesi amaciyla kullanilan ticari
konjugatlar Uretici firma tarafindan belirtilen atarda sulandirilarak kullanilgtir.
Crowther (2009) tarafindan HRPO igin kullaniimasiedlen substratlar; Ortho-
phenylenediamine (OPD), 2,2'-Azino diethylbenzatblane sulfonic acid (ABTS),
5-aminosalicylic acid (5-AS), tetramethyl benzidingMB)'dir. ABTS icin
kullaniimasi 6nerilen optimal dalgaboyu 415 nm; ORD kullaniimasi 6nerilen
dalgaboyu stop reaksiyonundan sonra 492 nm verstfsiyonundan énce 420 nm;
5-AS ic¢in kullaniimasi dnerilen dalgaboyu 492 nnMB icin kullanilmasi 6nerilen
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dalga boyu stop reaksiyonundan dnce 655 nm verstgsiyonundan sonra 450 nm
olarak belirtiimitir (Crowther 2009). Bu agarmada ELISA sistemlerinde substrat
olarak kullanilan TMB’nin HRPO vagiinda ¢dztnebilir mavi bir Griin ajturdugu
bilinmektedir ve bu kolorimetrik reaksiyonun goe idigerlendiriimesi mumkuandar
(Crowther 2009). Bu bilgiler dikkate alinarak yaml bu cakmada ELISA
sistemindeki reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan OBederi, ELISA okuyucusunda 450
nm dalga boyunda okutulduktan sonragettendirmeye alinmgtir. Dot-ELISA

sistemindeki reaksiyon gjumu goz ile dgerlendirilmistir.

Bu calsmada testlerin optimizasyonu sirasinda gergéklen dama tahtasi
titrasyonu glemi sonrasinda mikropleyt gozlerinde takip editeagent siralamasi,
insan rotavirus ve BRV ghisi amaciyla geftirilen monoklonal ya da poliklonal
antikor ile duyarli ELISA sisteminin uygularg@ diger calgmalar ile gleyis
benzerlgi gostermektedir (James ve ark 1998, Kelkar ve28d4).

James ve ark (1998) insekt htcrelerindegsagolan rekombinant VPG6'yi
insana ait grup C rotavirus tespiti amaciyla gietlikleri ELISA sisteminde viral
antijen olarak kullanmglardir. James ve ark (1998) tarafindan gelien ELISA
sistemindeki spesifik olmayan glanmalarin azaltilmasi amaciyla iki farkli deney
hayvani immunizasyonu sonucunda elde edilen amgikdcullaniimstir ve bu
antikorlardan ilki virus yakalayici (capture), gdri ise detektor (tespit edici,
belirleyici) antikor roll Ustlenmektedir. BelirtieELISA sisteminde pleyt gozlerinin
duyarli hale getiriimesi amaciyla yakalayici antik@aynai olarak tagan
immunizasyonu sonucunda elde edilen serumlar kidbagtir. Ayni calsmada,
tavuklarinin  immunizasyonu ile yumurta sarisindeksgk miktarlarda Uretilen
poliklonal antikorlar da detektér antikor olarak llemilmistir. Bu aratirmada
gelistirilen ELISA ve Dot-ELISA sisteminde pleyt gézlem ve membranin duyarli
hale getiriimesi amaciyla capture antikor ka¥inaolarak 2. grup tasan
immunizasyonu sonucunda elde edilen serumlarin dmns edilmesi sonucunda
elde edilen Pendik BRV izolatina 6zgu poliklonatikorlar ya da ticari VP6'ya
spesifik monoklonal antikorlar kullanilgtir. Arastirmada detektor antikor olarak
HRPO ile paretli ticari goat anti-BRV-Nebraska Calf Diarrh&arus (NCDV)
poliklonal antikorlari kullaniimgtir. Kelkar ve ark (2004) SA11 rotavirusssuile

tawan immunizasyonu 6ncesi ve sonrasinda elde ettigtezitif ve negatif serum
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numunelerini akut diyare belirtisi olan insanlar @ski Orneklerinde rotavirus
tespiti amaciyla gadtirdikleri ELISA sisteminde pleyt gozlerinin duyarhale
getiriimesinde kullanmglardir. Belirtilen argtirmada, standart SA11 rotavirusssu
ile immunizasyon sonrasinda seruma ait titrasyorgeiei 1:10 000 olarak
belirlemigler ve ELISA sisteminde belirtilen oranda sularddmipozitif ve negatif
serum numuneleri kullanilgtir. Arastirmacilar (2004), elde ettikleri pozitif ve
negatif serum numuneleri (100 pl) ile duyarh hgkgirdikleri bir ¢ift mikropleyt
gozinu +4C’de bir gece boyunca inkube etferdir. inkiibasyon siresi sonunda
pleyt gozleri yikama soliisyonu ile 5 kez yikandiktsonra tim gozlere yikama
soliisyonu ile sulandirilarak hazirlanan %1,2 B3l edilerek +%¥C'de 4 saat siire
ile bloklama glemi gerceklstirilmistir. Stre sonunda 5 kez yikanan pleytler
kullanilincaya kadar -P@’de muhafaza edilrgiir. Arastirmacilar (2004), pleytlerin
bu haliyle 2 ay sure ile kullanilabilegiai belirtmislerdir. Test edilen dki 6rnekleri
ve pozitif kontrol antjeni bir ¢ift goze ilave edrkk inkibe edildikten sonra yikama

islemi gerceklstirilmi stir.

Herhangi bir ekipman gerektirmeden test edilen Kierelizerinde go6z ile
kantitatif bir dgerlendirme yapilabilen Dot-ELISA membranlarinirg@itenerek oda
sicaklginda 1 ay kadar bekletilginde aktivitelerinde ¢ok az bir kayip olgly yine
ayni membranlarin €€'de ya da -28C'de bekletildginde bile dgisiklik
gostermedii Ustelik bu durumun membrana ait raf omruniun astmasgladigi
bilinmektedir (Heberling ve Kalter 1986). Bu gahiada monoklonal ya da poliklonal
antikor ile duyarli hale getirilen Dot-ELISA membwaraf dGmrindn belirlenmesine
yonelik bir aragtirma gerceklgtiriimemistir. Ayrica Dot-ELISA  membran
kagitlarinin bloklanmasi amaciyla BSA yerine daha ekoik olan %3 sut tozu
kullanilarak sonug alinabilegebelirlenmitir.

Bu calgmada geltirilen ELISA ile Kelkar ve ark (2004)'nin gatirmis
oldugu ELISA kasllastinldiginda, dgki orneklerinde rotavirus ghisi amaciyla
gelistirilen bu ki test sisteminin, reagent siralamas kullanilan bloklama
solisyonu (BSA) acisindan benzer gal sistemi ile cajtiklari gorilmektedir.
Kelkar ve ark (2004)'nin uyguladiklarnn ELISA inkidgn sicakii, inkibasyon
suresi, kullanilan reagent miktari, yikamgleminin tekrar sayisi, bloklanarak

kullanima hazir hale getirilen pleytlerin saklankwgullari bakimindan karlastirma
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yapildginda; bu ¢cakmada gelitirilen ELISA'nin daha hizli tamamlanabilen ve daha
ekonomik yontemler oldiu gorilmektedir. Ayrica bu agmrmada hazirlanan
pleytlerin raf dmriintin belirlenebilmesi amaciylagkietirilen testlerde, +%C’de,

10 ay sure ile muhafaza edilmeleri durumunda akfierinde herhangi bir bozulma

gOzlenmedii saptanmytir.

Monoklonal ve poliklonal antikorlar ile hazirlangnELISA uygulamalarinin
degerlendiriimesi gamasinda uygulanan, minimum pozitif OD gdenin
belirlenmesi i¢in elde edilen absorbangelterinin standardize edilmesi gerekti
bilinmektedir (Crowther 2009). Bu amacla salada, Hammami ve ark (1989), Frey
ve ark (1998), James ve ark (1998) gedtiikleri ELISA sistemlerine ait cut-off
degerinin belirlenmesi gamasindaki uygulamalarina uyumlu olarak, test adiligki
drneklerine ait negatif kontrol OD ger ortalamalarina negatif kontrol OD standart
sapmalarinin 3 katinin ilave edilmesi ile elde @dtandart bir derlendirme kriteri
kullaniimistir ve dski drneklerinin test edilmeleri sonucunda elde esdidegerin
hesaplanan gerden daha blyuk olgu durumlarda Ornekler pozitif olarak
degerlendirilmistir. Dot-ELISA uygulamasinin gerlendiriimesi gamasinda dki
orneklerinin test edilgi monoklonal ya da poliklonal antikor ile duyarliembran
gozlerinde reaksiyon sonucu gdun renk dgisikli gi, pozitif kontrol antijeni bulanan

gOze ait reaksiyon sonucu ghun renk ile kaglastirilarak deerlendirme yapilnstir.

Diski 6rneklerinde BRYV ya da rotavirus antijen tespitiaciyla poliklonal ve
monoklonal antikorlar ile duyarli ELISA sistemlenngelistirildi gi arastirmalarda
(Christy ve ark 1990, James ve ark 1998, Al-Yousifark 2000, Anand ve ark 2001,
Kelkar ve ark 2004, Villegas ve ark 2002) test sumda elde edilen sensitivite ve
spesifisitesinin belirlenmesi amaciylssitie referans testler uygulangtir. Christy ve
ark (1990) 100 adet insanskll 6rnesinde rotavirus varfiinin aragtiriimasi amaciyla
monoklonal antikor temelli farkh ticari ELISA ileelde edilen sonugclari, doku
kaltirinde (African green monkey kidney) virus @®yonu metodu ile elde edilen
sonuclar ile sensitivite ve spesifite bakimindangediendirmilerdir. Doku
kultirinde virus izolasyonu metodu referans alikayapilan kagilastirmanin
sonucunda, monoklonal antikor temelli ticari ELISI& %94 sensitivite ve %95
spesifite orani tespit etgherdir. Christy ve ark (1990)'na gore, yenfgmlar ve gencg

cocuklara ait rotavirus etkeninin tespiti amacigldlanilan doku kaltirli izolasyonu
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metodu tani amaciyla tek gpaa kullanilabilecek bir this metodu olmayip, enfekte
hicre kultirinde ¢ok guk oranda bir CPE'nin gozlemlergdihtcrelerdeki virus
cogalmasini tespit edebilecek ELISA gibi etkili yaraimbir teshis metodunun
uygulanmasi gerekmektedir. James ve ark (1998)Yinden insana ait grup C
rotavirus tespiti amaciyla gslirdikleri ELISA, EM metodu ile kanlastiriimis ve
ELISA'nin 10 kat daha fazla duyarh olgw vurgulanmgtir. Kelkar ve ark (2004)
tarafindan geitirilen ELISA ile %100 oraninda spesifisite ve %Jl@daninda
sensitivite tespit edilmgtir. Al-Yousif ve ark (2000) rotavirus’a kgriki farkli klona
(2B11 ve 8B4) 6zglu monoklonal antikorlarin Uretimgerceklgtirerek, sgir diski
orneklerindeki rotavirus antijenini tespit edebédkacapture ELISA geftirmislerdir.
ELISA ile test edilen 20 adet 6rgia 18 adedi ticari antijen ghis kiti ile BRV
yoninden pozitif olarak tespit edilgtir. Elde edilen sonuclar ile ticari ELISA
referans alinarak yapilan kdastirma sonucunda BRV’ye 6zgi monoklonal antikor
2B11 ve 8B4 Kklonlar ile yapilan ELISA ile sirasyl685 ve %39 oraninda
sensitivite ve her iki monoklonal antikor klonu i#100 spesifisite orani tespit
edilmistir. Anand ve ark (2001)'nin Dot-ELISA ve RNA-PAGHEekniklerini
kullanarak 396 adet insangkl drnesinde rotavirus varfiinin argtirilmasi amaciyla
yaptiklari dgerlendirmenin sonucunda, Dot-ELISA ile test ediieneklerin 60’'inda
(%15,15) RNA-PAGE ile test edilen drneklerin 65&¢%16,41) rotavirus antijen
varhgi bildirmislerdir. RNA-PAGE tekngi referans alinarak yapilan kdastirmanin
sonucunda, Dot-ELISA ile %92,30 sensitivite ve %38, spesifite orani
bildirilmi stir. Arastirmanin (2001) sonucunda ekonomik ve kolay bit te&nigi
olarak dgerlendirilen Dot-ELISA ile elde edilen yluksek spesiie ve sensitivite
oranlari ile Dot-ELISA’'nin sahada rotavirusuhisinde kullanilabilecek alternatif
bir test tekngi oldugu belirtilmistir. Villegas ve ark (2002), grup A UK rotavirus
swsuna ait purifiye virus partikullerini kullanarak aikdiyare belirtisi gosteren 500
adet cocga ait dgki ornesinde rotavirus tespiti amaciyla ggirdikleri cift antikor
sandwich ELISA sonuclarini RT-PCR referans alinayakilan kagilastirma ile
deserlendirmglerdir ve yapilan dgerlendirmenin sonucunda, ggitilen ELISA ile
%98,4 sensitivite orani, %100 spesifite orani, %p0aitif prediktif degeri ve %97,3
negatif prediktif dgeri tespit edilmgtir.

Bu calsmada, test sonucunda elde edilen sensitivite vesifsggenin

belirlenmesi amaciyla ticari ELISA referans alikargapilan dgerlendirmenin
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sonucunda, monoklonal antikor kullanilarak hazalarELISA ile %92 sensitivite
orani, %96 spesifisite orani, %88 pozitif predilddéseri ve %97 negatif prediktif
degeri; poliklonal antikor ile duyarli ELISA ile %96essitivite orani, %99 spesifisite
orani, % 96 pozitif prediktif deeri ve %99 negatif prediktif geri; monoklonal
antikor kullanilarak hazirlanan Dot-ELISA ile %50nsitivite orani, %73 spesifisite
orani, %37 pozitif prediktif dgeri ve %82 negatif prediktif gieri; poliklonal antikor
kullanilarak hazirlanan Dot-ELISA ile %46 sensiigviorani, %87 spesifisite orani,
%52 pozitif prediktif dgeri ve %83 negatif prediktif geri tespit edilmitir. Bu
argtirmada testler arasindaki ikili kallastirmalar sonucunda elde edilengdaluk
oranlarina bakilganda, monoklonal antikor kullanilarak hazirlananl&A ile %95;
poliklonal antikor ile duyarli ELISA ile %98; montwnal antikor kullanilarak
hazirlanan Dot-ELISA ile %68; poliklonal antikor lkanilarak hazirlanan Dot-
ELISA ile %77 oraninda bir uyum ol@u belirlenmgti. Bu argtirmada
degerlendirilen test sistemleri arasinda ticari ELIBelde edilen sonu¢ bakimindan
en yiksek uyum gosteren testin sensitivite ve §pesoranlart bakimindan da
yuksek dgerlere sahip poliklonal antikor ile duyarh ELISAeibelirlendgi tespit
edilmistir. Bu argtirmada monoklonal antikor ile duyarli ELISA iledel edilen
sensitivite (%92) ve spesifisite (%96) oranlari-¥ausif ve ark (2000) tarafindan
BRV'ye 6zgl monoklonal antikor 2B11 ve 8B4 Kklonlaite yapilan ELISA
sonucunda elde edilen sensitivite (%85) ve spésifi%39) oranlarindan belirgin bir

sekilde yUksek oldgu tespit edilmitir.

Dot-ELISA’'nin, BRV tehisi amaciyla kullanilan der test tekniklerine gore
daha ekonomik ve saha sklarinda bile BRV tghisi amaciyla kullanilabilecek
alternatif bir yontem oldgu bildiriimektedir (Hawkes 1986). Beards ve ark §49
Dot-ELISA ile incelenen dkilardaki rotavirus grup antijenlerinin sadece ks
titrelerdeki poliklonal antikor vargn ile tespit edilebilecgni bildirmiglerdir. Bu
calsmada Beards ve ark (1984)'nin bulgularina uyumlarak, ticari ELISA
sonucunda yuksek OD gerleri veren bazi dki drneklerinin Dot-ELISA ile zayif
reaksiyon verdii belirlenmgtir. Arastirmada monoklonal ve poliklonal antikor
kullanilarak hazirlanan ELISA ile belirlenen hatadizitif dezer oranlari sirasiyla %3
ve %1 dizeyinde iken; monoklonal ve poliklonal kati kullanilarak hazirlanan
Dot-ELISA ile belirlenen hatali pozitif ger oranlar sirasiyla %10 ve %20 olarak

tespit edilmgtir. Bu argtirmada Dot-ELISA ile elde edilen hatali pozitifidcanlari,
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Brandt ve ark (1981) ve Anand ve ark (2001) taddm ELISA ve Dot-ELISA
sistemlerinde elde edilen %73 ve %0,75 oranindalihadzitif reaksiyon bulgularina
ait degerler ile paralellik gostermektedir. Ayrica bu ealada Dot-ELISA’nIn
sahada kullanilabilecek pratik bir test olmasingnran, dger testlere gére hatal
pozitif ve hatali negatif sonu¢ verme olganin oldukca yuksek oldiu, sensitivite

ve spesifisitesinin diilk oldusu tespit edilmgtir.
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5. SONUC ve ONEHLER

Bovine Rotavirus’un hizli ghisine yonelik olarak hazirlangnELISA kitleri
ve teknolojiye uyumlu yiksek duyarih sahip pek cok test metodu vardir fakat pek
az test tekr@i uygulama kolayk, duyarllik, 6zgullik, hiz ve ekonomgartlarinin

tumund birden sdayabilmektedir.

Bu calsmada uluslararasi standart bir metot olan hicretiKinde
adaptasyon zorfiu bilinen BRYV, inokule edildii pankreatinli vasat ortaminda
basarili bir sekilde ¢@altiimistir. Hucre kultiriinde geltilmasi sglanan BRV B223
swu ve Pendik BRV izolatl iceren hicre kultiru supgantlar antiserum eldesi

amacilyla tayan immunizasyonunda kullanilgtr.

Hucre kulturinde ggaltilan BRV B223 sgu ve Pendik BRYV izolati PEG
presipitasyonu sonucunda konsantre edilerek pol#loantikor eldesi amaciyla
tawan immunizasyonunda ve dama tahtasi titrasyonu csmwmia optimum
sulandirma oranlari belirlendikten sonra ELISA vetdELISA sistemlerinde pozitif
kontrol antijeni olarak kullanilngtir.

Deney hayvani immunizasyonu sonucunda elde edilatiseaumlar,
amonyum silfat presipitasyonu ve diyaligemleri ile konsantre edilngiir. Elde
edilen poliklonal antikorlar ve ticari olarak@anan anti-VP6 monoklonal antikor ile
dama tahtasi titrasyonu uygulamasi sonucunda optinsulandirma oranlari
belirlendikten sonra, ELISA ve Dot-ELISA sistemlade pleyt ya da membran
gOzlerinin duyarli hale getirilmesinde capture lamtiolarak kullanilmgtir.

Arastirmada hazirlanan ELISA sistemlerinin ticari ELIS&ferans alinarak
yapilan kagilastirmalari sonucunda testlere ait sensitivite, $p@&®, uyum, pozitif
ve negatif prediktif dgerleri belirlenmgtir. Ozellikle monoklonal ve poliklonal
antikor kullanilarak hazirlanan ELISA ve ticari EBA arasinda sirasiyla, %95 ve
%98 gibi yuksek bir oranda uyum tespit editini Monoklonal ve poliklonal antikor
kullanilarak hazirlanan Dot-ELISA ve ticari ELISAaginda ise %77 ve %68 gibi
daha dgik oranda bir uyum tespit edilgtir. Testlere ait hatali pozitiflik oranlari
incelendginde, monoklonal ve poliklonal antikor kullanilar@izirlanan ELISA ile
sirasiyla, %3 ve %1; monoklonal ve poliklonal aatikullanilarak hazirlanan Dot-

ELISA ile sirasiyla, %20 ve %10 oranlari belirlegtii
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Bu calsmada poliklonal antikor kullanilarak hazirlanan BBInin %98
uyum ve %1 oraninda hatali pozitiflik gei ile ticari ELISA BRV tahis kitine
alternatif olarak kullanilabilecek bir test sisteahilugu belirlenmsgtir. Sonug olarak,
bu aratirmanin balangicinda arzu edilen 6zgullik ve hassasiyetiaat@nabilir,
standardize edilngibir ELISA sistemi gekhtirilmistir. Yurt disinda gerceklgirilen
calismalarda buza/sigir diski 6rneklerinde BRV etkeninin direkt si@isi amaciyla
farkli ELISA ve Dot-ELISA teknikleri geftirilmis olup, Glkemizdeki BRV tghisine
yonelik argtirmalarda uygulanan ticari ELISA teknikleri g6z Uinle

bulunduruldgunda bu cagma ile benzer nitelikte bir agarma bulunmamaktadir.

BRYV teshisi amaciyla sahadan elde edilegkdibrneklerine uygulanabilecek
daha kapsamli molekiler gahalar ile drneklere ait serotip ve genotip beliré=in
sonucunda gefiirilen ELISA sistemlerinin daha hassas ve etkillagagi

distndimektedir.
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6. OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Bovine Rotavirus Enfeksiyonlarinin Cabuk Tehisinde Kullaniimak Uzere
ELISA ve Dot-ELISA Sistemlerinin Gelistiriimesi

Serpil YANBAKAN

Viroloji Anabilim Dall

DOKTORA TEZ 1/ KONYA-2010

En dnemli viral gastroenterit etkenlerinden BR\gidarda ekonomik kayiplara neden olan
dinya Uzerinde yaygin bir viral etkendir bu nedepmidgzan buzg yasaminin ilk gininden
itibaren hizli test tekniklerinin uygulanmasi onefinl Bu argtirmada diyare semptomlu bugzaliski
orneklerinde BRV antijenlerinin tespiti amaciyla mo&lonal ve poliklonal antikor ile duyarli ELISA
ve Dot-ELISA gelitiriimesi hedeflenmtir. PEG ile konsantre edilen BRV izolati ELISA
sistemlerinde pozitif kontrol antijeni olarak kuliémistir. Amonyum siilfat presipitasyonu ve dialize
edilen tagan antiserumu (anti-BRV poliklonal antikoru) ve dit olarak sglanan anti- VP6
monoklonal antikoru, ELISA sistemlerinde 100 adekdornesinin BRV antijen varlgl yoninden
test edilmesi gamasinda capture antikor olarak kullangtmi ELISA ve Dot-ELISA sonuclari ticari
ELISA sonuglari ile sensitivite ve spesifite bakmatan kagilastiriimistir. Elde edilen sonuclara gore;
monoklonal ve poliklonal antikor ile duyarl ELISAe %92 ve %96 sensitivite; monoklonal ve
poliklonal antikor ile duyarli ELISA ile %96 ve %%pesifisite elde edilrgiir. Poliklonal antikor ile
duyarl ELISA sensitivite ve spesifisitesinin motakal antikor ile duyarli ELISA sensitivite ve
spesifisitesinden daha yiksek didubelirlenmitir. Poliklonal antikor ile duyarli ELISA pozitif
(%96) ve negatif (%99) prediktif derlerinin, monoklonal antikor ile duyarli ELISA pidf (%88) ve
negatif (%97) prediktif dgerlerine gore daha yiksek ofglubelirlenmitir. Monoklonal ve poliklonal
antikor ile duyarli Dot-ELISA ile %50 ve %46 semgtie; monoklonal ve poliklonal antikor ile
duyarh ELISA ile %73 ve %87 spesifisite elde ediin. Poliklonal antikor ile duyarli Dot-ELISA
pozitif (%52) ve negatif (%83) prediktif gerlerinin, monoklonal antikor ile elde edilen pdz{#637)
ve negatif (%82) prediktif dgerlere gore daha yiksek ofglubelirlenmitir. Dot-ELISA sensitivite,
spesifisite, pozitif ve negatif prediktif gerlerinin ELISA ile elde edilen gerlere gore daha gliik
oldugu belirlenmgtir.

Sonug olarak, BRV thisi amaciyla gegtirilen monoklonal ve poliklonal antikor ile duyarl
ELISA tekniginin etkili, basit, ekonomik, hizli, %95 ve %98 orada dgruluk oranina sahip bir test

teknigi oldugu belirlenmgtir. Arastirma, diyare semptomlu buzméarda BRV enfeksiyon tespiti
amaciyla ELISA ve Dot-ELISA sistemlerinin ggirilmesine dair Tirkiye'deki ilk cagmadir.

Anahtar sozcukler: BRV; Dot-ELISA; ELISA; PEG,; poliklonal antikor.
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7. SUMMARY

Development of ELISA and Dot-ELISA Systems for theRapid Diagnosis of
Bovine Rotavirus Infections

BRYV is the most important cause of viral gastrogtisebecause of significant economic
losses in cattle worldwide so the rapid test teghes should be delivered as early as the firstdays
of newborn life. The main goal of this research waslevelop polyclonal and monoclonal antibody
based antigen capture ELISA and Dot-ELISA for detectiBiRV antigens in stool sample of
diarrhoeatic calves. PEG concentrated BRYV isoladés wsed as positive control antigen in ELISA
systems. The ammonium sulphate precipatiated aadgiséid rabbit antiserum (anti-BRV polyclonal
antibody) and commercially available anti-VP6 mdooal antibody was used as capture antibody in
ELISA systems for detection of BRV antigen in 1800 samples. The results were also screened by
a commercial ELISA to determine the sensitivity apecificity of antigen capture ELISA and Dot-
ELISA. It was evaluated that monoclonal and polgeloantibody based antigen capture ELISA
presented 92% and 96% sensitivity; monoclonal argcfonal antibody based ELISA presented 96%
and 99% specificity, respectively. The polyclonatibody based antigen capture ELISA sensitivity
and specificity were slightly superior to monoclbmatibody based antigen capture ELISA. The
positive predictive (96%) and negative predicti@%) values of the polyclonal antibody based
antigen capture ELISA were slightly higher than pusitive (88%) and negative predictive (97%)
values of the monoclonal antibody based antigetucajzLISA. Monoclonal and polyclonal antibody
based Dot-ELISA presented 50% and 46% sensitiviggpectively; monoclonal and polyclonal
antibody based Dot-ELISA presented 73% and 87%ifsgig; respectively. The positive (52%) and
negative predictive (83%) values of the polycloaatibody based Dot-ELISA were slightly higher
than the positive (37%) and negative predictive4B2alues of the monoclonal antibody based Dot-
ELISA. The sensitivity, specificity, positive aneggative predictive values of the Dot-ELISA was
slightly lower than the antigen capture ELISA.

As a result, it is concluded that an effective, @i economic and rapid monoclonal and
polyclonal antibody based ELISA technique was dgyetl for diagnosis of BRV with a 95% and

98% accuracy rates in any research laboratory. iEhise first report of developed ELISA and Dot-
ELISA systems to detect of BRV infection in diartibecalves in Turkey.

Key words: BRV; Dot-ELISA; ELISA; PEG; polyclonal antibody.
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9. EKLER

EK A. Tavsanlara Uygulanan Adjuvantsizimmunizasyon Siireci

Immunizasyon Enjeksiyon yolu  Virus Hacmi
baslangici
1gun Deri alti 5 ml virus iceren hicre
kiltara supernatanti
3. gun Deri alti 5 ml virus iceren hicre
kiltara supernatanti
5. gun Deri alti 5 ml virus iceren hicre
kiltara supernatanti
7. gln Deri alti 2 ml PEG ile konsantre
virus
15. gin Deri alti 2 ml PEG ile konsantre
virus
21.giun Deri alti 2 ml PEG ile konsantre 1 Ay sonra kan

virus

alimi
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EK B. Tavsanlara Uygulanan Adjuvantli Immunizasyon Siireci

Immunizasyon balangici  Enjeksiyon
yolu Virus+Adjuvant Hacmi

0,5 ml virus iceren hiicre

kaltard supernatanti + 0,5 ml

1. gln Deri alti
Freund’s complete adjuvant
0,5 ml virus iceren hiicre
2. enjeksiyondan 1 Ay Kas ici kaltard supernatanti + 0,5 ml
Freund’s incomplete adjuvant
sonra
Virus+ PBS (0,5 ml virus
2. enjeksiyondan 7 gin Kas ici iceren hucre kiiltard 14 giin sonra
supernatanti +0,5 ml PBS)
sonra Kan alimi
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Toplanti Tarihi 29.01.2009 || Toplanti Sayisi 2009/01 Karar Sayisi 2009/001

Seluk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dalindan Prof. Dr. Atilla SIMSEK ve
Biyolog Serpil YANBAKAN tarafindan sunulan “Bovine Rotavirus Enfeksiyonlarinin Cabuk
Teshisinde Kullamlmak Uzere ELISA ve Dot-ELISA Sistemlerinin Gelistirilmesi” baslikli tez
projesi 5 (bes) tiyenin katilimi ile yeniden degerlendirildi.

Proje kapsaminda dort adet 4-6 haftalik Yeni Zelanda Tavsani 2,5 aylik uygulama siirecinde
kullanilacag! tespit edilmistir. Deney hayvanlarinin, yapilacak uygulamalar sonucunda enfeksiyon
tagtyieist olmayacaklari ve yasamlarini siirdiirebilecek olmalari da gz oniinde tutularak, Projenin
deney hayvanlarina iligkin yonlerinin Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurul
Yonergesinin 12nci Maddesinde belirtilen “etik kurallara uygunluk esasi” dikkate alinarak
hazirlandig1 belirlenmistir.

SUVFEK Yonergesinde belirtilen “Aragtirmacilarin Sorumluluklar® ve “Hayvan Deneyleri ile
llgili Etik Ilkeler” basliklari altinda yer alan kurallar sakli kalmak kosulu ile, projenin
hazirlanmasinda “Etik Kurul Yonergesi ilkelerine Uyulduguna”, “Hayvan Deneyleri Etik
Kurullarinin Galigma Usul ve Esaslarina Dair Yénetmeligin® 13-1/b-c ve 13-3 Maddesi geregi dort
Yeni Zelanda Tavsani ilgili olarak S.U. Deneysel Tip ve Uygulama Merkezinden alman 19 Kasim
2008 tarih ve 849007 nolu sayman mutemedi alindi belgesi de dikkate alnarak projenin hayvan
kullanim etigi agisindan “Uygun” olduguna oy birligi ile karar verilmistir.
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