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OZET

Neonatal Buzagi Ishallerine Kars1 Ticari Bovine Rotavirus Asisi ile Asilanan Gebe
Sigirlardan Dogan Buzagilarda Pasif Bagisiklik Diizeyinin Arastirilmast

Bu arastirmada, inaktif polivalan ticari as1 (Rocodoll, Dollvet, Turkiye) ile asilanan
gebe sigirlarda Bovine Rotavirus (BRV) spesifik bagisikligin diizeyi ile bunlarin yeni
dogan buzagilarinda BRV’ye 6zgii pasif bagisikligin durumu incelendi. Bu amagla,
gebelik yaslarina gore segilen, 10 adedi as1 (Rocodoll, Dollvet, Tiirkiye) uygulanan
(Grup 1) ve 10 adedi as1 uygulanmayan (Grup II) (kontrol grubu) olmak iizere toplam
20 gebe sigir kullanildi. Grup I’deki sigirlar ticari as1 (Rocodoll, Dollvet, Tiirkiye)
prospektiisiine gore gebeligin son trimesterinde aralarinda 21 giin (3 hafta) olacak
sekilde iki kez asilandi. Her iki asilamaya paralel olarak Grup I ve Grup II’deki
sigirlardan dogum yaptiklar1 giin (1. giin) ve dogum sonrasi 3. 7. 14. 21. 28. giinlerde
kan ve kolostrum/siit ve bu hayvanlardan dogan buzagilardan kolostrum almadan
once (1. gun) ve 3. 7. 14. 21. 28. glnlerde kan 6rnekleri alindi. Toplanan bitin kan
ve kolostrum/sut 6rnekleri BRV spesifik antikor varligi/titresi yoninden ELISA
yontemi ile kontrol edildi. Belirlenen verilere gore, as1 uygulanmayan ve asi
uygulanan gebe sigirlara ait kan serumu ve kolostrum/siit numunelerindeki antikor
diizeyi ile yeni dogan buzagilarin da pasif bagisiklik seviyesi ve asilanmayan
hayvanlarda hastaliga maruz kalma durumu degerlendirildi. As1 uygulanan biitiin
gebe sigirlarda BRV ye spesifik antikor yanitta belirgin bir artis (>1/1024 — 1/256)
tespit edildi. Buna paralel olarak asili sigirlarin kolostrum almis yeni dogan
buzagilarinda da BRV pasif bagisiklik seviyesinin yiiksek (1/1024 — 1/128) oldugu
belirlendi. As1 uygulanmayan grupta yer alan (¢ gebe sigirda dogal BRV
enfeksiyonu sekillendigi ve bu hayvanlarda da pasif immunizasyon olustugu
belirlendi. Sonug olarak, maternal bagisiklik yoluyla BRV kaynakli neonatal buzagi
ishallerini 6nlemek icin sigirlara gebeligin son doneminde, prosediire uygun sekilde
iki doz BRV as1 uygulamasinin yararli oldugu ortaya koyulmustur.

Anahtar Kelimeler: Asi, Bovine Rotavirus, Maternal Bagisiklik, Neonatal Buzagi,
Sigir



ABSTRACT

Investigation of Passive Immunity Level in Calves from Pregnant Cattle Vaccinated
with Bovine Rotavirus Vaccine for Neonatal Calf Diarrhea

In this study, the level of Bovine Rotavirus (BRV) specific immunity in pregnant
cattle vaccinated with the inactive polyvalent commercial vaccine (Rocodoll,
Dollvet, Tirkiye) and the status of BRV-specific passive immunity in their newborn
calves were investigated. For this purpose, a total of 20 pregnant cattle, 10 of which
were vaccinated (Group 1) and 10 of which were not vaccinated (Group I1) (control
group), selected according to their gestational age, were used. Cattle in Group | were
vaccinated twice in the last trimester of pregnancy, 21 days (3 weeks) apart,
according to the commercial vaccine (Rocodoll, Dollvet, Turkiye) package insert.
Parallel to both vaccinations, before receiving blood and colostrum/milk from cattle
in Group | and Group Il on the day of birth (1st day) and postpartum 3rd, 7th, 14th,
21st and 28th days, and colostrum from calves born from these animals (1 Blood
samples were taken on the 3rd, 7th, 14th, 21st, and 28th days. All collected blood
and colostrum/milk samples were checked for BRV specific antibody presence/titer
by ELISA method. According to the determined data, the antibody level in blood
serum and colostrum/milk samples of unvaccinated and vaccinated pregnant cattle,
passive immunity level of newborn calves and exposure to the disease in
unvaccinated animals were evaluated. A significant increase in BRV-specific
antibody response (>1/1024 — 1/256) was detected in all pregnant cattle administered
the vaccine. In parallel, it was determined that the passive immunity level of BRV
was high (1/1024 — 1/128) in newborn calves of vaccinated cattle that received
colostrum. It was determined that natural BRV infection was formed in three
pregnant cattle in the group that was not vaccinated, and passive immunization
occurred in these animals. In conclusion, it has been demonstrated that it is beneficial
to administer two doses of BRV vaccine in accordance with the procedure in cattle at
the end of pregnancy to prevent BRV-induced neonatal calf diarrhea through
maternal immunity.

Keywords: Bovine Rotavirus, Cattle, Maternal Immunity, Neonatal Calf, VVaccine

Xi



1. GIRIS

Hayvan yetistiriciliginde ana hedef saglikli ve verimli hayvanlar
yetistirmektir. Bunun saglanabilmesinde ise irk 6zelliklerinin arttirilmasi, besleme ve
barindirma kosullarin 1iyilestirilmesi, enfeksiyoz ya da enfeksiy6z olmayan
hastaliklar ile miicadele O6nemli bir rol oynamaktadir. Viral hastaliklar hayvan
saglhigint  ve refahint tehdit etmekle beraber Ozellikle biiyilkk ruminant
yetistiriciliginde verim {izerindeki olumsuz etkilerinden dolay1 iireticinin ve
hayvancilik sektoriinlin ekonomik kayiplar yasamasimma neden olmaktadir. Yeni
dogan buzag: ishali alt1 haftaliktan kiigiik hayvanlarda en 6nemli morbidite ve
mortalite nedenlerinden biri sayilmaktadir. Tedavinin maliyeti, diger enfeksiyonlara
karsi duyarliligin artmasi, biiylime oranlarinin diismesi ve buzagilarin 6limi gibi
sonuglar doguracagindan ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Cho ve Yoon,

2014).

Buzagilarda meydana gelen ishal olgularinda baglica viruslar, bakteriler,
protozoalar ve isletme sartlar1 (besleme, bakim, hijyen kosullari) gibi etkenler rol
oynamaktadir. Bovine Rotavirus (BRV) yeni dogan buzagi ishallerinin primer
etiyolojik ajanlariin igerisinde yer almaktadir. Yeni dogan buzagilarda ishal etkeni
olan Bovine Rotavirus eriskin sigirlarda da subklinik enfeksiyonlara neden
olmaktadir. Erigkin sigirlarda meydana gelen dogal enfeksiyon ya da asilama sonucu
olusan BRYV spesifik antikorlarin kolostrum ile yeni dogan buzagilara aktarildigina
yonelik ¢alismalar mevcuttur ve bu yeni doganlarin BRV enfeksiyonlarindan

korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Kahrs, 2001).

Planlanan bu arastirmada bir ticari ast (Rocodoll, Dollvet, Tiirkiye) ile
gebeligin 3. Trimesterinde asilanan sigirlarda, dogum zamaninda ve dogum
sonrasinda (28 gun) kan serumu ve kolostrum/sutteki bovine rotavirus spesifik
antikor diizeyi ve bunlardan dogan buzagilarda pasif bagisiklik diizeyinin tespiti
amaclanmistir. Boylece kullanilan asinin  yeni doganlarin  bovine rotavirus
enfeksiyonundan korumadaki etkinligi de belirlenecektir. Arastirma sonucunda elde
edilen veriler 15181nda, asilama sonucu meydana gelen spesifik antikorlarin maternal

olarak aktarimi ve bu aktarilan spesifik antikor titresinin diizeyi belirlenmis olacaktir.



Bu dogrultuda s6z konusu enfeksiyon ile miicadele hususunda bilimsel yaklagimlar
ortaya konulacaktir. Yapilacak bu arastirma ile hayvancilik sektoriinde ciddi
ekonomik kayiplarin baglica nedenlerinden biri olan rotavirusa karsi agilamanin pasif
bagisikliga etkisi degerlendirilecek ve enfeksiyonla miicadelede BRV asilamasinin
Onemi belirlenecektir. Bunun yani sira rotavirus caligmalarina dayali literatiir

bilgisine de katki saglanacag diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Etiyoloji

BRYV ilk olarak 1969 yilinda, ishalli buzagilardan alinan digki ve kolostrum
almamis hayvanlarda deneysel olarak hastaligin olusturulmasiyla daha 6nce
tanimlanmamis bir virus olarak tespit edilerek yenidogan buzagi ishalleri
etiyolojisine dahil edilmistir (Mebus ve ark., 1969). BRV’larin bir RNA virus oldugu
ve Reoviridae ailesinde yer aldiginin kesfi 1973 yilinda yapilmistir (Woode ve ark.,
1974). Ardindan 1977 yilinda McNulty ve ark., tripsin katkili MDBK (Madin Darby
Bovine Kidney) hiicrelerinde BRV’lar1 basar1 ile iiretmislerdir. Matsuna ve ark.,
(1977) Afrika yesil maymun embriyonik bobrek (MA104) hiicreleri ile yaptiklari
plak test sonucunda Neonatal Calf Diarrhea Virus (NCDV)unun varliini1 rapor
etmislerdir. Ulkemizde BRV enfeksiyonlarina yénelik olarak gerceklestirilen ilk
calisma, Burgu ve Akca tarafindan 1983 yilinda eriskin hayvanlarda yapilan serolojik
bir arastirmadir. Daha sonra yenidogan ishalli buzagilarda BRV enfeksiyonunun
varlig, yapilan hiicre kiltiri virus izolasyonu ve molekiiler diizeydeki

arastirmalarda bildirilmistir (Alkan, 1992; Burgu ve ark., 1995).

Rotaviruslar, dsSRNA barindirma 6zelligine sahip viruslari igeren Reoviridae
familyasinin bir cinsi olarak siniflandirilmaktadir. Etken zarfsiz, ¢ift zincirli ve 11
segmentten olusan bir RNA genomuna sahiptir. Her bir segment en az bir viral
genomun kodlanmasindan sorumludur. Genomik segmentler, alti yapisal (VP1-4,
VP6 ve VP7) ve alti yapisal olmayan (NSP1-NSP6) toplam 12 protein
kodlamaktadir. Virion, ii¢ tabakali partikiilden (Triple-Layered Particle, TLP) olusan
bir yapiya sahiptir. Bu tabakalar dis kapsid, i¢ kapsid ve 6z bolgesi olarak
adlandirilmaktadir (Kalica ve ark., 1978). Rotavirus’a ait yapisal proteinlerden olan
VP1, VP2 ve VP3 virus partikiilii i¢erisindeki 6z bolgesinde bulunmaktadir. VP7 ve
VP4 dis kapsid icerisinde yer alan yapisal proteinlerdir. I¢ kapsidde yer alan ve
virusun en 6nemli immunojenik proteini olan VP8 ise grup spesifik antijen 6zelligi
gostererek 0z bolgeyi c¢evrelemektedir (Estes ve Cohen, 1989). VPI1, RNA’ya
bagimli RNA polimeraz gorevi yapmaktadir (Dhama ve ark., 2009). VP2 ise
translasyon agsamasi sirasinda viral mRNA’ya baglanarak ¢ift iplik¢ikli RNA



segmentlerinin replikasyonunda gorev almaktadir (Briissow ve ark., 1990). Dis
kapsid proteini olan VP4 virusun yiizeyinde bulunan bir ¢ikint1 (spike) proteinidir.
VP4’iin penetrasyon, notralizasyon, hemagliinitasyon ve virulans gibi fonksiyonlar
bulunmaktadir (Kalica ve ark., 1983). Diger bir dis kapsid proteini olan VP7 kuvvetli

bir immunojen olup nétralizan atikor seviyesini arttirmaktadir.

dsRNA segment

Sekil 2.1. Rotavirus yapist (Dennehy, 2008)

Rotavirus’a ait yapisal olmayan proteinler NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5
ve NSP6’dir. NSP3 viral replikasyon esnasinda protein sentezi translasyonunun
arttirilmasinda gorevlidir. NSP4 ise plazma membraninin permebilitesini ve epitel
hiicre yiizeyleri arasindaki baglantilarin yapsini degistirerek hiicrelerin kalsiyum
salinimini uyararak, sivi ve elektolit dengesini etkilemektedir. Bu rotavirusun ishal

semptomlarina katkida bulunan temel mekanizmadir.

VP4 ve VP7, nétralize edici antikorlarin tiretimini ve koruyucu bagisikligi
indiiklediginden, bu proteinler as1 {iretiminde sus se¢imi i¢in merkezi bir rol
oynamaktadir ve ikili bir siniflandirma sisteminin yani G (glikoprotein) ve P (proteaz

duyarli) temelini olusturmaktadirlar. VP7 G serotipini temsil ederken VP4 ise P



serotipini temsil etmektedir. Rotavirusun bilinen 27 farkli G ve 37 farkli P serotipi
bulunmaktadir (Cho ve Yoon, 2014). Sigirlarda tanimlanan rotaviruslarin ana G
tipleri G6, G8 ve G10'dur, fakat buzagilarda diger G turleri (G1, G2, G3, G7, G11 ve
G15) de belirlenmistir. Sigir rotaviruslarinin en yaygin P tipleri ise P[1], P[5] ve
P[11] olmaktadir (Timurkan ve Alkan, 2020).

Rotaviruslar i¢ viral kapsid proteini VP6’nin antijenik &zelliklerine ve
niikleotid dizi gesitliligine gére 9 gruba (A-H) ayrilmaktadirlar. Grup A rotavirus
(RVA), Grup B rotavirus (RVB), Grup C rotavirus (RVC), Grup D rotavirus (RVD)
ve Grup E rotavirus E (RVE). Ug ek tiir denemesi vardir: Grup F rotavirusu (RVF),
Grup G rotavirusu (RVG) ve Grup H rotavirusu (RVH). Son zamanlarda, kopeklerde
yeni bir Grup I rotavirus (RVI) ve Grup I rotavirusu tanimlanmistir (Choudhary ve

ark., 2017; Matthijnssens ve ark., 2012).

Grup A, B, C rotaviruslar1 insan ve hayvanlarda ortak olarak bulunurken,
grup D, E, F sadece hayvanlarda bulunmaktadir (Estes ve Cohen, 1989). Grup A
ozellikle insanlarda ¢ocukluk ¢agi ishallerinin 6nde gelen nedenlerindendir ve viral
patojenleri %40’ 11 olusturur (Bernstein, 2009). Ayrica geng c¢iftlik hayvanlarinda,
pek ¢ok memeli ve kus tiriinde Onemli enfeksiy0z ishal etkenidir. Dis kapsid
proteinlerindeki antijenik farkliliklara dayanarak, A grubu rotaviruslar en az 20 farkl
P (VP4) tipi ve 14 G (VP7) tipi olarak siniflandirilmistir. Yenidogan buzagi
ishallerinde de Grup A rotaviruslar1 6n plana ¢ikmaktadir. Grup A ve B rotaviruslar
buzagi ve kuzular1 enfekte etmekle birlikte Grup A daha yaygin olarak
karsilasilmakta ve klinik olarak daha ¢ok onem tasimaktadir (Alfieri ve ark., 2004).
Bununla beraber, B grubu rotaviruslar genellikle ishalli yetiskin buzagilardan izole
edilmektedir. Bazi buzag: rotavirus izolatlari, insan eritrositlerini hemagliitine etme
Ozelligine de sahiptir. Pararotaviruslar olarak da adlandirilan Grup C ilk olarak 1980
yilinda Saif ve ark. tarafindan domuzlarda tespit edilmistir. Ardindan 1982 yilinda C
grubu rotaviruslarin insanda tespiti gerceklestirilmistir (Rodger ve ark., 1982).
Albert ve ark., (1987) hayvanlarda enfeksiyon olusturan rotavirus etkenleri ile
insanlarda enfeksiyon olusturan rotavirus etkenlerinin arasindaki ¢apraz reaksiyonun
varligint PAGE teknigi kullanarak ortaya koymuslardir. Rotavirus enfeksiyonlarina

yonelik yapilan epidemiyolojik calismalar, insan ve hayvanlar arasinda siirekli



dolagim halinde bulunan sus c¢esitlerinin arttigin1 gostermektedir. Bu artisin temel
sebepleri arasinda nokta mutasyonlarinin zaman igerisindeki birikimi ile

aciklanabilmektedir (Iturriza Gémara ve ark., 2003).

Rotaviruslar genis bir konak¢ir dagilimina sahip olmasinin yani sira, dis
etkenlere direnglidir. Etken dis ortamda aylarca varligini siirdiirebilmektedir. Bu
sebeple enfekte haldeki ishalli buzagilarin gaitalari ciddi bir kontaminasyon kaynagi
olusturmaktadir (Murphy ve ark., 1999). Yiiksek pH’in spike proteini olan VP4’iin
yapisini  bozdugu bildirilmistir (Anthony ve ark., 1991). Ayrica virusa ait
hemagliinitasyon aktivitesi 45°C’de kaybolmaktadir. Tekrarlayan dondurma ve
cozdiirme islemleri ile de enfektivite ve hemagliinitasyon aktivitelerinin
bozulabildigi tespit edilmistir (Estes ve ark., 1979). Ayrica fenol, klorin ve formalin
gibi dezenfektan maddeler ile virusun enfeksiydzitesinin inaktive edilebilecegi

bildirilmistir (Kurtz, 1980).

2.2. Epidemiyoloji

Sigir yetistiriciliginde verimin ©6nemli bir olglisii olan saglikli buzagi
yetistiriciliginde dogumu takiben ilk 0-28 giinler neonatal donem olarak gegmektedir
ve bu donem BRV enfeksiyonu igin en kritik dénemdir (Mickelsen ve Evermann,
1994). Buzagilarda rotavirus enfeksiyonlariin epidemiyolojisinde iki etken oldukg¢a
onemlidir. Tlk olarak, virus partikiilleri enfekte olmus diskida fazla miktarlarda (10%°
-10'2 partikiil/ml) bulunmaktadir. Ikincisi, virus inaktivasyona direnglidir. Buzag1
rotavirusunun oda sicakliginda diskida 9 ay yasayabildigi ve 60 °C'ye bir saat
dayanabildigi gosterilmistir (Geletu ve ark., 2021). Ayrica rotaviruslar, yaygin olarak
kullanilan dezenfektanlar tarafindan kolayca inaktive edilemez. Bu, ¢evre kirliliginin
hem agir hem de kalici oldugu anlamina gelir. Bu nedenle, kontamine bir ortamda bir
buzagilama mevsiminden digerine hayatta kalan rotavirus meydana gelen bir

salginda enfeksiyon kaynagi olabilmektedir (Mcnulty ve ark., 1983).

Rotaviruslar olduk¢a bulasicidir, cevreye diski ile sacilimi yiiksektir.
Rotavirus enfeksiyonunun epidemiyolojisinde, klinik enfekte yeni doganlarin yani

sira subklinik enfekte yetiskin hayvanlar da enfeksiyon kaynagi olmaktadir (Soltan



ve ark., 2016). Rotavirus bulagmasinin birincil yolu fekal-oral bulastir ancak bazi
calismalarda solunum yolu salgilarinda ve diger viicut sivilarinda diisiik titrelerde
virus bildirilmistir. Bu durum rotavirusun aerosol, ikincil nesneler ve gida-su alimi
ile bulagsma olasiliklarina isaret etmektedir (Castrucci ve ark., 1994; Dennehy, 2000;
Asadi ve ark., 2015). Rotavirus atilim siiresi literatiirde bulunan c¢alismalarda
degiskenlik gostermektedir. Brezilya’da bir siitcli siiriide ishal olusumunun
boylamsal degerlendirmesine iliskin yakin tarihli bir rapor, rotavirusun diskiyla
atthminin  1-3  giin siirdiigiini  belirtmistir (Coura ve ark., 2015). Deneysel
caligmalarda da rotavirus atiliminin 10 giine kadar siirdiigii bildirilmistir (Fernandez

ve ark., 1998).

Yeni dogan buzagi ishali yaygin olarak bildirilen bir hastaliktir ve sigir
yetistiriciliginde ortaya c¢ikan ekonomik kaybin 6nemli bir nedenidir. ABD Ulusal
Hayvan Saglig1 izleme Sistemi (NAHMS) 2007 yilinda buzag: dlimlerinin yaklasik
olarak %57’sinin ishal kaynakli oldugunu bildirmistir (Anonim, 2023). Yakin
zamanda Kore’de siit buzagilarinda ishal nedenli 6lim oranmi %53.4 olarak
bildirmistir (Hur ve ark., 2013). Buzagi iiretiminin yilda yaklasik 280.000 bas oldugu
Norveg’te ise buzagi oliimleriyle iliskili ekonomik kaybin 2006 yilinda 10 milyon
ABD dolarina yakin oldugu tahmin edilmektedir (Osteras ve ark., 2007). Yeni dogan
buzagi ishalleri alt1 haftaliktan kiiclik hayvanlarda en 6nemli morbidite ve mortalite
nedenlerinden birisidir (Rocha ve ark., 2017). Bu buzagilarda, ishal enfeksiy6z ve
enfeksiydz olmayan nedenlerle iligkili olan ¢ok faktorlii bir durumdur. Yeni dogan
buzagi ishalleri etiyolojisinde yer alan bakteri, virus ve protozoa etkenlerinden en
yaygin karsilasilan viral ajan Brezilya, Hollanda, Avustralya, ABD ve Yeni
Zelanda’da yapilan ¢aligmalarda da bildirildigi lizere Bovine Rotavirus Grup A’dir
(Al Mawly ve ark., 2015; Bartels ve ark., 2010; Cho ve ark., 2013; Cho ve Yoon,
2014; 1zzo ve ark., 2011; Langoni ve ark., 2004).

Ulkemizde de ishal semptomlu s181r ve buzagilarda BRV etkenli enteritislerin
varligi gesitli caligmalar ile ortaya konulmustur (Alkan, 1992; Burgu ve ark., 1995).
Burgu ve Akca (1983)’nin gerceklestirdigi ¢alismada BRV seropozitiflik orani
%28,3 olarak bildirilirken daha sonra Burgu ve ark., (1995) bu oran1 %31 olarak
tespit etmislerdir. Yazici (1992), saglikli ve ishal semptomlu buzagilardan topladigi



kan ve digk1 6rneklerinde %22,86 rotavirus antikoru ve %17,8 oraninda da rotavirus
antijeni tespit etmistir. Ardindan Alkan ve ark. tarafindan 1999 yilinda ileri gebe
sigirlarda gerceklestirilen bir arastirmada %@43,8 oraninda seropozitiflik tespit
edilmistir. Daha yakin tarihte Kuzeydogu bdlgesindeki asilanmamis sigirlardan
alinan 498 adet kan serum numunesinde BRV seropozitiflik oran1 %29,31 (146/498)
olarak bildirilmistir (Y1ildirim ve ark., 2008).

2.3. Klinik Semptomlar

Klinik semptomlar genellikle 1 ayliktan kiiciik geng buzagilarda daha yaygin
olarak ortaya cikar (Alfieri ve ark., 2006). Rotavirus enfeksiyonlari ¢ogunlukla
subklinik ya da hafif siddetli seyreder ve 3-5 gun icerisinde bulgular tamamen
kaybolur (Fields ve ark., 1996). Enfeksiyonun siddetini arttiran faktorlerin varliginda
ise klinik belirtiler belirginlesebilir ve prognozu etkileyebilir (Holland ve ark., 1990).

Klinik tablonun orta siddetli ve siddetli seyrettigi durumlarda sulu diareye
bagli olarak sivi ve elektrolit kaybi sekillenir ve bu durum elektrolit
dengesizliklerine, bagirsaklarda bikarbonat kaybiyla ortaya ¢ikan metabolik asidoza,
anoreksiye ve sistemik dehidrasyona yol acar (Holland ve ark., 1990). Medikal
sartlara ve tedavinin durumuna bagh olarak farkl sistemlerde ¢esitli komplikasyonlar
gorulebilir. Merkezi sinir sisteminde menenjit, ensefalit veya ensefalopati ortaya
cikabilir (Nakagomi ve Nakagomi, 2005). Siddetli elektrolit dengesizligi ve
hipovolemi prognozu kétiilestirerek kardiyak arreste sebep olabilir (Holland ve ark.,

1990).

2.4. Patogenez

Farkli rotavirus tipleri solunum yolu sekresyonunda ve diger viicut sivilarinda
tespit edilmis olmasi hava ve su yoluyla da bulagsmanin miimkiin oldugunu gosterse
de, temel bulagma fekal-oral yolla olur (Dennehy, 2000). Sigirlarda goriilen rotavirus
grubu suslar1 enteropatojen ajanlardir ve oral yolla viicuda alinmalarindan sonra
Ozellikle ince bagirsaklarin {ist ve orta villuslaridaki enterositlere affinite gdstererek
yerlesirler (Lungden ve Svensson, 2001). Ardindan ozellikle ince bagirsak

villuslarindaki emilimde ve enzim iiretiminde rol oynayan enterositlerin



sitoplazmalarinda ¢ogalarak dejenerasyona yol acarlar. Yerlestikleri hiicrelerin
Olumiiyle beraber diger hiicreleri enfekte ederler. (Geletu ve ark., 2021). Yapilan
caligmalar virusun hiicrelere direkt veya kalsiyum kanallar1 yoluyla giris yaptigin

gostermistir (Martella ve ark, 2010).

Enterositlerde ¢ogalan viruslar, villuslarda kisalmaya ve yapisal
dejenerasyona neden olur (Ball ve ark, 1996). Mikroskobik olarak villuslarda atrofi,
monondkleer hicre infiltrasyonu ve vakuoler dejenerasyon gibi bulgular tespit edilir
(Davidson ve Barnes, 1979). Rotaviruslarin bir diger etkisi ¢ogalirken trettikleri
NSP4 tipi enterotoksinlerdir ve enterotoksinler klinik semptomlarin ortaya

¢ikmasinda 6nemli rol oynar (Morris ve ark., 1999).

Yapilan ¢alismalar rotavirus kaynakli diarenin mekanizmasini tam olarak
ortaya koyamamistir. Villuslardaki hasar nedeniyle bagirsaklardaki tuz ve su
emiliminde gerceklesen azalmanin diarenin temel sebebi oldugu diisiiniilmektedir.
Bu konuda birden fazla goriis ortaya atilmistir (Geletu ve ark., 2021). Birincisi
disakkaritlerin emiliminde ve hidrolizinde gergeklesen bozulma nedeniyle ortaya
¢ikan ozmotik diare goriisiidiir (Anderson ve Weber, 2004). Bir diger goriise gore
salgilanan NSP4 enterotoksinleri kalsiyum kanallarinit agarak sodyum ve su
sekresyonunda artisa sebep olmakta ve bu yilizden sekretorik diare gelismektedir
(Jayaram ve ark., 2004). Ugiincii goriis ise enterositlerdeki kalsiyum artisinin neden
oldugu hiicresel oliimlerin, yeni hiicre olusumundan daha hizli olmasi nedeniyle
villuslarin kisalmasi ve buna bagli olarak malabsorbsiyonun gelismesi siirecini ortaya
koymus ve diareyi bununla iligkilendirmistir (Hagbom, 2015). Bu c¢alismalar
rotavirus diarelerinde birden fazla faktoriin rol oynama ihtimalinin en kapsayici

goriis oldugunu ortaya koymaktadir.

Viremi donemi konagin yasma, immunolojik kapasitesine, beslenme
durumuna, cevresel faktorlere, viral ylike ve konakta baska herhangi bir enfeksiyon
olup olmamasina bagl olarak 12 saat ile 96 saat arasinda sekillenebilir (Crawford ve
ark., 2017). Her ne kadar mekanizmasi tam olarak anlasilamamis olsa da, yapilan
caligmalar antikorlarin oynadigi rolii, sistemik ve lokal immunitenin 6nemini ortaya

koymustur (Desselberger ve Huppertz, 2011). IgA, IgG ve IgM antikorlarinin varlig



rotavirus enfeksiyonuna karst 6nemli bir bariyer olusturmaktadir (Ramig, 2004,
Desselberger ve Huppertz, 2011). Ozellikle maternal IgG antikorlarnin yeni
doganlarin korunmasinda onemli rol oynadigir bildirilmistir, dolayisiyla yeterli
kolostrum alimi ve pasif transferin neonatal buzagilarin enfeksiyona karst direncini

biylk olglde etkilemektedir (Chan ve ark., 2011)

Buzagilarda enfeksiyonun siddeti kolostrum alimi ve diger enfeksiyonlarin
varligiyla dogrudan iliskilidir (Steele ve ark., 2004). Normalde yiksek morbidite ve
diisiik mortalite ile seyreden rotavirus enfeksiyonlarinda Escherichia coli ya da
coronavirus enfeksiyonunun varligi mortaliteyi arttirabilir (Geletu ve ark., 2021).
Enfeksiyonun siddetini etkileyen diger faktorler arasinda hijyenik olmayan barimma
sartlari, yeterli havalandirmanin saglanamamasi, yiiksek gece-glndiz sicaklik farki,
iklim sartlar1 gibi cevresel faktorler ile virusun susu, viicuda alinan viral yiik gibi

etiyolojik faktorler bulunur (Holland ve ark, 1990; Dama ve ark., 2009).

2.5. Teshis

Rotavirus enfeksiyonuna bagli hastalik salginlarinin yonetimi ve kontroli igin
rotavirusun laboratuvar tanmist ¢ok Onemlidir. Viral gastroenterite, coronavirus,
noroviruslar, astroviruslar ve adenoviruslar gibi farkli viral etkenler neden
olmaktadir. Spesifik enfeksiyoz ajanlari klinik muayene ile teshis etmek ¢ok zordur,

bu nedenle laboratuvar teshisi kesin teshis i¢in dnemli bir role sahiptir (Geletu ve
ark., 2021).

Etkenin laboratuvar tanisi i¢cin enfeksiyonun erken déneminde digkida direkt
yontemler ile antijen tespiti, etkene spesifik antikorlarin tespiti ve hiicre kilturiinde
virus izolasyonu yontemleri kullanilabilmektedir. Direkt yontemler ile antijen
tespitinde elektron mikroskobu (EM) ve ELISA yontemi yaygin olarak
kullanilmaktadir. EM yontemi pahali donanim ihtiyaci ve sinirli pratik kullanimi ile
rutin teshiste c¢ok tercih edilmemektedir. Klinik 0Orneklerin teshisinde
laboratuvarlarda en sik kullanilan yontem ELISA yontemidir. Bu yontemlere ek
olarak viral niikleik asitin belirlenmesi ve virus identifikasyonu amaci ile yaygin

olarak kullanilan diger bir yontem Polimeraz Zincir Reaksiyon (Polymerase Chain
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Reaction-PCR)’dur. Virus izolasyon testi, drneklerde viral patojenlerin varligini
tespit etmek i¢in hala “altin standart” olarak kabul edilen dogrulayici bir teshis

testidir.

Rotavirus’a karst olusmus spesifik antikorlarin tespiti amaciyla serum
notralizasyon testi, hemaglunitasyon-inhibisyon ve ELISA gibi serolojik testler de
uygulanmaktadir (Estes ve Cohen, 1989). Serum nétralizasyon testi BRV spesifik
antikorlariin tespitinde uluslararas1 alanda kabul goéren bir test olmasina ragmen
ELISA ile karsilastirildiginda, bazen numunelerde yer alan notralizasyon inhibe edici
antikor faktorlerinin bulunmasi yanlis pozitif sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden

olabilmektedir (Ustacelebi ve Us, 2008).

Hicre kulttrd teknikleri yaygin olarak tan1 amagh virus izolasyonu, ayrica asi
iiretimi i¢in virus yayilimi ya da antijenik varyasyon gibi daha fazla virus
karakterizasyonu i¢in kullanilmaktadir. BRV'nin izolasyonu, rotavirusa 6zgii birincil
hiicre kiiltiirlerinde (buzagi bobrek hiicreleri) ve hicre hatlarinda (MA 104-Simian
orijinli, MDBK, HT-29 ve PKI15) gerceklestirilir. Hiicre kiiltiirii sisteminde
hiicrelerin yuvarlanmasi ve ayrilmasi da dahil olmak {izere sitopatik etkinin (CPE)
ortaya ¢ikmasiyla BRV varlig1 ortaya koyulmaktadir. Hiicre kiltliriinde rotavirusun
disk1 6rneklerinden izolasyonu, enfeksiyonunun dogrulayici teshisinin en geleneksel
yoludur ve hastalikla virus iligkisinin nihai kanitin1 verir, ancak hassasiyet orani ¢ok
diistiktiir ve isleme siiresi olduk¢a zaman alicidir. CPE artisinin, ortama kiiclk
miktarlarda tripsin dahil edilmesiyle ve digki 6rneklerinin tripsin ile 6n isleme tabi
tutulmasiyla arttig1 gosterilmistir. Bu konuda yapilmis ilk c¢alisma Spendlove ve
Schaffer tarafindan 1965 yilinda gergeklestirilmistir. Proteolitik enzimlerin (tripsin,
pankreatin) eklendigi hiicre kiiltiirlerinde virus enfektivitesinin arttigini1 gésteren bu
calisma reoviruslar iizerinde yapilmistir. Ardindan rotavirus iiretimi amaci ile
gerceklestirilen birgok ¢alisma sonucunda da ayni sonug bildirilmistir (Almeida ve
ark., 1978; Babiuk ve ark., 1977). Bir ornekte hedef virusun yasayabilirligi, virus

izolasyonunun basarisi i¢in kritik dneme sahiptir (Geletu ve ark., 2021).
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2.6. immunite

BRV enfeksiyonu genellikle lokal olarak seyreden bir enfeksiyondur.
Enfeksiyonun seyrinde iki farkli immunolojik goriis bulunmaktadir. Bu goriislerin
temelinde bagirsak liimeninde bagisiklik mevcut ise immun mekanizmanin etkili
olmasi ve hastalifin prognozunda serumdaki antikorlarin sekonder olarak gorev
almasi bulunmaktadir (Burgu ve ark.,1995). Gastroenteritise sebep olan viral
etkenlerden en ¢ok etkilenen gastrointestinal yiizey ince bagirsaklardir. Ince
bagirsaklarda meydana gelen immunizasyon esnasinda peyer plaklarinda yer alan
lenfositler oldukca buyuk bir Gneme sahiptir. Burada olusan lenfositlerin %80’ini B
lenfositler, %20°sini ise T lenfositler meydana getirmektedir. Bagirsaklarin lamina
propria katmaninda bulunan ve immunglobulinlerin (Ig) iiretiminden soorumlu olan
B lenfositler ¢ogunlukla IgA ve daha az miktarda IgM tiretmektedir ve vu Uretim
BRYV enfeksiyonundan korunmada etkilidir (Bachmann ve Hess, 1983).

Yeni dogan buzagilarda aktif bagisiklik gelismeden once kolostrum ile
aktarilan pasif maternal antikorlar, BRV enfeksiyonunun kontrolii agisindan énemli
bir yer tutmaktadir (Burgu, 1988). Postnatal donemde stitte bulunan antikor titresi 3-
7 gin igerisinde hizli bir azalma gostermekte ve buna bagli olarak buzagilarda
enfeksiyon riski artmaktadir (Snodgrass ve ark., 1980). Dogal enfekte sigirlardan
dogan buzagilara aktarilan antikor titresi, annenin enfeksiyonu gegirdigi doneme ve
maruz kaldig1 antijen miktar1 gibi faktorlere gore degisiklik gdstermektedir. Ancak
dogal enfeksiyon sonrasinda olusan serum antikor diizeyinin ¢ok yiiksek seviyelerde
olmadig1 ve dolayisiyla kolostrum yolu ile yavruya aktardigi maternal antikorlarin
yeni dogan1 BRV enfeksiyonundan korumada yetersiz kaldig: belirtilmistir (Kohara
ve Tsunemitsu, 2000; Can Sahna ve Alkan, 2003). Sigirlarin gebelik dénemi
stiresince asilanmasi ile siitteki/kolostrumdaki antikor titresinin artmasi ve maternal
antikor atilim siiresinin uzamasina yonelik yapilan bir¢ok ¢calisma mevcuttur (Mebus
ve ark., 1973; Snodgrass ve ark., 1980; Le Rousic ve ark., 2000). Yetiskin sigirlar da
herhangi bir klinik semptom gdstermeden subklinik bir sekilde BRV ile enfekte
olabilmekte ve virusun sacgilimini saglayabilmektedir. BRV’ye karsi olusturulan

asillama c¢alismalar1 hem subklinik enfeksiyonlarin énlenmesinde hem de maternal
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antikorlar ile yeni doganlarin enfeksiyona maruziyetini énemli l¢lide azaltmaktadir

(Atlt ve ark., 2018).

2.7. Koruma ve Kontrol

Rotavirus ile enfekte olan ishalli hayvanlarin diskilarinda ¢ok fazla miktarda
antijen bulunmasi ve etkenin dis ortam sartlarina direngli olmasi hastaligin
kontroliinii zorlastirmaktadir. Enfeksiyonun kontrol altina alinmasinda, hayvanlarin
yetistirildigi ortamin hijyen kosullarina, seronegatif hayvanlar ya da hastaliga duyarlh
halde bulunan yeni doganlarin hijyen, bakim-besleme ve agilama gibi koruma
yontemlerine yonelik yapilacak iyilestirmeler BRV enfeksiyonuna bagli ekonomik

kayiplarin 6niine ge¢ilmesine olanak saglayacaktir.

Yeni doganlarin BRV enfeksiyonundan korunmasinda gebe sigirlarin
gebeligin ge¢ donemlerinde agilanmasi ile annelerde elde edilen yiiksek antikor
titresinin  maternal antikorlar yoluyla enfeksiyona yonelik etkin korunmanin
saglanmast ve buzagilarin aktif bagisikliga gecme silirecinde ticari asilar ile
astlanmasinin 6nemli oldugu bildirilmistir (Snodgrass ve ark., 1980; Fernandez ve
ark., 1998). Ancak maternal antikorlarin etkin oldugu dénemde buzagilara uygulanan
oral asilarin, maternal antikorlar tarafindan engellendigi bilinmektedir. Bu nedenle
enfeksiyonun endemik oldugu bolgelerde, BRV’ye spesifik antikorlarin
kolostrum/siit yolu ile aktarimmin oldugu durumlarda oral asilamanin gereksiz

oldugu diistintilmektedir (Radostits ve ark., 2007).

BRV enfeksiyonunun sekillendigi durumlarda etkene spesifik bir tedavi
protokolii bulunmamaktadir. Hastalarin bagisiklik sistemlerinin gii¢lendirilmesi,
ishal kaynakli meydana gelebilecek olan dehidrayon ve elektrolit dengesizliklerinin
yerine konmasi amact ile sivi tedavisi yapilmalidir. Meydana gelebilecek olan
sekonder enfeksiyonlara yonelik olarak antibiyotik tedavisi ile destekleyici bir tedavi

ptorokolii olusturulmalidir (Kaplon ve ark., 2013).
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Ulkemizde ve diinyada finansal olarak &nemli kayiplara neden olan yeni
dogan buzagi ishallerine bagli Oliimlerin azaltilmasina/Gnlenmesine yOnelik
yapacagimiz arastirmada, gebeligin takriben son 6 haftasinda bulunan ticari BRV
asis1 (6’lr karma inaktif as1) ile asilanan sigirlardan dogan yavrularin, asinin
iceriginde bulunan BRV’nin G6 P(1), G8 P(5) ve G10 P(11) suslarina kars1 maternal
yol ile aldiklar1 antikorlarin titrelerinin dogumdan itibaren belirli araliklarla tespiti
yapilacaktir. Boylece buzagilardaki BRV pasif bagisiklik seviyesinin zamana bagl
titresi de belirlenecektir. Elde edilen sonuclar iilkemizde ishale neden olan BRV’nin
G6 P(1), G8 P(5) ve G10 P(11) suslarinin sebep oldugu buzagi ishallerinin
profilaktik olarak engellenmesi, s6z konusu enfeksiyona karsi asilamanin 6neminin
belirlenmesi ve iilkemizdeki rotavirus kaynakli buzag: ishalleri hakkinda bilgilerin

giincellenmesi bakimindan 6nem arz etmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1.Orneklenen Hayvanlar

Bu calismada, yaslar1 3 ile 8 arasinda degiskenlik gosteren ve gebelik
donemlerine gore segilen toplam 20 adet gebe sigir kullanildi. 20 adet gebe
sigirdan 10 adedine deri alt1 yolla 5 ml inaktif polivalan as1 (Rocodoll, Dollvet,
Tiirkiye) uygulandi ve Grup I (Deney Grup) olarak smiflandirildi. Diger 10
adedine ise as1 uygulamasi yapilmayarak Grup II (Kontrol Grup) olarak
smiflandirildi. Karma olarak hazirlanan ticari inaktif asmnin igerigi 3 adet BRV
susu (G6 P(1), G8 P(5) ve G10 P(11)), 2 adet E. Coli susu ve bovine
coronavirusdan (BCoV) olugsmaktadir. Grup I'deki gebe sigirlarin asilamasi ticari
asimnin prospektiisiinde belirtildigi lizere gebeligin takriben son 6 haftasinda
(gebeligin son trimesterinde) ve iki asilamanin arasinda 21 giin olacak sekilde
uygulandi. Yani birinci as1 dogumdan takriben 42 giin 6nce, ikinci as1 uygulamasi
ise yaklasik olarak dogumdan 21 gun o6nce uygulandi. Asilamalar oncesinde
gruplardaki sigirlardan kan 6rnekleri alindi. Ayrica Grup I ve Grup II’deki dogum
yapan hayvanlardan ve yeni dogan buzagilardan dogumun gerceklestigi giin (1.
gun), dogum sonrasinda 3.7.14.21. ve 28. giinlerde kan ornekleri toplandi. Ek
olarak dogum yapan sigirlarin belirtilen gilinlerde kolostrum/siit 6rnekleri de

toplanarak calismaya dahil edildi (Tablo 3.3).

Grup I ve Grup II de yer alan sigirlarin irk ve yaslar ile ilgili bilgiler
Tablo 3.1 ve Tablo 3.2 de verildi.

Tablo 3.1. Aragtirmada kullanilan sigirlarin yas dagilimlari

Yas arahigy Grup | Grup Il
3-4 4 4

5-6 4 4

7-8 2 2
Toplam 10 10
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Tablo 3.2. Arastirmada kullanilan sigirlarin irk dagilimlari

Irk Grup | Grup Il
Holstein 8 8
Simental 2 2
Toplam 10 10

Grup I ve II deki’ hayvanlarin tamami arastirma siiresince birbirleri ile ve

diger hayvanlarla temas etmeyecek sekilde ayr1 ayr1 boliimlerde barindirildilar.

Bu arastirmanin yapilabilmesi i¢in gerekli izin, Burdur Il Tarim ve Orman
Midiirligi’nden alindi (Tarih: 03.09.2021, Sayi: E-69877819-325.04.02-
2559637).

Ayrica bu tez calismasinin ylriitilmesi Mehmet Akif Ersoy
Universitesi’nin  Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (MAKU-HADYEK,
15.09.2021/805) tarafindan uygun gorilmistiir.
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Tablo 3.3. Aragtirma numunelerinin drnekleme zamanina gore dagilimlart

Dogum Oncesi

Dogum Sonrasi

Grup |
(Deney
Grubu)

Anne

Buzagi
Anne

Buzag

Alinan
Numune
Kan

Kolostrum/Siit

Kan
Kan

Kolostrum/Siit

Kan

1. Ast

(n)
10

10

2.As1

(n)
10

10

1. Gln

(n)
10

10

10
10

10
10

3. Gin
(n)
10
10

10
10

10
10

7. Giin
(n)
10
10

10
10

10
10

14. Giin
(n)
10
10

10
10

10
10

21. Gun

(n)
10
10

10
10

10
10

28.Gun  Toplam
(n) Numune
10 80

10 60

10 60

10 80

10 60

10 60
Toplam 400
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3.1.2. Arastirmada Kullanilan Orneklerin Toplanmasi

Aragtirma planina uygun olarak belirlenen zamanlarda deney grubu 10
sigirdan toplam 80 kan serumu, toplam 60 kolostrum/siit serumu ve bu sigirlara
ait 10 buzagidan toplam 60 kan serumu olmak Uzere Grup I’den 200 adet 6rnek
toplandi. Benzer sekilde kontrol grubu 10 sigirdan da belirtilen zamanlarda
toplam 80 kan serumu, toplam 60 kolostrum/siit serumu ve bu sigirlara ait 10
kontrol buzagidan toplam 60 kan serum 6rnegi olmak Uzere Grup II’den de 200
adet ornek topland1 (Tablo 3.3).

Tez c¢aligmasinda kullanilan kan Ornekleri hayvanlarin  klinik
muayenelerini takiben usuliine uygun olarak vena jugularis 'ten steril koagiilanl
tlplere alinarak soguk zincir sartlarinda laboratuvara getirildi. Laboratuvara
getirilen kan numuneleri 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
ayrilan serum kismi stok tiiplerine koyuldu. Daha sonra bu surum 6rnekleri 56°C
de 30 dakika inaktivasyona tabi tutuldu ve sterilite kontrolii yapildiktan sonra test

asamasina kadar -20°C’de sakland:.

Kolostrum/siit ornekleri ise steril cam tiiplere alinarak soguk zincir
sartlarina uygun bir sekilde laboratuvara getirildi. 3000 rpm’de 20 dakika
santrifiijden sonra, Ust tarafta toplanan yag tabakasi steril bir pastor pipeti ile
alimarak yag tabakasimnin atinda bulunan sivi kisim stok tiilerine aktarildi. Bu
islemden sonra 56°C'de 30 dakika inaktive edilerek test asamasina kadar -20°C’de

saklandi.
3.1.3.Viruslar

Arastirmada uygulanan indirekt ELISA yonteminde Bovine Rotavirus’un A
grubunda bulunan G6 P(1), G8 P(5) ve G10 P(11) suslar1 kullanildi. S6z konusu

viruslar ticari firma olan Dollvet Biyoteknoloji A.S. stoklarindan temin edilmistir.
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3.1.4. Fotal Dana serumu

Hicrelerin kiltivasyonu sirasinda vasat destegi olarak, hiicre ¢ogalmasini ve
tutunmasini etkileyen ¢ok sayida biiylime faktorii, mineral, lipit ve hormonlari

iceren fotal dana surumu (FDS, Biochrom S0113, 101 Bio-P761-1) kullanildi.

3.1.5. Hicre Kulturu

Bovine Rotavirus’un G6 P(1), G8 P(5) ve G10 P(11) suslarimin tiretilmesi,
titrelerinin belirlenmesi ve bu suslara spesifik antikorlarin tespiti amaciyla
uygulanacak olan serum nétralizasyon testinde Madin Darby Bovine Kidney
(MDBK) devamli hiicre hattindan yararlanildi. Hiicre iiretme vasati olarak %10
inaktif fotal dana serumu (FDS, Biochrom S0113, 101 Bio-P761-1) iceren
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Sigma, ABD- RNBJ9368) vasati
kullanildi.

3.1.6. Konjugat

ELISA yonteminde sekonder antikor olarak, rotavirusa 6zgii HRPO isaretli
goat anti-bovine rotavirus konjugati (ViroStat, 0504, USA) kullanild:.

3.1.7. Mikropleyt

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) sisteminde 96 gozli, diz
tabanli, antijen/antikor tutuculugu yiiksek 6zel mikropleytler (Greiner, Bio-one,
655061, Germany) kullanildi.

3.1.8. Polietilen Glikol (Polyethylene Glycol (PEG-6000))

ELISA sisteminde BRV G6 P(1), G8 P(5) ve GI0 P(11) suslarinin
konsantre edilmesinde (¢Oktiiriilmesinde) amaciyla ticari PEG (PEG-6000, Merck,
Germany) kullanildu.
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3.1.9. Yikama Soliisyonu (Wash Buffer)

Yikama soltusyonu olarak fosfat buffer salin (PBS) + %0,5 Tween-20

(polyethylene glycol sorbitan monolaurate, Merck, Germany) karigimi (PBST)
kullanildi.

3.1.10. Blocking buffer

Hazirlanan ELISA sisteminde spesifik olmayan baglanmalari engellemek
icin bloklama pleyt gozlerine bloklama yapildi. Bu amagla, ¢alismada kullanilan
mikropleytlerin gozlerinin antijenle kaplanmasi sonrasinda PBST karisimina %3
oraninda sigir serum albiimin (Bovine Serum Albumin (BSA), Capricorn, BSA-
PF-1U ) ilave edilerek hazirlanmis “bloking buffer”” kullanildu.

Ayn1 zamanda c¢aligmadaki kan serumlarinin analizleri sirasinda
sulandirmalarinin hazirlamasi amaciyla da hazirladigimiz bu blocking buffer’dan

yararlanildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) Hticre Kultirlerinin

Hazirlanmasi

Arastirmada kullanilacak MDBK hiicreleri 75 cm? lik flasklarda %10 FDS,
100 U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin eklenmis DMEM igerisinde 37°C de,
%5 CO2’li inkubatérde monolayer olarak Uretildi. Hiicreler Greme yuzeyini %85-
90 oraninda kapladiklarinda subkiiltiirii yapilip, 37°C de, %5 CO2’li inkiibatOrde
inklibasyona birakildi.

3.2.2. Viruslarin Uretilmesi

Bovine Rotavirus’un G6 P(1), G10 P(11) ve G8 P(5) (Grup A) suslari
MDBK hiicre kiltiiriinde tiretildi. Bu amacla MDBK hiicreleri 75 cm? lik doku
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kiltiirti flasklarinda %85 oraninda Urediklerinde hiicre iiretme vasati dokiildii.
BRV’nin G6 P(1), G8 P(5) ve G10 P(11) suslarindan flasklara sise hacminin %1°1
oraninda ilave edildi ve 37°C’lik etiivde 1 saat adsorbsiyona birakildi.
Adsorbsiyondan sonra virus iiretme vasati ilave edilerek, 37°C’lik %5 CO2’li
etlive kaldirildi. Her giin doku kiiltiiri mikroskobu ile kontrol edilen hiicre
kiiltiirlerinde %90 oraninda sitopatik degisiklikler saptanmasini takiben (4-8.
giiniin sonunda) virus inokule edilmis doku kiiltiirii flasklarina —80°C lik derin
dondurucuda dondurma ve 37°C’lik su banyosunda ¢6zdiirme islemi uygulandi.
Daha sonra hiicre tretme flaski igindeki materyal santrifiij tiipiine aktarilarak 3000
devirde 30 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan virus igeren stispansiyonlar alindi
ve ihtiyaca gore 1 ml lik hacimlerde stok tiiplere paylastirildi. Stok virus

kullanilincaya kadar —80°C’lik derin dondurucuda saklandi.

3.2.3. Viruslarin Mikrotitrasyon Yontemi ile Enfeksiyozite Giiclerinin

Belirlenmesi

Arastirmada  kullanilan BRV  suslarimin  enfeksiydzite  guclerinin
belirlenmesi amaciyla Frey ve Liess (1971)’in bildirdikleri ydntemden

yararlanildi. Calismada kullanilan her bir sus i¢in bu yontem ayr1 ayr1 uygulandi.

Test viruslart (BRV, Grup A, G6 (P1), G8 (P5) G10 (P11)) DMEM iginde
logaritma 10 tabanina gore sulandirildi. Her sulandirma basamagindan
mikrotitrasyon tabletinin ayni sirada bulunan doért kuyucuguna 0,1 ml konuldu.
Virus kontrol amaciyla dort kuyucuga serumsuz DMEM vasatindan 0,05 ml ve saf
virustan 0,05 ml, hiicre kontrol amaciyla ayrilan dort kuyucuga ise %10 oraninda
fotal serum iceren DMEM vasatindan 0.1 ml konuldu. Daha sonra tim
kuyucuklara 0,05 ml MDBK hiicre stispansiyonundan (300.000 hucre/ml) eklendi
ve mikrotitrasyon tabletleri 37°C lik, %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakildi.
Tabletler her giin doku kdltrt mikroskobunda CPE yo6niinden incelendi ve sire
sonunda virus titreleri Kaerber (1964) tarafindan bildirilen yOnteme gore

hesaplandi.
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3.2.4. PEG-6000 Yontemi ile Viral Proteinlerin Konsantre Edilmesi ve
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Sisteminin

Hazirlanmasi

Gebe sigirlardan/annelerden alinan kan serumu ve kolostrum/sit
orneklerinin yani sira yeni dogan buzagilardan aliman kan serumu 6rneklerinde
bovine rotavirusun G6 P(1), G8 P(5) ve G10 P(11) suslarina karsi olusmus
spesifik notralizan antikorlar ve maternal olarak aktarilmis spesifik antikorlarin

tespiti amaciyla ELISA yOnteminden yararlanildi.

Calismada hiicre kiiltiirii flasklar igerisinde liretilen ve idame vasat1 ihtiva
eden BRV suslarina ait siispansiyonlarin santrifiijleri sonucu elde edilen
slipernatantlarin konsantre edilmesi amaciyla, Kangro ve Mahy (1996) tarafindan
bildirilen polietilen glikol (Polyethylen glikol (PEG))-6000 c¢oktiirme metodu
kullanildi.

PEG ile viral proteinlerin ¢okeltilmesi islemi dncesinde, Ui¢ BRV susuna
ait viral stspansiyonlar derin dondurucudan ¢ikarilarak 3 kez dondurup-¢6zme
islemi uyguland1 ve daha sonra toplam hacimleri 2000 ml olan flask icerigi, 15
ml’lik flakonlara koyularak +4°C de 8000-10000 rpm de 30 dk santriflj edildi.
Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatantlar bir beher igerisine aktarildi ve
manyetik karistirict diizenegi kurulan bir buz kovasi igerisine koyuldu. Bunun
tizerine %0,8 olacak sekilde ayarlanan NaCl, beher igerisine azar azar eklenerek
manyetik karistirici tizerinde diisiik devirde karistirildi. Daha sonra bunun (izerine
konsantrasyonu %8 olacak sekilde PEG-6000 ilave edildi. Bu amacla toplam
virus silispansiyonunun %8 oraninda hesaplanan PEG-6000, bir miktar PBS
icerisinde (2000 ml total virus hacmi icin; 160 gr PEG: 200 ml PBS ) isitilarak
cozduruldu yavasca bu karigima eklendi. Daha sonra final karisim, PEG’in tam
olarak ¢ozllmesi igin 1 saat daha karigtirllmaya devam edildi. Sure sonunda
karisim +4°C de bir gece dinlendirilmeye birakildi. Ug farkli BRV susu igin ayr
ayr1 diizenekler kurularak tamamlanan bu islem sonucunda viral proteinlerin
cokelmesi saglandi. Viral proteinlerin ¢Okeltilmesi igin gerekli olan sure

tamamlandiktan sonra, santrifiij tiiplerine aktarilan viral siispansiyonlar, 10000
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rpm de, +4°C de 30 dk santrifilj edilerek PEG ortamdan uzaklastirildi. Santrifij
sonrasi siipernatantlar atilarak dipte kalan pelet karbonat-bikarbonat buffer
(Carb/Bicarb pH 9,5) ile 1:1000 oraninda sulandirildi ve pipetleme islemi
uygulanarak karismasi1 saglandi. Daha sonra sulandirilan bu antijenlerden
pleytlerin (Nunc-maxisorp, 96 gozlii, diiztabanli ELISA pleyti) tiim gozlerine 100
ul koyularak +4°C'de 1 gece birakilarak kaplandi. Stre sonunda pleyt gozleri
yikama (washing) soliisyonu ile 3 kez yikandi. Yikama sonrasi spesifik olmayan
baglanmalar1 engellemek igin pleytlerin her bir géziine 150 pl blocking buffer
koyulduktan sonra 37°C de 90 dk etlivde bekletildi. Bloklamadan sonra pleyt

gozleri 3 kez daha yikandi ve arastirma orneklerinde antikor taramalarina gegildi.

3.2.5.Hazirlanan ELISA Sistemiyle Calisma Numunelerde Spesifik Antikor

Varhgmin Arastirilmasi

S6z konusu antijenlerle kaplanip hazirlanan ELISA pleytleri, daha sonra
amaca gore, 1/8 oraninda DMEM (25 pl serum + 175 pl DMEM) ile sulandirilmig
G6 P(1), G8 P(5) ve G10 P(11) bovine rotavirus suslarina spesifik antikor varligi
aragtirilacak olan kan ve siit/kolostrum serumlari ile referans pozitif ve negatif
serumlar pleytin ikiser géziine 100 pl koyuldu ve 37°C de 1 saat inkiibasyona
birakildi. Siire bitiminde etiivden ¢ikarilan pleytlerin gozleri yikama soliisyonu ile
yikandi ve daha 6nceden 1/10000 oraninda hazirlanmis konjugattan 100 ul
eklendikten sonra 37°C de 1 saat tekrar inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
etlivden ¢ikarilan pleytlerin gozleri washing soliisyonu ile 3 kez yikandi. Pleytler
kagit havlu Uzerine ters cevrilerek 1-2 defa hafifce vurulmak suretiyle gozlerde
kalan yikama sivisinin uzaklagmasi saglandi. Yikama sonrasinda pleytin her bir
g6ziine substrattan (TMB sollisyonundan)100°’er ul ilave edilerek 20-30 dk oda
sicakliginda karanlik ortamda bekletildi. Belirtilen zaman sonrasinda pleytin tim
gozlerine 100 pl stop soliisyonu (2 M H2SO4) eklenerek reaksiyon durduruldu.
Test, ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm dalga boyunda filtre
absorbanslar1 (optik dansite-OD) 6l¢iilerek degerlendirildi.
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3.2.6.Pozitif Kan ve SUt/Kolostrum Serumlarinda Antikor Titre Degerinin

ELISA Yontemi ile Saptanmasi

Pozitif serum oOrneklerindeki antikor titre degerlerinin belirlenmesi
amaciyla, bolim 3.2.4.’de anlatilan yonteme gore ELISA pleytlerinin tabanlari
bovine rotavirusun G6 P(1), G8 P(5) ve G10 P(11) suslar1 ile kaplandi. Daha
sonra Crowther (2009) tarafindan raporlanan ‘dama tahtasi’ (checkerboard)
titrasyon metodu uygulandi. Bos steril tabletlerde pozitif serumlarin 1/8’den
baglamak iizere log> tabanina gore 8 basamak (1/8 -1/1024 arasindaki
sulandirmalar) sulandirmalar1 hazirlandi ve her bir sulandirmadan antijen kapli
ELISA pleytlerinin 2’ser goziine 100 pl aktarildi ve 37°C de 1 saat inkiibasyona
birakildi. Siire bitiminde etiivden ¢ikarilan pleytlerin gozleri yikama soliisyonu ile
yikandi ve daha oOnceden 1/10000 oraninda hazirlanmis konjugattan 100 pl
eklendikten sonra 37°C de 1 saat tekrar inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
etlivden ¢ikarilan pleytlerin gozleri washing soliisyonu ile 3 kez yikandi. Pleytler
kagit havlu Uzerine ters cevrilerek 1-2 defa hafifce vurulmak suretiyle gozlerde
kalan yikama sivisinin uzaklagsmasi saglandi. Yikama sonrasinda pleytin her bir
g6zine substrattan (TMB solisyonundan) 100°er pl ilave edilerek 20-30 dk oda
sicakliginda karanlik ortamda bekletildi. Belirtilen zaman sonrasinda pleytin tim
gozlerine 100 pl stop soliisyonu (2 M H2SO4) eklenerek reaksiyon durduruldu.
Test, ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm dalga boyunda filtre
absorbanslar1 (OD) 6l¢iilerek degerlendirildi.
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Sekil 3.1. Pozitif serumlarin log, tabanina gére sulandirma metodu
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3.2.7.ELISA Cut-off Degerinin Tespiti ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Test sonuglarimin degerlendirilmesi, ticari firmanin kullandig1 optimizasyon
prosedurd takip edildi. Buna gore pleytdeki negatif kontrol optik dansite (ODnk)
degerlerinin ortalamasinin 2 kati hesaplandi ve ¢ikan sonug cut- off degeri olarak
kabul edildi. Orneklere/rnek sulandirmalarina ait OD degerleri (ODomek) cut-off

degerinden biiyiik veya esitse pozitif, kiiglikse negatif olarak degerlendirildi.

(ODnk + ODnk)
cut-off = -------m-omemem - X2
2

ODsmek > cut-off = pozitif
ODsmek < cut-off = negatif

3.2.8.Sonugclarin istatistik Degerlendirilmesi

Arastirmada elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS 21 paket
programi kullanilarak yapildi (IBM SPSS Software, USA). Deney grubunda
(Grup 1) bulunan anneler ve yavrularinda tespit edilen BRV G6, G8, G10
suslarinin antikor titre oranlar1 arasindaki farkliligin ve suslara gore seropozitif
oranlar1 arasindaki farkliligin istatistiksel anlamliligimi degerlendirmek igin;
benzer sekilde Grup | ve Grup Il de yer alan hayvanlarda tespit edilen BRV
antikor titre oranlar1 arasindaki  farklihgin istatistiksel anlamliligin
degerlendirmek i¢in Ki-Kare (chi-square -y2) testi kullanildi. Arastirmada p<0,05

degeri elde edilen veriler anlamli (6nemli) olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Viruslarin Enfeksiyozite Giicleri

Mikrotitrasyon yontemi ile BRV G6 (P1) susunun enfeksiyozite glcu
(titresi) DKIDso = 10/0,1 ml, BRV G8 (P5) susunun titresi DKIDso = 10°°/0,1
ml ve G10 (P11) susunun titresi de DKIDso = 10>°/0,1 ml olarak tespit edildi.

4.2. ELISA Sonuglari

Test sonuglart metot bOliimiinde belirtildigi gibi hesaplanan cut-off degerine
gore degerlendirildi. Bu hesaplama sonucunda testimizin cut-off degeri BRV G6
(P1) icin 0.2220+0.0145; BRV G8 (P5) icin 0.2569+0.0264; BRV G10 (P11) igin
ise 0.2274+0.0187 olarak belirlendi.

Her bir sus igin Ornekler ayri1 ayri degerlendirildi. Numune / numune
sulandirma OD degeri bu degerden biiyiik veya esit ise pozitif, kiiciik ise negatif
kabul edildi.

Deney grubunda yer alan sigirlar ve bunlardan dogan buzagilardan alinan
orneklerde farkli oranlarda BRV G6 (P1), G8 (P5) ve G10 (P11) suslarina spesifik
antikor varlig1 tespit edildi. Bu veriler Tablo 4.1, Tablo 4.2 ve Tablo 4.3 da
gosterildi.

Arastirmada kontrol grubu (Grup II = 10 s1gir + 10 buzagi) hayvanlardan
ve bunlarin kolostrum almis buzagilarindan ¢aligma zamanina gore alinan kan ve
kolostrum/siit 6rneklerinin tigiinde BRV G6 (P1), G8 (P5) ve G10 (P11) suslarina
spesifik antikor varligi tespit edildi (Tablo 4.4, Tablo 4.5, Tablo 4.6).

4.3. Pozitif Kan ve SUt Serumlarin Antikor Titre Sonuglar:

ELISA dama tahtas: titrasyon metoduna gore optik dansite (OD) degerleri
dikkate alinarak cut-off degerine gore, drneklerin en yiiksek pozitiflik verdigi

sulandirma basamaklar1 antikor titreleri olarak degerlendirildi. Arastirmada
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kullanilan BRV suslarina gore sigir ve buzagilarda bu durum ayr ayr

degerlendirildi.

Ast uygulanan sigirlarda (n=10) BRV G6 (P1) susuna ozgii antikor
titrelerinin ikinci asilama sonrasi 3.-4. haftada (dogum sirasinda) alinan kan
serumlarinda 8 sigirda >1/1024, 2 sigirda ise 1/512 oraninda oldugu tespit edildi
Bu sigirlarin dogum sonrasinda 3.7.14.21. ve 28. gunlerde alinan kan serum
orneklerinde bu susa karsi tespit edilen atikor titrelerinin de yiiksek seyrettigi
hatta bazi hayvanlarda dogum sirasindaki degeri koruduklar1 belirlendi (Tablo
4.1).

BRV G8 (P5) susuna 6zgl antikor titrelerinin ikinci asilama sonrasi 3.-4.
haftada (dogum sirasinda) alinan kan serumlarinda 7 sigirda >1/1024, 3 sigirda ise
1/512 oraninda oldugu tespit edildi. Bu sigirlarin dogum sonrasinda 3.7.14.21. ve
28. giinlerde aliman kan serum Orneklerinde G8 (P5) susuna karsi tespit edilen
atikor titrelerinin de yiiksek seyrettigi bazi hayvanlarda dogum sirasindaki degeri

koruduklar1 bazilarinda ise orantili bir azalis (yarilanma Omrii) gosterdigi

belirlendi (Tablo 4.1).

BRV G10 (P11) susuna 6zgii antikor titrelerinin ikinci agilama sonrasi 3.-
4. haftada (dogum sirasinda) alinan kan serumlarinda 6 sigirda >1/1024, 2 sigirda
1/512 ve 2 sigirda 1/256 oraninda oldugu tespit edildi. Bu sigirlarin dogum
sonrasinda 3.7.14.21. ve 28. giinlerde alinan kan serum orneklerinde diger
Suslarda oldugu gibi atikor titrelerinin de yiiksek seyrettigi bazi hayvanlarda
dogum sirasindaki degeri koruduklar1 bazilarinda ise orantili bir azalig (yarilanma

omrii) gosterdigi belirlendi (Tablo 4.1).

Grup I de yer alan sigir kolostrum/slt serum serumlarinda BRV G6 (P1),
G8 (P5) ve G10 (P11) suslarina spesifik antikor titreleri incelendiginde, ilk giin
cok yiiksek oldugu (>1/1024) ilerleyen giinlerde (3. 7. 14. 21. 28.) ise titrenin ¢ok
hizli diistiigii ve 14. Giinden sonra ise koruyuculuk degeri yok denecek seviyelere
geldigi tespit edilmistir (Tablo 4.2).
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Grup I’deki sigirlarin buzagilarinda BRV G6 (P1), G8 (P5) ve G10 (P11)
suslart i¢in dogum sirasinda seronegatif olduklar1 ve kolostrum alimi sonrasinda
antikor titrelerinin yasamlarinin ilk ii¢ glniinde ¢ok hizli arttigi ve koruyucu
titrelere ulastigi ilerleyen 1.- 3. haftalarda bu titre degerinin korundugu veya bir
yartlanmaya ugradig tespit edildi. Dort haftalik (28 giin) yasa ulagan buzagilarda
soz konusu titre degerlerinin énemli Olgiide azalmalarina ragmen halen 1/8 ile

1/256 arasinda oldugu goriildii (Tablo 4.3) .

Kontrol grubunda (Grup II) bulunan sigirlardan iigiinde ¢alisma sirasinda
dogal rotavirus enfeksiyonunun gelistigi (>1/1024 — 1/256) ve bunlarin
buzagilarinda kolostrum almalarina bagli olarak pasif bagisikligin (1/512 — 1/8)
bulundugu tespit edildi (Tablo 4.4., Tablo 4.5., Tablo 4.6.).
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Tablo 4.1. Grup I’ de yer alan sigirlarin 6rnekleme zamanina gore alinan kan serumlarinda, BRV G6 (P1), G8 (P5) ve G10 (P11) suslari
icin seropozitiflik durumlar ve antikor pozitiflik tespit edilen en son serum sulandirma basamagi

Hayvan  BRV Susu 1. As1 2. As1 Oncesi Dogum Sonrasi
No Oncesi (Birinci asidan ~21 1. Gin 3. Gun 7. GUn 14. Gin 21. Giun 28. Gin
(Doguma~45  glin sonra)
guin varken)

Grup | (Deney Grubu)

G-6 - >1/1024 1/512 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024
1 G-8 - 1/512 1/256 1/512 1/512 1/512 1/512 1/512
G-10 - >1/1024 1/512 >1/1024 >1/1024 1/512 1/512 1/256
G-6 - >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024
2 G-8 - >1/1024 1/512 1/512 1/512 1/512 1/512 1/512
G-10 - >1/1024 1/512 1/512 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024
G-6 - 1/512 1/512 1/512 1/512 1/512 1/512 1/512
3 G-8 - >1/1024 1/512 1/512 1/512 1/512 1/512 1/512
G-10 - >1/1024 1/256 1/256 1/256 1/256 1/256 1/128
G6 - 1/512 >1/1024 1/512 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024
4 G8 - 1/256 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024
G10 - 1/512 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024
G-6 - >1/1024 1/128 1/512 1/512 1/512 1/256 1/256
5 G-8 - >1/1024 1/512 1/512 1/256 1/128 1/256 1/256
G-10 - >1/1024 1/512 1/512 >1/1024 1/512 1/512 1/512
G-6 - 1/512 1/512 1/256 1/256 1/256 1/256 1/256
6 G-8 - 1/256 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024
G-10 - 1/512 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024
G-6 - >1/1024 1/512 1/512 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024
7 G-8 - 1/512 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024
G-10 - >1/1024 1/256 1/512 1/512 1/512 >1/1024 >1/1024
G-6 - >1/1024 1/512 1/512 1/512 1/256 1/256 1/256
8 G-8 - 1/512 1/256 1/256 1/512 1/256 1/256 1/256
G-10 - >1/1024 1/256 1/256 1/512 1/256 1/256 1/256
G-6 - >1/1024 >1/1024 1/512 1/256 1/512 1/512 1/512
9 G-8 - 1/512 1/256 1/256 1/256 1/256 1/256 1/256
G-10 - >1/1024 1/512 1/512 >1/1024 1/512 1/512 1/512
G-6 - >1/1024 1/256 1/256 1/512 >1/1024 1/512 1/512
10 G-8 - >1/1024 1/256 1/256 1/256 1/512 1/512 1/512
G-10 - >1/1024 1/256 1/256 1/256 1/512 1/512 1/512
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Tablo 4.2. Grup I’ de yer alan sigirlarin 6rnekleme zamanina gore alinan kolostrum/sit 6rneklerinde, BRV G6 (P1), G8 (P5) ve G10 (P11)
suslar1 i¢in seropozitiflik durumlar ve antikor pozitiflik tespit edilen en son serum sulandirma basamagi

Hayvan No BRYV Susu Kolostrum 3. Gln Sut 7. Gun Sut 14. Gun Sut 21. Gun Sut 28. Gun Sut
1 G-6 >1/1024 1/128 132 - - -
G-8 >1/1024 1/64 132 - - -
G-10 >1/1024 1/128 116 - - -
2 G-6 >1/1024 1/128 18 - - -
G-8 >1/1024 1/128 116 - - -
G-10 >1/1024 1/128 116 - - -
3 G-6 >1/1024 1/128 116 - - -
G-8 >1/1024 1/64 18 - - -
G-10 >1/1024 1/64 18 - - -
4 G-6 >1/1024 1/128 116 - - -
= G-8 >1/1024 1/64 18 - - -
= G-10 >1/1024 1/128 18 - - -
G 5 G-6 >1/1024 1/256 116 - - -
Py G-8 >1/1024 1/32 - - - -
g G-10 >1/1024 1/128 8 - - -
= 6 G-6 >1/1024 1/64 18 - - -
o G-8 >1/1024 1/64 18 - - -
5 G-10 >1/1024 1/128 18 - - -
7 G-6 1/512 1/32 - - - -
G-8 1/512 1/16 - - - -
G-10 1/512 1/32 - - - -
8 G-6 >1/1024 1/64 116 - - -
G-8 >1/1024 1/128 116 - - -
G-10 >1/1024 1/64 116 - - -
9 G-6 >1/1024 1/64 116 - - -
G-8 >1/1024 1/32 - - - -
G-10 >1/1024 1/64 - - - -
10 G-6 >1/1024 1/128 116 - - -
G-8 >1/1024 1/128 18 - - -
G-10 >1/1024 1/128 18 - - -
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Tablo 4.3. Grup I’de yer alan sigirlarin yeni dogan buzagilarindan 6rnekleme zamanina goére alinan kan 6rneklerinde, BRV G6 (P1), G8
(P5) ve G10 (P11) suslar i¢in seropozitiflik durumlari ve antikor pozitiflik tespit edilen en son serum sulandirma basamagi

Buzap Kq]ostrqm Kolostrum Sonrasi
No BRV Susu Oncesi
1. gun 3. Gun 7. Gin 14. giin 21. Gln 28. gln

B1 G-6 - >1/1024 1/512 1/512 1/512 1/64
G-8 - >1/1024 1/512 1/512 1/512 1/64
G-10 - >1/1024 1/512 1/512 1/256 1/32
B2 G-6 - >1/1024 1/512 1/256 1/256 1/16
G-8 - >1/1024 1/512 1/512 1/256 1/16
G-10 - >1/1024 1/512 1/512 1/256 1/8
g B3 G-6 - >1/1024 1/512 1/256 1/256 1/64
B G-8 - >1/1024 1/512 1/256 1/256 1/32
§ G-10 - 1512 1/256 1/256 1/256 1/32
A B4 G-6 - 1512 1/256 1/256 1/256 1/32
g G-8 - >1/1024 1/512 1/256 1/256 1/64
72 G-10 - >1/1024 >1/1024 >1/1024 1/512 1/128
;%D B5 G-6 - >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 1/256
= G-8 - 1/512 1/512 1/256 1/128 1/8
2 G-10 - >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 1/128
5 B6 G-6 - >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 1/256
2 G-8 - 1/512 1/512 1/256 1/256 1/64
5 G-10 - >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 1/256
e B7 G-6 - 1512 1/256 1/256 1/256 1/128
" G-8 - 1512 1/256 1/128 1/128 1/64
g G-10 - 1512 1/512 1/256 1/256 1/64
B8 G-6 - >1/1024 1/512 >1/1024 1/512 1/64
G-8 - >1/1024 1/512 1/512 1/256 1/8
G-10 - >1/1024 1/512 1/256 1/128 1/8
B9 G-6 - >1/1024 >1/1024 1/512 1/256 1/16
G-8 - 1/512 1/512 1/256 1/128 1/8
G-10 - >1/1024 >1/1024 >1/1024 1/256 1/32
B10 G-6 - >1/1024 >1/1024 1/512 1/256 1/16
G-8 - >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 1/256
G-10 - >1/1024 >1/1024 >1/1024 >1/1024 1/256
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Tablo 4.4. Grup II’ de yer alan sigirlarin 6rnekleme zamanina gore alinan kan serumlarinda, BRV G6 (P1), G8 (P5) ve G10 (P11) suslart
icin seropozitiflik durumlart ve antikor pozitiflik tespit edilen en son serum sulandirma basamagi

Hayvan ~ BRV Susu  (Doguma (Doguma ~24 giin Dogum Sonrasi
No ~45 gin varken) 1. Gin 3. Gun 7.Gun 14. Gun 21. Gin 28. Giun
varken)
G-6 - - - - - -

1 G-8 - - - - - -

G-6 - 1/256 1/256 1/256 1/512 1/512 1/512 1/512
6 G-8 - 1/256 1/128 1/128 1/256 1/256 1/128 1/128
G-10 - 1/256 1/128 1/128 1/256 1/256 1/128 1/32
G-6 - >1/1024 >1/1024 1/512 1/512 1/512 >1/1024 >1/1024
7 G-8 - >1/1024 1/512 1/256 1/256 1/256 1/512 1/512
G-10 - >1/1024 1/512 1/256 1/256 1/256 1/128 1/128

Grup | (Deney Grubu)
(S
o
[ee]

10  GS8 - - - - - - - -
G-10 - - - - - - - -
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Tablo 4.5. Grup II’ de yer alan sigirlarin 6rnekleme zamanina gore alinan kolostrum/siit 6rneklerinde, BRV G6 (P1), G8 (P5) ve G10 (P11)
suslar1 i¢in seropozitiflik durumlar ve antikor pozitiflik tespit edilen en son serum sulandirma basamagi

Hayvan No BRY Susu Kolostrum 3. Gun Sut 7. Gun Sut 14. Gun Sut 21. Gun Sut 28. Gun Sut
1 G-6 - - - - - -
G-8 - - - - - -
G-10 - - - - - -
2 G-6 1/512 1/128 1/8 - - -
G-8 1/256 1/16 - - - -
G-10 1/512 1/64 1/8 - - -
3 G-6 - - - - - -
G-8 - - - - - -
G-10 - - - - - -
4 G-6 - - - - - -
>
o 5 G-6 - - - - - -
> G-8 - - - - - -
g G-10 - - - - - -
= 6 G-6 1/256 1/64 1/8 - - -
= G-8 1/256 1/32 1/8 - - -
) G-10 1/256 1/8 - - - -
7 G-6 >1/1024 1/128 1/16 - - -
G-8 >1/1024 1/128 1/8 - - -
G-10 >1/1024 1/64 1/8 - - -
8 G-6 - - - - - -
G-8 - - - - - -
G-10 - - - - - -
9 G-6 - - - - - -
G-8 - - - - - -
G-10 - - - - - -
10 G-6 - - - - - -
G-8 - - - - - -
G-10 - - - - - -
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Tablo 4.6. Grup II’de yer alan sigirlarin yeni dogan buzagilarindan 6rnekleme zamanina gore alinan kan 6rneklerinde, BRV G6 (P1), G8
(P5) ve G10 (P11) suslart i¢in seropozitiflik durumlart ve antikor pozitiflik tespit edilen en son serum sulandirma basamagi

Buzag Konlostrt!m Kolostrum Sonrasi
No BRY Susu Oncesi
1. glin 3. Gin 7. Gun 14. glin 21. Gin 28. gun

B1 G-6 - - - - - -

G-8 - - - - - -

G-10 - - - - - -

B2 G-6 - 1/256 1/64 1/64 1/32 1/32

G-8 - 1/128 1/64 1/64 1/32 1/32

G-10 - 1/256 1/128 1/128 1/64 1/64

g B3 G-6 - - - - - -
o G-8 - - - - - -
§ G-10 - - - - - -
2] B4 G-6 - - - - - -
g G-8 - - - - - -
L; G-10 - - - - - -
;:)0 B5 G-6 - - - - - -
= G-8 - - - - - -
2 G-10 - - - - - -
15} B6 G-6 - 1/128 1/64 1/64 1/32 1/32
> G-8 - 1/128 1/64 1/64 1/32 1/32
5] G-10 - 1/128 1/64 1/32 1/16 1/8
a B7 G-6 - 1/512 1/256 1/256 1/128 1/64
= G-8 - 1/512 1/128 1/128 1/64 1/64
5 G-10 - 1/512 1/256 1/256 1/256 1/128
B8 G-6 - - - - - -

G-8 - - - - - -

G-10 - - - - - -

B9 G-6 - - - - - -

G-8 - - - - - -

G-10 - - - - - -

B10 G-6 - - - - - -

G-8 - - - - - -

G-10 - - - - - -
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4.4. Tstatistik Degerlendirme Sonuclari

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda, orneklemelerin yapildigi deney
grubunda (Grup 1) bulunan anneler ve yavrularinda tespit edilen BRV G6, G8,
G10 suslarmin antikor titre oranlari arasindaki farkliligin ve suslara gore
seropozitif oranlar1 arasindaki farkliligin istatistiki ag¢idan Onemsiz (p>0,05)
oldugu tespit edildi. Grup | ve Grup Il de yer alan hayvanlarda tespit edilen

antikor titre oranlarindaki farkliligin anlamli (p<0,05) oldugu belirlendi.
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5. TARTISMA

Diinyada sigir yetistiriciliginde yenidogan buzag1 ishalleri 6nemli
ekonomik kayiplar olusturmasi nedeni ile biiylik 6nem tasir. Yenidogan buzagi
ishallerinin etiyolojisinde kolostrum almama, besleme bozukluklari, ¢evre 1sisi,
yetistirme sartlarinin elverissiz olmasi, enfeksiyoz etkenler, stres gibi faktorler yer
almaktadir. Koruyucu saglik tedbirlerinin uygulandigi modern isletmelerde bile
bu faktorlerin birinin ya da birkagmin ayni1 anda etkili olmasindan kaynaklanan
ishal olaylar ile karsilagilabilinir (De La Fuenta ve ark., 1998; Kahrs, 2001).

Aile isletmelerinde ve modern isletmelerde neonatal buzagi ishalleri direkt
olarak meydana getirdigi mortalite ve indirekt olarak da klinik hastalik tablosuna
istinaden tedavi giderleri ve biiylimenin yavaslamasma bagli olarak iktisadi
zararlar olustururlar (De La Fuenta ve ark., 1998). Ug haftaliktan kiigiik siit emen
buzagilarda neonatal ishallerden kaynaklanan 6liim oranlari isletmelerde %75’lere
kadar varabilmektedir (Radostits ve ark., 1994). Ozellikle neonatal ishallerinin bu
derece mortal seyretmesinde virus, bakteri ve protozoonlarin miks enfeksiyonlar
olusturmasi baslica rol oynar. Her bir patojen ajanin sebep oldugu hastaligin
insidensi ve enfeksiyonun prevalansi siirii biiylikligiine, ¢iftliklerin yonetim
sistemine, stres faktorlerinin durumuna ve iilkede/bdlgede uygulanan koruyucu ast
politikasina gore farkliliklar gostermektedir (Kohara ve Tsunemitsu, 2000; Cho
ve Yoon, 2014).

Bu kapsamda bovine rotavirus (BRV), yenidoganlarda yasamin ilk birkac
haftasinda aktif bagisiklik gelismeden 6nce goriilen ishalin etiyolojisinde dnemli
bir patojen olarak karsimiza ¢ikmaktadir. BRV’lar o&zellikle 1-10 glnlik
buzagilarda ince barsak mukozasinda enterosit kayb1 ve villus atrofilerine neden
olarak siv1 elektrolit dengesinin bozulmasi ve sekonder enfeksiyonlarin da etkisi
ile yliksek mortaliteye neden olurlar (Torres Medina ve ark., 1985). Bu nedenle,
kolostrum yoluyla yeni dogan buzagilara aktarilan pasif maternal antikorlarin

hastaligin 6nlenmesinde oldukga buytk rolu bulunmaktadir.
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Enfekte erigkin sigirlarin gebeligin ge¢ donemleri ve 6zellikle dogum
yaptiklart glin BRV sactiklari, bu sigirlardan dogan buzagilarin muhtemelen
annelerinden sagilan bu viruslar ile enfekte olduklar1 ve bu hayvanlarla birlikte
barindirilan diger yenidogan buzagilar icin de enfeksiyon kaynagi olabilecekleri
ortaya koyulmustur. Ozellikle subklinik enfekte sigirlar uzun siire virusu sagarak
stride virusun varliginin devamliliginda 6nemli rol oynarlar. Bundan dolay1
eriskin sigirlarda bu enfeksiyonlarin epidemiyolojilerinin incelenmesi ve bunlara
doniik koruyucu tedbirlerin alinmasi BRV ile miicadelede 6nemlidir (Crouch ve
Acres, 1984; Goto ve ark., 1986; Collins ve ark., 1987; Can Sahna ve Alkan,
2003; Geletu ve ark., 2021).

BRV’nin diinyada ve Tirkiye’deki durumunu ortaya koymak icin ¢ok
sayida serolojik arastirma yapilmistir. (Crouch ve Acres, 1984; Alkan ve ark.,
1999; Brandao ve ark., 2002; Alkan ve ark., 2004; Cabalar, 2004; Yildirim ve
ark., 2008). Crouch ve Acres (1984) 121 adet eriskin sigirlarda BRV
seroprevalansin1 %44 oraninda tespit etmislerdir. Alonso ve ark. ise 1984 yilinda
yaptiklart ¢caligmada 16 farkli ¢iftlikten topladiklari sigir kan serum orneklerinde
BRV ve bovine coronavirus (BCV) seroprevalansini sirasi ile %94 ve %96
oranlarinda oldugunu bildirmislerdir. Yine benzer sekilde farkli arastirmacilar
tarafindan farkl tilkelerde yapilan ¢alismalarda (Schlafer ve Scott, 1979; Schwers
1984; Brandao ve ark., 2002) BRV enfeksiyonunun seroprevalansi %65.9-98.1
oranlar1 arasinda oldugu, bu seropozitiflik cinsiyet ile iliskilendirildiginde
(Brandao ve ark., 2002) ise 1 yasindan biiyiik erkeklerde %85.4, disilerde %69.9
oranlarinda oldugu ortaya koyulmustur. Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda (Burgu
ve Akca, 1983; Alkan ve ark., 1999; Can-Sahna ve Alkan, 2003; Cabalar 2004;
Tan ve ark., 2007; Yidinm ve ark., 2008 ) ise BRV enfeksiyonunun
seroprevalanst %31-54.1 oranlar1 arasinda bildirilmistir. Bu sonucglar buzagi
saghigimi ciddi derecede etkileyen BRV’nin yaygin olarak goriildligiinii ortaya

koymaktadir.

Eriskin sigirlarda olduk¢a yaygin olarak rotavirus antikoru belirlenmesine
ragmen bunun kolostrum yolu ile yenidogan buzagilara koruyucu ytiksek titrede

aktarilmas1 oldukga Onemlidir. Yenidogan buzagi dogumu takiben ilk alti1 saat
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icerisinde birinci 6giinde buzag: viicut agirligimin takriben %5°1 kadar ve birinci
gun ise ¢ dort 6giinde buzagmin viicut agirliginin yaklasik %10’u civarinda
kolostrum almasi saglanmalidir. Ayn1 zamanda birkag¢ giin iginde kolostrum/stit
icindeki antikor miktar1 da hizli bir sekilde azalir. Belirtilen miktar ve sirecte
buzagi k&fi miktarda kolostrum alamamasi durumunda antikor alim miktarindaki
diisiise bagh olarak pasif transfer yetmezligi olusur. Bu durum buzag: refah,
verimliligi ve saglig1 ile ilgili problemlerin yasanmasina sebep olur. Bu nedenle
neonatal dénemde uygun bakim besleme, hijyen tedbirlerinin alinmasinin yani
sira dogru zamanda ve yeteri miktarda kolostrum yoluyla antikor aktarimi da
hayati 6nem tagimaktadir (Kapikian ve Chanock 1990; Kozat 2019). Bunun yan1
sira buzaginin aktif immunizasyonu da alternatif bir yol gibi degerlendirilse de bu
durumun pratikte sonuglar1 istendigi gibi olmamis ve korumada daha diisiik
oranda basar1 saglanmistir. Bu nedenle doguma 6 hafta kala rapelli ag1 uygulamasi
ile annelerin asilanarak yliksek titrede antikor olusumunun saglanmasi ve
kolostrum yoluyla yenidogan buzagilara bu antikorlarin aktarilmasi ile buzagilarin
rotavirus enfeksiyonlarindan korunmasi daha olasi bir secenek olarak
degerlendirilmektedir. Bu sayede BRV’ye karsi asilama ile elde edilen
koruyuculuk, hem siiride meydana gelebilecek subklinik enfeksiyonlarin
Oonlenmesine hem de yenidoganlarda maternal antikor ile saglanan koruma
stresinin uzamasma katki saglayacaktir. Bu asamada kullanilacak asilarin
etkinligi ve saha suslari ile ticari ag1 suslarinin antijenik yakinligi énemli bir husus
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Le Rousic ve ark., 2000; Kim ve ark., 2002; Alkan
ve ark., 2004; Tan ve ark., 2007; Sahal ve ark., 2018).

Gunlimizde sigirlarda yaygin olarak rotavirus, coronavirus ve Escherichia
coli etkenlerinin farkli antijenik suslarindan olusan ticari kombine asilar, sigir
yetistiriciligi  yapilan isletmelerde koruma ve miicadele programlarinda
kullanilmaktadirlar. Bu asilar da BRV’nin Grup A igerisinde yer alan P1, P5, P11,
G6, G8 ve G10 genotiplerinden birisi veya birkagi bulunmaktadir.

Ticari as1 preparatlarinin  etkinliklerinin belirlenmesi adina birgok
arastirma yapilmistir. Calismalarin bazilarinda basarili sonuclar elde edilmisken

bazi aragtirmalarda antikor titresinde artis saglanmasina ragmen yenidogan

38



ishallerinin  6nlenmesinde istenen seviyede koruyuculuk maalesef tespit
edilememistir. Bunun yani sira tek doz as1 uygulamasi sonrasinda yeteri miktarda
antikor titre artis1 saglanamadigi, gebeligin son doénemlerinde (doguma 45 giin
varken birinci doz ve bundan 21 giin sonra ikinci doz) (¢ hafta ara ile tekrarlanan
asilamalarda kan serumunda ve dogumu takiben kolostrumda yiiksek titrede

antikor bulundugu belirlenmistir (Kim ve ark., 2002; Alkan ve ark., 2004).

Gebe sigirlara BRV asis1 uygulanmasi ile ilgili yapilan birgok arastirmada
(Thurber ve ark., 1977; Saif ve ark., 1984; Castrucci ve ark., 1993; Cornaglia ve
ark., 1992; Kohara ve ark., 1997) hem anneyi hem de yavruyu sz konusu
enfeksiyondan korumada yararli sonuglar sagladigi belirlenmistir. Bu amagla
yaygin olarak aktif ve inaktif hazirlanmis asilar kullanilmaktadir. Saif ve ark.,
(1984)’nin aktif rotavirus asisin1 uyguladiklar1 gebe sigirlarin kan serumu,
kolostrum ve siit serumlarinda yiiksek seviyede antikor titresi tespit etmislerdir.
Bu ast uygulamasinin da buzagilart rotavirusa bagli neonatal ishallerden
korumada 6nemli oldugunu bildirmislerdir. Bir bagka ¢alismada Kohara ve ark.
(1997) bovine rotavirus’uda igeren ticari polivalan bir inaktir asiyr uyguladiklari
gebe sigirlarin, dogum sonrasinda kan ve kolostrum serumlarinda yiiksek titrede
BRYV antikoru saptamislardir. Yine bu hayvanlarin kolostrum alan buzagilarinda
28 gunlik yaslarinda da kan serumlarinda yiiksek titrede BRV antikoru bulundugu
raporlanmistir. Ulkemizde Alkan ve ark. (2004)nin ticari as1 ile asilanan
sigirlardan dogan yavrularinda yaptiklart ¢alismada ise as1 uygulanan ve asi
uygulanmayan annelerden dogan buzagilarin enfeksiyona maruz kalma oranlarinm
sirastyla %30 ve %54.5 olarak ortaya koymuslar fakat as1 uygulanan annelerde
belirgin bir antikor yanit1 belirleyememislerdir. Ayn1 ¢alismada a1 uygulanmayan
sigirlardan dogum 6ncesi ve dogum sonrasinda ¢esitli donemlerde aldiklar1 serum
orneklerinde BRV  seroprevalansini  %72.7-90.9 oranlar1 arasinda tespit
etmislerdir. BRV, BCV ve E.coli etkenlerine karsi hazirlanmis kombine inaktif
asinin  kullanildig1 baska bir arastirmada ise kolostral immiinoglobiilin
konsantrasyonlarinin takibi yapilmis ve Onemli derecede antikor artisi
belirlenmistir. Bununda s6z konusu enfeksiyonlardan buzagilarin korunmasinda

onemli oldugunu bildirmislerdir (Chambers ve ark., 2022).
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Klasik asilar disinda Gonzalez ve ark., (2010)’nin BRV C-486 susunun
(G6 (P1)) VP6 proteininden hazirlanan rekombinant as1 kullanarak yaptiklari
calismada, gebeligin son licte birlik boliimiinde asilanan annelerin kolostrum alan
buzagilarinda rotavirusdan korunma oranmin1 kayda deger seviyede yliksek
bulmuslardir. Bu buzagilarda virus sagma oranini da buna paralel olarak diisiik

bulmuslardir.

Bizim aragtirmamizda Grup I deki sigirlardan I. II. asilama sonrasinda ve
dogum sonrasinda (1. 3. 7. 14. 21. 28. giin) alinan kan orneklerinin tamaminda
BRV (G6 (P1), G8 (P5) G10 (P11)) seropozitiflik belirlendi. Deney grubundaki
sigirlarin kan serum Orneklerinde ikinci agilamayi takiben énemli dlctide antikor
artist sekillendigi ve dogum sonrast bu antikorlarin 28. giine kadar antikor
seviyesini koruduklar tespit edildi. Bu sigirlarin dogum sonrasinda kolostrum ve
st drneklerinde de kan serum 6rneklerine paralel olarak yiksek antikor titreleri
saptandi. Ozellikle deney grubundaki bir hayvanin kolostrum numunesi harig
diger annelerin 6rneklerinde yiiksek titrede BRV antikoru belirlendi ve takip eden
giinlerde (3. 7. 14. 21. 28. giin) siit serumlarinda hizl1 bir antikor titresinde diisme
gerceklestigi tespit edildi. Deney grubundaki sigirlarin  kolostrum almis
buzagilarinin kan serumlarinda da annelerininkine benzer olarak BRV antikor
titreleri yiiksek bulundu. Bu sonuglar agilanan sigirlarda BRV ye karsi etkin
antikor cevabin (IgG) olustugu ve kolostrum yolu ile bunu buzagilara aktararak
onlarin s6z konusu enfeksiyondan korunmasinda c¢ok oOnemli oldugunu
gostermigtir. Kontrol grubunda (Grup 1) yer alan {i¢ sigirin kan ve kolostrum/siit
orneginde BRV (G6 (P1), G8 (P5) G10 (P11)) antikor varligi belirlenmistir. Bu ii¢
sigirin kolostrum alan buzagilarinin kan 6rneklerinde de annelerininkine benzer
sekilde BRV antikor titresi belirlenmistir. Bu durum annelerin subklinik enfekte
olduklarin1 ve surl igerisinde mevcut bir bovine rotavirus enfeksiyonunun
varligint gostermektedir.  Calismamizin amaglar1 arasinda yer almadigi igin,
Rocodoll as1 etkenleri igerisinde bulunan BCV ve E. coli ye karst olusmus

spesifik antikorlarinin durumu degerlendirilmemistir.

Neonatal buzagi ishallerinden korunmada pasif bagisikligin 6neminin

arastirtlmasinda klinik enfeksiyon oranlarinin karsilagtirmali tespiti ve buzagilarin
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dogum sonrasi etkene maruz kalma oranlarmin da degerlendirilmesi 6nemli bir
husustur. Asili annelerin asisizlara gore disiik oranda BRV sagmasi, siirii
icerisinde enfeksiyonun kontrol altina alinmasinda dikkat edilmesi gereken diger

onemli bir durumdur.

Diger taraftan diinyada yaygin olan rotaviruslarin genis bir konakei
yelpazesi bulunmaktadir. Birgok hayvan tiiriinlin yaninda insanlarda da hastalik
tablosuna neden olurlar. A ve C grubunda yer alan rotaviruslarin hem insanlarda
hem de hayvanlarda enfeksiyon olusturdugu belirlenmistir. Son yapilan
calismalarda, bazi hayvan ve insan rotavirus suslarinin antijenik benzerlikler
tasidigi tespit edilmistir. Bu durum, hayvanlarin insanlarda rotavirus enfeksiyonu
kaynag1 olarak rol oynadigmin bir gostergesi olabilecegi siiphesi uyandirmigtir
(Geletu ve ark., 2021). Bu nedenle bundan sonra yapilacak ¢alismalarin bovine
rotavirus enfeksiyonunun epidemiyolojisine yogunlasmasi ve zoonotik

durumunun tam olarak aciklanmasinin ihtiyaci ortaya ¢ikmaistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu arastirmada ticari bir polivalan inaktif (Rocodoll, Dollvet, Tlrkiye) as1
ile gebeligin son ~45 ve ~24. giiniinde iki doz olarak asilanan gebe sigirlarda,
BRV G6 (P1), G8 (P5), G10 (P11) suslara kars1 yiksek titrede spesifik antikor
olustugu, bu antikorlarin yiiksek titrede kolostruma gectigi tespit edildi. Neonatal
buzagilarin BRV’ye bagli ishalinin 6nlenmesi ve Kontrol altina alinmasinda pasif
bagisikligin ¢ok Onemli oldugu belirlenmistir. Ayrica asilanan hayvanlarda

asilama sonras1 herhangi bir yan etki goriilmedi.

Calismamizda as1 uygulanmamis kontrol grubunda (Grup Il) bulunan Gg
sigirda ve bunlarin kolostrum almis buzagilarinda BRV antikor varligi tespit
edildi. Bu durum suru icerisinde devam eden bir subklinik BRV enfeksiyon

varligimin kanit1 olarak degerlendirilmistir.

Sigirlarda BRV’ye karst koruyucu as1 uygulamalari, hem siirii igerisindeki
subklinik enfeksiyonlarin 6niine gegerek subklinik enfekte hayvanlardan klinik
enfeksiyona duyarli hayvanlara bulasmay1 dnleyebilmesi, hem de siitteki antikor

sekresyonunun miktar ve suresini uzatabilmesi nedeniyle 6nemli bulunmustur.

Ozellikle enfeksiyona agik seronegatif hayvanlar ile BRV’ye daha duyarl
olan birkag giinliikk buzagilarin BRV enfeksiyonuna karsi hijyen ve asilama gibi
koruma/kontrol dnlemlerinin uygulanmasi, isletmelerde hastaliga bagl ekonomik

kayiplarin 6ntine gegilebilmesi agisindan 6nemlidir.

Arastirmamiz Sinirh sayida gebe sigirlar tizerinde gergeklestirildigi igin,
BRYV kaynakli neonatal buzagi ishallerinin énlenmesine yonelik, as1 uygulamalar
sonrasinda pasif bagisikligin etkinligini ortaya koymak adina daha fazla sayida
hayvanlarda gergeklestirilecek ileriki zamanlarda yapilacak kapsamli ¢aligmalar

yarar saglayacaktir.
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