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Ozet : Bu aragtirmada, ishal semptomu gosteren 17 buzagidan alinan gaita
orneklerinden 8 adetinde ( %47) Fetal Kidney Rhesus Monkey (MA-104) hiicre
kiiltiirinde Rotavirusu izolasyonu gergeklestirildi. Virus ekilen hiicre kiiltiirlerine
inkubasyonun 2. giiniinde pankreatin enzimi takviyesi yapilmasinin gerek virusun
tiremesi ve gerekse hiicre kiiltiiriinde CPE odaklarinin net olarak goriilmesinde etkili
oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler : Buzagi, rotavirus, izolasyon

Summary : In this research, 17 faeces samples obtained from calves with diarrhea
symptoms were tested for detection of rotaviruses. 8 (%47) rotaviruses strains were
isolated on (MA-104) cell cultures. After the inoculation of faecces samples on to the
cell cultures, pancreatin solution were added in to the virus growth medium at second
day in order to maintain of the level of pancreatin in the medium and than It was
seen that pancreatin effected the replication of virus and to be seen CPE focus in the
short time and clearly on the cell culture.
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Giris
Rotaviruslarin (BRV) neden oldugu enteritisler 6zellikle sonbahar ve kig

aylarinda yeni dogan buzagilar etkileyerek ve onlem alinmadig taktirde siirli i¢inde



mortalitenin artmasina neden olarak, kapali yetistirmelerde verimligi diisiiren 6nemli
unsurlar arasinda yer almaktadir (7,12).

Bovine rotavirus ilk kez Mebus ve ark. nin ishalli buzagilardan alinan gaitalar
ile kolosrum almamis buzagilarda deneysel olarak enfeksiyonu olusturmalari ile
buzagilarin ishal etkeni olarak tanimlanmistir (2).

Rotaviruslar Reoviridae familyasinda yer alip ¢ift iplik¢ikli, pozitif polariteli
RNA” ya sahiptirler. Etken 60-80nm ¢apinda olup, zar icermez (7).

Rotaviral enteritisler ¢ogunlukla 1-8 haftalik buzagilarda sulu, sar1 renkli
ishaller ile karekterizedir. Etkenin oral yolla alinmasindan 16 — 24 saat sonra ilk
enfeksiyon belirtileri olusmaya baslar (7).

Enfeksiyonun teshisi amaciyla gelistirilen farkli teknikler arasinda en yaygin
olarak kullanilanlar Elektron mikroskopi (EM), Enzim Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), Immuno Electro Osmophoresis, Polyacrylamide Gel Electrophoresis
(PAGE), Revers Passive Haemaglutination (RPHA) testi, ImmunofluorescentTest
(FAT) olarak bildirilmistir (2,7). Ishalli vakalardan rotavirus izolasyonunun zorlugu
nedeniyle Tiirkiye de rotavirusun varligi ve epidemiyolojisi Elektron mikroskopi
(EM), Enzim Linked iImmunosorbent Assay (ELISA), Immuno electro osmophoresis,
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE), Revers Passive Haemaglutination
(RPHA) testi, ImmunofluorescentTest (FAT) metodlar1 ile arastirilmis ancak virus
izolasyonu yapilamamistir (1,9,13,15). Rotavirus enfeksiyonun Tiirkiye deki ilk
tespiti serolojik olarak Burgu ve Akca (7) tarafindan eriskin sigirlarda yapilmistir.
Yeni doganlarda ishal olaylarinda BRV varligi ise Yazici (17) tarafindan %17 lik bir
oranla tespit edilmistir. Alkan ve ark (1) yaptiklar1 c¢alismada 0-1 ay yas grubunda
ishal semptomlar1 gosteren buzagilardan aldiklar1 96 adet gaita 6rneginin 26’ sinda
(%26.8) RPHA testi ile BRV antijenleri saptadiklarini bildirmislerdir. Yine Alkan (2 )
ishal semptomu gdsteren 83 buzagidan saglanan gaita Orneklerinin 52 adetinde
(%61.4) BRV ve coronavirus (BCV) yoniinden etkenlerin varligimin saptandigini, 52
olgunun 7 adetinde (%13.4) BRV ve BCV ile mix enfeksiyonlar oldugunu, 37
(%71.1) olguda sadece BRV ve 8 (%15.4 ) olguda sadece BCV etkenlerinin varligini
ELISA teknigini ile saptandigini bildirmistir..

Rota virusunun izolasyonu amaciyla diger tilkelerde gesitli calismalar yapilmig
ve basarili sonuglar elde edilmistir (3,4,6). Rotavirusunun hiicre kiiltiirtinde ilk

izolasyonu mebus ve ark. lar1 tarafindan yapilmistir (2). Daha sonraki yillarda



ozellikle MA-104 hiicre kiiltiirtiniin kullanimi ile rotavirusunun izolasyon oranlari
artmistir.

Bu calisma ile iilkemizde yeni dogan buzagilarda Sliimlere sebeb olan
Rotavirusunun varligimin diger yontemler ile elde edilen veriler ile izolasyon
oranlariin karsilastirilmasi yaninda yerel asi susu olarak kullanilabilir bir susun elde

edilmesi amaglanmustir.

Materyal ve metod
Gaita ornekleri : Calismada kullanilan 17 adet gaita 6rnekleri Trakya bolgesinde
halk elinde bulunan ve ishal semptomu gdsteren 0-1 aylik buzagilardan elde edildi.
Hiicre kiiltiirii : Virus izolasyonu ve serum ndtralizasyon testleri i¢in Fetal kidney
Rhesus monkey hiicre kiiltiirii (MA-104 /42. pasaji) ABD Ohio Tarimsal Arastirma ve
Kalkinma Merkezinden temin edildi.
Referens Rotavirus susu : Bovine Rotavirus (RV-A) strain : B 223 ( grup A, serotip
7) pozitif kontrol olarak kullanildi.
Rotavirus hiperimmun serumu : Bovine Rotavirus (RV-A) strain : B 223 ( grup A,
serotip 7 susu kullanilarak tavsanlarda hazirland1 (5,8,11).
Vasat : hiicre kiiltiirli ve virus iiretimi amactyla Glasgow minimium Essential

medium (GMEM) kullanildi.

Metod

MA-104 hiicre Kkiiltiirii hazirlanmas1 : Azot tankinda muhafaza edilen
MA-104 hiicre kiiltiirii 37 °C’ lik benmaride hizli bir sekilde ¢ozdiiriildii. Mililitre’de
300.000 hiicre olacak sekilde 37 °C 1sidaki % 10 FCS igeren GMEM vasati ile
sulandirilarak 25c¢cm? lik flasklara 7.5 ml konarak 37 °C de ve %5 CO‘li ortamda
monolayer hiicre kiiltiirii olusmasi ic¢in inkubasyona birakildi. Flasklar her giin
hiicrelerin tiremeleri yoniinden kontrolleri yapildi (4,6 ).

Gaita orneklerinin hazirlanmas: : Ishalli buzagilara ait ELISA testi ile Rota
virus yoniinden pozitif bulunan 8 adet digki 6rnekleri 10pg/ml pankreatin, 100 IU/ml
penicilin, 100mg/ml streptomicin ve 10 pl /ml partricine iceren GMEM vasat1 ile
%10 oraninda sulandirildi. Sulandirilan gaita 6rnekleri 3000 devirde 30 dakika

stireyle santrifiij edildi. Siipernatant ayrildi ve 0.22um por capl selluloz asetat



filtrelerden siiziildii. Elde edilen siiziintli 1’rer ml olarak cryoviallere taksim edilerek
-70 °C de muhafaza edildi (6,10,14).

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) : Bu amagcla ticari ELISA
test kiti (Bio-X Rotavirus Elisa Kit ) kullanildi. 1/10 sulandirilmis 17 adet diski
ornekleri tiretici firma tarafindan belirlenen uygulama yonergesi dogrultusunda islendi
ve 450nm filtre absorbanslar1 okunmak suretiyle sonuglar degerlendirildi (2).

Hiicre Kiiltiiriinde Rotavirusunun izolasyonu ve iiretilmesi: ELISA testi ile
Rotavirus yoniinden pozitif bulunan gaita 6rneklerinden 25 cm? lik flasklarda tiretilen
MA-104 hiicre kiiltlirlerine ekimleri yapildi. Bu amagla, %90 monolayer olarak
tireyen MA-104 hiicre kiiltiirlerinin vasatlar1 dokiildi, 3 kez 10pg/ml pankreatin,
100IU/ml penicilin, 100mg/ml streptomicin ve 10 pl/ml partricine iceren GMEM
vasati ile 3 kez hiicre yiizeyleri yikandi ve MA-104 hiicre kiiltiirii kaplh 25 c¢cm? lik
flasklara 7.5ml pankreatinli GMEM vasati1 konarak 1 saat siireyle 37 °C de inkube
edilirken gaita 6rnekleride 1 saat boyunca 37°C de inkubasyona birakildi. Inkubasyon
periyodu sonunda flasklarda vasatlar dokiildii ve her gaita 6rneginden dort flask
olacak sekilde 0.5 ml ayr1 ayr hiicre kiiltiirlerine ekimleri yapildi. Ornekler 1 saat
boyunca 37°C de %5 CO;‘li etiivde inkubasyona birakildi. inkubasyon periyodu
sonunda flasklardaki hiicrelerin yiizeyleri 3 kez pankreatinli GMEM vasati ile yikand1
ve her flaska 10pg/ml pankreatin iceren 7.5 ml GMEM vasati konarak 37°C de %5
CO, i etiivde inkubasyona birakildi. Her gaita 6rneginden ekim yapilan 4 flask
hiicre kiiltiiriinden ikisine her iki giinde bir 500pg/ml saf pankreatin soliisyonundan
25 mikrolitre eklendi. Hiicre kiiltlirleri 10 giin siireyle her giin CPE olusumlari
yoniinden kontrolleri yapild1 (5,6,14).

Virus titrasyon testi: 24 gozlii pleytlerde monolayer MA-104 hiicre kiiltiirii
hazirlandi. Kuyuculardaki hiicrelerin yiizeyi 100 IU/ml penicillin, 100pg/ml
streptomicin ve 10ul/ml partricine iceren GMEM vasati ile 3 kez yikandi. Izole
edilen Rotavirusunun log.10 cinsinden 10 katli diliisyonlar1 yapildi. Her diliisyondan
4 kuyucuga 200’er pl kondu ve 1 saat boyunca 37°C de %5 CO, li etlivde
inkubasyona birakildi. inkubasyon periyodu sonunda hiicre yiizeyleri 3 kez GMEM
ile temizlendi ve her kuyucugu 1’er ml 10ul/ml Pankreatinli GMEM vasat1 eklenerek
37 °C de inkubasyona birakildi. 10 giin siireyle her giin hiicrelerin CPE olusumlar1
yoniinden kontrolleri yapildi. Sonuglar Sperman-Kaerber metoduna gore

degerlendirildi.



Virus notralizasyon testi : MA-104 hiicre kiltliriinde iireyen virusun
identifikasyonu amaciyla 24 gozlii pleytlerde monolayer MA-104 hiicre kiiltiirii
hazirlandi. Kuyuculardaki hiicrelerin yiizeyi 100 IU/ml penicillin, 100pg/ml
streptomicin ve 10 ul/ml partricine igeren GMEM vasat1 ile 3 kez yikandi. Izole
edilen ve titreleri saptanan virus 100 DKIDs, /0.1ml degerleri saptandi ve 200 ul virus
icerigi ile 200 ml Rotavirus hiperimmunserumu karistirildi ve 37 °C de 1 saat siireyle
inkubasyona birakildi. Inkubasyon periyodu sonunda her karisimdan 24 gozlii
kuyucuklarda hazirlanan ve hiicre yilizeyleri 3 kez GMEM ile temizlenen hiicre
kiiltiirlerine ekimleri yapildi. 37 °C’de 1 saatlik periyot sonunda hiicre yiizeyleri tekrar
GMEM vasat1 ile yikanarak her kuyucugu 1’er ml 10ul/ml Pankreatinli GMEM
vasatt eklendi ve 37 °C de inkubasyona birakildi. Kontrol olarak her izolat
stispansiyonundan saf virus ekimleri yapildi. 10 giin siireyle her giin hiicrelerin CPE
olusumlar1 yoniinden kontrolleri yapildi (16).

izole edilen viruslarin Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ile
identifikasyonu : Bu amagla ticari ELISA test kiti (Bio-X Rotavirus Elisa Kit )
kullanildi. Hiicre kiiltiirinde CPE meydana getiren viruslarin Rotavirus yoniinden
identifikasyonu amaciyla her virus icerigi {iretici firma tarafindan belirlenen
uygulama yonergesi dogrultusunda islendi ve 450nm filtre absorbanslart okunmak

suretiyle sonuglar degerlendirildi.

BULGULAR

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) : ELISA testi ile 17 adet
diski Orneklerinden 8 adetinin (%47) BRV antijeni icerdigi saptandi.

Hiicre Kkiiltiiriinde Rotavirusunun izolasyonu ve identifikasyonu: ELISA
testi ile pozitif bulunan gaita 6rneklerinin MA-104 hiicre kiiltiirlerine ekimleri yapildi.
Ekimleri yapilan 8 adet gaita numunelerinin tiimiinde inkubasyonun 2. giiniinden
itibaren CPE odaklar1 gozlendi. ELISA ve serum noétralizasyon testi ile izole edilen
etkenlerin BRV oldugu, 8 adet BRV virusuna ait CPE odaklarinin 7. giinde hiicre
kiiltiirtintin % 60-70’ini kapladig1 saptandi. 10 giinliik inkubasyon periyodunda 2
giinde bir pankreatin eklenen hiicre kiiltiirlerinde meydana gelen CPE olusumlarinin
cok cabuk yayildigi ve virus iliremesine bagli olarak 4. giinde tiim hiicrelerin
parcalanmasina neden oldugu saptandi. Rota virus izolatlarinin gerek ileri pasajlarinda
ve gerekse titrasyon testlerinde virus ekilen hiicre kiiltiirlerine inkubasyonun ikinci

gliniinde ek olarak her 25 cm? lik flasklardaki 7.5 ml vasata 500pug/ml stok pankreatin



solusyonundan 25 pl pankreatin takviyesinin yapilmasinin virusun iireme hizini
arttirdigi, CPE odaklarinin net olarak ve kisa siirede olustugu ve 4 giline kadar tiim
hiicrelerin enfekte  oldugu saptandi. Ayrica pankreatin enziminin Rotavirus
izolasyonunda hiicrelere tripsin enzimine oranla daha giivenli olarak kullanilabilecegi
saptand1. 1zole edilen 8 adet virus susunun 10 kez seri pasajlar1 yapildi ve titrelerinin
sirastyla DKIDs, 10°%°/ 0.2ml , 107°/ 0.2ml, 10%*/ 0.2ml, 10°°/ 0.2ml, 10>°/ 0.2ml,
107/0.2ml, 10°°/0.2ml ve 10°°/ 0.2ml oldugu saptandu.

TARTISMA VE SONUC

Rotaviral enteritisler ¢ogunlukla 1-8 haftalik buzagilarda sulu, sar1 renkli
ishaller ile karekterizedir. Etkenin oral yolla alinmasindan 16 — 24 saat sonra ilk
enfeksiyon belirtileri olusmaya baglar. Hastaligin baslangicinda normalin {izerinde
olan vucut 1s1 daha sonra normal degerlere iner. Buzagilarda kilo kaybi, tiiylerde
diizensizlik ve kegelesme dikkati ¢eker. Dehidrasyon ve sivi elektrolit dengesinde
bozulmaya bagli olarak hipovolemik sok ve Oliim sekillenir. E.coli, salmonella,
clostridia, criptosporidium gibi etkenler ile komplikasyon mortalitenin artmasina

neden olur (2,7).

Enfeksiyonun teshisi amaciyla gelistirilen farkli teknikler arasinda en yaygin
olarak kullamlanlar Elektron mikroskopi (EM), Enzim Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), Immuno electro osmophoresis, Polyacrylamide Gel Electrophoresis
(PAGE), Revers Passive Haemaglutination (RPHA) testi, ImmunofluorescentTest
(FAT) olarak bildirilmistir (2,7). Ishalli vakalardan rotavirus izolasyonunun zorlugu
nedeniyle Tiirkiye de rotavirusun varligt ve epidemiyolojisi Elektron mikroskopi
(EM), Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Immuno electro osmophoresis,
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE), Revers Passive Haemaglutination
(RPHA) testi, ImmunofluorescentTest (FAT) metodlar ile arastirilmis ancak virus
izolasyonu yapilamamistir. Yeni doganlarda ishal olaylarinda BRV varligi Yazici
(17) tarafindan %17 lik bir oranla tespit edilmistir. Alkan ve ark (1) yaptiklar
caligmada 0-1 ay yas grubunda ishal semptomlar1 gésteren buzagilardan aldiklar1 96
adet gaita 6rneginin 26 sinda (%26.8) RPHA testi ile BRV antijenleri saptadiklarini
bildirmiglerdir. Alkan (2) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada, ishal semptomu



gosteren 83 buzagidan saglanan gaita Orneklerinin 52 adetinde (%61.4) BRV ve
coronavirus (BCV) yoniinden etkenlerin varliginin saptandigini, 52 olgunun 7
adetinde (%13.4) BRV ve BCV ile mix enfeksiyonlar oldugunu, 37 (%71.1) olguda
sadece BRV ve 8 (%15.4 ) olguda sadece BCV etkenlerinin varligini  ELISA
teknigini ile ortaya koymuslardir. Ulkemizde ishalli buzagilarda Rotavirus oranimi
Burgu ve ark. (7) ‘lart EM,ELISA ve PAGE testleri ile %33.6 bulurken, Alkan (1,2)
RPHA testi ile %26.8 ve ELISA testi ile %44.5 saptamislardir. Bu arastirmada ishal
semptomu gosteren 17 buzagidan alinan digki 6rneklerinden 8 adet (%47) oraninda
rotavirusu izole edilmistir. Bu ¢alismada elde edilen %47°lik rotavirus pozitiflik orani
ile Alkan (2) tarafindan bildirilen %53’lik pozitiflik oraninin birbirine yakin oldugu
goriilmiistiir. Son yillarda yapilan bu iki ¢aligma iilkemizde rotaviruslarin sebeb
oldugu buzag ishal oranlarinin yiiksek oldugunu gostermektedir.

Rota virusunun izolasyonu amaciyla diger iilkelerde ¢esitli ¢alismalar yapilmig
ve basarili sonuglar elde edilmistir (4,6,14). Rotavirusnun hiicre kiiltiirtinde ilk
izolasyonu mebus ve ark.(7) lar1 tarafindan yapilmistir. Daha sonraki yillarda 6zellikle
MA-104 hiicre kiiltiiriiniin kullanimi ile rotavirusunun izolasyon oranlar1 artmustir.
Bohl ve ark. (6) , yaptiklar1 ¢aligmada ishalli domuz yavrularindan elde edilen gaita
orneklerinden rotavirus izolasyonu amaciyla hiicre kiiltiirii olarak MA-104 ve
domuz bobrek hiicre kiiltiirii (PK 15 ) ile virusun iiremesini arttirmak amaciyla
pankreatin enzimini kullanmislar ve sonu¢ta MA-104 hiicre kiiltiirliniin ve pankreatin
enziminin rotavirus izolasyonunda uygun oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada,
rotavirus izolasyonunda hiicre kiiltiirii olarak MA-104 ve enzim olarak pankreatin
kullanilmis ve %47 ile ¢ok yiiksek izolasyon orani elde edilmistir. Ayrica hiicre
kiiltiirtine rotavirus ekimini takiben inkubasyon siiresinin 2. giinlinde pankreatin
enziminin ilave edilmesinin virusun iremesinde ve net sekilde CPE odaklarmin
goriilmesinde etkili oldugu saptanmustir.

Bu calisma ile iilkemizde yeni dogan buzagilarda Sliimlere sebeb olan
Rotaviruslarin %47°1ik oran ile en onemli etkenlerden biri oldugu goriilmiistiir.
Ayrica yeni dogan buzagilarda Rotavirus enfeksiyonlarinin 6nlenmesi amaciyla gebe
sigirlara yapilan rotavirus asilarinda bulunan suslar ile izole edilen yerel susularin
antijenik yakinliklarin tespit edilmesi ve agilarda yerel as1 suslariin kullanilmasinin
bu hastalik ile miicadele kullanilan agilarin  etkinligini arttiracagi kanaatine

varilmistir.
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