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TERS (REVERSE) PASIF HEMAGLUTINASYON (RPHA) TESTi ILE iSHALLt
BUZAGILARIN GAITALARINDA ROTAVIRUSLARIN TESPITi

Feray Alkan' Hiiseyin Pulat’ Zafer Yazier'
fbrahim Burgu®

Detection of bovine rotaviras in faeces of calves with diarrhea by reverse passive
haemaglutination (RPHA) method.

Summary: The rotatiruses cause infection characterized with diarrhea
in newborn animals and they ave widespread all countries.

In this research, 97 feaces samples obtained from calves with diarrhea
were tested for detection of rotaviruses using RPHA test. It is found that 26
(26.8 9, of tested feaces samples contained rotavirus.

This rescarch elso indicaled thet RPHA test is simple, time -sawing and
sensitive method on detection of rotavirus.

This is the first iavestigation of which rotaviruses were diagnosed using
the RPHA test in Turkey.

Ozet: Rotaviruslar yenidoganlarda ishal ile karokterize bir enfeksiyo-
nun sebebi olup, tim dinyade yavgndurlar.

Bu aragtirmeda, ishalli buzagilardan saglanan 97 gaite érnedi rotavirus
yontinden RPHA testi ile kontrol edilai. Test edilen gaita drneklerinden 26
(% 26.8)’sinda rotavirus varh@ saptandu.

Arastrmeda, RPHA testinin rotaviruslarin tesbitinde kolay uygulanabi-
len, kisa zamanda ¢ok sayida materyalin test edilebildigi ve duyerle bir yintem
oleugu  belirlendi.

Bu arastirma, Tiirkiye'de rotavirus enfel:siyenlarinin teshisinde RPHA
testinin kullanaldige ilk calismadur.

"~ 1 Dr, A.U. Veteriner Fakiltesi., Viroloji Bilim Dal, Ankara.
2 Dr., A.U. Veteriner Fakiltesi,, Viroloji Bilim Dali, Kars.
3 Prof. Dr., AU. Veteriner Fakiiltesi.,, Viroloji Bilim Dali, Ankara.
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Giris

Yenidoganlarda ishalin ncdenleri ¢ok gesitli olup, cnfeksiyoz
ajanlar, cevre, beslenme ve hijyenik faktorler hastahigin ¢ikisinda rol
oynar. Bunlardan bagka parvo-, asiro-, caliciviruslar, hovine viral
diarrhca (BVDj virusu, Breda ajan vec virus benzeri partikiiller de
yenidogan buzaglarn ishal olaylarmin diger ajanlandir (1).

Rotaviruslar ilk kez 1943 yilinda Light ve ark. tarafindan, gocuk-
Jarda goriilen bir ishal epidemisinde tesbit edilmislerdir (13). Mebus ve
ark. (17) da ishalli buzagilardan alnan gaitalar ile klostrum almams
buzagilarda deneysel olarak enfeksivonu olusturmuglar ve hastahik
etkeninin filtre sistemlcrinden gegebildigini saptarmglardir. Daha son-
raki yillarda Mecbus ve ark. (18)’min Nebraska calf diarrhea virusu,
Kapikian ve ark. (14)’mn Norwalk virusu olarak isimlendirdikleri
viruslar izole etmeleri ile rotaviruslara ilgili cabgmalar yogunlagmig
ve nihayet 1974 yilinda Flewett ve ark. (8) ctkenin morfolojik olarak
araba tekerlefine benzemesi nedeniyle bu virusu, latince termino-
lojide tekerlek anlamma gelen “rota” kelimesi ile adlandirmiglardir.

Rotavirus enfeksiyonlar: genellikle geng hayvanlarda goriilmek-
tedir. Buzag (16), kuzu (25), tay (4, 9) ve yavru domuzlardan (22)
siddetli ishal salginlarinda izole edilmisierdir. Kedi (11) ve kopek
(10) yavrularinda da ishal ile karekterize enfcksiyonun nedenidirler.

Rotaviruslarin ¢ogalma alani bagirsak kanalidir ve virus sadece
gaita ile sagilmaktadir. Enfekte bir hayvanin gaitas: ile 10°-10'¢ par-
tikiil /gr virus saqildigs saptanmustir (15). Hastaligin bulagmas: enfekte
gaita ile bulagik yem ve sular ile oral yoldan olmaktadir. Erigkin hay-
vanlar genellikle subklinik enfekte olduklarindan, hastalign siirii igindc
yayilmasinda 6nemli rol oynarlar.

Rotavirus enfeksiyonu sulu, sar1 renkli, bazen mukuslu ve nadiren
kanl ishal ile karekterizedir. Hastahgin baglangicinda ates normalin
iistiindedir. Daha sonra normale déner. Hayvanda kilo kayby, tiiylerde
diizensizlik ve kegelesme dikkati geker. Dehidrasyon ve sivi elektrolit
dengesinde bozulmaya bagl: olarak hipovolemik sok ve 6lim gekille-
nebilir. E. Coli, salmonella, clostridia, criptosporidium, v.s. gibi et-
kenler ile komplikasyon mcrtalitenin artmasina neden olur (15).

Virusun baghca replikasyon alan: ince bagirsaklardaki villus epi-
tel hiicreleridir. Bununla beraber virus antijeni kalin bagirsaklarda
da teshit edilmistir. Olen hayvanlarin otopsilerinde ise, dzellikle duedo-
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numda olmak tizere ince bagirsaklarda ddem ve tonositede azalma
dikkati geker. Bazi olaylarda bagirsak mukozasinda hemorajik odak-
lar gorilir (15).

Rotavirus enfcksiyonlarmm teghisi gencllikle gaitada virusun
ya da virus antijeninin varligmin saptanmas: csasina dayanmaktadur.
Bu amagcla elektron mikroskobi (EM) (9, 19, 26), poliakrilamid jel
elektroforez (PAGE) (7), ELISA (7, 27) ve hiicre kiiltiirlerinde im-
munfloresan (2,10) yontemleri kullanilmaktadir. Son yillarda rota-
vicus enfeksiyonlarmin teghisinde kullamilmaya baglanan bir diger yon-
tem ise ters (reversc) pasif hemaglutinasyon (RPHA) testidir.

RPHA testi ilk kez Sancketa ve ark. (23) tarafindan insan rota-
viruslarmm saptanmas: amaciyla tammmlanmugtir. Daha sonra buzag:
(7), at (26) ve kedilerin (19) rotaviruslarimmn tesbiti igin de kullaml-
mistir.

Tiirkiyc’de sifirlarda rotavirus enfeksiyonuna ilgili ilk caliyma
Burgu ve Akga (3) tarafindan yapilmistir. Aragtirmada (3), saghkl
sigirlarn 9 31’inde rotavirus antikoru saptanmugtir. Ishalli buzagilar-
da rotaviruslarin aragtiridmasina ilgili olarak Yazici (27)’nm yaptig:
calismada isc, ishalli buzagilardan saglanan gaitalarm %, 17’sinde
rotavirus antijeninin varhg ELISA testi ilc saptanmistir.

Bu arastirmada, RPHA testi ile 0-1 ay yas grubuna dahil ishalli
buzagilarin gaitalar: rotaviruslar yoniinden kontrol ecdilerek, hem
yenidoganlarn rotavirus cnfcksiyonu oraninm, hem de RPHA testi-
nin rotaviruslarn tesbitinde kullanilabilirlifinin aragtirtlmas: amag-
lanmsgtir.

Materyal ve Metot

Hiicre Kiiltiri: Madin darby bovine kidney (MDBK) ve fotal
dana bobrek (FDB) hiicre kiiltirleri kullanildi. Hiicre kiiltiirlerinin
iiretilmesinde 9% 10 dana serumlu Eagle MEM vasati kullanildi.

Viruslar: RPHA testinin spesifitesi ve sensitivitesinin kontrol
edilmesi amaciyla bovine rotavirus Northern Irland 75/447 susu ve
bovine coronavirus S, susu kullamldi.

Northern Irland 75/447 susu MDBK., coronavirus S, susu FDB
hiicre kiltiriinde tretildi.
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Rotavirus Antiserumu: UK rotavirus ve B 223 (Bovinc scrotip
3) rotavirusa kargt tavsanlardan clde edilerek purifiye edilen ve 5
mg/ml Ig G igeren rotavirus antiserumu kullamid:.

Antiscrum Moredun Arastirma Enstitisi, Edinburg, Ingiltere’
den saglandi.

Gaita Ornekleri: Arastirmada, 0 -1 ay yas grubunda bulunan ve
akut ishal semptomu gosteren 97 buzafiya ait gaita drnegi kullamldu.
Materyaller Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dahiliye Klini-
gine tedavi amaciyla getirilen buzagilar ile Tarim ve Koyigleri Ba-
kanhg, Tarim Isletmeleri Genel Midiirlugine bagl Isletmelerde
bulunan buzaglardan saglandr.

Buzaglardan direkt olarak alinan materyaller kullamlmmcaya ka-
dar —80°C’de sakland:.

Eritrositlerin Purifiye Antikoilarla Kaplanmas:: Bu amagla Sato
ve ark. (24)’nmn bildirdigi véntemden yararlamld:.

Koyun kam alsever solusyonu igine ahmdi. Eritrositler 5 kez
PBS ile yikandiktan sonra, PBS iginde % 10’luk eritrosit siispansiyonu
hazirlandi. Daha sonra eritrosit siispansiyonu PBS iginde hazirlanan
o, 1'lik glutaraldehit solusyonu ile csit miktarda karigtirildi. Karigim
bir gece +4°C’de fikzasyon igin bekletildi. Fikze olan critrositler 4
kez PBS ile yikanarak, PBS ile % 10’luk eritrosit siispansiyonu hazir-
landi. Bu siispansiyona PBS iginde hazirlanan 50 pgr/ml tannik asit
solusyonundan esit miktarda ilave edilerek 37°C’de 15° inkube edil-
di. Bu siirenin sonunda critrositler tekrar 5 kez PBS ile yikanarak,
PBS icinde % 10’luk critrosit siispansiyonu hazirland.. Fritrosit siis-
pansiyonu PBS i¢inde haairlanan ve 50 pgr/ml Ig G igeren rotavirus
antiserumu ile csit miktarda kangtinld: ve 1 saat oda sisinda inkubc
edildi. Inkubasycn siiresi sonunda critrositler 2 kez test sulandirma
sivisi (% 2 fotal dana scrumu ve % 0.2 NaN, iceren PBS) ile yi-
kand: ve sulandirma stvist kullamilarak 9, 1'lik eritrosit siispansiyonu
hazirlandi.

Gaita Orneklerinin  Hazirlanmasi: Gaita 6rnekleri phenol red
icermeyen PBS ilc 1/5 oraninda sulandinlarak, 5000 devirde 30 daki-
ka santrifiij edildi. Ust swilar alinarak —gaita érneklerinde bulunan
ve non-spesifik reaksivonlarm olusmasina neden olabilecck hemaglu-
tininlerin uzaklagirilmasi amaciyla - glutaraldehit ilc fikze edilmig
koyun eritrositleri ile 37°C’de 30" inkube edildi. Inkubasyon siiresinin
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sonunda eritrositler tiipiin dibine ¢oktii. Ust sivilar alinarak RPHA
testinde kullanild:.

RPHA Testi: Test Saneketa ve ark. (23)’mm bildirdigi yonteme
gore yapild.

RPHA testi igin hazirlanan gaita o6rnekleri, test sulandirma
stvist kullanilarak log 2 tabammma gore sulandinldi (1/2, 1/4,...,
1/128). Bu amagla, tabletin ilk sirasinda bulunan gézlere her gaita
ornegi icin 2 goz kullanilarak 50’ser plt gaita érneklerinden, diger
gozlere 25’cr plt test sulandirma swisindan konuldu. Ozel bir pipet!
yardimiyla ilk siradan baglayarak asagidaki gozleve 25°cr ult aktanl-
di. Daha sonra tabletin tiim gézlerine bovine rotavirus antikoru ile
kaplanmis koyun eritrositlerinin %, I'lik siispansivonundan 25 ult
ilave cdilerck, tabletler oda 1sismda 1 saat inkubasycna birakildi.
Bu siirenin sonunda gaita érncklerinin hemaglutinasyon degerleri
okundu.

Test orneklerinin RPHA titresi, hemaglutinasyonun olustugu
en yiiksck sulandirma degeri olarak belirlendi.

Testte kontrol virus olarak bovine rotavirus Northern Irland
75447 susu ve bovine coronavirus S, susu kullanmldr.

Bulgular

Ishal semptomu gosteren 97 buzagidan saglanan gaita 6rnekle-
rinden 26 (% 26.8)’sinda rotavirus varhg: saptandi (Tablo 1). Aras-
tirmada Sato ve ark. (24)’mmn bildirdikleri gibi 1/2 ve daha yiiksek
sulandirmalarda hcmaglutinasyon veren gaita 6rnekleri rotaviruslar
bakimindan pozitif kabul cdildi.

Test orneklerinin RPHA testi titresi, hemaglutinasyonun goriil-
diigli en yiiksek svlandirma basamagi olarak degerlendirildi. Gaita
orneklerindeki rotaviruslarin RPHA titresinin 1/2 — 1/128 arasinda
oldugu belirlendi (Tablo 1).

Kontrol olarak kullanilan rotavirus 75/447 Northern Irland
susu (10°*/0.1 ml) 1/32 titre verdi. Testin spesifitesini  kontrol
etmek amaciyla kullanilan bovine coronavirus S, sugu (10%5/0.1
ml) ise hemaglutinasyon olusturmadi.

1 Titertek Laboratories, Finlandiya.



TERS (REVERSE) PASIF HEMAGLUTINASYON (RPHA)

Tablo 1. RPHA testi sonuglari.

RPHA Testi Test Materyali

titresi sayisl

<1/2 71
1/2 10
1/4 4
1/8 2
1/16 2
1/32 7
1/64 -
1/128 1

TOPLAM 26% [97*»

* Pozitif gaita sayisi

** Toplam gaita sayist.

Rotavirus 75/447 Northern Irland sugu, glutaraldehit ile fikze
olmug eritrositleri ya da fikze olmug ve tannik asitle muamecle cdil-
mig critrositleri hemaglutine etmedi. Rotavirus anti serumu ile kap-
lanmug eritrositler de virusun yoklugunda aglutine olmadilar.

Tartisma

Rota-, corona-, astro-, caliciviruslar, Breda ajan ve BVD virusu
yenidogan buzagilarda ishal ile karakterize enfeksiyonun sebebidir-
ler. Birgok arastirmada ishalli buzagilardan rotaviruslarnin varlig: tes-
bit edilmigtir. Murakami ve ark. (21), Japonya’da 22 farkh siiriide
bulunan 51 ishalli buzagidan 14’inde, Crouch ve ark. (6), 121 ishalli
buzaginin 53’iinde, Moon ve ark. (20), 12 ayn siiriide bulunan 18
ishalli buzagmmn 11’inde ve kontrol edilen siirillerden 6’sinda, Ed-
wards ve ark. (7), 209 buzagidan 77’sinde rotaviruslarin varhgim bil-
dirmiglerdir.

Tirkiye'de rotavirus enfeksiyonuna ilgili ¢aliymalar sinirli sayi-
da olup, ishalli buzagilardan rotaviruslarin tesbitine ilgili bir tek arag-
tirma (27) bulunmaktadir. Yazic1 (27) caliymasinda, ELISA testi ile
kontrol cttigi 87 gaita Srneginden 13 (% 17)’linde rotavirus antijeni-
nin varh@m saptamigtir. Bu aragtirmada ise, 0-1 ay yas grubunda
bulunan 97 ishalli buzagidan 26 (9, 26.8)’sinda rotavirus enfeksiyonu
tesbit edilmigtir. Rotavirus cnfeksiyonlarinin teshisinde RPHA tes-
tinde bagka, EM, hiicre kiiltiiriinde IF, PAGE, ve ELISA yontemleri
de yaygin olarak kullamlmaktadir. Arastirmacilar (7,23,26), RPHA
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testinin PAGE testi ile benzer duyarlilik gosterirken, EM teknigi ve
ELISA tcstine oranla yiiksck duyarliliga sahip oldugunu bildirmisler-
dir. Sancketa ve ark. (23), 94 ¢ocuga ait gaitalardan RPHA testi ile
58’inde, EM teknigi ile 45’inde rotavirus tesbit ctmiglerdir. Edwards
ve ark. {7)’nin ¢aliymalarinda isc 209 gaita 6rneginden 69’ PAGE
ve RPHA testi ile pozitif sonug verirken, ELISA testi ile sadece 49
gaita orneginde rotavirus varh@ saptanmistir. Bu ¢ahgymada gaita
ornckleri yalmzca RPHA testi ile test cdilmig ve rotavirus cnteksiyonu
oran1 Yazici (27)’nin bildirdiginden olduk¢a yiksck bulunmustur.
Bu oran muhtemelen RPHA testinin ELISA tcstine oranla daha yiik-
sek duyarlibga sahip olmasindan kaynaklanmakta ve Tirkiye’de ro-
tavirus enfeksiyonu oraminin gercekte Yazicr (27)'nin bildirdiginden
daha yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. House (12), iki ayn kay-
naga ait verileri degerlendirerek A.B.D.’de 1970-1976 yillar arasinda
yenidogan buzag ishalleri nedeniyle 95 milyon dolar/yil ekonomik
kayibin oldugunu ve bu degerin 3.1 ve 8.7 milyon dolar’inin rota-
virus enfeksiyonlarindan kaynaklandigimi bildirmigtir. Bu aragtirma-
dan elde edilen yenidogan buzagilarin rotavirus enfeksiyonu orani
gozoniinde bulunduruldugunda, Tirkiye’de de rotaviruslara ilgili
ckonomik kayiplarin kiigiimsenemeyecek o6lgiilerde oldugu agikca
goriilmektedir.

Bu aragurmada kullamilan RPHA testi kolay uygulanan, kisa
sirede ¢ok sayida materyalin test edilmesine imkan saglayan, duyarh
bir yontemdir. Crarage ve ark. (5), glutaraldehit ile fikze edilmig
eritrositlerin uygun kosullarda uzun stire saklanabilecegini bildirmis-
lerdir. Edwards ve ark. (7)’da bir merkez laboratuvarda hazirlanan
fikze olmus critrositlerin gerektiginde daha kiigiik teshis laboratuvar-
larina nakledilmesi suretiyle birgck merkezde rotavirus enfeksiyonlar-
nin teshisinin kolaylikla yapilabilecegini belirtmiglerdir. RPHA testi-
nin kullamimin: sinirlayan en énemli etken ise, non-spesifik hemaglu-
tinasyona neden olan faktorlerdir. Cranage ve ark. (5) bu amagla test
sulandirma sivisinda deterjanlarin (Tween 20) ve rotavirus antikoru
tagimayan serum ilavesini dnermiglerdir. Bu aragtirmada, hem Cra-
nage ve ark. (5)’nm oncrdikleri gibi sulandirma sivisinda fétal dana
serumu kullamlarak ve hem de gaita 6rncklerinin 1/5lik sulandirma-
lar1 glutaraldehit ile fikze edilmis eritrositler ile inkubasyona biraki-
larak, nonspesifik rcaksiyonlar onlenmistir.

Bu aragtirma sonunda, RPHA testinin kolay uygulanabilen, kisa
zamanda ¢ok savida materyalin test cdilebildigi, duyarl bir test oldu-
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gu belirlenmig ve RPHA testi rotavirus enfeksiyonlarimn teshisinde
kullamlan diger yontemlere alternatif olarak énerilmistir. Ayrica clde
edilen veriler, Tirkiye’de rotavirus cenfeksiyonlarimin yiiksek oranda
bulundugunu da ortaya koymustur.
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