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BUZAGILARDA ROTAVIRUS ENFEKSIYONLARININ SEROEPIDEMIOLOJist
VE ELiSA TESTI ILE RCTAVIRUS ANTIJENLERININ IDENTIFIKASYONU!;?

Zafer Yazict? Yilmaz Alcat

Sercepidemiology of rotavirus infections in ncwkorn calves and studies on the

identification of rotavirus antigens with ELISA,

Summary: In this vescarch presence of rotavizuses which are main
causes of gastroenteritis in caless were survgyed by both serologically and viro-
logically in Tuitey. 656 sera samples collocted from calves were checked by
mécroneutialisation test to delect rotavirus antibodies. Additionally in faeces
samples collected from 86 calves with diarrhea were researched for rotavirus
aniigens by means of ELISA. Of 656 scra samples tested by microneutralisation
test, 150 (22 .86 %) were found positive in 1[5 dilution. Serum neutralisation
value SNgy werc shovewed positivity between 1[5.6-1/266 dilutions. In
ELISA, of 86 facces samples for viral antigens, 13 {17.80 %) were found
remarkably positive.

Ozet: Bu calymada Tiirkiye'de yeni dofan buzagilarda akul gastro-
enteritislerin en biiyiik nedenlerinden olan rotaviruslarin varldu serolojik ve
virolojik olarak aragtinldi. 656 adet buzagindan alinan kan serumlar mikro-
nétralizasyon lesti ile rotavirus antikorlary yoninden serolojik olarak kontrol
edildi. Aynica ishal semptomu gisteren 86 adet buzagindan alman gaita numii=
nelerinde  rolavivus antijenleri ELISA testi kullamlarak aragtinldi. Mikro-
nitralizasyon festi ile kontrol edilen 656 adet kan sevumundan 150 tanesi (%
992 .86) 1/5 serum sulandirdmasimda rotavirus antikorlar yoninden seropozi-
tif olarak saptandr. Rotavirus antiforlary yéniinden seropozitif olarak saptanan
serumlainn SNsq degerleri 1/5.6--1/266 arasinda dagilim gosterdi. ELISA
testi ile kontrol edilen 86 adet gaita numunesinden 13 adedi (% 17.80)
rotavirus antijenleri yoniinden pozitif olarak degerlendinildi.
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Giris

Yeni dogan buzagilarin akut gastroenteritis olaylari, entansif besi
programlar1 uygularan buyviik ve kiigiik isletmelerde sik rastlanan
problemler arasirda yer almaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalar
yeni dogan buzagilarin akut gastroerteritis tablosu ile seyreden en-
feksiyorlarinda rotavirus grubu viruslarin gerck mortalite gerekse
morbidite yoniinden 6nemli rol oynadigini ortaya koymustur (18, 24).

Rotavirus erfeksiyorlar:, buzaglarin yaygin olarak gériiler sari
renkli sulu ishal, dchidrasyon, kilo kaybi, aroreksi, depresyon, meta-
bolizma bozukluklar: ile karckterize, (5,20,26) irce barsak epitellerin-
de hasar meydana getirerek gesitli komplikasyorlara ve gerekli tedbir-
ler alinmazsa olime yol acabilen viral bir erfeksiyondur (6, 13,20,

22, 24).

Etker “reoviridac’ familyas: igirde yer alan alti alt virus grubun-
dan bir tarcsi olup, reoviruslara morfolojik ve fizikokimyasal yérden
kismen benzerlik gostermektedir (13, 14, 20, 22). Rotaviruslar cift
iplikgikli RNA tagimaktadir (13,14},

Virus eter ve kloroforma kargi duyarsiz olup (24), dig ortamlarda
enfeksiyon olusturma kabiliyetini 7-12 ay koruvabilmektedir(6). Et-
kenin iretilmesinde primer hiicre kiiltirleri, MDBK (Madin Darby
Bovine Kidney) hicre kiltiirleri ile MK (Monkey Kidney), Vero
(African Green Monkey Kidney) ve MA-104 (Rhesus Monkey
Kidney) gibi maymun orijinli hiicre kiiltiirleri yaygin olarak kul-
lamlmaktadir (3,6,23,24).

Rotaviruslar hiicre kiltiirlerinde zor iireme gésterer. bir virus
grubudur vc bu yiizden kiiltiirlerine inokule edilmeden énce tripsin,
pankreatin gibi proteolitik enzimlerle muamele edilmeleri gerekir
(2,3,8,9,16,17). Etken hiicre kiiltirlerinde sitopatolojik degisiklikler
meydana getirerck liremekte (6) ve tireme esnasinda intrasitoplazmik
inkliizyon cisimcikleri olugturmaktadir (20, 24,29,30).

Enfeksiyonun yayilmasinda en ¢remli etken gaitadir (5,6). Ay-
rica crfeksiyon erfckte yem, su, siit ile kontakt ve oral yolla da bula-
sabilmcktedir (6). Virusun plasental bariyeri gegerck fétusu enfekte
cttigine dair herhangi bir bilgi mevcut degildir (5).

Rotavirus crfeksiyorlaiirin teshisinde kullartlan metodlar ara-
sirda immunelektror. mikroskobi (IEM) (32), floresans artikor tck-
nig (FAT) (28), agar jel immunodifuzyon testi (AGID), ELISA (31),
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hemaglutinasyor. (HA) (26}, hemaglutinasyon irhibisyor (HI) (7)
ve poliakiilamid jel elektroforez (PAGE) (12) éremli yer tutmakta
ve serum nrétralizasyon testi de (SNT) {7) serolojik ¢ahigialarda sik
olarak kullaralmakeadir.

Tirkiye'de hayvan rotavirusler: tizerine yapilar galigma sayisi
sirrhdir. Bu virus grubu iizerinde Tiirkiye’de ilk ¢abgsma Burgu ve
Akca (7Y wrafindar 1982 yihnda yapilmigtir.

Bu aragtirma ‘Farkiye'de yeridogan buzagilarda gergeklestirilen
ilk rotavirus aragtirmasidir.

Maieryal ve Metot

Artijer: Bu aragtirmada rotavirusun Northern Irland 75/447
susu kullamldi.

Hitcre Kiltiirti: Virusun tiretilmesi, erfeksiyozite glictiniin tes-
biti ve mikrorotralizasyor. testletinde MDBK hiicre kiiltiirlerinden
yararlarildr ve hiicre iiretme vasati olarak ¢, 10 inaktif dana serumu
iceren EAGLE MEM vasau kullanild:.

Serum Numuneleri: 01 ay arasi 656 adet buzagidan alinan ve
rotavirus antikorlar1 yéniinden kontrol edilen kan serumlan Tirkiye’-
nin altt bolgesinde yer alan 19 yerlesim biriminden ve Ankara Uni-
versitest Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklan Kliniklerine getirilen hay-
varlardan toplardi {Tablo 1}. Kanr serumlarimn 247 adedi 0-3 ay
arast, 216 adedi 3-6 ay avas:, 121 adedi 69 ay aras1 ve 72 adedi de
9-12 ay arasi yasa sahip buzagilardan ahind: (Tablo 2). Toplaran
kan numuneleri serum nétralizasyon testine tabi tutulmadan énce
56°C’de 30’iraktive edildi ve sterilite kontrolleri yapilarak test edi-
linceye kadar —20°C’de sakland.

Gaita Numuneleri: ELISA testi ile rotavirus antijenlerinin iden-
tifikasyonunu yapabilmek icin 0--1 ay arasi vas grubura dahil, akut
ishal semptormu gosterer: ve biri disinda kolostrum alms 86 adet bu-
zagidan gaita Grnekleri toplandr. Alinan gaita érnckleri ELISA tes-
tinde rumurce hazirlamakta kullarlan SDR (Sample Diluent Rea-
gert) ile 1710 erarinda sulandinldi. Homojen hale getiriler gaita
rumureleri 3000 rpm’de 30 dakika sanrtifij edildi. Ustte kalan kisim
alirarak test edilinceye kadar —80°C’de saklardi.
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Tablo 1. Rotavirus autikorlari yénanden serolojik kontrol amaayla

toplanan kan numunclerinin bélgesel dagilim.

i Bolge ] Materyal Toplanan Bolgeler ve Schirler | Serum
;Kodu Sayist '
I
1 | Ankara-icavadolu Bolgesi 0
2 | Ankara-Icanadolu Bolgesi 29
| 3 Ankara-I¢anadolu Bélgesi 32 .
I 4 Adana--A?«lcniz Bolgesi 19
5 | Aksaray-Icanazdolu Bolges: 32
G Adapazer-Normarn Poicest i it
7 1 Amasva Kar:denir Bolgest o
8 | Aunwlya Akdeniz Bolgesi ! 4]
9 Balikesir--Marmara Boigesi R
10 Canakale Marmara Bolgesi [
o1 Eskisehir I¢anadolu Bélgesi 19
oo 12 K. Maras Akderniz Bolgest 20
{13 | Kirklareli-Marmara Balge 30
i 14 Mus-Dogu Anadolu Bilgesi Il i
' 15 | Samsun-Karadeniz Bolgesi ¢ 28
LG Samsun Koradeniz Balgest 39
i 17 Stvas-Degu Anadolu Dolgesd I
i 18 ] S, Urfa-G. Dogu Ansdolu Bolgesi 13
19 Telirdag -Marinara Polgesi 35
GENLEL TOPLAM 636

Teblo 2. Rotavirus antikorlart vordinden konwol edilimek tizere toplan kan drneklerinia

vas gruplenna gore dagihon,

Yiy Grubu 1)

Serum Sayist ’ 247 l 216

121‘ 72

Virusur Urctilmesi: Scrolojik testlerde kullanslacak olan virusun
Northern Ireland 75/447 susu MDBK hiicre kiltirlerinde Mc Nulty
ve ark. (25)’nin gelistirdigi mctotdan yararlanidarak uretildi. Rota-
virus 10 mikrogram /ml tripsin igeren virus tretme vasau ile muamelc
edildikten sorra MDBK hiicre kiiltiirlerine inokule edildi ve 37°Cede
CO,’li etiivlerde 1 saat adsorbsiyora birakildi. Bu siire sonunda 5
mikrogram /ml tripsin iceren virus iiretme vasatn ilave edilerck 37°Clik
etitve kaldinldi. Hergiin doku kiiliiirii mikroskobu ile kontrol edildi.
Hiicre kiiltiirlerinde 2} 80--90 CPE olusturduktan sorra -- 80°C’de
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donduruldu ve 37°C’de ¢ézildii. Bu islem ii¢ kez tekrariandiktan sonra
3000 devirde 30 dakika santrifiij cdildi. Ustte kalan ve virus igeren
stiispansiyon. alirarak 1 ml’lik porsiyorlar scklinde béliindii ve testler-
de kullarilincaya kadar -80°C’de sakland.

Erfeksiyszite Giiciiniin Tesbiti: MDBK hiicre kiiltiirlerinde iire-
tiretiler rotavirusur erfeksiyozite giiciini tesbit etmek amaciyla Frey
ve Liess(13)'in bildirdikleri mikrotitrasyon metodurdan yararlanild.
Sonuglar Kacerber’in (21) bildirdigi metotla degerlendirilerek rotavi-
rusun titresi DKIDg,: 105.25/0 .1 ml olarak hesaplandi.

Notralizasyon Testi: Bu arastirmada rotavirus antikorlan yo-
ntinden kontrol edilecek olan serumlar 1/5 oraninda, virus isc 100
DKIDs,: 102.95/0.05 ml oraninda sulandirilarak, Frey ve Liess’in
(15) bildirdikleri yontemle mikronétralizasyon testine tabi tutuldu.
Test sonunda scropozitif olarak saptanan scrumlarin antikor titre
degerlerini saptamak amaciyla da Frey ve Liess’in (15) hildirdikleri
mikronrétralizasyor. metodundan yararlanildi. Pozitif scrumlarin antikor
titre degerleri (SNgy) Kacrber’in {21) bildirdigi yortemle hesapland.

ELISA Testi: Akut ishal semptomu gosteren buzagilardan alinan
gaita numunelerinden rotavirus antijenlerini identifiye etmck amaciyla
ticari amagh ELISA testi kitinden! yararlan:ldi. Test sonuclaririn
okunmasinda renk degisimleri dikkate alindi ve mavi renk olugumu
pozitif olarak degerlendirildi. Sonuclar ELISA test okuyucusunda?
450 nm adsorbansa sahip filtre ile okundu.

Bulgular

Rotavirusun Northern Irland 75/447 susu tripsinle muamele
cdildikten sonra MDBK hiicre kiiltiirlerine yapilan inokulasyonlarda,
hiicre kiiltiirlerinde 5. giinde sitopatolojik degigiklikler meydana ge-
tirdi. Virusun cnfeksiy6zite giicli mikrotitrasyon yontemi ile hesap-
lanarak DKIDg,: 105.25/0,1 ml olarak bulundu.

Aragtirmada kullanilan serumlar rotavirus antikorlart yoniinden
mikronotralizasyon testi kullamilarak kontrol edildi. 656 adet buzagidan
150 tanesi (% 22,86) 1/5 scrum sulandirilmasinda scropozitif olarak
bulundu (Tablo 3). Mikrongétralizasyon testinde scropozitif bulunan
scrumlann anrtikor titre degerlerinin 1/5.6-1/266 arasinda oldugu
saptandi.

I Wellcome Diagnostic
2 Titertck Multiskan
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0--1 ay arast yasa sahip ve akut ishal semptomu  gosteren 86
adet buzagidan toplaran gaita numunecleri rotavirus artijenleri yé-
niinden ELISA testi ile kortrol edildi. 86 gaita numunesirden 13
tanesi (% 17.80) pozitif olarak bulundu (Tablo 4).

Tablo 3. Rotavirus antikorlan yoninden 3N testinde pozitif

bulunan serumlar ve bolgelere gore dagihnn.

Bolge | Alinan serum | Pozitif serum Poziufhik
kodu sayisi savist orant (°,)
1 70 31 442
P2 29 - - .
' 3 32 - -
Pt 19 7 36.8
' 5 32 . -
i 6 50 6 12.0
! 7 32 - -
8 41 11 26.8
) 50 13 26.0
. (1 45 7 15.5
11 49 25 51.0
12 20 10 50.0
13 50 ' 12 ©24.0
S 11 - -
REE 24 -
i1 39
Y, 1
i 18 13 1 7.6
P19 33 27 77.1
| Toplam 656 150 i 22.86

Tablo 4. ELISA testi uygulanan buzaglarin yas

durumu test sonuglar ve pozitiflik oranlar

Yay Pozitif Hay- ) Pouzitif | Negatil' | Toplam
(Giin) | van Saysi (% (%5) | Toplam
0-3 3 10.30 26 29
5-10 ) 20.80 19 2%
10--20 4 15.38 22 26
20-30 1 14.20 I 7
Toplam 13 17.80 73 86
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Tartigma ve Sonug

Rotaviruslar yeri dogar buzagilarda akut gastroenrteritislerin
cr. 6remli nederlerinder. birdir (1,5,13,22). Bugtire kadar Tiirkiye'de
yer.i dogar. buzagilanr rotavirus erfeksiyorlarira iligkir kapsamli bir
aragtirma yapilmanustir. Arcak yetigkin sigirlarda rotavirus crfek-
siyor.lart Gizerire Burgu ve Akga (7) tarafirdar serclojik bir aragtirma
vapilmig ve yetigkin sigirlarda pozitiflik orant 9 31 olarak saptarmis-
tir.

Yeri dogar ve 1 yasira kadar olar buzag ve danalarda gergek-
lestirilern. bu arastirmada Turkiye rir ¢esitli bolgelerindeki saghkli
ve ishalli buzagilardar toplarar 656 adet kar serumu mikronotrali-
zasyon testi ile rotavirus antikorlari yoriinden kortrol edilmis ve 150
adedi (% 22.86) 1/5 serum sulandirmasirda scropozitif bulurmustur.
Ayrica 86 adet ishalli buzagdar. alirar. gaita rumurelerirde ELISA
testi ile rotavirus artijerleri arasunlmis ve 13 gaita rumunesi
{% 17 .80) rotavirus artijerleri yorirder pozitif bulurmustur..

Bu aragtirma iki grup hayvan izcrirde gergeklestirilmigtir. Grup.
1 igirde yer alar ve 0-12 ay yag grubuna dahil buzagilar ve daralar-
dan alinan 586 adet kar serumu ile Grup. 2 i¢inde yer alar 86 adet
ishalli buzagirin 70 adedirder. saglarar kar scrumlan mikrorétral -
zasvon testl ile kortrol edilmis ve Grup. 1 iginde 119 hayvar (% 20 .30),
Grup. 2 de 31 hayvar (9%, 44 .28) olmak tzere 150 hayvar (9, 22 .86)
rotavirus yoniinden scropozitif olarak tespit edilmis ve antikor titre
degerleri 1/5.6-1/266 arasinda bulunmugstur. Rotavirus antikorlar
voniinden tespit cdilen 9, 22 .86’lik serpozitiflik orar1 bu enfcksiyo-
nun ilkemizde var oldugunu ortaya koymaktadir. Schlafer ve Scott
(33), A.B.D.’de yaptiklan1 ¢ahgmalarda scropozitiflik orarira % 98,
Castrucci ve ark. (10), Italya’da seropozitiflik oraranir % 90’nn iize-
rinde oldugunu bildirmektedir.

Grup. | iginde yer alan 586 hayvandar 193 tanesi 6-12 ay yas
grubuna, 393 hayvan da 0-6 yas grubuna dahildir. 6-12 ay yas gru-
buna dahil hayvanlardan 53 tanesi, 0-6 yas grubuna dahil hayvan-
lardan 66 tanesi rotavirus antikorlar1 yéniinden seropozitif bulurnmus-
tur. 6-12 ay yas grubuna dahil seropozitif hayvanlarin rotaviral anti-
korlart dogumdan sonra alma ihtimalleri olduk¢a zayiftir. Ciinki
kolostrum yolu ile alinan materral antikorlar yagamin ilk 6 aymnda
pasif bir immunrite saglamakta, daha sonraki dénemlerde ise etkisini
kaybetmektedir. Bu yiizden 6-12 ay arasi yaga sahip hayvanlardan
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seropozitif olanlarn enfeksiyonu klinik veya subklirik olarak gecirmis-
tir. Grup. I iginde yer alan 0-6 ay aras: yasa sahip seropozitif hayvan-
larin antikor titre degerleri 1/5.6-1/266 arasinda bulurmustur. Se-
ropozitif olan hayvanlardar 5 tanesi oldukca viiksek titre degerlerirc
ulagmistir. Bu 5 hayvan cnfeksiyoru gecirmis olanlarchr. Bunun di-
sinda kalan 0-6 ay yasa sahip seropozitif hayvarlarn rotavirus anti-
korlarin1 dogumdan sonra kolostrum volu ile alma ihtimali yiiksektir.

Grup. 2 icinde yer alan ve akut ishal semptomu gisteren hayvan-
larin kan serumlarindan 31 tanresinde rotavirus antikorlarr saptarmig-
tir. Scropozitif olarak saptanan bu hayvarlarin ayri zamanda ishal
semptomu gostermesi redeniyle bu grupta yer alan pozitif hayvanla-
rin bir kisminir erfcksiyona yeni yakalardigin, bir kisminin da erfek-
siyonu uzun bir seyir dénemi ile gecirdigiri soylemek mimkardtir.

Gerek grup. | iginde gerekse grup. 2 icinde yer alan 0-6 ay aras
yasa sahip seropozitif bayvarlarda saptaran artikorlarin intrauterin
donemde gekillerchilecek bir rotavirus enfeksiyoru sorucurda olugma
ihtimali de vardir. Mc Nulty ve ark. (24), rotaviruslerin plesantal
bariyeri gegerek fotusu erfekte ettikleriri ileri siirmcktedirler. Arcak
Blood ve¢ Hardersor: (5) vc Dageiras (11), rotaviruslerin plesantal
bariyeri ge¢me yeteregi olmadigiri bildirmektedir. Bu yiizden 0-6
ay yas grubuna dahil seropozitif hayvanlarda saptanan antikorlarin
intrauterin dénemde gekillenen rotavirus erfeksiyoru sonucu olup
olmadigi korusu agik degildir.

Grup. 2 i¢inde akut ishal semptomu gosteren 0-1 ay yas grubuna
dahil 86 buzagidan aliran gaita numuncsi ELISA testi ile rotavirus
antijenleri yoniinden kortrol edilmis ve 13 gaita numunesi (%, 13 .80)
pozitif olarak bulunmustur. Bellizori ve ark. (4) Arjantin’de pozitif-
lik orarun1 9, 52 .1, Opderbosch ve Wallemans (31), % 70 .1 ve Mostl
ve ark. (27), % 74 .4 olarak bulmuglardir.

Bu aragtirmada gaita 6rneklerirde rotavirus antijenlerinin varhg
saptanarak rotavirus enfeksiyonlarinin yeni dogan buzagilardaki énemi
ortaya konmustur. Serolojik calismalarda kullanilar serumlarin ise
sahadaki hayvarlardan saglanmig olmasi ve annclerinin rotavirus
enfeksiyonlar: yoniinden kontrol edilememelcrinder dolay: seropozi-
tiflige ilgili veriler ancak enfeksiyona bagl olusan immun yanit ve
materyal immuniteyle ilgili veriler iginda tarugilmigtir. Bu nedenle
kolostrum almamig buzagilanin érncklendigl anne ve yavrulann bir-
likte kontrol edilebildigi arastirmalar yapilmasmin, hastaligin pato-
gerezi ve Tiirkiye’de rotavirus cnfcksiyonlaririn insidensi konusunda
daha saghkl sonuglar verecegi inancint tasimaktayiz.
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