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Rapid Detection and Antigenic Characterization of Rotaviruses in Newborn

Diarrheic Calves Using Electron Microscopy (EM), Enzyme Linked Immu-

nosorbent Assay (ELISA) and Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE)
Techniques

Summary: In this research, presence of bovine rotavirus (BRV) infection
was investigated using EM, ELISA and PAGE techniques in diarrheic calves
reared either in the intensive dairy herds or in the private small capacity farms.
In closed dairy herds where 78 diarrheic calves had been sampled, 31 (41%)
cases were caused by BRV whereas 5 (17%) of 29 diarrheic calves were proven
to be affected by BRV in private sector. As a result of serological monitoring of
affected calves and their dams, neutralizing antibodies against BRV were found
in 36 (45%) diarrheic calves and in 19 (28.3%) dams.

At the end of this research it has been concluded that, BRV infection was
found as to be predominant cause of 33.6 percent of detectable neonatal diar-
rhea cases in Turkey and the corresponding agent could be diagnosed with high
sensitivity using ELISA and PAGE techniques. Besides, the data obtained from
the research have indicated that newborn calves have not been protected
enough by means of colostral antibodies against BRV infection.

Ozet: Bu arastirmada hem yogun besicilik vapilan kapali siit yetistirmeleri
hem de halk elinde bulunan veni dogmus ishalli buzagilarda Sigir Rotavirus
(BRV) larvun varligt EM, ELISA ve PAGE teknikleri ile arastiriddi. 78 ishalli
buzagmn orneklendidi kapalr yverlestirmelerde 31 (%41) ()lguda ve halk elinde
beslenen 29 ishalli buzaginin 5 (%17) tanesinde her li¢ testten en az bir tanesi
ile BRV tespit edildi. Yapilan serolojik kontrollerde ise kan serumu alinan 80
ishal olgusunun 36 (%45) adedinde, bu hayvanlara ait annelerin ise 19 (%28.3)
adedinde BRV've karsi ndtralizan antikorlar saptandi.

Bu aragtirma neticesinde BRV enfeksivonunun, tespit edilebilen neonatal
ishal olgularinin %33.6'sinda primer etken oldugu ve sozkonusu enfeksiyonun
ELISA ve PAGE teknikleri ile yiiksek bir duyarlilikla tespit edilebilecegi sonucu-
na variddr. Arastirma bulgulan, ayrica, kapal yetistirmelerdeki buzagilarin, ko-
lostral yolla BRV enfeksiyonuna karst yeterli bagisiklik edinemediklerini de or-
tava koydu.

* Bu aragirma AU Aragtirma Fonu tarafindan desteklenmigtir. Proje No. 92.10.00.13.
** Prof, Dr. AU. Veteriner Fakiiltesi, Viroloji ABD, Ankara.

*** Dog. Dr. AU. Velteriner Fakiiltesi, Viroloji ABD, Ankara.

#+*¢+ Dr. AU. Veteriner Fakiiltesi, Viroloji ABD, Ankara.

*4x% Aras. Gor. AU Veleriner Fakiiltesi, Viroloji ABD, Ankara,



Girig

Yenidoganlardaki enteritis olaylarinda en-
feksiyoz veya enfeksiyoz olmayan ¢ok sayida
etken rol oynamaktadir. Enfeksiyoz karakterli
ishal olgulanndan sorumlu olarak bildirilen
virus enfeksiyonlann ozellikle yogun besicilik
yapilan kapali yetistirmelerde yenidoganlar
tehdit eden faktorlerin baginda gelmektedir (S,
9, 25). Sozkonusu viruslar arasinda yeralan ro-
taviruslar, enteritis etkeni olarak bir ¢ok tiiriin
yeni doganlarinda 6nemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (9, 15, 25).

Sigir rotaviruslan (BRV) ozellikle sonba-
har ve kis aylarinda yenidogan buzagilan etki-
leyerek (14) ve onlem alinmadig takdirde siirii
icinde mortalitenin artmasina (15) neden ola-
rak, kapali yetistirmelerde verimliligi diigiiren
onemli unsurlar arasinda yer almaktadir.

Reoviridae familyasimin bir iiyesi olan
etken 11 segment tagiyan cift iplik¢ikli ve pozi-
tif polariteli RNA’ya sahiptir. Segmentlerin
molekiiler agirliklan 2x109-0.2x10° dalton ara-
sinda degismektedir (12). Zar icermeyen rotavi-
ruslar 60-80 nm ¢apinda olup, bir veya iki dig
ve bir i¢ protein kilifa sahiptirler (11).

Bilinen biitiin rotaviruslarin i¢ kapsit taba-
kalarinda ortak grup antijenleri yeralirken, tip
spesifik antijenlerin dig kapsit tabakasinda bu-
lundugu tespit edilmistir. Jel elektroforez yonte-
miyle yapilan genom segment analizlerinde ¢ok
farkli RNA kaliplan tespit edilmig (18) olmasi-
na kargin serotip sayist stnirlidir (3, 17).

Rotaviral enteritisler cogunlukla 1-8 hafta-
lik buzagilarda sulu, san renkli ishalle karakte-
rizedir. Etkenin oral yolla alinmasindan 16-24
saat sonra ile enfeksiyon belirtileri olugsmaya
bagslar. Incebarsak villilerinin etkilenmesi sonu-
cu deformasyon olusur ve barsak limeninde
laktoz gibi disakkaritlerin enzimlerinin azalma-
st ve glukoza bagh Na+ transportunun durmasi
meydana gelir. Sindirilmemis laktozun bakteri-
yel iiremenin artisindan sorumlu oldugu bildiril-
mistir (16).

Enfeksiyonun teghisi amaciyla geligtirilen
farkl: teknikler arasinda en yaygin olarak kulla-
nilanlar Elektron mikroskopi (EM) (5, 11, 20,
23), Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) (9, 20, 23, 26), Immuno electro os-
mophoresis (IEOP) (6), Polyacrylamide Gel
Electrophoresis (PAGE) (7, 10, 17, 21), Revers
Passive Haemaglutination (RPHA) testi (1), Im-
munotluorescent Test (FAT) (2) olarak bildiril-
mektedir.

Wandeler ve ark. (25) 416 adet gaita orne-
ginde rotaviruslarin varligim FAT ve ELISA ile
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kargilagurmali  olarak aragtirmiglardir. 307
ornek her iki testle pozitif sonug verirken, 3 nu-
mune yalmz FAT, 34 numune ise sadece
ELISA ile pozitif sonug vermigtir. Arastiricilar
(25) aym aragtirma kapsaminda ayrica, takip et-
tikleri bazi olgularda ishalin devam ettigi klinik
donem siiresince, virus antijenlerinin ELISA ile
aniden tespit edilemez diizeylere diigtiigi bul-
gusu da elde etmiglerdir.

Simhan ve ark. (23) ELISA ve EM’yi kar-
silagtirdiklan bir aragtirmada, EM ile BRV tes-
pit edilemeyen %35.6'1ik olgu dilimini ELISA ile
pozitif olarak saptamiglardir.

Ellens ve de Leew (6) yaptiklan bir aragtir-
mada, en ¢arpici sonuglardan bir tanesini semi-
kantitatif EM teshisi ve ELISA testinin duyarli-
Iigim tespit etmek amaciyla elde etmiglerdir.
Aragtiricilar (6) gaita ekstrati 10° partikiil iger-
diginde ELISA testinin, 107 partikiil icerdigin-
de ise EM’nin pozitif sonug verdigini bildirmis-
lerdir. Aym aragtiricilar (6) ayrica ELISA, EM
ve 1EOP tekniklerini kargilagtirmak amaciyla
98 ishalli dana gaitas1 kullanmiglar ve sonugta
ELISA’'nin IEOP’den 100 kat daha duyarh ol-
dugunu saptamiglardir.

Enfeksiyonun Tiirkiye’deki tespiti ilk kez
serolojik olarak Burgu ve Akca (4) tarafindan
erigkin sigirlarda yapilmigtir. Yenidoganlardaki
ishal olaylarinda BRV varligt ise Yazici (26) ta-
rafindan %]17'lik bir oranla tespit edilmigtir.
Alkan ve ark (1) tarafindan yapilan bir diger
aragtirmada ise 0-1 ay yas grubunda ishal semp-
tomu gosteren buzagilardan alinan 97 adet gaita
Orneginin 26'sinda (%26.8) RPHA testi ile rota-
virus antijenlerinin varhg tespit edilmigtir.

Bu arastirmada yenidogan ishalli buzagi-
larda sigir rotaviruslannin PAGE, ELISA ve
EM tekniklerini kullanarak siiratle teshis ede-
cek en duyarl: test sisteminin saptanmasi amag-
lanmigtir. Yine bu aragtirma ile, etkilenen buza-
gilanin gaitalarinda tespit edilen BRV’lann
PAGE teknigi kullanilarak genom segment ana-
lizleri yapilmig ve bilinen rotavirus alt gruplan
icindeki yeri tespit edilmigtir.

Materyal ve Metot

Gaita Ornekleri: Aragtirmada hem yogun
besicilik yapilan kapah igletmeler, hem de halk
elindeki ishal semptomu gosteren 0-48 giinliik
buzagilardan alinan toplam 107 adet gaita Orne-
&i kullanildi. Toplanan 107 adet gaita 6rneginin
78 adedi kapali yetistirmelerden, 29 adedi ise
halk elinde yetistirilen hayvanlardan elde edildi
(Tablo 1).

Serum Numuneleri: Gaita 6rnegi alinan
107 adet diarrhea olgusunun 80 tanesinden aym
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zamanda serum numunesi de alindi. Ayrnca bu
80 adet buzaginin analan tespit edilmek suretiy-
le, 67 tanesinden kan serumu alinarak BRV y6-
niinden serolojik olarak kontrole tabi tutuldu.
Serum numunesi alinamayan olgular, ozellikle
halk elinde bulunan ve yalnizca gaita numune-
leri anabilim dalimiza gonderilen olgular olarak
kaydedildi.

Hiicre Kiiltiirii: Virus izolasyonu ve serum
nétralizasyon testi ile diger direkt teghis teknik-
lerinde kullanilan kontrol antijenlerinin hazir-
lanmas1 amaciyla MDBK hiicre kiiltiiriinden ya-
rarlanild.

Virus: Arasirmada BRV’nin Northern Ire-
land 75/447 susu kullamldi.

BRV Niikleik Asitinin Ekstraksiyonu: Bu
amagla Herring ve ark (10) tarafindan bildirilen
metot kullamldi. Gaita numuneleri %1 sodyum
dodesil siilfat (SDS) iceren 0.1 M Na-asetat
tamponu icinde (pH 5.0) 1:4 oraminda suland:-
nldi. Gaita siispansiyonuna esit hacimde 8-
hidroksikinolin iceren Fenol-Kloroform karisi-
m1 (3:2, v/v) ilave edildi ve 1 dakika miiddetle
vorteksde kanstinldi. Emiilsiyon halindeki kari-
sim 10 dakika 2000 devirde santrifiij edilerek,
berrak iist kisim alindi. Numune daha sonra
%0).2 Bromfenol mavisi igceren %25'lik sukroz
ile kanistinlarak, PAGE igin hazir hale getirildi.

PAGE’'de kullamlan pozitif kontrol,
MDBK hiicre hattinda iiretilen BRV Northern
Ireland 75/447 susundan elde edildi. Virusa ait
sitopatik etki (cpe) %80 diizeyine ulaginca, 3
kez dondurulup ¢oziilen siipernatanttan 0.45 ml
ahndi ve 0.05 ml SDS ve 0.5 ml fenol-
kloroform ile kanstirilmak suretiyle daha dnce
belirtilen basamaklara tabi tutuldu.

Polvacrylamide ~ Gel  Electrophoresis
(PAGE): Test Herring ve ark. (10) tarafindan
bildirildigi sekilde yapild.

%7.5 olacak sekilde hazirlanan poliakrila-
mid jele, (akrilmid: bisakrilamid, 37.5: 1), ozel
enjektor yardimiyla 0.04 ml hacminde numune-
ler konuidu. Numunelerin yerlestirilmesi sira-
sinda komsu kuyucuklara kangma olmamasina
zen gosterildi. Jel ve elektrod tamponu olarak
0.036 M Tris-0.03 M Na,HPO,-0.001 M

EDTA (pH 7.8) kullanild1. Elektroforezis islemi
+4°C’de 20 miliAmper’de 16 saat siireyle ger-
ceklestirildi. Siire sonunda Ozenle kiivet icine
alinan jel giimiis boyamaya tabi tutuldu.

Giimiis Nitrat Boyama: Sammons ve ark.
(22) tarafindan bildirilen yonteme gore yapildi.
Bu amagla jel %10 Etanol ve %0.5 Asetik asit
kansiminda 30 dakika siireyle yikandiktan
sonra, 20 dakika 0.01 M AgNOj; i¢inde bekletil-

di. Jelin distile su ile ytkanmasim takiben bant-
larimi gozle goriilebilir hale gelmesi igin 0.1 M
formaldehit igeren 0.75 M NaOH, jele muamele
edildi. Kisa siirede sekillenen bantlarin netles-
mesi amaciyla, 10 dakika bekletilen karigima
0.07 M Na,COj ilave edilerek reaksiyon ta-

mamlandi.

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA): Bu amagla ticari ELISA test kiti (Mer-
cia Diagnostics, Shalford, Surrey, UK) kullaml-
di. Uretici firma tarafindan belirtilen uygulama
yonergesi dogrultusunda, 1:10 sulandirilmig

gaita 6rnekleri (w/v), tavsan-a-BRV serumu 1le
kaplanmig ELISA pleyti gozlerine 0.1 ml ha-
cimde konuldu. Benzer sekilde pozitif ve nega-
tif kontrolleri yerlestinlen pleyt, 60 dakika
37°C’de inkube edildi. Siire sonunda 3 kez y1-
kanan pleytin tim gozlerine biotin ile isaretli

“tavsan -o- BRV IgG’si ve streptoavidine konju- .

ge edilmig HRPO konjugat kangimimndan (TRA-
CER) 0.1 ml hacminde konularak, aym sartlar-

_ da inkube edildi. Yinelenen yikama isleminden

sonra tetrametil benzidin (TMB) kromojeni,
substrat tamponu i¢inde hazirlanarak pleyt goz-
lerine dagitildi. 30 dakika sonra reaksiyon 2 M
H,SO, ilavesi ile durduruldu. Test spektrofoto-
metrik olarak 450 nm filtre absorbanslari okun-
mak suretiyle degerlendirildi.

. Elektron Mikroskopi (EM): EM ile kontrol
amaciyla kullamlacak preparatlar, gaita numu-

nelerinden flotasyon teknigi kullamlarak hazir-

landi. Ishalli buzagilardan alinan gaitalarin
1:10'luk siispansiyonlar1 (w/v) hazirlanarak
3000 devirde 10 dakika siireyle santrifiij edildi.
Siipernatant’dan alinan bir damla gaita siispan-
siyonu parafilm iizerine konulduktan sonra ize-
rine formvar/karbon kaph grid yerlestirilerek 45

*dakika bekletildi. Siire sonunda grid %1 Fosfo-

tungstik asit (PTA) (pH 7.0) ile boyandi. Hazir-
lanan preparatlar Carl Zeiss EM 9 S-2 model
EM’de incelendi.

Hiicre Kiiltiirii Izolasyonu: Direkt teshiste
kullanilan her ii¢ testten en az bir tanesi ile
BRV yéniinden pozitif olarak saptanan gaitalar,
Kutsuzawa ve ark (13) tarafindan bildirilen
yontem ile hiicre kiiltiirine inokule edildi. Bu
amagla MEM iginde %10 olacak sckilde sulan-
dirilan gaita numunesi 3000 devirde 30 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant iginde 20 * g/ml
tripsin iceren MEM ile esit hacimde kangtinla-
rak 20 dakika inkubasyona birakildi. Siire so-
nunda numune MDBK devamli hiicre kiiltiiri
kaplanmig rolling tiiplere 0.2 ml hacimde ino-
kule edildi. 37°C’de 60 dakika siireyle yapilan
inkubasyondan sonra, vasat 0.5 * g/ml tripsin
icerecek sekilde yenilendi. Inkubasyona 10 giin
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Tablo 1. Aragtirmada kullanilan ishal semptomlu buzagitann yetistirilme gekilleri ve BRV prevalans:.

Table 1. The housing conditions of diarrheic calves used in the research and prevalence of BRV infection.
Isletme fi Yetigtirme Orneklenen BRV
Kodu Sekli Buzag: Sayist + %

I Mugla KY! 12 5 42
II Kirklareli KY 4 3 75
I Tekirdag KY 1 | 100
v Samsun KY 3 2 67
\Y Denizli KY 3 1 34
VI Ankara KY 3 - -
VII Mus KY 2 1 50
Vil Bursa KY 50 18 72
Ara Toplam 1 78 31 41
1X tzmir K¢Y? 2 1 50
X Eskigehir K¢Y 3 - -
X1 Ankara K¢Y 24 4 17
Ara Toplam 2 29 5 17
TOPLAM 107 36 34
I Kapal siit yetigtirmesi
2 Kiigiik yetigtirme
Sira Olgu Yas Cinsiyet PAGE FM ELISA -
No No (Giin) p\E 1 2 3 4 5 6
1 RP-01 48 D + - - 1
2 RP-03 17 E - - + 23— .
3 RP-05 15 D + - - b -
4 RP-07 12 E - - - | J—
s RP-09 1 D ! N . 6 __
6 RP-11 27 D + + + 7
7 RP-12 27 E - + - 8 .
8 RP-13 30 E ! - + 5= .y
9 RP-14 26 D + - " |
10 RP-15 15 D ' - - et
1 RP-16 17 D + - - it .
12 RP-20 14 D + - + = SN
13 RP-24" BY’ BY + - +
14 RP-30 10 D - +
15 RP-38 12 D + - +
16 RP-39 12 D v + +
17 RP-40 09 D : + + S
18 RP-44 07 D + - -
;3 gjg (13 g + + : Resim 1: Gaita numunelerinde tespit edilen BRV niikleik
21 RP49 07 D + R asitlerinin elektroforetik genom segment analizi.
22 RP-51 07 D + - - Figure 1: Electrophoretic segment analysis of BRV
23 RP-52 07 D - - - nucleic acids detected in fecal samples.
2 RPSS I D * : * 1. Siitun - BRV Northern Ireland 75/447 sugu
o peoon o ' : : (Virus Kontrol)
27 RP-56 12 D ) ) 4 2. Siitun - Olgu no RP-11, 3. siitun - Olgu no RP-20,
28 RP-60 1 D + . " 4. stitun - Olgu no RP-25, 5. siitun - Olgu no RP-29,
29 RP-62 10 D . v + 6. siitun - Olgu no RP-35
30 RP-63 07 D + - +
31 RP-73 15 D - - +
32 RP-75 17 D - - + . . ..
33 RP92 BY BY - + + sire ile devam edilerek, hiicrelerde BRV’ye
2 moey oY o . N N ozel sitopatolojik degisiklikler (cpe) arand.
36 RP-99° BY BY + - -
% 28.3 8.4 271 ] ) )
:Kuc,uk yetigtirmelerden yollanan numuneler Serum N(')trallzas_\'on Testi (SNT) Test
:g;i'ek Frey ve Liess (8) tarafindan bildirilen yonteme
* Bilgi yok gore yapildi.

Tablo 2. Ishal semptomlu buzagilarda BRV veya BRV an-

tijenlerinin PAGE, EM ve ELISA testlerine gore dagh

lhma.

Table 2. Distribution of BRV or BRV antigens in diarrheic

calves according to PAGE. EM and ELISA tests.

Serum numuneleri 1:5'den baslamak iizere
log2'ye goére 4 basamak sulandinldr ve her su-
landirma BRV’un Northern Ireland 75/447 sugu
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Resim 2. EM ile gaita numunelerinde tespit edien BRV
partikiilleri (x 300.000).
Figure 2. BRV particles detected in fecal specimens by
EM (Magnification x 300.000).

(100 DKID50=10‘1'7/0.05 ml) ile esit hacimde

kanstinldi. Notralizasyon iglemi igin 37°C’de
CO, etiivde 1 saat inkube edilen pleytlerin goz-

lerine 300.000/ml olacak sekilde sulandimlan

MDBK hiicre siispansiyonundan 0.05 ml ha-
cimde konuldu. Test, virus kontrol igin aynlan
gozlerde %100 cpe saptandig1 anda degerlendi-
rildi.

Bulgular

Orneklenen Siiriiler: Gerek kapal yetigtir-
melerden ve gerekse halk elinden &rneklenen
ishal olgularinda, aragtirmada kullanilan her li¢
testin en az bir tanesi ile BRV tespit edilen olgu
sayist ve isletme veya siirii diizeyinde BRV pre-
valans degerleri Tablo 1'de sunuldu.

PAGE: Yapilan PAGE analizi neticesinde
30 adet (%28.3) numunede BRV genom seg-
mentleri tespit edildi (Tablo 2). Olusan PAGE
kaliplani incelendiginde BRV pozitif numunele-
rin 11 RNA segmentine sahip A tipi rotavirus
olduklan saptandi1 (Resim 1).

EM: S1gir rotaviruslarinin tekerligi andiran
karakteristik goriiniimii flotasyon teknigi ile sa-
dece 9 numunede (%8.4) tespit edildi (Tablo 2),
(Resim 2).

ELISA: ELISA testi ile 29 adet (%27.1)
gaita numunesinin BRV antijeni tagidig1 saptan-
d1 (Tablo 2).

Virus Izolasvonu: Yapilan hiicre kiiltiird
inokulasyonlan neticesinde BRV igin karakte-
ristik cpe bulgusuna rastlanmadi.

Serum Notralizasyon Testi (SNT): SN testi
ile BRV antikorlann yoniinden test edilen 80
adet buzagi serumunun 36 tanesi (%45), 67
anne serumundan ise 19 adedinde (%28.3) 1/5

ve daha yiiksek sulandirmalarda BRV antikoru
pozitif bulundu (Tablo 3). Seropozitif buzagi-
larda serum notralizan dozu (SNSO) degerlerinin

1:5 - 1:30, annelerde ise 1:5 - 1: 20 arasinda ol-
duklan tespit edildi (Tablo 3). Gaitalaninda
BRYV veya BRV antijenleri tespit edilen 36 bu-
zagidan 15 adedinin BRV-spesifik nétralizan
antikorlan tagidigi (Tablo 4) saptanirken, gaita
orneklerinde herhangi bir test yontemi ile BRV
tespit edilemeyen buzagilann 21 adedinin de
ayni sekilde s6z konusu antikorlara sahip oldu-
gu saptand1 (Tablo 5). Serum 6rnegi alinan bu-
zagilarin 44 adedinde ise ne gaita orneklerinde
BRYV ne de serumlarinda BRV-nétralizan anti-
korlan tespit edilememigtir. Yine gaitalarinda
BR virus veya viral antijenleri tespit edilen bu-
zagilarin sadece 10 tanesinin annesi BRV’ye
karsi seropozitif olarak tespit edilmigtir (Tablo
4).

Gaitalarinda her ii¢ yontemden en az bir ta-
nesi ile BRV veya BRYV antijeni tespit edilen
buzagilarda BRV’ye kargi ortalama 1:8.4 anti-
kor titresi tespit edilirken (Tablo 4), herhangi
bir yontemle gaitalarinda BRV bulunamayan
buzagilarda ise bu deger 1:8.8 olarak tespit edil-
di (Tablo 5). Annelerde hesaplanan ortalama
antikor titresi ise 1: 8.2 olarak saptand1 (Tablo
4, Tablo 5).

Tartisma ve Sonug

Bu arastirmada klinik olarak diarrhea
semptomu gosteren 107 adet buzaginin gaita or-
neklerinde ELISA, PAGE ve EM teknikleri kul-
lanilarak s1@ir rotaviruslarimin - direkt teghisi
amaclanmigtir.  Gaitalarda  tespit  edilen
BRV'lerin elektroforetik olarak tiplendirilmesi-
nin yamsira, gerek ishalli danalar gerekse anne-
lerinden alinan serum numuneleri SN testine
tabi tutularak, enfeksiyonun seroprevalans: ya-
mnda, buzagilarda tespit edilecek seropozitifli-
gin muhtemel sebebi ve koruyuculuk durumu
da aragtinlmigtir.

Orneklenen olgulann 36 adedinde (%33.6)
her ii¢ testten en az bir tanesi ile BRV’nin varli-

Tablo 3. Ishalli buzagilar ve annelerinde tespit edilen
SNy, degerleri dagihmi.

Table 3. Distribution of ND50 values of diarrheic calves
and their dams.

SNsq

5 75 10 15 20 30 TOPLAM

Buzag: 11 10 6 4 4 1 36

Anne 8 4 1 4 2 - 19
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SN s
Sira | Olgu BRYV
No No (Pozitif Test\Testler) Buzag Anne
1 RP-01 t (PAGE\ELISA) - -
2 RP-03 +(ELISA) - -
3 RP-05 + (PAGE) - -
4 RP-07 + (ELISA) 10 -
5 RP-09 + (PAGE\ELISA) - -
6 RP-11 + (PAGE\EM\ELISA) - -
7 RP-12 + (PAGEAEM\ELISA) - -
3 RP-13 + (PAGE\FLISA) 5 20
9 RP-14 + (PAGE) - -
10 RP-15 t (PAGE) 75 -
11 RP-16 + (PAGF) 5 -
12 RP-20 + (PAGE\FLISA) - -
13 RP-24 + (PAGE\ELISA) - S
14 RP-30 + (ELISA) - Sy?
15 RP-38 + (PAGE\ELISA) 20 -
16 RP-39 - (PAGE\EM\ELISA) 75 75
17 RP-40 + (PAGE\EMAELISA) 20 15
18 RP-44 t (PAGE) 7.5 -
19 RP-45 + (PAGFAEM\ELISA) - -
20 RP-48 + (PAGE\ELISA) 75 5
21 RP-49 + (PAGE) 75 7.5
22 RP-51 + (PAGE\ELISA) 5 -
23 RP-52 ~ (PAGF\ELISA) - -
24 RP-53 + (PAGE\ELISA) - 10
25 RP-54 + (PAGE\EM\ELISA) - 20
26 RP-55 + (PAGE\ELISA) 7.5 -
27 RP-56 + (PAGE\ELISA) 20 -
28 RP-60 + (PAGE\ELISA) 10 -
29 RP-62 + (PAGE\EM\ELISA) - 15
30 RP-63 + (PAGE\ELISA) - -
31 RP-73 +(ELISA) 5 -
32 RP-75 + (ELISA) - 5
33 RP-92 t (EM\ELISA) SY SY
34 RP-94 + (PAGE\ELISA) SY SY
35 RP-97 + (PAGE\EMELISA) SY SY
36 RP-99 + (PAGE) SY SY
ORTALAMA 8.4 8.2

T Nétralizan serum sulandirma degerleri
% Serum numunesi yok

Tablo 4. BRV tespit edilen ishalli buzagilar ve annelerinde
tespit edilen nétralizan antikor (SNSO) degerleri.
Tablo 4. Neutralizing dose (NDSO) values of diarrheic
calves in which BRV had been detected and their dams.

g1 tespit edilmigtir. Sozkonusu hayvanlarda
BRV’nin teghisi, 8 olguda her iig test ile yapilir-
ken, 7 olgunun teshisi sadece PAGE, 5 olgunun
teshisi sadece ELISA, 15 olgunun teshisi hem
ELISA hem PAGE ve | olgunun teshisi ise
hem ELISA ve hem de EM ile yapilmigtr,

Gaita beraberinde serum numunesi de ali-
nan 80 adet ishalli buzagidan 36 tanesinde
(%45) BRV’ya karg1 notralizan antikor saptan-
mig olup, bunlarin SNy, degerleri 1:5-1:30 ara-
sinda dagilim gostermigtir. Gaita Ornedinde
BRYV tespit edilen 36 adet olgunun 4 tanesinden
serum Ornegi elde edilecmemis, 18 olgu ise sero-
negatif olarak degerlendirilmigtir.

Aragtirma sonucunda 107 ishal olgusunun
36'sinda (%34) tespit edilen BRV enfeksiyonun
prevalansi daha Once Yazici (26) tarafindan
ELISA ve Alkan ve ark. (1) tarafindan RPHA
testi ile elde edilen prevalans degerlerinden
yiiksek bulunmugtur. Bu oran muhtemelen segi-
len ishalli buzagilarin daha 6nceki arastinicila-
nn (1, 26) ornekledigi buzagilara oranla daha

No No (Giin) D*E’  Buzafi Anne
1 RP-10 11 D 10 -
2 RP-18 27 D 5 sy?
3 RP-22 10 E 75 15
4 RP-23 02 D 5 -
b RP-3] 04 E 15 5
6 RP-32 04 E 20 5
7 RP-33 04 E 5 7.5
8 RP-34 03 E 15 -
9 RP-35 03 E 10 S
10 RP-36 03 E 10 -
1 RP-37 18 D 7.5 5
12 RP-43 06 D 15 7.5
13 RP-46 0S5 D 5 -
14 RP-58 14 D 5 -
15 RP-59 15 D 10 -
16 RP-64 07 D S -
17 RP-65 07 D 5 -
18 RP-66 06 D 30 -
19 RP-68 03 D 15 -
20 RP-69 03 D 1.5 15
21 RP-76 18 D 7.5 5
ORTALAMA 8.8 8.2
" Notralizan serum sulandirma degerleri
’ Disi
3 Erkek

4 Serum numunesi yok

Tablo 5. BRV veya BRV viral antijenleri tespit
edilemeyen ishalli seropozitif buzagilar ile annelerinin
serum nozralizasyon degerleri.

Table 5. Serum neutralization values of mothers and their
diarrheic calves in which BRV and/or BRV antigens were
not able to detected.

kii¢iik yasta olmalarindan kaynaklanmaktadir.

Bu aragtirmada kapali yetigtirmelerde tes-
pit edilen BRV enfeksiyonun prevalansi (%41),
kiiglik kapasiteli ozel yetistirmelerdeki enfeksi-
yon prevalansindan (%17) daha yiiksek buluna-
rak (p<0.05). bir¢ok arastiric tarafindan (9, 15,
25, 26) bildinldigi tizere, BRV enfeksiyonunun
kapali yetigtirmeler i¢in 6nemli bir risk faktori
oldugu bir kez daha ortaya konulmustur.

BRV enfeksiyonundan giiphelenilen olgu-
larda etkenin direkt tespiti amaciyla kullanilan
her ii¢ test arasinda duyarlilik agisindan benzer-
lik ve farkhihklar saptanmistir. 107 adet ishal
olgusundan elde edilen numunelerin PAGE ile
yapilan kontroliinde 30 (%28.3) adedinde BRV
niikleik asidi, ELISA teknigi kullanilarak yapi-
lan kontroliinde ise 29 (%27.1) adedinde BRV
antijeni bulunmugstur. Elde edilen bulgulann ya-
pilan istatistik analizleri neticesinde, s6zkonusu
her iki testin birbirine benzer duyarlilikta oldu-
Su saptanmustir (p>0.05).

Diger taraftan EM teknigi kullamlarak
kontrolli yapitan aym sayidaki gaita 6rneklerin-
den sadece 9 adedinde etken tespit edilmig ol-
masi, bu teknigin hem PAGE hem de ELISA
tekniklerinden daha az duyarli oldugu sonucunu
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ortaya ¢tkarmigtir (p<0.001). EM teknigi ile ya-
pilan direkt BRV teshisinde diger test teknikle-
rine oranla bu kadar farkli sonug elde edilme-
sinde, asagidaki noktalarin onemli birer faktor
olabilecekleri samlmaktadir; i) Benfield ve ark
(2) dogru bir EM teshisi i¢in gaitada 10°-10°
virus partikiili/ml bulunmasi gerekliligini bil-
dirmektedir. Bu nedenle incelenen 6reklerdeki
virus partikiil sayisimn bildirilenden az olmasi,
ii) preparatlarin hazirlanma teknigi olan flotas-
yon islemi sirasinda grid yiizeyine ¢ok miktarda
gaita igeriginin tutunarak virus partikiillerini
maskelemesi, iii) gaita iginde bulunan serbest
virus partikiillerinin morfolojilerini kaybetmis
olmalari. Olas1 sebepler arasinda verilen son
durumun (iii) gegerli olmas: halinde, pargalan-
mis protein kiliftan serbest kalan niikleik asitin
PAGE ile ve diger tim viral komponentlerin
ELISA testi ile saptanmasimin miimkiin olmasi
bu diisiinceyi destekleyen bir diger onemli nok-
tadir. Ellens ve deLeew (6) tarafindan yapilan
bir caligmada ELISA testi ile EM teknigi ara-
sinda saptanan farklilik, burada sunulan aragtir-
mada elde edilen bulgular ile aym paralellikte
belirtilmigtir.

Ishalli buzagilanin yapilan serolojik kont-
rolleri neticesinde BRV tespit edilen ve BRV
tespit edilemeyen gruplarda ortalama antikor
titre degerleri ayn ayn 1:8.4 ve 1:8.8 olarak
saptanmgtir. Enfeksiyon aninda tespit edilen bu
durum, Snodgrass ve Wells (24) tarafindan bil-
dirildigi sekilde, sirkiilasyondaki antikorlarin
BRV enfeksiyonundan korunmada etkin rol oy-
namadiklan savim da dogrular mahiyettedir.

Annelerde tespit edilen %28.3'lik BRV se-
roprevalansi ile 1:8.2 degerinde ortalama notra-
lizan antikor titresi yavrulara kolostrum yoluyla
verilecek pasif immiinite igin yetersiz degerler
olarak saptanmugtir. Tablo-3'de verilen degerler
incelendiginde, BRV tespit edilemeyen seropo-
zitif buzaglara ait baz: titreler maternal titre de-
gerlerinden yitksek bulunurken. bir diger kisim
buzagiya ait annede hig antikor tespit edileme-
mistir. Bu durum sézkonusu buzagilarda kayde-
dilen seropozitiflirin akut BRV enfeksiyonu ne-
ticesinde meydana gelmis oldugu sonucunu
giiclendirmektedir.

Tablo 2'de goriildiigii gibi, ishalli buzagi-
Jarda, bildirilen ii¢ teshis metodundan en az bir
tanesi ile BRV veya BRV antijenlerinin tespit
edildigi en erken donem dogumu izleyen 7. giin
olarak saptanmigtir. Tiim BRV pozitif olgularda
kaydedilen yag ortalamasi ise 12.7 giin olarak
bulunmusgtur. Garcia-Sanches ve ark. (9) tara-
findan yapilan bir aragurmada PAGE ile BRV
niikleik asit segmentlerinin tespiti en erken do-
gumu takib eden 2. giinde yapilabilmig ve virus
sacilimi en ¢ok ilk tespitteki sonraki 7. giine

kadar devam etmistir. Aragtirmacilar (9) ortala-
ma enfeksiyon yagini ise dogumdan sonraki 13.
giin olarak belirtmiglerdir.

PAGE teknigi kullanilarak yapilan genom
segment analizleri sonucunda, toplam 30 adet
BRYV pozitif numunede RNA’larin 11 segmentli
oldugu tespit edilmigtir (Resim-1). Elde edilen

~ tiim segment profilleri incelendiginde ise arag-

tirmada teshis edilen rotaviral diarrhea olgula-
ninda, Pedley ve ark (18) tarafindan bildinilen
tipik A grubu rotaviruslarin segment dagilimi
saptandi. Her ne kadar aym grup icindeki
BRV’min segment dagilimlarinda farkli kalipla-
ra rastlanabilecegi Pocock (19) tarafindan bildi-
rilmis ise de, bu aragirmada segment dagilimla-
rina ilgili detayli bir inceleme yapilmamustir.

Ozellikle dogumu izleyen 7. giinden sonra
kargilagilan enteritis olgulaninda BRV enfeksi-
yonunun dnemle iizerinde durulmasi gerekmek-
tedir. Yapilan anne-buzag: serolojik test deger-
lendirmeleri dikkate alindiginda ise, annelerin
kolostrum veya siitle yavruyu korumaya yete-
cek diizeyde periferal antikoru tagimadiklan,
benzer sekilde buzagilarda tespit edilen serolo-
jik yamtin da buzagiy1 sézkonusu enfeksiyon-
dan korumak i¢in yetersiz kaldig1 sonucuna va-
rilmigtir.

Bu arastirma neticesinde ozellikle yogun
besicilik yapilan kapali igletmeler i¢in BRV'nin
onemle iizerinde durulmasi gereken bir enteritis
etkeni oldugu ve Tiirkiye’'de s6zkonusu enfeksi-
yonun prevalansimin daha once degigik aragtiri-
cilar (1, 4, 26) tarafindan bildirilenlerden daha
yiiksek oranda bulundugu tespit edilmistir.

Arastirmada sonuglarina gore her ii¢ ishal
olgusundan birinin etkeni olan rotaviruslarin
sebep olabilecegi ekonomik olumsuzluklann
oniine gecilebilmesi, kapah statiide yogun besi-
cilik yapilan isletmelerde dogum sonrasi hijye-
nik sartlanin diizenlenmesi ile miimkiin olabile-
cektir. Dogumu izleyen en kisa siirede
buzagimin kolostrum almas: enfeksiyondan ko-
runmada ne kadar gerekli ise ishal semptomu
gosteren buzagilara, siit diyetinin uygulanmasi-
nin da bakteriyel komplikasyonlarin dnlenmesi
yoniinden ayn bir 6nemi oldugu hatirlanmalidir.
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