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KLINIK OLARAK SAGLIKLI VEYA DiYARE SEMPTOMLU
KOYUNLARDA ROTAVIRUS ENFEKSIYONUNUN ENZYME
LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA) VE
POLYACRYLAMIDE GEL ELECTROPHORESIS (PAGE)
TEKNIKLERI ILE ARASTIRILMASI!
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The investigation of rotavirus infections in diarrheic and non-diarrheic sheep
using PAGE and ELISA.

Summary: [n this reseurch, presence of Rotavirus antigen/nucleik asid was
investigated using ELISA and PAGE technique in 40 diarrheic und 56 clinically
normal lumb and 175 sheep in 5 intensive sheep flock. Additionally, 298 serum
samples collected from in 6 sheep flock were tested for antibodies by
microneutralisation technique.

At the end of this study, the presence of the Rotavirus infection were not
detected in controlled lamb and sheep serologically and virologically.
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Ozet: Bu calismada, 40 adedi ishalli, 56 adedi saglikly goriintimlii 96 kuzu ile
175 koyuna ait 271 gaita ornegi ELISA ve PAGE yontemleri ile Rotavirus
yontinden test edildi. Ayrica, 6 farkli koyunculuk isletmesinde bulunan 298 adet
koyun kan serumu orneginde BRV Northern Irelund 75/447 susu kullundarak
uygulanan mikrondtralizasyon testi ile Rotavirus antikorlarimn varligi arastinldu.

Elde edilen verilere gore, drneklenen koyunlarda rotavirus enfeksiyonunun
varligy serolojik veya virolojik olarak saptanamadi.

Anahtar kelimeler: Koyun, rotavirus, PAGE, ELISA, mikrondtralizasyon.
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Girig

Rotaviruslar, viral sindirim sistemi  en-
fcksiyonlan iginde gerek yayginhklan ve ge-
rekse yiiksek mortaliteleri nedeniyle dnemli yer
tutmaktadir (2,6,15).

Rotaviruslarin neden oldugu cnteritisler,
{arkli hayvan tiirlerinin ozcllikle yeni do-
ganlarinda ishal, dehidrasyon, kilo kaybi, ano-
rcksi, mectabolizma bozukluklan ile Ka-
rakterizedir (4,8,9,10). Etken, incebarsak villus
cpitellerini olumsuz yonde ctkilemekte, do-
layistyla diger viral,bakteriyel ya da protozoer
ctkenler ile komplikasyonlarin dogmasina ve
onlem  abmmadig  taktirde  Olimle  so-
nuglanabilen bir klinik seyire de neden ola-
bilmektedir (10).

Reoviridae familyasimin bir alt grubunu
olusturan rotaviruslar, 45-70nm. biyiikliikte
olup, ¢ift iplik¢ikli ve pozitif polariteli RNA
iceren viruslardir. Etken ¢ift kath ikozahedral
simetrili bir kapside sahiptir ve 32 kapsomer
icermektedir.  Rotaviruslarin sahip oldugu gift
sarmalll RNA 11-12 scgmentli olup, bu seg-
mentler dizilim ve clektroforetik migrasyon ka-
biliyetlerine gore tiirler arasinda bir takim fark-
libiklar scrgilemektedir (10).

Yetiskin hayvanlarda genellikle subklinik
enfeksiyona neden olan rotaviruslar, yenidogan
buza@i, kuzu, tay ve domuz yavrularinda ishal
ile karakterize klinik enfeksiyonun yamsira
subklinik  enfeksiyonlara da ncden ol-
maktadirlar (5,6,7).

Yapilan literatiir taramasinda, yurtdisinda
koyunlar ile yeni dogan kuzularda rotavirus en-
feksiyonuna ilgili ¢aligmalann simrh oldugu
goriilmiigtiir.Snodgrass ve ark.(15) 41 spesitik
patojen free (SPF) kuzunun bulundugu bir
grupta sulu sari renkli ishal ile karakterize yiik-
sek mortalitc orami gosteren bir salgindan im-
munelektron mikroskopi ve immunfloresan
yontemlcriyle rotaviruslarin tespit edildigini
bildirmislerdir. Berrios ve ark. (2) 161 adedi ii¢
aydan kii¢ik kuzulardan, 19 adedi crigkin ko-
yunlardan saglanan 180 gaita orneginden 17
adedinde (%9.4) ELISA ile rotavirus  sap-
tadiklanm ve rotavirus varlifl saptanan ga-
italardan 7 adedinin ishalli kuzulara ait ol-

dugunu belirtmiglerdir. Dimitrova ve ark. (6)
isc, Sofya’da bulunan 12 ciftlikicki 79 ishalli
kuzudan 28 adedinin (% 35.4) gaitasimn r10-
tavirus antijeni yoniinden pozitif oldugunu kay-
detmiglerdir.  Amerika Birlesik Devletlerinde
isc koyunlarda rotavirus enfeksiyonu ilk kez
1995 yilinda Theil ve ark.(16) taralindan sap-
tanmustir. Arastuncilar (16) ABD’dc bir arag-
urma ¢iftliginde ¢ikan, san renkli-sulu ishal,
agithk kaybi, ates vc dehidrasyon ile Ka-
rakterize, %75 mortalite oranina sahip bir en-
feksiyonda, ishalli hayvanlann timintin ga-
itasinda clektron mikroskobi yontemi ile
rotavirus  partikiillerinin ~ saptandigin1 bil-
dirmiglerdir.

Tiirkiyc’de  koyunlarda  rotavirus — en-
feksiyonuna ilgili herhangi bir bildirime ise
rastlanmamisgtir.

Bu arastirmada, Tiirkiyc'de sigirlarda Ro-
tavirus enfeksiyonunun scrolojik ve virolojik
olarak arastinldigi ¢alismalardan (1.3,4,18) ha-
rcketle, bu aragtirmalarin yiriitiildigii kamu 13-
letmeleri ile diger bazi isletmelerde koyun ve
sigirlann birarada bulunduruldugu ve tiirler
aras1 etken nakli olasilign gozoniinde bu-
lundurularak, ishalli kuzular ile klinik olarak
saghkll goriiniimlii degisik yas gruplarinda bu-
lunan koyunlarda, rotaviruslann varlifinin vi-
rolojik ve serolojik olarak arastirilmasy ve boy-
lece koyunlarda klinik ya da subklinik olasi
rotavirus enfeksiyonlarinin belirlenmesi amag-
lanmigtir.

Materyal ve Metot
Materyal

Hiicre kiiltiirii: Mikrondtralizasyon  les-
tinde kullanilan bovine rotavirus (BRV)'un
Northern Ircland 75/447 susunun iiretilmesindc,
titresinin belirlenmesinde ve serum orncklerine
uygulanan mikronotralizasyon testinde Madin
Darby Bovine Kidney (MDBK) hiicre kiiltiird
kullanild.

Virus: Mikronotralizasyon ve PAGE test-
lerinde refercnz virus olarak  Rotavirusun
Northern Ireland 75/447 susundan yararlamldi.
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Tablo |.: Materyal saglanan isletmeler ve materyal sayilan
Table 1.: The number of sampled animals and distribution of these samples to the flocks.

ORNEKLENEN MATERYAL
MATERYAL
SACLANAN Gaita Serum
iSLETMELER Koyun ___ Kuzu :
Saghkh Ishalli
I  (Ankara) 50 26 6 50
IT  (Ankara) 40 25 29 50
II1 (Bursa) 44 - 5 -
IV (Denizli) 11 5 - 50
V  (Balikesir) 30 - - 50
VI (Eskischir) - - - 50
VII (Amasya) - - - 438
TOPLAM 175 56 40 298

Gaita irnekleri: 5 kamu isletmesinde bu-
lunan 96 adet kuzu (40 adeti ishalli ve 56 adcti
saglikli goriinlimlii) ile 175 adet koyundan sag-
lanan toplam 271 adct gaita 6rnegi kullanild.
Materyal saglanan isletmeler ile alinan materyal
sayilan Tablo-1’de gosterildi.

Serum drnekleri: Scrolojik kontrol ama-
ciyla 6 kamu islctmesine ait toplam 298 crigkin
koyundan saglanan kan serumlan kullanild:
(Tablo 1). Kan serumu o6rnekleri Il nolu is-
letme disinda, gaita ornegi alinan koyunlar ilc
diger saghkli goriinimlii koyunlardan saglandi.

Metot

ELISA Testi: Gaita 6rneklerinde rotavirus
varhinin arastirilmast amaciyla ticari ELISA
test kiti (Microgen, Ingiltere) kullamldi. Test,
tirctici firmanin 6nerdigi yonteme gore yapildi.

PAGE Testi: Gaita orneklerinin rotaviral
RNA igerigi yoniinden kontrolu i¢in uygulanan
testte, Herring ve ark.(8) tarafindan bildirilen
yontem uygulandi.

Bu amagla, gaita dérnekleri %1 Sodyum do-
desil siilfat (SDS) iceren 0.1M Na-asetat tam-
ponu i¢inde (pH:5.0) 1:4 oraninda sulandinld.
Galta  siispansiyonuna  esit  hacimde 8-
Hidroksikinolin 1¢ceren  Fenol-Kloroform  ka-

ngimu (3:2Kv/v) ilave cdilerek, bir dakika vor-
texle kanstinldi. Bu karngumin 2000 devirde 10
dakika siire ile santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
iist sivi alindi. Rotavirusa ait ¢ift iplikcikh
RNA’nin saptanmas1 amaciyla, elde edilen
santrifiij iist swvilann %0.2 Bromfenol mavisi
iceren %25°lik sukroz ile kanstrlarak , PAGE
icin hazirlands.

Yukarnida belirtilen iglemler, virus kontrol
olarak kullanilan BRV’un Northern Ircland 75/
447 susu i¢in de aynen uygulandi.

Hazirlanan %7.5 devamh  poliakrilamid
jele (aknlamid:bisakrilamid, 37.5:1), hazirlanan
orneklerden 6zel enjektér yardimyla 0.04
ml.konuldu. Elektroforez iglemi +4°C’de, 20
mA vec 70 volt’da 16 saat siireyle yapildi. Bu
siire sonunda jel giimiig nitrat ile Sammons ve
ark. (13)'min bildirdigi yonteme gore boyandi.

Mikronétralizasyon Testi: Tesl, serum Or-

ncklerinde  rotavirus  antikorlarinin - sap-

tanmasinda kullanmlidi.

Bu amagla, serum orneklerinin 1/5’lik su-
landirmalarindan mikrondétralizasyon tabletinde
yan yana bulunan iki gtze 0.05 ml konuldu.
Daha sonra serum sulandirmalan iizerine esit
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hacimde 100 DKIDsy / 0.05 ml. oramnda su-
landinlan test virusundan (BRV’un Northern
Ireland 75/447 sugu) ilave edildi.Tabletler 37
°C’de 1 saat siireyle inkubasyona birakildi.
Siire sonunda tiim gozlere MDBK hiicre siis-
pansiyonu (300 000 hiicre/ml) konuldu. Tab-
lctler yeniden 37° C’de 5 giin siire ile in-
kubasyona birakildi. Test, hiicrelerde meydana
gelen sitopatolojik degisiklikler dikkate ali-
narak, doku kiiltiirii mikroskobunda de-
Scrlendirildi.

Bulgular

Kirk ishalli, 56 saghkli goriinimlii 96
kuzu ile 175 eriskin koyundan saglanan gaita
orneklerinde gerek ELISA ve gerekse PAGE
testleri ile yapilan kontrollerde rotavirus an-
tijeni ya da viral niiklcik asit tespit edilemedi.
Diger taraftan, BRV Northern Ireland 75/447
susu kullanilarak uygulanan mikronétralizasyon
testi ile kontrol edilen 298 adet kan serumu or-
negi de rotavirus antikoru yoniinden negatif bu-
lundu.

Tartisma ve Sonug

Tim dinyada yaygin olan rotaviruslarin
enfeksiyon spektrumunda yeni dofan bebek,
buzag, tay, kuzu, domuz, maymun, geyik, kedi
ve kopek ile kanatli hayvanlar yer almaktadir
(4,5,6,11,14,17).

Rotaviruslar erigskin hayvanlarda subklinik
cnfeksiyona, yeni dogan hayvanlarda ise sik-
hkla klinik enfcksiyona neden olmaktadirlar
(1,2,18). Nitekim koyunlarda gaitadan rotavirus
tespitinin  bildirildigi az sayidaki arastirmada
(2,6,7,15,16) orncklemeler ishalli kuzulardan
ya da bunlarla aym iglctmede bulunan saglikli
gortiniimli kuzulardan yapilmisur. Bu aras-
urmada ise Orneklcmelerin - yapildign  is-
letmelerde yeni dogan kuzularda yogun ishal
olgulan tespit edilememis ve sadece 40 ishalli
kuzudan materyal saglanabilmigtir. Aynca is-
halli kuzularin yamisira aym igletmelerde bu-
lunan 51 saghkli goriinimlii kuzu da or-
ncklenmistir. Ancak bu hayvanlardan saglanan
gaita Orneklerine uygulanan testler sonucunda
rotavirus antijeni tespit edilememigtir. Bu veri
ishal olgularinin, Rotavirus disginda bir eti-
yolojik ajan yada diger bazi faktorlerden ( bes-
lenme, v.b) kaynaklandigini ortaya koymustur.

Cesitli tiirlerin  saghikli goriinimli  eris-
kinlerinde ve ycni doganlarinda rotavirus var-
g1 saptanmugtir (1,2,6,7). Ellis ve Danicls (7),
rutin tcshis amaciyla laboratuvarlarina gon-
derilen ishalli  kuzularda rotavirus en-
feksiyonunun  varlifimn  saptanmasi  (Or-
neklenen kuzularin - %20°si) yamsira, bu
kuzularla aym iglctmelerde bulunan saglikh go-
riinimlii kuzularda da %11 oraninda rotavirus
tespit edildigini bildirmiglerdir. Bu arasirmada
isc, 51’1 ishal olgulannin gozlendigi 15
letmelerde bulunan toplam 56 saghkh go-
riiniimlii kuzu ve 175 erigkin koyuna ait gaita
ornegi rotavirus antijeni/niikicik asidi yoniinden
negatif bulunmustur. Dolayisiyla virolojik ve-
rilerc dayamilarak subklinik rotavirus en-
fcksiyonunun saptanmast miimkiin olamamsur.

Serolojik ¢aligmalar ile etkene spesifik an-
tikorlarin tespiti de, bir populasyonda en-
feksiyonun varlii ya da orammn  be-
lirlenmesinde biiyiik deger tagimaktadir. Bu
arastirmada BRV Northern Ireland 75/447 susu
kullanilarak yapilan notralizasyon testi  so-
nucunda, 6 kamu islctmesinde bulunan kuzu ve
koyunlardan saglanan 298 kan scrumunda an-
tikor tespit edilemcmistir. Bununla birlikie bu
veri kontrol edilen isletmclerdeki koyunlarda
rotavirus enfeksiyonunun bulunmadifi  an-
lamina da gelmemektedir. Ciinkii farkhh hayvan
tirlerinden ya da insanlardan izole edilen ro-
taviruslar ile yapilan kros-notralizasyon ca-
lismalaninda ¢ogunlukla ortak notralizasyon
epitopunun bulunmadigr ve hatta aym tiirden
izole edilen rotavirus suslarimin da bu suslara
kars: elde cdilen hiperimmun serumlar ile farkl
notralizasyon sonuglan verdigi tespit edilmistir
(12). Bu nedenle, bu arastirmada koyun orijinli
rotavirusun kullanilmadigy  dikkatc alinarak,
kontrol cdilen isletmelerde BRV Northern Ire-
land 75/447 susu ile kros notralizasyon ver-
meyen ya da diisiik diizeyde antijenik yakinlig
olan baz1 koyun ve s1@ir rotavirus suslarinin
varligi olasitligi gozoniinde bulundurulmahdir.
Farkli koyun yada sigir Rotavirus suslan kul-
lanilarak yapilan yeni serolojik caliymalar bu
konuya agikhk getirebilecektir.

Bu arastirmanin amaglarindan birisi de
s1fir ve koyun tiirlerinin birarada barindinildig
isletmelerde tiirler arasinda etken naklinin arag-
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urimasidir. Burgu ve ark. (4) ile Yazici’min
(18) aragurmalarinda, bu arastirmada materyal
saglanan III, IV, V ve VI nolu isletmelerdc yeni
dogan ishalli buzagilarda rotavirus varlii sap-
tanmistir. Bu isletmelerde siarlarda rotavirus
enfeksiyonunun saptanmis olmasi, koyunlarda
da en azindan sifir orijinli
feksiyonlarinin - muhtemel olabilecegini  dii-
stindirmiigtiir. Ancak arastirmada BRV spesifik
antikor tasiyan koyunlar tespit edilememistir.
Bu durum sézkonusu igletmelerde sigirlardan
koyunlara Rotavirus bulagmasinin olmadig ya
da bulagmanin serolojik ¢alismada kullamilan
BRYV susu ile saha.virusu arasindaki antijenik
iligki diizeyinin bir sonucu (12) olarak tespit
edilemedigi seklinde degerlendirilmistir.

Sonug olarak, bu aragtirmada ishalli ya da
saghklt gorintimli kuzu ve koyunlarda ro-

tavirus enfcksiyonlannin varhigi sap-
tanamamistir. Ancak ozellikle yeni dogan ku-
zularda  yogun olarak ishal olgularimin

gozlendigi isletmelerde, rotavirus yoniinden ya-
pilacak serolojik, virolojik ve elektron mik-
roskobik caligmalarin bu konuda yeni verileri
ortaya koyacag diisiiniilmektedir.
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