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SIGIRLARDA ROTAVIRUS ANTIKORLARININ DAGILIMI UZERINDE
SEROLOJIK ARASTIRMALAR

Ibrakim Burgu* Yilmaz Akga**
¢

Serological survey for the prevalence of antibodies against rotavirus in cattle

Summary: In order lo wnvestigate the prevalence of rotavirus infection
in cattle population, 296 sera obtained from slaughtered cattle in Ankara Sla-
ughterhouse were tested for neutralizing and hemaggluttination inhibiting (HI)
antibodies against the bovine rotavirus.

At a serum dilution of 1:5, neutralizing antibodies were found in 92
(31.08%,) out of 296 sera. These 92 positive sera were retested with HI test
by using 0,8% suspension of pig erythrocytes but only 23 (25%) sera were
found positive. The distribution of SNsg value were recoraea between 1:11,9
and 1 :28,2. Hl-antibedytiters were found between 1 :10 and 1 :40. In conc-
lusion neutralization test was found more sensitive than HI test for the detec-
tion of rotavirus antibodies.

Ozet: Sijirlarda rotavirus enfeksiyonlart dagilimint saptamak amacyla,
Ankara mezbahasina getirilerck kesilen 296 hayvana ait kan serumu, rotavirus
antikorlar: yoniinden nitralizasyon ve hemaglutinasyon inhibisyon (HI) testine
tabi tutuldu. 296 serumdan 92 si (31.08) 1[5 serum sulandirmasinda pozitif
bulundu. Bu 92 pozitif seruma %0,8 lik domuz eritrositleri kullamimak sure-
tiyle HI testi uygulandr ve 23 serum (%25) pozitif olarak sapiandr. SNso
deger dagilimy 1[11.9-1 /28,2, HI antikor titresi 1[10-1 /40 arasinda tesbit
edildi.

Rotaviruslara karse antikor taramalaninda nitralizasyon testinin HI ye
oranla daha duyarli oldugu saptand:.

Girig
Bulagici nconatal barsak hastahiklari, Veteriner Hekimlik’te

etiyoloji, klinik teshis ve sagitimlar yéniinden biiyiik problem olug-
turmaktadir (12). ’
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Son yillarda, Salmonella, E.coli, Chlamydia, Bovin viral Diarr-
hae-Mucosal Disease (BVD-MD), Adenoviruslar, parvo viruslar ve
corona viruslar yaninda rotaviruslarinda buzagilarda diyareli hasta-
liklarin etkeni oldugu bildirilmektedir (10,14). Yapilan arastirmalara
gore diinyada sigir populasyonlarinda rota viruslarin neden oldugu
neonatal diyarelerin 9%50-100 oraninda dagilim gésterdigi saptan-
mugtir. Ozellikle buzagilarda, yagamlarinn ilk on giinii i¢inde diya-
reli enfeksiyonlar nedeni ile yiiksek diizeyde 6liim olaylar gériilmek-
tedir (3).

Rotaviruslar, Reoviridac Familyas: iginde bagimsiz bir grubu
olusturmaktadir (12,15).

Rotaviruslarin hiicre kiiltiirlerinde dirckt olarak izolasyonlar:
oldukga gii¢ olmakla birlikte, bu giine kadar cesitli aragtiricilar tara-
findan buzagilardan baz rotavirus suglan izole edilebilmigtir. Bir
buzagidan izole cdilen NCD (Nebraska Calf Disease) virus sugu
(11), Kuzey Irlanda’da izole edilen 75/447 (Irland) susu (8,9) ve
Kuzey Almanya’da izole edilen Ro 124/78 (3) virus susu diinyada
buzagilardan izole edilen sinirli sayidaki rotavirus suslari arasinda
sayllmaktadir. Bu nedenle rotaviruslar iizerinde direkt virus izolas-
yonu ¢alismalar1 yaninda serolojik test yéntemleri ile yapilan seroepi-

demiyolojik ¢aligmalar da biiyiik énem tapimaktadir.

Hafez ve arkadaslan (4), yaptiklarn ¢aliymada sigirlarda ve
mandalarda rotaviruslara kargi olugan antikorlari saptamak igin
hemaglutinasyon-inhibisyon (HI), nétralizasyon ve immunodiffuz-
yon testini kullanmuglar ve nétralizasyon testinin HI a oranla daha
iyi sonug verdigini saptamuglardir. Thiel (17) de domuzlar ve sigirlar
uzerinde yapti§1 ¢aligmada rotaviruslara kargt yapilan antikor tara-
malarinda nétralizasyon testinin, HI testine gore daha duyarli oldugu-
nu belirtmigtir.

Ayrica ayni aragtirict (17), rotaviruslarla yapilan HI testinde
domuz critrositlerinin en iyi sonug¢ veren eritrosit tiirii oldugunu’da
bildirmigtir. :

Schlafer ve Scott (16), danalarda rotaviruslara karsi notralizas-
yon testi ile yaptiklar: antikor taramasinda 110 serumdan 108 inde
1/4~1/1024 arasinda degisen antikor dagilimi saptadiklarini bildir-
mislerdir. Hafez ve arkadaglar (4) 313 sifir serumunun %351 inde
HI degerlerini 1/10-1/640 arasinda bulmuglardir. Brunner (1) Al-
manya’da Bavyera’da yaptig: ¢aligmada nétralizasyon te stisonunda,
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kontrol ettigi 1000 sigir serumunun 985 inde (%98,5) notralizan anti-
korlar1 saptadigini bildirmistir.

Yurdumuzda ozellikle sigir populasyonu arasinda stk gériilen
neonatal diyareli hastaliklar iginde Rotaviruslarin durumunu belirt-
meck amaciyla bu 6n ¢ahigma yapilmgtir. Bu ¢alismada oncelikle, rota
viruslara kars: olusan antikor durumu nétralizasyon ve HI testleri ile
kargilagtirmali olarak aragtirilmigtir.

Materyal ve Metot

Hiicre FKultiri :

Virus iiretimi, enfeksiydzite giicii tesbiti ve mikronétralizasyon
testleri igcin MDBK (Madin Darby Bovin Kidney) (6) hiicre kiiltiirii
kullanild1 ve hiicre iiretme vasati olarak %10 inaktif dana serumlu
Eagle (MEM) vasatindan yararlamldi.

Virus :

Mikronétralizasyon ve hemaglutinasyon inhibisyon testlerinde,
test virus olarak Rotavirus 75/447 (Irland) susundan yararlanild.
Serum numunelert :

Arasurmada kullanilan 296 dana ve sigir kan serumu asagida
belirtilen yerlerden getirilerck Ankara Et Kombinasinda kesilen hay-
vanlardan sagland:. Bu serumlar testc alinmadan 6nce inaktivasyon
ve sterilizasyon islemlerinden gegirildiler, aragurmaya kadar —20°C
de saklandilar.

Atatiirk Orman Ciftligi 93 Adect

Eskigehir bolgesi 35 7
Konya ” 21 7
Kars ”? 147 7

Virus idiretimz :

Virusun enfeksiyézite giiciinii arirmak amaciyla Clark ve arka-
daslar1 (2) ve Thiel (17) in bildirdikleri yontemden yararlanildi.
Doku kiiltiirii siselerinde 1/1 subkiiltiirleri yapilarak 24 saat’dc tire-
tilen MDBK hiicre kiiltiirlerine Rotavirus 75/44% (Irland) susu trip-
sin ile muamele edilerek inokule edildi. Virus 1o ugr/ml dec tripsin
kapsayan vasatla karistrihp 1 saat 87°C de tutuldu. Daha sonra
MDBXK hiicre kiiltiirlerine adsorbsiyon teknigine gore inokule edildi.
Virus iiretme vasatt olarak 5 pgr/ml de tripsin kap sayan Eagle vasati
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kullamld1. Virus iiretimi 3%°C de yapildi. Kontrol hiicre olarak kul-
lanilan MDBK hiicre kiiltiiriine de ayni sartlar altinda 5 pgr/ml de
trip sinli Eagle vasati konuldu.

Enfeksiyozite giicii saptanmast :

Virusun enfeksivozite giicii mikrotitrasyon yontemi ile tesbit
edildi. Sonuglar kaerber (5) ¢ gore degerlendirildi.
Serum nétralizasyon testi :

Aragtirmada kullanilan toplam 296 kan scrumunda rotavirus

75 /447 (Irland) susuna karst nétralizan antikor varhigini saptamak ve
pozitif scrumlardaki nétralizan antikorlarin SNsy deger dagilimlarini
tesbit etmek amaciyla mikronétralizasyon testinden yararlanildi. Bu
amagla 6nce kan serumlar: 1/5 sulandirmada, 100DKIDsy = 10'?/ml
75/447 virus susu ile esit oranda karngtirlarak MDBK  hiicre kiil-
tirlerinde antikor taramasi yapildi. Bu tarama sonunda 1/5 su-
landirmada pozitif sonug¢ veren serumlar 1/5-1/80 arasmnda SNj,
-deger dagilimi testine tabi tutuldular. Serum nétralizasyon testi
uygulamasinda 100 DKIDsy, virus kontrol, hiicre kontrol ve serum

toksisite testleri de birlikte yapild.

Eritrosit elde edilmes: :

Hemaglutinasyon ve HI testlerinde kullanilan domuz kam, Al-
sever soliisyonu i¢inde Federal Almanya Hannover Veteriner Yik-
sek Okulu Viroloji Enstitiisinden saglandi.

Iki kissm domuz kam ve bir kisim alsever solusyonu karigim
seklinde getirilen kan 2000 devirde go dakika santrifuje cdildi ve
eritrositler ¢oktiirildii.

Coken eritrositler g defa PBS-M ile yakindiktan sonra hemag-
lutinasyon ve HI testleri i¢in 90,8 lik olarak PBS-M iginde siispanse
edildiler. Eritrosit siispansiyonu 4°C da saklandi.

Mikrohemaglutinasyon testi :

HI testinde kullamlacak olan Rotavirus %5/447 (Irland) sugu-
nun hemaglutinasyon aktivitesi mikrohemaglutinasyon yontemi ile
saptand1. Bu amagla mikrohemaglutinasyon tablasinin ilk sirasindaki
dort géziine Rotavirus 75/447 (Irland) susundan o,1 ml konuldu.
Bu siranin altindaki gézlere 6zel damlatici pipet yardim ile 0,05 ml
PBS-M damlatildi. Sonra st siradaki virus, 6zel tagtyicilar (0,05 ml)
yardimit ile PBS-M bulunan gézlere 0.05 ml aktarilarak virusun
1/2-1/1024 arast sulandirmast yapidi. Bu sulandirma igleminden
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sonra biitiin gézlerc %o0,8 lik domuz eritrositinden o0.05 ml ilave
edildi. Mikrohemaglutinasycn tablas: iki saat oda sicakhiginda tutul-
duktan sonra sonug¢ degerlendirildi. Hemaglutinasyon birimi v: 4H
birimi saptandr.

HI testi igin serumlarin hazirlanige :

Mikronétralizasyon testi sonunda nétralizan antikor yoniinden
pozitif sonug veren kan serumlart HI testi yardimu ile kontrol edildi-
ler. Bu serumlar HI testine alinmadan énce kaolin ile muamele edil-
diler. Bu amacla 6nce serum numuneleri o,5 ml lik porsiyonlar ha-
linde plastik dency tiiplerine aktarildilar. Serumlar iizerine PBS-M
icin %p50 oraninda sulandirilmig domuz eritrositlerinden 1.0 ml
konuldu. Bu serum-eritrosit kanigimi go dakika oda sicakhiginda
bekletildikten sonra 2000 devirde 3o dakika santrifuje edildi, ve istde
kalan serum o,5 ml olarak tcmiz plastik deney tiiplerine aktanlda.
Eritrosit siispansiyonu ile én igleme tabi tutulan bu serumlarn iize-
rine PBS-M i¢inde hazirlanan 9%,0,25 lik kaolin siispansiyonundan
(PH 7.4) 1.0 ml ilave edilerek yeniden oda. sicakhginda 1 saat bekle-
tildi. Daha sonra bu serum -+ 9%,0,25 lik kaolin kariggmi 2000 devirde
30 dakika santrifuje edildi ve usttcki secrum pipetle alinarak mikro-
hemaglutinasyon-inhibisyon testine tabi tutuldu.

Mikro HI testi:

Mikronétralizasyon testinde pozitif sonug veren ve kaolinle mua-
melc edilen serum numuneleri, mikrohemaglutinasyon tablalarnnda,
iginde 0,02 ml sigir albumini bulunan PBS-M ile 1/5-1/80 arasi
sulandinldilar.

Sulandirilan serum numuneleri iizerine Rotavirus 75/447 (Ir-
land) susu 4H birimi (1/8) oraninda 6zel pipet yardimiyla 0,05 ml
olarak damlatildi. Mikrohemaglutinasyon tablas: bir saat oda sicak-
liginda birakildiktan sonra biitiin gézlere yine 6zel pipet ile 0,05 ml
90,8 lik domuz eritrositi ilave edildi. Yeniden bir saatlik oda sicak-
liginda -bekletilme igleminden sonra HI sonuglar degerlendirildi.

Hemaglutinasyon ve HI testleri i¢in Thicl’in (17) Dbildirdigi
yontemlerden yararlamldi.
Bulgular

10 ugr;ml tripsin ile muamele cdildikten sonra tripsinli Eagle
vasati iginde MDBK bhiicre kiiltiirlerine ekilen Rota virus 75/447
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(Irland) sugu 48 saat i¢inde tam bir sitopatolojik cffckt (CPE) mey-
dana getirerck iiredi. Aym sartlar altinda tutulan kontrol MDBK
hiicrelerinde herhangi bir degisiklik gozlenmedi. Uretilen virusun
mikrotitrasyon yontemi ile &lgiillen enfeksiyozite gici DKIDgy=
10%°/1.0 ml olarak saptandi.

Mikronétralizasyon testi ile, nétralizan antikor yoniinden Rota
virus 75/447 (Irland) susuna karst kontrol edilen 296 kan serumun-
dan g2 sinde (%31,08) 1/5 sulandirma da nétralizan antikorlarin
varhg tesbit cdildi (Tablo 1). Pozitif sonug veren g2 kan serumundaki
SN dagihmlart 1/11.9-1/28.2 arasinda olgiildii (Tablo 2).

Tablo 1: Rotavirus 75/447 (Irland) susu ile sifir serumlart arasinda
uygulanan mikronétralizasyon testi sonuglari.

Pozitif Serumlar
Yizdesi (%)

1/5 Sulandirmada
Pozitif Serumlar

Serum adeti Virus

296 Rotavirus ‘ 92 I 31.08 ‘
(75/447 lrland) |

Mikrohemaglutinasyon yontemi ile Rotavirus j5/44% (Irland)
susunun H.Birimi 1/32 olarak saptandi. Mikronétralizasyon testi
sonunda 1/5 sulandirmada nétralizan antikor yéniinden pozitif
sonu¢ veren g2 adet kan serumu ile yapilan mikro HI testinde 23
serumun (%a25) inhibisyon verdigi ve bu serumlarin HI degerlerinin
1/5-1/40 arasinda dagilim gosterdigi saptandi (Tablo 3). Gerek
mikronétr.lizasyon ve gerekse mikrohemaglutinasyon testlerinde
toksik etki gosteren serumlara rastlanmadi. Biitiin testlerdeki virus
kontrol v~ hiicre kontrollarin dogru ¢ahigtify gozlendi.

Tartigma ve Sonug

Neonatal diyareli hastalklara neden olan rotaviruslara kars1 da-
na ve sigirlarda antikor varhgini saptamak amaciyla yapilan bu ¢a-
ligmada, toplam 296 serum numuncsinden g2 adedinde (%31,08)
1/5 sulandirmada nétralizan antikorlara rastlanmig olup bu nétrali-
zan antikorlar, SNy, degeri olarak 1/11,9-1,28, 2 arasinda dagihm
gostermiglerdir. Bu durum é6ncelikle rctaviruslardan ileri gelen en-
fcksiyonlarin ilkemizde mevcut oldugunu ortaya koymaktadir. SNsg
deger dagilimlarinin oldukea diisiik titrede olmalarinin serum numu-
ncleri alinan hayvanlarin ileri yaglarda olmalarincan kaynaklanabile-




Tablo 2: Pozitif Serumlarin Serum Nétralizasyon (SN;,) degerlerine gore dagihmi.

l (SNg,) l 1:11,9 1:12,1 1:12,3 l 1:12,5 1:12,9 1:14,2 l 1:16,6 ! 1:23,5 1:28,2 ’ Toplam
Pozitif
Serum 26 9 13 6 1 28 3 4 2 92
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Tablo 3: Nétralizan antikor kapsayan scrumlarin HI degerlerine
gore dagihimi.

Serumdaki Antikor Titreleri

Pozitif Negatif Pozitif Pozitif Serumlar
< 1/5 1/10 1/20 I/40 1/80 Toplam (%)

Serum Adedi
92 69 15 7 1 - 23 25

cegi kanisindayiz. Ozellikle geng hayvanlarda nétralizan antikorlari-
nin SN, degerleri Schlafer ve Scott’un (16) bildirdigi gibi daha yiik-
sck titrelere ulagmaktadur.

Diger taraftan nétralizasyon testi sonunda nétralizan antikor
tagidifl saptanan 92 serum numunesi ile yapilan HI testinde bu sc-
rumlardan ancak 23 adedinin (%25) 1/10-1/40 arasinda inhibisyon
ozelligi gosterdikleri tesbit edilmistir. Bu duruma gére rotavirus anti-
korlarinin tesbitinde HI testinin, nétralizasyon testine oranla daha az
duyarh oldugu Thiel (17) ve Hafez ve arkadaslan (4) ninda bildirdik-
leri gibi bir kere daha saptanmigtir. '

Rotaviruslarin iiretiminde McNulty ve arkadaglarinin da (7)
bildirdikleri gibi MDBK hiicre kiiltiirlerinin duyarh kiiltiirler oldugu
tarafimizdan da gozlenmigtir.

Rotavirus suslarinin enfcksiybzite giiglerinin  yiikseltilmesi ve
ozellikle enfeksiyozite giicii yiiksek suglarin H1 testinde kullanilmalan
amaciyla, virus suslarimin tripsinle muamele edilerek hiicre kiiltiir-
lerine inokulc edilmelerindz Thiel (17) ve Clark ve arkadaglarinin
(2) bildirdikleri yontem uygulanmisg olmasina ragmen, arastiricilarin
(2,17) Dbelirtikleri DKIDs, degerine ulagilamamigtir. Bunda kani-
mizca tripsinle muamele edilmis virusun hiicre kiiltiirlerindeki pasaj
sayisinin roli bulunmaktadir.

Bununla birlikte ¢alijmamizda elde ettigimiz DKIDsy=10%°/ml
degeri nétralizasyon ve ozellikle HI testinde iyi sonug vermistir.

Sonug olarak Tiirkiyc’de rota viruslara kargt antikor varhgini
saptamak amaci ile yaptigimiz bu 6n ¢alisma da, degisik bolgelerden
gelen hayvanlardan alinan serum numunelerinde antikor saptanmast,
tilkemizde diyare ile seyreden viral nedenli neonatal hastaliklar iginde
rotavirus enfeksiyonlarininda géz ¢éniinde bulundurulmas: gerektigini
ortaya koymustur. Ayrica, oldukea ileri yaslardaki hayvanlarda rota-
viruslara kars1 antikor saptanmas1 bu viruslardan ileri gelen enfeksi-
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yonlarin ¢ok yeni olmadigini gostermektedir. Diger taraftan genis
kapsamh bir antikor taramasimin, o6zellikle devlet kurumlarinda,
antibiyotik sagitimlarma cevap yvermeyen yeni dogmus buzag: ishal-
lerinde rotaviruslarin roliinii saptamaya yardima olacag: kamsinda-

. Rota virus izolasyonlar1 iizerindcki ¢aligmalarimiz devam ct-

mektedir.
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