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The iııvestigatioıı of rotavirus iııfeetioııs iıı dia"heie aııd Iloıı-diarrheie sheep
usiııg PAGE aııd EL/SA.

Summary: /n this research, presem'e ol' Rotavirus antigen/nucleik asid was
investigated using EL/SA and PAGE technique in 40 diarrheic and 56 clinicaLly
normal lamb and /75 sheep in 5 intensive sheep ./lock. AdditionaLly, 298 serum
samples coLlected fi"om in 6 sheep .llock were tested .lı)r antibodies by
microneutralisation technique.

At the end ol this study, the presence oL the Rotavirus inlection were not
detected in controLled lamb and sheep serologicaLly and virological!.v.

Key words: Sheep, rotavirus, PAGE, EL/SA, microneutralisatio/1.

Özet: Bu çaltşmada, 40 adedi ishaLli, 56 adedi -,ağltklı görünümlü 96 kuzu ile
175 koyuna ait 271 gaita örneği EL/SA ve PAGE yöntemleri ile Rotavirus
yihıünden test edildi. Ayrıca, 6 farklı koyunculuk işletmesinde bulunan 2915 adet
koyun kan serum u ijmeginde BRV Northern !reland 75/447 SU,I'U kullanılarak
uygulanan mikronötralizasyon testi ile Rotavirus antikorlannın varlığı ara,ı.tırıldl.

Elde edilen verilere göre, örneklenen koyunlarda rotavirus enleksiynnunun
. ,

varlığı serolojik veya vimlojik olarak saptanamadı.

Anahtar kelimeler: Koyun, rotavirus, PAGE, EL/SA, mikrOlıötralizasyon.
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Giriş

Rotaviruslar, viral sindirim sistemi en-
reksiyonları içinde gerek yaygınlıkları ve ge-
rekse yüksek mortaliteleri nedeniyle önemli yer
tutmaktadır (2,6,15).

Rotavirusların neden olduğu enteritisler,
farklı hayvan türlerinin özellikle yeni do-
ğanlarında ishal, dehidrasyon, kilo kaybı, ano-
reksi, metabolizma bozuklukları ile ka-
rakterizedir (4,8,9,10). Etken, incebarsak villus
epiteııerini olumsuz yönde etkilemekte, do-
layısıyla diğer viral, bakteriyel ya da protower
etkenler ile komplikasyonların doğmasına ve
önlem alınmadığı taktirde ölümle so-
nuçlanabilen bir klinik seyire de neden ola-
bilmektedir (i O).

Reoviridae familyasının bir alt grubunu
olu~turan rotaviruslar, 45-70nm. büyüklükte
olup, çift iplikçikli ve pozitif polariteli RNA
içeren viruslardır. Etken çift katlı ikozahedral
sİmetı'ili bir kapside sahiptir ve 32 kapsomer
içermektedir. Rotavirusların sahip olduğu çift
sarmallı RNA 11-12 segmentli olup, bu seg-
mentler dizilim ve elektroforetik migrasyon ka-
biliyetlerine göre türler arasında bir takım fark-
lılıklar sergilemektedir (10).

Yetişkin hayvanlarda geneııikle subklinik
enfeksiyona neden olan rotaviruslar, yenidoğan
buzağı, kuzu, tay ve domuz yavrularında ishal
ile karakterize klinik enfeksiyonun yanısıra
subklinik enfeksiyonlara da neden ol-
maktadırlar (5,6,7).

Yapılan literatür taramasında, yurtdışında
koyunlar ile yeni doğan kuzularda rotavirus en-
[eksiyonuna ilgili çalışmaların sınırlı olduğu
göri.ilmü~tür.Snodgrass ve ark.(15) 41 spesifik
patojen free (SPF) kuzunun bulunduğu bir
grupta sulu sarı renkli ishal ile karakterize yük-
sek mortalite oranı gösteren bir salgından im-
munelektron mikroskopi ve immunfloresan
yöntemleriyle rotavirusların tespit edildiğini
bildirmişlerdir. Berrios ve ark. (2) 161 adedi üç
ayda n küçük kuzulardan, 19 adedi erişkin ko-
yunlardan sağlanan 1HO gaita örneğinden ı7
adedinde ((!c:9.4) ELlSA ile rotavirus sap-
taoık\annı ve rotavirus varlığı saptanan ga-
italardan 7 adedinin ishaııi kuzulara ait 01-

duğunu belirtmişlerdir.Dimitrova ve ark. (6)
ise, Sofya'da bulunan 12 çiftlikteki 79 ishalli
kuzudan 28 adedinin (% 35.4) gaitasının ro-
tavirus antijeni yönünden pozitif olduğunu kay-
detmişlerdir. Amerika Birleşik Devletlerinde
ise koyunlarda rotavirus enfeksiyonu ilk kez
1995 yılında Theil ve ark.(16) tarafından sap-
tanmıştır. Araştırıeılar (16) ABD' de bir araş-
tırma çiftliğinde çıkan, sarı renkli-sulu ishal,
ağırlık kaybı, ateş ve dehidrasyon ile ka-
rakterize, %75 mortalite oranına sahip bir en-
feksiyonda, ishalli hayvanların tümünün ga-
itasında elektron mikroskobi yöntemi ilc
rotavirus partiküllerinin saptandığını hil-
dirmişlerdir.

Türkiye'de koyunlarda rotavirus en-
feksiyonuna ilgili herhangi bir bildirime ıse
ras tlanmamış tı r.

Bu araştırmada, Türkiye' de sığırlarda Ro-
tavirus enfeksiyonunun serolojik ve yirolojik
olarak araştırıldığı çalışmalardan (I ,:1,4, 18) ha-
reketle, bu araştırmaların yürütüldüğü kamu iş-
letmeleri ile diğer bazı işletmelerde koyun ve
sığırların birarada bul undurulduğu ve türler
arası etken nakli olasılığı gözönünde bu-
lundurularak, ishalli kuzular ile klinik olarak
sağlıklı görünümW değişik yaş gruplarında bu-
lunan koyunlarda, rotavirusların varlı,~ının vi-
rolojik ve serolojik olarak ara~tınlması ve böy-
leee koyunlarda klinik ya da subkliııik olası
rotavirus enfeksiyonlarının belirlenmesi amaç-
lanmıştır.

Materyal ve Metot

Materyal

Hücre kültürü: Mikronötralizasyon tes-
tinde kullanılan bovine rotavirus (BRV)'un
Northern Ircland 75/447 suşunun üretilmesinde,
titresinin belirlenmesinde ve serum örneklerine
uygulanan mikronötralizasyon testinde Madin
Darby Bovine Kidney (MDBK) hücre kültürü
kuııanıldı.

Virus: Mikronötralizasyon ve PAGE tesl-
lerinde referenz virus olarak Rotavirusun
Northern Ireland 75/447 suşundan yararlanıldı.
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Tablo I.: Maıeryal sağlanan i~lcımeler ve maıeryal sayıları
Table I.: The number of saınpled animals and disıribuıion of ıhese sanıplcs ıo the: noeks.

ÖRNEKLENEN MA TERY AL
MATERYAL
SAGLANAN

Gaita Serum

iŞLETMEI,ER Koyun Kuzu
Sağlıklı İshalli

i (Ankara) 50 26 6 50

II (Ankara) 40 25 29 SO
III (Bursa) 44 - 5 -

LV (Denizli) II 5 - 50

V (Balıkesir) 30 - - SO
VI (Eskişehir) - - - SO
VII (Amasya) - - - 4~

TOPLAM 175 56 40 298

Gaita örnekleri: 5 kamu işletmesinde bu-
lunan 96 adet kuzu (40 adeti ishalli ve 56 adeti
sağlıklı görünümlü) ile 175 adet koyundan sağ-
lanan toplam 271 adet gaita örneği kullanıldı.
Materyal sağlanan i~letmeler ile alınan materyal
sayıları Tablo- i 'de gösterildi.

Serum örnekleri: Serolojik kontrol ama-
cıyla 6 kamu işletmesine ait toplam 298 erişkin
koyundan sağlanan kan serumları kullanıldı
(Tablo I). Kan serumu örnekleri III nolu iş-
letme dışında, gaita örneği alınan koyunlar ile
diğer sağlıklı görünümlü koyunlardan sağlandı.

Metot

EL/SA Testi: Gaita örneklerinde rotavirus
varlığının araştırılması amacıyla ticari ELlSA
test kiti (Microgen, İngiltere) kullanıldı. Test,
üretici firmanın önerdiği yönteme göre yapıldı.

PAGE Testi: Gaita örneklerinin rotaviral
RNA içeriği yönünden kontrolu için uygulanan
testtc, Herring ve ark.(8) tarafından bildirilen
yöntem uygulandı.

Bu amaı,:la, gaita örnekleri %1 Sodyum do-
desil sülfat (SDS) içeren 0.1 M Na-asetat tam-
ponu içinde (pH:5.0) 1:4 oranında sulandınldı.
Gaİta süspansiyonuna eşit hacimde 8-
Hidroksikinolin içeren Fenol-Kloroform ka-

rışımı (3:2Kv/v) ilave edilerek, bir dakika vor-
texle karıştırıldı. Bu karı~ımın 2000 devirde iO
dakika süre ile santrifüj edildi. Santrifüj sonrası
üst sıvı alındı. Rotavirusa ait çift iplikçikli
RNA'nın saptanması amacıyla, elde edilen
santrifüj üst sıvıları %0.2 Bromfenol mavisİ
içeren %25'lik sukroz ile karıştınlarak, PAGE
için hazırlandı.

Yukarıda belirtilen işlemler, virus kontrol
olarak kullanılan BRV'un Northern ırcıand 751
447 suşu için de aynen uygulandı.

Hazırlanan %7.5 devamlı poliakrilamid
jcle (akrilamid:bisakrilamid, 37.5: i), hazırlanan
örneklerden özel enjektör yardımıyla 0.04
mL.konuldu. Elektrofarez işlemi +4 oC' de, 20
mA ve 70 voH'da 16 saat süreyle yapıldı. Bu
süre sonunda jel gümüş nitrat ilc Sammons ve
ark. (l3)'nın bildirdiği yönteme göre boyandı.

Mikroııötralizasyoıı Testi: Test, senım ör-
neklerinde rotavirus antikodarının sap-
tanmasında kullanıldı.

Bu amaçla, serum örneklerinin I/S'lik su-
landırmalarından mikronölralizasyon tabletinde
yan yana bulunan iki göze 0.05 ml konuldu.
Daha sonra serum sulandırmaları üzerine eşit
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hacimde 100 OKıOso / 0.05 mL. oranında su-
landırılan test virusundan (BRV'un Northern
Ireland 75/447 suşu) ilave edildiTabletler 37
oC' de 1 saat süreyle inkubasyona bırakıldı.
Süre sonunda tüm gözlere MDBK hücre süs-
pansiyonu (300 000 hücre/ml) konuldu. Tab-
letler yeniden 37° c'de 5 gün süre ile in-
kubasyona bırakıldı. Test, hücrelerde meydana
gelen sitopatolojik değişiklikler dikkate alı-
narak, doku kültürü mikroskobunda de-
ğerlendirildi.

Bulgular

Kırk ishalli, 56 sağlıklı görünümlü 96
kuzu ile 175 erişkin koyundan sağlanan gaita
örneklerinde gerek ELlSA ve gerekse PAGE
testleri ile yapılan kontrollerde rotavirus an-
tijeni ya da viral nüklcik asit tespit edilemedi.
Diğer taraftan; BRV Northern Ireland 75/447
suşu kullanılarak uygulanan mikronötralizasyon
testi ile kontrol edilen 298 adet kan serumu ör-
neği de rotavirus antikoru yönünden negatif bu-
lundu.

Tartışma ve Sonuç

Tüm dünyada yaygın olan rotavirusların
enfeksiyon spektrumunda yeni doğan bcbek,
buzağı, tay, kuzu, domuz, maymun, geyik, kedi
ve köpek ile kanatlı hayvanlar yer almaktadır
(4,5,6,11,14,17).

Rotaviruslar erişkin hayvanlarda subklinik
enfeksiyona, yeni doğan hayvanlarda ise sık-
lıkla klinik enfeksiyona neden olmaktadırlar
(1,2,18). Nitekim koyunlarda gaitadan rotavirus
tespitinin bildirildiği az sayıdaki araştırmada
(2,6,7,15,16) örneklemeler ishalli kuzulardan
ya da bunlarla aynı işletmede bulunan sağlıklı
görünümlü kuzulardan yapılmıştır. Bu araş-
tırmada ise örneklemelerin yapıldığı iş-
letmelerde yeni doğan kuzularda yoğun ishal
olguları tespit edilememiş ve sadece 40 ishalli
kuzudan materyal sağlanabilmiştir. Ayrıca is-
halli kuzuların yanısıra aynı işletmelerde bu-
lunan S i sağlıklı görünümlü kuzu da ör-
neklenmiştir. Ancak bu hayvanlardan sağlanan
gaita örneklerine uygulanan testler sonucunda
rotavirus antijeni tespit edilememiştir. Bu veri
ishal olgularının, Rotavirus dışında bir eti-
yo1ojik ajan yada diğer bazı faktörlerden ( bes-
lenme, v.b) kaynaklandığını ortaya koymuştur.

Çeşitli türlerin sağlıklı görünümlü eriş-
kinlerinde ve yeni doğanlarında rotavirus var-
lığı saptanmıştır (l,2,6,7). Ellis ve Danids (7),
rutin teşhis amacıyla laboratuvarlarına gön-
derilen ishalli kuzularda rotavirus en-
feksiyonunun varlığının saptanması (ör-
neklenen kuzuların %20' si) yanısıra, bu
kuzularla aynı işletmelerde bulunan sağlıklı gii-
rünümlü kuzularda da % ı1 oranında rotavirus
tespit edildiğini bildirmişlerdir. Bu araştırmada
ise, 51'i ishal olgularının giizlendiği i~-

letmelerde bulunan toplam 56 sağlıklı gö-
rünümlü kuzu ve 175 erişkin koyuna ait gaita
örneği rotavirus antijeni/nüklcik asidi yönünden
negatif bulunmuştur. Dolayısıyla virolojik ve-
rilere dayanılarak subklinik rotaviru~. en-
feksiyonunun saptanması mümkün olamamıştır.

Serolojik çalışmalar ile etkene spesifik an-
tikorların tespiti de, bir populasyonda en-
feksiyonun varlığı ya da oranının be-
lirlenmesinde büyük değer taşımaktadır. Bu
araştırmada BRV Northern Ireland 75/447 suşu
kullanılarak yapılan nötralizasyon testi so-
nucunda, 6 kamu işletmesinde bulunan kuzu ve
koyunlardan sağlanan 298 kan serumunda an-
tikor tespit edilememiştir. Bununla birlikte hu
veri kontrol edilen işletmelerdeki koyunlarda
rotavirus enfeksiyonunun bulunmadığı an-
lamına da gelmemektedir. Çünkü farklı hayvan
türlerinden ya da insanlardan izole edilen 1'0-

taviruslar ile yapılan kros-nötralizasyon ça-
lışmalarında çoğunlukla ortak nötralizasyon
epitopunun hulunmadığı ve hatta aynı türden
izole edilen rotavirus suşlarının da bu suşlanı
karşı elde edilen hiperimmun serumlar ilc farklı
nötralizasyon sonuçları verdiği tespit edilmiştir
(12). Bu nedenle, bu araştırmada koyun orijinli
rotavirusun kullanılmadığı dikkate alınarak,
kontrol edilen işletmelerde BRV Northern Ire-
land 75/447 suşu ile kros nötralizasyon ver-
meyen ya da düşük düzeyde antijenik yakınlığı
olan bazı koyun ve sığır rotavirus suşlarının
varlığı olasılığı gözönünde bulundunı! malıdır.
Farklı koyun yada sığır Rotavirus suşları kul-
lanılarak yapılan yeni serolojik çalışmalar bu
konuya açıklık getirebilecektir.

Bu araştırmanın amaçlarından birisi de
sığır ve koyun türlerinin birarada barındırıldığı
işletmelerde türler arasında etken naklinin araş-



KLINIK OLARAK SAGUKU VEYA DIYARE SEMPTOMLU KOYUNLARDA ROTA VIRUS ENSIYONU.. 147

tırılmasıdır. Burgu ve ark. (4) ile Yazıcı'nın
(l8) araştırmalarında, bu araştırmada materyal
sağlanan III, IV, V ve VI nolu işletmelerde yeni
doğan ishalli buzağılarda rotavirus varlığı sap-
tanmıştır. Bu işletmelerde sığırlarda rotavirus
enfeksiyonunun saptanmış olması, koyunlarda
da en azından sığır orijinli rotavirus en-
feksiyonlarının muhtemelolabileceğini dü-
şündürmüşlür. Ancak araştırmada BRV spesifik
antikor taşıyan koyunlar tespit edilememiştir.
Bu durum sözkonusu işletmelerde sığırlardan
koyunlara Rotavirus bulaşmasının olmadığı ya
da bulaşmanın serolojik çalışmada kullanılan
BRV suşu ile sahavirusu arasındaki antijenik
ilişki düzeyinin bir sonucu (12) olarak tespit
edilemediği şeklinde değerlendirilmiştir.

Sonuç olarak, bu araştırmada ishalli ya da
sağlıklı görünümlü kuzu ve koyunlarda ro-
tavirus enfeksiyonlarının varlığı sap-
tanamamıştır. Ancak özellikle yeni doğan ku-
zıılarda yoğun olarak ishal olgularının
gözlcndiği işletmelerde, rotavirus yönünden ya-
pılacak serolojik, virolojik ve elektron mik-
roskobik çalışmaların bu konuda yeni verileri
ortaya koyacağı düşünülmektedir.
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