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DANA VE BUZAGILARDA VIRAL ENTERITISLER
I- VIRUS 1ZOLASYONU UZERINDE GCALISMALAR

Ibrahim Burgu* Yilmaz Akga** Hikmet Unsiiren***

Viral enteritis of Calves I, Studies on the virus isolation.

Summary: In this study fecal samples were collected from 26 suckling calves
and young calves su, fering from diarrhea. These animals between 1 day - 8 months
of age, belonged to the different part of Ankara and were brought to veterinary
Faculty, Internal Disease Clinic for treatment.

Fecal samples were diluted in 1 :10 PBS containing 10 x antibiotic solu-
tion. Two parts of each fecal samples were mixed 1 part of 1, 1, 2-Tri chlor-
triflourethene and were shaked 5 minutes. These mixtures were centrifugated ir.
3000 rpm for 30 minutes to remove debris. The supernatants were taken and
after the sterilization control, they were storaged at —80°C., till use.

From each sample 0,2 ml. was inoculated in two tubes of MDBK cell
culture and they incubated at 37°C. These culture tubes were examined daily
Sor 7 days to determine the cytopathogenic effect (CPE). All samples were pas-
saged 3 limes in MDBEK cell cultures.

In 5 out of 26 fecal samples, cytopathic changes were observed and they
were regarded as positive. These positive samples were passaged up to g th in
MDBEK, twece in prumary calf testes and fetal lamb muscle epithel ana one time
in fetal lamb kidney ana fetal calf kidney cell cultures.

The titers of the isolated viruses were found between TCIDsy = 10325
to 108 [ml. in MDBK cell cultures.

Studies on the identification of these isolatea viruses will be contirued.
Ozet: Fakiltemiz i¢ hastaliklart klinidine enteritis semptomlary ile
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getirilen 1 ginlikle 8 aylik arast 26 buzagt ve danadan gaita numuneleri
topland:.

Bu numunelerden MDBE hiicre killtiirlerine yaprlan inokulasyonlar
sonunda sitopatolojik effekt meydana getiren 5 virus izole edild:.

Girig

Buzag ve danalarda, diyareli ‘enfeksiyonlarin etkenleri arasinda
viral ajanlarinda bulundugu bilinmektedir. Ozcllikle viral nedenli
enteritisler biiyiik ckonomik kayiplara neden olmaktadir. Buzag: ve
danalarda Bovin Viral Diarrhae-Mucosal Discase (BVD-MD) (2.7,
13,14), Enterocytopathogenic Bovin Orphan (ECBO) (7,11), ve sigir
Adeno viruslarindan (2,7,14) ileri gelen entiritis olaylar1 yaninda son
yillarda yapilan galigmalar, Rota viruslar (1.5,8,10,12,16), Corana
viruslar (5,10,16) ve Parvo viruslarin da (10,17,18) d1yarc11 hastalik-
lara neden olduklarin ortaya koymustur.

Finci (6) Tiirkiye’de yapugi c¢aliymada danalardan BVD-MD
virusunu izole ettigini bildirmistir. Bunun diginda iilkemizde buzag:
ve danalarda enteritis olaylarina neden olan viruslarla ilgili herhangi
bir izolasyon ¢aligmasi mevcut degildir.

Bu caligmamizda, Fakiiltemiz I¢ Hastaliklari Klinigine akut
enteritis semptomlar ile getirilen 1 giinliik ile 8 aylik buzag: ve da-
nalardan saglanan gaita numunelerinden enteritislere neden olan vi-
ral ajanlar izole etmeyi amagladik.

Materyal ve Metot
Klinik tam :

Fakiiltemiz i¢ hastaliklart’ klinifine enteritis semptomlar ile.
getirilen buzagi ve danalarn, yapilan klinik muayenelerinde, bitkin-
lik, durgunluk, yiiriimede isteksizlik, ¢evreye olan ilgi azhigi, merme-
rin kurumasi, kageksi, dehidrasyon, kulak, burun vz exremite ugla-
rinda soguma, konjuktivalarda hiperemi ve viicut isisinda genis var-
yasyonlar (37,3°C-41.4°C) ortak semptomlar olarak gorildi. Klinik
muayenesi yapilan ve gaitalarinda bol miktarda mukus bulunan dana
ve ‘buzagilarin 2 tancsinde askaridosiz, 3 tanesinde koksidiosiz 3
tanesinde diyare ilc birlikte bronchopneumonic tesbit edildi. Uygu-
lanan antibiyotik sagiumlan sonunda 4 hayvanin kesinlikle sagitima
cevap vermedikleri saptandi.
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Gaila numuneleri :
Enteritisli 26 adet buzag ve danaya ait gaita numuneleri steril

petri kutularina veya ucu pamuklu steril gubuklar (swab) yardimi
ile steril tiiplere alind.

Doku kiltiirii ;

Gaita numunelerinden virus izolasyonu ve viruslarin enfeksiys-
zite giiglerinin saptanmas: i¢in MDBK (Madin-Darby Bovine Kid-
ney) devaml hiicre kiiltiirleri kullamldi. Ayrica f6tal dana bobrek,
fotal kuzu bébrek, fotal kuzu kas epitel hiicre kiiltiirleri ile primer
dana testis hiicre kiltiirlerinde de virus iiretme denemeleri yapildi.
MDBK hiicre kiiltiiriinde hiicre liretme vasati olarak 915 inaktif
dana serumlu Eagle MEM vasati, fotal ve primer hiicre kiiltiirlerin-
de de %s1o0 inaktif dana serumlu Hank’s vasati kullamldi.

Gaitalanin ekime hazirlanigt:

Steril petri kutular: ve tiipler i¢ine alinan gaita numunclerinin
ckime hazirlanmasinda Frey ve arkadaglarinin (8) bildirdikleri yon-
temden yararlamldi. Bu amagla gaita numuneleri énce ig¢inde 10 x ,
Antibiyotik soliisyonu (100 L.E. penicilline/ml., 100 gamma strep-
tomycine /ml., 0,005 mg kanamycine /ml) bulunan PBS (Phosphat
Buffer Solution pH 7,4) ig¢inde 1/10 oraninda siispanse edildiler.

Bu gaita siispansiyonlar1, 2 kisim gaita siispansiyonu + 1 kisim
1,1,2- Trichortrifluorcthan* ile karigtirildilar ve 5 dakika siire ile
calkalandilar. Daha sonra bu karigim 30 dakika siire ile 3ooo devirde
santrifuj cdilerek itist kisstm pipetle ¢ekildi ve steril tiplerde —80°C
de inokulasyon zamanina kadar saklandi. Inokulasyon igin hazirlanan
biitiin gaita numuneleri sterilite kontroluna alindi. '

Doku  kultiiriine inokulasyon :

Gaita numunelerinden virus izolasyonu igin, MDBK hiicre kiil-
tiirleri 10 ml’lik vidali kapakli doku kiiltiirii tiiplerinde 3 X 103 hiicre
ml. hesabiyla iiretildiler. Yirmidort saat iginde iiremesini tamamlayan
hiicre kiiltiirlerinin tiretme vasatlari dékiildii ve hiicre yiizeyleri iki
defa PBS-M ile yikandi. -

Daha sonra her bir gaita numunesi i¢in iki adet hiicre kiiltiirii

tipiine 0,2 ml. inokulasyon yapildi. §7°C de 1 saatlik adsorbsiyon stire-
sinden sonra gaita inokulumlar: dokiilerek hiicre yiizeyleri yeniden

* E.Merck, Darmstadt.
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iki defa PBS-M ile yikandi ve tiiplere 2 ml (%50 Earle Laktalbu-
min+4 %50 Eagle MEM+Y%s5 fotal dana serumu) virus liretme va-
satt konuldu.

Doku kiiltiirii tiipleri 37°C lik etiivlere kaldirnlarak hergiin sito-
patotojik effekt (CPE) yoniinden kontrol edildi. Hiicre kontrol bir-
likte uygulandi. Bu yéntemle gaita numuneleri MDBK hiicre kiiltiir-
lerinde ii¢ defa pasajlandi,

Virus izolasyonu :

MDBK hiicre kiiltiirlerinde yapilan ii¢ pasaj sonunda 26 adet
gaita numunesinden 5 adedin de Gaita (7) (Protokol No: 433), Gaita
(8) (Protokol No: 464), Gaita (10) (Protokol No: 483), Gaita (13)
(Protokol No: 551), Gaita (14) (Protokol No: 553) CPE gériilmesi
iizerine bu gaita numuneleri 100 mP’lik doku kiiltiirii siselerinde ire-
tilen MDBK hiicre kiiltiirlerinde g.cu pasaja kadar yeniden pasajlan-
dilar. Ayrica ayni gaita numuneleri ile 1 pasaj fotal kuzu bobrek,
1 pasaj fotal dana bébrek, 2 pasaj primer dana testis ve 2 pasaj fotal
kuzu kas epitel hiicrelerinde adsorpsiyon teknigi ile iiretim yapildi.
Lzole edilen viruslarin enfeksiyizite giiglerinin tesbiti :

MDBK hiicre kiiltiirlerinde yapilan pasajlar sonu 5 gaita numu-
nesinden izole edilen viruslarin enfeksiyozite giigleri Burgu (3) ve
Giirtirk ve arkadaglannin (g) bildirdikleri mikrotitrasyon y6ntemi
ile MDBK hiicre kiiltiirlerinde saptanda.

Bulgular

Fakiiltemiz i¢ hastaliklar1 klinigine akut enteritis semptomlar:
ile getirilen gesitli irklara mensup buzagi ve danalardan alinan 26
adet gaita numunesinden MDBX hiicre kiiltiirlerine yapilan diizenli
pasajlar sonunda 24-48 saat iginde tam bir CPE meydana getiren 5
virus izole edilmistir (Gaita No: 7, No: 8, No: 10, No: 13, No: 14)
(Resim 1).

Diger gaita numunelerinden ba~ilan birinci MDBK pasajinda
toksik etki gostermigler, dier pasajlarda herhangi bir hucre dejene-
rasyonu olusturmamuslardir.

Bazi gaita numuneleri ise birinci pasajdan itibaren hig bir hiicre
dejencrasyonu gstermemiglerdir. MDBK hiicre kiiltiirlerinde 5 gaita-
dan izole edilen viruslar 3.cii pasajdan itibaren MDBK hiicre kiltir-
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Resim 1: Enfekte edilmis MDBK hiicre kiiltiirii ve Gaita numunelerinden izole edilen

viruslarin olugturduklar: CPE gériintimii.
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lerinde yapilan g.cu pasaja kadar diizenli CPE olusturmuglardir.
Ayni izolatlar 3.cii MDBK pasajindan itibaren fotal kuzu kas hiicre-
sinde 2 defa pasajlanmiglardir.

Bu pasajlar sonunda 7 ve 8 no’lu viruslar tam bir CPE olustur-
mus 10,13 ve 14 nolu viruslar ayn1 hiicre kiiltiiriinde CPE meydana
getirmemiglerdir. Primer dana testis hiicre kiiltiirinde 3.ci MDBK
pasajindan yapilan iki pasajda’da 13 ve 14 no’lu viruslar tam bir CPE
olusturmuglar, 7,8 ve 10 no’lu viruslar CPE meydana getirmemigler-
dir. Fotal kuzu bébrek ve fotal dana bobrek kiiltiirlerine 3.ci MDBK
pasajindan yapilan inokulasyonlar sonunda gaitadan izole cdilen 5
virusunda tam CPE olusturduklar: gézlenmistir (Sekil 1), MDBK
hiicre kiiltiiriinde yapilan 3.cii pasajdan clde edilen 5 izolatin ayni
hiicre kiiltiirlerinde mikrotitrasyon yontemi ile yapilan enfeksiyozite.
giicii olgimierinde No:y DKID;s, = 10%7/ml., No:8 DKIDsy =
10525 /ml., No: 10 DKIDg, =10%25/ml., No: 13 DKIDs, = 1075 /ml.
ve No: 14 DKIDs, = 1089/ ml. degerlerine ulagtiklar: gézlenmigtir
(Tablo 1).

Tartigma ve Sonug

Fakiiltemiz i¢ hastaliklar: klinjgine getirilen enteritisli buzagi ve da-
nalardan saglanan 26 gaita numunesinden MDBK hiicre kiiltiirlerinde
gerceklestirilen 5 virus izolasyonu bu hayvanlarda enteritislere neden
olan viral hastaliklarin etyolojisi yoniinden biiyiikk 6nem tagimakta-
dir, Frey ve arkadaslarinin (8) aym yéntemle MDBK hiicre kiiltiir-
lerinde gerceklestirdikleri rota virus izolasyonu gibi, izole ettigimiz
viruslarda r1.pasajdan itibaren MDBK hiicre kiiltiirlerinde diizenki
CPE olusturarak iiremiglerdir.

Frey ve arkadaslar1 (8), Rota virus izolasyonu 14 giinligiin al-
tindaki buzagilardan topladiklari gaita numunclerinden bagarmus-
lardir. Izole ettigimiz 5 virus protokol kayitlarina gore 40 giinliigiin
iizerindeki enteritisli hayvanlardan alinan gaita numunclerinden elde
edilmigtir.

Bu durum, izolatlarin 6zcllikle rota, parvo ve corana viruslar
olabilecegi ihtimalini azaltmaktadir. Diger taraftan ECBO viruslar
Adcnoviruslar ve BVD-MD virus izolasyonlar: bu yas ve daha yakin
yaslardaki hayvanlardan sik gergeklestirilmistir (4,7,11,13,14). Ta-
kat BVD-MD virusunun MDBK hiicre kiiltiirlerinde iirememesi izole
edilen viruslarin BVD-MD virusu olma sansini da azaltmaktadir (15).
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Tablo 1: Izole edilen viruslann MDBK hiicre kiiltiirinde mikrotitrasyon
yontemi ile 6lgiilen enfeksiyozite degerleri.

{ZOLATLAR ENFEK?%‘{(?S:}‘EODHE‘;?ERLERI
GAITA No. 7 10%7
GAITA No. 8 10¥?
GAITA No. 10 109%
‘GAITA No. 13 10"
GAITA No 14. 10°

Sonug olarak ilkemizde ilk kez 1 giinliikk ile 8 aylik enteritis
semptomlu buzag: ve danalardan alinan gaita numunelerinden virus
izole edilmesi ve toplam 26 numuneden 5 inde CPE olugturan ajana
rastlanmasi bu tir klinik tabloya neden olan viral enfeksiyonlarin
ilkemizde yaygin olabilecegi kanisini uyandirmigtir.

Izole edilen viruslar iizerindeki identifikasyon ve tiplendirme
galiymalar1 devam etmektedir.
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