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DANA VE BUZACILARDA VİRAL ENTERİTİsLER
I- VİRUS İZOLASYONU ÜZERıNDE ÇALIŞMALAR

İbrahim Burgu * Yılmaz Akça** Hikmet Ünsüren •••

Viral enteritis of Calves I. Studies OD the virus isolation.

Summary: In this studyfeeal samples were eolleetedfrom 26 suckling calves
andyoung calves sl!Jferingfrom dianhea. These animals between i day - 8 months
of age, belonged to the difJerent part of Ankara and were brought to veterinary
Faeulty, Internal Disease Clinic for treatment.

Feeal samples were diluted in i : i o PBS containing i o x antibiotic solu-
tion. T wo parts of each feeal samples were mixed i part of i, I, 2- Tri chlor-
triflourethene and were shaked 5 minutes. These mixtures were eentrifugated ir.
3000 rpm for 3° minutes to remove debris. The supernatants were taken and
af ter the sterilization control, they were storaged at -80 oC., till use.

From eaeh sample 0,2 ml. was inoClllated in two tubes of MDBK ceU
cultıtre and they incubated al 37 oc. These culture tubes were examined daily
for 7 days to determine the eytopathogenic effeet (CP E). All samples Wt!Tepas-
saged 3 times in MDBK cell CIlltures.

In 5 out of 26 feeal samples, eytopathic changes were observed and they
were regarded as positive. These positive samples were passaged up to 9 th in
MDBK, twıee in prımary ca(f testes and Jetallamb muscle epıthel ana one time
in fetal lamb kidney ana fetal cal] kidney eell ckltures.

The ıitm of the isolated viruses were Jound between TCID50 = 103,25

to 108 ımı. in MDBK cell eultures.

Studies on the identification oj these isolatea viruses will be contmued.
Özet: Fakült£miz iç hastalıkları kliniğine enteritis semptomları ile
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getirilen 1 günlükle 8 aylık arası 26 buzağı ve danadan gaita numuneleri
toplandı.

Bu numunelerden MDBK hücre kültürlerine yapılan inokulasyonlar
sonunda sitopatolojik effekt meydana getiren 5 virus izole edildi.

Giriş

Buzağı ve danalarda, diyarelienfeksiyonların etkenIeri arasında
viral ajanlarında bulunduğu bilinmektedir. Özellikle viral nedenli
enteritisler büyük ekonomik kayıplara neden olmaktadır. Buzağı ve
danalarda Bovin Viral Diarrhae-Mucosal Disease (BVD-MD) (2,7,
13,14), Enterocytopathogenie Bovin Orphan (ECBO) (7,11), ve sığır
Adeno viruslarından (2,7,14) ileri gelen entiritis olayları yanında son
yıllarda yapılan çalı~malar, Rota viruslar (1,5,8,10,12,16), Corana
viruslar (5,10,16) ve Parvo virusların da (10,17,18) diyareli hastalık-
lara neden olduklarını ortaya koymu~tur. .

Finci (6) Türkiye'de yaptığı çalı~mada danalardan BVD-MD
virusunu izole ettiğini bildirmi~tir. Bunun dı~ında ülkemizde buzağı
ve danalarda enteritis olaylarına neden olan viruslarla ilgili herhangi
bir izolasyon çalı~ması mevcut değildir.

Bu çalı~mamızda, Fakültemiz İç Hastalıkları Kliniğine akut
enteritis semptomları ile getirilen i günlük ile 8 aylık buzağı ve da-
nalardan sağlanan gaita numunelerinden enteritislere neden olan vi-
ral ajanlar izole etmeyi amaçladık.

Materyal ve Metot

Klinik tanı:
Fakültemiz iç hastalıkları kliniğine enterıtıs semptomları ile.

getirilen buzağı ve danaların, yapılan klinik muayenelerinde, bitkin-
lik, durgunluk, yürürnede isteksizlik, çevreye olan ilgi azlığı, merme-
rin kuruması, ka~eksi, dehidrasyon, kulak, burun Ve exremite u~la-
rında soğuma, konjuktivalarda hiperemi ve vücut ısısında geniş var-
yasyonlar (37,3°C-41,4 OC) ortak semptomlar olarak görüldü. Klinik
muayencsi yapılan ve gaıtalarında bol miktarda mukus b\llunan dana
ve 'buzağıların 2 tanesinde askaridosiz, 3 tanesinde koksidiosiz 3
tanesinde diyare ile bırlikte bronchopneumonie tesbit edildi. Uygu-
lanan antibiyotik sağıumları sonunda 4 hayvanın kesinlikle sağıtıma
cevap vermedikleri saptandı.



pANA VE BUZAGILARDA VİRAL ENTERİTlsLER 47

Gaita numuneleri:

Entcritisli 26 adet buzağı ve danaya ait gaita numuneleri steril

petri kutularına veya ucu pamuklu steril çubuklar (swab) yardımı
ile steril tüplere alındı.

Doku kültürü:

Gaita numunelerinden virus izolasyonu ve vimsların enfeksiyö-
zite güçlerinin saptanm(l,sı için MDBK (Madin-Darby Bovine Kid-
ney) devamlı hücre kültürleri kullanıldı. Ayrıca fötal dana böbrek,
fötal kuzu böbrek, fötal ku7.U kas epitel hücre kültürleri ile primer
dana testis hücre kültürlerinde de virus üretme denemeleri yapıldı.
MDBK hücre kültüründe hücre üretme vasatı olarak % ı 5 inaktif
dana semmlu Eagle MEM vasatı, fötal ve primer hücre kültürlerin-
de de %ro inaktif dana serumlu Hank's yasatı kullanıldı.
Gaitaların ekime hazırlanışı:

Steril petri kutuları ve tüpler içine alınan gaita numunelerinin
ekime hazırlanmasında Frey ve arkadaşlarının (8) bildirdikleri yön-
temden yararlanıldı. Bu amaçla gaita numuneleri önce içinde ıo x ,
Antibiyotik solüsyonu (roo LE. penicillinelml., roo gamma strcp-
tomycine ımı', 0,005 mg kanamycine ımı) bulunan PBS (Phosphat
Buffer Solution pH 7,4) içinde i Iro oranında süspanse edildiler.

Bu gaita süspansiyonları, 2 kısım gaita süspansiyonu + i kısını
I, 1,2- Trichortrifluorethan * ile karıştırıldılar ve 5 dakika süı;e ile
çalkalandılar. Daha sonra bu karışım 30 dakika süre ile 3000 devirde
santrifuj edilerek üst kısım pipetle çekildi ve steril tüplerde -80°C
de inokulasyon zamanına kadar saklandı. İnokulasyon için hazırlanan
bütün gaita numuneleri sterilite kontroluna alındı.

Doku kültüriine inokulasyon:.

Gaita numunelerinden virus izolasyonu için, MDBK hücrekül.
türleri i o mI'lik vidalı kapaklı doku kültürü tüplerinde 3 X i 05 hücre I
mL.hesabıyla üretildiler. Yirmidört saat içinde üremesini tamamlayan
hücre kültürlerinin üretme vasatları döküldü ve hücre yüzeyleri iki
defa PBS-M ile yıkandı.

Daha sonra her bir gaita numunesi için iki adet hücre kültürü
tüpüne 0,2 mL.inokulasyon yapıldı. 37 oC de i saatlik (l,dsorbsiyon süre-
sinden sonra gaita inokulumları dökülerek hücre yüzeyleri yeniden
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48 İ. BURGU-Y. AKÇA-H. ÜNSÜREN

iki defa PBS-M ilc yıkandı ve tüplere 2 ml (%50 Earle Laktalbu-
min+%50 Eagle MEM+%5 fötal dana serumu) virus üretme va-
satı konuldu.

Doku kültürü tüpleri 37oc lik etüvlere kaldırılarak hergün sito-
patolojik effekt (CPE) yönünden kontrol edildi. Hücre kontrol bir-
likte uygulandı. Bu yöntemle gaita numuneleri MDBK hücre kültür-
lerinde üç defa pasajlandı,

Virus izolasyonu:
MDBK hücre kültürlerinde yapılan üç pasaj sonunda 26 adet

gaita numunesinden 5 adeclin de Gaita (7) (Protokol No: 433), Gaita
(8) (Protokol No: 464), Gaita (ıo) (Protokol No: 483), Gaita (13)
(Protokol No: 551), Gaita (I4) (Protokol No: 553) CPE görülmesi
üzerine bu gaita numuneleri 100 ml'lik doku kültürü şişelerinde üre-
tilen MDBK hücre kültürlerinde g.cu pasaja kadar yeniden pasaj lan-
dılar. Ayrıca aynı gaita numuneleri ile i pasaj fötal kuzu böbrek,
1 pasaj fötal dana böbrek, 2 pasaj primer dana testis ve 2 pasaj fötal
kuzu kas epitel hücrelerinde adsorpsiyon tekniği ile üretim yapıldı.
izole edilen viruslann enfeksiyözite güçlerinin tesbiti:

MDBK hücre kültürlerinde yapılan pasajlar sonu 5 gaita numu-
nesinden izole edilen virusların enfeksiyözİte güçleri Burgu (3) ve
Gürtürk ve arkadaşlarının (g) bildirdikleri mikrotitrasyon yöntemi
ile MDBK hücre kültürlerinde saptandı.

Bulgular

Fakültemiz iç hastalıkları kliniğine akut enteritis semptomları
ile getirilen çeşitli ırklara mensup buzağı ve danalardan alınan 26
adet gaita numunesinden MDBK hücre kültürlerine yapılan düzenli
pasajlar sonunda 24-48 saat içinde tam bir CPE meydana getiren 5
virus izole edilmiştir (Gaita No: 7, No: 8, No: ıo, No: 13, No: 14)
(Resim ı).

Diğer gaita numunelerinden ba~lları birinci MDBK pasajında
toksik etki göstermişler, diğer pasajlarda herhangi bir hücre dejenc-
rasyonu oluşturmamışlardır.

Bazı gaita numuneleri ise birinci pasajdan İtibaren hiç bir hücre
dejenerasyonu göstermemişlerdir. MDBK hücre kültürlerinde 5 gaita-
dan izole edilen viruslar 3.cÜ pasajdan itibaren MDBK hücre kültür-
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Resim i: Enfekte edilmiş MDBK hüere kültürü ve Gaita numunelerinden izole edilen
virusların oluşturdukları CPE görünümü.
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lerinde yapılan g.cu pasaja kadar düzenli ePE oluşturmuşlardır.
Aynı izolatlar 3.cÜ MDBK pasajından itibaren fötal kuzu kas hücre-
sinde 2 defa pasajlanmışlardır.

Bu pasajlar sonunda 7 ve 8 no'lu viruslar tam bir ePE oluştur-
muş 10,13 ve 14 nolu viruslar aynı hücre kültüründe ePE meydana
getirmemişlerdir. Primer dana testis hücre kültüründe 3.cÜ MDBK
pasajından yapılan iki pasajda'da 13 ve 14 no'lu viruslar tam bir ePE
oluşturmuşlar, 7,8 ve lO no'lu viruslar ePE meydana getirmemişler-
dir. Fötal kuzu böbrek ve fötal dana böbrek kültürlerine 3.cÜ MDBK
pasajından yapılan inokulasyonlar sonunda gaitadan izole edilen 5
virusunda tam ePE oluşturdukları gözlenmiştir (Şekil i), MDBK
hücre kültüründe yapılan 3.cÜ pasajdan elde edilen 5 izolatın aynı
hücre kültürlerinde mikrotitrasyon yöntemi ile yapılan enfeksiyozite
gücü ölçümıerinde No: 7 DKID50 = 106,7 ımı., No: 8 DKIDso =
103,25/m!., No: loDKIDso =105,25/ml., No: 13 DKID50 = 107,5/ml.
ve No: 14 DKID50 = 108,01 mL. değerlerine ulaştıkları gÖ71enmiştir
(Tablo ı).

Tartışma ve Sonuç

Fakültemiz iç hastalıkları kliniğine getirilen entcritisli buzağı ve da-
nalardan sağlanan 26 gaita numunesinden MDBK hücre kültürlerinde
gerçekleştirilen 5 virus izolasyonu bu hayvanlarda enteritislere neden
olan viral hastalıkların etyolojisi yönünden büyük önem taşımakta-
dır. Frey ve arkadaşlarının (8) aynı yöntemle MDBK hüere kültür-
lerinde gerçekleştirdikleri rota virus izolasyonu gibi, izole ettiğimiz
viruslarda ı.pasajdan itibaren MDBK hüere kültürlerinde düzenli
ePE oluşturarak üremişlerdir.

Frey ve arkadaşları (8), Rota virus izolasyonu 14 günlüğün al-
tındaki buzağılardan topladıkları gaita numunelerinden başarmış-
lardıf. hole ettiğimiz 5 virus protokol kayıtlarına göre 41) günlüğün
üzerindeki enteritisli hayvanlardan alınan gaita numunelerinden elde
edilmiştir.

Bu durum, izolatların özellikle rota, parvo Ve corana viruslar
olabileceği ihtimalini azaltmaktadır. Diğer taraftan EeBO viruslar
Adenoviruslar ve BVD-MD virus izolasyonları bu yaş ve daha yakın
yaşlardaki hayvanlardan sık gerçekleştirilmiştir (4,7,11,13,14). Fa-
kat BVD-MD virusunun MDBK hücre kültürlerinde ürememesi izole
edilen virusların BVD-MD virusu olma şansını da azaltmaktadır (ıS).
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Tablo i: İzole edilen virusların MDBK hüere kültüründe mikrotitrasyon
yöntemi ile ölçiden enfeksiyözite değerleri.

İ ZOLATLI\R ENFEKSİYOZİTE DEGERLERİ
(DKID..,/ı,o mL)

GA1TA No. 7 106'7

GA1TA No. 8 lo~'2S

GAİTA No. ıo 105125

GAtTA No. 13 ]071$

GAİTA No 14. ıo'

Sonuç olarak ülkemizde ilk kez i günlük ile 8 aylık enterıtıs
semptomlu buzağı ve danalardan alınan gaita numunelerinden virus
izole edilmesi ve toplam 26 numuneden 5 inde ePE oluşturan ajana
rastlanması bu tür klinik tal)loya neden olan viral enfeksiyonların
ülkemi,,:de yaygın olabileceği kanısını uyandırmıştır.

İzole edilen viruslar üzerİndeki identifikasyon ve tiplendirme
çalışmaları devam etmektedir.
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