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SIGIR VEBASI SUPHELI BUZAGILARDAN VIRUS iZOLASYONU

2
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A Virus Isolation From Rinderpest Suspected Calves

Summary : A highly lethal disease, suspected of,
resembling Rinderpest, was diagnosed as a result of
clinical and pathological examinations, in calves, in october
1991. in Konya.

Total of 9 specimens, including 2 mesenterial lymph
nodes, 2 spleens, 2 buffy coat samples and 3 nasal swaps
was obtained for virology testing from Rinderpest
suspected calves. ;

The inoculation of specimens to Foetal Calf Kidney
(FCK) cell cultures, showed that, 4 of the specimens
of the 2 mesenterial lymph nodes and 2 nasal swaps
was positive for cytopathologic effect (CPE).

The histopathologic examination of specimens with
CPE in cell cultures, revealed intrastoplasmic and int-
ranuclear inclusion bodies.

Ozet : Konya Bélgesinde 1991 yilinin Ekim ayinda
buzagilar arasinda yliksek dizeyde 6limle seyreden,
klinik ve patolojik olarak sigir vebasindan slpheli bir
hastalik gérilmeye bagland..

Virolojik muayene amaciyla hasta buzagilardan 2
adet mezenteriyal lenf yumrusu, 2 adet dalak, 2 Iékosit
6rnegi ve 3 adet de nasal swap olmak lizere toplam 9
materyalin, fétal dana bébrek (FDB) hicre kiltirlerine
yapilan inokulasyonlarinda numunelerin 4 adedinde (iki
adet nasal swap ve iki adet mezenteriyal lenf yumrusu)
sitopatolojik effekt (CPE) gézlendi. CPE olusturan nu-
munelerin  hicre kdltirlerindeki  histopatolojik in-
celemelerinde intrastoplazmik ve intraniklear inkluzyon
cisimcikleri olusturdugu saptandi. -

Giris
Sigir vebasi ruminantlara 6zgu, kontagiyoz,
atesli, akut yada subakut seyirli, sindirim ve solunum
sistemindeki mukozalarin nekrozu, erozyonu ve
kanl ishalle karakterize, mortalite orani yiksek,

sistemik bir hastaliktir. Olim, genellikle dehidrasyon
sonucu sekillenen genel kondisyon kaybindan

olusur. Ylksek mortaliteye bagli olarak ¢ok biytk
ekonomik kayiplara neden olur (4, 11).

Si3ir vebasi etkeninin bir virus oldugu ilk olarak
Nicolle ve Adil Bey tarafindan tespit edilmistir
(17).

Antijenik olarak stabil olan etken Paramyxoviridae
familyasinin morbillivirus cinsi igcinde yer alir ve
tek tiptir. S1gir vebasi virusunun, kizamik (Measles)
ve képeklerin genglik hastaligi (Canine Distemper)
viruslari ile immunolojik olarak yakinhgi vardir (3,
8, 32).

Sigir vebasi virusu dayaniksiz bir virus olup,
konak¢i disinda yuksek-dusik pH ve isi de-
gerlerinde, gunes 1s1ginda ve % 50-60 nemli or-
tamlarda hizla inaktive olur (4, 11, 24).

Virion pleomorfik, yuvarlak ve zarlidir. Genellikle
100-150 nm gapinda veya uzun flemantéz formdadir.
Tek sarmalli RNA iceren virionda niikleokapsid
18 nm ¢apinda ve helikal simetrik yapiya sahiptir.
Virus ylzeyi, lipoprotein tabiatinda, isinsal ¢ikintilar
bulunan bir zar ile ¢evrilmistir (4, 11, 21).

Sigir vebasi virusu sigir, koyun, kegi, tavuk
embriyosu, domuz, hamster, képek ve insan hiicre
kaltarlerinde syncytial hicre olusumu, int-
rastoplazmik ve intraniklear asidofilik inkluzyon
cisimcigi ile karakterize CPE yaparak ¢ogalr (1,
14, 26, 28, 29, 30, 31).

Fétal dana bébrek hicre kilturleri etkene en
duyarl hicre kaltarleridir (16). Devamh hiicre
kaltarlerinden en yaygin olarak kullanilani ise Vero
(African Green Monkey), MDBK (Madine Darby
Bovine Kidney) ve Hela hicre kiltarleridir (7, 9,
16, 19, 21, 26).

Sigir vebasi virusunun (Kabeta "O" susu ile)
doku kaltarlerinde meydana getirdigi sitopatolojik
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bozukluklar ilk defa 1957 yilinda Plowright ve Ferris
(20) tarafindan incelenmistir. Bu arastiricilar, virusun
yedinci pasajindan dana bébrek hiicre kilturlerine
yapmis olduklari ekimlerden 3-4 gln sonra,
hiicrelerde bozukluklarin meydana geldigini, onikinci
glinde virusun etkisiyle hicrelerin hepsinin dé-
kualdaguna saptamiglardir. Ayrica hiicre kultarlerinde
sigir vebasi virusunun, kizamik ve kabakulak vi-
ruslari gibi intrantklear ve intrastoplazmik inkllizyon
cisimcikleri olusturdugunu belirtmislerdir.

Liess (12, 13) sigir vebasi virusunun Kabeta
"O" susunu Hela hicresinde Uretmis ve aynen dana
boébreginden hazirlanmis hicre kiltirlerinde oldugu
gibi CPE (sitopatolojik effekt) ve intrastoplazmik
ve intrantklear inklizyon cisimcikleri sekillendirdigini
goézlemistir.

Sigir vebasi enfeksiyonunun varhgi ve yayginlig
daha cok serolojik yontemlerle saptanmaktadir (22,
23,25, 26).

Darbyshire (2) si1gir vebasini mukozal has-
taliklardan ayirt etmek icin agar jel diffuzyon
metodunun uygun bir test oldugunu bildirmistir.

Liess ve Plowright (15) deneysel olarak olus-
turduklari s1gir vebasi enfeksiyonlarinda kulugka
stresinin 3-5 gun, kontakt enfeksiyonlarinda 8-11
glin oldugunu; derece yukselmesinin 2. ginu ile
9. glinleri arasinda burun akintisindan, hastaligin
1-8. gunleri arasinda idrardan ve 3. gunden itibaren
de gaitadan virusun izole edilebildigini sap-
tamislardir.

Gurturk ve ark. (5) Turkiye'nin gesitli bol-
gelerinden saglanan 1012 adet si1gir kan serumunu
sigir vebasina karsi mikronétralizasyon testi ile
kontrol etmisler ve 464 adet serumun pozitif ol-
dugunu bildirmislerdir.

Gurtark ve ark. (6) IBR virusuna karsi nétralizan
antikor yonunden pozitif olan sigirlarda sigir vebasi
asisinin daha yuksek titrede antikor olusturdugunu
yaptiklari nétralizasyon testiyle belirlemislerdir.

Bu c¢alisma, buzagilarda gérilen, klinik ve
patolojik olarak sigir vebasindan sipheli hastaligin
teshisini, etken izolasyonu ile desteklemek amaciyla
yaptimistir.
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Materyal ve Metot

Konya bélgesinde 1991 yili Ekim ayinda si-
girlarda klinik olarak si1gir vebasindan stpheli bir
salgin hastalik gérilmeye baslamasi ve S.U.
Veteriner Fakiltesine 10 Ekim 1991 tarihinde
Konya'nin Saracgoglu Mahallesinde bir besicilik
Unitesinde buzagilarda yiksek dizeyde élumlerle
seyreden bir hastalik bagvurusu Gzerine ilgili Bilim
Dali uzmanlari tarafindan hastalik sahada géz-
lemlendi. Klinik ve patolojik olarak hastaligin sigir
vebasina ¢ok benzedigi géruldu. Etken izolasyonu
amaciyla gerekli numuneler alinarak laboratuvar
incelemelerine baslandi.

1. Klinik numuneler : Virolojik muayene amaciyla
hastaliktan stipheli 40 baslk bir strGnan iginden
4 buzag segilerek 2'sinden antikoagulanli tup igine
kan 6rnegi, burun akintisi bulunan 3'inden steril
sartlarda nasal swap alindi. Olen hayvanlardan
2'sinden otopsi yapilarak 2 adet dalak ve 2 adet
mezenteriyal lenf yumrulari toplandi. Bodylece
arastirma materyalini hastalikl ve 6len hayvanlardan
alinan toplam 9 numune olusturdu.

1.1. Klinik numunelerin hazirlanmasi :

1.1.1. Nasal swap : Steril sartlarda alinan swap,
antibiyotikli PBS iginde laboratuvara getirildi. U¢bin
devirde 30 dakika santrifijden sonra antibiyotik
ilave edilerek sterilite kontrolt yapildi ve kul-
lanilincaya kadar -80 C° de dondurularak sak-
landi.

1.1.2. Kan : Antikoagulanli (EDTA) tipe™* alinan
kan (2000) devirde 10 dakika santrifiij edildi. Lokosit
tabakasi pastér pipeti ile alinarak, G¢ kez PBS ile
yikandi. PBS ile sulandirildiktan sonra sterilite
kontrolu yapildi. DMSO (Dimetilsulfoksit), fétal dana
serumu ve antibiyotik ilave edilerek, kullanilincaya
kadar -80 C°'de saklandi.

1.1.3. Mezenteriyal lenf yumrusu : Steril sartlarda
alinan lenf yumrusu, homojenizatérde™*, homojenize
edildikten sonra, santrifij edildi. Ustteki siviya
konsantre antibiyotik ilave edilerek sterilite kontrolu
yapildi. Hazirlanan numuneler hicre kultarlerine
inokule edilinceye kadar -80 C°'de saklandi.

1.1.4. Dalak : Mezenteriyal lenf yumrusunda
oldugu gibi hazirlandi. Sterilite kontrolu yapildiktan
sonra kullanilincaya kadar -80 C°'de saklandi.

2. Hucre kaltard : Konya Et ve Bahik Kurumu
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Mezbahasinda kesilen sigirlardan alinan fétuslar,
Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji
Bilim Dali laboratuvarina getirildi. Steril sartlarda
fotuslarin bébrekleri alinarak tripsinleme metodu
ile FDB (fotal dana bobrek) hicre kiltard hazirlandi.
Hucre Uretme vasati olarak Eagle MEM (Minimum
Essential Medium) kullanildi.

3. Virus izolasyonu igin klinik numunelerin doku
kultarlerine inokulasyonu :

Virus izolasyonu amaciyla hazirlanan batin
numuneler, FDB hucre kultirlerinde 5 kez pa-
sajlandi.

Bu amacla her bir materyal i¢in iki adet doku
kaltara taptne 2 ml. FDB hicre slspansiyonu
(300.000 htcre/ml) konularak 37 C°'de 2 guin inkube
edildi. Hucre ylzeyleri 37 C°'de 1sitilmis PBS ile
yikandiktan sonra izolasyon materyallerinden 0.2
ml miktarinda inokule edilerek, 37 C°'de 1 saat
adsorbsiyona birakildi. Adsorbsiyondan sonra hticre
yuzeyleri PBS ile yikanarak Gzerlerine 2 ml virus
Uretme vasati (Eagle MEM) kondu. Hucre kaltirleri
7 gun sireyle 37 C°'de inkubasyona birakildi ve
her gin CPE yoénunden kontrol edildi. CPE'nin
gérilmedigi durumlarda numuneler taze hicre
kalturlerinde tekrar pasajlandi.

4. InklGizyon cisimciginin aranmasi : FDB hicre
kaltarleri ¢capt 30 mm. olan ufak petri kutularina
konulan 20x20 mm buyukligindeki lamellerde
hazirland!.
Gremesi saglandiktan sonra, numunelerden izole
edilen viruslar inokule edildi. Inokulasyondan sonra
sira ile 2., 3., 4. ve 5. glnlerde alinan lameller
Bouin's solusyonu ile tespit edilerek He-
motoksilen-Eozin ile boyandi. Hazirlanan preparatlar
Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji
laboratuvarinda inklizyon cisimcigi ydoninden
arastirildi.

Bulgular

Klinik olarak si1gir vebasi semptomu gdsteren
buzagilardan alinan 2 adet mezenteriyal lenf
yumrusu, 2 adet dalak, 2 16kosit 6rnegi ve 3 adet
de nasal swap olmak Gzere toplam 9 materyalin,
FDB hicre kulturlerine yapilan ekimlerinde, nu-
munelerin 4 tanesinde CPE gézlendi (Resim 1 -
A,B,C,D,E).

CPE gdzlenen materyallerin ikisi mezenteriyal

lenf yumrusuna, diger ikisi ise nasal swap nu-
munelerine aitti.

Virus izole edilen mezenteriyal lenf yumrularinin
birinde 3. pasaj ikinci giinde, digerinde ise 3. pasaj
doérdunch ginde ve 2 adet nasal swap'in birinde
2. pasaj besinci glinde, digerinde ise 2. pasaj
dérdanci ginde ilk kez CPE tespit edildi (Tablo
1).

Patoloji laboratuvarinda, virus inokule edilen
hicre kultarlerinden 2., 3., 4., ve 5. glnlerde
hazirlanan ve Hemotoksilen Eozin ile boyanan hiicre
kaltart preparatlarinda, sigir vebasi virusunun tipik
ozelliklerinden olan intrastoplazmik ve intrantklear
inkluzyon cisimcikleri 3. giinden itibaren gozlendi
(Resim 1-F).

Tablo 1. Doku kiiltiirlerinde gozlenen CPE.

FDB hiicre kiiltiirlerinde g6zlenen CPE

Lamellerde istenilen hicre kaltarda -

1.p* 2.p 3.p 4.p 5.p

Nasal swap (1) -
Nasal swap (2) + + + + +

5.gun 4.gun 3.gun 3.gln
Nasal swap (3) - + + + +

4.gun 4.gin 4.gun 3.gln
Lékosit (1) - - - - -
Lokosit (2) - - - -
Mezenteriyal lenf - - + + +
yumrusu (1) 2.gun 2.gin 2.gln
Mezenteriyal lenf - - + + +
yumrusu (2) 4.gin 4.gin 3.gln
Dalak (1) - - -
Berterk—{(2Y
*p: Pasaj

Tartisma ve Sonug

Si1gir vebasi 6zellikle s1gir ve mandalarin akut
bulasici bir hastaligidir. Baslangigta yuksek ates,
kanli ishal, sindirim kanalinda dejeneratif de-
gisikliklerle karakterizedir. Paramyxovirus grubundan
olan etken invivo ve invitro olarak syncytial hiicreler
ve inkluzyon cisimcikleri meydana getirir
(10,14,15,19).

Doku kultarleri Gzerinde yapilan calismalarda
birgok fétal, primer ve devamli hiicre kaltarlerinin
sigir vebasi virusuna karsi hassas oldugu bil-
dirilmigtir (7, 9, 16, 19, 21, 26). Ancak bunlar
arasinda FDB hucre kiltiirintn daha duyarli oldugu
bildirilmistir (15). FDB hicre kdlttrlerinde, nu-
munelerin inokulasyonundan sonra gézlenen CPE,
bu hicre kiltarindn hassasiyetini tespit eden
arastiricilari (16, 19, 21) dogrular niteliktedir.
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Sekil1-A. FDB hiicre kiltard.

B. FDB hiicre kilturiine inokule edilen 1 nolu mezenteriyal lenf yumrusunun olusturdugu CPE'nin goriinisu.
C. FDB hiicre kiiltriine inokule edilen 2 nolu mezenteriyal lenf yumrusunun olusturdugu CPE'nin gorinisa.
D. FDB hiicre kiltirine inokule edilen 1 nolu nasal swap'in olugturdugu CPE'nin gorunisu.

E. FDB hiicre kiiltiiriine inokule edilen 2 nolu nasal swap'in olusturdugu CPE'nin gériiniigii (x200).

F. izolatlarin FDB hiicre kiiltiiriinde olusturdugu intrastoplazmik ve intraniiklear inkluzyon cisimcikleri (x400)

FDB hacre kiltarinde sigir vebasi virusunun
meydana getirdigi degisiklikleri inceleyen aras-
tiricilar, CPE'nin inokulasyondan sonra 2. giinde
basladigini ve tim hicrelerin nekrozuna kadar
devam ettigini bildirmektedirler (18, 27, 29). Bu
calismada ise klinik olarak hastaligin tipik
semptomlarini gésteren hayvanlardan kan ve burun
akintisi, 6len hayvanlardan ise mezenteriyel lenf
yumrusu ve dalak olmak Gzere 9 adet numune
alinmistir. FDB hucre kultirlerine inokule edilen
bu numunelerden 4 adet virus izole edilmistir.
Inokulasyondan sonra hiicre kiiltiirlerinde CPE'nin
olusum gunleri yukarida belirtilen arastiricilar ile
paralellik gostermektedir.
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Yapilan g¢alismalar, tim paramyxoviruslarin
asidofilik intrastoplazmik inkluzyon cisimcigi
olusturdugunu, bunun yaninda sigir vebasi, ko-
peklerin genglik hastaligi, kizamik viruslarinin ayrica
intrantklear inkluzyon cisimcigi de meydana ge-
tirdigini belirtmektedir (18, 28, 30, 31).

Plowright-(18) ve Ushijima ve ark. (29) doku
kultarlerinde yaptiklari calismalarda sigir vebasi
virusunun inokulasyonundan 2 giin sonra CPE ve
intrastoplazmik inkluzyon, 3 giin sonra ise int-
rantklear inkluzyon cisimcigi olusturdugunu
gézlemlemiglerdir. Bu calismada FDB hucre kiil-
turlerinde gézlenen asidofilik intrastoplazmik ve
intrantiklear inkluzyon cisimciklerinin olusum gunleri
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yukaridaki arastiricilarin (18, 29) bulgulariyla
paralellik géstermektedir.

Sigir vebasi hastaliginin hizli seyri, tipik klinik
semptomlari ve cabucak gelisen 6lim olaylari
nedeniyle hicre kiltirlerinde virus izolasyonu
calismalarina ¢ok fazla dnem verilmemistir. Sigir
vebas! enfeksiyonunun varhig: ve yayginhigi ¢o-
gunlukla nétralizasyon ve agar gel presipitasyon
testleri ile indirekt olarak tespit edilmistir (22, 23,
25). Bagdady ve ark. (1), klinik ve patolojik bulgularin
hastaligin teshisi icin yeterli olmadigini, ancak
serolojik ve virolojik muayenelerden sonra "Sigir
Vebasi" teshisi konulabilecegini ifade etmektedirler.
Sunulan bu calisma, buzagilarda gérilen, klinik
ve patolojik olarak sigir vebasina ¢ok benzeyen
bu hastaligin, etken izolasyonu ile, sigir vebasi
virusu tarafindan meydana getirildigi intimalini ortaya
koymustur.
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