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OZET

Inaktif Parapoxvirus (iPPVO)'un, sigirlarda Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR)
as1 uygulamasima immunmodiilator etkisinin aragtirilmasi

Sunulan c¢alismada; Inaktif parapoxvirus ovis (iPPVO)’un, sigirlarda inaktif
IBR as1 uygulamasinin, serum viriisii nétralize eden antikor titrelerinde ve sitokin
konsantrasyonlarinda degisiklikler arastirildi. Bu amagcla, ¢alismada klinik olarak
saglikli, asisiz, yaslar1 3 ayliktan yukari, farkli irklardan 40 adet sigir kullanildi.
Kontrol-1 grubu (n=10), kontrol-2 grubu (n=10) ve deneme grubu (20) olarak sigirlar
3 grubu ayrildi. Kontrol-1 ve deneme grubuna 0.,2.,4. giin iPPVO (Zylexis® flk),
kontrol-2 grubuna 4. giin tek doz IBR asis1 (Rispoval®) uygulandi. Hayvanlardan
kan ornekleri, 0. giin ve 4. gilin as1 uygulamasindan 6. saat sonra alindi. Calismada,
IFN gamma, IL-2, IL-6, IL-12 diizeylerini belirlemek icin ticari ELISA kitleri
kullanildi. Calismada, deneme grubunda, kontrol-1 ve kontrol-2 grubuna gore IFN
gamma, IL-2, IL-6 ve IL-12 diizeyleri anlaml derecede yiiksek bulunurken, Kontrol-
1 ve kontrol-2 gruplar arasindaki fark istatiksel agidan anlamli bulunmadi. Sonug
olarak; IBR asis1 uygulanan sigirlara iPPVO’un uygulamasim, iPPVO’nun
immunmodiilator etkisi ile sitokin konsantrasyonunda artis oldugu tespit edildi.
Ayrica viriisii notralize eden antikor titreleri ag1 ve iPPVO yapilan grupta diger
grubta yer alan sigirlara gére 6nemli diizeyde yliksek oldugu belirlendi. IBR asisinin
iPPVO ile uygulanmasinin, as1 etkisini arttirmaya yardimei olabilecegi sonucuna
varildi. Bu nedenle; IBR enfeksiyonunun kontroliinde, IBR asis1 ile iPPVO’nun
kombinasyonu daha etkili olabilir.

Anahtar Kelimeler: Asilama, Immunmodiilatér, inaktif Parapoxvirus (iPPVO),
Enfeksiy6z Bovin Rinotrakeitis (IBR), sigir
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ABSTRACT

Investigation of The immunomodulatory Effect of Inactive Parapoxvirus (IPPVO) on
Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR) Vaccine in Cattle

The objective of the present study was to investigate the effects of inactive
parapoxvirus ovis (iPPVO) on the virlis neutralizing antibody titres and cytokine
concentrations in cattle vaccinated with inactive infectious bovine rhinotracheitis
(IBR) vaccine. For this purposes, 40 clinically healthy and unvaccinated cattle in
different breeds and older then 3 months of ages were used in the study. Animals
were divided into three groups as followed; Control-1 Group (10 cattle), Control-2
(10 cattle) and Study Group (20 cattle). iPPVO (Zylexis® flk) was injected to the
cattle in Control-1 and Study Groups on days 0, 2" and 4™, while a single dose of
IBR vaccine (Rispoval®) was aplied to the Control-2 Group and Study Group on the
4™ day.Blood samples were collected from all the animals twice on day 0 and 6 hours
after 4™ days of injections and these samples were then used to prepare sera. In the
study. bovine specific ELISA kits were used to determine IFN gamma, IL-2, IL-6
and IL-12 according to the manufacturer instructions. Serum concentrations of IFN
gamma, IL-2, IL-6 and IL-12 were significantly higher in Study Group then those of
serum samples obtained from Control-1 and Control-2 Groups. There was no
significant differences in any of parameter between Control-1 and Control-2 Groups.
Furthermore, virus neutralizin antibody titres were higher in cattle injected with
BHV-1 vaccine and iPPVO than that of cattle in Control-1 and Control -2. In
conclusion, iPPVO increases sitokin concentrations in IBR-vaccinated cattle,
indicating the presence of immunomudulator effect of iPPVVO. It is suggestive that
application of iPPVO at the time of vaccination may help to increase productive
efficiency of IBR vaccine in cattle. Thus, in combination of iPPVO and IBR vaccine
can be useful to the control of IBR infection in cattle.

Keywords: Cattle, Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR), Immunomodulator,
inactive Parapoxvirus (iPPVO), vaccination
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1. GIRIS

Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR), Bovine herpes virus-1 (BoHV-1)
etkeni tarafindan olusturulur. Bovine herpes virus-1 (BoHV-1) sigirlarda, basta
solunum sisteminde olmak tizere sinir sistemini ve genital sistemi etkileyerek fertilite
bozukluklarina, abortlara ve yeni doganlarda 6liimciil sistemik hastaliklara neden
olmaktadir (Jones ve Chowdhury, 2010; Raaperi ve ark., 2012). BoHV-1 ile enfekte
sigirlar, yagam boyu viriisiin tastyicisi olarak kalabilirler (Ackermann ve ark., 1982).
Bu tasiyic1 hayvanlarda viriis; buzagilama, transport, parazit enfestasyonu ve bazi
ilaglarin kullanim1 gibi stres faktorlerine bagli olarak tekrar aktif hale gelebilir ve
virlis sag¢ilimi olur (Kook ve ark., 2015; Winkler ve ark,. 2000). BoHV-1 enfeksiyon
kontrolii ve eradikasyonunda iki stratejik yaklasim bulunmaktadir. Bunlardan ilki
hayvanlara test uygulanmasi ve daha sonra seropozitif hayvanlarin kesime
gonderilerek liretimden c¢ikarilmasidir. Bu yaklasim, hastaligin diisiik prevalansa
sahip oldugu {iilkelerde yararhidir (Ackermann ve Engels, 2006). Diger bir strateji ise,
tilkemizde (Alkan ve ark., 2005) oldugu gibi seropozitifligin yiiksek oldugu
tilkelerde; siiriilerde bovin herpes viriis tip 1 (BoHV-1) glikoprotein E (gE)-negatif
inaktif marker asilarin kullanilmasi ve dogal olarak enfekte olmus hayvanlarin
siiriiden eradikasyonunun isletme i¢in ekonomik olarak kabul edilebilir oldugu
zaman siiriiden ¢ikartilmasidir (Ackermann ve Engels, 2006; Raaperi ve ark., 2014).
BoHV-1 ile enfekte sigirlar yasamlari boyunca latent olurlar. Strese veya
immiinosupresyon olusturan nedenlere bagli olarak virus yeniden aktif hale gelebilir
(Kook ve ark., 2015., Winkler ve ark., 2000). Asilamada genel olarak stres
faktorlerinin ~ ortadan  kaldirilmasi ve  immunmodiilatorlerin = kullanima,
immunizasyonun daha iyi olmasim saglar. Inaktif Parapoxviriis ovis D1701 susu
(iPPVO) veteriner sahada immunstimulan ila¢ olarak ruhsatlanmistir. lag kedi,
kopek, at, bliyiikbas hayvanlar ve domuzlarda spesifik olmayan bagisiklik sistemini
uyararak enfeksiyon ve/veya stres kaynakli hastaliklarin 6nlenmesine yardimci olan
liyofilize formda enjeksiyonluk ¢ozelti olarak satisa sunulmustur. Uygulanan tiirlerde
lenfositlerin proliferasyonunu stimiile ettigi ve lenfositlerden antiviral interferonlarin

ve interleukinlerin salinimini artirdigi prospektiisiinde belirtilmistir (Coskun, 2017).



Bu calismada; inaktif parapoxvirus ovis (iPPVO)’un, sigirlarda inaktif IBR
ast uygulamasi programinda tatbikinin, serum antikor titrelerinde ve sitokin
konsantrasyonlarinda degisikliklere neden olabilecegi hipotezine dayanmaktadir.
Calismada, sigirlara inaktif IBR as1 uygulamasi programi dahilinde viral bir
bagisiklik uyaricist olarak iPPVO (Zylexis® flk) ticari iirliniiniin uygulanmasindan
sonra farkli zamanlarda toplanan serum orneklerinde antikor titreleri, proinflamatuar
ve anti-inflamatuar sitokin konsantrasyonlarindaki degisiklikler belirlenerek sigirlara
inaktif IBR as1 uygulamasinda, inaktif parapoxvirus ovis (iPPVO)’un

immunmodiilator etkisinin arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR)

IBR, her yastan sigirlar1 etkileyen, oldukg¢a bulasici infeksiy6z viral bir
hastaliktir (Scott, 2017). Enfeksiyon inhalasyonla ve hayvanlarin arasindaki temas
olan grup igerisinde hizla yayilarak ortaya ¢ikar (Scott, 2017). Hastalik {ist solunum
yollarinin enfeksiyonu ile karakterizedir (Scott, 2017). IBR'ye neden olan viriis,
bovine herpes viriisii 1 (BHV 1), ayrica disi sigirlarda enfeksiyéz pustiiler
vulvovajinite ve erkeklerde enfeksiyoz balanopostite neden oldugu gibi abortus ve
fetal deformasyonlara neden olabilir (Scott, 2017). Enfekte sigir, ilk enfeksiyondan
bir kez iyilesmis olan latent faza geger ve klinik olarak normal gériinmesine ragmen,
stres altindayken hastaligin niiksetmesine neden olabilir. Ekonomik yonden 6nemli
bir enfeksiyon olan IBR-IPV’in etkeni olan Bovine Herpesvirus (BHV 1),
herpesviridae familyasinin alphaherpesvirinae alt grubuna ait bir virusdur. (Scott,
2017). Diinya Hayvan Saghg Orgiitii tarafindan listelenen IBR, azalan iiretim ve
dogurganlik nedeniyle onemli ekonomik kayiplardan sorumlu olmustur (Sayers,

2017).
2.1.1. Etken Serotip ve Ozellikleri

IBR sigirlarin viral bir hastaligidir. Etkeni Bovine Herpes virus'tur (BoHV-1,
BHV 1). Hastalik bulundugu ve hasar verdigi organa gore isim alir. Sigirlarin
solunum yolu enfeksiyonlarinda Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR) adini
alirken, disilerin ireme organlarinda IPV=Infectious Pustular Vulvovaginitis,
erkeklerin ireme organlarinda IBP=Infectious Balanoposthitis adi verilen
hastaliklara sebep olur. Etkenin en dis morfolojik yapisinda zarf bulunmaktadir. Dis
yapisini saran bu zarf proteinlerin Onemi notralizan antikorlar, sitotoksik T-
lenfositleri ve hiicre reseptorleri, hedef canliya bulagtiginda baglanmasini saglar.
Virusun bazi arastirmalarda -65 ©°C’den disiik sicakliklarda stabil oldugu
goriilmistiir. +4 °C zamanla inaktif duruma gegmesine ragmen 20 °C de bir y1l stabil
kalabilir. 37 °C’de 10 giin, 56 °C 20 dk. siiresinde inaktif konuma geger. BHV-1

virusun alt serotipleri bulunup, DNA, protein ve antijenik yapilarina gére BHV-1.1,

3



BHV-1.2, BHV-1.3 olmak iizere ii¢ alt tipi mevcuttur. BHV-1.3 geng¢ sigirlarda
ensefalitis etkeni ve BHV-1.2, Enfeksiydz Balanopostitis (IPB) ve Enfeksiyoz
Pustular Vulvavaginitis (IPV) etkenidir. IBR enfeksiyonundan genellikle BHV-1.1
sorumlu tutulmustur. Solunum, sinir, genital organlarin yani sira deri lezyonlari,

mastitis ve konjuktivitise sebep olur (Yanbakan, 2004).

2.1.2. Epidemiyoloji

BoHV1 solunum yolunun viral hastalik yapici etkenlerinden biri olup, diger
viral etkenlerle 6rnegin, BRSV ve PI3 viruslariyla, ayrica, Mannheimia haemolytica,
Pasteurella multocida, Histophilus somni (Haemophilus somnus), Trueperella
pyogenes, Bibersteinia trehalosi gibi bakterilerle birlikte siddetli solunum yolu
enfeksiyonlarma yol agar. IBR etkeni BoHV1, insanlarda goriilen uguk virusu
(Herpes Simplex Virus = HSV) ile akrabadir. Ortak taraflari, strese bagli olarak
ortaya c¢cikmalart ve hastalik olusturmalaridir. BoHV1, 6 6nemli klinik bulgu ile
ortaya ¢ikar. Solunum yolu hastaligir (pnomoni, transport, nakliye hummasi), gézde
kizariklik, asir1 gdzyasi1 ve yavru atma (abortus), disi ve erkeklerde cinsel organ
enfeksiyonlari, beyinde yangisal bozukluklar, buzagilarda beyinde veya genel olarak

enfeksiyonlara neden olur (Avci ve ark., 2016).

2.1.3. Klinik Bulgular

Saglikli sigirlarda belirtiler fark edilemeyecek kadar hafif ancak, olumsuz
cevre sartlarina maruz kalmis ya da stres altinda bagisiklik sistemi baskilanmig
sigirlarda  6liimle sonuglanan durumlar gozlemlenebilir. Solunum sisteminde
Parainfluenza (P1-3) ve Bovine Diarrhoea Virus (BVDV) ile komplike enfeksiyona
yol agabilir. Ates, salivasyon, ser6z veya komlike durumunda puriilent burun ve goz
yas1 akintisi, Okstriik, depresif goriinim olugabilir. Solunum ve genital bolgede
bulunan mukoz membranlarda fokal nekrozlar olusur. Bu lezyonlar viriis
replikasyonu ve buna bagli olusan sitopatolojik etki (CPE) sonucu gelisim
gosterebilir. Bazi durumlarda membranlarda nekrotik lezyonlarin piistiillesmesi ve
birlesmesi sonucunda erezyonlar goriilebilir. Konjunktivada, bilateral kizariklik ve

siddetli goz akintis1 gozlemlenir. Vagina ve prepisyum bdlgelerinde nekrotik



lezyonlar tipiktir. Nekrotik endometritis, abortuslar, erken embriyonik Oliimler,
embriyonun rezorbsiyonu sonucu dol tutmama sorunu ortaya ¢ikabilir. Klinik olarak

hastaliga yakalanmis hayvanlarda gelisim ve verim disiikliigii ortaya ¢ikar
(Yanbakan, 2004).

2.1.4. Teshis Metotlari

IBR enfeksiyonunun teshisi gizli enfeksiyonlar i¢in seroloji (kan ornekleri)
veya aktif enfeksiyonlar icin virlisin dogrudan tespiti (okiiler veya nazal
sekresyonlarda PCR veya floresan antikor testleri) yoluyla yapilir. BHV-1 sigirlarda
solunum, sinir, géz ve genital sistem enfeksiyonlarina sebep olabilir. Mastitis ve deri

lezyonlarinda da identifiye edilmistir (Scott, 2017).

Saglikli hayvanlara gére BHV-1 ile enfekte olmus sigirlarin gelisimi arasinda
dort hafta gecikme goriiliir. Bazi olgularda siit veriminde azalma (4-24
litre/sigir/giin), meningoenfalitise bagl korliik, kendi etrafinda donme gibi sorunlarla
karsilagilir.  BHV-1 diger Alfaherpesviruslar gibi mukozal epitellerdeki ilk
replikasyonundan sonra periferal sinir sistemi gangliyonik néronlarinda latent
enfeksiyonlar olusturur. Nazal yolla bulasan etken, solunum sistemi ve tonsillerin
yiizeyindeki membranlarda ytiksek titrede replike olur. Noroaksonal yolla taginir ve
trigeminal ganglionlarin néronlarina ulasir. Genital enfeksiyonlarda ise vagina veya
prepisyum mukoz membraninda replike olur ve sakral ganglionlarda latent
enfeksiyonlar olusturur. Omiir boyu konaginda viral DNA nin ganglion ndronlarinda
var oldugu diisiiniilmektedir. Ureme organlarindan gelen akinti, bolgede kizariklik,
asirt kuyruk sallama, sik sik idrar yapma gibi belirtiler siiphelenmeyi gerektirir.
IBR'nin mandalarda da goriildiigii bildirilmektedir Diinya Hayvan Saghg Orgiitii
tarafindan listelenen IBR, azalan iiretim ve dogurganlik nedeniyle 6nemli ekonomik

kayiplardan sorumlu olmustur (Sayers, 2017).

2.1.5. Koruma ve Kontrol

Koruyucu hekimlik uygulamalari hastaligi 6nler. IBR’nin asis1 vardir. Birgok

Avrupa tlkesi BHV-1’in eradikasyonuna biiyiilk 6nem vermistir. Bu eradikasyon



calismasi asilama yoluyla olmayip siiriide seropozitif olan hayvanlar kesime sevk
edilerek yapilir. Etken; siitcii siirlilerde, siit tanklarindan yilda 4 defa alinan siit
ornekleriyle ve etci siiriilerde ise yilda bir defa alinan kan Ornekleriyle serolojik
olarak tespit edilir. Tiirkiye’de pozitif bulunanlar hayvanlar kesime sevk edilir.
Isletmeye otuz giin karantina uygulanir. Negatif hayvanlarin kontrolii saglanir ve
infekte sigir ve materyalleriyle temasi engellenir. Ticari semenlerden 3 ayda bir
ornek alinir. Dondr bogalar pozitif c¢ikarsa kesime sevk edilir. Koruma ve
eradikasyon i¢in hastaligin bildirimi zorunlu olmalidir. Kiigiik yasta satin alinarak
stiriiye katilan, suni tohumlama istasyonlarina ve iiretim merkezlerine gonderilen
hayvanlar maternal antikor tagimaktadir. Maternal antikorlar1 bulunduran buzagilarin
eradikasyonlar1 zorluk ¢ikarmaktadir. Eradikasyon programini etkileyen diger
durumlar; hayvan popiilasyonun daginik olmasi, hayvan hareketlerinin

siirlandirilmamast ve siiriilerin kalabalik olmasidir (Yanbakan, 2004).

2.2. Marker Asilar

Konvansiyonel veya marker asi ile ve ayni zamanda, DNA ve subunit gibi
asilarla asilamanin, dogal olarak enfekte hayvanlarin seviyesini diisiirmede ve
ekonomik kayiplar1 6nlemede ya da enfeksiyonu ortadan kaldirmada onemli bir
kontrol stratejisi oldugu bilinmektedir (Ackermann ve Engels, 2006). Konvasiyonel
asilar, BoHV-1 tarafindan indiiklenen klinik semptomlara kars1 etkili klinik koruma
saglasalar da, bu asilamalarla veya dogal enfeksiyondan sonra meydana gelen antikor
cevabinin ayirt edilmesinin imkansizlig1 nedeniyle eradikasyon programi yoniinden
dezavantajlar1 vardir. Bovin herpes viriis tip 1 (BoHV-1) glikoprotein E (gE)-negatif
inaktif marker asilarin kullanilmasi eradikasyon i¢in daha c¢ok avantaj saglar.
Tiirkiye'de de bir ¢ok AB iilkesinde oldugu gibi BoHV-1 enfeksiyonunun yok
edilmesi i¢in gE (-) marker asilarin1 kullanilmasi 6nerilmektedir (Alkan ve ark.,

2018).

Marker asilar; gen delesyon sonucu veya subunit elde edilen asilardandir.
Diagnostik testlerde, asili bireyler, infekte veya portorleri saptamada ve/veya

birbirinden ayirt etmede kullanilabilir. Bu tip asilar {ilkemizde ve diinyada, sorun



yaratan bulasic1 hastaliklar1 kontrol altina almada veya eradikasyonunda kullanilir
(Arda, 2000)

Asilarin, hayvanlarda olusturdugu immunolojik cevabin derecesi, tasidigi
genin tiiriine, asinin hazirlanis ve verilis tarzina, miktarina, hayvanin genetik tiir ve
yagina gore degisiklik gosterdigine dair ¢alismalar mevcuttur. Miyositlerde bulunan
MHC-I molekiilleri proteinler, bu molekiillerle birlikte hiicre yiizeyine ¢ikarilarak
CDS8+ (CTL) hiicrelerine gegis yaparlar. Bu seklide uyarilan CTL'ler sitokin sentezi
olusturur ve bdylece hiicresel bagisiklik uyarilir. Fakat, miyositlerde B7-1 yardimci
molekiillerinin bulunmamasi, bu uyarim seklini APC'ler kadar yapamayacagi ortaya
koymaktadir. Miyositler, kendisinin sentezledigi, antijenik molekiilleri hiicre
yiizeyine c¢ikardiktan sonra bunlarit APC'lere gonderirler. APC'ler bu proteinleri
isleyerek ve daha sonra MHC-1 ve/veya MHC-II molekiilleriyle baglanarak hiicre
yiizeyine ¢ikarirlar ve burada, T8+ (CTL) ve T4+ (Th) hiicrelerine goénderirler.
Boylece, uyarilan T-lenfositleri ve sentezledikleri sitokinler hiicresel ve humoral

bagisiklik mekanizmasini uyarmis olur (Arda, 2000).

Normal kosullar altinda, kas dokusunda az miktarda makrofaj bulunmasina
karsin, enjeksiyon sonrasi ¢ok az da olsa meydana gelen zedelenmeler bir yangisal
reaksiyona ve buna bagli olarak bu bdlgeye makrofajlarin gelmesine ve miktarinin

artmasina sebep olur (Arda, 2000).

Antijen isleyen ve sunan hiicreler (makrofajlar, APC) tarafindan alinan
protein antijenler, kan ve lenf yolu ile sekonder lenfoid organlara (dalak, lenf
diiglimleri) taginir ve burada bulunan T-hiicrelerine gonderilerek hem bunlarin ve
hem de sentezlenen sitokinlerle B-hiicrelerinin ve diger hiicrelerin uyarilmalarina
aracilik ederler (Arda, 2000).

Kas i¢i enjeksiyonlar, bolgede bulunan makrofajlara da plasmid DNA
girebilir. Ancak, bu hiicrelerin, direkt olarak DNA'y1 eksprese edebilecegi kaniti
zay1f olarak kabul edilebilmektedir. Bu nedenle de, plasmid DNA'siin esas eksprese

edildigi hiicreler olarak kas hiicreleri (miyositler) uygun bulunmaktadir (Arda, 2000).



Makrofajlarca uyarilan MHC-1 ve MHC-II molekiilleri ile baglanarak hiicre
yiizeyine ¢ikarilan polipeptidler, hem T hiicrelerini ve hem de bu hiicrelerin
sentezledikleri sitokinlerde B-hiicrelerini uyarabildikleri gibi, B-hiicreleri de serbest
antijenleri alarak aktif hale gelebilir ve antikor sentezleyebilirler. Uyarilan Th-1'ler,
IL-2 ve IFN-gammay1, ve Th-2'ler de IL-4,-5,-6 ve 10'u sentezleyerek B ve T hiicre
aktivitesini artirirlar. Ayrica, makrofajlarca sentezlenen IL-1'ler de hem T ve hem de
B hiicrelerini uyarirlar (Arda, 2000).

Deri i¢ine yapilan enjeksiyonlarda da esas ekspresyonu saglayan hiicreler
olarak keratinositler bulunur. Bu hiicrelerce sentezlenen antijenik proteinler,
Langerhans ve dendritik hiicreler ile ayrica makrofajlar tarafindan alinarak MHC

molekiilleri ile birlikte hiicre yiizeyine ¢ikarilir ve buradan T-hiicrelerine tasinirlar

(Arda, 2000).
2.3. immunmodiilatorler

Enfeksiyonlara karsi dogal immiin yanit (nonspesifik, dogal bagisiklik),
hastaliklarla miicadelede ©nemli bir rol oynar. Bagisiklik sistemi tiizerindeki
etkilerinden  dolayr  diizenleyici  Ozelliklere  sahip  olan  maddelere

“Immunmodiilatorler” denir (Blecha, 1988).

Immiinmodiilatérler, genellikle bagisiklik yanitini arttirmak veya diizenlemek
i¢in kullanilan maddelerdir. Immiinmodiilatorler icin diger esanlamli ifadeler ise
immiinostimulanlar veya immiinopotansiyatorler gibi terimleridir (Blecha, 1988).
Bu immiinmodiilatérlerden biri olan inaktif parapoxvirus ovis (iPPVO) (Zylexis®),
immun sistemi uyararak oOzellikle enfeksiyoz hastaliklara karsi koruyucu olarak
kullanilan nonspesifik bir immunmodiilatér olup infeksiyoz viral hastaliklara karsi
dogal bagisikligt (non-spesifik, innate bagisiklik) stimiille eden giicli bir
mikrobiyolojik kokenli immunostimulandir (Schutze ve ark., 2010; Kart ve ark.,
2010). iPPVO’nun farelerde herpes simplex ve hepatitis B virusuna karsi sitokin
(IFN-y, IL-12p40, IL-18 ve TNF-a) indiiksiyonunu aktive ederek bu viriislere karsi
duyarlilig1 azalttig1 ve antiviral aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Weber ve ark.,
2003).



2.4. Parapox Viriis Etki Mekanizmasi

Virlisler; bagisiklik sistemini, bir immiin reaksiyonu bypass ederek veya
bastirarak veya bagisiklik sistemini aktif hale getirerek manipiile edebilirler
(Grandvaux ve ark., 2002; Weber ve ark., 2003). Poxviridae familyasinin bir iiyesi
olan parapoxviriis ovis (PPVO veya Orf viriisii), diinya genelinde koyun ve kegilerin
akut bir deri hastaligina neden olmakta ve insanlarda da enfeksiyon olusturmaktadir
(Haig ve Mercer, 1998). Viriis, konak¢ida giiclii bir enflamatuar immiin yanit
olusturmasina ragmen konakgiy1 tekrar tekrar enfekte edebilir ve notralize antikorlar
tanimlanamamistir (Haig ve Mercer, 1998; Haig ve Mclnnes, 2002). PPVO igin bir
dizi etkili immiin kagis mekanizmasi oldugu ileri stirilmiistiir (Kruse ve Weber,
2001; Weber ve ark., 2003). Diger viriisler gibi, PPVO da dogal bagisiklik sistemini
uyarir. PPVO; fagositozu, NK hiicre aktivitesi ve IFN-a, TNFa, IL-2 ve graniilosit
makrofaj koloni uyarici faktér (GM-CSF) salinimini uyarir (Buettner ve ark., 1995).

PPVO'nun, immiin modiile edici fonksiyonlara sahip gen triinlerinden olan;
IL-10’un viriis ortholog genini (Fleming ve ark., 1997) ve interferon-direng
faktoriinii kodlayan vaccinia E3L geni tasidigr bildirilmistir (Haig ve ark., 1998). Son
zamanlarda, GM-CSF ve IL-2'yi baglayan ve inhibe eden proteinler tanimlanmistir
(Dean ve ark., 2000). iImmiin kagis mekanizmalar1 ve immiin uyaric1 aktivitenin
kombinasyonu, PPVO ic¢in ¢ok etkili bir hayatta kalma stratejisidir (Weber ve ark.,
2003). iPPVO (Zylexis®) igeren ticari preparat, enfeksiyonlara karsi dogal
bagisikligt uyarmak icin veterinerlik alaninda kullanilmaktadir (Nguyen ve ark.,
2002). iPPVO'nun sitokin (IFN, 1L-12p40, 1L-18 ve TNF-a) tiretimini indiikleyerek
siganlarda hepatit B viriisii ve herpes simpleks viriisiine karsi duyarlilig1 azalttigi

bildirilmistir (Weber ve ark., 2003).

PPVO biyolojisinin ilging bir yonii, giiclii bir bagisiklik tepkisi olmasina
ragmen konakgilar1 tekrar enfekte olma yetenegidir (Anziliero ve ark., 2014).
Notralize edici antikorlar nadiren belirlenir ve tekrar re-infeksiyona karsi koruma
saglamamaktadir. Enfeksiyon olustugunda, PPVO, fagositoz, NK hiicre aktivitesi ve
cesitli sitokinlerin iretimi (IFN-a, b; TNF-a, GM-CSF) dahil olmak iizere bir¢cok
dogal bagisiklik olayini kuvvetle uyarir (Anziliero ve ark., 2014). Ote yandan, bu
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ajan i¢in ¢ok sayida immiin kacis mekanizmasi gosterilmistir. 138 kilobaz (kb)
PPVO genomu, bir interferon direng geni, GM-CSF inhibitorleri ve bir Bcl-2 benzeri
apoptoz inhibitorii dahil olmak tizere, konak¢1 dogal tepkisi ile etkilesime giren bir
dizi iriini kodlar (Anziliero ve ark, 2014). PPVO'nun hayatta kalma stratejisi,
immiin uyarici ve kacis mekanizmalari arasindaki dengeye dayandigi bildirilmektedir

(Anziliero ve ark., 2014).

Oncelikle kimyasal olarak inaktive edilmis PPVO'nun (iPPVO),
paraimmiinite olarak adlandirilan bir etki ile konak¢ida immiinmodiilator 6zellikler
sergiledigi goriilmektedir. Daha sonrasinda, iPPVO'nun immiinostimiilator aktivitesi,
farkli deney tiirlerinde ve klinik pratikte, farkli hayvan tiirlerinde farkli patojenlere
kars1 etkisi tespit edilmisitir. Mevcut bilgilere gére, bu etkiler potansiyel olarak
kronik bulasici hastaliklar, immiinosiipresyon, patojen kaliciligi ve hatta kansere
bagl olaylarda dahil olmak iizere cesitli durumlarda profilaktik ve / veya terapdtik
araclar olarak kullanilabilir. Bununla birlikte, immiinostimiilator iPPVO etkilerinin
arkasindaki biyolojik ve molekiiler olaylar, tam olarak anlagilamamistir. iPPVO'nun
dogal immiinite iizerindeki ana etkileri, immiin hiicrelerin uyarilmasina ve IL-8, IL-
12 ve tip | interferonlar gibi sitokinlerin salgilanmasina bagh gorinmektedir.
Periferik kan mononiikleer hiicrelerinde (PBMC) iPPVOQ'ya cevap olarak IFN-I
indiiksiyonunun ¢esitli hayvan tiirleri i¢in in vitro oldugu gosterilmistir (Adams,
2013).

2.4.1. Parapox Viriis Kullanim Alanlar:

1iPPVO, atlarda, sigirlarda, kedilerde, kdpeklerde ve domuzlarda nonspesifik
immiin sistemi stimiile ederek enfeksiyon ve stres kaynakli hastaliklarin 6nlenmesine
yardimct olan liyofilize bir enjeksiyon c¢ozeltisidir. Bununla birlikte, literatiir
taramasi, bircok hayvan tiirlinde birgok enfeksiyonun tedavisinde Onerilmis olan
1PPVO'nun, inaktif asilarla asilamalarda kullanim1 ve asilamayla birlikte bagisiklik
sisteminin ilk tepki aracilar1 olan sitokin sentezi iizerindeki etkileriyle ilgili bir

aragtirma olmadigini gostermistir (Friebe ve ark., 2004; Weber ve ark., 2003).
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IPPVO ile immiinomodiilasyonu anlamadaki bir diger Onemli husus,
immiinmodiilator etkilere neyin sebep oldugu sorusu veya bagka bir deyisle aktif
bilesen (ler) in arastirilmasi ile ilgilidir. Poxviriisler, viriis kaynakli bir¢ok proteine
sahip cok karmasik pargaciklarin yani sira immiinomodiilatr etkilerde rol oynayan
hiicresel materyallerdir. Ek olarak, viral niikleik asit veya inaktive PPVO iiretim
sekline bagl olarak, "sartlandirilmis" ve enfekte olmus doku kiiltiiriinden elde edilen
stipernatant soliisyon tanimlanmis bagisiklik tepkilerini indiikleyebilir (Castrucci ve
ark., 2000).

Virlis i¢in ylizey reseptorlerine sahip olan B ve T-hiicreleri tarafindan aracilik
edilir. B hiicreleri, BHV-1'in nétrlesmesine katilan antikor ireterek BHV-1
enfeksiyonuna cevap verir ve sonug¢ olarak, enfekte olmus sigir serumundaki bu
aktivite, hastaliktan iyilesme ile iliskili gibi goriinmektedir. Polimorfoniikleer
noétrofiller (PMN'ler), makrofajlar veya dogal oldiiriicti (NK) hiicreler gibi hiicrelerin
aracilik ettigi spesifik olmayan bir cevap olarak kabul edilir. Bu hiicreler, B ve T
hiicrelerinin aksine, antijenik hafizay1 korumaz, ancak enfeksiyonun erken evresinde
etki eder. Bu nedenle, makrofajlar, interferon-a (IFN-a) iiretimine katkida bulunan
birincil etkenlerden biridir; bunlar, enfekte olmamis hiicrelerde bir antiviral durumu
indiiklemenin yani sira, PMN, NK ve makrofajlar1 etkinlikleri ve etkililigini de
modiile eder. Ote yandan, NK hiicreleri, enfekte olmus hiicrelere yonelik sitotoksik
aktiviteleri ile viral yayilmayr sinirlandirmada enfeksiyonun erken asamasinda yer
alabilir (Castrucci, 2000). Bu yiizden gozlemlerden BHV-1'in neden oldugu
enfeksiyonun kesin olarak Oncelikle spesifik olmayan savunmanin (NSD)

aktivitesine bagli oldugu agiktir (Castrucci ve ark., 2000).

Metile edilmemis CpG (guanin Oniinde bulunan sitozinin metilasyonu)
motifleri igeren mikrobiyal DNA'nin bagisiklik sistemini uyarma potansiyeline sahip

oldugu tespit edilmistir (Castrucci ve ark., 2000).

Poxviridae familyas: bilinen en biiyilk DNA viriislerini igerir. Kompleks
genetik yapilar1 nedeniyle, poxviriisler, konak¢i immiin tepkisini etkisizlestirebilen
viriilans proteinlerini kodlayan cesitli genleri kullanarak immiin evasyon i¢in ¢esitli

mekanizmalara sahiptir. Aksi takdirde zayiflatilmis poxviriisler, immiinojenik
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Ozelliklere sahiptir ve muhtemelen makropinositozla hiicresel olarak alimim
kolaylagtirmas1 nedeniyle, gii¢lii dogustan gelen konak immiin tepkisini indiikler

(Castrucci ve ark., 2000).

Inaktif Parapoxviriis ovis DI1701 susu (iPPVO) veteriner sahada
immunstimulan ilag olarak ruhsatlanmustir. ilag kedi, kopek, at, biiyiikbas hayvanlar
ve domuzlarda spesifik olmayan bagisiklik sistemini uyararak enfeksiyon ve/veya
stres kaynakli hastaliklarin  6nlenmesine yardimci olan liyofilize formda
enjeksiyonluk ¢ozelti olarak satisa sunulmustur. Uygulanan tiirlerde lenfositlerin
proliferasyonunu stimiile ettigi ve lenfositlerden antiviral interferonlarin ve

interlokinlerin salinimini artirdigi prospektiisiinde belirtilmistir (Coskun, 2017).

Immunstimulan ilaclarin kullanim sekilleri ve dozlar1 etki mekanizmalarina
uygun bigimde kullanilmasi gerekmektedir. Ornegin yapilan arastirmalarda
levamizolun immun sistemi uyaran dozunun 2-3 mg/kg seklinde oldugu tesbit
edilmisgtir. Daha yiikksek doz ve siirekli kullanimi bagisiklik  sistemini
baskilamaktadir. Levamizol lenfosit proliferasyonunu, makrofajlarin fagositoz
yeteneklerini notrofillerin etki mekanizmalarini pozitif yonde arttirmaktadir (Coskun,

2017).

Farelerde, sigirlarda, domuzlarda, atlarda, kopeklerde ve kedilerde
zayiflatilmis koyun parapoxviriisiiniin profilaktik veya metafilaktik tatbikatinin,
Aujeszky hastalig viriisii, enfeksiydz sigir rinotrakeit virlisii, vezikiilitis gibi bazi
bakteriyel ve viral ajanlarin neden oldugu klinik semptomlarin azaltilmasina

yardimc1 oldugu kanitlanmistir (Coskun, 2017).
2.5. Sitokinler ve Iimmun Yamt

Sitokinlerin sentezi, viral veya bakteriyel faktdrler tarafindan uyarilir ve
sitokinler ¢ogunlukla fagositler tarafindan sentezlenir (Gale ve Wilkins, 2010).
Bagisiklik yanitinda baslangi¢ rolii oynarlar (Gouwy ve ark., 2005; Quinn, 1990).
Enfeksiydz uyarimdan sonra, akut faz proteinleri olarak rol oynayan sitokinler

arasinda yer alan proinflamatuar sitokinlerin, ilk 1-2 saat i¢inde en yiiksek diizeye
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ulastig1 ve daha sonra 6-8 saat icinde pik seviyeye ulasan antienflamatuar sitokinlerin
24 saat i¢inde cok diisiik seviyelere ulastigi belirtilmistir (Sabat ve ark., 2010).
Uretilen TNF miktar1, hastalik siirecinde roliiniin kontrol edilmesinde temel
faktordiir (Arai ve ark., 1990). IL-6 oncelikle T ve B lenfositleri ve diger bazi
hiicreler tarafindan sentezlenir (Anziliero ve ark., 2014). IL-6; akut faz reaktanlarinin
(CRP, haptoglobulin, vb.) sentezlenmesine, IgG sentezinin uyarilmasina, B
lenfositinin  farklilasmasina, T hiicresinin aktivasyonuna ve IL-2 iiretiminin
uyarilmasina yol agar (Dinarello, 2001). IL-10, ¢esitli kosullar altinda o6zellikle
immiin sistem hiicreleri (T hiicresi, B hiicresi ve monosit / makrofaj) tarafindan
sentezlenen ve salian bir anti-inflamatuar sitokindir (Sabat ve ark., 2010; Sharma ve
ark., 2011). Th2 tipi sitokin olarak tanmimlanan IL-10, inflamatuar yanitin
bastirilmasindaki roliine ek olarak immiin yaniti dengelemede 6nemli bir rol oynar
(Pestka ve ark., 2004; Villalta ve ark., 2011). IL-12, proinflamatuar bir sitokindir ve
aktive edilmis mononiikleer fagositler ve dendritik hiicreler tarafindan sentezlenir.
Hiicre i¢i patojenlere karst immiin yanitta etkilidir ve dogal 6ldiiriicii hiicreler
(NK)’in sitolitik etkisini artirir. Farelerde yapilan bir ¢alismada, iPPOV
uygulamasinin, TNF-a (16 ve 24. saat) ve IL-6 (12, 16 ve 24. saat) sentezini uyardigi
ve IL-10 ve IL-12 konsantrasyonlarinda dalgalanmalara neden oldugu ve artan
sitokin diizeylerinin, iPPOV'un immiinmodiilatér aktivitesine baglanabilecegi

bildirilmigtir (Dinarello, 2000).

2.5.1. Interferonlar ve Ozellikleri

Interferonlar (IFN), canli viicudunda 18kosit ve fibroblastlar tarafindan
sentezlenen, mokekiil agirliklart diisiik olup, nonspesifik ve indrekt etkiye sahip
antimikrobial substanslardir. Ug temel interferon belirlenmistir. Alfa ve beta 16kosit
ve fibroblastlar tarafindan sentezlenir. Gamma interferon (immun inteferon) ise
antimikrobiyal 6zellikte, uyarilmig yardimer T hiicrelerince (T4, Th) sentezlenirler.
Bu hiicrelerin  hiicresel bagisiklikta Onemli fonksiyonlari bulunur. Gama
interferonlar, immun sistem hiicrelerini (B, T, CTL, NK, makrofaj, 16kosit, vs.)
uyardig1 gibi, bu hiicrelerin yeni ylizey molekiilleri (MHC, FcR, vs.) kazanmasinda
da rolleri bulunur. Ancak, antimikrobial etkinligi yoktur (Ackermann, 2006).
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Interferonlar, sadece viicuda giris yapan viruslar tarafindan degil, bakteri,
mantar, parazit, protozoon, mitojenler, sentetik polimerler (polisiilfat, polifosfat, vs.)
gibi substanslar da IFN sentezini uyarabilirler. Ayrica, inaktive edilmis (UV-1sinlar,
mutajenler, vs ile) viruslar da IFN sentezine yol agabilmektedirler (Ackermann,
2006).

IFN’ler, enfeksiyondan 6-10 saat sonra veya antikor sentezinden Once
uretilirler ve antikorlar kanda yiikselmeye baslayinca da, interferonlarin sayisi da
azalmaya baslar. Antikor aktivitesine sahip olmayan interferonlar, kendilerinin
sentezini indiikleyen etkenden farkli olarak, kendisini iireten hiicre tiiriine
spesifiktirler. Yani, bir virus tarafindan indiiklenen interferon, sadece o virusa karsi
degil diger viruslara da etkili olabilmektedir. Bu nedenle de nonspesifik bir
fonksiyona sahiptirler. Fakat herhangi bir canlinin ve epitel, fibroblast vs. hiicrelerde
kullanildiginda, bu hiiclere ait enfeksiyonlarda etkili olurlar. Bundan dolay1 hiicre
spesifitesi secicidir. Antikorlardan farkli taraflar1 ise, antikorlar, kendi sentezini
uyaran etkenlere karsi ¢ok spesifiktir ve genlerinin de ayri kromozom iizerinde ve
farkli sekanslara sahip olmasidir. Etkinlikleri yoniinden antikor ve inteferonlar

arasinda farkliliklar vardir (Ackermann, 2006).

Son yillarda, interferon iretiminde hibridoma ve rekombinant DNA
teknolojisinden fazlaca yararlanilir ve fazla miktarda dretimi yapilabilir.

Omn, E.coli 'de interferon basarili bir sekilde iiretilmektedir (Ackermann, 2006).

Interferonlardan insan hekimliginde viral infeksiyonlarda ve kanserin
tedavisinde yararlanilmaktadir. insanlarda interferonlarin etkili olabilmesi igin, 6nce
insan orijinli interferonlar bulunmasi ve hiicrelerde virus replikasyonunun
baslamamas1 gereklidir. Ayrica, verilis yolunun, miktarinin (dozu), siiresinin

onemleri oldukga fazladir (Ackermann, 2006).

Interferonlarin antimikrobiyal etkileri indirekt olmaktadir. Enfekte hiiclerden
sentezlenmeye baslayan interferonlar, yaninda bulunan hiicrelere girdiginde,
viruslara kars: etkili antiviral protein sentezini indiikler. Uretilen bu proteinler viral

enfeksiyonlara karsit bagisiklik olusturur. Hiicrelerin replikasyon ve ekspresyon
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durumlarini ele gegirebilen viruslar, 6zellikle yavas tireme 6zelligine sahip viruslarin
enfeksiyonlarinda interferon sentezleyen sistemin zedelenmemesi Onemlidir. Bu
Ozelligi ve yerlesim yeri olarak farkli sistemlerde bulunabilen viruslar persiste
enfeksiyon olustururlar ve diger letal enfeksiyonlardan daha fazla enfeksiyon

olusumuna yol agarlar (Ackermann, 2006).

2.6. immun Yanit Baskilanmasi ve Olusumu

Inaktive Parapoxvirus ovis (iPPVO) ve Propionibacterium acnes (P. acnes),
su anda profilaktik tedavi i¢in immiinmodiilatérler olarak veya konvansiyonel
tedaviye bagisiklik savunucularini iyilestirmek, bulasict hastaliklari 6nlemek veya
tedavi etmek i¢in immiinmodiilatorler olarak kullanilmaktadir (Paillot, 2013). Etki
bigimleri, dogal ve/veya adaptif immiin yanitlarla antijen spesifik olmayan bir
etkilesime dayanir. iPPVO, lokositler tarafindan sitokin salgilanmasini uyarir ve
diizenler, P.acnes ise Oncelikle makrofajlarin aktivasyonu ile etki eder. Asilama,
hastaliklarin ve/veya bakteriyel enfeksiyonlarin gelisimini 6nlemek veya sinirlamak
icin esastir (Paillot, 2013). Ne yazik ki, asilama ile indiiklenen koruma her zaman
uygun degildir. As1, maternal tiirevli antikor veya patojene dogal maruz kalma ile
indiiklenen Onceden varolan bagisikligin yoklugunda, mukozal dogal bagisiklik,
temel bir savunma hattin1 temsil eder. Dogal immiinite, 6nceden olusturulmus
faktorlerden (6rnegin, tamamlayici proteinler) ve yerlesik mononiikleer hiicrelerden
(6rnegin, makrofajlar, dendritik hiicreler (DC) olusan hizli bir tepki ile baslar)
(Paillot, 2013).

2.6.1. Makrofajlar

Makrofajlar, Dentritic hiicrelerinin yani sira, dogustan gelen ve adaptif
immiin yanitlarin gelisimi i¢in gerekli olan patern tanima reseptorleri (PRR'ler)
yoluyla istilac1 patojenleri taniyarak, profesyonel antijen sunan hiicreler (APC)
olarak da islev goriirler. En son 6nemli islevleri, interlokinler (IL-1, IL-6, IL-8, IL-
12) ve timor nekroz faktorii alfa (TNF alfa) dahil olmak iizere pro-enflamatuar
sitokinlerin sentezi ve lokal bolgelere yeni fagositik hiicreler toplayan aract maddeler

ile birlikte olmasidir. IL-1, IL-6 ve TNF alfa (ayrica endojen pyrogens olarak da
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bilinir) kombinasyonu, viicut sicakliginda bir artisa neden olur (Paillot, 2013). Diger
sitokinler (6rnegin, Tip I Interferon; IFN alfa ve beta) ayrica viriis bulasmis hiicreler
ve dogustan gelen bagisikliga sahip hiicreler (6rn. Makrofajlar, plazmasitoid hiicreler
ve DC) tarafindan hizli bir sekilde sentezlenir. Enfeksiyon sirasinda lokal olarak
tiretilen sitokinler ve kemokinler de dentritik hiicrelerin adaptif immiin yanitin

baslayacagi lenf nodlarinin bosalmasi ve olgunlasmasi i¢in gereklidir (Paillot, 2013).

2.6.2. Interferon Gamma

Viriis ile bulagsmis herhangi bir hiicre tarafindan {iretilen glikoptotein
yapisindaki sitokinlere interferon denir. NK hiicreleri tarafindan sentezlenen IFN
gama hiicre i¢i patojenlere karsi en etkili, bir T yardimci1 1 (Th1) adaptif bagisiklik
tepkisi gelisimini saglar. Dogustan gelen cevap sirasinda baslatilan sitokin
dengesinin modifikasyonu, daha sonra T yardimci hiicrelerinin, T diizenleyici
hiicrelerin ve sitotoksik lenfosit yanitlarinin, adaptif bagisikligin tiim ana aktorlerinin
gelisimi iizerinde derin bir etkiye sahip olabilir. Spesifik olmayan bagisiklik
modiilatorleri, dogal ve/veya adaptif bagisiklik tepkisi ile etkilesime giren, ancak bir
antijene spesifik olmayan molekiillerdir. Aktiviteleri, dogustan gelen hiicrelerin
aktivasyonuna ve ardindan sitokin iiretimine dayanir. Immiin yeterliligi artirma
kabiliyetleri (aktivasyon,  bastirma  ve/veya  diizenleme) sayesinde,
immiinmodiilatorleri, enfeksiyona karsi korumayir saglama veya iyilestirme ve
immiin fonksiyonu ve tepkisi bozulmus/bastirilmis olan hayvanlar1 destekleme
roliinii  distlenir.  Immiin  yeterliligi  artirma  yetenekleri  sayesinde
immiinmodiilatorlerin (aktivasyon, bastirma ve / veya diizenleme), enfeksiyona kars1
korumayr saglama veya iyilestirme ve immiin fonksiyonu ve tepkisi
bozulmusg/bastirilmig veya diizensiz olan hayvanlari destekleme rolleri vardir (Weber

ve ark., 2003).

Viriisler, bagisiklik hiicrelerini etkilemek ig¢in ¢esitli stratejilerle, yani
fonksiyonel etkisizlesmeye yol acan asir1 aktivasyonla, antijen sunumunu atlayarak
veya efektor fonksiyonlarini baskilayarak, onlara kars1 bagisiklik tepkisini manipiile
edebilir (Weber ve ark., 2003). Poxvirus ailesinin Parapoxvirus cinsinin bir tiyesi

olan orf viriisii (ORFV), diinya genelinde koyun ve kegilerde yaygin bir patojen
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olarak bilinir. Bununla birlikte, etkisizlestirilmis iPPVO, farkli tiirlerde veteriner
hekimlikte terapotik immiinmodiilatoriin yani sira Onleyici olarak da kullanilmigtir
(Weber O. 2013). iPPVO, farelerde ve insan bagisiklik hiicrelerinde sitokin
salgilanmasi tizerinde gii¢lii etkilere neden olur; bu da, enflamatuar ve Th1 ile iliskili
sitokinlerin otomatik olarak diizenlenmis bir baslangi¢ diizenlenmesi dongiisiine ve
ardindan immiinopatolojiyi azaltan Th2 ile iliskili sitokinlerin olusmasina neden olur

(Weber ve ark., 2003).

iIPPVO enfeksiyonunun ardindan, konakg¢inin bagisiklik sistemi viruslari yok
etmeye yanit verecek ve ilk adim olarak viriise karsi dogustan gelen bir yanit
baslatacaktir (Weber, 2013). Bu, dogal immiin sistemin gesitli hiicreleri tarafindan
kemokinlerin ve sitokinlerin uyarilmasini igerir. iPPVO enfeksiyonu, enfeksiyon
bolgesinde dogal oldiiriicii (NK) hiicreler, nétrofiller ve dendritik hiicreler (DC'ler)
birikimine yol acar. Buna ek olarak, iPPVO interferon-a (IFN-a), interlokin-1p (IL-
1b), IL-8, graniilosit makrofaj koloni uyaric1 faktor (GM-CSF) ve IFN salinimini
uyarir (Weber ve ark., 2003).

2.6.3. Virusu notralize eden antikorlar

Notralizasyon enfeksiyon meydana getirme giiciine sahip olan bir virusun, in
vivo ve in vitro sistemlerde homologu olan antikorlar tarafindan enfeksiyoz etme
giiclinlin bloke edilmesidir. Virilis noétralizasyon testi epidemiyolojik kontrollerde
klinik enfeksiyon tehsisinde serolojik olarak eradikasyon amaciyla, karantina
merkezlerinde, asilama sonrasi antikor tesbitinde ve viriis izolatlarinin identifiye
edilmesinde kullanilmaktadir. Enfeksiy6z viremi donemlerinde viriisii notralize eden
antikorlar virusun hiicre i¢i reseptorlerine baglanmalarini engelleyerek enfeksiyonu
bloke ederler. Notralizasyon testlerine serumlarin igindeki antikor tipleri belirlenmez
buna karsin serumun virusun belli konsantrasyonuna karsi canli sistemlerdeki

koruyucu giicii ve serumun etkinlikleri belirlenir (Arda, 2000).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Hayvan Materyali

Bu arastirmanin materyalini; Burdur ilindeki siit sigir1 isletmelerinde yaslar1 3
ayliktan biiylik olan ve genel muayenesi yapilarak klinik olarak saglikli oldugu
belirlenen 40 adet saglikli sigir olusturdu. Bu sigirlardan Kontrol 1 (n=10), Kontrol 2
(n=10) ve Deneme grubu (n=20) asagidaki sekilde olusturuldu.

1. Kontrol (Zylexis): Kontrol 1 grubu 1 (10 adet klinik olarak saglikli sigir)

2. Ast: Kontrol 2 grubu (10 adet klinik olarak saglikli sigir)

3. Zylexist+Ast: Deneme grubu (20 adet klinik olarak saglikli sigir)

3.1.2. ELISA Kitleri

Toplanan serum oOrneklerindeki IFN, IL2, IL6, IL12 konsantrasyonlarini
belirlemek i¢in ticari olarak mevcut olan Bovine Interferon Gamma / IL2 / IL6 / IL12
ELISA antikor test kitleri kullanilda.
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3.2. Yontem

3.2.1. Klinik muayeneler: Sigirlarin anemnez, cinsiyet, yasi ve asisi olup olmadigi
gibi kayit bilgileri alindi. Klinik olarak saglikli, IBR yoniinden asisiz 3 ayliktan

biiyiik sigirlardan kontrol ve deneme grubunu olusturdu.
3.2.2. iPPVO (Zylexis® flk)’nun ve IBR asis1 (Rispoval®)’nin uygulanmasi
Kontrol grubundaki 20 adet sigir iki gruba ayrildi.

1. Kontrol 1. (Zylexis grubu) grubundaki 10 adet klinik olarak saglikli sigirlara
0., 2., ve 4. giin intramuskiiler olarak 2 ml serum Zylexis® uygulandi. 0. Giin

ve 4. giiniin 6. saatinde kan 6rnekleri alind.

2. Kontrol 2. (As1 grubu) grubundaki 10 adet klinik olarak saglikli sigirlara 4.
giin IBR asis1 (Rispoval®) derialt1 olarak 2 ml dozda verildi. 0. Giin ve 4.

giiniin 6. saatinde kan 6rnekleri alindi.

3. Deneme grubundaki (Zylexis+As1 grubu) 20 adet klinik olarak saglikli
sigirlara asilamadan once 0., 2., ve 4. giin intramuskiiler olarak 2 ml iPPVO
(Zylexis® flk) uygulandi ve 4. giin beraberinde IBR asis1 (Rispoval®) derialt1
olarak 2 ml dozda tek sefer verildi. 0. Giin ve 4.gliniin 6. saatinde kan

ornekleri alindu.
3.2.3. Kan orneklerinin alinmasi

Deneme ve kontrol grubundaki 40 adet sigirdan uygulama yapilmadan 6nce
vena jugularis’ten jelli tiip ve EDTA’l tiiplere kan 6rnekleri alindi. Biyokimyasal
analizler i¢in alinan kan 6rnekleri oda 1sisinda 15 dakika bekletildikten sonra 5000
rpm’de ve 10 dakika santrifiij edilerek serumu ¢ikarilacak ve analizler yapilancaya
kadar -20°C’de saklandi. Bu orneklerden proinflamatuar ve anti-inflamatuar sitokin
seviyelerinin (Interferon gamma, I1L-2 IL-6, IL-12) 6l¢iimii yapildi. EDTA’l tiiplere

alinan kan 6rneklerinden hemen hemogram 6l¢iimii yapildi.
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Kontrol 1, Kontrol 2 ve Deneme grubundaki hayvanlardan 4. Giin
uygulamalari takiben 6. Saatte vena jugularis’ten jelli tiip ve EDTA’l tiiplere kan
ornekleri alinarak hemogram ve proinflamatuar ve anti-inflamatuar sitokin

seviyelerinin Ol¢limii tekrar yapildi.

Ayrica Deneme ve kontrol grubundaki sigirlardan as1 uygulamasindan 7., 14.,

21. giinde, viriis notralizasyon testi i¢in kan drnekleri alindi.

3.2.4. ELISA Testinin Yapihsi

Her birine 6zel ELISA Kkitleri standart sekiz bolme ve bir bos kutucuk
olusturacak sekilde olusturuldu. Her bir standart pleyt %50 daha fazla sulandirilarak
120 ul soliisyon ile baslayip, 8 standart pleyt bélmeye eklendi. Standartlar1 8 kat
sulandirilmasinin  sebebi pikogram cinsinden diisiik Ol¢iim sonuglarini  da
kapsayabilmektir. 1’den baslayarak 80’e¢ kadar (1 bos) pleytelere 10 pl biotin
eklendi. Coziindiiriilen serum 6rneklerinden, birden seksene kadar (1 bos harig) bos
pleyltlere 40 pl otomatik pipetle serum o6rnegi eklendi. Bir saatlik 37,5 °C
inkubasyon siiresinden sonra hazir kitlerde bulunan chromojen A soliisyonundan
biitiin pleytlere 50 ml eklendikten sonra 10 dk karanlik bolgeye inkubasyona alindi.
Son olarak stop soliisyonu konularak tepkime durduruldu. Stop soliisyonunu
eklendiginde once goriilen mavi renk stop soliisyonuyla sar1 renge doniistii. 450
nanometrede microreaderda okunacak olan 6rnekler yikama soliisyonu uygulandi.
Yikama islemi 30 kat sulandirilan soliisyon 580 ml su, 20 ml yikama soliisyonunun
saf halinden hazirlanmistir. Son olarak microreaderdan sonuglar alinarak

degerlendirmeye alindi.

Testte; Interferon gamma konsantrasyonu, standart olarak belirlenen pleytler
2400, 1200, 600, 300, 150, 75, 37.5, 18.75, 9.375 pg/ml oraninda her seferinde
yartya diiserek belirlendi. Ayni sekilde interlokin-2; 480, 240, 120, 60, 30, 15, 7.5,
3.75, 1.875, interlokin-6; 3200, 1600, 800, 400, 200, 100, 50 interlokin-12; 240, 120,
60, 30, 15, 7.5, 3.75, 1.875, 09375 ng/l olarak sulandirildi. Standart
sulandirmalardan elde edilen grafikten y=90,512x-9,7593/R2=0,9986 formiilii elde

edilerek 6rneklerdeki IFN-gamma ve IL2, IL6 ve 1L12 konsantrasyonlar1 hesaplandi.
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3.2.5. Mikronoétralizasyon Testi (MNT)
3.2.5.1. Virus

Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali’ndan saglanan
BHV-1’in referens susu ‘Colorado’, Titrasyon ve serum mNT’de i¢in temin edildi

(Yanbakan, 2004).

Ependorf tiiplerdeki serumlar -80 °C’de derin dondurucuda saklandi. IBR
virusunun Colorado refenz susu hiicre kiiltiiriinde yapilan inkiibasyondan 48-72 saat

sonra sitopatolojik degisiklikler karakteristik olarak goriindii (Yanbakan, 2004).
3.2.5.2 Virus Titresi

Arastirma kullanilan IBR-IPV viriisii, Colorado susunun hiicre kiiltliriinde

mikrotitrasyon yontemi ile yapilan titrasyonda enfeksiyoz giicii 3. giin sonunda 100

DK 3Dso= 107/0.1ml olarak belirlendi (YYanbakan, 2004).
3.2.5.3. Hiicre Kiiltiirleri

Pozitif serumlarin ve mNT antikor titresini belirlenmesi icin Selguk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dalr’indan saglanan Madin Darby
Bovine Kidney (MDBK) devaml: hiicre kiiltiirleri temin edildi. Ticari preparat olarak
%10 fotal dana serumu (FDS, Biological Industries, Israil) iceren Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM, Biological Industries, Israil) yararlanildi
(Yanbakan, 2004).

3.2.5.4. Kullanilan Serumlar

Arastirmada kullanilan kan serum Ornekleri, Burdur ilinde 6zel isletmede
bulunan 40 adet sigirdan alindi. Kan numuneleri ineklerin V.jugularis’lerinden 10 ml
olacak sekilde serum separator jel iceren steril vakumlu tiiplere (BD, Vacutainer®,

ABD) alind1. Streil sartlarda EDTA’si1z tiiplere alinan kan 6rnekleri serumlart 30 dk
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siire 56 °C’de su sicakliginda inaktive edildi. Testte kullanilmak iizere 1 ml’lik

ornekler halinde -20 °C’de derin dondurucuda saklandi (Yanbakan, 2004).
3.2.5.5 Virusun Uretilmesi

IBR viriisii Colorada susunu iiretmek amaciyla Hiicre kiiltiirii siselerinde
(250 mI’lik) tretilen MDBK devamli hiicre kiiltiirline yiizeyleri Phosphate Buffer
Saline-Minus (PBS-M) ile yikandiktan sonra adsorbsiyona bagli ekim teknigi ile 2,5
ml viriis inokule edildi. 37 °C’de 1 saat adsorbsiyon i¢in bekletilen hiicre kiiltiirii
sonunda viriis tiretme vasat1 olarak DMEM ilave edildi (Duman, 2013). 37 °C’de
inkubasyondan 24-48 saat sonra %80 sitopatolojik degisimlerin goriilmesi (doku
kiiltiirii mikroskobu Olympus C-K, Japonya) ile 80 °C’de dondurulup 37 °C’de hizla
¢ozdiriilmiis viriislii hiicre kiltiirti stvist 3000 devirde 30 dk +4 °C’de santrifiij
edildi. Ustte kalan viruslu sivinimn sterilite kontrolii yapilarak 1 ml’lik porsiyonlar
halinde -80 °C’de saklandi. Virus iiretilmesi hiicre kontrol ile birlikte yiiriitiildii
(Yanbakan, 2004).

3.2.2.5.6. Virusun Mikrotitrasyonu

BHV-1’in titresi belirlemek amaciyla Frey ve Liess (1971)’in bildirdikleri
yontem kullanildi. Buna gore virusun DMEM igerisinde 10 adet epondorf tiipli nde
10'10( log10) tabanina gore viriis siispansiyonu 900 ul (0.9ml) vasat ile sulandirmalari
hazirlandi. Her virus sulandirma basamagindan mikrotitrasyon pleytinin (Costar,
ABD) bir sirasinda bulunan 4 goéziine 0,1 ml konuldu (Duman, 2013). Ayrica viriis
kontrol i¢in 4 gozii kullanildi ve her goz i¢in 0,05 ml serumsuz DMEM ve 0,05 ml
saf virusdan, hiicre kontrol icin ise 4 goéze 0,1 ml serumlu DMEM aktarildi.
Gozlerdeki viriis sulandirmalar1 ve kontrollerin iizerine 300.000 hiicre/ml olacak
sekilde sulandirilan MDBK devamli hiicre kiiltiirii slispansiyonundan pipet yardimi
ile 0,05 ml ilave edildi. Pleyt nontoksik bant ile kapatilarak 37 °C’lik %5 COy’li
etiivde inkiibasyona birakild1 (Duman, 2013). Her giin doku kiiltiirii mikroskobunda
CPE olusumu yoniinden kontrol edilerek 5. giiniin sonunda virusun titresi (doku
kiltirti infektif doz 50-DKID50) Kaerber yontemine (1964) gore hesaplandi
(Yanbakan, 2004).
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3.2.2.5.7. Mikronétralizasyon

Kan serum orneklerinde bulunan BHV-1’e¢ karsi nétralizan antikorlarin
varliginin belirlenmesi Frey ve Liess’in (1971) bildirdikleri mNT ile arastirildi.
Inaktive edilmis ve kontrol edilecek sulandirilmamis serum numunelerinden
mikrondtralizasyon pleytinin her sirasinda bulunan 2 goéziine 0,05 ml konuldu.
Ardindan serum Orneklerinden sonra BHV-1’in ‘Colorado’ referens susunun 100
DKID50 oranindaki sulandirmasindan esit miktarda ilave edildi (Duman, 2013).
Virus kontrol i¢in ayrilan 4 goziin her birine 0,05 ml serumsuz DMEM vasati
konuldu. Bunu takiben tizerine 0,05 ml saf virustan konuldu. Hiicre kontrol igin
ayrilan 4 goziin her birine 0,1 ml %10 FDS igeren DMEM kondu. Tablanin iizerine
tekrar 6zel yapistirict nontoksik bant ile pleytin {izeri kapatilarak %5 CO; igeren 37
°C’lik etiivde 1 saat inkiibasyon icin kaldirild1 (Yanbakan, 2004).

Doku kiiltiirii mikroskobunda her giin kontrolleri yapilarak 2. giinden itibaren
sonuglar sitopatolojik degisikliklere gore degerlendirmeye alindi. Mikropleyt
gozlerinde etkiler incelendiginde Sitopatolojik Etki (CPE) varligi nétralizasyon
negatif ve CPE yoklugu pozitif olarak adlandirildi. CPE olusumu goézlenmedigi
virusa kars1 serum Ornegi antikor olsumu durumunda siipheli kabul edildi. Buna gore

notralizasyon pozitif kabul edildi (YYanbakan, 2004).

Tablo 3.1. Nétralizasyon Degerlendirme.

Siipheli Virus CPE Notralizasyon
IBR(+) ) (+)
IBR(-) (+) (-)

3.3. Istatistiksel Analizler

Farkl1 6rnekleme zamanlarinda elde edilen sitokin diizeyleri; bagimsiz t testi

ile, antikor diizeyleri ise ANOVA ve post-hoc Duncan testleri ile degerlendirildi.
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(SPSS 10.0 for Windows/SPSS® Inc., Chicago, IL, U.S.A.). Degerlendirmede

p<0,05 6nem sinir1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hemogram ve ELISA Sonugclar:

Tablo 4.1. 0.giin alinan kan 6rneklerinin hemogram ve ELISA sonuglari, (Ortalama
+ Standard sapma)

0. Giin Kontrol Grup1 Kontrol Grup 2 Deneme Grubu
(n=10) (n=10) (n=20)
IFN GAMMA (pg/ml)  12,0+1,09° 14,0+2,61° 49,5+6,42°
IL2 (ng/l) 6,1+0,64" 5,5+0,38" 14,8+1,38°
IL6 (ng/l) 453+1,82° 50,0+3,35° 95,949,332
IL12 (ng/l) 2,5+0,46" 1,9+0,14° 3,6+0,38°
WBC (x10%/L) 8,7+0,35" 6,8+0,31° 9,2+0,39°
LYM (x10%/L) 5,8+0,18" 4,9+0,20% 5,540,25°
GRAN (x10%/L) 1,6+0,17° 1,0£0,97° 1,4+0,10°
HGB (g/dl) 10,9£0,41° 10,5+0,40° 10,9£0,27°
MCH (pg) 19,8+0,35" 20,9+0,59%° 22,040,512
MCHC (g/dl) 44,3+1.39° 48,6+1,92%° 53,5+1,42°
RBC (x10/L) 5,5+0,23" 5,0+0,16" 5,0+£0,13b
HTC (%) 24,841,21° 21,8+0,81° 21,940,472

IFN (Interferon Gamma), I1L2 (Interldkin 2), IL6 (Interlokin 6), IL12 (Interlokin 12), WBC (I6kosit),
LYM (lenfosit), GRAN (granulosit), HGB (hemoglobin), MCH (Mean Corpuscular Hemoglobin),
MCHC (Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration), RBC (Red Blood Cells),

MCV (Mean Corpuscular Volume), HTC (Hematokrit)

Gruplar arasinda istatiksel anlam derecesi harflerle belirtilmis olup, ayni satirda farkli harf bulunmasi
gruplar arasinda istatiksel anlam(p<0,05) géstermektedir.

Standart ~ sulandirmalardan  elde  edilen  grafikten = y=90,512x-
9,7593/R2=0,9986 formiilii elde edilerek orneklerdeki IFN-gamma ve IL2, IL6 ve
IL12 konsantrasyonlart hesaplandi. Kontrol-1, kontrol-2 ve deneme grubundan O.
giin alinan 6rneklerin hemogram ve ELISA degerlerinin istatik analizi ANOVA testi
yapilmis olup Tablo 1‘de gdsterilmistir. Interferon gamma, interlokin 2, interldkin 6,
interlokin 12, degerleri deneme grubunda kontrol-1 ve 2 grubuna gore anlamli
derecede yiiksek bulundu. WBC (Iokosit) sayimi ise deneme grubu verilerinde
yiiksek, kontrol-2 grubunda en diisiik degerlere sahiptir. Lenfosit (LYM) degerleri,
tim gruplarda yapilan uygulamalar sonucunda dogru orantili olarak yiikselme
gdstermistir. Interferon gamma, interldkin 2, interlokin 6, interlokin 12, degerleriyle
de lenfosit sayilart dogru orantilidir, Deneme ve kontrol 2 grubu istatiksel agidan
benzer, kontrol-1 grubunu ise farklidir. 4. giin as1 uygulamalarindan 6. saat sonra

alman sonuclarda Interferon gamma, interlokin-2, interlokin-6, interlokin-12’nin,

26



yiikseldigi tespit edildi. MCH ve MCHC’nin deneme grubu degerinin kontrol
grubuna gore yiiksek oldugu goriildii. RBC degerlerinde {i¢ grupta da 0. Giin, anlaml
bir degisiklige rastlanmadi. MCV parametresinde ii¢ grupta da farkli sonuglar elde
edildi. Deneme grubundaki Hematokrit (HTC) degerleri kontrol gruplarina gore
yiiksek bulundu.

Tablo 4.2. 4.glin alinan kan 6rneklerinin hemogram ve ELISA sonuglari, (Ortalama
+ Standard sapma)

4. Giin Kontrol Grup1 Kontrol Grup 2 Deneme Grubu
(n=10) (n=10) (n=20)
IFN GAMMA (pg/ml)  17,7+3,88° 9,9+1,92° 62,6+5,45°
IL2 (ng/1) 5,9+0,73" 5,4+0,78" 16,9+1,13°
IL6 (ng/l) 49,6+3,15° 45,2+2.43° 89,7+8,62°
IL12 (ng/) 1,6+0,16° 1,740,15° 2,840,25A
WBC (x10°%/L) 9,5+0,37" 7,9+0,44° 12,6£0,57°
LYM (x10%/L) 5,7+0,25" 5,2+0,15" 7,6+0,42A
GRAN (x10°/L) 2,440,34" 1,5+0,28" 2,140,24B
HGB (g/dl) 11,8+0,37° 9,9:0,33° 11,6+0,26%
MCH (pg) 20,0+0,59° 20,9+0,52% 22.4+0,45°
MCHC (g/dI) 44,942,07° 48,0+1,89%° 52,5+1,31°
RBC (x10%/L) 5,940,24° 4,7+0,23? 5,7+0,18A
HTC (%) 28,8+2,62" 20,9+1,36" 23,6+0,70°

IFN (Interferon Gamma), IL2 (Interldkin 2), IL6 (Interlokin 6), IL12 (Interldkin 12), WBC (l6kosit),
LYM (lenfosit), GRAN (granulosit), HGB (hemoglobin), MCH (Mean Corpuscular Hemoglobin),
MCHC (Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration), RBC (Red Blood Cells),

MCV (Mean Corpuscular Volume), HTC (Hematokrit)

Gruplar arasinda istatiksel anlam derecesi harflerle belirtilmis olup, ayn1 satirda farkli harf bulunmasi
gruplar arasinda istatiksel anlam(p<0,05) gostermektedir.

Kontrol-1, kontrol-2 ve deneme grubundan 4. Giin alinan 6rneklerin ANOVA
testi sonuclar1 Tablo 2‘de gosterilmistir. Interferon gamma; deneme grubunda
kontrol-1 grubuna gore yaklasim 3 kat, kontrol-2 grubuna gore yaklasik 6 kat
yiikselmistir. Interlokin-2 degeri, kontrol gruplarma gore yaklasik 3 kat artis
gostermis, Interlokin-6 ve interlokin-12, yaklasik 2 kat artmustir. WBC ve lenfosit
verileri istatiksel agidan kontrol 1 ve 2 gruplarinda ayni dneme sahipken deneme
grubunda farklilik gostermistir. Graniilosit sayilarinda ise ii¢ grupta da anlamli bir
degisiklik tespit edilmedi. Hemoglobin miktar1 0. giine gére deneme grubunda
yiikselmis, kontrol gruplarinda ayni kalmistir. MCH ve MCHC, 0. giine gore tiim
gruplarda anlamli bir degisiklik gostermemistir. RBC degerleri 0. giin ile
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kiyaslandiginda sadece kontrol-2 grubunda farklilik goriildii. HTC degerleri 0. giine

gore li¢ grupta da ayni1 6neme sahiptir.
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Sekil 4.3. Pleytlere stop soliisyonu eklenmesi (Sar1 renk) ve reaksiyondaki goriiniimii
(Mavi renk).
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4.2. Kontrol-1, Kontrol-2 BHV-1 Antikor Titre Sonuclar:

Kontrol-1 grubundaki sadece Zylexis wuygulanan hayvanlarin kan
serumlarinda BHV-1 antikor varlig1 7., 14. ve 21. giinde tespit edilmedi.

Kontrol-2 grubundaki sadece as1 uygulanan hayvanlarin kan serumlarinda
BHV-1 antikor titreleri; 7. giinde 1/2 (log, tabanina gore yapilan sulandirmalarda)
titrede 1 (%10) hayvan, 1/8 titrede 8 (%80) hayvan ve 1/16 titrede 1 (%10) hayvan
tespit edildi. Kontrol-2 grundaki hayvanlarin kan serumlarinda BHV-1 antikor
titreleri; 14. giinde, 1/2 (log, tabanina gore yapilan sulandirmalarda) titrede 1 (%10)
hayvan, 1/8 titrede 9 (%90) hayvan tespit edildi. Kontrol-2 grundaki hayvanlarin kan
serumlarinda BHV-1 antikor titreleri; 21. giinde, 1/2 (logy tabanina gore yapilan
sulandirmalarda) titrede 1 (%10) hayvan, 1/4 titrede 1 (%10) hayvan ve 1/16 titrede 8
(%80) hayvan tespit edildi (Tablo 4.3).

4.3. Deneme Gruplarinda BHV-1 Antikor Titre Sonuclar

Deneme grubundaki Zylexistasi uygulanan hayvanlarin kan serumlarinda
BHV-1 antikor titreleri; 7. Gilinde 1/2 (log, tabanina gore yapilan sulandirmalarda)
titrede 2 (%10) hayvan, 1/8 titrede 18 (%80) hayvan tespit edildi. Deneme
grubundaki hayvanlarin kan serumlarinda BHV-1 antikor titreleri; 14. giinde 1/32
(log tabanina gore yapilan sulandirmalarda) titrede 20 (%100) hayvan, tespit edildi.
Deneme grubundaki hayvanlarin kan serumlarinda BHV-1 antikor titreleri; 21. giinde
1/64 (log, tabanina gore yapilan sulandirmalarda) titrede 20 (%100) hayvan tespit
edildi (Tablo 4.4).
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Sekil 4.4. IBR-IPV viriisii Colorado susu ile enfekte MDBK hiicre kiiltiiriiniin 3.
giindeki goriiniimii (x10).
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Sekil 4.5. MDBK hiicre kiiltiirii (hiicre kontrol) (x10)

Tablo 4.3. As1 Grubundaki Sigirlarin BHV-1 Antikor Titre Degerleri.

BHV-1 Titre Hayvan Sayisi % Giin
72 1 10 7. giin
Ya - - 7. giin
1/8 8 80 7. glin

1/16 1 10 7. glin
1/128 - - 7. glin
1/2 1 10 14. giin
1/4 9 90 14. giin
1/8 - - 14. giin
1/16 - - 14. giin
1/32 - - 14. giin
1/64 - - 14. giin
1/128 - - 14. giin
1/2 - - 21. giin
1/4 1 10 21. giin
1/8 1 10 21. giin
1/16 8 80 21. giin
1/32 - - 21. giin
1/64 - - 21. giin
1/128 - - 21. giin
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Tablo 4.4. Deneme Grubundaki Sigirlarin BHV-1 Antikor Titre Degerleri.

BHV-1 Titre Hayvan Sayisi % Giin
(n=20)
Y 2 10 7. gilin
Ya - - 7. giin
1/8 18 90 7. gilin
1/16 - - 7. giin
1/128 - - 7. giin
1/2 - - 14. giin
1/4 - - 14. giin
1/8 - - 14. giin
1/16 - - 14. giin
1/32 20 100 14. giin
1/64 - - 14. giin
1/128 - - 14. giin
1/2 - - 21. giin
1/4 - - 21. giin
1/8 - - 21. giin
1/16 - - 21. giin
1/32 - - 21. giin
1/64 20 100 21. giin
1/128 - - 21. giin
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5. TARTISMA

Son yillarda yapilan arastirmalarda, Infectious Bovine Rhinotracheitis
(IBR)’in, sigirlarda, basta solunum sisteminde olmak {izere sinir sistemini ve genital
sistemi etkileyerek fertilite bozukluklarina, abortlara ve yeni doganlarda oliimciil
sistemik hastaliklara neden olarak biiyilkk ekonomik kayiplara neden oldugu
bildirilmistir (Jones ve Chowdhury, 2010; Raaperi ve ark., 2012). IBR
seropozitifliginin yliksek oldugu (Alkan ve ark., 2005) iilkemizde hastaliktan
korunmanin en iyi yolu asilamadir. Asilamada yiiksek antikor titresinin olusturulmasi
uzun siireli ve giivenli koruma saglar. Bu nedenle asilama programlarinda
immunmodiilatér etkili ajanlarin  kullanimi 6nemlidir. Immunmodiilatr etkili
ajanlardan biri olan inaktif parapoxvirus ovis (iPPVO)’un, sigirlarda inaktif IBR as1
uygulamasi programinda tatbikinin, serum antikor titrelerinde ve sitokin
konsantrasyonlarinda degisikliklere neden olabilecegi hipotezine dayanan bu
projede, iPPVO’un inaktif IBR as1 uygulamasinda antikor titreleri, proinflamatuar ve
anti-inflamatuar sitokin konsantrasyonlarindaki degisiklikleri ilk kez bu ¢alismada

arastirildi.

Yapilan bir arastirmada, iPPVO ile asilanmis farelerden toplanan periton
makrofajlar1 ile in vitro fagositik aktiviteleri asilamadan sonra farkli zaman
dilimlerinde, 6nemli derecede artis sagladigi gozlemlemistir. IPPVO ile asilanmus
farelerde gegici olarak notrofillerdeki artisa bagli olarak solunum artist goriilmiistiir.
Gegici olmasina ragmen, IFN-I indiiksiyonu ve aktivitesi, mikrobiyal diren¢ ve
immiin sistem tarafindan klirensi iceren asagi yondeki mekanizmalar tetikleyebilir.
Diger yandan, IFN-c ve IL-12, mRNA'nin artan ekspresyonu, in vivo ve in vitro
olarak gosterilen makrofajlarla arttinlmis fagositik aktivite ile ilgili oldugu
bildirilmistir (Ons, 2014). Yapilan bu calismada da, IFN gamma ve interlokin

aktivitesinde artiglar saptanmustir.

Bir ¢alismada, buzagilarda Bovine herpesvirus-1 (BHV-1) etkeninin sebep

oldugu Infectious bovine rhinotracheitis (IBR) hastaliginin yayilmasini engellemek
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amaciyla ii¢ farkli deney yapilmistir. Sonug olarak iPPVO’nun, hastaliga yakalanmus,
hasta olmayan ve hasta buzagilarla temas halinde olan deneklerde etkili oldugu tespit
edilmistir (Kriakis,1998).

Kriakis (1998), iPPVO uygulanmis domuz yavrulari ile iPPVO
uygulanmamis domuz yavrulariyla ilgili arastirmada; ishal goriilme oraninda t¢ kat
azalma ve mortalitede alt1 kat azalma belirlemistir. Calisma, iIPPVO’nun hastaliklara
kars1 koruyucu 6zelligini ortaya koymaktadir. Yapilan bu ¢alismada da, IFN gamma
ve interlokin aktivitesindeki artislarin olmasi iPPVO’nun IBR’ye karsi korumayi

arttirdigin1 gostermekte olup her iki ¢alismay1 destekler niteliktedir.

Bovine herpes viriisii-1 ile enfekte olmus buzagilarda yapilan kiigiik bir pilot
caligmada, bir solunum yolu hastaligi salgin1 basladiktan sonra IPPVO’nun
immiinomodiilasyon olarak kullanilmasinin, daha sonra enfekte olabilecek
hayvanlarda klinik belirtilerin azaltilmasinda 6nemli derecede yardimcei olabilecegini
gostermistir (Weber O, 2013). Yapilan bu ¢alismamada da, marker IBR asis1 ile
birlikte iPPVO kullaniminin siirii sagligini koruma agisindan faydali oldugunu ortaya

koymaktadir.

iIPPVO’nun ayni1 zamanda, ¢esitli tiirlerde baskin bir Thl tipi immiin tepkiye
yol actigr bildirilmektedir. Bu hipotez, iPPVO’nun in vitro ve ayrica in Vivo
immiinmodiilator aktiviteyi indiikleme kabiliyetine sahip olmasiyla agiklanabilir.
Yapilan bu ¢calismamada da, IBR asis1 ve iPPVO’nun yapildig1 gruptaki hayvanlarda
lenfositlerdeki artig bu hipotezi dogrular niteliktedir (Weber O, 2013).

Kyriakis (1998); sigirlarda, domuzlarda, atlarda, farelerde, kopeklerde ve
kedilerde zayiflatilmis koyun parapoxviriisiiniin profilaktik veya metafilaktik
uygulamasinin, at herpes viriisii, kedi herpes viriisii, kopek adenoviriis tip 2,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli veya Pasteurella multocida, Aujeszky
hastalig1 virtisii, enfeksiydz sigir rinotrakeit viriisii, vezikiilitis gibi bazi1 bakteriyel ve
viral ajanlarin neden oldugu klinik semptomlarin azaltilmasinda yardimci oldugunu
kanitlamigtir. Bunun nedenini; interferon, dogal makrofaj hiicreler ve lenfositlerin

artmas1 gibi erken bagisiklik mekanizmalarinin indiiklenmesiyle ilskilendirmistir.
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Yapilan bu ¢aligmamada da; iPPVO ve IBR asis1 ile iPPVO’nun beraber yapildig:
kontrol 1 ve deney grubundaki hayvanlarda, IFN gamma ve IL 2, IL 6, IL 12 ve

lenfosit artis1 belirlenmistir.

Arai ve ark., (1990), siganlarda yaptiklar1 ¢alismada, iPPVO uygulamasindan
sonra, deney grubundaki hayvanlarda IFN gamma ve IL-10 ekspresyonlarinin
indiiklendigini bildirilmislerdir. Yapilan bu ¢alismamada da, kontrol 1 ve deneme

grubundaki hayvanlarda IFN gamma ve IL 2, IL 6, IL 1’°de artislar belirlenmistir.

Inaktive edilmis parapoxviriis ovisinin (iPPVO) immiin uyaric1 &zellikleri
uzun zamandir in vivo ve in vitro olarak gosterilmistir, ancak igerdigi biyolojik ve
molekiiler mekanizmalar biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir (Anziliero, 2014). Yapilan
bir c¢aligmada, IPPVO uygulanmis farelerin serumlarinda 6 ve 12 saat sonra,
interferon | (IFN-1), 15 misli artarken, uygulamadan 24 ve 48.saat sonra IFN gamma
15 misli ve IL-12, 6 misli artis gostermistir (Anziliero D. 2014). Yapilan bu
calismamada ise deneme grubunda 102. saatte IFN gamma, kontrol -1 grubuna gore
yaklasik 3 kat, kontrol-2 grubuna gore yaklasik 6 kat artarken IL 12, 2 kat artmistir.
Calismalar arasindaki bu farklilar kullanilan hayvan tiirii ve metod farkliligindan

kaynaklanabilir.

Kopeklerde yapilan bir ¢alismada, iPPVO ile uyarildiktan sonra periferik kan
16kositleri ile birlikte monositlerde, polimorfoniikleer hiicrelerde ve fagositotik
aktivitede belirgin bir artis oldugu bildirilmistir (Schiitze, 2009). Yapilan bu
caligmamada da; 16kositler, iPPVO uygulanan kontrol 1 ve deney grubunda, anlaml

bir sekilde artis gostermistir.

Taylara siitten kesim Oncesi ve sonrast IPPVO uygulandiginda, solunum
sistemi hastaliklarinin insidensinin diistiigli ve aniden siitten kesme ve transport ile
olusabilecek immun baskiy1 ortadan kaldirabilecegi, bdylece immun baski sonucu
gelisebilecek enfeksiyonlardan korunmada iPPVO’un etkili olabilecegi bildirilmistir
(Dreismann G.M. 2010). Taylarda yapilan bir arastirmada, iPPVO uygulamasi
sonrasinda bazi sitokin diizeylerinin  yiikseldigi ve Rhodococcus equi

enfeksiyonlarmin dnlenmesinde faydali olabilecegi ifade edilmistir (Dreismann G.M.
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2010). Yapilan bu ¢alismamada da, iPPVO uygulanan kontrol 1 ve deneme grubunda
bazi sitokin diizeylerininde (IFN gamma ve IL 2, IL 6, IL 12) artis belirlenmistir.

Bir arastirmada, Parvoviral enteritisli kopeklere iPPVO uygulamasinin
lenfosit sayisini artirdigi, ancak hemogram parametreleri, antikor titresi, viriisiin
sacilma orani ve iyilesme zamaninda bir degisime neden olmadig: ifade edilmistir
(Proksch ve ark., 2014). Yapilan bu ¢alismamada, iPPVO uygulanan kontrol 1 ve

deney grubunda lenfositler, anlamli bir sekilde artis gostermisir.

Bir ¢alismada, saglikli fareler ve ratlara iIPPVO uygulamasi sonrasinda kan
sitokin diizeylerinde yiikselmeler gozlendigi belirlenmistir (Anziliero ve rak., 2014)).
Yapilan bu ¢alismamada da, iPPVO uygulanan kontrol 1 ve deneme grubunda bazi
sitokin diizeylerininde (IFN gamma ve IL 2, IL 6, IL 12) artis belirlenmistir.

Bir arastirmada, iPPVO’nun bazi viral bilesenlerin Toll benzeri reseptor
tanima yoluyla, monositleri veya diger antijen uyaran hiicreleri (APC) aktive ettigi
bildirilmistir. Bu aktivasyonun, T hiicreleri ve/veya NK hiicreleri tarafindan IFN
gamma salimina katilan tip I interferonlar ve IL-18 dahil ¢esitli sitokinlerin salinimi
takiben atlarda benzer etki mekanizmasini meydana getirdigini One siirerek,
immiinmodiilatoriin, at sitokin tiretimi tizerindeki etkisi hem in vitro hem de in vivo
olarak degerlendirilmistir. Toll benzeri reseptorler (TLR), birgok patojene karst dogal
immun cevabin olugmasini saglayan bir grup tip 1 transmembran proteinidir.
Aragtirmada; 0., 2., 9. glinlerde ii¢ doz iPPVO uygulanmasi ve 6., 24. ,48. saatlerde
bolgesel sitokin konsantrasyonlari karsilastirilmistir. Sonug olarak atlarda iPPVO’un,
sikotinlerin ortaya cikisinin hizlandirildigi ve immun cevap olusturdugu ortaya
konmustur (Horohov, 2008). Yapilan bu caligmamada da kontrol 1 ve deneme
grubunda bazi sitokin diizeylerininde (IFN gamma ve IL 2, IL 6, IL 12) artis
belirlenmistir. Fakat bu g¢alismadan farkli olarak arastirmada; sitokinler, gergek
zamanli PCR teknigi ile sitokin gen ekspresyonunun nispi nicelemesi yapilarak

sitokinlerin artig1 belirlenmistir (Horohov, 2008).

Kopeklerin  demodikozis hastaligindaki iPPVO etkinligini gdsteren bir
arastirmada karsilagtimali olarak 0., 2., 9. giin 2 ml subkutan olarak iPPVO
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uygulanmistir. 0., 10., 40., 80.,120. giinlerde alinan deri kazinti o6rnekleri (etken
tesbiti) sonuglarinda iPPVO grubunda etken sagiliminin anlamli derecede azaldigi
(20 giin daha 6nce) ve yine ayni sekilde klinik skorlarinda istatiksel olarak daha
olumlu sonuglar oldugu ortaya konulmustur. Kan ornekleri 0., 1., 10., 40., 80.
giinlerde toplanilmigtir. Ancak lenfosit degerleri iPPVO grubunda 10. giin anlamh
sekilde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Pekmezci ve ark., 2014). Yapilan bu
calismamada da, iPPVO uygulanan kontrol 1 ve deneme grubunda lenfositler,

anlaml bir sekilde artis gostermisir.

Virusu notralize eden antikorlar, viriis spesifik olup virusun 6ldiiriilmesinden
sorumlu olan antikorlardir. Bu antikorlarin yliksek olmasi viriis spesifik humoral
korunmaninda gii¢lii oldugunu gostermektedir. BHV-1 ile ilgili yapilan bir
caligmada, Konya bolgesinde saglikli goriilen sigirlarda ELISA ve mNT testleri
yapilmis ve sirasiyla ELISA testinde %19 ve mNT de ise % 13 oraninda pozitiflik
belirlenmistir (Yanbakan, 2004). Bu calisma saglikli goriilen hayvanlarda da
seropozitifligin olabilecegini gostermekle birlikte bizim c¢alismamizda kullanilan
kontrol grubundaki sigirlarda benzer bir seropozitiflik belirlenmemistir. Yapilan
caligmalarda seropozitifligi belirlemede ELISA testinin viriis nottralizasyon testine
gore daha duyarli oldugu rapor edilmistir (Bolat ve ark., 1996; Duman R, 2013).
Yapilan bu ¢alismada ise viriis notralize eden antikor titreleri belirlenmis olup sadece
as1 yapilmis sigirlarda 7. giinde hayvanlarin %80’inde 1/8 titrede, 14 giinde
hayvanlarin %90’inda 1/4 oraninda ve 21. giinde ise 1/16 titre sigirlarin %80’inde
belirlenmistir. Buna karsin iPPVO ve as1 yapilmig sigirlarda 7. giinde 1/8 titre
hayvanlarin %90’1nda, 14. giinde hayvanlarin tamaminda 1/32 titre ve 21. giinde ise
viriisii notralize eden antikor titresi 1/64 titre olarak yine hayvanlarin tamaminda
(%100) belirlenmistir. Bu sonuglar gostermektedir ki viriisii notralize eden antikor
titreleri hem as1 grubunda hem de as1 ve iPPVO uygulanmis grupta zamana bagl
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olarak artmaktadir. Bununla birlikte iPPVO ve as1 uygulanan sigirlarda virlisii
noétralize eden antikor titreleri ¢ok daha yliksek bulunmus ve bu titrelerin 21. glinde
hayvanlarin biiyiik bir boliimiinde 1/64’e kadar ulasti§i goriilmiistiir. Sonug olarak
yapilan bu ¢alisma iPPVO’nun sigirlarda as1 kaynakli viriisii notralize eden antikor
titrelerini 6nemli diizeyde artirdigi belirlenmistir. BHV-1 asis1 ile birlikte iPPVO’nun
uygulanmasi sigirlarda koruyucu immuniteyi gii¢lendirecegi kanisina varilmis olup

as1 ile birlikte iPPVO’nun yapilmasi 6nerilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Son yillarda yapilan aragtirmalarda, Infectious Bovine Rhinotracheitis
(IBR)’in, sigirlarda, basta solunum sisteminde olmak {iizere sinir sistemini ve genital
sistemi etkileyerek fertilite bozukluklarina, abortlara ve yeni doganlarda Gliimciil
sistemik hastaliklara neden olarak biiyilk ekonomik kayiplara neden oldugu
bildirilmistir (Jones ve Chowdhury, 2010; Raaperi ve ark., 2012). IBR
seropozitifliginin yliksek oldugu (Alkan ve ark., 2005) iilkemizde hastaliktan
korunmanin en iyi yolu aglamadir. Serapozitifligi diisiik olan iilkelerde kesime sevk
edilerek eradikasyon saglanmaktadir. Asilamada yiiksek antikor titresinin
olusturulmas1 uzun siireli ve giivenli koruma saglar. Bu nedenle asilama
programlarinda immunmodiilatér etkili ajanlarin kullanimi 6nemlidir. Yapilan bu
calismada, proinflamatuar ve anti-inflamatuar sitokin konsantrasyonlarindaki
degisiklikler deneme grubunda, kontrol-1 ve kontrol-2 grubuna gore daha giiglii
immun yanit gelistigini ortaya koymustur. Bu nedenle siiriilerin IBR hastaligindan
korunmasinda, asilamayla birlikte inaktif parapoxvirus ovis (iPPVO) uygulamasi

birlikte yapilmalidir.

Siirti saghigi ve korumaya yardimer immunmodiilator etkili ajanlardan biri
olan inaktif parapoxvirus ovis (iPPVO)’un, sigirlarda inaktif IBR as1 uygulamasi
programinda tatbikinin, serum antikor titrelerinde ve sitokin konsantrasyonlarinda
degisikliklere neden olabilecegi hipotezine dayanan bu projede, iPPVO’un inaktif
IBR as1 uygulamasinda antikor titreleri, proinflamatuar ve anti-inflamatuar sitokin
konsantrasyonlarindaki degisiklikleri ilk kez bu calismada arastirilarak literatiire
onemli katki saglanmistir. Ayrica iPPVO’un, inaktif IBR as1 uygulamasi programi
igin iyi bir immunmodiilator etkisi oldugu ortaya konulmustur. Bu nedenle, diger
asitlama  programlarinda ve koruyucu hekimlikte iPPVO’un kullanilimi

yayginlagtirilmalidir.

Ulkemizde IBR hastalig1 igin yeterli derecede koruma kontrol programlar
uygulamaya konulmamis olup, IBR asilari mevcut olmakla birlikte yeteri kadar
uygulanmamaktadir. Bu nedenle IBR’ye yonelik koruma, kontrol, asilama ve
eradikasyon programlari gelistirilmelidir.
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