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ONsSOz

Sigir  yetistiriciliginin hayvansal gida maddeleri ve deri Uretimi ve bir
alternatif istihdam alani olarak tesvik edildigi Dogu Anadolu Bélgesinde
genellikle hayvan yetistiriciligi bilim~sel verilerden daha ¢ok gérgllere
dayanilarak yapilmaktadir. Oysaki sagdlikli hayvan yetistiricilii sézkonusu
oldugunda, cografik bélgenin, iklimin, barinaklardaki hijyenik ortamin ve
yénetim uygulamalarinin canl ile hastalik etkenleri érasmdaki iligkilerde etkin
rol oynadiklari énemle belirtiimektedir.Ozellikle kis aylarinda barinaklarda
hayvan yoguniugunun fazla olmasinin ve barinagin yetersiz
havalandiriimasinin 1s1 ve rutubet artmasina sebep oldugu ve bu kosullarin
dogrudan temas veya damlacik enfeksiyonlari olasiigini  yUkselttigi
vurgulanmaktadir. Bu nedenle uygun olmayan gevre kosullarinin ve yénetim
hatalarinin hayvanlarl enfeksiyon hastaliklarina karst duyarli ( predispose)
hale getirdikleri uyarisi devamli yapilmaktadir ( 9,12,17,28,68).

Parainfluenza tip 3 ( PI-3) virusu, bovine respiratory syncytial virus
(BRSV ), infectious bovine rhinotracheitis virusu ( IBRV ) ve rhinovirus gibi
viruslarin ~ solunum sisteminde sebep olduklari enfeksiyonlarin hastaliga
dondsmesinde stress faktérleri olarak isimlendirilen iklim, barinak hijyeni,
barinak degisimi, yem degisimi, taginma ve diger faktfjrleri:n 6nemli etkilere
sahip olduklari saptanmistir ( 9,28,43,46,68). Bu nedenle faktérlere bagh
hastaliklar “ faktér hastaliklari “ olarak isimiendirilmistir (68). Parainfluenza tip
3 virusu sigirlarda ve kiglk bas hayvanlarda solunum sisteminde sekunder
bakteriyel invazyon olusumu igin ortam hazirlayicisi olarak gériilmektedir
(9,24,43).

Solunum sisteminde enfeksiyonlara sebep olan viruslar arasinda yer
alan PI-3 virusu ilk defa sigirlardan izole edilmigtir ( 56,67). Parainfluenza
tip 3 virusu Ust solunum sistemi mukoz hdcrelerinde, alveolar makrofajlarda,
nétrofillerde ve lenfositlerde tahribata sebep olmaktadir. Bu tahribata bagh
olarak makrofajlarin immunite ve fagositoz yetenegdi, nétrofillerin bakteri
élduruct fonksiyonu engellenmek suretiyle akcigerlerin dodal savunma
mekanizmalari etkisiz hale getiriimektedir. Béyle bir ortamda Ust ‘solunum



sisteminde fakiltatif patojen olarak bulunan Pasteurella hemolytica ve
diger bakteriler aktif hale gegmekte ve g¢ogalarak alt solunum sistemine
erigmektedir. Zira bu asamada bakteriler fagositozdan, antikorlarin
etkilerinden ve nétrofillerin  éldlrlici  fonksiyonundan kurtulmaktadirlar.
Olusan sekunder bakteriyel enfeksiyonlarin katilimi ile viral pneumoni tedavi
edilmedigi taktirde 6limle sonuglanan enzootik pneumoniye dénlsmektedir.
Pneumoniler  &6lim, vicut agirhgi kaybina, verimde azalmaya, ge¢
pazarlamaya ve tedavi giderlerine sebep olarak hayvancilikta é&nemli
ekonomik kayiplarin nedeni olarak gértilmektedirler.

Dinyada yaygin oldugu bilinen PI-3 virus enfeksiyonu Turkiye'nin
bati ve i¢ bdlgelerinde de saptanmigtir. Bu nedenle Malatya bolgesinde
uygulanan vyetistirme kosullarinda birbirini izleyen sonbahar ve ilkbahar
dénemlerinde sidirlarda PI-3 virus enfeksiyonunu ve buna vyetigtirme

kogullarinin etkilerini belilemek bu arastirmanin amaci olmustur.



1. GENEL BILGILER

Insan ve sicak kanli hayvanlarin solunum sisteminde enfeksiyonlara
veya solunum sistemi hastaliklarina sebep olan viruslardan bazilarinin yer
aldiklari paramyxoviridae  ailesi U¢ genusu  kapsamaktadir. Bunlar
Paramyxovirus, Morbillivirus ve Pneumovirus olarak isimlendirilmektedirler.

Paramyxoviruslar insan, memeli hayvanlar ve kanatlilann solunum
sisteminde enfeksiyonlari veya hastaliklari olusturmaktadirlar. Ayrica bu
viruslarin memeli ve kanatli hayvanlarin eritrositlerini aglutine etme ve
néraminidaz aktivitelerinede sahip olduklari bulunmustur( 28,29,51,68).

1.1. Parainfluenzavirus Tip 3 (PI-3)

Parainfluenzavirus tip 3 paramyxovirus genusunda bulunmaktadir.
Parainfluenzavirus virionu kiremsi veya iplik seklinde bir morfolojik
gérinimde, zarli ve 150-300 nm lik bir blyuklGge sahiptir. Genetik materyali
15-16 kb buyuklUkte, negatif polariteli ve tek iplikli bir molekll ribonikleik
asitten ( RNA ) ibarettir. Genom molekdl agirhgi 6x1 0° dir. Viral nikleokapsid
18 nm c¢apinda bfr heliksdir. Parainfluenzavirus tip 3 genomunun 6 veya
daha fazla genden olustugu saptanmistir. Bu genlerin 6 veya daha ¢ok
yapisal proteinleri ve birden fazla yapisal olmayan proteinleri kodladig
belirlenmistir ( 28,29,51). Kimi arastirmada ise 6 yapisal proteinin ve ¢ogu
zarll viruslarda da bulunan bir hiicresel aktin proteininin varligi aciklanmigtir
(62).Parainfluenzavirus  tip 3 genomu tarafindan kodlanan proteinlerden
yedisinin virus spesifik olduklari bildirilmigtir. Bunlardan bes tanesinin virionda
karekteristik rol oynadiklari belirlenmistir ( 28,51).

Bu proteinler L (200 kDa ), NP (60 kDa ), P (60 kDa), M (34 kDa), F
(65 kDa ) ve HN (80 kDa ) olarak isimlendirilmiglerdir. Bunlardan L ( polimeraz
proteini ) ve P ( fosfoprotein ) proteinleri RNA genomun ¢ogalmasi ve kopye
edilmesinde, NP ( ntkleoprotein ) proteininin genomun  korunmasinda, M
( matrix proteini ) proteininin virion korunun stabilitesinin saglanmasinda bir
igleve sahip olduklar vurgulanmistir. Parainfluenzavirus tip 3 tek iplikli ve

negatif polariteli RNA genom tasidiindan virus ¢ogalmasi igin enzim



aktivitesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle virus c¢ogalmasinda L,P,NP, M
ve F proteinleri buytk 6nem tasimaktadirlar ( 28,51).

Paramyxovirusun diger bir 6zelligide hlcre vylizeylerinde fusyona
sebep olmasidir. Bu olgu F ( fusyon proteini ) proteini ile gergeklesmektedir.
Baglangicta inaktif formda yapilmis olan F proteininin htcresel tripsin
benzeri proteazlarla F;i ve Fy'ye pargalandiktan sonra biyolojik etkinlik
kazandigr kanitlanmigtir. Bu nedenle PI-3 virus enfektivitesinin F proteininin
hiicresel enzimlerle proteolitik pargalanmasina bagh oldugu bildirilmistir. Bu
durum proteazlardan yoksun olan hicrelerde olusan virionlarin enfeksiy6z
olmadiklarinin saptanmasiyla dogrulanmigtir. Bu baglamda paramyxoviruslarin
hlcreleri enfekte etme yetenegi, viruslarin enfeksiyon mekanizmalarinin bir
ifadesi olarak goruimistir. Diger bir ifadeyle enfeksiyon mekanizmasinin
hiicresel membranla viral zarin fusyonuna bagh oldugu gézlenmistir. Bu
aktivitenin hlicre ylzeyi ile paramyxovirus arasinda nétral pH ortaminda ve
néraminidaz katilimi ile"gerg:eklestigi belilenmistir (28,47,51). Diger taraftan
F proteininin hicreler arasinda fusyonla virionlarin dogrudan hicre igi
yayllmasinda ve koruyucu bagisikligin olusumunda etkin oldugu bildirilmigtir
(28,29,51).

Lipid bakimindan zengin olan viral zarda HN (hemaglutinin-
néraminidaz) glikoproteinleri bulunmustur. Bunlardan H glikoproteini
virionlarin hiicresel reseptdrlere  tutunmasinda (adsorpsion) ve induktif
bagisikhdin olusumunda ve N glikoproteininin yeni nesil virionlarin hiicreleri
terketmesinde ve syncytianin meydana gelmesinde gérev yaptiklari
saptanmistir ( 8,28,42,47,51).

Sigirlardan ve koyunlardan izole edilmis olan PI-3 viruslarinin antijenik
ozellikleri bakimindan ézdes, buna karsin sigir ve insan PI-3 viruslarinin
antijenite yonunden farkli olduklan  kanitlanmigtir. Yapilan aragtirmalarda
insan ve si§ir PI-3 viruslarinin sadece bir musterek epitopa sahip olduklan
belirlenmistir (2,17,48,64).

Parainfluenzavirus tip 3'Un eter ve kloroform gibi lipid eritici
maddelere kargl duyarli oldugu tesbit edilmistir (5,68,80 ).



Genis bir konakg! spektrumuna sahip olan PI-3 viruslan dana, domuz,
at ve tavsan bobreginden hazirlanan primer hiicre kilturlerinde, HeLa, KB
ve MDBK gibi devamli hticre hatlarinda ve embryolu tavuk yumurtasinda
Uretilebilmistir (10,72,80).

1.1.1. Epizootioloji

Parainfluenzavirus tip 3 enfekte hayvanlarin burun akintist ile sagilr.
Danalarin deneysel enfeksiyonlarinda, enfeksiyondan 2-6 giin sonrasina dek
mukozalardan virus sacildigi gézienmistir (79). Hayvandan hayvana taginma
aerosol enfeksiyon seklinde veya dogrudan temasla olmaktadir.Burun
akintisi ile virus sacti§i belirlenen klinik  belirtili hayvanlardan dogal
kosullarda - enfeksiyonun danalara tagindigi ve 5-10 glin sonra danalarda
klinikk semptomlarin  olustugu gértlmuastar (9,39). Klinik gizli enfekte
danalarin burun salgisindan virus Uretilebilmigtir. Bu nedenle bir sdriide gizli
énfekte genc ve ergin sidirlarin buzagilar igin bir enfeksiyon kaynagdi olduklar
kabul edilmistir (1,9,68).

Parainfluenza tip 3 viruslan ilk defa sidirlardan (36,56,67), insandan (1),
koyunlardan (41) ve atlardan (22) izole edilmistir. Bu tarihleri izleyen yillarda
buzagilardan, danalardan ve mandalardan PIl-3  virus izolésyonu
yaptimistir (3,34,38,58,78).

Serolojik olarak PI-3 virus enfeksiyonunun varlig sigirlarda, koyunlarda,
kecilerde, kopeklerde, atlarda ve insanlarda tesbit edilmistir
(4,14,19,24,25,32,43,46,59,70,73,79,82,).

Parainfluenza tip 3 \virus enfeksiyonunun diinyada sIgir
populasyonlarinda yaygin oldugu serolojik arastirma sonuglariyla
kanitlanmistir. Amerika Birlesik Devletleri'nde ( 33), Ingiltere’de(21), Kanada'da
(23), Avusturya ‘da (20), Tunus'da (35), Sil'de (66), ltalya’da (53), Suriye'de
(75), Fas'ta (54), Meksika'da (74), Kore'de (1‘8), Fransa'da (63), Polonya'da
(69), Isvicre'de(50) ve Turkiye'de (14,25,60) kontrol edilen sigir
populasyonlarinda farkli oranlarda PI-3  virusuna  kargl seropozitif
hayvanlarin bulundugdu bildiriimistir.



1.1.2. Patogenez ve Patoloji

Tipik PI-3 virus enfeksiyonu vakalarinda lezyonlar solunum sisteminde
sinirlanmigtir. Akcierler ¢ogu kere tim goégus boslugunu doldurmustur.
Interstitiel pneumoni  akcigerlerin  én loplarinda gézlenmistir (68). Viral
pneumoni subklinik, hafif, siddetli ve 6ldartict olabilmektedir. Bovine
Respiratory Syncytial Virus (BRSV) enfeksiyonunda siddetli ve PI-3 virus
enfeksiyonunda hafif olarak gértilmUstar. Bronchial siliali ve mukoz hucreleri,
bronchiolar sili‘all ve siliasiz hicreleri kapsayan solunum sistemi epitel
hucrelerinde virusun c¢ogaldig! ve cythopathic effect (CPE) olusturdugu tesbit
edilmistir (9,15,17,28,68).

Deneysel olarak burun ici ve trachea igi PI-3 virusu verilen 4 aylik
buzagilarda inokulasyondan 6-8 glin sonrasina dek burun salgisindan virus
izole edilebilmistir (34). Kolostrum verilmemig buzagilara burun ici yolla PI-3
virusu verildiginde, dogal kosullarda olusan pneumonide saptananlara benzer
makro ve histolojik lezyonlu pneumoni gézlenmistir (9).

Histolojik  olarak bronchitis, bronchiolitis ve bronchiolar Ilumende
hiicresel eksudat ve alveolar hucrelerde hiperplasiye
rastlanmigtir.Bronchiolar ve alveolar eksudatlarda fibroblast ve monontklear
hicreler bulunmustur. Bronchlarda, bronchiollerde, alveolar makrofajlarda ve
alveollerde  syncytia olusumu tesbit edilmistir. Stoplazma igi inkluzyon
cisimcikleri hastaligin erken ddénemlerinde alveolar ve bronchiolar epitel
hicrelerinde saptanmistir (7). Deneysel PI-3 virus enfeksiyonlarinda ise
inkluzyon cisimcikleri enfeksiyondan 7 gin sonrasina dek kanitlanabilmistir(9 ).

Parainfluenzavirus tip 3 tek basina veya diger viruslarla ( IBRV, BRSV)
birlikte  olusturdugu enfeksiyonlarda virus  veya viruslar  alveolar
makrofajlarda, siliali epitel hucrelerde ve nétrofillerde tahribat yaparak
akcigerlerin dogal savunma mekanizmalarini etkisiz hale getirmektedir.
Béylece PI-3 virus enfeksiyonu tek basina ve / veya diger viral
enfeksiyonlarla birlikte solunum sisteminde pneumoni olusturarak

hayvanlari sekunder bakteriyel invasyona duyarl (predispose) yapmaktadir
(9,12,13,28,52,57,73 ).



Saglkli hayvanlarin solunum sistemi sakinleri olarak Pasteurella
nevileri normal kosullarda 6zellikie bademcik gikintilarinda ( tonsillar cryte )
olmak U(zere Gst solunum sisteminde bulunurlar (30). Ayrica stress
faktdrlerinin - etkilerinden veya viral enfeksiyonlardan sonra alt solunum
sisteminin patojen etkenlerden korunmasina yardimci olan siliali epitel
hicrelerinin tahrip edilmesi ve epitel hlcrelerin yikimi sonucu serbest kalan
demirde bakteriyel invasyona katkida bulunmaktadir. Bu suretle Pasteurella
hemolytica (P. hemolytica) ve dider bakteriler gibi faklltatif patojen
etkenlerin akcigerlere invasyonu gerceklesmekte ve bakteriyel
bronchopneumoni meydana gelmektedir. Solunum sisteminde c¢ogalan
bakteriyel mikrokoloniler fagositozdan, antikorlarin etkilerinden ve
antibiotiklerin tesirlerinden kurtularak alt solunum sistemine yayillmaktadirlar
(9,12,28,30,57).

Sonbahar ve kis mevsimlerinde sigirlarda pneumoni vakalarinin arttig
gézlenmigtir. Bu mevsimlerde hayvanlar kapall barinaklarda tutuldugundan,
yetersiz hijyen, hayvan yodunlugu, taginma, sert iklim ve yem degisiminin
viral enfeksiyonlari siddetlendirdigi saptanmistir. Hayvan yogunlugunun
temas ve damlacik enfeksiyon olasiigini yikselttigi belirlenmistir. Ozellikle kis
aylarinda barinak igi I1si- kaybini 6nlemek icin barinaklarda yeterli
havalandirmanin yapilmamasi 1si ve rutubetin artmasina sebep olmaktadir.
Bu gibi stresslerin  patofizyolojik etkileriyle artan solunum sistemi viral
enfeksiyonlarinin  P. hemolytica nevilerine karsi hayvanlanin duyarliigini
arttirdigi  gbézlenmigtir. Solunum sistemi epitel hilicre tahribati ve solunum
yollarinda sivi  birikiminin etkileri solunum sistemi viral enfeksiyonlarini
izleyen bakteri godalmasini tesvik eden en 6nemli faktér olarak gérulmustar.
Bu nedenle hastalia karsi duyariligin olusumunda stress faktérleri ve
ybénetim uygulamalarinin énemi vurgutanmistir (12,28,29,30,68).

1.1.3. Klinik Belirtiler

Tum viral pneumonilerde  kiinik belittiler benzer bulunmustur.
Parainfluenza tip 3 virus enfeksiyonlarinin 3-4 gilnlik bir seyirden sonra
tam bir iyilesme ile sonuglandidi gézlenmistir. Dogal ve deneyse! PI-3 virus



enfeksiyonlarinda klinik belirti olarak : Vicut 1sist yiikselmesi, burun ve goéz
akintilari, kalp ve akciger bozukluklari ve 6ksUrme gibi belirtilere
rastlanmigtir.Sekunder bakteriyel enfeksiyonlarin katilimi  sonucu olusan
bronchopneumoni de yukarida belirtilenler diginda solunum glglugta ve
depresyon saptanmistir. Deneysel PI-3 virus enfeksiyonlarinda klinik belirtiler

enfeksiyondan sonra 2-5.ci giinlerde gérilmus ve 10 giin devam etmistir
(9,17,28,34,68).

1.1.4. Tani

Parainfluenza tip 3 virus enfeksiyonu c¢odu kere klinik belirtilere
dayanilarak saptandigindan kesin bir tani ancak virus izolasyonu veya
serolojik testlerle gerceklestirilmistir.

Hastaligin akut déneminde alinan akciger dokularindan veya burun
salgisindan PI-3 virusu sigir koékenli hilcre kultirleri yardimiyla izole
edilebilmistir. Akciger dokularindan uzun bir sUre iginde virus izole
edilebildiginden, virus izolasyonu icin ekseriya klinik materyel olarak akciger
dokulari  tercih edilmistir. Enfeksiyondan 8 gin sonrasina dek burun
salgisindan da virus izolasyonu yapilmistir  (15,17,26,34,38,58,68).
Parainfluenza tip 3 virus enfeksiyonunun teshisinde: Hemaglutinasyon
Inhibisyon (21,26,40,49,55,61,66,70,76) serum nétralizasyon (1'4,20,35,54,55),
IFA ve ELIZA (23,27,63) ve nétralizasyon-hemadsorpsiyon (75) gibi serolojik
yéntemlerden yararianiimigtir.

1.1.5. immunite

Parainfluenza tip 3 virusu ile enfeksiyondan sonra nétralize edici,
heméglutinasyonu 6nleyici ve komplementi tutucu antikorlarin  olustugu
saptanmistir.

Deneysel enfeksiyondan yaklasik 7 gln sonra kan serumunda ve
burun salgisinda nétralize edici antikorlar bulunmus ve bunlarin titresi 2-3
haftalik bir zaman iginde en ylksek diizeye erigmistir. Nétralize edici antikor
bir yili askin bir sirede az titre kaybiyla tesbit edilebilmigtir. Burun

mukozas! hlcrelerinde Uretilen nétralize edici antikorlar IgA antikorlarr



olarak tanimlanmigtir. Yiksek dozda virusla enfeksiyondan sonra IgA ve IgG
antikorlarin  olusumunun paralel seyrettigi belirtiimistir.Enfeksiyona  kargi
korunmada salgisal IgA  antikorlarin etkin  olduklari  vurgulanmsgtir
(9,37,65,68).

Kolostrum ile alinan maternal antikorlarin 4-5 ay persiste oldugu
belirlenmis ve bu nedenle 4-5 ayllkk buzagilarda serum antikor dlzeyinin
bagisikhk durumu icin bir 6ich olamayacag: bildiriimigtir (11). Enfeksiyona
kargsi korunmada hicresel bagisikligin -etkin olmasina kargin humoral
bagisikhigin “hastalik olugumunun 6énlenmesine veya hastallk siddetinin
azalmasina katkida bulundugu ilefi strGimastdr ( 37,44,68).

Hemaglutinasyonu &nleyici antikorlar PI-3 virus enfeksiyonundan 3
gin sonra kan serumunda bulunmus ve antikor titresi yaklagik 2 hafta
sonra en yluksek duzeye ¢ikmistir. Serumdaki HI antikorlarin nétralize edici
antikorlar gibi davrandigi ve bu nedenle de PI-3 virusuna karst humoral
bagisikhgin belirleyicisi olarak HI antikor titresi saptanmigtir (68).

Parainfluenza tip 3 virus enfeksiyonundan 1 hafta sonra kan
serumunda tesbit edilebilen komplementi tutucu antikorlarin 2-3 ay sonra
serumda bulunamadig: bildirilmistir (68 ).

1.1.6. Savasim

Parainfluenza tip 3 virusunun sebep oldugu enfeksiyon veya hastalikla
savagimda: ‘

a) Sekunder bakteriyel enfeksiyonlarla komplikasyonlarda antibiotik
tedavisi 6ngoériulmektedir.

b) Parainfluenza tip 3 virus enfeksiyonuna karsi koruyucu asilamanin
yapilmasi gerekmektedir.Bu amagla bazi Ulkelerde canli ve inaktive edilmig
virusla hazirlanmig astlanin  uygulandigi  bilinmektedir. Tlrkiye'de de bu
konuda calismalarin yapiimasi zorunlu hale gelmistir.
¢) Yetistiriciligin kapah isletmelerde yapilmasi durumunda ; Barinak hijyeni,
hayvan yoguniugu, barinagin dizenli havalandirimasi ve yeni satin alinan
hayvanlarin siriiye katimazdan &nce kontrol edilmesi gibi konulara &nem
verilmesi gerekir. Havalandirma ile bir taraftan barinak i¢i 1s1 ve rutubet diizeyi



ayarlanirken diger taraftan da barinakta bulunan viral aerosollerin

uzaklastiriimasi saglanmig olur.



2.0. MATERYAL VE METOT

2.1. Parainfluenzavirus Tip 3 ( PI-3)
Arastirmada kullanilan PI-3 virusunun SF 4 referans susu “Central
Veterinary  Laboratory, New Haw, Haddlestone, Surrey, GB" isim ve

adreste bulunan arastirma merkezinden temin edildi. Virus titresinin DKID 59
=10"2/0,1 ml oldugu bildirildi.

2.2. Hilcre Killtiirii

Gerek antijen olarak kullanilan virusun Uretiimesinde ve gerekse
hemadsorpsiyon (H) ve nétralizasyon-hemadsorpsiyon (NH) testlerinin
uygulanmasinda Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) hicrelerinden
yararlanildi.Bu hcreler Amerika’dan “American Type Culture Collection,
Rocvilla, MD “ ve Sap Enstitisi’'nden saglandi.

2.3. Vasatlar ve Diger Cozeltiler

2.3.1. Hiicre Uretme Vasati

Hucre Uretilmesinde %90 Dulbecco’s Minimal Essential Medium
( DMEM, Seromed Cat.No. T 48105, Biochrom KG Berlin ), %10 fétal dana
serumu (FCS) ve antibiotiklerden olugan bir vasat kullanildi.

2.3.2. Virus Cogalma Vasati

Virus Uretiimesi icin fétal dana serumu icermeyen hicre Uretme
vasatindan yararlaniidi.

2.3.3. Tripsin Versen Cozeltisi

Bu c¢ozelti igin % 0125 oraninda tripsin versen fosfatla tamponlanmig
tuzlu su (PBS) icinde c¢ozdurtldi ve gozelti sterilize edilerek -20 °C'de
muhafaza edildi.
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2.3.4. Fosfatla Tamponlanmig Tuzlu Su (PBS)
'PBS c¢ozeltisi NaCl 8 gr, KCl 0.2 gr, KH,PO, 0.2 gr, Na,HPO,412H,0
2.3 gr, MgSO,7H,O 0.1 gr, CaCl; 2 H;O 0.132 gr litre suda ¢oézllerek

hazirlandi ve ¢ézelti sterilize edilerek 4°C‘de tutuldu.

2.3.5.F6tal Dana Serumu (FCS)

Bu serum ticari olarak temin edildi ( Serva, Feinbiochemical GmbH,
Almanya ).

2.4. Serum Numuneleri

Serum numuneleri Malatya il merkezi ve cevresinde yetistirilen ve
ayni il Et ve Balik Kurumunda ( EBK) kesilen klinik olarak saglikli gérantimld
sigirlardan sonbahar ( Ekim- Kasim, 1994) ve bunu izleyen ilkbahar ( Nisan-
Mayis, 1995) dénemlerinde alindi. Her dénemde 500’er adet olmak {izere

toplam 1000 serum hazirlanarak kullanilincaya dek -20°C'de muhafaza
edildi.

2.5. Kobay Eritrositleri

Hemaglutinasyon, hemaglutinasyon-inhibisyon, hemadsorpsiyon  ve
nétralizasyon-hemadsorpsiyon testlerinin uygulanmasinda kobay
eritrositlerinden yararlanildi.Bu amagla kobay kalbinden 1:1 oraninda Alsever
¢ozeltisine (Dextrose 20.5 gr, Na citrat 8.0 gr, Sirke asidi 0.55 gr, NaCl 4.2 gr
/1t.) alinan kan 1500 dv/dk da 10 dakika santriflje edildi. Eritrosit sedimenti
3 defa PBS ile ykandiktan sonra ayni ¢ozeltiyle %1’lik eirtrosit
sUspansiyonu hazirlandi ve 4°C'de bekletildi. Genellikle HA, HI, H ve NH

testlerinin uygulanmasinda yeni hazirlanmig eritrosit stspansiyonu tercih
edildi.

2.6. Virus Uretilmesi ve Titrasyonu
Madin Darby Bovine Kidney hucreleri 75 mllik 6zel siselerde
monolayer haline geldikten sonra hiicre ¢odalma vasatlari uzaklagtinldi ve

her siseye 10° sulandinimis virustan 1 ml verildi. Hiicre kaltiri 37°C'de



11

60 dakika virus adsorpsiyonu igin bekletildikten sonra kultlrlere virus
cogalma vasatt birakildi. Monolayerde CPE olusuncaya dek 37 °C'de
tutuldu. Yaklagik olarak 48-72 saat sonra tim monolayerde yikim olmadan
vasatlar alindi ve 4°C'de 3000 dv/dk da 30 dakika santrifije edildi. Ust kistm
alinarak sterilite kontroli yapildi ve 0.5 ml miktarlarinda sivi azot tankinda
korundu.

Virus titrasyonu Frey ve Liess'e (31) go6re yapildi.Bunun igin PI-3
virusunun  DMEM ile log 10 tabanina gére 10" ‘den 10® ‘e dek
sulandirmalar! yapildi. Her sulandirma basamaginda mikrotitrasyon pleytinin
4 gdzden her birine 0.1 ml birakildi.Virus kontroll igin 4 gézden her birine
0.05 ml DMEM ve 0.05 ml sulandinimamis virus ilave edidi. Hucre kontroli
icin 4 gbzden her birine 0.1 ml %5 FCS iceren DMEM vasati ilave
kondu.Virus sulandirma basamaklari, virus Kontroll ve hlicre kontrol
gézlerinden her birine 0.05 ml hiicre (2.5x 10° / ml ) ilave edildi. Mikrotitrasyon
pleyti Uzeri toksik olmayan bir seffaf bantla kaplandiktan sonra 37°C'de
tutuldu. Hacre kultirt  her glin mikroskopla kontrol edildi ve CPE
olusumuna dayanilarak virusun DKIDsgq titresi Kaerber metoduna (45) goére
belirlendi.

2.7. Hemaglutinasyon Testi ( HA )

Bu test Mayr ve ark. (55) ve Burleson ve ark. (16) tarafindan belirlenen
mikrohemaglutinasyon testi ilkelerine gbére yapildi. Testin uygulanmasinda
96 go6zlu ve U tabanli mikrotitrasyon pleytlerinden yararlanilarak birinci
gozden 12.ci gbéze kadar her géze 0.025 ml PBS (pH 7.2) birakildi. Sonra
1.ci gbze 0.025 ml virus ilave edildi ve dikkatlice kangtirildi. Bu gdézden
baslayarak her defasinda 0.025 ml aktarmak suretiyle log 2 tabanina gére 2
den 2" dek virus sulandirmalari  hazirlandi. Her géze 0.025 ml PBS
birakildiktan sonra tim gézlere 0.05 ml %1'lik kobay. eritrositleri ilave edildi.
Dikkatlice karistirildiktan sonra pleytler oda isisinda (20-22°C) 60 dakika
bekletildi. Hemaglutinasyon titresi olarak eritrositlerin tamamen agiutine
oldugu sulandirma basamag! kabul edildi.
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2.8. Hemaglutinasyon inhibisyon Testi ( HI)

Bu testin uygulanmasinda da Mayr ve ark. (565) tarafindan belirlenen
mikrotest ilkelerine uyuldu. Hemaglutinasyon inhibisyon testi uygulamasinda
kimi arastirmalarda serum numunelerinin 56°C'de 30 dakika inaktive
edildikten sonra, kimi arastirmada ise inaktive edilmeden PI-3 virusuna karsi
spesifik HI antikorlarinin varligi bakimindan kontrol edildigi géraldi (43,46).
Mayr ve ark. (65) parainfluenza tip 1-4 viruslarina kargi sadece insan ve
tavgan serumlarinda nonspesifik inhibitérlerin  bulundugunu biidirmislerdir.
Arastirmamizda bu konuya agiklik getirmek i¢in 60 serum numunesinde
her serumdan bir kism 56 °C'de 30 dakika inaktive edildikten sonra ve
diger kismi inaktive edilmeden ayni kosullarda H! testinde kontrol edildi.
Ayni serumiarin inaktive edilmis olani ile inaktive edilmemig olaninin HI
antikor titreleri arasinda bir fark gérllmedi. Bu nedenle arastirmamizda
tim serum numuneleri inaktive edilmeden HI testiyle kontrol edildi.

TUm serum numuneleri énce PBS ile 1:8 sulandirildi. Yukaridan asag
dogru olmak Ulzere U tabanli mikrotitrasyon pleytinin ilk géztline her serum
numunesinin 1:8 sulandirmasindan 0.05 ml diger 7 gézden her birine 0.025
m! PBS (pH 7.2) birakildi. llk gézden 0.025 m| alinarak log 2 tabanina
gére serumlarin  1:1024 kadar sulandirmalari yapildl. Her sulandirma
basamagina 4 HA birimli virustan 0.025 ml ilave edildikten sonra dikkatlice
karistirildi ve 37 °C'de 60 dakika tutuldu.Bu siire sonunda her goze %1’lik
eritrosit sUspansiyonundan 0.05 ml verildi ve sonra pleytler oda isisinda
(20-22°C ) 60 dakika bekletildi. Eritrosit kontrolinde tam ¢ékme oldugunda
degerlendirme yapildi.Virus aktivitesi 4 HA birimli virus kontrolinde izlendi.
Hemaglutinasyon inhibisyon ( HI ) antikor titresi olarak eritrositlerin tam
¢Oktugl sulandirma basamag kabul edildi.

2.9. Hemadsorpsiyon ( H ) Testi
Duz tabani mikrotitrasyon pleytinde MDBK hcreleri monolayer
haline geldikten sonra hlicre ¢odalma vasati uzaklastirildi. Her géze 100
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DKIDso =10*%°/0.05 ml igeren virustan 0.05 ml birakildi. Virus adsorpsiyonu
igin kilttrler 60 dakika 37°C’de tutulduktan sonra gézlere 0.1 ml virus gogalma
vasat! ilave edildi ve kulttrler 37°C’de bekletildi. Adsorpsiyon siresini izleyen
8-12-16 ve 20.ci saatlerde virus cogalma vasati alindi ve gbzlere %0.5’lik
kobay eritrosit sUspansiyonundan 0.05 ml miktarlarda verildi ve kulttrler
37°C'de 10 dakika tutuldu. Bu sire sonunda eritrosit stspansiyonu dikkatlice
alindi ve monolayer adsorbe olmamis eritrositlerin uzaklastiriimasi igin PBS
ile yikandi. Degerlendirme  mikroskop yardimiyla hiicre ylzeyine
eritrositlerin tutunup tutunmadidina bakilarak yapildi (6,16,55,77).

2.10. Notralizasyon Hemadsorpsiyon (NH) Testi

Bu test Tabbaa'ya (75) gbre yapildl. Hemaglutinasyon inhibisyon
testinde negatif, 1:8 ve 1:16 aktiviteli serum numunelerinin her birinden 25
tane alindi ve bu serumlar 56 °C'de 30 dakika inaktive edildi. Serumlarin
1:4 sulandirmalari yaplldl. Serumlarin 1:4 sulandirmalan 1:1 oraninda 100
DKIDsg =10**%/ 0.05 ml iceren virusla karigtiriidi ve karigim 37°C’'de 60 dakika
tutuldu. Mikrotitrasyon pleytinde hicre godalma vasati alinmig olan gézlere
bu virus serum karisimindan 0.05 mi verildi. Virus adsorpsiyonu igin
kultarler 37°C'de 60 dakika bekletildi. Bu sire sonunda gézlere 0.1 ml
miktarlarda virus c¢ogalma vasati ilave edildi ve 37°C'de tutulan pleytlere
hemadsorpsiyon testinde belilenen 16-20.ci saatlerde gézlere %0.5'lik
kobay eritrosit sUspansiyonundan 0.5ml verildi. Sonra klttrler 37°C’de 10
dakika bekletildi.Degerlendirme hemadsorpsiyon olusumuna gére yapildi
(71,81).
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3.BULGULAR

3.1. Virusun Titresi

MDBK  hticre  kiltira  kullanilarak yapilan titrasyonda  virusun

enfeksiyozitesi CPE olusumuna dayanilarak yapildi ( Resim 1-2 ). Virusun
enfeksiyozite giicti DKID 55 =10%7°/0.1 ml olarak bulundu.

Resim 1: Hucre Kontroli ( x40)

Resim 2: PI-3 Enfeksiyonundan 42 Saat Sonra CPE  Gérinimil (x400)




4.2. Virusun Hemaglutinasyon ( HA ) Titresi

Kobay eritrositleri ile yapilan mikrohemaglutinasyon testinde virusun
HA titresi 1:64 olarak saptandi (Resim 3).

Resim 3 : Hemaglutinasyon Gérinima




4.3. Hemaglutinasyon inhibisyon ( HI) Testi Sonuglar
Serum numuneleri HI- antikor varligi bakimindan mikrohemaglutinasyon
inhibisyon testiyle kontrol edildiler ( Resim 4).

Resim 4 : Hemaglutinasyon inhibisyon Gérinimi

E.K. : Eritrosit Kontrol, V.K.: Virus Kontrol

Bu test sonuglarina goére Malatya bélgesinde yetistirilen sigirlarindan
alinan 1000 serum numunesinin  897'sinde (%89.7) PI-3 virusuna karsi HI
antikorlarinin varligina rastlandi. degerlendirmede 1: 16 ve daha ylksek HI-
antikor titreleri pozitif olarak kabul edildi. PI-3 virusuna kars! pozitif bulunan

serumlarin alinig zamanina gére dagilimlari Tablo 1'de gésterildi.

Tablo 1: Sonbahar ve llkbahar Dénemlerine Gére Pozitif Serumlarin Dagilimi

Dénem Kontrol edilen Pozitif %
serum sayisl serum sayisi
Sonbahar 1994 500 442 88.4

likbahar 1995 500 455 91.0




s
Pozitif serum numunelerinde reziprokal Hi-antikor titreleri 8-1024 arasinda
bulundu. Reziprokal Hl-antikor titreleri bakimindan 1:16 ve daha vyuksek

titreli serumlarin sonbahar  ve ilkbahar doénemlerine goére dagihimlar
grafik 1ve 2'de verildi.

Grafik 1: Sonbaharda reziprokal HI antikor titrelerinin dagilimi
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Grafik 2 :llkbaharda reziprokal Hl-antikor titrelerinin dagihimi
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Grafik 3: Sonbahar ve ilkbaharda reziprokal Hl-antikor titrelerinin

karsilastiriimasi
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Grafik 3'de gorllebilecegi gibi ilkbahar déneminde 1: 128 ve daha
ylksek Hl-antikor titreli serum sayisinin sonbahar déneminden daha fazla
oldugu dikkati ¢ekmektedir. Her iki dénemde seropozitif serumlar sayisal
olarak kargilastirildiginda, ilkbahar dénemi lehine %2.6'lk bir  fark
bulunmaktadir.

4.4. Hemadsorpsiyon (H) Sonuglari

100 DKIDsg = 10*** / 0.05 ml virus inokule edilen MDBK  hiicre
monolayerinde enfeksiyondan sonra 8-20.ci saatlerde hemadsorpsiyon
gézlendi ( Resim 5-6).

Reéi 5: Kontrol Hicre (x100 )

Resim 6: Hemadsorpsiyon Goranumii ( x100 ), p.i. 16 saat
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4.5. Nétralizasyon Hemadsorpsiyon ( NH ) Testi Sonuglari
HI testi ile negatif, 1:8 ve 1:16 Hl-antikor titrelerine sahip serumlardan

sadece 1:16 Hl-titreli serumlarin  hemadsorpsiyonu  onledikleri  gérilda
(Resim 7-8).
Resim 7: Hucre Kontrolt ( x100 )

Resim 8:Nétralizasyon Hemadsorpsiyon Goértnimu ( x200 ),p.i. 16 saat
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5.TARTISMA

Genellikle hayvanciligin bilimsel verilerden daha c¢ok gérgllere
dayanilarak yapildigi Dogu Anadolu Bélgesinde kis aylarinda pneumoni
vakalari sikga gorllmektedir. Buna sebep olarak bir taraftan bu mevsimde
hayvanlarin yodun olarak kapall barinaklarda tutulmalari, barinaklarda yeterli
diizeyde havalandirmanin yapiimamasi ve dijer stress faktérleriyle solunum
sistemi viral enfeksiyonlarinin birlikte etkileri g&sterilebilir. Bu nedenle
Malatya ili merkez ve g:e;/resinde yetigtirilen sigirlarda PI-3  virus
enfeksiyonunun ve yetistirme kosullarinin etkilerini arastirmak amaciyla
sonbahar 1994’'de 500 ve ilkbahar 1995'de 500 olmak lzere toplam 1000
sigir serumu PI-3 virusuna karsi Hl-antikorlarin varhidi yéniinden kontrol
edildi. Bulgularimiz PI-3  virus  enfeksiyonunun  bulunduguna isaret
etmektedir.

Arastirma sonucglarimiz sigir sUrtlerinde ayni konuda yapilimis olan
yurtdigi  ve yurtici serolojik arastirma  sonuglanyla  karsilastinidiginda;
Amerika Birlesik Devletleri’nde %91.9-95'inde (33), Ingiltere’de 1500 sigir
serumunun  %95’inde ve 2000 sigir serumunun %83.6'sinda (21)
Kanada'da 1745 sigir serumundan  %93.9'unda (23), Avusturya’da 770
“sifirdan  %69.3'Unde (20),Tunus'ta kontrol edilen sigirlarin %35.9'unda (35),
Sili'de 474 sidirdan %72,8'inde (66), Italya’da 550 sigirdan %63'tinde (53)
Suriye'de 172 sigir serumundan %12.2’sinde (75), Fas'ta kontrol edilen
sidirlarin %68'inde (54), Meksika'da 1271 sigirdan %69.3'Unde (74), Kore'de
%85'sinda (18), Fransa'da 1578 sigirdan % 85,3'Gnde (63) , Polonya'da 43
sifirdan % 97 ‘sinde (69), Isvigre’de 123 sigir serumundan %84'Gnde (50) PI-3
virusuna kargi Hl ve/veya notralize edici antikorlar bulunmustur.

Yurtiginde gergeklestirilen arastirmalarda: Bursa bélgesinde yapilan bir
serolojik arastirmada 338 dana serumundan %94,3'Unde (14) ve ayni bélgede
diger bir arastirmada kontrol edilen hayvanlarda %96 oraninda (25) ve Konya
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bélgesinde yetigtirilen 116 si§ir serumunun % 49,5‘inde PI-3 virusuna karst
antikorlar bulunmustur (60).

Arastirmamizda sonbaharda %88.4 ve ilkbaharda %91 olarak
bulunan bu degerler kimi Ulkelerde belirlenen degerlerle uyum saglamakta,
kimi  Ulkelerde elde edilen arastrma  sonuglarindan ¢ok  ylksek
gérilmektedir. Bulgularimiz digér yurtici sonuclartyla birlikte
degerlendirildiginde, PI-3 virus enfeksiyonunun Turkiye’de yaygin oldugu
ifade edilebilir.

Numune alim zamanlari arasinda yaklagik 6 aylik bir zaman olmasina
ragmen seropozitif serum sayisinda ilkbahar dénemi Iehine %2.6'lik bir
farkin varlig! dikkati ¢ekmektedir. Diger taraftan sonbaharda 1:128 - 1:1024
Hl-antikor titresine sahip 219 seruma Kkarsilik ilkbahar déneminde ayni HlI
titreli serum sayisinin 355 oldugu gértlmektedir. Parainfluenza tip 3 virus
enfeksiyonlarinda, enfeksiyondan 2-3 hafta sonra HI ve nétralize edici
antikorlarin en ylUksek dlzeye eristigi ve 8-12 aylik bir slre iginde yavas
yavas kayboldugu dikkate alindiginda, ilkbahar déneminde 1:128 - 1:1024
HI-titreli serum sayisinin ¢oklugu kisa bir slire énce bir reenfeksiyonunun
gerceklesmis oldugunu gdstermektedir. Bu olgunun meydana gelmesine
yetistirme kosullarinin ve ydénetim uygulamalarninin katkida bulundugu ileri
sUrtlebilir,

Hemadsorpsiyon ve nétralizasyon hemadsorpsiyon testlerinin  PI-3
virus = enfeksiyonuna iligkin olarak virus ¢ogalmasi ve spesifik antikor
tesbitinde uygulanabilecedi saptandi. Ayrica nétralizasyon hemadsorpsiyon
yontemi ile HI testinde 1:16 Hi-antikor titresinin pozitif olarak kabul
edilmesi dogrulahdl.

Elazig ve Malatya'da kig aylarindaki ¢evre kosullarinin PI-3 virus
enfeksiyonunun olusumunda ve yayllmasinda etkin oldugu koyunlarda ve
kecilerde beIirienmigtir.Bu aragtirmada sonbahar ve ilkbaharda saptanan
PI-3 virus enfeksiyon oranlari arasindaki fark kecilerde %16 koyunlarda
%7,6 olarak bulunmustur (46). Arastirmamizda sonbahar ve ilkbahar

dénemlerinde belirlenen enfeksiyon oranlan  arasindaki fark ise %2,6
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olarak tesbit edilmistir. Bu bulgular bize yéredeki yetistirme kosullarindan
sidirlarin daha az etkilendidini ifade etmektedir.

Sigir solunum sistemi hastaliklari viruslar, bakteriyel etkenler ve stress
faktorlerinin birlikte etkileri sonucu olustugundan, bu gibi hastalikiara karsi
korunmada 6zellikle viral enfeksiyonlara ve stress faktérlerine yoénelik bir
korunma programina ©6ncelik verilmelidir. Parainfluenza tip 3 virus
enfeksiyonuna kargi bazi Ulkelerde canli veya inaktif viral asilar
geligtiriimigtir. Turkiye’de de bdéyle bir asinin geligtiriimesi ve uygulanmasi

PI-3 virus enfeksiyonuna karsi korunmada &nemli bir katki saglayacaktr.
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O6ZET

Hemaglutinasyon inhibisyon ( HI ) testi kullanilarak sigir serum
numuneleri Parainfluenza tip-3 ( PI-3 ) virusuna karsi antikor varligi
bakimindan kontrol edildi. Serum numuneleri sonbahar 1994 ve onu izleyen
ilkbaharda Malatya’da klinik olarak saglikli sigirlardan ahlndi. Kontrol edilen
1000 sigir serumlarindan 897’sinde (%89,7 ) PI-3 virusuna karsi reziprokal
antikor titreleri 1:16'dan 1:1024'e kadar degisti. llkbaharda sigirlarda tesbit
edilen seropozitiflerin orani sonbahardakilerden yltksek bulundu.
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SUMMARY

Serological Survey for Hemaggglutination-Inhibition Antibodies to
Parainfluenzavirus Type 3 (PI-3) in Cattle in Malatya and its Vicinity.

Cattle serum samples were examined for the antibodies against
parainfluenzavirus type 3 virus using the hemagiutination-inhibition (HI)
test These sera were collected in autumn 1994 and in it's following
spring from clinically healty cattle in Malatya. Antibodies to PI-3 virus were
detected in 897 of 1000 cattle sera (%89,7). Resiprocal antibody titres to
PI-3 virus in cattle ranged from 1:16 to 1:1024 . It was found that the
proportion of seroposifif sera determined in cattle in spring was higher

than those in autumn.
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