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1.

6IR1S:

Paramyxoviridae grubu i¢erisinde siniflandirilan parainflu-
enza viruslari Ozellikle yeni dogdan bebeklerde en Onemli solunum
yolu patojenleri arasinda yer alirlar (1). Parainfluenza tip 1,
tiﬁ 2 ve tip 3 viruslar: diinyamin gegitli {ilkelerinde ¢ogunlukla
&6 ag&an kiiclik bebeklerde krub, brongit ve brongiolit olgularin-
dan izole edilmiglerdir (2). '

Erigkinlerde parainfluenza virus enfeksiyonu hafif seyret-
mekte ve yalniz difer bir ¢ok virus enfeksiyonlarindan klinik o-
larak ayirdedilemeyen lst solunum yolu gikayetlerine neden ol-

maktadirlar.

Cegitli iilkelerde yapilan seroepidemiyolojik caligmalar bu

viruslarin toplumlarda yaygin olarak bulundufunu gdstermigtir(3).

Parainfluenza viruslarinin klinik Srnekten izolasiyonu ol-
dukca zor ve zaman alan bir iglemdir. Bu nedenle daha fazla, has-
tallé esnasinda viruslara karg: antikor titresinin farkli zaman-
larda alinan ¢ift serum &rnedinde arttiginin gériilmesi, kesin
tan: yéniinden Snem tagimaktadir. Parainfluenza virus sercloji-
sinde kompleman birlegmesi deneyinin yani sira en fazla kulla-
nilan hemaggliitinasiyon &nlenim (HJ) deneyidir. Ancak toplumlar-
da virusun gesitli yas gruplarindaki yayginligina seroepidemiyo=
lojik yoénden saptamak amaci ile HU deneyi yaygin olarak uygulan=

maktadizr.

Parainfluenza virusuna karsi HO deneyi ile antikor titresi

. saptanmadan dnce Serum &rnedinde bulunabilecek dzgil olmayan in-

hibitdrierin mevcut ydéntemlerle yok edilmesi gerekmektedir. Buna
ilaveten titre saptanmasi igin serum Orneginin iki kat artan su-
landirimlari yapilmaktadir. Bu nedenlerle mikzotitrasiyon yontemi

kullanilmasina ragdmen HO déneyi ile parainfluenza virus antikor-

larinin seroepidemiyolojik amagla aragtirilmasi zaman almakta ve

cok sayida serumun kisa zamanda taranmasini kisitlamaktadir.



Son yirllarda bazi viruslara kargi mevcut antikorlarin var-
11§1 tek ydénlil i1ginsal hemoliz (Single Radial Haemolysis—SRH)
yontemi ile kelaylikla saptanabilmektedir. SRH testinin en pra-
tik dzellidi, testte 8zgiil olmayan antikorlarin ortadan kaldiril-
masinin gerekmedididir., Ayrica bu ydntemde gesitli serum sulandi-

rimlarinin yapilmasina gereksinim yoktur.

Baglica bu nedenler SRH testinin seroepidemiyolojik g¢aligma-

lardaki yaygin kullaniliminin birer Srnegidir.

Bu galigmada parainfluenza tip 1 virus antikorlarinin SRH
deneyi ile saptanabilmesi ve bu ydéntemin mevcut HO testi ile

kiyaslanmasi esas olarak alinmigtir.

SRH testinin gelecekte pratik clarak parainfluenza tip 1 an-
tikorlarinin saptanmasinda givenle kullanilmasi igin testin stan-

dardizasyonunun yapilmasi amaglanmistir.

Bu nedenlerle ¢ - 30 yag aras: gruptan toplanan 200 serum Or-
nedi HO ve SRH deneyl ile incelenmis ve sonuglar kiyaslanmistir.
Ayrica ELISA'(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) testi ile para-
influenza tip 1 antikorlarinin saptanmasi i¢in galigmalar yapil-

mgtir.



2. GENEL BILGILER:

Paramyxoviridae Grubu:

Paramyxovirusler, farkli boyutlar igeren zarfli RNA virus-
lardir. Insan paramyxoviruslarina ek olarak hayvanlari da enfek-

te eden paramyxoviruslar vardir (1).
Paramyxoviruslarin karakteristik &zellikleri gunlardil:

- virion, heliksel simetrili niikleokapsidi igeren ortalama

150 - 300 mm ¢apinda, kiiresel ve zarfli partikildir.

- Virionun zarfinda hemagglutinin bulunmaktadir. Grubun ba-

z1 tiyeleri ayni zamanda néraminidaz enzimi igerirler.

- Grubun iliyeleri antijenik ydnden sabittir. Yani genetik re-

kombinasiyon (yeniden bilegim) gdrilmez.

Paramyxoviridae grubu iginde yer alan viruslar agagrda belir-

tilen sekilde simaflandirilmgtir:
a) Paramyxoﬁiruslar :

- Kabakulak (tek antijenik tip)
- Parainfluenza (F1l) 1, 2, 3, 43, 4B tipleri N

- New castle hastali&: wvirusu

b} Morbiliviruslar :
- Kdpek gengiik hastalig:r virusu
- Sadar vebasi virusu

c} Pneumoviruslar :

- Solunum sinsitiyal virusu (SSV).

Insanlar: enfekte eden paramyxoviruslar, Pl tip 1, 2, 3, 44,
4B, kabakulak, kizamik ve solunum sinsitiyal virusunu igine alar.

_'Tavuklarzn solunum yollarinda patojen olan new castle hastalig: vi-



virusu insanlarr tesadiifi olarak enfekte eder. PI ve kabakulak
virusu ¢ok benzer Szelliklere sahip olduklarindan, "New Castle"”
hastalid: virusu ile birlikte paramyxovirus cinsi iginde gruplan-

dirrlmigstir.

Morbilivirus cinsi iginde gruplandirilan kizamik virusu ma-
kullopapuler dékiintiiler ve solunum hastalifr ile karakterize gok

kolay bulasan, akut bir enfeksiyon clusturur.

Bu virus hemagglutinine sahip oldudu halde ndraminidazi yok-
tur. Kizamik virusun niikleokapsidleri enfekte ettikleri hilcrelerin

hem sitoplazmasinda hem de gekirdedinde sentezlenirler (2).

Pneumovirus cinsi ig¢inde yer alan solunum sinsitiyal virusu
(85v) kiiglik gocuklarda, dzellikle bebeklerde alt solunum yollarin-—

da enfeksiyon yapan en fnemli etkendir.
Bu virus hemagglutinin ve néraminidaza sahip dedildir.

Paramyxoviruslarin enfeksiydz virionunun, niikleckapsid ve

zarf olmak {izere 2 komponenti vardir (Sekil 1).

Nilkleckapsi-

6 din enine
: “Tkesidi

.-\\\. _.

Niikleokapsidin bo-

yuna g&riintimi

150-800 nm _ 18 nm

Sekil I: Paramyxovirus virionunun komponentlerinin semasi



Nikleokapsid viricnun zarfi ig¢inde muhafaza edilmektedir.

Zarflarin ¢odu tek bir niikleokapsid igerirler.
Birden fazla icerenler virionun boyutlarin: genigletir.

Virusun sentezlendidi konak hiicrenin sitoplazmik membranin-

dan kaynaklanan zarf glikolipid igerir.

Hemagglutinin (bazi grup lyelerinde ndraminidaz) viral ori-
jinli peplemor adi verilen morfolojik birimler olarak zarfin yi-

zeyinde yer almaktadir. Zarf yapisindaki lipid, zarfli eter ve

" kloroform gibi organik g¢bziicilere kars: duyarli kilar. Zarfin ha

rabiyeti virionun enfeksiydz yetenedini ortadan kaldirir (2}.

Paramyxoviruslarin niikleokapsidlerinin replikasyonu viral
RNA'nin kapsid proteinleri ile birlikte bulundudfu enfekte hiicre—
lerin sitoplazmasinda olur. Sonra. niikleokapsid hiicrenin plazma

membraninin segmentinin yaninda dizilir.

Membranin bu bélgesindeki protein, hemagglutinin dahil ol-
mak lizere viruse &zgiil protein ile yer dedigtirir. Plazma memb-—

rani envajine olur ve tomurcuklanma meydana gelir (SekiliTI}.

Cekirdek

Sitoplazmada iliretilen niikleo-
kapsidier '

Hicre membraninda tomurcuklanma

Fazla niikleokapsidlerden olusan
sitoplazmik inkliizyon

{:} _ Hemaggliitine etme yetenedine
sahip olan tam virion

Sekil II: Enfekte hiicrede olusan paramyxovirus virionunun gemas:



Konak hiicrenin ilizerinde hemagglutinin igeren bu tomurcukla-
rin varlidi, enfekte hiicreler tarafindan alyuvarlarin hemadsorb-

siyonu ile saptanir,

Yeni virion niikleockapsid igceren bir tomurcuk olarak hiicre
ylizeyinden digari ¢ikar. Enfekte hicrelerde sitoplazmadaki eozi-
nofilik inkliizyon cisimcikleri (kizamik virusunda gekirdektedir)
virion iginde birlegtirilemeyen artmig nilkleokapsidleri igerir-

ler,

Paramyxovirus grubunun antijenleri insandaki enfeksiyonla-’
rin serolojik tanisinda dnemlidir. Bu grubun ortak antijeni yok-
tur. Parainfluenza viruslarinin ve kabakulak virusunda hemagglu-

tinin ve ndraminidaz bulunmaktadir.

Bu viruslarin hepsi, grubun dider lyelerinin en az biri ile
kompleman birlegmesi (KB) ve ndtralizasiyon (Nt) testinde gapraz
reaksiyonlar verirler. Bu durumda bazi ortak antijenik benzerli-

gin oldudu diginilmektedir (4).

Sonu¢ olarak tek bir Pl virusu ile olusan enfeksiyon hete-

rotipik antikor cevabina neden olabilir,

Xizamik virusu hayvan paramyxoviruslar: (kdpek genglik has-
taligdr ve sidir vebasi virusu) ile serolojik capraz reaksiyon ve-
rir. Buna kargin solunum sinsitiyal virusu dider paramyxoviruslazr-

dan serolojik olarak kesinlikle ayrilir (5}.



Parainfluenza tip 1 virusun genel Szellikleri:

7 P} viruslar: myxovirusiarin subgrubu olan bazamyxovirusla-
rin dyeleridirler. Bebeklerde ve daha biiyiik ¢ocuklarda solunum sis-
temi.- enfeksiyonlarinda etken olarak Pi_tié 1 virusunun énemli bir
gerilvardzr*_xrué (crouée) sendromunda en dnemli etken olarak ta-

nimlammzstir,

Agad1 solunum yolu enfeksiyonu ile hastaneye yatan bebek-

lerde etken ajan olarak (S5V'den sonra) ikinci sirada yer alir.

Pt viruslari ile meydana gelen hastalik, bagit ategsiz
bir soguk algainlidar geklinde olabildigi gibi, bronsit, brongi-
golit ve pnémoni gibi adir bir enfeksiyon seklinde de seyredebi-

1ir (6).

Biyolojik Uzellikleri:

PY tip 1 bir RNA virusdur. Konakgi hiicre membraninda ge-
ligen bir zarfi vardir. Replikasyonlari enfekte ettikleri hiicre-
lerin sitoplazmasinda olur. Replikasyon sirasinda fazla niikleo-
kapsid yapim: enfekte hicrelerde sitoplazmik, asidofilik, inkiz—

yon cisimciklerinin olugumuna yol acar.

Virusun zarfinin yiizeyinde bulunan hemagglitininler bazi
hayvanlarin eritrositlerini hemaggliitine etme dzellidine (he-

magglﬁtinasiyon) sahiptirier,

PI viruslari hicre kiiltiirlerinde belirtisiz enfeksiyon-
lara peden olurlar. Bu viruslar ilk pasajlarda, hiicre kiiltiirle-
rinde hi¢ sitopatik etki olugturmazlar veya ¢ok az etki megdana

getirirlar,

Insan embriyonik hiicre kiiltiirleri bu viruslarla enfekte
edildiklerinde hiicre yiizeyinde viral hemaggltitininler belirir
Ve bu nedenle enfekte hiicreler bazi hayvan eritroéitlerin; ad=-

sorbe ederler (hemadsorbsiyon).



Bu gekilde enfekte edilen hii€relerde PI viruslarinin var-

1241 bhemadsorbsiyon ydntemi ile saptanabilir (7).

Parainfluenza viruslarinin serotipleri:

Pl viruslarinin komplemani baglayan ve hemaggliitinasiyon

yapan antijenlerine gdre 4 antijenik tipi vardir:

Parainfluenza tip 1, 2, 3, 4 (4A, 4B). Influenza virusla-

rindan farkli olarak PI virusunun antijenik yapis: sabittir (8).

Hayvanlardan da insan P1 tip 1, 2 ve 3'e benzer virus i-

zolasiyonlari yaprlmigtir (7).

Parainfluenza viruslar: ile olugan primer enfeksiyonlari:

Pl tip 1, 3 genellikle nezle, farenjit veya brongite
neden olur, Hastalarin godunda 100° F ateg vardir ve 2-3 gin si-
rer, Burun akintisi, servikal lenf adenopati olmayip farenjit, e~

ritem ve Oksiiriuk mevcuttur.

pl tip 4 enfeksiyonun karakteristik tablosu ist solunum
yolunda goriiliir (9). Primer P1 virus enfeksiyonu olan gocukla—

rin godu doktora gdsterilmemektedir.

Yapilan bir caligmada P! tip 3 ile enfekte 62 gocugun
igde ikisi hayatlarinin i1k 2 yilinda takip edilmig ve 2 yagin-

da nétralize edici antikorlarin varli§i saptanmigtir (10).

Enfekte gocuklarin yarisinda farkedilebilen bir hastalik
ortaya c¢ikmamaktadir., Hasta ¢ocuklarin yaklagik % 15'inde alt
solunum yolu enfeksiyonu hastalifa igtirak etmigtir, yalniz

% 2'si doktora bas vurmugtur.

CHANOCK ve arkadaglari bir gocuk bakim evinde tip 3 ile
primer enfeksigonu colan hastalarin iigde birinde, tip 1 veya tip
2 1le enfekte hastalarin dortde birinde alt solunum hastaliklara-

nin (brongit veya pndmoni) da gériildigini bildirmiglerdir (11).



Bununla beraber primer PIItip I ve 2 enfeksiyonlari olan
76 ¢ocuun sadece ikisinde krup ve hafif seyreden hastalik goriil-
miigtir. Dolayisiyla Pi.viruslarl ile olugan primer enfeksiyonlar
clagandir, Nadiren tibbi miidaheleye gerck gosterebilecek glddetlz

hastaliklara neden olurlar,

“Cocuklarin godu hayatlarinin ilk beg yila iginde P11 virus-
larinin 4 tipi ile de enfekte olmaktadirlar. Alti yasina kadar ¢o-
chiaznn % 90 - 100'linde tip 3'e kargi (10), % 75'inde tip 1l'e
kargr, % 60 anda tip 2'ye kargi (11) antikor bulunmustuz,

Pl tip 4 ile bilinen enfeksiyonlarin nadir olmasina kar-

s1n 6 gaglndakilerin % 50 sinde tip 4'e kargi antikor bulunmasi

enteresan bir sonugtur (12).

Pl viruslarinin her hangi biri ile enfekte kigilerin % 31-
42'sinde krup, % 7 - 17 sinde pnémoni ve % 7 ~ 18 inde brongiyo-
1it sapfanm;;t;r (12). PI tip 1 ve 2 ile enfeksiyonda giddetli
bir tablo olarak ortaya g¢ikan krup hastaligidir, Tip 3'de ise her

g sendrom ortaya gikmaktadir.

‘Pl virusun sebep oldugu krup, dier viruslarin sebep ol-
duklarindan ayird edilemez. Yine de 6 - 30 aylik ¢ocuklarda krup
hastaligdinin kaynad: PYI tip 1 veya 2'dir,

(S5V)} nin aktif olmadidr toplumlarda, gocuklardaki bron-
giyolit PI tip 3 ile olugabilir,

Sadlam bir etiyoleojik tani, virusun izolasiyonuna veya PI

viruslarinin birine karsi antikor titresinin yilkselmesine dayan-

malidir,

Parainfluenza viruslari ile olugan Re-enfeksiyonlar:

PI viruslari ile olugan re-enfeksiyonlara sik olarak rast-
lanir. Primer enfeksiyonunun ilk 3 ay iginde veya yillar sonra
ortaya glkébildiéi gibi diger hastaliklarla birlikte de seyrede-
bilir (13), | |



Re-enfeksiyonlar nadiren siddetli bir hastalakla hirlikte
goriilirler., Bir ¢ok hastalik soduk alginliklarindan ayirdedilebi-
lir,

CHANOCK ve arkadaglari, g¢ocuklarda PI tip 3'e kargi ilk
enfeksiyonda gdsterjlen antikorlarin varlidinin ategli ve gid-
detii alt solunum yolu hastaliklarinin dnlendi§ini bildirmigler-
dir (13).

Re-enfeksiyon boyunca virus kisa bir siire organizmada ka-
lir. Gergektende yetigkinlerde biitiin P1 virus hastaliklari re-en-

feksiyona baglidir (14).

Parainfluenza virus hastaliklarinda korunma:

Ververt maymun hicre kiiltirlerinde lretilen parainfluenza
tip 1 ve 2, civeciv embriyonlu doku kiiltiirlerinde tiretilen Pl virus
tip 3 formalinle inaktive edilerek agi ha21r1aﬁm1§t1r. Bu agilar
bebeklerde teste tabi tutulmus ve agilanan gocuklarda 3 enjeksi-

yondan sonra nétralizan antikor diizeyinde bir artma gézlenmigtir.

Fakat bu agi IgA yapimina sebep olmadigindan tabii enfek-
siyona karsi gocuklar: korumamigtir. Halen canli atteniie bir agi

hazirlamak igin galigmalar yapilmaktadir (I15,16).

Parainfluenza virus enfeksiyonlarinda kilinik bulgular:

focuklarda Pl virus enfeksiyonuna badla klinik bulgular
genig sbektrumlu olub, hagati tehlikesi olan krup veya brongiyo-
1it gibi klinik tablolar ortaya ¢ikabilir. Enfeksiyona neden o-
lan virusun serotipi, hastanin cinsiyeti ve enfeksiyonun primer
veya re-enfeksiyon olup olmamasi klinik gSrinimi etkiler. P1 vi-
ruslariyla en sik olugan sendrum ¢godunlukla brongitle birlikte
seyreden soduk alginiididir. Pl viruslarina badli soduk alginlik-
lari ve brongitler hem gocuklarda, hem de erigkinlerde gdriilebi~
lir. Krup sendromu havlar tarzda Gksirik, boguk ses gibi bulgu-
larla seyreder ve ciddi bir tablo clugur. Kiigik ¢ocuklarda krup _

sendromunu dértte bir ile yarisi P} viruslarindan birisi ile en-



feksiyona baglidir, Bu viruslar pndmoni de olugturabilirler.

Pl virusu enfeksiyonlarinin inkibasiyon siiresi kesinleg-

memigse de muhtemelen 3 - 6 giin arasinda degigir (17,18).

PI virusunun indkile edildigi ergin géniilliilerde re-enfek-
siyon igin inkiibasiyon sliresi 3 - 8 giin arasinda dedigim glste-

rir (19).

Patogenez:

Pl virusu muhtemelen direkt kontakt veya bliyiik damlacik-
larla solunum yolu ile kigiden kigiye bulagir ve yalniz solunum

yolu epitelinde gogalar (19,20).

Burun ve bodazin mukoz membranilarini sarar, paranazal ve
Gsteki borusu tikanmasi da meydana gelebilir. Normal olarak bu
bdlgede kalir. Ancak kiigik ¢ocuklarda, larinks, trakea, brons,
brongiyol ve akciferlerde yayilabilir, Blylece daha afir enfeksi-

yonlar meydana gelebilir.

Bebek ve kiigiik gocuklarda enfeksiyonun sik olarak ortaya
glkﬁa31 ve re-enfeksiyonun gbriilmesi, bu viruslarin gok kolay pa-
yrlarak enfekte etmek igin gok Kkiigiik bir indkiilumun yeterli oldu-

gunu gdstermektedir (10).

Pl tip 1 ve 2 enfeksiyonlari larinkste bir krup sendromuna
'nedep olabilirler. Kojulasmis olan mukus birikimi bronkus ve tra-
keayi biiyik diglde tikayacagindan hava yollaraznin tikanmasi séz
konusu olabilir, Pl tiﬁ 3 virusunun akcider ve kiigiik bronkuslara

yayilmwaya yatkin olup bronkopndmoni olugturabilirler.

Pl 1,3 tiplerinin yayilim: bir kresde (11) ve bir cocuk
bakim evinde (23} gbézlenmigtir. Tip 3'lin hastanede yatan gocuk-
larda yayildigi da ayrica saptanmigtir (22). '

Primer olarak tip I, 2 ve 3 ile meydana gelen adir solu-
num yolu hastalig:r hayatin ilk 3 ile 5 inci yilinda ortaya gzkai.
~Erigkinler ve gocuklar Szellikle tip 3 ile enféksiyona gakalénlr-

lar, Re-enfeksiyon bilinmiyorsa da bir ¢ok kimse tip 3 virusu ile

-1



enfeksiyona tekrar yakalanabilir.

Pirvirusunun solunum yollari mukozasina tutunmasin: izle-
yen olaylar dizisi bilinmemektedir. Bu virus hasta gocuklarin so-
lunum salgilarindaki silli epitel hiicrelerinde floreséﬁ antikor
ile gbésterilmigtir,

Olen az sayida kiginin akciferindeki Pt hastaladinin histo-
patolojik degigimleri, didger viral alt solunum yolu hastalidinda-
kinden farksizdir, Krup sendromunda P1 tip 1,3 ile subglotik ilig-

kinin mekanizmasi heniiz bilinmemektedir (24, 25, 26).



Parainfluenza tip 1 virusun yapti§zr hastaliklar ve epidemi-

yolojisi:

pf tip 1 virusunun domuz pném&nisi ve yeni dodan gocukla-
rin akciger iltihaﬁlarlnda etiyolojik etken oldugu bildirilmekte-
dir., Yalniz laboratuvar farelerinde spontan olarak bulunmasi bu
fareler araciligiyla gaéllan izolasiyonlari kugkulu hale getirmek-
‘te, dolayaisiyla bu virusun insan hastaliklarindaki roliind tam ola-

rak dederlendirmek mimkiin olmamaktadir.

Bununla birlikte sendaii virusu somatik hiicre genetigi ga-—
ligmalarinda hicre filizyonu olugturdudu ve ayrica paramyxovirusla-
rin replikasiyonlarinda iyi bir model &devi gdrdiginden dnem ve-

riden bir virustur.

Maymun bébrek hiicreleri doku kiltlirlerinde, sitopatik etki
(CPE ) yapmayan bu virusun iremesi kobay eritrositleriyle uyguya-

nan hemadsorbsiyon testi ile anlagilabilir.

Bu virusun ¢ocuklarda baglica krup etkeni oldudu ayrica
nezle, farenjit, brongit, brongiyolit, pnémoni ve sik gﬁfﬁleﬁ
6zgiil olmayan ilst solunum yollari hastaliklari yaéabileceﬁi bil=
dirilmektedir. Erigkinlerde ise soguk alginligi dedifimiz tablo-
yu meydana getirir. Organizmada Szgiil antikorlar bulunmasina rag-

men re-enfeksiyonlar gériiliir.

P1 viruyslarinin inaktive edilmesiyle hazirlanan agilar kan-
da antikor olugumuna neden olurlarsa da burun salgisinda bu an-
tikorlar bulunmaz ve bu yizden agilanmig kisiler yeni enfeksiyon-
lara duyarlidirlar, (inki korunmada gergek rol oynayan Igl tipi
salgisal antikorlardir, Halbuki bu viruslerle olan dogal enfeksi-
‘yonlarda burun akintisinda da salgisal (IgA tipi) antikorlar o-

Iusur ve kigiyi re—enfékéigbnlara kargi bir miiddet korur.

-13-



Parainfluenza tip 2:

Bu grubun en dnemlisi krupla beraber olan virus (croupe-
Associated, CA) veya gocukdarin, akut laringotrakeo-brongit vi-
rusudur. Bu virus insan orijinli doku kiltirlerinde (Hela veya
insan embriyonik akciger) ve maymun bdbrek hiicre kiltlirlerinde
Urer ve sitopatik etk olarak sinsitialar olugturur. Virus ta--
vuk eritrositlerini ve daha az colmak izere insan 0 grubu erit-

rositlerini aggliitine eder.

Eritrositlerin adsorbsiyon ve aggliitinasiyonu 4 4° ¢ de,
, , , ‘ , c
virusun eritrositlerden ayrilmasi (elution) 37 ('de olur. Ka-
rigim tekrar 4 dereceye getirilirse yeniden aggiﬁtinasiyon gd-

rilir,

Antijenik ydnden tip 2'nin kabakulak virusundan bagka di-
ger mgxoviruélarla bir ilgisi yoktur., Kabakulak gegiren hastalar-
la, kabakulak virusuyle enfekte edilmis hayvan serumlarinda, tip
2 ile ?apraz reaksiyon veren antikorlar bulunur, O halde antije-
nik yapisi kabakulak virusuna benzerlik gbsterir. Bu virus may-
mun bobrek hiicreleri doku kiltirlerinde spontan olarak bulunabil-

mekte ve by kiiltirlerin % 30'unda rastlanabilmektedir.

Parainfluenza tip 3:

Bu gruptaki viruslara hemadsorbsiyon virus 1, (HA-1} de
denmektedir. Bu isimden de anlagilacadi gibi bunlar maymun bdb~
rek doku kiiltirinde hemadsorbsiyon ydntemi ile varliklara sap-

tanabilir.

Bu kiultirlerde virusuq seri pasajlari zamaenla sitopato-
Jjenik etkiye neden-olmakta ise de, bu olay hemadsorbsiyon tes-
tinin pozitif olmasindan giinlerce sonra ortagé gikmaktadir. Vi-
rus insan orijinli doku kiiltiirlerinde gok ¢ekirdekli dev hiicre-

ler olugturmaktadair,
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Pl tip 3 hafif solunum yollar: enfeksiyonlari gegiren ve
ayrica krup, brongiyolit ve pndmoni belirtileri gdsteren bazi g¢o-
cuklardan izole edilmigtir. Bu virusun sifiriarda gdrilen nezle
ve list solunum yollari enfeksiyonlarindan da tretildidi mezbaha-
larda kesilen sifirlarin ortalama % 70 inin serumunda PI tip 3

antikorlari bulundugu bildirilmektedir.

A;B.D. de bu virusenfeksiyonu yaygin olup, Szelliklie son-
baharda daha ¢ok rastlanmaktadir. Virus PI tip 1 ve 2'ye antije-
.nik benzerlik gésterir, P1 tiﬁ 1 ve 2 ile olan enfeksiyonlarda
yalniz bu tiﬁlere dééil, P tib 3'e kargr da antikorlar olugmak-
tadir. Cocuklarda bu tiple ilgili enfeksiyonlar P1l tip 1 ve 2
ile olanlardan daha evvel, yani daha kigik yaglarda yaygin ola-
rak gSrilmektedir. Bir siire PI tib 1 ve 2 ile olan temaslar P1
tié 3 antikorlarini stimile ederek adeta bir rapel ag:i gibi et-

ki yapmaktadir (26, 27, 28).

Parainfluenza tip 4:

Bu grupta en dnemli sug M-25 olup embriyonlu yumurtada
liremez. Doku kiiltiirlerinde sitopatik etki yapmadidindan ancak

hemadsorbsigonlé tanimlanabilir,

Bu virusun insanlarda Ozel bir hastalik yapti§i hakkinda
kesin bir fikir yoksa da kiigiik g¢ocuklarda halsizlik, kiriklik,
istahsizlik gibi Gzgll olmayan durumlardan sorumlu oldugu sanil-

maktadixr.

Epidemiyoloji:

Pl virusitarinin 4 tipi de genig bir codgrafik dadilima sa-
hip olup dinyanin dedigik bélgelerinden izole edilmiglerdir. P1
1,3 tipleri uygun doku kiltiiri teknikleri kullanilarak aranan

her yerde izole edilmiglerdir (9).

Pi,tip 4 virusu A.B.D. de (27) ve Ingiltere'de (12)izole
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edilmigtir., Serolojik ¢aligmalar bu viruslarin dinyada yaygin

olarak dad:limi oldugunu digindirmektedir (12, 27).

Pl tip 4'i izole etmek diger 3 tipe kiyasla daha zordur.

Hava yolu ve damlacak enfeksiyonu ile direkt olarak bulagir.

piinyadaki krup vakalarinin 1/3 fiintin PI viruslari (6zel-
~ likle tip 1) tarafindan meydana getirildigdi &ﬁgﬁnﬁlmektedir

(28f 29).

Hayatin ilk yaglarinda tip 3 ile meydana gelen enfeksiyon
genellikle gok gériilir (30). Bebeklerin godunda 2 yasina kadar

tip 3'e kargi nétralizan antikorlar olusur (11-31).

A.B.D. de bir yagindaki gocuklarin yaklagik olarak % 50
si ve 6 yasindakilerin biliylk bir kism bu tipe kargi olugan an~
tikorlara sahiétirler. rl tiﬁ 1, 2 ve 4 ile daha sonra olugan
enfeksiyonlar hafif olarak seyreder ve 10 yagindaki ¢ocuklarin
% 75'i bu tiplere karsi antikorlar igerirler {26,27,29).

North Carolina .(32) Washington D.C (33) ve Ingiltere'de
(17,34) Pl tip 1 enfeksiyonlarinin yodun gérilme zamami g¢ift
rakamla biten yillarin sonbaharinda olusurken PI tié 2 enfek-
sigonlar:i ayni yerlerde, sonu tek rakamla biten yillarin son-
baharinda gérildi. fi tip 1 enfeksiyonlar: sifirla biten yilla-
rin sonbaharinda gdriildi.

Glezen ve Denny (35) PI tip 1 ve 2 enfeksiyonlarin sik
géritlmesinin 1 yi11 arayla olugmasini, viral solunum enfeksiyon-

laylndaki interferens fenomeni ig¢in tipik oldugunu gdsterdiler.

PI tip 1 ve 2'nin neden oldudu alt solunum yolu enfek-
siyonlar: PI tip 3'inkiinden farklidir, Anneden pasif olarak ge-
gen antikorlar gocukta tié 1 ve 2 ile olan enfeksiyonun bulgu-
lariny etkiler, Bu tiélere badli aélr_enfeksigonlar ild 4 ayan

altinda nadir glriiliir (10).

Bebeklerde 4_6 aydan sonra bu viruslara badli solunum

yoiu hastalig: gbrilme siklidz, &6zellikle krup artar ve 4-6
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yaga kadar yliksek kalir. 6 yasindan sonra enfeksiyonlar (genel-
likle re-enfeksiyonlar) devam eder fakat siklik ve giddeki aza-
lir, PI tip 3 anneden gelen sivisal antikorlara kargin pnémoni

ve brongiolit gibi adir enfeksiyonlar olugturur,

Bu durum SSV unu andirir, PI tiﬁ 3 virusuna badli enfek-
siyonun giddeti, re-enfeksiyonlarin devam etmesine kargin 3 ya-
sindan sonra hafifleme gdsterir. P1 tié 1 ve 2'ye bagli afar
hastaliga erkek cocuklar daha duyarlidir. Ancak bu cinsiyet
farki sadece tibbi miidahele gerektirecek hastaliklar igin ge-

gerlidir (10).

Hafif seyreden Pl enfeksiyonlari her iki cinsiyette de
gérilme siklidr aynidir (23} Pl tip 3'e bagli agair hastaliklar-

da olan bu durum her iki cinsiyette farksizdir (28,36).

Chicago'da yaé;lan son bir galigmada PIl viruslari, dzel-
likle tip 3 a§a§1-solunum yolu hastalidi olan bebeklerin takri-
ben % 25'inde bulunmustur. Kollej talebeleri ile askeri perso-
nel arasinda gériilen yukar:i solunum yolu hastaliklarinin takri-
ben % 10'undan fazlas: PI viruslari tarafindan meydana getiri-
lir. pP1 tib 2 ile olusan enfeksiyonlar genellikle sonbahar ve
kigin, tip 1 ve 3 ile olugan enfeksiyonlar ise biitin yi1l boyun-
ca meydana gelir. Pt tip 4 genellikle subklinik veya gok hafif

enfeksiyonlara neden olur (31).

Krup sendromundan sorumlu en Snemli etken P1 tip 1,2 ve
3 viruslaridir ki bunlar krup'’a ilave olarak daha hafif hastalik-

lardan da sorumludurlar (7, 37).

Tiirkiye’de yapilan bir galigmada PI tip 1 virus enfeksi-
yonlarinin toplumda yaygin olduju seroepidemiyolojik olarak gOs-
terilmigtir.

Bu galigmada Ust solunum yolu enfeksiyonu gegiren gocuk-
larda ve ¢egitli yag gruplarinda PI tip 1 virusuna karg:i olugan

antikorlarin insidansi HO ydntemiyle incelenmigtir (42).

-17-



Parainfluenza viruslarin laboratuvar teghisi:

Pl viruslar: ile olugan enfeksiyonlarda en kesin tani,
klinik &rnekten primer maymun bdbrek veya insan embriyonik bob-
rek dokusu kiiltiirlerinde ekim yapilarak, virus izolasiyonu ile
konabilir. Virus izolasiyonu igin gerekli drnek bodaz sirintti-

sudiir.

pl tip 1 virusunun izolasiyonu igin Farengeal sekresi-
- yon, protein igeren bir vasat iginde laboratuvara génderilir.
Gerektidinde -60° C'de muhafaza edilebilir. Inkubasiyondan &nce
maymun bSbredi hicre kiltiiriinde latent elarak bulunan SV5 viru-
suna kargi hazirlanmi§ antiserum ile muamele edilir. Ekimden

sonra hicre kiiltiirleri sitopatik etki ydniinden incelenir.

- pt viruslari (Hela) veya (Hep-2) gibi devamli hiicre kil-
tiirlerine adapte olabilirler. Ancak bu hiicre kiiltirleri klinik

Srnekten ilk izolasiyon igin uygun dedildir.

Pl viruslarinin ilk izolasiyonlarinda, HEK (insan emb—
riyonu bébrek), vero (maymun bébrek hicre kﬁitﬁrleri) kullani-
labilir (38). Daha sonraki basajlar igin (Hela) ve (Hép—é), de~=
vamli hiicre kiiltiirleri ve HEL (insan embriyonik akcifer) hicre

kiiltirleri de kullanilabilir,

pt tip 1, 2, 3 viruslarin hiicre kiiltiirlerinde liremeleri
genellikle 8-10 giinde saptanabilir. PI tip 4 iéin bu sitre daha
fazladir. ve 20 giine kadar uzayabilir. Ancak bu viruslarin ge-
nellikle hiicre kiiltiirlerinde tiéik sitopatik etéileri (CPE) ol-
'madiél igin virusun Uremesi bazi yéntemlerle aragtirilir, (Yal-
niz éarainfluenza tié 2 1ilk izolasiyonda tipik sitoéatik etki
gbsterebilir), Bu virus genellikle hilcre kiltilirlerinde sinsi-

tiya olugturur (9, 19, 39).

Pl viruslari hiicre kiiltiirlerinde liredigi zaman enfekte

ettikleri hilcrelerin ylizeyinde viral hemagglitininler olugtu-
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rurlar., Bu enfekte hiicreler baza hayvan eritrositleri ile mua-
mele edildiklerinde, eritrositlsr enfekte hiicre yizeyinde bulu-
nan hemagglitininlere tutunurlar. "Hemadsorbsiyon" ad: verilen
bu ydntem parainfluenza viruslarinin hicre kiltlrlerinde tre-

melerini saptamak igin en uygun ySntemdir.

Yetigskinlerde re-enfeksiyona bagli olarak antikor fazla-
1141 nedeniyle sekresiyonda virus sayisinin 8z olmas: sonucu
hemadsorbsiyon geg¢ ¢ikabilir (40). Ayrica PI viruslara embri-
yonlu tavuk yumurtalarinin koryoallantoik (CAS) ve amniotik ke~
selerine de (AS) seri éasajlar halinde ekim yapilarak adapte e-
dilebilirler.

Embriyonlu yumurtada sadece PI tip 2 izole edilebilmig-
tir. PI tip 1, 3'de embriyonlu yumurtaya adapte olabilirler. An-
cak embriyonlu yumurta tib 1l ve 3'in primer izolasiyonu igin uy-

gun degildir,

Pt viruslari serolojik olarak standard kontrol antiserum-
lar kullanilarak hemaggliitinasiyon énlenim (HO), kompleman bir-
legmesi (K.B) ve hemadsorbsiyon Onlenim (HAD-1) deneyleri ile

tipleri tanimlanabilir.

Pl virus enfeksiyonunun serclcjik tanis: konvelesan dé-
nemde alinan serum Srnedindeki antikor titresinin akut dénemde-
kine gSre 4 kat artigi ile konur. Titre artigi hemaggliitinasiyon
dnlenim (HU) ve kompleman birlesmesi{K.B} veya nétralizasiyon
{(Nt) ybntemleriyle gdsterilebilir, Bir serotipe karg: heteroti-
pik antikor cevabinin olmasi, Pl enfeksiyonlarinin serclojik ta-

nisinda bir sorun olﬁaktadlr (11, 14).

Sonug olarak enfeksiyona sebep olan serotip her zaman se-
rolojide testlerle belirlenmiyebilir. Diger taraftan PI virusla-
rinin birine veya bir kacina karsi antikor titresinin ylkselme=-

sinin yetiskinlerde re-enfeksiyona baglidir (14).
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Doku kiiltlirlerinde viral izolasiyon ve serolojik testle-
rin kombinasiyonu PI virus enfeksiyonlarinin insidansinin sero-
epidemiyolojik dederlendirilmesinde daha kesin sonu¢ alinmasini

sadlar,
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3.GEREC VE YONTEM:

Hiicre Kiulttirleri:

parainfluenza tip 1 sendaii sugu (HAD-2), Vero (Maymun
bébrek hlicresi) ve HEL (insan embriyonik akciger) hiicre kiltir-

lerinde lUretildi.

Vero hiicreleri orijinal olarak Flow.Lab.Irvine, Scotland’
dan sadlandi. HEL hiicreleri ise Hacettepe lniversitesi Tip Mer—
kezi, kadin dodum seryisi, ameliyathane bdéliminde, steril gart-
larda, alinan "3-4" aylik enfekte olmayan fettislardan, kendi la-

boratuvarimizda standard ybntemlerle elde edildi (45).

Elde edilen hiicrelerin iiretilmesi icin % 10 dana serumu
{D.S), Vég:‘i fetal dana serumu (F.D.S5) ve % 1 oraninda SP (strep-
tomisin-penisilin) igeren “Eagle Minimal Esgential" vasatlar
kullanildr. Hicreler 200°C 1ik 6zel hilere kiiltiiri gigelerinde
(jena-glass) iiretildi. Hilcreler 2-3 giinde tek tabaka (mono—iayer)
olduktan sonra, 1' den 2' ye basaj edilerek, ¢odaltild:i.Hicreler
her gin makroskopik ve mikroskopik olarak gdzlendi ve gerekti-
ginde vasat dedistirildi veya % 7-8 lik NaHCO3 ile nétral PH'ya

ayarlandz. -

Sekil III
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Sekil III:

Devaml: maymun bdbrek hiicre kiltiird (Vero).

~ Giemsa boyasi.
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Sekil III:

Devamli maymun bébrek hiicre kileidri (Vero).

~ Giemsa boyasi.
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Hiicre Kiiltlrlerinde Kullanilan Vasatlar:

Hiicre kiiltirlerinde kullanilan, (Auto-Pow) Basal Medium
Eagle, vasatlari Bati Almanya'daki (Flow} laboratuvarlarindan
sadlandi. 9.588 gr toz halindeki vasat tartilip iyonsuz suda
gézildikten sonré . glutamin eklendi ve 1 litreye tamamlandi.

Zeiss filtrelerinde stiziilerek steril edildi.

Hiicrelerin lUretilmesi igin % 10 oraninda dana serumu
(D.S) ve % 1 oraninda SP (mililitrede 200 lnite penisilin, 200

mikrogram streptomisin) eklenerek kullanildi.
Virus:
Parainfluenza tip 1 sendaii sugu, NIH, Bethesda, Maryland,

A.B.D. den saglanda.

Eritrositleri:

Hemagglitinasiyon (HA) , Hemaggliitinasiyon dnlenim (HO)
ve single radial-hemdysis deneylerinde kullanilan horoz eritro-
sitleri ve hemadsorbsiyon ydnteminde kullanilan kobay eritro-

sitleri H.,U,deney hayvanlari bolimiinden saglandi.

Komﬁleman:

Kompleman i¢in erkek kobayin kalp kan: alinarak serumu
ayrildi. Xigik miktarlarda (0.2 ml) tiiplere bélinerek -250 C'de

sakland: ve kompleman olarak kullanild:.

Serumlar:

Deneyde kullanilan serumlar, H.U. Tip Fakiltesi Hastane-
sinin dedigik bélimlerine, list solunum yolu enfeksiyonu diginda-
ki nedenlerle miracaat eden, (0-30) yagindaki kigilerden elde

edildi. Serumlar kullanilincaya kadar - 25° c'de saklandi.
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Pozitif Kontrol Serumlar:

Parainfluenza tip 1 antiserumu NIH, Bethesda, Maryland,

A.B.D. den saglandz.

Ayrica kontrol serumlarin bir kismi ise kendi laboratuva-

rimyzda, tavganlara PI tip 1 virusu enjekte edilerek elde edildi.

Deneyde Kullanilan Solusyonlar:

Hemagliitinasiyon (HA ve Hemagliitinasiyon Snlenim (HO) de-
neylerinde kullanilan serum fizyolojik (SF) , 9 gram NaCl'iin
1000 ml iyonsuz suya tamamlanmasiyla hazirland:, 120° c'de 20°

dakika otoklavda steril edilerek kullanildi.

SRH deneyinde kullanilan veronal-biffer (VB) agagidaki

formiile gére laboratuvarimizda hazirlandi.

VB (Veronal-Buffer PH 7.2):

NaCl..«--- L] - ] - . - - L} - . L] » s a’» 8-5 gram
5,5 diethyl barbituric acid « « « « « 0.575 "
Na 5.5 dietbyl - barbiturate * & 2 e = 0-2 "

"
MgClzl 6 H2O - - - - - " - - - - - - - 1-65
CaCl2. e # # @& ® ® ® 8 5 3 2 & & B & a 0-28 "

Haz1r1an1§1:

l. 50 ml sicak iyonsuz suda barbituric asid eritildi.

2. Difer maddeler eklendi ve iyonsuz su ile 200 ml.ye

tamamlandl.

]
3. Otoklavda 20 dakika 120° C’'de steril edildi, sonra
4° C'de zaklanda

4. Kullanildidar zaman, iyonsuz su ile 1,5 lik sulandirim

yapild: ve PH's:1 7.2 ye ayarlandzi.
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Mikroteknik Geregleri:

Hemaglutinasiyon (HA) ve Hemaglutinasiyon dnlenim (HG)

deneylerinde kullanilan mikroteknik geregleri sunlazrdir:

1.Mikrodiluter (loop): 0.025 ml sivi tutma yeteneFinde

olan bir alettir.

2.Damlalik pipeti: Mikroteknikte kullamilan ve 0.025 ml

damla verme yetenedinde olan ézel pipetlerdir.

3.Test kadrtlari (go-no-go): Looplari kontrol etmede kul-
lanilan ve tlizerinde bulunan daireler tam 0.025 ml sivi

emme yetenedinde olan, &zel emici kagatlardir.

4.U tabanli pleytler: Tabanlari U geklinde (8x12) adet gu-
kur igeren, bu sistemde kullanilan polistiren yapisin-

daki ézel pleytlerdir.

5.Test okuma aynasi: Deneylerin dederlendirilmesinde kul-

lanilan i¢ bilkey (konkav) aynad:ir.

Virusun Uretilmesi ve Antijenin Hazirlanmasi:

Doku kiiltirii sigselerinde tiretilen vero (maymun bobrek
hiicresi) ve HEL (insan embriyonik akcier) hiicreleri, virus eki-
mi igin tlplere pasaj edildi. Hicreler tiplerde tek tabaka ha-
liné geldikten sonra vasatlar:i bogaltildi ve kontrol tiipler ha-

ri¢, diderlerine stok virustan 0.1 ml kondu.

Adsorbsiyon igin 1.5 saat 37° ¢'lik etiivde inkdbe edildi.
Daha sonra % 2'1ik dana serumu (D.S) ve % 1 oraninda SP igeren
vasattan kontrollerde dahil olmak izere tiplere kondu. Tipler
tekrar 37o 11k etiive kaldirildr ve sitopatik etki (CPE) gdzle—
ne kadar (5-6) giin etiivde bekletildi. Gerektiginde PH'lar:i so-
dium bikarbonat ile nétral PH'ya ayarlandi.
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Parainfluenza tip 1 virusu genellikle hiicre kiilttirlerinde
tipik sitopatik etki (CPE) gdstermedidinden virusun tireyip fireme-
didini saptamak igin hemadsorbsiyon yéntemi uyguland: (55).

Parainfluenza tip 1 virusunun hiicre kiiltiirlerinde ilireme-
si hemadsorbsiyon yéntemiyle gdzlendikten sonra, virus ile enfek-
te hilcreler, vasatlar: ile birlikte -25° ¢'de 3 kez dondurulup
gbziildi. 2000 rpm'de 15' dakika santrifiij edildi, Ustteki sivi
serolojik tiiplere béliinerek - 25° ¢'de saklandz.

Bu sivilarin titreleri hemagliitinasiyon yéntemi ile tayin
edilerek antijen olarak kullanildi. Antijenler kullanilana kadar

-25° ¢'de saklandi.

Ayrica tek yonlid iginsal hemoliz (SRH) deneyinde kullani-
lan parainfluenza tip 1 antijeni délletli tavuk yumurtalarindan

agadida anlatilan gekilde elde edildi.

Sekil IV,
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Sekil IV:

Farainfluenza tip 1 ile enfekte olan vero hiicrelerinde

clusan CPE. {(Enfeksiyconun 6 1inci gint).

- Giemsa boyasi
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Embriyonlu Yumurtaya Ekims

_ Deneyde kullanilan d&lletli yumurtalar "Refik Saydam ﬁErb
kezi, Hifzisihha Enstitiisi"nden sadland:r. Yumurtalar alkolli pa-
mukia silinerek temizlendi ve 9 glin 390--40O C'de nemli ortamda
Szel yumurta inkiibatériine birakildi. Ara sira yumurtalar, yumur-
ta inkibatdérinden ¢ikarilarak, yumurta muayene kutusunda ceninin
varligi ve yumurtanin enfekte olué olmadigi incelendi. Enfekte

olanlar ve cenin olmayan yumyrtalar atildz,

g glinlin sonunda, yumurta muayene kutusunda Korio-Allan-
toik-Mambran (CAM) tizerinde damarsiz bir nokta igaretlendi, lga-
retlenen nokta tendlirdiyotlu pamukla dezenfekte edildi. Yumurta
delicisi ile hafif bastirarak yumurtayi kirmadan bir delik agil-
di. Steril enjektdr ile steril kogullarda, stok virustan 0.1 ml
inokiile edildi.

(Her hangi bir damar perforasiyonuna neden olmamak igin.
idnenin ucunun yumurta yizeyinden itibaren igeriye 4 mm den faz-

la girmemesine Gzen gbsterildi).

Delik, eritilmis parafin ile kapati1ida. Ekiﬁ yapilan yu-
murtalar, 3 gin 33° C'de yumurta inkibatérinde birakildi. Daha
sconra yumurtalar 4O:C'de buzdolabinda bir gece bekletildi, Bu
iglemde amag ceninin Slmemesini ve ayni zamanda korioallantoik
kKesenin kilcal damarlarindaki kanz blhtllagtlrarak) sivilarin

toplama esnasinda kanamanin dnlenmesini saglamakti.

Ertesi gin yumurtalar dezenfekte edilerek hava bogludu
kismindan kirildi, Steril §artlazdé hava boglujuna geviren ka-
buklu kisim tamamen ¢rkarildi ve koricallantoik zar (CAM) ste-
ril pens yardimiyla kaldir:ildi.

Steril pipetler ile gekilen sivilar, steril tiplere kondu
(Toplanan sivilarin berrak olmasi gerekmektedir)., Sivilar (10~15)
dakika 2500 rpm'de santrifiij edildi. Ustteki sivilarin, hemag-

lﬁtinasiyon (HA) ybntemiyle titreleri tayin edilerek antijen
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olarak (SRH) deneyinde kullanild:i, Bu sivilar kullanilana kadar
-25% C'de saklandr (45),

Hemadsorbsiyon Yéntemi (HAD):

Kobay eritrositleri 1 aylik erkek kobay kanindan ayrila-
rak, serum fizyolojik ile 3 kez yikandi ve % 0.4 liik susbansiyo—
nu hazairlandr, Parainfluenza tié 1 ile enfekte hicre ve kontrol
hiicre allnlb vasatlar: bogaltilarak Uzerlerine 0.2 ml kobay e
ritrositi sﬁspaﬁsiyonundan‘kondu. Tipler yatay durumda 30' daki-
ka ¢° C buzdolabinda inkiibe edildi.

Daha sonra her iki hiicrede SF ile 3 kez yikanarak mikros-

kopta gézlendi. .

Mikroskopta eritrositler, parainfluenza tip 1 virusu ile
enfekte olan hiicrelerin ytizeyine tutunmug clarak gézlendi. Kont-

rol tiijpte ise her hangi bir dedisiklik saptanmadi (55).

Sekil V:
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Kobay eritrositlerinin parainfluenza tip 1 ile enfekte

vero hiicrelerine adsorbsiyonu. {(Enfeksiyonun € inca giinid).

- Giemsa boyasi
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Hcmagititinasiyon Ydntemi (HA):
T

HA

deneyi : Hemagliitinasiyon deneyi, HU deneyinde kulla-

nilacak olan parainfluenza tip 1 virusunun titrasyonu igin uygu-

landa:

I

HA

deneyinde kullanilan maddeler:

Mikroteknik garegleri
% 0.05 1ik horoz eritrositleri
Serum fizyolojik (SF)

Pl tip 1 virusu

Deneyinin Yapiligi:

3.

U tabanlis pleytin galigilacak tim ¢ukurlarina damlalik
pipetiyle 0.025 ml SF damlatild:,

11k sira gukurlara (galigilacak virus sayisina gére)
0.025_ml virus, "diluter" (loop)larla kondu ve seri su~

landarimiars yapildi. (Koptrol cukuru harig)

Tim gukurlara 0.025 ml SF damlatildi.

4.Eritrosit kontrol ¢ukurlarina yalnizca 0.050 ml SF dam-

5.

6.

latildz.

Kontrol dahil tiim gukurlara 0.025 ml % 0,05 1ik horoz

eritrosit sulandirimindan damlatilda.

Pleyt lyice galkalanarak oda 151s5inda bir saat bekle~

tildi ve sonuglar okundu.

DeJerléndirme: Tam hemagliitinasyon gdsteren en yiiksek
titre gﬁzleﬁerek antijenin 1 HA initesi saptand:i. (He-
magliit inasiyon-8nlenim deneyinde 4 HA i{initesi antijen

kullanilda.)
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Hemagliitinasyon Onlenim Deneyi :

- Gerekli Maddeler:

1. Mikroteknik geregleri

1

2. Receptor-Destroying-Enzyme {RDE) {1/10 sulandirimzi)

3. % 0.05 1ik horoz eritrositleri

4. SF igerisinde sulandiralmigs 4 HA lnitesi PI tip 1

antijeni.

Deney Serumlarin Hazirlanmasi:

Deney serumlarinda PY tip 1 virusuna kargi antikorlarin

saptanmasinda HY deneyi kullanildi. Serumlar depneyden Once agagi-

da anlatilan gekilde RDE ile muamele edildi:

ll

2 (o]

1 hacim (0.1 ml) hasta serumuna ¢ hacim (0.4 ml) RDE
(1/10 luk sulandirimindan) eklendi. Bu iglem tim se-
rumlar igin yapildi. Serumlar 37O=C'lik su banyosun-

da bir gece bekletildi.

Ertesi gin RDE'nin etkisini gidermek ic¢in her tipe
% 2.5 luk sodyum sitrat solusyonundan 3 hacim (0.3 ml)
eklendi, 56° C'de 30% dakika bekletildi.

Bagléng1g serum sulandirimani 1/10 yapmak i¢in 2 hacim
(0.2 ml) SF ilave edildi, serumlar bu gsekilde HO dene-

yi igin khazirlandi:

Deneyinin Yapiligi:

U tabanli pleytlerde galigilacak tam gukurlara 0.025 ml
SF damlalik pipetiyle damlatilda.

itk ¢ukurlara (RDE ile igleme sokulmus her bir hasta
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serumundan 0.025 ml *diliiter”lé kondu ve seri suylan-—

dirimlarz yapzldi.

3., Tum ¢ukurlara 4 HA linitesi igeren virus sulandirimin-

dan 0,025 ml damlati1ldi (eritrosit kontroller harig)

4. Eritrosit Kontroliline sadece 0.050 ml SF, antijen kont-
roliine ise 0.025 ml SF, ve 0.025 ml. 4 HA iinitesi ige-

ren antijen damlatild:,

5. Pleyt iyice ¢alkalanarak oda i1sisinda 30! dakika bek-
letildi. -

6. Kontroller dahil clmak iizere tim ¢ocuklar % 0.5 1ik

horoz eritrositlerinden 0.050 ger ml damlatildz.

7. Deney pleytleri iyice ¢alkalanarak bir saat oda 1si-

sinda bekletildikten sonra sonuglar deferlendirildi.
8. Dederlendirme:

Eritrosit kontrol gukurlarinda, eritrositlerde gékme
antijen kontrol cukurlarinda, tam hemagliitinasiyon
gbzlendi, Hemaglutinasiyonun tam olarak onlendifi en
ytiksek serum sulandirimi o serumun antikor titresi

olarak degerlendirildi (45).

Sekil VI
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Scekil VI:

Serym sulandirim Serum sulordirim
A ——ll

ﬁE:K V. K

sm©0000w®o©oo“o
OO
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celolcloloe
0@é®®®o

Yukaridan agadiya

ll. E.K: Eritrosit kontroli
12. V.K: Virus kontrolii.
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Tek vdnlii Isinsal Hemoliz Ydntemi (SRH) «

SRH ydntemi PY tip 1 virusuna karsi antikorlarin saptan-

masinda ikinci ybntem olarak uygulandi, Bu yéntem P1 tip 1 viru-

suna kargi antikorlazin saptanmasinda daha &nce hig¢ uygulanma-

migtir. Bu nedenle bu deneyde kullanilan antijen, eritrogitlerin

hazirlanagi, hemoliz plaklarin dokiiliigiinde SRH'in diger hastalik-

larda kullan:ldidi ydntemler temel alinmig ancak baz: defigik1ik-
ler yapilmistir (46, 47, 48, 49, 50, 51, 52}.

Kullanilan Gere¢ ve Maddeler:

l.
2.

P1 tip 1 virusu antijeni (500 H.A.U igeren sulandirim
Agarcz-L: Bu madde veronal buffer iginde % 1 lik ola-

rak hazirlandi, % 0.1 sodyum Azid eklenerek 2,9 er cc

‘olecak gékilde-€iplere daditildi ve otoklavda steril

edildi.

Tannik-Asid: Veronal buffer ile (1/15.000) 1ik solus-

yonu hazirlanarak kullanild:,
Kompleman

Horoz eritrositleri

Veronal buffer (PH:7.2)

Jzel Pleyt:3.5x9 om boyutlarinda 3 cc hacminde agaroz

ile tamamen kaplanabilen gukura sahip bir geregtir,

Delici alet: Pleyte ddkiilen ayaroz fizerinde 3 mm gapin-

da delik acmaya yarayan bir geregtir,

SRH Deneyinin yapiligi: A (ESAS DENEY)

1.

Horoz eritrositleri 3 kez VB ile yikandi. 0.1 ml paket
eritrosit 7 mi tonnik asid (1/15.000) sulandirim ile

Rarigtirilip 20' dakika 37° C'1ik su banyosunda bekle-
tildi.



2, Bu sirenin sonunda karigim santrifiij edilip:iist sivi
atridar ve paket eritrositler tekrar 3 kez VB ile yi-

kandi.

3. Bu paket eritrositlerinin lizerine 0.9 ml VB ve 1 ml
Pl tip 1 (500 HA linitesi igeren sulandirim) kondu ve
iyice karigtarilip oda derecesinde 45' dakika bekletil-
di,

4. Daha sonra bu karigim santrifuj edilerek lst sivi a-
tildr ve paket eritrositler tekrar 3 kez VB ile yikan-
di.

5., Bu eritrositlerin fizerine tilp iginde eritilmis ve 45°c'a
kadar sodutulmug 2.% ¢c agarcz 1 eklendi. Hemen karig-
tirilarak dopmadan pleyte dékildi, donunéaya kadar oda

2s1sinda 10" dakika bekletildi.

6. Bu pleytlere steril kogsullarda delici alet kullanilarak

1 cm ara ile 3 mm gapinda delikler agild:.

7. Bu deliklere pastdr pipeti ile 50dkompleman kondu ve
absorbe oluncaya kadar bekletildi.

8. Kompleman tamamiyle agaroza emildikten sonra bu delik-
lere 503 hasta serumu kondu ve bir gece buzdolabinda

nmemli bir kutu i¢inde bekletildi.

9. Ertesi giin pleytler 37° c*1ik etitvde 2 saat inkibe e-
dildi. '

10, Deliklerin gevresinde olugan hemoliz gap:i milimetrik

clarak ¢lguldi.

s+}
]

Kontrol Deney:

Yukarida anlatlian tiim iglemler 3. basamakta konan 1 ml
P tip 1 antijenin yerine 1 ml VB konularak yap1ldi ve kontrol
pleyt olarak kullanildi.

Sekil VII.
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$ekil VII: SRH deneyinde kontrol ve test pleytleri,

1. HO deneyinde 1/160 titre gsteren test serumlarinin SRH ydén-

teminde hemoliz zonlar:.

‘2. HU deneyinde soldan sada 1/80, 1780, 1/40, 1/40, 1/20 ve 1/20°
den az titre gdsteren test Serumlarinin SRH ydnteminde hemoliz

zonlara,

3. HO deneyinde soldan saga 1/160, 1/80, 1/40, 1/20 ve negatif
titre gbsteren test Serumlarinin antijensiz kontrol pblaginda

gériiniimii.
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Erfsa.:
. ELISA ybntemi mikrotitrasiyon teknigi ile uygulandi. HO _
ve SRH deneylerinde kullanilan P tip 1 virusu bu ydntemde de

antijen olarak kullaniidi.

Konjugatin Hazirlanigi:

Kbﬁjﬁgat, Wilson ve Nakane'nin ydntemlerinde bazi dedi-
giklikler yapilarak hazirlandi (53). 4 mg horse-radish peroksi -
daz (Sigma Chem.Cb.Cat.Nb.P—8375 U.5.4) 1 ml distile suda ¢dzi-
lerek lzerine 0.02 ml taze hazirlanmis 0.1 M sodyum beryodat ko-
nularak oda isisinda 20' dakika karistirildi. Bir gece 4° C'de
0.001 M asetat tamponuna (PH 4.4) kargi diyaliz edildi. Ertesi
gin 02 m1. 0,2 M Na2003 (PH 9.5) ve 0.01 M Na2003 (PH’Q:S) ta
¢Oziilmis 8 mg anti insan imminglobiilini (Anti Human I g/1 ¢gG)
eklenerek oda isisinda 2° saat karigtirildi., Ortamda serbest ka-
lan enzimi uzaklagtirmak igin karigima 0.1 ml sodyum borohidrit
(4 mg/ml) konuldu ve 4° C'de 2 saat bekletildi. ©.1 M borat tam—
éonuna (PH 7.4) kar§1'4o C'de bir gece diyaliz edilerek ertesi
guin % 60 11k gliserolle 1/2 sulandirimz yapild:. Deneylerde kul-

lanmak lgere buzdolabina saklandi.

Deneyin Yapilisi:

Deneyde mikrotitrasiyon "U" tabanli pleytler (Cooke Eng,
Co.U.S.A.) kullanildi. £t tip 1 antijeni, 0,05 M karbonat tam-
ponu (PH 9,6) ile sulandirilarak, her cukura 0.2 ml konuldu.
Pleytr 4% ¢c'de nemii bir kutu fginde 3 saat Bekletildi. Daha
sonra pleyt 3 kez FBS (PH 7.45, % 0.05 Tween?o) ile yikandi,
Ayni tamponda 1/10 ve 1/20 oranlarinda sulandirzlan hasta.ve
kontzo; serumlari her bir serumdan ikigser g¢ukur olmak tizere 0.2

ml gukurlara konuldu. Oda 1sisinda 2 saat bekletildi. Pleyt ayni
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sekilde 3 kez y;kandlkian sonra, tim gukurlara 0.2 ml 1/100 sy~
landirilmg konjugat kondu. Bir gece 4° c'de bekletildi. Ertesi
giin éleyt 3 kez PBS ile yikandi. Taze hazairlanan artofenilendia-
min gbzeltisi enzim substrati olarak kullanildi (54). Bu ¢ézel-
tiden her gukura 0.2 ml kondu. Pleyt karanlikta 30' dakika bek-
letildikten sonra, reaksiyonu durdurmak amaci ile % 12.5 Iuk
H2504 ten 0.05 ml her gukura ilave edildi. Sonuclar her serum
drnedi igin ayri ayri Beckman model 25 spektrofotometre ile 492

nm dalga boyunda okundu.
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4. BULGULAR:

Hacettepe Universitesi Tip Fakilltesi hastaneleri gegitli
béliimlerinden son bir yil icerisinde 0-30 arasi yag gruplarlﬁdan
toplanan 200 serum Srnedi Pl tip 1 virusuna karg: antikorlar yd-

‘niinden HU, SRH ve ELISA deneyleri ile aragtirilmigtir.

0=-30 aras:i yas grubunda PI tip 1 virusuna kargi olugan

HO deneyi ile aragtirilmasi:

Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi hastanelerinden
0=-30 yag grubu kigilerden elde edilen kan serumlarinda PI tip 1

virusuna kargi HO deneyi ile antikor titreleri arastirilmistair,

Pt tip 1 virusuna karsi HU antikor titresi 1/20 ve lizerin-

de olan serumlar pozitif kabul edilmigtir.

benege alinan 200 serumdan 117 si P tip l'e kargipozitif
titre gdstermigtir. Bu 200 serumun yas gruplarina gére seropo-

zitiflik oranlarinin dagilimz tablo 1 de gdsterilmigtir,
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Tablo I:

Pl tip 1 virusuna kargi HU antikorlarinin yag gruplarina gére dadiiima,

galigilan Serum | Pozitif Serum Seropozitiflik

Yag (1) Sayisz Sayisi Crani %

0-35 56 40 % 11.42

6~ 10 26 16 % 61.53

11 - 15 24 10 % 41.66

16 = 20 27 13 % 48.14

21 ~ 25 29 16 % 55.16

26 - 30 38 22 % 57.89

TOPLAM 200 117
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Tablo 1 de gorildigi gibi seropozitiflik orani 0-5 yag
grubunda % 71.42 , 6-10 yag grubunda % 61.53 , 11-15 ya§ grubun-
da % 41.66 , 16-20 yag grubunda % 48.14 , 21-25 yag grubunda
% 55.16 ye 26-30 yas grubunda % 57,89 olarak bulunmugtur.

0-30 arasi yas grubunda PI tip 1’e karsa ortalama seropo-

zitiflik orani ise % 58,50 plarak saptanmigtair.

pl tip 1 virusuna kargi HO antikorlarin titreleri ve

0-30 yag grubuna dadgilim: Tablo II de gdsterilmistir.

0-30 yag grubu arasinda toplanan 200 serum drnedginde 83
serum 1/20'nin altinda titre vermigtir. 1/160 titre gdsteren
10 serum drnedinden gl 0-5 yag grubu, biri 5-10 yag aras:,

ikisi 21.25 yag grubu ve dordi 26-30 yags grubunda saptanmigtir.

Bu grup yag arasindaki kisilerden toplanan 200 serum &r-

nedinden 110 tanesi kiz ve 90 tanesi erkeklere aittir,

PI tip I virusuna kargi olugan antikorlarin sercpozitif-
1i§i ydénilnden ki1z ve erkekler arasinda bu galigmada Snemli bir

fark bulunmamigtir,
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Tablo II:

Pl Tip 1 virusuna karg: HO antikorlarinin titreleri ve 0 - 30 yag

grubuna dadrlimi:

ntikor tit{e g
giiplarlfgll leri Negatif 1/20 1/40 1/80 1/160 Toplam
g~ 5 16 20 9 8 3 56
6 - 10 10 °] 4 2 1 26
i1 - 15 14 <] 3 1 - 24
16 - 20 i4 6 5 2 - 27
21 =~ 25 13 7 4 3 2 29
26 = 30 16 8 6 4 4 38
TOPLAM 83 56 31 20 10 200
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PT Tip 1 Virusuna Karsi Olugan Antikorlarin SRH yéntemi

ile aragtirilmasi:

SRH ydntemi Pl tip 1 virusuna kargi olugan antikorlarin
saétanmasxnda ilk kez wygulandi. Bu nedenle denegin standardi-
zasiyonunda kullanilan antijen, éritrositlerin hazirlanigi ve
hemoliz élaklar;n dékiiliigiinde didJer viruslarda kullanilan yén-

temler temel alinmig ancak bazia dedisiklikler yapilmigtir.

Bu ydntemde galigildidinda, hazirlanan test ve kontrol
plaklar: 72-96 saat stireyle glzlendi. Plaklar 96 saatten fazla
buzdolabinda bekletildiklerinde, eritrositlerin hemoliz olduk-
lari saptandi., Bu nedenle sonuglar 96 saat igerisinde oKunarak

dederlendirme yapildz.

Yapzlan ilk denemelerde eritrositleri hassaslagtirmak
amac: ile kullanilan 1/80.000, 1/40.000 ve 1/20.000 tannik asit
. sulandirimlarinda, eritrositlerin birbirine yapigmasi ve yikama
sonugu hemoliz colmalari gdzlendi., Ayni ydntem % 1.5 1lik agaroz
ile hazirlanan gegitli oranlarda eritrosit sulandirimlari da
bagaril: sonuglar vermedi, Bu denemelerde, kompleman, hemoliz
plaklarinda agilan deliklere, hasta serumlarindan dnce ve sonra

konuldugunda da olumlu sonuglar alinamadi. .

Olumlu sonuglarin alindidi ydntemde % 1'lik agaroz ve
tannik asidin 1/15.000 sulandirim: kullanildi. BSylece hassas-
lagtirilan eritrositleri Pl tip 1 virusu ile muamele edildi.ve

béylece hemcliz plaklari hazirlandi.

Bu ydntemde, plaklara deney serumlari damlatillimadan Snce
kompleman kondu ve tamamiyla absorbe olana kadar buzdolabinda nem-
li ortamda bekletildi. Ayni igslem deney serumlari ve kontrol po-

zitif serumlar igin de uygulandi.

Daha sonra kontrol ve test plaklari 37° ¢'1ik etiive kal-
dzrild:, Ilk 1-2 saatlerde plaklar incelendidinde hemoliz zon

larinin belirlenmege baslandiga gézlendi ve 5-6 saat iginde en
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biiyiik gapa ve belirginlide ulagti. 24 saat sonra olugan hemoliz

¢aplarinda her hangi bir de§isiklik saptanmadi.

0-30 yas grubu kisilerden toplanan 200 serum drnedinden
SRH ve HU deneyi ile &lcgilen PY tip 1 antikor titrelerinin ki~
yaslanmasi gekil VIII de gOsterilmigtir.
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Sekil VIII: 0-30 yas arasindaki kigilerden toplanan 200 serum
6rnedinden SRH ve HU deneyi ile dSlgiilen PI tip 1

antikor titrelerinin kiyasianmasz.
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sekil YW de géritldigi gibi SRH ve HO yéntemleri ile elde
edilen antikor titreleri arasinda direkt bir 1i1iski mevcuttur,
Ancak serumlarin SRH ydnteminde genis dadilim gbstermesi testin
daha duyarli oldu§unu vurgulamaktadir. Zira HO deneyinde ancak
iki misli artan sulandirimlarda ant;kor titreleri ifade edilmek-
tedlr. Bu sonuglar SRH deneyinin Pi tzp ! virus antikorlarinin
saptanmasinda duyarli ve giivenilir bir test oldugunu kanitlamak~

tadir.,

ELISA YOntemi ile PI Tip 1 Virus Antikorlarinin Aragtar:l-

masi:

Elisa yénteminin PI tip 1 virus antikorlaripin saptanmasi
digin kullanilmasinda literatlirde bulunan ve dider viruslar igin
uygqulanan taknikler esas alinmigtir. Ancak hiicre kiiltiri ve emb-
riyonlu yumurtada hazirlanan antijenlerin gesitli yogunluklarda

Pleyte baflanmas: mimkin olmamistir.

Son zamanlarda gegitli viruslarin ancak &zel yapilz
pleyt yiizeyleriné baglanmasinin sa?tanmasz bize ELISA ydnteminds
pt tié l virusu igin degisik uygulamanain gerektiéini ortaya ci-
karmigtir, Ancak elimizdeki olanaklar ve yoéntem uygulamasi ige-
’ risinée ELISA yéntemi PI tip 1 virusu antikorlari igin negatif

sonug vermigtir.

Daha ileride degigik ylizey yapisina sahip pleytler kulla-
nilarak ve ydntemde bazi modifikasiyonlar yapilarak deneyden po+
zitif sonug¢ almak miimkin olabilir,
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5. TARTISMA:

Viruslarla olugturulan bir ¢ok solunum yolu enfeksiyonunun
tanisi, klinik semptomlar yardimiyla teghis edilememektedir. Cinki
bir ¢ok virus, solunum gollarinda benzer semptomlari veren enfek-
- siyonlar olusturmaktadirlar, Ozellikle yeni dodan bebekler bazi
.solunum yolu patojen viruslarina oldukga duyarlidirlar. Yeni dod-
mus bebeklerde, bilhassa 6 aydan kilgik bebeklerde afir seyreden
Ve solunum yollarini tutan enfeksiyonlar sik goriilmekte, hatta
dlilm nedeni oiﬁaktadlrlar. Ancak bir ¢ok olguda yalniz viral
enfeksiyon dedil, bu enfeksiyona badl: immun mekanizmanin
baskilanmas: sonucu superenfeksiyon Glim insidansini ylikselt-
mektedir. Bir solunum yolu virusu ile baglatilan enfeksiyon ba-
zen bakteriyel superenfeksiyonla pn6m0nige dénilismektedir. Bu ne-
denlerle viral enfeksiyonlarin toélumda goriilme sikliginin sap

tanmasi kontrol ve korunma ylniinden gok dmnem tagimaktadir.

Solunum yolu viral enfeksiyonlarinin ayirici tanisinda
bu nedenlerle laboratuvar teghisinin yeri tartigilmaz derecede
énemlidir, Viralhastaliklarda laboratuvar teghisi iki esas lize-
rinden yapilmaktadir. Bunlar: etken virusun izolasiyonu ve etken
virusa kargi olugan antikorlarin yﬁkseimesinin gisterilmesi o~
larak tanimlanabilir. Etken virusun izolasiyonu her zaman mimkin
olmamaktadir. En gelismig ydntemlerle galigan laboratuvarda bile
etken virusun izolasiyonu % 20 nin dzerine ¢irkamamaktadir. Buda
ayiric: tanida serclojinin ¢ok daha dnemli oldudunu ve kesin

' teghis igin gereklilidini ortaya koymaktadir,

Paramyxoviridae grubunda yer alan Pl viruslari Szellikle
6 aydan kiiglk bebeklerde énemli alt solunum yolu enfeksiyonlari-
na neden olmaktadir. Krup, brongit ve brongiyolit gibi ciddi sey-
reden enfeksiyonlar PY virus tipleri ile olugturulabildigi gibi
solunum sinsitiyal Virusu,-influenza virusu gibi baz: viruslarda

ayni klinik tabloyu ortaya ¢ikartabilirler. Diinyada yapilan cegitli
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ndarimlary hazairlamak gerchmektedir ve serum titresi

n
D
a]
.
in
o
ATl

Cnlenim yaipen son serum sulandirimy olarak de

H
It

erlendiriimek

Iy
A(

Son yrliarda virus enfeksiyonlarinin serclejik tenisinda

e son yillarda dzellikle sercepidemiyolojik tara-
malarda pratik olan SRH testi bir ¢ok viruslsra kargi olusan
b

sntikoerlsrin saptanmasinda gaygin olerek kvllanilimeya beglanrm 3~

tar, fzellikle sercepidem1901031x galigmalarin yapildidy PI tip
1 virusuna kargia antikorlarin SRH testi ile saptanmasi konusimda
literatirde yeyin mevcut deéffdir. Bu yOntem ile gesgitli arag-
tarrcilar influernza (46, ¢7, 56, €4) , kzkakulzk (58) , kizam:k
(67) , kizamikcik (59, 60, 65, €6) , arbovirus (57) , parsinf-
luenza tip 3 (43) , cororavirus (63) , tckscplazma (52) ve chia-
mydiae 61} antikorlzrini saptamakta -uygulamaglar ve olumlu so-
nuglar jﬁiglardlr. Eu ylntemin ¢ok sayida seruma kisa sirede uy-
gulanabiidigi igin seroeéiéemigoiojik taramzlarda dider ypéntea—
lere gdre Ustinlik saglamaktadir, SRH deneyinin esasi virus an-
tijen ile duyarlalagtarilm:g uwygun elitrositlerin kompleman ve
Szgoiil antikorlarin varlidinda agar ortdminda hemoliz olmasina
deyanmaktzdar. SRH deneyinde seroepicemiyoloiik g¢aligmalar igin
GOk gepida serum ayni anda test edilebildigi gibl mikrolitre
miktarinda serumu gereksinim vardir., UYstelik SRH denevinde RO
deneyindeXl gibi &zgiil olmsvan _mblbltor_zerz ortadan kaldirmak
igin'zaman alan muamelelere gereksinim yoktur, Cidnkd bu tir in-
bBibitcrier deﬁégi interfere etmemektedir, Deney serumlarinin sa-
dece 56° C'de 30' Cakika inaktiv&sgyonu geterlidir, Bitin bunla-

-

ra flaveten SRH ylnteminde seri dillsigonlerin vapilmamasi dene-

L

i daha da pratiklegmektedir. Deneyde hemoliz ¢epirmn milimetrik
larakl Sigimli antikXor titrelerinin cahal gal  duysrly ’
larak saptanmasina olanak vermektedir. Yalniz viral antijenle-
Tin eritrositlerle iyi bir kompleks olusturmasi deneyin islex-

1i81 ydninden Snem tegamekta bunun i¢inde kullam:lan eritrosit-



—

ierin kimyasal maddelerle duyarlilagtirmak gerekmektedir. Bir viw_
rusa SRH deneyi uygulamak igin mutlaka o virusun baglandigdi (he-
maggliitine ettidi) eritrositin kullaniimas: gart dedildir. Indi-
rekt hemagglitinasiyon deneyinde oldudu ¢ibi virus hemagglitine
etmedidi bir eritrosite duyarlilastirma ybntemi ile baglanabilir,
Bu islemde SRH deneyinin viruslar igin kullanll;p alaniny genig-
letmektedir., Duyarlilastirilan eritrositler veya*dékﬁlen SRH
pleytleri (3-6) giin middet ile buzdolabinda saklanarak deneye

alinabilmektedir.

0-30 yag arasindaki kigilerden toplanan 200 serum Srnegi
galigmada ¢nce Pl tip 1 virusuna kargi HO antikorlari ydninden
incelenmigtir. 1/20 ve lzerindeki titreler pozitif olarak kabul
edilmigtir. Galigmamizda en fazla seropozitiflik orani % 71,42
olarak 0-5 yag grubunda bulunmugtur. Bu sonug¢ literatilirdeki so-
nuglara uygunluk gdstermekle beraber bu.yag grubunda seropozitdif-
ligin yiiksek plugu dogaldar (17, 32, 33, 34}. Zira 0-5 yas grubu
Pt tip 1 virus enfeksiyonlarinin en sik gérildigi yag grubudﬁr.
Yag grubu yikseldikge seropozitiflik oran: azalmakla beraber
re—enféksiyoniararbaéll olarak erigkinlerde seropozitifiiji bir
miktar yﬁkseldiéﬁ tekrar gdrilmektedir (Tablo I). Ancak galigma-
mizda deneye alinan serum sayisinin sinirli olmasi erigkin yag
gruplarindaki farkliligin yorumunu glglestirmektedir., HO deneyli
ile incelenen serumlarin titreleri kiyaslandiginda yiksek titre-

lerin 0-5 yag grubunda saptandig: gdzlenmektedir (Tablo II).

Calismamizda esas gaye SRH deneyinin PIl tip 1 virusu ve bu
virusa kargi clusan antikorlarin saptanmasinda uygulanmasi ve
standardizasiyonudur. Bunun ig¢gin yapilan denemeler ve standardi-
zasiyon c¢alismalari PI tip 1 virus antikorlarinin saptanmasi igin
SRH yénteminin pratik ve uygulanabilir oldufunu ortaya gikarmig-
tir, P1 tip 1 virusunun horoz eritrositlerini spontan olarak he-
maggliitine etmesine radmen eder eritrositler tannik asitle duyar-

lilagtirmadan kullapilirsa, test olumlu sonug vermemektedir.
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Bunun nedeni eritrositlerin virusla spontan olarak yapti§i birlesg-
menin stébil olmayisi veya bir miiddet sonra ayrigma (elution} ola-

yinin meydana gelmesine bagli olabilir.

Ancak tannik asitle muamele, virusun eritrositlerle daha
saglam ve stabil bir birlegmeyi olugturdudu igin testin uygulan-

masinda bu islemin gereklidini ortaya koymaktadir.

Islemde tannik asit 1/15.000 sulandiriminda ve agaroz % 1
'konsantrasiyonda kullanild:dinda iyi sonug alinmistir. Literatiirde
genellikle kompleman agarcz igerisinde direkt olarak sulandirilma-
dan ilave edilmektedir. Ancak PI tip 1 igin uwyguladidimiz SRH de-
neyinde kompleman sonradan agar ¢ukurlarina agilan deliklere 50 A

olarak ilave edildifinde daha net bir hemoliz zonu elde edilmigtir,

Test uygulandiktan sonra 24 saat igerisinde maksimum hemo-

liz zonu elde edilmekte ve neticeler kaydedilmektedir.

Deney serumlari agar gukurlarina konulduktan sonra 4° c'ae
2-3 saat adsorbsiyona birakilmig ve daha sonra 370 C'de 2 saat
inkube edilerek hemoliz olayinin olugsmasi: saglanmigtir. Daha son-
ra 4° c'de konulan pleytler deneyin 24 iinci saatinde her serum
i¢cin olusturdudu hemoliz ¢api dSlglilerek sonuglar kaydedilmistir,
Bu ydntem gegitli inkiibasiyonlar sonucunda standardize edilmig ve-
P1 tip 1 igin kendi laboratuvar gartlarimizda en verimli yéntem

clarak saptanmigtar,

11k deneylerde NIH (National Instituate Of Health, Bethesda,
Maryland, U.S.3) dan sadlanan pozitif ve negatif serumlarla dene-
‘meler yapilmig Ve test standardize edilmigtir. Daha sonra HO tit-
releri tayin edilmig olan 0-30 yas arasindaki normal kigilerden
saglanan serumlar, SRH deneyine alinmiglardir. Bu deneyler sonu-

cu elde edilen hemoliz gaplari HJ titreleri ile kiyaslanmigtir.

SekilVIII'de bu kiyaslanmanin yapildidinda elde edilen so-
nugclar izlenmektedir, GOrildigli gibi serumlarda saptanan HO titre-

leri ile hemoliz gaplari arasinda direkt bir iliski mevcuttur.
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Ancak ayni HO titresi veren serum Srnekleri arasinda hemoliz gap—

lari yOninden farkliliklar mevcuttur.

Bunun nedeni HO deneyi igin kullanilan serum sulandirim-
larinin 2 misli artan dederlerinin bulunmas: ve ara sulandirimla-
ripin olmamasidir. SRH deneyinde ise sulandirim yap:lmamasina
radmen hemoliz g¢apinin milimetrik Slgimi antikor farkliliklarini
duyarli clarak ortaya ¢ikartmaktir. $ekilVIill de ifade edilen bu
kiyaslamanin sonucunda SRH deneyinin PI tip 1 antikorlarinin sap-

tanmasinda glivenilir bir test oldugunu ortaya koymaktadir.

SRH deneyi P1 tip 1 virusunun seroepidemiyolojisi igin

kullanilabilecek pratik bir yfntem olarak kabul edilebilir.

Calismamizda PI tié‘l virus antikorlarinin daha duyarli
bir ydntem olan ELISA ile saptanmasi planlanmigsa da bitin deney
sistemlerinin galigmasina ragmen PI tip 1 virusunun elimizde mev-
cut éolistiren mikroélegt yiizeyine baglanmasi bagarilamamigtir.
Literatiirde kati faz denegierinde viruslarin gegitli ylizeylere
baglanmasi ybninden farkliliklar arzedecedi kaydedilmektedir.
(53, 54). Bu nedenle PI tip 1 virusun badlanabilecedi farkli kim-
yasal yapidaki mikropleytlerin kullaniimasi gereklilidi ortaya
gikmaktadir, Ancak mevcut olanaklarimizla bunun minkin olmamasz

ELISA antéminin uygulanmasin: Kisitlamigstir.

Sonug olarak yurdumuzun dedigik bdlgelerinden ve gegitli
yag gruplarindan daha fazla sayida serum &rnekleri bu gallgmada
standardize edilen SRH deneyi . ile pratik olarak galigilabilir,
Bu da gelecekte PI tiﬁ 1 virus antikorlar: insidansinin seroepi-
demiyolojik olarak saptanmasina pratik olarak olanak sadlayacak-

tir.
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6. OZET:

Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi hastanelerinin dedi-
sik bolimlerine, Ust solunum yolu enfeksiyonu disindaki nedenler-
le bag vuran son bir yrl icerisinde 0-30 yas arasinda toplanan
200 serum Srnedinde Pl tip 1 virusuna kargi olugan antikorlar

HO ve SRH ydntemleriyle aragtirilmigtir.

0-30 yag arasindaki kigilerden toplanan 200 serum drnedi
¢aligmada Once PI tip 1 virusuna kargi HO y&nilinden incelenmigtir,
Caligmamizda en fazla Seroéozitiflik orani % 71.42 olarak 0-5 yag
grubunda bulunmugtur. Ancak bu caligmada SRH ydntemi PI tip 1 vi-
rusu ve bu virusa kargi olugan antikorlarin saptanmasinda uygu-

lanmig ve standardize edilmigtir,

Ayrica bu galigmada PI tip 1 virusa kargi olusan antikorla-
rin saptanmasinda ELISA testi wygulanmasi denenmig ve testi igler—

1igi i¢cin ileri gallgmalarin yapilmas: geredi ortaya ¢irkmigtir.



7 KAYNAKLAR

1., Wildy, P. : Classification and nomenclature of viruses.
First report of the International Committee on nomenclature of
viruses, In Melnick J1 (ed)}: Monographs in virology, vol 5. Basel,

" Karger, pp, 12: {(1971).

2., Mandell, G.L. , Douglas, R.G. , Benett, J.E : Parainflu-
enza.virué. Princiéles and practice of infectious diseases. pp.
1170-1176, A wiley Medical publication, John Wiley and sons,

New York, (1979).

3, Fenner, F. , Mc Auslan, B.R. , Mims, C.A. et al: The
Bilogy of animal viruses, ed 2. New York, Academic press, pp 119,

(1974).

4. Cook MK, Andrews B.E. , Fox H.H. , et al: Antigenic
relationships among the "newer" myxoviruses (Parainfluenza). Am.

J. Hyg. 69: 250, (1959).

5. Delay P.D, stones S.S, Karzon D.T, et al: Clinical and
immune response of alien hosts to inoculation with measels rinder-

pest, and canine distemper viruses, Am, J. vet.Res 26 : 1359,(1965).

6. Monto, A.S. : The Tecumesh Study of respiratory illness.
V. Patterns of infaction with the parainfiluenza virus. Am. J.

Epidemiol. 97:338, (1873).

7. Von Euler , L. , Kantor, F.5. , and Hsiung G.0.Studies
of Parainfluenza viruses, l. Clinical, Pathological and virolo-

gical observations. Yale. J. Bicl. Med. 35: 523, (1963).

8. Mandell, G.L. , Douglas, R.G. , Bennett. J, E. , :
Parainfluenza virus. Principleés and bractice of infection diseases,
pp. 1170-1176, A wiley Medical Publication, John Wiley and sons,
New York, (1979).

-55-



Para-influenza viruses,

9. Chanock, R.M, Parrott, R.H,
in Horsfall, FL, Tamm I (eds): Viral and Rickettsial Infections

of Man, ed 4. JB. Lippincott, philadelphia, pp, 741, (1965}.
: Denny. F.W. , : The parainf-

10. Glezen w.p. , loda F.a,
luenza viruses. In Evans A.S, (ed): Viral Infections of humans.

New York, Plenum Medical Book Co, pp. 337, (1976).
11. Chanock, R.M. , Parrott, R.H. , Johnson K.M., et al:

Myxoviruses: Parainfluenza. Ann. Rev.Resp. Dis, 88: 152, (1963).
The isolation of parainfluenza 4 sub-

12. Gardner S.D, ,
typs A and B in England and serological studies of their preva-

: Natural

lence. J. Hyg (camb) 67: 545, (1969).
13, Chanock R.M. , Bell, J.A. s Parrott, R,H,

history of parainfluenza infection. In Pollard {ed): Perspectives

of virology II. pp.126, (1960).

l4. Bloom H.H. , Jahnson K.M. , Jacobsen R, et al: Recovery

of parainfluenza viruses from adults with upper respiratory illness.

.
-

Am. J. Hyg. 74:50, (1961).
15. Smith C.B , Bellanti J.A, Chanock R.M, : Immunoglobulins

in serum and nasal secretion following infection with type 1
Parainfluenza virus and injection of inactivated vaccines. J.

Immuncl, 99: 133, (1967).
16. Vella P.P, Weibel R.E, Woodhour A.F, Respiratory virus

vaccines, VIII, Field evaluation of trivalent parainfluenza virus
vaccine among preschool children in families, 1967-68. Am.Rev.

Resp., D: 5 9%: 526, (1969).
: Diagnosis

17. Dawnham MAPS, Mc Qillin J, Gardner P.S,
and clinical significance of parainfluenza virus infections in

A parainf-
: 82,

children. Arch. Dis. child, 49: 8, (1974).
18. Rendtorff R.C, Welker L.C,'Raberts A.N,
luenza virus outbreak in an orphange nursery. Am, J. Hygz,

(1963).

-56=



19. Smith C.B, Purcell R.H, Bellanti, J. A, etal: Protec-
tive effect of antibody to parainfluenza type 1 virus. New. Engl,

J. Med. 275: 1145, (1966).

20, Miller w.s, Artestein M.S, : Aerosol stabl.llty of three
doutesrespiratory dlseases viruses, Proc. Scc. Exp, Biol, Med.

125: 222, (1967).

21. Mclean D.M, Bannatyne R.M, Giban K: Myxov.zruses dlsse-

mingtion bg air, Can. Med., Assoc. J, 96: 1449, (1967.

22. Mufson M.A, Mocega H.E, Krause H.E: Acguisition of
pbarainfluenza 3 virus infection by hospitalized childien. 1.
Freguencies, rates, and tempural data, J. Infect. Dis, 128:141,

(1973)._

23. Loda F.A, Glezen W.P, clyde W.A, jr: Respiratory dise-
. ases ingi‘oup day care. Pediatrics 49: 428, (1972).

24, Rocchi G, Arangro-Ruiz G, Giannini V, etal: Detection
of viremia in acute respiratory diseases of man. Acta virel, 14:

405, (i97a).

25. Gardner P.S, Mc Quillin J, Mcguckin R, et al: Observa-
tions on ¢linical and immunofluorescent diagnosis of parainfluen-—

za virus infections. Brit. Med. J, 2:7, (1971}.

26, Zinserling A: Pecullarltles of lesion in viral and
mycoplasma infections of the resplratorg tract., Virchows. Arch.

Abt. A. Pathol. Anat, 356: 259, (1972).

27. Canchola J. Vargosko Aj, Kim HW, et al: Antigenic va-
riation among newly isolated strains of parainfluenza tiype 4

virus. Am. J. Hyg 79: 357, (1964).

~28. Chanock, R.M. , Vargosko, A.J. Luckey, A, : Association
of Hemadsorption viruses with Respiratory Illness in childhood.

J. A, M, A, 169: 548, (1959), .

-5 7=



29,. Mclean, D.M. , Bach, R.D. , Larke, R.P.B. , and Mcna-
ughton, G.A. Myxoviruses Associated with Acute largngotracheob-

ronchitis in Toronto, 1962-63. Canad., Med. Ass. J. 89:1257,(1963}.

30. Chanock, R.M. , Bell, J.A. , and Parrott, R.H.:"Natural
History of parainfluenza Infection”, in prespectives in virology

{(M,Pollard, Ed.}, Minneapolis: Burgess, pp.l126, (1961).

31. PARROTT, R.H. , VARGOSKO, A.J. , KIM, H.W. , BELL,
J.A. , and CHANOCK, R.M. : Acute Resplratory Diseases of viral
Etiology IITI Myxoviruses: Parainfluenza. A;J.P.H'52:§O7-917,
(1962).

32. Glezen W.P. , loda F.A, , Clyde W.A. Jr, et al: Epide-
miologic patterns of acute lower respiratory disease of children

in a pediatric group practice., J pediatr, 78: 397, (1971).

33. Brandt C.D, Kim H.w, Chanock R.M, et al: Parainfluenza

virus epidemiclogy. Pediat, Res 8:422, (1974).

34, Clarke SKR: Parainfluenza virus infections. Postgrad.

Med. J 49: 792, (1973).

35, Glezen W.P, Denny F.W, :Epidemiclogy of acnte Lower

respiratorg diseases in chiidren, New, Engl. J.Med. 288:498,(1973)

36. Kim, H.W, VargosKo, A.J, ChanocK,R.M, and Parrott, R.H
Parainfluenza 2 (CA) Vir us: Etiologic Association with croqb.
Pediatrics, 28:614-621,(1961).

37, Vargasko, A.J. , Chanock, R.M, Huebner, R.J., LUCKEY

AH.,, Kim,H.W., Cumming, C., and Parrott, R.H,: Association of

type 2 Hemadsorption (Parainfluenza 1) Virus and asian Influenza

A virus with Infectious croup. New Engl.J. Med. 261:1, (1953)

38, Parrot, R.H., Vargusko, A.S. et al, IIT. Myxoviruses:
Parainfluenz, Am. J. Publ. Health, 52:907, (1962)

-58-



39. Lewis, F.A. Lehmann, N.I., and Ferris, A.A.:The hemad-
sorption viruses in laryngo-Trachecbrenehitis, Med.J.Austral.

48:929, (1961)

40..Chanack R.M.,:Parainfluenza viruses.In lennetle E.H,
schmidt N.J (eds)}:Diagnostic procedures for viral and Rickeltsial
infections, ed 4,New York, American pablic Health Association

P.434-(1969).

41. Krugman,S.,Ward,R., Katz,S.L:Acute respiratory infections

etiology, in: Infectious Diseases of children. Sixth edition.

The (.V. Mosby campany,saint Louis, (1977)}.
42. Ata,H., ve Ustacelebi,§.: Ust Solunum yolu enfeksiyonu
gegiren gocuklarda ve g¢egitli yag gruplarinda parainfluenzatip,
hemagliitinasiyon dnlenim antikor insidansi.Tirk virol. Der. I:Sayi

1.:129,(1979}.

43. Evans A.S.: viral infections Human, Epidemiology and control

John wiley and sons,New York, (1979).

44. Jackson, G.G, and Muldon, R.R, :Viruses Cousing Comnmon Respi-
ratory Infections in man.II. Enteroviruses end paramyxoviruses,J.In=-~

fect. Dis 128:378, (1973).

45. Grist,N.R., Bell, E.J, Folett,E.A.C, Urgut, G.E.D: Diag-
nostic MNethods in cliniecal Virology, 13 rd, Ed,Blackwell scienti-

fic pub. (1979).

46, Vaanen, P, Hovi, T.Helle,E.P., penttin,K:Determination of
mﬁmps and influenzza antibodies by hemOlsis-ianEI, Arg,Virol, 52:91,

47. Mancini,G.D.,Ambrosiq_ﬁ,and Arangio-Ruiz,G:Dedection of
antibodies of influenza virus by single radial hemolsis and
haemagglutination iphibition ' in humdn sera, Microbiolojica 2:399,

(1973).

—-59-



48. Forger,J.M. and Gilifillan,R.F., :single Radial Hemolysis
as a cost effective determination of rubella antibodies status,J.Clin

Microbiol,9:115,(1979)

49. Probert,M,and Russel,S.H.:Measurement of parainfluenza
3 virus antibodies by the single radial hemolysis teachnigue

J.Clin,Microbiocl, 2:157,(1975).

50. Schild,G.C., Perecira,M.S. chakraverty; P.:Single radial
hemolysis.A new method for the assay of antibody to influenza
heamagglutinin, Applications for diagnosis and seroepidemiclogic

surveillance of influenza Bull,who 52 (1):43 , (1975).

51, 8zlidarda, E., Artuk,{., Ataluy,S.Ve ark,:1976-1977 influenza
mevsimi ve laboratuvar bulgarimrz SRH ybnteminin rutin olarak
uygulanmas: ve HI teknidi ile kiyaslanmasi. Tirk Hijyen ve Deneysel

Bioloji Dergisi,37 (1):112,(1977).

52, Jackson,W.B., O conner,G.R., Hall,J.M.:plate hemolysin test
for the rapid screening of toxoplasma antibodies., Applied Microbiol

27(5):896, (1974).

53, Wilson,N.B,. and Nakane,P.K.,: The covalent coupling of
proteins to periodate-oxidized sephadex:a new appraach to immunoads-—

orbent preparation.J.Immunol Methods 12:171, (1976).

54. voller,A., Bidwell, D.E. and Bartlett, A.: The enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA). Available from Dynatech Europe,

Borough House, Ruedu Pre,GueIrnsey.

55, Lennette,E.H., and schimidt, N.J.: Diagnostic Procedures for
Viral and richettsial infections.PP:435-453, Americ.Pub.Heath.
Assoc, Inc., New York, (1969).

565 charkraverty P:Comparison of heamagglutination-inhibition
and single-radial-haemolysis technigues fordection of -antibadies to

influenza B virus,Arch,Vireol, 68:285(1980).

-650~



57. Gaidamovich s.y., Meinikova E.E.,: Passive hemolysis-in-gel

with Togaviridae Arboviruses , Intervirology 13:(1980).

58. Grillner. L., Blomberg J:Haemolysis_in-gel and neutralization
tests for determination of antibodies to mumps virus,J.clin Migs-

robiol 4:11 (1976).

59, Grillner.L. strannegard O:Evaluation of the hemolysgs in
gel for the screening of immunity and the demonstration of

recent Iinfection,J.Clin.Microbiol 3:86 (1976)}.

60, Kurtz.J.B., Mortimer.P.P.,Mortimer., Morgon-Capner.P, Shafi
M.S,white G.B.B, :Rubella antibody measured by radial haémolysis}k
_characiiristics and performance of a simple screcning method for

use in diagnostic laboratories, J.Hyg.Camb 84:213 (1980},

61. Lycke E,Peterson M:Hemolysis in gel for demonstration of

chlamydia antibodies,J Clin, Microbicl 4: 450 (1976).

62. Morgon-Copner P,Pullen H.J.M., Pattison J.R,Bidwell. D.E,
Bartleti A,Voller A:A comparison of theree tests for Rubella
antibody screening,J,Clin,Pathul 32:542 (1979).

63. Riski H, Hovi T,Vaanen P,Penttien K: Antibudies to human
coronavirus OC 43 measured by zadial hemolysis in gel,scand,

J,Infcct Dis 9:75 (1977).

64, Russel S.M, McCahon D, Reare A.S.,:A single radial hemolysis
technigue for the measurement for influenza antibody,JGen,virol

27:1 (1975).

65, Strannegard 0,Grillner L., Lindberg J.M.,:Hemolysis-in-gel
test for the demonstration of antibodies torubellavirus,J,cilin.

Microbiol 1:491 (1975).

66. Vaanen P,Vaheri A:Hemolysis-in-gel test in Immunitysurveys

and diagnosis of Rubella,J.Virol 3:245 (1979).



67. Wesslen L:Demonstration of antibodies to Measeles virus

by hemolysis in gel (HiG) test,scand,JInfect,Dis 10:15 (1978),.

68, KOkkaya.A.,:0-5 yag grubu gocuklarda prainfluenza tip 1
ve solunum sinsityal virus antikorlarinin dagilim.Uzmanlik tezi,

(19841,

-52-



TESEKKIUR

Mikrobiyoloji Enstitiislinde SJrenimime bagladidim giinden
beri virolojide beni ydnlendiren, genel galismalarimda biiyik
yardimlarini esirgemeyen danigma hocam Sayin Dog.Dr.SEMSETTIN

USTAGELEBI'ye tegekkiirii borg bilirim.



