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Direkt Immunfloresan ve Mikronétralizasyon Testleri ile Koyun!arda
Parainfluenza-3 (PI-3) Virus Enfeksiyonunun Arastiriimasi
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Ozet: Bu caligmada, Ankara ili gevresindeki mezbahalara kesime getirilen solunum sistemi enfeksiyonu bulgularina sahip
koyunlarda, parainfluenza-3 (PI-3) virus enfeksiyonunun varli§ mikro serum nétralizasyon (SN), hiicre kiiltiirii
inokulasyonu ve direkt immunfloresan (DIF) testleri ile serolojik ve virolojik olarak arastirilmgtir.

Bu amagla klinik ve/veya patolojik solunum sistemi bulgularina sahip 141 koyundan kan, nazal swap, akciger ve
mediastinal lenf yumrusu dokular1 olmak iizere toplam 448 materyal 6rneklenmistir. Mikro SN ile test edilen kan serumlari-
nin 15 (%10,63)’inde 1/5-1/20 degerleri arasinda degigen PI-3 virus antikor varlig: bulunmustur. Hiicre kiiltiiriinde yapilan
virus izolasyon caligmalari sonucu 132 adet nazal ve 140 adet akciger 6meginin sirastyla 30 (%22,72) ve 17 (%12,14) ade-
dinde sitopatik efekt (CPE) gozlenirken, ayn1 6rneklerin 23 (%17,42) ve 16 (%11,42) adedinde ise DIFT ile PI-3 viral anti-
jen varhig1 saptanmustir. Lokosit ve mediastinal lenf yumrusu orneklerinde her iki test sonunda PI-3 virus varligina rastlan-
mamigtir. Nazal epitel hiicrelerine uygulanan DIFT sonucunda ise 132 koyunun 32 (%24,24) adedinde PI-3 virus antijeni
belirlenmigtir. Elde edilen verilere gore, koyunlarda PI-3 virus enfeksiyonun yaygin olarak  varligi ortaya konulmus ve
rutin tamsinda nazal epitel hiicrelerine uygulanan DIF testinin kisa siirede sonug veren ve duyarli bir test oldugu belirlen-
mistir.

Anahtar Kelimeler: DIF, izolasyon, koyun, mikronétralizasyon, PI-3

Investigation on Parainfluenza-3 (PI-3) Virus Infections with Immunofluorescence and
Microneutralization Tests in Sheep

Summary: In this study, the presence of PI-3 virus infection was searched in sheep those showing respiratory disease
symptoms brought to slaughtering house in the vicinity of Ankara by microserum neutralization (SN), cell culture
inoculation and direct immunoflorescein (DIF) techniques both virologically and serologically.

For this purpose totaly 448 specimens including blood, nasal swap, lung and mediastinal lymph nodes sampled from 141
sheep which showed clinic and pathologic respiratory disease symptoms. The presence of antibodies against PI-3 virus was
found to be vary titres between 1/5 - 1/20 in 15 (10.63%) serum samples tested with micro SN. According to the result 30
(22.72%) out of 132 nasal and 17 (12.14%) out of 140 lung sample inoculated cell culture developed cytopathic effect
(CPE). From the same samples, the presence of P1-3 viral antigen was detected as 23 (17.42%) and 16 (11,42%) with DIFT.
The presence of PI-3 virus from leukocyte and mediastinal lymph node samples was not found by using both of the tests. In
the result of DIFT by using nasal epithelial cells, PI-3 virus-antigen was detected in 32 (24.24%) of 132 sheep. Our results
showed that PI-3 virus infections in sheep is quite common, DIF test which is applied to the nasal epithelial cells is a rapid
and sensitive test for routine detection of this dissease.

Key Words: DIF, isolation, microneutralization, PI-3, sheep

Giris PI-3 virus enfeksiyonlar1 akut ve subklinik olarak
gelismekte (5), siirii bazinda nazal ve okuler akint,
ates ve oksiiriik ile beraber hizhi bir sekilde yayil-
maktadir. lerleyen olgularda bronsiyolitis ve
intersitisyel pnoémonitis ile karakterize
likla izole edilen viral bir etken olup (21), ovine PI-3 bronchopneumoniye bagli liimler goriilebilmektedir
virus olarak, klasifiye edilmemis paramyxovirinae (27.6).

genusu altinda ele alinmaktadir (17,25). Koyunlarin PI-3 virus enfeksiyonlar! diinyanin her
yerinde meydana gelmekte olup, ilk virolojik teshis

Enfeksiyon sonras: kondiisyon kaybi, biiyiimede ge-
rileme, pnémoni ve sekonder enfeksiyonlar (24,29)
sonucunda ekonomik kayiplar ve 6liimlere neden
olan PI-3 virusu, koyunlarin solunum sisteminde sik-
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iilkede (5,8,20,28,31) ve Tiirkiye'de (7,11,35) gerek
virus izolasyonlar: gerekse serolojik kontrol sonugla-
r1 ile enfeksiyonun yayginlig1 ortaya konulmustur.

Bu caligmada, klinik ve/veya patolojik olarak solu-
num sistemi enfeksiyonu bulgularina sahip koyunlar-
da, PI-3 virusunun serolojik ve virolojik olarak arag-
tirilmasinin yani sira, nazal epitel hiicrelerine uygu-
lanan direkt immunofloresan (DIF) testinin, hastali-
gin rutin tanmisinda kullanim olanaginin arastirilmasi
amaglanmigtir.
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inaktive edildi

izolasyon Materyalleri : Virolojik kontrol amaciyla
koyunlardan; 132 nazal swap, 141 antikoagulanh
kan, 140 adet akciger ve 35 adet mediastinal lenf
yumrusu ornekleri olmak iizere toplam 448 materyal
saglandi. Bu 6rneklerin hayvanda tespit edilen klinik
ve/veya patolojik solunum sistemi hastalig1 belirtile-
rine gore sayisal dagilimi Tablo 1.’de sunuldu.

Tablo 1. Solunum sistemi bulgularina gore toplanan serolojik kontrol ve izolasyon materyallerinin sayisal

dagilimlari.
Serolojik Izolasyon Materyalleri
Kontrol
Hayvan Materyali
BULGULAR | Sayisi Serum Nazal | Lékosit | Akciger Mediastinal Lenf
Swap Yumrusu

Klinik(+) 37 37 36 37 36 13
Patoloji(+)
Klinik(-) 83 83 75 83 83 17
Patoloji(+)
Klinik(+) 21 21 21 21 21 5
Patoloji(-)

132 141 140 35
TOPLAM i41 141 448

Gereg ve Yontem

Hiicre Kiiltiirii ve Virus: Caligmada virus izolasyo-
nunda, koyun fétiislerine ait bobrek dokusundan ha-
zirlanan f6tal kuzu bobrek (FKB) hiicre kiiltiirii, PI-3
virusunun iiretilmesi ve titrasyonu ile mikro serum
nétralizasyon testlerinde ise Madin Darby Bovine
Kidney (MDBK) hiicre kiiltiirii kullanildi. Hiicre kiil-
tiirlerinin iretilmesinde %10 oraninda inaktive edil-
mis konvansiyonel dana serumu iceren DMEM’ den
yararlanildi. Serum nétralizasyon testinde (SNT),
Parainfluenza-3 (PI-3) virusun SF-4 susu kullanildi.

Konjugat: Direkt immunfloresan testinde ticari ola-
rak saglanan PI-3 virusa kars1 hazirlanmis anti-PI-3-
FITC-Ig konjugati kullamld1 (Weybridge, CVL,).

Aragtirmada. Kullanilan Hayvanlar: Calismada
Ankara’nin farkli mezbahalarina kesime getirilen,
klinik ve postmortem kontrollerde solunum sistemi
hastalif1 belirtisi ve/veya patolojisi tespit edilen top-
lam 141 koyun kullanildi.

Serolojik Kontrol Materyalleri: Tiim koyunlardan
PI-3 virus spesifik antikorlarin tespiti amaciyla kan
serumu ornegi alind1 ve 56 °C’de 30 dakika siireyle
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Mikro Serum Notralizasyon (SN) ve
Nétralizasyon so (SNso) Testleri: Kan serumlarinda
antikor varlifinin belirlenmesi amaciyla Frey ve
Liess (14) tarafindan bildirilen mikro SNT kullanildi.
Spesifik PI-3 virus antikorlar: igerdigi saptanan kan
serumlarinin SNs, degerleri, 1/5 den baglayan sulan-
dirmalarma (1/5,1/10......,1/160) serum nétralizasyon
testi uygulanarak belirlendi.

Nasal Swap Orneklerine Direkt immunfloresan
Testi (DIFT) Uygulanmasi: Bu amagla; swap or-
nekleri, +4 °C’de 1000 rpm'de 10 dakika santrifiij
edildi. Sediment PBS ile resiispanse edilip santrifiij
islemi tekrarlandiktan sonra dipteki hiicre peleti 0,1
ml PBS ile sulandirldi ve lamlara yayild
Preparatlar +4 °C'de sogutulmus aseton ile 10 daki-
ka'fikze edilerek PBS ile yikandi ve anti-PI-3 virus —
FITC-Ig konjugat1 ile muamele edildi. Nemli ortam-
da 37 °C'de 30 dakika bekletildikten sonra PBS ile
yikanan ve kurutulan lamlar immunfloresan mikros-
kobunda PI-3 virus antijeni yoniinden degerlendirildi

Izolasyon Materyallerinin FKB Hiicre Kiiltiiriine
Inokulasyonu: Bu amagla inokulum materyalleri
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(I6kosit, doku ve swap oOrnekleri) adsorbsiyonlu yon-
tem ile, 6nceden hazirlanan FKB hiicre kiiltiirii tiiple-
rine (200.000 hiicre/ml) 0,1’er ml hacimde inokule
edildi. Etiive kaldirlan tiipler 7 giin siireyle sitopatik
degisiklikler yoniinden gozlendikten sonra donduru-
lup ¢dzdiiriilerek 3000 rpm’de santrifiij edildi. Elde
edilen hiicre Kkiiltiir stipernatant1 hem direkt
immunfloresan testi ile PI-3 virus yoniinden kontrol
edildi, hem de virus izolasyonu igin tekrar FKB hiic-
re kiiltiiriinde 2. ve 3. pasajlara tabi tutuldu.

Pasaj Sivilarina Direkt immunfloresan Testi
(DIFT) Uygulanmasi: Direkt immunfloresan testin-
de Cell Culture Staining Chamber (CCSC) sistemin-
den yararlamldi. Lamellerin tizerinde MDBK hiicre
kiiltiiriiniin iretildigi CCSC tiiplerine numunelerin 1.
pasaj stvilan adsorbsiyonlu yontem ile inokule edil-
di. Iki glinliik inkubasyon (37 °C'de %5 CO,) sonun-
da PBS ile yikanan lameller ¢ikarilarak kurutuldu ve
+4 °C’deki aseton ile 5-10 dakika fikze edildi.
. Lameller anti-PI-3 virus —FITC-Ig konjugat1 ile mua-
mele edildikten sonra lam iizerine kapatilarak
intrasitoplazmik PI-3 virus ve/veya antijenleri yo-
niinden degerlendirildi.

Bulgular

Mikro SNT’nin uygulandig1 141 koyun serumunun
15 adedinde PI-3 virus spesifik notralizan antikor

varhigt saptanirken, SNsqtesti sonucunda, bu serum- -

larin 1/5-1/20 degerleri arasinda degisen antikor dii-
zeyine sahip olduklari belirlendi (Tablo 2).

A.GENCAY, Y. AKCA

Tiim izolasyon materyallerinin 1. pasaj sivilarina
uygulanan DIFT sonucu 132 swap, 140 akciger orne-
ginin sirastyla 23 (%17,42) ve 16’sinda (%11,42) PI-
3 viral antijen varh hiicre sitoplazmalarinda gori-
len spesifik floresan 1s1ldama ile saptanirken Iokosit
ve mediastinal lenf yumrusu 6rnekleri negatif olarak
degerlendirildi (Tablo 3).

Lam preparatlarinin kullanildig1 DIF testi sonucunda,
132 swap orneginden 32’sinin (%24,24) nazal epitel
hiicrelerinde PI-3 virus antijeni varlig1 saptand.

Epitel hiicrelerinin 1. pasaj sivilarina ve lam
preparatlarina uygulanan DIF testinin deZerlendiril-
mesinde OP (observed agreement) yontemi (33) kul-
lanild1 ve iki yéntem arasinda 0,719 degerinde u-
yumluluk (OP: observed agreement) bulundu.

Tartiyma ve Sonug

Bu aragtirmada koyunlardan alinan kan serumlarinin
%10,63’linde notralizan antikor varlig1 saptanmigtir
(Tablo 2). Bu oran PI-3 virusa karst nétralizan anti-
kor oranlarinin %70-95 arasinda bildirildigi birgok
calismadan (3,13,16,23) daha diisiik olup, Tiirkiye’-
deki calismalarda (4,7,18,34) % 7,81-58 arasinda
degistigi bildirilen veriler ile uyum gostermektedir.
Bu sonucun olugsmasinda enfeksiyonun zamani,
enfekte eden virusun dozu, orneklenen bireylerin
yaslari, bakim ve beslenme kosullan gibi birgok fak-
toriin etkili oldugu bilinmektedir.

Tablo 2. SNT sonucu ve SN50 testi uygulanan seropozitif serumlarda antikor titre dagilim sonuglari.

Toplam PI1-3 Antikor Titre Dagihimlan
Serum Ab(+)
Sayis1 Serum 1/5 1/10 1/15 1/20
Hayvan Sayis1 15 6 2 3 4
% Degeri 141 10,63 4,25 1,41 2,12 2,83

FKB hiicre kiiltiiriinde yapilan virus izolasyon ¢alig-
malarinda 132 swap o6rneginin 30 (%22,72), 140
adet akciger orneginin 17’sinde (%12,14) hiicre yu-
varlaklagmasi, gruplagmasi ve lizis ile seyreden CPE
bulgulari goézlenirken, 16kosit ve mediastinal lenf
yumrusu &rneklerinde CPE bulgusu saptanmad:
(Tablo 3).

Aragtirmada pozitif serumlardaki antikor titreleri ise
1/5 - 1/20 arasinda degigen oranlarda tespit edilmistir
(Tablo 2). Orneklenen hayvanlarin bir yasindan bii-
yiik olmalar1 nedeniyle, tespit edilen bu yanitin dogal
enfeksiyonun sonucu oldugu diistiniilmektedir.

PI-3 virus enfeksiyonunu takiben notralizan antikor-
lar en erken 5 giin en ge¢ 4-5 hafta igerisinde nazal
sekresyonda gozlenmekte (30), bu yiizden virus izo-
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Tablo 3. FKB hiicre kiiltiiriinde yapilan izolasyon ve Pasaj sivilarina uygulanan DIF testi bulgular:.

izolasyon Materyal | Virus izolasyonu DIFT Sonuglari
iMateryali Sayisi N "
Sayisi % PI-3 Antijen (+) % %
Nazal Swap 132 30 22,72 23 17,42 76,66
Akciger 140 17 12,14 16 11,42 94,11
Lokosit 141 - - - - -
M. Lenf yumrusu 35 - - - -
TOPLAM 448 47 10,49 39 8,70 82,97

a: PI-3 virus antijen/materyal sayist
b: PI-3 virus antijen/izolat sayisi

lasyonunda, 6zellikle enfeksiyonun ilk 6 giinii igeri-
sinde iist solunum yollar1 swaplari veya sivilarindan
ve akciger dokularindan alinan materyaller Gnem
tasimaktadir (19,29). Bu calismada materyallerin
mezbahaya kesime getirilen hayvanlardan saglanma-
s1 nedeniyle hastaligin klinik siireci bilinmemektedir.
Aragtirmada, virus izolasyon ve PI-3 viral antijen
varligna iligkin veriler (Tablo 2) kargilastirildiginda
DIFT testinin uygulanmasi sonucu, PI-3 virus antije-
ni saptanan tiim pasaj sivilarinin hiicre kiltiiri
inokulasyonlarinin da CPE pozitif oldugu goriilmiis-
tiir. Bu sonug PI-3 virus enfeksiyonunun rutin tani-
sinda hiicre Kkiiltiirii virus izolasyonuna dayanan IF
testinin giivenle kullanilabilecegini bildiren ¢aligma-
larin (12,15,22,26) verileri ile paralellik gostermekte-
dir. :

DIF testi sonucunda, hiicre kiiltiiriinde CPE olustu-
ran nazal swap izolatlarinin %76,66’sinin, akcifer
izolatlarinin ise %94,11’inin PI-3 virus olarak
identifiye edilmis olmasi1 (Tablo 3), viral etkenler
tarafindan olugturulan solunum sistemi enfeksiyonla-
r1 arasinda PI-3 virusun 6nemli bir yeri oldugunu
gostermektedir, Nitekim, respiratorik epitellerde ha-
sara neden olan viral ajanlar arasinda yaygin olarak
PI-3 virusun Onde geldigi goriigii bircok arastirict
(2,17,21) tarafindan da bildirilmektedir.

Lokosit ve mediastinal lenf yumrusu drneklerine uy-
gulanan virus izolasyon ¢ahismalarinin negatif olarak
degerlendirilmesi, hastalifin patogenezinde viremi
déneminin mevcut olmamasindan dolay1 dogal ola-
rak karsilanmugtir.

PI-3 virus antijeninin tespiti amaci ile nazal epitel
preparatlarina uygulanan DIF testi sonucunda, top-
lam 132 koyun nazal swap Orneginden 32 (%24,24)
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adedinde floresan 1sildama ile karakterize PI-3 virus
antijeni varli1 saptanmigtir.

Elde edilen veriler karsilastirildiginda pasaj sivilari-
na uygulanan DIF testi ile nazal swap epitellerine
uygulanan DIF testi arasinda OP degeri 0,719 bulun-
mus ve bu degerle Snemli uyumluluk gosterdigi sap-
tanmstir. Bu konuda yapilan ¢alismalar sinirh olup,
Landry ve Ferguson’un (22) enfeksiyonun baslangi¢
siirecinde yetersiz mukus ve epitel hiicresinin bulun-
mas! nedeniyle DIF testinin sinirh kaldigini gosteren
caligmalari ile yakinhik gostermektedir.

Elde edilen veriler ile koyunlarda PI-3 virus enfeksi-
yonunun oldukga yaygin diizeyde oldugu ve hiicre
kiiltiiriinde pasaji takiben uygulanan IF testinin gii-
venle kullanilabilecek -bir yontem oldugu, ancak ye-
terli hiicre sayisinin varligi, testin deneyimii kisilerce
degerlendirilmesi v.b. konularin dikkate alinmasi
gerektigi belirlenmistir. Ayrica daha 6nce bildirildigi
gibi (1,9) 2-4 saat igerisinde uygulanmas ile 6zellik-
le erken dénem enfeksiyonunun tani sansim arttirdi-
gindan nazal swap orneklerine uygulanan IF testinin
PI-3 virus enfeksiyonunun teshisinde kisa siirede so-
nuca giden bir yontem oldugu diisiiniilmiistiir.
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