www.eurasianjvetsci.org

www.ejvs.selcuk.edu.tr

ARASTIRMA MAKALES]

Kopeklerde Canine Parainfluenza Virus Tip 2’nin immunfloresan ile arastirilmasi

Oguzhan Avci'*, Oya Bulut!, Orhan Yapici'? Atilla Simsek!, Sibel Hasircioglu?,
Sibel Yavru?!, Mehmet Kale?, Irmak Dik?, Kamil Atli?

1Selcuk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dali, 42075, Konya, Tiirkiye, 2Kirgizistan-Tiirkiye Manas Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dali, Biskek, Kirgizistan, 3Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dali, 15100,
Burdur, Tirkiye
Gelis: 03.12.2012, Kabul: 01.02.2013
*oavci@selcuk.edu.tr

Ozet

Aval O, Bulut O, Yapia O, Simsek A, Hasircioglu S, Yavru §,
Kale M, Dik I, Ath K. Képeklerde Canine Parainfluenza Virus Tip
2’nin immunfloresan ile arastirilmasi. Eurasian J Vet Sci, 2013,
29,2,87-91

Amag: Kopeklerde Canine Parainfluenza Virus Tip 2 (CPIV-
2)'nin varhiginin immunfloresan (IF) ile arastirilmasi amaglandi.

Gerec¢ ve Yontem: Klinik olarak solunum sistemi belirtileri
gosteren 61 adet kopekten nazal ve konjuktival svap 6rnekleri
alindi. Svaplar (toplam 132 adet) Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) devaml hiicre kiiltiirlerinde 3 kez pasajlandi. Son pa-
sajdan elde edilen hiicre kiiltiirii siipernatantlar1 CPIV-2 antijen
varlig1 yoniinden IF ile incelendi.

Bulgular: Svap drnekleri MDCK hiicre kiiltiirlerine inokule edil-
dikten sonra 3 kez pasajlandi, ancak herhangi bir CPE tespit edil-
medi. Tiim 6rneklerin hiicre kiiltiirii tist sivilar IF ile incelendi,
ancak herhangi bir pozitif sonug belirlenmedi.

Oneri: Orneklerin tiimii CPIV-2 yéniinden negatif tespit edilmis
olmasina ragmen; klinik olarak solunum sistemi bulgulari goste-
ren kopeklerin CPIV'nin yani sira solunum yolu enfeksiyonuna
sebep olan diger viral etkenler bakimindan da arastirilmasi ge-
rektigi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: CPIV-2, kopek, MDCK, immunfloresan
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Abstract

Avci O, Bulut O, Yapici O, Simsek A, Hasircioglu S, Yavru S,
Kale M, Dik I, Atli K. Investigation of Canine Parainfluenza Virus
Type 2 in dogs by immunofluorescence. Eurasian ] Vet Sci,
2013,29,2,87-91

Aim: It was aimed to determine the Canine Parainfluenza Virus
Type 2 (CPIV-2) in dogs by immunofluorescence (IF).

Materials and Methods: In this study nasal and conjunctival
swab samples were obtained from 61 pet dogs with clinical signs
of respiratory system. Swab samples (total 132) were passaged
on Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) cell cultures for three
times. Cell culture supernatant obtained from last passage was
tested for CPIV-2 by IF.

Results: Swab samples were inoculated onto MDCK cell cultures
and subjected to three passages and no CPE was observed. All
cell culture supernatants were analyzed by IF but no positive
results to be determined.

Conclusion: Although all of the samples were determined
as negative, CPIV-2 dogs showing clinical signs of respiratory
system should be examined for the presence of both CPIV and
other respiratoric viral agents.

Keywords: CPIV-2, dog, MDCK, immunofluorescence
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Giris

Parainfluenza virus; insanlar, atlar, domuzlar ve diger memeli-
lerin yanisira kanatlilar1 da etkileyen 6nemli viral bir solunum
sistemi patojenidir (Wright ve Webster 2001). Canine Parainf-
luenza Virus (CPIV) ilk defa 1960’11 yillarda laboratuar kopekle-
rinde rapor edilmistir (Appel ve Percy 1970). Daha sonraki yil-
larda ise kopeklerde solunum sistemi enfeksiyonlarinda bildiril-
mistir (Rosenberg ve ark 1971, Cornwell ve ark 1976, Azetaka ve
Konishi 1988). CPIV képeklerde Canine Adenovirus, Canine Her-
pesvirus, Bordatella bronchiseptica ve Mycoplasma gibi etkenler
ile miks enfeksiyonlara neden olabilmektedir.

Canine Parainfluenza Virus, Mononegavirales dizini Paramyxovi-
ridae familyasinin Paramyxovirinae altfamilyasi, Rubulavirus cin-
si icerisinde yer almaktadir (Karron ve Collins 2007, Lamb ve
Parks 2007). Antijenik olarak Simian Virus-5 (SV-5) ile ¢ok ya-
kin (Baumgartner ve ark 1981, Arimilli ve ark 2006); domuz, s1-
g1r, koyun ve kedi Parainfluenza viruslariyla ise yakin antijenik
iliski icerisindedir (Ajiki ve ark 1982, Randall ve ark 1987, Bu-
onavoglia ve Martella 2007). Farkl alttipleri, kanatli ve memeli-
ler arasinda bulagsmaya neden olabilmektedir (Wright ve Webs-
ter 2001).

Virus negatif tek iplik¢ikli, 15-16 kb’lik RNA genomundan olus-
mustur. Virionlar pleomorfik olup helikal simetrilidir. Etken
8-20 nm uzunlugundaki peplomerlerden meydana gelen bir
zara sahiptir. Yedi gen bélgesinden olusan genom 8 protein kod-
lar; bunlarin {i¢li integral membran proteini [hemaglutininneu-
roaminidaz (HN) (Markwell 1991, Schmitt ve ark 1999, Lamb ve
ark 2006) fiizyon (F) (Sanderson ve ark 1993), kiigiik hidrofobik
(SH) (Wilson ve ark 2006)], bir matriks (M) proteini (Schmitt ve
Lamb 2004), enkapsidasyonu saglayan niikleoprotein (NP), vi-
rus polimeraz kompleks ile ilgili olan fosfo (P) ve biiytk (L) pro-
tein ile interferon antagonisti olan V proteinidir (Didcock ve ark
1999, Biron ve Sen 2001, Lamb ve Kolakofsky 2001, Russell ve
ark 2001, Poole ve ark 2002, Andrejeva ve ark 2004, Lin ve ark
2005).

Koépeklerin 6nemli bir solunum yolu enfeksiyonu olan infeksi-
yoz trakeabronsitis (ITB/kennel cough)’in primer etiyolojik aja-
n1 olarak Bordetella bronchiseptica kabul edilmektedir. Bununla
birlikte ITB’nin etiyolojisinde CPIV’larin da rol oynadiklari bildi-
rilmistir (Keil ve Fenwick 1998).

Canine Parainfluenzavirus’larin izolasyonu amaci ile sigir, kedi,
kopek ve insan hiicre kiiltiirleri kullanilabilmektedir (Appel ve
Binn 1987). Virus, ilk pasajda sitopatojenik etki gostermedigi
icin viral antijenlerin tespiti amaciyla hemadsorbsiyon (Appel
ve Percy 1970, Cornwell ve ark 1982), immunfloresan (IF) testi
(Appel ve Binn 1987) veya immunhistokimyasal (Damian ve ark
2005) teknikler kullanilmalidir.

Parainfluenzavirus’larin teshisi Komplement Fikzasyon Testi
(KFT), Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Julkunen
1984, Englund ve ark 2003), Hemaglutinasyon inhibisyon (HAI),
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Hemadsorbsiyon Inhibisyon, IF ve Polymerase Chain Reaction
(PCR) ile gergeklestirilmektedir (Erles ve ark 2004, Chen ve ark
2012). Bu ¢calismada kopeklerde Canine Parainfluenza Virus Tip
2 (CPIV-2) enfeksiyonu varliginin IF ile arastirilmasi amagland.

Gereg¢ ve Yontem
Arastirmada kullanilan hayvanlar

Bu c¢alismada Antalya’da dzel veteriner Kkliniklerine getirilen,
evde bireysel yetistirilen, klinik olarak sadece solunum sistemi
belirtileri (burun akintisi, hirilti, 6ksiiriik) gosteren toplam 61
adet kopekten alinan nazal ve konjuktival svap drnekleri kulla-
nildi.

Hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Canine Parainfluenzavirus Tip-2’'nin tespiti amaciyla Madin-
Darby Canine Kidney (MDCK) devamli hiicre kiiltiirleri kulla-
nildi. Flasklarda (125 cm?) Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) vasat1 + %10 fotal dana serumu (FDS) kullanilarak ¢o-
galtilan hiicre kiiltiirleri 37 °C’de inkubasyona birakildi.

Svap érneklerinin hazirlanmasi

Icerisinde 2 mL Eagle’s Minimal Essential Medium (EMEM) ve
konsantre antibiyotik bulunan steril tiipler igerisinde alinan
svap ornekleri soguk zincir altinda laboratuara getirildi. Svap
tlip igerisinden ¢ikartildi ve siispansiyon 10000 devirde 20 dk
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar test edilinceye kadar
-80 °C’de muhafaza edildi.

Hiicre kiiltiirlerine inokulasyon

Hazirlanan svap o6rnekleri -80 °C’den alinarak 37 °C’lik su ban-
yosunda hizla ¢dzdiiriildi. 96 gozlii pleytlerde MDCK hiicre kiil-
tiirdt hazirlanip her bir svap 6rnegi icin 2 goze 10’ar pL inokule
edildi. 37 °C’da %5'lik CO,li etiivde inkubasyona birakildi. MDCK
hiicre kiiltiirlerinde pasaji yapilan 6rneklerin 2. pasajlar1 24 goz-
1t pleytlerde gergeklestirildikten sonra IF testinde kullanilmak
tizere -80 °C'de muhafaza edildi.

Immunfloresan testi

Immunfloresan testini gerceklestirmek amaciyla 24 gozlii pleyt-
lere inokule edilen svap 6rnekleri -80 °C’den alinarak ¢ozdiiriil-
dii. Thermo Fisher Scientific (USA, 178599) firmasindan ticari
olarak temin edilen Lab Tek Chamber lamlarin her bir goziine
DMEM + %10 FDS ile 1x10° hiicre/mL olacak sekilde sulandiri-
lan MDCK hiicrelerinden 200’er pL konularak, 24 saat 37 °C’lik
etlivde inkubasyona birakildi. Daha sonra svaplarin 2. pasaj si-
vilarindan 2’ser goze 20 pL inokule edildi. 24 saat adsorbsiyon
siiresinden sonra hiicre yiizeyleri PBS ile yikanarak tim gozle-
re 200 pL virus iiretme vasati ilave edildi. 3. giinlin sonunda va-
satlar cekilerek hiicre yiizeyleri PBS ile yikandiktan sonra hiicre-
ler aseton ile 10 dk fikzasyona tabi tutuldu. 37 °C’lik etiivde 10




Canine Parainfluenza Virus Tip 2

dk inkubasyona birakilarak lamlar kurutuldu. VMRD (USA)’den
ticari olarak temin edilen kullanima hazir CPIV-2 konjugatin-
dan karanlik bir ortamda 75 pL tiim gozlere ilave edildikten
sonra 37 °C'lik etiivde nemli ortamda 30 dk inkubasyona bira-
kildi. inkubasyonun ardindan konjugatin uzaklastirildigi gézler
FA Rinse Buffer, pH 9.0 (VMRD katalog no: FARB-4X) ile yikan-
d1 ve kurumasi i¢in 10 dk bekletildi. Tim gozlere FA Mounting
Fluid [(gliserol/FA rinse buffer, pH:9.0, (50/50)] (VMRD katalog
no: FAMF) solusyonu damlatildiktan sonra floresans mikroskop
(Olympus Bx51, Japonya) ile incelendi. Test esnasinda ayni za-
manda VMRD’den ticari olarak temin edilen pozitif kontrol (Ka-
talog no: PC-IFA-CPI) (Resim 1) ve negatif kontrol (Katalog no:
NC-IFA-CPI) kullanild1.

Bulgular

Arastirmada kullanilan hayvanlara ait svap 6rnekleri MDCK hiic-
re kiltirlerine inokule edildikten sonra 3 kez pasajlandi ancak
gozlerde herhangi bir CPE tespit edilmedi. Orneklerin hiicre kiil-
tird st sivilart CPIV-2 varligi yoniinden IF ile incelendi ve tiimii
negatif olarak belirlendi.

Tartisma

Canine Parainfluenzavirus enfeksiyonu kopeklerin oldukea bula-
sicl, Gst solunum sistemi semptomlari ile seyreden ve tiim diin-

R esim 1. immunfloresan testinde CPIV-2, pozitif kontrol gériintiisii (x 40).

yada goriilen akut bir hastaligidir. CPIV’lar kopeklerde solunum
sisteminde orta dereceli yanglya neden olmaktadirlar (Binn ve
ark 1967). Ancak Canine Adenovirus 2 (CAV-2) (Ditchfield ve ark
1962) ve Bordetella bronchiseptica (Bemis ve ark 1977) ile miks
enfeksiyona neden olduklarinda ¢ok siddetli ve dliimciil vakala-
ra yol agabilmektedirler.

Bugiine kadar CPIV ile ilgili ¢cok az serolojik ve virolojik arastir-
ma yapilmistir. Bu calismada elde edilen 132 adet svap drnekle-
ri MDCK hiicre kiiltiirlerinde 3 kez pasajlandi. Ancak herhangi
bir CPE gbzlenmedi. 3. pasajin sonunda elde edilen hiicre siiper-

s __________________________________________________________________________________
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natantlar1 CPIV-2 varligi yoniinden IF ile incelendi. Orneklerin
hepsi negatif tespit edildi. Japonya’da yapilan calismada (Ajiki
ve ark 1982) 189 kdpegin 9'unda (%10) CPIV-2’ye karsi olusan
antikor tespit edildigi bildirilmistir. Brezilya'da ise Hartmann ve
ark (2007) yapmis olduklari ¢alismada CPIV-2 seroprevalansini
%51.4 olarak belirlediklerini rapor etmislerdir. CPIV enfeksiyon-
lar1 genellikle diger viral ve bakteriyel etkenlerle birlikte miks
enfeksiyon seklinde goriilmektedir (Appel ve Binn 1987, Damian
ve ark 2005). Damian ve ark (2005) akut veya subakut pnémo-
ni geciren 35 kopekte yaptiklari postmortem incelemede Canine
Distemper (CD), Canine Adenovirus (CAV) ve CPIV i¢in sirasiyla
%77, %57 ve %51 oranlarinda pozitiflik tespit ettiklerini bildir-
mislerdir. Mochizuki ve ark (2008) yapmis olduklari ¢alismada;
68 kopekten topladiklari nasal, oropharynx ve konjuktival svap
orneklerini CAV, CPIV, grup 1 Canine Coronavirus (CCoV), grup
2 Canine Respiratory Coronavirus (CRCoV), Canine Distemper
Virus (CDV), Minute Virus of Canines (MVC), Influenza A Virus
(IAV), Bordetella bronchiseptica varligl yoniinden PCR ile incele-
misler, klinik olarak 6ksiiriik, kusma, burun akintisi ve ates be-
lirledikleri 5 (%7.35) kopekte CIPV tespit ettiklerini bildirmis-
lerdir. Tiirkiye’de ise Giir ve Acar (2008) Ankara ve ¢evresinde
bulunan 4 farkh ciftlikten 94 yetiskin képekten topladiklari kan
serum Orneklerini Canine Parainfluenza Virus tip 5 (CPIV-5) en-
feksiyonu yoniinden indirekt ELISA ile serolojik olarak arastir-
mislardir. Arastirmacilar 44 képekte (%46.8) CPIV-5 spesifik an-
tikorlarini tespit ettiklerini ve drnekleme yaptiklar ciftliklerde
%33.3 (7/21) ile %63.3 (19/30) arasinda degisen oranlarda po-
zitiflik belirlediklerini rapor etmislerdir. CPIV-5 enfeksiyonunun
varlig1 ve yayginhgina iliskin Tiirkiye’deki ilk veriler Giir ve ark
(2008)'nin bildirdikleri verilerdir. CPIV-2’'nin varhig1 veya yay-
ginhgi ile ilgili olarak bugiine kadar iilkemizde herhangi bir veri
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada ise incelenen 6rneklerin hepsi
CPIV-2 varlig1 yoniinden negatif tespit edildi.

Canine Parainfleunzavirus’lar direkt olarak veya viral-bakteriyal
sinerjizm ile kopeklerin énemli bir solunum yolu enfeksiyonu
olan Kennel Cough hastaligina neden olabilmektedir (Ditchfi-
eld ve ark 1962, Bemis ve ark 1977, Roop 1990, Keil ve Fenwick
1998, Mochizuki ve ark 2008). Wagener ve ark (1984) yaptikla-
r1 arastirmada kopeklerde Bordetalla bronchiseptica kolonizas-
yonunun CPIV ile solunum yolu enfeksiyonlarinda, klinik, rad-
yografik ve akciger fonksiyon degisimlerine neden olabilecegini
deneysel olarak gostermislerdir. Chladek ve ark (1981) CPIV-
Bordetella bronchiseptica asilarinin koruyuculugu ve immunoje-
nitesi konusunda yaptiklari calismada, asilamadan sonra bakte-
ri inokulasyonu yaptiklar1 30 asili kdpekte hastaligin klinik bul-
gusuna rastlamadiklarini, 10 asisiz kopekten 9'unda ise oksiiriik
sekillendigini bildirmislerdir.

Tim kopek irklarinin CPIV enfeksiyonlarina duyarl olduklari
kabul edilmektedir. Belli tiir/tiirlerin daha az veya daha fazla du-
yarli oldugu bildirilmemistir (Giir ve Acar 2008). Bu ¢alismada
pozitif 6rnek tespit edilmedigi icin CPIV-2'nin 1irk predispozisyo-
nu yoniinden karsilastirilmasi ve yasa baglh bir degerlendirilme-
si yapilamamisgtir.
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Canine Parainfleunza Virus enfeksiyonlarinda bulagsmanin aero-
sol yol yaninda kontamine materyaller ile olabilmesi nedeniyle,
insidens ozellikle barinak ortamlarinda bireysel yetistiricilikten
¢ok daha yiiksektir (Giir ve Acar 2008). Bu nedenle 6zel veteri-
ner kliniklerine getirilen kdpeklerin yani sira sokak kdpeklerinin
veya barinaklarda bulunan képeklerin de dahil edilecegi aragtir-
malar, iilkemizde CPIV-2'nin varligi hakkinda daha genis bilgi
elde edilmesini saglayacaktir.

Oneriler

Orneklerin tiimii CPIV-2 yéniinden negatif tespit edilmis olmasi-
na ragmen; klinik olarak solunum sistemi bulgulari gosteren ko-
peklerin CPIV’nin yani sira solunum yolu enfeksiyonuna sebep
olan diger viral etkenler bakimindan da arastirilmasi gerektigi
kanisina varildi.
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