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Serologische Untersuchungen auf das Vorkommen von
Antikérper gegen den equinen Rhinovirus (Stamm NM,,)
bei einer Pferdebestind in Ankara

Zusammenfassung: Um die neutralisierende Antikorper gegen den
equiner. Rhinovirus bei Pferden in einer Pferdebestind in Ankara festzustel-
len wurden 100 Serum proben entrommen und mit der Mikroneutralisationmet-
hode auf neutralisierende Antikorper untersucht. Aus 100 Seren waren 15 (15
%) Serum proben positiv und der Neutralisationtiter bei der Positiven waren
zwischen den 1/3.98-1/57.2.

Ozet: Ankarc’da bir at birliginde bulunan atlarda Rhinovirus equi’ye
karsy nitralizan antikorlanin varli§in saptamak emacy ile 100 adet serum nu-
munesinde mikronotralizasyon testi ile nitralizan antikorlar arandi. 100 se-
rumdan 15 i (% 15) pozitif bulundu. Bu pozitif serumlar 1/3. 98-1/37.2
arasmda nétralizesyon titresi verdiler.

Girig

Soguk alginliklarinin etkenleri iizerinde uzun yillar aragtirma-
lar yapilmigtir. 11k defa 1960 yilinda yapilan bir galiymada bu tiir
hastaliklarin etkeni olarak bir virusizole edildigi bildirilmigtir (21).
Daha sonralar1 bu galigma sonuglar1 bazi aragtiricilar tarafindan
da onaylanmistir (8). Solunum yollarinda enfeksiyonlar meydana ge-
tiren viruslardan biri de rhinoviruslar olup bu viruslar tzerinde ge-
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sitli aragtirmalar yapilmigtir (4, 6). Atlarin rhinoviruslan ilk defa
1962 yilinda Plummer (15) tarafindan Ingiltere’de izole edilmistir.
Cesitli arastiricilarda degisik iilkelerde atlardan rhinoviruslari izole
etmeyi bagarmiglardir (3, 7, 17, 22). Plummer (15) Ingilterc’de Well-

come aragtirma enstitiisi laboratuvarlarinda yaptig1 bir ¢ahgmada®

19 at gaitasindan maymun bébrek hiicre kiiltiirlerinde bir virus izo-
le etmis ve yaptigt denemeler sonunda bu virusu “equine respiratory
virus” olarak identifiye etmigtir.

Ditchfieldt ve MacPherson’da (7) 1965 yilinda Kanada’da so-
lunum sistemi hastalif1 gosteren atlardan iki ayr1 rhinovirus izole
etmiglerdir. Aragtiricilar bu scrotipler arasinda uyguladiklan gap-
raz notralizasyon testleri sonunda bu tipleri serotip 1 ve serotip 2 ola-
rak isimlendirmiglerdir. Serotip 2 bugiine kadar bagka bir yerde izo-
le edilmemistir. 1963 yilinda Wilson, Bryans, Doll ve Tudor (22) A-
merika Birlesik Devletler’'nde Kentucky’de atlardan izole ettikleri
rhinovirus susunu serotip 1 olarak saptamiglardir. Burrows (5) In-
giltere’de 1967 yilinda Hafif solunum yolu enfeksiyonu gésteren ii¢
geng attan NM,, rhinovirus sugunu izole etmis ve bu susu ozellikleri
nedeni ile serotip 1 olarak saptamugtir. Becker, Keller ve Teufel (3)
Bati1 Almanya’da Berlin’de yaptiklari bir ¢alijmada atlardan rhino-
virus izole etmigler ve HEROS adim verdikleri bu susu &zellikleri
nedeni ile serotip 1 olarak saptamiglardir.

Rhinovicus equi Picorna viruslar grubuna dahildir (15). Virus
riboniikleik asit kapsar. Ultrasantrifiij ve phesphotungustat ile ya-
pilan negatif kontrastli elektronmikroskop ¢ahsmalarinda virusun
biiyiikligii 25-30 milimikron olarak olgiilmiistiir (15, 18). Rhinovi-
rus equi morfolojik olarak Polio virusuna benzer ve basit bir kiibik
simetri gosterir (7, 15). Virion’un yogunlugu Cesiumchlorid (CsCl,)
ile yapilan olgiimlerde 1.40 g/ml. (15) ile 1.45 g/ml. (18) olarak sap-
tanmigtir. Enteroviruslarda ise bu yogunluk 1.34 g/ml. dir. Virusun
sakkarozdaki sedimentasyon giicii 160 S dir (21).

Rhinovirus equi etere, kloroforma ve fluorokarbona (G,ClLF;)
dayamklidir (15, 18, 19). Isndan kolayca etkilenmez. 50°C’da ¢ok az
bir enfeksiyozite kaybi gosterir (2, 15, 18). Biitiin rhinoviruslarda ol-
dugu gibi rhinovirus equi’de asite dayaniksizdir. Enteroviruslarin
aksine pH 2-5 degerlerinde kolayca inaktive olur (21).

Rhinovirus equi’nin hemagliitinasyon ve hemadsorbsiyon 6zel-
lizi yoktur. Bugiine kadar gesitli eritrositlerle (insan, maymun, ke-
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di, kopek, at, okiiz, rat, gelincik, kobay ve civciv) yapilan testler olum-
suz sonug¢ vermistir (15, 18).

Rhinovirus equi’nin invitro iiretilmesinde ¢esitli kiiltiirler kullanil-
migtir. Aragtiricilarin gézlemlerine gore virus diger rhinoviruslarin
aksinc 37°C da gayet iyi iiremektedir (6zellikle insan rhinoviruslar
33°C’da iiremcktedir) (3). Yapilan ¢aligmalarda virusun at, maymun,
tavsan, kopek, hamster bobrek kiiltiirlerinde ve devaml kiiltiirlerden
de MS-21, LLC-MK, (13), Hep-2 ve Hela kiiltiirlerinde iiredigi bil-
dirilmistir (1, 3, 10, 15). Deneme hayvanlarinda yapilan deneysel
enfeksiyon g¢aligmalarindan basarili sonuglar alinamamigtir (15, 22,)
Ancak deneme hayvanlarindan imun serum elde edilmesinde yarar-
lamilmigtir (2, 15).

Atlar iizerinde gesitli aragtiricilar deneysel enfeksiyon galigmala-
r1 yapmglardir (15, 16). Bu arasgtirmalar sonunda, intranasal inoku-
lasyonda inkubasyon siiresinin 2—3 giin oldugu saptanmugtir.

Enfcksiyon iist solunum yollarinda kataral bir yang: ile baglar.
Hayvanlarda sulu tabiattan mukopurulent karektere kadar degisen
bir burun akintis1 vardir. Ayn1 zamanda lenf yumrularinda gigmeler
goriiliir. Kisa siireli kuru olmayan bir 6ksiiriik bulunur. Ilk hasta-
ik haftasinin sonunda viremi meydana gelir ki bu viremi devri 40°C’
1 iistiine kadar ¢ikan bir ategle kendini belli eder. Atesli dénem yak-
lagik 4-5 giin kadar siirer ve nétralizan antikorlarin olugmasi ile son

bulur (7, 16, 19).

- Rhinovurius equi’nin serolojisi iizerinde ¢esitli arasuricilar galg-
muglardir (7, 10, 17, 19, 20). Teufcl ve Keller (19) 71 at serumu ile
yaptiklar1 nétralizasyon testi sonucunda 63 serumda (% 88) yiiksek
titrede antikor varlig: saptamiglardir. Ditchfieldt ve MacPherson (7)
notralizasyon testi ile’rhinovirus equi’ye kargt 1/4-1/1024 degerleri
arasinda antikor bulmuglardir. Studdert-ve Gleeson (17) Avustralya’da
355 serum ile yapuklarn: bir ¢aliymada rhinovirus equi scrotip 1’e
karst %, 47.9 oraninda pozitif seruma rastlamuglardir. Finci (10) pasif
hemoliz testi yardimi ile spesifik antikorlarin varhgini saptamigtrr.

Rhinovirus equi’nin plak karakterleri iizerinde dc¢ aragtiricilar
durmuglardir (1, 18). Arastiricilar ¢aligmalari sonunda plaklarin
6-7 ¢i giinlerde olugtugunu, kiigiik yapida, diizensiz karakterde plak-
larin meydana geldigini tesbit etmiglerdir (1, 18). Diger taraftan
Studdert ve Gleeson (18) rhinovirus equi ile floresans seroloji ¢alig-
malar1 da yapmuglardir.
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Yurdumuzda atlarin rhinoviruslar ile ilgili tek galiyma Ateg (1)
tarafindan yapilmugtir. Aragtirici bu ¢aliymasinda Rhinovirus equi
NM,, (serotip 1) susunun MS-21 hiicre kiiltiirlerinde plak formasyon-
. lan dzerinde ahgmstir. .

Bu aragtirmada Rhinovirus equi’nin iilkemizde ilk kez serolo-
jik olarak epidemiyolojisinin incelenmesi amaglanmigtir. Bu nedenle
de bir ahur enzootisi seklinde seyreden bu hastaligin serolojik gahs-
masi toplu bir at birligi olan Cumhurbagkanligi Muhafiz alayina
bagh siivari birligindeki konkur ve siivari atlarinda yapilmgtir.

Materyal ve Metot

Virus: Aragtirmamizda Rhinovirus equi’nin NM,;, (scrotip 1)
susu kullamldi. Sug Serbest Berlin Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Viroloji Enstitiisiinden saglandi.

Serumlar : Aragtirmada serum nétralizasyon testi ile serolojik de-
gerlendirmeye konulan serumlar Cumhurbagkanhi§ Muhafiz ala-
yma baglt siivari birligindeki siivari ve konkur atlarindan alindi.
Bu amagla 100 adet serum numunesi kullanildi. Alinan serum numu-
ncleri serolojik uygulamadan dnce 56°C’da su banyosunda 3o daki-
ka inaktive edildi ve 5 X antibiyotik (100 IE penisilin/ml., 100 ga-
ma streptomisin /ml. ve 0.005 mg. kanamisin/ml.) katilip oda de-
recesinde iki saat bekletildi, daha sonra sterilite kontrollar1 yapilip
kullamlana kadar -20°C’da saklandi.

MS-21 devamly hiicre kiiltirii : Gerek virus iirctmek amac ile ve
gerekse noétralizasyon testinde MS-21 hiicre kiiltiirleri kullanildi.
Hiicre iiretme vasati olarak %, 1o inaktif dana serumu vc antibiyo-
tik kapsayan Hanks vasati (12) kullanildi.

Virus dretilmesi : Rhinovirus equi NM,, (serotip 1) susunu gogalt-
mak amaci ile MS-21 hiicre kiiltiirlerine ekimler yapildi. Virus iretil-
mesinde vasat olarak serumsuz, antibiyotikli Earle vasati (9) kul-
lanild: ve iiretme iglemi §7°C’da uygulandi. Ekimi izleyen 48 inci
saatte mikroskop altinda yapilan kontrollarda MS—21 hiicre kiiltiir-
lerinde % 8o-go orammnda sitopatolojik effektin (CPE) goriilmesi
iizerine viruslu hiicre kiiltiirii sigeleri etiivden alinarak derin dondu-
rucuda donduruldu. Daha sonra cézdiiriilen viruslu materyal 3000
devirde 30 dakika santrifiije edildi ve kiigiik porsiyonlar halinde -60°C’
da saklandi. '
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Virusun mikrotitrasyon yintemi tle titresinin tesbiti: Notralizasyon
testinde kullanilacak olan virusun enfeksiyozite giicii Frey ve Licss’
in (11) hildirdikleri mikrotitrasyon yontemi ile saptandi. Virus phos-
phat Puffer soliisyonu (PBS) iginde log. 10 tabanina goére sulandiril- |
di. Her sulandirma basamag: i¢in mikrotitrasyon tablasindan alti
goz kullandi. Gézlere her bir sulandirma basamagindan o.1 ml. ko-
nuldu. Gozlerdeki virus sulandirmalari tizerine 6zel pipet* yardi-
miile 0.05 ml. hiicre (3.0 X 10° hiicre/ml.) damlatildi. Mikrotitras-
yon tablasinin tizeri toksik etkisi olmayan 6zel yapistirict bant** ile
ortiilerek 37°C’da inkubasyona kondu. Hergiin doku kiiltiiri mikros-
kobu ile, hiicrede meydana gelen sitopatolojik degisiklikler kontrol
edilcrek g iincii gin sonunda sonuglar Kaerber’e (14) gore hesapla-
narak virusun titresi saptandr.

Mikrondtralizasyon testi: Toplanan kan serumlarinda Rhinovi-
rus equi’ye karsi antikor olup olmadigin aragtirmak igin bu test uy-
gulandi. Kontrolu yapilacak olan kan serumlar deney tiiplerinde
PBS ile 1/2 oraminda sulandildi. Bu sulandirmalar iizerine esit
miktarda titresi bilinen virustan (100 DKID,;=10?/1.0 ml.) konuldu.
Boylece 1/4 litk bir sulandirma clde edildi. Bu serum -+ virus kan-
+ sim1 2 saat oda derecesinde tutulduktan sonra mikronétralizasyon
tablasindaki goézlere 0.1 ml. konuldu. Her serum numunesi igin 4
g6z kullamildi. Daha sonra biitiin gozlere 6zel pipet yardimi ile MS-21
hiicre siispansiyonundan (3.0 X 10° hiicre/ml.) damlatildi. Tabla-
nin tzeri 6zel geffaf bant ile ortiilerek 37°C lik etiive kaldinldi. Do-
ku kiltiirii mikroskobu ile yapilan muayenelerle sonuglar 3 iincii
ginde meydana gclen sitopatolojik effekte gore degerlendirildi.

Pozitrf serumlarin serum notralizasyon degerlerinin (SNy,) tesbiti : Mik-
rondtralizasyon testi uygulamas: sonunda 1/4 liikk sulandirma da
pozitif ¢ikan 15 serum numunecsindeki antikor titreleri yine mikro-
nétralizasyon yontemi ile saptandi. Pozitif serumlar PBS iginde 1 /2
sulandinldi. Bu sulandilan serumlardan sira ile mikronétralizas-
yon tablasinda ilk siradaki 4 adet géze 0.1 ml. konuldu. Ilk siradaki
gozleri izleyen siradaki gozlerc 6zel pipet ile serumsuz Earle vasa-
tindan 0.05 ml. damlatildi. Daba sonra 6zel mikrosulandiricilar yar-
dimi ile en st siralarda bulunan serum sulandirmalarindan bagla-
mak ve alttaki gozlere 0.05 ml. tasimak surctiyle serumlar 1 /512 ye
kadar sulandirildi. Sulanduma igleminden sonra biitiin  goézlere

*Firma Grener und Sohne, Niirtingen /wiirtt.
**Cooke Engineering Company, Alexandria, U.S.A.
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titresi bilinen virustan (100 DKIDy = 10>°/1.0 ml.) 6zel pipet yardl-
mi ile 0.05 ml. damlatildi ve mikronétralizasyon tablasmm lizeri
seffaf yapisurict bant ile ortiilerek 2 saat oda derecesihde birakildr.
Bu siirenin sonunda tablanin iizerindeki bant kaldirilarak her goze
yine 6zel pipet yardimiile MS-21 hiicre siispansiyonundan (3.0 X 10°
hiicre /ml.) 0.05 ml. damlatildi. Tablanin tizeri yeniden ortiilerek 37°C’
lik etiive kaldirildi ve daha sonra mikroskop altinda yapilan kont-
rollarla g iincii glinde pozitif serumlardaki antikor titreleri saptandi.

Sonuglar

Virusun mikrotitrasyon yontemi ile elde edilen titresi : Rhinovirus equi
NM,, (serotip 1) susunun MS-21 hiicre kiiltiirlerindeki enfcksiy6zi-
te giici DKID,, = 10%°/1.0 ml. olarak saptand.

Siipheli serumlarle vaprlan antikor taramas: sonuglar:: Cumhurba§-
kanligi muhafiz alayina bagh siivari birligindeki kofikur ve siivari
atlarindan alinan 100 adet kan serumunda Rhinovirus equi NM;,
(serotip 1) susuna kargi yapilan antikor taramasi sonunda 15 adet
serumda (% 15) bu virusa kargt nétralizan antikorlarin varhg: tes-
bit edildi. Ayn1 zamanda pozitif sonu¢ veren bu hayvanlarin yagla-
rinin iki yagindan yukari oldugu saptandi. Ayrica bu hayvanlarin 5
adedinin Gemlik Askeri Harasindan, 6 adedinin 6zel at yetigtirme
ciftliklerinden veya sahislardan, 1 adedinin Karacabey harasindan
ve 1 adedininde Fransa’dan alindigi anlagildi (Tablo 1).

Tablo 1. 1/4 sulandirmada pozitif sonug veren serumlar.

Hayvanin adi . Dogum tarihi Geldigi yer
Polat 1975 Gemlik Askeri Hara
Yavuz 1974 Sahis
Tayfun 1974 Sahis
Capkin 1975 Gemlik Askeri Hara
Hakan 1967 Gemlik Askeri Hara
Sema 1975 Gemlik Askeri Hara
Lagin 1971 Sahis
Lerzan 1969 - Gemlik Askeri Hara
Ejder 1970 Fransa
Kosova 1972 Sahis
Gilli — —

Pamir 1968 Sahis
Sabire 1974 Sahis
Gual I 1968 Karacabey Harasi
Zeynep 1974 Sahis
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Pozitif serumlanin SNy, dederleri : Pozitif sonug veren 15 serumdaki
antikor titreleri (SNy,) 1/3.98-1/37.2 degerleri arasinda bulundu
(Tablo 2).

Tablo 2. Pozitif serumlarin antikor titreleri (SNj,).

Hayvamn ad1 Serum sulandirma
)

1/3.98 | 1/4.68 | 1/5.62 | 1/9.33 | 1/11.2 | 1/22.4 | 1/37.2
Polat +
Yavuz -4
Tayfun -+
Gapkin +
Hakan +
Sema +
Lagin <+
Lerzan 1
Ejder +
Kosova / +
Cilli +
Pamir -+
Sabire +
Gil I +
Zeynep +

Toplam 2 6 1 I 2 2 I

Tartisma

Cumhurbagkanligt Muhafiz alayma bagl siivari birligindeki
konkur ve siivari atlarinda Rhinovirus equi NM,, (serotip 1) susuna
karg1 nétralizan antikor varhigini saptamak amaci ile yapilan bu g¢a-
lismada 100 attan 15 inde (9, 15) pozitif sonug¢ alinmgtir. Diger iil-
kelerde bu konu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda elde edilen pozitif se-
rumlardaki nétralizan antikor diizeyleri bizim bulgularimizin iize-
rindedir (7, 10, 17, 19, 20). Diger taraftan pozitif sonug veren hay-
vanlarin yaslarmin iki yagindan yukari olmast Plummer (15), Ditch-
fieldt ve MacPherson (7)-ve Teufel ve Keller’in (19) bulgulan ile
uyum gostermiigtir,

Tiirkiye’de bu konuda serolojik bir ¢aliyma yapilmamis olmasi
bu ¢aliymada alinan sonuglarin Tiirkiye’deki yang at1 ve konkur at-
lar1 populasyonu bakimindan bir degerlendirmesine olanak verme-
mektedir. Ancak pozitif sonu¢ alinan hayvanlarin birlige gelis yer-
lerinin farkli olmasi, bu tiir devlet kurumlari ve sportif amaglarla
at yetistirilen 6zel ¢iftliklerde bu hastalik yo6niinden aragtirmalarin
yapilmasini ve bu hastalifa karsi korunma 6nlemlerinin alinmasim
kanimizca zorunlu kilmaktadir. Hastaligin ahir personeline de bula-

sabilmesi kuskusuz iizerinde durulm351 gereken dlqcr onemh bir ko-
nudur. -
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