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OZET

Direkt Immunfloresan (DIF) Testi ve Reverz Transkriptaz - Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) Teknigi Kullanilarak Sigirlarda Parainfluenza Virus Tip 3’ {in
(BPIV3) Arastirilmasi

Burdur, Afyonkarahisar ve Isparta illerinde bulunan solunum sistemi enfeksiyonu
klinik bulgular1 tasiyan ve asilanmamis 190 adet sigirdan ornekleme yapildi. Bu
amacla hayvanlardan nazal ve konjuktival swap ornekleri ile kan 6rnegi alindi. Alinan
orneklerler virolojik ve molekiiler olarak incelendi. Toplanan 570 6rnekte RT-PCR
testi ile BPIV3 RNA viral genomu, 380 6rnekte direkt immunfloresan antikor boyama
yontemi ile antijen varligi arastirildi. Yapilan molekiiler ¢alismada nazal swap
orneklerinde 2 adet pozitiflik elde edilirken, konjuktival swap ve 16kosit 6rneklerinde
niikleik asit varligma rastlanilmadi. Bunun yani sira virolojik olarak yapilan
arastirmada 6 adet nazal swap Orneginde BPIV3’ e ait antijenik yapilar gozlendi.
Konjuktival swap drneklerinde ise etken tespiti yapilamadi. Viral genom varliginin
ortaya koyuldugu 2 oOrnekte de virolojik teshis gerceklestirildi. Bunun yani sira
molekiiler ve virolojik olarak BPIV3 tespit edilen bir hayvana ait akciger dokusunda
histopatolojik incelemelerde bulunuldu. Bu incelemeler sonucunda pndmoni
olgularina 6zgli septal doku kalinlagmasi ve yangisal hiicre infiltrasyonlar1 gibi
patolojik bulgular ortaya koyuldu. Molekiiler ve DIF testi ile BPIV3 pozitifligi ortaya
konulan bir 6rnegin sekans ve filogenetik analizleri yapildi. Bu analizler sonucunda
izole edilen susun M proteinini kodlayan gen bélgesi baz alindiginda BPIV3c
genotipinde yer aldig1 sonucuna ulasildi.

Anahtar Kelimeler: Bovine Parainfluenza Virus Tip 3, DIF, Histopatoloji, RT-PCR
Sekans
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ABSTRACT

Investigation of Parainfluenza Virus Type 3 (BPIV3) in Cattle Using Direct
Immunfluorescence (DIF) Test and Reverse Transcriptase - Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) Technique

Sampling was obtained from 190 unvaccinated cattle with clinical signs of respiratory
system infection in the provinces of Burdur, Afyonkarahisar and Isparta. For this
purpose, blood samples were taken from animals with nasal and conjunctival swap
samples. The samples taken were examined virologically and molecularly. The viral
genome of BPIV3 RNA was investigated by RT-PCR test in 570 samples collected
and the presence of antigen in 380 samples by direct immunofluorescent antibody
staining method. While 2 positivity was obtained in the nasal swap samples in the
molecular study, no nucleic acid was found in the conjunctival swap and leukocyte
samples. In addition, antigenic structures of BPIV3 were observed in 6 nasal swap
samples in the virological study. In conjunctival swap samples, the virus could not be
detected. Virological diagnosis was performed in both samples in which the presence
of viral genome was revealed. In addition, histopathological examinations were made
in the lung tissue of an animal whose molecular and virological BPIV3 was detected.
As aresult of these examinations, pathological findings such as septal tissue thickening
and inflammatory cell infiltrates specific to pneumonia cases were revealed. Sequence
and phylogenetic analysis of a sample in which BPIV3 positivity was revealed by
molecular and DIF tests were performed. As a result of these analyzes, it was
concluded that the isolated strain is included in the BPIV3c genotype based on the
gene region encoding the M protein.

Anahtar Kelimeler: Bovine Parainfluenza Virus Type 3, DIF, Histopathology, RT-
PCR, Sequence
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1. GIRIS

Sigirlarin solunum sistemi enfeksiyonlar1 kompleksi, 6zellikle biiyiik kapasiteli
stiriilerde hayvanlarin saglhigin1 ve refahim1 tehdit eden bununla birlikte iireticilerin
ekonomik kayip yasamasina sebep olan multifaktoriyel hastaliklardir ve bu
enfeksiyonlar ozellikle stres, baskilanmis immun sistem, ¢evresel etmenler, kotii siirti
yonetimi gibi pek ¢ok olumsuz faktoriin bir arada bulunmasi ile farkli patojenlerin
koenfekte olmasi1 sonucu ortaya ¢ikar (Headley ve ark., 2018). Hayvanlarda meydana
gelen pndmoni, bronkopndmoni, bronsit gibi solunum yolu enfeksiyonlariin biiyiik
bir ¢ogunlugu viral etkenler tarafindan meydana getirilir. Bu kompleksi olusturan
viruslar genellikle solunum sistemi epitellerini enfekte ederler. Bunun sonucunda
meydana gelen bu enfeksiyon kiigiik bir alan1 lokal olarak etkileyebilir veya alveol,
trake ve akcigerler gibi doku veya organlara yayilarak tiim solunum sistemi iizerinde
etkili olabilir. Bunun yan1 sira, bazi viral etkenler, viicuda girig yolu olarak solunum
sistemini kullanip daha sonra farkli sistem veya organlara da yayilim gosterebilirler

(Kirchhoff ve ark., 2014; Taylor ve ark., 2010; Welsh ve ark., 2004).

Bu solunum sistemi hastalik kompleksini ortaya ¢ikaran etkenlerden birisi olan
Bovine Parainfluenza Virus-3 (BPIV3), cogunlukla sonbahar ve kis aylarinda
gbzlemlenen bir list solunum yolu patojenidir. Hayvanlarda, immunsupresyona sebep
olan yogun stres, beslenme yetersizligi, kotii bakim kosullar1 vb. durumlarda meydana
gelen hastalik, cogunlukla geng siiriileri etkiledigi gibi her yasta hayvanda
goriilmektedir. Etkenin tek basina meydana getirdigi enfeksiyonlar genellikle
subklinik seyrederken diger patojen etkenlerin katilmasi halinde dispne, Oksiiriik,
yiiksek ates ve nazal ve konjuktival akintilar gézlemlenebilir (Aly ve ark., 2003; Giir
ve ark., 2009; Harwood ve ark., 2008; Philip-Reversat ve ark., 2017;Y1ldirim ve ark.,
2009). Virus, genellikle Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida gibi
bakteriyel; BHV-1, RSV, BAV gibi viral etkenler ile koenfeksiyonlar olusturmaktadir
(Griffin ve ark., 2010; Welsh ve ark., 2004; Yildirim ve ark., 2009).

Planlanan bu arastirmada, BPIV3’lin Burdur, Afyonkarahisar ve Isparta
yorelerindeki solunum sistemi enfeksiyonu semptomlar: gosteren asilanmamis

sigirlardan toplanan nazal-konjuktival swaplardan direkt immunfloresan testi ile



antijenik yine bu swaplar ve ayn1 hayvanlardan alinan kan 6rneklerinde konvensiyonel
RT-PCR yontemi kullanilarak molekiiler tespitinin yapilmasi ve etkenin drnekleme
yapilan bolgelerdeki varligiyla ilgili bilgi edinilmesi amag¢lanmistir. Bunun yani sira
daha onceden arastirmanin yapildigr bolgelerde BPIV3’iin antijenik ve molekiiler
olarak tespiti ile ilgili herhangi bir calismanin yapilmamis olmasindan dolay: literatiir

bilgisine katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Arastirma sonucu elde edilecek veriler ile ¢alismanin yapildigi bolgelerdeki
BPIV3 etkenin varligi belirlenecek ve enfeksiyonla miicadele konusunda bilimsel

yaklagimlarda bulunulacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

BPIV3, ilk olarak Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Maryland Beltsville’deki
Tarim Bakanlig1 ¢alisanlarinca solunum sistemi semptomlar1 gosteren sigirlarin nazal
sekretlerinden izole edilmistir (Reisinger ve ark., 1959). Bu veri American Veterinary
Medical Association’in 1959 yili Agustos sayisinda yayimlanan bir makalede ilk
olarak Myxovirus SF-4 olarak isimlendirilmistir (Reisinger ve ark., 1959). Ayni sayida
Maryland, Bethesda’daki Ulusal Saglik Enstitiisii ile ortak ¢alisma yiiriiten Ilinois
Universitesi ¢aliganlar1 ise virusun ikinci kez izolasyonu ile ilgili bir rapor
sunmuslardir (Hoerlein ve ark., 1959). Bu raporla birlikte etkene human Parainfluenza
Virus-3 (HPIV3)’iin HA-1 susu ile BPIV3 arasindaki serolojik iliskiye dayandirilarak

giintimiizde kullandigimiz ismi verilmistir (Abinanti ve Huebner, 1959).

BPIV3’iin iireme Ozellikleri ve izolatlarn ilgili ilk bilgiler 1960’1 yillarda
yapilan arastirmalara dayanmaktadir (Ellis, 2010). Bu aragtirmalar dogrultusunda
etkenin diinya genelindeki sigir popiilasyonlarinda endemik bir enfeksiyon meydana
getirdigi belirlenmistir (Elenkumaran, 2013). Bin dokuz yiiz yetmis ve 1980’li yillara
gelindiginde ise yapilan ¢alismalar BPIV3 enfeksiyonunun patogenezi ve izolatlar
arasindaki genetik ve antijenik farkliliklarin ortaya konulmasi iizerine yogunlagmistir
(Ellis, 2010). Patogenez ve genetik ¢alismalarin yani sira enfeksiyonun koruma ve
kontroliine yonelik intranazal ve parenteral asilama ¢alismalar1 da yapilmistir (Ellis

2010).
2.1 BPIV3 Enfeksiyonunun Diinya’daki Durumu

Siit ve besi hayvani yetistiriciligi yapilan ¢iftlikler diinya gida ekonomisinde
onemli bir rol oynamaktadir. Viral veya bakteriyel patojenlerin yol agtig1r solunum
sistemi hastaliklar1 bu ciftliklerde hayvan o6liimlerine, siit ve besi performansinda
diisiislere ve veteriner hizmetleri giderlerine neden olarak ekonomik kayiplar meydana
getirir. Solunum sistemi enfeksiyonlarinin baglica viral sebeplerinden biri olan BPIV3
ilk kez ABD’de teshis edilmistir (Reisinger ve ark., 1959). Abinanti ve Huebner
(1959), yaptiklar1 caligmada ise tilkenin farkli bolgelerindeki sigirlardan alinan serum

orneklerinde etkene kars1 geligsmis antikor tespit etmiglerdir. BPIV3 Avrupa, Kuzey ve



Gliney Amerika, Asya ve Afrika’da besi ve siit sigirlarinda endemik olarak
goriilmektedir (Tiwari ve ark., 2016). Diinya’da BPIV3 prevalansinin ortaya koymak

i¢cin ¢cok sayida arastirma yapilmistir.

Gulliksen ve ark. (2009), Norveg’te siit inekleri lizerinde enzym-linked-
immunosorbent-assay (ELISA) ile yaptiklar arastirmada virusa karst %50,2; Pardon
ve ark. (2011), Belgika’da besi danalarinda ELISA ile yaptiklar1 ¢calismada %353,3;
Kestaitiene ve ark. (2009), Litvanya’da sigirlar tizerinde yaptiklar1 ¢calismada 2006°da
%72,8, 2008 yilinda %56,8; Valarcher ve Hogghund (2006), Fransa’nin Giiney
batisinda ve merkezindeki sigirlardan alinan kan serumlarindan ELISA ve
hemaglutinasyon (HA)- hemaglutinasyon-inhibisyon (HI) testi araciligiyla yaptiklar
analizlerde danalarda %97,5, ineklerde %100 seropozitiflige rastlamislardir. Bu
calismalarin yani sira Salwa ve ark. (2007), Polonya ormanlarindaki 122 adet vahsi
bizon iizerinde yaptiklari seroprevalans arastirmasinda HI testi yontemiyle etkene

kars1 %13,9 antikor pozitifligi belirlemislerdir.

Roshtkhari ve ark. (2012), Iran’nin Horasan bdlgesindeki akut enfekte ve
konvelesan donemdeki sigirlar iizerinde ELISA ile yapmis oldugu ¢alismada, akut
enfekte hayvanlarda %90, iyilesen hayvanlarda %26,1 antikor pozitifligi tespit
etmislerdir. Bu c¢alismaya benzer sekilde Ezzi ve ark. (2013), Iran’in Kazvin
bolgesinde 1 ile 4 yash sigirlardan farkli mevsimlerde toplanilmis kan serumlari ile
ELISA testi uygulanarak yaptiklar: arastirmada ortalama seropozitiflik oranini %95
olarak hesaplanmig bununla birlikte yasin seropozitiflikte dnemli bir rol oynamadigi
fakat serum Orneklerindeki antikor titresinin sonbahar ve kis aylarinda diger aylara
oranla daha yliksek oldugu sonucuna varmiglardir. Mahmoud ve Allam (2013), Suudi
Arabistan’ da 460 sigirdan aldiklar1 kan Orneklerinde ELISA yontemi kullanarak
BPIV3’e karst %67,6 antikor pozitifligi saptamislardir. Goswami ve ark. (2017),
Hindistan’in Pencap eyaletinde yaptiklar1 calismada BPIV3’e karst %27,81
seropozitiflik tespit etmislerdir. Hai-Yong ve ark. (2014), Cin’de yaptiklar1 calismada
tilkenin 12 farkli bolgesinde yetistirilen sigirlarin kan serumlarinda BPIV3’e kars1
antikor pozitifligini aragtirmiglardir. Notralizasyon testinin kullanildigr bu ¢alismada
%77,6 oraninda seropozitiflik bildirmislerdir. Yang ve ark. (2008), Kore’ de kecilerde
yaptiklar1 ¢alismada BPIV3 etkenine kars1 %9,5 seropozitiflik bulmuslardir.



Nijerya’ da Ibu ve ark. (2005), sigirlarda yaptig1 aragtirmada %51,37; Callaby
ve ark. (2016), Kenya’ da sigirlar {izerinde yaptig1 arastirmada %?20,1; Ghram ve
Minocha (1990), Tunus’da ELISA yontemiyle yaptigi seroprevalans ¢alismasinda
BPIV3’e karst 1 yasin altindaki deneklerde %46,5, 1-2 yas arasindaki hayvanlarda
%37,87 ve 2 yasin Ustiindekilerde %81,33 antikor pozitifligi bildirilmistir. Saeed ve
ark. (2016) Sudan’daki mezbalardan topladiklari pndmoni tablosu gosteren kegci,
koyun ve sigir akcigerlerinde ELISA ve direkt immunfloresan (DIF) teknigini
kullanarak BPIV3 antijeni varligim1 arastirmiglardir ve %12,8 (29/226), koyunlarda
%9,8 (31/316) ve kecilerde %47,8 (11/23) oraninda pozitiflik tespit etmislerdir.

2.2 BPIV3 Enfeksiyonunun Tiirkiye’deki Durumu

Ulkemizdeki hayvancilik faaliyetleri ve politikalari, hayvanlarin barinma
besleme kosullari, bolgeler arasi hayvan transportlari, Tiirkiye nin cografi konumu ve
ulusal agilama programlar1 gibi etmenler géz oniinde bulunduruldugunda 6zellikle
sigir, koyun ve keci gibi ciftlik hayvanlart BPIV3 ve benzeri solunum sistemi

enfeksiyonlarina predispoze hale gelmektedir.

Tiirkiye’ de Parainfluenza virus-3 (PIV-3) kaynakli enfeksiyonlar iizerine pek
cok arastirma bulunmaktadir. Etken lizerine yapilan ilk c¢alismalar 1970’11 yillarda
baslamustir. Erhan ve ark. (1971), gergeklestirdikleri ¢alismada Inanl Inekhanesindeki
(Tekirdag) 25 sigirin tiimiiniin (%100); Karacabey Inekhanesinde (Bursa) ise 75
sigirm  72°sinin (%96) kan serumlarinda HI testi ile BPIV3 seropozitifligi
bildirilmistir. Glinlimiizde ise Kale ve ark. (2013), Burdur ilindeki sigirlarda ELISA
testi ile yaptiklar1 arastirmada virusa kars1 %94,6; Yildirim ve ark. (2009), 1gdir, Kars,
Ardahan illerindeki sigirlarda mikronétralizasyon testi ile yaptiklari arastirmada
%55,84; Giir (2018) Afyonkarahisar ve ilgelerindeki sigirlarda notralizasyon testi ile
yaptig1 calismada %82,7; Avci ve ark. (2014), Amasya, Corum, Kayseri, Nevsehir,
Yozgat illerindeki sigirlarda ELISA testi ile yaptiklar1 arastirmada %85,6 oraninda
seropozitiflik tespit edilmistir. Yazicit ve ark. (2019), ise Karadeniz bolgesindeki
koyun, ke¢i ve sigirlardan aldiklar1 kan serumlarinda virus noétralizasyon testi ile
BPIV3 genotip C’nin bolgedeki seroprevalansi arastirmasinda, koyunlarda %?20,
kecilerde %24,19, sigirlarda ise %21,04 oraninda seropozitiflik saptamislardir. Bu



caligma iilkemizde genotip C ile alakali elde edilen ilk veriler olmasi acisindan da

Onemlidir.

Hacioglu (2011), Ankara ilinde farkli marazi maddeler kullanarak RT-PCR
teknigiyle BPIV3’ iin molekiiler tespiti iizerine yapmis oldugu ¢alismada %1.,4 (1/71)
oraninda pozitiflik tespit etmistir. Yapilan bu ¢alisma Tiirkiye’de BPIV3’iin molekiiler

teshisi lizerine yapilan ilk arastirma olarak kabul edilir.

Timurkan ve ark. (2019), Erzurum ve cevresindeki illerde yetistirilen sigirlar
tizerinde RT-PCR teknigi ile yaptiklar1 caligma, BPIV3’iin karakterizasyonunun
ortaya koyulmasi agisindan Tiirkiye’de yapilan ilk calisma olarak kabul edilebilir. Bu
calismaya benzer sekilde Albayrak ve ark. (2019), yaptiklari ¢alismada da etkenin
teshisi i¢in ELISA testi ve RT-PCR teknigi kullanilmistir.

BPIV3 sigirlar dahil tiim ruminantlar i¢in patojen bir etkendir. Koyunlardaki
PIV3 enfeksiyonun varlig: iilkemizde ilk defa Erhan ve Martin (1969), tarafindan
ortaya koyulmustur. Gengay ve Ak¢a (2004), Ankara ¢evresindeki mezbahalara gelen
koyunlardan aldiklar1 kan, nazal swap, akciger ve mediastinal lenf yumrusu doku
orneklerinde mikro serum nétralizasyon (SN) ve DIF testlerini kullanarak PIV3’iin
serolojik ve virolojik olarak teshisini gerceklestirmistir. Ayrica Van bolgesindeki kegi
stiriilerinde yapilan bir calismada Ataseven ve ark. (2010), %5,2; yine ayn1 bolgede
koyunlar iizerinde yapilan bir arastirmada Ozgiinlik ve ark. (2012), %31,75
seropozitiflik tespit etmislerdir. Bu calismalara benzer olarak Akca ve ark (2004),
Tiirkiye’nin ¢esitli illerinde yetistiriciligi yapilan mandalardan alinan kan
serumlarinda mikrondtralizasyon testi ile PIV3’a karsti %11 oraninda antikor

pozitifligi bulmuslardir.

2.3 Etiyoloji

2.3.1. Bovine Parainfluenza Virus Tip 3’iin Taksonomisi

Bovine Parainfluenza Virus Tip 3, Uluslararas1 Virus Taksonomi Komitesi

(ICTV)’nin 2018 yilinda yapmis oldugu yeni taksonomik dizilemeye gore



Mononegavirales takiminda yer alan Paramyxoviridae familyas1
Orthoparamyxovirinae  alt  familyast  icerindeki  Respirovirus  genusunda
siniflandirilmis, etkenin ismi ise Bovine Respirovirus 3 olarak degistirilmistir (Rima
ve ark., 2019). BPIV3 insanlarda enfeksiyona yol acan Human Parainfluenza virus tip
1-3 (HPIV1 ve HPIV3) ve rodentlerde enfeksiyon meydana getiren Sendai Virus
(MPIV-1) ile aynm1 genustadir (Karron ve Collins, 2007). HPIV1-HPIV3 ve MPIV-1
ile BPIV3 arasinda genetik ve antijenik yakinlik bulunmaktadir (Ellis, 2010; Gaeta ve
ark., 2017).
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ve ark., 2017).



BPIV3 izolatlarmin tiimii yakin antijenik iligski i¢inde olsalar da genetik
cesitlilik gdsterebilmektedir. Harwood ve ark. (2008), Avustralya’da yaptiklar1 bir
calismada SF-4/32 referans susu ile saha Orneklerinden izole edilen etkenin M
proteinini kodlayan gen bolgesinin niikleotit sekans verilerini karsilastirmis ve virusun
BPIV3a ve BPIV3b olmak tizere 2 farkli genotipini ortaya koymuslardir. Bu ¢alisma
BPIV3 izolatlar1 arasindaki genetik ayrismay1 gosteren ilk c¢aligma olma &zelligini
tasimaktadir (Harwood ve ark., 2008). BPIV3b genotipinin BPIV3a’dan kdken aldig
ve evrildigi diistiniilmektedir. Zhu ve ark. (2011), Kore’ de yaptiklar1 aragtirmada bir
diger genotip olan BPIV3c’yi izole etmisler ve bu genotipin daha 6nce tanimlanan

BPIV3a ve BPIV3b’den farkli oldugunu ortaya koymuslardir.

2.3.2. Virion Ozellikleri

2.3.2.1 Virusun Morfolojisi

BPIV3, Paramyxoviridae familyasmin tipik oOzelliklerini tasimakta ve
pleomorfik bir morfoloji sergileyen virion genellikle ikosahedral yapida olup buzlu
cam goriiniimiindedir (Rima ve ark., 2019). Flament6z sekilde de olabilen etkenin ¢ap1
150-350 nm boyutlarindadir (MacLachlan ve ark., 2017). Niikleokapsiti ¢evreleyen
lipid-bilayer zar tomurcuklanma yontemi ile direkt olarak konak¢r hiicre
membranindan kdéken alir (Chamber ve Takimoto, 2011). Uzerinde homooligomer
glikoprotein yapisinda hemaglutinin-neuroaminidaz (HN) ve fusion (F) peplomerlerini
bulundurur (Hacioglu, 2011; Rima ve ark., 2019). Yiizey proteinlerinin uzunlugu 8-14
um iken birbirleri arasindaki mesafe 7-10 um dir (Harwood ve ark., 2008; Karron ve

Collins, 2007; Rima ve ark., 2019).

M proteini viral zarin hemen altinda uzanir, transmembran glikoproteinleri ve
niikleokapsitle etkilesim halindedir. Bu protein morfolojik yapinin olugsmasi ve viral

maturasyon agsamalarinda 6nemli rol oynar (Elenkumaran, 2013).

Viral genom 1 pm uzunlugunda, 18 pm capinda “balik kilcig1” seklinde
morfolojiye sahip helikal yapili bir niikleokapsit tarafindan paketlenmis haldedir. Bu

yapiy1 temel olarak Niikleokapsit (N) proteini olustursa da, az miktarda fosfoprotein



(P) ve Large (L) protein de bulunmaktadir (Ellis, 2010). Etkenin buoyant degeri 1.197
g cmdiir (Elenkumaran, 2013).

Konaker hiicre yapisina gore farklilik géstermekle birlikte virionun %20-25’1
konakg¢1 hiicre membranindan koken alan lipid yapidan olusur. Bunun yani sira %6

oraninda karbonhidrat igermektedir (Rima ve ark., 2019).

2.3.2.2. Niikleik Asit

Lineer, segmentsiz, negatif polariteli, tek iplikcikli (ss) RNA niikleokapsidin
icerisinde yer alir (Elenkumaran, 2013; Lamb ve Parks, 2007; Rima ve ark., 2019).
BPIV3 15456 niikleotit (nt) biliytlikliigiindedir (Ellis, 2010). Niikleoprotein yapisinin
her bir alt {initesinin 6 nt’ye baglanmasindan dolay1 Paramyxoviridae familyasindaki
pek cok etkenin nt uzunlugu altinin katlar1 seklindedir. Alt1 kurali olarak bilinen bu
durum viral genom replikasyonun meydana gelmesi i¢in gereklidir (Kolakofsky ve

ark., 2005).

BPIV3 genomu 3’ baslangig ve 5’ bitis niikleotit dizileri tarafindan
diizenlenmekte ve bu dizilerin viral replikasyon ve transkripsiyon asamalarinda 6nemli
bir rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir (Elenkumaran, 2013). Viral genom 9 protein
kodlayan 6 gen icermektedir (Ellis, 2010). Bunun yani sira tiim genler 3’ ucunda
“leader” ad1 verilen yaklasik 55 nt biiyiikliigiinde; 5’ ucunda “trailer” denilen yaklasik
44 nt biiyiikliigiinde translasyona ugramayan bolgelere (Untranslated Region-UTR)
sahiptir (Spilki, 2016). “Leader” bolgede 13-14 nt igeren iyi korunmus viral genom
protomerleri bulunur. Boylece transkripsiyon ve translasyon agamalarinda P ve L
proteinlerinin RNA ile etkilesim halinde olmasina olanak tanir (Bailley ve ark., 2000;
Lamb ve Parks, 2007). Gen dizilimi 3’ 5’ e dogru sirayla N-P-M-F-HN-L seklindedir
(Ellis, 2010).
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Sekil 2.2. Paramyxovirus partikiiliiniin sematik diagrami (Rima ve ark.,2019).
2.3.3. Viral Proteinler

BPIV3, 6 gen tarafindan kodlanan 9 adet proteine sahiptir. Bu proteinlerden N,
M, P, F, HN ve L proteinleri yapisal proteinlerken V, C ve D ise yapisal olmayan
proteinlerdir (Ellis, 2010; Karron ve Collins, 2007). P geni Paramyxovirinae alti
smifinda yer alan viruslarda birden fazla protein kodlayabilmektedir (Elenkumaran,

2013).

Paramyxoviridae familyasi igerisinde siniflandirilmis olan tiim viruslar zarlar
tizerinde glikoprotein yapisinda peplomer kompleksleri tasirlar.  Etkenin
konumlandirildig1 genusa bagl olarak bu yapilar farklilagmaktadir (Lamb ve Parks,
2007). Fusion (F) ve Haemagglutinin-Neuroaminidase (HN) BPIV’in en 6nemli
yiizey proteinleridir. Bu proteinler etkenin konakg¢i hiicreye adsorbsiyonu ve

penetrasyonundan sorumludur (MacLachlan ve ark., 2017).

Helikal simetrili niikleokapsit ise viral genomunu simetrik bir sekilde saran
Niikleokapsit protein (N), Phospoprotein (P) ve Large Polymerase proteinden (L)

olusur. Bir diger yapisal protein olan Matrix (M) protein niikleokapsid ve zar arasinda
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yer alir. Bu protein etkenin morfolojisi ve enfeksiyon agamalarinda 6nemli rol oynar

(Elenkumaran, 2013).

N P/vjC M F HN L

Sekil 2.3. Respiroviruslarin transkripsiyondan sorumlu gen bolgelerinin dizilimi

(Rima ve ark.,2018).

BPIV3’in yapisinda en fazla bulunan proteinlerden biri olan N proteini
hiicresel enfeksiyon asamasinda viral RNA genomundan transkribe edilen ilk
proteindir. Dortyiiz seksen dokuz amino asitten (aa) meydana gelir ve agirligr yaklasik
53-58 kilo dalton (kDa)’dur (Elenkumaran, 2013). N protein, helikal morfolojiye sahip
riboniikleoproteini (RNP) sararak P (fosfoprotein) ve L (large protein) ile birlikte
RNP’nin yapisina katilir. Bunun yani sira RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp) ile de
iliskilidir (Chambers ve Takimoto, 2011; Elenkumaran, 2013; MacLachlan ve ark,
2017). P ve L proteinleri N protein ile etkilesim icerisinde olabilecegi gibi
sitoplazmada serbest sekilde de bulunabilir (Ellis, 2010). N proteini enfekte hiicre
igerisinde viral RNA’ya bagl sekilde veya N° isimlendirmesiyle P proteiniyle iliskili
bir halde 2 farkli formda bulunabilir (Karron ve Collins, 2007; Precious ve ark., 1995).
Viral RNA sentez basamaginin en 6énemli etmenlerinden birisi 400 aa uzunlugundaki
P proteinidir. Bu protein P geni tarafindan iretilen mRNA’dan kodlanmaktadir
(Karron ve Collins, 2007). Oligomer yapidaki protein serine ve threonine ile fosforile
olur (Elenkumaran, 2013). N ve L proteinleri ile etkilesime girerek viral RNA ile
birlikte RNP yapisin1 olusturur (Ellis, 2010). N°-P kompleksi N proteinin konakg1
hiicre RNA ile nonspesifik bir etkilesime girmesini onler ve yeni sentezlenen RNA
genomlarinin enkapsidasyonunda gorev alir (Chattopadhyay ve ark., 2011). L proteini
yaklagsik 2200 aa uzunlugundadir ve en az bulunan yapisal proteindir. Yapi, mRNA
sentezi i¢in gerekli olan metilasyon ve poliadenilasyon asamalarinda katalitik gorevi
gormektedir. P proteini ile kurdugu kompleks yap1 viral genomun replikasyonunda

onemli rol oynar (Chamber ve Takimoto, 2011; Grdzelishvili ve ark., 2005).
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Virion yapisinda en fazla bulunan bir diger protein ise Matrix (M) proteinidir
(Elenkumaran, 2013). Yaklasik 38-41 kDa agirligina sahip olan bu protein, hidrofobik
ve non glikozildir. M protein lipid bilayer zarin hemen altinda uzanmis halde bulunur
ve niikleokapsid ile zar1 birbirinden ayirir, yeni virus partikiillerinin, tomurcuklanmasi
ve salimimi sirasinda gorev yapar (Chattopadhyay ve ark., 2011; Chamber ve

Takimoto, 2011).

Yapisal olmayan V proteini P geninden RNA diizenlenmesi de denilen bir
mekanizma ile viral RNA polimeraz tarafindan mRNA’ya bir guanin (G) bazi
eklenmesi sonucu sentezlenir. D proteini ise yine ayn1 mekanizma ile iki G bazi
eklenmesi ile meydana gelmektedir (Karron ve Collins, 2007). C proteini farkli bir
mekanizma ile sentezlenmektedir. P geni ilizerinde bulunan overlapping gen
bolgelerinde alternatif bir baslangi¢c kodonunun translasyonuyla ortaya ¢ikar (Ohkura

ve ark., 2015).

C proteininin, virus ile enfekte hiicrede tip 1 interferonun indiiksiyonunu
ortadan kaldirarak salinnmini engelledigi bdylece virus patojenitesinde biiyiik rol
oynadigi bilinmektedir (Chamber ve Takimoto, 2011). Bunun yani sira L proteini ile
etkilesim halinde olan C proteini viral genomun transkripsiyonunda ve
replikasyonunun diizenlenmesinde gorev alir (Karron ve Collins, 2007; Takimoto ve
Portner, 2004). Bu proteinlerin, BPIV3 ile enfekte bir hiicrenin, o ve B interferon
salinimini inhibe ettikleri diisiintilmektedir (Ellis, 2010; Karron ve Collins, 2007;

Takimoto ve Portner, 2004).

F (fiisyon) glikoproteini konakg1 hiicre plazmasi ile virion zar arasinda viral
penetrasyon asamasinda gorev alan tip 1 integral membran proteinidir (Elenkumaran,
2013). Yaklasik 540 aa uzunlugunda olan yap1 nétr pH seviyelerinde aktiftir. F proteini
ilk olarak konakg1 hiicrede bulunan proteolitik enzim ile inaktif prokiirsérii olan F°
formunda sentezlenir (Chattopadhyay ve ark., 2011). F° fonksiyonel hale gelebilmek
i¢in boliinme (klivaj) asamasi gecirir. Bu boliinme sonucunda disiilfid bagli F! ve F?
polipeptitlerinden olusan aktif fiizyon proteinleri meydana gelir (Scheid ve Choppin,
1974). F! C-terminal transmembran alan icermektedir. Bu dizinin yaklasik ilk 25 aa

uzunlugundaki N-terminal bodlgesi hidrofobiktir ve F proteininin en iyi korunan
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bolgesidir, N terminal bdlgesindeki fiizyon peptidi ad1 verilen bu yapinin hedef hiicre
zarina direkt olarak invaze olmasindan dolayr virusun konake¢ir hiicreye
penetrasyonunda 6nemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir (Chamber ve Takimoto,
2011). Yeni meydana gelen virus partikiillerinin enfektif hale gelebilmesi igin F°

prokiirsoriiniin boliinme gegirmesi gerekmektedir (Garten ve ark., 1980).

Baglanma proteini Paramxyoviridae familyasinda yer alan viruslarin konakgi
hiicreye adsorbsiyonu asamasinda gorev alan bir diger integral membran
glikoproteinidir (Lamb ve Parks, 2007). Respirovirus, Avulavirus ve Rubulavirus
genusunda bulunan virus tipleri konake1 hiicredeki sialik asit tasiyan reseptorlere
baglanir ve eritrositleri agglutine etme yetenegine sahiptir. Bunun yani sira
neuroaminidase aktivitesine de sahip olan baglanma proteinleri yeni sentezlenen virus
partikiillerinin sialik asit ile reaksiyona girmesini 6nleyerek virus partikiillerinin kendi
kendilerine aglutine olmalarini1 engeller ve viral projenlerin hiicre zarindan salinimini

saglar (Scheid ve Choppin, 1974).

Paramyxoviruslarin baglanma proteini olan HN proteini 562-582 aa
uzunlugunda bir tip II glikoproteindir. HN proteininin globular bolgesi sialik asit ile
etkilesime girerek virusun hiicreye adsorbsiyonundan ve hemaglutinin aktivitesinden
sorumludur. Bununla birlikte F proteini ile etkilesime girip adsorbsiyon asamasinda
da gorev yaptig1 disiiniilmektedir (Moscana, 2005). Yapilan arastirmalarda BPIV3
projenlerinden bazilarinda neuraminidase enziminin bulunmadigr tespit edilmistir

(Waterson ve Almeida, 1966).

Bailley ve ark. (2000), yapmis olduklar1 ¢alismada BPIV3 ve HPIV3
etkenlerinin sahip olduklar1 F ve HN proteinlerinin aa sekans diziliminin %75 ten fazla
benzerlik gosterdigini ortaya koymuslardir. Van Wyke Coeling ve ark., (1988),
yaptig1 aragtirmada ise sigir ve insan parainfluenza virus etkenleri arasinda %25’ e
yakin antijenik iliski bulundugu tespit edilmistir. Bunun yani sira BPIV3 ve HPIV3’
iin N, L ve V proteinlerinin de %80-85 oraninda benzerlik gosterdigi bilinmektedir

(Pennathur ve ark., 2003).
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2.3.4. Biyolojisi

BPIV3 replikasyonunu konaker hiicre sitoplazmasinda gergeklestirir (MacLachlan
ve ark., 2017). Etken adsorbisyon asamasinda ylizey glikoproteinlerinden biri olan HN
araciligiyla hedef hiicre membraninda yer alan sialik asit reseptorlerine baglanir.
Adsorbsiyon agamasini takip eden siirecte bir diger viral ylizey glikoproteini olan F
proteini viral membran ve konak hiicre plazma membrani arasinda fiizyon meydana
getirir boylece riboniikleoprotein (RNP) hiicre sitoplazmasina aktarilir (Elenkumaran,
2013). Bukompleks N proteini tarafindan paketlenmis negatif polariteli genomik RNA
tagimaktadir. Bununla birlikte viral RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp) ile de
baglantilidir (Chattopadhyay ve ark., 2011).

RdRp, P proteininin ko-faktorliigiiyle birlikte viral RNA’ y1 sablon olarak kullanip
transkripsiyonu gergeklestirir (Karron ve Collins, 2007; Lamb ve Parks, 2007). RdRp
heterokompleksi 3’ ucundan viral genoma baglanir ve start-stop mekanizmasi ile
leader RNA ve 6-10 tane mRNA transkribe eder (Emerson, 1982; MacLachlan ve ark.,
2017). Bu enzim ayn1 zamanda yeni olusan mRNA’larin  3° ucundaki
polyadenilasyondan ve cap metilasyon asamalarindan da sorumludur (Ogino ve
Banerjee, 2007). Transkripsiyon sonucu hiicre sitoplazmasinda yeterli miktarda N
proteini biriktiginde viral genomun 3’ ucundaki promotor sekans RdRp tarafindan
transkribe edilir bdylece protein terminasyon mesaj sinyalini yok sayan RdRp pozitif
anlamli antigenomu sentezler (Noton ve Fearns, 2015). N proteini tarafindan
kapsitlenen bu antigenom yeni negatif anlamli viral RNA’larin replikasyonu igin

sablon olarak kullanilir (MacLachlan ve ark., 2017; Noton ve Fearns, 2015).
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Sekil 2.4. BPIV3’in transkripsiyon ve replikasyon semasi (MacLachlan ve ark.,
2017).

2.3.5. Kimyasal ve Fiziksel Ajanlar ile inaktivasyonu

Sicaklik, nem, pH ve laboratuvar sartlarinda saklama kosullar1 BPIV3’{in
enfektivitesini etkileyen gevresel etkenlerdendir (Spilki, 2016). Bu etkenler pek cok
vakada etkenin teshis ve izolasyonunu imkansiz hale getirmektedir (Segura ve ark.,
2013). Etken, 50°C ve iizeri sicakliklarda 15 dakikada inaktive olur (Spilki, 2016).
Optimal stabilite ve enfektivite i¢in pH degerlerinin 7,4-8,0 arasinda olmasi
gerekmektedir ayrica virusun 3-3,4 pH degerlerinde hizlica inaktive oldugu

bilinmektedir (Trybata ve ark., 1991).

Etken lipid ¢oziiciiler, non-ionik deterjanlar, formaldehit ve oksitleyici ajanlara

kars1 oldukca dayaniksizdir (Rima ve ark., 2019).

2.4. Epidemiyoloji

BPIV3 patojeni, kesfinden giiniimiize kadar gecen zamanda arastirildigi her
bolgedeki sigir popiilasyonlarinda endemik bir solunum sistemi enfeksiyonu olarak
kabul edilmistir (Ellis, 2010). Dogal ve deneysel enfeksiyonlarin pek ¢ogu geng
hayvanlarda meydana gelmektedir. Bununla birlikte hayvanlarin yaslarinin arttikca
BPIV3’e kars1 olusan antikor titresinin de yiikseldigi sdylenebilir (Frank ve Marshall,
1973). Genellikle subklinik seyrettigi i¢in fark edilemeyebilen enfeksiyon sicak iklimli
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bolgelerde kis ve sonbahar aylarinda goriilmektedir (Ellis, 2010; Stott ve ark., 1980).
BPIV3’lin immunizasyon siiresi tam olarak bilinmese de deneysel olarak yapilan
caligmalarda seropozitif buzagilarin ilk enfeksiyonu takip eden 1-2 hafta iginde
reenfekte oldugu bildirilmistir (Frank ve Marshall, 1973). Allan ve ark. (1978), BPIV3
ile dogal enfekte buzagilar lizerine yaptiklar1 bir calismada enfeksiyonun 5. giiniinde

bronsiyal epitel hiicrelerinden etkeni izole etmeyi bagarmislardir.

Nazal sekresyon ve damlacik yoluyla sagilan etken c¢ogunlukla duyarl
hayvanlarin solunum yolu kanalinda enfeksiyon meydana getirir (Ellis, 2010). Virusun
solunum yolu kanalinda ve nazal sekrette titresi olduk¢a yiiksektir, yapilan
calismalarda DKIDso logaritmik tabanda 10°-107 olarak belirlenmistir (Frank ve
Marshall, 1973; Sharma ve Adlakha, 2009). Yapilan arastirmalarda BPIV3’iin nazal
sekrette 3 saate kadar enfektivitesini korudugu ve 6°C gibi diisiik sicakliklarda
canliligint siirdiirdiigii ortaya koyulmustur (Smith ve ark., 1966).

Etkenin respiratorik mukozaya adsorbisyonunu takip eden agamalarda enfekte
ettigi hiicrelerde meydana getirdigi degisiklikler diger patojenlerin enfeksiyona dahil
olmasina neden olur (Elenkumaran, 2013). Paramyxoviruslarin tiirler arasinda
enfeksiyona yol acabilme potansiyeli yiiksektir. Cogunlukla ruminantlarda olmak
tizere pek cok tiirde BPIV3’e karsi gelistirilmis antikorlar tespit edilmistir (Ellis, 2010;
Hacioglu, 2011).

Cesitli hayvan tiirleri tizerinde yapilan serolojik ve virolojik aragtirmalarda
BPIV3’iin sadece sigirlarda degil koyunlarda (Lyon ve ark., 1997), yabani ve kiiltiir
irk1 kecilerde (Gaffuri ve ark., 2006; Yener ve ark., 2005), mandalarda (Maidana ve
ark., 2012), develerde (Eisa ve ark., 1979), bizonlarda (Zarnke ve Erickson, 1990),
geyiklerde (Thorsen ve Henderson, 1971), gine domuzlarinda (Ohsawa ve ark., 1998),
hamsterlerde (Ohkura ve ark., 2015), siyah ve beyaz gergedanlarda (Fischer-Tenhagen
ve ark., 2000) da enfeksiyona yol agabildigi bildirilmistir. Yapilan bir arastirmada
sinirsel semptomlar gosteren domuzlarin beyin dokularindan 2 farkli swine PIV
(SPIV) etkeni izole edilmis olup, bu etkenlerin BPIV3 ile ¢cok yakin antijenik ve
genetik iligki halinde oldugu tespit edilmistir (Qiao ve ark., 2009).
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Etken insan veya insan olmayan primatlarda subklinik veya hafif seyirli bir
enfeksiyon meydana getirebilmektedir fakat insandan insana bulasma zayiftir
(Elenkumaran, 2013; Chamber ve Takimoto, 2011; Maclachlan ve ark., 2017). Ben
Ishai ve ark. (1980), solunum sistemi enfeksiyonu klinik bulgular1 gdsteren bir
cocuktan aliman Ornek {lizerinde yaptiklar1 serolojik caligmada BPIV3’e karsi
gelistirilmis olan antikor titresini HPIV3’e oranla daha yiiksek olarak tespit etmisler
fakat enfeksiyona yol acan etkeni izole edememislerdir. Pennethur ve ark. (2003), ise
rhesus maymunlari ile yaptiklar1 arastirmada denekleri BPIV3 ile enfekte etmeyi
basarmislardir. HPIV3 ve BPIV3 arasindaki antijenik ve genetik yakinliga bagli olarak
primatlarda ve insanlarda HPIV3’e kars1 immunizasyon gelistirmek amactyla BPIV3
atteniie canli as1 (Greenberg ve ark., 2005; Karron ve ark., 1995) ve Bovine/Human

Parainfluenza virus 3 rekombinant as1 ¢calismalar1 yapilmistir (Schmidt ve ark., 2001).

2.5. Patogenez

Solunum sistemi enfeksiyonu meydana getiren diger viruslar gibi BPIV3’de
primer olarak aerosol ve damlacik yoluyla sagilir. Inhalasyon yolu ile canli viicuduna
giren etken ilk olarak paramyxoviruslarin affinite gosterdigi yliksek miktarda N-
acetylneuraminic acid (NANA) barindiran mukus tabakasiyla karsilasir (Ellis, 2010).
Mukus glikoproteinleri BPIV3 i¢in reseptor gorevi gorilir (Sharma ve Adlakha, 2009).

BPIV3’iin hiicresel diizeyde enfeksiyonu, yiizey proteinlerinden biri olan HN
glikoproteinin  ndétr pH’da NANA reseptorlerine adsorbsiyonu ile baglar
(Chattopadhyay ve ark., 2011; Karron ve Collins, 2007). Solunum kanalin1 olusturan
tip I ve tip II pndomositlerde, siliar ve nonsiliar brongial hiicrelerinde, trake
epitellerinde, alveolar makrofajlarda NANA reseptor molekiillerinin ¢ok¢a bulunmasi
virusun bu dokularda enfeksiyon meydana getirmesine yol acar (Elenkumaran, 2013;
Sharma ve Adlakha 2009; Tsai ve Thomson, 1975). Bununla birlikte etkenin geng
buzagilara intranazal ve intratrakeal inokulasyonu denemelerinde akciger dokusu
disinda enteritis ve splenitise de yol agtigi gézlemlenmistir (Elenkumaran, 2013).
Etkenin nazal kavitede ve farinksteki bazi hiicrelerde de enfeksiyona yol agabilecegi

diistiniilmektedir (Ellis, 2010).
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BPIV3’iin konak¢i hiicreye adsorbsiyonunu takiben HN proteini F proteini ile
etkilesime gecerek bu proteinde konformasyonel bir degisime yol acar. Bu degisimle
birlikte viral zar ve hiicre membrani arasinda fiizyon sekillenir (Lamb ve ark., 2006).
Bunun sonucunda viral niikleokapsid konake1 hiicre sitoplazmasina aktarilir (Karron
ve Collins, 2007). Hiicre sitoplazmasina giren virusun kapsitten siyrilmasi ile viral
replikasyon asamasi baslar. Kapsitten kurtulan RNP, RdRp, L ve P proteinleri
sitoplazma igerisine salimir (Chattopadhyay ve ark., 2011). P ve L proteinleri ile
heterokompleks yapida olan RdRp ss (-) RNA’y1 sablon olarak kullanip viral
trankripsiyon ve replikasyonu baglatir (Chattopadhyay ve ark., 2011; Rima ve ark.,
2019). Viral genoma 3’ ucundan entegre olan RdRp ilk RNA ve viral mRNA’ lari

sentezlemek i¢in transkripsiyona baslar (Emerson, 1982).

Seliiler glikolitik enzimler, B katenin (Bose ve Banerjee, 2004), kinaz, enolaz
(Ogino ve ark., 2001), aktin ve tubulin (Ogino ve ark., 2003) gibi pek ¢ok konake1
hiicre proteininin de viral genomun transkripsiyonu asamasina dahil oldugu
goriilmistiir. Hiicrede yeterli miktarda N proteini biriktiginde projen genom
RNAlari replikasyonunda kullanilmak iizere P proteini ile birlikte N°-P kompleksini

olusturur (Chattopadhyay ve ark., 2011).

RdRp her gen bolgesinin transkripsiyon islemini bitirip pozitif polariteli tam bir
antigenom sentezledikten sonra replikasyon agsamasi baglar. Sentezlenen antigenom ise
niikleopkapsid proteinleri tarafindan kaplanir ve daha sonra negatif polariteli
genomlarin sentezi i¢in sablon olarak kullanilir (Chattopadhyay ve ark., 2011;
Elenkumaran, 2013). M proteini tomurcuklanmada ve projeni virus partikiillerinin
saliniminda rol oynar (Ellis, 2010). Virus salinim1 genellikle enfekte hiicrenin apikal

yiizeyinde meydana gelir (Takimoto ve Portner, 2004).
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BPIV3’iin sitopatolojik etkilerinin ortaya koyulmasi i¢in yapilan doku ve hiicre
kiiltiirii galigmalarinda etkenin intrastoplazmik inkliizyon cisimcigi olusumuna, epitel
hiicrelerde proliferasyona ve sinsityum olusumuna yol agtig1 gézlenmistir (Goris ve
ark., 2009; Tsai ve Thomson, 1975). Etken solunum yolu epitel hiicrelerinin yanisira
pulmoner alveolar makrofajlari da enfekte etmektedir (Bryson ve ark., 1983).
Makrofajlar igerisinde yiiksek titrelerde iireyebilen BPIV3 bu hiicrelerin aragidonik

metabolizmasini ve fagositoz 6zelliklerini yok eder (Ellis, 2010).
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Sekil 2.5. Paramyxoviruslarin biyolojik dongiisiiniin sematik gosterimi (Najjar ve

ark., 2014).
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2.6. Klinik ve Patolojik (Nekropsi) Bulgular

BPIV3 enfeksiyonu her yasta sigirda enfeksiyon meydana getirse de genellikle 2-
8 ay yastaki hayvanlar arasinda gézlemlenmektedir. Fakat tek basina bu etkenin neden
oldugu vaka sayist olduke¢a diisiiktiir (Arslan ve Kiilliik, 2017). BPIV3 cogunlukla
sigirlarin solunum sistemi kompleksi tablosu (Bovine Respiratory Disease Complex-
BRDC) bulunan hastalardan izole edilmistir (Elenkumaran, 2013). BPIV3
enfeksiyonu subklinik veya orta siddette seyretmektedir. BPIV3 enfeksiyonunun
histopatolojik bulgularindan bazilar1 plazma hiicre infiltrasyonuyla birlikte seyreden
bronsitis ve bronsiolitis olgularidir. Bu epitel hiicrelerinde nekrozis ve hiperplazi
gozlemlenebilir (Spilki, 2016). Etken brons ve bronsiyol epitel hiicrelerinde lokal
immunsupresyonlara yol acarak viral/bakteriyel sekonder veya koenfeksiyonlara
neden olur (Aly ve ark., 2003; Ellis, 2010; Arslan ve Kiillik, 2017). Saha
enfeksiyonlarinda BPIV3 ile birlikte en ¢ok izole edilen viral etkenler BHV-1 ve
BRSV; bakteriyel etkenler ise Mannheimia hemolytica ve Mycoplasma spp.’dir (Ellis,
2010; Tiwari ve ark., 2016).

Etkenin morbidite orani %4-44, mortalite oran1 ise %10-20 arasinda seyreder
(Arslan ve Kiilliik, 2017; Sharma ve Adlakha, 2009). Genel semptomlari, oksiiriik,
pnomoni, ates, istahsizlik, depresyon, nazokonjuktival akinti ve abdominal
solunumdur (Bryson ve ark., 1989; Newcomer ve ark., 2017; Sharma ve Adlakha,
2009). Siddetli enfeksiyonlarda solunum sayisinda ve derinliginde artig gozlenir ve
kuru raller duyulabilir (Omar, 1966). Bununla birlikte akcigerin oskultasyonla
muayenesinde pndmoni bulgularina rastlanilir (Arslan ve Kiilliik, 2017). Enfeksiyon,
hayvanlar etkene maruz kaldiktan yaklasik 2 giin sonra yiikselmeye baslayan ates ile
kendini gosterir. Takip eden dort ve besinci giinlerde 40,1-41,4°C seviyelerine
ulasarak pik yapar ve 7-10 giin arasinda devam eder. Sert ve hirilt1 6ksiiriik, rinit ve

mukopurulent nazal akint1 géze ¢arpar (Elenkumaran, 2013; Ellis, 2010).

Enfeksiyonu takip eden iyilesme siirecinde solunum yollar1 ve alveolar epitel
hiicrelerinde hiperplaziler sekillenir (Ellis, 2010). Bu olusumlar bronsiyolitis
obliteransa yol acarak hastaligi atlatan hayvanlarin akcigerlerinde kalici hasarlar

meydana gelmesine neden olur (Bryson ve ark., 1979). Bu nedenle besi hayvanlarinin
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viicut kondiisyon skorlarinda diisiis ve et verimlerinde azalma sekillebilir (Arslan ve

Kiilliik, 2017).

Akcigerlerin genellikle kranioventral boliimlerinde goriilen gri-kirmizi renk
degisimi, atelaktazi ve konsolidasyon enfeksiyonun pnémonik bulgularindandir
(Elenkumaran, 2013; Ellis, 2010). Plorezi olusmadig hastalikta interlobuler 6demle
birlikte hava yollarinda mukopurulent eksudata rastlanir ve lenf nodiillerinde biiylime
sekillenir. Solunum stresi sonucu 6len buzagilarin akcigerlerinin kaudal loblarinda

amfizemlerle karsilagilmistir (Bryson ve ark., 1999; Coswell ve Williams, 2007).

Sekil 2.6. BPIV3 enfeksiyonu sonucu 6len 2 aylik buzagida akciger goriintiisti,

kranial loblardaki anterioventral boliimde yer alan mor ve kirmizi atelektazi ve

konsodilasyon alanlaridir (Ellis, 2010).

Enfeksiyonun histopatolojik semptomlar1 arasinda bronsit ve bronsiyolit
sayilabilir (Elenkumaran, 2013). Enfeksiyonu takip eden 24 saat icerisinde {ist

solunum yolu kanali epitel hiicrelerinde hiperplazi, metaplazi veya nekrosiz meydana
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gelir (Bryson ve ark., 1983), alt solunum yollarinda ise bronsiyollerin {izerini 6rten
epitel hiicrelerinde hiperplazi ve attenuasyonla birlikte yuvarlaklagsma ve vakuollesme
sekillenir (Coswell ve Williams, 2007). Degisime ugrayan bu hiicreler solunum yolu
liimenine dokiiliir (Bryson ve ark., 1983). Bu dokiilmeyi izleyen siiregte inflamasyon
durumunda rol oynayan hiicrelerin yangili bolgeye infiltre olmasiyla beraber hayvanda

ciddi solunum stresine yol acabilecek tikanmalar sekillenir (Ellis, 2010).

Enfeksiyonun akut evrelerinde iist solunum yolu (brons, bronsiyol ve alveolar)
epitel hiicreleri ve makrofajlarinda, eozinofilik intrastoplazmik inkluzyon cisimcikleri
goriiliir. Bununla birlikte bazen intraniikleer inkluzyon cisimcikleri de gézlemlenebilir
(Elenkumaran, 2013). Intrastoplazmik eozinofilik inkluzyon cisimciklerine
enfeksiyonu takip eden 2-7 giinler arasinda brons, bronsiyol ve alveolar epitellerinde
yaygin bir sekilde rastlanilir (Bryson ve ark., 1979). Epitelyal sinsityum olusumu bazi
BPIV3 suslari i¢in rapor edilmistir (Bryson ve ark., 1979; Omar ve ark., 1966).

2.7. immunoloji

Parainfluenza viruslara karsi dogal immunizasyon ilk olarak retionik asit
indiikleyici gen (RIG-1) benzeri reseptorler RIG-1 benzeri reseptdr (RLR) ve
Melanom farkli bagimli protein 5 (MDAS) ve Toll like receptor (TLR) gibi PPR
reseptorleri tarafindan meydana getirilir (Takeuchi ve Akira, 2009). Enfeksiyon
sirasinda bu reseptorler tarafindan tipl interferon, interferon bagimli protein kinaz R
(PKR), sitokinler 2’ ve 5’ oligoadenilat gibi {iriinler iiretilir (Elenkumaran, 2013).
Respirovirus genusunda bulunan etkenler tarafinda enfekte edilen hiicrelerde TLR ve
RLR aktivasyonu artar. Bu reseptdrler IFN tip 1 ve sitokin tiretimini indiikler
(Melchjorsen ve ark., 2005). RIG 1 NSV (nonsegment virus) ile enfekte hiicrelerde 5°
trifosfat RNA iiriinlerini tanidigr i¢in BPIV3 de diger NSV’ler gibi IFN tipl ve IFN
bagli genlerin {iretimini indiikler (Elenkumaran, 2013). Bununla birlikte BPIV3’iin
yapisinda bulunan V proteininin MDAS’1; C proteinin ise MDAS ve RIG 1°1 suprese
ederek interferon (IFN) B aktivitesini durdurdugu bilinmektedir (Komatsu ve ark.,

2007).
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Sigirlarin pek cogunda BPIV3’e karsi antikor bulunmaktadir ve buzagilar bu
antikorlar1 annelerinden dogum sonrasi kolostral yolla alabilirler (Elenkumaran,
2013). Kolostrumla alinan maternal antikorlar yaklasik 10 hafta boyunca koruyuculuk
saglar, yliksek dozda kolostral antikor alan buzagilarda ise 19-23 hafta boyunca
koruma saglanabilir (Dawson, 1966). Enfeksiyon, maternal antikor alan buzagilarda
almayanlara oranla daha hafif sekilde seyreder fakat klinik semptomlar1 gostermeye
ve virusu sagmaya devam edebilirler (Elenkumaran, 2013). Hastalik sirasinda maternal
antikorlara sahip buzagilarin seronegatif olanlara oranla hastaliktan 1 ay sonra daha
diisitk BPIV3 nétralizan antikor titresine sahip olduklari belirlenmistir (Marshall ve
Frank, 1975). Bu sonu¢ pasif immunitenin kazanilmis bagisikligi suprese ettigi
seklinde degerlendirilmistir (Ellis, 2010). Seronegatif buzagilar {izerinde yapilan
deneysel intranazal virus inokulasyon c¢aligmalarinda etkene karsi lokal olarak IgA,
sistemik olarak da IgM ve IgG notralizan antikorlarmin sentezlendigi ortaya
koyulmustur (Marshall ve Frank, 1971; Morein, 1970). Her iki immun cevap da
enfeksiyondan 6 giin sonra tespit edilebilmektedir (Marshall ve Frank, 1971).

Serum antikor varligi enfeksiyonu takip eden 3-5 ay boyunca tespit edilebilir
seviyelerdedir fakat lokal antikorlar (IgA) 6-8 hafta icerisinde hizla azalmaktadir
(Frank ve Marshall, 1971). Serum antikor seviyesi yiiksek lokal antikor seviyesi diisiik
olan buzagilarda reenfeksiyon meydana gelme sikligi lokal antikor seviyesi yiiksek
serum antikor seviyesi diisiik buzagilara oranla ¢ok daha yiiksektir (Frank ve Marshall,
1971). Nazal antikorlar virusun primer replikasyonunu engellerken serum antikorlari
enfeksiyon sonrasi ciddi klinik bulgularin olusmasini engeller (Elenkumaran, 2013).
Buna bagli olarak lokal antikor titresi yiiksek olan buzagilarda virus sagiliminin
azaldig tespit edilmistir (Gates ve ark., 1970). Ayrica, enfeksiyonu takip eden 6-9.
giinlerde sigirlardan alinan kan orneklerinde etkene karsi sitotoksik aktiviteye sahip
natural killer (NK) hiicrelerine ve lenfositlere rastlanilmistir (Bamford, 1995; Campos,

1982).
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2.8. Tam

2.8.1. Klinik Tam

Sigirlarin solunum sistemi enfeksiyonlarinda genellikle birden fazla etken
hastaligin olusumunda rol oynadigi i¢in sadece klinik bulgular degerlendirilerek
BPIV3 teshisinin konulabilmesi zordur (Arslan ve Kiilliik, 2017; Elenkumaran, 2013).
Bununla birlikte asisiz ve cesitli stres faktorlerine (transport, yetersiz ventilasyon,
malniitrasyon vb.) maruz kalmis solunum sistemi enfeksiyonu semptomlar1 gosteren
hayvanlarda BPIV3 enfeksiyonundan siliphelenilmelidir. Etkenin klinik olarak
patognomik bir semptomu olmasa da enfekte hayvanlarda mukopurulent nazal akinti,

rinit, ates ve kuru oksiiriik gibi bulgular meydana getirir (Spilki, 2016).

2.8.2. Laboratuvar Tam

2.8.2.1. Virolojik Tam

Virusun tespiti i¢in nazal swap, trakeal ve bronkoalveolar lavaj ornekleri
kullanilabilir (MacLachlan ve ark., 2017; Sharma ve Adlakha, 2009). Etken
enfeksiyonun 7-9. giinlerine kadar nazal sekretlerden izole edilebilmektedir
(MacLachlan ve ark., 2017). BPIV3 ¢ok frajil oldugu i¢in polyester swaplar ile alinan
swap Ornekleri hiicre vasati igerisinde taginmali ve soguk zincir altinda en kisa siirede
tani laboratuvarlarina ulastirilmalidir (Elenkumaran, 2013; Ellis, 2010; West ve ark.,
1999). Bununla birlikte nekropsi yapilan hayvanlarin akcigerlerinin kraniyoventral
alanlarindan alinan doku 6rnekleri de tani i¢in kullanilmaktadir. Etken bu alanlardan
yaklasik 12 giin boyunca izole edilebilir bu nedenle postmortem tanida kullanilacak
akciger doku ornekleri enfeksiyonun akut doneminde 6len hayvanlardan alinirsa virus
izolasyonu miimkiindiir (Elenkumaran, 2013; Ellis, 2010). Bu baglamda viral antijen
tespiti i¢cin  Floresan Antikor Testi (FAT) (Ceribast ve ark.,, 2012),
Immunohistokimyasal teknikler (Ceribasi ve ark., 2012; Jarikre ve Emikpe, 2017) ve
ELISA (Noori ve ark., 2014) siklikla kullanilan yontemlerdir.
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2.8.2.2. Virus Izolasyonu

BPIV3’iin identifikasyonu hiicre kiiltiirleri kullanilarak da yapilabilir. Etken
bovine kidney (Madin-Darby Bovine Kidney-MDBK) ve bovine turbinate (BT) hiicre
kiltlirlerinde intrastoplazmik inkluzyon cisimcigi ve sinsityal hiicre olusumu gibi

sitopatojen etki gostererek iirer (Ellis, 2010).
2.8.2.3. Molekiiler Tam

Reverz Transkriptaz- Polimerase Chain Reaction (RT-PCR) yontemi viral
niikleik asitin tespitine yonelik olduk¢a duyarli bir tan1 protokoliidiir. BPIV3 ile
enfekte hayvanlardan elde edilen akciger dokusu, nazal swap veya nazal mukus gibi
orneklerde RT-PCR teknigi ile niikleik asit tespiti yapilabilir (Albayrak ve ark., 2019;
Timurkan ve ark., 2019). Fakat BPIV3 enfeksiyonunun ¢ogunlukla subklinik
seyretmesi, sigirlarin solunum sistemi enfeksiyonlarinin etiyolojisinin multifaktdriyel
olmasi ve hayvanlarin korunmasi i¢in modifiye canli BPIV3 asilarinin kullanilmasi
gibi sebeplerden otiirii etkenin tespiti hastaligin kaynagi oldugunu gostermez

(MacLachlan ve Dubovi, 2011).
2.8.2.4. Serolojik Tam

BPIV3’iin serolojik olarak degerlendirilmesinde ¢ogunlukla indirekt ELISA
(Gulliksen ve ark., 2009; Kale ve ark., 2013), virus noétralizasyon (VN) (Yildirim ve
ark., 2009), Hemagglutinin Inhibisyon (HI) (Ozdarendeli ve ark., 2001) ve Indirekt
Floresan Antikor (Panigrahi ve Mohanty, 1989) testleri kullanilmaktadir. Enfeksiyona
kars1 gelismis notralizan antikorlarin ¢ift serum 6rneginde 4 kath bir artisin ortaya
konmas1 BPIV3 enfeksiyonunun varligiyla iligkilendirilebilir (MacLachlan ve ark.,
2017). Bununla birlikte gine domuzu eritrositleriyle hemabsorbe olurlar (Minnich ve

Ray, 1987).
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2.9. Tedavi

BPIV3 enfeksiyonuna karsi gelistirilmis etkili bir antiviral ilag
bulunmamaktadir. Hasta sigirlarin solunum sistemlerinde siklikla meydana gelen
sekonder bakteriyel enfeksiyonlara karst genis spektrumlu antibiyotikler
kullanilmalidir (Arslan ve Kiilliik, 2017). Bunun yani1 sira, BPIV3 makrofajlar1 enfekte
ederek replikasyonunu burada gerceklestirip hiicre 6liimlerine veya degisikliklerine
neden olabilir (Kapil ve Basaraba, 1997). Enfekte makrofajlarin neden oldugu hiicre
yag asidi metabolizmasindaki degisimler immunsupresif prostaglandinlerin salinimina
yol agar. (Laegreid ve ark., 1989). Bu nedenle immunsupresyondan otlirii olusacak
sekonder enfeksiyonlart engellemek i¢in prostaglandin sentezi {izerinde inhibitor
0zelligi bulunan non steroid anti enflamatuvar ilaglarin tedaviye dahil edilmeleri

faydali olacaktir (Kapil ve Basaraba, 1997; Laegreid ve ark., 1989).

2.10. Koruma ve Kontrol

Hayvanlarin hastaliga kars1 korunmasinda agamasinda en ¢ok dikkat edilmesi
gereken nokta hayvanlarda pndmoni salginlarinda predispozisyona yol acacak stres
faktorleridir (Arslan ve Kiilliik, 2017). Bu asamada hayvanlarin transportu en 6nemli
stress faktorlerinden birisidir (Giir ve ark., 2009). Hayvan bakim ve beslemesine 6zen
gosterilmelidir ¢linkii  diisiik besin igerikli yemlerle beslenen hayvanlarda
immunsupresyonun ortaya ¢iktigi bilinmektedir (Aslan ve Kiilliik, 2017; Ellis, 2010).
Ahirlarda kapasitelerinden daha fazla hayvan barindirilmamalidir (Sharma ve
Adlakha, 2009). Hava sirkiilasyonunun yeterli olmadigi, tozlu ve temizlenmemis
ahirlarda barman sigirlarda BPIV3 ile iligkili solunum yolu enfeksiyonlarinin goriilme
orant daha fazladir (Elenkumaran, 2013; Frank ve Marshall, 1973; Taylor ve ark.,
2010). Bu nedenle barmaklar diizenli araliklar ile boslatilmali ve dezenfekte
edilmelidir. Bununla birlikte 6zellikle buzag yetistiriciliginde kullanilmak iizere her
hayvan ic¢in ayri, bolinmiis ve serbest hava alma alani bulunan padoklar
kullanilmalidir (Arslan ve Kiilliik, 2017). Hijyen kurallarina uyulmali, hastaligin tiim

stiriiye yayilmasini 6nlemek i¢in gerekli kontroller yapilmalidir (Elenkumaran, 2013).
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Enfeksiyondan korumak icin en etkin yollardan birisi de as1 uygulamalaridir
(Arslan ve Kiilliik, 2017). Bin dokuz yiiz altmish yillardan giiniimiize kadar etkene
kars1 pek cok inaktif as1 tiretilmistir (Ellis, 2010). Virusa kars1 antikor bulundurmayan
buzagilar lizerinde yapilan ¢aligmalar ¢ift doz inaktif as1 uygulamasinin sistemik ve
lokal antikor iiretimini stimule ettigini ortaya koymustur (Gale, 1968; Probert ve ark.,
1978). Giiniimiizde kullanilan BPIV3 asilar1 Bovine Herpes Virus 1 (BHV-1), Bovine
Respiratory Synsitial Virus (BRSV), Bovine Viral Diare Virus (BVDV), Mannheimia
hemolytica ve Pasteurella multicida gibi solunum sistemi enfeksiyonuna yol agabilen
patojenlere karsi gelistirilen asilar ile kombine sekilde aktif veya inaktif olarak
tiretilmektedir (Sharma ve Adlakha, 2009; Wenzhi ve ark., 2010). Enfeksiyona kars1
gelistirilen bir diger as1 ise intrnazal asilardir. Fakat bu asilar sicakliga oldukca
duyarlidir ve viicut 1sisindan daha diisiik sicakliklarda replikasyon gerceklestirip

immun sistemi stimule edebilirler (Vangeel ve ark., 2009).

2.11. Tezin Amaci

BPIV3 sigirlarda solunum sistemi enfeksiyonuna neden olan en énemli viral
etkenlerden birisidir. Damlacik ve aerosol yollarla yayilan etken hayvanlarda yiiksek
ates, kuru Okstiriik, pndmoni ve nazal mukopurulent ekstrektlere neden olur.
Genellikle kotii bakim besleme ve nakliye gibi stres faktorlerinin arttigi durumlarda
ortaya ¢ikan hastalik et ve siit iiretimi {izerine negatif yonde bir etki meydana getirerek
ekonomik kayiplara yol agar. Ulkemizdeki hayvan sirkiilasyonunun devamliligi
nedeniyle her bolgede goriilebilen enfeksiyonun eradikasyonu miimkiin degildir.
Hastaligin hizli tanist ve kontrol altina alinabilmesi i¢in enfeksiyonun en fazla
gorildiigli kis ve sonbahar aylarinda alinan 6rneklerin sensitivitesi yiiksek ve hizlh

laboratuvar testleriyle analiz edilmesi dnem arz etmektedir.

Bu bilgiler 15181inda bu tez calismasinda Isparta, Afyonkarahisar ve Burdur
illerinde 6zel isletmelerde yetistirilen solunum sistemi problemli hayvanlarda BPIV3
etkeni varliginin molekiiler, antijenik ve virus izolasyonu metotlariyla karsilastirilmali

olarak arastirilmasi planlanmstir.
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Elde edilen verilerin s6z konusu semptomlarda BPIV3’ iin etiyolojik ajan
olarak rol oynadigi, tani metotunun ve materyallerinin etkenin varliginin
arastirilmasinda duyarlilig1 ayrica molekiiler ¢alisma sonrasi pozitif olarak belirlenen
orneklerin  dizin analizleri sonrasinda virusun alttipi ve filogenetik agactaki yeri

belirlenecektir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec¢
3.1.1. Ornekleme Yapilan Hayvanlar ve Alman Ornekler

Tez galismasinda 2018-2020 yillar1 arasinda Burdur, Afyonkarahisar ve Isparta
illerinde aile tipi yetistirciligi yapilan solunum sistemi enfeksiyonu klinik semptomlari
gosteren, BPIV3’e kars1 asilanmamis sigirlar kullanildi. Farkli cinsiyet, yas ve irktaki
190 adet sigirdan nazal, konjuktival swap ve l6kosit 6rnekleri olmak tizere toplamda
570 6rnek toplandi. Toplanan tiim 6rneklere RT-PCR teknigi uygulandi. Alinan nazal
swap (NS) ve konjuktival swap (KS) orneklerinden hazirlanan preparatlara direkt
immunfloresan testi kullanilarak virus taramasi gerceklestirildi. Ayrica 6rneklemeler
gerceklestirildikten sonra MAKU Arastirma ve Uygulama Hastanesi’nde nekropsisi
yapilan hayvanlarin akciger doku materyallerinden hazirlanan preparatlarda

histopatolojik incelemelerde bulunuldu.

Solunum sistemi enfeksiyonu belirtileri gosteren farkli yas, irk ve cinsiyetteki
toplam 190 hayvandan kan, konjuktival ve nazal swap 6rnekleri toplandi. Calismada
BPIV3 antijenik yapilarinin tespiti ve viral genomu varlig1 yoniinden arastirilan 6rnek

ve sayilar Tablo 3.3.’de gosterildi.
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Tablo 3.1. Orneklemelerin yapildig1 hayvanlara ait itk ve cinsiyet bilgileri (n).

Orneklenen Hayvanlara Ait Veriler Adet (n)
Ormneklenen Hayvan Sayis1 (n) 190
Yas
<1 yas 137
> 1 yas 53
Cinsiyet
Disi (9) 92
Erkek (&) 98
Irk
Montofon 40
Simental 78
Holstein 72

Tablo 3.2. Ornekleme yapilan hayvanlarin ve alinan marazi maddelerin sayilari ().

Ornekl Akciger
Orneklemelerin rIfIlz erllen Konjuktival Nazal Lokosit ~ Doku
Yapildig: Tller yv Swap (n) Swap (n) (n) Ornegi
Sayis1 (n) )
Afyonkarahisar 43 43 43 43 -
Burdur 124 124 124 124 1
Isparta 23 23 23 23 -
Toplam 190 190 190 190 1
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Tablo 3.3. Antijenik ve viral genom varlig1 yoniinden test edilen 6rnekler ve sayilar

(n).
Numune Tiirii RT-PCR tekniginde DIF testinde kullanilan
kullanilan numune sayis1 (n) numune sayist (n)
Konjuktival Swap (KS) 190 190
Nazal Swap (NS) 190 190
Lokosit 190 -
Toplam 570 380

3.1.2. Molekiiler Calismada Kullanilan Materyaller

3.1.2.1. Total RNA Extraksiyon Kiti

Viral RNA’nin ekstraksiyonu i¢in RNA izolasyon (Wizbiosolutions, Wizol
Reagent, Kore) soliisyonuyla beraber kloroform (Sigma, ABD), izopropil alkol
(Sigma,ABD), etanol (Sigma, ABD) gibi kimyasallar ve ekstraksiyon asamalarinda
yiiksek devirli santrifiij islemleri i¢in sogutmali santrifiij (Niive, Tiirkiye) kullanildu.

3.1.2.2 Virus

RT-PCR ¢alismasinda kullanilmak iizere Zoetis firmasindan saglanan RLB103
susu pozitif kontrol olarak kullanildi. Ornekler test asamasina kadar -80 °C’lik derin

dondurucuda muhafaza edildi.

3.1.2.3 Tris-Acetate-EDTA (TAE)

50X hacmindeki TAE soliisyonu hazirlamak ic¢in 242 gr Tris baz ve 37.2 gr
disodyum EDTA 900 ml deiyonize su igerisinde ¢ozdiiriildii. Bu ¢6zelti iizerine 57.1
ml glasial asetik asit eklendi ve sollisyonun son konsantrasyonu deionize su ile 1
litreye tamamlandi. Elektroforez asamasinda deiyonize su ile 1X hacminde diliisyonu

yapilarak kullanildi.
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3.1.2.4. Agaroz Jel

RT PCR testinin elektroforezis asamasinda gerekli olan agaroz jel (Biomax

Agarose, Prona) ticari olarak temin edildi.

3.1.3. Antijenik Calismada Kullanilan Materyaller

3.1.3.1 Anti-BPIV3 Poliklonal Antiserum Konjugat

Lama fikze edilen hiicrelerde viral antijen varliginin ortaya koyulabilmesi i¢in
floresan bir boya (Fluorescein isothiocyanate-FITCH) ile isaretli anti-BPIV3
poliklonal antiserum konjugat (VMRD, ABD) kullanilda.

3.1.3.2. Direkt Immunfloresan (DIF) Pozitif Kontrol

Direkt immunfloresan testinde pozitif ve negatif kontrol olarak kullaniimak

tizere floresan antikor kontrol preparatt (VMRD, ABD) satin alindu.

3.1.4. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalarinda Kullamlan Ornekler

Hiicre kiiltiirii ¢caligmalarinda toplanan nazal ve konjuktival swap 6rneklerinin
tamamu kullanildi (n=380). Alinan swap 6rnekleri 2500 [U/ml Penisilin ve 20 mg/ml
Streptomisin eklenmis 1,5 ml DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium)
igerisinde soguk zincir prosediiriine uygun bir sekilde tani laboratuvarina getirildi. Bu
ornekler vorteks yardimiyla iyice karistirildiktan sonra swap cubuklari atildi. Sonra bu
tiipler sogutmali santrifiij kullanilarak (Niive, Tiirkiye) +4°C de 3000 rpm’de 20 dk
boyunca santriflij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant alind1 ve ¢alisma asamasina

kadar -80 °C’de saklandi.
Calismada swap Orneklerinden elde edilen inokulumlardan virus izolasyonu

amactyla Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) hiicre hattindan yararlanildi. Hiicre
kiiltiiri hazirlik asamasinda %10’luk fotal dana serumu (FDS) iceren DMEM
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kullanildi. Bunla birlikte mikotik ve bakteriyel bir kontaminasyonun Oniinii

gecebilmek amaciyla vasatin %1°1 oraninda Penisilin/Streptomisin soliisyonu eklendi.

3.1.5. Histopatolojik Muayenede Kullanilan Materyal ve Numuneler

Histopatolojik muayenede kullanilmak iizere 6rneklemeler yapildiktan sonra
Olen ve nekropsisi yapilan nazal swap numunesinde virolojik ve molekiiler olarak
BPIV3 etkeni tespit edilmis bir sigirin pndmoni bulgulart gosteren akciger doku
ornekleri ve normal goriiniimlii ve lezyonlu akcigerlerin karsilastirilabilmesi icin
saglikli bir sigirdan elde edilmis akiger doku 6rnekleri kullanildi. Dokularin tespitinde
%10’ luk formaldehit soliisyonundan yararlanildi. Doku takip asamasinda alkol ve
ksilol ile muamele edilen Orneklerin bloklanmasinda parafin kullanildi. Dokularin
lamlara fikzasyonu tamamlandiktan sonra hematoksilen (HE) ile boyand: ve 151k
mikroskobu altinda incelendi. Morfometrik analizlerin diizenlenmesinde Database
Manual Cell Sens Life Science Imaging Software System (Olympus Co., Japonya)

bilgisayar programi kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Molekiiler Calismada Kullanilacak Orneklerin Hazirlanmasi

3.2.1.1 Lokosit Orneklerinin Hazirlanmasi

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) igeren tiiplere alinan kan 6rnekleri 1200
devirde 10 dakika (dk) siireyle santrifiij edildi. Ayrilan 16kosit tabakasi steril pastor
pipeti yardimiyla igerisinde Phosphate-Buffered Saline (PBS) (VWR,ABD) bulunan 2
ml hacminde steril tiiplere aktarildi ve 2000 rpm’de 10 dakika +4 °C’de santrifiij
edildi. Tipiin dibinde kalan 16kosit tabakasi1 toplanarak iizerine PBS eklendi ve 2000
rpm’de 10 dakika +4 °C’de santrifiij edildi. Yikama islemi son bir kez tekrar edildikten
sonra dipte kalan pelet iizerine 1 ml antibiyotik eklenmis PBS eklendi. Bu
numunelerde viral niikleik asit varliginin arastirilmasi i¢in diliie edilen 6rneklerden

250 mikrolitre (ul) alinarak RNase-DNase bulundurmayan 2 ml’lik tiiplere aktarildi.
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Bu oOrnekler iizerine 750 ml total RNA izolasyon soliisyonu eklenip 5 dk oda

sicakliginda bekletildi ve RNA ekstraksiyon asamasina kadar -80 °C’de saklandi.
3.2.1.2. Nazal ve Konjuktival Swap Orneklerinin Hazirlanmasi

Steril ticari swap g¢ubuklari ile alinan 6rnekler 2500 IU/ml Penisilin ve 20
mg/ml Streptomisin eklenmis 1.5 ml DMEM (Dulbecco’ s Modified Eagles Medium)
icerisinde soguk zincir prosediiriine uygun bir sekilde tan1 laboratuvarina getirildi. Bu
tiipler vorteks yardimiyla iyice karistirildiktan sonra swap ¢ubuklar1 atildi. Sonra bu
tipler +4°C de 3000 rpm’de 20 dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
stipernatant kismindan 250 pl alinarak viral niikleik asit varliginin arastirilmasi igin
RNase-DNase icermeyen steril 2 ml’lik tiiplere alind1. Bu 250 pl 6rnegin iizerine 750
ul total RNA izolasyon ticari soliisyonu eklenip 5 dk oda sicakliginda bekletildikten
sonra niikleik asit ekstraksiyonu yapilincaya kadar —80 °C’de saklandi. Siipernatant,
steril 2 ml tiiplere aktarildi ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilmak iizere —80

°C’de stokland.
3.2.2. Molekiiler Calisma
3.2.2.1. Total RNA izolasyonu

Onceden RNA izolasyonu amaciyla -80 °C’de 2 mI’lik mikrotiipler igerisinde
saklanan Ornekler oda sicaklifinda 5 dakika bekletilerek ¢ozdiiriildii. Coziinen
orneklerin tizerine 200 pl kloroform eklendi ve oda sicakliginda 2-3 dakika bekletildi.
Daha sonra +4 °C’de 12.000 g‘de 15 dk santrifiij yapildi. Santrifiijii takiben alt, ara ve
akuatik olmak flizere ili¢ faza ayrilan Orneklerin akudz (renksiz) fazi yeni steril
mikrotiiplere aktarildi. Orneklerin iizerine 500 ul %100 isopropil alkol (2-propanol)
ilave edildi ve RNA presipitasyonu i¢in oda sicakliginda 10 dk bekletildi. Bu siire
sonunda +4 °C’ de 12.000 g’de 10 dk santrifiij yapildi. Siipernatant kismi atildiktan
sonra dipte kalan pelet lizerine 1 ml %75’lik etanol ilave edildi ve vortekslendi. +4
°C’de 7500 g’de 5 dk siireyle santrifiij edildi. Santrifiij islemini takiben kalan etanol
uzaklagtirildi ve pelet dietilpirokarbonat (DEPC)’ 11 saf suda +58 °C’de 10 dk
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¢ozdiiriildii. Elde edilen ekstraktlar RT-PCR’da kullanilincaya kadar -80 °C’de

saklandi.

3.2.2.2. Primer Dizileri

BPIV3’iin molekiiler olarak tespitinde kullanilmak {izere mutasyonlara karsi
daha korunakli olmasi nedeniyle M gen bolgesini kodlayan Maidana ve ark. (2012),
tarafindan belirlenmis primer dizileri kullanildi. RT-PCR amplifikasyonu asamasinda

kullanilan primer dizileri, pozisyonlar1 ve iiriin biiyiikliigii Tablo 3.4’de gdsterilmistir.

Tablo 3.4. BPIV3 primer dizileri, pozisyonlar1 ve iiriin biiytikliigii (bp).

Primer Dizin (5’- 3°) Pozisyon Uriin(bp)

BPIV3F AGTGATCTAGATGATGATCCA 3960
BPIV3R GTTATTGATCCAATTGCTGT 4288

328

3.2.2.3. One step RT-PCR Metodu

Biitiin one step RT-PCR metodu igin ticari kit (Geneall® HyperScript™ one-
step RT PCR master mix, Kore) kullanildi. Orneklerin amplifikasyonu, Amplitronyx

™ (96-well) thermal cycle cihazinda (NYX Technik Inc., ABD) gerceklestirildi.

tTM tTM

Geneall® HyperScrip one-step RT-PCR master mix igerisinde Hyperscrip
reverse transkriptaz, HS-Taq DNA polimeraz, dNTPs, reaksiyon buffer (2.5 ml
MgCL,), dengeleyici ve RNase inhibitorii bulunmaktadir. Testte kullanilacak her bir

ornek i¢in tablo 3.4’daki gibi reaksiyon hacmi olusturulurdu.
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Tablo 3.5. One step RT-PCR metodunda kullanilan komponentleri
konsantrasyon ve miktarlari (ul).

Komponent Miktar (ul)
Mastermix 10
Forward Primer (20 uM) 1
Reverse Primer (20 uM) 1.5
RNase free su 2.5
RNA Template 5
Toplam Reaksiyon Hacmi 20

Yapilacak tiim testler i¢cin pozitif ve negatif kontroller hazirlandi. Negatif
kontrol i¢in reaksiyon tiiplerine 5 pl niikleaz igcermeyen saf su eklenirken, pozitif
kontrol i¢in tiiplerin igerisinde RLB 103 susundan elde edilen BPIV3 niikleik asiti ilave
edilmistir. RT-PCR metodunda uygulanan sicaklik ve dongii protokolii tablo 3.5°de
gosterildi.

Tablo 3.6. RT-PCR metodunda protokol ve amplifikasyon asamas1 (°C/dk).

cDNA Pre- Son
Amplifikasyon
Sentezi Denatiirasyon uzama
Dongt 1 1 35 1
Sicaklik 55°C 95 °C 94°C 50°C  72°C 72°C
Stire 30 dk 15 dk 1 dk 1 dk 1 dk 7 dk

3.2.2.4. Jel Elektroforezi

RT-PCR sonucunda elde edilen amplikonlar jel elektroforez ile goriintiilendi.
Bunun i¢in 6nce hassas terazi ile 1.2 gr toz agaroz (Biomax Agarose, Prona) tartildi ve

1X TAE (100 ml) soliisyonu ile ¢dzelti haline getirildi, homojen bir gdriiniime sahip
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olana kadar 1s1tildi. Daha sonra 40-45 °C sicakliga diisene kadar sogutuldu ve icerisine
7 ul SafeView™ Classic (ABM, ABD) DNA jel boyasi eklendi. OWL™ B1
EasyCast™ (Thermo Fisher Scientific, ABD) tanka ddkiilen jele 10 veya 14 gozlii
taraklar takild1 ve 20-25 dakika beklenerek agarozun donmasi beklendi. Donan jelin
tizerini kaplayacak kadar 1X TAE soliisyonu konuldu. Amplikonlardan 10 pl alind1 ve
2 ul yiikleme boyasi ile karistirilarak jel tizerindeki kuyucuklara dolduruldu. Bir gii¢
kaynagi kullanilarak 85 V gilicte 75 dakika boyunca ylriitiilen amplikonlar
transilliminatér (Vilber Lourtman, Fransa) yardimiyla UV 15181 altinda

degerlendirildi.

3.2.2.5. Dizi Analizi ve Filogenetik Aga¢ Olusturulmasi

RT-PCR metodu ile gerceklestirilen molekiiler caligma ile BPIV3’e ait niikleik
asitlerin sekans analizleri hizmet alimi1 (Letgen Biyoteknoloji, Tiirkiye) yoluyla

yapildi. Elde edilen sekans verileri, MegaX programi yardimiyla hizalandi.

Hizalanan sekans verilerine, MegaX programi ile 1000 bootstrap replikasyon
secenegi kullanilarak maksimum olasilik analizi (maximum likelihood analysis)
gerceklestirildi (Kumar ve ark., 2018). Filogenetik agacin diizenlenmesinde kullanilan
referans dizinler M proteinini kodlayan gen bdlgesine gore GenBank’tan alindi
(GenBank, 2020). Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) veri tabam
kullanilarak sekans analizi sonrasi baz dizilimleri elde edilen 6rnegin GenBank’a daha

once girisleri yapilmis sekanslarla benzerlikleri karsilastirildi.

3.2.3. Direkt Immunfloresan Antikor Boyama Yonteminde Kullamlacak

Orneklerin Hazirlanmasi

3.2.3.1. Nazal ve Konjuktival Orneklerin Hazirlanmasi

Steril ticari swap c¢ubuklari ile alinan 6rnekler 2500 IU/ml Penisilin ve 20
mg/ml Streptomisin eklenmis 1.5 ml DMEM (Dulbecco’ s Modified Eagles Medium)
icerisinde soguk zincir prosediiriine uygun bir sekilde tani laboratuvarina getirildi. Bu

tiipler vorteks yardimiyla iyice karistirildiktan sonra swap ¢ubuklar1 atildi. Ornekler
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+4 °C’ de 1200 rpm 10 dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonras: tiipiin dibinde
biriken pelet kisim toplandi. Toplanan pelet 50 pl DMEM ile sulandirildi ve temiz bir

lam {izerine damlatilarak lamel yardimiyla yayildi.

Oda sicakliginda kuruyan lam preparatlar1 -20 °C’de sogutulmus aseton ile 15

dk boyunca muamele edilerek hiicrelerin lama fikzasyonu saglandi.
3.2.4. Direkt Iimmunofloresan Antikor Boyama Yontemi

Lam iizerine fikze edilen nazal ve konjuktival swap 6rnekleri PBS ile iki kez
yikandi. Daha sonra lamlarin tizeri karanlik bir ortamda 50 pl anti-BPIV3 poliklonal
antiserum konjugat (VMRD, ABD) soliisyonu ile kaplandi ve nemli bir ortamda
37°C’de 30 dk boyunca inkubasyona birakildi. Inkiibasyonu takip eden siirecte
preparatlar iizerindeki konjugat artiklarinin uzaklastirilmasi igin karanlik ortamda PBS
ile 3 kez yikandi. Yikama islemini takiben kurutulup, immersiyon yagi damlatilarak

floresan mikroskopta 100x biiyiitmede (Olympus Co., Japonya) incelendi.
3.2.5. Hiicre Kiiltiirii

MDBK devamli hiicre kiiltiirlerini ¢ogaltmak amaciyla 24 gdozli
mikropleyteler kullanildi. Hiicre kiiltiirii pleytinin her bir géziine MDBK hiicre kiiltiirti
siispansiyonundan 1 ml konuldu. Hiicre iiretme vasati olarak %10 f6tal dana serumu
(FDS)’li antibiyotik ve antimikotik iceren steril ticari DMEM’den yararlanildi.
Hiicreler 37 °C ve %5’lik CO2’li ortam olusturan etiiv’de (Niive, Tiirkiye)
inkubasyona birakildi. Inkube edilen hiicreler hergiin invert mikroskop yardimiyla
incelendi ve tabam1 %80 ve daha fazla oranda kapladiklar tespit edildiginde

numunelerin ekimlerinde kullanildilar.

Hiicreler ekime hazir hale getirildiklerinde hiicre kiiltiirtine ekim yapilacak
-80°C’de saklanan nazal ve konjuktival swap Ornekleri 37 °C sicakliktaki su
banyosunda hizlica ¢ozdiirtildii. Daha sonra 0.22 mikrometre (um)’ lik filtrelerden
gecirilerek inokulumlar hazirlandi. Inokulumlarin her birinden pleytin bir gdziine 400

ul hacminde inokule edildi ve 37 °C ve %5’lik CO:z etiive (Niive, Tiirkiye) kaldirildi.
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Burada bir saat inkube edildikten sonra igerik uzaklastirilarak {izerlerine 2 ml
serumsuz DMEM eklendi ve ayni degerlerde tekrar inkube edildi. Pleyt, hiicrelerde
meydana gelecek sitopatojen etkilerin saptanabilmesi i¢in 4-10 giin boyunca invert
mikroskop ile incelendi. Bu siire sonunda pleyt -80 °C’de donduruldu ve 37 °C’de
tekrar ¢Ozdiiriildii. Ekim islemi bu 24 gozli pleytlerin siipernatantlarinin

kullanilmastyla 2 defa daha tekrarlanarak kor pasajlama islemi gerceklestirildi.
3.2.6. Histopatolojik inceleme

Lezyonlu ve normal akciger dokulart %10’luk tamponlu formaldehit
soliisyonunda tespit edildi. Iki giinliik tespitin ardindan trimlenen akciger drnekleri
takip kasetlerine alind1 ardindan doku takip prosediiriine gegildi. Bu iglem igin gece
boyunca doku takip cihazinda alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek parafine
bloklandi. Gece boyunca ayarlanan cihaz ile rutin patolojik doku takibi yapildi, bu
amagla Leica ASP300S model ototeknikon (Leica RM 2155, Almanya) kullanildi.
Ertesi giin parafine bloklanan dokular 4-5 saat sogutulduktan sonra Leica 2155 moldel
rotary mikrotomda (Leica RM 2155, Almanya), 5 mikron kalinliginda seri kesitleri
alind1. Kesitler normal lamlara cekildi ve bir gece oda 1sisinda kurutuldu. Kuruyan
kesitler ertesi glin rutin boyamaya alindi. Bu amagla lamlara ¢ekilen doku kesitleri
30’ar dakika siireyle 3 ayr1 ksilol serisinden geg¢irilerek parafin tabakasi uzaklastirildi.
Daha sonra sirasiyla %100, 96, 90, 80 ve 70’lik olmak iizere alkol serisinden
gecirilerek dokulara su verildi. Ardindan dokular hematoksilenle (15 dakika) ve
eozinle (3 dakika) boyandi. Boyama isleminin ardindan sirasiyla %70, 80, 90, 96 ve
100’1tk alkollerden gegcirilerek dokularin suyu alindi. Parlatmak i¢in ksilolden
gecirilen dokularin iizerine entellan damlatilarak lamel yapistirildi. Entellan ile
dokularin tizerine lamel kapatildi ve kurutmanin ardindan mikroskop altinda incelendi.
Morfometrik analizler i¢in Database Manual Cell Sens Life Science Imaging Software

System (Olympus Co., Japonya) bilgisayar programi kullanildi.
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4.BULGULAR

4.1 RT-PCR Metodu ile Yapilan Molekiiler Arastirma Sonuclari

Calismada kullanilan 190 hayvandan alinan nazal swap, konjuktival swap ve

16kosit 6rneginde RT-PCR teknigi ile yapilan arastirmada sadece 2 adet BPIV3 viral

niikleik asit varligi saptanmistir. Konjuktival swap ve 16kosit drneklerinde BPIV3

niikleik asiti saptanamamustir.

Tablo 4.1. Lokosit, nazal/konjuktival swap 6rneklerinde RT-PCR Metodu ile elde

edilen sonuglar ve oranlar1 (n/%).

Ornek Sayisi

Ornekler ) (+) (%) ) (%)
Lokosit 190 0 0 190 100
Nazal Swap 190 2 1,05 188 98,95
Konjuktival Swap 190 0 0 190 100
Toplam 570 2 0,35 568 99,65

Tablo 4.2. RT-PCR teknigi ile BPIV3 niikleik asiti tespit edilen hayvanlar hakkinda
genel bilgiler ve klinik durumlari.

RT-PCR Enf Trans Barmnan
Pozitif Cinsiyet Itk  Yas  Semptomlar . Hayvan
-- Stiresi ~ port
Ornekler Sayis1
S 12
§s 7  Gii¢ solunum ) -
163 d 5 ay  Yiiksek ates 6 giin sun 7
= once
z - 10
175 d Oé) I'yas Mukoprulent 3 glin sun >
7 once

nazal akinti
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M 166 165 164 163 162 161 160 159 158 157 156

174 175 176 177 178 179 180

M: Merdiven (100 bp’lik) NK: Negatif Kontrol PK: Pozitif Kontrol bp: Baz Pair (Baz Cifti)

Sekil 4.1. BPIV3 RT-PCR iiriinlerinin jel elektroforez goriintiisii, 156-166 saha Nazal
Swap ornekleri, 163 pozitif nazal swap 6rnegi (A); BPIV3 RT-PCR firiinlerinin agaroz
jel elektroforez goriintiisii, 171-181 Nazal Swap saha ornekleri, 175 pozitif nazal swap
ornegi (B); BPIV3 RT-PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriiniitiisti, 100-106
Nazal Swap negatif saha 6rnekleri (C)., NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, bp:
Base Pair (Baz ¢ifti).
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4.2. Sekans Calismasi ve Filogenetik Agac

Yapilan molekiiler ¢alisma ile pozitif tespit edilen PCR iiriinlerinin sekans

analizi sonucu elde edilen verileri tablo 4.3’de gosterildi.

Tablo 4.3. Tez ¢alismasinda elde edilen dizilere iliskin veriler.

Ornek No
Sekans (5°-3°) bp
ve Tiiru

GATCTAGGATGATGATCCAAGTTATAAAGTCTGTGGTTCTGGATC
TCTACCACTTGGGCTAGCAAAATACACTGGGAATGATCAGGAAC
TCCTACAAGCCGCAATTAAGTTAGACATAGAAGTGAGAAGAACT
163Nazal Swap  GTCAAAGCCACAGAGATGATAGTCTACACCGTGCAGAACATTAA 314
ACCTGAACTGTACCCATGGTCAAGCAGATTAAGAAAAGGGATGT
TATTTGACGCCAACAAAGTTGCGCTTGCACCTCAGTGTCTTCCAC
TCGATAGAGGGATAAAATTCAGAGTAATATTTGTGAATTGTACA

M proteinini kodlayan gen bolgesine 6zgii primerler kullanarak gerceklestirilen
RT-PCR teknigi ile BPIV3 etkeni tespit edilen 163 NS 6rneginin MegaX programi
kullanilarak ortaya koyulan filogenetik analizi sonucu BPIV3 genotip C’de yer aldig1
sonucuna ulasilmistir. Bununla birlikte etkenin MT949524 erisim numarasi (Access

Number) ile GenBank kaydi yapildi.
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Sekil 4.2: 163 NS (Nazal swap) saha susunun M proteinini kodlayan gen bolgesine ait
filogenetik agac. ( m: Calismada elde edilen BPIV3 dizini).
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Tablo 4.4. Calismada elde edilen sekans ve Genbank’ tan referans alinan dizinlerin
genetik olarak birbirlerine olan yakinliklari.

iota | 1 | 2| 3| 4| s | 6| 7| 8|9 |w| ||| |16|17]| 18|19 2|2a]|2]22]2a
tlar
1
KT2
1561 | C
0
2
NCO | 10
%6 | 0 | C
2
3
B | 66 | %
7765 33 3 -
8.1
) &7 | 8
ket | | 2| a | -
7284 7| %
5 66 | 89 |
ks | Sl s | 0| 3| -
4763 2 | 3 |5
3 66 | 89 |
ket | S 6| o] 3| W] -
7286 2 | 3 |5
7
kvs | |62 ] 8 |50 |80 |0
nar | s | ST 22 -
: 8 | 4| 8 |8 |3
0
L 6 | 8 97
s | e | 2|8 o | o | e | %
S I O B N B B
4 6 | 85 97 | 9
BR | | Z |8 1o |0 |n|%|%]|
mer |7 |l s s sy ]S
V3
10 85 | s1 [ s | s | o7
nos | e | eo |8 B BL BN ST gg | gg |
S RS A R N
1 60 | 85 | 81 s |81 | o7
KUl | 60, 9 | 9 | 10
o2 | 5o | 2T 222220
9 o 1|7 |7 7]|5 ;
12 60 | 85 | s [ s | s | o7
KTo | 60, 99 | 9 | 10| 10
ner | s | 2T 222220
| o v |7 |7 7|5 2
B | o |6 [ 8L [ 9 [0 [ [ 9% [97 |97 9% |% %
oo | S| s | s|ala|la|ls|alaloe]|e] o] -
9001 202 |5 |4 s lo || i 77|73
| . | 60 |82 |80 |88, % | 97 | 97 | %
ket | D 4| s | 3| 3| 3|7 s |os| 9| 6| 6| 6] -
7287 7 | 4| o | 3 7l 7] 7
5 | o | 61 |8 |80 |80 |80 |9 |97 |97 |97 |97 |97 ||
Kist | Shl 2| 3o oo o] s s3] 3] 3]0] 0] -
785 | 2 7l a | a | w s s s>
16 | o | 63 | 82 | 8 | 81 |81 |95 |9 |9 |9 |9 |9 |o8|os | o8
oo [l a4l s | a3 3|86 s|2ala]2ale]o] |-
0886 HEEEEREER > | 2 8 | 5 | 9o |1 |5
7 & 9% | 97 | 97 | 9 | 9% | 9% | 9 | 98 | 9% | %
03O SO I S O G G N O S S O O e S S B B R
0638 i o | 1| 1| s |8 s | 5| 9|20
a8l o |0 | 7e | s | s | s | sa |85 | 85 | 84 | 84 | 84 | 86 | 86 | 86 | 88 | &7
A I IO A T T O T I T T e O A AU R A Y
" s | s | i |5 s|s|s|s|s |1 ]a]|6]|s]|2
s |70 | e | s | s | s | sa | es | ss | sa | sa |84 |86 | 86 | 86 | w8 | &7 | o
oA O Y Y N O I S S S O O A U T A O
. s | s || |Ss s s |s|s|s |1 ]a]|6]s |2
20 | . | & | 78|78 | 8|8 | 0| 80|80 80 | 82 | 80 | 81 | 81 | 89 | 8
Kt | Sl s o] s | s s a|alalsm|m|n|s]o|s|o|o]| ]3]
789 | o | s | s | s | s |38 |5]5 o |2 | 9| 1|7 4
20 | o |64 |76 | 7 |7 | ® || ™ ||| ® | ® | |80 |s0|s0]s0 |8 |8 |om
ks [ Sl s | g oo ol olalalalalale|lol|2ala|a]ala]a]-
7872 s |7 | 7|77 |0 8 | 6 | 3 2 4
2 | o | 64 |76 |78 |78 |78 | | | | | | @ | |80 |80 |8 |80 [ |8 w0
s | Skl s | a|olo|lolola|la|lalalale|lo|la|la|la|la]a|a|W]-
3064 s |7 |7 |7 7|2 28| s |8 |6|3]| s8] 4| 4|5
3
oo L | 6717 [ | | s [ 50| 50|50 [ s | s | s | 52|82 |se s3] o202 |o]o]oe
PP G OO A A S . I A (P I P RO I (R
A [ R A N s |22 66 |6 | 7|5 |21 |s|4a|a]|3]6]|cs
2 & | 78 80 | 80 | 80 | 81 | 81 | 81 82 | 82 | 84 | 8 |92 | 92 |95 |93 |9 |10
Ar7 | STl s [ o [ BB s e e |l a [ a [ B a2 e e 4| a|a]alalo] -
8654 7 e s | 2126|566 | s 2|1 s el a3 6] |0
25 67 82 | 82 | 82 | 82 | 82 | 83 | 83 | 2 92 | % 94 | o4 | 99 | 9
ary | Sl g | TR s s s s [ oo % s s o]0
8655 2 A L B >l 2 s s s |27 5] 33| 22| 2|2

45



Tablo 4.5. Tez calismasinda eclde edilen ve GenBank iizerinden referans alinan
dizinlerin ait olduklar1 genotipler ve virus genuslar1 arasindaki genetik yakinliklar (%).

Virus ve genotipler 1 2 3 4
1 CPIV -

2 BPIV3 genotip B 65,6 -

3 BPIV3 genotip C 60,6 81,5 -

4 BPIV3 genotip A 66,3 79,3 82,1 -

CPIV: Caprine Parainfluenza Virus

Tablo 4.6. Tez calismasinda elde edilen ve GenBank iizerinden referans alinan
dizinlerin ait olduklar1 genotiplerin kendi aralarindaki genetik yakinliklar1 (%).

Virus ve Genotipler %
CPIV3 100
BPIV3 genotip B 95
BPIV3 genotip C 98
BPIV3 genotip A 94

CPIV: Caprine Parainfluenza Virus
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4.3. DIF Antikor Boyama Testi Sonuclar

190 hayvandan elde edilen 380 adet nazal ve konjuktival swap 6rneginde direkt
immunfloresan antikor boyama yontemi ile antijenik arastirma yapildi. Yapilan testte
190 adet nazal swap Orneginin 6 tanesinde BPIV3 antijenine rastlandi. Konjuktival

swap Orneklerinde ise BPIV3 tespit edilemedi.

Tablo 4.7. DIF testi uygulanan nazal/konjuktival swap o6rneklerinde BPIV3 antijen
varliginin sayisi ve orant (n/%).

Ornek Sayist

Ornekler ) +) (%) ) (%)
Nazal Swap 190 6 3,15 184 96,85

Konjuktival Swap 190 0 0 190 100
Toplam 380 6 1,57 374 08,43
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Tablo 4.8. DIF testi ile BPIV3 antijen tespiti yapilan hayvanlar hakkinda genel bilgiler
ve klinik belirtileri.

DIF Enf Barman
Pozitif Cinsiyet  Irk Yas Semptomlar .. Transport Hayvan
- Stiresi

Ornekler Sayisi
g
- S Gli¢ solunum . 12 giin

163 d 5 7ay Yiiksek ates 6 giin once 7
=
= Yiiksek ates

. = 12 Giig solunum " 10 giin

175 d _% ay  Mukoprulent 3 giin once >
A nazal akinti
:‘; Mukoprulent

178 Q 2 7ay nazal akinti 2 giin Yok 14
A Oksiiriik
o Abdominal
S Solunum ..

182 Q 2 4 ay Mukoprulent 10 giin Yok 9
T nazal akinti
= Abdominal
= Solunum .

186 Q 'é 1 ay Mukoprulent 3 giin Yok 13
n nazal akint1
= Mukoprulent
) nazal akiti . 4 giin

191 d E 4 ay Yiiksek ates 7 gin once 8

* PCR pozitif numuneler
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Sekil 4.3. DIF pozitif kontrol ( Katalog No: CJ-F-PI3)

Sekil 4.4. DIF negatif kontrol
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Sekil 4.5. DIF Pozitif nazal swap 6rnegi (Numune Protokol No: 163, bu 6rnek PCR’de
de pozitif bulunmustur)

Sekil 4.6. DIF Pozitif nazal swap 6rnegi (Numune Protokol No: 175, bu 6rnek PCR’de
de pozitif bulunmustur)



Sekil 4.7. DIF Pozitif nazal swap 6rnegi (Numune Protokol No: 178)

Sekil 4.8. DIF Pozitif nazal swap 6rnegi (Numune Protokol No: 182)



4.4. Histopatolojik Bulgular

Alman nazal swap numunesinde RT-PCR teknigi ve DIF testi ile molekiiler ve
antijenik olarak BPIV3 tespiti yapilan 163 numarali hayvan 6rneklemeleri takip eden
giinlerde 6ldi, yapilan nekropsi sonrasi akciger doku orneklerinden histopatolojik
muayene gerceklestirildi. Bunun yanmi sira kontrol olarak klinik bakida saglikli
gOriiniislii bir sigirin akcigeri kullanildi. Kontrol olarak kullanilan saglikli akcigerlerde
her hangi bir makroskobik ve mikroskobik bulgu saptanmadi (Sekil 4.21).
Makroskobik olarak lezyonlu bdlgelerden 6rneklemeler yapildi ve histopatolojik
yoklamada damarlarda siddetli hiperemi ve yer yer nekrotik alanlar dikkati ¢ekti. Bag
doku artiglar1 ve epitel hiicre proliferasyonlar: siklikla gdzlenen bulgulardandi. Ayrica

tiim olgularda septal dokuda kalinlagmalar ile yangisal hiicre infiltrasyonlar1 goriildii

(Sekil 4.22, Sekil 4.23.).

Nekropsi sonrasi akcigerlerin enfekte bolgeleri formaldehit i¢inde tasindigi

icin dokudan antijenik veya molekiiler teshis uygulamari gergeklestirilememistir.
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Sekil 4.9. Normal goriinlimde bir akcigerin histolojik goriiniimi, (A) kiiglik
bliylitmede akciger damarlar1 (siyah ince ok) ve bir bronsiyoliin siyah (kalin ok)
normal mikroskobik goriiniimii, Bar= 200pm. (B) Alveollerin (kirmizi ince oklar)
goriiniimii, Bar= 100pm. (C) Alveollerin (kirmizi ince oklar) yakindan goriiniimii,
Bar= 50um. (D) Alveol septal dokusunun (kirmizi kalin ok), Bar= 20um,
Hemotoksilen Eozin (HE).
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Sekil 4.10. Pndmonili bir akcigerin histopatolojik goriiniimii, (A) Damarlasmada artis
(siyah ince oklar) ve yaygin bag doku gelisimi (siyah ok baglari), Bar= 200um, (B)
Damarlagma ve bag doku artisinin yakindan gériiniimii, Bar= 100um, (C) Septal doku
kalinlagsmasi1 (kirmizi kalin oklar), Bar= 50um, (D) yangisal hiicre infiltrasyonu
(kirmiz1 ince oklar) Bar= 20pm.
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Sekil 4.11. (A) Bagdoku artis1 (siyah ok baslar1) ve damarlasma da artis (siyah ince
oklar), Bar= 200um, (B) Bag doku artis1 (siyah ok baslar1) ve damarlasmanin (siyah
ince oklar) yakindan goriiniimii, Bar= 100um, (C) Kiigiik brongiollerde epitel hiicre
proliferasyonlar1 (kirmizi kalin oklar), (D) Intertisyel dokuda yangisal hiicre
infiltrasyonlar1 (kirmizi ince oklar), Bar=20um, HE.

4.5. Hiicre Kiiltiirii inokulasyon Sonuclar:

Arastirmada kullanilan 380 hayvandan alinan nazal ve konjuktival swap
ornekleri BPIV3 izolasyonu amacityla MDBK hiicre kiiltiirlerine ekildi. iki kez kor
pasaj1 yapilan orneklerin mikroskobik incelemeleri sonucu hiicrelerde herhangi bir

CPE gozlenmedi.

Orneklemelerin yapildig: hayvanlarda BPIV3 enfeksiyonunda gozlenen klinik

semptomlarin bazilar1 sekil 4.24-26 gosterilmistir.
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Sekil 4.12. Bilateral non-purulent nazal akint1 (150 numarali hayvan).

Sekil 4.13. Solunum giicliigii (178 numarali hayvan).
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Sekil 4.14. Unilateral purulent nazal akinti1 (148 numarali hayvan).
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5.TARTISMA

Sigirlarin solunum sistemi hastalik kompleksi (BRD) tiim diinyada yaygin
olarak gozlemlenen multifaktoriyel saglik problemlerinden birisidir. Etiyolojisinde
BPIV3, BHV-1, BCoV, BRSV, BAV, BVDV gibi viral; Pasteurella multicidae,
Mannheimia haemolytica, Histophilus somni gibi bakteriyel pek ¢ok patojen etkeni bir
arada bulundurur (Headley ve ark., 2018; Griffin ve ark., 2010). Enfeksiyon kaynakli
hayvan refahindaki diisiise bagl olarak kilo kayb1 ve karkas kalitesindeki azalma,
profilaksi ve veteriner hizmetleri giderlerinin artmasi, dol veriminde azalma, hayvan
Oliimlerinin goriilmesi gibi etmenler yetistiricilerin biiylik ¢apli ekonomik kayiplar

yasamasina yol agar (Ellis 2010).

BPIV3 solunum sistemi hastaliklar1 kompleksine zemin hazirlayan en 6nemli
viral ajanlardan birisidir (Karron ve Colins, 2007). Diinya genelinde yaygin olarak
bulunan etken her yastan ve irktan sigirda enfeksiyon meydana getirse de geng
hayvanlarda goriilme sikli§1 daha yiiksektir. Sonbahar ve ki aylarinda ortaya ¢ikan
hastalik cogunlukla subklinik seyreder fakat diger etkenlerin enfeksiyona katilmasi

durumunda 6liimciil bronkopnomoniler sekillenebilir (Ellis 2010).

Ulkemizde ulusal asilama programinda, solunum sistemi hastaliklarma kars
profilaktik bir uygulama bulunmamaktadir. Bununla birlikte gelistirilen ticari attentie
canli veya inaktif kombine asilar 6zel veteriner kliniklerinin olusturdugu protokollere
gore hayvan sahiplerinin istekleri dogrultusunda uygulanabilir. Buna ragmen bazi
yetistiricilerin solunum sistemi enfeksiyonlarin1 énemsememesi, koruyucu islemlerin
devlet eliyle yapilmamasi ve {llkemizde 0&zellikle bazi donemlerde hayvan
hareketlerinin artmasindan dolayr solunum sistemi enfeksiyonlarinin prevalansi

oldukca yiiksek seyretmektedir.

Yaptigimiz ¢aligmada solunum sistemi enfeksiyonu semptomlar1 gosteren ve
asillanmamis si8irlardan alinan nazal/konjuktival swap ve l6kosit orneklerinde
BPIV3’iin RT-PCR teknigi ile molekiiler olarak tespit edilmesi amaclanmistir. Bunun
yan1 sira konjuktival ve nazal swap Orneklerinde DIF yontemi ile etkenin antijenik

tanisinin  konulmasi hedeflenmistir. Bu sayede BPIV3 enfeksiyonunun sigirlar
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arasinda yayginliginin ortaya konulmasi ve solunum sistemi hastaliklarinda bu virusun
etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica sigirlarda goriilen solunum sistemi
enfeksiyonlarinda hasta hayvanlardan hangi marazi maddenin alinmasi durumunda

laboratuvar teshisinin dogru bir sekilde yapilabilecegi de belirlenmeye caligiimistir.

Ulkemizde konuyla alakali pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. Hacioglu (2011),
Ankara bolgesindeki sigirlardan topladig1 nazal swap orneklerinde RT-PCR teknigini
kullanarak BPIV3’iin molekiiler teshisi iizerine ¢alismis ve %]1,41 (1/71) oraninda
pozitiflik saptamistir.

Timurkan ve ark. (2019), Erzurum bolgesindeki sigirlardan aldiklart 127 nazal
swap ve 28 akciger doku 6rneginde BPIV3 ve BRSV niikleik asit tespiti tizerine
calismislardir. RT-PCR metodu kullarak gercgeklestirdikleri arastirmada toplamda
%1,94 (3/155) oraninda BPIV3 niikleik asiti tespit etmislerdir.

Comakli ve Ozdemir (2019), Erzurum bdlgesindeki sigirlardan topladiklart
meme dokusu Orneklerinde BHV1 ve BPIV3 varligim arastirmislardir. qRT-PCR
teknigi kullanilarak yapilan bu arastirmada %?21,67 (26/120) oraninda sadece BPIV3’e
ait niikleik asit varlig1 tespit edilirken, %4,16 (5/120) oraninda da iki etkene ait viral

genom varlig1 ortaya koyulmustur.

Albayrak ve ark. (2019), Ordu bolgesinde solunum sistemi enfeksiyonu
nedeniyle dlen bir sigirda BPIV3 viral genomunu molekiiler olarak tespit edebilmek
icin akciger doku Ornegi kullanmiglardir. Homojenizasyon sonrast elde ettikleri
inokulumu virus izolasyonu ve molekiiler teshis amaciyla MDBK hiicre kiiltiiriinde
pasajlamiglar bununla birlikte homojenatta BPIV3’e ait niikleik asit varligim
arastirmiglardir. RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan bu ¢aligmada hem virus inokule
edilen hiicrelerde hem de homojenatta viral niikleik asit varligini tespit etmislerdir.
Izole edilen etkenin filogenetik analiz ¢alismalar1 sonucu BPIV3 genotip C grubunda
yer aldigi ortaya koyulmustur. Bu arastirma ile Tiirkiye’de ilk defa BPIV3’iin
izolasyonu gergeklestirilmis bununla birlikte BPIV3 genotip C grubunda yer alan bir

izolat elde edilmistir.
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Toker (2019), Bursa ve cevre illerinde solunum sistemi enfeksiyonu belirtileri
gosteren sigirlardan alinan 133 nazal swap ve 60 akciger doku 6rneginde solunum
sistemi enfeksiyonuna neden olan viruslarin izolasyonu ve molekiiler teshisi iizerine
calismistir. RT-PCR yonteminin kullanildigr molekiiler ¢aligmada sadece bir nazal

swap Orneginde BPIV3 etkenine ait niikleik asit tespit edilmistir.

Zhu ve ark. (2011), Cin’de yaptiklar1 arastirmada solunum sistemi enfeksiyonu
semptomu gosteren 63 sigirdan aldiklari nazal swap o6rneklerinde RT-PCR yontemiyle

BPIV3 niikleik asit varligini aragtirmislar ve 4 drnekte pozitiflik belirlemiglerdir.

Thonur ve ark. (2012), yaptiklar arastirmada solunum problemli hayvanlardan
kis aylarinda aldiklar1 nazal swap, akciger dokusu, bronkoalveolar lavaj ve treka
dokusu gibi 6rneklerde qRT-PCR teknigi ile BPIV3 niikleik asitini tespit etmeye
calismislar ve yukarida belirtilen marazi maddelerde sirasiyla %2,94 (4/136), %6,60
(7/106,) %10,52 (2/19), %5,26 (1/19) oraninda pozitiflik elde etmislerdir.

O’Neill ve ark. (2014), Irlanda’da yaptiklari retrospektif ¢aligmada, 2008-2012
yillart arasinda solunum sistemi enfeksiyonu semptomlar1 gosteren 1364 sigirdan
nazal swap Ornekleri toplamiglar. Aldiklar1 bu Orneklerde solunum sistemi
enfeksiyonuna yol acan bazi viral etkenlerin niikleik asit varligini arastirmislardir.
gRT-PCR ve qPCR teknigini kullanarak yaptiklart molekiiler arastirmada, BPIV3

enfeksiyonunun oran1 %7 (95/1364) olarak belirlemislerdir.

Moore ve ark. (2015), Avustralya’dan diger iilkelere ihrag edilecek olan 1484
s1gir1 solunum yolu enfeksiyonuna yol acan bazi viral ve bakteriyel etkenlere yonelik
taramiglardir. Nazal swap Orneklerinde qRT-PCR ve PCR yontemini kullanarak
niikleik asit varliginin arastirildigi bu ¢alismada BPIV3 %1,4 (21/1484) oraninda tespit

edilmistir.

Veljovic ve ark. (2016), Sirbistan’da yaptiklar1 ¢alismada ciddi solunum
sistemi enfeksiyonu bulgulari olan 119 sigirdan aldiklar1 nazal swap orneklerini 6nce

MDBK devamli hiicre kiiltiirlerine ekmigler daha sonra RT-PCR teknigini kullanarak
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yaptiklari molekiiler arastirmada %6,72 (8/119) oraninda BPIV3 niikleik asit varligi

tespit etmislerdir.

Kishimoto ve ark. (2017), Japonya’da sigirlarda solunum sistemi
enfeksiyonuna neden olan 16 farkli etkenin qRT-PCR teknigi ile molekiiler olarak
tespiti lizere yaptiklart arastirmada farkli ciftliklerdeki 40 sigirdan nazal swap

ornekleri almiglar ve BPIV3’ii tespit edememiglerdir.

Headley ve ark. (2018), Brezilya’da yaptiklar1 ¢alismada ise solunum sistemi
enfeksiyonu semptomu gosteren 23 sigirdan aldiklar1 nazal swap Orneklerinde

BPIV3’ii izole edememistir.

Kamdi ve ark. (2020), Hindistan’da 166 sigir ve 240 mandadan elde ettikleri
akciger, mediastinal/bronsiyol lenf nodiilleri ve trake dokularinda RT-PCR ve DIF
tekniklerini kullanarak BPIV3’iin teshisi iizerine ¢alismislardir. Arastirma sonucuna
gore %3,69 (15/406) oraninda etkene ait niikleik asit ve antijenik yapilar tespit

edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda 190 hayvandan aldigimiz nazal swap 6rneklerinin ikisinde
BPIV3 varligini tespit ettik. Ayn1 hayvanlardan alinan konjuktival swap ve l6kosit
orneklerinde ise etkene ait niikleik asit varlig1 tespit edilemedi. Pozitif sonu¢ alinan
nazal swap Orneklemeleri solunum sistemi hastaliklarinin siklikla goriildiigii aralik-
subat aylarinda gergeklestirildi. Hayvanlarin yaklasik 3 ile 7 giindiir devam eden
abdominal solunum, 39 °C ve iizeri ates, mukopurulent nazal akinti, oksiiriik gibi
hastalik semptomlar1 gdstermeleri nedeniyle enfeksiyonun akut déneminde olduklari

distintilmiistiir.

Bunun yani sira diisiik olan pozitiflik oraninin ve olas1 etken tespit ihtimalinin
artirtlmas1 amaciyla nazal ve konjuktival swap orneklerinin hiicre kiiltiirline ekimi
gerceklestirildi. Hiicre kiiltlirii ekimini takiben pleytler hiicrelerde meydana gelen
sitopatolojik etkilerin gézlemlenebilmesi i¢in 7 giin boyunca invert mikroskop ile
incelendi. Pleytler incelemeleri takiben -80 °C’ye kaldirildi ve daha sonra 37 °C’de

¢ozdiiriildii. Bu islemler ekim amaciyla supernantlarin kullanilmasi yolu ile 2 kez daha
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tekrar edildi. Kor pasaj sonucunda yapilan mikroskobik incelemelerde herhangi bir

CPE gozlenmedi.

Bizim arastirmamiza benzer olarak Noori ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢calismada
da 25 adet DIF ve PCR analizlerinde pozitiflik tespit edilmis 6rneklerin sadece bir
tanesinin hiicre kiiltiirli pasajlarinindan etken izolasyonu gergeklestirilmistir. Etkenin
frajil bir yapiya sahip olmasi ve hiicre hatlarina zor adapte olmasindan 6tiirii bir
ornekten izole edilebildigi diisiiniildii. Bu sonuglar BPIV3 enfeksiyonunun teshisinde

hiicre kiiltiirii calismalarinin giigliigiinii gostermektedir.

Diinya genelinde ve iilkemizde BPIV3 enfeksiyonunun prevalanst oldukca
yiiksektir (Kale ve ark., 2013; Spilki, 2016; Giir, 2018). Bu nedenle seropozitif
sigirlarin buzagilar1 kolostral yolla maternal antikorlar1 edinebilirler. Bu antikorlar
buzagilarda ortalama 10 haftaya kadar tespit edilebilir titrededir, bazen yliksek
diizeyde BPIV3 antikoru igeren bir kolostrum alan buzagida bu siire 19-23 haftaya
kadar uzayabilmektedir (Elenkumaran, 2013). BPIV3 seronegatif buzagilar iizerinde
yapilan c¢alismalarda intranazal virus inokulasyonundan 6 giin sonra lokal (IgA) ve
sistemik (IgM ve IgG) antikorlarin gozlemlenebildigi ortaya konulmustur
(Elenkumaran, 2013). Enfeksiyonu takip eden siirecte ndtralizan antikorlar 3-5 ay
boyunca yiiksek seviyelerde seyrederken, nazal sekretlerdeki antikor titresi 6-8 hafta
igerisinde tespit edilemeyecek konsantrasyonlara geriler (Sharma ve Adlakha, 2009).
Fakat reenfeksiyon durumlarinda mukozal ve serum antikor seviyeleri ilk enfeksiyona
oranla ¢ok daha yiiksek titrelere ulasir. Nazal antikor titresi 5 aya kadar, serum antikor
seviyesi ise ¢cok daha uzun siireler tespit edilebilir diizeye yiikselir. Bununla birlikte
virusun yliksek seviyelerde mukozal, diisiik seviyelerde serum antikor konsantrasyonu
bulunan buzagilarda hastalik meydana getirmezken, tersi durumlarda klinik belirtilere

neden oldugu bilinmektedir (Frank ve Marshall, 1971).

Bu nedenle etkenin nazal sekretler yoluyla sagilmasi antikor titrelerindeki
farkliliklara gore degisim gostermektedir. Genel anlamda mukozal immunite
enfeksiyonun onlenmesi ve sacilimin azaltilmasina yonelik rol oynarken, sistemik
immunite meydana gelmis olan bir enfeksiyonun daha hafif seyretmesini saglar

(Elenkumaran, 2013; MacLachlan ve ark., 2017). BPIV3 enfeksiyonunun
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Onlenmesinde mukozal immunite sistemik immuniteye oranla daha 6n plandadir
(Maclachlan ve ark., 2017). Bu nedenle buzagilar maternal antikor almis olsa dahi yine
de enfekte olabilir ve virusu sagabilirler. Fakat kolostrum almis olan buzagilarin
enfeksiyonu ¢ok daha hafif veya subklinik sekilde gecirdikleri bilinmektedir (Omar ve
ark., 1966). Maternal antikorlarin nazal bolgeye go¢ ederek klinik semptomlarin

olugmasini engelledigi diisiiniilmektedir.

Paramyxoviruslar gibi zarli viruslar genellikle canli viicudundan ¢ikip ¢evre
sartlarina maruz kaldiklarinda oldukga kirilgan bir hale gelirler. Pirtle ve Beran (1991),
etkeni 10°° DKID 50/ml diliie edip farkli ortamlar1 kontamine ettiklerinde deride 20
dakika, eldivende 1,5 saat ve cansiz ylizeylerde en fazla 6 saat enfektif oldugunu tespit
etmislerdir. Bu nedenle alinan 6rnekler miimkiin olan en kisa siirede soguk zincir
altinda laboratuvarlara getirilmeli ve gerekli testler uygulanmalidir. Diinya genelinde
yapilan molekiiler aragtirmalarin pek cogunda diisiik pozitifliklerin goriilmesinin

nedenlerinden birisi de etkenin zarl1 ve frajil bir yapiya sahip olmasidir.

BPIV3’ iin molekiiler ve virolojik olarak tespiti lizerine yaptigimiz bu
calismada orneklemelerin yapildigi hayvanlarin seropozitif olmasi ve etken frajilitesi

gibi nedenlerden 6tiirli prevalansinin diisiik olarak tespit edildigi kanisina varilmistir.

Arastirmamizda BPIV3 tespiti yapilan hayvanlarin kayitlarindan asisiz
olduklari, yaglarinin 6 ay ile 12 ay arasinda oldugu ve bulunduklar1 ahira 10-15 giin
once getirildikleri bilgisine ulagilmigtir. Ayrica bu hayvanlarin yar1 agik ve kapal
sistem ahirlarda barindirilmalari, yetersiz ventilasyon, yeni gelen hayvanlara karantina
uygulanmamasi, hijyen tedbirlerine uyulmamasi ve barmaklarin hakim riizgarlara
kars1 korunaksiz olmasi gibi nedenlerden dolay:r enfeksiyonun gelismis olabilecegi

distinilmiistiir.

Calismamizda viral niikleik asit varligi tespit edilen hayvanlarda hastaligin
erken evrelerinde mukozal ve sistemik immun cevabin yeterli diizeye ulagmamasindan
dolay1 etken teshisinin konulabildigi kanisina varilmistir. Klinik semptom gosterdigi
halde BPIV3 viral genomu tespit edilemeyen hayvanlarda diger viral, bakteriyel veya

paraziter patojenlerin neden oldugu bir solunum sistemi enfeksiyonunun sekillendigi
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veya BPIV3 enfeksiyonu sonrasi meydana gelen sekonder enfeksiyonlara bagli bir
klinik tablo oldugu diisliniilmistiir. Bununla birlikte 6rnekleme yapilan klinik
semptomlar1 hafiflemis hayvanlarda etkenin tespit edilememesinin nedeni olarak
hastaligin iyilesme asamasinda olmasindan otiirii etkeni bulundurmadiklar1 veya
siddetli semptom gostermelerinin iizerinden yaklasik 1-2 haftalik bir siirenin ge¢mis

olmasindan dolay1 konvelesan donemde olduklari kanisina varilmastir.

Etkenin viremi déneminin olmamasi veya ¢ok kisa olmasi nedeniyle 16kosit
orneklerinde virusun tespit edilememesinin dogal oldugu diisiiniilmiistiir. Bununla
birlikte BPIV3’iin pnomositler, bronsial hiicreleri, trake epiteller gibi NANA reseptor
molekiillerinin ¢ok¢a bulundugu solunum kanali hiicrelerine affinite gosterdigi
bilinmektedir (MacLachlan ve ark., 2017). Konjuktival swap drneklerinde virusa ait

niikleik asit tespitinin bu nedenle gerceklestirilemedigi diistintilmektedir.

BPIV3’iin A, B ve C olmak iizere bilinen 3 genotipi vardir. Bu genotipler ilk
kez BPIV3a ABD’de (Reisinger ve ark., 1959), BPIV3b Avustralya’da (Harwood ve
ark., 2008), BPIV3c Cin’de izole edilmistir (Zhu ve ark., 2011). Son yillarda yapilan
molekiiler ¢calismalarda etkenin belirtilen genotiplerinin diinya’nin pek ¢ok bolgesinde

sirkiilasyon halinde oldugu gosterilmistir.

BPIV3a Kuzey Amerika’da (Qiao ve ark., 2009), Cin’de (Leal ve ark., 2019),
Japonya’da (Ohkura ve ark., 2013) ve Misir’da (Sobhy ve ark., 2017) bildirilmistir.
Bununla birlikte, Harwood ve ark. (2008), Avustralya’da yaptiklar1 ¢caligmada farkl
saha suslarinda BPIV3a ve ilk kez BPIV3b genotiplerini izole etmislerdir. Wen ve ark.
(2012), gerceklestirdikleri arastirmada Cin’de BPIV3c genotipinin yani sira
BPIV3a’y1 da izole etmislerdir. Neill ve ark. (2015), yaptiklar1 arastirmada ABD’de
BPIV3a genotipinin yani sira BPIV3b ve BPIV3c genotipinin de sirkiilasyon halinde
oldugunu bildirmislerdir. Maidana ve ark. (2012), mandalar iizerine Arjantin’de
gerceklestirdikleri arastirmada etkenin 3 genotipini de izole etmislerdir. BPIV3c
Cin’de izole edildikten sonra Giliney Kore’de (Oem ve ark., 2013) ve Japonya’da
(Konishi ve ark., 2014) tespit edilmistir.
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Filogenetik agacin cizilmesinde kullanilan referans dizinler ve bu calismada
elde ettigimiz susa ait sekans verilerinin MegaX programi kullanilarak Pariwise
Distance analizi sonucu saha susu Albayrak ve ark. (2019), Samsun’da yaptiklar
calismada elde ettikleri izolata (MH357343) %99,68; Timurkan ve ark. (2019),
Erzurum’da yaptiklar calismada elde ettikleri izolata (KY511410) %97,99 genetik
benzerlik gosterdigi sonucuna ulasilmistir. Bununla birlikte arastirmamizda izole
ettigimiz virusun Zhu ve ark. (2011); Wen ve ark. (2012), Cin’de yaptiklari
calismalarda elde ettikleri izolatlara (HQ530153, KU198929, KT071671) %99.2;
Konishi ve ark. (2014), Japonya’da yaptiklar1 arastirmada elde ettigi izolatlara
(LCO000638, LC040886) sirastyla %96,62, %97,31; Oem ve ark. (2013), Giiney
Kore’de yaptiklar1 calismada izole ettikleri virusa (JX969001) %97,31 oraninda
genetik yakinlik gdsterdigi sonucuna ulasilmistir. Diger yandan Sobhy ve ark. (2017)
Misir’da yaptiklari arastirmada izole ettikleri susla (KP757872) %79,22; Neill ve ark.
(2015), ABD’ de yaptiklar1 ¢alismada izole ettikleri susla (KJ647289) %80,45
oraninda genetik yakinligi bulunmaktadir. Arastirmamizda elde ettigimiz etkenin
referenz sus kabul edilen SF-4 susuna olan genetik yakinlig1 ise (AF178655)
%82,12°dir.

Bu bilgiler 1s181nda tez ¢alismamizda elde edilen susun filogenetik analizine
gore Cin, Tiirkiye, Japonya ve Giiney Kore’deki bazi izolatlarla yakin genetik iliskide
oldugu ve BPIV3c igerisinde yer aldig1 tespit edilmistir. Ote yandan ABD ve Misir’da
tespit edilen izolatlardan Asya izolatlarina oranla genetik olarak daha uzak oldugu

sonucuna ulagilmistir.

Tiirkiye’de BPIV3’iin viral genom tespiti ve sekans analizi lizerine yapilan {i¢
calisma bildirilmistir (Albayrak ve ark., 2018; Timurkan ve ark., 2016; Toker, 2019).
Tez calismamizda elde ettigimiz veriler bu ¢alismalar ile benzerlik gdstermektedir.
Aragtirma sonuglarimiz Tiirkiye’de BPIV3c genotipinin sirkiilasyon halinde oldugunu
desteklemektedir. Diger yandan RT-PCR metodu ile viral genom tespiti yapilan 175
NS numarali 6rnegin sekans analizi sonucu herhangi bir veri elde edilememistir.
Bunun nedeni olarak ekstrakte viral RNA’nin frajil bir yapiya sahip olmasindan otiirii

saklama asamasinda degrede oldugu diistiniilmiistiir.
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Saaed ve ark. (2016), Sudan’da yaptiklar1 arastirmada izole ettikleri susun
sekans analizi sonucu genetik olarak %93-95 arasinda degisen oranlarla BPIV3’e, %94
oraninda SPIV’ e benzerlik gdsterdigi sonucuna ulasmislardir. Suslar arasinda goriilen
diisiik oranlardaki genetik farkliligi (%7-5), RNA genomu tasiyan viruslarda meydana
gelen mutasyonlar ve rekombinasyon olaylariyla agiklamislardir (Murphy ve ark.,

1999; Saaed ve ark. 2016).

Etkenin nazal swap orneklerinden RT-PCR teknigi kullanilarak tanisi {izerine
yaptigimiz ¢alismanin sonuglar1 daha 6nce yapilan (Hacioglu 2011; Thonur ve ark.,
2012; Timurkan ve ark. 2019; Veljovic ve ark., 2016) caligmalarla paralellik
gostermektedir. Ote yandan Comakl1 ve Ozdemir (2019) ile Albayrak ve ark. (2019),
yaptiklar1 ¢alismalarda viral niikleik asit izolasyonunu daha yiiksek oranlarda tespit
etmislerdir. Bunun nedeni ¢alismalarda kullanilan enfekte doku materyallerinin nazal
swap Orneklerinden ¢ok daha fazla viral yiike sahip olmasi bunun yani sira hiicre

kiiltiirli inokulasyonlart ile virusun zenginlestirilmesi olarak diistinlilmiistiir.

Sigirlarda BPIV3’iin antijenik olarak tanisi iizerine yapilan ¢aligmalar 1960’11
yillarda baglamis olup genel anlamda deneysel ¢alismalardir. Van der Maaten (1969a),
etkenin farkli hiicre kiiltiirlerinde ve deney hayvanlarinda tireme kabiliyeti tizerine bir
arastirma yapmustir. Direkt immunfloresan antikor boyama yonteminin kullanildigi bu
arastirmada virusun MDBK (Mardin Darby Bovine Kidney) ve BK (Bovine Kidney)
hiicre kiiltiirii hatlarinda iyi bir sekilde iiredigi fakat EBTr (Embryo Bovine Trechea)
hiicre kiiltiirii hattinda tiremedigini ortaya koymustur. Bununla birlikte etkenin deney
hayvanlarindaki etkisinin tespiti amaciyla BPIV3 ile intraanazal yolla enfekte edilen

hamsterlerin turbinate, treka ve akciger hiicrelerinde virusa rastlanmistir.

Bu arastirmada ayrica alinan nazal ve konjuktival swap orneklerine DIF testi

uygulanarak etkenin hizli tanisina ¢alisilmstir.

Van der Maaten (1969b), etkenin sigirlardaki enfeksiyon yetenegi ve penetre
oldugu dokular iizerine yapmis oldugu diger bir deneysel ¢alismada immunfloresan
teknigi kullanmistir. Kolostrum almamuig 1 yasli buzagilara intranazal ve intratrakeal

yolla etken inokule etmis, on giin boyunca aldig1 nazal swap Orneklerinde besinci
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giinden sonra virus teshisi gergeklestirememistir. Bunun yani sira inokulasyonun
onuncu giiniinden sonra nekropsiye alinan hayvanlarin dokularinda virus teshis
edilmeye c¢alisilmis, dorsal ve ventral turbinatelerde etkene rastlanirken, tonsillerde,

trakede, akcigerde, bronsial ve retrofarengeal lenf yumrularinda tespit edilememistir.

Alkan ve ark. (2000), solunum sistemi klinik bulgular1 gosteren 95 sigirdan
aldiklar1 nazal swap orneklerinde DIF teknigini kullanarak BHV-1, PI-3 virus, BRSV
ve BVDV tespiti lizerine yaptiklar1 ¢alismada %10,5 (10/95) oraninda PI-3 virus
pozitifligi tespit etmislerdir.

Gengay ve Akga (2004), koyunlardan aldiklari nazal swap, akciger, mediastinal
lenf yumrusu ve l6kosit drneklerinde DIF teknigi ile BPIV3’lin antijenik teshisi
lizerine yaptiklar1 arastirmada nazal swap numunelerinde %17,4 (23/132), akciger
doku oOrneklerinde %11,4 (16/140) oraninda pozitiflik elde ederken, lokosit ve

mediastinal lenf yumrusu 6rneklerinde etken teshisi gergeklestirememislerdir.

Ceribas1 ve ark. (2012), kegilerden topladiklar1 akciger dokularinda direkt
immunfloresan (DIF) ve direkt immunoperoksidaz (DIP) teknikleriyle BPIV3 teshisi
lizerine bir aragtirma yapmuslardir. Akcigerlerin apikal ve kardiak loblarinda kirmizi-
mor ve gri renk degisimleriyle karakterize konsolide alanlarindan alinan 106 doku
orneginde uyguladiklar1 DIF testiyle %41,5 (44/106) , DIP testiyle ise %28 (30/106)

oraninda pozitiflik tespit etmislerdir.

Yine Ceribas1 ve ark. (2014) yaptiklar1 diger bir ¢aligmada kesimhanelerden
topladiklar1 apikal ve kardiak loblarinda makroskobik pndmoni bulgular1 gosteren 247
akciger numunesini I[P ve DFAT yontemlerini kullanarak BRSV, BAV3, BHV-1 ve
BPIV3 antijenlerinin direkt tespiti lizerine aragtirma yapmislardir. Calisma sonucunda
DIF testi ile %10,5 (26/247); IP teknigi ile ise %6,8 (16/247) oraninda BPIV3

pozitifligi belirlemislerdir.

Delgado ve ark. (2005), saglikli ve solunum sistemi enfeksiyonu olan

sigirlardan aldiklar1 nazal swap 6rneklerinde DIF ve DIP teknikleri ile BPIV3 varligini
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teshis etmeye ¢alismiglardir. Sonugta DIF yontemi ile %37,3 (151/405); DIP yontemi
ile ise %39,1 (212/542) pozitiflik belirlemislerdir.

Maidana ve ark., (2012) Arjantin’de 12 mandadan aldiklar1 nazal ve vaginal
swap Orneklerinde BPIV3’iin molekiiler ve antijenik teshisi lizerine arastirma
yapmiglardir. Yapilan ¢aligmada 6rneklerden elde edilen inokulumlar MDBK hiicre
kiiltiirine ekilip zenginlestirildikten sonra RT-PCR metodu ile molekiiler, DIF testi ile
antijenik olarak incelenmistir. Bir nazal iki vaginal swaptan elde edilen izolatlarda

BPIV3 etkenine ait niikleik asit ve antijenik olusumlar tespit edilmistir.

Saeed ve ark. (2016), pndmoni tablosu gosteren kegi, koyun ve sigirlardan
aldiklar1 akciger dokusu 6rneklerinde DIF ve RT-PCR ydntemi kullanarak BPIV3’iin
antijenik ve molekiiler tanisi lizerine yaptiklar arastirmada, kegilerde %47,8 (11/23),
koyunlarda %9,8 (31/316) ve sigirlarda %12,8 (29/226) oraninda pozitiflik tespit

etmislerdir.

Sigirlarda solunum sistemi hastaliklar1 kompleksinin histopatolojik bulgulari
tizerine pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (Ceribasi ve ark., 2012; Ceribas1 ve ark., 2014;
Jarikre ve Emikpe, 2017). Yaptigimiz ¢alismada molekiiler ve antijenik olarak BPIV3
etkeni teshis edilen bir hayvanmin akciger dokusu flizerinde gerceklestirdigimiz
histopatolojik muayenede bu arastirmalar1 destekler nitelikte bulgular elde edildi.
Akcigerlerin 6zellikle kranio ventral alanlarindan alinan doku numunelerinde
bronkopndémoniyi isaret eden patolojik ve histopatolojik lezyonlar goriildii. Apikal ve
kardiyak loblarda konsalidasyon, kirmizi, mor ve gri odaklar, lobuler atelaktazi

gozlendi.

Hemotoksilen eozin (HE) boyama yontemi yardimiyla ile yapilan
histopatolojik muayenede ise enfeksiyonun yayilmasini engellemeye yonelik olan bag
doku artis1 ve damarlasma, bronsiollerde epitel hiicre proliferasyonlari, intersitisyal
bolgede yangisal hiicre infiltrasyonlar1 ve septal doku artist gibi solunum yolu

enfeksiyonlarinda ortaya ¢ikan bulgular ile karsilagildi.
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Benzer sekilde Sudan’da, intisar ve ark. (2009) makroskobik pnomoni
bulgular1 gosteren akciger doku 6rneklerinde DIF, ELISA ve PCR yontemlerini
kullanarak BPIV3’iin antijenik ve molekiiler tespiti lizerine yaptiklar1 ¢alismada, DIF
ve ELISA ile alt1 6rnekte pozitiflik tespit ederlerken PCR teknigiyle dort 6rnekten
etkene ait viral niikleik asit izolasyonu saglamiglardir. Test sonuglar1 arasindaki bu
farkliliga virusun frajilitesinin, viral niikleik asit ekstraksiyonu ve PCR teknigi
asamalarindaki uygulamalarda meydana gelebilecek hatalarin ve ekstrakte edilmis

niikleik asitin uygun kosullarinda saklanmamasinin neden olabilecegi diisiintilmiistiir.

Yaptigimiz bu tez ¢aligmasinda solunum sistemi enfeksiyonu bulgularina sahip
hayvanlara ait nazal ve konjuktival swap Orneklerinde BPIV3’iin antijenik olarak
tespit edilmesi amacglanmistir. Yiiz doksan adet hayvandan elde edilen 6rneklere DIF
yontemi uygulanmis ve nazal swap orneklerinin 6’sinda (%3,15) BPIV3’e ait antijenik
yapilar tespit edilmistir. DIF testi pozitif orneklerin hepsinde solunum sistemi
enfeksiyonu semptomlar1 gézlenmistir. Konjuktival swap orneklerinde ise herhangi bir
pozitiflik tespit edilememistir. Bununla birlikte niikleik asit varlig1 tespit edilen iki
ornekte de DIF yontemi ile etken identifikasyonu saglanmistir. Bu arastirmada,
yapilan diger caligmalardan (Akga ve ark., 2004; Ceribasi ve ark., 2012; Maidana ve
ark., 2012; Ceribas1 ve ark., 2014; Saaed ve ark., 2016) daha diisiik pozitiflik orani
tespit edilmistir. Bu sonucun bolgedeki bilingli yetistiricilik, gelismis veteriner
hizmetleri ve yaygin olarak yapilan agilama ¢aligmalar1 sebebiyle enfeksiyonlarla daha

1yl miicadele edilmesinden kaynaklandig: diistiniilmiistiir.

Pozitif olarak degerlendirilen 6rneklerin alindig1 hayvanlarda ates, oksiirtik,
unilateral veya bilateral mukopurulent nazal akinti, abdominal solunum gibi solunum
sistemi enfeksiyonu semptomlarina rastlanilmistir. Bu hayvanlarin yaglarinin 3 ay ve
tizerinde olmasi nedeniyle eger annelerinden maternal antikor aldilarsa bunlarin
titrelerinin BPIV3 enfeksiyonuna karsi koruyucu bir diizeyde olmadigi kanisina
varilmistir. Bunun yani sira 6rneklerin alindigi hayvanlarin asilanmamis olmalari
nedeniyle etkene kars1 olusan immun yanitin yeterli titreye ulagmadan enfeksiyonun

klinik semptomlarinin olustugu sonucuna varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmada klinik olarak solunum sistemi enfeksiyonu semptomlari
gosteren asisiz sigirlarda BPIV3’iin RT-PCR teknigi ile molekiiler, DIF yontemi ile de
virolojik teshisi tizerine c¢alisildi. Nazal swap Orneklerinin molekiiler ve virolojik
teshiste kullanmilmasinin uygun oldugu gériildii. Ote yandan etkenin konjuktival swap
ve 16kosit orneklerinde teshisi yapilamadi. Bu nedenle bu 6rneklerin BPTV3’iin tanisi
icin uygun materyaller olmadigi sonucuna ulasildi. Bununla birlikte c¢alisilan
orneklerden iki adet saha susu tespit edildi. Bu saha suslarindan birine uygulanan
sekans ve filogenetik aga¢ calismalart sonucu bolgede bulunan susun Tiirkiye ve

Diinya’da enfeksiyona yol agan diger suslar ile genetik yakinligi tespit edildi.

Solunum sistemi enfeksiyona neden olan BPIV3’iin virolojik olarak teshisinde
hastaligin akut déneminde, dogru sekilde alinan ve soguk zincir altinda uygun
transport stvist kullanilarak ¢abuk bir sekilde tani laboratuvarina getirilen nazal swap
orneklerinin smear seklinde kullanilabilecegi kanisina varildi. BPIV3 enfeksiyonunun
nazal swap kullanilarak molekiiler ve virolojik teshis ¢calismalarinda 6zellikle solunum
sistemi enfeksiyonu semptomlar1 gdsteren sigirlarin  dikkate alimmasini  ve

orneklemelerin hastaligin akut doneminde yapilmasini 6nermekteyiz.

BPIV3 enfeksiyonunun laboratuvar tanisinda bizim arastirmamizda DIF testi
ile RT-PCR’ye gore daha fazla pozitiflik belirlenmistir. Bu acidan bu iki yontemin
BPIV3’liin tanisinda spesifite ve sensitivitelerinin belirlenmesi ve kiyaslama
yapilabilmesi i¢in fazla sayida numunede ve daha fazla calisma yapilmasi gerektigi

diisiincesindeyiz.

BPIV3 ile enfekte sigirlar solunum sekretleriyle etkeni kolayca
sacabildiklerinden oOncelikle hayvan bakim, besleme, karantina, hijyen, barinma
kosullar1 gibi hususlara dikkat edilmesinin, devlet eliyle uygulanan rutin koruma ve
kontrol programlarina BPIV3 agisinin  eklenmesinin ve BPIV3’iin yaban
hayvanlarindaki varligi ve epidemiyolojisine dayali arastirmalarin yapilmasinin

faydali olabilecegi kanisindayiz.
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