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OZET

STEVIOSIDIN SIGIR PARAINFLUENZA 3 VIRUSUN IN VITRO
REPLIKASYONUNA ETKISi

Cagla YILMAZ
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Veterinerlik Virolojisi Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans, Subat/2023
Danisman: Prof. Dr. Semra GUMUSOVA

Bu yiiksek lisans tezi ile daha 6nce insan viruslar: lizerinde antiviral etkinligi
gosterilmis olan son yillarin popiiler bitkisi stevianin igerigindeki steviosidin BPIV-3
lizerindeki antiviral etkisi ilk kez arastirildi ve iilke ekonomisi a¢isindan 6nemli
kayiplar olusturan ve as1 ile de istenilen kontroliin saglanamadigi BPIV-3
enfeksiyonu ile miicadelede bir segenek olup olamayacag elde edilen yeni verilerle
ortaya kondu.

Bu amagla stevianin MDBK hiicre kiiltiiriindeki nonsitotoksik dozu sitotoksite
testi ile belirlendikten sonra BPIV-3 iizerindeki antiviral etkisi stevia ile muamele
edilen ve edilmeyen BPIV-3 titreleri, titrasyon testi ile belirlendi.

Sonu¢ olarak bu yiiksek lisans tezi ile MDBK hiicrelerinde stevianin
belirlenebilen minimum ve maksimum non sitotoksik dozlarinin 10umol/L ve 5000
umol/L oldugu ve bu oranlardada sulandirilan stevianin MDBK hiicre kiiltiiriinde
iiretilerek titresi 102/o1 m olarak &lgiilen BPIV-3 titresini sirastyla 1001 mi ve
10%p,1 mi ye diisiirerek antiviral etki gosterdigi belirlendi.

Anahtar Sozciikler: BPIV-3, Stevia, Sitotoksisite, Antiviral etki



ABSTRACT

EFFECT OF STEVIOSIDE ON BOVINE PARAINFLUENZA 3 VIRUS IN VITRO
REPLICATION

Cagla YILMAZ
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Veterinary Virology
Master, February/2023
Supervisor: Prof. Dr. Semra GUMUSOVA

The antiviral effects of stevia, the popular plant of recent years that were
shown to have antiviral activity in human viruses previously, was investigated in
BPIV-3 for the first time with this master's thesis and It has emerged with new data
whether it can be an option or not in the fight against BPIV-3 infection, that causes
significant losses of the our country economy and can not be controlled with
vaccines,

For this purpose, non-cytotoxic dose of stevia in MDBK cell culture was
determined by cytotoxicity test and after, the antiviral effect of stevia on BPIV-3 was
determined by titration test at with and without stevia treatment.

In conclusion, with this master's thesis, the minimum and the maximum non-
cytotoxic dose of stevia in MDBK cells were calculated as 10umol/L and 5000
umol/L and It was determined antiviral effect of 10°37/o1 ml BPIV-3 titer were
reduced to 1001 ml and 10%.1 ml in MDBK cell culture. respectively.

Keywords: BPIV-3, Stevia, Cytotoxicity, Antiviral effect
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1. GIRIS

Sigir Parainfluenza tip 3 virusu (BPIV-3), sigirlarda solunum sistemi
enfeksiyonlarmin en Onemli sebeplerinden birisidir. Arastirmalar ile BPIV-3
enfeksiyonunun tiim diinyada ve iilkemizdeki varligi bircok kez ortaya konmus ve
sigirlarda enfeksiyonunun varligi ile ilgili llkemizin farkli bolgelerinde yapilan
arastirmalarda ise % 18- % 91.1 arasinda degisen oranlarda seroprevalansin oldugu
belirlenmistir (Giir ve ark., 2019; Giimiisova ve ark., 2007; Yazic1 ve ark., 2019; Gay
ve ark., 2019; Leal ve ark., 2019).

BPIV-3 enfeksiyonunu 6nlemek i¢in alinan mevcut kontrol stratejileri enfekte
sigirlarda enfeksiyon kontroliinii saglayamamustir. Ulke ekonomisi agisindan oldukga
onemli olan bu enfeksiyona karst bir¢ok antiviral ile ¢alisma yapilmis olmakla

birlikte etkin kullanilan bir antiviral ise heniiz bildirilmemistir.

BPIV-3 halen iilkemiz sigirlart i¢in 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam
etmektedir. Bu onemli solunum yolu enfeksiyonu sirasinda sekonder bakteriyel
enfeksiyonlarin virusa siklikla eslik ettigi ve dolayisiyla enfeksiyon tablosunu daha
da agirlastig1, ayrica sekonder enfeksiyonlarin tedavisi i¢in antibiyotik kullanimina

da ihtiya¢ duyuldugu bir ¢ok ¢aligma ile bildirilmistir.

Tibbi bitki olarak kabul edilen Stevia rebaudiana, Asteraceae ailesine ait ¢ok
yillik kiigik bir ¢alidir. Paraguay'in kuzeydogusundaki Amambay bolgesine 6zgii
olmakla birlikte 2012 yilindan beri Antalya, Adana, Rize, Burhaniye, Soke, Yalova,
Hatay ve Izmir' de iiretimi yapilmaktadir. Stevia, icecek ve yiyecekleri tatlandirma
yetenegine sahiptir. S. rebaudiana'min yapraklari, rebaudioside ve steviosid gibi
30'dan fazla farkli steviol glikozit igerir. Son yillarda adini siklikla duydugumuz
dogal tatlandirici bir bitki olan stevia yiiksek oranda fenol, flavonoid ve antioksidan
aktivite icerir (Taleie ve ark.,, 2012). Stevianin antibakteriyel, antiseptik,
antihipertansif, antifungal antienflamatuar ve antitimoral etkinligi oldugu son
yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Ranjan ve ark. ,2011; Verma ve ark., 2019;
Momtazi-Borojeni ve ark., 2017; Mathur ve ark., 2017).

Yapilan bilimsel g¢alismalarla, stevianin virus replikasyonunu onledigini ve
virus adsorpsiyonu, penetrasyonu ve hiicreler arasindaki yayilimi engelleyerek
antiviral aktivite gosterdigi de bildirilmistir. (Ceole Ligia Fernanda ve ark., 2018;
Kedik ve ark., 2009; Sharma ve ark., 2020; Takahashi ve ark., 2001).



Bu yiiksek lisans tezi, stevianin sigir BPIV-3 {izerindeki antiviral etkinligini
gosteren ¢alismaya rastlanmamasit sebebiyle planlanmig ve sigirlarda Onemli
solunum sistemi semptomlar1 ve ekonomik kayiplara sebep olan BPIV-3 iizerinde
steviosidin antiviral etkisi ticari olarak saflastirilmis stevia preparati kullanilarak in

vitro olarak arastirilmustir.

Bu amagla oOnce stevianin MDBK hiicresindeki non sitotoksik dozu
belirlenmis, sonrasinda da MDBK hiicre kiiltiiriinde tiretilen BPIV-3 replikasyonuna
etkisi ortaya konmustur. Boylece, daha Once baska viruslar {izerinde antiviral
etkinligi gosterilmis olan son yillarin popiiler bitkisi stevianin icerigindeki
steviosidin BPIV-3 iizerindeki antiviral etkisi ilk kez aragtirilmig ve iilkemizde de
bircok yerde yetistiriciligi yapilan stevianin iilke ekonomisi agisindan Onemli
kayiplar olusturan ve as1 ile de istenilen kontroliin saglanamadigi BPIV-3
enfeksiyonu ile miicadelede bir segcenek olup olamayacagi elde edilen yeni verilerle

ortaya konmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sigirlarin Parainfluenza 3 Virusu (BPIV-3)
2.1.1.Hastahigin Tarihcesi
BRDC siit ve et iiretimi tizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle tiim diinyada

sigirlarin 6nemli hastalik etkenlerinden biri olarak kabul edilir (Horwood ve ark.,

2008 ve Zhu ve ark., 2011).

Sigir parainfluenza virusu tip 3 (BPIV-3), sigir herpes virusu tip-1 (BHV-1),
bovine respiratuar sinsityal virus (BRSV) ve bovine viral diyare virusu (BVDV) gibi
viruslarla birlikte sigirlarin  solunum sistemi hastaliklar1 kompleksi (BRDC)
icerisinde yer alan 6nemli bir viral etkendir (Fulton ve ark., 2017). Ekonomik 6nemi
olan hastaliklar icerisinde yer alan BPIV-3, iilkemiz besi ve siit sigirciligi igin de
ciddi bir tehdittir (Gumusova ve ark., 2007).

BPIV-3’ in Amerika Birlesik Devletleri'ndeki ilk izolasyonundan sonra
1960'larda, biiytime ozellikleri de dahil olmak iizere izolatlar arasindaki farkliliklar
ayritilt olarak tanimlanarak tiim diinyadaki sigir popiilasyonlarinda endemik oldugu
bildirilmistir. BPIV-3 enfeksiyonlarinin teshisi, izolatlar arasindaki genetik, antijenik
ve patogenez farkliliklarinin belirlenmesi ile parenteral ve intranazal asilarin
gelistirilmesi ile ilgili 6nemli galismalar 1970-1980 yillar1 arasinda bildirilmistir.
1997'de ise Kuzey Amerika’ da yapilan BPIV-3 iizerindeki caligsmalar viral
varyasyona ve tiirler arasi bulagma olasiligina odaklanmistir (Kapil ve ark., 1997).

BPIV-3’ {in, yaygin olarak kullanilan karma asilara dahil edilmemesi, sahadaki
solunum yolu hastalig1 vakalarinda spesifik etiyolojik teshislerinin yapilmamasi gibi
sebeplerle takip ve teshisinde yasanan basarisizligin, virusun yayilmaya devam

etmesinin sebebi oldugu ileri stirilmistiir (Karron ve ark., 2007).

2.1.2.Virus Ozellikleri

Son Kklasifikasyonda Bovine respirovirus olarak isimlendirilen Bovine
parainfluenza 3 virusu (BPIV-3), Paramyxovirida ailesinin Respirovirus cinsi
igerisinde simiflandirilmaktadir. Bu cins igerisindeki viruslar sigirlarin  6nemli
solunum yolu patojenleridir. Komplike olmayan akut enfeksiyonlarin ¢ogu subklinik
olsa da Oksiiriik, ates ve burun akintisi ile karakterize solunum yolu hastaliklarina

neden olabilirler (Ellis ev ark., 2010). Diger parainfluenza viruslari (P1V) gibi,



pleomorfik goriiniimde ve 150 - 300 nm gapinda bir genoma sahiptir (Yesilbag,
2022). Virusun genomu, niikleokapsid proteini (N), fosfoprotein (P), matriks proteini
(M), fiizyon proteini (F), biiyiik protein (L) ve hemaglutinin/néraminidaz (HN)
proteini dahil olmak tizere alt1 proteini kodlayan alt1 biiyiik a¢ik okuma gergevesini
(ORF) kodlayan yaklasik 15.500 bazdan olusur (Neill ve ark.,, 2015).
Paramyxoviridae ailesinin bir iiyesi olan sigir parainfluenza virusu tip 3 (BPIV-3),
hem gen¢ hem de eriskinlerde pndmoni ve bronkopnémoni gibi sigirlarda solunum
yolu hastaliklarina neden olabilmekte ve diinya capinda sigirlar arasinda yaygin
olarak goriilmektedir (Leal ve ark., 2019). Bu enfeksiyondan korunmak i¢in birgok
as1 iiretilmis olsa da hastaligin kontrol altina alinmasi icin yeterli olmadigindan virus
repliklasyonunu onlemek igin birgok in vitro ¢alisma yapilmis ancak halen etkili bir

antiviral belirlenememistir.

BPIV-3 bircok hayvan tiiriinde, 6zellikle sigirlarda endemik enfeksiyonlara
neden olmasina ragmen, stres, kotii beslenme ve hijyenik olmayan kosullar gibi bazi
immiinosupresif faktorler, sigirlar1 direkt ve dolayli yollardan hastaliklara yatkin hale
getirmektedir (Sobhy ve ark.,2017).

BPIV-3 her yastan hayvanda hastaliga neden olabilse de, prevalansi1 2-8 aylik
hayvanlarda daha yiiksektir (Elenkumaran ve ark., 2013).

BPIV-3 dagilimi mevsimsel degisimlerle iligkilendirildiginde ¢ogunlukla
subklinik olarak ilerledigi, sonbahar ve kis aylarinda ise daha sik enfeksiyonlara
neden oldugu belirtilmistir. Ayrica virusun diger ortak patojenlerle birlikte, nefes
darlig1, oksiiriik, yiiksek atesin yami sira burun ve konjonktival akinti gibi klinik
semptomlar1 da bildirilmistir (Maclachlan ve ark., 2017). Bugiine kadar yapilan
caligmalardaki filogenetik analiz sonuglarma gére A (BPIV-3a), B (BPIV-3b) ve C
(BPIV-3¢) olarak adlandirilan ii¢ BPIV-3 genotipi tanimlanmistir (Zhu ve ark.,
2011).

2.1.3.Patogenez

Diger solunum sistemi viruslar1 gibi, BPIV-3 de oncelikle damlacik
enfeksiyonu ile yayilir. Bir BPIV-3 virionu solunum sistemine alindiktan sonra ilk
olarak, viral zarftaki HN glikoproteininin néraminidaz aktivitesi i¢in dogal bir
substrat olan ve yiiksek oranda N-asetilnéraminik (sialik) asit igeren bir mukoza
tabakasiyla karsilagir (Morein ve ark., 1972). Sigirlarin burun salgilar ile yapilan in
vitro c¢aligmalarda, viral zarftaki HN glikoproteinlerinin, mukustaki sialik asit
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kalintilaria spesifik ve sirali olarak baglanarak, bozulmasina neden oldugunu ve
boylece virusun hedef epitel hiicrelerine penetrasyonuna izin verdigi One
siiriilmiistiir. Insan influenza virusu ile solunum yolu epitel kiiltiirlerinde yapilan
calismada ise, misinler ve hiicresel glikokalikslerin epitelyal hedef hiicreler
tizerindeki islevsel reseptorlere viral erisimi engelleme mekanizmasini, virusun
noraminidaz aktivitesi ile hiicre yiizeyindeki tuzak reseptorleri aktive ederek
asabildigi ileri siiriilmiistiir (Matrosovich ve ark.,2004). Hiicresel diizeyde BPIV-3
enfeksiyonunun patogenezi, viral zarftaki HN glikoproteininin muhtemelen spesifik
baglantilar ile sialik asit reseptorlerine baglanmasiyla baslar (Levin ve ark., 1999).
Sialik asit reseptdor molekiillerinin solunum sistemindeki yaygimligi solunum
sistemindeki ¢esitli hiicre tiplerinin (trakeal hiicreler, silyumlu ve silyumsuz
bronsiolar hiicreler, tip I ve tip II pndmonositler) virusla enfeksiyonunu agiklar. HN
proteini hiicreye baglandiginda ise F proteini ile etkilesime girerek proteininde
olusturdugu konformasyonel degisiklikle birlikte viral zarf ile konakgi hiicre zari
arasinda flizyon olusumuna neden olur (Lamb ve ark., 2006). Fiizyon ile viral
niikleokapsidin sitoplazmaya girisine izin veren hiicre zar1 M proteini, bilinmeyen bir
mekanizma ile virusun niikleokapsidden Kurtularak sitoplazmada replikasyona
baslamasma ve intrasitoplazmik inkliizyon cisimciklerinin olusumuna sebep olur

(Bryson ve ark., 1983).

2.1.4.Epidemiyoloji

Epidemiyolojik arastirmalarin  c¢ogu, Avrupa'da yasayan buzagilarda
yiritilmistir (Gulliksen ve ark., 2009). Iliman iklimlerde, enfeksiyon ve hastalik en
yaygin olarak sonbahar ve kis aylarinda ve siklikla diger akut solunum yolu virusu
enfeksiyonlartyla birlikte ortaya ¢ikar (Stott ve ark., 1980). Enfeksiyon genis bir
konakg¢1 spektrumuna sahiptir. Bu spektrum insanlar, kdpek, ke¢i, maymun, geyik,
rat, domuz, gergedan, deve, bizon gibi hem vahsi hemde evcil hayvanlari i¢ine alir
(Yesilbag, 2022). Paramiksovirus enfeksiyonlarinin biyolojisindeki en ilgi ¢ekici ve
¢ozlilmemis sorunlardan biri, tlirler arast enfeksiyon potansiyelidir. BPIV-3
antikorlarinin, c¢ogu toynakli tiiriinde oldugu da bildirilmistir (Harwood,2008).
Ayrica 1rk, siirliniin barindirdig1 sayi, beslenme ve bakim kosullar1 gibi faktorler
bolgeden bolgeye degisse de oldukea etkilidir ve hastalik her mevsiminde goriilebilir.

Hasta hayvanlar okiiler ve nazal salgilarla hastalig1 yayarlar (Yesilbag K., 2022).



2.1.5. Korunma

Enfeksiyondan korunmak i¢in yasam alanlarindaki hijyen sartlar1 ve zamaninda
asillanma oOnemlidir. BPIV-3 enfeksiyonundan korunmak i¢in kombine asilar
onerilmektedir. Asili hayvanlar virusu daha kisa siire ve daha dislk titrelerde

yayarlar (Yesilbag K., 2022).

2.1.6. BPIV-3 iilkemizdeki durumu

Ulkemiz ekonomisi agisindan bilyiik énem tasiyan BPIV-3' un iilkemizdeki
varlig1 bircok arastirma ile ortaya konmustur. Ayrica ililkemizin farkli bolgelerinde
yapilan arastirmalarda enfeksiyonun sigirlarda %18 - %91.1 aralifinda degisen
oranlarda seroprevalansa sahip oldugu da bildirilmistir (Giir ve ark., 2019; Comakli
ve ark., 2018; Ozturk ve ark., 1988; Erol ve ark., 2007). Tirkiye’de yapilan
aragtirmalar daha ¢ok koyun ve sigir lizerinde yapilmistir (Yesilbag, 2022). Ancak,
2019 yilina kadar Tiirkiye'de sigirlardan BPIV-3 izolasyonu bildirilmemistir. 2019
yilinda yapilan ¢alismada Tiirkiye'de 6len bir buzaginin akciger 6rneginden alinan ilk
BPIV-3 izolatinin genom dizilimi ve filogenetik analizi, simdiye kadar yalnizca Asya
ve Giliney Amerika'nin bazi bolgelerinde dolasimda oldugu aciklanan BPIV-3c
genotipinde gruplandirilmistir (Albayrak, 2019).

2.2. Stevia

Sifali bitkiler tiim diinyada farkli hastaliklarin tedavisi i¢in olduk¢a popiiler
hale gelmektedir (Mostofa, 2010). Stevia (Stevia Rebaudiana) da bu bitkilerden
birisidir. Giliney Amerika'da Kuzey-dogu Paraguay'in daglik bolgelerinde Rio
Monday vadisine 6zgiidiir (Katayama ve ark.,1976).

Diinya ¢apinda, 32.000 hektar stevia ekimi altinda ve %75'lik biiyiik bir kism1
Cin’dedir. Dogal bir tatlandirict bitkidir ve ticari olarak Brezilya, Paraguay, Orta
Amerika, Tayland, Kore ve Cin'in bir¢ok yerinde yetistirilmektedir. Japonya su anda
biiyiik miktarlarda stevia kullanmaktadir (Megeji ve ark., 2005). Stevia 2012 yilindan
beri Antalya, Adana, Rize, Burhaniye, Soke, Yalova, Hatay ve [zmir' de iiretimi
yapilmaktadir. Mutfak bahgesinde bile diger sebze mahsulleri gibi kolaylikla
yetistirilebilen stevia sapsiz, karsilikli olarak diizenlenmis yapraklart olan 65-80 cm
boyunda biiyliyen ¢ok yillik bir bitkidir. Stevia'nin farkli tiirleri bulunmakla birlikte

en tatlis1 S. rebaudiana' dir. Yabani Stevia bitkilerinin yapraklar1 % 0.3 dulcoside, %



0.6 rebaudiosit C, % 3.8 rebaudiosit A ve % 9.1 steviosid igerir (Sekil 2.1) (Goyal
ve ark., 2010).
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Sekil 2.1. Steviol glikozitlerinin kimyasal yapilar1 (inang, 2009).

Ngowatana, 1997°de Stevia ekstraktini saflastirarak, beyaz ince bir toz olan
steviosidini elde etmis ve nemlenmesini 6nlemek i¢in hava gegirmez bir pakette
saklamistir. Ayrica 3.000 g Steviamin 101.56 g acik sar1 ince steviosid tozu ve
iirtinleri iiretebilecegini bildirmistir. Stevia’nin i¢erdigi demir miktar1 0,97 mg/g,
kalsiyum miktar1 ise 1.47 mg/g dir. Uriiniin nem igerigi ise % 9,31 olarak

agiklanmistir (Ngowatana ve ark., 1997).

2.2.1. Stevianin Tarihi
Yiizyillardir biyo-tatlandiric1 olarak ve kan sekerini diisiirmek gibi diger tibbi

kullanimlar i¢in tercih edilen stevia, kiigiik, ¢ok yillik bir ¢ali olup taze yapraklarinin



ise hafif bir meyan kokii aromasina sahip oldugu ve bunun en dogal ve rafine
edilmemis haliyle stevia'nin en basit sekli oldugu ortaya konmustur. Ayrica beyaz
kristalli bilesigi (stevia), kalorisi olmayan dogal bitkisel tatlandiricidir ve sofra
sekerinden 100-300 kat daha tatli oldugu da bildirilmistir. (Goyal ve ark., 2010).

2.2.2. Stevianin Cogaltilmasi
Vejetatif ¢ogaltma, diisiik tohum c¢imlenme kapasitesi nedeniyle stevia'nin
tohum ¢ogaltilmasi igin en iyi yolu olarak gosterilmistir (Randi ve ark., 1980). In
Vvitro ¢ogaltmanin ise ¢ok c¢esitli bitki tiirleri igin geleneksel ¢ogaltma ve yetistirme
prosediirlerine 6nemli bir alternatif olabilecegi de ifade edilmistir (Uddin ve ark.,
2006).

2.2.3. Kurutma
Kurutma igleminin nemi ortadan kaldirdigi ve stevia bitkilerinin gorsel ve
fonksiyonel 6zelliklerinin azalmasina neden oldugu ve bunun da renk, doku, aroma,
ucucu yag icerigi ve sekli gibi nihai kalite parametrelerini de olumsuz etkiledigi
bildirilmis olup ayrica yiiksek sicaklikligin {riintin nihai kalitesini olumsuz
etkileyeceginden, tibbi 6zelliklerini ve ticari degerini azaltacagi belirtilmistir (Cuervo
ve ark., 2012).

2.2.4. Tibbi Kullanimi
Stevia rebaudiana krizantem ailesinin bir {liyesidir. Uzun yillar tibbi bir bitki
olarak yetistirilen bu bitkinin birgok medikal etkisi (anititiimoral, antidiyabetik,
antifungal, antibakteriyel, antihipertansif, vs.) bildirilmistir. Stevia'nin kolayca
bulunabildigi kullanilan iilkelerin higcbirinde olumsuz klinik raporlarin olmamasi

kullanim kolaylig1 agisindan 6nemlidir (Mahmud ve ark., 2014).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) stevianin, kan basincini diizenledigini, ¢iiriiklerle
savastigini, pankreasin daha fazla insiilin iiretmesini sagladigin1 ve bakterisidal ajan

gorevi gordigiini bildirmistir (Bhosle ve ark., 2004).

Stevianin antiviral etkisi ile ilgili de bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir. Yaygin
olarak kullanilan antiviral ajan remantadinin yiiksek virostatik etkiye sahip oldugu,
ancak neredeyse hi¢ virusidal aktiviteye sahip olmadig1 bilinmektedir, yani hiicre i¢i
boslukta veya kan damarlarinda viruslari baskilamaz. Remantadin'den farkli olarak,

kurutulmus, saflastirilmis Stevia ekstraktinin ¢ozeltileri ise belirgin virostatik ve



virusidal ozelliklere sahiptir. Yakin zamana kadar, kurutulmus Stevia Ozleri esas
olarak tatlandiricilar olarak goriiliirken, stevia ekstraktinin antiviral 6zelliklerinin
gosterilmesi, onu potansiyel bir tibbi ajan olarak daha ileri arastirmalar igin ¢ekici
hale getirmistir (Kedik ve ark., 2009).

Stevianin antiviral etkisinin gosterildigi calismalardan birinde vero hiicre
kiltiri  kullanilmis ve in vitro dretilen Herpes Simplex Virus-1 (HSV-1)
replikasyonunun stevia ile inhibe edilebildigi bildirilmistir (Oliveiraa Arildo José
Brazde, 2013). Kurutulmus stevia ekstresinin antiviral aktivitesinin arastirildigi bir
diger c¢alismada ise Teschen hastaligi virusu, infeksiydz rhinotrachitis virus, rota
virus ve coronavirusun iiremelerini inhibe ettigi gosterilmistir (Kedik ve ark., 2009).
Ayrica steviodinin antiviral etkinligi insan rotaviruslari (Takahashi ve ark., 2001) ve

zika virus tizerinde de kanitlanmustir. (Sharma ve ark., 2020)

BPIV-3 iizerinde steviodinin etkisi ile 1ilgili ise herhangi bir calismaya
rastlanmamustir. Tamamlanan bu tez ile yeni bir medikal bitki olan stevianin BPIV-3'
tin MDBK hiicre kiiltiirtindeki replikasyonu {izerindeki etkisi ilk kez arastirilarak
virusun neden oldugu enfeksiyonlar i¢in etkili bir anti viral olup olamayacagi ilk kez

degerlendirilmistir.



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. MDBK Hiicre Kiiltiirii Hazirlanmasi

Bu calismada BPIV-3’ nin iretilmesi, titrasyonu ve steviada sitotoksisite
testleri i¢in Ondokuz May1s Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali
stoklarinda bulunan Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) hiicre kiiltiirii ve
MH357343 GenBank kayit numarasi Bovine parainfluenza virus 3 Genotip (BPIV-
3¢) kullanmildi. Hiicreler steril tek kullanimlik hiicre kiiltiirii siseleri (Corning, NY
14831, USA) igerisinde, MEM Medium (1X) (Gibco Life Technologies Cat. No:
12492013) hiicre iiretme vasati kullanilarak kiiltiire edildi. MDBK hiicrelerinin
tiretildigi hiicre iiretme vasatlart %1 antibiyotik soliisyonu (penicilin-Streptomisin)
(Biological Intdustries, Cat, 03-33-1B, Israel) ve %10 fotal dana serumu (Sigma-
Aldrich Cat. No: F9665, USA) ilavesi ile hazirlandi. Tripsin-EDTA (Gibco Life
Technologies Cat. No: 1234-56, USA) soliisyonu ise MDBK subkiiltiiriinde ve
titrasyon testinde kullanilacak olan MDBK hiicre siispansiyonu hazirliginda

tripsinizasyon islemi i¢in kullanildz.

3.1.2. Mikrotitrasyon Pleyti
Titrasyon testinde ve Sitotoksisite dlglimlerinde 96 kuyucuklu mikrotitrasyon

pleyt’i (TPP cellculture testplate 96F, Cat. N0:92096, Switzerland) kullanildi.

3.1.3. Stevia
BPIV-3 replikasyonu tizerindeki etkisi incelenecek olan Stevia, SigmaAldrich

(Cat. No: 06295001-500MG, USA) firmasindan temin edildi.

3.1.4. Cell Counting Kit-8
Cell Counting Kit-8,Sigma-Aldrich (Cat. No: 96992, USA), MDBK hiicreleri

i¢in non sitotoksik Stevia dozunu hesaplamak i¢in kullanildu.

3.2.Metot

3.2.1. MDBK Hiicre Kkiiltiiriiniin hazirlanmasi

MDBK hiicre siispansiyonu hazirlamada ve virus inokulasyonunda
kullanilacak MDBK hiicrelerini iiretmek i¢cin MDBK hiicre stoklarinin konuldugu

hiicre kiiltiirii flasklar1 (25 ve 75 cm?) igerisine hiicrenin iiretilecegi flask hacminin

10



%10’u oraninda MEM hiicre iiretme vasati (%10 fotal dana serumuve %1 antibiyotik
soliisyonu) ilave edildi ve hiicreler 37°C’lik etiive kaldirilarak her giin doku kiiltiirti
mikroskobunda (Olympus, CKX41, Japan) takip edildi. Flask yiizeyinin yaklasik
%80’ ini kaplayan hiicrelerin bir bdliimiine virus inokiilasyonu yapilirken bir bolimii

ise hiicre siispansiyonu hazirlamak amaciyla tiretilmesine devam edildi.

3.2.2. BPIV-3 inokulasyonu

MDBK hiicre kiiltiirlerinden virus ekiminde kullanilacak olanlarin mikroskop
kontrolleri yapilarak flask yiizeyinin yaklasik %80’ nini kaplayan hiicrelerin hiicre
liretme vasatt hiicrenin iiretildigi ylizeyin ters tarafindan dokiilerek absorbsiyonlu
yontemle BPIV-3 inokulasyonu yapildi ve virusun hiicre yiizeyine tutunabilmesi i¢in
37°C’lik etiivde 1 saat inkubasyona birakildi, daha sonra flask igerisine MEM iiretme
vasat1 ilave edilip flasklar 37°C’lik etiive kaldirildi. Virus inokulasyonu sonrasi
hiicreler virusun hiicrede yaptig1 sitopatik etki (CPE) yoniinden her giin doku kiiltiirti
mikroskopunda takip edildi. incelenen hiicre kiiltiirlerinde yaklasik 48-72 saat sonra
CPE olusumlari belirgin olarak izlendi. CPE goriiniimii tiim hiicrelerde gézlenmeye
baslaymca flask calkalanarak hiicrelerin flasktan ayrilmasi saglandi. Sonrasinda
flasklar -80°C’de dondurulup ¢oziilerek virusun vasata gegisi kolaylastirildi. iki kez
tekrarlanan dondurup ¢6zme islemi sonrasinda virus iiretme vasati santrfiij tiiplerine
almip +4°C* de 3000 devirde santrifiij edildi. Santrifiij tiipiiniin tabanina ¢dken
hiicrelerin iist kisminda yer alan vasat (virus silispansiyonu) viallere alinarak kisa siire
igerisinde titrasyon testi ve stevia ile muamele edilmek amaciyla kullanilmak tizere

buzdolabinda bekletildi.

3.2.3. Stevianin Non-sitotoksik Dozunun Hesaplanmas1 (Sitotoksisite

Testleri)

Stevianin MDBK hiicrelerindeki sitotoksik etkisi, Cell Counting Kit-8 (CCK-
8, Sigma-Aldrich) kullanilarak belirlendi. Test, Sigma tarafindan agiklanmis olan
yonteme gore uygulandi. Yontemde, 96 kuyucuklu mikropleytlere mililitresinde
1x10° MDBK hiicresi igeren hiicre siispansiyonundan 50 pl ilave edilerek 37°C” lik
etlivde inkube edildi. 48 saat sonunda hiicreler pleyt ylizeyini kapladiginda
kuyucuklardaki hiicre {iretme vasati bosaltildi ve MEM vasati igerisinde hazirlanan,
stok stevianin farkli konsantrasyonundan (10, 20, 50, 100, 200 ve 5000 pmol/L) 50
pl (her sulandirmadan 2’ ser kuyucuga), hiicre kontrol i¢in hazirlanan kuyucuklara

ise stevia yerine 50 pl hiicre iiretme vasati ilave edilerek pleytler 37°C’ lik etiivde 24
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saat inkiibe edildi. Siire sonunda etiivden alinan kuyucuklarin igerisindeki stevia,
pipet yardimi ile hiicreye zarar vermeden bosaltilip, tim kuyucuklara CCK-8
soliisyonundan 10 pl eklendi ve 37°C de 2 saat inkiibe edildi. Siire sonunda pleytler
optik yogunlugu (OD) 450 nanometre (nm) olan mikroplate okuyucuda (Tecan
Infinite F50) okundu ve her kuyucugun OD’si mikroplate okuyucu iizerinde
kaydedildi. Test 3 kez tekrarland1 ve stevianin non sitotoksik dozu “[(OD test-OD
blank)/(OD kontrol-OD blank)]x100” formiiline gore hesaplandi.

3.2.4. Mikrotitrasyon testi

Nonsitotoksik dozda stevia uygulanan ve uygulanmayan BPIV-3’ iin doku
kiiltiri enfektif dozunun (DKID50) hesaplanmasi amaciyla mikrotitrasyon testi
yapildi (Frey ve Liess, 1971). Bu amagla virusun logl0 tabanina goére hesaplanarak
bir seri sulandirmasi yapilip her sulandirma i¢in mikrotitrasyon pleytinin 4 goziine
100’er ul konuldu. Ayni islem non-toksik konsantrasyonlarda (10 ve 5000 pumol/L)
stevia ile 24 saat inkube edilen BPIV-3 i¢inde tekrarlandi. Daha sonra sulandirmalar
iizerlerine ml’ sinde 300.000 (3x10%) canli hiicre olacak sekilde hazirlanan hiicre
siispansiyonundan 50 pl ilave edildi. Ayrica, hiicre kontrol i¢in 4 géze 100 pl vasat
ve 50 pl hiicre siispansiyonu, virus kontrol i¢in ise 100 pl virus ve 50 pl hiicre
stispansiyonundan konuldu. Mikrotitrasyon pleytinin etrafi hava almamasi amaciyla
bantlanarak inkiibasyon icin 37°C’lik etiive kaldirildi. Mikrotitrasyon pleytleri
mikroskop altinda CPE olugsumlar1 yoniinden her giin gézlemlendi ve virus kontroliin
4 goziinde de CPE olustugunda test sonuclar1 degerlendirildi. Sonuglar Spearmann-
Kaerber (Thrusfield, 2005) metoduna gore hesaplandi.

3.2.5. Istatiksel Analiz

Sitotoksisite denemelerinden (li¢ tekrar) elde edilen verilerin ortalamasi
alindi. Ayrica kontroller ve stevianin farkli dozlarmin uygulandigi BPIV-3’ lerin

viral ytik farkliliklari ise titre olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. MDBK Hiicre Kiiltiirii

Virus iiretme, titrasyon ve sitotoksisite testlerinde kullanilan MDBK hiicreleri
72. saat sonunda doku kiiltiiri mikroskobunda (Olympus, CKX41, Japan)
fotografland1 (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. MDBK hiicre kiiltiirti (x10 biiyilitme) 48. Saat

4.2. BPIV-3 inokulasyonu

MDBK hiicreleri {izerine adsorbsiyonlu yontemle inokule edilen BPIV-3,
doku kiiltlirii mikroskobunda kontrol edildi ve 24, 48 ve 72. saatteki goriintiileri
fotograflandi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. BPIV-3’iin (a) 24. (b) 48. ve (c) 72. saat goérintiisii
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4.3. Stevianin Sitotoksisite Testi Sonuclari

Stevianin BPIV-3 hiicrelerinde (WST-8) canlilik testi Cell Counting Kit-8
(CCK-8, Sigma-Aldrich) kullanilarak sitotoksik etkisi belirlendi. Bu amagla BPIV-
3’ {in once 10, 20, 50, 100, 200, 5000 pumol konsantrasyonlardaki sitotoksisitesi
ol¢iildii ve % 97 oraniyla neredeyse hiicre kontrol diizeyinde bir canlilikla hiicre i¢in
non sitotoksik oldugu saptandi. Daha sonra maksimum doz i¢in 5000 pmol den
baslayarak saf steviaya kadar farkli sulandirmalarla yapilan canlilik testlerinde 5000
pmol sulandirmada % 95 oraninda canlilik saptanirken 5000 pmol' den sonraki
sulandirmalarda stevianin yogunluk nedeni ile hiicre ylizeyine yapismasindan dolay1
sitotoksisitesi olgiilemedi ve bu nedenle maksimum ve minimum nonsitotoksik doz
olan 10 ve 5000 umol sulandirma basamaklarindaki canliliklar canli hiicre sayimi ile

de dogrulanarak antiviral etkinlik i¢in nonsitotoksik doz olarak seg¢ildi (Sekil 4.3).

100 -

99

98 -

97 -
= Kontrol

96 -
M Stevia

95 -

94

93 -

92 I I I I
10umol 20umol 50umol 100umol  200umol  5000umol

Sekil 4.3. Stevianin sitotoksisite testi hiicre sag kalim oranlari

4.4. Mikrotitrasyon Testi Sonuclar:

Tez sonunda farkli stevia konsantrasyonlar1 ile muamele edilen ve edilmeyen
BPI3V’ un mikrotitrasyon testi sonunda, stevia uygulanmayan BPIV-3’ {in
enfeksiyozite giicii 1027 /0,1 ml olarak saptanirken farkli konsantrasyonlarda (10,
5000 umol/L) steviosid uygulanan BPIV-3’iin enfeksiydzite giiciliniin ise 10 pmol/L
steviosid uygulanan BPIV-3’de 10Y0,1 ml’ ye distigi, 5000 pmol/L stevia
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uygulanan BPIV-3°de ise virus iiremesinin tamamen ortadan kalkarak virusun

inaktive oldugu belirlendi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. BPIV-3’ {in steviasiz ve farkli dozlarda stevia uygulamasi sonrasi enfeksiydzite giicii

UYGULAMALAR DKIDso DEGERLERI
BPIV-3 10°3/o1 ml
BPIV-3 + 10 pmol/, stevia 10Yo1 ml
BPIV-3 + 5000 pmol/y stevia 10%,1 ml
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5. TARTISMA

Stevia, Flavonoidler cinsinde bulunan ilgili baska bir fitokimyasal grubu
olusturur. Bu polifenoller cesitli biyolojik aktiviteler gostermistir. Bu nedenle,
farmakolojik 6zelliklerine olan ilgi son yillarda 6nemli 6l¢iide artmistir ve su anda
birgok bilgi mevcuttur (Borgo ve ark., 2021). Tapan Behl ve ark., 2021 yilinda
yayiladigir derlemede birgok fitokimyasalin viruslarla miicadele etme potansiyeli
oldugunu bildirmistir. Bugiin, 6zellikle koronavirus pandemisi gibi son dramatik
olaylarin 1s18inda, yeni antiviral ajanlara yonelik kritik bir ihtiya¢ olusmustur ve
antiviral aktiviteye sahip yeni terapdtik iiriinlere olan talep artmistir. Bu nedenlerden
dolay1, insan hayatim1 kurtarabilecek ve refahini iyilestirebilecek yeni antiviral
ajanlarin  gelistirilmesi i¢in bitkilerin sistematik olarak siirekli arastirilmasi
onerilmektedir (Behl ve ark., 2021).

Stevia, viicut i¢in bir¢ok saglik yarari olan birincil ve ikincil metabolitler igeren
bir bitkidir. Bu, stevianin antihipertansif, antidiyabetik, antioksidan, antienflamatuar,
antihiperlipidemik, antikanser, antimikrobiyal, antiviral gibi faydalarinin yani sira
bobrekler ve karacigere etkileri oldugunu belirten bircok calisma ile kanitlanmistir.
2020 yilinda yayinlanan c¢aligmaya gore stevia'nin etkileri; farkli mekanizmalar
araciligiyla cesitli faydalar sagladigi ,ayrica steviadaki tatl tat, saglikli ve kalorisiz
olusu, seker yerine tatlandirici olarak kullanilabilirligi, stevianin dogal olmasi
sebebiyle bitkinin zararsiz ve sentetik bilesige gore daha diisiik toksik etkiye sahip
oldugu, stevianin ¢esitli hastaliklarin tedavisi veya 6nlenmesi i¢in potansiyel bir bitki
oldugu belirtilmistir (Latarissa ve ark., 2020).

Stevia ile yapilan bir in vitro ¢alismada, Steviosid ekstraksiyon alt iiriinleri
olarak S. rebaudiana'nin yapraklarindan elde edilen polisakkaritlerin uygulanmasinin
pratikligi g6z Oniinde bulundurularak, baslangigta antiviral aktivitede ham
polisakkaritleri kullanmay1 segctiler. S. rebaudiana'nin yapraklarindan elde edilen 1ki
ham polisakkarit olan, SFW ve SSFK’ nin, HSV-1'e kars1 aktivite gosterdigini ortaya
koydular. Polisakarit SFW'nin %50 sitotoksik konsantrasyonu (CC50) 275,0 g/mL ve
SSFK igin 1000 g/mL'den yiiksek oldugu bulundu. Ortalama %50 etkili
konsantrasyon (EC50) degerleri sirasiyla SFW i¢in 0,3 ve SSFK i¢in 18,8 g/mL idi.
CC50 ve EC50 degerleri lineer regresyon analizi ile hesaplandi. Her numunenin
secicilik indeksi (SI) belirlenmistir. CC50/EC50 olarak hesaplanmistir ve sonuglar
SSFK igin SI > 53 ve SFW igin SI = 917'dir. Arastirma sonucunda, Stevianin vero
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hiicre kiiltiirlerinde tiretilen HSV-1" in replikasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir
(Oliveiraa Arildo José Brazde, 2013). Bu yiiksek lisans tezinde ise MDBK
hiicrelerinde stevianin minimum ve maksimum non sitotoksik dozlar1 olarak ol¢iilen
10umol/. ve 5000 pumol/L dozlarinda kullanildiginda MDBK hiicre Kkiiltiirtinde
iiretilerek 10°37/,1 ml olarak 6lgiilen BPIV-3 titresini sirastyla 1001 ml ve 10%1 mI’
ye diigiirerek antiviral etki gosterdigi ve bu anlamda HSV-1 ile yapilan ¢alismanin
sonugclari ile benzer oldugu ortaya kondu.

Rotavirus lizerinde stevianin antiviral etkisine bakilan bir calismasinda ise
stevia ve Sophora flavescens (SV) 6zlerinin domuzlarda rotavirus tizerinde antiviral
aktiviteye sahip oldugunu ve oral verilen olarak verilen SV'nin stevianin bagirsak
limeninde emilimini artirarak rotavirus replikasyonunu inhibe edebildigi ve
stevianin, rotavirusun hiicresel reseptorlere baglanmasini inhibe ettigini in vitro
olarak gostermistir (Alfajaro Mia Madel ve ark., 2014). Bu galismaya benzer olarak
yaptigimiz yiiksek lisans tezi ile de 10umol/L ve 5000 pmol/L. dozlarinda stevianin
BPIV-3 ilizerinde antiviral etkili oldugu, hatta 5000 pmol/L dozda stevianin virusun
liremesini tamamen inhibe ettigi belirlendi.

S. A. Kedik ve ark 2009 yilinda yaptiklart bir ¢aligmada, 2000 pug/ml dozunda
stevia ekstraktinin teschen hastaligi virusunun iiremesini 0,5 pg, IRT virusunu 0,25
pg ve koronavirus 0,33 pg DKIDsp’ ye, 4000 pg/ml dozda stevia ekstraktinin ise,
Teschen hastaligi virusunu 0.75 pg, IRT virusunu 0.5 pg ve koronavirusu 0.66 pg
DKIDso ye diisiirerek antiviral etki gosterdigi bildirilmistir. BPIV-3 {izerinde
stevianin antiviral etkisinin arastirildigr bu yiiksek lisans tezi ile ise 10pmol/L ve
5000 umol/L dozlarinda stevianin, MDBK hiicre kiiltiiriinde iiretilen titresi 10°7/0,1
ml olarak dlgiilen BPIV-3 titresini sirastyla, 10%/0,1 ml ve 10°0,1 ml ye diisiirerek
antiviral etki gosterdigi saptanarak stevianin, Teschen virus, IRT virus ve
koronavirus gibi BPIV-3 iizerinde de antiviral etkili oldugu ortaya kondu.

Sharma ve ark. tarafindan zika virus {izerinde stevianin etkisinin arastirildig
bir diger ¢alismada pentagalloil glikoz ve steviosid gibi dogal sakkaritlerin yiiksek
afiniteyle etkilesime girerek konakei hiicreye viral girisin inhibisyonuna yol agtigi
ayrica, Parishin A ve steviosid bilesiklerinin, inhibisyon i¢in dogrulanabilir ve Zika
virisuna kars1 potansiyel ilag olarak kullanilabilir molekiil oldugu sonucuna
vartlmistir (Sharma ve ark., 2020). Bu c¢alismada ise BPIV-3 virusuna karsi da
stevianin potansiyel ila¢ olarak kullanilabilecegi ve ileri arastirmalar gerektigi

sonucuna ulagilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak; bu yiiksek lisans tezi ile BPIV-3 lizerinde antiviral ajan oldugu
gosterilen stevianin MDBK hiicrelerindeki o6lgiilebilen maksimum non toksik
dozunun 5000 pmol oldugu ve invitro sartlarda BPIV-3’lin tiremesini durdurarak
antiviral etki gosterdigi belirlendi. Bu verilerden yola ¢ikarak, BPIV-3’ {in neden
oldugu enfeksiyonun tedavisinde stevianin bir segenek olarak degerlendirilebilecegi,
ancak bu konuda hayvan deneylerinin yer aldigi kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica, lilke ekonomisi i¢in dnemli yeri olan ve sigir yetistiriciligi
icin ekonomik Onem tasiyan diger viral hastaliklar i¢in de benzer calismalarin

yapilmasi 6nerilmektedir.
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