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ARASTIRMA

Elazig Yoresinde Pnomonili Sigir Akcigerlerinde Respiratorik
Koronavirus Viral Antijenlerinin Inmunohistokimya ve
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Belirlenmesi *

Bu calismada Elazi§ bolgesindeki sigirlardan alinan pnémonili akciger érneklerinde histopatolojik,
immunohistokimyasal ve Reverz transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemleriyle
Sigir Koronaviris (BCoV)'un varligi ve yayginliginin tespiti amaglanmigtir. Makroskobik olarak
pnémoni bulgusu gosteren 363 adet sigir akcigerlerinden alinan doku érnekleri histopatolojik olarak
incelendi. Mikroskobik olarak intersitisyel pnémoni tespit edilen akciderlerde; interalveoler
septumlarda kalinlasma, monontklear hicre infiltrasyonu, brons epitelinde deskuamasyon,
brongiyoalveolar lenfoid doku (BALT) hiperplazisi, bronsiolitis obliterans ve sinsityal hucre
formasyonlari  kaydedildi. intersitisyel ~pnémoni  olarak  degerlendirilen  akcigerlere
immunohistokimyasal ve PCR analizleri uygulandi. immunohistokimyasal olarak BCoV viral
antijenlerine 24 akcigerde rastlandi. Viral antijenlere bagl spesifik boyanma daha yodun olarak
brons ve bronsiyol epitelinde, peribronsiyoalveolar lenfoid dokuda, daha az olmak Uzere ise
intersitisyel bolgedeki mononiklear hicrelerde, interalveolar bosluktaki makrofaj ve sinsityal
hucrelerde ve bronsiyol lumenindeki hicresel eksudatta tespit edildi. Yine sadece intersitisyel
pnoémoni 6rneklerinde gergeklestirilen PCR analizlerinde klinik érneklere ait amplikonlarda pozitiflik
saptanmadi. Her reaksiyonda BCoV pozitif kontrollerine ait amplikonlarda beklenen buyuklikte
DNA fragmentleri géruldi (406 bg uzunlukta).

Anahtar Kelimeler: Sigir koranaviris, intersitisyel pnémoni, PCR, immunohistokimya

Determination of Respiratory Coronavirus Viral Antigens by
Immunohistochemistry and Polymerase Chain Reaction (PCR) in Cattle Lungs
with Pneumonia in Elazig Region

In this study, it was aimed to determine the presence and prevalence of Bovine Corona Virus
(BCoV) by histopathological, immunohistochemical and Reverse-transcription-polymerase chain
reaction (PCR) methods in the lung samples with pneumonia taken from cattle in the Elazig region.
Tissue samples taken from 363 cattle lungs showing signs of pneumonia macroscopically were
examined histopathologically. In the lungs with microscopic interstitial pneumonia; Thickening of
the interalveolar septum, mononuclear cell infiltration, desquamation of the bronchial epithelium,
bronchioalveolar lymphoid tissue (BALT) hyperplasia, bronchiolitis obliterans and syncytial cell
formations were recorded. Immunohistochemical and PCR analyzes were performed on the lungs
that were evaluated as interstitial pneumonia. Immunohistochemically, BCoV viral antigens were
detected in 24 lungs. Specific staining due to viral antigens was detected more intensely in the
bronchi and bronchiolar epithelium, peribronchioalveolar lymphoid tissue, and to a lesser extent in
mononuclear cells in the interstitial region, macrophage and syncytial cells in the interalveolar
space, and cellular exudate in the bronchiolar lumen. No positivity was detected in the amplicons of
clinical samples in PCR analyzes performed only on interstitial pneumonia samples. DNA
fragments of the expected size (406 bp in length) were seen in the amplicons of the BCoV positive
controls in each reaction.

Key Words: Bovine coronavirus, interstitial pneumonia, PCR, immunohistochemistry

Girig

Sigir koronaviriisii (BCoV), Coronaviridae ailesinde yer alan bir lipid zarfa sahip, tek
sarmalli, pozitif duyarli ve en blyik RNA genomuna sahip bir patojendir (1). BCoV'un
fekal-oral ve solunum yoluyla bulastigi, buzagilarda diyare, sigirlarda hemorajik ishal ile
karakterize kis dizanterisi ve 6zellikle ¢esitli yas grubu besi sigirlarinda solunum yolu
enfeksiyonlar seklinde 3 farkli sendromdan sorumlu oldugu bildiriimistir (2, 3). Son
yillarda insan ve hayvanlarda (yarasa, misk kedisi, rakun kdpegi) enterik ve respiratorik
enfeksiyonlarla iligkili siddetli akut solunum sendromu (SARS-CoV-2) ve Orta Dogu
respiratorik sendromlarina (MERS) neden olan yeni korona virus tipleri kesfedilmistir (4-
6).

Solunum sisteminde BCoV ilk defa 1993 yilinda izole edilmis ve nakil sonrasi ortaya
ciktigr bildirilmistir (3, 7). BCoV'lar, enfekte surilerde tasiyici hayvanlarin varligi

8. Uluslararasi 19 Mayis Yenilik¢ci Bilimsel Yaklagimlar Kongresi, 23-24 Kasim 2022,
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nedeniyle dunya genelinde yuksek bir prevalansa
sahiptir (8, 9). BCoV st solunum sistemi, akciger ve
bagirsak epitelini enfekte ederek, enterik form fekal-oral
yolla, respiratorik form solunum yolu ile bulagsmaktadir
(10-14). Ek olarak, BCoV besi sidirlarinda disik
biyime performansina, Sidirlarin respiratorik hastalik
kompleksi (BRDC) ile buzagilarda 6lime bagh 6nemli
ekonomik kayiplara ve hayvan refahinin azalmasina
neden olur (2, 3, 8, 15). Koronovirlis enfeksiyonlarinda
klinik olarak; ates, ishal, rinitis, dispne, anoreksi, 6ksirik
ve slt veriminde azalma bildirilmistir (12, 13, 16, 17).
BCoV ile enfekte sigirlarda makroskobik olarak kranial
akciger loblarinda konsolidasyon, fibrinli pléritis ile trakea
mukozasinda petesiyal kanama ve mukopurulent
eksudat meydana geldigi saptanmistir (18). Mikroskobik
olarak BCoV’'in solunum yollarinda; trake epitelinde
nekroz ve deskuamasyon, akcigerde bronsioler
mononikleer hucre infiltrasyonu, BALT hiperplazisi,
brons ve bronsiol epitelinde nekroz ile karakterize
intersitisyel veya fibrinonekrotizan pnémoni olusumuna
onculik ettigi ortaya konmustur (3, 18-21).

Elazi§g yoresindeki sigirlarda pndémoniye neden
olan BCoV’e yonelik daha 6nceden yapilmis serolojik,
immunohistokimyasal (IHC) ve PCR temelli bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu galisma ile Elazi§ yoresindeki sigir
pnomonilerinde BCoV’lerin tespiti, yayginligi ve bu
etkenin rol oynadi§i pndmonilerde histopatoloijik,
immunmohistokimyasal ve PCR bulgularin ortaya
konulmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Aragtirma ve Yayin Etigi: Firat Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanhgi
tarafindan 04/01/2017 tarih ve Karar No:01 ile
calismanin mezbaha materyali ve 6lU hayvan dokusu ile
calisildigi igin Etik Kurul Onayi almasina gerek olmadigi
bildirilmigtir.

Elazi§ boélgesinde yerel bir mezbahadan toplanilan
2054 sigir akcigeri incelendi. Makroskobik incelemede
pnémoni bulgusu gdsteren 363 adet sigir akcigerinden
alinan doku o6rnekleri 2 parcaya ayrilarak bir kismi
histopatolojik ve immunohistokimyasal inceleme igin
tespit solisyonuna alindi; diger kismi ise PCR analizleri
icin  -80°C dondurucuda depolandi. Yuzde 10’luk
tamponlu formaldehitte tespit edilen dokulardan parafin
bloklar hazirlanarak, 5 mikron kalinhginda alinan kesitler
Hematoksilen-Eosin yontemi ile boyandi. Kesitler isik
mikroskobunda incelenerek histopatolojik bulgulara gére;
intersitisyel, fibrinli, kataral-purulent ve granulomat6tz
olarak siniflandinildi.  Siniflandirma sonunda sadece
intersitisyel pndmoni olarak degerlendirilen akcigerlere
viral antijenlerin tespiti amaciyla RT-PCR deneyleri ve
immunohistokimyasal boyama yapildi.

immunohistokimyasal (IHC) Yéntem: IHC
boyamada Avidin-Biotin Peroksidaz Kompleks (ABC)
metodu, ilgili firmanin ydntemine go6re uygulandi
(Ultravision Detection System, Antipolyvalent, HRP/DAB,
Thermo Sciencific, Cat No: TP-015-HD) . Parafin kesitler
polylisinli lamlara alindiktan sonra 1 gece oda isisinda
kurutan kesitler ksilol ve alkol serilerinden gegirilerek
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deparafinize ve dehidre edildi. Antijenik reseptorlerin
aciga cikariimasi igin 0.01 M sodyum sitrat icerisinde 20
dk inkube edilerek daha sonra PBS ile yikanip endojen
peroksidaz aktivitesini engellemek icin metil alkol ile
hazirlanan %3 hidrojen peroksit igerisinde 10 dk
inkibasyona  birakildi.  Nonspesifik  baglanmalar
engellemek amaciyla %1 normal kegi serumunda 1 saat
bekletildi. Ardindan kesitler; Uretici firma prosediriine
goére PBS ile anilan primer antikor (Monoklonal Mouse
Bovine Korona viris antikoru, Katalog No: BC6-4A, RTI
Reagents) ile 1 gece sure ile 4°C’de inkube edildi. Tekrar
PBS’de yikanan kesitler Biotinlenmis sekonder antikor
(Thermo Sciencific, Cat No: TP-015-BN) damlatilarak 10
dk surede bekletildi. Ardindan dokular PBS ile yikanarak
ve Streptavidin peroksidaz (Thermo Sciencific, Cat No:
TS-015-HR) ile 10 dk sire ile muamele edildi. Renk
ortaya cikarici  substrat olarak DAB  (3,3-
Diaminobenzidine) (Thermo Sciencific, Cat No: TA-001-
HCX) kullanildi.  Bu solusyon kesitler ustline
uygulandiktan sonra renk degisikligi olusmaya basladigi
anda reaksiyon durdurularak, Mayer Hematoksilen ile 2
dk boyandiktan sonra alkol ve ksilol serilerinden
gecirilerek  entellan ile lamel kapatilarak sk
mikroskobunda incelendi.

RT-PCR Bulgularinin Degerlendirilmesi:
Ornekler: Histopatolojik olarak interstisyel pnémoni
olarak degerlendirilen akciger doku &rneklerinde BCoV
nikleik asitleri reverz transkriptaz-PCR ydéntemi ile
arastinldi

RNA Ekstraksiyonu: Dokularindan RNA
ekstraksiyonu yapmak icin Invitrogen doku RNA
Ekstraksiyon kiti TRIzol (Katalog no: 15596026, Thermo
Fisher, MA, ABD) kullanildi ve kitin talimati
dogrultusunda RNA izolasyonlari gerceklestirildi.

Viral RNA’lardan komplementer DNA (cDNA) elde
etmek amaciyla RevertAid First Strand cDNA Kkiti
(Thermo Scientific, Almanya) kullanildi  ve Uretici
firmanin 6nerdigi sekilde yapildi.

RT-PCR: BCoV igin Cho ve ark. (2)'nin bildirdigi
primerler ve ydéntem, kullanilarak gergeklestirildi
(Tablo1). PCR sonrasi elde edilen Uriinler agaroz jel
elektroforez iglemine tabi tutulup UV isik altinda 406 bp
blyukligundeki bantlar BCoV pozitif  olarak
degerlendirildi.

Tablo 1. BCoV PCR amplifikasyon Urtnleri, primer
dizileri ve uzunluklari (2)

Primer Primer dizisi Biiyiikliik Ba?s'fs"lma
Ngen-F  GCAATCCAGTAGTAGAGCGT

Ngen-R  CTTAGTGGCATCCTTGCCAA 700 >0
nested-F  GCCGATCAGTCCGACCAATG

nested-R  AGAATGTCAGCCGGGGTAG 400 >
Bulgular

Makroskobik olarak pnémoni bulgusu gosteren 363
adet sigir akcigerinden alinan doku ornekleri g1k
mikroskobunda incelenerek histopatolojik bulgulara gore;



Cilt: 37, Say: 3

159 intersitisyel (%43.80), 96 fibrinli (%26.45), 87
kataral-purulent (%23.97) ve 21’i granilomatéz (%5.78)
olmak (lizere siniflandirildi. Intersitisyel pnémonilerde
interalveoler septumlarda kalinlasma (Sekil 1A),
mononiklear hicre infiltrasyonu, brons epitelinde
deskuamasyon, brongiyoalveolar lenfoid doku (BALT)
hiperplazisi, brongiolitis obliterans genel histopatolojik
degisimler olarak kaydedildi (Sekil 1B). Ploritisin eslik
ettigi pndmonilerde; alveol limenlerinin yulaf hiicreleri ve
fibrinli eksudat ile dolu oldugu dikkati cekti. Kronik
intersitisyel pnédmoni olgularinda ise alveol [imenlerinde
noétrofil, alveoler makrofaj ve mononlklear hicre
infiltrasyonu mevcuttu. Birka¢ olguda ise bronsiyol ve
alveolar bosluklarda sinsityal hiicre formasyonlari dikkati
cekti (Sekil 1C).

IHC ile intersitisyel pnédmoni olarak degerlendirilen
159 akciger dokusundan; BCoV viral antijenlerine 24
(%15) akcigerde rastlandi. Viral antijenlerin genellikle
lezyonlu alanlarda bulundugu dikkati c¢ekti. Viral
antijenlere bagli spesifik boyanma daha yogun olarak
brons ve bronsiyol epiteli ile peribronsiyoler lenfoid
dokuda dikkati c¢ekti (Sekil 2A). Daha az olarak ise
intersitisyel bdlgedeki mononiklear hlcrelerde, alveolar
makrofaj ve bronsiyol limenindeki hiicresel eksudatta
tespit edildi (Sekil 2B). Perivaskiiler mononiiklear hicre
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infiltrasyonlari ile brongiyal bez epitelinde
immunopozitivite mevcuttu. Ayrica bronsiyol ve alveol
limenlerindeki  sinsityal  hicrelerde de  pozitif
boyanmalara rastlandi (Sekil 2C). Hafif siddette BCoV
pozitifligine ise bronsa ait kikirdak dokuda dikkati ¢ekti.

intersitisyel pnémoni érneklerinde gerceklestirilen
PCR analizlerinde doku kesitlerinden  antijenik
deteksiyon testlerinin yapilmasi sonrasinda, BCoV
antijeni tasiyan dokulardan TRIzol (Thermo Fisher, MA,
ABD) reagent ile kitin talimati dogrultusunda RNA
izolasyonlari  gergeklestirildi. Elde edilen RNA
spektrofotometrede  miktarlanarak  BCov  spesifik
primerleri ile One Step RT-PCR master miksi (Qiagen,
Hilden, Almanya) iceren RT-PCR karisiminda templeyt
olarak kullanildi. Deney igin 1sI protokolleri referansta
belirtildigi gibiydi. Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Viroloji Anabilim Dalindaki pozitif kontroller ve negatif
kontroller (templeytsiz PCR miks) RT-PCR asamasinda
calismaya dahil edildi. Agaroz jel -elektroforez

asamasinda 100 bp DNA merdiveni (NEB, MA, ABD) ile
es zamanh kosturulan klinik érneklere ait amplikonlarda
pozitifik saptanmadi. Her reaksiyonda BCoV pozitif
kontrollerine ait amplikonlarda beklenen biiyiiklikte DNA
fragmentleri gorildi (406 bg uzunlukta).

Sekil 1. A. interalveolar septumlarda kalinlasma ve mononiiklear hiicre infiltrasyonlari (ok baslari), B. Bronsiyol epitelinde nekroz ve
deskuamasyon (ok baslar) ile birlikte bronsiyolitis obliterans (ok), C. Alveolar boslukta sinsityal hiicre formasyonlari (ok baglari), HE X

100.

N P O . >
‘S — M
v 3

¢

o 4 = S * ”.._ 5
Sekil 2. A. Bronsg epitelinde (ok baslar), brons limenindeki deskuame epitel hiicrelerinde (kalin oklar), bronsgial b

-

ez epitelinde (ince

ok) ve peribronsial lenfoid dokuda (asteriks) BCoV immunopozitifligi, ME X 50, B. Bronsiyol epitelinde (ok baslan), intersitisyel
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mononuklear hiicre infiltrasyonlarinda (kalin ok), nekrorotik bronsiyol epitelinde (ince oklar) ve peribronsiyoler lenfoid dokuda BCoV
pozitifligi, ME X 100, C. Alveol epitelinde (ince oklar) ve sinsityal hiicrede BCoV immunopozitifligi, ME X 200.

Tartigsma

Bu calisma ile Elazig ilindeki sigir pnémonilerinde
BCoV'un varligi ve yayginigi IHC ve RT-PCR
yontemleri kullanilarak arastiriimistir. BCoV
enfeksiyonlari enfekte hayvan dokularinda,
sekresyonlarinda veya diskilarinda enfektif virus, viral
antijen veya viral RNA saptanarak teshis edildigi
vurgulanmistir (12). BCoV ile iligkili sindirim sistemi
enfeksiyonlarinda diski numunelerinde teshis amaciyla
en duyarl test yontemi RT-PCR olarak bildirilmistir (7).
Solunum ve bagirsak dokularinda viral antijenlerin
tespiti amaciyla BCoV hiperimmin serumu ya da
monoklonal antikorlar kullanilarak immiinofléresan veya
IHC boyama yapiimaktadir (19). Koronavirlslerin
sindirim sistemine olan etkilerinin incelendigi birgok
calisma bulunmakla birlikte, IHC (19, 20) ve
imminofloresan (9, 19, 22) yodntemlerle virisun
solunum sisteminde yerlesimi gdsteren calismalar
sinirhdir.  BCoV’un sigir populasyonlarinda ylksek
seropozitiflik diizeyleriyle (%82-90) seyrettigi
bilinmektedir (23, 24). Ulkemizde sigirlarda BCoV
enfeksiyonlarinin varlidi farkli analizlerle daha énceden
bircok c¢alisma ile ortaya konmustur (12, 25-29).
Sigirlarda BCoV seroprevalansi %4.4-100 arasinda
saptanirken (12, 25-29), Diyarbakir ilinde 433 sigir
Uzerinde  gerceklestirlen  bir calismada BCoV
seropozitifligi %75.5 olarak tespit edilmistir (24).
Sunulan galismada 159 intersitisyel pnémonili akciger
dokusunda %15 oraninda IHC olarak BCoV antijenleri
tespit edilmigtir. Diger taraftan sigir akciger 6rneklerinde
RT-PCR ile yapilan virolojik analizlerde pozitif sonug
bulunamamigtir. Bu durum &rneklenen hayvanlar
arasinda BCoV iligkin viremi safhasinda akut bir
enfeksiyonun bulunmadidina yorumlanmistir.  Akut
gecici dogal BCoV enfeksiyonlarinda &rneklerin
hastaligin baglangicinda veya hemen sonrasinda
alinmasi gerektigi vurgulanmistir (2, 3). Ek olarak
Erzurum bdlgesinde pnoémonili sigirlardan alinan
akciger doku Orneklerinde RT-PCR ile pozitiflik tespit
edilmezken, nazal swab O6rneklerinde ise %20.4
oraninda pozitiflik tespit edilmistir (27).

Histopatolojik ~ olarak ~ BCoV'’in; akcigerde
bronsioler mononikleer hicre infiltrasyonu, brons ve
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bronsiol epitelinde nekroz, sinsityal hiicre formasyonlari
ile karakterize intersitisyel pndmoni olusumuna éncultk
ettigi, daha ©Once yapillan dodal ve deneysel
calismalarda ortaya konmustur (3, 18, 22, 30). Sunulan
calismada da akcigerde benzer histolojik lezyonlara
rastlaniimigtir. BRDC’nin meydana gelmesinde solunum
yolunu etkileyen birden fazla viris ve bakteriyel
patojenin katkida bulundugu; bu sendrom igin ayirici
taninin gerekli oldugu vurgulanmistir (7). Sidirlarda
solunum yolunu etkileyen parainfluenza tip 3,
respiratorik sinsityal virus, herpes viris tip 1, adeno
viris gibi viral enfeksiyonlarda (31) ve insanlarda
SARS-CoV-2 iligkili pndmonilerde akcigerde inkllizyon
cisimcikleri tespit edilmis (5), ancak sigirlarda BCoV
etiyolojili  pnémoni olgularinda (32) ve sunulan
¢alismada inkliizyon cisimciklerine rastlanmamistir. Bu
durum solunum yolunu etkileyen diger viral ajanlarla

BCoV kaynakli pnomonilerin ayirici  teshisinde
kullanilabilecek bir kriter olarak degerlendirilebilir.
Daha o6nceki c¢alismalarda; BCoV iligkili

pnémonilerde IHC olarak viral antijenlere trake, brons,
brongiyol ve alveol epitelinde, nazal, trake ve akciger
Ilimenine dokulmis dejeneratif ve nekrotik epitelde
rastlanmistir (13, 19, 20, 32, 33). Sunulan galismada da
IHC ile akciger dokusunda viral antijenlere o©nceki
¢alismalara benzer dagilim gézlenmis; ek olarak ise
peribronsiyoler lenfoid doku, brons bez epiteli,
peribrosiyal kikirdak doku ve sinsityal hucrelerde
pozitiflik tespit edilmistir.

Sonug olarak, Elazi§ yoresindeki sidirlarda
pnémoni olusumunda BCoV antijeni varliginin géz ardi
edilemeyecek kadar yiksek oranda oldugu belirlenmis
ve Ozellikle besi siirlarinda BRDC’e goére alinacak
koruma ve tedavi tedbirleri igerisinde bu viral ajana da
yer verilmesinin gerekli oldugu diisiiniimistiir. Ozellikle
sigirlarda ¢ok etkenli BRDC durumlarinda RT-PCR
yontemi ile RNA virls antijenlerinin  ortaya
konulmasindaki gugclikler géz 6nune alindiginda,
immunohistokimyasal yontemin BCoV iligkili
pnémonilerin  teghisinde gecerli bir metot olarak
kullanilabilecegi kanaatine variimigtir.
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