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TURKCE OZET

Neonatal doneminde en onemli mortalite sebebi olan buzagi ishalleri birgok
faktore bagl olarak gelismekte ve biiylik ekonomik kayiplara sebep olmaktadir.
Tiirkiye’ de bugiine kadar yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda, BRV ve BCoV’ un
yeni dogan buzagilarda 6nemli oranda ishal olgularina neden oldugu gosterilmistir. Bu
calismada Tiirkiye’ nin farkl illerinden toplanan diski 6rneklerinde BRV ve BCoV’
un rolii tespit edilmek istenmistir. Projede kapsaminda toplanan ve ishal semptomu
gosteren bir aylik ve daha kiiciik yastaki toplam 213 diski 6rneginden 69 adedi (%
32,39) BRV yoniinden ve 17 adedi (%7,98) BCoV yoniunden pozitif bulundu (Tablo
4.2). Orneklerinin 82 adedinde (% 38,5) arastirilan viruslardan en az birisi (BRV
ve/veya BCoV) tespit edilirken, 65 (%30,52) adet diski 6rneginde tek BRV, 13
(%6,10) adet disk1 6rneginde tek BCoV ve 4 (%1,88) adet diski1 6rneginde BRV ve
BCoV ikili enfeksiyonu saptandi. Hiicre kiiltiiriinde virus izolasyon ¢alismasi sonucu
MA-104 hiicre hatinda 2 adet (RV-36, RV-38) saha izolat1 basarili bir sekilde izole
edildi. BRV antijen ELISA kiti ile pozitif tespit edilen 69 adet digsk1 6rneginin 54 adedi
RT-PCR yontemi ile BRV yoniinden pozitif olarak saptandi. BCoV antijen ELISA Kiti
ile pozitiftespit edilen 17 adet digk1 6rneginin 14 adedi Nested-PCR yontemi ile BCoV
yoninden pozitif olarak tespit edildi. 69 adet diski Ornegine uygulanan G
genotiplendirme RT-PCR sonuglarina gore, G6 genotipinin tespit edilmesi amaclanan
genotipler arasinda daha yiiksek olmasina karsin belirgin olarak baskin bir genotip
olmadig1 tespit edildi. Ayrica RT-PCR uygulamalar1 sonucu tespit edilmesi hedeflenen
P genotipleri arasinda da baskin bir genotipin bulunmadigi, P[5] ve P[11]
genotiplerinin birbirine yakin diizeylerde goriildiigii saptandi. Tespit edilen BRV
genotip kombinasyonlar1 sonucu baskin olan genotipin G10P[11] oldugu belirlendi.
Calismada 69 adet digk1 6rnegindeki BRV segmentlerinin poliakrilamid jel iizerinde
4/2/3/2 seklinde siralandig1 gosterilmistir. Bu sonuglar, Ag ELISA ve PCR ile BRV
yoninden pozitif tespit edilen drneklerin, SDS-PAGE testi ile bant profillerine gére
grup A'da oldugunu gostermektedir. Tiirkiye’ nin farkl illerinden yapilmis 6rnekleme
calismasi sonrasi elde edilen veriler dogrultusunda neonatal buzag: ishallerine sebep
olabilen dnemli viral etkenlerden BRV ve BCoV’ un yayginlig: tespit edilmistir ve
isletmelerde kayiplara neden olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler : Neonatal buzagi ishalleri, BRV, BCoV, Virus
izolasyonu, ELISA, PCR, Genotiplendirme, PAGE
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INGILIiZCE OZET

Detection and characterization of Bovine Rotavirus (BRV) and Bovine
Coronavirus (BCoV) in calf diarrhea cases

Calf diarrhea, which is the most important cause of mortality in the neonatal
period, develops due to many factors and causes great economic losses. In
epidemiological studies conducted in Turkey to date, it has been shown that BRV and
BCoV cause diarrhea in newborn calves at a significant rate. In this study, it was aimed
to determine the role of BRV and BCoV in stool samples collected from different
provinces of Turkey. Out of 213 stool samples, one month old and younger, collected
within the scope of the project and showing diarrhea symptoms, 69 (32.39%) were
found to be positive for BRV and 17 (7.98%) for BCoV. At least one of the
investigated viruses (BRV and/or BCoV) was detected in 82 (38.5%) of the samples,
65 (30.52%) stool samples had single BRV, 13 (6.10%) stool samples had single
BCoV and BRV and BCoV dual infection was detected in 4 (1.88%) stool samples.
As a result of the virus isolation study in cell culture, 2 (RV-36, RV-38) field isolates
were successfully isolated from the MA-104 cell line. Fifty-four of 69 stool samples,
which were detected positive with the BRV antigen ELISA kit, 54 were found to be
positive for BRV by the RT-PCR method. Of the 17 stool samples that were detected
positive with the BCoV antigen ELISA Kit, 14 were detected as positive for BCoV by
the Nested-PCR method. According to the G genotyping RT-PCR results applied to
69 stool samples, it was determined that although the G6 genotype was higher among
the genotypes intended to be detected, it was not clearly a dominant genotype. In
addition, it was determined that there was no dominant genotype among the P
genotypes targeted to be detected as a result of RT-PCR applications, and P[5] and
P[11] genotypes were observed at close levels.It was determined that the dominant
genotype among the BRV genotyped samples was G10P[11]. In the study, it was
shown that BRV segments in 69 stool samples were arranged as 4/2/3/2 on
polyacrylamide gel. These results show that the samples detected positive for BRV by
Ag ELISA and PCR are in group A according to the band profiles by SDS-PAGE test.
The prevalence of BRV and BCoV, which are important viral agents that can cause
neonatal calf diarrhea, has been determined in line with the data obtained after the
sampling study conducted from different provinces of Turkey and it has been shown
that they can cause losses in the enterprises.

Keywords: Neonatal calf diarrhea, BRV, BCoV, Virus isolation, ELISA,
PCR, Genotyping, PAGE
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1. GIRIS

Neonatal buzagi ishalleri diinyada hayvancilik sektoriinde biiyiikk ekonomik
kayiplara sebep olan, buzagi yetistiriciliginin en Onemli sorunlarmdan biridir.
Neonatal donemde en 6nemli mortalite sebebi olan ishaller, dogumdan sonra 1-10 gin
araliginda en sik goriilmekle birlikte genel olarak yasamin ilk 30 glnundeki
buzagilarda etkili olmaktadir (Ammar ve ark., 2014; Elitok & Elitok, 2016; Murphy,
Gibbs, & Horzinek, 1999; Shi ve ark., 2020). Eriskin sigirlarda rotavirus ve
coronavirus enfeksiyonlari genellikle subklinik seyreder ve bu hayvanlar etkenin yeni
dogan buzagilara bulagmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar. Anneden yavruya antikor
(Ab) gecisi olmamis ve hastaliklara karsi savunma mekanizmasi iyi gelismemis
buzagilar kolostrum alana kadar hastalik etkenlerine karsi savunmasizdir (Reber,
Lockwood, Hippen, & Hurley, 2006). Fekal-oral yolla bulasan bu viruslarin
enfeksiyon swrasinda meydana getirdigi klinik tablo ¢ok benzerdir. Ates, halsizlik,
dehidrasyon ve sivi elektrolit kayb1 sonucu her iki enfeksiyonda da hipovolemik sok
veya Olim sekillenebilir ya da sekonder etkenler sonucu mortalite artisi
saptanabilmektedir (Burgu, Akea, Alkan, Ozkul, & Karaoglu, 1995; Cabalar, Kaya, &
Arslan, 2007; Murphy ve ark., 1999).

Buzag: ishalleri enfeksiydoz ya da non-enfeksiyoz faktorlere bagli olarak
gelisebilmektedir. Neonatal donemde 6zellikle enfeksiyoz orijinli (bakteriyel, viral ve
paraziter) ishaller 6n plana ¢ikmakta ve bu donemde E. coli, Cryptosporidium,
Rotavirus ve Coronaviruslarin neden oldugu ishallere sik rastlanildigi bildirilmektedir
(Aich ve ark., 2007; Garaicoechea ve ark., 2006). Bu mikroorganizmalar diginda
yiizdesel olarak dagilimda siklikla listenin {ist sirasinda yer alan ya da agirlikli olarak
enfeksiyon olusumuna sebep olan viral etkenler arasinda Parvovirus, Adenovirus,
Astrovirus, Calicivirus, Torovirus, Enterovirus, Bovine viral diarrhea virus; bakteriyel
etkenler olarak Salmonella spp., Clostridium perfringens, Chlamydia spp; paraziter
etkenler olarak ise Coccidia, ve Giardia sayilabilir (Cho & Yoon, 2014; Lee, Kim,
Choi, & Kim, 2019; Woode & Bridger, 1978; Zhu ve ark., 2014). Non-infeksiytz
sebeplere bagli olarak gelisen ishaller ise alimenter faktorler, hazirlayici faktorler ve
cevresel faktorleri kapsamaktadir (Ammar ve ark., 2014; Mayameei, Mohammadi,
Yavari, Afshari, & Omidi, 2010).



Ishaller, tedavi ve profilaksi i¢in yapilan masraflar, is giicii, diisiik performansa
bagli olarak gelisme geriligi ve dliimlere sebep olmasindan dolayi siit sigirciliginda
onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Olumsuz cevresel faktorler, zayif
immiinite ve enfeksiydz etkenler buzagi ishallerinin gelismesine katki saglar. Yapilan
caligmalar ile beslenme ve bakim sartlarmin en iyi diizeyde saglanmasi durumunda
dahi hastaligin sekillendigi, dogumlarindan sonraki ilk saatlerinde en az 2,25 L
kolostrum almis, dezenfekte edilmis ve kontamine olmayan bdlmelerde barindirilan
ve ilave zengin yem alan, ¢ok iyi bakim ve beslenme kosullarina sahip buzagilarda
bile yillik kayip oranin %4'ten fazla oldugu bildirilmistir (Greene, 1983; Reber ve ark.,
2006). Buzagilarin bulundugu bolge ve barindiklar1 ahirlardaki bakim, besleme ve
profilaksi sartlarina bagl olarak rotavirus ve coronaviruslarin buzagi ishallerindeki
roliiniin %50-80 arasinda degistigi tespit edilmistir (Aich ve ark., 2007; Athanassious
ve ark., 1994). Tiirkiye'de yillilk 6 milyon buzagmm dogdugu ve bunlardaki
kayiplarinin en az %15 oldugu degerlendirildiginde, yillik 450 milyon Euro'luk bir
ekonomik kayip s6z konusu olmaktadir (Sahal, Terzi, Ceylan, & Kara, 2018).

Rotavirus ve coronavirus enfeksiyonlarmin teshisi digkida virusun ya da virusa
ait viral antijenlerin varligimmn saptanmasi esasma dayanmaktadir. Bu tiir
enfeksiyonlarin giivenilir ve kesin tanist hem enfeksiyonlarin izlenmesi hem de
almacak kontrol 6nlemlerinin belirlenmesi acisindan onem tasimaktadir. Her iki
virusun tanisinda kullanilmak iizere ticari olarak iiretilen ve saha sartlarinda kolay
uygulanabilen hizli test kitleri bulunmaktadir. Enterik viruslarin laboratuvar
sartlarinda tanisinda test siiresi, duyarlilik ve 6zgiinliik acisindan farkliliklar1 olan
hicre kiltirtinde virus izolasyonu, elektron mikroskopi (EM) ve Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay (ELISA) ve virus hemaglutinasyon testi gibi konvansiyonel
yontemler veya PCR ve SDS-PAGE gibi molekiiler testler kullanilmaktadir. Rutinde
teshis ¢aligmalarinda etkene spesifik antijenlerin tespitine dayanan ELISA teknigi,
ardindan hiicre kiiltiirinde virus izolasyonu ve PCR gibi molekiiler yontemlerle
etkenin identifikasyonu yapilmaktadir (Alkan ve ark., 2010; Alkan, Pulat, Yazici, &
Burgu, 1992; Bohl, Theil, & Saif, 1984; Burgu ve ark., 1995; Ennima ve ark., 2016;
Hasoksuz, Kayar, Dodurka, & Ilgaz, 2005; Sakli, Bulut, Hasoksuz, & Hadimli, 2017).

Buzag1 ishallerinin koruma ve kontrol ¢alismalarinda dogru zamanda asilama

onemli bir yer tutmaktadir (Godden, 2008). Bu baglamda E. coli, coronavirus,



rotavirus suslarmim igeren polivalan asilar kullanilmaktadir (R.W. Fulton, Ridpath, &
Burge, 2013). Asilar gebe hayvanlara gebeligin son déneminde iki kez uygulanarak,
dogumdan sonra buzagilarin kolostrum ile maternal antikorlar1 almas1 saglanmakta ve
buzagilarda ishal olusumunda rol oynayan etkenlere kars1 bagisiklik olusturulmaya

calisilmaktadir (Fulton ve ark., 2013; Kim, Nielsen, Hodgins, Chang, & Saif, 2002).

Bu doktora tez calismasinda Bursa’da ve Tiirkiye’nin birgok bdlgelerinde
(Adiyaman, Canakkale, Konya, Balikesir, Kirklareli, Bilecik, Ankara ve Edirne) ishal

semptomu gosteren buzagilardan saglanan digk1 6rneklerinde,

= BRV ve BCoV etkenlerinin konvansiyonel virolojik yontemler ve molekiiler
teshis yontemlerinden olan PCR ve SDS-PAGE metodu ile saptanmasi,

= BRV ve BCoV etkenlerinin molekiiler diizeyde tiplendirme c¢alismalari
yapilarak ¢esitlilik ve genetik yakinligmin belirlenmesi,

= Virus izolasyonu yapilarak saha izolatlarinmn elde edilmesi,

= Virus izolasyonu, antijen ELISA, PCR ve SDS-PAGE sonuglar1 arasindaki
uyumlulugun karsilastirilmasi,

= Elde edilen veriler 1s1g1inda buzagilarda ishale sebep olan BRV ve BCoV’
larin Glkemizdeki durumuyla ilgili olarak guincel verilerin elde edilmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

Neonatal buzag ishallerinin etiyolojisinde en sik karsilasilan viral etkenler Bovine
rotavirus (BRV) ve Bovine coronavirus (BCoV)’ dur. S6z konusu viruslarin

buzagilarda ishal olgularindaki rolleriyle ilgili genel bilgiler asagida sunulmustur.

2.1. Bovine Rotavirus (BRV)

2.1.1. Tarihge

Rotaviruslar, diinyada ilk kez 1943 yilinda bir ishal salgini sirasinda,
cocuklarin digki 6rneklerinde filtrelerden gegebilen bir etkenin izole edilmesi sonucu
bildirilmistir (Light & Hodes, 1943). Yapilan bir ¢alismada Bovine rotaviruslar, ishalli
buzagilardan alman digki 6rneklerinin deneysel olarak kolostrum almayan buzagilara
verilmesiyle ilk kez buzagilarin ishal etkeni olarak tanimlanmistir (Mebus, Underdahl,
Rhodes, & Twiehaus, 1969). Akut gastroenteritli cocuklarda elektron mikroskubu
(EM) ile tespit edilen virusun, ishal semptomu gosteren buzagilarda tespit edilen virus
ile iliskili oldugu saptanmustir (Bishop, Davidson, Holmes, & Ruck, 1973; Mebus ve
ark., 1969). Tespit edilen virusun (Sekil 2.1) EM ile incelenmesi sonucunda morfolojik
olarak tekerlege benzedigi i¢in latincede tekerlek anlamina gelen ‘rota’ kelimesi ile

adlandirilmistir (Flewett ve ark., 1974).



Sekil 2.1. Rotaviruslarin elektron mikroskop (EM) gorintusi (Rougemont & Pothier, 2009)

Insan ve hayvanlarda tespit edilen rotaviruslarm gesitli hiicre hatlarmda (MDBK,
MA-104, HeLa ve PK-15) izolasyonu basariyla yapilmistir (Allan, Todd, & Ireland,
1979; Mcnulty, Allan, & Mcferran, 1977; Urasawa, Urasawa, & Taniguchi, 1981). Bu
slrecte vasat icerisine tripsin ilave ederek MDBK hicre kdiltlrine virusun
adaptasyonu saglanmistir (Mcnulty ve ark., 1977). Virus Afrika yesil maymun bobrek
(MA-104) hiicrelerine adapte edilmis ve ishalli buzagilarm digski 6rneklerinden
hazirlanan inokulumlarmn tripsin ile muamele edilmesi sonrast MA-104 hicre
kiiltiirine inokulasyonu yapilarak, hiicre kiiltiirii Gzerinde meydana gelen morfolojik
degisimler tespit edilmistir (Matsuno, Inouye, & Kono, 1977; Ojeh, Snodgrass, &
Herrinh, 1984).Yapilan farkli bir ¢aligmada ishalli domuz yavrularindan elde edilen
disk1 6rneklerinden rotavirus izolasyonu amactyla hiicre kiiltiirii olarak MA-104 hiicre
hatt1 ve pankreatin enzimi kullanilmis olup elde edilen basarili sonuglar dogrultusunda
MA-104 hucre kaltari ve proteolitik olarak pankreatin enziminin rotavirus

izolasyonunda uygun oldugu bildirilmistir (Bohl ve ark., 1984).

2.1.2. Etiyoloji

Bovine rotaviruslar  Resentoviricetes sinifinda, Reovirales dizininde,

Sedoreoviridae ailesinde ve Rotavirus cinsinde yer almaktadir (ICTV, 2023a).



Elektron mikroskobu ile tekerlek benzeri olarak tanimlanan rotaviruslar zarfsiz, ve
kibik simetrilidir. Virion ¢ap1 ortalama 65-75 nm olan virusun yapisinda dis kapsid,
i¢ kapsid ve kor bolgesinden olusan ti¢ tabakali kapsid (triple-layered particle; TLP)
bulunur. mRNA dretimi icin gerekli enzimler viral kapsitte yer almaktadir. Yapisinda
bulunan RNA bagimli RNA polimeraz enzimi ile RNA rotavirus genomlarmin
mRNAya transkripsiyonu saglanir (Matsui ve ark., 1989).
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Sekil 2.2. Rotavirusun virion yapisi ve 11 segmentli viral genomun poliakrilamid jel Gizerinde
gosterilmesi (Rougemont & Pothier, 2009)

Rotaviruslarin genomu pozitif (+) polariteli, 11 segmentli ve ¢ift iplik¢ikli (ds)
RNA yapisindadir (Matson ve ark, 1990). Rotaviruslarin segmentli bir RNA’ya sahip
olmasi nedeniyle genom {lizerinde rekombinasyonun bir ¢esidi olan reassortment
olayma siklikla rastlanir. RNA segmentleri, SDS-PAGE yontemi ile poliakrilamid jel
Uzerinde bant konumuna gore 1’ den 11° e kadar numaralandirilmistir (Sekil 2.2.)
(Estes&Cohen,1989).
Virusun genomu 18,500 bp uzunluktadir. Yapisinda bulunan 11 segmentin
biiyiikliigii yaklasik 667 bp” den, 3302 bp’ a kadar degigsmektedir (Desselberger, 2014).

Segmentler bant profillerine gore tiirler arasinda bir takim varyasyonlar sergilemekte



olup ve SDS-PAGE yontemi ile dort segment grubuna ayrilmstir. Poliakrilamid jel
Uzerinde segmentler 4 adet genis, 2 adet orta, 3 adet kiiglik ve 2 adet daha kiigiik
segment grubu olacak sekilde gosterilmistir (House, 1978). Sigir rotaviruslarinin
bulundugu Rotavirus A, B ve C gruplarinda segmentlerin bant profillerine gore
gruplanmasi 4/2/3/2 (Rotavirus grup A), 4/2/2/3 (Rotavirus grup B) ve 4/3/2/2
(Rotavirus grup C) seklindendir (Sekil 3.) (Barman ve ark., 2004; Rahman ve ark.,
2005).

;

Sekil 3. Rotavirus grup A, B ve C* nin poliakrilamid jel Uzerinde bant profilleri (Barman ve ark.,
2004; Rahman ve ark., 2005)

Rotavirus genomu 6 adet yapisal (VP1-4, VP6, VP7) ve 6 adet yapisal olmayan
(NSP 1-6) toplam 12 adet protein kodlamaktadir (Ramig, 2004). Ilk 10 segment
monosistronik olup tek bir protein kodlarken, 11. segment polisistronik karakterdedir
ve 2 adet yapisal olmayan proteinin kodlanmasindan sorumludur (Sekil 2.)
(Desselberger, 2014; Rainsford & McCrae, 2007; Ramig, 2004). Rotaviruslarin 11
segmentinden kodlanan proteinlerle ilgili bilgiler Tablo 1° de yer almaktadir.
Rotaviruslar VP6 gen bolgesine gore farkl tiirlere ayrilmakta olup; VP4 ve VP7 gen
bolgelerindeki farkliliklara gore de sirasiyla genotip P ve genotip G olarak



isimlendirilmektedir. Ayrica yapisal olmayan proteinlerinden NSP4 gen bdlgesi,
buzagilarda sekillenen ishalin patogenezinde 6nem arz etmektedir (Ball, Tian, Zeng,

Morris, & Estes, 1996).

Tablo 2.1. Rotavirus genom segmentlerinden kodlanan proteinlerin ézellikleri (Desselberger, 2014;
Geletu, Usmael, & Bari, 2021)

RNA Buyuklik Protein Molekiler Protein Fonksiyon
Segment (bp) Agirhk Lokasyonu/Ozelligi
Numarasi (kDal)
1 3302 VP1 125 Kor Bolgesi RNA Bagimli RNA polimeraz
2 2690 VP2 102 Kor Bolgesi Replikaz aktivasyonu
3 2591 VP3 88 Kor Bolgesi Metiltransferaz ve

Guaniltransferaz islevi

4 2362 VP4 87 D1s kapsid Yapisal protein, adsorbsiyon,
penetrasyon, hemaglutinasyon,
ndtralizasyon ve virulens.

5 1611 NSP1 59 Yapisal olmayan interferon
antagonisti, E3
ligaz aktivitesi

6 1356 VP6 45 I¢ kapsid Grup spesifik antijen ve
transkripsiyon

7 1104 NSP3 37 Yapisal olmayan Viral mRNA aktivitesini
artirmak ve hiicresel protein
sentezini durdurmak

8 1059 NSP2 35 Yapisal olmayan RNA paketlenmesi sirasinda
NTPaz gorevi

9 1062 VP7 34 Da1s kapsid Yapisal protein, nétralizasyon

10 751 NSP4 20 Yapisal olmayan Hicre igi Ca*? diizenleyici,RNA

replikasyonu,enterotoksin ve
virulens faktorl

11 667 NSP5, 22 Yapisal olmayan RNA’ ya baglanma,kinaz
NSP6 aktivitesi, viroplazmanin
olusumunda gorevli

Virusun yapisal proteinlerinden olan VP6, genomda 6. segment tarafindan
kodlanir (Tablo 2.1). Virusun kor bolgesinde bulunan ve i¢ kapsidi olusturan VP6,
transkripsiyonda gorevlidir ve immunojenik 6zellige sahiptir (Estes & Cohen, 1989;
Trask, McDonald, & Patton, 2012). Rotaviruslar VP6 gen bdlgesinin genetik ve
antijenik ozellikleri dikkate alinarak, farkli konaklarda enfeksiyon olugturan on gruba
(tar) (A-J) ayrilmistir (Elkady ve ark., 2021). Buzagi ishallerinde rotavirus A grubu 6n
planda yer almakla birlikte, B ve C grubu rotaviruslar da sigirlarda spontan olarak
enfeksiyona neden olmaktadir (Tablo 2.2) (Otto ve ark., 2015).



Tablo 2.2. Farkli rotavirus tiirlerinin enfekte ettigi konaker tirleri (Geletu ve ark., 2021)

Rotavirus grup / tar Konakg tiirleri

Cok ¢esitli memeli ve kus tiirleri

Insan, sigir, koyun, kegi, domuz ve kemirgenler
Insan, sigir, kegi, kdpek, domuz ve gelincik
Tavuk, hindi

Domuz

Tavuk

Tavuk

I @ T m o O W >

nsan ve domuz

Rotaviruslarin 9. segmentinden kodlanan VVP7 proteini yiizey proteini olmasi
sebebiyle notralizasyonda 6nemli bir role sahiptir (Settembre, Chen, Dormitzer,
Grigorieff, & Harrison, 2011). Glikoprotein yapisinda olan ve kuvvetli bir
immunojenik Ozellige sahip olan VP7 glikoproteini ayrica virusun hiicreye
penetrasyonunda VPS5’ e yardimci olmaktadir (Hoshino, Saif, Sereno, Chanock, &
Kapikian, 1988). Replikasyon isleminde, VP6 proteinin virion i¢inde paketlenmesini
saglar (Settembre ve ark., 2011). Virusun morfolojik yapisinda dis kapsidin buyuk bir
boliimiinii olusturan VP7 proteini, spesifik antikor olusumunu uyarmaktadir (J. C.
Bridger, Hall, & Parsons, 1992; Matsuno & Inouye, 1983).

VP4 proteini 4. segment tarafindan kodlanir ve virusun hiicre adsorbsiyonu ve
penetrasyonunda gorev alir. Ayni zamanda hemaglutinasyon 6zelligi, ndtralizasyon ve
virulens gibi fonksiyonlar1 bulunur (Isa, LOpez, Segovia, & Arias, 1997). Rotavirusun
hicre kiltirinde izolasyonunda oldukga 6nemli bir proteindir. Virusun proteolitik
enzimler ile muamelesi sonucu gergeklesen proteolizis ile VP5 ve VP8 ¢
ayrigmaktadir (Crawford ve ark., 2001). VP8 proteini adsorbsiyonda gérev alirken,
VP5 proteini ise viral genomun hiicreye aktarilmasinda gorev alir (Isa ve ark., 1997).
Rotaviruslarin hiicreye penetrasyonu sialik asit reseptorleri ve integrinleri kapsayan
kompleks bir olaydir. Penetrasyonda VP8 sialik asitlerle, VVP5 ise integrinlerle
iliskilidir (Dormitzer, Sun, Wagner, & Harrison, 2002; Zhang, Li, Liu, & Pan, 2007).

Virusun yapisal olmayan proteinlerinden biri olan NSP4, genomda 10. segment
tarafindan kodlanmaktadir. NSP4 hastalik tablosundaki ishal patogenezinde énemlidir.
Viral enterotoksin 6zelliginde olup meydana gelen ishalin siddetini de artirmaktadir
(Ball ve ark., 1996). Hiicre membranmin morfolojisini ve hiicreler arasi baglantilari

bozarak intraselliler kalsiyum seviyesini artirir (Rodriguez-Diaz ve ark., 2003).



NSP4’ iin baz1 prostaglandin ve sitokinleri uyarmasi sonucu bagirsak sinir sistemini
aktif hale gelir ve s1vi sekresyonunu artirir (Ge ve ark., 2013; Settembre ve ark., 2011).

Rotaviruslarin segmentli yapisindan dolay1r genom {izerinde meydana gelen
reassortment ile ortaya ¢ikan ¢ok sayida genotipi bulunmaktadir (Estes & Cohen,
1989). Tespit edilen genotiplerin bir 6rnek olarak adlandirilmasi amaciyla 2010 yilinda
Rotavirus Klasifikasyon Caligma Komitesi (Rotavirus Classification Working Group-
RCWG) kurulmustur. Komite tarafindan, bilimsel olarak tespit edilen ve yayinlanan
genotipler degerlendirilmekte ve incelenmektedir. Rotavirus klasifikasyon calisma
komitesi  VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6  gen
bolgeleri i¢in sirastyla genotiplerin Gx-P[X]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx olarak
adlandirilmasimi uygun bulunmustur (Matthijnssens ve ark., 2011). Rotavirus suslar1
genel olarak dis kapsid proteinlerinden olan VVP7 (glikoprotein, G) ve VP4 (proteaza
duyarl protein, P) gen bolgeleri kullanilarak tiplendirilmektedir (Matthijnssens ve
ark., 2012). Virusun viral proteinleri kodlayan gen bolgelerindeki varyasyonlar g6z
oniinden bulundurularak, G ve P genotipleri rotavirusun baslica genotiplerini
olusturur. Genotip tespitinde VP7, G genotipini temsil eder ve dis kapsidin biiyiik bir
kismini olusturur. P genotipini temsil eden VP4 ise proteaza duyarli protein olarak
tanimlanir. Her iki yapisal protein (VP4 ve VP7) notralizan antikor olusumuna etki
ettigi icin as1 gelistirme caligmalar1 ve saha prevalans g¢alismalarinda oldukga
onemlidir (da Silva Medeiros, Lorenzetti, Alfieri, & Alfieri, 2019; Estes & Cohen,
1989; Matthijnssens ve ark., 2012). Genel olarak rotaviruslar 42 farkli G genotipi (G1-
G42) ve 58 farkli P genotipine (P[1]-P[58]) sahiptir (Park ve ark., 2022).

2.1.3. Epidemiyoloji

Rotavirus enfeksiyonlar1 tiim diinyada yaygin olup hastalik etkeni genis bir
konak¢1 spekturumuna sahiptir. Neonatal buzagi ishalleri, sigir yetistiriciligi yapilan
tim isletmeler icin oldukga 6nemli saglik problemlerinden biridir ve buzagi 6liimleri
nedeniyle ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Rotavirus enfeksiyonlar: insan,
birgok memeli hayvan tiirii ve kanathi hayvanlarda goriilmektedir (Garaicoechea ve
ark., 2006). Eriskin bireylerde subklinik seyrederken yenidogan canlilarda ishal ile
seyreden hastaliklara neden olmaktadir (Murphy ve ark., 1999). Sigircilik
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isletlemerinde dogumu takiben 0-28. gulnleri kapsayan neonatal dénem, BRV
enfeksiyonunun goriilmesi ve isletme ekonomisini etkilemesi agisindan en kritik
donemlerden biridir (Bridger & Pocock, 1986). Hastaliklara karsi savunma
mekanizmasi gelismemis ve kolostrum almamis buzagilarda, bakim ve besleme
sartlar1 iyi diizeyde olsa dahi neonatal ishal nedenli kayiplar yasanabilmektedir.
Tiirkiye'de yilda yaklasik 6 milyon buzaginin dogdugu ve neonatal donemde en az
%15 oraninda kayip yasandigi 6n goriilmektedir (Sahal ve ark., 2018).

Rotaviruslar duyarli bireyler arasinda baslica fekal-oral yolla bulasir. Eriskin
hayvanlar yenidogan buzagilara rotavirusun bulagmasinda rol oynamaktadir (Cabalar
ve ark., 2007; Goto, Kurogi, Inaba, & Matumoto, 1986; Yazici & Akga, 1993).
Rotaviruslarm ¢evresel kosullara oldukc¢a dayanikli olmasi nedeniyle BRYV ile enfekte
ishalli buzagilarin diskis1 ¢evresel kontaminasyon i¢in risk olusturmaktadir. Ayrica
rotaviruslarin suda uzun siire canl kalabilmesi nedeniyle, su kaynaklari hastaligin
epidemiyolojisinde rol oynamaktadir (Murphy ve ark., 1999). Rotavirus
enfeksiyonlarinin siddetini ve seyrini etkileyen faktorler arasinda buzagilarin
kolostrum alip almadiklari, siitten kesilme zamanlari, annelerinin as1 durumu ve diger
enteropatojenik ajanlar yer almaktadir (Le Rousic, Klein, Houghton, & Charleston,
2000; Snodgrass, Fahey, Wells, Campbell, & Whitelaw, 1980). Koruyucu veteriner
hekimlik hizmetlerinin uygulandig: ¢iftliklerde dahi her yastaki buzagilar rotavirus
enfeksiyonundan etkilenebilir ve 6zellikle 1 yasin altindaki buzagilarda daha yaygin
olarak gorilmektedir (Mee, Berry, & Cromie, 2008). Ayrica insanlarda ve hayvanlarda
goriilen rotavirus enfeksiyonlarin yaygmligi mevsimsel ve iklimsel olarak farkliliklar
goOstermektedir (Cabalar ve ark., 2007; Yazic1 & Akga, 1993).

Rotaviruslarin enfekte ettigi konake tiirlerinde yaygin olarak goriilen G ve P
genotipleri Tablo 2.3° de yer almaktadir. Diinya da yapilan gesitli epidemiyoloji
caligmalarinda VP7 gen bolgesine gére G6 ve G10 genotipleri sigir popiilasyonlarinda
yaygin olarak saptanirken, G1-G3, G5, G8, G11, G15, G17, G21 ve G24 genotipleri
daha az yayginlikta tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmalarda VP4 gen bdlgesi i¢in P[5]
ve P[11] genotipleri siklikla gbzlenmesine ragmen, P[1], P[3], P[6], P[7], P[14], P[
171, P[21], P[29] ve P[38] de daha az siklikla bildirilmistir (Alkan ve ark., 2010; Cheng
ve ark., 2021; Papp ve ark., 2013). Saha caligmalar1 sirasinda tespit edilen sigir
rotavirus genotiplerinin biiyiik gogunlugu G6, G10 iken daha diisiik oranda G8 olarak
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tespit edilmistir. Bu genotipler genellikle P[5], P[11] ve daha az siklikla P[1] ile
iliskilendirilmistir (Badaracco ve ark., 2012).

Tablo 2.3. Rotaviruslarm enfekte ettigi konaker tiirlerinde yaygin olarak goériilen G ve P genotipleri
(Geletu ve ark., 2021)

Konake tiirleri VP7 ve VP4 genotipleri

Sigir G6, G8, G10 ve P[1], P[5], P[11]
Domuz G3-5, G9, G11 ve P[6], P[7]

At G3, G14 ve P[12]

Kedi ve kdpek G3 ve P[3], P[9]

Insan G1-4,G9, G12 ve P[4], P[6], P[8]

2.1.4. Patogenez

Rotaviruslar buzagilara oral yolla bulastiktan sonra bagirsakta bulunan
enterositlere yerlesirler ve virusun replikasyonu sonucu enterositlerde hasar meydana
gelir. Yikima ugrayan enterositler bagirsak limenine dokilir (Mebus, Stair,
Underdahl, & Twiehaus, 1971). Bunun sonucunda da villuslardaki hasarl hiicrelerin
yerini adsorbsiyon yetenegi olmayan, olgunlasmamis ve sodyum-potasyum
aktivitesinden yoksun farklilasmamis epitel hiicreleri alir (Argenzio, 1985). Su
absorbsiyon metabolizmasmin bozulmasi sonucu bagirsak limeninde emilmeden
kalan su nedeniyle sivi kivamda bir ishale sebep olur (Ramig, 2004). Villuslarin
etkilenmesi sonucu bagirsak limeninde laktaz enziminin miktar1 azalir ve glikoza
bagli sodyum (Na) tasinmasi durur. Laktaz enziminin seviyesindeki azalma, bagirsak
limeninde bakteriyel tiremeyi aritirarak, ishalin siddetinin artmasina neden olur (G. A.

Hall, Bridger, Parsons, & Cook, 1993).

2.1.5. Klinik Bulgular

Rotavirus enfeksiyonlar1 klinik belirtileri bakimindan tiim tiirlerde benzer
semptomlara sahiptir (House, 1978). Hayvanlarda bulasmayi takiben birkag giin siiren
inkiibasyon periyodu sonrast digkilarindan yiiksek miktarda virus sagilmaktadir.
Enfeksiyon sonrasi 3. ve 4. giinlerde virus sacgilimi en iist seviyeye ulasir. Buzagilarda

zayiflama, dehidrasyon, sulu kivamda ve sar1 renkte digki ile karakterize klinik
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semptomlar olusmaktadir. Bulasma sonrasi buzagilarda ates ve akut ishal gelisir.
Ishalin siddeti zamana bagl olarak artmakta ve ortalama bir hafta stirmektedir (1zzo
ve ark., 2012). Siddetli dehidrasyona baglh olarak gelisen elektrolit kaybi, metabolik
asidoz ve hipovolemik sok hastalikta meydana gelen klinik semptomlar arasinda yer
almaktadir (Mebus ve ark., 1971; Theil, Saif, Moorhead, & Whitmoyer, 1985). Geng
hayvanlarda immun yetersizlik, kolostrum aliminda basarisizlik ve sekonder ajanlar
hastaligin siddetinin artmasma neden olan faktorlerdir (Ramig, 2004). ishale sebep
olan diger enteropatojenler ile ortak bir enfeksiyon durumu yoksa, hastaligin klinik
semptomlar1 2-4 gine kadar gerilemekte, fakat 5-7 giin boyunca diski ile virus
sacilmasi devam etmektedir (Murphy ve ark., 1999; Ramig, 2004). Fazla miktarda st
tilkketimine bagli olarak sindirilemeyen laktoz, bagirsaklarda bakteriyel iiremeyi
tetikleyerek, enfeksiyon sonrasi olusan ishalin siddetini artirmaktadir (Murphy ve ark.,
1999).

2.1.6. Teshis

Rotavirus enfeksiyonlarinda teshis materyali olarak siklikla digki, bagirsak

icerikleri ve bagirsaktan alinan doku pargalar1 kullanilmaktadir. (Cho ve ark., 2013).

2.1.6.1. Direkt teshis

Etkilenen hayvanlarin diskilarindan ve bagirsak igeriginden hiicre kiiltiirtinde virus
izolasyonu yapilabilir (Mebus ve ark., 1969). Direkt teshis yontemleri arasindan
antijen-antikor reaksiyonuna dayanan immiinokromatografik hizli tani test kitleri
kullanilmaktadir. Basit ve kolay bir uygulama ile 10-15 dakika gibi kisa bir siirede
enfekte olmus hayvanin digkisindan virusun tespit edilmesine olanak saglamaktadir.
Ayrica alaninda uzman ve donanimli bir laboratuvar gerektirmeden saha sartlarinda
uygulanip sonug elde edilmektedir (Costa ve ark., 2014; Klein ve ark., 2009; Sakl,
Bulut, Hasoksuz, & Hadiml, 2017; Wang, Zhang, & Zhang, 2009). Rotaviruslarin
teshis yontemleri arasinda digki 6rneginde elektron mikroskopi (EM) ydntemi de
kullanilmaktadir (Flewett ve ark., 1974). Kisa siirede sonug elde edilse de yontemin

pahali olmas1 ve her laboratuvarda elektron mikroskobunun bulunmamasi rutin
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teshiste kullanimini sinirlamaktadir. Ayrica teshiste, incelen digk1 6rnegi icerisinde yer
alan viral partikiil sayis1 (en az 105-107 viral partikil/ml) teshiste oldukga 6nemlidir
(Maes ve ark., 2003). Rotavirusa ait viral antijenlerin saptanmasinda birgok arastirici
tarafindan kullanilan yontem ELISA teknigidir. VP6 proteinine karsit hazirlanmis
monoklonal antikorlar1 temel alan ELISA teknigi yaygin olarak kullanilmaktadir.
Spesifitesi ve sensitivitesi %90’ 1n tizerinde olan ELISA teknigi ile ¢cok sayida disk1
ornegi ayni anda test edilebilmektedir (Soltan ve ark., 2016). Digkidan direkt olarak
viral nlkleik asidin saptanmasina yonelik uygulanan Sodyum-dodesilsilfat-
poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) testi, rotaviruslarin tespitine es zamanli
olarak jel lizerinde olusan bantlarin profillerine gore, hangi rotavirus grubunda yer
aldigmin belirlenmesinde de kullanilan bir tekniktir. SDS-PAGE teknigi ile rotavirusa
ait 11 gen segmenti blyukltklerine gore jel tizerinde ayrisarak siralanir (Barman ve
ark., 2004; Rahman ve ark., 2005). Reverz Pasif Hemaglutinasyon (RPHA) testi
rotaviruslarin teshisinde alternatif bir metot olarak uygulanmaktadir ve RPHA kolay
uygulanabilen ve kisa zamanda ¢ok sayida materyalin tespitine olanak taniyan direkt
teshis yontemlerinden biridir (Alkan, Pulat, Yazici, & Burgu, 1992; Saneketa,
Yoshida, & Oda, 1978). Rotaviruslarin tanisinda RT-PCR ve real-time RT-PCR gibi
molekiiler teknikler de yer almaktadir. Sensitivite ve spesifite degerleri oldukca
yuksek olan bu yontemler ile rotavirusa yonelik viral genom tespit edilir. RT-PCR ile
virusun farkli genotiplerinin tespiti, genotip spesifik primerler kullanilarak
yapilmaktadir (Alkan ve ark., 2010; Falcone ve ark., 1999; Gémara, Wong, Blome,
Desselberger, & Gray, 2002). Restriction Fragment Lenght Polimorphism (RFLP),
mikroarray hibridizasyon, agar jel immunodifiizyon, hemaglitinasyon, florasan
antikor ve southern blot gibi testler de rotaviruslarin tespitinde kullanilan direkt teshis
yontemleri arasinda yer almaktadir (Ennima ve ark., 2016; Kang ve ark., 2004; Min,
Lim, & Kang, 2006; Rai, Wani, & Bareilly, 2013; Zaane & ljzerman, 2020).

2.1.6.2. indirekt Teshis
Buzagilarin kan serumu numunelerinde enfeksiyon sonrasi olusan ndtralizan

antikorlarin veya maternal antikorlarin varliginin tespit edilmesi amaciyla serolojik

yontemler kullanilmaktadir. Bu amagcla kullanilan testler arasinda ELISA, Serum
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notralizasyon (SN) testi, plak-rediiksiyon virus nétralizasyon (PRVN) testi, floresan
focus notralizasyon (FFN) testi ve hemaglutinasyon inhibisyon (HI) testleri yer
almaktadir (Estes & Cohen, 1989). indirekt teshiste kullanilan degisik serolojik
yontemler ile virusa 6zgii IgA, IgG ve IgM diizeylerine bakilabilecegi gibi, pozitif
kontrol olarak genotipi bilinen bir rotavirus susu kullanilarak tip spesifik antikorlar da

tespit edilebilir (Beards, Pilfold, Thouless, & Flewett, 1980; Zaane & ljzerman, 1984).

2.1.7. Tedavi

Rotavirus enfeksiyonlarinda spesifik bir antiviral tedavi bulunmamaktadir. Tedavi
siv1 elektrolit agigin1 kapatmak, sekonder enfeksiyonlardan korumak iizerine sekillenir
(Kaplon ve ark., 2013). ilk olarak olusan ishal ve kusma sonucu sekillenen sivi
elektrolit dengesi ve metabolizma bozukluklarmin 6niine gegmek amaciyla oral ve
parenteral sivi tedavisi yapilmalidir. Enfeksiyonun siddeti sekonder patojenler ile
artabilir. Bu nedenle sivi tedavisi sekonder bakteriyel ajanlara karsi antibiyotik

tedavisi ile de desteklenmelidir (Blood, Radostis, & Handerson, 1983; Yanar, 2022).

2.1.8. Koruma ve Kontrol

Buzagi ishallerinin olusumunda enfeksiy6z ve non-enfeksiydz olmak (izere birgok
sebep bulunmaktadir. Ishallerin olusumunda etiyolojik faktdrler oldukca karmasiktir
(Foster & Smith, 2009). Enfeksiyonlara karsi etkin bir koruma saglanabilmesi
amactyla yenidoganlarin enfeksiydz etkenlere maruz kalmalar1 engellenmeli,
kolostrum alimi titizlikle saglanmali ve gebe hayvanlarin asilanmasi ile yeni
doganlarda maternal antikorlar ile koruma saglanmalidir (Barrington & Parish, 2001).

Etkenin digki ile sagilmasi sonucu meydana gelen fekal-oral bulagma, hastaligin
yayilmasinda olduk¢a oOnemlidir (Goto ve ark., 1986). Yenidogan buzagilarin
enfeksiy6z etkenlere maruz kalmalar1 dogum ortamiyla dogrudan iligkilidir (Radostits,
1991). Enfeksiyonun kontrol edilmesinde, hayvanlarin iginde bulundugu cevre
sartlarina ve hijyen kurallarma 6nem verilmesi gerekmektedir (Estes & Cohen, 1989).

Biiylik ve entansif isletmelerde ¢evre sartlar1 ve hijyen kurallar1 enfeksiyonun

onlenmesinde tek basma yeterli degildir. Dogum sonras1 buzagilarin kolostrum almasi
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titizlikle takip edilmelidir. Kolostrumda rotavirus antikorlarinin varligi, yenidogan
buzagilar1 rotavirus enfeksiyonuna karsi korumada 6nemlidir. Dogumdan sonra 1 saat
icinde kolosturum alan buzagilarda, 12 saat sonra kolostrum alanlara gore
immunoglobulin emilimi oldukga fazladir (Radostits, 1991). Kolostrum alimi sonrasi
bagirsak ltimenindeki antikorun varligi enfeksiyona karsi koruma olusturmaktadir.
Kisa zaman diliminde fazla miktarda kolostrum alimi yaklasik olarak 48 saatlik bir
koruma saglarken, az miktarda siirekli kolostrum alinimi daha iyi bir koruma
saglamaktadir (Murphy ve ark., 1999; Radostits, 1991).

Hastaligin epidemiyolojisinde rol oynayan erigkin sigirlarda seropozitiflik orani
yiiksekken, antikor titresi diisiik olabilir. Ayrica dogal yolla enfekte olmus anneden
dogan buzagilara gecen antikor miktari, dogum Oncesinde annenin enfeksiyonu
gegirme zamani ve antijenik uyarim miktar1 gibi faktorlere gore degisiklik
gostermektedir. Bu faktorlere bagl olarak kolostrum ile yavruya aktarilan antikor
miktar1 enfeksiyona karsi korumada yetersiz kalabilmektedir (Kohara, Hirai, Mori,
Ishizaki, & Tsunemitsu, 1997; Sahna & Alkan, 2013; Wieda, Bengelsdorff, Bernhardt,
& Hungerer, 1987).

Buzag: yetistiriciligi yapilan entansif isletmelerde enfeksiyona karsi1 koruma sir(
bazinda asilama ile yapilmaktadir (Zissis ve ark., 1983). Sigirlarda rotavirusa karsi
asllamada Grup A Rotaviruslarmin G6 ve G10 genotiplerini igeren ticari asilar
kullanilmaktadir (Kaplon ve ark., 2013; Midgley ve ark., 2012). Hastaligin siklikla
goriildiigii isletmelerde rotavirus enfeksiyonuna karsi, yenidogan buzagilara oral yolla
modifiye canli as1 uygulanarak veya gebe hayvanlara gebeligin son doneminde inaktif
as1 uygulanarak micadele yapilabilmektedir (Fernandez ve ark., 1998; Kim, Nielsen,
Hodgins, Chang, & Saif, 2002; Snodgrass ve ark., 1980). Annelerin dogum Oncesi
donemde asilanmalar1 sonucu kolostrum ve siitte, uzun siireli ve yiiksek miktarda
antikor bulunmasi buzagilarda hastaligin goriilme sikliginda ve etkenin digki ile
sacilmasi1 acisindan onemlidir. Genel olarak asilama yolu ile koruyuculuk saglanmasi
amaciyla erigkin sigirlarin gebeligin ge¢ donemlerinde asilanarak yiiksek antikor
titresinin elde edilmesi ve yenidogan buzagilarda maternal antikorlar yoluyla
enfeksiyona karsi etkin korunmanin saglanmasi onerilmektedir (Fernandez ve ark.,

1998; Kim ve ark., 2002; Kohara ve ark., 1997).
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2.2. Bovine Coronavirus (BCoV)

2.2.1. Tarihge

Coronaviruslar ilk olarak 1932 yilinda tavuklarda Infectious Broncititis Virus
(IBV) hastaliginin etkeni olarak tanimlanmistir ve sonrasinda Coronaviridae ailesinde
bulunan Mouse Hepatitis Virus (MHV)’ un tespiti yapilmistir (Mcintosh & Peiris,
2019).

Coronaviruslar, elektronmikroskobu ile incelendiginde giines 1sinlarini andiran
disa dogru sekillenmis karakteristik, sivri glikoproteinlere sahip oldugu gozlenmistir.
Bu sebeple Latincede “ta¢” anlamina gelen “corona” sozciigliyle adlandirilmigtir

(Sekil 2.4) (Oostergetel ve ark., 2009; Vennema ve ark., 1996).

Sekil 2.4. Coronaviruslarin elektron mikroskop goriintiisii (Ok isaretleri : morfolojide ta¢ olarak
adlandirilan Spike proteinleri) (Saif, 2010)

Sigirlarin coronavirusu (Bovine coronavirus - (BCoV)) ilk olarak ABD'de izole
edilmis ve as1 susu olarak kullanilmak iizere hiicre kiiltiiriinde tretilmistir (Mebus,
Stair, Rhodes, & Twiehaus, 1973).

Coronaviruslara dair ilk evrim modeli 2007 yilinda ortaya konulmustur. Bu
hipoteze gbre yarasa coronaviruslari, tiim coronaviruslarin genomik kaynagidir
(Vijaykrishna ve ark., 2007). Devaminda yapilan arastirmalardan elde edilen sonuglar
bu hipotezi desteklememektedir (Woo ve ark., 2009). Yeni evrim modeline gore

yarasalari etkileyen coronaviruslar alfa ve beta genuslarinda bulunan coronaviruslarin,
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kuglar1 etkileyen coronaviruslar ise gamma ve delta genuslarinda bulunan
coronaviruslarin genomik kaynagi oldugu tespit edilmistir (Woo ve ark., 2012). Ayni
zamanda coronaviruslarin farkli konaklara adapte olma yetenekleri, mutasyon ve
rekombinasyon gibi genetik degisimleri genis bir hastalik yelpazesine neden
olmaktadir (Lau ve ark., 2015).

Coronaviruslar sigirlarla birlikte birgok, evcil ve vahsi hayvan tiiriine bulasip
hastalik olusturabilmektedir (Woo ve ark., 2009). Prognozu degisken olmakla birlikte,
canli tiirlerinde genel olarak akut ve kronik sindirim, solunum ve merkezi sinir sistemi
hastaliklarina neden olmaktadir (Weiss & Navas-Martin, 2005). Ayrica farkli canli
tirleri arasinda enfeksiyon bulagsma agisinda da potansiyel risk olusturan
coronaviruslarin tlr bariyerini gegerek zoonoz hastalik olusturan patojenlere
dontisebilecekleri disiiniilmektedir (Fung, Huang, & Liu, 2014). Tirler arasi
bulagsmada 6nemli 6rnekler olan ve insanlarda 6limciil sonuglara neden olan Siddetli
Akut Solunum Yolu Yetersizligi Sendromu (SARS) ve Orta Dogu Solunum Sendromu
(MERS) ‘nun yarasalardan bulastig1 diistiniilmektedir (Millet & Whittaker, 2015).
Yapilan arastirmalar sonucunda yarasalarin MERS hastaliginda dogal rezervuar
oldugu, develerin ise arakonakg¢1 oldugu degerlendirilmistir (Wernery, Lau, & Woo,
2017). Uluslararasi ticaret, dogal alanlarda kentlesme, yogun niifuslu sehirlesme ve

hatali tarim uygulamalar1 coronaviruslarin siddetli zoonoz salgmlara yol agmasi

acisindan onemli faktordiir (Millet & Whittaker, 2015).

2.2.2. Etiyoloji

Bovine coronaviruslar  Psoniviricetes smifinda, Nidovirales dizininde,
Coronaviridae ailesinde, Orthocoronavirinae alt ailesinde, Betacoronavirus
genusunda yer alir (ICTV, 2023b). Orthocoronavirinae alt ailesi serolojik ve genetik
Ozelliklerine gore Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus ve
Deltacoronavirus olmak iizere 4 genusa ayrilmaktadir (Bidokhti ve ark., 2013).
Betacoronavirus genusunda yer alan sigir coronaviruslari, elektron mikroskobu ile tag
benzeri ¢gikintilara sahip bir goriintiiyle tanimlanmustir ve virion ¢api 80-120 nm’ dir.
Bilinen en biiyilk RNA genomuna sahip olan coronaviruslarin genom uzunlugu 26,2-

31,7 kb, pozitif polariteli ve segmentsiz RNA karakterindedir (Belouzard, Millet,
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Licitra, & Whittaker, 2012; Oostergetel ve ark., 2009; Shin ve ark., 2019). Pozitif
polariteli viral genom igerisinde 5° Cap ve 3" Poli A kuyrugu bulunmaktadir. Bu durum
viral genomun replikaz translasyonu igin sitoplazmada mRNA gibi davranmasina
yardimci olmaktadir (Fehr & Perlman, 2015; Lai, 1990). Viral genom helikal simetrili
niikleokapsid igerisinde bulunmaktadir (Belouzard ve ark., 2012).

Spike glycoprotein
trimer (5}

y Mucleoprotein (N)
and RNA genome

Membrane protein
(M)

Hemagglutinin-esterase
— dimer {HE)

—— Envelope small membrane protein
pentamer (E}

Sekil 2.5. Coronaviruslarin virion morfolojisi (Viral Zone, 2023)

BCoV genomunun biiyiik bir kismi1 (2/3) yapisal olmayan proteinleri, kalan
kisim ise (1/3) yapisal proteinleri kodlayan bolgedir. Yapisal olmayan proteinlerden
precursor poliprotein, viral genomdan transkribe edilen RNA bagimli RNA polimeraz
enziminin sentezi yonetmektedir (Fehr & Perlman, 2015; Woo, Huang, Lau, & Yuen,
2010). Viral genom translasyona ugramayan 5’ ve 3’ uglariyla sinirlandirilmis 13 adet
ORF (Open Reading Frame) icermektedir (Liu ve ark., 2006). Genom (zerinde
bulunan yardimci genler virusun hiicre kiiltiiriinde ¢ogalmasi i¢in zorunlu degildir
fakat sekillenen hastaligin patogenezinde rol oynar (Zhao ve ark., 2012).

Viral genom 5 adet yapisal protein kodlamaktadir. Bunlar spike (S)
glikoproteini, membran (M) proteini, niikleokapsid (N) proteini, hemaglutinin esteraz
(HE) proteini ve kiglik membran (E) proteinidir (Sekil 2.5) (Shin ve ark., 2019).

S glikoproteini, tip 1 membran glikoproteinidir ve 20 nm uzunlugundadir (Woo
ve ark., 2010). Toplam 1363 amino asitten olugan S proteini, 768 ve 769. Aminoasitler
arasinda boliinerek S1 ve S2 fragmentlerine ayrilmaktadir (Yoo & Deregt, 2001).

Virusun reseptOre baglanmasi ve hiicreye girisinde 6nemli gorevi olan S proteininin,
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S1 alt b6limi reseptore baglanma ve taninmada gorevliyken, S2 alt bolumu ise viral
ve hiicresel membranlarin flizyonuna aracilik eden transmembran protein gorevini
yerine getirmektedir (Belouzard ve ark., 2012; Woo ve ark., 2010). S proteinine kars1
olusan antikorlar, hemagliitinin esteraz proteini tarafindan indiiklenen antikorlara gére
daha yuksek dizeyde notralizan etkiye sahiptirler ve daha yiksek auditelidirler.
Coronaviruslarin doku tropizmi ve konake1 gesitliliginin fazla olmasi S proteinindeki
varyasyondan kaynaklanmaktadir (Liu ve ark., 2006).

M glikoproteini virionun yapisinda sayica en fazla miktarda bulunan yapisal
proteindir (Armstrong, Niemann, Smeekens, Rottier, & Warren, 1984). M
glikoproteini 3 adet transmembran bdlgesine ayrilmaktadir. N-terminal, glikozile
edilmis ektodomaine ve viral partikiile dogru uzanan bulyik bir C-terminal
endedomainine sahiptir (Nal ve ark., 2005). Golgi aygiti tarafindan glikozile edilen M
glikoproteini virusun hiicre igerisine flizyonu ve antijenik 6zellik kazanmasi gibi
onemli gorevleri Gstlenir (Haan, Kuo, Masters, Vennema, & Rottier, 1998; Wissink ve
ark., 2004).

Viral zarfin altinda bulunan N proteini, virusu dis etkilere kars1 koruyucu
olarak gorev yapan bir proteindir. Ayrica viral RNA’ nin sarilmasi ve hiicresel
immunitenin aktiflestirilmesinde de gorev almaktadir. Yapilan g¢alismalarda N
proteinin, RNA sentezinde de 6nemli rol oynadigi ve hiicredeki sinyal yollariyla
iliskisi oldugu bildirilmistir (Hurst, Koetzner, & Masters, 2013). Coronaviruslarin
filogenetik caligmalarda N gen bolgesi en sik kullanilan hedef gen bdlgelerinden
biridir. Immunojenik dzelliginin bulunmasmdan dolay serolojik teshiste rekombinant
protein olarak kullanilmaktadir (Woo ve ark., 2010). N proteini genetik degisimlerden
az etkilenen bir viral protein oldugu i¢in, BCoV tanisinda siklikla kullanilan gen
bdlgesidir (Alkan ve ark., 2011; Fernandes ve ark., 2018; Hurst ve ark., 2013).

HE proteini, ylzey glikoproteinleri tizerinde bulunan siyalik asit reseptorlerine
baglanir ve asetil esteraz enzimi gorevi yapar (Klausegger ve ark., 1999). HE proteini,
S protein aracilig1 ile virusun hiicreye girisini ve virusun mukozalardan yayiliminin
artirilmasinda rol oynar (Cornelissen ve ark., 1997; Fehr & Perlman, 2015). Bazi
betacoronaviruslarm yapisinda bulunan HE proteini virus replikasyonu i¢in gerekli
degildir ancak virusun patojenitesini degistirebilmesi a¢isindan 6nemlidir (Lissenberg

ve ark., 2005).
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Transmembran 6zelligi oldugu diisiiniilen E proteini, virusun yapisinda sayica
en az bulunan proteindir ve tek bir hidrofobik alana sahiptir (Fehr & Perlman, 2015;
Godet, L’Haridon, Vautherot, & Laude, 1992). Virusun morfolojisinde, konak
hicrelerin zar gecirgenliklerinde ve virus ile konak hucre etkilesimlerinde dnemli rol
oynamaktadrr (Liu, Yuan, & Liao, 2007). Virionun tomurcuklanmasi i¢in gerekli
olmayan E proteini alfa interferon tiretiminin baglatilmasinda gérevlidir. BCoV’un
viral genomundan kodlanan diger proteinlere kiyasla kisa uzunluga sahip olduklar1
olduklar1 igin filogenetik ¢alismalarda iyi bir hedef bolge degildirler (Woo ve ark.,
2010).

BCoV proteazlara karsi olduk¢a dayaniklidir ve gastrointestinal kanalda canli
kalabilmektedir. Invitro sartlarda BCoV iiretmesi amaciyla kullanilan tripsinin virusun
enfektivitesini artirdig: tespit edilmistir (Thomas ve ark., 2006). BCoV’lar da diger
zarfli viruslar gibi deterjanlara ve yag ¢oziiciilere karsi duyarhdir fakat dezenfektanlar,
1s1 ve formalin ile inaktive olmaktadirlar. Diisiik sicakliklarda ve ultraviyole 1s13a
maruz kaldiklarinda enfeksiyozitesini korumaktadir (Mcintosh & Peiris, 2019; L.J.
Saif, Wang, Vlasova, Jung, & Xiao, 2019).

2.2.3. Epidemiyoloji

BCoV, sigir populasyonlarinda yaygm olarak goriilmekte ve enfeksiyon
durumunda isletmede dnemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Boileau & Kapil,
2010; Fernandes ve ark., 2018). Dunyanmn farkli yerlerindeki giftliklerde yapilan
arastirmalarla BCoV prevalansinin yiiksek oldugu tespit edilmistir (Siddell, Wege, &
Ter Meulen, 1983).

BCoV, oOnceleri basta yenidogan buzagilarda sekillenen ishaller ile
iliskilendirilmis; fakat sonrasinda yetiskin sigirlarda kis dizanterisi ve solunum sistemi
enfeksiyonlarma da neden oldugu tespit edilmistir (Mebus ve ark., 1973; Storz ve ark.,
2000). Giiniimiizde diinya genelinde buzagi ishallerinin etiyolojik sebepleri arasinda
yer alan olduk¢a 6nemli viruslardan biridir (Fernandes ve ark., 2018; Gunn, Collins,
O’connell, & O’shea, 2015). BCoV, llkemizde buzag: ishallerinin etiyolojisinde
rotaviruslardan sonra ikinci sirada yer almaktadir (Alkan, 1998; Hasoksuz ve ark.,
2005).
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BCoV’ a bagh olarak sekillenen salginlar genellikle sonbahar ve kis mevsiminde
goriilmektedir. Fakat farkli iklim kosullarinda yapilan ¢alismalarda salginlarin sicak
mevsimlerde de goriildiigii rapor edilmistir (Mcintosh & Peiris, 2019; Saif ve ark.,
2019; Siddell ve ark., 1983).

BCoV sigirlar arasinda fekal-oral yolla bulasmaktadir. Enfekte hayvanin digkisi ile
kontamine olmus yem ve su kaynaklari virusun bulagmasinda Onemli rol
oynamaktadir. Etken ayrica fekal-oral bulagsmaya ilave olarak aerosol yolla da
bulasabilmektedir (Hasoksuz ve ark., 2005; Tsunemitsu ve ark., 1991). Virus
hayvanlar ya da isletmeler arasinda hayvan hareketleriyle direkt olarak ya da
kontamine alet, ekipman veya personel araciligi ile indirekt olarak bulasmaktadir
(Decaro ve ark., 2008; Fulton ve ark., 2011).

Yapilan arastirmalarda besi hayvanlarmin enfekte olmus ishalli buzagilarin
digkilariyla temasi sonrasi, BCoV’ u diger hayvanlara tagidigi tespit edilmistir (Cho,
Hoet, Loerch, Wittum, & Saif, 2001; Fulton ve ark., 2011). Eriskin ve geng
hayvanlarda BCoV enfeksiyonu genellikle subklinik seyretmektedir. Fakat bu
hayvanlar virusun hayvanlar arasinda yayilmasinda olduk¢a 6nemli rol oynamaktadir.
Erigkin sigirlarda virusun sagilimi gebelik, dogum ve mevsimsel faktorlere de baglh
olarak degismektedir (Lu, Yao, & Eichhorn, 1991). Dogum esnasinda progesteron ve
diger hormon seviyelerinin artmasma bagli olarak viral titrenin yikselmesi anneden
buzagiya bulasma olasiligini artirmaktadir (Crouch, Bielefeldt Ohmann, Watts, &
Babiuk, 1985). Buzagilarin dogum sonras1 BCoV’ a maruz kalmalarinda annelerinin
biiyiik rol oynadig1 bildirilmistir (Sahna & Alkan, 2013). Subklinik enfekte sigirlar
araciligiyla virus sagiliminin sinirl siireli olmasi ve virusun nétralizan antikorlar ile
kompleksler olusturarak atilmasina bagli olarak her zaman viral sag¢ilimin mimkuin
olamayacagi saptanmistir (Kyoung , Hoet, Loerch, Wittum, & Saif, 2001). Solunum
sisteminden elde edilen BCoV izolatlariyla enfekte olmus ve kolostrum verilmemis
buzagilarda ishal sekillendigi, nazal ve rektal yolla virus sa¢iliminin oldugu da tespit
edilmistir (Cho ve ark., 2001).
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2.2.4. Patogenez

Yenidogan ishal olgularinda BCoV organizmaya fekal-oral yolla girdikten sonra
virus replikasyonu ince bagirsakta bulunan villuslarin olgunlagsmamis epitel
hlcrelerinde ve kolonda bulunan yiizeysel epitel hiicrelerinde meydana gelir. Virusun
enfekte ettigi dokularda zamana bagl olarak lizis olusur (Boileau & Kapil, 2010;
Vlasova & Saif, 2021). Lizise ugrayan hiicrelerin yerini olgunlasmamis epitel
hiicreleri alir ve buna bagh olarak villuslarin morfolojilerinde degisiklik meydana
gelir. Enfeksiyon sonrasi etkilenen villuslarin birlesip kiigiilmesi sonucu villoz atrofi
meydana gelir. Ince bagirsak hiicreleri haricinde kolon hiicrelerinde de enfeksiyon
sonrasi epitel hiicrelerinde meydana gelen dejenerasyonlar sonucunda mukozal
erozyonlar sekillenmektedir (Clark, 1993).

Bagirsaklarda siddetli meydana gelen epitel hiicrelerinin yikimlanmasi sonucu
olgunlasmamis epitel hiicrelerinden, normal sindirim enzimlerinin salinimi olmaz ve
bagirsaklarda sindirim kapasitesi hizli bir sekilde azalir. Bagirsak limeninde
sindirilmemis laktozun birikmesine bagli olarak mikrobiyal aktivitede artis
sekillenirken, osmotik dengede bozulmalar gerceklesir. Bagirsaklarda sindirim ve
emilim kapasitesinin azalmasina bagli olarak su ve elektrolit kaybu ile birlikte ishal
olusur. ilerlemis enfeksiyon tablolarnda sekillenen ishal hayvanlarda dehidrasyon,
asidosis ve hipoglisemiye neden olur ve bununla birlikte akut sok ve kalp yetmezligine

bagli olarak hayvanlarda 6liim meydana gelir (Clark, 1993).

2.2.5. Klinik Bulgular

BCoV’ lar yenidogan buzagilarda meydana gelen ishal ile karakterize edilirken,
solunum sistemine iligkin klinik semptomlar yetiskin sigirlarda gézlenmekte ve
sekonder etkenlerle birlikte Oliimle sonuglanan siddetli enfeksiyonlara neden
olmaktadir (Boileau & Kapil, 2010; Saif, 2010).

Buzagilar BCoV’ a kars1 dogum sonrasi 3-21. giinler arasinda en yiiksek diizeyde
duyarhidir. Enfeksiyonun inkibasyon stresi oldukca kisa olup 16-24 saat kadardir.
Buzagilarda halsizlik, istahsizlik, zayiflama ve zamana bagl sekillenen sulu ve

sarimtirak renkte ishal tablosu olusur (Boileau & Kapil, 2010; Vlasova & Saif, 2021).
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Ishal ortalama 4-5 giin siirer ve ishalli diskida siit, mukus ve villuslardaki atrofiye bagl
olarak kan goriilebilir. Hayvanlarda emme refleksi azalir (Clark, 1993).

Sekillenen enfeksiyona sekonder etkenler eslik etmedigi siirece buzagilarin
cogunlugu iyilesir. Fakat bazi klinik tablolarda buzagilarda sekillenen siddetli ishal,
semptomatik tedaviler sonucu geri donduriilemez. Bu hayvanlar siirekli olarak halsiz
ve yatma egiliminde olup yliksek derecelerde ates goriliir. Hayvanlarda dehidrasyon
ve asidoz sonucu kardiyovaskiiler kollaps sekillenerek koma ve 6lim gerceklesir
(Boileau & Kapil, 2010; Kapil, Trent, & Goyal, 1990). Yenidogan buzagilarda
meydana gelen klinik tablonun prognozu, hayvanlarin kolostrum ile aldiklar1 maternal
antikorlarin miktarma gore farklilik gosterir. Buzagilarda BCoV enfeksiyonlarinda
morbidite orani yiiksek olmasina karsin mortalite oran1 maternal antikor varligi ve

sekillenen ishalin siddetine gore degismektedir (Clark, 1993; Godden, 2008).

2.2.6. Teshis

BCoV’ a bagh sekillenen buzagi ishallerinde en énemli teshis materyeli olarak
diski, bagirsak icerikleri ve bagirsaktan alinan doku pargalar1 kullanilir. Etkilenen
hayvanlarda ishal ortalama 4-5 giin siirer ve enfeksiyonu takiben iyilesme doneminde
de virus sa¢ilimi sekillenebilir (Clark, 1993). Buzagilarda sekillenen enfeksiyonun

teshisinde direkt ve indirekt yontemler kullanilmaktadir.

2.2.6.1.Direkt Teshis

Ishalli buzagilardan toplanmus digk1 érneklerinde BCoV’ un direkt teshisi virusun
veya virusa ait yapilarmn tespit edilmesiyle yapilmaktadir. BCoV’ un hiicre kulturtine
adapte edilmesi ve Uretilmesi zordur. Fakat hiicre kultirinde proteolitik enzimler
kullanilarak izolasyonun yapildigi basarili calismalar da bulunmaktadir (Clark, 1993,;
Saif, Heckert, Miller, & Tarek, 1988). Saha sartlarinda kolay ve hizli uygulanabilen,
uzman personel ve ekipman gerektirmeyen hizli tan kitleri virusun direkt teshisinde
kullanilmaktadir (Sakli ve ark., 2017). EM yontemi ile teshis virusun pleomorfik
morfolojiye sahip olmasi nedeniyle olduk¢a zordur. Yapilan incelemeler sonrasi virus

benzeri partiktllere (VLP) benzeme olasiligi bulundugu igin elde edilen sonuglarin
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daha giivenilir yontemlerle dogrulanmasi gerektigi bildirilmistir (Schoenthaler &
Kapil, 1999). Bunlarla birlikte yiiksek maliyetli olmasi, donanimli ekipman
gerektirmesi, digkida mililitrede bulunan viral partikiil sayis1 ve deneyimli personel
gerekliligi EM yonteminin direkt teshisinde kullanimini kisitlamaktadir (Maes ve ark.,
2003). BCoV’ un teshisinde siklikla kullanilan ve diisiik konsantrasyondaki virusun
tespitine olanak saglayan diger bir yontem antijen ELISA’ dir. ELISA yontemi ile
BCoV’ un enterik veya respiratorik saha suglarinin ayrimi yapilamamaktadir. ELISA
testi duyarhiligmin ve spesifitesinin yiiksek olmasi sebebiyle yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica hizli sonu¢ vermesi ve c¢ok sayida Ornegin ayni anda
calisilmasi, viroloji laboratuvarlarinda rutin ¢alismalarda kullanim kolaylig
saglamaktadir (Boileau & Kapil, 2010). Enfekte olmus hayvanlardan alman kolon
doku drneklerinde BCoV tespiti amaciyla kullanilan diger bir ydntem Immunoflorasan
(IF) teknigidir. Oliim sonras1 yapilan nekropside hayvanlarda kokusma baslamadan
once taze ornekler lizerinde inceleme yapilmasi gerektigi icin rutin teshiste kullanimi
smirhidir (Janice C. Bridger, Woode, & Meyling, 1978; Carman & Hazlett, 1992).
Ayrica teshis amaciyla tek basina yeterli olmadigi ve dogrulamak i¢in genetik tabanl
testlerin yapilmasi gerektigi bildirilmistir (Hansa ve ark., 2013). BCoV’ lar
hemagliitinasyon yetenegine sahip olduklar1 i¢in, virusun direkt teshisinde HA testi
kullanilmaktadir (Gaber & Kapil, 1999; Schoenthaler & Kapil, 1999). Fakat BCoV’
un S glikoproteininin reseptorlere baglanmasindaki farkliliklardan dolayi, virusun
suglar1 arasinda HA titresi acisindan farkliliklar gozlenmektedir (Fukutomi,
Tsunemitsu, & Akashi, 1999). Enfekte olmus hayvanin diskisinda spesifik olmayan
hemaglUtininlerin bulunmasi ve testin ortam isisindan etkilenmesinden dolayi yanlis
sonuglara neden olmaktadir (Czerny & Eichhorn, 1989). Diskida BCoV genomunun
saptanmasi amaciyla RT-PCR ve Nested-PCR gibi molekiiler yontemler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Diskida bulunan ¢ok diisiik miktardaki BCoV’ un dahi nested-PCR
yontemi ile tespit edilebilmesi mimkindur (Bok ve ark., 2015; Cho, ve ark., 2001;
Decaro ve ark., 2008; Sakli ve ark., 2017). PCR testlerinde elde edilen triinlerin sekans

analizi sonucu virusun filogeni ¢aligmalar1 yapilabilmektedir (Liu ve ark., 2006).

25



2.2.6.2. indirekt Teshis

Buzagilarin kan serumu numunelerinde enfeksiyon sonrasi olusan ndtralizan
antikorlarin veya maternal antikorlarin varliginin tespit edilmesi amaciyla serolojik
yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler arasinda virus notralizasyon (VN), IHA ve
ELISA testleri yer almaktadir. VN ve IHA testleri ile virusa karsi olusmus antikorlarin
titreleri ve suslar arasi antijenik farkliliklar belirlenebilmektedir (Decaro ve ark., 2008;
Fulton, Ridpath, & Burge, 2013). Siit ve serum 6rneklerinde BCoV’ a karsi gelisen
antikorlarin tespitine yonelik gelistirilen diger bir yontem isotype capture -ELISA

testidir (Naslund, Traven, Larsson, Silvan, & Linde, 2000).

2.2.7. Tedavi

BCoV’ dan etkilenen hayvanlarin tedavisinde kullanilan spesifik bir antiviral ilag
bulunmamaktadir (Boileau & Kapil, 2010). Enfeksiyon durumunda yapilan
miidahaleler etkilenen hayvanlarin semptomlarina yoneliktir. Uygulanan yontemler ile
dehidrasyon, ishal ve elektrolit sivi kaybina bagli olarak gelisen asidozu iyilestirme
amaclanmaktadir (Vlasova & Saif, 2021). Ayrica viruslara bagh ishal olgularinda
sckonder olarak bakteriyel enfeksiyonlar da sekillenebilecegi igin antibiyotik
tedavileri de uygulanabilmektedir (Clark, 1993; Saif ve ark., 2019).

2.2.8. Koruma ve Kontrol

BCoV’ un neden oldugu kayiplar hayvanlar arasinda virusun bulagmasini
engelleyerek azaltilabilir. Hayvanlar arasinda bulagma fekal-oral yolla direkt olarak ya
da kontamine personel veya ekipman araciligiyla indirekt olarak gerceklesmektedir.
Virus sac¢ilimi ve yeterli bagisikligi olmayan hayvanlarm bulunmas: koruma ve kontrol
acisindan onemli parametrelerdir (Decaro ve ark., 2008; Fulton ve ark., 2011; Mee,
Geraghty, O’Neill, & More, 2012). Bunun yaninda bakim, ¢evresel faktorler, ahir
hijyeni ve personel yeterliligi enfeksiyonun kontrolinde g6z Oninde
bulundurulmalidir. Koruma saglanabilmesi amaciyla kolostrum alimu titizlikle takip

edilmeli ve gebe hayvanlarin agilanmasi ile yeni doganlarda maternal antikorlar aracili
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koruma saglanmalidir (Godden, 2008; Le Rousic ve ark., 2000). Ayrica hasta veya
subklinik enfekte olan hayvanlar tespit edilerek ortamdan ayrilmasi da 6nerilmektedir
(Bulgin, Ward, Barrett, & Lane, 1989).

BCoV’lar igletmeye yeni katilan hayvanlar ve insanlar aracilifiyla indirekt olarak
hayvanlara bulasabilmektedir (Liu ve ark., 2006). Farkl siiriiler ya da isletmeler
arasinda ¢izme ve diger ekipmanlarin kullanilmasi bulasmada epidemiyolojik agidan
oldukca 6nemlidir (Cho ve ark., 2013).

BCoV’ a 0zgili kolostral antikorlarin barsak limeninde bulunmasi, pasif
bagisikligin olugmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir (Godden, 2008; Le Rousic ve ark.,
2000). 1gG, yeni dogan buzagilara siit ve kolostrum yoluyla gegerek pasif immunitenin
olusmasini saglamaktadir (Bok ve ark., 2018; Clark, 1993; Crouch ve ark., 1985).
Coronavirus enfeksiyonlarina karsi olusan mukozal antikorlar buzagilarda bagirsak
mukozasinin ylizeyine yerleserek enfeksiyon durumunda immun yanitin olusmasina
yardimc1 olmaktadir. Edinsel bagisiklikta IgA, virusa karst savunmanin ve bagisikligin
sekillenmesinde rol oynamaktadir (Clark, 1993).

BCoV enfeksiyonlarma karst bagisikhigin  saglanmasinda en etkili yol
asillamalardir. Asilama ile olusan antikorlar kolostrum yoluyla yavruya
gecebilmektedir (Godden, 2008). Yapilan bir ¢alismada buzagilarda bagisiklik
seviyesini arttirmak i¢in gebe ineklere dogumdan 2-12 hafta 6nce yapilan paranteral
as1 uygulamasi, siit ve kolostrumdaki spesifik antikor seviyelerinde ve siirelerinde
artisa yol agmaktadir (Crouch ve ark., 2000). Neonatal buzag ishallerinin kontrolii
amaciyla gebe hayvanlara, gebeligin son doneminde yapilan asilar humoral
immuniteyi olusturmak amaciyla uygulanmaktadir (Fulton ve ark., 2013).

Ulkemizde de neonetal buzag ishalleri ile miicadelede Coronavirus (Mebus susu),
Rotavirus ve E. coli’ yi igeren kombine asilar uygulanmaktadir. Buzagi ishallerinde
siklikla kargilagilan BCoV’ larin kontrol altina alinmasi amaciyla, asilarin iceriginde
bulunan virus ile sahada sirkiile olan BCoV’ un benzer olmasi gerekmektedir. BCoV’
un hiicre kiiltiirlinde iiretilmesi zor oldugu i¢in giiniimiizde kullanilan mevcut asilar
onceden hicre kiltiriinde izole ve adapte edilmis BCoV suslarini icermektedir (Fulton
ve ark., 2013). Buzagilarda salginlar yaratan enterik BCoV’ larin molekiiler anlamda

izlenmesi ve farkliliklarin tespit edilmesi, olugan salginlarda suslarin tanimlanmasi ve
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ishallerin 6nlenmesinde rol oynamaktadir. Ayrica koruma kontrol ¢alismalari

acisindan yararli veriler saglayacaktir (Bidokhti ve ark., 2013).

Bu tez calismasinin amaci, Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde bulunan illerdeki
neonatal buzagi ishal olgularindan toplanan digk1 6rneklerinde Bovine rotavirus ve
Bovine coronavirus’un tespiti, hiicre kiiltiiriinde izolasyonu, molekiiler
karakterizasyonu ve Ulkemizdeki durumuyla ilgili guncel verilerin elde edilmesi

amaclanmastir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1.Gereg

3.1.1. Orneklenen Hayvanlar

Ornekleme kapsammda Mayis 2017 — Kasim 2021 tarihleri arasinda Bursa
Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali’ na teshis amach
gonderilen digki Ornekleri kullanilirken, ayrica saha ¢aligmasi yapilarak Bursa,
Adiyaman, Canakkale, Konya, Balikesir, Kirklareli, Bilecik, Ankara ve Edirne
illerinden entansif isletmelerde, 1 aylik ve daha kiigiik yastaki ishalli buzagilardan
disk1 6rnekleri toplandi. Ornekleme yapilan iller ve toplanan diski drneklerinin sayilar

Sekil 3.1 de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Ornekleme yapilan iller (n= &rnek sayisi)

3.1.2. Diski Ornekleri
Klinik olarak ishal bulgusu gosteren buzagilardan elde edilen ve steril farkl

disk1 kaplarma toplanan 6rnekler soguk zincir altinda Bursa Uludag Universitesi

Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali laboratuvara ulastirildi. Toplam 213 adet
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disk1 6rnegi BRV ve BCoV yoniinden test edilmek iizere degerlendirildi. Digk1
ornekleri “RV” kodu verilerek kayit altina alind1 (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. ishal semptomu gosteren buzagidan toplanan disk1 drnekleri

3.1.3. Etik Kurul izin Belgesi

Bu tez ¢alismasi igin gerekli olan etik kurul izni, Bursa Uludag Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan 05.05.2020 tarihli ve
2020-05/14 nolu karar ile onaylanmistr.

3.1.4. Hicre Kultaru

Calisma kapsaminda kontrol viruslarin iiretimi ve hiicre kiiltiiriinde virus
izolasyonu icin African Green monkey foetal kidney (MA-104) ve Human Rectal
Tumor-18 (HRT-18) devamli hiicre hatlar1 kullanildi (Sekil 3.3). Hiicre hatlar1 Bursa
Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali hiicre kiiltiirii
koleksiyonundan saglandi. Hiicre kiiltiirlerinin devamlilig1 %10 fotal dana serumu
(FDS) (Hyclone, SV30160.03) ilave edilmis Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) (Sigma, D7777, ABD) ve Glasgow Modified Essential Medium (GMEM)
ile saglandi. DMEM ve GMEM icgerisine hiicre kultirlerinde bakteri ve mantar
kontaminasyonunu engellemek amaciyla 100 Ul/ug/ml Penisilin/Streptomisin (BI, 03-

031-1B) ve 250 ul/ml Amfoterisin B solisyonu (BI, 03-029-1B) eklendi. Hiicre
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kiltirleri  ve FDS, pestivirus kontaminasyonu yoninden RT-PCR ve
immunoperoksidaz testleriyle negatif olarak teyit edildikten sonra deneylerde
kullanildi. Ayrica, FDS’nin BVDV antikorlar1 yoniinden negatif oldugu da kullanim
oncesinde indirekt ELISA yontemiyle teyit edildi.

Sekil 3.3. Calismada kullanilan MA-104 (A) ve HRT-18 (B) hiicre hatlar

3.1.5. Testlerde Kullanilan Kontrol Viruslar

Calisma kapsaminda PCR tekniginde pozitif kontrol virus olarak kullanilan
BRV G6P[1] susu, BRV-G10P[11] susu, BRV-G6P[5] susu ve BCoV-Mebus susu
Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali virus
koleksiyonundan temin edildi (Sekil 3.4). BRV-G8 icin pozitif kontrol olarak Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dalindan temin edilen ¢cDNA
kullanildi.
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Sekil 3.4. Caligmada kullanilan kontrol viruslarinin hiicre kiiltiiriinde olusturdugu CPE goriintiisii (BRV
G6P[1] susu (A), BRV G6P[5] susu (B), BRV G10P[11] susu (C), BCoV Mebus susu (D))

3.1.6. Pankreatin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Pankreatin ¢Ozeltisi hazirlamak i¢in daha 6nceden hazirlanmis ve steril edilmis
100ml PBS icerisine 0.01g Pankreatin (Sigma,SLBL18810V) eklendi. Hazirlanan
karisim manyetik karistiricida +4°C” de 1 gece dondiiriilerek ¢ozdiirtildii. Cozdiirme
islemi sonrasi hazirlanan ¢ozelti 0.22um por ¢apl polietersiilfon enjektor filtrelerden
(ISOLAB, 09405001, Turkiye) siiziildii ve steril edildi. Porsiyonlama islemi

yapildiktan sonra testlerde kullanilmak tizere -20°C” de muhafaza edildi.

3.1.7. Eritrosit Stspansiyonu

Hemagliitinasyon testinde kullanilmasi amaciyla %0,5’lik si8ir eritrosit
slispansiyonu hazirlandi. Antikoagiilanl tiiplere alinan sigir kan 6rnekleri santrifiij
edildi. Ardindan eritrosit tabakasi PBS ile 3 defa yikandi. Eritrositlerin pihtilagmamasi
ve uzun siire muhafaza edilebilmesi amaciyla Alsever’s soliisyonu i¢inde %5’ lik

eritrosit kullanim konsantrasyonu hazirlandi ve +4°C’ de muhafaza edildi.
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3.1.8. Alsever’s Soliisyonu

Alsever’s soliisyonu hazirlamak amaciyla 100 ml distile su i¢ine 0,8 g sodyum
sitrat (Merck, 1.06448.1000, ABD), 0,055 g sitrik asit (Carlo Erba Reagent, 403727,
Italya), 2,05 g D-glikoz (Merck, 1.08337.0250, ABD) ve 0,42 g sodyum klorid (Merck,

1.06404.1000, ABD) eklenerek manyetik karistiricida ¢ozeltinin homojen olarak

¢6zliinmesi sagland1 ve sonra kullanim zamanina kadar 2-8°C” de saklandi.

3.1.9. Antijen-ELISA Kitleri

Klinik olarak ishal semptomu gosteren buzagilarin diski 6rneklerinde, viral
antijen tespiti amaciyla BRV (BioX Diagnostic BIO K 343/2) ve BCoV (BioX
Diagnostic BIO K 392/2) tespitine yonelik ticari antijen ELISA kitleri kullanild1 (Sekil

3.5).

DPPWV) 2020112 foti2.20

MONOSCREEN") BELISA -

BDPLV) 2020/12 [OV12.20

2.2 2 dartinte aciten

MONOSCREEN)EELISA —— | 4

Diagnostischer Test fir Rind
Double wells

nchweis des Bovinen Coronavirus

Sekil 3.5. Calismada kullanilan BRV ve BCoV Antijen ELISA kitleri

3.1.10. Nukleik Asit Ekstraksiyon Kiti

BRYV ve BCoV antijen ELISA ile pozitif tespit edilen diski 6rneklerine viral

niikleik asit ekstraksiyonu amaciyla, 100 bp-50 kbp fragment boyutlar1 arasindaki viral
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RNA’ nin ekstraksiyonunu ger¢eklestirmek amaciyla ticari niikleik asit izolasyon kiti

(Macherey-Nagel Nucleospin Virus, Almanya) kullanildi.

3.1.11. Komplementer DNA (cDNA) Sentez Kiti

Niikleik asit ekstraksiyonu yapilan orneklere, tez kapsaminda ele alinan RNA
viruslarinin (BRV ve BCoV) PCR yontemi ile molekiiler teshislerinin yapilmasi i¢in
cDNA sentezi gergeklestirildi. Bu baglamda ticari olarak temin edilen CDNA sentez
kiti (Biorad iScript cDNA synthesis kit, 170- 8891, ABD) kullanild1.

3.1.12. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Bilesenleri

Calisma siiresince uygulanan PCR metodu igin hazirlanan ana karigim (master
mix) igerigi, BRV RT-PCR igin nikleaz ari su (Wisent, 809-115-EL, Kanada), ticari
olarak kullanima hazir Maxima Hot Start Dream taq (2X) PCR Master Mix (Thermo
scientific, ABD),primerler ve cDNA karisimindan olusmaktadir.

BCoV nested-PCR i¢in ana karisim niikleaz ari su (Wisent, 809-115-EL,
Kanada), MgCl, (25 Mm, Thermo scientific, ABD), MgSOa (25 Mm, abm, Kanada)
10xPCR buffer (Thermo scientific, ABD), dNTPs (10Mm, NEB, N0447S, ABD), Taq
DNA polimeraz (5U/ul, abm, G009, Kanada), primerler ve cDNA karisimindan

olusmaktadir.

3.1.13. Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE)

Bilesenleri

BRYV antijen ELISA ile pozitif tespit edilen disk1 6rneklerinden BRV” a ait 11
segmentin gosterilmesi amaciyla RNA ekstraksiyonu amaciyla %10 SDS, 10X
ekstraksiyon buffer (1.21 gr Tris (0.01M),1.86 gr EDTA di sodium (0.005M), 5.84 gr
NaCl (0.1M), 100 ml distile su), %60 kirby fenol (500gr redstiled phenol, 0.5 gr 8-
hydroxy-quinaline, 70 gr m-creasol ve 200 ml distile su) karigimlar1 ve %40 kloroform
kullanild.
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Calisma sirasinda uygulanacak SDS-PAGE testi i¢in %5-14 oraninda
akrilamid iceren ticari olarak temin edilen hazir jel kasetler (Biorad, 4561083, ABD)
ve ticari olarak temin edilen SDS-Buffer (Biorad, 1610732, ABD) kullanildi. Ekstrakte
edilen RNA, poliakrilamid jele ytklenmeden dnce blue indikator (%25 (w/v) sucrose,
%0.2 Bromophenol blue ) ile muamele edildi.

Poliakrilamid Jelin Boyanmasi asamasinda 100 ml jel fikzasyon stvist (%10
etanol, %0,5 glaciel asetik asit), 100 ml giimiis nitrat (0.38 gr AgNO3) ¢ozeltisi, 100
ml devoloping buffer (6 gr NaOH, 1,5 ml formaldehit) ve 250 ml stop soliisyonu
(2.875 gr Na,CO3) hazirland1 ve giimiis nitrat boyama islemi gergeklestirildi.

3.2. YOontem

3.2.1. Diski Orneklerinden inokulum Hazirlanmasi

Kasim 2018 tarihinden itibaren toplanan digski 6rnekleri, bakteri ve mantar
kontaminasyonunu 6nlemek amaciyla 100 UIl/ml Penisilin/Streptomisin (Bl, 03-031-
1B) ve 250 pl/ml Amfoterisin B solisyonu (BI, 03-029-1B) iceren PBS ile 1:10
oraninda sulandirildi. Tip galkalayicida (vorteks) karistirildiktan sonra, 1 gece +4°C’
de bekletildi. Homojenize edilen diski1 6rnekleri 3000 devirde +4°C’ de 30 dakika
stireyle santrifiij (Niive, NF 800R, Tiirkiye) edildi. Santrifiij sonrasi ayrilan
stipernatant 0.45 um ve 0.22um por ¢aph polietersiilfon enjektor filtrelerden (Isolab,
09405001, Turkiye) siiziildi. Elde edilen siiziintii yapilacak testlerde kullanilmak

uzere -70 °C’ de muhafaza edildi.
3.2.2. Kontrol Viruslarinin Uretimi
3.2.2.1. BRV Suslarinin Uretimi
BRV iiretimi Bohl ve ark. (1984) tarafindan bildirilen yontemde bazi
modifikasyonlar yapilarak uygulandi (Bohl ve ark., 1984). PCR yontemlerinde

kullanilacak farkli BRV kontrol virus suslarmm (BRV-G6P[1], BRV-G10P[11] ve
BRV-G6P[5]) Uretimi amaciyla MA-104 hiicre hattindan, 150 cm2’ lik hiicre kiiltiir
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sisesinde (Orange scientific, Belgika) 100,000 hiicre/ml olacak sekilde hiicre kiiltiirii
hazirlandi. Ertesi glin hiicre kiiltiir sisesinin ylizeyini en az %80 kaplayan hiicrelerin
uzerindeki vasat uzaklastirildi. Hiicre ylizeyi FDS’ nin uzaklastirilmasi amaciyla 3 kez
yikandiktan sonra BRV suslar1 ve MA-104 hiicre kiiltiirleri %10 oraninda pankreatinle
es zamanli olarak muamele edildi. Takiben ayni kosullarda 30 dk inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi hiicre kiiltiir sisesi hacminin %1’i oraninda virus
inokulasyonu yapildi ve 37°C” de, %5 COz ihtiva eden inkiibatorde (Jouan, TGO 150,
Fransa) 1 saat inkiibasyona birakildi ve siire sonunda pankreatinle muamele edilmis
30 ml GMEM hiicre kiiltiir sisesine eklendi. Hiicre kiiltiir siseleri hergiin hiicre
morfolojisindeki sitopatolojik degisimleri saptayabilmek amaciyla invert mikroskop
(Nikon, TS100) yardimiyla incelendi. Hiicre morfolojisinde gozlenen sitopatolojik
etki >%80 diizeyine ulastiginda hiicre kiiltiir siseleri -80°C sicakliktaki derin
dondurucuda donduruldu ve sonrasinda 37°C’ ye ayarlanmig su banyosunda
cOzdiirtilerek parcalanan hiicrelerden virus partikiillerinin agiga ¢ikmasi saglandi. Elde
edilen hiicre kiiltiir sivisina +4°C’ de, 3000 rpm’ de 10 dakika santrifiijleme islemi
uygulandi ve iistte kalan siipernatant stok tiiplerine (LP Italiana, Italya)

porsiyonlanarak -80°C sicakliktaki derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.2.2. BCoV Uretimi

Viruslarin tiretimi i¢in HRT-18 hiicre hattindan, 150 cm2’ lik hiicre kultr
sisesinde (Orange scientific, Belgika) 100,000 hiicre/ml olacak sekilde hiicre kiiltiirii
hazirlandi. Ertesi giin hiicre kiiltiir sigsesinin yilizeyini en az %80 kaplayan hiicrelerin
iizerindeki vasat uzaklastirildi. Hiicre yilizeyi FDS’ nin uzaklastirilmasi amaciyla 3 kez
yikandiktan sonra hlcre kiltir sisesi hacminin %1’i oraninda virus inokulasyonu
yapildi ve 37°C’ de, %5 COz ihtiva eden inkiibatdrde (Jouan, TGO 150, Fransa) 1 saat
inkiibasyona birakildi. Stire sonunda 30 ml DMEM hiicre kiiltir sisesine eklendi. Virus
ekimini takiben her gln invert mikroskopta hiicre morfolojisi incelendi. Monolayer
hiicrede gozlenen sitopatolojik etki >%80 diizeyine ulastiginda dondurulan hiicre
kiiltiir siselerindeki viruslar 37°C’lik su banyosunda ¢6zdiiriildii. Ardindan hiicre ve
virus karigimi santriftij tiipine alinarak +4°C’de, 3000 rpm hizda 10 dakika siireyle
santrifiij islemi gerceklestirildi. Siipernatant stok tiiplerine (LP Italiana, Italya)
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porsiyonlanarak -80°C dondurucuda (Panasonic, MDF-US386S, Japonya) muhafaza
edildi.

3.2.3. Konvansiyonel Virolojik Tan1 Yontemleri

3.2.3.1. Hiicre Kiiltiiriinde Virus Izolasyonu

3.2.3.1.1. HRT-18 Hiicre Kiiltiiriinde Virus izolasyon Cahsmalan

BCoV izolasyonu amaciyla HRT-18 hiicre hattindan hazirlanan 24 gozIi hicre
kiltir pleytlerinin her g6ziine 100.000 hucre/ml olacak sekilde HRT-18 hiicre kiltir(
stispansiyonundan 1 ml konuldu. Ertesi giin pleyt yiizeyinin >%80’ ini kaplayan hiicre
tabakasimin tizerindeki st s1v1 uzaklastirildi ve pleyt gozleri FDS’ nun uzaklastiriimasi
amaciyla DMEM ile ii¢ kez yikandi. Adsorbsiyona bagli virus inokulasyonu
yontemiyle diski 6rneklerinden hazirlanan inokulumlar hiicre kiltiiriine inokule edildi.
Bu amacla her 6rnekten pleytin bir géziine 200 pl inokulasyon yapilarak 37°C’ de, %5
CO; ihtiva eden inkiibatorde bir saat inkiibasyona birakildi. Sure sonunda igerik
uzaklastirilarak 3 kez yikama islemi yapildi ve 1 ml DMEM ilave edilerek tekrar ayni
kosullarda inkiibatére kaldirildi. Pleytler 7 giin boyunca hicre morfolojisindeki
sitopatolojik degisimleri saptayabilmek i¢in invert mikroskop (Nikon, TS100)
yardimiyla incelendi. Yedi giiniin sonunda pleytler -80°C’ ye kaldirilarak donduruldu
ve daha sonra 37°C’ de ¢ozdiiriildi. Uygulanan islem, inokulasyonu yapilan
inokulumlarin seri pasajlanmasi icin iist stvilarm kullanilmasi yoluyla ii¢ defa daha

tekrarlanarak toplam dort kor pasaj islemi yapildi.

3.2.3.1.2. MA-104 Hiicre Kiiltiiriinde Virus izolasyon Cahsmalan

BRYV izolasyonu Bohl ve ark. (1984) tarafindan bildirilen yontemde bazi
degisiklikler yapilarak uygulandi. Bu amagla MA-104 hiicre hattindan hazirlanan 24
g6zIi hiicre kiiltlir pleytlerinin her géziine 100.000 hiicre/ml oraninda olacak sekilde
hazirlanan MA-104 hucre kiltira stispansiyonundan 1 ml konuldu. Sonraki giin pleyt

yiizeyinin >%80’ ini kaplayan hiicre tabakasinin iizerindeki iist sivi uzaklastirildi ve
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pleyt yiizeyini kaplayan hiicrelerin {izeri FDS’ nun uzaklastirilmasi i¢in serum GMEM
ile ii¢ kez yikandi. Daha 6nce hazirlanmis olan stok pankreatin (100ul/ml) ¢ozeltisi ve
GMEM ile %10 oraninda pankreatin igeren virus iiretme vasati hazirlandi. FDS
icermeyen GMEM ile hiicre yiizeylerinin yikanma iglemi sonrasinda hazirlanmis olan
virus iiretme vasati, MA-104 hiicre hatt1 ile kapli pleyt gozlerine, hiicre yiizeyini
kaplayacak kadar ilave edildi. Pleytler 37°C’de, %5 CO: ihtiva eden inkiibatorde 30
dk inkiibasyona birakildi. Es zamanli olarak inokulasyonu yapilacak inokulumlar %10
oraninda pankreatin eklenerek muamele edildi ve 37°C’de, %5 CO. ihtiva eden
inklibatorde 30 dk inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonras: her drnekten pleytin bir
goziine 200 pl inokulasyon yapildi ve pleyt ayni kosullarda 1 saat inklibasyona
birakildi. Siire sonunda igerik uzaklastirilarak her goze 1 ml, %10 oraninda pankreatin
igeren virus tiretme vasati ilave edilerek ve 37°C’de, %5 CO- ihtiva eden inklbattre
kaldirildi. MA-104 hiicre hatt1 ile kapl 24 g6zl pleytlere 48 saat araliklarla hacmen
% 10 oraninda pankreatin ilave edildi. Pleytler 7 giin boyunca hiicre morfolojisindeki
sitopatolojik degisimleri tespit etmek amaciyla invert mikroskop (Nikon, TS100)
yardimiyla incelendi. Yedi giiniin sonunda pleytler -80°C’ donduruldu ve 37°C’ de
¢Ozdiiriildii. Uygulanan islem digki Orneklerinden hazirlanan inokulumlarin
pasajlanmasi i¢in iist sivilarin kullanilmasi yoluyla ii¢ defa daha tekrarlanarak

orneklere toplam dort kor pasaj islemi yapildi.

3.2.3.2. ELISA ile Antijen Tespiti

Calisma kapsaminda toplanan 213 adet ishalli buzagi diski Orneginden
hazirlanan inokulumlardan BRV (BioX Diagnostic BIO K 343/2) ve BCoV (BioX
Diagnostic BIO K 392/2) tespitine yonelik ticari Ag ELISA kitleri kullanildi.
Kullanilan kitlerdeki test protokolii iretici firmanin 6nerdigi sekilde uygulandi. Test
sonunda pleytler ELISA okuyucuda (Thermo-Multiskan EX, Finlandiya) 450 nm
dalga boyunda okutularak sonuglar degerlendirildi. Pozitif esik degerlerin

hesaplanmasi yine test prosediiriine gore yapildi.
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3.2.3.3. Hemaglutinasyon Testi

Virus izolasyonu sirasinda hiicre kiiltiirtinde morfolojik degisiklik olusturdugu
tespit edilen 6rneklere, hemagliitinasyon yeteneginin varligini tespit etmek amaciyla
daha oOnce bildirilen bir ¢aligmadaki yontemde (Ennima ve ark., 2016) smirl
modifikasyonlar yapilarak hemagliitinasyon testi uygulandi. Bu amagla MA-104 hicre
kiiltirinde morfolojik degisiklik olusturan 2 6rnegin (RV-36 ve RV-38) 4. pasaj
seviyesinden hiicre iist stvis1, 50 pl olacak sekilde lam iizerine damlatildi. Uzerine 50
Wl sigir eritrositiyle hazirlanmis Alsevier soliisyonu damlatildiktan sonra, lam lizerinde
cam ¢ubuk yardimiyla karigimlarin homojenizasyonu saglandi. Es zamanli uygulama
yapilarak, pozitif kontrol olarak 50 pl P1-3 (SF-4 susu) ve negatif kontrol olarak 50 pl
PBS kullanildi. 30 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra lam iizerinde eritrosit
aglitinasyonu olan érnekler pozitif reaksiyon, olmayanlar ise negatif reaksiyon olarak

degerlendirildi.

3.2.4. Molekiiler Tan1 Yontemleri

3.2.4.1. Niikleik Asit Izolasyonu

BRV ve BCoV Ag ELISA Kitlerinde pozitif tespit edilen 6rneklerden viral
RNA’ nin ekstraksiyon islemi, ticari olarak temin edilen niikleik asit izolasyon kiti
kullanilarak (Macherey-Nagel Nucleospin Virus, Almanya) iiretici firmanin onerdigi
sekilde uygulandi. Uygulanan protokol sonucu elde edilen yaklasik 30 ul hacmindeki
niikleik asit ¢cDNA yonteminde kullanilana kadar -80°C sicakliktaki derin

dondurucuda muhafaza edildi.
3.2.4.2. Komplementer DNA (cDNA) Elde Edilmesi

Ticari olarak temin edilen cDNA kiti (Biorad iScript cDNA synthesis Kit, 170-
8891, ABD), iiretici firmanin onerdigi sekilde uygulandi. Kisaca, BRV ve BCoV Ag

ELISA testlerinde pozitif olarak tespiti yapilan Orneklerden cDNA elde etmek

amaciyla, tup icerisine 10 pl niikleaz ari su, 4 pl 5x reaksiyon buffer, 1 pl reverz
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transkriptaz ve 5 pl nikleik asit eklenerek cDNA reaksiyon karigimi elde edildi. Daha
sonra thermal-cycler (Thermo scientific, ABD) cihazi araciligtyla 30 dakika siireyle
42°C ve 5 dakika 85°C sicaklik uygulandi. Sonug olarak 20 pl hacimde cDNA elde

edildi ve PCR yonteminde kullanilmak tizere derin dondurucuda (-20°C) saklandi.

3.2.4.3. BRV RT-PCR Protokolu

Antijen ELISA kitinde BRV’ a yonelik pozitif olarak tespiti yapilan 6rneklere
BRV’ un VP6 gen bolgesine spesifik Tablo 3.1° de yer alan primerler kullanilarak RT-
PCR uygulandi (Iturriza Gémara ve ark., 2002).

Ozet olarak PCR karisimi toplamda 25 pl olacak sekilde 12,5 pl Maxima Hot
Start Green PCR Master Mix (2x), 7,5 ul nikleaz ari su, 1 pl VP6-F forward primer
(50 pmol), 1 pl VP6-R reverse primer (50 pmol) ve 3 ul DNA eklenerek hazirladi.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan BRV VP6 gen bolgesi primerleri

Hedef Gen Primerler Pozisyon Dizin (5°— 3°) Uriin Uzunlugu
VP6-F 747-766 GACGGVGCRACTACATGGT
VP6 VP6-R 379
1126-1106 GTCCAATTCATNCCTGGTGG

Elde edilen PCR karisimi1 95°C” de 4 dk 6n denatiirasyon; 35 siklus (95°C 1dk,
58°C 1dk sn, 72°C 2 dk) ve 72°C’ de 10 dk son uzama olacak sekilde thermal-cycler

programina tabi tutuldu.

3.2.4.4. BRV G ve P genotiplendirme RT-PCR Protokolu

BRV Ag ELISA kitinde pozitif olarak tespiti yapilan 6rneklerin G6, G8, G10
ve P[1], P[5], P[11] genotiplerinin saptanmasi amaciyla Tablo 3.2’ de yer alan
primerler kullanilarak RT-PCR islemi uygulandi. Primerlerin baglanma sicakliklar1
daha 6nce bildirilmis bir protokolde optimizasyon yapilarak uygulandi (Falcone ve
ark., 1999).

G6 genotiplendirme i¢in PCR karigimi toplamda 25 pl olacak sekilde 12,5 pl
Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (2x), 9,5 ul niikleaz ari su, 1 pl Beg9-F
primer (50 pmol), 1 pl G6-R primer (50 pmol) ve 1 ul DNA eklenerek hazirladi. Elde
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edilen PCR karigimi1 95°C’ de 5 dk 6n denatiirasyon; 40 siklus (95°C 1dk, 43,5°C 1dk,
72°C 2 dk) ve 72°C’ de 7 dk son uzama olacak sekilde thermal-cycler programina tabi
tutuldu.

Tablo 3.2. Calismada BRV G ve P genotiplendirmede kullanilan genotip spesifik primerler

Hedef Gen Primerler Pozisyon Dizin (5'>3’) Uriin Uzunlugu
Beg9-F 1-28 GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG
500
VP7 ® G(E)}R 499481 CTAGTTCCTGTGTAGAATC -
= 715
S G(8)-R 274-256 CGGTTCCGGATTAGACAC
Q.
S
g G(10)-R 715-697 TTCAGCCGTTGCGACTTC
(O]
P-GenF 1064-1085 TTCATTATTGGGACGATTCACA
VP4 QE_, P[1]-R 1526-1505 TTAAATTCATCTCTTAGTTCTC 463
=
ic) P[5]-R 1725-1704 GGCCGCATCGGATAAAGAGTCC 662
Q.
g
g P[11]-R 1398-1377 TGCCTCATAATATTGTTGGTCT 335
[a

G8 genotiplendirme i¢in PCR karisimi toplamda 25 pl olacak sekilde 12,5 ul
Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (2x), 9,5 ul niikleaz ari su, 1 pul Beg9-F
primer (100 pmol), 1 pl G8-R primer (100 pmol) ve 1 ul DNA eklenerek hazirlada.
Elde edilen PCR karisimi1 95°C” de 5 dk 6n denatiirasyon; 40 siklus (94°C 1dk, 54°C
2dk, 72°C 1 dk) ve 72°C’ de 10 dk son uzama olacak sekilde thermal-cycler
programina tabi tutuldu.

G10 genotiplendirme i¢cin PCR karigimi toplamda 25 pl olacak sekilde 12,5 pl
Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (2x), 9,5 ul niikleaz ari su, 1 pl Beg9-F
primer (10 pmol), 1 pl G10-R primer (10 pmol) ve 1 ul DNA eklenerek hazirladi. Elde
edilen PCR karigimi 95°C” de 5 dk 6n denatiirasyon; 40 siklus (94°C 1dk, 55°C 1dk,
72°C 2 dk) ve 72°C’ de 7 dk son uzama olacak sekilde thermal-cycler programina tabi
tutuldu.

P[1] genotiplendirme i¢in PCR karisimi toplamda 25 pl olacak sekilde 12,5 ul
Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (2x), 9,5 ul nikleaz ari su, 1 pl Pgen-F
primer (10 pmol), 1 ul P[1]-R primer (10 pmol) ve 1 ul DNA eklenerek hazirladi. Elde
edilen PCR karigimi1 95°C’ de 5 dk 6n denatiirasyon; 40 siklus (94°C 1dk, 45,7°C 1dk,
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72°C 2 dk) ve 72°C” de 7 dk son uzama olacak sekilde thermal-cycler programina tabi
tutuldu.

P[5] genotiplendirme i¢in PCR karisimi1 toplamda 25 ul olacak sekilde 12,5 pl
Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (2x), 9,5 pl nukleaz ari su, 1 pl Pgen-F
forward primer (50 pmol), 1 pl P[5]-R reverse primer (50 pmol) ve 1 pul DNA
eklenerek hazirladi. Elde edilen PCR karisim195°C” de 5 dk 6n denatiirasyon; 40 siklus
(94°C 1dk, 50°C 1dk, 72°C 2 dk) ve 72°C’ de 7 dk son uzama olacak sekilde thermal-
cycler programina tabi tutuldu.

P[11] genotiplendirme i¢in PCR karisim1 toplamda 25 pl olacak sekilde 12,5
pl Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (2x), 9,5 pl nukleaz ari su, 1 pl Pgen-F
forward primer (10 pmol), 1 pl P[11]-R reverse primer (10 pmol) ve 1 pl DNA
eklenerek hazirladi. Elde edilen PCR karisimi 95°C” de 5 dk 6n denatiirasyon; 40 siklus
(94°C 1dk, 50°C 1dk, 72°C 2 dk) ve 72°C’ de 7 dk son uzama olacak sekilde thermal-

cycler programna tabi tutuldu.

3.2.4.5. BCoV Nested PCR Protokoli

Antijen ELISA kitinde BCoV’ a yonelik pozitif olarak tespiti yapilan 6rneklere

Tablo 3.3’ de yer alan primerler kullanilarak nested PCR islemi uygulandi (K.O. Cho,
Hasoksuz, ve ark., 2001). Ozet olarak: Reaksiyonun birinci evresi i¢in PCR karisimi1
toplamda 50 pl olacak sekilde 37,7 ul niikleaz ari su, 2 pl MgClz (25mM), 5 pl 10x
PCR buffer, 1 ul F1 primeri (25 pmol), 1 pl R1 primeri (25 pmol), 1 pl dNTPs (10mM),
0,3 ul Taqg DNA polimeraz (5 U/ul) ve 2 ul cDNA eklenerek hazirlandi. Elde edilen
PCR karisim1 94°C’ de 4 dk 6n denatiirasyon; 35 siklus (94°C 1 dk, 58°C 1 dk, 72°C 2
dk) ve 72°C’ de 7 dk son uzama olacak sekilde thermal-cycler programina tabi tutuldu.
Elde edilen birinci evre lirliniinden 1 pl {irtin, 9 pl niikklease ari su ile karistirilip

1/10 luk sulandirma iglemi yapildi ve reaksiyonun ikinci evresinde 5 pliiriin kullanild.
PCR karigim oranlarinda degisiklik olmaksizin F2 ve R2 primerleri ile PCR
protokoliinuin ikinci evresi hazirland1 ve ayni thermal-cycler programinda 35 siklus

olacak sekilde uygulandi.
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Tablo 3.3. Calismada kullanilan BCoV primerleri

Beklenen
Gen Bolgesi Primerler Pozisyon Dizin (5°-3°) arin
biiyiikliigii
F1 21-40 GCAATCCAGTAGTAGAGCGT 730
R1 731-750 CTTAGTGGCATCCTTGCCAA
N F2 79-98 GCCGATCAGTCCGACCAATG 407
R2 467-485 AGAATGTCAGCCGGGGTAG

3.2.4.6. Elektroforez ve PCR Uriinlerinin Gorintilenmesi

PCR uygulamalariyla elde edilen iirlinleri goriintiilemek amaciyla 1x TAE
buffer (Fermantas, B49, Litvanya) i¢inde hazirlanan % 2’ lik agaroz jele 0,05 pl/ml
olacak sekilde Safeview (abm, G108, Kanada) eklenerek (peQLab Biotechnologic
GmbH, 35-1010, Almanya) agaroz jel elektroforezi (Thermo scientific, EC320, USA)
kullanilda.

Islem sirasinda 6 pl PCR iiriinii ve 2 pl loading dye (Metis, 0601, Tiirkiye) ile
karistirilarak jele yiiklendi ve 30 dakika boyunca 200 volt elektrik akimi uygulanarak
tiriinlerin jelde yiritiilmesi saglandi. Elde edilen PCR drinlerinin molekiil boyutlars,
100 bp’ lik a¢ilma araliklarina sahip DNA ladder (GeneAll, GA-010, Kore) ile
karsilagtirilarak degerlendirildi. Yiriitme islemi sonunda jel goriintiileme sistemi
(Vilber Lourmat, 09200439, Fransa) araciligiyla PCR iiriinleri gorintilendi ve kayit

altina alindi.

3.2.4.7. Dizi Analizi ve Filogenetik Aga¢ Olusturulmasi

PCR uygulamasi sonucunda BRV ve BCoV etkenlerine spesifik niikleik asit
varlig1 tespit edilen 6rneklerin PCR iirlinlerinin dizi analizleri, hizmet alim1 (BM
Labosis, Tiirkiye) yoluyla yapildi. Bu amagla dizinler BioEdit programi kullanilarak
ClustalW coklu hizalama (ClustalW multiple alignment) fonksiyonu araciligiyla
hizaland1 (T. A. Hall, 1999). Kesilen dizilerin, MEGA11 programi kullanilarak 1000
bootstrap replikasyonu ile maksimum olasilik analizi (Maximum likelihood analysis)
yapild1 (Kumar, Stecher, & Tamura, 2016). Tez kapsaminda ¢aligilan viruslar i¢in

kullanilan referans dizinler, GenBank’ tan ilgili gen bolgelerine gore temin edildi.
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3.2.4.8. Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Antijen ELISA kitinde BRV’ a yonelik pozitif tespit edilen drneklerden, 11
segmentli RNA’ nin gosterilmesi amaciyla SDS-PAGE islemi yapildi. Bu asamada
diskidan uygulanan niikleik asit ekstraksiyonu ve PAGE yontemi ayrica jelde glimiis
nitrat boyamasi daha Once bildirilmis olan protokoller smirli modifikasyonlar
yapilarak uygulandi (Burgu ve ark., 1995; Herring, Inglis, Ojeh, Snodgrass, &
Menzies, 1982).

3.2.4.8.1. Diski Orneklerinden RNA Ekstraksiyonu

Deney tlplerine hassas terazi kullanilarak 0,25 gr digki tartildi. Virusun nukleik
asit disindaki yapilarini par¢alamasi amaciyla deney tiiptindeki digki iizerine %10 SDS
ile muamele edilmis 0,75ml ekstraksiyon buffer ilave edildi ve tiip calkalayict
(vorteks) ile karistirilarak homojenizasyon saglandi. Takiben deney tiiplerine %60
Kirby fenol ve %40 Kkloroform karisimindan ilave edildi. Tekrar calkalayic ile
homojenizasyon saglandiktan sonra +4°C” de, 6000 rpm’ de, 30 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi deney tiiplinde lstte kalan ekstraksiyon buffer icerisinde olan RNA’
lar otomatik pipet yardimi ile toplanip RNA ekstrakti olarak -20°C’ de muhafaza
edildi.

3.2.4.8.2. SDS-PAGE Protokolu
Testin uygulanmasinda 12l RNA ekstrati ve 3l blue indikator karistirilarak
poliakrilamid jel kasetlerindeki ilgili kuyucuklara ytklendi. Oda sicakliginda 6 saat

boyunca, 30mA, 200V elektrik akimi uygulanarak SDS-PAGE islemi gergeklestirildi
(Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Orneklerin poliakrilamid jele yiiklenmesi

3.2.4.8.3. Poliakrilamid Jelin Giimiis Nitrat ile Boyanmasi

Elektroforez islemi sonrasi poliakrilamid jel, 30 dk boyunca jel fikzasyon
stvisinda inkiibe edildi. Takiben distile su ile yikandi ve 20 dakika boyunca giimiis
nitrat soliisyonunda bekletildi. Sire sonunda distile su ile yikandiktan sonra
developing buffer igerisinde bant olusumu takip edildi. Bantlarin jel iizerinde
olusumunu takiben developing buffer uzaklastirildi ve distile su ile tekrar yikandiktan
sonra stop soliisyonunda birakildi. Jel lizerinde boyama islemi sonrasi elde edilen viral

segmentler kay1t altina alindi.
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4. BULGULAR
4.1. Konvansiyonel Virolojik Ydntemlerle Elde Edilen Bulgular
4.1.1. Kontrol viruslarinin iiretimi
PCR uygulamalarinda pozitif kontrol amaciyla kullanilacak olan BRV ve
BCoV suslarinin {iiretimi swrastyla MA-104 ve HRT-18 hiicre hatlarinda
gerceklestirildi ve mikrotitrasyon yontemi ile enfektivite gii¢leri belirlendi (Tablo 4.1).
Hiicre kiiltiiriinde sitopatolojik etki (CPE) olusturarak iireyen BRV ve BCoV un teyidi

amaciyla Ag ELISA ve PCR uygulamalar1 gerceklestirildi.

Tablo 4.1. PCR uygulamalarinda pozitif kontrol olarak kullanilacak viruslar

Virus Adi Virus Susu Hucre Pasaj Enfektif titre
Hatti Seviyesi (p) (DKIDsg)
G6P[1] 3p 1035
BRV G6P[5] MA-104 3p 10575
G10P[11] 3p 1035
BCoV Mebus HRT-18 p 107

4.1.2. HRT-18 Hiicre Kiiltiiriinde Virus Izolasyonu Sonuclar

Calisma kapsaminda BCoV izolasyonu amaciyla 213 adet digski 6rneginden
hazirlanan inokulumlar, HRT-18 hiicre kiltirtine inokule edilerek birbirini takip eden
dort kor pasaj islemine tabi tutuldu (Sekil 4.1). Her bir pasaj stresince hicre kiltirtine
inokule edilen drnekler invert mikroskop altinda 7 giin boyunca hicre kontrol gozleri
ile karsilastirilarak incelendi. 213 adet diski 6rneginden hazirlanan inokulumlarin

ekildigi HRT-18 hiicre kiiltiiriinde sitopatolojik degisiklik gézlenmedi.
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Sekil 4.1. HRT-18 ve MA-104 hiicre kiiltiirlerinde es zamanl olarak yapilan virus izolasyon ¢aligmasi

4.1.3. MA-104 Hiicre Kiiltiiriinde Virus izolasyonu Sonuclar

Tez ¢aligmasi kapsaminda BRV izolasyonu amaciyla 213 adet digk1 6rneginden
hazirlanan inokulumlar, MA-104 hiicre kiltirine inokule edilerek birbirini takip eden
dort kor pasaj islemine tabi tutuldu (Sekil 4.1). Her bir pasaj siiresince hiicre kilturiine
inokule edilen drnekler invert mikroskop altinda 7 giin boyunca hiicre kontrol gozleri
ile karsilastirilarak incelendi. Siireg sonunda MA-104 hiicre kiiltliriinde yapilan virus
izolasyon calismasinda toplamda 2 adet disk1 6rneginin (Ornek no: RV-36 ve RV-38)
sitopatolojik etki (CPE) olusturdugu saptandi. Geriye kalan 211 adet digk1 6rneginden
hazirlanan inokulumlarin ekildigi MA-104 hiicre kiltirlerinde sitopatolojik degisiklik
gozlenmedi. CPE olusturan érneklerin (Ornek no: RV-36 ve RV-38) birinci pasaj
seviyesinin ikinci giiniinden itibaren dordiincii pasaj seviyesine kadar CPE saptandi
(Sekil 4.2). iki izolatm hiicre kiiltiiriine ekimini takiben dordiincii pasaj seviyesinden
elde edilen tist sivilara, identifikasyon amaciyla BRV ve BCoV Ag ELISA testleri
ayrica BRV RT-PCR ve BCoV nested-PCR testleri yapildi.
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Sekil 4.2. MA-104 hicre kiltiriinde CPE tespit edilen érneklerin inverted mikroskop gérintiisi ve
hiicre kontrol gozleri (A: RV-36 (4. pasaj), B: RV-38 (4.pasaj), C: Pankreatinle muamele edilmis hiicre
kontrol, D: Pankreatinle muamele edilmemis hiicre kontrol)

4.1.4. ELISA ile BRV ve BCoV Antijen Tespiti Sonuclar

Tez ¢aligmas1 kapsaminda toplanan 213 adet disk1 6rnegi, BRV ve BCoV Ag
ELISA test kitleri ile degerlendirildi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. BRV ve BCoV Antijen ELISA uygulamast
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Tablo 4.2. Ag ELISA kitinde BRV ve BCoV’ a yonelik pozitif 6rnekler ve sonuglari

BRV ve BCoV Ag ELISA Pozitif Ornekler

No Ornek BRV BCoV No Ornek BRV BCoV
Adi Ag ELISA Ag ELISA Adi Ag ELISA Ag ELISA
1. RV-1 + - 42. RV-103 + -
2. RV-4 + - 43. RV-104 + -
3. RV-10 - + 44, RV-107 + -
4, RV-11 + - 45, RV-108 + -
5. RV-12 + - 46. RV-109 + -
6. RV-13 + - 47. RV-111 + -
7. RV-16 + - 48. RV-114 + -
8. RV-17 + - 49. RV-137 + -
9. RV-18 + - 50. RV-138 + -
10. RV-19 + - 51. RV-139 + -
11. RV-20 + - 52. RV-140 + -
12. RV-28 + - 53. RV-141 + -
13. RV-33 + - 54. RV-142 + -
14. RV-36 + - 55. RV-143 + -
15. RV-38 + - 56. RV-145 + -
16. RV-39 + - 57. RV-147 + -
17. RV-42 + - 58. RV-148 + -
18. RV-44 + - 59. RV-149 + -
19. RV-45 + - 60. RV-150 + -
20. RV-47 + - 61. RV-151 + -
21. RV-51 - + 62. RV-154 + -
22. RV-52 + - 63. RV-155 + -
23. RV-53 + - 64. RV-156 + -
24. RV-58 - + 65. RV-157 + -
25. RV-59 + - 66. RV-159 + -
26. RV-60 - + 67. RV-170 + -
27. RV-61 - + 68. RV-185 + -
28. RV-62 + - 69. RV-189 +
29. RV-66 + + 70. RV-190 + -
30. RV-67 + - 71. RV-194 + -
31. RV-69 + - 72. RV-195 - +
32. RV-71 + + 73. RV-196 + -
33. RV-75 + + 74. RV-199 - +
34. RV-76 + - 75. RV-203 - +
35. RV-77 + - 76. RV-204 - +
36. RV-84 + - 77. RV-205 - +
37. RV-85 + - 78. RV-206 - +
38. RV-91 + - 79. RV-208 + -
39. RV-94 + - 80. RV-211 - +
40. RV-96 + - 81. RV-212 - +
41. RV-102 + - 82. RV-213 - +
Genel Toplam 69 17

Diski Orneklerinde BRV ve BCoV’ a yoOnelik tespit oranlar1 ayri ayri
degerlendirildiginde, toplam 213 digk1 6rneginden 69 adedi (% 32,39) BRV yoniinden
ve 17 adedi (%7,98) BCoV yoniinden pozitif bulundu (Tablo 4.2). Orneklerinin 82
adedinde (% 38,5) arastirilan viruslardan en az birisi (BRV ve/veya BCoV) tespit
edilirken, 65 (%30,52) adet digk1 6rneginde tek BRV, 13 (%6,10) adet disk1 6rneginde
tek BCoV ve 4 (%1,88) adet digk1 6rneginde BRV ve BCoV ikili enfeksiyonu saptandi.
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Toplanan digki 6rneklerinin 131 (%61,5 ) adedinde tespit edilmesi hedeflenen

viruslara rastlanmadi (Sekil 4.4).

70 61.5
60 —

50 R

385
40 I
30
20

10

1.88

————————
Ornek Sayisi (n=213)
B Toplam pozitif 6rnek Sayisi B Tek BRV B Tek BCoV OOBRV +BCoV [ Negatif 6rnek sayisi

Sekil 4.4. BRV ve BCoV Antijen ELISA kiti ile test edilen sonuclarmn ylizdelik dagilimlar

Pozitif bulunan 82 diski 6rnegi bazinda degerlendirme yapildiginda, %
79,27’sinde (65 adet) sadece BRV, % 15,85’inde (13 adet) sadece BCoV ve %
4,88’inde (4 adet) BRV ve BCoV ikili enfeksiyonu saptandi (Sekil 4.5).
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Pozitif 6rnek sayisi ( n=82)

OTek BRV METek BCoV MBRV +BCoV |

Sekil 4.5. BRV ve BCoV Antijen ELISA kiti ile pozitif tespit edilen 6rneklerin yiizdelik dagilimlar

MA-104 hicre Kkiiltiiriinde virus izolasyonu sirasinda digki Grneginden
hazirlanmis inokulumdan elde edilen iki izolatin (RV-36, RV-38) 4. pasaj
seviyesinden toplanan iist sivilart BRV ve BCoV Ag ELISA kiti ile test edildi. BRV
Ag ELISA test sonucuna gore 2 izolatin da BRV yonunden pozitif oldugu belirlendi.
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4.1.5. Hemagliitinasyon Testi Sonuclari

MA-104 hiicre kiiltiirtinden elde edilen izolatlarin identifikasyonunu
desteklemek amaciyla virus izolasyonu sirasinda elde edilen 2 izolatin (RV-36 ve RV-
38) 4. pasaj seviyesinden toplanan {ist sivilarina hemagliitinasyon testi uygulandi ve
elde edilen BRV izolatlarmin hemaglitinasyon 6zelliginin olmadigi tespit edildi.

4.2. Molekuler Yontemlerle Elde Edilen Bulgular

Tez ¢alismasinda antijen ELISA testiyle pozitif tespit edilen 69 adet BRV ve
17 adet BCoV digk1 6rnegi PCR metodu ile test edildi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. BRV RT- PCR ve BCoV Nested-PCR uygulanan drnekler ve PCR sonuglari
BRV RT- PCR ve BCoV Nested-PCR Uygulanan Ornekler

No Ornek BRV BCoV No Ornek BRV BCoV
Adi RT-PCR Nested PCR Ad RT-PCR Nested PCR
1. RV-1 + te 42. RV-103 + te
2. RV-4 - te 43. RV-104 - te
3. RV-10 + + 44, RV-107 + te
4, RV-11 - te 45. RV-108 + te
5. RV-12 + te 46. RV-109 + te
6. RV-13 + te 47. RV-111 + te
7. RV-16 - te 48. RV-114 - te
8. RV-17 - te 49. RV-137 - te
9. RV-18 + te 50. RV-138 - te
10. RV-19 + te 51. RV-139 + te
11. RV-20 + te 52. RV-140 - te
12. RV-28 + te 53. RV-141 + te
13. RV-33 + te 54. RV-142 + te
14. RV-36 + te 55. RV-143 + te
15. RV-38 + te 56. RV-145 + te
16. RV-39 - te 57. RV-147 + te
17. RV-42 + te 58. RV-148 + te
18. RV-44 + te 59. RV-149 + te
19. RV-45 + te 60. RV-150 + te
20. RV-47 - te 61. RV-151 + te
21. RV-51 te + 62. RV-154 + te
22. RV-52 + te 63. RV-155 + te
23. RV-53 + te 64. RV-156 + te
24, RV-58 te + 65. RV-157 + te
25. RV-59 + te 66. RV-159 - te
26. RV-60 te + 67. RV-170 + te
217. RV-61 te - 68. RV-185 + te
28. RV-62 - te 69. RV-189 - te
29. RV-66 + + 70. RV-190 + te
30. RV-67 + te 71. RV-194 + te
31. RV-69 + te 72. RV-195 te +
32. RV-71 - - 73. RV-196 + te
33. RV-75 + - 74. RV-199 te +
34. RV-76 + te 75. RV-203 te +
35. RV-77 + te 76. RV-204 te +
36. RV-84 + te 77. RV-205 te +
37. RV-85 + te 78. RV-206 te +
38. RV-91 - te 79. RV-208 + te
39. RV-94 + te 80. RV-211 te +
40. RV-96 + te 81. RV-212 te -
41. RV-102 + te 82. RV-213 te +
Genel Toplam 53 13

(BRV : Bovine rotavirus, BCoV: Bovine coronavirus, RT-PCR: Reverztranskriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu, (+): pozitif, (-): negatif, (te): test edilmedi)
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4.2.1. BRV RT-PCR Sonuclan

BRYV antijen ELISA Kkiti ile pozitif tespit edilen 69 adet digki 6rneginin 53
adedi, RT-PCR yontemi ile de BRV yoniinden pozitif olarak saptandi (Sekil 4.6, Sekil
4.7, Sekil 4.8).

379 bp

14 1S: A6 S EF-18 10 20 9522

379 bp

Sekil 4.6. BRV RT-PCR Urinlerinin agaroz jel elektroforez géruntileri
(1:DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010) 2:(+) kontrol BRV G10P[11] susu, 3:(-) kontrol, 4:RV-1,
5:RV-10, 6: RV-12, 7:RV-13, 8:RV-18, 9:RV-19, 10:RV-20, 11:RV-28, 12:RV-33, 13:RV-36, 14:
DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 15:(+) kontrol BRV G10P[11] susu, 16: (-) kontrol, 17:RV-
38, 18:RV-42, 19:RV-44, 20:RV-45, 21:RV-52, 22:RV-53, 23:RV-59, 24:RV-66, 25:RV-67, 26:RV-
69)

379 bp

4. 1516 175918 19 -2

379 bp
<

Sekil 4.7. BRV RT-PCR urinlerinin agaroz jel elektroforez gorintileri
(1: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 2:(+) kontrol BRV G10P[11] susu, 3:(-) kontrol, 4:RV-75,
5:RV-76, 6: RV-77, 7:RV-84, 8:RV-85, 9:RV-94, 10:RV-96, 11:RV-102, 12:RV-103, 13:RV-107, 14:
DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 15:(+) kontrol BRV G10P[11] susu, 16: (-) kontrol, 17:RV-
108, 18:RV-109, 19:RV-111, 20:RV-139, 21:RV-141, 22:RV-142, 23:RV-143, 24:RV-145, 25:RV-
147, 26:RV-148)
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379 bp

14 15 165 17 18 19

379 bp

Sekil 4.8. BRV RT-PCR urinlerinin agaroz jel elektroforez gorintileri
(1: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 2:(+) kontrol BRV G10P[11] susu, 3:(-) kontrol, 4:RV-
149, 5:RV-150, 6: RV-151, 7:RV-154, 8:RV-155, 9:RV-156, 10:RV-157, 11:RV-170, 12:RV-185,
13:RV-190, 14: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 15:(+) kontrol BRV G10P[11] susu, 16: (-)
kontrol, 17:RV-194, 18:RV-196, 19:RV-208)

MA-104 hiicre kiiltiirtinde virus izolasyonu sirasinda elde edilen iki izolatin (RV-
36, RV-38) 4. pasaj seviyesinden toplanan iist sivilarina niikleik asit izolasyonu ve
cDNA testi sonrast BRV RT-PCR uygulandi. Test sonucuna gore elde edilen iki
izolatin da BRV yoniinden pozitif oldugu tespit edildi (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. MA-104 hiicre kiiltiirtinde virus izolasyonu sirasinda elde edilen iki izolatin 4. pasaj st
stvilarma uygulanan BRV RT-PCR Urinlerinin agaroz gel elektroforez goriintileri

(1: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 2:(+) kontrol BRV G10P[11] susu, 3:(-) kontrol, 4:RV-
36, 5:RV-38)

54



4.2.2. BRV G ve P Genotiplendirme RT-PCR Sonugclar

Antijen ELISA testinde BRV yoniinden pozitif bulunan 69 digski drnegine G
genotip (G6, G8 ve G10) ve P genotiplerinin (P[1], P[5] ve P[11]) tespit edilmesi
amaciyla RT-PCR uygulandi. Elde edilen bulgular Tablo 4.3 ve Tablo 4.4 de
sunulmustur.

Tespit edilen BRV genotipleri ayr1 ayr1 degerlendirildiginde 32 adet disk:
orneginde G6 (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11), 8 adet digsk1 6rneginde G8 (Sekil 4.12) ve 26
adet digski 6rneginde G10 genotipi saptanmustir (Sekil 4.13). Tespit edilen BRV
genotiplerinden 25 adedinde yalniz G6, 1 adedinde yalniz G8 ve 23 adedinde yalniz
G10 oldugu belirlendi. Coklu G genotipi olarak 4 drnekte G6+G8 genotipi, 2 6rnekte
G6+G10 genotipi, 2 6rnekte G8+G10 genotipi ve 1 6rnekte G6+G8+G10 genotipi
tespit edildi Tez galismas1 kapsaminda 69 adet disk1 6rnegi arasindan 11 adet digk1
orneginde RT-PCR uygulamalar1 ile G6, G8 ve G10 genotiplerine rastlanmadi. Elde
edilen G genotiplendirme RT-PCR sonuglaria gore G6 genotipinin tespit edilmesi
amagclanan genotipler arasinda daha yiiksek olmasina kargin belirgin olarak baskmn bir

genotipi olmadigi belirlendi (Tablo 4.3).

55



Tablo 4.3 RT-PCR uygulamasi sonucu digki 6rneklerinde tespit edilen BRV G genotipleri
BRV G Genotip RT- PCR Uygulanan Ornekler

No Ornek G Genotiplendirme No Ornek G Genotiplendirme
Adi Sonug* G6 G8 Gl10 Adi Sonug G6 G8 GI0
1. Rv-1 G6 + - - 36. RV-96 G10 - - +
2. RV-4 G8+G10 - + + 37. RV-102 G10 - - +
3. RV-10 G6+G8 + + - 38. RV-103 G8+G10 - + +
4. RV-11 G6 + - - 39. RV-104 G10 - - +
5. RV-12 - - - - 40. RV-107 G10 - - +
6. RV-13 G6 + - - 41. RV-108 G10 - - +
7. RV-16 - - - - 42. RV-109 G10 - - +
8. RV-17 G6+G10 + - + 43. RV-111 G10 - - +
9. RV-18 G6 + - - 44. RV-114 G10 - - +
10. RV-19 - - - - 45. RV-137 - - - -
11. RV-20 - - - - 46. RV-138 G10 - - +
12. RV-28 - - - - 47. RV-139 G10 - - +
13. RV-33 G10 - - + 48. RV-140 G10 - - +
14. RV-36 G10 - - + 49. RV-141 G10 - - +
15. RV-38 G10 - - + 50. RV-142 G10 - - +
16. RV-39 G10 - - + 51. RV-143 G10 - - +
17. RV-42  G6+G8+Gl0 + + + 52. RV-145 G6 + - -
18. RV-44 G6 + - - 53. RV-147 G6 + - -
19. RV-45 G6 + - - 54. RV-148 G6 + - -
20. Rv-47 G6 + - - 55. RV-149 G6 + - -
21. RV-52 G6 + - - 56. RV-150 G6 + - -
22. RV-53 G6 + - - 57. RV-151 G10 - - +
23. RV-59 G10 - - + 58. RV-154 G6+G8 + + -
24. RV-62 G10 - - + 59. RV-155 G6 + - -
25. RV-66 G6 + - - 60. RV-156 G6 + - -
26. RV-67 G6 + - - 61. RV-157 G6 + - -
27. RV-69 G6 + - - 62. RV-159 G6 + - -
28. Rv-71 G8 - + - 63. RV-170 G6 + - -
29. RV-75 - - - - 64. RV-185 G6+G8 + + -
30. RV-76 G6+G10 + - + 65. RV-189 - - - -
31. RV-77 - - - - 66. RV-190 G6 + - -
32. RV-84 G6 + - - 67. RV-194 G6+G8 + + -
33. RV-85 G6 + - - 68. RV-196 G10 - - +
34. RV-91 - - - - 69. RV-208 G10 - - +
35. RV-94 - - - - Genel Toplam 32 8 28

(BRV : Bovine rotavirus, RT-PCR: Reverztranskriptaz polimeraz zincir reaksiyonu, (+): pozitif , (-):
negatif, *: Sonu¢ bolimiinde “-* isareti olan Ornekler test edilen ii¢c G genotipi yoniinden negatif
bulunmus olup bagka bir genotipe dahil oldugu degerlendirilmelidir)
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500 bp

Sekil 4.10. BRV genotip G6 pozitif 6rneklerin agaroz jel elektroforez goriintlsi
(1: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 2:(+) kontrol BRV G6P[1] susu, 3:(-) kontrol, 4:RV-1,
5:RV-10, 6: RV-11, 7:RV-13, 8:RV-17, 9:RV-18, 10:RV-42, 11:RV-44, 12:RV-45, 13:RV-47, 14:
DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 15:(+) kontrol BRV G6P[1] susu, 16: (-) kontrol, 17:RV-52,
18:RV-53, 19:RV-66, 20:RV-67, 21:RV-69, 22:RV-76, 23:RV-84, 24:RV-85, 25:RV-145, 26:RV-147)

105 b2, 13 14 15 16 17 18

!
|
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:

Sekil 4.11. BRV genotip G6 pozitif drneklerin agaroz jel elektroforez goriintisu
(1: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 2:(+) kontrol BRV G6P[1] susu, 3:(-) kontrol, 4:RV-148,
5:RV-149, 6: RV-150, 7:RV-154, 8:RV-155, 9:RV-156, 10: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010),
11:(+) kontrol BRV G6P[1] susu, 12:(-) kontrol, 13:RV-157, 14:RV-159, 15:RV-170, 16:RV-185,
17:RV-190, 18:RV-194)
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Sekil 4.12. BRV genotip G8 pozitif 6rneklerin agaroz jel elektroforez gorintisu
(1: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 2:(+) kontrol BRV G8 susu, 3:(-) kontrol, 4:RV-4, 5:RV-
10, 6: RV-42, 7:RV-71, 8:RV-103, 9:RV-154, 10:RV-185, 11:RV-194)

14 15561718 19 20 21 22, 2

Sekil 4.13. BRV genotip G10 pozitif drneklerin agaroz jel elektroforez gérintisi
(1: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 2:(+) kontrol BRV G10P[11] susu, 3:(-) kontrol, 4:RV-4,
5:RV-17, 6: RV-33, 7:RV-36, 8:RV-38, 9:RV-39, 10:RV-42, 11:RV-59, 12:RV-62, 13:RV-76, 14:
DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 15:(+) kontrol BRV G6P[1] susu, 16: (-) kontrol, 17:RV-96,
18:RV-102, 19:RV-103, 20:RV-104, 21:RV-107, 22:RV-108, 23:RV-109, 24:RV-111, 25:RV-114,
26:RV-138)
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Sekil 4.14. BRV genotip G10 pozitif dérneklerin agaroz jel elektroforez gorintus
(1: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 2:(+) kontrol BRV G10P[11] susu, 3:(-) kontrol, 4:RV-
139, 5:RV-140, 6: RV-141, 7:RV-142, 8:RV-143, 9:RV-151, 10:RV-196, 11:RV-208)

RT-PCR ile BRV yoniinden pozitif oldugu tespit edilen iki izolatin (RV-36 ve RV-
38) da G genotiplendirmesi amaciyla tiir spesifik primerler (G6, G8 ve G10)
kullanilarak BRV RT-PCR uyguland. Iki izolatin (RV-36 ve RV-38) G10 genotipi
yoniinden pozitif oldugu tespit edildi (Sekil 4.15).

Sekil 4.15. MA-104 hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonu sirasinda elde edilen iki izolatin 4. pasaj {ist
sivilarma uygulanan BRV genotip G10 RT-PCR Urinlerinin agaroz gel elektroforez goriintuleri

(1: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 2:(+) kontrol BRV G10P[11] susu, 3:(-) kontrol, 4:RV-
36, 5:RV-38)
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Tablo 4.4. RT-PCR uygulamasi sonucu digki 6rneklerinde tespit edilen BRV P genotipleri
BRV P Genotip RT- PCR Uygulanan Ornekler

No Ornek P Genotiplendirme No Ornek P Genotiplendirme
Adi Sonuc* P[1] P[5] P[1]] Adi Sonu¢ P[1] P[5] P[11]
1. Rv-1 - - - - 36. RV-96 P[11] - - +
2. RV4 P[11] - - + 37. RV-102  P[11] - - +
3. RV-10 - - - - 38. RV-103  P[11] - - +
4. RV-11 P[1] + - - 39. RV-104  P[11] - - +
5. RV-12 - - - - 40. RV-107  P[11] - - +
6. RV-13 P[5] - + - 41. RV-108  P[11] - - +
7. RV-16 - - - - 42. RV-109  P[11] - - +
8. RV-17 - - - - 43. RV-111  P[11] - - +
9. RV-18 P[5] - + - 44. RV-114  P[11] - - +
10. RV-19 P[5] - + - 45. RV-137 - - - -
11. RV-20 - - - - 46. RV-138  P[11] - - +
12. RV-28 P[11] - - + 47. RV-139  P[11] - - +
13. RV-33 P[11] - - + 48. RV-140 - - - -
14. RV-36 P[11] - - + 49. RV-141 P[5] - + -
15. RV-38 P[11] - - + 50. RV-142 P[5] - + -
16. RV-39 P[11] - - + 51. RV-143 P[5] - + -
17. RV-42 - - - - 52. RV-145 P[5] - + -
18. RV-44 - - - - 53. RV-147 P[5] - + -
19. RV-45 - - - - 54. RV-148 P[5] - + -
20. RV-47 - - - - 55. RV-149 - - - -
21. RV-52 P[5] - + - 56. RV-150 P[5] - + -
22. RV-53 - - - - 57. RV-151  P[11] - - +
23.  RV-59 - - - - 58. RV-154 - - - -
24. RV-62 P[11] - - + 59. RV-155 P[5] - + -
25. RV-66 P[5] - + - 60. RV-156 P[5] - + -
26. RV-67 P[5] - + - 61. RV-157 P[5] - + -
27. RV-69 P[11] - - + 62. RV-159 P[5] - + -
28. RV-71 P[5] - + - 63. RV-170 P[5] - + -
29. RV-75 - - - - 64. RV-185 P[5] - + -
30. RV-76 P[11] - - + 65. RV-189 - - - -
31. RV-77 - - - - 66. RV-190 P[5] - + -
32. RV-84 P[5] - + - 67. RV-194  P[5] - + -
33. RV-85 - - - - 68. RV-196  P[11] - - +
34. RV-91 P[11] - - + 69. RV-208  P[11] - - +
35. RV-94 P[11] - - + Genel Toplam 1 23 25

(BRV : Bovine rotavirus, RT-PCR: Reverztranskriptaz polimeraz zincir reaksiyonu, (+): pozitif , (-):
negatif, *: Sonu¢ boliimiinde “-* isareti olan Ornekler test edilen ii¢ G genotipi yoniinden negatif
bulunmus olup baska bir genotipe dahil oldugu degerlendirilmelidir)

Tespit edilen genotipler ayr1 ayr1 degerlendirildiginde 1 adet digki 6rneginde
P[1] (Sekil 4.16.), 23 adet disk1 6rneginde P[5] (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18.) ve 25 adet
digk1 6rneginde P[11] (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20) genotipi saptandi. Bireysel 6rneklerde
coklu P genotipi tespiti yapilamadi. Tez ¢aligmas1 kapsamimda BRV yonuinden pozitif
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bulunarak test edilen 69 adet digk1 6rneginden 20 tanesinde RT-PCR uygulamalari ile
P[1], P[5] ve P[11] genotipleri tespit edilemedi. RT-PCR uygulamalar1 sonucu tespit
edilmesi hedeflenen P genotipleri arasinda baskin bir genotipin bulunmadigi, P[5] ve

P[11] genotiplerinin birbirine yakin diizeylerde goriildiigii belirlendi (Tablo 4.4).

Sekil 4.16. BRV Genotip P[1] RT-PCR urunlerinin agaroz jel elektroforez gorintusu
(1: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 2:(+) kontrol BRV G6P[1] susu, 3:(-) kontrol, 4:RV-11)

S 167 L7 18 9

Sekil 4.17. BRV Genotip P[5] RT-PCR Urinlerinin agaroz jel elektroforez goriintisi
(1: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 2:(+) kontrol BRV G6P[5] susu, 3:(-) kontrol, 4:RV-13,
5:RV-66, 6: RV-142, 7:RV-143, 8:RV-145, 9:RV-148, 10:RV-155, 11: DNA Ladder 100bp (GeneAll,

GA-010), 12:(+) kontrol BRV G6P[5] susu, 13:(-) kontrol, 14:RV-156, 15:RV-157, 16: RV-159,
17:RV-170, 18:RV-190, 19:RV-194)
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O TOMSSI2 SN BT 41 5816

Sekil 4.18. BRV Genotip P[5] RT-PCR urunlerinin agaroz jel elektroforez gorintisu
(1: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 2:(+) kontrol BRV G6P[5] susu, 3:(-) kontrol, 4:RV-18,
5:RV-19, 6: RV-52, 7:RV-67, 8:RV-71, 9: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 10: (+) kontrol
BRV G6P[5] susu, 11: (-) kontrol, 12:RV-84, 13:RV-141, 14:RV-147, 15:RV-150, 16: RV-185)

8 9 10 11 12 13

334 bp

14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

334 bp

Sekil 4.19. BRV Genotip P[11] RT-PCR drlnlerinin agaroz jel elektroforez goriintusi
(1: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 2:(+) kontrol BRV G10P[11] susu, 3:(-) kontrol, 4:RV-4,
5:RV-28, 6: RV-33, 7:RV-36, 8:RV-38, 9:RV-39, 10:RV-62, 11:RV-69, 12:RV-76, 13:RV-91, 14:
DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 15:(+) kontrol BRV G10P[11] susu, 16: (-) kontrol, 17:RV-
94, 18:RV-96, 19:RV-102, 20:RV-103, 21:RV-104, 22:RV-107, 23:RV-108, 24:RV-109, 25:RV-111,
26:RV-114)

62



Sekil 4.20. BRV Genotip P[11] RT-PCR Urunlerinin agaroz jel elektroforez gorintisu
(1: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 2:(+) kontrol BRV G10P[11] susu, 3:(-) kontrol, 4:RV-
138, 5:RV-139, 6: RV-151, 7:RV-196, 8:RV-208)

RT-PCR ile BRV yoniunden pozitif oldugu tespit edilen iki izolatin (RV-36 ve
RV-38) P genotiplendirmesi amaciyla tiir spesifik primerler (P[1], P[5] ve P[11])
kullanilarak BRV RT-PCR uygulandi. Iki izolatm (RV-36 ve RV-38) da P[11]
genotipi yoniinden pozitif diger genotipleri yoniinden negatif oldugu tespit edildi
(Sekil 4.21).

Sekil 4.21. MA-104 hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonu sirasinda elde edilen iki izolatin 4. pasaj {ist
sivilarma uygulanan BRV genotip P[11] RT-PCR drinlerinin agaroz gel elektroforez gorintileri

(1: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 2:(+) kontrol BRV G10P[11] susu, 3:(-) kontrol, 4:RV-
36, 5:RV-38)
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4.2.3. BRV G ve P Genotip Kombinasyonlarinin Sonuclari

Tez galigmas1 kapsaminda tip spesifik primerler ile BRV RT-PCR uygulanan
orneklerden elde edilmis verilerin toplu halde degerlendirilmesiyle toplam 45 6rnekte

BRV G ve P genotip kombinasyonunun ortaya konulabildigi goriildii (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. BRV G ve P genotipi tespit edilmis 6rnekler ve genotip kombinasyonlari

BRV Genotip Kombinasyonu Tespit Edilen Ornekler

No Ornek Genotip No Ornek Genotip
Adi Kombinasyonu Adi Kombinasyonu
1. RV-4 G8+G10 P[11] 24. RV-111 G10P[11]
2. RV-11 G6P[1] 25. RV-114 G10P[11]
3. RV-13 G6PI[5] 26. RV-138 G10P[11]
4. RV-18 G6PJ[5] 27. RV-139 G10P[11]
5. RV-33 G10P[11] 28. RV-141 G10P[5]
6. RV-36 G10P[11] 29. RV-142 G10P[5]
7. RV-38 G10P[11] 30. RV-143 G10P[5]
8. RV-39 G10P[11] 31. RV-145 G6P[5]
9. RV-52 G6PJ[5] 32. RV-147 G6P[5]
10. RV-62 G10P[11] 33. RV-148 G6P[5]
11. RV-66 G6PJ[5] 34. RV-150 G6P[5]
12. RV-67 G6PJ[5] 35. RV-151 G10P[11]
13. RV-69 G6P[11] 36. RV-155 G6P[5]
14. RV-71 G8PJ[5] 37. RV-156 G6P[5]
15. RV-76 G6+G10 P[11] 38. RV-157 G6P[5]
16. RV-84 G6PJ[5] 39. RV-159 G6P[5]
17. RV-96 G10P[11] 40. RV-170 G6P[5]
18. RV-102 G10P[11] 41. RV-185 G6+G8 P[5]
19. RV-103 G8+G10 P[11] 42. RV-190 G6P[5]
20. RV-104 G10P[11] 43. RV-194 G6+G8 P[5]
21. RV-107 G10P[11] 44, RV-196 G10P[11]
22. RV-108 G10P[11] 45. RV-208 G10P[11]
23. RV-109 G10P[11]

Elde edilen bu sonuglara gore 18 6rnekte G10P[11], 16 6rnekte G6P[5], 3
ornekte G10P[5], 1 drnekte G6P[1], 1 drnekte G6P[11] ve 1 6rnekte G8P[5] genotip
kombinasyonu saptandi. Coklu G genotip kombinasyonlari sonuglarina gore 2 6rnekte
G8+G10P[11], 1 Ornekte G6+G10P[11] ve 2 Ornekte G6+G8P[5] genotip
kombinasyonlar1 tespit edildi. Tespit edilen BRV genotip kombinasyonlar1 sonucu

baskin olan genotipin G10P[11] oldugu belirlendi (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Tespit edilen BRV genotiplerinin sayilari

Genotipler | G6 G8 GI10 G6+G8 G6+G10  G8+G10
P[1] !
P[S] 16 1 3 2
P[11] 1 . 18 . 1 2

G genotipi tanimlanan Ornekler arasinda 20 adet digki Orneginin P
genotiplendirmesi, ve P genotipi tanimlanan 6rnekler arasinda 2 adet diski 6rnegini G
genotiplendirmesi tez kapsaminda tlr spesifik (G6, G8, G10 ve P[1], P[5] ve P[11])
primerler kullanilan RT-PCR uygulamasi ile yapilamamuistir (Tablo 4.3 ve Tablo 4.4).

MA-104 hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonu sirasinda digki 6rneginden elde
edilen iki izolatin (RV-36 ve RV-38) genotip kombinasyonunun da G10P[11] oldugu
tespit edildi.

4.2.4. BCoV Nested-PCR Sonuglari
BCoV antijen ELISA kiti ile pozitif tespit edilen 17 adet digki 6rneginin 13
adedi Nested-PCR yontemi ile BCoV yonlnden pozitif olarak tespit edildi (Tablo

4.9.). PCR’ n 1. evresi sonras1 9 adet disk1 6rnegi pozitif tespit edilirken (Sekil 4.22),
2. evresi sonrasi 13 adet digsk1 6rneginin pozitif oldugu saptandi (Sekil 4.23).
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Sekil 4.22. BCoV Nested PCR (1. evre) Uriinlerinin agaroz jel elektroforez gorintusi
(1: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 2:(+) kontrol BCoV Mebus susu, 3:(-) kontrol, 4:RV-10,
5:RV-51, 6: RV-58, 7:RV-60, 8:RV-66, 9:RV-195, 10:RV-199, 11: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-
010), 12:(+) kontrol BCoV Mebus susu, 13:(-) kontrol, 14:RV-203, 15:RV-204, 16:RV-205, 17:RV-
206, 18:RV-211, 19:RV-213)

Sekil 4.23. BCoV Nested PCR (2. evre) Uriinlerinin agaroz jel elektroforez gorintusi
(1: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-010), 2:(+) kontrol BCoV Mebus susu, 3:(-) kontrol, 4:RV-10,
5:RV-51, 6: RV-58, 7:RV-60, 8:RV-66, 9:RV-195, 10:RV-199, 11: DNA Ladder 100bp (GeneAll, GA-
010), 12:(+) kontrol BCoV Mebus susu, 13:(-) kontrol, 14:RV-203, 15:RV-204, 16:RV-205, 17:RV-
206, 18:RV-211, 19:RV-213)

MA-104 hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonu sirasinda elde edilen iki izolatin (RV-
36, RV-38) 4. pasaj seviyesinden toplanan iist sivilarma BCoV nested-PCR uygulandi.
Test sonucuna gore elde edilen iki izolatin da BCoV yoniinden negatif oldugu tespit

edildi.

66



4.2.5. Dizi Analizi ve Filogenetik Aga¢ Olusturulmasi

Tez ¢alismasi sonucunda MA-104 hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonu sirasinda
BRV Ag ELISA ve BRV RT-PCR uygulamalar1 ile BRV yoniinden pozitif tespit
edilen 2 izolat (RV-36 ve RV-38) ve farkli il ve isletmelerden BCoV Ag ELISA ve
BCoV nested-PCR ile BCoV yoniinden pozitif tespit edilen digk1 6rnekleri arasindan
secilmis 3 adet digk1 6rnegi (RV-51, RV-195 ve RV-205) dizi analizi i¢in secildi. Dizi
analizi sonucu gen bankasmna kaydedilen dizinlere ait veriler Tablo 4.7° de

gosterilmistir.

Tablo 4.7. Tez calismasinda dizi analizi sonucu gen bankasina kaydedilen 6rneklere ait veriler

Virus Gen Ornek Dizin Adi GenBank
Bolgesi adi erisim numarasi
BRV VP6 RV-36 RVA/bovine/TR/RV-36/2019/G10P[11] OP432877
RV-38 RVA/bovine/TR/RV-38/2019/G10P[11] OP432878
RV-51 BCoV/TR-Adiyaman/Bovine/RV-51/2020 0Q927576
BCoV N RV-195 BCoV/TR-Bursa/Bovine/ RV-195/2021 0Q927577
RV-205 BCoV/TR-Edirne/Bovine/ RV-205/2021 0Q927578

Yapilan PCR uygulamalar1 sonucu pozitif oldugu tespit edilen 6rneklerin dizi
analizi verileri, MEGAI10 programi kullanilarak olusturulan filogenetik analiz

sonuglar1 agsagida sunulmustur.

4.2.5.1. BRV RT-PCR Pozitif Orneklere iliskin Filogenetik Agac

BRYV kismi VP6 gen bolgesine spesifik primerler araciligi ile uygulanan RT-
PCR metodu sonucunda pozitif bulunan RV-36 ve RV-38 kodlu iki izolatin filogenetik
analizi sonucunda Bovine Rotavirus Grup A’ da yer aldigi ve VP6

genotiplendirmesine gore 12 genotipine sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.24).
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75 —# RVA/Cow/TR-RV36
7 RVA/Cow/TR-RV38
KR705293.1 RVA/Human-wt/BEL/BE38/2007/G2P 4
JX402795.1 RVA/Cow-wt/SVN/SI-B17/2004/G6P 11
———————— JF693031.1 RVA/bovine-tc/lUSA/NCDV/1971/G6P 1
LC133551.1 RVA/Cow-tc/USA/B223/1983/G10P 11
LC133562.1 RVA/Cow-tc/JPN/KK3/1983/G10P 11
JNB31224.1 RVA/Cow-wt/ZAF/1604/2007/G8P 1
gE LC133540.1 RVA/Cow-tc/THA/61A/1989/G10P 5 12
LC133573.1 RVA/Cow-tc/THA/A44/1989/G10P 11
— KX212867.1 RVA/Cow-wt/TUR/Amasya-1/2015/G8P 5
JNB31235.1 RVA/Cow-wt/ZAF/1605/2007/G6P 5
L— KP752914.1 RVA/Cow-wt/ZAF/MRC-DPRU457/2009/G10P 11 — RVA
KP198627.1 RVA/Human-wt/ITA/PR457/2009/G10P 14
— JQ993409.1 RVA/Goat-wt/TUR/Eskisehir-1/2009/G6P1
— JQ993408.1 RVA/Cow-wt/TUR/E skisehir/2008/G6P1
82 99 — JQ993412 1 RVA/Sheep-wt/TUR/Ankara-2/2009
L— JQ993413.1 RVA/Sheep-wt/TUR/Kutahya/2008/G8P1

99 D82972.1 RVA/Equine/HI-23 } 16
’_E D82973.1 RVA/Equine/HO-5

ABT714263.1 RVA/Human/G10P 8} 11

71

U82971.1 RVA/Porcine/CRW-8
o7 L— AF317123.1 RVAPorcine/OsU | 19
— JX204826.1 RVA/turkey-tc/GER/03V0002E10/2003/G22P 36 } i

89 L— KX815098.1 RVA/Pigeon-wt/NIE/NIE13A1022/2013/G18P 17
l— M88768.1 RVC/Bos Taurus
AB738416.1 RVC/Cow/Toyama RVC
99 [ | 0622293 1 RVC/Cow-wt UPN/1shi-Mi39/2021/G3P 10
— GQ358713.1 RVB/Cow/DB176
100 L— GQ358714.1 RVB/Cow/RUBV226 } RVB

Sekil 4.24. RV-36 ve RV-38 kodlu izolatlarin VP6 proteini gen bolgesine ait dizinler ile olusturulan
filogenetik agaci. @ ° isaretli dizinler bu ¢aligmada elde edilmistir. Referans dizinler GenBank veri
tabanindan alinmis olup erisim numaralari agacta gosterilmistir.

4.2.5.2. BCoV Nested PCR Pozitif Orneklere Iliskin Filogenetik Aga¢

BCoV N gen bolgesine spesifik primer ¢ifti kullanilarak yapilan nested-PCR
sonucunda BCoV yonelik nukleik asit tespit edilen 13 adet digsk1 6rnegi arasindan,
farkl illerden toplanmis 3 adet diski 6rnegi (RV-51, RV-195 ve RV-205) dizi analizi
icin secildi. Yapilan filogenetik analiz sonucunda 3 digki 6rneginde bulunan BCoV’

un betacoronavirus genusunda yer aldigi saptandi (Sekil 4.25).

68



MK787427.1 BCoV-TURT7
MK787431.1 BCoV-TURS
*RVS51 -BCoV
* RV205 - BCoV
MK787438.1 BCoV-TUR1
MK989615.1 BCoV-clone C5
MK787432.1 BCoV-TURG
KT318092.1 BCoV/FRA/EPI/Caen/2013/10
KF272909.1 BCoV-RVLC4
MK787435.1 BCoV-TUR8553
FJ938065.1 BCoV-AH187
MK787439.1 BCoV-TUR2
99 | MK095169.1 BCOV-China/SWUN/LN4/2018
AB354579.1 BCoV-Kakegawa
* RV195 - BCoV
67 EF193074.1 BCoV-V270
U00735.2 BCoV-Mebus
OM386799.1 HCoV-OC43/Ontario/Canada/S6-9794/2021
NC 039208.1 Porcine coronavirus strain HKU15-155
W‘ KJ481931.1 Deltacoronavirus PDCoV/USA/lllinois121/2014
GQ152141.1 FCoV/NTU156/P/2007
OK078898.1 PRCV-1/90-DK Alfacoronavirus
MZ320954.1 CCoV/GD/2020/X9
0OK507216.1 Infectious bronchitis virus isolate CK/ICH/MY/2020 } Gamaacoronavirus
99  EU022526.1 Turkey coronavirus isolate TCoV-ATCC

60
— Betacoronavirus

]‘ Deltacoronavirus

31

0.20

Sekil 4.25. RV-51, RV-195 ve RV-205 kodlu BCoV pozitif érneklerin N gen bélgesine ait dizinler ile
olusturulan filogenetik agaci. ‘*” isaretli dizinler bu calismada elde edilmistir. Referans dizinler
GenBank veri tabanindan alinmis olup erisim numaralari agacta gosterilmistir.

4.2.6. SDS-PAGE Sonuclar

BRYV antijen ELISA kiti ile pozitif tespit edilen 69 adet digki 6rnegine ilave bir
molekiiler teshis yontemi olarak BRV viral nlikleik asit tespitine yonelik SDS-PAGE
testi uygulandi. Test edilen orneklerin tuminde 11 segmenli BRV viral genomu
saptandi. SDS-PAGE testi sonuglarina gore akrilamid jel {izerinde BRV RNA
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segmentlerinin bant profillerinin 4/2/3/2 seklinde siralandigi ve orneklerin bant
profillerine gére BRV A grubunda yer aldig1 tespit edildi (Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil
4.28, Sekil 4.29, Sekil 4.30).

Pr]z?iillteri T TR T TYE has
. B ]1, 2,3,4
: : 5,6
s
2 _

Sekil 4.26. SDS-PAGE uygulamasi sonucu poliakrilamid jelde BRV pozitif 6rneklerin 11 segmenli

bant profilleri-1 (Sekil iizerinde 6rnek numaralar1 belirtilmistir.)

Bant Segmentler
Profilleri

4 - ]1,2,3,4
2 N 5,6

3 : 7,8,9
2 : N 10,11

Sekil 4.27. SDS-PAGE uygulamasi sonucu poliakrilamid jelde BRV pozitif érneklerin 11 segmenli

bant profilleri-2 (Sekil iizerinde 6rnek numaralar1 belirtilmistir.)
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Bant i

Profilleri 66 -67 -6 -1 75 -6 -77 -84 8§ 91 94 96 -102 -103 Segmentler

:| 1,2,3,4

Sekil 4.28. SDS-PAGE uygulamasi sonucu poliakrilamid jelde BRV pozitif 6rneklerin 11 segmenli

bant profilleri-3 (Sekil iizerinde 6rnek numaralar1 belirtilmistir.)

Bant
Profilleri

04 107 108 109 11 A14 137 138 139 M40 141 142 143 45 Segmentler

]1,2,3,4

Sekil 4.29. SDS-PAGE uygulamasi sonucu poliakrilamid jelde BRV pozitif érneklerin 11 segmenli

bant profilleri-4 (Sekil iizerinde 6rnek numaralar1 belirtilmistir.)
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Bant
Profilleri -147 148 -149 -150 151 -154 155 (156 157 159 -170 -185 189 -190 Segmentler

4 ]1,2,3,4
2| 5,6
¥ L 7,8,9
p _

L 10,11

Sekil 4.29. SDS-PAGE uygulamasi sonucu poliakrilamid jelde BRV pozitif 6rneklerin 11 segmenli

bant profilleri-5 (Sekil iizerinde 6rnek numaralar1 belirtilmistir.)

4.2.7. Antijen ELISA ve Hiicre Kiiltiiriinde Virus izolasyonu Bulgularinin

Karsilastirilmasi

Tez kapsaminda disk1 6rneklerinde BRV ve BCoV etkenlerin tespitine yonelik
uygulanan testler sonucunda pozitif saptanan 6rnek sayilarina iligkin veriler Tablo 4.1’
de sunulmustur. Antijen ELISA Kkiti ile test edilen 213 diski 6rneginde BRV ve BCoV
tespiti oranlar1 ayr1 ayr1 degerlendirildiginde, toplam 213 diski 6rneginden 69 adedi
BRV ve 17 adedi BCoV yoniinden pozitif bulundu. Disk1 6rneklerinin MA-104 ve
HRT-18 hiicre hattinda olas1 virus izolasyonu uygulamasinda, MA-104 hiicre hattinda
2 Ornekte (RV-36, RV-38) hiicre morfolojisinde degisiklik saptandi. HRT-18 hiicre
hattinda yapilan virus izolasyonu uygulamasinda tez kapsaminda tespit edilmesi

hedeflenen viruslara yonelik morfolojik degisiklik saptanmadi (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8. Digki 6rneklerine uygulanan antijen ELISA ve virus izolasyonu yontemlerdeki verilerin

karsilastirilmast
Virus Uygulanan Yontem Diski Ornegi (n=213) Toplam
BRV Ag ELISA 69 69/213 (%32,39)
BRV Virus izolasyonu 2 2/213 (%0.93)
BCoV Ag ELISA 17 17/213 (%7,98)
BCoV Virus izolasyonu 0 0/213 (%0)

4.2.8. BRV Antijen ELISA Bulgularmimn BRV RT-PCR Ve SDS-PAGE

Bulgulan ile Karsilastirllmasi

Tez kapsaminda BRV antijen ELISA kitiyle BRV yoniinden pozitif tespit
edilen 69 adet digki 6rnegine BRV RT-PCR ve SDS-PAGE testi uygulandi. BRV RT-
PCR uygulamasi sonucu 53 6rnek BRV varlig1 yoniinden pozitif bulundu. SDS-PAGE
testi sonucu 69 adet digk1 6rneginin tamaminda 11 segmentli BRV viral ntkleik asidi

tespit edildi (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. BRV Ag ELISA ile saptanan pozitiflik ile molekiler yontemlerdeki verilerin
karsilagtirilmasi

Virus Uygulanan Ydéntem Pozitif saptanan diski Toplam
Ornegi
BRV Ag ELISA 69 69/213 (%32,39)
BRV
BRV RT-PCR 53 53/69 (%76,81)
SDS-PAGE 69 69/69 (%100)

4.2.9. BCoV Antijen ELISA Testi Ile Elde Edilen Bulgularin BCoV Nested-PCR

Bulgularn Ile Karsilastirilmasi

Calismada BCoV antijen ELISA kiti ile BCoV ydniinden pozitif tespit edilen
17 adet BCoV diski 6rnegine, BCoV nested PCR uygulamas: ile test edildi. BCoV
nested-PCR uygulamasi sonucu 14 adet digki 6rnegi BCoV yoniinden pozitif bulundu
(Tablo 4.10).
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Tablo 4.10. BCoV Ag ELISA ile saptanan pozitiflik ile Nested PCR verilerinin karsilagtirilmasi

Virus Uygulanan Yéntem Pozitif saptanan diski Toplam
Ornegi
BCoV BCoV Ag ELISA 17 17/213 (%7,98)
BCoV nested-PCR 13 13/17 (%76,47)

Tez ¢alismasi1 kapsaminda uygulanan konvansiyonel ve molekiiler yontemlerin
karsilastirilmali olarak degerlendirmesine iliskin veriler Tablo 4.11 ve Tablo 4.12° de

sunulmustur.

Tablo 4.11. Pozitif sonug alman diski 6rneklerinin konvansiyonel virolojik test sonuglarina

iligkin veriler

Konvansiyonel Virolojik

Yontemlere iliskin Sonuclar

Virus Testedilen érnek Ag ELISA Virus izolasyonu Toplam
sayisl (CPE) pozitif

BRV 213 69 2 69

BCoV 213 17 0 17

(BRV: Bovine Rotavirus, BCoV: Bovine Coronavirus, ELISA: Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay CPE: Sitopatojenik etki)

Tablo 4.12. Pozitif sonug alinan diski 6rneklerinin molekuler virolojik test sonuglarina iliskin

veriler

Molekuler Virolojik
Yontemlere iliskin Sonuglar

Virus Testedilen drnek RT-PCR SDS-PAGE Toplam pozitif
say1si

BRV 69 53 69 69

BCoV 17 13 te 17

(BRV: Bovine Rotavirus, BCoV: Bovine Coronavirus, SDS-PAGE: Sodyum Dodesil
Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforez, RT-PCR: Revers Transkripsiyon Polimeraz
Zincir Reaksiyonu)

74



5. TARTISMA ve SONUC

Buzagilarda dogum sonrasi ilk 1 aylik donemde birgok faktdre (enfeksiyoz ve
non-enfeksiy6z) bagli olarak gelisen ishal sonucu, etkilenen buzagilarda zayiflama,
dehidrasyon, sulu kivamda ve sar1 renkte diski ile karakterize klinik semptomlar
olusmaktadir. Semptomlar hafif klinik bulgularla baslasa bile enfeksiyona sebep olan
enterik viruslarin immun sistemi baskilamasi sonucu etkilenen buzagilarda sekonder
bakteriyel enfeksiyonlar gortilmektedir (Burgu ve ark., 1995; Cabalar ve ark., 2007;
Murphy ve ark., 1999). Ayrica temizlik ve dezenfeksiyon problemleri, buzagilarin
dogum sonras1 kolostrum almamasi ve gebe hayvanlarin gebeligin son doneminde
astlanmamis olmasi gibi faktorler hastahigin siddetini arttirmakta ve Oliimle
sonuglanmasma neden olabilmektedir (Barrington & Parish, 2001). Tirkiye’de
bugiine kadar yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda, buzagilama doneminden sonra
siklikla ishallerin sekillendigi ve gelisme geriligi, tedavi masraflari ve Slimler ile
sigircilik isletmelerinde biiyiik ekonomik kayiplarin ortaya ¢iktigi tespit edilmistir
(Sahal ve ark., 2018). Buzagilarda sekillenen ishal sonucu olusan ekonomik kayiplari
onlemek ve enfeksiyonlar1 kontrol altinda tutmak amaciyla virolojik agidan hasta
buzagilardan dogru zamanda Ornek alinarak dogru teshisin yapilmasi Gnem
tasimaktadir (Sakli ve ark., 2017). Buna bagli olarak isletmelerde sekillenen hastaliklar
icin, korunma ve kontrol programlarinin dnemli basamaklarindan biri olan enfeksiyon
sebebi etkenin belirlenerek, mevcut isletmeden elimine edilmesi amaciyla laboratuvar
testlerinden yararlanilir. Diinya genelinde buzagi ishallerinde en sik karsilagilan viral
etkenler BRV ve BCoV’ dur. Enfeksiyona sebep olan viral etkenlerin tespiti amaciyla
hiicre kiiltiirinde virus izolasyonu ve EM ydntemi, molekiiler tabanli testlerin
gelistirilmesine kadar geleneksel tani yontemi olarak yaygin bir kullanim alani
bulmustur (Burgu ve ark., 1995; Falcone ve ark., 1999). Giiniimiizde hizli ve giivenilir
sonuglar veren PCR tabanli testler, ELISA gibi antijen tespitine yonelik yontemler ve
ayrica saha sartlarinda kolay wuygulanabilen ve hizli sonu¢ alinan
immunokromatografik hizli tani test kitleri geleneksel tani ydntemlerinin yerini
almaktadir.

Tiim diinyada oldugu gibi lilkemizde de buzagilarda sekillenen ishaller yaygin

olarak goriilmektedir. Buzag: ishallerinin olusumunda 6nemli rol oynayan BRV ve
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BCoV’ un iilkemizdeki durumu, serolojik ve virolojik olarak farkli yontemler
kullanilarak yapilan bir¢ok ¢aligma ile ortaya konmustur (Alkan, 1998; Alkan ve ark.,
2010; Burgu ve ark., 1995; Cabalar ve ark., 2007; Hasoksuz ve ark., 2005).

Bu tez caligmasinda temel olarak, iilkemizde yapilmis olan calismalarda
onceden bildirilmis olan BRV ve BCoV etkenlerinin antijen ELISA ile tespit edilmesi
ve viral etkenlere yonelik pozitif bulunan 6rneklerin molekiiler yontemlerle dogrulanip
karakterize edilmesi amaclanmistir. Ayrica tez calismasi kapsaminda tespit edilmesi
amaclanan etkenlere yonelik, disk1 6rneklerinde hiicre kilttrinde virus izolasyonu
calismas1 yapilarak saha izolatlarmin elde edilmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda
Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dalina gdnderilen
digk1 orneklerine ilave olarak saha 6rneklemesi sonucu Tiirkiye nin farkli illerinden
toplanan 213 digk1 6rnegi tez caligmasi kapsaminda degerlendirilmistir. Toplanan disk1
ornekleri molekiler virolojik yéntemler kapsaminda BRV ve BCoV etkenleri
yonunden RT-PCR ve BRV tespitine yonelik ilave bir tan1 yontemi olarak SDS-
PAGE; konvansiyonel virolojik yontemler kapsaminda ise hiicre kiiltiirlinde virus
izolasyonu ve antijen ELISA yoéntemleri ile incelenmistir.

Tez galigmasi kapsaminda uygulanan konvansiyonel ve molekiler yéntemlerin
karsilagtirilmall olarak degerlendirmesine iliskin veriler Tablo 4.11° de sunulmustur.
Diinyada yapilan ¢alismalarda tespit edilen prevalans degerleri takip edilen érnekleme
donemleri ve/veya uygulanan teshis yontemlerinin duyarliliklarmma bagli olarak
farklilik gosterebilmektedir. Ayrica farkli tilkelerdeki yetistirme sistemleri, koruma ve
kontrol programlari, hayvan hareketleri ve saglik uygulamalarindaki degisiklikler de

onemli bir etken olarak g6z dnilinde bulundurulmalidir.

5.1. Konvansiyonel Virolojik Yontemlere Yonelik Calismalarin Degerlendirilmesi

Tiim diinyada ve Tiirkiye’ de yenidogan buzag: ishal olgularinda BRV ve
BCoV’ un etkin bir sekilde rol aldigi bilinmektedir. Viruslarin hiicre kiiltiiriinde
iiretilmesine yonelik ¢calismalarda, tez calismasina konu olan 6nemli enterik viruslarin
(BRV ve BCoV) hiicre kiiltiiriinde izolasyonu olduk¢a zordur. Yapilan ¢alismalarda
BCoV’ un hucre kiltirinde izolasyonuna yonelik farkli hiicre hatlarinda, degisik

yontemlerin uygulandigi caligmalar mevcuttur (Ates & Yesilbag, 2022b; Pestil,
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Gulyaz, & Hasoksuz, 2016). Farkli hiicre hatlar1 ve farkli proteolitik enzimler
kullanilarak BRV "un hiicre kiiltiiriinde izole edilmesini konu edinen basarili ¢alismalar
ortaya konulmustur (Bohl ve ark., 1984; Ennima ve ark., 2016; Mcnulty ve ark., 1977;
Urasawa ve ark., 1981).

BRV’ un hiicre kiiltiiriinde {iiretilmesi sirasinda virusun hiicre kiiltiiriine
adsorbsiyonu ve penetrasyonunu kolaylastirmak amaciyla proteolitik enzimler
kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda proteolitik enzimler olarak tripsin, TPCK,
kristal tripsin ve pankreatin kullanilmistir (Bohl ve ark., 1984; Ennima ve ark., 2016;
Mcnulty ve ark., 1977; Urasawa ve ark., 1981). Bu enzimler araciligiyla virusun
yapisal proteinlerinden VP4 proteolizis ile VP5 ve VP8’ e ayrilmaktadir (Sekil 2.2).
BRV’ un hiicre kiiltiirlinde iiretilmesine yoOnelik patogenez heniiz tam olarak
aciklanamamakla birlikte VVP5 in sialik asit reseptorleri, VP8 in ise integrin reseptorleri
ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir (Crawford ve ark., 2001). Mevcut c¢alismalarda
proteolitik enzimler kullanilarak farkli yontemler denenmistir. Bu calismalarda
uygulanan yontemler arasinda yalniz virusun proteolitik enzimler ile muamele
edilmesi, yalniz hiicre kiiltiiriiniin proteolitik enzimler ile muamele edilmesi ve virus
ile hiicre kiiltiirlinlin es zamanli olarak proteolitik enzimler ile muamele edilmesi yer
almaktadir (Bohl ve ark., 1984; Ennima ve ark., 2016; Urasawa ve ark., 1981).
Sahadan toplanmis diski 6rneklerinde yapilan BRV virus izolasyonu c¢aligmalarinda
hiicre kiltard olarak MA-104, MDBK, Vero ve PK-15 hiicre hatlar1 kullanilmustir
(Bohl ve ark., 1984; Ennima ve ark., 2016; Urasawa ve ark., 1981). ishalli
domuzlardan izole edilmis rotaviruslarin hiicre kiiltiiriine adaptasyonu amaciyla
proteolitik enzim olarak pankreatin ve hiicre hatt1 olarak MA-104’ iin kullanilmasinin
uygun oldugu daha once yapilmis bir ¢alismada bildirilmistir (Bohl ve ark., 1984).

Fas’da immunokromatografik hizli tani kitleri ile BRV yoniinden pozitif oldugu
tespit edilmis 15 adet diski 6rnegi BRV izolasyonu yoniinden degerlendirilmis ve
proteolitik enzim olarak TPCK-tripsin, hiicre hatti olarak MA-104 kullanilmastir.
Toplanan digki O6rneklerinden 9 adedinde BRV’un hiicre kiiltiiriinde izolasyonu
yapilabilmis ve elde edilen izolatlarin rotavirus oldugu real-time PCR ile
dogrulanmustir (Ennima ve ark., 2016). Cin’ de yapilmis bir ¢alismada Ag ELISA
yontemi ile BRV yoniinden pozitif oldugu tespit edilmis 8 digki 6rnegi TPCK-tripsin

ile muamele edilmis ve MA-104 hiicre hattinda 3 disk1 6rneginden saha izolat1 elde

77



edilmistir (Elkady ve ark., 2021). Farkli bir ¢calismada MDBK hiicre hattina adapte
edilmis BRV Northern Ireland (75-447) susu, BHK-21, Vero, PK-15, MDBK, buzagi
bobrek ve buzagi testis hiicre hatlarina ekilmis ve 3 kor pasaj islemi sonrasi elde edilen
ist sivilardan MDBK hiicre hattinda virus titrasyon testi yapilmistir. Calismada
kullanilan hiicre hatlarindan sadece MDBK’da 3 kor pasajimn her asamasinda virus
tremesi tespit edilmistir (Mcnulty ve ark., 1977). Maymun bobrek hiicre hattinda
(BSC-1) yapilan bir ¢calismada 12 adet digsk1 6rnegi tripsin ile muamele edilmis ve 9
adet disk1 6rneginden saha izolat1 elde edilmistir. Ayrica ayni ¢alismada digk1 6rnekleri
tripsin ile muamele edilmeden de hiicre kiiltiiriinde izolasyona almmis ve 2 adet
ornekten saha izolat1 elde edilebilmistir (Babiuk, Mohammed, Spence, Fauvel, &
Petro, 1977). Daha 6nceden izole edilmis rotaviruslarin MA-104 hicre kulturine
adaptasyonu amaciyla yapilan c¢alismada proteolitik enzim olarak pankreatin
kullanilmis ve MA-104 hiicrelerinin bu amag i¢in daha uygun oldugu tespit edilmistir
(Bohl ve ark., 1984).

Ulkemizde rotaviruslarin hiicre kiiltiiriinde izolasyonuna ydnelik yapilan
calismalar kisithidir. Yapilan bir ¢alismada 107 adet disk1 6rnegi MDBK hiicre hattinda
izolasyona alinmis ve proteolitik enzim olarak tripsin kullanilmis fakat hiicre
morfolojisinde degisiklik (CPE) saptanamadig: bildirilmistir (Burgu ve ark., 1995).
Farkli bir ¢alismada 0-1 aylik ishalli buzagilardan toplanan 140 adet diski 6rnegi
pankreatin ile muamele edilmis MA-104 hiicre hattinda izolasyona alimmuistir. Hiicre
kiiltiirtinde yapilan 6 kor pasaj uygulamasi sonucu 6rneklerin 72 adedinin 1. pasaj, 4
adedinin 4. pasaj, 3 adedinin de 6. pasaj da CPE gosterdikleri tespit edilmistir (Glilyaz,
Turan, Ozdemir, & Giilagt1, 2010). Antijen ELISA yéntemi ile BRV yoniinden pozitif
oldugu tespit edilen 8 adet digk1 6rneginin MA-104 hiicre hattinda izolasyona alindig1
farkli1 bir ¢alismada proteolitik enzim olarak pankreatin kulanilmistir. Caligmada
izolasyona almnan diski Orneklerinin tiimiinde ikinci giinden itibaren hiicre
morfolojisinde CPE yarattig1 tespit edilmistir (Gllyaz, Hasoksiiz, & Ozkul, 2006).

Tez ¢alismasinda ishalli buzagilardan toplanan 213 adet digk1 6rneginde daha
onceden bildirilen bir protokolde sinirlt diizeyde degisiklikler yapilarak, proteolizis
yaratmas1 amaciyla pankreatin ve hiicre hatt1 olarak MA-104 hiicre hatt1 kullanilmustir.
Toplamda 4 kor pasaj olacak sekilde virus izolasyonu ¢aligmasi gergeklestirilmistir.

Calisma sonrasi 2 adet diski 6rneginden (RV-36 ve RV-38) BRV saha izolat1 elde
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edilmistir. Elde edilen izolatlar BRV Ag ELISA, BRV RT-PCR ve SDS-PAGE testi
ile dogrulanmagtir.

Diinyada bovine coronaviruslarm hiicre kiiltiiriinde izolasyonuna yonelik giincel
olarak sinirli sayida ¢aligma bulunmaktadir. Brezilya’ da yapilan bir ¢aliymada 1-4
aylik buzagilardan toplanan digki 6rnekleri hemagliitinasyon ve hemagliitinasyon
inhibisyon testi ile incelenmis ve pozitif olan 20 6rnek Hamster Lung (HmLu-1) hiicre
hattinda izolasyona almmustir. Ornekler arasindan 13 adedi 5. pasaj seviyesinde CPE
olusturmus ve serum nétralizasyon testi ile BCoV oldugu dogrulanmistir (Jerez ve
ark., 2005). Kore’ de yapilan farkli bir ¢alismada kis sezonunda eriskin sigirlardan
toplanan 184 adet diski 6rnegi Human Rectal Tumor (HRT-18) hiicre hattinda
izolasyona alinmig ve adsorbsiyon sonrasi pankreatinle muamele edilmis iist sivi, ilgili
test gozlerine eklenmistir. Ug kor pasaj islemi sonras1 toplamda 9 disk1 drneginden
saha izolat1 elde edilmis ve bu izolatlar antijen ELISA, RT-PCR ve immunoflorasan
testleri ile BCoV yoniinden pozitif saptanmustir (Park ve ark., 2006). Amerika Birlesik
Devletleri’nin Ohio eyaletinde yapilan bir ¢alismada ishalli vahsi ruminantlardan
toplanan digki 6rnekleri HRT-18 hiicre hattinda izolasyona alinmis ve adsorbsiyon
sonrasi list s1v1 preoteolitik enzim olarak kullanilan pankreatin ile muamele edilmistir.
[zolasyona alinan drnekler arasindan 3 adet disk1 6rneginin ekildigi gozlerde, 2. pasaj
seviyesinde sitopatolojik degisiklik tespit edilmistir. Toplanan st sivilar
immunoflorasan testi ile degerlendirilmis ve 3 6rnek BCoV antijenleri yoniinden
pozitif olarak saptanmustir (Tsunemitsu, El-Kanawati, Smith, Reed, & Saif, 1995).
Pankreatin enzimi kullanilarak Ohio’da yapilan farkli bir ¢calismada kis dizanterisi
geciren sigirlardan alinan digki 6rneklerinden izole edilen 3 adet BCoV saha izolati,
s1gir kokenli primer sigir turbinata, sigir lung, MDBK ve insan kokenli HRT-18 hiicre
hatlarinda pasajlanmis ve sigir kokenli hiicre kiiltlirlerinde morfolojik degisim
g0zlenmezken, HRT-18 hiicre hattinda 2. pasajdan itibaren sitopatolojik degisim
saptanmis ve BCoV yonelik antijenler immunoflorasan testi ile dogrulanmistir
(Benfield & Saif, 1990). Kore’de hiicre kiiltiiriinde virus izolasyon caligmasinda
proteolitik enzim olarak tripsinin kullanildig1 farkli bir ¢aligmada, BCoV yoniinden
pozitif saptanmis 16 adet diski 6rnegi HRT-18 hiicre hattinda izolasyona almmustir.
Her pasaj seviyesinden sonra sitopatolojik degisiklik gozlenmedigi taktirde non-

sitopatojen BCoV yoOniinden incelenmesi amaciyla indirekt immunoflorasan testi
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uygulanmistir. izolasyona alinan &rneklerden birinde, 40. pasaj seviyesinde non-
sitopatojen BCoV saha susu (KBR-1) izole edilmis ve ¢alismada giincel as1 susu olarak
aday gosterilmistir (Shin ve ark., 2022).

Tiirkiye’ de yapilmis bir ¢calismada 0-2 aylik buzagilardan toplanan 100 adet
disk1 6rnekleri HRT-18 hiicre hattinda izolasyona alinmis ve proteolitik enzim olarak
pankreatin kullanilmistir. Calismada 10 gilin siireyle takip edilen hiicre kdltiir
kaplarinda (25cm?) 3 kor pasaj islemi yapilmis ve BCoV yonelik saha izolat1 elde
edilememistir (Pestil ve ark., 2016). Ulkemizde yapilan farkli bir calismada 16 adet
ishalli buzagidan toplanan disk1 6rnekleri HRT-18 hiicre hattinda toplamda 4 kor pasaj
olacak sekilde izolasyona alinmis ve saha izolat1 elde edilememistir (Ates & Yesilbag,
2022b).

Bu calismada BCoV saha izolat1 elde etmek amaciyla literatiir verileri
dogrultusunda HRT-18 hiicre hatt1 kullanilarak virus izolasyon ¢alismasi yapilmistir.
Calisma kapsaminda 213 adet digk1 6rnegi ile toplamda 4 kor pasaj olacak sekilde virus
izolasyon ¢alismasi gerceklestirilmistir. Adsorbsiyonlu virus ekimi islemini takiben 6
giin boyunca her giin inverted mikroskop ile incelenen diski 6rneklerinden BCoV saha
izolat1 elde edilememistir.

Tez calismasinda BRV ve BCoV izolasyonu i¢in kullanilan virus ekim
yontemleri, kullanilan hiicre hatlar1 ve virus izolasyonunda kullanilan proteolitik
enzim diinyada yapilmis caligmalar ile benzerlik gostermektedir. Caligmalarda
kullanilan farkli proteolitik enzimlerin ortak amaci proteolizis ile virusun hiicreye
tutunmasmi kolaylastirmaktadir. Enterik viruslarin hiicre kiiltiirtinde izolasyonu
oldukc¢a zordur ve digkida bulunan toksinler ve virus harici mikroorganizmalar hiicre
morfolojisinde, virus iiremesi benzeri morfolojik degisimler olusturmaktadir. BRV
icin uygun olan hiicre hatt1 daha 6nceden yapilmis bir ¢alismada bildirilmistir (Bohl
ve ark., 1984). Bildirilen bu ¢alisma dogrultusunda uygulanan yontemde kiigiik ¢aplt
degisiklikler yapilarak virus izolasyon ¢aligmas1 gerceklestirilmistir. Bu tez
calismasinda diger ¢caligmalardan farkli olarak virus ekimi 6ncesinde es zamanli olarak
30 dk boyunca inkubatér kosullarinda hem MA-104 hiicre hatti hem de ekimi
yapilacak inokulum pankratin ile muamele edilmistir. Boylece hiicre yiizeyinde
bulunan sialik asit ve integrin reseptdrleri, virusun hiicreye tutunmasinda ve girisinde

gorevli olan VP5 ve VP8 yapisal proteinleri proteolizis ile aciga ¢ikarilarak virusun

80



hiicrede bulunan reseptorlere baglanmasi islemi kolaylastirilmistir (Ates & Yesilbag,
2022a). Sonug olarak 213 adet digsk1 6rnegi arasindan MA-104 hiicre hatinda 2 adet
(RV-36 ve RV-38) BRV saha izolat1 basarili bir sekilde elde edilmistir. Tez
calismasinda BCoV izolasyonu amaciyla kullanilan HRT-18 hiicre hatti diinyada
yapilmis izolasyon ¢alismasinda kullanilan hiicre hatlariyla benzerlik gostermektedir.
BCoV izolasyonunda proteolitik enzimlerin plak olusumu ve sitopatolojik etkiyi
arttirdigi tespit edilmistir (Clark, 1993). Bu tez ¢alismasinda HRT-18 hiicre hattinda
virus izolasyon calismasinda 6rnekler ya da hiicre hatti1 proteolitik enzim ile muamele
edilmemistir. Toplanmis olan 213 adet digki 6rneginden BCoV izolasyonu
yapilamamasi, izolasyon sirasinda proteolitik enzim kullanilmamasi, 6rnekleme
sirasinda ya da toplanan Orneklerin laboratuvara ulastirilmasi asamasinda diski
iceriginde  bulunun  viruslarn  inaktive  olmasi ile iliskilendirilebilir.

BRYV ve BCoV Ag ELISA testi sonuglari ile hiicre kiiltiiriinde virus izolasyon
sonuclar1 karsilastirildiginda Ag ELISA yonteminde daha fazla sayida pozitif 6rnek
tespit edilmistir. Bu durum ishal vakalarinda virus sa¢ilimi enfeksiyonu izleyen
giinlerde azalacagindan, enfeksiyonun ilk 2 giiniinde gaita 6rneginin alinmasi ve alian
orneklerin soguk zincir altinda dondurulmadan laboratuarlara géonderilmesi BRV ve
BCoV’unun tespitinde 6nemlidir. Toplanan gaita 6rneklerinin BRV ve BCoV
yoniinden uygun olmayan sartlarda muhafaza edilmesi ve buzagilarda belli bir tedavi
stireci sonrasi Orneklerinin laboratuvara gonderilmesi BRV ve BCoV tespitini
zorlastirmaktadir. Diski sUpernatant1 ile yapilan virus izolasyon g¢aligmalarinda saha
izolat1 elde edilememesi fakat 6rneklerin Ag ELISA ile BRV ve BCoV yoninden
pozitif olmasi, diskida bulunan BRV ve BCoV’nun inaktif olmasmdan
kaynaklandigin1 distindirmektedir. Ayrica digki i¢eriginde bulunan viral partikiil
sayisinin hiicre kiiltliriinde iiretilemeyecek diizeyde diisiik olmasi fakat bu viral
partikiillerin duyarli test yontemleri ile tespit edilebilecegi de goz ardi edilmemelidir.

Diinyada ve ililkemizde bir¢ok arastirici tarafindan buzag ishallerinde BRV ve
BCoV varlig1 farkl test yontemleri kullanilarak tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmalarda
genel olarak BRV diger enterik viruslara gore On sirada yer alsa da tilkelere gore bu
durum degiskenlik gostermektedir.

Etiyopya’ da yapilan bir ¢alismada 5 haftalik yastaki 108 adet ishalli buzagidan

alinan digk1 6rnekleri, 5 farkli enteropatojene karsi test edilmistir. Calismada BCoV %
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38,9 oraninda, BRV % 16,7 oraninda ve BRV-BCoV ikili enfeksiyonu %6,4 oraninda
tespit edilmistir. Calisma sonuclarina goére BCoV un iilkede buzagi ishalleri
etiyolojisinde dominant oldugu saptanmistir (Abraham, Roeder, & Zewdu, 1992).
Irak’da yapilmis bir ¢aligmada, ishalli buzagilardan toplanan 100 adet diski 6rnegi
BRV Ag ELISA kiti ile test edilmis ve BRV yoniinden %33.3 oraninda pozitiflik
belirlenmistir (Al-Mafraji, 2014). Banglades’de yapilan bir ¢alismada 1-45 glinluk
yastaki ishalli buzagilardan toplanan 100 adet disk1 6rne§i Ag ELISA kiti ile BRV
yoninden test edilmis ve %16 oraninda pozitiflik saptamiglardir. Ayni galismada BRV
Ag ELISA yontemi, farkli teshis yontemleri ile karsilastirismis ve strudeki enfekte
buzagilar1 saptamak icin en yiiksek duyarliligi ve 6zgiilliigii ELISA testi gdstermistir
(Barua ve ark., 2021). Fransa'nin giineybat1 bolgesinde yapilan bir arastirmada 496
ishal vakasi kaydedilmis ve yenidogan donemde ishal gelisen buzagilarm oran1 %14,6
olarak tespit edilmistir. Bu calismada 211 adet digki 6rnegi farkli enteropatojenler
yoniinden pozitif tespit edilmis ve bunlarin arasinda % 47,4 oraninda rotavirus, % 16,5
oraninda coronavirus varhigi saptanmistir (Bendali, Bichet, Schelcher, & Sanaa, 1999).
Ispanya’ da yapilan bir ¢alismada, 65 farkli isletmeden toplanan 218 adet ishalli buzag:
disk1 6rneklerinde %17,9 oraninda BRV, %2,3 oraninda BCoV ve %2,3 oraninda BRV
ve BCoV ikili enfeksiyonu tespit edilmistir. Calismada tesit edilen duyarlilik ve
Ozgiinliigline gore ticari Ag ELISA kitinin rutin teshis ¢alismalarinda kullanilabilir
oldugu bildirilmistir (de la Fuente ve ark., 1998). Ispanyada yapilan farkli bir
calismada ise 1-30 ginluk ishalli buzagilardan aliman 218 digsk1 6rneginde %41,9
oraninda BRV ve %20,4 oraninda BCoV tespit edilmistir. Calismada 1-7 ginlik 67
adet digk1 6rneginde %4,7 oraninda BRV ve BCoV ikili enfeksiyonu saptanmustir.
Bildirilen ¢calismada 6rnekleme islemi ve 6rnekleme zamaninin hastali§in teshisindeki
onemi vurgulanmstir (Garcia ve ark., 2000). Iran’da yapilan bir calismada 126 adet
ishalli buzagidan alman digki 6rneklerinde % 26,98 oraninda rotavirus, % 3,17
oraninda coronavirus ve 2 haftalik yastaki buzagilardan alinan digk1 6rneklerinde %3,5
oraninda BRV ve BCoV ikili enfeksiyonu tespit edilmistir. Caligmada enfeksiyonlarin
goriilme siklig1 acisindan siirli yonetiminin iyilestirilmesi ve buzagilarin bagisiklik
diizeyinin yiikseltilmesi 6nerilmistir (Mayameei ve ark., 2010). Misir’ da yapilan bir
calismada BRV’ un tespiti i¢in farkli yontemler karsilastirilmis ve 108 adet ishalli digk1

orneginde ELISA yontemi ile %31 oraninda pozitiflik saptanmistir (Soltan ve ark.,
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2016a). Isvigre’de 1-21 giinliik ishalli buzagilardan alman 147 adet disk1 6rneginde %
27,2 oraninda BRV, % 1,4 oraninda BCoV ve % 0,7 oraninda BRV ve BCoV ikili
enfeksiyonu tespit edilmistir. Calismada hastaligin kontroliine yonelik uygun bir
yaklasimin belirlenmesi, kolostrum alimi, buzagi beslenmesi, hijyen tedbirleri ve
buzagilarda ishale yol agan nedenlerin belirlemesinin 6nemi vurgulanmistir (Lanz
Uhde ve ark., 2008). Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan bir ¢alismada 63 ishalli
buzagidan alinan digki 6rnekleri rotavirus tespitine yonelik farkli test yontemleri ile
incelenerek ELISA yontemi ile BRV’a kars1 % 57 oraninda pozitiflik saptanmis ve
ELISA yonteminin hizli ve giivenilir bir yontem oldugu bildirilmistir (Al-Yousif ve
ark., 2001).

Tirkiye’ de farkli illerden toplanan 107 adet ishalli buzagi digki 6rneginde
ELISA yontemi ile %27,1 oraninda BRV tespit edilmistir (Burgu ve ark., 1995).
Kars’da yapilan bir ¢galismada 0-15 giinliik yastaki 112 adet buzagidan toplanan ishalli
digk1 6rnegi BRV’a yonelik ELISA yontemi ile test edilmis ve %8,92 oraninda
pozitiflik saptanmistir (Yilmaz, 2016). Kars’da yapilan farkli bir calismada 624
buzagidan diski1 6rnegi toplanmis ve ishalli olan 104 disk1 6rneginde ELISA yontemi
ile %1 oraninda BCoV ve % 26,9 oraninda BRV saptanmistir (Erdogan, Unver, Giines,
& Citil, 2003). Tiirkiye’de Trakya bdlgesinden toplanan 140 adet ishalli buzag: digki
orneginde ELISA yontemi ile %27,1 oraninda BRV tespit edilmistir (Gllyaz ve ark.,
2010). Tiirkiye’ de farkli illerindeki 0-1 aylik yastaki buzagilardan toplanan 83 adet
digk1 6rneginde ELISA yontemi ile % 71,1 oraninda BRV, % 18 oraninda BCoV ve %
13,4 oraninda BRV ve BCoV ile ikili enfeksiyonu saptanmustir (Alkan, 1998).
Tiirkiye’de yapilmis farkli bir calismada kolostrum almis, 0-1 aylik yastaki 86 adet
buzagidan alinan ishalli digk1 6rnegi BRV yoniinden ELISA yontemi ile test edilmis
ve %17,8 oraninda pozitiflik bildirilmistir (Yazic1 & Akga, 1993). Samsun’ da yapilan
bir caligmada ishal semptomu gosteren 51 adet buzagidan digki 6rnegi toplanmis ve
ELISA yontemiyle %41,17 BRV ve %1,96 BCoV tespit edilmistir (Gumusova, Yazici,
Albayrak, & Cakiroglu, 2007). Van’da yapilan bir ¢alismada 89 adet buzagidan alinan
ishalli digk1 6rnegi BCoV yonelik ELISA kiti ile test edilmis ve %1,12 oraninda
pozitiflik saptanmigtir (Cabalar ve ark., 2007). Tiirkiye’nin kuzeybatisinda yer alan
illerden toplanmig 35 adet ishalli buzag1 disk1 6rneginde BCoV yonelik ELISA kiti ile
%?37,1 oraninda pozitif 6rnek tespit edilmistir (Hasoksuz ve ark., 2005). Konya’ da
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yapilan bir calismada 100 adet buzagidan diski 6rnegi toplanmis ve ELISA yontemi
ile %18,2 oraninda BRV, %13,4 oraninda BCoV ve %3,6 oraninda BRV ve BCoV
ikili enfeksiyonu tespit edilmistir (Ok ve ark., 2009). Edirne’de bir isletmeden toplanan
16 adet ishalli digk1 6rnegi BRV ve BCoV yoniinden ELISA yontemi ile test edilmis
ve %12,5 oraninda tek BCoV tespit edilirken, tek BRV olgusu ve BRV-BCoV ikili
enfeksiyon olgusu saptanmamistir (Ates & Yesilbag, 2022b).

Tez galismasinda BRV ve BCoV tespiti amaciyla 213 adet ishalli buzagi digkis1
BRYV ve BCoV tespitine yonelik ELISA yontemi ile incelenmistir. Tespit oranlar1 ayr1
ayr1 degerlendirildiginde, toplam 213 disk1 6rneginden 69 adedi (% 32,39) BRV ve 17
adedi (%7,98) BCoV yoniinden pozitif bulumustur (Tablo 8.). Diski 6rneklerinin 82
adedinde (% 38,5) arastirilan viruslardan en az birisi (BRV ve/veya BCoV), 65
(%30,52) adedinde tek BRV, 13 (%6,10) adedinde tek BCoV ve 4 (%1,88) adedinde
BRV ve BCoV ikili enfeksiyonu tespit edilmistir. Ayrica toplanan digk1 6rneklerinin
131 (%61,5) adedinde tez galismasi kapsaminda tespit edilmesi hedeflenen viruslar
saptanamamustir. Diinyada yapilmis olan c¢aligmalarda ELISA yontemi ile tespiti
yapilan tek BRV olgusu %16 - %57 (Al-Yousif ve ark., 2001; Barua ve ark., 2021),
tek BCoV olgusu %1,4 - %38,9 (Abraham ve ark., 1992; Lanz Uhde ve ark., 2008) ve
BRV-BCoV ikili enfeksiyon olgusu %0,7 - %6,4 (Abraham ve ark., 1992; Lanz Uhde
ve ark., 2008) oranlar1 arasinda degiskenlik gostermektedir. Tiirkiye’ye yapilmis
caligmalarda ise tek BRV olgusu %8.,92 - %71,1 (Alkan, 1998; Yilmaz, 2016), tek
BCoV olgusu %1 - %37,1 (Erdogan ve ark., 2003; Hasoksuz ve ark., 2005) ve %3,6-
%13.,4 oraninda BRV ve BCoV ikili enfeksiyon tespiti yapilmistir. Tez calismasinda
BRYV ve BCoV Ag ELISA kiti kullanilarak elde edilen bulgular diinyada ve Tiirkiye’
de yapilan ¢aligmalarda elde edilen veriler ile paralellik gostermektedir. Elde edilen
bu veriler, s6z konusu olan viruslara yonelik entansif igletmelerde uygulananin agilama
ve biyogiivenlik onlemlerine ragmen BRV ve BCoV sirkiilasyonun 6nemli 6lgiide
devam ettigini gdstermektedir.

Hiicre kiiltiiriinde izole edilmis bazt BRV suslarmin farkli hayvan tiirlerinin
eritrositleri ile hemaglutinasyon aktivitesini gosteren ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir
(Nakagomi ve ark., 1992). Bu arastirmada hiicre kiiltiirii calismasinda elde edilen iki
izolatin HA aktivitesi, sigir, at ve tavuk eritrositleri ile degerlendirilmis, ancak pozitif

sonug tespit edilememistir. Yapilan bir ¢calismada kiiltiir ortaminda proteolitik enzim
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varliginin ve virus dondurulma-¢6ziilme isleminin BRV izolatlarmin hemaglitinasyon
ozelligine olumsuz etkisi oldugu bildirilmistir (Ennima ve ark., 2016). Farkli bir
caligmada ise belirgin bir HA aktivitesi olmayan BRV saha suslarinin, ultrasantrifiij
isleminden sonra diisiik virus titrelerinde dahi HA aktivitesi gosterebilecegi
bildirilmistir (Inaba ve ark., 1977). Bu nedenle, tez ¢alismasinda hiicre kiiltiiriinde
izole edilmis BRV suslarmin (RV-36 ve RV-38) hemaglutinasyon aktivitesinin
saptanamamasi, diisiik sayida viral partikiil ve ortamda bulunan proteolitik enzim

varligi ile iliskili olabilecegi de goz ardi edilmemelidir.

5.2. Molekiler Yontemlere Yonelik Calismalarin Degerlendirilmesi

Rotaviruslarin yapisinda bulunan VP6 yapisal proteininin giiclii sekilde
korunmus bir protein oldugu ve tanimlanmig rotavirus gruplarinda ¢ok az degiskenlik
gosterdigi diisiiniilmektedir. Ote yandan, VP6 proteini rotavirus kapsidinin yapisal
bilesenidir ve yaygin olarak PCR uygulamalarinda BRV tespiti i¢in hedef gen bolgesi
olarak secilmektedir. Nitekim RT-PCR ile insanlarda ve birgcok hayvan tiriunde
rotavirus enfeksiyonlarinin tespiti amaciyla VP6 gen bdlgesini hedef alan bircok
caligma bulunmaktadir (Alkan, Timurkan, & Karayel, 2015; Ates & Yesilbag, 2023;
De Grazia ve ark., 2011; Iturriza Gomara ve ark., 2002; Karayel ve ark., 2017;
Matthijnssens ve ark., 2008; Yilmaz, 2016).

Bu ¢alismada BRV Ag ELISA yontemi ile pozitif tespit edilmis 69 adet digk1
ornegi ve 4. pasaj seviyesinde CPE saptanan iki 6rnegin hiicre kiiltiir iist sivisina, Ag
ELISA yonteminde elde edilen verilerin dogrulanmasi amaciyla BRV RT-PCR
uygulanmistir. Ag ELISA yOntemi ile pozitif bulunan 69 adet diski 6rnegi arasindan
53 adeti BRV RT-PCR ile pozitif tespit edilmistir. Diger yandan hiicre kiiltiirii
calismasinda elde edilmis iki numunenin st sivisinda da (RV-36 ve RV-38) BRV’ a
ait viral niikleik asit varligi belirlenmistir. Saha izolatlarinda BRV varligi ELISA ve
BRV RT-PCR sonuglartyla uyumlu olarak tespit edilmis ve ishalli buzagilardan
toplanan Klinik oOrneklerden rotavirusun basarili bir sekilde izole -edildigi
dogrulanmistir.

Sigirlarda tespit edilen rotaviruslar siklikla Rotavirus Grup A'da yer alirken,

daha az siklikta goriilen sigir suslar1 B ve C gruplarinda yer almaktadir (Otto ve ark.,
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2015). Ayrica virusun yapisal proteinlerinden VP6 gen bdlgesi, | genotipini temsil
etmekte ve VP6 gen dizileri ile genotipleme isleminde sigir ve insan rotaviruslari, alt
genotip 12'de olarak smiflandirilmaktadir (De Grazia ve ark., 2011; Matthijnssens ve
ark., 2008; Matthijnssens ve ark., 2011). Filogeni ¢aligmasi sonucunda bu ¢alismada
elde edilen BRV izolatlarmin (RV-36 ve RV-38), sigir rotaviruslarinin siklikla
bulundugu Grup A rotavirus igerisinde ve VP6 gen bdlgesine gore 12 genotipinde yer
aldig1 tespit edilmistir. BRV RT-PCR uygulamasi sonucu elde edilen veriler diinyada
capinda yapilmis diger calismalar ile uyumlu bulunmustur.

Diinya ¢apinda yapilan ¢esitli ¢alismalarda rotaviruslarin VP7 gen bolgesine
gore sigir populasyonlarinda yaygin olarak G6 ve G10 genotipleri saptanirken (Cheng
ve ark., 2021) G1-G3, G5, G8, G11, G15, G17, G21 ve G24 genotipleri daha az siklikla
tespit edilmistir (Papp ve ark., 2013). VP4 gen bélgesi icin P[5] ve P[11] genotipleri
siklikla gozlenmesine ragmen (Cheng ve ark., 2021), P[1], P[3], P[6], P[7], P[14], P[
17], P[21], P[29] ve P[38] genotipleri nadiren bildirilmistir (Papp ve ark., 2013). Grup
A rotaviruslarmin ikili genotip kombinasyonu, sigirlarda G6P[1], G6P[5], G10P[11]
ve G8P[1]'den olusur. Tiirkiye'de yapilan ¢alismalarda G6P[5], G6P[11], G10P[5] ve
G10P[11] genotip kombinasyonlar: tespit edilmistir (Aksoy, Kara, Yagci, & Azkur,
2021; Alkan ve ark., 2010; Alkan ve ark., 2015; Ates & Yesilbag, 2023; Ates &
Yesilbag, 2022b). Tlrkiye'nin birgok ilinde BRV genotiplerinin G6P[5], G6P[11],
G10P[5], GI10P[11] oldugu (Alkan ve ark., 2010; Aydin & Timurkan, 2018) ve bu
genotiplerden farkli olarak Amasya'da G8P[5] BRV genotipi rapor edilmistir (Karayel
ve ark., 2017). Ulkemizde yapilan farkli bir ¢alismada rotavirus yoninden pozitif
tespit edilmis 6rnege tiim genom analizi uygulanmis ve virusun G15P[21] genotipine
sahip oldugu tespit edilmistir (Karayel-Hacioglu ve ark., 2022). Bu tez ¢alismasinda
uygulanan testlerde sahada sigirlarda goriilen genotipler arasinda yaygin olan ve
onceki caligmalarda tespit edilen G6, G10, G8 ve P[1], P[5], P[11] BRV genotipleri
tespit edilmistir. Ulkemizde bu genotipler arasinda G8’ in bulunusuna iliskin veriler
oldukga kisithdir (Karayel ve ark., 2017) ve bu durum tez ¢aligmasinda elde edilen
verileri degerli kilmaktadir. Nadir olgularda da olsa G8 genotipi i¢in as1 sonrasi
koruyuculuk problemi yasanabilecegi gézoniinde bulundurulmalidir.

Bu tez calismasinda ishalli buzagilardan toplanmis 69 adet digki 6rnegine

uygulanan G genotiplendirme RT-PCR sonuglarina gore, G6 genotipinin tespit
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edilmesi amaglanan genotipler arasinda daha yiiksek olmasina karsin belirgin olarak
baskin bir genotip olmadigi tespit edildi. Ayrica RT-PCR uygulamalar1 sonucu tespit
edilmesi hedeflenen P genotipleri arasinda da baskin bir genotipin bulunmadigi, P[5]
ve P[11] genotiplerinin birbirine yakin diizeylerde goriildiigii saptandi. Tespit edilen
BRV genotip kombinasyonlar1 sonucu baskin olan genotipin G10P[11] oldugu
belirlendi. Rotavirus yoniinden pozitif tespit edilmis 6rneklere uygulanan RT-PCR
sonucu calisma kapsaminda tespit edilmesi hedeflenen genotipler ve saptanmig
genotip kombinasyonlar1 daha onceki ¢alismalarla benzerlik gostermektedir. Elde
edilen sonuglar dogrultusunda tespit edilen genotiplerin, koruma ve kontrol
calismalarina ragmen hala buzagilarda ishale neden oldugunu gostermektedir. Tez
caligmas1 kapsaminda VP6 gen bolgesine goére BRV yoOnlnden pozitif fakat
genotiplendirilmesi yapilamamis Ornekler i¢in, sonraki calismalarda sigirlarda
yayginlig1 daha disiik farkli G ve P genotipleri yoniinden arastirilabilecegi veya tiim
genom analizi gibi daha ileri molekuler yontemler ile genotiplerinin belirlenebilecegi
diistiniilmektedir.

Coronaviruslara yonelik molekiiler ¢aligmalarda genetik degisimlerden az
etkilenen bir viral protein oldugu i¢cin N gen bdlgesi en sik kullanilan hedef gen
bdlgelerinden biridir (Alkan ve ark., 2011; Kyoung Oh Cho ve ark., 2001; Fernandes
ve ark., 2018; Hasoksuz ve ark., 2005; Hurst ve ark., 2013; Pestil ve ark., 2016; Sakl1
ve ark., 2017; H. Tsunemitsu ve ark., 1995).

Tez calismasinda BCoV Ag ELISA testinde BCoV’a yonelik taramalarda
pozitif olan 6rnekler, N gen bolgesine spesifik primer ¢ifti kullanilarak BCoV nested-
RT-PCR uygulamasi ile de degerlendirilmistir. BCoV yonelik niikleik asit tespit edilen
13 adet disk1 6rnegi arasindan, farkli illerden toplanmis 3 adet digki 6rneginin (RV-51,
RV-195 ve RV-205) dizi analizi sonucu yapilan filogenetik analizde betacoronavirus
genusunda yer aldig1 saptand1.

RT-PCR yonteminde diisiik miktarda viral partikiiliin tespit edilme olasilig1
daha yiksektir (Soltan ve ark., 2016). Calismada BRV ve BCoV yoniinden pozitif
tespit edilen Orneklerin dogrulanmasi amaciyla yapilan PCR uygulamalarinda, Ag
ELISA yontemine gore daha az sayida drnegin pozitif tespit edilmesi hassas yapidaki
RNA genomunun toplanan diski 6rneklerinin dondurulup ¢6zdiiriilmesi ve stoklanarak

bekletilmesi siirecinde hasar gormesiyle iliskilendirilmistir.
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BRV ve BCoV enfeksiyonlarinin sahada dogal enfeksiyonlara baglh olarak ¢ok
yaygin olmast ve ineklerin ¢ogunun seropozitif olmasma ragmen, siitteki antikor
titrelerinin koruyucu olmayan seviyelere diistiigii gosterilmistir (Sahna & Alkan, 2013;
Wieda ve ark., 1987). Yeni dogan buzagilari korumak i¢in ineklerin BRV ve BCoV' a
kars1 asilanmasi ile kolostrumdaki maternal antikor diizeyi artirilabilir. BRV ve BCoV
asilamasi, genellikle E. coli ile kombinasyon halinde, annelerde bagisikligi ve
maternal antikor iletimini tegvik etmek i¢in gebe ineklere uygulanir. Asinin koruma
diizeyi, as1 susunun ve saha susunun Ozelligine baghdir. Asilarin sahadaki virus
tiplerini karsilamamasi durumunda asilamanin sahada dolasimda olan suslara karsi
koruyucu olmayabilecegi diistindiirmektedirgosterilmistir (Gomez & Weese, 2017).
Tiirkiye'de BRV ve BCoV i¢in kullanilan asilar, ¢ogunlukla BRV'nin G6, G10, P[1],
ve P[5] genotiplerini icermektedir. Turkiye'de dolasimdaki BRV genotipleri G6, G8,
G10, P[5] ve P[11] olarak tanimlanmaktadir. Bu tez calismasinda uygulanan testlerde
sahada sigirlarda goriilen genotipler arasinda yaygin olan ve dnceki ¢aligmalarda tespit
edilen G6, G10, G8 ve P[1], P[5], P[11] BRV genotipleri tespit edilmistir. Ulkemizde
bu genotipler arasinda G8’ in bulunusuna iliskin veriler oldukc¢a kisithidir (Karayel ve
ark., 2017) ve bu durum tez ¢alismasinda elde edilen verileri degerli kilmaktadir. Nadir
olgularda da olsa G8 genotipi i¢in as1 sonrast koruyuculuk problemi yasanabilecegi
g6zoniinde bulundurulmalidir.

SDS-PAGE ydntemi, saha numunelerinden ve hiicre kiiltiir sivilarindan BRV
tespiti i¢in kullanilan altin standart metodolojilerden biri olup, rotavirus tespiti ve
gruplandirilmasinda bu yontemin kullanildigi birgok ¢alisma bulunmaktadir (Ates &
Yesilbag, 2023; Barman ve ark., 2004; Burgu ve ark., 1995; Cabalar ve ark., 2007;
Ozkul, Yesilbag, Karaoglu, & Burgu, 2002; Rahman ve ark., 2005). Bu yontemde
rotaviruslarin A, B ve C gruplari, poliakrilamid jel {izerinde rotavirus genom
segmentlerinin olusturdugu bant profillerine gore tanimlanir. Bu yaklasimda, 11
segmentli Grup A rotaviruslar1 poliakrilamid jel tizerinde 4/2/3/2 olacak sekilde bant
profili sergilerken, Grup B rotaviruslarmm bant profilleri 4/2/2/3 ve Grup C
rotaviruslar1 4/3/2/2 olacak sekilde bant profili sergilemektedir (Barman ve ark., 2004;
Rahman ve ark., 2005). Bu ¢alismada Ag ELISA yontemi ile BRV yoniinden pozitif
tespit edilmis 69 adet digk1 6rnegi, SDS-PAGE yontemi ile de degerlendirilmistir. Her

iki yontemde de BRV yoniinden pozitif tespit edilen 6rnek sayilar1 birbiri ile
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uyumludur ve 6rnekler 4/2/3/2 olacak sekilde bant profili sergilemistir. Poliakrilamid
jel tizerinde sergilenen bant profillerine gore 69 adet digk1 6rneginin Rotavirus Grup
A da yer aldig1 belirlenmistir. Tez caligmasi kapsaminda uygulanan SDS-PAGE
yontemi sonucu elde edilen sonuglar, daha 6nce bildirilen ¢aligmalarin sonuglari ile
benzerlik gostermektedir. Ayrica hiicre kiiltiirii caligmasinda elde edilen RV-36 ve
RV-38 saha izolatlarmin genom segmentleri de poliakrilamid jel (izerinde 4/2/3/2
olacak seklinde siralanmistir. Rotavirus VP6 gen bolgesine gore yapilan filogeni
calismasinda da iki saha izolatinin Rotavirus Grup A'da yer aldig1 belirlenmis ve SDS-
PAGE testi sonuglar1 ile uyumlu bulunmustur. Ayrica SDS-PAGE yOnteminin es
zamanlt olarak rotavirus teshisi ve virusun hangi grupta yer aldiginin
belirlenmesindeki uygulanabilirligi bir kez daha ortaya konulmustur.

Tez calismasinda test edilen toplam 213 adet ishalli buzagi diskisinin 82
adetinde (%38,5) BRV ve/veya BCoV etkenleri tespit edilebilmistir. Bu veriye gore
geri kalan 131 (%61,5) ishal vakasinda baska etkenlerin rol almis olabilecegi
degerlendirilebilir. Bunlar arasinda diger enterik viruslar ve bakteriler yer alabilecegi
gibi non-enfeksiyoz faktorlerde gozardi edilmemelidir. Dolayisiyla buzagi ishal
olgularmmda multi faktoriyel bir tanisal yaklasimin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.
Tirkiye’de BRV ve BCoV disindaki enterik viruslarin neonatal buzagi ishallerindeki
rolii iizerine arastirmalar smirhdir (Ates & Yesilbag, 2022b; Giilagti, Isidan, &
S6zdutmaz, 2014; Giilagti, S6zdutmaz, & Isidan, 2016; Isidan, Turan, Atasoy,
S6zdutmaz, & Irehan, 2019). Dolayisiyla bu alana yonelik yeni ve genis ¢apli

calismalarin hastalik kontrolii agisinda faydali olacagi degerlendirilebilir.

5.3. Sonug

Yenidogan buzagilarin yeterli diizeylerde kolostrum almamasi ve isletmelerde
koruma ve kontrol caligmalarinin yetersiz olmasi buzag: ishallerinde predispozisyon
yaratmaktadir. Buza@ilarda sekillenen ishallerin etiyolojisinde genellikle viral
etkenlerin yer olmasi immunsupresyon meydana getirerek prognozun daha da kotii
sonu¢lanmasina ve ekonomik kaybin artmasmna neden olmaktadir. Bu sebeple
yenidogan buzagilarda sekillenen ishale neden olan etkenlerin giivenilir ve hizli bir

sekilde tespit edilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.
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Tez ¢aligmast siirecinde elde edilen veriler 15181nda ulasilan sonuglari genel bir

yaklagimla asagidaki sekilde 6zetlemek miimkiindiir:

BRV ve BCoV etkenlerinin Bursa, Adiyaman, Canakkale, Konya, Balikesir,
Kirklareli, Bilecik, Ankara ve Edirne goriilen yenidogan ishal enfeksiyonlarindaki
rolii tespit edilmistir.

Tez caligmasi kapsaminda toplanan digki 6rneklerinde 6zellikle BRV’ nin ishal
semptomu gosteren buzagilarda daha yaygin bulundugu saptanmustir.

Ishal semptomu gosteren buzagilarda BRV ve BCoV teshisi igin virus
izolasyonuna oranla Ag ELISA yontemiyle daha hizli ve giivenilir sonuglar elde
edilebilmektedir.

BRYV teshisi i¢in uygulanan Ag ELISA yonteminde pozitif tespit edilen 6rneklere
uygulanan SDS-PAGE yontemi sonrasi elde edilen sonuglarin birbirleriyle uyumlu
oldugu saptanmastir.

MA-104 hiicre hatinda virus izolasyonu calismasinda degerlendirilen digki
ornekleri arasindan 2 adet 6rnekte (RV-36 ve RV-38) BRV G6P[11] saha izolat1
elde edilmistir.

Ag ELISA yontemine gére BRV ve BCoV yonunden pozitif drneklere uygulanan
virus izolasyonu ve PCR sonuglari arasindaki farkliliklarin olmasi nedeniyle
etkenlerin birden fazla teshis yontemi kullanilarak tespit edilmesi daha basarili
sonuglar elde edilecegini gostermektedir.

Test edilen tiim BRV 6rneklerinin Rotavirus Grup A’ da yer aldig1 belirlenmistir.
Filogeni analizi uygulanan BRYV izolatlarinin (RV-36 ve RV-38) Rotavirus Grup
A da yer aldig1 ve 12 genotipine sahip oldugu belirlenmistir.

BRV G ve P genotiplendirmesi yapilmis ornekler arasinda G10P[11] genotip
kombinasyonun sahada sirkiile olan baskin rotavirus genotip kombinasyonu
oldugu tespit edilmistir.

Tez caligmasinda yenidogan buzagilarda sekillenen ishal etiyolojisinde rol
oynayan enfeksiy6z ajanlar arasinda BRV ve BCoV etkenlerinin dnemli bir yeri
oldugu belirlenmis olup, buzag: ishallerinin etiyolojisinde rol oynayan diger
enterik  ajanlarin  rolinin de dikkate almmasmm faydali olacagi

degerlendirilmistir.
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SDS-PAGE : Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforez

SN . Serum Notralizasyon
sn : Saniye

SSRNA : Tek Zincirli RNA
TLP . Triple Layer Particle
VN . Virus Notralizasyon
VP . Yapisal Protein

ng : Mikrogram
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