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ii. ONSOZ

Alt ve st solunum yollar1 ile barsaklari etkileyerek pnomoenterik bir karakter
gosteren bovine coronavirus (BCoV)’lar ile ilgili olarak tiim Diinya’da ger¢eklestirilen bir¢cok
arastirmada enterik sistemi etkileyen suslar tizerinde yogunlasilmis olup solunum viruslar1 ve
bu sisteme olan etkileri {izerine yapilan ¢aligmalar sinirli kalmistir. Bu aragtirma ile solunum
sistemi klinik belirtileri gosteren farkli yas gruplarina sahip sigirlarda BCoV’lerin solunum
yolu ile sagilimlari, serolojik durumlart ve klinik belirtiler degerlendirilerek BCoV
enfeksiyonlarinin  solunum yolu enfeksiyonlar1 arasindaki Oneminin belirlenmesi

hedeflenmistir.
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OZET
T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Solunum Yolu Enfeksiyonu Klinik Belirtileri Gosteren Sigirlarda Bovine
Coronavirus (BCoV) Enfeksiyonlarinin PCR Teknigi ile Arastiriimasi

MELTEM MENEKSE
Veterinerlik Viroloji Anabilim Dah

DOKTORA TEZi / KONYA-2018

Bovine coronavirus (BCoV) solunum ve barsak sistemini etkileyen pnomoenterik bir karakter
gostermektedir. Bu virus hem gaita hem de nazal sekresyonlarla sagilmakla beraber akcigerleri de
etkileyebilmektedir. Ancak tiim Diinyada ve Ulkemizde solunum yollarini etkileyen BCoV’lar ile ilgili
caligmalar oldukca simurlidir. Bu arastirmada, solunum yolu BCoV enfeksiyonlarinin bdlgemizdeki
durumunu ortaya koymak ve bu enfeksiyonlarda virus sagilimi, serolojik durum ve klinik belirtiler
arasindaki iligkilerin degerlendirilmesi amag¢lanmustir.

Solunum yolu klinik belirtileri gosteren farkli cinsiyetlere sahip 0 ile 2 yas arasindaki toplam 92
hayvandan burun svabi 6rnekleri elde edildi. Svap ornekleri spesifik primerler kullanilarak RT-PCR
analizine tabi tutuldu. Buna ilaveten ayni hayvanlardan serum o&rnekleri toplandi ve serumlar BCoV
antikorlar1 yoniinden indirekt-ELISA yontemi kullanilarak incelendi. Sonug¢ olarak 10 6rnek (% 10.87)
BCoV yoniinden RT-PCR yéntemi ile pozitif olarak belirlendi. indirekt ELISA testi ile gerceklestirilen
serolojik ¢aligmada ise antikor pozitif hayvan orani tiim hayvanlar arasinda % 93.48 iken burun akintilar
ile BCoV sagilimi gosterdigi belirlenen hayvanlarda % 90 (9/10) olarak saptandi.

Sonug olarak bu bulgular, iilkemizde solunum yolu enfeksiyonlarina neden olan viral etkenler
arasinda BCoV’larin da goz oniinde tutulmasi, BCoV izolasyonlarinin gergeklestirilmesine yonelik daha
fazla arastirmanin yapilmasi ve izole edilen viruslarin antijenik ve genetik 6zelliklerinin ayrintili olarak
arastirilmasi gerekliligini ortaya koymustur. Bununla beraber Tiirkiye’deki enterik ve respiratorik
coronaviruslar arasindaki farklililar1 belirleyecek ¢aligmalarin hedeflenmesi de 6nemli bir unsurdur.

Anahtar Sozciikler: Respiratorik BCoV; teshis; RT-PCR; seroloji
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SUMMARY

REPUBLIC of TURKEY
SELCUK UNIVERSITY
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Investigation of Bovine Coronavirus (BCoV) Infections in Cattle with Clinical
Signs of Respiratory Tract Infection by PCR Technique

MELTEM MENEKSE
Department of Veterinary Virology

PhD THESIS / KONYA-2018

Bovine coronavirus (BCoV) is a pneumoenteric virus that infects respiratory tract and intestine. It
is shed in both feces and nasal secretions and also infects the lung. However, the number of studies on
respiratory tract BCoV infections is limited in the world and our country. The aim of this research was to
detect the situation in respiratoric BCoV infections and the evaluation of viral sheeding, serologic stuation
and clinical signs.

A total of 92 nasal swab samples were obtained from 0-2 years-old cattle having different sex
with respiratory symptoms. The collected swab samples were subjected to RT-PCR analysis using specific
primers. In addition, serum samples were collected from same animals and BCoV antibodies examined by
antibody-detection ELISA. Finally, ten (10.87%) samples were detected as positive for BCoV by RT-PCR.
The seroconversion rate was 93.48% (86/92) in animals by ELISA and 90% (9/10) in animals shedding
BCoV in the nasal swabs.

In conclusion, these findings suggest that BCoV should be considered among respiratory
infections in our country and further studies needed to isolate BCoVs and to investigate their antigenic and
genetic properties. However the differences between enteric and respiratoric coronaviruses should be
determined in Turkey.

Key Words: Respiratoric BCoV; diagnosis; RT-PCR; serology
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1.GIRIS
1.1. Genel Bilgiler

Coronaviruslar (CoV) kuslarda ve memelilerde solunum sistemi, gastro-enterik,
norolojik ve karaciger ile ilgili akut ve kronik hastaliklara yol acan RNA viruslaridir
(Decaro ve ark 2008a, Saif 2010). Bu viruslarin biiyiikbas hayvanlar, kiimes hayvanlari
ve domuzlarda onemli hastaliklara neden olup ekonomik kayiplara yol agtiklar1 ve
kemirgen, kedi, kopek ve tavsanlarda da ciddi hastaliklar meydana getirdikleri
bildirilmistir (Lai ve ark 2007). Ornegin tavuklarda infeksiydz bronsit ve nefrite; domuz
yavrularinda gastroenterit ve ensefalite; hindi, kopek ve buzagilarda enterit ve
respiratorik problemlere; farelerde hepatit ve ensefalite; sicanlarda pndmoni ve
sialodakriyoadenite; kedilerde infeksiyoz peritonite sebep olmaktadirlar (Tablo 1).
Enfekte olan hayvan tiirlerinin ¢esitliligi ve sebep oldugu hastaliklarin siddeti, CoV’lar1
en Onemli hayvan sagligi patojenlerinden biri haline getirmistir (McIntosh 2005,

Mclntosh ve ark 2005).

Ayn1 zamanda farkli konakgilarin reseptorlerini kullanma yetenekleri, mutasyon
ve rekombinasyon yoluyla hizla evrimlesebilmeleri sebebi ile yeni konakgilara ve
ekolojilere uyum saglayarak genis bir hastalik yelpazesine neden olmaktadirlar (Lau ve

ark 2015).

Coronaviruslar Nidovirales dizini igerisindeki Coronaviridae familyasi icerisinde
yer alir (Decaro ve ark 2008a). Coronaviridae ailesi Coronavirinae ve Torovirinae alt
ailelerine sahiptir (Zhang ve ark 2007a). Coronaviruslar genetik ve serolojik 6zelliklerine
gore Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus ve heniliz onaylanmamis
Deltacoronavirus olmak {izere 4 gruba ayrilirlar. Bovine CoV (BCoV), Betacoronavirus
cinsinin A soyunun Betacoronavirus 1 virus tiiriine aittir (Bidokhti 2013). BCoV zarl1,

tek iplikcikli, pozitif polariteli, segmentsiz bir RNA’ya sahiptir (Fulton ve ark 2013).



Cizelge 1.1. Coronavirus ile iliskili enfeksiyonlar (Veterinary Virology, Third Edition)

Antijenik Grup Virus Hastalik
Grup 1 Transmissible gastroenteritis virus of | Gastroenteritis
swine
(Memeli Viruslarr)
Porcine epidemic diarrhea virus Gastroenteritis
Feline infectious peritonitis virus Peritonitis, Pneumoni,
Meningoensefalitis, Panoftalmitis,

Wasting sendrom

Feline enteric coronavirus

Yavru kedilerde diyare

Canine coronavirus

Enteritis

Human coronavirus 229 E

Soguk alginlig1

Grup 2 (Memeli ve
Kus Viruslari)

Mouse hepatitis virus

Hepatitis, Enteritis,

Encephalomyelitis

Sialodacryadenitis virus (rat)

Sialodacryadenitis

Bovine coronavirus

Gastroenteritis, Respiratorik

hastaliklar

Porcine hemagglutinating

encephalomyelitis viriis

Kusma, Kaseksi, Encephalomyelitis

Human coronavirus OC43

Soguk alginlig1

Bluecomb virus of turkeys

Enteritis

Grup 3 (Kus Viruslar1)

Infectious bronchitis viriis

Trakeabronsitis, Nefritis

Gruplandirilmamig

Tavsan coronaviruslari

Enteritis




BCoV, sigirlarda {ist ve alt solunum yollarmi ve bagirsaklar etkileyen
pneumoenterik bir virusdur. BCoV enfeksiyonu sonucu sigirlarda etiyolojik acidan ii¢
farkl1 klinik semptom ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar buzagi diyaresi (CD), yetiskin sigirlarda
hemorajik diyare ile seyreden kis dizanterisi (WD), besi sigirlarinda shipping fever veya
bovine respiratorik hastalik kompleksi (BRDC) olarak isimlendirilen ve ¢esitli yas
gruplarindaki sigirlarda rastlanan respiratorik enfeksiyon sonucu olusan belirtilerdir (Saif
2010). Bovine respiratorik hastalik (BRD); bovine herpesvirus-1 (BoHV-1), bovine viral
diyare virus (BVDV), bovine respiratory syncytial virus (BRSV), parainfluenza-3 virus
(PI3V) ve bovine coronavirusu (BoCV) gibi viral, Mannheimia haemolytica, Pasteurella
multocida, Histophilus somni ve Mycoplasma spp. gibi bakteriyel etkenler tarafindan
meydana getirilen kompleks bir enfeksiyonu tanimlar (Fulton ve ark 2016). Respiratorik
sendrom siklikla, sigirlarda 6zellikle stres faktorlerinin artmasi sebebiyle transport

esnasinda veya sonrasinda gézlemlenmistir (Decaro ve ark 2008a).

Coronaviruslar zoonoz salginlar da dahil olmak {izere, tiirler aras1 bulagsmada
bliylik bir potansiyel risk olusturmaktadir (Bidokhti 2013). 2003 yilinda Diinya ¢apinda
insanlar1 etkileyen SARS-CoV (Severe Acute Respiratory Syndrome) ile Avrupa ve Orta
Asya’daki insanlar1 etkileyen MERS-CoV (Middle East Respiratory Syndrome)’un
hayvansal orjinli oldugu ileri siiriilmiistiir. insanlarda 6liimciil enfeksiyonlara neden olan
ve tlrler aras1 bulasmaya iyi bir ornek teskil eden SARS-CoV ve MERS-CoV’unun
yarasalardan orjin aldig1 diistiniilmektedir (Millet ve ark 2015). Elde edilen verilere gore
yarasalarin MERS-CoV i¢in dogal rezervuar oldugu, dromedary develerinin ise
arakonak¢1 oldugu ileri siiriilmiistir. MERS-CoV enfeksiyonu dromedary develerinde
genellikle asemptomatik seyretmektedir ancak nadiren hafif respiratorik belirtiler
gozlenmistir (Wernery ve ark 2017). Ayrica, CoV’lerin tiir bariyerini gegebilecegi ve
oldiirticii zoonotik insan patojenlerine doniisebilecekleri tahmin edilmektedir (Fung ve
ark 2014). Ozellikle global ticaret, ormanlik alanlarin azalmasi, yogun sehirlesme ve
yogun tarim uygulamalart gibi unsurlar, coronaviruslarin yeni ve ciddi zoonotik

salginlara yol agma ihtimalini arttirdig1 i¢in endise kaynagidir (Millet ve ark 2015).

Cesitli viruslarn1 barindirmalarina ragmen, arastirmalar sonucunda yarasalarda
nadiren hastalik bulgular1 gozlemlenmektedir. Bu asemptomatik enfeksiyonlar
aciklamak icin hipotezler gelistirilmistir. Bir hipoteze gore, ugan tek memeli olan

yarasalari biiylik miktarlarda reaktif oksijen tiirii (ROS) iirettigi ve boylece oksidatif



stresi sinirlayan genleri modiile ettigi ve bunun da viral replikasyon ve patogenezde
azalmaya neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Reshi ve ark 2014). Benzer sekilde,
dogustan modifiye immun yanit da, yarasalar tarafindan barindirilan gesitli viral havuz
olusmasina katkida bulunabilir. Dogal katil hiicreleri lizerinde yer alan immunoglobulin
ve benzeri molekiillere spesifik reseptorler, arastiritlan bazi1 yarasa tiirlerinde
bulunmamakta veya Onemli Ol¢lide az bulunmaktadir. Bu durum potansiyel olarak
enfeksiyonu, takiben hastaligi ve hastaliga bagl olarak hasar1 sinirlamaktadir (Zhang ve
ark 2013, Ahn ve ark 2016). Yarasaya ait interferon alt tipleri muhtemelen hastaligi
sinirlamakla beraber viral enfeksiyonun diisiik seviyede devamliligina izin verir (Zhou ve
ark 2016). Baska bir olasilik ise yarasa tiirleri ile barindirdiklar1 viruslar arasinda ortak

bir iligski oldugudur (Menachery ve ark 2017).

Enfeksiyoz etkenler igerisinde yer alan viral etkenlere, sekonder enfeksiyonlara
zemin hazirlamalar, spesifik bir tedavisinin bulunmayisi ve bulasmalarinin daha kolay
ve ¢abuk olmasi sebebiyle diger etkenlere nazaran ekstra 6nem verilmesi gerekmektedir.
Bu hastaliklarin sonucunda 6nemli ekonomik kayiplar ile hayvan refahinin azaldigi
gbzlenmistir. Bu virusun meydana getirdigi negatif sonuglar1 azaltmanin yolu, stiriiler
arasinda virusun bulasmasini Onlemektir. Siiriiler arast bulagsma, direkt olarak canli
hayvan transferiyle veya indirekt olarak kontamine ekipman veya personel ile
gergeklesmektedir. Virusun yayilmasimni onlemek i¢in alinacak tedbirler duyarl
hayvanlara virusun bulagma potansiyeli ve koruyucu bagisikligin rolii hakkinda

bilgilendirmeye dayandirilmalidir (Oma ve ark 2016).

Gozlemlenen Oliimler genellikle viral etkenlerle beraber bakteriyel etkenlerin
hastaliga karismasiyla olusmaktadir. Viruslar solunum yollarinda bakteriyel etkenlerin
kolonizasyonu ve replikasyonuna olanak saglayan bir ortam olustururlar. Bu iglemi iki
mekanizma ile yaparlar; birincisinde viral etkenler, solunum yoluna ait mukozalari
yapisal olarak bozarak bakterilerin yapismasina, mukozal erezyonlara ve bakterilerin
kolonizasyonuna olanak saglar. ikinci mekanizma ise viruslar, alveolar makrofajlarmn
fonksiyonlarinda bozulma, lenfosit proliferasyonunun baskilanmasi, apoptozis, sitokin ve
yangisal mediatér salinimina yol acarak hastaliklarin olusumuna katkida bulunurlar

(Ridpath ve ark 2010).



Diinya’da ve Ulkemiz’de coronaviruslarin enterik sisteme olan etkilerinin
incelendigi bircok calisma bulunsa da, respiratorik sisteme yerlesim gosteren virusun

teshisi ve karakterizasyonuna iliskin ¢aligmalar sinirlidir ( Timurkan ve ark 2015).
1.2. Etiyoloji

Nidovirales smifi viruslar omurgalilar1 konak¢i olarak kullanan zarli RNA
viruslaridir.  Nidovirales dizini Roniviridae, Arteriviridae, Mesoniviridae ve
Coronaviridae virus ailelerini igermektedir (Ulasli ve ark 2013, Cong ve ark

2017)(Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Nidovirales takimmin mevcut taksonomik organizasyonu (ICTV 2017).

TAKIM FAMILYA ALT FAMILYA CINS

Alpha-CoV

Coronavirinae Beta-CoV

Coronaviridae Gamma-CoV

Delta-CoV

NIDOVIRALES Torovirinae Bafinivirus

Torovirus

Roniviridae Okavirus

Dipartevirus

Equartevirus

Arteriviridae Nesartevirus

Porartevirus

Simartevirus

Mesoniviridae Alphamesonivirus




Uluslararas1 Virus Taksonomi Komitesi (International Commitee on Taxonomy
of Viruses ICTV) tarafindan hazirlanan rapora gore Nidovirales takimi i¢inde yer alan
Coronaviridae familyast Coronavirinae ve Torovirinae olmak iizere 2 alt aileden
olusmaktadir. Coronaviridae ailesinin iiyeleri zarl, pozitif polariteli olup, memeliler
(corona ve toroviruslar), kuslar (coronaviruslar) ve baliklar1 (bafiniviruslar) etkileyen
RNA viruslaridir. Coronaviruslarin siniflandirilmasi; genom organizasyonlari, genom
dizilimindeki benzerlikler, viral proteinlerinin antijenik o6zellikleri, replikasyon
stratejileri, virionlarinin yapisal 6zellikleri, etkiledikleri konakeilar, affinite duyduklari
hiicre ve dokular, patojenik ve sitopatojenik 6zellikleri, yayillma bi¢imi ve fizikokimyasal

ozellikleri g6z 6niinde bulundurularak yapilmistir (Lai ve ark 1997, ICTV 2017).

Virionlar; kiiresel, 120-160 nm ¢apinda (coronavirinae), 170-200 x 75—-88 nm
(Bafinivirus) olup basiliform partikiiller karakteristik olarak hilal seklinde i¢ine biikiilmiis
(torovirus) haldedir. Kiiresel partikiiller elektronmikroskop ile giines tacini andiran bir
goriintii olugturmus ve partikiiller tipik olarak biiyiik, sopa veya yaprak seklinde yilizey
peplomerleri ile dekore edilmistir. Coronaviridae’ler bilinen en biiylik RNA viruslaridir
(Ulagh ve ark 2013). Niikleokapsid helikal simetrilidir ve deterjanlar ile muamele
edildiklerinde viriondan ayrilabilmektedirler. Coronavirus niikleokapsidi gevsek bir
sekilde sarilmig gibi goriiniirken, Torovirinae belirgin sekilde tiibiiler yapidadir (ICTV
2011). Coronaviruslar ve toroviruslar arasinda herhangi bir dizi benzerligi olmamasina
ragmen bu iki virus ailesinin genomik RNA organizasyonu benzerlik gostermektedir
(Ulash ve ark 2013). BCoV tek iplikgikli, segmentsiz bir RNA’ya sahiptir (Fulton ve ark
2013).

Coronavirus genetik ve serolojik olarak ozelliklerine gére 4 gruba ayrilir;
Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus ve Deltacoronavirus (Bidokhti
2013, ICTV 2017). Alfacoronavirus domuz, kdpek, kedi ve insan1 enfekte eden viruslari
(human coronavirus NL63 (HCoV-NL63), porcine transmissible gastroenteritis
coronavirus (TGEV), porcine epidemic diarrhea virus (PEDV), porcine respiratory
coronavirus (PRCV)), Betacoronavirus sigir, insan, at, domuz ve yarasa viruslarini igerir
(SARS-CoV, MERS-CoV, bat coronavirus HKU4, mouse hepatitis coronavirus (MHV),
bovine coronavirus (BCoV), human coronavirus OC43) (Li 2016). Gammacoronavirus
ise kuslara adapte olmus viruslari igerir (Gonza'lez ve ark 2003, Vijgen ve ark 2005).

Ancak elde edilen son bulgulara gére Gammacoronaviruslar memelilerde de tespit



edilmistir (Jonassen ve ark 2005, Mihindukulasuriya ve ark 2008). Deltacoronavirus da
agirlikli olarak kuslarda bulunsa da, memelilerde de potansiyel olarak bulunabilecegi

bildirilmistir (Dong ve ark 2007, Woo ve ark 2012).

TGEV ve PRCV ile feline infectious peritonitis (FIPV) ve feline enteric
coronavirus (FECV)’un, doku tropizmlerinin farklilagmasi sonucu birbirlerinin
varyantlarini temsil ettikleri ileri siiriilmektedir. Coronavirus tiirlerinin ¢ogunda, sadece
tek bir serotip tammlanmaktadir. Istisna olarak en az 5 serotipin tarif edildigi IBV vardir.
FIPV ve FECV suslan tek bir serotip olustursa da suslar enfektivite ve viriilansta biiytlik
Olciide farkliliklar gostermekte ve ¢oklu biyo-tiirleri olusturmaktadirlar. Pnémoenterik
coronaviruslardan BCoV, PRCV ve infectious bronchitis virus (IBV), sirasiyla sigr,
domuz ve tavuklarda solunum yoluna ait enfeksiyonlara neden olmaktadir. Son iki
coronavirus burun mukozasi, akciger ve trakeada replike olurken, BCoV respiratorik

sisteme ait dokular ile birlikte ince bagirsagin distalinde ve kolonda replike olmaktadirlar
(Saif 1993).

Betacoronavirus cinsi kendi igerisinde A, B, C, D olmak iizere 4 gruba ayrilir
(Castells ve ark 2017). Betacoronaviruslar; basta sigir ve insan olmak iizere, domuz,
kopek, deve, ve tavsanlari etkileyen, SARS ve MERS gibi zoonotik potansiyele sahip
viruslart da kapsayan bir gruptur (Woo ve ark 2009). SARS-CoV Betacoronavirus B
grubuna, MERS-CoV ise Betacoronavirus C grubuna aittir (Lau ve ark 2015). BCoV,
insan coronavirus OC43 (HCoV-0OC43), at coronavirus (ECoV) ve domuz hemaglutine
ensefalomiyelitis virus (PHEV) ile birlikte Betacoronavirus cinsinin A soyunun
Betacoronavirus 1 virus tiirline aittir (Bidokhti 2013). Ttiim BCoV izolatlar1 serotip 1’e (
2 alt tip) aittir ve pneumotropiktir. Enterik BCoV (EBCoV) ve respiratorik BCoV
(RBCoV) susglarinin sadece S geninde nokta mutasyonlar olustugu ileri siiriilmektedir

(Khalili ve ark 2006 a).



Cizelge 1.3. 29 BCoV, 16 HCoV-OC43, 17 BCoV-benzerinin tam nspl2, S ve N

genlerinin filogenetik analizi (Hu ve ark 2015).
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Cizelgel .4. Coronaviruslarin filogenetik analizi (Hu ve ark 2015).
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BCoV, pleomorfik sekilli, ¢ift katli kisa (hemagliitinin) ve uzun (spike) yiizey
peplomerleri ile kaplhidir (Sekil 1). Bes ana yapisal proteini kodlayan RNA pozitif anlamli,
bliyiik bir genoma sahiptir (Saif ve ark 2010).

Sekil 1. Doku kiiltiiriine uyarlanmis respiratorik BCoV’un immun elektron mikroskopik
gorintiisii (Saif 2010).

BCoV, translasyona ugramayan 5’ ve 3’ uglarina bitisik 13 ORF (Open Reading
Frame) icermektedir. ORF’larin bazilar iist iiste gelirken, digerleri intergenik sekanslar
olarak ayrilir. ORF 1 a ve 1 b, aktif, olgun RNA polimeraz ve diger yapisal olmayan
proteinleri olusturmak iizere boliinen poliproteinleri kodlar. Bes ana yapisal protein
genomik RNA’da kodlanir: spike (S) glikoprotein (ORF 4), membran (M) protein (ORF
9), niikleokapsid (N) protein (ORF 10), hemagliitinin esteraz (HE) protein (ORF 3) ve
kiigiik membran (E) protein (ORF 8). Geri kalan ORF’lar bilinmeyen veya daha az
karakterize yapisal proteinleri kodlar (Liu ve ark. 2006). (Sekil 2 ; Sekil 3)
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- HE

Sekil 2. Coronavirus virion yapist. RNA genomu HE, S, E, M viral membran i¢inde
helikal olusturmak {izere N proteini ile kompleks hale getirilir (Finlay ve ark 2004’den
uyarlanmistir).

S glikoproteini, amino ve karboksil gruplar1 civarindaki belirgin fonksiyonel
alanlar1 tastyan tip 1 membran glikoproteinidir (Hasoksuz ve ark 2005). BCoV S proteini,
1363 amino asitten ibaret olup, amino asit pozisyonlar1 768 ve 769'da boliinerek S1 ve S2
olarak adlandirilan iki alt birimi olusturmaktadir (Yoo ve ark 2001). S1 (N-terminal
yarimi) ve S2 (C-terminal yarimi) olmak iizere iki altbirimden olusan S proteini, virus
konakg1 etkilesimi sirasinda birgok O6nemli fonksiyona sahiptir. S1 altbirimi konakg1
hiicre reseptdrlerine baglanma ile iliskili iken, S2 altbirimi viral ve hiicresel membranlarin
flizyonuna aracilik etmek i¢in gerekli olan bir transmembran proteinidir. Bdylece, S
proteini virusun konake1 hiicreye girisi ve patogenez i¢in 6énemlidir. S proteinin bir bagka
Onemi ise, antijen Ozelliginde olmasidir. S protein tarafindan indiiklenen antikorlar
yiiksek diizeyde notralizan etkiye sahiptirler ve bir enfeksiyon siiresince hemagliitinin
esteraz proteini tarafindan indiiklenen antikorlardan daha kararlidirlar. BCoV S1 alt
birimindeki tek bir amino asit degisikligi (A528V) virus nétralizasyonuna olan direnci
gostermektedir. Coronaviruslar arasindaki doku tropizmi ve konakg¢i cesitliligindeki
varyasyon, biiyiik 6lciide S proteinindeki varyasyona dayandirilabilir (Abraham ve ark

1990, Kubo ve ark 1994, Ballesteros ve ark 1997, Liu ve ark 2006, Saif 2010).

11



Coronaviruslar, reseptore baglanma, flizyonun aktivasyonu ve internalizasyonu
iceren hiicreye girisin her adiminda, ¢cok sayida mekanizmalar ve stratejiler gelistirmeleri

acisindan dikkat ¢ekicidirler (Belouzard ve ark 2012).

BCoV N proteini, helikal niikleokapsid formundaki viral genomik RNA’ya
baglanan 50-kd’luk bir fosfoproteindir (Cho ve ark 2001a). N proteini niikleokapsitte
bulunan tek proteini olusturur. N proteini, birbiri ardina dizilmis boncuk taneleri tarzinda
viral genoma baglanir. Ayni zamanda replikaz kompleksinin anahtar bilesenini olusturan
nsp3’ii ve M proteinini de baglar. Bu protein etkilesimleri muhtemelen viral genomun
replikaz-transkriptaz kompleksine baglanmasina ve kapsit igerisine alinan genomun, viral
partikiillerin igerisine dogru paketlenmesine yardimci olur (Fehr ve Stanley 2015). N
proteinine karsi iiretilen antikorlarin in vitro RNA polimeraz reaksiyonunu engellemesi
olgusundan yola cikilarak bu proteininin viral RNA’nin replikasyonunda da rol
oynayabilecegi ileri siliriilmiistiir. BCoV’un N proteini ayn1 coronavirus serogrup 2’nin
bir liyesi olan mouse hepatitis virus ile %70’in lizerinde amino asit dizilim benzerligi
gosterir ancak, sirasiyla coronavirus serogrup 1 ve 3’lin {iyesi olan transmissible
gastroenteritis virus ve infeksiy6z bronsitis virus’un N proteini ile % 29 oraninda bir

benzerligi vardir (Cho ve ark 2001a).

M proteini, virion i¢inde en fazla miktarda bulunan yapisal proteindir (Armstrong
ve ark 1984). Coronavirus M glikoproteininin 3 tane transmembran bdlgesi
bulunmaktadir. Kiigiik bir N-terminal glikozile edilmis ektodomaine ve viral partikiiliin
icine dogru 6-8 nm uzanan ¢ok daha biiyiik bir C-terminal endedomainine sahiptir (Nal
ve ark 2005). M proteini, golgi aygitinda glikolize edilmekte (Niemann ve ark 1984, Haan
ve ark 1998), virionun hiicre igerisine flizyonunda ve proteinin antijenik ozellik
kazanmasinda 6nem arz etmektedir (Alexander ve ark 1984, Wissink ve ark 2004). N
proteini genomik RNA’ya baglanarak kompleks olusturur ve daha sonra da M proteini de
bu kompleks ile endoplazmik retikulum-golgi aygiti ara kompartmaninda etkilesime
gecerek virionlarin olusturulmasini tetikler (Haan ve ark 1998, Escors ve ark 2001,

Narayanan ve ark 2001).

CoV E proteini kii¢iik bir integral membran proteinidir ve tahmini olarak tek bir
hidrofobik alana sahiptir. Genellikle iki veya ii¢ sistronik mRNA’da ikinci veya {i¢iincii
mesaj olarak kodlanir. Virionlarin toplanmasinda énemli bir role sahiptir. E proteininin

bir N-terminal endodomaini ve bir C-terminali endodomaini vardir ve iyon kanal
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aktivitesine sahiptir, konakg¢1 proteinler ile etkilesir ve multiple membran topolojilerine
sahip olabilir (Ruch ve ark 2012, Fehr ve Stanley 2015). Coronavirus E proteinleri
yaklasik olarak 76 ile 109 amino asit uzunlugunda olan kii¢iik proteinlerdir. E
proteinlerinin N terminalinde bulunan yaklasik 30 aminoasit dizisi, viruslarin zarina
tutunmay1 saglar (Raamsman ve ark.2000). Ayrica coronavirus E proteinleri, virionlarin
hiicre igerisinde bir araya getirilmesinde ve morfogenezinde kritik bir rol oynamaktadir.

(Ulagh ve ark 2013).

Hemagliitinin esteraz (HE), Betacoronaviruslarin bir alt kiimesinde bulunur.
Protein bir hemagliitinin gibi davranir, yiizey glikoproteinleri iizerinde siyalik asitleri
baglar ve asetil esteraz aktivitesini icerir (Klausegger ve ark 1999). Bu aktiviteler S
protein aracili hiicre girisini ve virusun mukozadan yayilimini arttirmaktadir (Cornelissen
ve ark 1997, Fehr ve Stanley 2015). Bazi coronaviruslarin virion yiizeyinde hemagliitinin
esteraz proteininden olusan kiigiik bir peplomer bulunur (King ve ark 1985). BCoV’de
HE proteini tahmini molekiil agirlig1 62 ila 65 kDa olan 424 aa icerir. Genellikle virionda
disiilfat bagi ile baglanmis 126 kDa homodimeri olarak bulunur. Influenza C virusunun
HEF proteini ile evrimsel olarak yakindan ilgilidir. Influenza C virusundaki HEF protein
gibi, BCoV HE proteini reseptor baglama ve reseptor yikici aktiviteleri igerir, ancak
fiizyon aktivitesine sahip degildir. Reseptdr yikict aktivite, asetil grubun konakgi hiicre
ve eritrositlerdeki N-asetil-9-o-asetilneuraminic asid igeren C-9 pozisyonundan
salivermek i¢in bir ester bagini hidrolize eden asetilesteraz ile iliskilidir. Cesitli
calismalarda, BCoV’a ait HE proteini invivo ve in vitro virus enfektivitesini notralize
eden mAB’leri indiikledigi gosterilmis, BCoV HE proteini tizerinde dort notralizan epitop
identifiye edilmistir. BCoV’un HE ve S proteinleri kiiltiire edilmis eritrosit hiicrelerinde
ayni reseptor determine edici olarak tanimlanmistir. BCoV’un hem S, hem HE
proteinlerinin virus enfeksiyonu i¢in gerekli oldugu ancak, tek bir proteinin enfeksiyon

baslatmak icin yeterli olmadig1 anlagilmistir (Popova ve ark 2002).

Molekiiler biyolojik aragtirmalar agisindan fare hepatit virusun (MHV) en ¢ok
calisilan CoV’lardir ve Coronaviridae ailesi liyelerini arastirmak ic¢in iyi bir model
sistemdir. MHV coronaviruslarinin hiicre kiltiirii ortaminda replikasyonu i¢in HE
proteinlerine ihtiyaglar1 yoktur. Onun i¢in molekiiler biyoloji ve genetik ¢alismalarinda

HE proteinini  kodlayan gen bdlgesi c¢ikarilarak  rekombinant  viruslar
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olusturulabilmektedir. HE gen bolgesinin yerine farkli mutant gen bolgeleri

eklenebilmektedir (Ulash ve ark 2013).

Virus partikiillerinde glikoproteinlerden en fazla miktarda bulunan M proteini
olup, en az miktarda bulunan protein ise E proteinidir. Biitlin zarl proteinler ve N proteini
virionlarin tamaminda bulunmaktadir. Ayrica, bu proteinlerin aralarindaki etkilesim

sayesinde virus partikiillerinin bir araya toplandig: diisiiniilmektedir (Ulagh ve ark 2013).

Yapilan bir calismada coronavirus E ve M proteinleri memeli ekspresyon
vektorleri araciligiyla birlikte eksprese edilerek hiicre igerisinde virus partikiillerine
benzer yapilar olusturdugu gézlenmistir (Baudoux ve ark 1998, Bos ve ark 1996). Yapilan
diger bir calismada bu durumu destekler bicimde genomundan E proteini ¢ikarilmig
rekombinant fare hepatit virusu (MHV) ve SARS viruslarinin enfekte edebilme
yeteneklerinde ciddi oranda diistisler tespit edilmistir (DeDiego ve ark 2007, Kuo ve ark
2003).

(A)
Schematic structure of
bovine coronavirus
particle

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 24 2 28 30 3K (B)

Genome organization of
9 ORFla RdRp (ORF1b N HE S rEMIN ¥ bovine coronavirus

nt 4092

©)

S 52 Spike glycoprotein

aa 763-768 aa 1363
(Cleavage site)

Sekil 3. BCoV npartikiilleri ve bilesenlerinin sematik diyagrami. A) Biitiin yapisal
komponentleri tastyan BCoV parc¢acigi. B) BCoV’un viral protein genlerini karakteristik
olarak gdsteren agilmis genomik RNA goriintiisii. C) S glikoproteinin alt {initeleri: S1 ve
S2 (Saif 2010°dan uyarlanmistir).
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Diger zarli viruslar gibi, BCoV’ler de deterjanlara, yag c¢oziiciilere (eter,
kloroform vb) kars1 duyarli olup dezenfektanlar, 1s1 ve formalin ile inaktive olmaktadirlar
(Saif ve ark 2010). CoV diistik sicakliklarda ve diislik ultraviyole 151k yogunluklarinda
enfeksiyozitesini korumaktadir (Bidokhti 2013).

1.3. Replikasyon Mekanizmasi

Diger zarh viruslarla karsilastirildiginda coronaviruslarin replikasyonu yavastir.
Ornegin Influenza virusunda replikasyon siiresi 6-8 saatken, CoV’da 24 saattir (Liecester

University Department of Microbiology and Immunology, Coronaviruses 2017).

Coronaviruslar ya hiicre ylizeyine dogrudan veya endozomal olarak fiizyon
yoluyla giris yapabilirler (Millet ve ark 2015). Coronaviruslarmn hiicre kiiltiirii ortaminda
replikasyon ve transkripsiyon mekanizmalarini anlamak i¢in MHV model sistem olarak
kullanilmaktadir (Ulash ve ark 2013). MHV-4 susunun bir varyantinin, ndtral pH’da
hiicre ylizeyine direkt olarak baglanabildigi ve ayrica endositik yolla hiicrelere girebildigi
gosterilmistir (Nash ve Buchmeier 1997). Bunun disinda hepatit, ensefalit,
immundemiyelinizan ve multipl skleroz (MS) hastaliginin fare modeli olusturulmasinda

MHYV coronaviruslari kullanilmaktadir (Ulasl ve ark 2013).

Coronaviruslarin  biitlin  replikasyonu konak¢1 hiicrenin  sitoplazmasinda
gerceklesmektedir. Virus Oncelikli olarak S protein araciligiyla hiicre yiizeyinde bulunan
reseptore baglanmaktadir. S proteini reseptore baglandiginda S proteinin yapisinda
konformasyonel bir degisiklik meydana gelmekte ve virusun hiicre igerisine giris slireci
baslamaktadir (Holmes ve ark 1997, Bosch ve ark 2003). Coronaviruslar, flizyon
peptidinin hedef hiicre membranlarinin igerisine zamaninda salinimina izin veren S
proteinini aktive etmek icin, reseptore baglanma, diisiik pH ve proteolitik aktivasyon gibi
cesitli mekanizmalar1 kullanirlar. Bu durum, viral giris basamaklar1 arasinda zamansal
olarak bir uyumun saglanmasina olanak verir. Konakg¢1 hiicre reseptorlerine baglanma ile
birlikte, viral zarin konakg¢1 hiicre membranlari ile fiizyonu basarili bir enfeksiyon i¢in
kritik bir adimdir (Millet ve ark 2014). Bir¢ok coronavirus hiicre igerisine reseptor
araciligiyla pH’a baghh endositoz ile girmektedir. Hiicre icerisine girmesinden sonra
virusun genomik RNA’sinin iigte ikisinden direkt olarak ppla ve pp1b diye isimlendirilen
iki tane biiylik protein sentezlenmektedir. Bu proteinlerin sentezinden sonra ppla ve

pplb, viral proteazlar yardimiyla 16 tane yapisal olmayan proteine (nsp)
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doniistiiriilmektedir. Bu 16 nsp’ler kendi arasinda etkilesim kurarak ¢ift zarli kesecikler
(DMV) olustururlar. Bu ¢ift zarli kesecikler ayni zamanda virusun replikasyon ve
transkripsiyon kompleksleridir (RTC). Bu nsp’ler virus replikasyonunda ve
transkripsiyonunda hayati 6neme sahiptirler. Coronaviruslarin transkripsiyonunda ise
pozitif polariteye sahip g mRNA ve sgmRNA’nin sentezi i¢in negatif polariteye sahip g
mRNA ve sgmRNA kalip vazifesi gérmektedir. Pozitif ve negatif polariteye sahip
RNA’lar enfeksiyonun belirli asamalarinda ¢ift sarmalli RNA (dsRNA) olustururlar.
dsRNA’nin DMV’lerin igerisinde oldugu ve toplandigi gosterilmistir. Coronaviruslarin
replikasyonu sirasinda olusturulan dsRNA’lar interferon-f uyarilmasina neden
olmaktadir. Bundan dolayr dsRNA’nin DMV’lerin igerisinde toplanmasi bir nevi
bagisiklik sisteminden kacis olarak da diistiniilmektedir (Ulasli ve ark 2013). Yapisal
proteinlerin translasyonu i¢in farkli boylarda mRNA’lar sentezlenmektedir (Lai ve ark
1997, Pasternak ve ark 2006). Farkli boydaki mRNA’lara alt genomik mRNA (sub-
genomic mRNA (sgmRNA)) denilmektedir. Coronaviruslarin transkripsiyonu devam
etmeyen RNA sentezi seklinde olmaktadir (Sawicki ve ark 2007). Biitiin sgmRNA’lar 5’
ucunda oOnciil diziler igcermektedir. Ayrica sgmRNA’larin 3’ ucunda poliadenillesme
olmaktadir (Ulash ve ark 2013). Virusun olusturdugu sgmRNA konake1 hiicrenin
mRNA’sina yapisal olarak benzerlik gostermektedir. Viral sgmRNA’larda translasyona
ugramayan bolgeler vardir. Bu bolgeler viruslarin replikasyonu ve transkripsiyonu igin
onemlidir (Sawicki ve ark 2007). Genom, replikaz proteinlerinin translasyonu i¢in bir
mRNA gibi davranmasina izin veren 3’ poli (A) kuyrugu ile birlikte bir 5’cap yapisi
icermektedir. Yapisal olmayan proteinleri (Nsps) kodlayan replikaz geni, sadece viral
genomun yaklasik olarak 10 kb’ini olusturan yapisal ve yardimei proteinlerin aksine,
genomun yaklagik 20 kb’lik bir kismin1 kaplar. Genomun 5° ucu, RNA replikasyon ve
transkripsiyonu i¢in gerekli olan multiple yapilar i¢eren bir lider dizisi ve translasyona
ugramayan bolge icermektedir (Fehr ve Stanley 2015). Biitiin viral yapisal proteinler
viruslarin sgmRNA’larindan sentezlenmektedir. Sentezlenen yeni yapisal proteinler
endolazmik retikulumun igerisine birakilmaktadir. Biitiin yapisal proteinler virionlarin

tizerinde bulunmaktadirlar (Sawicki ve ark 2007).

Coronavirus S proteininin, konakg1 hiicrenin salinim bolgesinde lokalize oldugu,
M proteininin ise yogun olarak golgi cisimcigi tizerinde lokalize oldugu, E proteininin ise

endolazmik retikulumda ve golgi cisimciginde lokalize oldugu gosterilmistir. Bir araya
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getirilen virionlar hiicrenin genel sac¢ilimyolunu kullanarak hiicreden salinmaktadir

(Ulash ve ark 2013).

Elektron mikroskobu incelemelerine gore virus tomurcuklanmasimnin meydana
geldigi yer, ERGIC denen endoplazmik retikulum ve golgi aygiti arasindaki diiz duvarl
vesikiillerdir. Fakat enfeksiyon ilerlerken endoplazmik retikulum da virus olgunlasma
yeri olmaktadir. Her zaman, M ve E proteinleri arasindaki etkilesim, normal virus
tomurcuklanma siirecini tetiklemektedir. E proteini virionda ¢ok kiiclik miktarlarda
bulunur; bir E proteinine karsilik 100 M proteini olabilir. Buna gore E proteini belki de
virion olusumunda yapisal bir role sahip degilse de, virion morfogenezinde gereken

membran degisimini baslatict unsur olarak gorev yapmaktadir (Holmes ve ark 1996).

Tomurcuklanmadan sonra virus partikiilleri golgi aygitina giderler, daha ileri
morfolojik degisimler gecirerek olgunlasirlar ve salgisal vesikiillere ulastiklarinda, siki
ve elektron-yogun 6z (kor) kisimlariyla olgun bir virus partikiilii goriinlimii almis olurlar.
Virionlar biiyiik, diiz duvarli vesikiillerde birikir. Bu vesikiiller plazma membranina
ekzositozla yapisir ve ekstraseliiler alana viruslari salar (Lai ve ark 2007). Ya da apoptozis
ile hiicreden salmirlar (Pyrc ve ark 2007). Yani virionlar plazma membranindan
tomurcuklanmazlar. Cok sayida virion, infekte hiicrenin plazma membranina yapismis

halde kalir (Holmes ve ark 1996).

Virus salinimi, virusa ve hiicre tipine bagl olarak, apikal ya da bazolateral
membranlardan, ya da her ikisinden olabilir. CoV’la enfekte olmus epitel hiicreleri birkag
giin sonra sitolize olurlar ve viriis etrafa sacilir. Apikal salinim, respiratorik ya da enterik
kanal hiicrelerine virusun yayiliminda etkili iken; bazolateral salinimin, virusun sistemik

yayilimini kolaylastirdig1 diistintilmektedir (Holmes 2001).

Coronavirus replikasyonu yapisal ve fonksiyonel olarak, dkaryotik hiicrelerde
protein sentezi, modifikasyonu ve siralamasi gibi 6nemli bir alan olan endoplazmik
retikulum (ER) ile iligkilidir. ER hemostazinda c¢esitli fizyolojik ve patolojik kosullar
altinda karisiklik olusabilir. ER’a giren proteinlerin katlanma kapasitesi doygunluga
ulastiginda, proteinler ER’de birikir ve ER stresine yol agar. ER stresine yanit olarak
katlanmamis protein cevabin (UPR) sinyal yollar1 aktive edilir. UPR; reverzibl
translasyon zayiflamasi, ER proteinlerin katlanma kapasitesinin arttirilmasi ve ER’a baglh

yikimin aktivasyonu ile ER stresine uyum saglanilmasini kolaylastirir. Bununla birlikte,
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ER stresi devam ederse, UPR, asir1 stresli hiicrelerin apoptotik hiicre O6limiinii
tetikleyebilir. Yapilan arastirmalar sonucunda CoV’larin ER stresine yol agtig1 ve enfekte
olmus hiicrelerde UPR’yi indiikledigi gosterilmistir. UPR, otofaji, apoptoz, mitojenle
aktive protein (MAP) kinaz yollari, dogustan gelen bagisiklik ve pro-enflamatuar yaniti

da igeren bir miktar 6nemli sinyal yollari ile yakindan iligkilidir (Fung ve ark. 2014).

CoV yiiksek siklikta RNA rekombinasyonu yetenegine sahiptir (Lai 2007). Yeni
tiplerin ortaya ¢ikisi1 da muhtemelen, mutasyon ve rekombinasyon yoluyla meydana

gelmektedir (White 1994).

RNA replikasyonunda, RNA’ya bagli RNA polimerazin eksik prof-reading
aktivitesi sayesinde ¢cogu RNA virusu gibi CoV’lar da, RNA polimerazin yiiksek hata
frekansi ile yiiksek siklikta mutasyon gecirirler (Lai ve ark 2007). Bu durum her
replikasyon dongiisiinde her genom basma yaklasik bir mutasyon gibi yliksek bir
mutasyon orani ile sonug¢lanir (Moya ve ark 2004, Drake ve ark 1999). CoV’un genom
uzunlugu ve diger viruslardaki RNA polimerazin hata siklig1 g6z 6niine alindiginda, CoV
genomik RNA’s1t muhtemelen, her replikasyon dongiisii boyunca, birka¢ nokta
mutasyonu biriktirir (Holmes ve ark 1996). Yiiksek mutasyon hizi virusun 6zelliklerinde,
konakgilarinda ve hastalik bigcimlerine degisimler olmasina yol acar (Mahony ve ark
2007). Ek olarak, genetik rekombinasyon mekanizmast CoV’lar arasinda genis bir
genomik cesitlilik saglar (Keck ve ark 1987, Chang ve ark 1996, Herrewegh ve ark 1998,
Zhang ve ark 2005, Woo ve ark 2009, Smith ve ark 2012).

Cesitli tipte mutantlar izole edilmistir. Isiya duyarli (temperature-sensitive=ts)
olan MHV mutantlar1 en az yedi gruba ayrilmistir ve bunlardan besi, uygun olmayan 1s1
kosullarinda RNA sentezleyemez. Delesyon mutantlar1 da sik ortaya ¢ikar. Cogu dogal
MHYV susu, S proteininin ¢ok degisken bir bolgesinde 200’e varan aminoasit delesyonuna
sahiptir ve invivo ortamda biyolojik oOzelliklerinde degisimler gosterir. Delesyon
mutasyonunun biyolojik dnemini gosteren en ilging drnek, Transmissible Gastroenteritis
Virus (TGEV)’dan PRCoV’un ortaya ¢ikmasidir. iki virusun nukleotid sekanslarmin
karsilastirilmas1 sonucu PRCoV’un, TGEV’un S proteininde biiyiik bir delesyona
ugramis hali oldugu anlasilmistir (Zhang ve ark 2007a).

Coronavirus genomu igerisinde yeralan tekrar eden dizinlerde meydana gelen

mutasyonlarin virusun tiirler aras1 bulagsmasinda rol oynayabilecegi ileri siiriilmektedir
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(Graham ve ark 2010). Bununla birlikte, viral replikasyonda veya virusun tiirler arasi

bulagmasinda N1285K mutasyonunun rolii 6nemli goriilmiistiir (Martinez ve ark 2012).

Evrimsel analiz agisindan Bidokhti ve ark (2013) 45 yil boyunca (1965- 2010)
elde edilen tam uzunluktaki S geninin Betacoronavirus 1 sekansinin genis bir veri dizisini
incelemislerdir. BCoV’un S geninde yer alan niikleotidlerdeki yer degistirmenin tahmini
oraninin (8.7x10%/y1l), diger RNA viruslarinin standart oramyla (107 ile 107)
kiyaslanabilir nitelikte oldugu goriilmiistiir (Donker ve ark 2012). Son zamanlarda izole
edilen BCoV suslar1 ile HCoV-OC43 suslarinin spike genlerinin molekiiler analizi sonucu
yilda 4.1x10* oraninda degisim oldugu tahmin edilmistir (Vijgen ve ark 2005).
Betacoronavirus 1 icerisindeki diger virus tiirleri ile birlikte BCoV suslarinin evrimsel
analizi sonucu, BCoV’un, domuz ve at CoV’una nazaran, kopek ve insan CoV’una daha
yakin bir iligkisinin oldugu gosterilmistir. BCoV ve CRCoV (Canine Respiratorik
Coronavirus) suslarinin ayrilma zamaninin, BCoV ve HCoV-OC43 suslarindan 50 yil
sonra meydana geldigi ve daha yakin bir ortak ataya sahip olduklar1 tahmin edilmektedir.
CRCoV-4182/UK/03’un S proteininin, HCoVOC43/VR759/UK/67°den daha ¢ok
BCoV/Mebus/US/72  ve BCoV/LY138/US/65’¢ genetik benzerlik  gosterdigi
gozlemlenmistir (Erles ve ark 2007).

S glikoprotein geninin ¢ok degisken bolgesine yonelik filogenetik ¢aligmalar,
Brezilya’da bulunan BCoV suslarinin iki farkli dala (cluster) ait oldugunu gostermistir.
Ayrica Brezilya’da tespit edilen baz1 BCoV suslarinin S1°1 kodlayan gen igerisinde yer
alan ¢ok degisken bolgedeki 18 niikleotid dizilimi gosterilmis, Brezilya’da bulunan
BCoV’un evriminde bir parafiletik grup olusturulmustur. Benzer dizilimler solunum yolu
hastaliklarina sebebiyet veren domuz ve insan CoV suslarinda da bildirilmistir. Domuz
CoV’larmin S proteinindeki bu dizilimlerin varligi enterik ve respiratorik tropizmdeki
degisimle iliskilendirilmistir (Bok ve ark 2015). Takiuchi ve ark (2008) tarafindan S1
kodlama geninin tamami i¢in Brezilya BCoV suslarinin Mebus susundan uzak oldugunu
(niikleotidler i¢in %97,8 ve aminoasitler i¢cin %96,8 benzerlik) ve Amerikan BCoV- ENT
susu 182 NS’ye ve diger Kanada suslarina ( niikleotidler i¢in %98,7, amino asitler i¢in

%98,7 benzerlik) daha fazla benzerlik gosterdigi bildirilmistir (Bok ve ark 2015).

Cin’de Norveg sicanlarindan Chine Rattus Coronavirus (ChRCoV) HKU24 ismi

verilen yeni bir Betacoronavirus A kesfedilmistir. Yeni ChRCoV’un N-terminal bolgesi
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BCoV N-terminal bolgesine, MHV N-terminal bdlgesinden daha yiiksek bir sekans
benzerligi gostermistir (Lau ve ark 2015).

S proteinini kodlayan dizilimler, 2002-2003 yillar1 arasinda Kore’de kis
dizanterisi gozlenen sigirlardan izole edilen dokuz adet BCoV izolati ve daha once
karakterize edilen BCoV suslar ile karsilastirilmistir. Bu dokuz izolatin yakin zamanda
izole edilmis respiratorik BCoV susu OK ve enterik BCoV susu LY-138 ile prototip
BoCV referans susu Mebus’tan daha yakin iligkili oldugu belirlenmistir. CoV zaman
icerisinde evrimlesmekte ve enterik tropizmden ikili respiratorik ve enterik tropizme
doniisebilmektedir. Benzer sekilde Kanno ve ark (2007b) nin 1999-2000 yillari arasinda
Japonya’da yaptiklar1 bir ¢alismada, toplanan 55 adet BCoV pozitif numunede S
proteinini kodlayan dizilimler referans suslarla karsilagtirilmistir. Bu 55 izolatin, prototip
enterik BCoV suslarindan (Mebus, Quebec, Kakegawa, F-15 ve LY 138) belirgin genetik
farkliliklar1 oldugu anlasilmistir. Yeni gozlenen Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
izolatlarinin S protein kodlama sekanslarinin referans suslarla kiyaslamaya ek olarak, bu
suglar1 bir ag1 susu ile de kiyaslamiglar ve BCoV’a maruz birakilmis olan sigirlardan
aliman konvelesant serum kullanilarak bir karsilastirma yapmislardir. Sonugta, son
zamanlarda Japonya ve Kore suslarma benzer sekilde ABD’de dolasimda olan BCoV
suslariin, 50-60 y1l 6nce izole edilen prototip BCoV suslarindan farkli oldugunu ortaya
koymuslardir. Ayrica, prototip Mebus susu ile daha yeni suslar arasinda da antijenik
farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglarin BCoV’un farklilagsmasi ile ilgili ortaya
konulan goriisle tutarlilik gosterdigi belirlenmistir (Fulton ve ark 2013).

Park ve ark (2007) tarafindan Giiney Kore ki dizanterisi susu KWD3 ile yapilan
bir arastirmada buzagilarda respiratorik hastalik belirtileri gelismeden diyare gelismis, bu
arastirmada histopatolojik olarak ise KWD3 susunun sebep oldugu hafiften siddetliye
kadar degisken intersitisyel pneumoni gézlemlenmistir. Japonya’da Kanno ve ark (2007)
kis dizanterisi susunun S geni analizi ve Fulton ve ark (2013) ABD kokenli respiratorik
ve enterik izolatlarin analizleri sonucu BCoV suslarinin filogenetik olarak enterik ve

respiratorik tropizme sahip olan ikili evrimiyle sonuglandigini ileri siirmiiglerdir.

Zhang ve ark (2007b)’nin yaptiklar1 bir ¢calismada, enterik ve respiratorik BCoV
izolatlarinin S glikoprotein S1 altbiriminin molekiiler analizinde, bazi BCoV-R ve
BCoV-E genlerinin genomlarinda anlamli sayida dizilim belirsizligi bulunmustur.

Human Rectal Timoér (HRT-18) doku kiltlirii pasajlarinda respiratorik izolatta 8
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niikleotid, enterik izolatta ise 104 niikleotid degisikliginin olustugu gdézlemlenmistir.
Ozellikle dikkat cekici olan, enterik izolatdaki niikleotid degisikliginin biiyiik bir kismu,
ayni hayvanda respiratorik susta meydana gelen mutasyonlar ile ayni pozisyonda
sekillenmis olmasidir. Enterik BCoV izolatlar1 genetik degisikliklere daha yatkindir ve
doku kiiltiirii pasajindan sonra respiratorarik BCoV suslarina benzemek i¢in mutasyon

gosterebilmektedir.

Sekanslama yapilan BCoV izolat sayisinin yetersiz olmasi nedeniyle, BECoV ile
BRCoV kokeninin dogru bir sekilde karsilastirilmast zordur. Ayrica, zamansal

degisiklikler ve cografi farklililar da g6z 6niinde bulundurulmalidir (Park ve ark 2007).

Bu bulgularin aksine Bidokhti ve ark (2013)’nin, tam uzunluktaki S genine
dayanilarak 26 adet Isve¢ ve 7 adet Danimarka CoV susu ile yaptiklar1 bir calismada,
respiratorik ve enterik enfeksiyonlardan elde edilen BCoV suslari arasinda bagintili bir

fark bulunmadigini gostermislerdir.
1.4. Tarihge

CoV ile ilgili ilk bilgiler 1937°de tavuklardan IBV, 1940’larda MHV ve
domuzlardan TGEV izolasyonlarinin gergeklestirilmesine dayanmaktadir (Beaudette ve

ark 1937, Doyle ve ark 1946, Cheever ve ark 1949)

1970 yilindan sonra BCoV, buzag: diyarelerinden sorumlu olan bir ajan olarak
kabul edilmistir (Stair ve ark 1972). 1980’11 yillarda ise kis dizanterisi ile iliskisini bulmak
icin ¢alismalar yapilmistir (Espinasse ve ark 1982, Takahashi ve ark 1980). Serolojik
sonuglar dogrultusunda bu virusun kis dizanterisinin etkeni oldugu dogrulanmistir
(Emanuelson ve ark 1989). Kis dizanterisinin ilk raporu 1915 yilinda ABD’den
bildirilmis ve daha sonra bunu pek ¢ok iilkeden gelen raporlar izlemistir (Jones ve ark
1931). isvecte ilk salgin 1946 yilinda bildirilmistir ve 1948 yilinin mart ayinda kis
dizanterisi lilke ¢apinda endemik bir hastalik olarak kabul edilmistir (Hedstrom ve ark
1951, Hick ve ark 2012, Brandao ve ark 2006, Khalili ve ark 2006b, Valle ve ark 2006,
Hasoksuz ve ark 2005).

Kiiba’da BCoV’un varligi ilk olarak 2006 yilinda rapor edilmistir. Daha sonra bu
bolgede sporadik salginlar devam etmistir (Martinez ve ark 2012). Giiniimiizde BCoV
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enfeksiyonu tiim kitalarda sigirlarda epidemik olarak gozlemlenmektedir (Bidokhti

2013).

BCoV’abagli respiratorik hastalik, Amerika Birlesik Devletleri, Kanada, Tirkiye,
Japonya, Finlandiya, Isve¢ dahil olmak iizere diinya capinda farkli bolgelerde tespit
edilmistir. Finlandiya’da yapilan bir ¢alismada, BCoV ile iliskili olarak mikoplazma
(baslica Mycoplasma bovis ve Mycoplasma dispar), Pasteurella multocida, Mannheimia
haemolytica ve Arcanobacterium pyogenes ile Ozellikle BPIV-3, BRSV ve Bovine
Adenovirus basta olmak tizere diger viral patojenlerle birlikte ¢esitli mikroorganizmalar

teshis edilmistir (Decaro ve ark 2008a).
1.5.Epidemiyoloji

BCoV, sigir populasyonlarinda yaygin olarak goriilmekte ve et ile siit
endiistrisinde ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Boileau 2010). Yapilan
calismalarda bircok iilkede sigir ¢iftliklerinde BCoV enfeksiyonlarinin yiiksek prevalansi
gosterilmistir (Siddell ve ark 1983, Addie ve ark 2003). Virus tiim kitalarda tespit edilmis
olup ¢ogu si8irin yasamlar1 boyunca BCoV’a maruz kaldigin1 gésteren serolojik insidans
mevcuttur. Kapil ve ark (2008) yapilan son c¢alismalarda, BCoV’un akcigerlerdeki
varliginin bovine herpesvirus’tan sonra ikinci sirada yer aldigini ileri siirmiislerdir.
Oliimciil pneumoni vakalar1 bulunan sigirlarin nazal sekresyonlar1 ve akciger
dokularindan izole edilen coronaviruslar sigir respiratorik coronavirusu olarak

siniflandirilmistir (Boileau 2010).

BCoV, siit veriminde diisiis, viicut kondiisyon kaybi, gen¢ hayvanlarin 6liimii ile
sonuglanan enfeksiyonlara yol actigr icin sigir endiistrisini olumsuz etkilemektedir.
BCoV salginlar1 mevsimsel olarak cogunlukla sonbahar ve kis mevsimi boyunca
gorilmektedir. Ancak, ¢esitli iklim bolgelerinde yapilan ¢alismalarda BCoV salginlari
daha sicak mevsimlerde de rapor edilmistir (Siddell ve ark 1983, Addie ve ark 2003).
Diyet degisiklikleri, dogum, ¢ok sayida hayvanin dar bir alanda kapali birakilmasi,
laktasyon, soguk hava, transport, diger mikroorganizmalarin varligt ve hava
sicakligindaki ani degisimler gibi stres faktorleri hastaligin olusumu igin gereken risk
faktorleridir. Daha Once salgina yakalanmis olan biiyilik siiriilerde enfeksiyonun
yenilenme riski yiiksektir. BCoV oldukga bulasicidir ve ziyaretciler, tasiyict hayvanlar,
cesitli ara¢ ve geregler tarafindan siiriiye kolaylikla bulastirilabilir. Bu nedenle, BCoV
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enfeksiyonuna yol agtigr bahsedilen faktdrlerin besi ve siit¢ii sigir siiriileri arasinda
yiiksek seroprevalans ile yayginlasmasina neden olmaktadir. Bazi ¢alismalarda klinik

olarak saglikli ineklerden virusun sagilimi gozlenmistir (Bidokhti 2013).

BCoV, iist solunum yolu mukozal salgilariyla ve gastrointestinal sistem atiklariyla
bulastirilir (Bidokhti 2013). Replikasyon virusun nazal sekresyon ve gaita ile sa¢ilimina
yol agar (Park ve ark 2007). Baz1 aragtirmacilar ayni1 zamanda siirlide BCoV’un diistik
titrelerde okiiler sag¢ilimini tespit etmislerdir. Bu durum okiiler svaplarin, BCoV’un

tespitinde kullanilabilecegini akla getirmistir (Saif ve ark 2010).

Yapilan tiim klinik ¢aligmalarin sonuglart BCoV RNA’siin tespitiyle iyi bir
korelasyon gostermistir. BCoV RNA sagilimiyla genel depresyon ve Oksiiriik
bulgularimin iliskili oldugu bulunmustur. Solunum sayis1 ve rektal 1sidaki artisin, virusun
en fazla saciliminin oldugu dénemden itibaren bir hafta sonraya kadar siirebilecegi tespit

edilmistir (Poissy ve ark 2014).

CoV’lar zarl1 virus oldugu i¢in ¢evre sartlarina duyarlidir. Ancak, ortamda organik
materyallerin varliginda ii¢ gline kadar bulasic1 kalabilmektedirler. CoV’lar in vitro
olarak kil, kil minarelleri ve odun komiiriinii son derece iyi baglayabilirler ve %99
oraninda adsorbsiyon gerceklestirebilirler. (Clark ve ark 1998). Bu bulgular 1s1g1nda killi
topraklarin ylizeylerinde BCoV’u toplayabildigi ve bu otlaklarda otlayan hayvanlarin
BCoV’a maruz kalabilecekleri tahmin edilmektedir. Képekler de BCoV enfeksiyonunda
rol oynayabilirler. Kopek respiratorik coronavirus (CRCoV) genetik olarak BCoV
enfeksiyonu ile iliskilidir ve Kennel Cough vakalarinda tespit edilmistir (Lorusso ve ark

2009).

Ayrica gnotobiotic buzagilara bulasabilen BCoV benzeri coronaviruslarin ¢esitli
vahsi ruminant popiilasyonlarinda tespit edildigi bildirilmistir. Enfeksiyondan alt1 hafta
sonraya kadar lenf diigtimleri, ileum ve kolonda BCoV RNA’s1 tespit edilmis ancak bu
durumun bulasma agisindan O6nemli olup olmadigr belirlenememistir. Diger
coronaviruslarin fare ve kedilerde persiste veya kronik enfeksiyon olusturdugu
bilinmektedir (Siddell ve ark 1983, Addie ve ark 2003). MERS-CoV’un insanlarda bir

aydan daha uzun siire etrafa sagildigi gosterilmistir (Poissy ve ark 2014).

Sigirlardakine benzer CoV’lar, bazi evcil hayvanlar ve vahsi ruminantlar (bufalo,

elk, ziirafa, alpaka, geyik, antilop, Afrika antilobu) ile son zamanlarda Avrupa bizonu,
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cesitli geyik ve antilop tiirleri (sitotunga, tahr ve niyala) dahil olmak iizere hayvanat
bahgelerinde yer alan ¢esitli hayvanlarda izole edilmistir. Gnotobiotik buzagilara virusun
bulasma yetenegi ve BCoV ile yakin genetik iliskileri buzagi enfeksiyonlari igin

potansiyel rezervuar olarak tahmin edilmistir (Bidokhti 2013).

Alikonulan ve dogal hayattaki vahsi ruminantlarda BCoV ile antijenik olarak
birbiriyle yakin iliskili CoV’larin sirkiilasyonda oldugu kabul edilmistir. Antijenik olarak
iliskili zlirafa, sambar, geyik, antilop CoV’lar1 ile enterik ve respiratorik BCoV suslari
arasinda yiiksek (%99.3- %99.6) amino asit dizilimi benzerligi bu viruslarin yakin genetik
iligskilerini desteklemektedir. Vahsi ruminantlarin sigirlara, sigir coronavirus benzeri
etkenleri bulagtirabilecegi ve bunun tersinin de miimkiin olabilecegi anlagilmistir. Bu tarz
tiirler aras1 enfeksiyonlar, rekombinantlar1 da igeren genetik olarak daha farkli BCoV
suslarinin ortaya c¢ikmasini saglayarak enfeksiyonun diger tiirlere gegis olasiligimi
arttirmaktadir. CoV genomik sekans analizi sonuglari, domuz HEV ve insan respiratorik
CoV OC-43’iin muhtemelen atasal BCoV suslarindan evrimlesen CoV’lar1 temsil ettigini

ortaya koymustur (Vijgen ve ark 2006, Saif ve ark 2010).

Yakin tarihlerde yapilan calismalarda HECoV-4408 (iist solunum yolu ve
bagirsak) susunun gnotobiyotik buzagilar1 enfekte ettigi ve intestinal lezyonlar ile
diyareye sebep oldugu dogrulanmistir. Bu susun, virulent BCoV- DB2 enterik susuna
kars1 capraz koruyucu immuniteyi indiikledigi belirlenmistir. BCoV’un genis bir konake1
araligina sahip olmasmin nedenleri tam olarak bilinmemektedir. Ancak BCoV’un
yapisinda yer alan hemagliitinin farkli hiicre tiplerine baglanabilme 6zelliginin bu

konuyla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (Saif ve ark 2010).
1.6.Patogenez ve Patoloji

BCoV f{ist solunum yollar1 epitellerinde ve intestinal enterositlerde replike
olabilen pneumoenterik bir virustur (Park ve ark 2007). Solunum yollarinda virus
replikasyonu gerceklesen buzagilarin, nazal konka, trakea ve akciger epitellerinde
spesifik viral antijen tespit edilmistir (McNulty ve ark 1984, Saif ve ark 1986). Park ve
ark (2007) solunum sisteminde meydana gelen BCoV enfeksiyonlarinin ya inhalasyon,
ya da BCoV’un yutulmasindan sonra intestinal kaynakli monosit iligkili viremi ya da cell-

free viremi ile gerceklestigini ileri stirmiislerdir.
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Arastirmacilar nazal sekresyonda BCoV’un replikasyon ve sacilimmin once
respiratorik yol (orofarinks) ile basladigin1 ve daha sonra biiylik miktarlarda virusun
yutulmasi ile birlikte gastrointestinal sisteme yayildigini diisiinmektedirler. Yangisal
mediatorler bu organlarda asir1 sekresyona sebep olurlar. Hasar goren epitel hiicreler
immatur hiicrelerle degistirilir ve enfeksiyon normal olarak kendi kendini sinirlar
(Bidokhti 2013). Yapilan bazi aragtirmalarda (Reynolds ve ark 1985, Thomas ve ark
2006) ise BCoV’un aymi hayvanda hem nazal yolla hem de diski ile eszamanli olarak
sagildig1 belirtilmistir.

Yaygin akciger lezyonlari, akciger volumiiniin % 50-80’ini iceren nekrotizan
lober pneumoni ve subakut eksudatif lezyonlardan olusmaktadir. Histolojik akciger
lezyonlar1 fibrindz, nekrotizan lober pneumoni ile karakterizedir fakat orta diizeyde ya da
siddetli bronsit ile bronsioliti de kapsayabilmektedir. Arastirmacilar brons veya akciger
alveolleri, trakea ve nazal sekresyonlardan BCoV izolasyonu veya respiratorik epitelial
hiicrelerden BCoV antijen varligin1 gergeklestirmisler ve bakteriyel enfeksiyonlar ile
birlikte intersitisyel amfizem, bronsiolitis ve alveolitis olgularini gézlemislerdir (Millet

ve ark 2015).

Park ve ark (2007), BCoV un bir kis dizanterisi susu ile oral olarak deneysel yolla
enfekte edilen buzagilarda immunohistokimyasal (IHC) test sonucu intersitisyel
pneumoni ile es zamanli nazal konka, trakea ve akcigerlerin dejenere ve nekrotik
epitelyum hiicrelerinin sitoplazmasinda BCoV antijeni tespit etmislerdir. Lenf dokusu
(BALT) hiperplazisi ile iligkili bronsioler limen ve bronglarda identifiye edilen ¢ok
cekirdekli sinsityal epitelyum hiicrelerini i¢eren histolojik degisiklikler ise Hick ve ark
(2012) tarafindan PCR kullanilarak BCoV teshisi konan dogal bir salginda tespit

edilmistir.

Oma ve ark (2016) dogal olarak enfekte olmus 6 adet buzagi ile dogrudan temas
halinde birakilan 4 adet buzagidan alinan nazal svap, gaita, kan ve doku 6rneklerini RT-
gPCR ile viral RNA yoniinden incelemislerdir. Yapilan ¢aligmada buzagilarda hafif
klinik belirtiler gézlenmis ve en belirgin bulgularin respiratorik sistemde olustugu
saptanmistir. Challenge calismasindan sonraki ilk {i¢ hafta boyunca viral RNA’nin
sacilim1 gerceklesmistir. Genel depresyon ve Oksiirik BCoV RNA’sinin sagilimiyla en
iyi korelasyon gosteren klinik belirtiler iken, en fazla solunum hiz1 ve en yiiksek rektal 1s1

artisinin en yogun viral RNA sa¢ilimindan bir hafta gibi uzun bir siire sonra ortaya ¢iktigi
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gbzlenmistir. Virusun nazal sagilimi fekal sagilimindan 6nce meydana gelmis ve
buzagilarin diskilarinda aralikli olarak 35 giin, nazal sekresyonlarinda ise 28 giin boyunca
viral RNA tespiti yapilabilmistir. Viral RNA kanda tespit edilememis ancak challengedan
sonraki 42. glinde lenfatik dokuda bulunmustur. Viral RNA, enfeksiyondan ii¢, dort, bes,
alt1 hafta sonra dtenazi uygulanan buzagilara ait lenf nodiillerinde tespit edilebilmistir.
Viral RNA, enfeksiyondan bes ve alt1 hafta sonra 6tenazi edilen hayvanlardan alinan
ileum ve kolonda tespit edilmis fakat akciger dokusunda bulunamamistir. Bu ¢alisma,
BCoV ile enfekte olan buzagilarin bes hafta boyunca viral RNA sactigini ve bagirsak
dokular1 ile lenf nodiillerinde daha uzun siire viral RNA’y1 barindirdigini gostermistir
(Oma ve ark 2016). Viral RNA diisiik konsantrasyonlarda kan veya lenf diigiimlerine
drenaj yapan lenf yoluyla, antijen sunan hiicreler veya serbest virus partikiilleri olarak
transfer edilmelidir (Oma ve ark 2016). Thomas ve ark (2006) diger ¢alismalarla uyumlu
olarak virusun fekal sa¢iliminin nazal sa¢ilimindan sonra basladigini ileri siirmiislerdir.
Saif ve ark (1986)’nin yaptiklart calismada, buzagilarin intranazal canli as1 ile
asilanmalar1 sonucu, BCoV’un ilk olarak nazal epitelyum hiicrelerinde, ikinci olarak ise
diskida tespit edildigi bildirilmistir. Buna karsilik oral olarak asilanan buzagilarda
BCoV’un fekal tespiti nazal svap Orneklerinden oOnce gerceklestirilmigtir. Bunun
sonucunda etkenin giris yolunun respiratorik veya intestinal enfeksiyon sirasini

belirleyebilecegi anlagilmistir.

Respiratorik yol direkt kontakt ile dogal olarak enfekte olan buzagilarda en yaygin
goriilen enfeksiyon seklidir. Dolayli olarak virus yayilimi ise fekal-oral yolla daha yaygin
gerceklesebilir. Tan1 amaclh olarak nazal svap 6rnekleri BCoV ile iliskili hastaliklardan
siiphelenilen buzagilarda virus saptanmasi i¢in fekal orneklerden daha avantajh

goziikkmektedir (Oma ve ark 2016).
1.7. Klinik Bulgular

Bovine coronavirus, yetigkin sigirlarda (kis dizanterisi), yenidogan buzagilarda
siddetli diyare (neonatal buzag: diyaresi) olgularindan sorumlu etken olarak identifiye
edilmistir. Aynm1 zamanda, BCoV’un yetiskin sigirlarda ve genellikle 2-6 aylik
buzagilarda solunum yollarina ait enfeksiyonlarla da iliskili oldugu bilinmektedir (Saif
ve ark 2010, Decaro ve ark 2008a). Deneysel kosullar altinda BCoV inokiile edilen
kolostrumdan yoksun, yenidogan buzagilarda hiriltili solunum ve agiz agik soluma gibi

solunum yolu belirtileri gelismistir (Kapil ve ark 1991). Boileau ve ark (2010) ise dogal
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kosullar altinda BRCoV’un neden oldugu pneumoni olgularinin 6 ila 9 aylik buzagilarda
goriilebiligini, etkilenen hayvanlarda ates, ser6zden mukopurulente kadar degisebilen

nazal akinti, 6ksiiriik, tasipne ve dispne gelisebildigini vurgulamiglardir.

BCoV’un yukarida belirtilen klinik bulgulara ilaveten hem yetiskin sigirlarda
hem de buzagilarda pneumoni ve diyareyi iceren kombine enfeksiyonlara da neden
oldugu bildirilmektedir (Carman ve ark 1992, Storz 1998). Bovine respiratorik sendrom
(BRD) siklikla, stres faktorlerinin artmasi sebebiyle seyahat eden sigirlarda transport
esnasinda veya sonrasinda gézlenmistir. BRD’ nin etiyolojik ajani olarak ayni zamanda
respiratorik distresten de sorumludur. BRD; BRSV, BoHV-1, BPIV-3, BVDYV gibi bir¢ok
virusun neden oldugu kompleks multifaktoriyel bir hastaliktir. Eszamanli bakteri ve
mikoplazmal enfeksiyonlar viral hastaliklarin seyrini daha da siddetlendirerek, morbidite

ve mortalite oranlarini arttirabilir (Decaro ve ark 2008a, Saif ve ark 2010).

Kis dizanterisi nedeni olarak BCoV (BCoV-WD), sigirlarda epizootik bir sekilde
ortaya ¢ikan, sporadik, akut, bulasic1 bir enterokolite yol agmaktadir. BCoV- WD’den
etkilenen hayvanlarda trakeal mukozada hiperemi ve lokalize pneumoni odaklari
gozlemlenmistir (MacPherson ve ark 1957). Orta siddette solunum yolu enfeksiyonu
belirtileri bu tiir hayvanlarda diyareden once veya diyare ile es zamanli olarak
geligebilmektedir. Enfeksiyondan etkilenen laktasyon donemindeki ineklerin siit
veriminde onemli derecede bir diislis gerceklesmektedir (Guard ve ark 2009). BCoV
enfeksiyonunun diger negatif etkileri viicut kondiisyon kaybi ve gen¢ hayvanlarda

meydana gelen mortalitedir (Bidokhti ve ark 2013).

Yapilan arastirmalar sonucunda, BCoV’un enzootik pneumonide birincil ve
onemli bir rol oynadig anlasilmistir. BCoV’un Irlanda’da respiratorik yola ait belirtiler
gosteren buzagilardan alinan nazal svaplari %23 iinden identifiye edildigi belirtilmis ve
respiratorik enfeksiyonlarda en yaygin goriilen viral patojen oldugu vurgulanmistir.
BCoV, Italya’da solunum yollarina ait enfeksiyon gozlenen 2-3 aylik buzagilarm yaklasik
olarak %75’inde tespit edilmistir (MacLachlan ve ark 2017)

BCoV enfeksiyonunun sebep oldugu respiratorik enfeksiyona bagli salginlar 1-2
hafta stirebilir. Bir siirtideki tiim duyarli hayvanlara kisa silirede yayilabilir (Bidokhti
2013).
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1.8.immunite

Sigirlarda hem lokal hem de sistemik enfeksiyonlarda, yiiksek diizeyde
immunglobulin M (IgM) antikor cevab1 ile uzun siireli immunglobulin A (IgA) antikor
cevabinin gelistigi gézlemlenmistir. I[gM antikor cevabinin, serum ve siitte uzun siireli,
nazal sekresyonlarda ise daha kisa siireli olarak olustugu tespit edilmistir. BCoV spesifik
IgM seviyesi enfeksiyonun 2-7. giinlerinden itibaren artmakta ve seronegatif hayvanlarin
deneysel enfeksiyonundan sonra izotip capture ELISA ile 3-6 hafta boyunca tespit
edilebilir diizeylerde kalmaktadir (Travén ve ark 2001). Sigirlarin BCoV enfeksiyonuna
yakalanmalar1 agisindan immiilolojik risklerin basinda diisiik immunglobulin G (I1gG)
titreleri gelmektedir (Jee ve ark 2013). BCoV’ye spesifik IgG, serum ve siitte
enfeksiyondan sonra 9-11. giinden itibaren saptanabilmektedir (Travén ve ark 2001). IgG
reenfeksiyon olmaksizin enfeksiyondan sonra en az bir yil saptanabilir seviyede
kalmaktadir (Alenius ve ark 1991). Immunolojik agidan olumsuz unsurlardan bir tanesi
stitcii ineklerde BCoV’e karsi gelisen 1gA titrelerinin diisiik seviyede gergeklesmesidir
(Jee ve ark 2013). IgA, enfeksiyon sonrasi 7-9. gilinden itibaren tespit edilmeye
baslamakta ve birka¢ ay boyunca saptanabilir diizeyde kalmaktadir (Alenius ve ark 1991).

Sigirlarin  bagisiklik sistemi tarafindan ilk olarak virusa ait HE ve S
glikoproteinleri taninmakta ve ilk enfeksiyonun ge¢ asamasi ve reenfeksiyonun erken
asamasi boyunca N proteini antikor cevabini indiiklemektedir. M glikoproteini, ana

yapisal viral proteinler i¢erisinde en az immunojenik olanidir (Lin ve ark 2000).

Buzagilar immunolojik olarak hassas ve agammaglobulinemik olarak dogarlar,
clinkii sigir plasentast dogumdan Once maternal antikorlarin fetiise transferine izin
vermez. Bu nedenle, yeni dogan bir buzaginin dogumdan sonra kendi immun sistemi
olgunlagincaya kadar hastaliklardan korunmak i¢in miimkiin olan en kisa siirede
kolostrum yoluyla maternal antikorlar1 almasi gerekir. Bu sebeple coronavirus
enfeksiyonlar1 yeni doganlarda daha siddetli seyretmektedir (Windeyer ve ark 2014).
Antikorlar kolostrum yoluyla yeni dogan yavrulara gegirildiginde yaklasik olarak 5-6
aylik olana kadar serumda saptanabilmektedir. Pasif olarak derive edilmis antikorlar
buzagilarda enfeksiyona kars1i aktif antikor cevabimi geciktirebilmekte veya

azaltabilmektedir (Heckert ve ark 1991).

28



Enterik ve respiratorik coronavirus enfeksiyonlaria kars1 korunmanin en etkili
yolu viral replikasyonun primer yerlesim yerinde pasif veya aktif immunitenin varligidir.
Serum antikor varliginin ise genellikle enterik CoV enfeksiyonlarindan korunmada etkin
bir rol oynamadigi diisiiniilmektedir. Bu goriise uygun olarak domuzlarda PRCV ve
buzagilarda BCoV’ye kars1 diisiik titredeki maternal antikorlarin, respiratorik yollardaki

viral replikasyonu engellemedigi tespit edilmistir (Saif, 1993).

Dogal olarak kazanilmis bagisikligin  siiresi ve etkinligi tam olarak

bilinmemektedir (Saif 2010).
1.9. As1 Calismalan

Solunum yolu BCoV enfeksiyonlarinin patogenezinin ve bu organlara virusun
nasil yayildiginin anlagilmasi, asi1 stratejilerinin gelistirilmesine yardimci olacak en
onemli unsurlardir. Bununla beraber BCoV’un hem respiratorik hem de enterik epitelyal
hiicreleri etkiledigi g6z Oniine alinirsa, optimum koruma saglamak i¢in her iki
enfeksiyona karsi etkili asilarin gelistirilmesi temel esastir. Ancak mukozal patojenlere
kars1 gelistirilen asilarin, dogal veya deneysel respiratorik BCoV enfeksiyonlarinda
gozlemlendigi gibi (Heckert ve ark 1990, Cho ve ark 2001a) bagisiklig1 uyarmada veya

respiratorik reenfeksiyonlar1 onlemede basarisiz oldugu gozlenmektedir (Saif 2010).

Buzagilar yeni ahirlarina gonderilmeden, transport oncesinde asilanmalidir.
Ancak, ekonomik etkisine ragmen besi sigirlarinin BRDC’si i¢in veya geng buzagilarin
BCoV ile iligkili pneumonilerini 6nlemek ig¢in respiratorik BCoV asis1i heniiz
gelistirilememistir. Sigirlarda BCoV enfeksiyonlarinin epidemiyolojik ¢aligmalarindan
elde edilen veriler sinirhidir. Ancak BCoV’a ait serum antikor titrelerinin respiratorik
koruma i¢in bir belirteg olabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan birden fazla galismada
dogal olarak enfekte olmus buzagilarda veya sigirlarda transport sonrasinda serum antikor
titrelerindeki BCoV antikor izotipi (I1gG1, 1gG2, 1gA), nétralize edici ve hemaglutinin
inhibe edici (HI) antikor titreleri ve miktar1 respiratorik hastalik ile pneumoniye kars1
korunma veya BCoV’un respiratorik sa¢ilimi ile korelasyon gostermistir. Ancak serum
antikorlarmin respiratorik hastaliklara kars1 korunmayla iligkisinin olup olmadigi veya
onceden BCoV’a enterik veya respiratorik yolla maruz kalindigini yansitip yansitmadigi
heniiz agiklanamamistir ve bu konuda ek caligmalarin yapilmas: gerekmektedir.

Gergekten serumda bulunan BCoV nétralizan antikorlarinin, respiratorik BCoV
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enfeksiyonuna kars1 olusan bagisiklikta rol oynayabiliyorsa, mevcut BCoV antikorlarinin
seviyelerini yilikseltmek i¢in parenteral as1 uygulamalarinin  koruyuculugunun

artirabilecegi diistiniilmiistiir (Saif 2010).

Yapilan c¢alismalar sonucunda BCoV buzagi diyare susunun intranazal
uygulamasinin sahada bir respiratorik BCoV susuna maruz kalmaya kars1 ¢apraz koruma
sagladigi gosterilmistir. Buzagi diyaresi, kis dizanterisi veya respiratorik CoV suslari ile
gnotobiyotik veya kolostrumdan mahrum kalmis buzagilara yapilan inokiilasyonlar, nazal
veya fekal olarak CoV sagilimina yol agmustir. Sonug olarak farkli klinik sendromlardan
olanlar da dahil olmak fizere farkli BCoV saha suslarina karst koruyucu asilar
gelistirmenin bir amac1 vardir. WD, CD ve respiratorik izolatlar1 temsil eden suslarin bir
karisiminin asiya dahil edilmesi, respiratorik hastaliklar1 i¢eren her bir klinik sendromla
iliskili BCoV enfeksiyonlarina karsi etkili genis spektrumlu tek bir BCoV asisi
gelistirilmesinin hastalik ile miicadelede ideal bir strateji olabilecegi ileri siiriilmektedir

(Saif 2010).

Respiratorik susun (438/06/TN) kademeli ateniiasyonu ile BCoV enfeksiyonunun
solunum yolu formuna karsi1 canli modifiye bir as1 gelistirilmistir. Dort adet kolostrumdan
yoksun birakilan yeni dogan buzagiya oro-nazal olarak 10 doz as1 uygulanmasi sonucu
bu hayvanlarin saglikli kalmasi asinin gilivenilirli§ini ortaya koymustur. Asinin
immunojenitesi, otuz adet iki ii¢ aylik BCoV agisindan antikor negatif olan buzagilara bir
as1 dozunun intramuskuler enjeksiyonuyla belirlenmistir. Asilamadan otuz giin sonra tiim
astlanan buzagilar BCoV’e kars1 yiiksek antikor titreleri sergilemislerdir. Vahsi tip ve
hiicreye adapte 438/06-TN susunun S geninin sekans analizinde 9 tanesi sinonim
olmamak tizere 10 niikleotid degisiklik tespit edilmistir. As1 degerlendirmesi amaciyla
toplam 42 hayvan kullanilmistir. Bunlarin 6 tanesi kolostrumdan yoksun birakilmis bir
giinliik yeni dogan buzagi, geri kalan 36 tanesi ise BCoV antikor negatif 2-3 aylik
buzagilardan olugmaktadir. Tiim buzagilar baglangigta digkida BCoV-RNA acisindan
Real time RT-PCR ile, serumda BCoV antikorlari agisindan ELISA ve hemagliitinasyon
inhibisyon testi ile negatif olarak test edilmistir. Testin giivenilirligi amaciyla
kolostrumdan mahrum birakilmis bir giinliik dort adet buzagiya 10 ml virus 438/06-TN-
50, 2 adet yeni dogan buzagiya ise 10 ml fizyolojik tuzlu su soliisyonu oro-nazal olarak
uygulanmustir. immiinojenite testi icin yaslar1 2- 3 ay aras1 olan 30 adet BCoV antikor

negatif buzagiya 1 ml as1 boynun yan tarafindan intramuskuler olarak inokule edilmistir.
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Kalan alt1 hayvana ise 1ml fizyolojik tuzlu su soliisyonunun intramuskuler inokulasyonu
ile kontrol grubu olusturulmustur. Serum Ornekleri ise asilamadan 30 giin sonra
toplanmistir. Tiim kolostrumdan mahrum birakilmis buzagilar gézlem periyodu boyunca
saglikli kalmislardir. Inokiilasyon yapilmis yeni dogan buzagilar BCoV-RNA s disk1
ve nazal sekresyonlariyla sagmislardir. BCoV-RNA’s1 nazal svaplarda Real Time RT-
PCR ile inokiilasyondan 2 ila 16 giin sonra 15 giin boyunca tespit edilmistir. Digki ile
BCoV’un sagilimi ise inokiilasyondan 5 ila 13. giinden itibaren 9 giin boyunca devam
ettigi gozlemlenmistir. Tiim yenidogan buzagilarda inokiilasyondan 30 giin sonra BCoV
antikorlar1 tespit edilebilir diizeyde bulunmustur. Inokiilasyon yapilmis olan tiim
buzagilarda, inokiilasyondan 30 giin sonra ELISA, hemagliitinasyon inbihisyon (HI) ve
virus notralizasyon testleri (VNT) ile BCoV’a kars1 yiiksek antikor titreleri gézlenmistir

(Decaro ve ark 2009).

CoV’lar i¢in as1 gelistirmede bazi zorluklar bulunmaktadir. Birinci neden mukozal
enfeksiyonlarda, dogal olarak olusan enfeksiyon bir sonraki enfeksiyonu
engellemeyebilir, bu ylizden asilar orijinal virustan daha iyi bagisiklik olusturmali veya
en azindan ikincil bir enfeksiyon esnasinda maruz kalinan hastaligin siddetini
azaltmalidir. Ikincisi ise, viruslarin rekombinasyon egilimi, astyr kullanigsiz hale
getirmekte ve potansiyel olarak vahsi yasamda evrimini ve cesitliligini arttirarak
problemlere yol agmaktadir. Nspl veya E proteinlerinde biiyiik delesyonlar yaparak,
genomun 3’ ucunun yeniden diizenlenmesi ile transcriptional regulatory sequences (TRS)
dizilerinin modifiyesi veya anormal derecede yliksek mutasyon oranlarina sahip mutant

viruslar kullanilarak virus atteniie edilebilir (Fehr ve Stanley 2015)

Adjuvan ile parenteral yolla uygulanan inaktif asilarin, BCoV, TGEV, CCV ve
IBV’a kars1 aktif veya pasif bagisikligi indiiklemek i¢in kullanilabilecegi bildirilmistir.
Fakat bu asilarin sahadaki basarilarinin bir takim potansiyel problemlerle tehlikeye
girebilecegi diigiiniilmektedir. Canli1 virus agilarinin ise aktif bagisiklig: etkili bir sekilde
uyarabilmesi ve mukozal bagisikligin indiiklenmesi i¢in optimal bir dereceye kadar
virusun replike edilmesi gerektigi belirtilmistir. Enterik CoV enfeksiyonlari, respiratorik
mukozal ylizeylerde koruyucu olan bagisikligi indiikler. Ancak, lokalize respiratorik
enfeksiyonlara neden olan CoV enfeksiyonlart s6z konusu oldugunda bu durum
gerceklesmeyebilir. Genellikle parenteral uygulanan inaktif asilar icin, siklikla IgA

antikorlarmin yiiksek titrede olusumunda sorunlarla karsilagilabilir ve bagisiklik siireleri
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kisa olabilir. Ote yandan, inaktif asilar, CoVlar ile dogal enfeksiyondan iyilesen
hayvanlarda antikor titrelerinin arttirilmasinda etkili olabilir (Saif 1993).

Rekombinant DNA tekniklerinin CoV’lara uygulanmasi, c¢esitli genlerin
komplementer DNA (cDNA) klonlanmasi ile sonu¢lanmistir. Cofu ¢alisma S
glikoproteini iizerinde yogunlagsmistir. Clinkii nétralize edici antikorlar1 indiikler, ancak
diger yapisal proteinler de immunitede rol oynayabilir. Genel olarak, parenteral veya oral
yoldan ¢oziinebilir proteinlerin uygulanmasi mukozal immun yanit1 zayif bir sekilde
uyarir veya bu proteinlere karsi tolerans sekillenir. Bu nedenle subunit CoV asilarinin oral
yolla uygulanmasi sonucu olusacak mukozal bagisiklig1 stimiile etmek i¢in yeni mukozal
adjuvanlar ve hedef bolgelere yonlendirilmeleri i¢in farkli sistemler gelistirilmelidir.
Rekombinant DNA teknolojisi kullanilan bir bagka strateji, canli agilarin gelistirilmesine
yonelik ¢caligmalar1 icermektedir. Viral genoma ait belirli olmayan kisimlarinin silinmesi

(delesyon mutagenezi) viral patojenleri atteniie etmek icin kullanilmistir (Saif 1993).

Solunum yolu klinik belirtileri gosteren sigirlardan BCoV izolasyonlarinin son
yillarda gittik¢e artiyor olmasi respiratorik BCoV suglar1 ile hazirlanmigs monovalent
asilara olan ihtiyaci da arttirmaktadir. Hazirlanacak olan aday asimin muhtemelen canli
modifiye bir as1 olmas1 gerektigi ileri stirlilmiistiir. Attiieniie asilarin ayn1 zamanda aktif
antikor ve hiicre aracilikli bagisiklia sebep olabilecegi de tahmin edilmektedir (Decaro

ve ark 2009).
1.10.Teshis

Saha 6rneklerinin BCoV yoniinden hizli ve dogru bir sekilde teshis edilmesi, bu
enfeksiyonun kontroliinde olduk¢a dnemlidir. Molekiiler tekniklerin ilerlemesi ile BCoV
enfeksiyonunun hizli ve duyarh teshisi, hastaligin kontroliinde alinacak asilama ve
karantina gibi tedbirlerin hizli bir sekilde uygulanmasinda oldukca degerlidir. Boylece
salginlarin  neden oldugu ciddi ekonomik kayiplarin Oniline gecilebilecegi

diisiiniilmektedir (Timurkan ve ark 2015).
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1.10.1.Direkt teshis

BCoV’un izole edilmesi zordur, bu sebeple virusun doku kiiltiiriinde izolasyonu
teshis amaciyla nadiren kullanilmaktadir. Ancak, BCoV trakeal ve bagirsak organ
kiltlirlerinde (Clark ve ark 1993), human rectal tiimor-18 (HRT-18), VERO (African
green monkey kidney), BEK-1 (bovine embriyonic kidney), D2BFS (bovine fetal spleen),
BEL (bovine embriyonic lung), Madin Darby bovine kidney (MDBK) ve Madin Darby
canine kidney 1 (MDCK1) hiicre kiiltiirlerinde ¢ogaltilabilmistir (Benfield ve ark 1990,
Tsunemitsu ve ark 1995). HRT-18 esas olarak tripsin varliginda virusun primer
izolasyonunda kullanilabilinecek en duyarli hiicre hattidir (Benfield ve ark 1990,
Tsunemitsu ve ark 1991). Hamster akciger-1 (HmLu-1) monolayer hiicre kiiltiirleri

BCoV’a yiiksek permissivite gostermektedir (Jerez ve ark 2005).

Hansa ve ark (2013) BCoV ile VERO hiicre hattinda yaptiklar1 bir ¢caligmada
virusun endoplazmik retikulumda replike oldugunu ve virus kiimelerinin intrasitoplazmik
inkliizyon cisimcigi olusturdugunu belirlemislerdir. Enfekte hiicreler H&E boyama
yontemi ile boyanmis ve enfekte hiicrelerde sinsityal ve eozinofilik intrastoplazmik
inkliizyon cisimcikleri gozlenmistir. BCoV’un VERO hiicresine adaptasyonu ise
sitoplazmada yaygin yesil floresans ve spesifik graniiler goriiniim ile floresan antikor

testinde (FAT) teyit edilmistir (Sekil 4).

HRT-18G

Sekil 4. Nazal svaptan elde edilen BCoV ile enfekte HRT-18G hiicreleri. Hiicreler
fluorescein isothiocynate ve 4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI)
niikleer kontrast boyasi ile etiketlenmis olan anti coronavirus antikorlar1 ile boyanmistir
(Oma ve ark 2016).
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FAT ile antijenik seviyede virusun tespiti ve dogrulanmasi i¢in genomik temelli

metodlarin kullanilmas yeterli degildir (Hansa ve ark 2013).

Virolojik caligmalarda teshis amacl olarak bazi genler hedef alinarak PCR
yapilabilir. Bu genler genellikle mutasyonel acgidan korunakli gen bdlgeleridir.
Coronaviruslar agisindan Center for Disease Control and Prevention (CDC) kurulusunun
belirttigi gibi virusun teshisi acisindan N geni hem izleme hem de dogrulama amach

olarak PCR ¢alismalarinda kullanilabilir (Timurkan ve ark 2015).

RT-PCR testi, az miktarlardaki niikleik asidi saptamak i¢in faydali ve enfeksiyoz
hastaliklarin tanisinda yaygin olarak kullanilan bir teshis yontemidir (Khalili ve ark 2006

a).

Real Time RT-PCR donanimli bir laboratuar gerektirdigi ve nispeten pahali
oldugu i¢in yeni arayislara girilmis ve BCoV tespiti i¢in reverz transkripsiyon
rekombinaz polimeraz amplifikasyon (RT-RPA) gelistirilmistir (Amer ve ark 2013). RPA
izotermal bir DNA amplifikasyonudur (Piepenburg ve ark 2006). PCR’in aksine,
amplifikasyon sabit bir sicaklikta kullanilan enzimlerin ve proteinlerin spesifik bir
kombinasyonuna baghdir ( Euler ve ark 2012 a,b). Amer ve ark (2013) tarafindan BCoV
RT-RPA hizli (10-20 dakika) analitik duyarlilifa sahip oldugu belirtilmistir. Sigirlarda
gastrointestinal ve/veya respiratorik enfeksiyonlara neden olan diger viruslarla (bovine
rotavirus, bovine viral diyare virus, enfeksiydz bovine rhinotrakeitis virus, bovine
parainfluenza tip 3, bovine respiratory sinsityal virus) ¢apraz reaksiyon gozlenmemistir.
Klinik 6rnekler iizerinde testin performansi, 16 fekal numune ve 14 nazal svap ile test
edilerek RT-PCR ile karsilastirilmis ve dogrulanmistir. Her iki test de kiyaslanabilir
sonuglar saglanmigtir. RT-RPA testi, Real Time RT-PCR’den onemli Olgiide hizh
bulunmustur. BCoV RT-RPA testi, BCoV teshisinde kullanilan ortak 6lgiimlere uygun,
dogru, hassas ve hizli bir alternatif olusturmaktadir (Amer ve ark 2013).

Nazal tiirbinatlar ve nazal bezler ile ger¢eklestirilen immunohistokimyasal (IHC)
ve immiinofloresan testlerinde BCoV i¢in giiclii pozitif cevaplar elde edildigi goriilmiistiir

(Dar ve ark 1998) (Sekil 5, Sekil 6).
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Sekil 5. Alt solunum yolu enfeksiyonu gozlenen yetiskin bir inegin akcigerlerinde
bulunan makrofajlardaki BCoV antijenlerinin immunohistokimyasal yontemle goriiniimii
(Boileau ve ark 2010). Anti- BCoV floresein izotiyosiyanat konjugat
kullanilarakgergeklestirilen direkt floresan antikor testinde BCoV pozitif nazal hiicreler.
Svaplar BCoV ile deneysel olarak enfekte olmus pneumoenterik bir buzagidan
toplanmistir (Boileau ve ark 2010).

Sekil 6. Coronavirus ile enfekte edilmis trakeal organ kiiltlirinden alinan hiicrenin
elektron mikroskop goriintiisii. Stoplazmik vakuollerde ve plazma membraninin diginda
Coronavirus benzeri vakuoller gozlemlenmektedir (McNulty ve ark 1984).

BCoV’un teshisi icin monoklonal Z3AS antikorlari ile hazirlanmis antijen-capture
ELISA kullanilabilir. Bir bagka yararli diagnostik reaktif ise, virusun en baskin proteini
olan, BCoV niikleokapsidine baglanan 8F2 monoklonal antikorudur (Boileau ve ark

2010).
1.10.2.Indirekt teshis

Serum oOrneklerinde BCoV’e kars1 gelisen antikorlarin tespiti i¢in kullanilan
bir¢cok immunolojik yontem mevcuttur. VNT ve HI BCoV’e kars1 gelisen antikor miktari
ve suglar arasi antijenik varyasyonun karsilastirilmast i¢in kullanilmistir (Fulton ve ark
2013, Decaro ve ark 2008). Benzer sekilde ELISA serolojik c¢alismalarda sigir

populasyonlarinin toplu olarak izlenmesi i¢in kullanilmaktadir. BCoV’a kars1 gelisen

35



antikorlar serum ve siit numunelerinden saptanabilmektedir (Ohlson ve ark 2013,

Naslund ve ark 2000, Alenius ve ark 1991).

Serolojik arastirmalar, Diinya c¢apindaki sigir populasyonlarinin yaklasik olarak
%90’min BCoV’a kars1 antikorlara sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica, vahsi
ruminantlar, kopekler ve atlar arasinda benzer BCoV suglarinin tespiti, buzagilara
deneysel tiirler arasi bulasmanin kanitlar1 ile birlikte bu tiirlerin CoV’leri sigirlara

bulastirmasini veya tam tersi yonde bir bulasmayi ac¢iklamaktadir (Bok ve ark 2015).
1.11.Koruma ve Kontrol

Virusun yol agtig1 negatif etkileri azaltmanin tek yolu siiriiler arasinda virus
bulagmasini1 engellemektir. Siiriiler arasinda bulasma muhtemelen direkt olarak canli
hayvan transferi yoluyla olmakta veya indirekt olarak kontamine personel veya ekipman
ile gerceklesmektedir. Siiriiler arasinda virusun yayilimini Onleyici tedbirler, viral
sacilim, hassas hayvanlara virusun bulagma potansiyeli ve koruyucu immunitenin rolii
hakkindaki bilgilere dayandirilmalidir (Decaro ve ark 2008b, Fulton ve ark 2011, Mee ve
ark 2012).

BCoV respiratorik hastalig1 i¢in kontrol dnlemleri sinirhidir. BCoV i¢in mevcut
olan agilar neonatal enterik hastaligin kontrolii i¢in lisanslidir (Saif 2010, Cho ve ark
2001b). Neonatal enterik hastaligin kontrolii i¢in lisansh {i¢ inaktif as1 vardir ve bunlar
gebe inek veya diivelere gebelikleri sirasinda humoral aktiviteyi uyarmak igin

kullanilmaktadir (Fulton ve ark 2013).

ABD’den BCoV igeren MLV asis1 kullanimi rapor edilmis (Plummer ve ark 2004)
ancak korunma yontemi olarak immuniteyle iliskisi tam olarak ortaya konulamamuistir.
Optimum immuniteyi saglamak icin, as1 antijenlerinin dolasimdaki virusa olabildigince
benzer olmasi gerekmektedir. BCoV’u kontrol amaciyla immunojen olarak kullanilan
virus veya viruslarin sahada dolasimda olan BCoV ile antijenik ve genetik olarak benzer
olmasi énemlidir (Fulton ve ark 2013). Giinliimiizde ise mevcut asilar, hali hazirda dolagan
BCoV suslarindan genetik ve antijenik olarak farkli eski enterik BCoV suslarina
dayanmaktadir (Fulton ve ark 2013). Bu nedenle, pozitif secilim alanlarindaki dizi
degisikliklerinin siirekli izlenmesi, gelecekte hakim olan salgin suslarin tanimlanmasi i¢in

potansiyel olarak yararli veriler saglayabilir (Bidokhti ve ark 2013).
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Ulkemizde de 6zellikle enterik CoV’larla miicadelede gebe ineklere gebeligin son
doneminde Corona (Mebus susu), Rota ve E. coli kombine asilar1 uygulanmaktadir.

Ancak iilkemizde de direkt respiratorik CoV’a yonelik agi bulunmamaktadir.
1.12.Tedavi

BCoV enfeksiyonu i¢in spesifik bir antiviral tedavi bulunmamaktadir.
1.13.Zoonotik Durum

Yapilan sekans analizleri, BCoV’un insanlara bulasma potansiyelinin mevcut
olabilecegini gostermistir ve arastirmacilar daha once diyareli bir ¢ocukta sigir benzeri
CoV izolasyonunun gerceklestigini teyit etmislerdir (Vijgen ve ark 2005, Martinez ve ark
2012).

BCoV’un halk sagligi {izerine etkisi, ilk olarak coronaviral siddetli akut
respiratorik sendrom (SARS-CoV) ve akut diyareli bir cocuktan BCoV benzeri insan
enterik CoV’un 4408/US/94 (HECV-4408/US/94) izole edilmesiyle ortaya ¢ikmistir
(Zhang ve ark 1994). HCoV-OC43 izolatlarinin molekiiler evrimsel analizi, BCoV’un
diger CoV tiirleri ile karsilastirildiginda genetik olarak en yakin benzerlige sahip oldugu
gosterilmistir. BCoV ile HCoV-0OC43 arasinda %96 oraninda niikleotid benzerligi oldugu
ortaya konulmustur (Vijgen ve ark 2005). HCoV-OC43 ile BCoV niikleotidleri arasindaki
ayirimin 19. ylizyilin sonlarinda oldugu tahmin edilmektedir (Kin ve ark 2016). Son
zamanlarda yeni bir CoV olan HCoV-EMC’nin, SARS-CoV’a benzer klinik belirtiler ile
Oliimlere neden oldugu ve Ortadogu’da sirkiilasyonda oldugu tespit edilmistir. SARS-
CoV 2002-2003 yillar1 arasinda 6liim orami yaklasik olarak %10 ile 8000’den fazla
vakada tespit edilmistir (Peiris ve ark 2004). MERS-CoV ise 2012 yilinda Orta Dogu’da
ortaya ¢ikmustir (Zaki ve ark 2012). Diinya saglik 6rgiitii (WHO) tarafindan bildirilen 502
Oliimciil vakayi igeren 1413 adet MERS-CoV vakasi laboratuarda teyit edilmistir (Institut
National de Veille Sanitaire-INVS) 2015). Hem SARS-CoV hem de MERS-CoV hayvan
barmaklari ile yakin temasta olan insanlar i¢in zoonotik bir potansiyele sahiptir (Kin ve
ark 2016). Bu tiir veteriner ve halk sagligini ilgilendiren endiseler, BCoV suslarinin
evrimi ve genetik cesitliligi ve diger betacoronaviruslar ile iligkisine dair ¢alismalari
tesvik etmektedir (Bidokhti 2013). BCoV ile yakin iliskili olan 1967 yilinda izole edilen

HCoV OC43 ile son yapilan ¢calismalarda enfeksiyonun sigirlardan insanlara zoonotik bir
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bulasmadan kaynaklandig1 ortaya konulmustur (Mclntosh ve ark 1967, Castells ve ark
2017).
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Arastirmada Kullanilan Hayvanlar

Bu arastirmada kullanilan nazal svap ve kan serumu numuneleri, Konya ve Isparta
illeri ile ¢evrelerindeki biiyiikbas ¢iftliklerinde bulunan ve solunum sistemi enfeksiyonu
belirtileri gdsteren 92 adet sigirdan temin edilmistir. Orneklenen toplam 92 hayvan, 0-2
yas aras1 farkli cinsiyetteki sigirlardan olusmustur. Orneklemeler Ocak 2017 ile Subat
2018 tarihleri arasinda yapilmis olup numune alinan hayvanlarin yas araliklar1 ve
cinsiyetlere gore dagilimlart Sekil 2.1 ve Sekil 2.2°de sunulmustur. Solunum sistemi
enfeksiyonu gozlenen siiriilerden istatistiki olarak daha saglikli sonuglar elde edebilmek
amaciyla ayni siirlide yer alan en fazla 2 adet hayvandan numune alinmasina dikkat
edilmistir. Arastirmada hayvanlara yapilan uygulamalar icin S.U. Veteriner Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi Etik Kurulu’ndan 26.08.2016 tarih ve

2016/76 numarali onay alinmistir.

40
35
30
25

20

Numune Sayisi

15

10

wu

0-30 1-3 3-6 6-9 9-12 12+
Hayvanin Yasi Giin Ay Ay Ay Ay Ay
Numune sayisi 10 33 39 1 6 3

Sekil 2.1. Orneklenen hayvanlarin yas araliklari.

Calismada kullanilan hayvanlar 0-30 giinliik, 1-3 aylik, 3-6 aylik, 6-9 aylik, 9-12
aylik ve 12 ay iizeri olarak yas gruplarma ayrilmistir. Toplanan numune sayilar1 yaslara

gore sirasiyla 10, 33, 39, 1, 6 ve 3 adettir.
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M Erkek

M Disi

Sekil 2.2. Orneklenen hayvanlarin cinsiyetlere gore dagilimlart

Arastirmada kullanilan hayvanlar cinsiyetlerine gore gruplandirildiginda %

47’sinin erkek, % 53’iiniin ise disi hayvanlardan olustugu goriilmektedir (Sekil 2.2).
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g
5 10
z
.
0
, 110 10-50 | 50-100 = 100-200 = 200+
Isletme Kapasitesi ., Hayvan Hayvan Hayvan Hayvan
H Numune sayisi 5 24 26 13 24

Sekil 2.3. Isletme kapasitesine gére numune sayilari

Solunum sistemi semptomlari sergileyen hayvanlarin bulundugu ve en fazla 2 adet

hayvandan orneklemenin yapildig1 isletmeler, kapasitelerine gore 1-10 hayvan, 10-50
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hayvan, 50-100 hayvan, 100-200 hayvan, 200 ve iizeri hayvan bulunduran isletmeler
olmak iizere gruplandirilmistir (Sekil 2.3).

2.2. Svap Numunelerinin Hazirlanmasi

Bovine Coronavirus enfeksiyonundan siipheli ya da solunum sistemi enfeksiyonu
belirtileri gdsteren toplam 92 adet sigirdan alinan ve soguk zincirde muhafaza edilen
nazal svap numuneleri laboratuvara getirildikten sonra PCR uygulamasinda kullanilmak
tizere - 80 °C’de saklandi. Ekstraksiyon islemi 6ncesinde nazal svaplarin her birine 1cc
steril PBS ilave edildi ve 1 dakika boyunca vortekslendi. PBS ilave edilmis olan svaplar
24 saat +4°C’de buzdolabinda bekletildi. Daha sonra PBS ile muamele edilmis nazal
svaplar buzdolabindan c¢ikarilarak RNA ekstraksiyonunda kullanilmak {izere tekrar

1 dakika boyunca vortekslendi.
2.3. Svap Numunelerinden RNA Ekstraksiyonu

Toplanan nazal svap Orneklerinden viral RNA ekstraksiyon islemleri, pozitif
kontrol ile birlikte ‘QIAmp cador Pathogen Mini Kit’ (QIAGEN, 54104, Almanya) ile
gergeklestirildi. Bu amagla;

1. 20 pl proteinase K 2 ml’lik steril ependorf tiipline aktarildi.

2. Her bir proteinase K’ nin iizerine PBS igeren nazal svaptan 200 pl ilave edildi.
3. Uzerine carrier RNA igeren buffer AVE ile buffer VXL karisimindan 100 pl ilave
edildi. Steril ependorf tiipii icerisindeki soliisyonlarda homojen bir dagilimin
gerceklesmesi amaciyla 1 dakika boyunca vortekslendi.

4. Stispansiyonlar 20-25°C’de 15 dakika inkiibasyona birakildi.

5. Ornekler kisa siireli santrifiij edildi (8.000 rpm, 30 saniye).

6. Siispansiyona 350 pl buffer ACB ilave edildi. Ornekler 10 saniye vortekslendikten
sonra kisa siireli santriflij yapildi.

7. Ependorf tiipiinde bulunan toplam 670 pl siispansiyon, filtreli toplama tiipiine
aktarildi ve 6.000 x g (8.000 rpm)’de 1 dakika santrifiij edildi.

8. Filtreler yeni toplama tiiplerine aktarildi.

9. Her bir 6rnege 600 ul buffer AW1 ilave edildi ve 6.000 x g (8.000 rpm)’de 1
dakika santrifiij edildi.

10.  Filtreler yeni toplama tiiplerine aktarildi.
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11.  Her bir 6rnege 600 pl buffer AW2 ilave edildi ve 6.000 x g (8.000 rpm)’de 1
dakika santrifiij edildi.

12.  Filtreler tekrar yeni toplama tiiplerine aktarildi ve 20.000 x g (14.000 rpm)’de 2
dakika santrifiij edildi.

13.  Filtreler steril ependorf tiiplerine aktarildi.

14.  Filtrelerin lizerine 75 pl buffer AVE eklendi ve 20-25°C’de 1 dakika inkiibasyona
birakildu.

15.  20.000 x g (14.000 rpm)’de 1 dakika santrifiij edildi.

16.  Filtreler atildi ve ependorfta kalan RNA ekstrasyon lirlinleri cDNA elde edilmek

tizere +4°C’de muhafaza edildi.
2.4. RNA Ekstraksiyon Uriinlerinden cDNA Eldesi

RNA ekstraksiyon iirtinlerinden cDNA eldesi amaciyla, ‘BIO-RAD IScript cDNA
Synthesis Kit’ (BIO-RAD, 170-8891, California) kullanildi.

Kit icerisindeki bilesenlerden her numune igin;

5 x IScript reaction mix 4 ul,
IScript reverse transcriptase 1 pl,
Nuclease- free water 14 pl,

RNA template (ekstraksiyon {iriinii) 1 pl kullanilmastr.
Thermal cycler’da reaksiyon protokolii ;

25 °C’de 5 dakika

42 °C’de 30 dakika

85 °C’de 5 dakika

Thermal cycler’dan ¢ikan cDNA iirlinleri PCR’da kullanilincaya kadar -20°C’de

muhafaza edilmistir.
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2.5. PCR Uygulamasi

PCR yo6ntemine tabi tutulacak olan ve -20 °C’de muhafaza edilen cDNA iiriinleri

¢Ozdiirtildii. RT-PCR isleminde kullanilan primer dizilimi Cizelge 2.1’ de sunulmustur.

Cizelge 2.1. BCoV’e yonelik olarak kullanilan primer ¢ifti dizilimi (Cho ve ark 2001).

Primer Ad1 Primer Dizilimi Gen Uriin (bp)
NOF 5" GCA ATC CAG TAG TAG AGC GT 3 N 730
NOR 5"CTT AGT GGC ATCCTTGCCAA 3> N 730

PCR yonteminde kullanilan karigim:

MQ water 740,5 pl

10 x Buffer 150 ul (Taq Buffer + KCL)
MgCl > 90 ul

dNTP mix 12 ul (3x4)

Taq Polimeraz 7,5 ul

Yukarida tarifi verilen PCR karisimindan numune basina 10 pl, niikleaz free
dH>O 2,8 pl, F-R Primer 0,2 pl, cDNA iiriiniinden 2 pl olacak sekilde 92 numune igin
hesaplanarak  gereken soliisyon hazirlanip termal cycler (Bio-Rad T100,

Singapur) igerisine yerlestirildi.

Termal cycler’daki PCR asamalar1 ve bu agamalar sirasinda uygulanan derece

(°C)/ siire degerleri Cizelge 2.2°de belirtilen sekilde 30 siklus olarak gergeklestirildi.
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Cizelge 2.2. PCR asamasinda kullanilan zaman ve 1s1 dongiisii.

Zaman Is1

3 dakika 94 °C
1 dakika 94 °C
2 dakika 58 °C
1 dakika 72 °C
7 dakika 72 °C

2.6. PCR Uriinlerinin Elektroforezi

PCR  iriinlerinin  degerlendirilmesi  i¢in  elektroforez  tekniginden
yararlanildi. Bu amagla, %]1’lik agaroz (Sigma, Almanya) 0,5xTAE (Tris Acetate —
Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid) tamponunun icerisinde karistirilarak mikrodalga
firinda eritildi. Agaroz 6570 °C’ye kadar sogutulduktan sonra jel igerisine 100 ml i¢in
5 ul olacak sekilde Ethidium Bromide (EtBr-Sigma, Almanya) ilave edildi. Agaroz
jel yatag: elektroforez tankina (Serva Electrophoresis GmBH, Heidelberg, Carl-Benz,
Blue Marine 100, Almanya) yerlestirildi. Pozitif ve negatif kontrol dahil olmak iizere
PCR diirtinlerinin de (15 pl) bulundugu DNase ve RNase free eppendorf tiiplerine jel
loading solution (Sigma, Almanya)’dan 5 pl konularak pipete edildi. Agaroz jeldeki
ilk kuyucuga 10 pl, 100 base pair (bp)’lik DNA Ladder (Solis BioDyne 100 bp DNA
Ladder, Tartu, Estonia), 2. kuyucuga 20 pl pozitif kontrol, 3. kuyucuga 20 ul negatif
kontrol (PCR f{iriinii yerine RFW eklenerek hazirlandi) ve takiben sirasiyla PCR
tirtinlerinden 20°ser pl konuldu. Elektroforez tankinin kapagi kapatilarak gii¢c kaynagi
(Serva, Blue Power Plus, Almanya) 120 V’ye ayarlandi ve 45 dk jelde katot (—)’dan anot
(+)’a dogru numuneler yiiriitiildii. Bu siire sonunda jel, transilluminatér (UVP Inc.,
Upland CA, ABD) altinda incelenerek PCR sonrasinda olusan bantlar (730 bp yoniinden)
degerlendirildi ve fotograflar1 kaydedildi.

2.7. Kan Numunelerinin Hazirlanmasi

BCoV enfeksiyonundan siipheli ya da solunum yolu enfeksiyonu belirtileri

gosteren ve svap ornekleri alinan toplam 92 adet s1girin ayni zamanda vena jugularisinden
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en az 5 ml olacak sekilde kan numuneleri alindi. Kan numuneleri soguk zincirde
muhafaza edilerek laboratuvara ulastirildi. Tip icerisindeki kan 10 dakika 2000xg’de
santrifiij edildi. Elde edilen serum 6rnekleri antikor-ELISA’ya tabi tutulmak tizere -80°C
‘de saklandi.

2.8. ELISA

Svap numunelerinin alindig1 92 adet sigirin her birinden ayrica alinan kan serumu
numuneleri BCoV antikor varligi yoniinden ticari indirekt ELISA kiti (SVANOVIR
BCoV-Ab -Uppsala, Isve¢) kullanilarak incelendi.

ELISA Kitinin igerigi:

Enfeksiyoz olmayan BCoV antijeni ve kontrol antijeni ile kapli 96 kuyucuklu 2 adet
mikropleyt (tek sayili stitunlarda bulunan kuyucuklar viral antijen kapli, ¢ift sayili siitunlarda
bulunan kuyucuklar ise kontrol antijen ile kaplt),

Negatif kontrol,

Pozitif kontrol,

Konjugat ,

Substrat,

Stop soliisyonu,

20x Yikama soliisyonu ve

Sulandirma soliisyonundan olusmaktadir.
ELISA Testinin Uygulanmast:

. Soguk zincirde muhafaza edilen kan serumu numunelerinin ve ELISA kitinin

uygulamaya baslamadan 1 saat 6nce oda 1sisina gelmesi saglandi.

. Viral antijen ve kontrol antijeni ile kapli tiim kuyucuklara 100 pl sample
diluent konuldu ve 4 pl pozitif (PK) ve negatif (NK) kontroller olarak sirasiyla pleytin Al,
Bl1- A2, B2 ve C1, DI1- C2, D2 kuyucuklarina konuldu.

. Viral antijen ve kontrol antijeni ile kapl diger kuyucuklara (E1, F1, ..) serum

numunelerinden 4 pl ¢ift kuyucuk olacak sekilde ilave edildi.

. 1 saat 37°C’de inkubasyona birakildi. Hazirlanan yikama soliisyonu ile 3 kez

kuyucuklar yikandi.
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. Tiim kuyucuklara HRP konjugat’dan 100’er ul ilave edildi. 1 saat 37 °C’de

inkubasyona birakildi.

. 3 kez yikama igslemi gerceklestirildi. Tim kuyucuklara substrat

sollisyonundan 100’er pl ilave edildi. 10 dakika oda 1sisinda inkube edildi.

. Inkubasyon siiresi sonunda tiim kuyucuklara, icerisindeki soliisyonlar

bosaltilmadan 100 pl stop soliisyonu ilave edilerek reaksiyon durduruldu.

. Mikropleytler sonuglar degerlendirmek {izere ELISA okuyucusuna

yerlestirildi.
Testin Degerlendirilmesi:

Sonuglar ELISA okuyucusunda (Rayta RT-2100C, Cin) 450 nm dalga boyunda
okutularak Optik Dansite (OD) degerleri belirlendi ve sonuglar kit prosediiriine gore

degerlendirildi.
Sonuglarin Degerlendirilmesi:
Kontroller kullanilarak testin “OD Corr” degeri hesaplandi;
OD BCoV — OD kontrol = OD Corr

PP (Yiizde pozitif deger) = OD Corr (6rnek veya negatif kontrol)/OD Corr (Pozitif
kontrol) x 100

OD Corr Pozitif kontrol > 0.5
PP Negatif kontrol < 10
PP <10 Negatif

PP >10 Pozitif
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3. BULGULAR

Konvansiyonel PCR ile incelenen (Sekil 3.1) 92 adet sigira ait svap numunelerinden
10 adedi (%10,87) BCoV antijen varlig1 yoniinden pozitif olarak tespit edilirken 82 adedi
(% 89,13) negatif olarak belirlendi (Cizelge 3.1., 3.2.).

NK  PK 32

730bp — WS o . — N — A

Sekil 3.1. Bazi numunelerden elde edilen RT-PCR firiinlerinin elektroforez sonuglari
Ladder: 100bp DNA leader, NK: BCoV negatif kontrol, PK: BCoV pozitif kontrol, 32,35, .... : Omek no.

BCoV antikor varlig1 yoniinden, ticari indirekt ELISA kiti (BCoV Ab-ELISA) ile
incelenen (Sekil 3.2) 92 adet si8ira ait kan serumu numunelerinden 86’s1 (%93,48) virusa
spesifik antikorlar yoniinden pozitif olarak tespit edildi (Cizelge 3.1., 3.2.). Numunelerden
6 adedinin (% 6,52) ise BCoV antikor varlig1 yoniinden negatif oldugu saptandi.

30.04 .28

Et:s%

Sekil 3.2. Serum numunelerinin bir kismi ile gergeklestirilen BCoV Ab-ELISA sonuglari

BCoV yoniinden pozitif oldugu belirlenen nazal svap numunelerinin alindigi

hayvanlarin bulundugu yerler, cinsiyet, yas, 6rnekleme yapilan hayvanlarin bulundugu
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isletmedeki toplam hayvan sayis1 ve bu hayvanlarda solunum yolu enfeksiyonu bulgulari
haricinde gozlenen klinik belirtiler (ates ve enterit) Cizelge 3.1°de 6zetlenmistir. Buna
gore 11, 32, 35, 38, 46, 62, 71, 74, 75 ve 83 nolu hayvanlara ait svap numuneleri olmak
tizere toplam 10 adet 6rnegin RT-PCR yontemi ile BCoV yoniinden pozitif oldugu
belirlenmigtir. BCoV-Ab ELISA kiti ile 86 adet serum numunesinin pozitif oldugu
orneklerin haricindeki 50, 74, 88, 89, 90, 91 numarali hayvanlara ait serum 6rnekleri
olmak {lizere toplam alti adet numunenin BCoV yoOniinden seronegatif oldugu
saptanmistir. Bu hayvanlardan sadece 74 numarali hayvana ait svap numunesinin BCoV
yoniinden pozitif oldugu tespit edilmistir. Svap Orneklerinin BCoV yoniinden pozitif
oldugu belirlenen diger 9 adet hayvana ait serum numunelerinin ise antikor yoniinden

pozitif oldugu belirlenmistir.

Sekil 3.3 de, belirtilen sayisal dagilima gére RT-PCR ile BCoV yo6niinden pozitif
belirlenen numunelerde respiratorik enfeksiyona eslik eden enteritise dair hayvanlarin
verileri yansitilmaktadir. Buna gore, RT-PCR ile BCoV yoniinden pozitif bulunan
hayvanlarin % 30’unda (3/10) enteritis mevcut iken % 70’inde (7/10) bu bulguya
rastlanmamistir. Hem solunum yolu enfeksiyonu belirtileri hem de ishal semptomlari
gbzlenen 7 hayvana ait svaplarda ise BCoV varlig1 belirlenememistir. Buna ilave olarak
numune alindiktan kisa bir siire sonra 6liim meydana gelen 3 ve 4 nolu hayvanlarda da
BCoV tespit edilememistir. Ayrica yiiksek ates gézlenen, 2 yasin iizerinde ve ayni siiriide
yer alan iki hayvanin (46 ve 47) siiriiye yeni dahil edildikleri ve transport ge¢misleri
oldugu saptanmistir. Bu hayvanlardan 46 nolu hayvana ait svap 6rneginden BCoV varlig

ortaya konulmustur.
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M Var
M Yok

Sekil 3.3. RT-PCR ile pozitif bulunan numunelerde respiratorik klinik belirtilere eslik

eden enteritis orani.

BCoV yoniinden RT-PCR ile pozitif belirlenen hayvanlarin yaslarmma gore
dagilimi Sekil 3.4’ de verilmistir. Numunelerin alindig1 hayvanlardan yaslar1 0-30 giinliik
olanlardan 2, 1-3 ay arasi1 4, 3-6 ay arasi 3, 12 ay lizeri yas araligindaki hayvanlardan ise

1 adet BCoV pozitivitesi elde edildi.

‘l — .

Srnekl " arin Y 0-30 1-3 3-6 6-9 9-12 12+
rnekienen Hayvanlarin Yagi Gun Ay Ay Ay Ay Ay
M Pozitif Numune 5 4 3 0 0 1
Sayisi
M Toplam Numune 10 33 39 1 6 3

Sayisi

Sekil 3.4. RT-PCR ile BCoV pozitif tespit edilen hayvanlarin yasa gore dagilima.
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BCoV bakimindan RT-PCR pozitif bulunan hayvanlarin cinsiyet dagilimi ise
Sekil 3.5’de belirtilmistir. Bu durumda pozitif tespit edilen numunelerin %80°1 disi,

%20’s1 erkek olarak saptanmustir.

M Erkek
M Disi

Sekil 3.5. RT-PCR pozitif bulunan hayvanlarin cinsiyet dagilimi.

Arastirmada kullanilan toplam 92 hayvanin 5 tanesinde BCoV’a spesifik hem

antijen hem de antikor negatif, 77 tanesinde antijen negatif-antikor pozitif, 1 tanesinde

antijen pozitif-antikor negatif, 9 tanesine ise hem antijen hem de antikor pozitif sonucu

elde edilmistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.1. Orneklerin alindig1 hayvanlara ait bilgiler ve test sonuglari.

isletme

Ornek No Al"?iillfel)Yer Cinsiyet ((‘}{;151) (g:;‘lgin Kll;;kzaBlulgu 11} gl-{ BCoV/Antikor
Sayisi) Ates Akt Enterit
1 Sel¢uklu Q 45 150 40,5 + - - +
2 Meram Q 150 50 40 + - - +
3 Meram 3 7 50 39,7 + - - +
4 Karatay 4 25 30 40,5 + - - +
5 Karatay 4 75 30 39,5 + - - +
6 Karatay 4 120 80 41 + - - +
7 Karatay 4 120 80 41 + - - +
8 Karatay 4 150 80 40,3 + - - +
9 Karatay a 180 80 38,5 + - - +
10 Meram Q 20 80 40,5 + - - +
[ 11 [ Meram [ @ [ 15 | 120 [ 40 [ + [ + [ + [+ |
12 Karatay Q 40 30 41 + - - +
13 Karatay a 60 20 40,5 + + - +
14 Karatay a 75 20 40,5 + + - +
15 Karatay Q 300 20 40 + - - +
16 Karatay a 180 80 40 + - - +
17 Meram Q 50 40 40,5 + - - +
18 Gonen Q 210 20 40 + - - +
19 Gonen Q 90 20 40,5 + - - +
20 Gonen a 75 15 41 + - - +
21 Gonen 3 120 15 40 + - - +
22 Gonen Q 60 23 39,7 + - - +
23 Gonen 3 120 23 39 + 3 - +
24 Gonen Q 180 10 40 + — - +
25 Gonen Q 150 40 38,9 + - - +
26 Gonen Q 180 90 40 + - - +
27 Gonen 3 180 85 41 + - - +
28 Meram 3 300 80 40,8 + - - +
29 Meram 3 360 80 40,5 + - - +
30 Meram 3 300 80 39,7 + - - +
31 Meram 3 330 80 39,8 + - - +

33 Karatay a 60 70 39,8 + + - +
34 Karatai Q 45 70 38,7 + - - +
36 Cumra 3 75 1000 40 + - - +
37 Cumra Q 65 1000 40,5 + ) - n
39 Cumra ? 55 1000 39 + - - —|+
40 Cumra 3 30 1000 40 + - - ¥
41 Cumra o) 20 1000 38,5 + - - ¥
42 Cumra ? 15 1000 39 + - - ¥
43 Cumra 3 55 1000 40 + - - ¥
44 Cumra Q 40 1000 39,7 + - - T
45 Cumra 3 70 1000 39 + - - ¥

Kirmizi satir: RT-PCR ile BCoV yoniinden pozitif hayvanlar
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Cizelge 3.1.(Devam) Orneklerin alindi1 hayvanlara ait bilgiler ve test sonuglari.

isletme
() & : Klinik Bul
g”‘ek AmABIYEr | Cingiyet | Y29 Hacmi e RT-PCR | BCoV/Antikor
o (Ilige) (Giin) (Hayvan Nazal j
Sayisi) Ates Akinti Enterit

47 Meram Q 720 7 40 + - - +
48 Selguklu Q 90 15 40,5 + - - +
49 Karatay 3 450 70 39 + - N I
50 Karatay 3 45 70 39 + - N N
51 Meram Q 60 120 40,8 + + - +
52 Meram o) 90 120 41 + - - n
53 Meram Q 90 120 39,1 + - - +
54 Selguklu Q 120 15 39 + - - +
55 Meram Q 180 2 41,1 + - - +
56 Selguklu 4 150 10 40 + - - T
57 Meram 3 15 50 40,1 + - - +
58 Meram d 90 40 40,7 + - - n
59 Meram d 60 40 40,5 + - - n
60 Selguklu Q 60 60 38,6 + + - +
61 Selguklu Q 60 60 39 + + - +
63 Meram 3 120 40 40,2 + - - +
64 Meram 3 120 40 39,7 + - - +
65 Selguklu Q 180 100 39 + + - +
66 Karatay 3 300 80 40,5 + - - +
67 Meram Q 30 120 40,2 + - - +
68 Selguklu IS 150 100 38,5 + - - +
69 Meram 3 180 80 40,7 + g - +
70 Meram 3 100 80 40 + - - T
72 Sarayonil Q 120 300 39 + - - +
73 Sarayonil Q 150 300 40 + - -

76 Sarayonil Q 70 300 41,6 + - - +
77 Meram 3 120 12 40 + - N I
78 Cumra Q 120 1000 40 + - - +
79 Cumra Q 150 1000 39,7 + - - +
80 Cumra ) 120 1000 41 - - - ¥
81 Cumra ? 130 1000 40 - - - ¥
82 Cumra Q 160 1000 41 + - - +
84 Cumra ? 100 1000 39 + - _ +
85 Cumra Q 120 1000 38,7 + - - +
86 Cumra ? 150 1000 41 - - - ¥
87 Cumra ? 150 1000 39 + - - ¥
88 Karatay Q 90 200 40 + - - _
89 Karatay 3 100 200 40,5 + - - -
90 Karatay Q 150 200 41 + - - -
91 Meram Q 45 80 40 + - - _
92 Karatay 3 180 80 41,5 + - - +

Kirmizi satir: RT-PCR ile BCoV yoniinden pozitif hayvanlar
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Cizelge 3.2. RT-PCR ve ELISA pozitiflik oranlari

Test Adn Pozitif/Toplam hayvan sayisi1 (%)
RT-PCR BCoV Pozitivitesi 10/92 (% 10,87)
BCoV Antikor-ELISA Pozitivitesi 86/92 (% 93,48)

Cizelge 3.3. BCoV antijen ve antikor durumunun hayvanlarin yas gruplaria gore
dagilimu.

BCoV 0-30 giin 1-3ay 3-6ay 6-9ay 9-12 ay 12+ay Toplam
Antijen -, Antikor - 0/10 2/33 3/39 0/1 0/6 0/3 5/92
Antijen -, Antikor + 9/10 25/33  34/39 1/1 6/6 2/3 77/92
Antijen +, Antikor - 0/10 0/33 1/39 0/1 0/6 0/3 1/92
Antijen +, Antikor+ 1/10 6/33 1/39 0/1 0/6 1/3 9/92
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4. TARTISMA

Global sigir niifusu 2018 yilinda yaklasik olarak 1.001.84 milyara ulagmistir
(Statista, 2018). Giliniimlizde giderek artan insan niifusu ile orantili olarak beslenme
ihtiyaclar1 da artmaktadir. Beslenme ihtiyaclarinin artmasi daha fazla hayvan ve
hayvansal {irlin gerektirmektedir. Bu iligski hayvan saglig ile ilgili konular1 6nemli hale
getirmistir. Hastaliklardan kaynaklanabilecek verim kayiplarini en aza indirgeyebilmek
icin veteriner hekimlerin bir¢cok hastaligin yani sira 6zellikle sigirlarda gézlenen viral

hastaliklar konusuna da egilmelerini saglamistir.

Solunum sistemi hastaliklariin (BRD) ingiltere sigir endiistrisine yillik 80
milyon sterline mal oldugu tahmin edilmekte olup maliyetin hayvan basina hafif
vakalarda 30 sterlin, 6liimlii vakalarda ise 500 sterlin civarinda oldugu bildirilmektedir.
Mali kayiplarin mortalite ve antibiyotik tedavisi maliyetlerinden meydana geldigi ancak
en biiyiik kaybin hastaligin siiriiniin biiyiik bir kismini etkilemesi ve bu hayvanlarin uzun
tedavi stireclerinden dolay1 ortaya c¢ikan kilo kaybindan kaynaklandigi belirtilmistir
(Scott, 2018). Solunum yolu enfeksiyonuna neden olan etkenlerin (viral, bakteriyel vb.)
fazlalig1 ve sigirlarda solunum yolu CoV’larina yonelik ¢alismalarin sinirli olmasi, tiim
Diinya ve Ulkemizde bu virusun bahsedilen ekonomik kayiplardaki paymnin ne dlgiide

oldugu konusunda tam bir bilgi sahibi olunamamasina yol agmaktadir.

Geng ve yetiskin sigirlarda gézlenen solunum yolu enfeksiyonlarinda sebep olarak
bircok viral ve bakteriyel etken sorumlu tutulmaktadir. Bu aragtirmada solunum yolu
enfeksiyonu belirtileri gosteren, ¢ogunlugunu 0-6 aylik buzagilarin olusturdugu (82/92)
sigirlarda BCoV enfeksiyonlarinin virolojik ve serolojik olarak arastirilarak Ulkemizdeki
respiratorik enfeksiyonlara neden olan etkenler arasindaki durumunun ortaya konulmasi

amaglanmustir.

CoV’lar genis konake¢i yelpazesine sahip viruslardir. Hem RNA yapisinda
olmalar1 hem de mutasyonlara agik olmalar1 sebebiyle meydana getirebilecekleri
salginlarla dikkat ¢ekici 6zellik tagimaktadirlar. Son yillarda CoV’larin, MERS ve SARS
salginlar1 ile insan saghigini tehlikeye diisiirebilecek ciddi tehdit unsurlari olarak
karsimiza ¢ikmis olmalar1 giincelliklerini korumalarina ve aragtirmacilarin bu konuda

yogunlagsmalarina neden olmaktadir.
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Diinyada ve Ulkemizde bugiine kadar gergeklestirilen birgok arastirmada ve saha
caligsmalarinda (Alenius ve ark 1991, Cho ve ark 1991, Heckert ve ark, 1991, Tsunemitsu
ve ark 1991, Alkan ve ark 1998, Travén ve ark 2001, Hasoksiiz ve ark 2005, Bok ve ark
2015, Yavru ve ark 2016) BCoV’nin 6zellikle 1-3 haftalik gen¢ buzagilarda ishal ve
ineklerde kis dizanterisine neden oldugu bildirilmistir. BCoV’nin bu iki 6nemli
enfeksiyonun yanisira 6 aylik oluncaya kadar buzagilarda bazen ishalle es zamanli olmak
lizere Okstlirik ve hafif solunum yolu belirtileri ya da pndomoni ile karakterize
enfeksiyonlardan da sorumlu oldugu vurgulanmaktadir (McNulty ve ark 1984, Saif ve
ark 1986, Heckert ve ark, 1990, Cho ve ark 2001b, Hasoksiiz ve ark 2005, Beuttemmuller
ve ark 2017).

Respiratorik BCoV’un hem enterik hem de solunum sistemi belirtileri yoluyla
sagilim gosterdigi, bu sacgilimin ise 0-4. giinlerde pik diizeyde oldugu da bildirilmistir
(Thomas ve ark 2006). Solunum belirtileri ve ates belirtisi gdstermeyen seropozitif
hayvanlarin beste birinde nazal sagilimin tespit edilmis olmasi da (Tsunemitsu ve ark

1999b) ilging bir bulgu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Solunum yolunda virusun oncelikli etkiledigi bolgeler, burun boslugunun epitel
hiicreleri ve trakeadir. Bu bdlgelerde virus; rhinitis, aksirma ve oksiirme gibi belirtilerle
kendini gosteren orta siddette iist solunum yolu enfeksiyonuna neden olmakta, ayni
zamanda virus alt solunum yolunu da enfekte edebilmekte ve kiigiik ¢apta akciger
lezyonlarma sebep olabilmektedir. BCoV nedenli solunum yolu enfeksiyonlari,
cogunlukla tedavi gerektirecek kadar siddetli seyretmese dahi buzagilari, daha agir
semptomlara yol agan sekonder alt solunum yolu enfeksiyonlarina predispoze kilarlar.
BCoV ile enfekte olan buzagilarin, virusu solunum ve intestinal kanallarinin her ikisinde
birden aynm1 anda bulundurabilecekleri de bildirilmistir (Reynolds ve ark 1986,
Tsunemitsu ve ark 1991, Hasoksiiz ve ark 1999a). BCoV solunum yolu enfeksiyonlari,
genellikle enterik patojenler tarafindan bulagsmada kullanilan fekal-oral yola ilave olarak,
aerosol-nazal yol ile de virus bulagsmasina yol acabilmeleri nedeniyle olduk¢a dnemli
gorilmektedir (Clark 1993, Hasoksiiz ve ark 2005). Bu arastirmada ornekleme
yapildiktan 2-3 giin sonra 6liim meydana gelen iki adet (3 ve 4 nolu hayvanlar), transport
geemisi olan 10 adet olmak {izere tlimii klinik olarak hafiften siddetliye kadar degisen

solunum yolu semptomlar1 gosteren hayvanlar kullanilmistir.
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BCoV’nin digk1 ve nazal 6rneklerden yapilan RT-PCR ve nested PCR ile molekiiler
tanis1 olduk¢a duyarli bir yontem olarak kabul edilmekte ve rutinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. PCR tabanli metotlarin (klasik ya da Real-Time) antikor varliginda bile
viral antijen tespitinde geleneksel metotlardan cok daha duyarli oldugu bilinen bir
gercektir (Cho ve ark 2001, Hasoksiiz ve ark 2002, Brandao ve ark 2006, Takiuchi ve ark
2008, Decaro ve ark 2008, Bok ve ark 2015). Hasoksliz ve ark (2002) RT-PCR gibi
molekiiler tekniklerin ELISA gibi testlere gore duyarli ve 6zgiil oldugunu 6zellikle de

subklinik enfeksiyonlarin teshisinde 6nemli bir yer tuttugunu bildirmislerdir.

Bu arastirmada RT-PCR ile virusun N genine yonelik primerlerin kullanilmig
olmasinin sebebi bu bdlgenin virusun diger genlerine nazaran daha stabil bir yapiya sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir. Nitekim Amerikan Center for Disease Control and
Prevention (CDC) kurulusu da virusun teshisi agisindan N geninin hem izleme hem de
dogrulama amagl olarak PCR caligsmalarinda kullanilabilecegini bildirmistir. (Timurkan

ve ark 2015).

Direkt ELISA yontemi ile karsilastirildiginda RT-PCR tekniginin 50, nested PCR
tekniginin ise 5000 kat daha duyarli oldugu bildirilmistir (Cho ve ark 2001). Ayrica RT-
PCR’1n hiicre kiiltiirii izolasyonu gibi klasik yontemlere gére daha hizli, duyarl ve daha

az zahmetli bir yontem oldugu ¢ok aciktir. (Escutenaire ve ark 2007, Decaro ve ark 2008).

Decaro ve ark (2008) ciftliklerden topladiklar1 92 diski ve 82 nazal svab 6rnegini
Real Time RT-PCR yontemi ile BCoV yoniinden incelemisler ve 43 diski ve 54 nazal

svap Orneginde pozitif sonug tespit etmislerdir.

Alkan ve ark (2011) BCoV’un respiratorik ve enterik S1 gen bdlgesinin genetik
karakterizasyonlarini belirlemek amaciyla yaptiklari bir ¢alismada ishal ve solunum yolu
belirtileri gosteren sigirlardan aldiklar1 147 diski ve 199 nazal svap 6rnegini hem ELISA
hem de RT-PCR yontemleri ile incelemisler, 16 diski ve 2 adet nazal svap 6rneginde

pozitiflik belirleyerek her iki tipin de lilkemizde yaygin oldugunu bildirmiglerdir.

Timurkan ve ark (2015)’nin yaptiklart bir ¢alismada ise Erzurum ili ve
ilgelerinden elde edilen 8 adet akciger 6rnegi ve 46 adet nasal svap drnegine nested-RT-

PCR testi yapilmis ve % 20.4 pozitiflik elde edilmistir.

Hasokstiz ve ark (2005)’nin yaptiklari bir c¢alismada, Tiirkiye’nin
Kuzeybatisindaki illerde yer alan ve klinik belirtiler gosteren sigirlardan alinan 96 adet

serum, fekal ve nazal svap numuneleri antijen-ELISA ve antikor-ELISA ile analiz
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edilmistir. 0-30 giin, 4-12 ay ve 2-7 yas aras1 olarak gruplanan hayvanlardan sadece 4-
12 ay aras1 yas grubunda bulunan bir hayvanda BCoV’un nazal olarak sacildig: tespit
edilmistir. Tim sigirlarin % 50'sinde BCoV antikor titresi ELISA ile tespit edildiginde
<100 iken, sigirlarin % 27.1'1 1.600 ila 25.600 arasinda degisen yiiksek titrelere sahip
oldugu belirlenmistir. Digki yoluyla BCoV'u sacan hayvanlarda serokonversiyon orani
% 7.3 (7/96) ve ELISA ile saptanan fekal sacilimin negatif sigirlarda % 42.7 (41/96) ve
diskida serokonversiyon BCoV bulunmayan sigirlarda % 20.8'1 oldugu bildirilmistir.
Serokonversiyon ile nazal veya fekal BCoV sag¢ilimi arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir iligski olmadigini kabul etmiglerdir. Bu arastirmada svap drneklerinde BCoV tespitinin
92 hayvandan 10 tanesinde (% 10.86) gerceklestirilmis olmasi, solunum yolu ile virusun
sagcilim oraninin, Hasoksiiz ve ark (2005) tarafindan yapilan calismaya gore yiiksek
oldugunu gostermistir. Arastirmada elde edilen veriler daha once 199 nazal svap
orneginin sadece 2 adedinde BCoV pozitivitesi belirleyen Alkan ve ark (2011)’nin
bildirdigi oranlara bakildiginda da yiiksek bulunmustur. Ulkemizde Timurkan ve ark
(2015)’nin Erzurum yoresinde yapmis olduklar1 diger bir calismada ise RT-PCR ile
belirlenen pozitiflik oraninin bu arastirmaya gore yiiksek oldugunun belirlenmesi
(% 20.4) Erzurum yoresinin respiratorik CoV varligi agisindan endemik bir bdlge
olabilecegini ve bdlgenin Ozellikle kis aylarindaki cografi kosullarinin géz Oniinde

tutulmasi gerektigini diisiindiirmektedir.

Arastirmamizda solunum yolu svap 6rneklemesi yapilan hayvanlarin sadece 10
adedinde enteritis olgusu tespiti yapilmistir. Ancak arastirmada asil hedef ozellikle
solunum yolu enfeksiyonlar1 etkenleri arasindaki BCoV’nin durumu hakkinda bilgi
edinmek oldugundan, rektal svap veya gaita numunesi 6rneklemesi yapilmamis olmasi
hayvanlardaki BCoV’nin enterik sacilimi konusunda bir fikir yliriitiilememesine neden

olmustur.

Fulton ve ark (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada besi sigirlarinda BRD’ye
sebep olan viruslar (BoHV-1, BVDV, BRSV, BCoV, PI3V) ile ilgili olarak, BRD
belirtileri gosteren 114 hayvandan nazal svap alinmis ve daha sonra bu numunelere yedi
adet nekropsi 6rnegi dahil edilmistir. Nazal svap ve doku homojenatlar jel bazli PCR (G-
PCR), kantitatif PCR (qPCR), kantitatif real time reverz transkriptaz PCR (qQRT-PCR) ve
hiicre kiiltiirii ile test edilmistir. 114 nazal svap BCoV agisindan qRT-PCR ile test
edildiginde 72, G-PCR ile 30, hiicre kiiltiiriinde ise 21 tanesi pozitif bulunmustur.
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Nekropsi drneklerinin timii G-PCR ile BCoV agisindan negatif, hem qRT-PCR hem de
kiiltiir sonuglarina gore ise ikiser adet pozitif numune tespit edilmistir. qRT-PCR ile
BCoV agisindan pozitif bulunan 72 numunenin 19 tanesi kiiltiir sonucunda da pozitif
bulunmus, G-PCR ile test edilen 72 numunenin 30 tanesi BCoV agisindan pozitif
bulunmustur. Toplam 121 numuneden 13 tanesinin BCoV agisindan ¢alisilan 3 yontemde

de pozitif oldugu ortaya konulmustur.

Bettenmuller ve ark (2017)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada Brezilya’nin giineyinde
yer alan Parana eyaletinde bulunan besi sigirlarindan BRD salgini sirasinda toplanan
nazal svaplardan BRCoV (BR-UELI11 susu) elde edilmistir. BCoV varligi, N genini
hedefleyen semi-nested PCR kullanilarak teyit edilmistir. Spike polimorfik bolgesinin
kismi sekansi diger BCoV suslariyla karsilastirilmistir. Brezilya’da daha once izole
edilmis buzag diyaresi (BECoV) ve kis dizanterisi (BRCoV) ile iliskili olan BCoV’ler
ile BR-UELI11’in klasik referans prototipler ile filogenetik iligkileri analiz edilmistir.
Brezilyada’ki BRCoV suslart; buzagi diyaresi ile ilgili ¢ogu izolatlardan ve Mebus,
Nebraska ve LY VB gibi soy olarak prototip suslardan farkli bir grupta kiimelenmistir.
Brezilyada’ki BRCoV suslarinin, kis dizanterisi ile ilgili son yillarda izole edilen suslarla
%98-99 oraninda niikleotid benzerligi gosteren bir grupta kiimelendigi belirlenmistir. Bu
sonuclar dogrultusunda Brezilya’da izole edilen suslarin enterik viruslardan evrimleserek
hem enterik hem de respiratorik bir karaktere dontistiigii ileri stiriilmiistiir. Arastirmacilar
(Bettenmuller ve ark 2017) CoV’larin baslica nétralize edici antijeninin spike proteini
olmasindan dolay1 Brezilya suslart ile BCoV prototipleri (Mebus, Nebraska vb)
arasindaki S gen dizisinde farklilik tespit edilmesi sebebiyle kullanilan asilarin
etkinliginin degerlendirilmesi gerektiginin dnemini vurgulamaktadirlar. Ciinkii Tiirkiye
de dahil olmak iizere sahada halen bir¢ok iilkede kullanilan, Mebus susu gibi buzagilarda
diyare olusturan suslarla {iretilen asilarin 6zellikle solunum ve kis dizanterisine sebep

olan suglara kars1 etkinligini azaltabilecegi diisiiniilmektedir.

Ulkemizde Timurkan ve ark (2015) tarafindan gergeklestirilen bir arastirmada
solunum sistemine ait 6rneklerden elde edilen 1 adet BCoV pozitif PCR {iriiniiniin dizi
analizi sonrast coronavirus ailesinin Betacoronavirus A grubunda yer aldig1 ve
Tiirkiye’de kullanilan BCoV as1 suslar ile ayni clusterda oldugu filogenetik olarak tespit

edilmistir. Bu aragtirmada ise elde edilen PCR firiinlerinde dizi ve filogenetik analiz
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yapilmadigi i¢in Tiirkiye’de daha dnce tespit edilmis olan enterik ve respiratorik BCoV

suslari ile akrabalik derecesi belirlenememistir.

Bu calismada Konya ve Isparta ¢evresindeki bolgelerden toplanan 92 adet
respiratorik sisteme ait hastalik belirtileri gdsteren buzagi ve sigirlardan alinan nazal svap
numuneleri RT-PCR ile BCoV varlig1 ve serum nununeleri ELISA ile spesifik antikorlar
yoniinden arastirildi. Uygun yontemlerle hazirlandiktan sonra RT-PCR ile incelenen 92
adet nazal svap numunesinden 10°u (%10.87) BCoV yoniinden pozitif bulundu. Usuliine
uygun olarak hazirlanan 92 adet serum numunesinden 86°s1 (%93,48) ELISA ile BCoV

antikor varlig1 yoniinden pozitif olarak tespit edildi.

Bu arastirmada BCoV tespiti yapilan 10 hayvanin 9 tanesi 6 ayliga kadar olan
hayvanlar olup sadece bir tanesi 1 yas {istii hayvandan olusmaktadir. Alt1 ayliga kadar
olan antijen pozitif hayvanlarin sekiz tanesinde ayni zamanda spesifik BCoV antikor
varliginin tespiti ilging bir bulgu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Arastirmamiza paralel bir
bulgu olarak Hasoksiiz ve ark (2005) tarafindan yapilan arastirmada, 0-30 giinliik 4, 4-12
aylik 2 hayvan ve 2 yasin tizerindeki 1 hayvanda olmak tizere toplam 7 hayvanda gaitada
virus sacilimi ile beraber serum antikor pozitivitesi saptandig1 bildirilmistir. Ulkemizde
Alkan ve ark (2011) tarafindan gerceklestirilen arastirmada ise enterik BCoV sagilimi
gosteren 1 ila 2 aylik 7 adet buzaginin 4’linde ve 3 yasindaki bir sigirda ayn1 zamanda
notralizan antikor varligi belirlenmistir. Bu hayvanlarin 2’sinde (1-2 aylik) enterik
sacilimin yaninda nazal BCoV sacilimi ve 1/80 titrede nétralizan antikor varligi
belirlenmigtir. Saif (1993) bu konu ile ilgili olarak respiratorik coronavirus
enfeksiyonlarinda kolostrum yoluyla pasif olarak yavrulara gecen serum antikorlarinin
rollerinin tam olarak agiklanamadigini bildirmistir. Domuzlarda PRCV ve buzagilarda
BCoV ile ilgili bazi ¢aligsmalarda da (Cox et al., 1990; Heckert et al., 1991) diistik titredeki
maternal antikor varligimin solunum yolu enfeksiyonlarinda viral replikasyonu
engelleyemedigi vurgulanmistir. Serum antikor varliginin ise genellikle enterik CoV
enfeksiyonlarindan korunmada etkin bir rol oynamadig1 diisiiniilmektedir. Bu goriise
uygun olarak domuzlarda PRCV ve buzagilarda BCoV’ye karsi diisiik titredeki maternal
antikorlarm, respiratorik yollardaki viral replikasyonu engellemedigi tespit edilmistir
(Saif, 1993). Nitekim bu arastirmada BCoV antijen tespiti yapilan 10 hayvanin 9

tanesinde spesifik antikor tespitinin yapilmis olmast bu goriisii destekler niteliktedir.
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Ancak antikor titresi tespiti yapilmadigi i¢in titre-koruma diizeyi konusunda herhangi bir

yorum yapilamamaistir.

Lin ve ark (2001) BRDC ile iligkili bir pnémoni epizootiyolojisi sirasinda
sigirlarin  serumlarinda respiratorik BCoV’a karst noétralize edici ve HI antikor
yanitlarinin - kinetigini degerlendirmiglerdir. Epizootik pndmoninin baslangicinda
respiratorik BCoV sacgilimi gerceklesen buzagilar diisiik seviyelerde nétralizan ve HI
antikorlarma sahipken, HE ve S viral glikoproteinlerine kars:1 yiiksek seviyede antikor
barindiran sigirlar respiratorik BCoV i¢in negatif bulunmustur. Ayrica, Olclilen tim
BCoV antikor izotipleri (IgM, IgG1, 1gG2), notralizan ve HI antikorlar1 ile anlaml
sekilde baglantili bulunmustur. Oliimciil respiratorik BCoV enfeksiyonlarina sahip
sigirlarda sadece IgM antikor yanitlar1 tespit edilmistir. Lokal olarak indiiklenmis
interferon veya IgA antikorlarinin BCoV ile ilgili olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Ayrica
verilere gore, BCoV buzagi diyare susunun intra nazal (IN) uygulamasinin respiratorik
BCoV’a maruz kalmaya kars1 ¢apraz korumay1 indiikledigi belirtilmistir. Bulgular farkli
klinik orjinli BCoV suslar arasinda ¢apraz korumayi dogrulayan, buzagilarin deneysel
challenge calismalar1 sonuglari ile uyumlu bulunmustur. Gnotobiotik veya kolostrumdan
mahrum kalmis buzagilarin buzag: diyaresi, kis dizanterisi ve respiratorik BCoV suslar1
ile inokiilasyonu hem nazal hem de fekal olarak BCoV’un sacilmasina yol agmis,
ardindan da bir buzagi diyare susu ile challengedan sonra diyareye karsi tam bir koruma
sagladig1 anlasilmistir. Heterolog BCoV suslari ile karsilasan buzagilarda subklinik nazal
ve fekal olarak virusun sacilimi (sadece RT-PCR ile saptanmis), subklinik BCoV
enfeksiyonlarmi belgeleyen saha galigmalarmi ve subklinik olarak enfekte olmus

hayvanlarin BCoV i¢in potansiyel bir enfeksiyon kaynagi oldugunu dogrulamistir.

BCoV enfeksiyonlarinin serolojik teshisi ic¢in, nétralizasyon (Carman ve ark.,
1992) ve indirekt ELISA (Travén ve ark., 1999) en yaygin olarak kullanilan testlerdir.
Yapilan arastirmalarda (Saif, 1990) enfekte siirii icinde ¢ogu buzagi ve yetiskin sigirlarin

BCoV’una kars1 serum antikorlarina sahip olduklar1 bildirilmistir.

Hasircioglu (2005) ishalli buzagilarda CoV tespiti ve saglikli sigirlarin
epidemiyolojideki roliinii arastirdig1 ¢calismasinda, ishalli hayvanlarin % 25 (9/36)’inde,
saglikli annelerinde ise %76 (35/46)’sinda seropozitiflik saptamustir.

Saif ve ark (1991) 6 farkli siiriide bulunan Winter Dysentery (WD) sendromlu

sigirlarin %90’1nda (26/29), ayni isletmelerde bulunan saglikli goriiniimli sigirlarin ise
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%9’unda (1/11) BCoV’un sacilimini tespit etmislerdir. Arastirmacilar (1991), WD ve
saglikl goriiniimlii sigirlarda seropozitiflik oranlarinin ise sirastyla %73 ve %25 olarak
bildirerek, saglikli sigirlarin epidemiyolojik 6nemine dikkat ¢gekmislerdir.

Yildirim ve ark (2008) tarafindan Ulkemizin kuzeydogu bélgesinde VNT ile
yaptiklar bir ¢alismada BCoV seroprevalansini1 %26.3, BCoV’a yonelik antikorlart ise
%4.2 olarak bildirmislerdir.

Bu arastirmada as1 uygulanmamis hayvanlarda % 93.47 oraninda seropositivite
tespit edilmis olmasi hayvanlarin kolostrum yolu ile veya hayatlarinin belli bir doneminde
BCoV’ye maruz kaldiklarim1 gostermektedir. Ancak svap oOrneklerinde BCoV tespit
edilen 10 hayvanin 9’unda ayni1 zamana BCoV’ye 6zgii antikorlarin bulunuyor olmasi bu
antikorlarin respiratorik BCoV enfeksiyonlarina karsi korunmadaki etkinliklerini
stipheye diisiirmektedir. Arastirmadaki serolojik bulgulara uygun bir bigimde Alkan ve
ark (2002) dokuz farkli isletmeye ait 919 adet eriskin sigirdan sagladiklari kan 6rneklerini
BCoV spesifik antikorlar1 yoniinden mikronétralizasyon testi ile kontrol ettikleri
calismalarinda 150 adet (%16.3) kan serumunda BCoV’a spesifik antikorlarm varligini
saptadiklarin1 bildirmislerdir. Kontrol edilen isletmelerin tiimiinde erigkin sigirlarda
BCoV enfeksiyonunun varligi serolojik olarak belirlenmis, isletmelere gore
seroprevalans degerleri %4.4-100 arasinda tespit edilmistir. Yavru ve ark (2016) Burdur
ve cevresindeki klinik olarak ishal semptomu gosteren 184 adet buzagidan ve
annelerinden topladiklar1 kan serum Orneklerini indirekt ELISA yontemi ile BCoV’e
spesifik antikorlar yoniinden inceledikleri calismalarinda %93.99 oraninda yiiksek
seropozitiflik saptadiklar1 belirlemislerdir. Alenius ve ark (1991)’de Isvigre’de kis
dizanterisi enfeksiyonu gozlenen 549 diiveyle yaptiklari serolojik bir caligmada
hayvanlarin % 61’inin BCoV’ye karst seropozitif oldugunu, bu hayvanlarda BCoV
antikorlar1 yaninda BVDV'una 6zgii antikorlarin da tespit edilmesi nedeniyle BCoV'un

BVDV ile birlikte hastaligin seyrini agirlastirabilecegi diisiincesini ileri stirmiislerdir.

Bolge ve hayvan sayisi agisindan sinirli bir aragtirma olmasina ragmen 6rneklenen
hayvanlarin svap numunelerinde spesifik antijen, serum orneklerinde ise yiiksek oranda
seropozitivite tespit edilmesi, Ulkemiz i¢in solunum yolu enfeksiyonuna neden olan
etkenler arasinda respiratorik BCoV enfeksiyonlarinin énemli bir yeri oldugunu ortaya
koymustur. BCoV enfeksiyonlarinda aerosol bulagmanin ve respiratorik BCoV

enfeksiyonlarinin buzagi ishallerinin patogenezinde etkili olup olmadigini ortaya

61



koyacak, respiratorik ve enterik BCoV suslar1 arasindaki iligkileri agiga kavusturacak

arastirmalarin gergeklestirilmesinin oldukc¢a 6nemli oldugu kanisina varilmastir.
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5.SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu caligmadan elde edilen veriler lilkemizdeki sigir siiriilerinde
oldukca sik goézlenen solunum yolu enfeksiyonlarina neden olan etkenler arasinda
BCoV'nin 6nemli bir yeri olabilecegi kanisini uyandirmistir. Bu nedenle etkenin solunum
formunun iilke hayvanciligi agisindan dikkat edilmesi gereken bir problem oldugu,
ozellikle gen¢ hayvanlar etkileyerek siiriilerde hizli bir bulagsma egilimi gosterebilecegi,
bazi durumlarda vakalarin 6liimle sonuglanabilecegi ve solunum yolu enfeksiyonu tedavi
masraflarin1  arttirabilece8i gerekcesiyle iilkemiz {ireticilerini ekonomik anlamda

etkileyebilecegi sonucuna varilmistir.

Solunum yolu klinik belirtileri gosteren hayvanlardan elde edilen BCoV izolatlar1
kullanilarak 1ileride gergeklestirilecek c¢alismalarda, bu izolatlarin epidemiyolojik,
molekiiler, biyolojik ve antijenik Ozellikleri basta olmak {izere karakterizasyonlarinin
yapilmasi ve Tiirkiye'deki diyare olgular1 basta olmak iizere farkli klinik vakalardan elde

eldilen saha suglari ile karsilastirilmalar1 6nem arz etmektedir.

Gelecekte BCoV'lerin hafif klinik seyir seklinden o6liimle sonuglanan vakalara
kadar degisebilen genis bir solunum yolu enfeksiyonu spektrumunu nasil indiikledigine,
hastaligin siddetini, virus sagilimi ve bulagsmasini arttiran unsurlarin ve etkilesimlerin
ortaya konulmasina yonelik calismalar hedeflenebilir. Ozellikle seropozitif hayvanlarda
antijen tespit edilmesi gibi ilging bulgularin agikliga kavusturulmasi i¢in kolostrum
almamis gnotobiyotik hayvanlarda deneysel BCoV enfeksiyonlari olusturularak PCR gibi
genetik materyalin tespitine dayali testlerle birlikte doku kiiltiirii izolasyon yontemleri
kullanilarak virus aktivitesinin ve saciliminin izlenmesini igeren ¢aligmalar

hedeflenebilir.

Etkili solunum yolu BCoV asilari i¢in gerekli temel niteliklerin ve bu niteliklerin
korunma ile ilgili baglantilarinin anlasilamamasi ag1 gelistirilmesinin 6niindeki engeller
olarak goriilmektedir. Respiratorik BCoV enfeksiyonlarina karst olusan immunitenin tam
olarak anlasilmasina yonelik arastirmalarin yapilmasi da agiklanamayan bir¢ok noktanin
aciga kavusmasini saglayacaktir. Bu arastirma da dahil tiim Diinyada gerceklestirilen
caligmalarda sigir siiriilerinde BCoV’ye karsi seropozitivitenin yiiksek oldugunun

belirlenmis olmas1 nedeniyle, salgin siiphesinin oldugu vakalarda hayvanlardan ikiser
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hafta ara ile serum numuneleri alinarak antikor testlerine tabi tutulmasinin teshis i¢in bir

kriter olusturup olusturmayacagi da arastirilabilir.

Solunum sistemine yonelik olarak iilke genelinde daha kapsamli arastirmalarin
yapilmast ve BCoV ig¢in sekans analiz ¢alismalarinin arttirilmasi onem arzetmektedir.
Ozellikle BCoV igin hiicresel immuniteyi uyarabilecek nazal as1 ¢alismalari ile birlikte
hem enterit hem de respiratorik sistem hastaliklarina yonelik, yerel olarak
gelistirilebilecek miks as1 c¢alismalarma ihtiyag duyulmaktadir. Nitekim Ulkemizde
bir¢cok enfeksiyona karsi ithal asilarin kullaniyor olmasi saha da bu asilarin yerel suslara
kars1 koruyuculuk seviyelerinde bazi siiphelere ve problemlere yol agtigi ¢ogu kez

gbzlenen bir durumdur.
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EK A: Etik Kurul Belgeleri
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“Solunum yolu enfelsivonu klinik belirtileri gisteren sifirlarda Bovine Coronavirus
{(MCa¥) enfeksivonlarmin PCR teknigi ile arastolmasy™ hashkl Ter Projesi hagvurusy
degerlendirilmislir,

T galigmady, alman dmeklende Bovine Coronavires (BCoV) antijen varligmin PCR teknigi
ile neelenereg, coronayvinus prevalansmm degerlendimmesinin vapilacagn, aynes selunum
yolu frmeklemest vamlun hayvanlordan, kan meldemelern de yapilarak hayvanlann BCoY
viintindan serplojik durumlarinin da artaya konulmasimn amaglandif ifade edilmektedir.
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