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Özet
Neonatal dönemde en önemli mortalite sebebi olan buzağı ishalleri birçok faktöre bağlı olarak gelişmekte ve büyük ekonomik kayıplara sebep olmak-
tadır. Türkiye’ de bugüne kadar yapılan epidemiyolojik çalışmalarda, viral etkenlerin yeni doğan buzağılarda önemli oranda neonatal ishal olgularına 
neden olduğu gösterilmiştir. Bu çalışmada şiddetli ishal ve neonatal ölümlerin görüldüğü buzağılarda çoklu viral enfeksiyonların rolü araştırıldı. Çalışma 
kapsamında tek bir işletmeden toplanan dışkı örnekleri (n=16) üç farklı hücre hattında (MDBK, HRT-18 ve MA-104) virus izolasyonuna alındı. Tüm 
örneklere 4 kör pasaj işlemi ve sonrasında IPMA testi uygulandı. Bu süreçte araştırılan enterik virusların (BRV, BCoV, BVDV, BToV) hücre kültüründe 
izolasyonu yapılamadı. Çalışma kapsamında dışkı örneklerinden PCR ve Ag ELISA testlerinin sonuçlarına göre, ishal semptomu gösteren 16 buzağıdan 
alınan dışkı örneklerinin 14 (%87,5) adedinde araştırılan enterik virusların en az bir tanesi tespit edildi. Araştırılan olgularda tekli BRV enfeksiyonuna 
rastlanmazken; 2 (%12,5) hayvanda tek BCoV, 2 (%12,5) hayvanda tek BVDV, 2 (% 12,5) hayvanda tek BToV enfeksiyonu saptandı. Diğer yandan 1 
(%6,25) hayvanda BRV ve BVDV, 1 (%6,25) hayvanda BCoV ve BToV, 4 (%25) hayvanda BCoV ve BVDV, 1 (%6,25) hayvanda BVDV ve BToV içeren 
ikili enfeksiyonlar tespit edildi. 1 (%6,25) hayvanda ise BVDV, BToV ve BCoV olmak üzere enterik virusların oluşturduğu üçlü enfeksiyon saptandı. 
SDS-PAGE testinde akrilamid jel üzerinde RNA segmentlerinin bant profillerine göre (4/2/3/2) tespit edilen rotavirusun grup A'da yer aldığı gösterildi. 
Ayrıca çalışmada da PCR testi ile pozitif saptanan rotavirusun, G10P[11] genotipine sahip olduğu, genotip spesifik primerler kullanılarak tespit edildi. 
Bu araştırmada neonatal buzağı ishallerine sebep olabilen önemli viral etkenler olan BRV, BCoV, BVDV ve BToV’ un aynı işletmede eş zamanlı olarak 
görülebileceği ve şiddetli hastalık bulguları ve kayıplara neden olabileceği gösterilmiştir.
Anahtar Kelimeler: Neonatal buzağı ishalleri, Çoklu viral enfeksiyon, Bovine Rotavirus (BRV), Bovine Coronavirus (BCoV), Bovine Viral Diarrhea 
Virus (BVDV), Bovine Torovirus (BToV)

Concurrent Infections of Enteric Viruses (BRV, Bcov, BVDV, Btov)
in Calves with Neonatal Diarrhea 

Abstract
Calf diarrhea, which develops in the neonatal period and is the most important cause of mortality, develops depending on many factors and causes 
significant economic losses all over the world. In the epidemiological studies conducted in Turkey to date, it has been shown that diarrhea often occurs 
after the calving period and causes great economic losses with growth retardation, treatment costs and deaths. Stool samples collected in the study were 
isolated in three different cell lines (MDBK, HRT-18 and MA-104), enteric viruses (BRV, BCoV, BVDV, BToV), which were intended to be obtained 
after four blind passages and IPMA test, could not be isolated in cell culture. According to the results of PCR and Ag ELISA tests from stool samples 
within the scope of the study, at least one of the investigated enteric viruses was detected in 14 (87.5%) stool samples taken from 16 calves with diarrhea 
symptoms. While no single BRV infection was found in the study; Single BCoV infection was detected in 2 (12.5%) calves, single BVDV infection in 2 
(12.5%) calves, and single BToV infection in 2 (12.5%) calves. Dual infections of BRV and BVDV were detected in 1 (6.25%) calf, BCoV and BToV in 1 
(6.25%) calf, BCoV and BVDV in 4 (25%) calves, and BVDV and BToV in 1 (6.25%) calf. A triple multible infection of enteric viruses, BVDV, BToV and 
BCoV, was detected in 1 (6.25%) calf. Rotavirus, which was detected according to the migration pattern of RNA segments (4/2/3/2) on acrylamide gel in 
the SDS-PAGE test, was shown to be in group A. In addition, in the study, it was determined by using genotype-specific primers that the rotavirus, which 
was detected positive by PCR test, had the G10P[11] genotype. In this study, it was shown that BRV, BCoV, BVDV and BToV, which are important viral 
agents that can cause neonatal calf diarrhea, can be seen simultaneously in the same farm and cause severe disease findings and losses.
Keywords: Neonatal calf diarrhea, Multible viral infections, Bovine Rotavirus (BRV), Bovine Coronavirus (BCoV), Bovine Viral Diarrhea Virus 
(BVDV), Bovine Torovirus (BToV)
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Giriş

Neonatal dönemin ilk 10 günlük döneminde en önem-
li mortalite sebebi olan buzağı ishalleri birçok enfeksiyöz 
ya da non-enfeksiyöz faktörlere bağlı olarak gelişmekte 
ve sığırcılık işletmeleri için önemli ekonomik kayıplara 
sebep olmaktadır 1. Bu dönemde özellikle enfeksiyöz ori-
jinli (bakteriyel, viral ve paraziter) ishaller ön plana çık-
makta ve bunlar arasında E. coli, Cryptosporidium, Rota-
virus, Coronavirus, Bovine Viral Diarrhea ve Toroviruslar 
yer almaktadır2–7. Non-infeksiyöz sebeplere bağlı olarak 
gelişen ishaller ise alimenter faktörler, hazırlayıcı faktörl-
er ve çevresel faktörleri kapsamaktadır 8. Hastalıklara karşı 
savunma mekanizması gelişmemiş ve kolostrum almamış 
buzağılarda, bakım ve besleme şartları iyi düzeyde olsa 
dahi neonatal ishal nedenli kayıplar yaşanabilmektedir. 
Türkiye'de yılda yaklaşık 6 milyon buzağının doğduğu ve 
neonatal dönemde en az %15 oranında kayıp yaşandığı ön 
görülmektedir 9.

Buzağı ishallerinde sıklıkla karşılaşılan ve ilk olarak 1974 
yılında elektron mikroskobu ile teşhis edilmiş olan rota-
viruslar 10, Reoviridae ailesi içerisinde Rotavirus genusun-
da sınıflandırılan, zarfsız, kübik simetrili, çift iplikçikli ve 
11 segmentli RNA genomuna sahip olan viruslardır. Vi-
ral genom 6 yapısal (VP1- 4, VP6, VP7) ve 6 yapısal ol-
mayan protein (NSP1-6) olmak üzere toplam 12 protein 
kodlamaktadır 11. VP6 gen bölgesinin genetik ve antijenik 
özelliklerine dayanarak rotaviruslar on gruba (tür) (A-J) 
ayrılmıştır 12. Buzağı ishallerinde rotavirus A grubu ön 
planda yer almakla birlikte B ve C grubu rotaviruslar sığır-
larda spontan olarak enfeksiyona neden olmaktadır 13. Ro-
tavirus suşları, dış kapsid proteinleri VP7 (glikoprotein, G) 
ve VP4 (proteaza duyarlı protein, P) genleri kullanılarak 
tiplendirilmektedir 14. Genel olarak rotaviruslar 42 farklı G 
genotipi (G1-G42) ve 58 farklı P genotipine (P[1]-P[58]) 
sahiptir 15. Saha çalışmaları sırasında tespit edilen sığır ro-
tavirus genotiplerinin büyük çoğunluğu G6, G10 11 ve daha 
az yaygın olan G8 olarak tespit edilmiştir 16. Bu genotipler 
genellikle P[5], P[11] ve daha az sıklıkla P[1] ile ilişkilendi-
rilmiştir 17.

İlk olarak 1970' lerde yenidoğan buzağılar arasında di-
yare salgını sırasında tanımlanmış ve bugüne kadar birçok 
ülkeden bildirimi yapılmış olan coronaviruslar, Nidovirales 
dizininde, Coronaviridae ailesinde, Coronavirinae alt ail-
esinde, Betacoronavirus genusunda yer almaktadır 18. Zarflı, 
helikal simetrili, pozitif polariteli olan RNA viruslarıdır. 
Viral genom nükleokapsit (N) proteini, transmembran 
(M) glikoproteini, spike (S) glikoproteini, envelope (E) 
proteini ve hemaglütinin-esteraz (HE) glikoproteini olmak 

üzere beş adet yapısal protein kodlamaktadır. S glikopro-
teini S1 ve S2 olmak üzere iki alt birimden oluşmaktadır 
ve değişken bölge olduğu için coronavirusların genetik 
değişimlerinin tespitinde kullanılmaktadır 19.

BVD virusu ilk olarak 1946 yılında New York şehrinde 
sığırların yeni bir virusu olarak tespit edilmiş olup, 
hastalığın ekonomik öneminden dolayı birçok ülke kon-
trol ve eradikasyon programları uygulamaktadır 20. Multi-
sistemik bir enfeksiyona neden olan etkenin, buzağılarda 
ishale sebep olduğu yapılan çalışmalarda gösterilmiştir 4 . 
Flaviviridae ailesinde, Pestivirus genusunda yer alan BVD 
virusu pozitif anlamlı, 12.5 kb ve lineer tek iplikçikli RNA 
genomuna sahip olup; virion zarflı ve ikozahedral simetri-
lidir 21. Genomda bulunan genler 5’→ 3’ yönünde sırasıyla; 
Npro, C, Erns, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve 
NS5B ’ dir. BVDV-1 ve BVDV-2 genotipleri taksonomik 
ve epidemiyolojik çalışmalarda sıklıkla kullanılan 5’UTR 
bölgesine göre ayrılmış olup, yapılan filogenetik anali-
zler sonucunda BVDV-1 türünün 21 (1a-1u) ve BVDV-2 
türünün 4 (2a-2d) alt grubu olduğu tespit edilmiştir. Aynı 
zamanda, her iki virus türe de sitopatojen (cp) ve sitopato-
jen olmayan biyotipleri (ncp) barındırmaktadır 4,22. 

Sığır torovirusların (BToV) ilk olarak ishalli buzağılar-
da 1979 yılında Amerika Birleşik Devletlerinde tanım-
lanmıştır 5. BToV, Nidovirales dizininde, Coronaviridae 
ailesinde, Torovirinae alt ailesinde tanımlanan zarflı, tek 
sarmallı, pozitif polariteli bir RNA virusudur. 25-30 kb 
uzunluğunda olan viral genomdan iki adet yapısal ol-
mayan protein (ORF1a ve ORF1ab) ve dört adet yapısal 
protein (spike (S), membran (M), hemaglutinin-esteraz 
(HE) ve nükleokapsid (N)) kodlanmaktadır 1. M ve S hedef 
gen bölgelerine göre BToV’ ların filogenetik çalışmaları 
bulunmaktadır 1,5. 

Ülkemizde yenidoğan buzağı kayıplarında ishal kaynaklı 
mortalite oranları bölgelere ve çiftliklere göre değişme-
ktedir ayrıca koruyucu veteriner hekimlik hizmetlerinin 
uygulandığı çiftliklerde dahi yüksek olduğu tespit edilm-
iştir 23–25. Bu çalışmada bir sığırcılık işletmesinde yenidoğan 
buzağılarda ishale sebep olan önemli enterik viral etkenler-
in (BRV, BCoV, BVDV ve BToV) birlikte veya eş zamanlı 
olarak enfeksiyon oluşturma durumları araştırılmıştır.  

Materyal ve Metot
Örneklerin toplanması
Araştırmaya konu olan vakalar 2021 yılı Kasım ayında Ed-
irne’ de 40 tanesi ishal semptomu gösteren, 60 günlükten 
küçük 250 buzağı bulunan entansif bir süt işletmesinde ön-
lenemeyen, tedaviye sınırlı düzeyde cevap veren ve ölümle 
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sonuçlanan neonatal buzağı ishal olgularını kapsamak-
tadır. Doğumdan 2 gün sonra ishalin başladığı işletmede, 
bir ay içerisinde 21 buzağı ölmüştür. İşletme yönetim 
sistemi dahilinde anaç sığır popülasyonunda BVD, BoHV-
1, rotavirus ve coronavirus enfeksiyonlarına karşı düzen-
li aşılama uygulandığı teyid edilmiştir. Olgulara ilişkin 
örnekleme çalışmaları işletme veteriner hekimi tarafından 
yürütülmüştür. Bu kapsamda ishal bulgusu gösteren toplam 
16 buzağıdan rektal yolla bireysel dışkı örnekleri alınarak 
teşhis amacıyla steril plastik kaplar içerisinde ve soğuk zin-
cir altında laboratuvara ulaştırılmıştır. Örneklenen tüm 
buzağıların doğum sonrası 1 aylık dönemde olduğu ve 
işletmede kolostrum yönetiminin titizlikle takip edildiği 
kaydedildi.

İnokulum hazırlığı
Dışkı örnekleri 100 IU/ml penicilin ve 100µ/ml strep-
tomisin içeren steril PBS ile 1:10 oranında sulandırılarak 
homojenize edildi ve 3000 rpm devirde 30 dakika süreyle 
santrifuj edildi. Santrifüj sonrası ayrılan süpernatant 0.45 
μm ve 0.22μm por çaplı enjektör filtrelerden süzüldü. Elde 
edilen süzüntü test edileceği zaman kullanılmak üzere -70 
°C' de muhafaza edildi. 

Ag ELISA testi
Toplanan 16 adet ishalli buzağı dışkı örneğinden antijen 
tespiti için BRV (BioX Diagnostic BIO K 343/2), BCoV 
(BioX Diagnostic BIO K 392/2) ve BVDV (IDEXX BVDV 
Ag/Serum Plus Test) ticari Ag ELISA kitleri kullanıldı. Kul-
lanılan kitlerdeki test protokolü üretici firmaların önerdiği 
şekilde uygulandı. Test pleytleri ELISA okuyucuda (Ther-
mo-Multiskan EX, Finlandiya) 450 nm dalga boyunda 
okutularak sonuçlar değerlendirildi.

Hücre hattı ve virus izolasyonu
MDBK ve HRT-18 hücre hatlarının hazırlama aşamasın-
da %10 fötal dana serumu (FDS) ilave edilen Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma,) kullanıldı. 
MA-104 hücre kültürünün hazırlanması aşamasında ise 
%10 fötal dana serumu (FDS) ilave edilen Glasgow Mini-
mum Essential Medium (GMEM) kullanıldı. Ayrıca hücre 
kültürlerinde olası bakteri ve mantar kontaminasyonunu 
önlemek amacıyla vasatlara 100 UI/ml Penisilin/Strep-
tomisin ve 250 µl/ml Amfoterisin B solüsyonu eklendi. 
Hücre kültürleri ve FDS kullanım öncesinde RT-PCR ve 
immunoperoksidaz yöntemleriyle test edilerek Pestivirus 
kontaminasyonundan ari olduğu gösterildi. Ayrıca söz 
konusu hücre kültürleri mikoplasma kontaminasyonu 
yönünden periyodik olarak test edildi.

African Green Monkey Kidney (MA-104) hücre hattında 
virus izolasyon çalışmaları
Rotavirus izolasyonu amacıyla MA-104 hücre hattından 
hazırlanan 24 gözlü hücre kültür pleytlerinin her gözüne 
100.000 hücre/ml oranında olacak şekilde MA-104 hücre 
kültürü süspansiyonundan 1 ml konuldu. Ertesi gün pleyt 
yüzeyinin >%80’ ini kaplayan hücre tabakasının üzerinde-
ki üst sıvı uzaklaştırıldı. Pleyt yüzeyini kaplayan hücrelerin 
üzeri FDS içermeyen GMEM ile yıkandı. Daha önce hazır-
lanmış olan stok pankreatin (100µl/ml) çözeltisi ve GMEM 
ile  %10 oranında pankreatin içeren virus üretme vasatı 
hazırlandı ve MA-104 hücre monolayerinin bulunduğu 
pleyt gözlerine, hücre yüzeyini kaplayacak kadar ilave edil-
di. Pleytler 37ºC’de, %5 CO2 ihtiva eden inkübatörde 30 dk 
inkübasyona bırakıldı. Eş zamanlı olarak ekimi yapılacak 
inokulumlar %10 oranında pankreatin (100µl/ml) ile mua-
mele edildi ve 37ºC’de, %5 CO2 ihtiva eden inkübatörde 30 
dk inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrası her örnekten 
bir pleyt gözüne 200 µl inokulum eklenerek tekrar 37ºC’ 
de, %5 CO2 ihtiva eden inkübatörde 1 saat inkübasyona 
bırakıldı. Süre sonunda içerik uzaklaştırılarak her göze 1 
ml, %10 oranında pankreatin içeren virus üretme vasatı 
ilave edildi ve 37ºC’de, %5 CO2 ihtiva eden inkübatöre 
kaldırıldı. Ekim yapılan kültürlere iki günde bir % 10 
oranında pankreatin ilave edildi. Pleytler 6 gün boyunca 
hücre morfolojisindeki sitopatolojik değişimleri saptay-
abilmek için invert mikroskop yardımıyla incelendi. Altı 
günün sonunda pleytler -80°C’ ye kaldırılarak dondurul-
du ve daha sonra 37ºC’ de çözdürüldü. Söz konusu işlem 
inokule edilen inokulumların seri pasajlanması için üst 
sıvıların kullanılması yoluyla üç defa daha tekrarlanarak 
toplam dört kör pasaj işlemi yapıldı.

Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) ve Human Rec-
tal Tumor (HRT-18) hücre hatlarında virus izolasyon 
çalışmaları
MDBK ve HRT-18 hücre hatlarından hazırlanan farklı 24 
gözlü hücre kültür pleytlerinin her gözüne 100.000 hücre/
ml oranında olacak şekilde MDBK ve HRT-18 hücre 
kültürü süspansiyonundan 1 ml konuldu. Ertesi gün pleyt 
yüzeyinin >%80’ ini kaplayan hücre tabakasının üzerindeki 
üst sıvı uzaklaştırıldı ve pleyt gözlerinin yüzeyini kaplayan 
hücrelerin üzeri FDS içermeyen DMEM ile yıkandı. Olası 
enterik virusların izolasyonu amacıyla, dışkı örneklerin-
den hazırlanan inokulumlar adsorbsiyona bağlı virus in-
okulasyonu yöntemiyle hücre hatlarına inokule edildi. Bu 
amaçla her örnekten pleytin bir gözüne 200 µl inokule edil-
erek 37ºC’ deki, %5 CO2 ihtiva eden inkübatörde bir saat 
inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda test gözlerinden içerik 
uzaklaştırılarak 1 ml DMEM ilave edildi ve tekrar 37ºC’de-
ki, %5 CO2 ihtiva eden inkübatöre kaldırıldı. Pleytler 6 gün 
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boyunca hücre morfolojisindeki sitopatolojik değişimleri 
saptamak amacıyla invert mikroskop yardımıyla incelendi. 
Altı günün sonunda pleytler -80°C’ ye kaldırılarak don-
duruldu ve daha sonra 37°C’ de çözdürüldü. Söz konusu 
işlem inokule edilen inokulumların seri pasajlanması için 
üst sıvıların kullanılması yoluyla üç defa daha tekrarla-
narak toplam dört kör pasaj işlemi yapıldı.

İmmunoperoksidaz Monolayer Assay  (IPMA)
Test protokolü daha önce yapılmış bir çalışmada belirtil-
diği şekilde gerçekleştirildi 26. Nonsitopatojen karakterdeki 
virus üremelerinin teyidi için 100,000 hücre/ml oranın-
daki MDBK hücre süspansiyonundan 24 gözlü makro 
pleytlerdeki (Corning, ABD) her bir göze 1 ml aktarıldı. 
Bir gün inkübe edildikten sonra daha önceden kör pas-
aj işlemleri yapılmış olan örneklerden her bir göze 100 
µl inokule edildi. Ardından 37°C’lik %5 CO2’li etüvde 3 
gün süreyle inkübasyona bırakılan pleytler 80°C’ye ayar-
lanmış etüvde 3 saat boyunca fikzasyona tâbi tutuldu. Ar-
dından tüm gözler 1 kez PBS ile yıkandı. Her göze 200 µl 
olmak üzere Tween-PBS (1x PBS, %0.05 Tween 20 Merck, 
822184) içerinde 1:300 oranında sulandırması yapılan mo-
noklonal antikor (mAb 1/4/7) eklenerek 90 dakika 37°C’de 
inkübasyona bırakıldı. Aynı koşullar altında sırasıyla 
1:300’luk sulandırması yapılan anti-fare konjugatı (Pierce, 
31800, ABD) eklendi. İnkübasyon ve tüm gözleri 4 kez PBS 
ile yıkamayı takiben 1:400’luk sulandırması yapılan strep-
to-avidinle işaretli HRPO konjugatı (Pierce, 21124, ABD)  
eklendi ve 90 dk inkübe edildi. Süre sonunda 4 kez PBS ile 
yıkama yapıldıktan sonra substrat solüsyonu (%0,05 H2O2, 
2 mg AEC (Sigma, A5754, ABD) / 3 ml di-methyl-forma-
mid (Sigma-Aldrich, 40255, ABD), 4,7 ml Na asetat buffer) 
ilave edildi. Sonuçlar, substrat ilavesini takip eden 30 da-
kika içerisinde invert mikroskopta (Nikon Eclipse, TS100, 
Japonya) kırmızı kahverengi hücre içi boyanma görülmes-
ine göre değerlendirildi.

PCR için nükleik asit izolasyonu ve cDNA eldesi
Viral nükleik asit ekstraksiyon işlemi ticari olarak temin 
edilen nükleik asit izolasyon kitiyle (Macherey-Nagel Nu-
cleospin Virus, Almanya) ve üretici firmanın önerdiği 
şekilde uygulandı. Takip edilen protokolle elde edilen yak-
laşık 30 µl hacmindeki nükleik asit PCR aşamasına kadar 
-80°C sıcaklıktaki derin dondurucuda saklandı. cDNA 
elde etmek amacıyla ticari olarak temin edilen cDNA 
kiti (Biorad, 170-8891), üretici firmanın önerdiği şekilde 
gerçekleştirildi. Reaksiyon sürecinde 42°C’ de 30 dk ve 
85°C’ de 5 dk sıcaklık uygulandı.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu
BRV RT-PCR protokolü
BRV için PCR karışımı toplamda 25 µl olacak şekilde 12,5 
µl Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (2x), 7,5 µl 
nükleaz ari su, 1 µl VP6-F forward primer (50 pmol) ve 
1 µl VP6-R reverse primer (50 pmol) (Tablo 1) ve 3 µl 
cDNA eklenerek hazırlandı. Elde edilen PCR karışımı 
95°C’ de 4 dk ön denatürasyon; 35 siklus (95°C  1dk, 58°C 
1dk sn, 72°C 2 dk) ve 72°C’ de 10 dk son uzama olacak 
şekilde thermal-cycler programına tâbi tutuldu. BRV RT-
PCR da pozitif sonuç veren örneğin tiplendirmesi amacıy-
la genotip spesifik RT-PCR uygulandı 27.

G(10) içi PCR karışımı toplamda 25 µl olacak şekilde 12,5 
µl Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (2x), 9,5 µl 
nükleaz ari su, 1 µl Beg9-F forward primer (10 pmol) ve 1 
µl G(10)-R reverse primer (10 pmol) (Tablo 1) ve 1 µl DNA 
eklenerek hazırladı.  Elde edilen PCR karışımı 95°C’ de 5 
dk ön denatürasyon; 40 siklus (94°C  1dk, 55°C 1dk, 72°C 2 
dk) ve 72°C’ de 7 dk son uzama olacak şekilde thermal-cy-
cler programına tâbi tutuldu 16.

P[11] için PCR karışımı toplamda 25 µl olacak şekilde 12,5 
µl Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (2x), 9,5 µl 
nükleaz ari su, 1 µl Pgen-F forward primer (10 pmol), 1 µl 
P[11]-R reverse primer (10 pmol) (Tablo 1) ve 1 µl DNA 
eklenerek hazırladı.  Elde edilen PCR karışımı 95°C’ de 5 
dk ön denatürasyon; 40 siklus (94°C  1dk, 50°C 1dk, 72°C 2 
dk) ve 72°C’ de 7 dk son uzama olacak şekilde thermal-cy-
cler programı 16.

Pestivirus RT-PCR protokolü
PanPestivirus için PCR karışımı toplamda 50 µl olacak 
şekilde 31,8 µl nükleaz ari su, 5 µl MgCl2 (25mM), 5 µl 10x 

Tablo1. Çalışmada kullanılan PCR primerleri
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PCR buffer, 1,5 µl p324 primeri (10 pmol) ve 1,5 µl p326 
primeri (10 pmol) (Tablo 1), 1 µl dNTPs (10mM), 0,2 µl 
Taq DNA polimeraz (5 U/ µl) ve 4 µl 30 cDNA eklener-
ek hazırlandı. Elde edilen PCR karışımı 94°C’ de 2 dk ön 
denatürasyon; 35 siklus (94°C 1 dk, 56°C 1 dk, 72°C 1 dk) 
ve 72°C’ de 7 dk son uzama olacak şekilde thermal-cycler 
programına tâbi tutuldu 28.

BCoV ve BToV Nested PCR protokolü 
Örneklerde BCoV taraması için nested RT-PCR protokolü 
takip edildi 29. Birinci aşama için PCR karışımı toplam-
da 50 µl olacak şekilde 37,7 µl nükleaz ari su, 2 µl MgCl2 
(25mM), 5 µl 10x PCR buffer, 1 µl F1 primeri (25 pmol) ve 
1 µl R1 primeri (25 pmol) (Tablo 1), 1 µl dNTPs (10mM), 
0,3 µl Taq DNA polimeraz (5 U/µl) ve 2 µl cDNA eklener-
ek hazırlandı. Elde edilen PCR karışımı 94°C’ de 4 dk ön 
denatürasyon; 35 siklus (94°C 1 dk, 58°C 1 dk, 72°C 2 dk) 
ve 72°C’ de 7 dk son uzama olacak şekilde thermal-cycler 
programına tâbi tutuldu. Elde edilen birinci evre ürünün-
den 0,5 µl alınarak reaksiyonun ikinci evresinde kullanıldı. 
PCR karışım oranlarında değişiklik olmaksızın F2 ve R2 
primerleri ile PCR protokolünün ikinci evresi hazırlandı ve 
aynı thermal-cycler programında 35 siklus olacak şekilde 
uygulandı. 

BToV nested PCR birinci evresi için PCR karışımı toplam-
da 25 µl olacak şekilde 12,5 µl Maxima Hot Start Green 
PCR Master Mix (2x), 7,5 µl nükleaz ari su, 2 µl F forward 
primer (50 pmol) ve 2 µl R reverse primer (50 pmol) (Tab-
lo 1) ve 1 µl cDNA eklenerek hazırlandı. Elde edilen PCR 
karışımı 94°C’ de 5 dk ön denatürasyon; 35 siklus (94°C 
1 dk, 49°C 1 dk, 72°C 2 dk) ve 72°C’ de 7 dk son uzama 
olacak şekilde thermal-cycler programına tâbi tutuldu. 
Elde edilen birinci evre ürününden 1 µl ürün, 9 µl nüklease 
ari su ile karıştırılıp 1/10 luk sulandırma işlemi yapıldı ve 
reaksiyonun ikinci evresinde 5 µl ürün kullanıldı. PCR 
karışım oranlarında değişiklik olmaksızın nF ve nR pri-
merleri ile PCR protokolünün ikinci evresi hazırlandı ve 
aynı thermal-cycler programında 35 siklus olacak şekilde 
uygulandı 30. 

PCR ürünleri 1x TAE buffer içinde hazırlanan % 2’lik 
agaroz jelle yüklendi ve 30 dakika boyunca 200 volt elek-
trik uygulanarak yürütüldü. Yürütme işlemi sonunda jel 
görüntüleme sistemi aracılığıyla PCR ürünleri görüntülen-
di ve  kayıt altına alındı.

Poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) 
Toplanan 16 adet ishalli buzağı dışkı örneğinden BRV Ag 
ELISA ve BRV RT-PCR ile pozitif tespit edilen bir örnekte 
BRV nükleik asit segmentlerinin gösterimi PAGE yöntemi-

yle yapıldı. Bu aşamada dışkıdan uygulanan nükleik asit 
ekstraksiyonu ve PAGE yöntemi ayrıca jelde gümüş nitrat 
boyaması daha önce bildirilmiş bir protokolde sınırlı mod-
ifikasyonlar yapılarak uygulandı 31.

Bulgular
Toplanan dışkı örnekleri üç farklı hücre hattında (MDBK, 
HRT-18 ve MA-104)   virus izolasyonuna alınmış olup, 
uygulanan dört kör pasaj işlemi sonrasında virus izo-
lasyonu yapılamamıştır.

MDBK hücre hattında 4. pasaj sonrası, BVDV izolasyonu 
ve identifikasyonu amacıyla 5.  pasaj işlemi yapıldı ve 24 
gözlü pleyt 3 gün etüvde inkübe edildikten sonra IPMA 
testi uygulandı. BVDV spesifik substrat ilavesi sonrası 
pozitif kontrol hariç diğer gözlerde kırmızı-kahverengi 
hücre içi boyanma saptanmadı (Resim.1). 

16 buzağıdan alınan dışkı örnekleri BRV (BioX Diagnostic 
BIO K 343/2), BCoV (BioX Diagnostic BIO K 392/2) ve 
BVDV (IDEXX BVDV Ag/Serum Plus Test) antijen ELI-
SA test kitleri kullanılarak test edildi. 16 örnekten 1 tanesi 
BRV pozitif, 8 tanesi BCoV pozitif ve 9 tanesi BVDV pozi-
tif olarak tespit edildi (Tablo 3).

BRV, BCoV ve BVDV antijen ELISA ile pozitif tespit edilen 
örneklerin teyid edilmesi amacıyla aynı örneklere BRV, 
BVDV RT-PCR ve BCoV nested-PCR yapıldı. Ayrıca 16 

Tablo 2. PCR ve Ag ELISA sonuçlarına göre tekli ve çoklu enfeksiyon 

bulunan örnek sayıları

Resim 1. A: Pozitif virus kontrol (BVDV–FLK suşu)(x10 büyütme), 

B :Negatif kontrol (Enfekte edilmemiş MDBK hücre kültürü)(x10 

büyütme)
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örneğin hepsi BToV nested-PCR ile test edildi. BRV Ag 
ELISA ile pozitif tespit edilen 1 örneğin, BRV-RT PCR 
ile de pozitif olduğu doğrulandı. G(10) ve P(11) genotip-
ine spesifik primerler ile RT-PCR yapılarak, pozitif tespit 
edilen BRV örneğinin G10P[11] genotipinde olduğu 
saptandı. BRV tiplendirmesi amacıyla uygulanan G6, G8, 
P(1) ve P(5) spesifik RT-PCR testlerinde ise negatif sonuç 
alındı. BCoV Ag ELISA ile pozitif tespit edilen 8 örnek 
BCoV nested PCR ile test edildi. PCR’ ın 1. evresi sonrası 
4 örnek pozitif tespit edilirken, 2. evresi sonrası 7 örneğin 
pozitif olduğu BCoV nested-PCR ile saptandı. BVDV Ag 
ELISA ile pozitif tespit edilen 9 örnek panpesti RT-PCR 
ile test edildi ve 9 örneğin hepsi negatif olarak tespit edil-
di. BToV varlığı açısından test edilen 16 örnekten 3 tanesi 
BToV nested PCR’ ın 1. evresinde pozitif saptanırken, nest-
ed PCR ın 2. evresi sonrası toplam 5 örneğin BToV pozitif 
olduğu tespit edildi (Tablo 3).

Çalışma kapsamında dışkı örneklerinden PCR ve Ag ELI-
SA testlerinin sonuçlarına göre, ishal semptomu gösteren 
16 buzağıdan alınan dışkı örneklerinin 14 (%87,5) 
adedinde araştırılan enterik virusların en az bir tanesi 
tespit edilmiştir. Çalışmada tek BRV enfeksiyonuna ras-
tlanmazken; 2 (%12,5) hayvanda tek BCoV, 2 (%12,5) 
hayvanda tek BVDV, 2 (% 12,5) hayvanda tek BToV en-
feksiyonu saptandı. 1 (%6,25) hayvanda BRV ve BVDV, 
1 (%6,25) hayvanda BCoV ve BToV, 4 (%25) hayvanda 
BCoV ve BVDV, 1 (%6,25) hayvanda BVDV ve BToV ikili 
enfeksiyonları saptandı. 1 (%6,25) hayvanda BVDV, BToV 
ve BCoV olmak üzere enterik virusların oluşturduğu üçlü 
enfeksiyon saptandı (Tablo.2). Örnekleme yapılan 16 hay-
vandan 2 (%12,5) tanesinde çalışma kapsamında ele alınan 
enterik viruslara rastlanmadı. 

SDS-PAGE testinde akrilamid jel üzerinde RNA seg-
mentlerinin bant profillerine göre BRV segmentlerinin 
4/2/3/2 şeklinde sıralandığı görüldü (Resim 2). 

Tartışma ve Sonuç
Buzağı ishalleri dünyada, sığırcılık işletmelerinde yüksek 
morbitide ile seyreden en önemli sorunlardan biridir. En-
feksiyöz sebepleri oldukça karmaşık olan neonatal buzağı 
ishallerinde, dünyada enterik viral etkenler arasında BRV, 
BCoV, BVDV ve BToV’ a sıklıkla rastlanılmaktadır 1,2,4,11,18. 
Türkiye’ de bugüne kadar yapılan epidemiyolojik çalışma-
larda, buzağılama döneminden sonra sıklıkla ishallerin 
şekillendiği ve gelişme geriliği, tedavi masrafları ve ölüm-
ler ile büyük ekonomik kayıplara neden olduğunu tespit 
edilmiştir 9.

Enterik virusların hücre kültüründe izolasyonu oldukça 
zordur. BRV ile ilgili olarak MA-104 hücre hattı ve pro-
teolitik bir enzim olan pankreatin kullanımının, BRV izo-
lasyonu için uygun bir yaklaşım olduğunu bildirmiştir 32. 
Virus izolasyon çalışmalarında BCoV ve BToV için HRT-
18 hücre hattı 5 ve BVDV izolasyonu için MDBK hücre 
hattı kullanılmaktadır 26. Bu doğrultuda yapmış olduğu-
muz çalışmada olası enterik virusların (BRV, BCoV, BVDV, 
BToV) tespiti için söz konusu hücre hatları (MA-104, 
MDBK ve HRT-18) kullanılmıştır.

Multisistemik bir enfeksiyon olarak buzağılarda ve erişkin 
hayvanlarda tespit edilen BVDV, buzağılarda ishale neden 
olup dışkı ile de saçılmaktadır 4. Sahada sıklıkla karşılaşılan 
olası non-sitopatojen BVDV biyotiplerin tespiti amacıy-
la IPMA testinin uygulandığı birçok çalışma bulunmak-

Tablo 3. İshalli dışkı örneklerinde elde edilen virolojik test sonuçları 

((+) : pozitif, (-) : negatif, IPMA: immunoperoksidaz testi, BRV: Bovine 

rotavirus, BCoV: Bovine coronavirus, BVDV: Bovine viral diarrhea vi-

rus, BToV: Bovine torovirus)

Resim 2. BRV pozitif örneğe ait RNA segmentlerinin akrilamid jelde 

bant profili
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tadır 26,33,34. Bu çalışmada MDBK hücre hattında 5. kör 
pasaj işlemi sonrası yapılan IPMA testinde pozitif örnek 
saptanmamıştır. Ayrıca CPE tespitine dayalı olarak değer-
lendirme yapılan MDBK, HRT-18 ve MA-104 hücre hat-
larında 4 kör pasaj sonrası 16 adet dışkı örneğinden olası 
bir enterik virus izolatı elde edilememiştir. Bu durumun Ag 
ELISA ve PCR testleri ile tespit edilen pozitifliklerin enfek-
tivitesini kaybetmiş virus partiküllerinin bulunması veya 
virus izolasyon çalışmalarında üretilemeyen fakat duyarlı 
test yöntemleri ile varlığı gösterilebilen çok düşük sayı-
daki viral partikülün bulunmasından kaynaklanabileceği 
değerlendirilmiştir. Yapılan her iki yöntemin (Ag ELISA ve 
PCR) diagnostik sensitivite değerinin (tespit alt sınırının) 
oldukça düşük böylece teşhis kapasitesinin yüksek olduğu 
daha önceki çalışmalarda gösterilmiştir 7,21,35. Diğer taraf-
tan örnekleme zamanının dışkıdan virus izolasyonunda 
oldukça önemli olduğu ve klinik bulguların başlangıç ve 
pik döneminde alınan örneklerde virus izolasyon şansının 
yüksek olduğu da bilinmektedir7,24. Bu çalışmada viral 
izolat elde edilememesinin bir nedeni de saha şartların-
da örnek alım zamanlamasıyla ilgili olabileceği göz ardı 
edilmemelidir. 

Yapılmış olan çalışmalarda PCR ve Ag ELISA  testleri ile 
neonatal buzağı ishallerinde doğada sirküle olan enterik 
virusların (BRV, BCoV, BToV ve BVDV) tespiti bildirilm-
iştir5,23,24,34,36. Yapılan çalışmalarda aynı yöntemler ile tespit 
edilen tekli veya çoklu enfeksiyonlara sebep olan enterik 
patojenler ile bu çalışmada tespit edilen viral patojenler 
benzerlik göstermektedir. 

Dünyada buzağılarda neonatal ishale sebep olan enter-
ik virusların (BRV, BCoV, BToV ve BVDV) tekli ve çoklu 
enfeksiyonları yapılan çalışmada gösterilmiştir 2. Ülkem-
izde buzağıların ishal olgularında, dışkıdan PCR metodu 
ile yapılmış olan çalışmalarda BToV tekli enfeksiyon oranı 
%4,7 - %16,7 arasında 5,37, tek BRV enfeksiyon yaygınlığı 
%6,1 - %37,27 6,38, tek BCoV enfeksiyon yaygınlığı %10,8 
- %37,27 6,39 ve ikili BRV ve BCoV enfeksiyon yaygınlığı 
%4,16 - %18,18 6,7 oranında tespit edilmiştir. ELISA meto-
du ile tek BRV yaygınlığı %17,80 - %71,1 23,40 ve tek BCoV 
yaygınlığı %1.12 - %15.4 23,41; BRV ve BCoV ikili enfek-
siyon yaygınlığı %13.4 oranında tespit edilmiştir 23. Bu 
çalışmadan elde edilen sonuçlar, ülkemizde yapılmış diğer 
çalışmalar ile benzerlik göstermektedir. Türkiye’ de araştır-
mada ele alınan enterik virusların (BRV, BCoV, BToV ve 
BVDV) tamamını kapsayan ve aynı hayvanda çoklu en-
feksiyon varlığını gösteren veri bulunmamaktadır. Ayrı-
ca ishalli buzağıların dışkı örneklerinde BVDV yaygın-
lığı gösteren prevalans çalışmaları kısıtlıdır 4. Elde edilen 
sonuçların güncel olması ve çoklu enfeksiyon varlığının 

gösterilmesi, sonuçları değerli kılmaktadır. 

Çalışmada Ag ELISA ile pozitif tespit edilen örneklerin 
teyidi için PCR yöntemi uygulanmıştır. Bu amaçla BVDV 
Ag ELISA ile pozitif tespit edilen örneklere, 5’UTR hedef 
gen bölgesine göre panPestivirus RT-PCR testi uygu-
lanmıştır. Klinik örneklerde BVDV Ag ELISA ile tespit 
edilen pozitif örnek sayısının, RT-PCR testindeki pozitif 
örnek sayısından yüksek olduğu daha önce bildirilen bir 
veridir 33. Bu çalışmada BVDV’ nin tespitinde, BVDV Ag 
ELISA test sonucuna göre pozitif tespit edilen 9 örneğin 
tamamının panPestivirus RT-PCR ile negatif olması, dışkı 
örneklerinde BVDV tespitinde,  BVDV Ag ELISA testinin 
analitik sensitivitesinin daha yüksek olduğunu teyit et-
mektedir. Diğer taraftan BCoV Ag ELISA ile pozitif tespit 
edilen 8 örnekten 7 tanesi BCoV nested-PCR ile pozitif 
tespit edilmiştir. BRV Ag ELISA ile BRV RT-PCR sonuçları 
da birbiri ile uyumludur.

Rotavirusların farklı P ve G genotiplerinin tespiti, tip spe-
sifik primerler kullanılarak PCR testi ile yapılmaktadır 11. 
Dünya genelinde yapılan saha çalışmalarında tespit edilen 
sığır rotavirusların büyük çoğunluğu G6 ve G10 genoti-
pindedir 11,16. Daha az yaygın olarak G8 genotipi de tespit 
edilmiştir 16. Bu genotipler genellikle P[5], P[11] genoti-
pleri ve daha az sıklıkla P[1] genotipi ile ilişkilendirilm-
iştir 17. Türkiye’ de ishalli buzağılarla yapılan saha çalışma-
larda sıklıkla G10P[11] genotipine rastlanmaktadır 11. 
Bu çalışmada da PCR testi ile pozitif saptanan rotavirus 
suşunun, G10P[11] genotipine sahip olduğu tespit edilm-
iştir.

SDS-PAGE testi dışkıda rotavirus gösterimi için kullanışlı 
bir yöntem olup 11 segmentili rotavirus genomunun PAGE 
ile gösterildiği birçok çalışma bulunmaktadır 42,43. Akrila-
mid jel üzerinde RNA segmentlerinin bant profillerine 
göre yapılan çalışmalarda rotavirusların A (4/2/3/2), B 
(4/2/2/3) ve C (4/3/2/2) gruplarına ayrıldığı gösterilmiştir 
42. Bu çalışmada tespit edilen segmentler 4/2/3/2 şeklinde 
sıralanmıştır (Resim 2). Bu sonuçlar, Ag ELISA ve PCR ile 
pozitif tespit edilen rotavirus örneğinin, SDS-PAGE testin-
de segmentlerin bant profillerine göre grup A'da olduğunu 
göstermektedir.

Sürü yönetiminde dikkatle takip edilmesi gereken hu-
suslardan biri de hastalıktan korunma amacıyla biyogüven-
lik tedbirleri ve aşı programlarının uygulanmasıdır. Bu 
çalışmaya konu olan örneklerin temin edildiği işletmede 
erişkin sığırlarda BVDV, BRV ve BCoV aşılama program-
ları uygulanıyor olmasına rağmen buzağılarda bu denli 
yüksek oranlı pozitif vakaların tespit edilmesi beklenen 
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bir tablo değildir. Dolayısıyla bu gibi durumlarda özellikle 
kolostrum beslemesinin etkinliğinin sorgulanması ve bu-
zağılarda pasif transfer yetmezliği sorununa odaklanılması 
yararlı olacaktır. 

Ülkemizde neonatal dönemdeki buzağı kayıplarında 
ishal kaynaklı mortalite oranları çiftliklere ve bölgelere 
göre değişmekle birlikte, koruyucu veteriner hekimlik 
hizmetlerinin uygulandığı çiftliklerde dahi yüksek oran-
lara ulaşabilmektedir. Buzağı ishali ile ilgili hastalık kon-
trolü, genotip prevalansı, bulaşma koşulları, aşı etkinlik 
çalışmaları gibi epidemiyolojik çalışmaların sınırlı düzey-
de olması nedeniyle, bu alandaki olguların incelenmesi ve 
raporlanması önem arz etmektedir. Bu araştırmada neona-
tal buzağı ishallerine sebep olabilen önemli viral etkenler 
olan BRV, BCoV, BVDV ve BToV’ un aynı işletmede eş 
zamanlı olarak görülebileceği ve şiddetli hastalık bulguları 
ve kayıplara neden olabileceği gösterilmiştir. 
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