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Ozet

Neonatal donemde en 6nemli mortalite sebebi olan buzag ishalleri birgok faktore bagh olarak gelismekte ve biiyiik ekonomik kayiplara sebep olmak-
tadur. Tiirkiye’ de bugiine kadar yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda, viral etkenlerin yeni dogan buzagilarda 6nemli oranda neonatal ishal olgularina
neden oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada siddetli ishal ve neonatal 6liimlerin goriildiigii buzagilarda goklu viral enfeksiyonlarin rolii aragtirildi. Calisma
kapsaminda tek bir igletmeden toplanan digki 6rnekleri (n=16) ti¢ farkli hiicre hattinda (MDBK, HRT-18 ve MA-104) virus izolasyonuna alind:. Tiim
orneklere 4 kor pasaj islemi ve sonrasinda IPMA testi uygulandi. Bu siiregte arastirilan enterik viruslarm (BRV, BCoV, BVDV, BToV) hiicre kiiltiirtinde
izolasyonu yapilamadi. Caligma kapsaminda diski 6rneklerinden PCR ve Ag ELISA testlerinin sonuglarina gére, ishal semptomu gosteren 16 buzagidan
alinan digki 6rneklerinin 14 (%87,5) adedinde arastirilan enterik viruslarin en az bir tanesi tespit edildi. Aragtirilan olgularda tekli BRV enfeksiyonuna
rastlanmazken; 2 (%12,5) hayvanda tek BCoV; 2 (%12,5) hayvanda tek BVDV; 2 (% 12,5) hayvanda tek BToV enfeksiyonu saptandi. Diger 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 igeren
ikili enfeksiyonlar tespit edildi. 1 (%6,25) hayvanda ise BVDV, BToV ve BCoV olmak tizere enterik viruslarm olusturdugu iiglii enfeksiyon saptandu.
SDS-PAGE testinde akrilamid jel tizerinde RNA segmentlerinin bant profillerine gore (4/2/3/2) tespit edilen rotavirusun grup A'da yer aldig1 gosterildi.
Ayrica galismada da PCR testi ile pozitif saptanan rotavirusun, G10P[11] genotipine sahip oldugu, genotip spesifik primerler kullanilarak tespit edildi.
Bu aragtirmada neonatal buzag ishallerine sebep olabilen onemli viral etkenler olan BRV, BCoV, BVDV ve BToV’ un ayni isletmede es zamanl olarak
goriilebilecegi ve siddetli hastalik bulgular: ve kayiplara neden olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Neonatal buzag ishalleri, Coklu viral enfeksiyon, Bovine Rotavirus (BRV), Bovine Coronavirus (BCoV), Bovine Viral Diarrhea
Virus (BVDV), Bovine Torovirus (BToV)

Concurrent Infections of Enteric Viruses (BRV, Bcov, BVDYV, 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.
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Giris

Neonatal donemin ilk 10 giinliik déneminde en 6nem-
li mortalite sebebi olan buzag: ishalleri bir¢ok enfeksiyoz
ya da non-enfeksiyoz faktorlere bagl olarak gelismekte
ve sigircilik igletmeleri i¢in 6nemli ekonomik kayiplara
sebep olmaktadir '. Bu donemde 6zellikle enfeksiyoz ori-
jinli (bakteriyel, viral ve paraziter) ishaller 6n plana ¢ik-
makta ve bunlar arasinda E. coli, Cryptosporidium, Rota-
virus, Coronavirus, Bovine Viral Diarrhea ve Toroviruslar
yer almaktadir*”. Non-infeksiyoz sebeplere bagli olarak
gelisen ishaller ise alimenter faktorler, hazirlayici faktorl-
er ve cevresel faktorleri kapsamaktadir ® Hastaliklara karsi
savunma mekanizmasi gelismemis ve kolostrum almamis
buzagilarda, bakim ve besleme sartlar: iyi diizeyde olsa
dahi neonatal ishal nedenli kayiplar yasanabilmektedir.
Tiirkiye'de yilda yaklasik 6 milyon buzaginin dogdugu ve
neonatal donemde en az %15 oraninda kayip yasandig1 6n
goriilmektedir °.

Buzag) ishallerinde siklikla kargilagilan ve ilk olarak 1974
yilinda elektron mikroskobu ile teshis edilmis olan rota-
viruslar '°, Reoviridae ailesi ierisinde Rotavirus genusun-
da smiflandirilan, zarfsiz, kiibik simetrili, ¢ift iplik¢ikli ve
11 segmentli RNA genomuna sahip olan viruslardir. Vi-
ral genom 6 yapisal (VP1- 4, VP6, VP7) ve 6 yapisal ol-
mayan protein (NSP1-6) olmak {izere toplam 12 protein
kodlamaktadir ''. VP6 gen bolgesinin genetik ve antijenik
ozelliklerine dayanarak rotaviruslar on gruba (tiir) (A-])
ayrilmistir 2. Buzag: ishallerinde rotavirus A grubu 6n
planda yer almakla birlikte B ve C grubu rotaviruslar sigir-
larda spontan olarak enfeksiyona neden olmaktadir *. Ro-
tavirus suslari, dis kapsid proteinleri VP7 (glikoprotein, G)
ve VP4 (proteaza duyarli protein, P) genleri kullanilarak
tiplendirilmektedir *. Genel olarak rotaviruslar 42 farkli1 G
genotipi (G1-G42) ve 58 farkli P genotipine (P[1]-P[58])
sahiptir . Saha ¢alismalar1 sirasinda tespit edilen sigir ro-
tavirus genotiplerinin biiyiik ¢ogunlugu G6, G10 ' ve daha
az yaygin olan G8 olarak tespit edilmistir '°. Bu genotipler
genellikle P[5], P[11] ve daha az siklikla P[1] ile iliskilendi-
rilmistir 7.

[k olarak 1970' lerde yenidogan buzagilar arasinda di-
yare salgini sirasinda tanimlanmis ve bugiine kadar birgok
tilkeden bildirimi yapilmis olan coronaviruslar, Nidovirales
dizininde, Coronaviridae ailesinde, Coronavirinae alt ail-
esinde, Betacoronavirus genusunda yer almaktadir '®. Zarfly,
helikal simetrili, pozitif polariteli olan RNA viruslaridir.
Viral genom niikleokapsit (N) proteini, transmembran
(M) glikoproteini, spike (S) glikoproteini, envelope (E)
proteini ve hemagliitinin-esteraz (HE) glikoproteini olmak
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tizere bes adet yapisal protein kodlamaktadir. S glikopro-
teini S1 ve S2 olmak tizere iki alt birimden olusmaktadir
ve degisken bolge oldugu i¢in coronaviruslarin genetik
degisimlerinin tespitinde kullanilmaktadir .

BVD virusu ilk olarak 1946 yilinda New York sehrinde
sigirlarin yeni bir virusu olarak tespit edilmis olup,
hastaligin ekonomik éneminden dolay1 birgok iilke kon-
trol ve eradikasyon programlar1 uygulamaktadir *. Multi-
sistemik bir enfeksiyona neden olan etkenin, buzagilarda
ishale sebep oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir * .
Flaviviridae ailesinde, Pestivirus genusunda yer alan BVD
virusu pozitif anlamli, 12.5 kb ve lineer tek iplik¢ikli RNA
genomuna sahip olup; virion zarfli ve ikozahedral simetri-
lidir . Genomda bulunan genler 5> 3’ yoniinde sirasiyla;
Nee, C, E™, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve
NS5B ’ dir. BVDV-1 ve BVDV-2 genotipleri taksonomik
ve epidemiyolojik ¢aligmalarda siklikla kullanilan 5’UTR
bolgesine gore ayrilmis olup, yapilan filogenetik anali-
zler sonucunda BVDV-1 tiriiniin 21 (la-1u) ve BVDV-2
tiirtiniin 4 (2a-2d) alt grubu oldugu tespit edilmistir. Ayn1
zamanda, her iki virus tiire de sitopatojen (cp) ve sitopato-

jen olmayan biyotipleri (ncp) barindirmaktadir **.

Sigir toroviruslarin (BToV) ilk olarak ishalli buzagilar-
da 1979 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde tanim-
lanmistir °. BToV, Nidovirales dizininde, Coronaviridae
ailesinde, Torovirinae alt ailesinde tanimlanan zarfli, tek
sarmalli, pozitif polariteli bir RNA virusudur. 25-30 kb
uzunlugunda olan viral genomdan iki adet yapisal ol-
mayan protein (ORFla ve ORFlab) ve dort adet yapisal
protein (spike (S), membran (M), hemaglutinin-esteraz
(HE) ve niikleokapsid (N)) kodlanmaktadir '. M ve S hedef
gen bolgelerine gore BToV’ larin filogenetik ¢alismalar:
bulunmaktadir .

Ulkemizde yenidogan buzag: kayiplarinda ishal kaynakli
mortalite oranlar1 bolgelere ve ciftliklere gore degisme-
ktedir ayrica koruyucu veteriner hekimlik hizmetlerinin
uygulandig ¢iftliklerde dahi yiiksek oldugu tespit edilm-
istir 2. Bu ¢caligmada bir sigircilik isletmesinde yenidogan
buzagilarda ishale sebep olan 6nemli enterik viral etkenler-
in (BRV, BCoV, BVDV ve BToV) birlikte veya es zamanli

olarak enfeksiyon olusturma durumlar aragtirilmistir.

Materyal ve Metot
Orneklerin toplanmasi
Aragtirmaya konu olan vakalar 2021 yil: Kasim ayinda Ed-
irne’ de 40 tanesi ishal semptomu gosteren, 60 giinliikten
kii¢iik 250 buzag: bulunan entansif bir siit isletmesinde 6n-
lenemeyen, tedaviye sinirli diizeyde cevap veren ve 6liimle
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sonuglanan neonatal buzag: ishal olgularini kapsamak-
tadir. Dogumdan 2 giin sonra ishalin basladig: isletmede,
bir ay igerisinde 21 buzag Slmiistiir. Isletme yonetim
sistemi dahilinde anag¢ si8ir popiilasyonunda BVD, BoHV-
1, rotavirus ve coronavirus enfeksiyonlarina kars: diizen-
li agilama uygulandig: teyid edilmistir. Olgulara iliskin
ornekleme caligmalari isletme veteriner hekimi tarafindan
yuritiilmistir. Bukapsamda ishal bulgusu gésteren toplam
16 buzagidan rektal yolla bireysel diski 6rnekleri alinarak
teshis amaciyla steril plastik kaplar icerisinde ve soguk zin-
cir altinda laboratuvara ulagtirilmistir. Orneklenen tiim
buzagilarin dogum sonrast 1 aylik déonemde oldugu ve
isletmede kolostrum yonetiminin titizlikle takip edildigi
kaydedildi.

inokulum hazirlig

Diski 6rnekleri 100 IU/ml penicilin ve 100p/ml strep-
tomisin iceren steril PBS ile 1:10 oraninda sulandirilarak
homojenize edildi ve 3000 rpm devirde 30 dakika siireyle
santrifuj edildi. Santrifiij sonrasi ayrilan stipernatant 0.45
pm ve 0.22um por ¢apli enjektor filtrelerden siiziildii. Elde
edilen siiziintii test edilecegi zaman kullanilmak iizere -70
°C' de muhafaza edildi.

Ag ELISA testi

Toplanan 16 adet ishalli buzag: diski 6rneginden antijen
tespiti i¢cin 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 kullanild1. Kul-
lanilan kitlerdeki test protokolii iiretici firmalarin 6nerdigi
sekilde uygulandi. Test pleytleri ELISA okuyucuda (Ther-
mo-Multiskan EX, Finlandiya) 450 nm dalga boyunda
okutularak sonuglar degerlendirildi.

Hiicre hatt1 ve virus izolasyonu

MDBK ve HRT-18 hiicre hatlarinin hazirlama asamasin-
da %10 fotal dana serumu (FDS) ilave edilen Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma,) kullanildi.
MA-104 hiicre kiltirtiiniin hazirlanmasi asamasinda ise
%10 fotal dana serumu (FDS) ilave edilen Glasgow Mini-
mum Essential Medium (GMEM) kullanildi. Ayrica hiicre
kiiltiirlerinde olas1 bakteri ve mantar kontaminasyonunu
onlemek amaciyla vasatlara 100 UI/ml Penisilin/Strep-
tomisin ve 250 pl/ml Amfoterisin B soliisyonu eklendi.
Hiicre kiiltiirleri ve FDS kullanim 6ncesinde RT-PCR ve
immunoperoksidaz yontemleriyle test edilerek Pestivirus
kontaminasyonundan ari oldugu gosterildi. Ayrica soz
konusu hiicre kiiltiirleri mikoplasma kontaminasyonu
yoniinden periyodik olarak test edildi.
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African Green Monkey Kidney (M A-104) hiicre hattinda
virus izolasyon ¢alismalar:

Rotavirus izolasyonu amaciyla MA-104 hiicre hattindan
hazirlanan 24 gozlii hiicre kiltiir pleytlerinin her goziine
100.000 hiicre/ml oraninda olacak sekilde MA-104 hiicre
kiiltiiri siispansiyonundan 1 ml konuldu. Ertesi giin pleyt
ylizeyinin >%80’ ini kaplayan hiicre tabakasinin iizerinde-
ki iist sivi uzaklastirildi. Pleyt yiizeyini kaplayan hiicrelerin
tizeri FDS igermeyen GMEM ile yikand1. Daha 6nce hazir-
lanmis olan stok pankreatin (100ul/ml) ¢6zeltisi ve GMEM
ile %10 oraninda pankreatin igeren virus iiretme vasati
hazirland1 ve MA-104 hiicre monolayerinin bulundugu
pleyt gozlerine, hiicre yiizeyini kaplayacak kadar ilave edil-
di. Pleytler 37°Cde, %5 CO, ihtiva eden inktubatorde 30 dk
inkiibasyona birakildi. Es zamanl olarak ekimi yapilacak
inokulumlar %10 oraninda pankreatin (100ul/ml) ile mua-
mele edildi ve 37°Cde, %5 CO, ihtiva eden inkiibatorde 30
dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi her érnekten
bir pleyt goziine 200 ul inokulum eklenerek tekrar 37°C’
de, %5 CO, ihtiva eden inkiibatorde 1 saat inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda igerik uzaklastirilarak her goze 1
ml, %10 oraninda pankreatin iceren virus uretme vasati
ilave edildi ve 37°Cde, %5 CO, ihtiva eden inkubatore
kaldirildi. Ekim yapilan kiiltiirlere iki giinde bir % 10
oraninda pankreatin ilave edildi. Pleytler 6 giin boyunca
hiicre morfolojisindeki sitopatolojik degisimleri saptay-
abilmek i¢in invert mikroskop yardimiyla incelendi. Alt1
gliniin sonunda pleytler -80°C’ ye kaldirilarak dondurul-
du ve daha sonra 37°C’ de ¢ozdiiriildii. S6z konusu islem
inokule edilen inokulumlarin seri pasajlanmas: igin st
swvilarin kullanilmasi yoluyla ti¢ defa daha tekrarlanarak
toplam dort kor pasaj islemi yapildi.

Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) ve Human Rec-
tal Tumor (HRT-18) hiicre hatlarinda virus izolasyon
calismalar1

MDBK ve HRT-18 hiicre hatlarindan hazirlanan farkli 24
gozlii hiicre kiiltiir pleytlerinin her goziine 100.000 hiicre/
ml oraninda olacak sekilde MDBK ve HRT-18 hiicre
kiiltiirii siispansiyonundan 1 ml konuldu. Ertesi giin pleyt
ylizeyinin >%80’ ini kaplayan hiicre tabakasinin tizerindeki
tst s1v1 uzaklastirildi ve pleyt gozlerinin yiizeyini kaplayan
hiicrelerin tizeri FDS igermeyen DMEM ile yikandi. Olasi
enterik viruslarin izolasyonu amaciyla, digski 6rneklerin-
den hazirlanan inokulumlar adsorbsiyona bagh virus in-
okulasyonu yontemiyle hiicre hatlarina inokule edildi. Bu
amagla her 6rnekten pleytin bir goziine 200 pl inokule edil-
erek 37°C’ deki, %5 CO, ihtiva eden inkiibatérde bir saat
inkiibasyona birakildu. Siire sonunda test gozlerinden igerik
uzaklastirilarak 1 ml DMEM ilave edildi ve tekrar 37°C'de-
ki, %5 CO, ihtiva eden inkiibatore kaldirildi. Pleytler 6 giin
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boyunca hiicre morfolojisindeki sitopatolojik degisimleri
saptamak amaciyla invert mikroskop yardimiyla incelendi.
Alt1 giiniin sonunda pleytler -80°C” ye kaldirilarak don-
duruldu ve daha sonra 37°C’ de ¢ozdiirildi. S6z konusu
islem inokule edilen inokulumlarin seri pasajlanmasi i¢in
tist sivilarin kullanilmas: yoluyla ti¢ defa daha tekrarla-
narak toplam dort kor pasaj islemi yapildi.

Immunoperoksidaz Monolayer Assay (IPMA)

Test protokolii daha 6nce yapilmis bir ¢aligmada belirtil-
digi sekilde gerceklestirildi **. Nonsitopatojen karakterdeki
virus iiremelerinin teyidi i¢in 100,000 hiicre/ml oranin-
daki MDBK hiicre siispansiyonundan 24 gozli makro
pleytlerdeki (Corning, ABD) her bir goze 1 ml aktarildi.
Bir giin inkiibe edildikten sonra daha 6nceden kor pas-
aj islemleri yapilmis olan 6rneklerden her bir goze 100
ul inokule edildi. Ardindan 37°C’lik %5 CO,li etiivde 3
giin siireyle inkiibasyona birakilan pleytler 80°C’ye ayar-
lanmis etiivde 3 saat boyunca fikzasyona tabi tutuldu. Ar-
dindan tiim gozler 1 kez PBS ile yikandi. Her goze 200 pl
olmak tizere Tween-PBS (1x PBS, %0.05 Tween 20 Merck,
822184) igerinde 1:300 oraninda sulandirmasi yapilan mo-
noklonal antikor (mAb 1/4/7) eklenerek 90 dakika 37°C'de
inkiibasyona birakildi. Ayni kosullar altinda sirasiyla
1:300’luk sulandirmasi yapilan anti-fare konjugati (Pierce,
31800, ABD) eklendi. Inkiibasyon ve tiim gozleri 4 kez PBS
ile ytkamay1 takiben 1:400’luk sulandirmas: yapilan strep-
to-avidinle isaretli HRPO konjugati (Pierce, 21124, ABD)
eklendi ve 90 dk inkiibe edildi. Siire sonunda 4 kez PBS ile
yikama yapildiktan sonra substrat soliisyonu (%0,05 H,O,,
2 mg AEC (Sigma, A5754, ABD) / 3 ml di-methyl-forma-
mid (Sigma-Aldrich, 40255, ABD), 4,7 ml Na asetat buffer)
ilave edildi. Sonuglar, substrat ilavesini takip eden 30 da-
kika icerisinde invert mikroskopta (Nikon Eclipse, TS100,
Japonya) kirmizi kahverengi hiicre i¢i boyanma gériilmes-
ine gore degerlendirildi.

PCR igin niikleik asit izolasyonu ve cDNA eldesi

Viral niikleik asit ekstraksiyon islemi ticari olarak temin
edilen niikleik asit izolasyon kitiyle (Macherey-Nagel Nu-
cleospin Virus, Almanya) ve iiretici firmanin oOnerdigi
sekilde uygulandi. Takip edilen protokolle elde edilen yak-
lagik 30 pl hacmindeki niikleik asit PCR asamasina kadar
-80°C sicakliktaki derin dondurucuda saklandi. ¢cDNA
elde etmek amaciyla ticari olarak temin edilen cDNA
kiti (Biorad, 170-8891), iiretici firmanin 6nerdigi sekilde
gerceklestirildi. Reaksiyon siirecinde 42°C’ de 30 dk ve
85°C’ de 5 dk sicaklik uygulandu.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu

BRV RT-PCR protokolii

BRV i¢in PCR karigimi toplamda 25 pl olacak sekilde 12,5
pl Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (2x), 7,5 ul
niikleaz ari su, 1 pul VP6-F forward primer (50 pmol) ve

1 pl VP6-R reverse primer (50 pmol) (Tablo 1) ve 3 ul
cDNA eklenerek hazirlandi. Elde edilen PCR karisimi
95°C’ de 4 dk 6n denatiirasyon; 35 siklus (95°C 1dk, 58°C
1dk sn, 72°C 2 dk) ve 72°C’ de 10 dk son uzama olacak
sekilde thermal-cycler programina tabi tutuldu. BRV RT-
PCR da pozitif sonug veren 6rnegin tiplendirmesi amaciy-
la genotip spesifik RT-PCR uygulandi *’.

Tablol1. Calismada kullanilan PCR primerleri

Etken Dizin (5>-3°)

VP6-F  747-766 GACGGVGCRACTACATGGT

VP6-R  1126-1106 GTCCAATTCATNCCTGGTGG

BegdF 128 GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG

G
Genotiplendime  Gjg).R  715-697 TTCAGCCGTTGCGACTTC

Pgen-F 1064-1085 TTCATTATTGGGACGATTCACA

P
Genotiplendirme

P[11]-R 1398-1377 TGCCTCATAATATTGTTGGTCT

p-324 108-128 ATGCCCWTAGTAGGCTAGCA

SUTR p-326 395-375 TCAACTCCATGTGCCATGTAC

Fl GCAATCCAGTAGTAGAGCGT

RI CTTAGTGGCATCCTTGCCAA

F2 GCCGATCAGTCCGACCAATG

R2 467-485 AGAATGTCAGCCGGGGTAG

98-700 TTCTTACTACACTTTTTGGA 603

ACTCAAACTTAACACTAGAC

M

152-560 TATGTACTATGTTTCCAGCT 409

g5 B = =

CCAACACAAATCCGCAACGC

G(10) i¢i PCR karisimi toplamda 25 pl olacak sekilde 12,5
ul Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (2x), 9,5 pl
niikleaz ari su, 1 pl Beg9-F forward primer (10 pmol) ve 1
ul G(10)-R reverse primer (10 pmol) (Tablo 1) ve 1 ul DNA
eklenerek hazirladi. Elde edilen PCR karigimi1 95°C’ de 5
dk 6n denatiirasyon; 40 siklus (94°C 1dk, 55°C 1dk, 72°C 2
dk) ve 72°C’ de 7 dk son uzama olacak sekilde thermal-cy-
cler programina tabi tutuldu '°.

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

Pestivirus RT-PCR protokolii
PanPestivirus i¢in PCR karisimi toplamda 50 pl olacak
sekilde 31,8 pl niikleaz ari su, 5 ul MgCl, (25mM), 5 pl 10x
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PCR buffer, 1,5 pl p324 primeri (10 pmol) ve 1,5 pl p326
primeri (10 pmol) (Tablo 1), 1 ul dNTPs (10mM), 0,2 ul
Taq DNA polimeraz (5 U/ pl) ve 4 pl 30 cDNA eklener-
ek hazirlandi. Elde edilen PCR karigimi 94°C’ de 2 dk 6n
denatiirasyon; 35 siklus (94°C 1 dk, 56°C 1 dk, 72°C 1 dk)
ve 72°C’ de 7 dk son uzama olacak sekilde thermal-cycler
programina tabi tutuldu *.

BCoV ve BToV Nested PCR protokolii

Orneklerde BCoV taramasi igin nested RT-PCR protokolii
takip edildi *. Birinci asama i¢in PCR karisimi toplam-
da 50 pl olacak sekilde 37,7 ul niikleaz ari su, 2 ul MgCl,
(25mM), 5 pl 10x PCR bufter, 1 pl F1 primeri (25 pmol) ve
1 ul R1 primeri (25 pmol) (Tablo 1), 1 ul dNTPs (10mM),
0,3 pl Tag DNA polimeraz (5 U/ul) ve 2 pl cDNA eklener-
ek hazirlandi. Elde edilen PCR karigimi 94°C’ de 4 dk 6n
denatiirasyon; 35 siklus (94°C 1 dk, 58°C 1 dk, 72°C 2 dk)
ve 72°C’ de 7 dk son uzama olacak sekilde thermal-cycler
programina tabi tutuldu. Elde edilen birinci evre irtiniin-
den 0,5 ul alinarak reaksiyonun ikinci evresinde kullanildi.
PCR karisim oranlarinda degisiklik olmaksizin F2 ve R2
primerleri ile PCR protokoliiniin ikinci evresi hazirlandi ve
ayn1 thermal-cycler programinda 35 siklus olacak sekilde
uyguland1.

BToV nested PCR birinci evresi i¢in PCR karigimi toplam-
da 25 pl olacak sekilde 12,5 ul Maxima Hot Start Green
PCR Master Mix (2x), 7,5 ul niikleaz ari su, 2 ul F forward
primer (50 pmol) ve 2 pl R reverse primer (50 pmol) (Tab-
lo 1) ve 1 ul cDNA eklenerek hazirlandi. Elde edilen PCR
karisimi 94°C’ de 5 dk 6n denatiirasyon; 35 siklus (94°C
1 dk, 49°C 1 dk, 72°C 2 dk) ve 72°C’ de 7 dk son uzama
olacak sekilde thermal-cycler programina tabi tutuldu.
Elde edilen birinci evre tiriiniinden 1 pl iiriin, 9 pl niiklease
ari su ile karistirilip 1/10 luk sulandirma islemi yapild: ve
reaksiyonun ikinci evresinde 5 pl driin kullanildi. PCR
karisim oranlarinda degisiklik olmaksizin nF ve nR pri-
merleri ile PCR protokoliiniin ikinci evresi hazirland1 ve
ayn1 thermal-cycler programinda 35 siklus olacak sekilde
uyguland1 *.

PCR irinleri 1x TAE buffer icinde hazirlanan % 2’lik
agaroz jelle yiiklendi ve 30 dakika boyunca 200 volt elek-
trik uygulanarak yiiriitildd. Yirtitme islemi sonunda jel
goriintiileme sistemi araciligryla PCR tiriinleri goriintiilen-
di ve kayit altina alind1.

Poliakrilamid jel elektroforez (PAGE)

Toplanan 16 adet ishalli buzag1 diski 6rneginden BRV Ag
ELISA ve BRV RT-PCR ile pozitif tespit edilen bir 6rnekte
BRYV niikleik asit segmentlerinin gosterimi PAGE yontemi-
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yle yapildi. Bu asamada digkidan uygulanan niikleik asit
ekstraksiyonu ve PAGE yontemi ayrica jelde giimiis nitrat
boyamasi daha 6nce bildirilmis bir protokolde sinirli mod-
ifikasyonlar yapilarak uygulandi *'.

Bulgular

Toplanan digki 6rnekleri ii¢ farklt hiicre hattinda (MDBK,
HRT-18 ve MA-104)
uygulanan dort kor pasaj islemi sonrasinda virus izo-

virus izolasyonuna alinmis olup,
lasyonu yapilamamugtir.

MDBK hiicre hattinda 4. pasaj sonrasi, BVDV izolasyonu
ve identifikasyonu amaciyla 5. pasaj islemi yapild: ve 24
gozli pleyt 3 giin etiivde inkiibe edildikten sonra IPMA
testi uygulandi. BVDV spesifik substrat ilavesi sonrasi
pozitif kontrol hari¢ diger gozlerde kirmizi-kahverengi

hiicre i¢i boyanma saptanmadi (R
2,

esim.1).

Resim 1. A: Pozitif virus kontrol (BVDV-FLK susu)(x10 biiytitme),
B :Negatif kontrol (Enfekte edilmemis MDBK hiicre kiiltiirii)(x10

biiyiitme)

Tablo 2. PCR ve Ag ELISA sonuglarma gére tekli ve ¢oklu enfeksiyon

bulunan 6rnek sayilar

Enterik Pozitif Ornek
Viruslar Sayisi (%)
Tek BRV 0 (%0)

Tek BCoV 2 (%412,5)
Tek BVDV 2 (%412,5)
Tek BToV 2 (%412,5)
BRV+BVDV 1 (%6,25)
BCoV +BToV 1 (%6,25)
BCoV +BVDV 4 (%25)
BVDV +BToV 1 (%6,25)
BVDV + BToV + BCoV 1 (%6,25)
Toplam 14 (% 87,5)

16 buzagidan alinan digki 6rnekleri 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 kullanilarak test edildi. 16 6rnekten 1 tanesi
BRV porzitif, 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
orneklerin teyid edilmesi amaciyla ayni 6rneklere BRYV,
BVDV RT-PCR ve BCoV nested-PCR yapildi. Ayrica 16
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ornegin hepsi BToV nested-PCR ile test edildi. BRV Ag
ELISA ile pozitif tespit edilen 1 6rnegin, BRV-RT PCR
ile de pozitif oldugu dogrulandi. G(10) ve P(11) genotip-
ine spesifik primerler ile RT-PCR vyapilarak, pozitif tespit
edilen BRV oOrneginin G10P[11] genotipinde oldugu
saptand1. BRV tiplendirmesi amaciyla uygulanan G6, G8,
P(1) ve P(5) spesifik RT-PCR testlerinde ise negatif sonug
alindi. BCoV Ag ELISA ile pozitif tespit edilen 8 érnek
BCoV nested PCR ile test edildi. PCR’ 1n 1. evresi sonrasi
4 ornek pozitif tespit edilirken, 2. evresi sonrasi 7 6rnegin
pozitif oldugu BCoV nested-PCR ile saptandi. BVDV Ag
ELISA ile porzitif tespit edilen 9 6rnek panpesti RT-PCR
ile test edildi ve 9 6rnegin hepsi negatif olarak tespit edil-
di. BToV varlig1 agisindan test edilen 16 érnekten 3 tanesi
BToV nested PCR’ 1n 1. evresinde pozitif saptanirken, nest-
ed PCR 1n 2. evresi sonrasi toplam 5 6rnegin BToV pozitif
oldugu tespit edildi (Tablo 3).

Tablo 3. Ishalli diski 6rneklerinde elde edilen virolojik test sonuglari

Swra Antijen (Ag) ELISA PCR

No  Ornek | IPMA BRV BCoV Pestivirus BoTV
ID BRV BCoV BVDV l.evre 2.evre l.evre 2.evre

L1410 - | - - (H [ . G

2. 1041 - - MM (G CY) H ®

3. 10412 - - - - - )

4. 10413 - - - - () (+)

5. 10414 | - - - = 5

6. 10415 - | - () - - ®

7. 10422 - - (G ) S (G

8. 10423 - - (G (&) ]

9. 10424 - - ) ) - +)

10. 10425 | - - - -

11. 10426 | - - )

12, 10427 - - - )

13. 10428 | - ) - ) | &® - - -

14. 10429 - - (+) - (+) (+) - (+)

15. 10430 | - ) B B - - -

16. 10431 | - - - [OENG)

((+)

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

: pozitif, (-) : negatif, IPMA: immunoperoksidaz testi, BRV: Bovine
rus, BToV: Bovine torovirus)

Calisma kapsaminda diski 6rneklerinden PCR ve Ag ELI-
SA testlerinin sonuglarina gore, ishal semptomu gosteren
16 buzagidan alinan diski Orneklerinin 14 (%87,5)
adedinde arastirilan enterik viruslarin en az bir tanesi
tespit edilmistir. Caligmada 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 saptandi. 1 (%6,25) hayvanda BRV ve BVDV,
1 (%6,25) hayvanda BCoV ve BToV, 4 (%25) hayvanda
BCoV ve BVDYV, 1 (%6,25) hayvanda BVDV ve BToV ikili
enfeksiyonlari saptandi. 1 (%6,25) hayvanda BVDV, BToV
ve BCoV olmak tizere enterik viruslarin olusturdugu tigli
enfeksiyon saptandi (Tablo.2). Ornekleme yapilan 16 hay-
vandan 2 (%12,5) tanesinde ¢aligma kapsaminda ele alinan
enterik viruslara rastlanmada.

SDS-PAGE testinde akrilamid jel iizerinde RNA seg-
mentlerinin bant profillerine gére BRV segmentlerinin
4/2/3/2 seklinde siralandig goriildii (Resim 2).

Segment  Gruplasdiema
No

'’

- 4
2,3,4

5.6 2
7.8,9% 3

10

Resim 2. BRV pozitif 6rnege ait RNA segmentlerinin akrilamid jelde
bant profili

Tartisma ve Sonug

Buzag ishalleri diinyada, sigircilik isletmelerinde ytiksek
morbitide ile seyreden en 6nemli sorunlardan biridir. En-
teksiyoz sebepleri oldukea karmagik olan neonatal buzag:
ishallerinde, diinyada enterik viral etkenler arasinda BRYV,
BCoV, BVDV ve BToV’ a siklikla rastlanilmaktadir “>*!"18,
Tiirkiye’ de bugiine kadar yapilan epidemiyolojik ¢aligma-
larda, buzagilama doneminden sonra siklikla ishallerin
sekillendigi ve gelisme geriligi, tedavi masraflar1 ve 6liim-
ler ile bityiik ekonomik kayiplara neden oldugunu tespit
edilmistir °.

Enterik viruslarin hiicre kiiltiiriinde izolasyonu oldukga
zordur. BRV ile ilgili olarak MA-104 hiicre hatt1 ve pro-
teolitik bir enzim olan pankreatin kullaniminin, BRV izo-
lasyonu igin uygun bir yaklagim oldugunu bildirmistir **.
Virus izolasyon ¢alismalarinda BCoV ve BToV i¢in HRT-
18 hiicre hatt1 ° ve BVDV izolasyonu i¢in MDBK hiicre
hatt1 kullanilmaktadir *. Bu dogrultuda yapmis oldugu-
muz ¢alismada olas1 enterik viruslarin (BRV, BCoV, BVDV,
BToV) tespiti i¢in s6z konusu hiicre hatlar1 (MA-104,
MDBK ve HRT-18) kullanilmistir.

Multisistemik bir enfeksiyon olarak buzagilarda ve eriskin
hayvanlarda tespit edilen BVDYV, buzagilarda ishale neden
olup diski ile de sa¢ilmaktadir . Sahada siklikla karsilagilan
olast non-sitopatojen BVDV biyotiplerin tespiti amaciy-
la IPMA testinin uygulandig bir¢ok ¢alisma bulunmak-
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tadir 26***, Bu calismada MDBK hiicre hattinda 5. kor
pasaj islemi sonrasi yapilan IPMA testinde pozitif 6rnek
saptanmamugtir. Ayrica CPE tespitine dayal1 olarak deger-
lendirme yapilan MDBK, HRT-18 ve MA-104 hiicre hat-
larinda 4 kor pasaj sonrasi 16 adet digki 6rneginden olasi
bir enterik virus izolati elde edilememistir. Bu durumun Ag
ELISA ve PCR testleri ile tespit edilen pozitifliklerin enfek-
tivitesini kaybetmis virus partikiillerinin bulunmasi veya
virus izolasyon calismalarinda iiretilemeyen fakat duyarli
test yontemleri ile varlig1 gosterilebilen ¢ok diisiik sayi-
daki viral partikiilin bulunmasindan kaynaklanabilecegi
degerlendirilmistir. Yapilan her iki yontemin (Ag ELISA ve
PCR) diagnostik sensitivite degerinin (tespit alt sinirinin)
oldukga diistik boylece teshis kapasitesinin yiiksek oldugu
daha onceki caligmalarda gosterilmistir . Diger taraf-
tan ornekleme zamaninin digkidan virus izolasyonunda
olduk¢a 6nemli oldugu ve klinik bulgularin baslangi¢ ve
pik doneminde alinan 6rneklerde virus izolasyon sansinin
yitksek oldugu da bilinmektedir’*. Bu ¢alismada viral
izolat elde edilememesinin bir nedeni de saha sartlarin-
da 6rnek alim zamanlamasiyla ilgili olabilecegi goz ardi
edilmemelidir.

Yapilmis olan ¢aligmalarda PCR ve Ag ELISA testleri ile
neonatal buzag ishallerinde dogada sirkiile olan enterik
viruslarin (BRV, BCoV, BToV ve BVDV) tespiti bildirilm-
istir>*?*3*3_ Yapilan ¢aligmalarda ayni yontemler ile tespit
edilen tekli veya ¢oklu enfeksiyonlara sebep olan enterik
patojenler ile bu calismada tespit edilen viral patojenler
benzerlik gostermektedir.

Diinyada buzagilarda neonatal ishale sebep olan enter-
ik viruslarin (BRV, BCoV, BToV ve BVDV) tekli ve ¢coklu
enfeksiyonlar1 yapilan ¢aligmada gosterilmistir 2. Ulkem-
izde buzagilarin ishal olgularinda, diskidan PCR metodu
ile yapilmis olan ¢aligmalarda BToV tekli enfeksiyon orani
%4,7 - %16,7 arasinda >, tek BRV enfeksiyon yayginlig
%6,1 - %37,27 **, tek BCoV enfeksiyon yayginlig1 %10,8
- %37,27 % ve ikili BRV ve BCoV enfeksiyon yayginlig1
%4,16 - %18,18 ” oraninda tespit edilmistir. ELISA meto-
du ile tek BRV yayginlig1 %17,80 - %71,1 ** ve tek BCoV
yayginligr %1.12 - %15.4 **'; BRV ve BCoV ikili enfek-
siyon yayginhgr %13.4 oraninda tespit edilmistir . Bu
calismadan elde edilen sonuglar, iilkemizde yapilmis diger
caligmalar ile benzerlik gostermektedir. Tiirkiye’ de arastir-
mada ele alinan enterik viruslarin (BRV, BCoV, BToV ve
BVDV) tamamini kapsayan ve ayni hayvanda c¢oklu en-
feksiyon varligini gosteren veri bulunmamaktadir. Ayri-
ca ishalli buzagilarin diski 6rneklerinde BVDV yaygin-
lig1 gosteren prevalans galismalari kisitlidir . Elde edilen
sonuglarin giincel olmasi ve goklu enfeksiyon varliginin
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gosterilmesi, sonuglar1 degerli kilmaktadir.

Calismada Ag ELISA ile pozitif tespit edilen 6rneklerin
teyidi i¢in PCR yontemi uygulanmistir. Bu amagla BVDV
Ag ELISA ile pozitif tespit edilen 6rneklere, 5’UTR hedef
gen bolgesine gore panPestivirus RT-PCR testi uygu-
lanmigtir. Klinik 6rneklerde BVDV Ag ELISA ile tespit
edilen pozitif 6rnek sayisinin, RT-PCR testindeki pozitif
ornek sayisindan yiiksek oldugu daha once bildirilen bir
veridir *. Bu ¢aliymada BVDV’ nin tespitinde, BVDV Ag
ELISA test sonucuna gore pozitif tespit edilen 9 6rnegin
tamaminin panPestivirus RT-PCR ile negatif olmasi, digk
orneklerinde BVDV tespitinde, BVDV Ag ELISA testinin
analitik sensitivitesinin daha yiiksek oldugunu teyit et-
mektedir. Diger taraftan BCoV Ag ELISA ile pozitif tespit
edilen 8 6rnekten 7 tanesi BCoV nested-PCR ile pozitif
tespit edilmistir. BRV Ag ELISA ile BRV RT-PCR sonuglar1
da birbiri ile uyumludur.

Rotaviruslarin farkli P ve G genotiplerinin tespiti, tip spe-
sifik primerler kullanilarak PCR testi ile yapilmaktadir .
Diinya genelinde yapilan saha ¢aligmalarinda tespit edilen
sigir rotaviruslarin bityiik ¢ogunlugu G6 ve G10 genoti-
pindedir '"'%. Daha az yaygin olarak G8 genotipi de tespit
edilmistir '°. Bu genotipler genellikle P[5], P[11] genoti-
pleri ve daha az siklikla P[1] genotipi ile iliskilendirilm-
istir V7. Turkiye’ de ishalli buzagilarla yapilan saha ¢aligma-
larda siklikla G10P[11] genotipine rastlanmaktadir '’
Bu ¢alismada da PCR testi ile pozitif saptanan rotavirus
susunun, G10P[11] genotipine sahip oldugu tespit edilm-
istir.

SDS-PAGE testi diskida rotavirus gosterimi igin kullanish
bir yontem olup 11 segmentili rotavirus genomunun PAGE
ile gosterildigi bircok ¢aliyma bulunmaktadir *>*. Akrila-
mid jel tizerinde RNA segmentlerinin bant profillerine
gore yapilan calismalarda rotaviruslarn A (4/2/3/2), B
(4/2/2/3) ve C (4/3/2/2) gruplarina ayrildig1 gosterilmistir
2. Bu ¢alismada tespit edilen segmentler 4/2/3/2 seklinde
siralanmistir (Resim 2). Bu sonuglar, Ag ELISA ve PCR ile
pozitif tespit edilen rotavirus 6rneginin, SDS-PAGE testin-
de segmentlerin bant profillerine gére grup A'da oldugunu
gostermektedir.

Stirti yonetiminde dikkatle takip edilmesi gereken hu-
suslardan biri de hastaliktan korunma amaciyla biyogiiven-
lik tedbirleri ve as1 programlarinin uygulanmasidir. Bu
calismaya konu olan érneklerin temin edildigi isletmede
eriskin sigirlarda BVDV, BRV ve BCoV asilama program-
lar1 uygulaniyor olmasina ragmen buzagilarda bu denli
yitksek oranli pozitif vakalarin tespit edilmesi beklenen
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bir tablo degildir. Dolayisiyla bu gibi durumlarda 6zellikle
kolostrum beslemesinin etkinliginin sorgulanmasi ve bu-
zagilarda pasif transfer yetmezligi sorununa odaklanilmasi
yararli olacaktir.

Ulkemizde neonatal dénemdeki buzagi kayiplarinda
ishal kaynakli mortalite oranlar ciftliklere ve bolgelere
gore degismekle birlikte, koruyucu veteriner hekimlik
hizmetlerinin uygulandig: ciftliklerde dahi yiiksek oran-
lara ulasabilmektedir. Buzag: ishali ile ilgili hastalik kon-
trolii, genotip prevalansi, bulasma kosullari, as1 etkinlik
calismalar: gibi epidemiyolojik ¢alismalarin sinirl diizey-
de olmasi nedeniyle, bu alandaki olgularin incelenmesi ve
raporlanmasi 6nem arz etmektedir. Bu arastirmada neona-
tal buzag: ishallerine sebep olabilen 6nemli viral etkenler
olan BRV, BCoV, BVDV ve BToV’ un ayn: isletmede es
zamanli olarak goriilebilecegi ve siddetli hastalik bulgular:
ve kayiplara neden olabilecegi gosterilmistir.
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