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ONSOZ

Yeni dogan buzag: ishalleri, bircok enfeksiydz etken yani sira, ¢evresel
kosullar, bakim ve beslenme, vb. nedenlerle degisen siddette goriilebilen ve dnemli
Olctlide oliimle sonuglanabilen bir hastaliktir. Grup A Rotaviruslar (RVA) ve Bovine
Coronaviruslar (BCoV) yani sira son zamanlarda, Caliciviridae familyasinda yer alan
Bovine Enterik Caliciviruslar da (BEC) (Bovine Noroviruslar ve Neboviruslar) yeni
dogan buzagi ishallerinden sorumlu viruslar olarak siklikla saptanmaktadir. Bu
baglamda, farkl iilkelerde sigir popiilasyonunda BEC’lerin varlig1 ve yayginliginin
arastirilmasi, biyolojik ve genetik 6zelliklerinin incelenmesi, enfeksiyonun tanisi ve
korunma amagcl biyolojik iirlinlerin gelistirilmesi gibi konular birgok arastirmanin

konusu olmaktadir.

Bu c¢alismada da, Tiirkiye’nin farkli illerinde yerlesik isletmelerde bulunan
buzagilarda gozlenen ishal olgularinda BEC’lerin olasi etiyolojik ajan olarak
sorgulanmasi, saha suslarinin molekiiler karakterizasyonlarinin belirlenmesi ve

enfeksiyonun epidemiyolojisiyle ilgili bazi bilgilerin kazanimi hedeflenmistir.
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1. GIRIS

Yeni dogan buzagi ishalleri tiim diinyada gozlenen en 6nemli hastaliklardan
olup, yeni dogan buzagilarin gelisim gerilikleri ve Oliimlerinde ©6nemli rol
oynamaktadir (Bartels ve ark., 2010 ve Cho ve ark., 2013). Bu gibi durumlar
dogrudan ya da dolayli olarak ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Cho ve Yoon,
2014). Onemli ekonomik kayiplara neden olan bu hastalik virus, bakteri, protozoon
gibi bir¢ok enfeksiydz ajandan kaynaklanabildigi gibi, ¢evresel kosullar, bakim ve
beslenme de bu hastaliga neden olabilmektedir. Enfeksiydz ajanlar tek baslarina bu
hastaliga sebep olabildikleri gibi birden fazla enfeksiydz ajanin tespit edilebildigi
miks enfeksiyonlara da siklikla rastlanilmaktadir (Crouch ve ark., 2001). Her bir
patojen ile olusan enfeksiyonun prevalansi ve hastaligin insidensi bolgeden bolgeye,
ciftliklerin yonetim sistemine ve siirii biiylikligine gore farklilik gostermektedir

(Cho ve Yoon, 2014).

Besi ve siit sigircilignt gilinlimiizde siirii yonetimi, hayvanlarin bakim ve
beslenmesi, uygun korunma ve sagaltim yontemlerinin kullanimi gibi konularda
oldukga ileri diizeyde olmasina ragmen buzag ishalleri genel bir problem olmaya
devam etmektedir. Bunun en 6nemli sebebi ise, buzagi ishallerinin bir¢ok degiskene
bagli olarak ortaya ¢ikmasi, yani multifaktoriyel olmasidir. Buzagi ishallerini
onleyebilmek i¢in, hastaligin ortaya cikisinin, bircok enfeksiydz etken tarafindan
olusturulmasi, miks enfeksiyonlarin varligi, cevresel faktorler, siirii yonetimi ve
beslenme gibi ¢ok degiskenli bir denkleme sahip oldugunun iyi anlasilmas: gereklidir

(Cho ve Yoon, 2014).

Yeni dogan buzag: ishallerine sebep olan enfeksiydz etkenlerin en basinda
Bovine Rotavirus Grup A (BRV) gelmektedir. Bunu Cryptosporidium parvum
(C. parvum), Bovine Coronaviruslar (BCoV) ve E. coli takip etmektedir (Crouch ve
ark., 2001). Ancak gilinlimiizde halen birgok klinik vakanin etiyolojisi tespit
edilememektedir (Milnes ve ark., 2007). Tiim bu etkenlere ek olarak son zamanlarda,

Caliciviridae familyasinda yer alan genogrup III (GIII) Noroviruslar (NoV) ve



Neboviruslar da yeni dogan buzagi ishallerinden sorumlu ajanlar olarak ele

alinmaktadir (Cho ve Yoon, 2014).

1.1. Etiyoloji

Uluslararas1 Virus Taksonomisi Komitesi’nin 2012’de yayimlanan dokuzuncu
raporuna (9th Report of International Commitee on Taxonomy of Viruses) gore,
Caliciviridae ailesi, "Norovirus, Sapovirus, Lagovirus, Vesivirus ve Nebovirus”
genuslarindan olugsmaktadir (Clarke ve ark. 2012 s: 977-986 ve Kroneman ve ark.,
2013). Bu cinslerden yalnizca genogrup III NoV’lar ve Neboviruslar buzagi
ishallerinden sorumludurlar ve “Bovine Enterik Caliciviruslar (BEC)” olarak

tanimlanmaktadirlar (Di Martino ve ark., 2011 ve Oliver ve ark., 2003).

Caliciviridae

Norovirus Sapovirus Lagovirus Vesivirus Nebovirus

s e e e e e

GIIL.1 (Jena)

Nebraska

GIII.2
(Newbury?2)

DijonA216
(?)

GIIL3
(Ovine)

Kirklareli
(?)

HEEE

g

GIIL4 (?)

Sekil 1.1. Caliciviridae ailesi

NoV’lar ilk olarak 1968 yilinda, Norwalk, Ohio'da insanlardaki bir
gastroenterit salgininda kesfedilmistir. Bu salgmin etiyolojik ajani olarak saptanan
NoV, “Norwalk virus” olarak adlandirilmis ve insan NoV’larin prototip susu olarak
tanimlanmistir (Kapikian, 2000). Norwalk virus 1972 yilinda, elektron mikroskopi
(EM) ile goriintiilenmistir (Kapikian ve ark., 1972). Ayn1 zamanlarda Caliciviridae



ailesi de olusturulmustur (Matthews, 1979). Hem Norwalk virusun hem de
Rotavirusun enterik viruslar olarak kesfedilmesi ve bunlarin EM’deki goriintiileri
bircok enterik virusun “Small Round-Structured Virus (SRSV)” adi altinda
tanimlanmalarina neden olmustur (Kapikian ve ark., 1972; Bishop ve ark., 1974).
1990’1 yillarda molekiiler tekniklerin gelismesiyle SRSV adlandirmasi yerine,
“Norwalk-like viruslar” (glinimiizdeki NoV) ve “Sapporo-like viruslar”
(gliniimiizdeki sapovirus ve astrovirus) adlandirmalariin kullanimi benimsenmistir

(Scipioni ve ark., 2008).

EM kullanilarak domuz ve sigirlara ait digki 6rneklerinden tipik calicivirus
morfolojisine sahip birgok virus kesfedilmistir. Bovine Norovirus (BoNoV)
genotiplerinden biri olan ve Oliver ve ark. (2007a) tarafindan molekiiler
karakterizasyonu yapilan “Newbury Agent 2 (Newbury2)” ilk olarak 1978 yilinda
Ingiltere’de ishalli bir buzagida saptanmistir (Woode ve Bridger, 1978). Bir diger
genotip olan ve 1980 yilinda Almanya’da izole edilen (Giinther ve Otto, 1987)
“Jena”nin ise 1999 yilinda molekiiler karakterizasyonu yapilmistir (Liu ve ark.,
1999). Ando ve ark. (2000) kismi kapsit gen bdlgesi analizine gore bu iki virusun iki
ayr1 genetik kiimede (cluster) yer aldig1 yoniindeki goriisiinii bildirmis, daha sonra bu
goriis Oliver ve ark. (2003) tarafindan kapsit gen bolgesinin tam genom analiziyle
ilgili bilgiler ile kanitlanmistir. Bu iki virus Norovirus genusunda Genogrup III
igerisinde yer almaktadir (Dastjerdi ve ark., 1999; Liu ve ark., 1999 ve Oliver ve
ark., 2003).

Tanimlanan diger iki Bovine Enterik Calicivirus ise ‘“Newbury Agent 1
(Newburyl)” ve “Nebraska” suslaridir. Newburyl, Newbury2 ile birlikte 1978
yilinda Ingiltere'de ishalli bir buzagidan saptanmustir (Woode ve Bridger, 1978).
EM, capraz koruma ¢alismalar1 ve solid faz immonoelektron mikroskopi (SPIEM)
sonrasinda elde edilen bulgular Newburyl’in Newbury2’den farkli bir virus
oldugunu ortaya koymus olup, virus 1984 yilinda karakterize edilmistir (Bridger ve
ark., 1984; Dastjerdi ve ark., 1999 ve Woode ve Bridger, 1978). Nebraska susu ise
1980 yilinda Amerika’da tespit edilmis ve molekiiler karakterizasyonu Smiley ve

ark. (2002) tarafindan yapilmistir. Bu iki virus Neboviruslar igerisinde filogenetik



olarak iki ayr1 “clade” olusturmaktadir (Oliver ve ark., 2006a ve Smiley ve ark.,

2002).

1.1.1. Caliciviruslarin Yapisi

Caliciviruslar isimlerini elektron mikroskopi altindaki karakteristik ““fincan-
sekilli” goriintiilerinden almislardir (Clarke ve Lambden, 1997). Caliciviridae ailesi
iceresindeki viruslar, ikozahedral simetriye sahip zarfsiz viruslardir (Green ve ark.,
2000). Negatif boyali EM’de yaklasik 27-40 nm ve cryo-EM’de ise, yaklasik 35-40
nm ¢apinda gozlenmektedirler. Kapsit, T=3 ikozahedral kafes iizerinde yerlesmis ana
yapisal protein olan VPI’in 90 dimerinden olusmustur (Chen ve ark., 2004).
Calicivirus kapsit yapisinin karakteristik bir 6zelligi, her besli ve ticlii eksendeki 32
fincan-sekilli ¢okiintiilerdir (Clarke ve Lambden, 1997). Negatif boyamali
preparatlarda, baz1 fincan-sekilli ¢okiintiiler tek tek ve iyi bir sekilde goriilebilirken,
diger boyamalarda bu ¢okiintiiller daha az belirgindir (Clarke ve ark., 2012 s: 977-
986). Bu ozellikler Caliciviridae ailesi igerisinde yer alan farkli genuslar arasinda

bazi yapisal varyasyonlar gostermektedir (Chen ve ark., 2004).

Virionun molekiiler kiitlesi yaklasik 15x10%dir. Yiizme dansitesi, CsCl icinde
1,33-1,41 g/em™, gliserol-potasyum tartarat gradientleri icerisinde ise 1,29 g/cm™
arasindadir. Virionun sedimentasyon katsayist ise 170-187 S'dir. Genel olarak,
caliciviruslar dogada oldukca stabildirler ve bir¢cok sus eter, kloroform gibi kimyasal

maddeler ve 1s1 inaktivasyonuna kars1 direnglidirler (Clarke ve ark. 2012 s: 977-986).

Genom yaklagik 7.4-8.3 kb biiyiikliiglinde, pozitif polariteli, lineer tek
iplikcilikli ssRNA’dan olusur (Green, 2013, s:583-609). VPg (10-15 kDa) proteini,
genomik RNA’nin 5' ucuna kovalent baglarla baglanmis ve 3' ucu ise poliadenile
(polyA) haldedir (Clarke ve Lambden, 1997; Clarke ve ark., 2012 s: 977-986 ve
Oliver ve ark., 2006a). Caliciviruslar 5' ucunda ve yapisal/yapisal olmayan
proteinleri kodlayan dizinlerin birlesim yerlerinde korunakli niikleotit motiflerine

sahiptirler (Clarke ve Lambden, 2000). Subgenomik RNA (2.2-2.4 kb) hiicre



icerisinde sentezlenir ve bu da VPg ile baghdir. Bir¢ok calicivirus i¢in gen diizeni,
ekspresyon ve in vitro translasyon caligmalariyla ortaya konmustur (Clarke ve ark.,

2012 s: 977-986).

Caliciviruslarda genom en az iki ya da ti¢c ORF (Ac¢ik Okuma Cergevesi, Open
Reading Frame) igerecek sekilde organize olmustur. Lagoviruslar, Sapoviruslar ve
Neboviruslar iki ORF igerirken, Vesiviruslar ve Noroviruslar tic ORF icermektedirler

(Clarke ve Lambden, 2000).

Tiim yapisal olmayan proteinler, biiylik bir poliprotein olarak kodlanir ve her
bir genus i¢in ayni sirayla eksprese edilir. Poliproteinin parcalanmasi, genuslar i¢inde
degisiklik gosteren viral sistein proteaz tarafindan diizenlenir ancak, yapisal olmayan
proteinlerin gen diizeni genuslar i¢in aynidir (Clarke ve ark., 2012 s: 977-986; Karst
ve ark., 2015). Lago-, Sapo- ve Neboviruslarda ise, ORF1 yapisal olmayan
proteinleri ve temel kapsit proteinini (VP1) kodlarken; ORF2 minér yapisal proteini
(VP2) kodlamaktadir. Vesi- ve Noroviruslarda ise, VP1 ayr1 bir ORF olan ORF2
tarafindan kodlanirken, VP2 ORF3 tarafindan kodlanir (Clarke ve Lambden, 2000).
Tiim genuslarda, yapisal proteinler olan VP1 ve VP2, replikasyon boyunca, genomun
3' ucuyla sonlanan, ¢ok sayida subgenomik RNA’dan iiretilir (Karst ve ark., 2015).
Virionlar, yogun olarak major kapsit proteini olan VP1’den olusurlar (Clarke ve ark.,

2012 s: 977-986).

1.1.1.1. BoNoV’larin Yapisi

NoV genomu yaklasik 7.5 kb biyiikliigiindedir ve murine noroviruslar
(MuNoV) hari¢ ii¢ adet ORF igermektedir (Sekil 1.2). MuNoV’da ise dordiincii
alternatif bir ORF bulunmaktadir (Thorne ve Goodfellow, 2014).

BoNoV genomu ise 7.3-7.5 kb biiyiikliigiindedir (Liu ve ark., 1999 ve Oliver
ve ark., 2007a). 5' ucunda, genoma kovalent olarak bagli, VPg olarak adlandirilan

virus tarafindan kodlanan bir viral protein bulunmaktadir (Scipioni ve ark., 2008 ve



Thorne ve Goodfellow, 2014). 5’ ucta bulunan UTR (Cevrilmeyen Bolge,
Untranslated Region) ise tim NoV genomlarinda yaklagik 5-78 niikleotit
uzunlugundadir (Di Felice ve ark., 2016). 3° ucu ise poliadenile (PolyA) haldedir
(Thorne ve Goodfellow, 2014).

NoV’lar, ribozomal giris bdlgesine ve “Cap” yapisina sahip degildirler ancak,
genomlarmin N-terminal ucunda, VPg bulunmaktadir. Yapilan in vitro ¢aligmalar
VPg’nin protein-protein etkilesmeleri yoluyla translasyon komponentleriyle iliski
icerisinde oldugunu ve NoV RNA’sinin translasyonunu baslatmada 6nemli rol

oynadigina isaret etmektedir (Scipioni ve ark., 2008).

Norovirus

ORF1 ORF2

‘1 p48 l NTP | P22| VPg I AAAAAAAAAAA
Yapisal olmayan proteinler VP1 VP2
Nebovirus
ORF1 ORF2
oo M— AasnasassAs
o o [ [ o] - s
Yapisal olmayan proteinler VP1 VP2

Sekil 1.2. Norovirus ve Neboviruslarin genom yapist

Genomik RNA'nin 5' ucundaki ORF1 yaklagik 195 kDa biiyiikliigiinde
poliprotein kodlamakta ve bu poliprotein, "3C-like" viral proteinaz ile en az 6 yapisal
olmayan proteine ayrilmaktadir (Thorne ve Goodfellow, 2014 ve Zheng ve ark.,
2006). Bu proteinler; N-terminal yapisal olmayan protein NS1-2 (p48 ya da N-term)
(intraselliiler protein transferinde rol oynar), NS3 niikleosit trifosfotaz (NTPase ya
da 2C-like)/RNA helikaz, NS4 protein (p22 ya da 3A-like) (seliiler membran
trafiginde ve replikasyon komplekslerinde yer alir), NS5 protein (VPg), NS6
proteinaz (3C-like) ve NS7 RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp ya da 3D-pol) 'dir
(Liu ve ark., 1999; Scipioni ve ark., 2008 ve Thorne ve Goodfellow, 2014).



OREF 2 ise yaklagik 55-60 kDa boyutunda VP1 major kapsit proteinini kodlar
(Clarke ve ark., 2012 s: 977-986 ve Liu ve ark., 1999). Bunun disinda, kendini
olusturma (self-assembly) ve kapsit formasyonu reseptorlerin taninmasi, konake1
spesifitesi, suslarin tayini ve immunojenisite gibi fonksiyonlar1 vardir (Chen ve ark.,
2004). X-ray kristallografi ¢calismalar1 kapsit proteininin (VP1) Kabuk (S) ve ¢ikintili
Protruding (P) olmak iizere iki temel domain’den olustugunu gostermektedir (Prasad
ve ark. 1999). S domaini RNA’y1 sararak kapsitin i¢ kismini olustururken P domaini
kabuk boélgesinden ¢ikan yay benzeri ¢ikintilardan meydana gelmektedir (Green,
2013, s:583-609). P domaini, P1A, P1B ve P2 olarak adlandirilan alt domainlere
ayrilir (Rohayem ve ark., 2005). S domain’i olduk¢a korunakli olmasina ragmen, P1
orta diizeyde korunakli, P2 ise oldukca degiskendir (Chen ve ark., 2004 ve Tan ve
ark., 2004). Onemli yapisal varyasyonlar 6zellikle, P1 ve P2 alt {initelerinden olusan
P domaininde bulunmaktadir (Di Felice ve ark., 2016). P2 NoV kapsitinin en
degisken domainidir ve kapsitin dis kisminda lokalize oldugundan, bagirsak
hiicrelerinin yiizeyinde bulunan hiicre reseptoriine baglanmasinda gorev almakta ve
immiinolojik 6zellikleri tagimaktadir (Tan ve ark., 2004 ve Zheng ve ark., 2006).
ORF3 ise genomun 3' ucunda yer alir ve kii¢clik minor yapisal proteini (VP2) kodlar.
VP2 yaklasik 20 kDa biiyiikliigiinde olup, VP1 kapsit proteininin yapiminda ve

stabilitesinin saglanmasinda gorev almaktadir (Bertolotti-Ciarlet ve ark., 2003).

Hayvanlarda enfeksiyon olusturan NoV’larin reseptorleri hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Ancak insan NoV i¢in karbonhidrat iliskili doku-kan grup
antijenlerinin (HBGA) reseptdr ya da ko-reseptdr olabilecegi belirlenmistir (Tan ve
Jiang, 2014). Bunun yani sira sialik asitin de Newbury?2 icin alternatif bir reseptor

olabilecegi diisliniilmektedir (Mauroy ve ark., 2011).

NoV’larin bir diger 6zelligi de, enfekte veya cDNA ile transfekte hiicrelerde
subgenomik RNA’nin eksprese edilmesidir. ORF2 ve ORF3, subgenomik RNA’nin
olugmasinda gorev alirlar. Subgenomik RNA, genomun son 2.4 kb kismiyla aynidir
ve 5’ ucunda VPg, 3’ ucunda da polyA bulunmaktadir (Thorne ve Goodfellow,
2014).



1.1.1.2. BoNoV’un Siniflandirilmasi

VP1 kapsit proteininin detayli filogenetik analizlerine goére NoV’lar alt1
"genogrup"tan olugmaktadir (Zheng ve ark., 2006). Bu genogruplar, GI, GII, GIII,
GIV, GV ve GVI olarak ifade edilmektedir. Insan NoV GI, GII ve GIV icerisinde,
Bovine ve Ovine NoV GIII igerisinde, MuNoV GV igerisinde, domuz NoV GII
icerisinde, aslan, kedi ve kopek NoV ise GIV igerisinde yer almaktadir (Liu ve ark.,
1999; Martella ve ark., 2007, Martella ve ark., 2008; Pinto ve ark., 2012; Scipioni ve
ark., 2008 ve Woode ve Bridger, 1978). Ishalli evcil kdpeklerde tanimlanan yeni bir
NoV ise GVI'da yer almaktadir (Mesquita ve ark., 2010). Yakin zamanda Hong
Kong’da bir kopekte identifiye edilen NoV’un ise GVII olabilecegi Onerilmistir
(Vinjé, 2015).

Genogruplar igerisindeki NoV suslarinin siniflandirilmasinda dnceleri goriis
birligine varilamamistir. Ancak, daha sonra Onerilen NoV’un bilimsel
adlandirilmasinda major kapsit proteinlerinin aminoasit dizinlerine dayali bir
simiflandirilmaya gidilmesi goriisii  benimsenmistir. Son siniflandirmaya gore;
NoV’lar 6 genogruba ayrilir (D1 Felice ve ark., 2016 ve Green, 2013, s:583-609). GI
igerisinde 9, GII de 22, GIIT’te 3, GIV, GV ve GVI’da 2’ser genotip bulunur (Vinjé,
2015). Yapilan molekiiler analizler, BoNoV’larin insan NoV’dan olduk¢a uzak
oldugunu ortaya koymustur ve bugiine kadar insan ishallerinde BoNoV tespiti
yapilmamistir (Smiley ve ark., 2003). BoNoV, kronolojik olarak bakildiginda bu
genogruplar icerisinde ilk kesfedilen genogrup olan GIII’te yer almaktadir (Liu ve
ark., 1999; Ando ve ark., 2000; Oliver ve ark., 2003). NoV GIII igerisinde
birbirlerinden antijenik olarak farkli {i¢ genotip (GII.1, GIIL2 ve GIIL3)
bulunmaktadir (Green, 2013, s:583-609). GIIL.1’in prototip susu Bo/Jena/80/DE,
GIIL.2’nin prototip susu ise Bo/Newbury2/76/UK suslaridir (Oliver ve ark., 2007a).
Ayrica Yeni Zelanda'da koyunlardan ve domuzlardan alinan disk1 6rneklerinde tespit
edilen, BoNoV GIII ile yakin iliskili NoV (Ov/NZL/2007/GIII.3/Norsewood30)
tictincti genotip (GIIL3) olarak tespit edilmistir (Wolf ve ark., 2009). Arjantin’de
yapilan bir ¢calismada RdRp gen bolgesi GIIIL.2 ile olduk¢a yakin ancak ORF2/3 gen

bolgesi mevcut genotiplerden olduk¢a farkli olan muhtemel bir susun



(Bo/AR/2012/B4881) ise muhtemel 4. genotipi (GIIL.4) temsil ettigi bildirilmistir
(Ferragut ve ark., 2016).

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda az sayida BoNoV susunun tiim dizini ya da
tiim kapsit dizini (ORF2) bildirildiginden, BoNoV’lar arasinda saglam bir filogenetik
iliski kurmanin ya da evrimsel siirecleriyle ilgili bir sonuca varmanin oldukg¢a gii¢
oldugu bildirilmektedir (Di Felice ve ark., 2016). Oysa farklt NoV’larin farkli
epidemilere neden olmasi, konak spektrumlari, insidensleri, virulensleri ve ¢evresel
kosullarda stabilitelerinin farkli olmasi bu viruslarin dogru olarak siniflandirilmasin

onemli kilmaktadir (Kroneman ve ark., 2013).

NoV’lar arasinda rekombinasyon varliginin, genotip tayininin dogru sekilde
yapilmasint zorlagtirmasi1 ve rekombinasyon bdlgesinin ¢ogunlukla ORF1/ORF2
birlesim bolgesi olmasi sebebiyle, RARp ve kapsit gen bolgelerinin dizinleri dikkate
alinarak; hem RdRp hem de kapsit proteinlerini kodlayan gen bolgelerine ait
tiplendirmenin icerildigi ikili adlandirma sistemi Onerilmistir (Kroneman ve ark.,
2013). Buna gore, 6rnegin GIIL.1 genotipi prototip virusu olan Bo/Jena/80/DE susu
GIII/Bo/DE/1980/GIIL.P1_GIIl.1/Jena ve GIIL.2 genotipi prototip virusu olan
Bo/Newbury2/76/UK  susu  GIII/Bo/UK/1976/GII1.P2_GIII.2/Newbury2 olarak

adlandirilmaktadir.

1.1.1.3. Neboviruslarin Yapisi

Bugiine kadar sadece buzagilarda tespit edilen Neboviruslar, aslinda
1980’lerden beri bilinmelerine karsin, Calicivirus ailesinde bir genus olarak
nitelendirilmeleri oldukc¢a yenidir (Clarke ve ark., 2012 s: 977-986 ve Smiley ve ark.,
2003). Yapilan calismalar NoV’lar ile Neboviruslarin antijenik yonden farkli
olduklarin1 ortaya koymustur (Dastjerdi ve ark., 2000; Oliver ve ark., 2006a ve
Smiley ve ark., 2002). Bu giine kadar az sayida Nebovirus susu karakterize edilmis
oldugundan, NoV’lara kiyasla, Neboviruslara iliskin bilgiler simirhidir (D’Mello ve
ark., 2009; Han ve ark., 2004; Park ve ark., 2008 ve Smiley ve ark., 2002).



Neboviruslar, RdRp gen bolgelerine gore “Newburyl” ve “Nebraska” benzeri
olmak iizere iki farkli genotipten olusur (Oliver ve ark., 2006a ve Smiley ve ark.,
2002). Bu viruslar birbirlerine genom organizasyonlari, ORF1 proteaz ayrilma
bolgeleri acisindan benzemelerinin yami sira, tam kapsit proteini olusturan

aminoasitleri bakimindan da %98 oraninda benzemektedir (Oliver ve ark., 2006a).

Neboviruslarin yaklasik 7.4 kb biiytlikliglindeki viral genomu, ORF1 ve ORF2
olmak tizere 2 ORF (Sekil 1.2) ve 5° ucunda diger caliciviruslardan yaklasik ti¢ kat
daha uzun bir UTR (74-75 niikleotit (nt)) icermektedir (Oliver ve ark., 2006a ve
Smiley ve ark., 2002). 3’ ucunda ise yaklasik 67 nt’den olusan PolyA kuyrugu
bulunmaktadir (Smiley ve ark., 2002). ORF1, yapisal olmayan proteinleri ve 49-57
kDa boyutundaki major kapsit proteinini kodlamaktadir (Dastjerdi ve ark., 2000 ve
Smiley ve ark., 2002). ORF2 ise, mindr yapisal proteini kodlamaktadir (Clarke ve
ark., 2012 s: 977-986). Diger Caliciviruslarda oldugu gibi, ORF1’in kodladig:
yapisal olmayan proteinler sirasiyla; protein p48 (N-term), niikleosit trifosfotaz
(NTPase) (2C-like), protein p22 (3A-like), VPg (3B), proteinaz (3C-like) ve RNA
bagimli RNA polimeraz (RdRp) (3D-pol)’dir (Oliver ve ark., 2006a ve Smiley ve
ark., 2002).

VP1 kapsit proteini NoV’larda oldugu gibi, 2 hidrofobik ve bir hidrofilik
bolgeye ayrilmakta olup, bu bolgeler sirasiyla S, P1 ve P2 olarak adlandirilmaktadir
(Prasad ve ark., 1999). D’Mello ve ark. (2009) tarafindan bildirilen homoloji
modeline gore S domain 1-216, P1 domaini 217-273 ve 452-549, P2 domaini ise
274-451 aminoasitleri arasina denk gelmektedir. S domaini olduk¢a korunakl
olmasina ragmen, P1 orta diizeyde korunakli, P2 ise olduk¢a degiskendir (Chen ve
ark., 2004). Ozellikle P2 bolgesinin en degisken kismi olan 288-420 aminoasitleri
arasindaki bolge homoloji modeline gore ylizeyde yer almaktadir. P2, NoV’da
oldugu gibi kapsitinin dis kisminda yer alir ve virusun bagirsak hiicrelerinin
yiizeyinde bulunan hiicre reseptoriine baglanmasinda ve immiinolojik o6zellikleri

tagimasinda gorev almaktadir (D’Mello ve ark., 2009).
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1.1.1.4. Neboviruslarin Simiflandirilmasi

Filogenetik olarak, Neboviruslarda iki polimeraz tipi tanimlanmis olup,
saptanan ~ saha  suslar1  prototip  viruslar  (Bo/Newburyl/76/UK  ve
Bo/Nebraska/80/US) dikkate alinarak Newbury1-benzeri ve Nebraska-benzeri olarak
siniflandirilmaktadirlar. Ayrica Neboviruslar arasindaki genetik farkliliklar nedeniyle
yeni genotiplerin varlifina dair bildirimler de bulunmaktadir. Bu iki prototip virus
(Bo/Newburyl/76/UK ve Bo/Nebraska/80/US) disinda Kaplon ve ark. (2011)
muhtemel liclinci bir genotipi temsil eden susu (Bo/DijonA216/06/FR)
bildirmislerdir.

Her bir RdRp tipinin referans viruslari tek tip kapsite sahiptir yani VP1 kapsit
dizini prototip viruslar olan, Bo/Newburyl/76/UK ve Bo/Nebraska/80/US arasinda
korunaklhidir (Clarke ve ark., 2012 s: 977-986 ve Oliver ve ark., 2006a). Baslangigta
diger caliciviruslardan farkli olarak, Neboviruslarin, birbirleriyle yakin iligkili tek bir
antijenik gruplandirmaya sahip oldugu bildirilmistir (Clarke ve ark., 2012 s: 977-
986). Ancak, son olarak yapilan molekiiler analizler sonucunda Neboviruslarin
aslinda 4 kapsit tipine sahip olduklari, her bir kapsit tipinin birbirine yiiksek oranda
benzedigi ve gruplar arasindaki niikleotit benzerliklerinin en az %88,7; aminoasit
benzerliklerinin ise en az %96,5 oraninda oldugu bildirilmistir (D1 Martino ve ark.,
2011 ve D’Mello ve ark., 2009). Bu tiplendirmeye gore, Lineage 1, Amerika, Italya
ve Ingiltere’deki suslardan olusmaktadir (D’Mello ve ark., 2009). Her iki RdRp
tipinin (Bo/Newburyl/76/UK-benzeri ve Bo/Nebraska/80/US benzeri) referans
virusu da bu tip kapsite sahiptir. Lineage 2’de Japonya ve Amerika’da saptanan
suslar; Lineage 3’te Kore suslar1; Lineage 4’de Ingiltere ve Italya’da tespit edilen

suslar bulunmaktadir (Di Martino ve ark., 2011).

Neboviruslara ilgili tespitler ve molekiiler karakterizasyon caligmalari
BoNoV’lara gore ¢cok daha smirhidir. Bu nedenle gelecekte yapilacak calismalar
BoNoV’larda oldugu gibi Neboviruslarin siniflandirilmasina ilgili yeni veri ve
yaklasimlar1 da ortaya koyacaktir. Bu baglamda 3. bir genotip olarak onerilen

Bo/DijonA216/06/FR susu, iilkemizde Alkan ve ark. (2015) tarafindan siddetli ishalli
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buzagilardan saptanan bir Calicivirus olan ve tam genom niikleotit benzerligi
bakimindan en yakin olarak Neboviruslara benzeyen (%48) “Kirklarelivirus™ susu ile
gelecekte saptanmasi olasi bir¢ok farkli susun yer aldigi yeni simiflandirma

kriterlerinin olusturulmasi1 da miimkiin olabilecektir.

1.2. Zoonotik Potansiyel ve Rekombinasyon

Baz1 hayvan caliciviruslart tiir bariyerini gecebilmekte ve potansiyel olarak,
insanlar alternatif konak olarak kullanmasi miimkiin olabilmektedir. Ornegin, Snow
Mountain deniz aslani virusunun insanlar1 enfekte ettigine dair veriler bulunmaktadir
(Smith ve ark.,, 1998). Bu giine kadar, zoonotik BoNoV enfeksiyonlari
bildirilmemistir ancak muhtemel bir gecise dair kanitlar bulunmaktadir (Thorne ve
Goodfellow, 2014). Ornegin, insan NoV gnotobiyotik domuzlari enfekte
edebilmektedir ve buna dair serolojik bulgular mevcuttur (Farkas ve ark., 2005).
Ayni zamanda insan NoV’lari domuzlarda ve sigirlarda virolojik olarak tespit

edilmistir (Mattison ve ark., 2007).

Insan NoV ile yakin iliskili NoV’lar diger memeli tiirlerinden de identifiye
edilmistir ancak bunlarin dogal konak¢1 m1 yoksa dogal olarak enfekte olan gegici
konaklar m1 olduklar1 netlik kazanamamistir (Clarke ve ark., 2012 s: 977-986).
NoV’larin klinik belirtilere sahip ve sahip olmayan gastroenteritisli domuzlarda ve
sigirlarda tespiti olduk¢a yaygindir. Yapilan molekiiler analizler, 6zellikle domuz
NoV’larin insan suslartyla yakin iliskili oldugunu gdstermistir ki zaten, bazi domuz
NoV’lar1 ve insan NoV’lar1 aym1 genogrubu (GII) paylasmaktadir (Oliver ve ark.,
2003; Wang ve ark., 2005). Ayrica, insan NoV GII’nin replikasyon caligmalari
gnotobiyotik domuzlarda kullanilarak gerceklestirilmistir (Scipioni ve ark., 2008).
Venezuela’daki domuzlarda insan NoV karst bulunan antikorlar, hayvanlarin insan
NoV ig¢in bir rezervuar rolii oynayabilecegini diisiindiirmiistiir (Farkas ve ark., 2005).
Bu sonuglarin, domuzlarin GI insan NoV ile enfekte olmasiyla ya da heniiz
kesfedilmemis domuz NoV’un muhtemel bir sirkiilasyonuyla agiklanabilecegi

bildirilmistir (Scipioni ve ark., 2008).
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Olas1 rezervuarlar ve zoonotik gegise dair bulgular olmasma ragmen,
reseptoOrler arasindaki farkliliklar bu hipotezi desteklememektedir. Ayrica, insan ve
sigirlarda farkli genotiplerin sirkiile olmasi nedeniyle, Oliver ve ark. (2003)
BoNoV’larin insanlar i¢in bir risk olusturmadigini 6ne siirmiislerdir. Ancak,
Kanada’da, domuz ve sigirlarda tespit edilen NoV dizininin, insan GII.4 NoV dizini
ile yakin olmasina dayanilarak, BoNoV’larin zoonotik potansiyeline iligskin bilginin
ilerleyen zamanlarda degisebilecegi bildirilmistir (Mattison ve ark., 2007). Hayvan
NoV’lari, heniiz insanlardan izole edilmemistir ancak, Hollanda’da bazi veteriner
hekimlerde, Hindistan’da ise 6rneklenen yetiskinlerin %10,7’sinde BoNoV GIIL.2’ye
kars1 antikorlarin tespit edilmesi, bazi BoNoV’larin zoonotik potansiyelinin
olabilecegi yoniinde bir degerlendirmeye neden olmustur (Menon ve ark., 2013 ve
Widdowson ve ark., 2005). Bununla birlikte bu durumun insan ve bovine suslari
arasindaki c¢apraz-reaktif epitoplarin varhigindan kaynaklandigr diigtiniilmiistiir
(Oliver ve ark., 2006b ve Scipioni ve ark., 2008). Arastiricilar (van Der Poel ve ark.,
2000 ve Thorne ve Goodfellow, 2014) NoV’larin zoonotik potansiyelini agiga
kavusturmak ve hayvanlarin yeni suslarin ortaya ¢ikmasini saglayan rezevuarlar olup
olmadiginin belirlenmesi igin, bu viruslarin hem saglikli hem de hasta hayvanlarda
prevalansinin tespit edilmesini, tiirler arasi gecisi erken tespit edecek yeni metotlar
gelistirilmesini ve bu calismalarin hem veteriner hekimlik hem de halk saglig

yoniinden isbirligi ile gergeklestirilmesini dnermislerdir.

Bilindigi kadariyla Neboviruslarin zoonotik potansiyeli olduguna dair bir

bildirim bulunmamaktadir.

Viruslarin zoonotik potansiyeli, farkl tiirlere ait ya da ayni tiirde enfeksiyon
olusturan degisik suslarin olusturdugu mix enfeksiyonlarin, rekombinasyon ile

sonuglanmasi olasiligindan dolayr da 6nem arz etmektedir.

Rekombinasyon, Caliciviruslarda, ayn1 genogrup veya genotip icerisinde ya da
genogruplar arasinda oldukca sik meydana gelmektedir (Clarke ve ark., 2012 s: 977-
986 ve Di Martino ve ark., 2011). Caliciviruslarda rekombinasyon ilk olarak insan

caliciviruslarinda 1997 yilinda tanimlanmistir (Hardy ve ark., 1997). O zamandan bu
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yana tiim Calicivirus genuslarinda rekombinant viruslarin varlig tespit edilmekte
olup, farkli patogeneze ve viriilense sahip yeni suslarin ya da varyantlarin ortaya
cikmasi agisindan rekombinasyon 6nemli bir mekanizma olarak kabul edilmektedir

(Bull ve White, 2010, s:45-65).

NoV’lar, ¢ogunlukla ORF1-ORF2 (polimeraz gen bdlgesinin sonu-kapsit gen
bolgesinin baslangici) birlesim bdlgesinde rekombine olmasina ragmen baska
rekombinasyon bolgeleri de belirlenmistir (Bull ve ark., 2007; Jiang ve ark., 1999 ve
Rohayem ve ark., 2005). Kapsit bolgesinin konak hiicreye baglanma reseptdrlerine
sahip olmasi ve antijenik taninmadan sorumlu olmasi sebebiyle, rekombinasyonun
onemli evrimsel etkileri bulunmaktadir. Sonugta, kapsit bolgesi konak¢idan
kaynaklanan bir takim fonksiyonel ve yapisal zorlamalar nedeniyle seleksiyona
ugramaktadir. Alternatif olarak, konak¢min immun savunma mekanizmalarindan
kacabilmek i¢in de kapsit bolgesi yapisal olarak degismeye zorlanmaktadir (Bull ve
White, 2010, s:45-65).

Rekombine olma yetenegi, virusun RdRp gen bolgesini korumasini ancak viral
kilifin1 degistirmesini ve dolayisiyla farkli bir antijenik profile biirlinmesini saglar.
Bu durum, siirii immiinitesi ya da konakciya baglanan epitoplarda olusan
mustasyonlar nedeniyle konak sayisi azalan virusa avantaj olusturmaktadir (Bull ve
White, 2010, s:45-65). Identifiye edilen bircok NoV rekombinantlari, ayn1 hayvan
(domuz ve s1g1r) tiirii ve insan igerisinde ve ayn1 genogrupta olmasina ragmen Nayak
ve ark. (2008) insanlarda genogruplar arasi NoV rekombinanti tespitinde de
bulunmuslardir. Nitekim insanlarda GI ve GII’nin dogal koenfeksiyonunun ortaya
konulmus olmasi; su kabuklularinda ayni anda hem insan hem de hayvan NoV
varliginin tespiti, NoV’larin rekombinasyon temelli evrimi olasiligi konusunda
onemli bildirimlerdir (Costantini ve ark., 2006). Bu nedenledir ki, rekombinasyonun
meydana geldigi bolge nedeniyle, NoV’larin giincel smiflandirma sistemi
rekombinant suslarin hem RdRp hem de kapsit gen bolgesinin filogenetik

Ozelliklerini ifade edecek sekilde olusturulmustur.

Bugiine kadar yapilan BoNoV’a iligkin yapilan g¢alismalar sonucunda, hem
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GIIL.P1 (Jena) benzeri RdRp gen bolgesi yani sira GIIL.2 (Newbury?2) benzeri kapsit
gen bolgesine sahip (GIILP1/GIIL.2) hem de GIIL.P2 (Newbury2) benzeri RdRp gen
bolgesi yan1 sira GIII.1 (Jena) benzeri kapsit gen bolgesine sahip (GIIL.P2/GIII. 1)
rekombinant suslar tanmimlanmistir. ilk rekombinant BoNoV susu olan
Bo/Thirsk10/00/UK Ingiltere’de Oliver ve ark. (2004) tarafindan tespit edilmistir ve
bu sus GIII.1 iligkili RdRp; GIIL2 iligkili kapsit bolgesine sahiptir. Farkli cografik
bolgelerde yapilan caligmalarda tespit edilen BoNoV rekombinant suglar bu susa
benzer genetik kombinasyona (GIII.P1/GIIIL.2) sahiptirler (D1 Martino ve ark., 2014;
Han ve ark., 2004; Jor ve ark., 2010 ve Mauroy ve ark., 2009b). Bugiine kadar
yalmizca bir GIIL2 iliskili RdRp; GIIL.1 iligkili kapsit gen bolgesine sahip
rekombinant sus (B-1SVD/03/US) tanimlanmistir (Bull ve ark., 2007).

In vitro olarak yapilan bir ¢aligmada da, farkli iki MuNoV susuyla enfekte
edilen leukemik fare monosit-makrofaj hiicrelerinde rekombinant sus gelisimi

gosterilmistir (Mathijs ve ark., 2010).

Nebovirus prototip viruslarin (Bo/Newburyl/76/UK ve Bo/Nebraska/80/US)
genom yapilar1 dikkate alindiginda -yani iki farkli RARP bdlgesine sahip olmalarina
karsin kapsit bolgesi yoniinden oldukg¢a yakin olmalari- diger Calicivirus
genuslarinda oldugu gibi  Neboviruslarda da rekombinasyon olasiliginin
ongoriilmesine neden olmustur. Nitekim Di Martino ve ark. (2011) Italya’da
yaptiklar1 ¢aligmada rekombinant Nebovirus susu (Bo/16TE/2010/ITA) tespit

etmislerdir.

Caliciviruslarda rekombinasyonun roliiniin 1iyi anlasilmasi o6zellikle as1
gelistirilme caligsmalar1 i¢in Onemlidir. Ciinkii, rekombinasyonun yeni patojenik
suslar olusturma potansiyeli, eger virustan korunmak i¢in canli-atteniie as1
kullanilmas1 planlaniyorsa, dikkatli olunmasi gereken bir durumdur (Bull ve White,

2010, 5:45-65).

Tim bu bilgiler, uygun kosullarda rekombinant caliciviruslarin olusabilecegini

ve/veya genetik olarak uygun NoV’lar igin tiirler aras1 ge¢isin (hayvan-hayvan ve
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insan-hayvan) ve ko-enfeksiyonun miimkiin olabilecegini gostermektedir (Mauroy

ve ark., 2009a ve Scipioni ve ark., 2008).

1.3. Epidemiyoloji

NoV’larn insanlarin yani sira sigirlarda, domuzlarda, kopeklerde ve vizonlarda
gastroenterik hastaliklara neden oldugu bilinmektedir. Bu viruslar insanlarda tiim yas
gruplarinda, 6zellikle bakim evleri, hastaneler ve restorantlar gibi toplu yerlerin
kullanimina bagli olarak ortaya ¢ikan gastroenterit salginlarina neden olan en yaygin
nedenlerin basinda gelmektedirler (Deng ve ark., 2003; Puustinen ve ark., 2012 ve
van der Poel ve ark., 2000). Genellikle her kis sezonunda ortaya ¢ikan gastroenterit
vakalarinda, salginlarda ve hatta bazen epidemilerde, farkli genetik 6zelliklere sahip

NoV’lar tespit edilmektedir (van der Poel ve ark., 2003).

Insanlarda NoV’lar her yas grubunda enfeksiyona neden olmasma karsin,
BoNoV genellikle gen¢ hayvanlarda (ilk bir yilda daha yiiksek oranlarda olmakla
birlikte) tespit edilmektedir (Deng ve ark., 2003 ve Mauroy ve ark., 2009a). Yetiskin
sigirlarda NoV’larin az saptanmasinin muhtemel nedenleri arasinda, tekrarlayan
enfeksiyonlar1 dnleyen sus spesifik antikor yaniti ya da erigkin sigirlardaki virus

saciliminin ¢ok az olmas1 sayilmaktadir (van der Poel ve ark., 2003).

NoV’larla ilgili epidemiyolojik ¢alismalar, 6rneklenen popiilasyon, iilke,
orneklemenin yapildigi mevsim, vb. kriterler yan1 sira BoNoV genotiplerinin (GIII.1
ve GIIL.2) varligi/yayginligina yonelik verileri de ortaya koymustur. Hollanda'da
materyal saglanan isletmelerin %44'iinde NoV varlig1 (van der Poel ve ark., 2000);
besi buzagilarindan saglanan 6rneklerin %31,6 ve siit sigircilidi isletmesinde bulunan
buzagilardan saglanan materyallerin %4,2’sinde GIII.2 NoV varlig1 (van der Poel ve
ark., 2003) bildirilmistir. Italya (Di Bartolo ve ark., 2011; Di Martino ve ark., 2014),
Ingiltere (Milnes ve ark., 2007 ve Oliver ve ark., 2003) ve Fransa’ da (Kaplon ve
ark., 2011) yapilan caligmalarda ishalli buzagilarda %8-24,7 arasinda degisen
oranlarda GIII.2 genotip BoNoV tespiti bildirilmistir. Jor ve ark. (2010) Norveg’te
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ishalli ve ishalli olmayan buzagilarda %49,6 oranininda hem GIII.1 hem de GIIL.2
tespiti yapmislardir. Yapilan calismalarda GIII.1 prevalansi, Macaristan’da %2,1
(Reuter ve ark., 2009), Belgika’da %0,3 (Mauroy ve ark., 2009a), italya’da %0,9-2,9
(D1 Bartolo ve ark., 2011 ve Di Martino ve ark., 2014), Almanya’da %9 (Deng ve
ark., 2003) ve Fransa’da %5 (Kaplon ve ark., 2011) olarak bildirilmistir. Amerika’da
yapilan ¢aligmalarda ise farkli eyaletlere iliskin Orneklemeler yapilmis ve bu
calismalarda %21,6-80 arasinda degisen pozitiflik oranlar1 saptanmistir (Cho ve ark.,

2013; Smiley ve ark., 2003 ve Wise ve ark., 2004).

BoNoV bir¢ok Avrupa iilkesi ve Kuzey Amerika yani sira Asya, Afrika ve
Gliney Amerika’da yer alan bazi iilkelerde de bildirilmistir. Bu ¢alismalarda Giiney
Kore’de %9,3 (Park ve ark., 2007), Tunus’da %16,6 (Hassine-Zaafrane ve ark.,
2012), Venezuela’da % 1 (Alcala ve ark., 2003), Arjantin’de ise %3,3 (Ferragut ve
ark., 2016) oraninda pozitiflik saptanmistir.

BoNoV iizerine yapilan serolojik ¢alisma verileri ise GIIL2 igin oldukga
yiiksek seroprevalans degerlerini ortaya koymustur. Almanya'da ve Ingiltere'deki
sigirlarda GIII.1 ya da GIIL.2” ye kars1 %93-98 (Oliver ve ark., 2007b); Amerika’da
GIll.2’ye karst %94-95 (Thomas ve ark., 2014), Belcika’daki GIII.2’ye karsi

seroprevalans orani %93 (Mauroy ve ark., 2009a) olarak saptanmustir.

Bu iki genotipin yan1 sira BoNoV rekombinant suglara ilgili ¢alismalar, ilk
rekombinant BoNoV susun (Bo/Thirsk10/00/UK) Ingiltere’de tanimlanmasini
takiben benzer rekombinant suslarin (GIIL.P1/GIIL.2) Amerika, Belgika, Norveg ve
Italya’da tespit edildigini ortaya koymaktadir (Di Martino ve ark., 2014; Han ve ark.,
2004; Jor ve ark., 2010; Mauroy ve ark., 2009b ve Oliver ve ark., 2004). GIII.2
iliskili RdRp ve GIIL1 iligkili kapsit gen bdlgesine sahip tek rekombinant sus
(B-1SDV/03/US) ise Yeni Zelanda’da tespit edilmistir (Bull ve ark. 2007).

Gliniimiizde, Caliciviruslar icerisinde yeni tanimlanan bir genus olan
Neboviruslarin yayginligina dair ¢ok sayida bildirim olmamasina ragmen, yapilan

calismalarda bu virus Ingiltere’de %8,4 (Oliver ve ark., 2006a), Fransa’da %7
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(Kaplon ve ark., 2011), italya’da %5 (Di Martino ve ark., 2011), Tunus ‘da %3
(Hassine-Zaafrane ve ark., 2012), Giiney Kore'de %9,2 (Park ve ark., 2008),
Brezilya’da %4.8 (Candido ve ark., 2016) oraninda tespit edilmistir. Smiley ve ark.
(2003) ile Cho ve ark. (2013) tarafindan Amerika’da yapilan ¢aligmalarda ise ishalli
buzagilardan saglanan Orneklerde sirasiyla %29 ve %21,6 oraninda pozitiflik
saptanmistir. Saglikli buzagilarda Nebovirus tespiti (%1,6) tlizerine bilindigi
kadariyla tek bildirim Cho ve ark. (2013) tarafindan Amerika’da ger¢eklestirilen bir
caligmaya iliskindir. Buzagilarda Nebovirus enfeksiyonu seroprevalansi ise

Amerika’da yapilan bir ¢alismada %40 olarak bildirilmistir (Thomas ve ark., 2014).

Bu epidemiyolojik verilere gore; BoNoV GIIL2 nin Avrupa ve Amerika’da
endemik oldugu (Deng ve ark., 2003; Mauroy ve ark., 2009a ve Thomas ve ark.,
2014) ve genel olarak bakildiginda BoNoV GIII.2’nin GIII.1’den ¢ok daha fazla
yaygin oldugu goriilmektedir (Kaplon ve ark., 2013; Milnes ve ark., 2007; Park ve
ark., 2007; van der Poel ve ark., 2003 ve Smiley ve ark., 2003). Bugiine kadar
yapilan caligmalarda saptanan Neboviruslar ise ¢ogunlukla Nebraska-benzeri genotip
icinde simiflandirilmis olup, Newburyl-benzeri genotip virus ingiltere disinda sadece

Brezilya’da tespit edilmistir (Candido ve ark., 2016).

Tiirkiye’de BEC enfeksiyonlarina ilgili bilgiler ¢ok siirli diizeydedir. BoNoV
ile ilgili iki aragtirma bulunmakta olup, bu ¢aligmalarda ishalli buzagilarda kapsit gen
bolgesi kismi analizi (Yilmaz ve ark., 2011) ve RdRp gen boélgesi kismi analizi
verilerine gore (Giilagtt ve ark. 2016) GIIL.2 genotipli BoNoV sirasiyla %8,5 ve
%1,7 oranlarinda tespit edilmistir. Nebovirus tespitine iliskin bir calisma
bulunmamaktadir. Bununla birlikte Alkan ve ark. (2015) tarafindan, Kirklareli
ilinde, yerlesik bir isletmede buzagilarda goriilen ishal salgini sirasinda saptanan bir
calicivirusun (Kirklareli virus) tam genom analizi sonucunda, en yakin olarak
Nebovirus ile benzerlik gosterdigi (%48) ve virusun ayrica Ankara’daki bir isletmede

de saptandigi bildirilmistir.

Buzag ishalleri multifaktoriyel bir hastaliktir. Bu faktorlerin etkili olma

durumlari, dogum oncesi annelerin bakimi, buzagilarin immiinite durumlar1 ve
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cevresel faktorler ile dogrudan iliskilidir. Hastalifa neden olan patojenlerin
bilinmesi, etkilenen ¢iftliklerin durumlarinin belirlenmesi ve daha sonraki
miidahalelerin gelistirilmesi i¢in 6nemlidir (Cho ve Yoon, 2014 ve Crouch ve ark.,
2001). Ingiltere’de ishal vakalarinda genellikle bilinen etkenler olan BRV, BCoV,
Cryptosporidium, Coccidia, Salmonella spp. ve E. coli aranmasma ragmen, bu
vakalarin yaklasik 9%30'unda herhangi bir enteropatojen tespit edilememistir
(Dastjerdi ve ark., 2000 ve Oliver ve ark., 2006a). Bu ishal vakalarinin %17 sinin
bovine enterik caliciviruslar ile ilgili oldugu saptanmis, %13 oranindaki vakanin

sebebi ise tespit edilememistir (Oliver ve ark., 2006a).

S1g1r popiilasyonunda BEC’ler farkli iilkelerde oldukga dikkate deger oranlarda
bildirilmis olmasina karsin, buzag: ishallerinin rutin teshisinde halen bir¢ok {tilkede
yer almamasi ve bu viruslarin sigir yetistiriciligi tizerinde etkilerinin tam olarak
bilinmemesi; RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction)
kullanilarak tespit edilen sonuglarin kitaya, ornekleme stratejisine ve Ozellikle test
kosullarma goére degisiklik gostermesi olasiligl, rutin tani laboratuvarlarinin
organizasyon ihtiyaci, vb. nedenlere dayanmaktadir. Ancak her gecen giin elde
edilen yeni epidemiyolojik veriler, rutin tan1 kapsamina alinmasi ihtiyacini ortaya

koymaktadir. (Mauroy ve ark., 2009a ve Thomas ve ark., 2014).

1.4. Bulasma

Enterik Caliciviruslarin temel bulas yolu fekal-oral bulasmadir (Green, 2013,
$:583-609). Bulasmasi, enfekte konakla direkt temas ya da digki, kontamine
yiyecekler, su, vb. kontamine materyallerle indirekt temas seklinde olmaktadir
(Clarke ve ark., 2012 s: 977-986; Di Felice ve ark., 2016 ve Zheng ve ark., 2006).
Caliciviruslarin dogada olduk¢a stabil ve belli olgiide inaktivasyona direncli
olduklar1 bilinmektedir. Yapilan ¢alismalar insan NoV’larin ¢evrede stabil oldugunu
ve enfeksiyoz dozun 10-100 virus partikiilii olabilecek kadar diisiik oldugunu ortaya
koymustur  (http://www.cdc.gov/norovirus/downloads/keyfacts.pdf, 22.04.16).

Enfeksiydz dozlarmin diisiik olmasit ve farkli suslarin varligi enfeksiyon riskini
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arttirmaktadir (Scipioni ve ark., 2008). Bu nedenle BoNoV’un yliiksek seroprevalans
oranlar1 beklenir bir sonugtur. Bu yliksek prevalans degerleri ayn1 zamanda, GIII.2
ile enfekte edilen buzagilarda daha once saptandigi gibi diskida uzun siiren virus

sagiliminin bir yansimasi olarak da diisiiniilmektedir (Jung ve ark., 2014).

1.5. Klinik Bulgular ve Patogenez

BEC ile yapilan g¢aligmalar Murine NoV disinda bagka bir NoV’un hiicre
kiiltiiriinde iiretilememesi sebebiyle siirhdir (Duizer ve ark., 2004). Ozellikle
diyagnostik prosediirlerin belirlenmesi agisindan genom dizin analizinin sistematik
olarak uygulanmasi, bu viruslarla ilgili yapilan caligmalara katkida bulunmustur.
Ancak, enfeksiyonun biyolojisiyle ilgili ¢aligmalarda  yeterli ilerleme
kaydedilememistir. Bunun nedenleri arasinda, inokulumun kolay hazirlanamamasi,
uygun hayvan modellerinin sinirli ve pahali olmas: sayilabilir (Otto ve ark., 2011).
BEC’lerin patogeneziyle ilgili ¢ok az sayida c¢alisma bulundugundan bu viruslarin
patogeneziyle ilgili olarak genellikle insanlarla yapilan ¢aligmalardan c¢ikarim
yapilmaya c¢alisilmaktadir. Bu nedenle saha ortaminda BEC’lerin patogenezini

anlamak i¢in yogun klinik ve virolojik taramalarin yapilmasi1 gerekmektedir.

BoNoV, diger enteropatojenler ile miks enfeksiyon olmaksizin da enfekte
buzagilarda ishale neden olmaktadirlar (Woode ve Bridger, 1978). Yapilan deneysel
calismalar BoNoV GIII.1 ve GIIL.2 prototip suslar1 arasinda antijenik ve serolojik
acidan oldugu gibi enteropatojenik karakterleri acisindan da farkliliklarin
bulundugunu ortaya koymustur (Jung ve ark., 2014 ve Otto ve ark., 2011). Bu
calismalarda diizenli olarak BoNoV GIIL.2 inokule edilen, 1-8 giin yaslarindaki
buzagilarda siddetli ishalin gelismedigi (Woode ve Bridger, 1978), Newbury?2 ile
enfekte gnotobiyotik buzagilarda ¢ogunlukla hafif seyirli ishale neden olan non-
hemorajik enterit, gegici anoreksi ve ksiloz malabsorbsiyonunun saptandigi, ishalin
yeni dogan buzagilardan ziyade 3 hafta - 2 ay yasa sahip buzagilarda gozlendigi
bildirilmistir (Bridger ve ark., 1984 ve Hall ve ark., 1984). Jena susu ile yapilan

caligmalarda ise, inokulasyondan 14-16 saat sonra buzagilarda ishalin basladig1 ve
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kolostrum almamis buzagilarda sadece 2-3 giin siiren kisa siireli yogun ishalin
goriildiigli bildirilmis olup, bu durumun saha kosullarinda 1-2 giinliik buzagilarda
ishalin gozlenebilecegine isaret ettigi tespit edilmistir (Otto ve ark., 2011). GIIIL.2
BoNoV susunun 4-7 giinliik gnotibiyotik buzagilarda aralikli ancak devam eden bir
ishale sebep oldugu goézlenmistir (Jung ve ark., 2014).

Jena ya da Newbury2 suslar ile enfekte olan buzagilardaki histopatolojik
bulgular, villuslarda atrofi ve ince bagirsagin proksimalinde kript hiperplazileriyle
karakterizedir (Bridger ve ark., 1984 ve Gunther ve Otto, 1987). Ancak, Jung ve ark.
(2014) GIIL.2 susu ile yapilan ¢alismada devam eden ishal ve uzun bir virus sagilim1
gozlenmesine ragmen Jena susunun aksine bagirsak epitellerinde nekroz, villus
atrofisi ve yangi lezyonlar1 gibi belirgin akut bagirsak lezyonlarina rastlamamislardir.
Jena ile yapilan calismada ise, inokulasyondan 12 saat sonraki nekropside, bu susun
antijeni yoniinden pozitif epitel hiicrelerine sahip uzun villuslar saptanmigtir (Otto ve
ark., 2011). Bu Jena susunun tiim enteroabsorbtif hiicreleri enfekte ettigini, yani
Rotaviruslarda oldugu gibi sadece villuslarin u¢ kismindaki hiicrelere ya da Bovine
Toroviruslardaki gibi villuslarin alt kismina kars1 6zel bir tropizm gostermedigini
kanitlamaktadir (Moon, 1997, s: 1-19). Enfeksiyonun erken seviyelerinde epiteliyel
hiicre morfolojisinde bir degisiklik gozlenmezken, Jena susunun replikasyonunun
devam etmesi sonucu enfekte hiicrelerin hasar1 ve ayrilmasiyla gelisen yogun villus
atrofisi ve olgun enterositlerin kaybinin enfeksiyonun sinirlanmasina neden oldugu
diistiniilmektedir (Han ve ark., 2006 ve Otto ve ark., 2011). Lezyonlarin jejenumda
olduk¢a yogun, ileumda ise hafif karakterde oldugu, buna karsin duodenumda ise
herhangi bir bulgu gozlenmedigi bildirilmistir (Hall ve ark., 1984 ve Otto ve ark.,
2011).

Nebovirus enfeksiyonlarinda genel olarak tiim buzagilarda, anoreksi, ileri
derecede ishal, villuslarda kisalma, enzim aktivitesinde belirgin bir azalma ve ksiloz
malabsorbsiyonu gozlenmektedir (Bridger ve ark., 1984; Hall ve ark., 1984 ve
Smiley ve ark., 2002). Jena ve Newbury? ile yapilan ¢alismalarda lezyonlarin yogun
oldugu kisimlar ince bagirsaklarin orta ve alt kisimlar; Neboviruslarda ise yogun

olarak ince bagirsagin iist kisimlaridir (Hall ve ark., 1984 ve Otto ve ark., 2011).
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BEC’lerin sistemik enfeksiyona neden olduguna dair bilindigi kadariyla bir

kanit bulunmamaktadir.

BEC enfeksiyonlarinda virus sagilimi baslangicta EM’de gozlenebilir, ancak
daha sonraki sagilimlarda miktar azaldig1 i¢in RT-PCR yontemi ile virus sagilimini
tespit etmek miimkiindiir (Scipioni ve ark., 2008). Nebraska ile yapilan calismada
virus sacilimi 1. giinde; Newburyl ile yapilan ¢aligmada ise 2. giinde baslamis ve en
az 4. giine kadar devam etmis, ishal ise 3. glinden sonra baglamistir (Dastjerdi ve

ark., 2000 ve Smiley ve ark., 2002).

Dastjerdi ve ark. (1999) SPIEM kullanarak yaptiklari ¢alismada GII1.2’nin kisa
stireli sagilim siiresine sahip oldugunu gostermelerine karsin, Jung ve ark. (2014)
qRT-PCR kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, GIIL.2 nin inokulasyon sonrasi 20-30
giine kadar devam eden virus sagilimma neden oldugunu ortaya koymuslardir.
Hollanda’da yapilan ¢alismada, %0.15 oranindaki buzagida NoV RNA's1 ilk tespitten
iki ay sonra bile tespit edilmis ve bu ¢aligmada NoV sa¢iliminin buzagilarda yaklagik
1-4 hafta stirdligli gozlenmistir (van der Poel ve ark., 2003). Jor ve ark. (2010) GIIL.2
BoNoV ile yaptiklar1 ¢aligmada bu virus ile enfekte edilen buzagilarda 1. glinden 23.
giine kadar virus sa¢ilimi oldugunu, 23. giinde ayni virusla epriivasyon sonrasinda
virus sagiliminin 32. giine kadar devam ettigini gézlemlemislerdir. GIII.1 (Jena) ise
inokulasyon sonras1 0,5-4 giin siiren kisa virus sa¢ilimina neden olmaktadir (Otto ve
ark., 2011). GIIL.2’nin uzun siireli sa¢ilimi1 ve sebep oldugu siirekli ishalin bu virusun
ciftliklerde endemik karakterde olmasina katkida bulundugu diisiiniilmektedir (Jung
ve ark., 2014 ve Otto ve ark., 2011). Sonug olarak, GIIL.2 enfeksiyonu belirgin
bagirsak bulgular1 olmaksizin siirekli bir ishale ve uzun stireli viral sagilima neden
oldugu halde GIII.1 (Jena) kisa siireli ishal ve virus sagilimina neden olmakla
birlikte, bagirsaklarda GIII.2’den ¢ok daha yogun olarak atrofik jejenitise sebep
olmaktadir (Jung ve ark., 2014).

Neboviruslara iligkin bilgiler, Newburyl ile gelisen enfeksiyonun BoNoV
Newbury2’den daha agir klinik semptomlara neden oldugunu (Bridger ve ark.,
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1984), buzagilarin Nebraska virus ile enfeksiyonunun 3-4 giinliik bir inkiibasyondan

sonra uzun siiren bir ishalle sonuglandigini gostermektedir (Otto ve ark., 2011).

NoV’larin klinik olarak saglikli olan buzagilarda da tespit edildigine dair
bildirimler (Jor ve ark., 2010; Mijovski ve ark., 2010 ve Reuter ve ark., 2009)
bulunmasina ragmen, Cho ve ark., (2013) bildirimi hari¢ Neboviruslar buzagilar i¢in

patojeniktir (Hall ve ark., 1984).

1.6. immunoloji

Sigirlarda plasentanin yavruya maternal antikor gecisine izin vermemesi
nedeniyle, yeni dogan buzagilar patojenlere karst savunmasiz bir sekilde
dogmaktadirlar. Bu nedenle buzagilarin enterik etkenlere karsi direncli olmasi,
yiiksek kalitede, antikor igeren kolostrumun zamaninda ve yeterli miktarda
alinmasiyla yakindan iliskilidir. Genelde giftlikler, bir¢ok inekten alinan kolostrumu
karistirarak buzagilara vermesine ragmen, ideal olan her buzaginin kendi annesinden

kolostrumu almasidir (Cho ve Yoon, 2014).

Murine NoV disindaki NoV’larin hiicre kiiltiirlerinde iiretilememesi canli
atteniie asilar gibi kontrol stratejilerinin gelistirilmesinde ve viral replikasyon
caligmalar1 i¢in problem yaratmaktadir. Giliniimiizde BoNoV ve insan NoV VLP
(virus benzeri partikiilleri, virus-like particles) serolojik testler gelistirmek ve NoV
antijenitesini belirlemek amaciyla kullanilmaktadir (Deng ve ark., 2003; Han ve ark.,
2005 ve Mauroy ve ark., 2009a). Ayrica NoV i¢in herhangi bir hiicre kiiltiirii ya da
hayvan modeli olmadig1 i¢gin VLP’ler ayn1 zamanda as1 gelistirme ve NoV’a karsi

immun yanit ¢alismalari i¢in bir alternatif olusturmaktadir.

Hayvan tiirlerine goére immun mekanizma degismesine karsin insanlarda
NoV’a karst olusan immun yanitin benzerinin hayvanlarda da olustugu
varsayllmaktadir (Scipioni ve ark., 2008). NoV ile enfekte edilen insanlarda

homolog susa karsit uzun siireli bir immun yanitin olusmadigi (Johnson ve ark.,
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1990), olusan kisa siireli immun yanitin da heterolog NoV suslarina karsi yeterli
koruma saglamadigi (Soediono, 2008) ortaya konmustur. Buzagilarda deneysel
enfeksiyondan sonra olusan antikor yaniti, insanlarda gozlenen serolojik yanitla
benzerlik gostermektedir. Serum IgG’leri enfeksiyon sonrasi 5. glinde saptanmis ve
maksimum titreye BoNoV GIIL.2 ile inokulasyonundan 3 hafta sonra ulasilmigtir
(Han ve ark., 2005). Newbury?2 susuyla epriivasyona tabi tutulan buzagilarda, virusa
maruz kaldiktan 3 hafta sonra homolog immun yanitin gelistigi tespit edilmistir
(Bridger ve ark., 1984). Ancak, gelisen bu immun yanitin siiresiyle ilgili bir ¢calisma
bulunmamaktadir (Scipioni ve ark., 2008). Han ve ark. (2004) yaptiklar1 ¢caligmada
ise, intranasal olaral VLP (mutant E. coli heat-labile toxin (mLT) adjuvanti ile)
inokule ettikleri gnotobiyotik buzagilarda fekal IgA’larin olustugunu ve bunlarin
homolog NoV’a kars1 epriivasyonda ishal siddetini ve siiresini azaltan kismi koruma
sagladigini ortaya koymuslardir. BoNoV ile ilgili immunolojik ¢alismalarin ¢ok az
olmasi sebebiyle, bu enfeksiyona kars1 korumada diger immun yanitlarin ne derecede
katkisinin  bulunduguna yonelik calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Giiniimiizde
halen serum ya da bagirsak antikor yanitinin NoV’a karsi korumayla iliskili olup
olmadigina ve dogal ve hiicresel immun yanitin koruma saglayip saglamadigina dair
bilgiler net degildir (Han ve ark., 2006). BoNoV’un her iki genotipinin antijenik
farklilig1 nedeniyle heterolog antijene karsi ¢apraz reaksiyonun ¢ok az ya da tespit
edilemeyen diizeyde oldugu (Oliver ve ark., 2006b), NoV ve Nebovirus prototip
viruslart (Newburyl ve Newbury2) ile yapilan c¢aligmalarda ¢apraz koruma
olmadiginin saptandigi bildirilmistir (Bridger ve ark., 1984 ve Dastjerdi ve ark.,
2000).

BoNoV’un patojenik etkisi yapilan deneysel caligmalarla ortaya konmus
olmasma ragmen bir¢ok caligmada NoV’larin asemptomatik enfeksiyonuyla ilgili
bildirimler yapilmaktadir (Jor ve ark., 2010; Mijovski ve ark., 2010; van der Poel ve
ark., 2003). Insanlarda NoV enfeksiyonlari ishal olmayan hastalarda siklikla tespit
edilmekte ve bunun ya genetik diren¢ mekanizmasiyla ya da sonradan kazanilan
immiiniteyle ilgili oldugu disiiniilmektedir. Benzer sekilde, BoNoV’un
asemptomatik buzagilardaki varligi, siirii ortamindaki duyarli hayvanlarin bu virusa

stirekli maruz kalmalarini saglamaktadir (D1 Martino ve ark., 2014).
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BEC’lerin immun mekanizmasiyla ilgili yeterli bilgiler olmamasina karsin az
sayida BoNoV seroprevalans calismas: ve bir Nebovirus seroprevalans ¢alismasi
mevcuttur. Bu c¢alismalar hem buzagilarin hem de eriskinlerinlerin GIII.1 ya da
GIII.2 nedenli enfeksiyona bagli olarak yiiksek oranda pozitif bulundugunu
gdstermistir. Oliver ve ark. (2007b) GIIL.1’e karsi Ingiltere’de buzagilarda %77,
eriskinlerde %98; Almanya’da ise buzagilarda %66, eriskinlerde %71; GIIL.2’ye
kars1 ingiltere’de buzagilarda %87, eriskinlerde %66; Almanya’da ise buzagilarda
%87, erigkinlerde %94 seroprevalans tespit etmislerdir. Deng ve ark. (2003) ise
Almanya’da test edilen orneklerin %99,1’inde Jena’ya karsi antikor tespiti yapmis
ancak kolostrum almayan buzagilarin neredeyse hi¢ birinde BoNoV’a kars1 antikor
saptayamamustir. Amerika’da yapilan ¢aligmada, 7-14 giinliik buzagilarda BoNoV
seroprevalans oran1 %94 olarak saptanmig; bu oranin kolostrumla yavrulara gecen
pasif antikorlarin bir sonucu oldugu bildirilmistir. Yapilan ¢alismada 35 giin sonra
baz1 buzagilarda antikor titresinin azaldigt; buna karsin buzagilarin %49’unda virusa
maruz kalinmasi sonrasi aktif immun yanit olusumunu gosteren GIIL.2 spesifik

antikor titresinde 4 kath artisin saptandigi bildirilmistir (Thomas ve ark., 2014).

BoNoV antikorlarinin yeni dogan buzagilarda saptanmasi, kolostrum alimi ya
da dogal enfeksiyonla ilgili olabilmektedir. Buna karsin 6 ay-1 yas arasindaki
buzagilarda saptanan antikorlar eriskinlerdeki gibi dogal enfeksiyon sonucu olusan
aktif bagisiklik ile agiklanabilir. Belgika'da BoNoV’a karst VLP ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) ile test edilen buzagi ve eriskin sigirlarin %93,2 sinin
seropozitif olarak bulundugu ve 1 yasindan biiylik sigirlarda buzagilara gore
pozitiflik oraninin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Seropozitiflik oranlarinin
tersine yas (1 yas altinda ve tlizeri) dikkate alinarak belirlenen gruplarda saptanan
antikor seviyeleri karsilagtirildiginda ise, baz1 yetiskin sigirlarin antikor seviyelerinin
daha diistik oldugu gozlenmis, bu durum bazi sigirlarda kisa siireli bir immiinitenin
gelismis olabilecegi ve sigirlarin yasamlari boyunca tekrarlayan enfeksiyonlara
maruz kaldiklart goriisii ile aciklanmistir (Mauroy ve ark., 2009a). BoNoV’un
dogadaki stabil yapisi, fekal oral bulagma gibi faktorler reenfeksiyonlarin olusumuna

olumlu katk: sunmaktadir.
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Neboviruslara iligkin bildirimde, Thomas ve ark. (2014) 7-14 ginliik
buzagilarda Nebovirusa karsi seropozitifligi %40; 6-7 aylik buzagilarda ise %78-100
olarak saptamislardir. Calismada Nebovirusa karsi seroprevalans oram1 GIII.2

BoNoV’a kiyasla oldukga diisiik bulunmustur.

Yapilan c¢alismalardan elde edilen yiiksek seroprevalans degerleri BEC
enfeksiyonunun birgok tilkede endemik oldugunu ve virusa siirekli maruz kalindigina
isaret etmektedir. Nitekim, bir kisim serum Orneginde antikorlarin affinitesinin
Olciilmesi sonucunda Jena susuna uzun siireli maruziyeti isaret eden yiiksek aviditeli
antikorlarin tespit edilmesi (Deng ve ark., 2003) bu goriisii destekleyen bir 6rnektir.
Ayrica, BoNoV genotipleri arasinda ¢apraz reaksiyonun olmamasi nedeniyle, pozitif

sonuclarin genotip spesifik oldugu da unutulmamalidir (Deng ve ark., 2003).

BEC enfeksiyonu i¢in, insan NoV asilarinda oldugu gibi, VLP’ler kullanilarak
as1 gelistirilmesi yoniinde goriis ve bilimsel ¢alismalar olmakla birlikte, halen ticari

bir ag1 bulunmamaktadir.

1.7. Tam

Ishal, yeni dogan buzagilar igin o6liimciil olabilen bir hastaliktir. Bircok
patojenin ve c¢esitli faktorlerin bu hastaliga sebep olmasi; klinik bulgulara
dayanilarak enfeksiyon etkenlerinin tespit edilmesinin imkansiz olmasi nedeniyle,
uygun laboratuvar testlerinin kullanimi sonucunda dogru tanmnin elde edilmesi

biiylik 6nem arz etmektedir.

BEC’lere dair diyagnostik metotlarin gelistirilmesini zorlastiran sebeplerin
basinda, s6zkonusu etkenlerin (Murine NoV harig) hiicre kiiltiirlerinde iiretilememesi
gelmektedir (Duizer ve ark., 2004). Giiniimiizde, kompleks 3D (Three-Dimensional-
Uc Boyutlu) hiicre kiiltiirii sistemlerinin GI ve GII insan NoV iiretilmesinde
kullanilmaya baslanmis olmasinin sonraki yillarda BEC tespitinde yeni bir bakis

acis1 sunacag diisiiniilmektedir (Scipioni ve ark., 2008).
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NoV ve Neboviruslarin tespit edilmesinde EM, immunoassay yontemler ve
RT-PCR yontemleri kullanilmaktadir (Di Felice ve ark., 2016 ve Scipioni ve ark.,
2008). EM arastirmacilarin virus tespitinde kullandigi temel araglardan birisidir.
BoNoV ve Neboviruslarin ilk tespiti de bu yontemle yapilmistir (Woode ve Bridger,
1978). Ancak, bu yontemin yiiksek miktarda virus yogunluguna ihtiya¢ duymasi
(gram bagma >10° virus partikiilii) duyarlilig1 azaltan 6nemli bir faktordiir (Atmar ve
Estes, 2001). Ayrica, bu konuda oldukca tecriibeli aragtirmacilara ihtiyag
duyulmaktadir. Bu yontemin immonoelektron mikroskopi (IEM) ya da SPIEM gibi
antikor antijen iliskisine dayanan bir ka¢ ¢esidi de bulunmaktadir (Cho ve Yoon,

2014 ve Scipioni ve ark., 2008).

NoV’larin kapsit proteininin baculovirus sistemlerinde eksprese edilmesi ile
yiiksek miktarlarda VLP elde edilmekte ve bunlar immunoassaylerde antijen olarak
kullanilmaktadir (Jiang ve ark., 1992 ve Mauroy ve ark., 2009a). ELISA, bu testler
icinde en yaygin olarak kullanilan testtir. Bu testler EM’ye kiyasla oldukca
duyarhidirlar. Ancak, ¢abuk sonu¢ vermesi ve ¢ok sayida 6rnegin kolay islemesine
olanak saglamasi nedeniyle olduk¢a kullanisli olan ELISA sistemlerinin diyagnostik
laboratuvarlarda kullanimlari, diisiik spesifiteleri, bu viruslarin antijenik farkliliklar
nedeniyle duyarliklikta farkliliklarin olusmasi gibi faktorlerden etkilenmeleri olasidir
(D1 Felice ve ark., 2016). BoNoV ve Nebovirus c¢alismalarinda kullanilan antikor ve
antijen ELISA gelistirildigine dair bildirimler (Deng ve ark., 2003; Mauroy ve ark.,
2009a; Oliver ve ark., 2007b ve Thomas ve ark., 2014) bulunmakla birlikte,

giiniimiizde BoNoV ve Nebovirus i¢in ticari bir kit bulunmamaktadir.

Caliciviruslara yonelik ilk molekiiler ¢alismalar insan NoV’a iliskin olup,
birgok epidemiyolojik ¢aligmanin yapilmasina kolaylik saglamistir. Ciinkii o zamana
kadar, caliciviruslarin tanist i¢in “gold standart”, partikiillerin direkt olarak
orneklerden EM kullanilarak tespit edilmesi (Koopmans ve ark., 2003, s:530)
olmasma karsin, glinlimiizde gaita 6rneklerinde BoNoV ve Nebovirus varligi daha
yiiksek duyarliga sahip RT-PCR kullanilarak arastirilabilmektedir (Atmar ve Estes,
2001 ve Scipioni ve ark., 2008).
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Genetik farkliliklar tim NoV’larin tek bir primer ¢ifti kullanilarak tespit
edilmesini imkansiz kilmaktadir. Bu nedenle, bir hayvan tiirlinde NoV varligin1 tespit
etmek i¢cin buna yonelik spesifik primerlerin kullanilmas1 gerekmektedir (Scipioni

ve ark., 2008).

RdRp gen bolgesi NoV ve Nebovirus arasinda oldukga korunakli bir bolgedir
ve bu bolgeye yonelik dizayn edilmis bir¢ok primer bulunmaktadir (Park ve ark.,
2007 ve Smiley ve ark., 2003). Bu nedenle RdRp gen bélgesine yonelik RT-PCR
metodu BoNoV’u tespit etmek i¢in kullanilan temel tan1 yontemidir (Oliver ve ark.,
2006b). Ancak, rekombinant suslari tespit etmek icin birden fazla bdlgenin analiz
edilmesi gerekmektedir. Amplikonlardan elde edilen dizin bilgisinin filogenetik
analiziyle bu rekombinant viruslarin tespit edilmesi miimkiindiir (Scipioni ve ark.,

2008).

RT-PCR’m yerini gitgide daha hizli ve duyarli olan qRT-PCR almaktadir.
BoNoV ve Nebovirus tespiti i¢in kullanilabilecek qRT-PCR yontemine iligkin
bildirimler bulunmaktadir (Cho ve ark., 2013; Jor ve ark., 2010; Park ve ark., 2009;
Yilmaz ve ark., 2011). Tagman problarin kullanildigi qRT-PCR, hem virus tespitinin
yapilmasint hem de, standart kullanildiysa, Orneklerdeki virus miktarinin

belirlenmesini saglamaktadir (Scipioni ve ark., 2008).

1.8. Korunma

Buzag: ishalleri multifaktoriyel bir hastaliktir. Bu faktorlerin etkili olma
durumlari, dogum oncesi annelerin bakimi, buzagilarin immiinite durumlar1 ve
cevresel faktorler ile dogrudan iliskilidir (Kaplon ve ark., 2013). Hastaliga neden
olan patojenlerin bilinmesi, etkilenen ciftliklerin durumlarinin belirlenmesi ve daha
sonraki miidahalelerin gelistirilmesi agisindan 6nemlidir. Giinlimiizde, hastaliklarin
kontrolii ve Onlenmesi; hem hayvan refah1 hem de iiretici agisindan verimin

arttirilmasini igermektedir (Cho ve Yoon, 2014).
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Hastaliklardan korunmada hijyen kurallarinin saglanmasi, ag1 uygulamasi, vb.
yontemlere basvurulmaktadir. Gilinlimiizde yeni dogan buzagilarda ishale neden
enfeksiyon etkenlerinden olan BRV, BCoV, C. perfiringens ve E. Coli vb.
patojenleri iceren asilar bulunmaktadir ancak BEC igeren bir as1 bulunmamaktadir.
Oysa BEC enfeksiyonlarinin buzag: ishalleriyle ilgili olduklar1 kanitlanmis olup,
buzag ishallerinde ayirici tanida goz oniinde bulundurulmasi ve buzagilarin ishale
karsi etkin bicimde korunmasi i¢in, bu viruslarin asilara eklenmesi konusunda bir¢ok
arastiric1 hemfikirdir (Kaplon ve ark., 2013; Di Felice ve ark., 2016). Bu noktada
yapilan bilimsel caligmalar sonrasi gelistirilmesi olast VLP asilar1 ya da farkli
biyoteknolojik as1 gelistirme ¢alismalari, BEC enfeksiyonlarindan korunmada énemli

katki saglayacaktir.

Bu ¢alisma ile sigir yetistiriciligi isletmelerinde dnemli ekonomik kayiplarin
nedeni olan yenidogan buzagi ishallerinin olasi etiyolojik ajanlarindan birisi olarak
kabul edilen BEC’lerin, isletmelerdeki varliginin/yayginliginin ortaya konulmasi ve
tespit edilen viruslarin molekiiler karakterizasyonlarinin belirlenerek, elde edilen
verilerin 6rnekleme sirasinda yetistirici/isletme sahiplerinden saglanan, 6rneklenen
buzagilara ve isletmeye ait bilgiler 1s181inda degerlendirilmesi, bunun sonucunda BEC
enfeksiyonlarinin  Tiirkiye'deki epidemiyolojisine dair bilgilerin  edinilmesi

amaclanmastir.
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2.1. Gerec¢

2.1.1. Gaita ornekleri

2. GEREC VE YONTEM

Bu calismada Aksaray, Amasya, Ankara, Bursa, Cankiri, Denizli, Eskisehir,

Izmir, Kirklareli ve Sanlwrfa illerindeki entansif isletmeler (11 adet) ile kiigiik aile

isletmelerinde (48 adet) yetistirilen klinik olarak ishal tablosu sergileyen 0-6 ay yas

arasindaki buzagilara ve 7 aylik bir sigira ait toplam 167 adet ishalli gaita 6rnegi

kullanildi. Bu c¢alisma kapsaminda test edilen oOrneklerin 104 tanesi entansif

isletmelerden, 63 tanesi ise kiigiik aile igletmelerinden, ilgili isletme hekimlerinin de

katkilartyla, temin edildi (Ek-1, Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2).

Cizelge 2.1. Entansif igletmeler ve 6rneklenen buzagilara iligkin bilgiler

i;;f)tdl?le Sehir Gelis Tarihi Hayrl;f(;ll)lla;zllym grfil?(si:;ll; Yas (Giin)
I Ankara Eyliil 2002 570 5 3-15
11 Aksaray Nisan 2006 1100 4 9-18
Subat 2008 1445 7 4-23
Subat 2016 3909 6 15-39
111 Kirklareli Kasim 2011 434 4 1-70
Ocak 2012 2219 15 10-124
v [zmir Nisan 2013 230 3 0-7
Kasim 2013 230 2 10-14
Temmuz 2014 230 2 20-150
Ocak 2015 240 4 20-25
Ocak 2016 250 3 15
\% Eskisehir Temmuz 2013 2714 13 7-10
VI [zmir Eyliil 2014 3000 14 8-45
VII Amasya Ocak 2015 1289 5 3-4
VIII Sanlurfa Ocak 2015 8138 3 8-9
IX [zmir Subat 2015 450 9 10-15
X [zmir Mart 2015 400 1 15
XI Ankara Kasim 2015 182 4 30-150
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Cizelge 2.2. Kiiciik aile isletmeleri ve 6rneklenen buzagilara iliskin bilgiler

isletme Kodu Sehir Gelis Tarihi lng;fgg;?s. ()Tre;:fg:;:;. Yas (Giin)
[-XVI* Bursa Mart 2009 16 21 11-210
XVII Ankara Nisan 2009 1 1 10
XVII-XXIV Mart 2014 7 9 2-15
XXV-XXVII May1s 2014 3 4 7-25
XXV Temmuz 2014 1 1 7
XXIV-XXX Aralik 2014 2 2 10-15
XXXI-XXXII Mart 2015 2 3 7-20
XXXIII Nisan 2015 1 2 4
XXXV Denizli Mart 2013 1 3 7-10
XXXV [zmir Nisan 2013 1 2 0-7
XXXVI-XXXIX Temmuz 2014 4 4 9-15
XL Sanliurfa Mart 2014 1 3 7-10
XLI-XLVI Cankirt Mart 2015 6 6 1-30
XLVII-XLVIII Mart 2016 2 2 5-10

* Bu isletmeden temin edilen iki 6rnegin yas bilgisi elde edilememistir.

Saglanan diski 6rneklerinde BEC (BoNoV ve Nebovirus) tanist i¢in PCR
temelli testler kullanildi. Ayrica -her ne kadar bu ¢alisma da temel amag¢ olarak
belirlenmemis ise de- elde edilen verilerin daha saglikli olarak degerlendirilebilmesi
i¢cin digki 6rnekleri olasi diger enteropatojenler (BRV, BCoV, E. coli ve C. parvum)

yoniinden de test edildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Gaita Orneklerinin Hazirlanmasi

Gaita Ornekleri, PBS (Phosphate Buffer Saline) ile %10-%20 oraninda diliie
edilerek, +4 °C’de, 1200 xg’de, 20 dakika (dk) santrifiij edildikten sonra siipernatant
steril bir stok tlipline alindi. Santrifiij sonunda tist sividan 250 pl alinarak RNAase

free steril 1,5 ml’lik tiipe aktarildi. Geriye kalan miktar ise, steril tlipler igerisinde

-80 °C’ de saklandi.
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2.2.2.

Viral Niikleik Asit izolasyonu

BEC’lerin RNA’sin1 elde etmek amaciyla, RNA ekstraksiyonu TRIzol® LS

Reagent (Thermo Fisher Scientific, 10296-028) kullanilarak gergeklestirildi. Bu

amagla;

1.

Gaita Orneklerinin santrifiijii sonrasi iist sividan 250 pl alinarak steril 1,5
ml’lik tiipe aktarildiktan sonra {lizerine 750 ul TRIzol® LS Reagent soliisyonu
eklendi ve oda sicakliginda 5 dk beklendi.

Ardindan iizerine 200 pl kloroform eklendi ve elle siddetli bir sekilde
yaklasik 10 saniye (s) calkalandi ve oda sicakliginda 2-15 dk beklemeye
birakildu.

Daha sonra ornekler 12000 xg’de 15 dk +4 °C’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi {istte olusan sulu fazdan yaklasik 525 pl yeni bir 1.5 mI’lik
tipe aktarildiktan sonra tiizerine %100’lik isopropanol eklendi ve oda
sicakliginda 10 dk beklemeye birakildu.

Daha sonra ornekler 12000 xg’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 eppendorf tiipiin icerisindeki isopropanol, tiipiin icerisinde
sadece pellet kalacak sekilde, tamamen uzaklastirildi.

Daha sonra eppendorf tiipiin icerisine -20 °C’de %75’lik ethanol eklendi ve
vortekslendi.

Daha sonra 6rnekler 7500 xg’de 5 dk +4 °C’de santrifiij edildi.

Tiiplerin icerisindeki ethanol tamamen uzaklastirildi ve tiiplerin i¢inde kalan

pellet kurumaya birakildi.

10. Kuruyan pellet 20-50 pl niikleaz free su ile sulandirildiktan sonra 1s1

blogunda 55 °C’de 10-15 dk inkiibe edildi.

11. Son olarak tiipler PCR uygulamalarinda kullanilmak tizere —20 °C’de

muhafaza edildi.
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2.2.3. BEC Tamsi icin PCR Teknigi

BEC tanis1 amaciyla, Cizelge 2.3’de bildirilen BoNoV ve Nebovirusun RdRp

gen bolgesini hedef alan primerler kullanilarak Onestep-RT-PCR’1 takiben nested-
PCR teknigi kullanildi.

PCR’mn birinci turu Thermo Scientific Verso 1-Step RT-PCR Reddy Miks
(#AB-1454/LD/B); ikinci turu ise Thermo Scientific Taq DNA Polimeraz (#EP0402)

kullanilarak yapildi. Onestep-RT-PCR’1in ve nested-PCR’in miks bilesenleri ve

dongiilerine ait zaman/siklus bilgileri Cizelge 2.4°de ve Cizelge 2.5’de gosterildi.

Cizelge 2.3. RdRp gen bolgesi tespitinde kullanilan primerler, genom lokalizasyonlar1 ve

iiriin biiytikliikleri
Uriin
Primer Ad1 Primer Dizini (5°—3) Lokasyon* bp) Referans
Y

CBECU-F AGT TAY TTT TCC TTY TAY GGB GA 4555-4577 . Smiley ve ark.
CBECU-R AGT GTC TCT GTC AGT CAT CTT CAT | 5087-5063 (2003)
nCBECU-F | GTC GAC GGY CTK GTS TTC CT 4702-4722

326 Park ve ark. (2006)
nCBECU-R | CAC AGC GAC AAA TCA TGA AA 5028-5008
NBU-F TTT CTA ACY TAT GGG GAY GAY G 4518-4539 549 Smiley ve ark.
NBU-R GTC ACT CAT GTT TCC TTC TCT AAT 5066-5043 (2003)
nNBU-F CGC TCC GTG TGG GAT CAC GA 4788-4808

194 Park ve ark. (2006)
nNBU-R GCA CGG GCT TCT TCT AGA GA 4981-4962

*Primer lokasyonlar1 Bo/Newbury2/1976/UK (GenBank AF097917) gore belirlenmistir.

Cizelge 2.4. OneStep-RT-PCR birinci tur miks bilesenleri ve programi

Bilesen Konsantraston (ul)
Verso Enzim Mix 0,5
2X 1-Step ReddyMiks 12,5 42 °C’de 60 dk
RT Enhancer 1,25 95 °C’de 5 dk
Primer F(10 pmol/ul) 0,5 95 °C’de 1 dk
Primer R (10 pmol/ul) 0,5 (*) °C’de 1 dk 35 siklus
Niikleaz Free Su 6,75 72 °C’de 1 dk
RNA 3 72 °C’de 7 dk
Toplam 25

* Farkli PCR uygulamalarinda kullanilan annealing dereceleri metinde bildirilmistir.
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Cizelge 2.5. Nested-PCR miks bilesenleri ve programi

Bilesen Konsantrasyon (ul)
Taq DNA polymerase (5u/ul) 0.25
10 X Taq buffer 3
94 °C’de 5 dk

MgCI2 (25 mM) 24

3 94 °C’de 1 dk
10 mM dNTP mix ’ 50 °C’de 1 dk 35 siklus
Primer F (10 pmol/ul) 0,5 72 9C*de 1 dk
Primer R (10 pmol/ul) 0,5 72 °C*de 7 dk
Niikleaz Free Su 19,85
RNA 3
Toplam 30

BoNoV ve Nebovirus RdRp gen bdlgeleri i¢in uygulanan oneStep-RT-PCR
icin kullanilan primerlerle ilgili olarak annealing derecelerinde farkliliklar olmakla
birlikte, cDNA sentez asamas1 42 °C’de 60 dk, baslangi¢ denatiirasyonu 95 °C’de 5
dk, denatiirasyon agsamas1 95 °C’de 1 dk, uzama asamasi 72 °C’de 1 dk ve son uzama
asamast 72 °C’de 7 dk olarak, toplam her PCR dongiisii 35 siklustan olustu (Cizelge
2.4). Bu uygulamalarda annealing derecesi olarak BoNoV icin 54°C ve Nebovirus
icin ise 50 °C uygulandi. Nested-PCR icin kullanilan primerlerle ilgili olarak
annealing dereceleri ayni olmakla birlikte, baslangi¢c denatiirasyonu 94 °C’de 5 dk,
denatiirasyon asamasit 94 °C’de 1 dk, annealing asamasi 50 °C’de 1 dk, uzama
asamast 72 °C’de 30 s ve son uzama asamasi 72 °C’de 7 dk olarak, toplam her PCR
dongiisii 35 siklustan olustu (Cizelge 2.5).

2.2.4. Gaita Orneklerinin Diger Enteropatojenler Yoniinden Test Edilmesi

Tan1 materyallerin BRV, BCoV, E. coli ve C. parvum yoniinden test edilmesi
amaciyla;
e BRV icin RT-PCR ve/veya ELISA (BioX Digestive Kit (Bio K 348/5))
e BCoV icin RT-PCR ve/veya ELISA (BioX Digestive Kit (Bio K 348/5))
e E. coliigin ELISA (BioX Digestive Kit (Bio K 348/5))
e C. parvum i¢in ELISA (BioX Digestive Kit (Bio K 348/5)) ve/veya karbol

fuksin boyama yontemleri kullanildi.
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Ticari ELISA kitlerinin kullanimi, firma tarafindan bildirilen yontem gore
yapildi. Karbol Fuksin kullanilarak yapilan C. parvum tani ¢alismasi ise Parazitoloji

Anabilim Dal1 6gretim iiyesi Prof. Dr. Serpil Nalbantoglu tarafindan gergeklestirildi.

2.2.5. BEC Kapsit Gen bolgesinin RT-PCR Teknigi ile Tespit Edilmesi

2.2.5.1. BoNoV Kapsit Gen bélgesinin RT-PCR Teknigi ile Tespit Edilmesi

2.2.5.1.1. Viral RNA’nin Revers Transkripsiyonu

Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen viral RNA’nin revers transkripsiyonu
amaciyla Revert AidTM First Strand cDNA Synthesis Kit (Lot: #K1622) kullanildi.
Iki asamada yapilan cDNA sentezi, iki farkli karisimdan olusan ve birbirini takip
eden iki reaksiyon sonucu gergeklestirildi (Cizelge 2.6). Bu amagla;

1. 1lk olarak, 3 pl nuclease free su ve 0,5 pl Random Hexamer Primer (100 pM,
0,2 pg/pl) den olusan 3,5 pl’lik karigima 3 pl viral RNA eklenip 1s1 dongiisii
cithazinda (termal cycler) (Biorad, Amerika) RNA ikincil yapilarinin agilmasi
icin 70 °C°de 5 dk tutuldu.

2. Ardindan buz iizerine alinip sogutulan orneklerin lizerine kit icinde bulunan 2
ul — 5X Reaction Buffer (250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 250 mM KCI, 20 mM
MgCl2, 50 mM DTT), 1 pl — 10mM dNTP Mix, 0,5 pl — RevertAidTM M-
MuLV Reverse Transcriptase (200 u/pl) karisimdan eklendi. Ardindan
Cizelge 2.6’deki 1s1 dongiisiine tabi tutuldu.

Cizelge 2.6. cDNA sentezi i¢in kullanilan 1s1 degerleri, zaman ve dongiiler

Sira Is1 Degeri (°C) Zaman (dk) Dongii Sayisi
1 25 10 1
2 37 60 1
3 70 5 1
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2.2.5.1.2. BoNoV Kapsit Bolgesi icin PCR Teknigi

BoNoV’un kapsit gen bolgesine iliskin lriinlerin elde edilmesi amaciyla,
Cizelge 2.7°’de bildirilen primerler ve optimizasyonu takiben PCR uygulandi.
Calismada kullanilan PCR miks bilesenleri ve PCR dongiilerine ait zaman/siklus

bilgileri Cizelge 2.8 ve Cizelge 2.9’de gosterildi.

Cizelge 2.7. BoNoV kapsit gen bolgesi tespitinde kullanilan primerler, genom
lokalizasyonlar1 ve iiriin biiytiklikleri

Primer Adi Primer Dizini (5°—3’) Lokasyon Uriin (bp) Referans
NAcap-F TCC TTC CCG ATT TTG TAA 5045-5062 1615 Han ve
NAcap-R AACCCCGCCGAGAAGAGAGGAGAA 6659-6636 ark. (2004)
nCBECU-F GTC GAC GGY CTK GTS TTC CT 4702-4722 Park ve ark.
(2006)
5463-5482* | 781%*-793 ) )
BoNoVcap-A | CACATGGGGGAACTGAGTGG Di Martino ve
5475-5494
ark. (2014)

*  Primer lokasyonu Bo/Jena/80/DE  (GenBank AJ011099) gore diger lokasyonlar
Bo/Newbury2/1976/UK (GenBank AF097917) gore belirlenmistir.

PCR teknigi Thermo Scientific Phusion High-Fidelity DNA-Polimeraz (#F-
530S); kullanilarak gergeklestiridi. PCR’1in miks bilesenleri ve dongiilerine ait
zaman/siklus bilgileri Cizelge 2.8 ve Cizelge 2.9°da gosterildi.

Cizelge 2.8. RT-PCR miks bilesenleri ve programi

Bilesen Konsantrasyon (ul)

Phusion DNA polymerase 0,2
5X Phusion HF buffer 4
10 mM dNTP mix 0.4 98°C’de 305
Primer F (NAcap-F) (10 pmol/ul) 1 98°C7de 105
Primer R (NAcap-R) (10 pmol/ul) 1 38,6°C’de 30s 35 siklus

- 72°C’de40's
Niikleaz Free Su 9,4

72 °C’de 10 dk

cDNA 4
Toplam 20
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Cizelge 2.9. RT-PCR miks bilesenleri ve programi

Bilesen Konsantrasyon (ul)

Taq DNA polymerase (5u/ pl) 0,25

10 X Taq buffer 3

MgCI2 (25 mM) 2,4

10 mM dNTP mix 0,5

Primer F (nCBECU-F) (10 pmol/ul) 0,5

Primer R (BoNoVcap-A) (10 pmol/ul) 0,5
Niikleaz Free Su 19,85

RNA 3

Toplam 30

94 °C’de 2 dk
94°C’de 45 s
48°C’de 45s
72°C’de 1 dk
72 °C’de 10 dk

:|> 40 siklus

2.2.5.2. Nebovirus Kapsit Gen bélgesinin RT-PCR Teknigi ile Tespit Edilmesi

2.2.5.2.1. Viral RNA’NIN Revers Transkripsiyonu

Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen viral RNA’nin revers transkripsiyonu

amactyla Revert AidTM First Strand cDNA Synthesis Kit (Lot: #K1622) kullanildi.

Nebovirus kapsit bolgesi i¢cin viral RNA’dan ¢cDNA eldesi, iki farkli karisimdan

olusan ve birbirini takip eden iki reaksiyon sonucu gergeklestirildi (Cizelge 2.10).

1. Bu amagla 2.5 pl nuclease free su ve 1 ul NB-Cap R primerinden olusan 3,5

ul’lik karistma 3 pl viral RNA eklenip 1s1 dongiisii cihazinda (termal cycler)

(Biorad, Amerika) RNA ikincil yapilariin agilmasi i¢in 65 °C’de 5 dk inkube

edildi.

2. Ardindan buz iizerine alinip sogutulan orneklerin iizerine kit icinde bulunan
2 ul — 5X Reaction Buffer (250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 250 mM KCl, 20
mM MgCI2, 50 mM DTT),1 ul —» 10mM dNTP Mix, 0,5 pl — RevertAidTM

M-MuLV Reverse Transcriptase (200 u/pl) karisimdan eklenerek Cizelge

2.10’daki 1s1 dongiisiine tabi tutuldu. ¢cDNA’lar kullanilincaya kadar -80

°C’de muhafaza edildi.
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Cizelge 2.10. cDNA sentezi i¢in kullanilan 1s1 degerleri, zaman ve dongiiler

Sira Is1 Degeri (°C) Zaman (dk) Dongii Sayisi
1 42 60 dk 1
2 70 10 dk 1
2.2.5.2.2. Nebovirus Kapsit Bolgesi icin PCR Teknigi

Nebovirusun kapsit gen bdlgesine iligkin iiriinlerin elde edilmesi amaciyla,
Cizelge 2.11°de bildirilen primerler ve optimizasyonu takiben PCR uyguland:
Calismada kullanilan gen bolgeleri igcin PCR miks bilesenleri ve PCR dongiisiine ait
zaman/siklus bilgileri Cizelge 2.12°da gosterildi.

Cizelge 2.11. Nebovirus kapsit gen bdlgesi tespitinde kullanilan primerler, genom
lokalizasyonlari ve iiriin biyiikliikleri

Primer Ad1 Primer Dizini (5°—3°) Lokasyon Uriin (bp) Referans
NBcap-F3 GTG ATT TAA TTA GAG AAG GAAAC 5034-5057 - Han ve ark.
NBcap-R CGT AGC AGC ACT AGC CAT A 6726-6708 (2004)

PCR teknigi Sigma Jump Start DNA Taq Polimeraz (D9307) kullanilarak
gerceklestirildi. PCR‘in bilesenleri ve dongiilerine ait zaman/siklus bilgileri Cizelge

2.12 *de gosterildi.

Cizelge 2.12. RT-PCR miks bilesenleri ve programi

Bilesen Konsantrasyon (ul)
Jump Start DNA Taq Polimeraz 0,3
10X PCR buffer 3
10 mM dNTP mix 0,8 94 °C’de 2 dk
Primer F (10 pmol/ul) 0,8 94°C’de 30 s
Primer R (10 pmol/ul) 0,8 55°C’de 30s 35 siklus
Niikleaz Free Su 21,3 72°C’de 1 dk 30s
c¢DNA 3 72°C’de 10 dk
Toplam 30
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2.2.6. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonucunda elde edilen amplifikasyon iirlinlerini goriintiilemek i¢in,
ethidium bromid iceren (Sigma, ABD) %1 ’lik agaroz jel (Prona, EU) hazirlandi.
Hem tank tamponu olarak, hem de agaroz jelinin hazirlanmasinda TAE (Tris Asetat
Ethylene Diamine Tetra Acetic acid) tampon soliisyonu kullanildi. 0,5 x TAE
sollisyonu iginde 1s1 yardimiyla (mikro dalga firin) ¢oziilen agaroz, bir miktar
sogutulduktan sonra {izerine ethidium bromide (0,5 pug/ml, Sigma, ABD) soliisyonu
eklendi. Sogutulan bu agaroz jel karisimi, jel taraklari yerlestirilmis olan jel
tagiyicisina dokiildii. Donan agaroz jeldeki taraklar ¢ikarilarak, elektroforez tankina
yerlestirildi. Thermo Scientific Verso 1-Step RT-PCR Reddy Miks kullanilan PCR
ornekleri dogrudan, diger PCR iiriinleri ise yiikleme boyasi (6x Loading Dye,
Fermentas, Litvanya) ile 1 kisim boyaya 5 kistm PCR {iriinii olmak {izere
karistirilarak taraklarin gikarilmasiyla olusan kuyucuklara dikkatlice konuldu. Uriin
biiyiikliigiiniin yaklasik olarak belirlenebilmesi i¢in 100 bp’lik marker (Fermentas,
Litvanya) soliisyonundan (1 kisim stok marker + 1 kisim yiikleme boyas1 + 4 kisim
su) her bir kuyucuga 1 pl olarak yiiklendi. Daha sonra iirlinler elektrik akimina tabi
tutularak (8 volt/cm) yaklasik 30 dk sonra jel goriintiileme sistemi (Kodak, Gel Logic
100, ABD) kullanilarak PCR sonucu olusan DNA bantlar1 goriintiilendi.

2.2.7. Dizin Analizi

PCR iiriinlerinin bir kisminin dizin analizi ticari bir firmadan hizmet alimi
seklinde gerceklestirilirken, bir kisminin dizin analizi ise Budapeste “Institute for
Veterinary Medical Research”de Dr. Krisztian Banyai esliginde “Random PCR”
teknigi sonrasinda “Yeni Nesil Sekanslama (Ion Torrent)” (New England Biolabs,

Ipswich, Amerika) islemi yapilarak elde edilmistir.
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2.2.8. Dizin Analizi Sonu¢larimin Degerlendirilmesi

Analiz sonrast elde edilen ham veriler, National Center Biotechnology
Information (NCBI) servisinin Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) web
sayfasinda saglanan (Banklt: GenBank Submissions) hizmetten yararlanilarak
tanimlandi. Dizinler Aliview (Larsson, 2014) ve MUSCLE
(Multiple Sequence Comparison by Log- Expectation) yazilimi1 (Edgar, 2004)
kullanilarak kendi aralarinda karsilastirildi. Ayni programin ¢oklu hizalama (multiple
alignment) Ozelliginden yararlanilarak Gen Bankasindan elde edilen diger referans
viruslarla ve referans olmayan diger iilkelerden bildirilen yerel viruslarin kismi ve
tam genom dizileri ile hizalandi. Niikleotit ve aminoasit benzerlik tablolart CLC

Main Workbench 7 (CLCbio-Qiagen, Aarhus, Denmark) kullanilarak hazirlandi.

2.2.9. Filogenetik Analiz ve Rekombinasyon Analizi

Diger {iilkelerden tespit edilen saha suslarinin dizinleri ile ¢aligmada elde edilen
saha suslar1 arasindaki genetik yakinligin ortaya konulmasi amaciyla niikleik asit
dizinleri tizerinden gerceklestirilen filogenetik analiz i¢in MEGA versiyon 6.0
(Tamura ve ark., 2013) programu kullanildi. Bu amagla FASTA formatina cevrilen
tiim verilere Neighbour-Joining metoduna gore bootstrap analizi (1000 replicates)
yapildi. Analizde p-distance parametresi kullanildi. Rekombinasyon analizi, Simplot

Software Version 3.5.1 (Lole ve ark., 1999) ile yapildi.

2.2.10. istatiksel Analiz

Virus varligmin  mevsimler ve yas gruplart arasinda farkliliginin
belirlenmesinde ki-kare analizi kullanilmistir. Farkliligin anlamli  bulundugu
durumlarda Bonferroni diizeltmeli posthoc analizler yapildi. Tim istatistiksel

analizler %5 hata payi ile incelendi. SPSS 14.01 paket programindan yararlanildi.
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3. BULGULAR

3.1. BEC tanisi icin PCR sonuclar:

BEC tanis1 amaciyla, toplam 167 gaita 6rnegi BoNoV ve Nebovirus’un RdRp
gen bolgelerini hedef alan primerler kullanilarak uygulanan Onestep-RT-PCR’1
takiben nested-PCR ile test edildi. Beklenen biiyiikliiklerde {iiriin olusumuna
dayanilarak Onestep-RT-PCR sonucunda sekiz 6rnek BoNoV (532 bp) ve alt1 6rnek
Nebovirus (549 bp) yoniinden pozitif bulundu. Nested PCR sonucunda ise 56 drnekte
BoNoV (326 bp) ve 37 drnekte Nebovirus (194 bp) olmak iizere toplam 76 Ornekte
BEC varlig1 saptandi (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2). Bu drneklerden 17°si s6z konusu her

iki etken yoniinden de pozitif olarak tespit edildi.

Sekil 3.1. BoNoV onestep-RT-PCR ve nested-PCR sonucu jel goriintiileri
A.onestep-RT-PCR M: DNA merdiveni (100 bp) 1: Negatif Kontrol, 2 ve 3: Pozitif 6rnekler.
B. nested-PCR M: DNA merdiveni (100 bp), 1, 2 ve 3: Pozitif 6rnekler, 4: Negatif Kontrol.

549 bp

Sekil 3.2. Nebovirus onestep-RT-PCR ve nested-PCR sonucu jel goriintiileri
A. onestep-RT-PCR M: DNA merdiveni (100 bp), 1: Negatif Kontrol, 2: Pozitif 6rnek. B.
nested-PCR M: DNA merdiveni (100 bp), 1, 2, 3 ve 4: Pozitif 6rnekler, 5: Negatif Kontrol.
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Bu calisma kapsaminda 11 entansif isletmeden temin edilen 104 gaita
orneginin 53’tinde (%50,9) (Cizelge 3.1), 48 kiiciik aile isletmesinden temin edilen
63 gaita Orneginin ise 23’linde (%36,5) BEC tespiti yapildi. Bu 48 kiiclik aile
isletmesinin 20’sinde (%41,6) BEC tespit edilirken; 15’inde BoNoV, 11’inde
Nebovirus varligi saptandi (Cizelge 3.2).

RdRp gen bolgesi yoniindan pozitif bulunan 6rneklerin BoNoV ve Nebovirus
bakimindan yas dagilimina bakildiginda her iki virusun da en yaygin olarak 0-1
haftalik (%53,1; %34,3) yas araliginda, bunu takiben 1-2 haftalik (%37,7; %22,6) ve
2-3 haftalik (%25; %21,4) yas araliginda gozlendigi saptandi (Cizelge 3.3). Bu
sonu¢ BoNoV agisindan istatiksel olarak anlamli bulunurken (p=0.038); Nebovirus

agisindan anlamli bulunmadi (p=0.476).

Cizelge 3.1. Entansif igletmelerde yetistirilen buzagilara iliskin test sonuclar

Test ; .
isletme . . N Edilen Test Sonuclari Isletr.nede 1;esp1t
Kod Sehir Gelis Tarihi Ornek Edilen Diger
u ¢ BEC | BoNoV | Nebovirus | Enteropatojenler
Sayisi
I Ankara Eyliil 2002 5 O] O] O] BRV
II Aksaray Nisan 2006 4 4 4 () BRV, BCoV
Subat 2008 7 7 7 4 BRV, BCoV, C.
parvum
Subat 2016 6 3 3 “) BRV, C. parvum
I Kirklareli Kasim 2011 4 ©) ©) ) BRV, BCoV, C.
parvum
Ocak 2012 15 3 3 ¢ BRV, BCoV, C.
parvum
v [zmir Nisan 2013 3 2 2 ) BRV, BCoV
Kasim 2013 2 1 1 “) BCoV, C. parvum
Temmuz 2014 2 1 1 1 C. parvum
Ocak 2015 4 “) “) “) C. parvum
Ocak 2016 3 3 3 “) C. parvum
\Y% Eskisehir Temmuz 2013 13 3 2 1 BRV
VI Izmir Eyliil 2014 14 12 5 12 BRV, C. parvum
VII Amasya Ocak 2015 5 2 -) 2 BRV, BCoV
VIl Sanlurfa Ocak 2015 3 2 2 ©) BRYV, BCoV
IX | izmir Subat 2015 9 7 4 5 BRV, BCoV, C.
parvum
X Izmir Mart 2015 1 1 ©) 1 BRV, C. parvum
XI Ankara Kasim 2015 4 2 2 ) BCoV
Toplam 104 53 39 26
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Cizelge 3.2. Kiiciik aile igsletmelerinde yetistirilen buzagilara iliskin test sonuglari

Test Test BEC BoNoV | Nebovirus
isletme Kodu Sehir Gelis Tarihi II;: fe itl::le gﬂﬂgﬁ 11; ;)e Ztlltlii 11; ;)e Ztlrt1:£ 11; ;)e Ztlrt1:£
Sayis1 Sayisi sayis1 sayisi sayis1
[-XVI Bursa Mart 2009 16 21 4 3 1
XVII Ankara Nisan 2009 1 1 (-) ) (-)
XVII-XXIV Mart 2014 7 9 2 2 1
XXV-XXVII Mayis 2014 3 4 2 ©) 2
XXVIII Temmuz 2014 1 1 1 1 ©)
XXIV-XXX Aralik 2014 2 2 ©) “) ©)
XXXI-XXXII Mart 2015 2 3 1 1 )
XXXIT* Nisan 2015 1 2 1 1 (-)
XXXIV Denizli Mart 2013 1 3 ©) ©) ©)
XXXV* [zmir Nisan 2013 1 2 1 1 1
))(())(())((\I])I(_ Temmuz 2014 4 4 2 1 1
XL Sanliurfa Mart 2014 1 1 1 1
XLI-XLVI Cankiri Mart 2015 6 6 3 2 2
XLVII-XLVIII Mart 2016 2 2 2 2 2
Toplam 48 63 20 15 11
*Bu igsletmelerde BoNoV yoniinden ikiser buzagi pozitif bulunmustur.
Cizelge 3.3. BEC, BoNoV ve Nebovirus pozitif bulunan érneklerin yas dagilimi
Yas Mﬁ:;yvzlnsgf;?s‘:a“ BEC (%) BoNoV (%) | Nebovirus (%)
0-1 hafta 32 21 (65,6) 17 (53,1) 11 (34,3)
1-2 hafta 61 30 (49,2) 23 (37,7) 14 (22,6)
2-3 hafta 28 12 (42,9) 7(25) 6 (21,4)
3-4 hafta 14 6 (42,9) 5(35,7) 3(21.4)
1-2 ay 18 5(27,8) 2 (11,1) 3(16,7)
2-3 ay 2 (-) (-) ()
3-4 ay 4 1 1(25) )
4-5 ay 5 () () ()
6 ay iistii 1 1 1 (100) ©)
yast bilinmeyen 2 -) ) )
Toplam 167 76 (45,5) 56 (33,5) 37 (22,1)
Elde edilen verilere goére BEC varliginin mevsimsel dagilimi

degerlendirildiginde, en fazla sonbahar (%51,7), bunu takiben kis (%50), ilkbahar
(%42,2) ve yaz (%35) mevsimlerinde tespit edildigi gozlendi. En yaygin BoNoV
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tespiti ise kis (%40,7) mevsimini takiben ilkbahar (%32,8), sonbahar (%27,6) ve yaz

(%25) mevsiminde yapildi. Nebovirus ise en fazla sonbahar (%41,4) mevsiminde

olmakla birlikte, kis (%20,4), ilkbahar (%17,2) ve yaz (%15) mevsimlerinde tespit

edildi (Cizelge 3.4). Bu sonuglar Nebovirus i¢in istatiksel olarak anlamli bulunurken

(p=0,05), BoNoV igin istatiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,496).

Cizelge 3.4. BEC, BoNoV ve Nebovirus pozitif bulunan 6rneklerin mevsimsel dagilimi

Mevsim BEC BoNoV Nebovirus

Sonbahar %51,7 (15/29)* %27,6 (8/29) %41,4 (12/29)
Kis % 50 (27/54) %40,7 (22/54) %20,4 (11/54)

flkbahar %42,2 (27/64) %32,8 (21/64) %17,2 (11/64)
Yaz %35 (7/20) %25 (5/20) %15 (3/20)

* Pozitif bulunan hayvan sayisi/Test edilen hayvan sayisi

3.2. Gaita Orneklerinin Diger Enteropatojenler Yoniinden Test Sonuclari

Calismada kullanilan gaita Ornekleri miks enfeksiyonun varliginin ortaya

konmasi amaciyla BRV, BCoV, E.coli ve C. parvum gibi enteropatojenler yoniinden

test edilmistir. Bunun sonucunda BRV ve BCoV yoniinden test edilen 160 adet

Ornegin sirastyla 55 tanesi ve 27 tanesi, C. parvum yoniinden ise test edilen 105

Ornegin 56 tanesi pozitif olarak bulunmustur (Cizelge 3.5). Test edilen 6rneklerin hig

birinde E. Coli tespiti yapilamamaistir.

Cizelge 3.5. Orneklenen buzagilarda BEC ve diger enteropatojenlere iliskin sonuglar

BoNoV Nebovirus BRV BCoV C. parvum
Toplam

+ - + - + TE + - TE + TE
BoNoV | T 17 39 | 20| 34 2 14 40 2 20 | 21 15 56
- 20 91 35 | 71 5 13 93 5 36 | 28 | 47 111
Nebo- | +| 17 | 20 11| 23] 3 3 31 3 |16 ]15] 6 37

virus

-1 39 | 91 44 | 82 4 24 | 102 4 40 | 34 | 56 130
BEC | * 23 | 49 4 15 57 4 27 | 31 18 76
- 32 | 56 3 12 76 3 29 | 18 | 44 91

TE: Test edilmedi.

44




3.3. BEC’lerin Kapsit Gen Bolgesi Yoniinden Sonuglari

BEC tanisi amaciyla uygulanan nested-PCR sonucunda BoNoV (n=56) ve
Nebovirus (n=37) kapsit gen bdlgelerinin cogaltilmast i¢in yapilan RT-PCR
uygulamalarinda dért BoNoV’un tam, bir BoNoV’un kismi kapsit gen bdlgesi
yoniinden, iki Nebovirusun tam kapsit gen bolgesi yoniinden beklenen biiyiikliikte

uriin elde edilebildi.

Sekil 3.3. BoNoV ve Nebovirus tam kapsit gen bolgesi PCR sonucu jel goriintiileri
A. BoNoV M: DNA Merdiveni (100 bp), 1,3,4: Pozitif ornekler; 2:Negatif ornek; 5:
Negatif Kontrol. B. Nebovirus M: DNA Merdiveni (100 bp), 1:Negatif Kontrol; 2:Pozitif
ornek.

3.4. Dizin Analizi Sonuclar

PCR uygulamalar1 sonucunda RdRp gen bdlgesi yoOniinden beklenen
biiyiikliikte {iriin saptanan 34 BoNoV ve 20 Nebovirus yerel susu ile kapsit gen
bolgesi yoniinden beklenen biiyiikliikte iirlin saptanan bes BoNoV ve iki Nebovirus’a
ait toplam 61 PCR {iriiniiniin dizin analizi gerceklestirildi. Bu dizinlerden, Nebovirus
icin uygulanan nested-PCR sonucunda elde edilen iirlinler (194 bp) harig,
digerlerinin Gen Bankasina kaydi yapilarak “accession” numaralar1 alind1 (Cizelge
3.6). Dizin analizi sonucunda elde edilen bu ham veriler BLAST programu ile kontrol
edildi ve bu verilerin gen bankasinda yer alan diger BoNoV ve Neboviruslarin RdRp

ve kapsit gen bolgeleriyle eslestigi gézlendi.
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Cizelge 3.6. BoNoV ve Nebovirus suslarmin Gen Bankas1 “accession” numaralari

isletme Sus Adi Gen Bolgesi Genotip Accesion No

N XVIII** | Bo/AnkaraA4/14/TUR RdRp-Kapsit Nebraska KX184721
f) Ir* Bo/AksarayK056/08/TUR RdRp-Kapsit Nebraska KX184722
o XL** Bo/Sanliurfa2/14/TUR RdRp Nebraska KX184723
‘i’ VI* Bo/Izmir657/14/TUR RdRp Nebraska KX184724
r r* Bo/AksarayK063/08/TUR RdRp Nebraska KX216596
lsl VII* Bo/Amasya9276/15/TUR RdRp Nebraska KX216597
* GIII/Bo/TR/2008/Aksaray/K063 RdRp-Kapsit | GIIL.P2_GIII.2 KX189067

Ir* GIII/Bo/TR/2008/Aksaray/K066 RdRp-Kapsit | GIIL.P1_GIII.1 KX189068

m* GIII/Bo/TR/2006/Aksaray/K59 RdRp-Kapsit | GIIL.P2_GIII.2 KX189069

r* GIII/Bo/TR/2008/Aksaray/K060 RdRp-Kapsit | GIILP1_GIII.2 KX189070

* GIII/Bo/TR/2008/Aksaray/K056 RdRp-Kapsit | GIILP1_GIII.2 KX189071

V* GIII/Bo/TR/2013/Eskisehir/211 RdRp GIIL.P2 KX189072
XXXVI** | GIII/Bo/TR/2014/Izmir/TES RdRp GIIL.P2 KX189073

VI* GIII/Bo/TR/2014/1zmir/665 RdRp GIII.P2 KX189074

Ir* GIII/Bo/TR/2012/Kirklareli/630746 RdRp GIIL.P2 KX189075

VI** GIII/Bo/TR/2009/Bursa/B6 RdRp GIIL.P2 KX189076

VIII** GIII/Bo/TR/2009/Bursa/B8 RdRp GIIL.P2 KX189077

Iv* GIII/Bo/TR/2014/Izmir/TAM1 RdRp GIIL.P2 KX189078

IX* GIII/Bo/TR/2015/1zmir/4945 RdRp GIIL.P2 KX189079

IX* GIII/Bo/TR/2015/1zmir/4892 RdRp GIIL.P2 KX189080

N XLIT** GIII/Bo/TR/2015/Cankiri/C1G RdRp GIIL.P2 KX189081
: XXVII** | GIII/Bo/TR/2014/Ankara/D97 RdRp GIIL.P2 KX189082
o r* GIII/Bo/TR/2012/Kirklareli/3307 RdRp GIIL.P2 KX189083
‘i, VI* GIII/Bo/TR/2014/1zmir/4828 RdRp GIIL.P2 KX189084
r * GIII/Bo/TR/2006/Aksaray/K2 RdRp GIIL.P2 KX189085
lsl r* GIII/Bo/TR/2006/Aksaray/K56 RdRp GIIL.P2 KX189086
v* GIII/Bo/TR/2013/Izmir/H1 RdRp GIIL.P2 KX189087

XIIT** GIII/Bo/TR/2009/Bursa/B18 RdRp GIIL.P2 KX189088
XVIT** | GIII/Bo/TR/2014/Ankara/Al RdRp GIII.P2 KX189089

* GIII/Bo/TR/2006/Aksaray/K53 RdRp GIIL.P2 KX189090

XXV** | GII/Bo/TR/2014/Ankara/KD1 RdRp GIIL.P2 KX189091
XL** GIII/Bo/TR/2014/Sanliurfa/SU1 RdRp GIIL.P2 KX189092

XT* GIII/Bo/TR/2015/Ankara/3076 RdRp GIIL.P2 KX189093

I* GIII/Bo/TR/2016/Aksaray/K3877 RdRp GIIL.P2 KX189094

VIIT* GIII/Bo/TR/2015/Sanliurfa/8553 RdRp GIILP1 KX189095
XXXII** | GIII/Bo/TR/2015/Ankara/YL1 RdRp GIIL.P1 KX189096
XXXV** | GIII/Bo/TR/2013/1zmir/1956470 RdRp GIILP1 KX189097
XLIV** | GIII/Bo/TR/2016/Cankiri/C5G RdRp GIIL.P1 KX189098

\% GIII/Bo/TR/2013/Eskisehir/214 RdRp GIILP1 KX189099
XLVIIT** | GIII/Bo/TR/2015/Cankiri/C1H RdRp GIILP1 KX189100

* Entansif isletme; ** Kiigiik aile isletmesi
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341. RdRp Gen Bolgesi Yoniinden Dizin Analizi Sonug¢larmmin

Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada kullanilan PCR teknigi ile BoNoV pozitif olarak degerlendirilen
56 oOrnegin 34’lniin BoNoV RdRp gen bolgesi yoniinden dizin analizi
gerceklestirildi. RARp gen bolgesinin kismi dizinin filogenetik analizi sonucunda
orneklerin iki ayr1 ana dalda yer aldiklari; dokuz O6rnegin GIIL.1 genotipinde; 25
ornegin ise GIIL.2 genotipinde oldugu gozlendi (Sekil 3.4). Filogenetik agagta
GlIl.2’de yer alan suslardan, Kirklareli/3307, Kirklareli/630746, Izmir/H1,
Sanliurfa/SU1, Cankiri/C1G, Izmir/4892, 1zmir/4945, Ankara/3076, Aksaray/K3877,
Ankara/D97, Izmir/4828, Izmir/665, Izmir/IAM, Eskisehir/211, Izmir/TES,
Ankara/KD1 ve Ankara/Al Amerika’da tespit edilen suslar ile; Aksaray/K063 ise
Newbury2 ile ayn1 dalda yer aldi. Aksaray/K53, Aksaray/K59, Aksaray/K56 ve
Aksaray/K2 en yakin olarak Tunus, Ingiltere, Italya ve Belcika suslariyla ile yakin
bulundu. Bursa/B18 ile Bursa/B6 ve Bursa/B8 sirasi ile daha once lilkemizde tespit
edilen suslardan BalikesirN9 ve AdiyamanN6 suslariyla yakin oldugu gozlendi. Bu
calismada tespit edilen GIII.1'de yer alan suslardan ise Cankiri/C1H ve Eskisehir/214
Amerika susuyla ayni1 dalda gozlenirken, Aksaray/K060 Aksaray/K056 Ankara/YLI
ve Aksaray/K066 suslarmin ise Italya susuyla en yakin oldugu belirlendi.
Sanliurfa/8553, Cankiri/C5G ve Izmir/1956470 ise GIII.1 referens susu Jena ile
yakin olarak tespit edildi.

Dizin analizi yapilan yerel suslarin kendi aralarinda ve GIII.1’in prototip virusu
olan Bo/Jena/80/DE ile GIII.2’nin prototip virusu olan Bo/Newbury2/76/UK ile olan
niikleotit benzerlik ve farklilik oranlar1 Sekil 3.5°de sunuldu. Elde edilen suslarin
RdRp gen bolgesinin kismi dizinleri bakimindan kendi aralarindaki niikleotit
benzerlik oram1 %69,58-100, Bo/Jena/80/DE ile olan niikleotit benzerlik orami
%70,63-90,21; Bo/Newbury2/76/UK ile olan niikleotit benzerlik oran1 %72,73-91,96
olarak belirlendi. GIII.1’de yer alan yerel suslarin GIIL.1’in prototip virusu olan
Bo/Jena/80/DE ile olan niikleotit benzerlik orant %81,47-90,21; GIII.2’de yer alan
yerel suglarin GIIL.2’in prototip virusu olan Bo/Newbury2/76/UK ile olan niikleotit
benzerlik orani ise %84,27-91,96 olarak bulundu (Sekil 3.5).
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73 Bo/Nov-45/2010/US_(JN585060)
42 Bo/Nov-6/2010/USA_(JN585033)
@ GlII/Bo/TR/2012/Kirklareli/3307_(KX189083)
91 L @ GIII/Bo/TR/2012/Kirklareli/630746_(KX189075)
3|L @ GlIIBo/TR/2013/1zmir/H1_(KX189087)
@ GlIl/Bo/TR/2014/Sanliurfa/SU1_(KX189092)
@ GlIl/Bo/TR/2015/Cankiri/C1G_(KX189081)
5 @ GIII/Bo/TR/2015/Izmir/4945_(KX189079)
2 99| @ GIII/Bo/TR/2015/1zmir/4892_(KX189080)
| —— @ GllI/Bo/TR/2015/Ankara/3076_(KX189093)
L @ GII/Bo/TR/2016/Aksaray/K3877_(KX189094)
@ GIIl/Bo/TR/2014/Ankara/D97_(KX189082)
GIII/Bo/TR/2014/1zmir/665_(KX189074)
99 | @ GIII/Bo/TR/2014/1zmir/4828_(KX189084)
@ GllII/Bo/TR/2013/Eskisehir/211_(KX189072)
@ GlIl/Bo/TR/2014/Ilzmir/|AM1_(KX189078)
@ GlII/Bo/TR/2014/Izmir/TES_(KX189073)
@ GlIl/Bo/TR/2014/Ankara/A1_(KX189089)
@ GlII/Bo/TR/2014/Ankara/KD1_(KX189091)
Bo/Nov-46/2010/US_(JN585061)
Bo/CV500-OH/USA_(AY151258)
Bo/BEC483/2004/IT_(HM745909)
Bo/Penrith55/2000/UK_(AY126476)
Bo/Wasme/B199/2003/BE_(AY686493)
Bo/MonastirB169/2010/TUN_(JN418492)
@ GlIl/Bo/TR/2006/Aksaray/K2_(KX189085)
@ GlliI/Bo/TR/2006/Aksaray/K56_(KX189086)
99| @ GIII/Bo/TR/2006/Aksaray/K53_(KX189090)
@ GlII/Bo/TR/2006/GlII.P2_GlIl.2/Aksaray/K59_(KX189069)  |GIIL.2
12 Bo/GlI1.2/300_0250/2006/NOR_(FM242187)
I 493'_? Bo/GlI1.2/Adam/2006/NOR_(JX145650)

96 Bo/GlII.2/471_0790/2005/NOR_(FM242193)
Bo/93/TE/2012/IT_(KC896782)
Bo/MonastirB76/2007/TUN_(JN418486)
Bo/MonastirB46/2006/TUN_(JN418484)
Bo/BV129/2007/BEL_(EU877974)
Bo/BEC537/2004/IT_(HM745907)
Bo/Aberystwyth24/2000/UK_(AY 126475)
Bo/Gl11/B309/2003/BEL_(EU794907)
Bo/BalikesirN9/2009/TUR_(KF218822)
Bo/BEC195/2004/IT_(HM745906)

31 @ GlIII/Bo/TR/2009/Bursa/B18_(KX189088)
Bo/Newbury2/1976/UK_(AF097917)

@ GlII/Bo/TR/2008/GlII.P1_GlII.2/Aksaray/K063_(KX189067)
Bo/DijonA311-1/2008/FR_(GU259574)
Bo/NoV/JN-MA156/2004/KOR_(DQ912792)
Bo/Dumfries/1994/UK_(AY126474)
Bo/BV52/2007/BEL_(EU877970)
Bo/BV24/2007/BEL_(EU877969)
Bo/Nov-4/2010/US_(JN585031)
Bo/Nov-50/2010/US_(JN585063)
Bo/AdiyamanN6/2011/TUR_(KF218825)

@ GlIl/Bo/TR/2009/Bursa/B6_(KX189076)

83 L @ GII/Bo/TR/2009/Bursa/B8_(KX189077)
Bo/DuzceN2/2010/TUR_(KF218823)
Bo/DijonA358/2007/FR_(GU259578)
Bo/SivasN6/2011/TUR_(KF218824) i
O 30/2007/NZL_(EU193658) ]GIIL3
Bo/Nov-24/2010/USA_(JN585045)

@ GlII/Bo/TR/2015/Cankiri/C1H_(KX189100)

@ GlII/Bo/TR/2013/Eskisehir/214_(KX189099)

99 @ GIlI/Bo/TR/2008/GlI1.P1_GllI.2/Aksaray/K056_(KX189071)
@ GllII/Bo/TR/2008/GlI1.P1_GlII.2/Aksaray/K060_(KX189070)
@ GIIl/Bo/TR/2015/Ankara/YL1_(KX189096)
Bo/87/TE/2012/IT_(KC896785)

@ GlIl/Bo/TR/2008/GIIL.P1_GlII.1/Aksaray/K066_(KX189068)
Bo/DijonA273/2007/FR_(FJ974131)
Bo/Glll.1/Aba-Z5/2002/HUN_(EU360814)

@ GlII/Bo/TR/2015/Sanliurfa/8553_(KX189095)
Bo/80TE/2012/IT_(KC896787)
Bol/Jena/1980/DE_(AJ011099)
Bo/Thirsk10/2000/UK_(AY126468)

@ GIII/Bo/TR/2013/Izmir/1956470_(KX189097)

@ GlII/Bo/TR/2016/Cankiri/C5G_(KX189098)

24

49

21

50

GIIL1

Sekil 3.4. BoNoV RdRp gen bdlgesi filogenetik analizi



Bo/Newbury2/1976/UK | 1 | 013] 009 o11 o013 o013 o013 o013 o013 o011 013 014 013 o014/ 012 014
Bo/Jena/80/DE 021] o010 o014/ o010 o019 o013 013 o016 013 029 0,28
GIll/Bo/TR/2015 /Cankiri/C1H 81,47 02s| o022 o025 o018 o021 o022 o024 019
Gll/Bo/TR/2008/GIlP1_GIl.2/Aksaray/K060 90,21| 79,02 0,13 020 012 012 009 0,16 B = 027 029 029 028
Glll/Bo/TR/2008/Glll.P1_GIl. 1 /Aksaray/K066 87,41 8112| 88,11 013 018 015[ 016 015 015 | 29| 028] 027 027, 0,28] 0,29 [ 0,29) 028 028 026/ 027
GIll/Bo/TR/2008 /GIlLP1_GIll.2/Aksaray/K056 90.21| 79,02 88,11 020 012 012 009 0,16 029) 029 0,29| 027 0,29 0,28
GIIl/Bo/TR/2013 /Eskisehir/214 83,57| 8392| 82,17| 8427| 82,17 019 019 025 019 | 029
GIl/Bo/TR/2016/Cankiri/CSG 87,76| 8147| 89,16| 8636| 89,16| 8322 0,13
Gll/Bo/TR/2013/Izmir/1956470 87,76 81,12| 89,16 8566/ 89,16 8357 0,14 |0,
GIl/Bo/TR/2015 /Ankara/YL1 85,31 79,72| 91,61| 86,71 91,61| 79,02 86,36 0,21 B 0,2 |02
GIIl/Bo/TR/2015 /Sanliurfa/8553 88,11| 8322| 8531| 86,71 8531| 82,87| 87,76 87,06 81,82 0 0,29) [ 0,29 029 0, - 029 027| 029 029 0,29 0,28
Glll/Bo/TR/2006/GlllP2_GIll.2/Aksaray/K59 87,76 0,11] 0,09 09 [ 0,12[ 0,09 0,10] 0,10[ 009 010 0,10 9] o012 o013 008 o010 009
Gll/Bo/TR/2008/Glll.P1_GIll.2/Aksaray/K063 91,96 89,51 010/ o11 o10 o11 o12] o11f o10f oz0f o11f o11f o12[ og10f o012[ 013 o012[ 012[ 012[ o010] 012[ 010 012 012 011
Glll/Bo/TR/2016/Aksaray/K3877 89,86 76, 91,26| 90,21 0,09 0,10] 0,09 0,09 0,14] 0,16
Glll/Bo/TR/2006/Aksaray/K53 87,76 89,51 91,26 ,09|  0,08] 0,09 0,12| 0, 0,10 011 009 010 010/ 009 012 013 0,10 0,08
GIl/Bo/TR/2015 /Ankara/3076 88,46 91,61/ 90,91 91,26 0,09| 0,09/ 0,09 014 0,15
GIll/Bo/TR/2014 /Sanliurfa/SUL 87,76 9231 89,51 91,96 0,11 ] 014) 016
Glll/Bo/TR/2014/Ankara/KD1 88,11 91,96| 89,16 91,61 0,12 0 ] 0,14/ 0,15
GII/Bo/TR/2014 /Ankara/A4 88,46 7 92,31 89,51 91,96 0,12 008 013 015
GIIl/Bo/TR/2009 /Bursa/B18 89,86 88,81 90,91 90,56 88,81 91,26 89,86 88,81 89,16 010 012 o012 o012 o010 o012 o012 o013 o013[ o10f o15| o17[ o011 o12[ 012[ 010
Gll/Bo/TR/2013 /lzmir/H1 89,51 91,96| 90,56 91,96 90,21 [ 0,09] 0,0 013[ 015
GII/Bo/TR/2006 /Aksaray/K56 87,76 89,51 91,26 9161 9231 91,96 92,31| 88,81 91,96 0,10 0,10 010 0,10 ¢ 012| 013 008 0,10
Gll/Bo/TR/2006 /Aksaray/K2 87,76 89,51 91,26 91,61 92,31| 9196 92,31 88,81 91,96 0,10 0,10[ 009 010[ 0,10 9| 012| 013 008 0,10
GII/Bo/TR/2014 Izmir/4828 87,06 76,92 90,91| 88,81 90,56 89,16 90,91 90,91 0,15] 0,16
GIl/Bo/TR/2012 /Kirklareli/3307 89,51 7 92,66| 90,56/ 92,66/ 90,21 92,66| 92,66/ 013 0,15
Gll/Bo/TR/2014/Ankara/D97 88,11 90,21 89,16 89,86 88,81 90,21 90,21 014 016
Gll/Bo/2015/Cankiri/C1G 86,36 90,91| 88,11 90,56/ 88,81 90,91| 90,91 0,16] 0,17
GIl/Bo/TR/2015 /lzmir/4892 88,46 9091 88,81 90,56, 88,46/ 9091 9091 10| 0,15[ 0,15
GIIl/Bo/TR/2015 /lzmir/4345 88,46 9091 88,81 90,56, 88,46, 9091| 9091 95,10 015| 015
GIIl/Bo/TR/2014 Izmir/IAM1 87,06 7 91,26 89,16[ 9 90,91 90,21 91,26| 91,26 95,10 95,10] 012| 014
GIIl/Bo/TR/2009 /Bursa/B8 87,76 88,81 90.21| 87,06 88,81 87,41 87,06| 87,41 87,76 86,36| 88,11 88,81 88,81 86,71 88,11 87,06| 8566/ 86,71 86,71 88,81 013 01s| 012 015
GIl/Bo/TR/2009/Bursa/B6 87,06 87,76 88,81| 85,66 87,76 86,01 85,66 86,01 86,36 84,97 86,71 87,76| 87,76 8531 86,71| 8566 84,27 86,01| 8601| 8741 01s| 016 013 016
GIl/Bo/TR/2012 Kirklareli/630746 89,16 ,92| 9231 9021 92,31 89,86 9231| 9231 88,11 86,71
GIl/Bo/TR/2014 /lzmir/665 87,06 76,92| 9091 88,81 90,56, 89,16| 9091 9091 86,71| 8531
Gll/Bo/TR/2014 /izmir/TES 84,27 88,46 86,01 90,91 88,46 90,56| 91,96| 91,96| 92,31 86,01 91,61 8846 8846| 91,26| 91,26| 89,51 9056| 9021| 9021| 9091| 8566 8462 90,91 91,26
Gll/Bo/TR /2013 /Eskisehir/211 87,41 77,62 92,66 89,86 92,31 90,91 92,66 92,66 [ 95,10 86,71 8531 91,96

Sekil 3.5. Yerel suslarin RdRp gen bolgesi yoniinden kendi aralarinda ve prototip viruslar Bo/Jena/80/DE ile Bo/Newbury2/76/UK ile olan niikleotit
bazindaki benzerlik ve farklilik tablosu
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Bu calismada Tirkiye’nin farkli illerinde yerlesik isletmelerdeki ishalli
buzagilardan toplanan gaita orneklerinde tespit edilen 37 Nebovirusdan 20’sinin
dizin analizi gerceklestirildi. RARp gen bdlgesinin kismi dizininine dayali yapilan
filogenetik analiz sonucunda 20 susun tiimiiniin Nebraska-benzeri RdRp genotipine
sahip oldugu saptandi (Sekil 3.6). Filogenetik agacta, elde edilen suglarin tiimiiniin,
daha once Tunus, Fransa, Macaristan ve Italya’da tespit edilen Nebraska-benzeri

suglar ile birlikte yer aldig1 gozlendi.

Dizin analizi yapilan yerel suslarin RdRp gen bolgesi yoniinden kendi
aralarinda ve diger Neboviruslar ile olan niikleotit benzerlik ve farklilik oranlar
Sekil 3.7°de sunuldu. Bu suslarin RdRp gen bdlgesinin kismi dizinleri yoniinden
kendi aralarindaki niikleotit benzerlikleri %86,36-100 oraninda tespit edildi. Elde
edilen suglarin prototip viruslar olan Bo/Newburyl/76/UK ve Bo/Nebraska/80/US
arasindaki niikleotit benzerlikleri ise sirasiyla, %75,32-80,52 ve %382,47-87,01
olarak saptandi. (Sekil 3.7).
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22

@ Bo/lzmir3469/14/TUR

@ Bo/CankiriCAO/15/TUR

@ Bo/lzmirT1/15/TUR

@ Bo/Amasya9281/15/TUR

97 | @ Bo/Amasya9276/15/TUR_(KX216597)

@ Bo/Izmir4918/15/TUR

@ Bo/CankiriC5G/16/TUR

@ Bo/lzmir657/14/TUR_(KX184724)
95| @ Bo/lzmir4844/14/TUR

@ Bo/Sanliurfa2/14/TUR_(KX184723)

@ Bo/AnkaraA4/14/TUR_(KX184721)

@ Bo/Eskisehir134/13/TUR

—— @ Bo/lzmir4725/14/TUR

34 || @ Bo/lzmir790/14/TUR

91 { @ Bo/Izmir4778/14/TUR

32

28

74
20

@ Bo/lzmir1956470/13/TUR
T|—— @ Bo/CankiriC1H/15/TUR
Bo/MonastirB28/2006/TUN_(JN418477)
Bo/M3641/11/HUN_(JX018212)
@ Bo/Bursa13/09/TUR
Bo/MonastirB143/2009/TUN_(JN418481)
Bo/DijonA042/06/FR_(GU259538)
bo/DijonA448/08/FR_(GU259569)
| @ Bo/AksarayK063/08/TUR_(KX216596)

100 | @ Bo/AksarayK056/08/TUR_(KX184722)

499|j Bo/32TE/2010/ITA_(HQ008348)
Bo/16TE/10/ITA_(HQ008349)

ikl —i Bo/Starcross93/00/UK_(DQ228165)
57 Bo/PenrithC39/00/UK_(DQ228162)

65 — BO/MA360/04/KOR_(DQ984655)
’_[ Bo/MA91/04/KOR_(DQ984643)

55

Bo/MA95/04/KOR_(DQ984644)
Bo/MA164/04/KOR_(DQ984649)
Bo/SA181/04/KOR_(DQ984652)
Bo/MA120/04/KOR_(DQ984646)
Bo/MA176/04/KOR_(DQ984651)

99

45

24
40

Bo/NB/80/US_(AY082891)

TCG_(AB117797)

Bo/CV23-OH/02/US_(AY082890)
Bo/285/08/BRA_(KR136171)

100

Sekil 3.6. Nebovirus RdRp

Bo/Newbury1/76/UK_(DQ013304)

oa Bo/Penrith142/00/UK_(DQ228160)
100 Bo/Penrith143/00/UK_(DQ228161)
75 ! Bo/Starcross117/00/UK_(DQ228164)

gen bolgesi yoniinden filogenetik analizi

Nebraska benzeri

Newburyl benzeri

51



Bo/NB/80/US
Bo/Newburyl/76/UK
Bo/Izmir657/14/TUR

Bo/lzmir4844/14/TUR
Bo/lzmir4918/15/TUR
Bo/CankiriC5G/16/TUR
Bo/lzmir3469/14/TUR
Bo/CankiriCAO/15 /TUR
Bo/lzmirT1/15/TUR
Bo/Amasya9281/15/TUR
Bo/Amasya9276/15/TUR
Bo/Izmir1956470/13/TUR
Bo/AnkaraA4/14/TUR
Bo/Eskisehir134/13/TUR
Bo/Sanliurfa2/14/TUR
Bo/lzmir790/14/TUR
Bo/lzmir4778/14/TUR
Bo/lzmir4725/14/TUR
Bo/AksarayK063/08/TUR
Bo/Bursal3/09/TUR
Bo/CankiriC1H/15/TUR
Bo/AksarayK056/08/TUR
Bo/Starcross93/00/UK
Bo/PenrithC39/00/UK
Bo/MonastirB28/2006/TUN
Bo/DijonA042/06/FR
Bo/32TE/2010/ITA
bo/DijonA448/08/FR
Bo/MonastirB143/2009/TUN
Bo/M3641/11/HUN
Bo/16TE/10/ITA
B0/285/08/BRA
Bo/DijonA216/06/FR
TCG

Bo/CV23-0H/02/US
Bo/MA360/04/KOR
Bo/MA91/04/KOR
Bo/MA164/04 /KOR
Bo/SA181/04/KOR
Bo/MA120/04/KOR
Bo/MA95/04/KOR
Bo/MA176/04/KOR
Bo/Penrith143/00/UK
Bo/Starcross117/00/UK
Bo/Penrith142/00/UK

Sekil 3.7. Nebovirus RdRp gen bolgesi yoniinden pozitif bulunan 6rneklerin kendi aralarinda ve diger Neboviruslarin RdRp gen bolgeleri yoniinden

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 18 19 20 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 38 39 40 41 42 43 44 45

1 024 017 o17[ o017 o20[ o015 o17[ o017 o017[ 017 015|015 015 01s| o013 o013 o1s| o17] o016 o017[ o018 015[ 015 030 015| o021 o021 019 018 019 o018 o020[ 029 029 0,28
2 | 1922 026] 026 o028] 028 o026] 028 028 025 025 023) 025 o027 025| 024 o026] 023 o027[ o027 o028 o029 o030 o027 o013 o026 023 027] 031 031 o030 033 o030 o031 o008 008 008
3 | s402| 7792 0,05 ] 0,07 010[ 010 010[ o020 o310f o009 o008 o013 o007[ 009 o020l o013 031 033 o021 o018 019 019 018 o019 o019 o20[ 027 027 0,26]
4 | s442| 7292 0,07 010[ 0,10 010[ o0 o10f o009 008 o013 o007[ o009 ot0f o013 031 033 o021 o018 0,19 o019 o018 o019 o019 o20[ 027 027 0,26
5 | 8442 7662 0,07 010[ 0,10 010[ 010 o310f o009 o008 o015 o08f o010 o010 o014 033 033 o021 018 017 017| 017 o17[ 017 o018 027 027 0,26]
6 | 8247 7662 [ 0,08) 013 012 013) 013 o12[ 009 o10f o15] o0 o11] o12[ o015 033 034 o021 o018 019 021f o020 o21f o021 022 029 029 0.28]
7 | 8636 7792 9545 94,81 0,07 03[ 010 013] o11 o10f o008 o008 o017] o1 o11] oo o1 031f 035] o019 o020 017 018[ 017 o8] o018 o19[ 029 029 0,28]
8 | 8442 7662| 9481 95,45 98,05 0,08 015[ 011 01s| o11] o1 009 o010 o016 o011 o013 o013[ o015 033 035 o020 019 017 021 o020 o021 o21f 02 031 031 030
9 | 8442| 7662| 96,10 95,45 98,05 97,40] 0,07 03[ 0,10 013| o0 o10f 009 009 o016 o10f o010 o11f o015 031f 035 o21] o020 o018 020( 019 o020[ o020 o21f 031 031 030]
10 | s442| 7857 96,0 95,45| 96,75 96,10] 97,40 0,07 03[ 0,10 013| o10[ o10f o009 009 o016 o10f o012 o1 o1s| o030 033 o021 o020 020 020[ 019 o020 o020 o021 o028 028 027]
1 | s442| 7857 96,0 95,45| 96,75 96,10( 97,40 0,07 03] 010 013 o10[ og0f 009 009 o016 o010 o012 o11f o015 030 033 o021 o020 020 020[ 019 o020[ o020 o21f o028 028 027]
12 | s442| 77,92 9481 92,86| 92,86 92,21) 93,51 9351 93,51 0,08 012[ 009 012| o10[ o008 o10 o008 o013 o008 009 007[ 013 o029 035 o021 017 0,19 o019 o018 o21f o019 o020 o025 o02s] o024
13 | 87,01 7922 96,10 94,16| 94,16 9351) 94,81 94,81 94,81 9351 0,08 0,10 008| 008 007] o008 o010 o11] o008 o010 o10f o010 027[ 033 o016 017 020 020( 019 o020[ o020 o021f o024 024 023
14 | 8636| 7857 9545 94,81| 94,81 94,16| 95,45 9545| 95,45 92,86 0,08 0,11 0,08 o008[ o008 o007[ o1 o12[ o009 o11f o010 o011 o028 034 015[ o016 021 021f o020 o021 o021 02 o025 025 024
15 | 8636] 7857 96,75 96,10 96,10 95,45| 96,75| 96,75 96,75 94,16 98,05| 98,70| 0,00[ 0,11 0,10(  0,08| O;OBW 010 o212 o009 o11] o310 o11] o28] 034 o017[ o016 019 019 o018 o019[ o019 o020 o026 026 025
16 | 86,36 79,87| 94,81 94,16 94,81| 94,16 94,81| 94,81/ 94,81| 93,51| 96,10/ 96,75| 96,75 0,12 0,09 012| 009 o008 008 009 013 007 009 010 0,12 0,15 0,16 0,19] o019 o018 o21f 019 o020 027 027] 0,26
17 | 8636| 79,87 9481 94,16| 94,81 94,16| 94,81 94,81 94,81 9351 96,10 96,75 96,75| 012 009 o010 o12[ o009 o008 008 009 013 007 009 o010 012 015| 016/ 019 019 o018 o021 o19[ o020 027 027 026
18 | 8636| 80,52 93,51 92,86 93,51| 92,86| 93,51 9351 9351 92,21| 96,00] 96,75| 9545 98,70 98,70 012 o10 o011 o012 o10f o010 008 0,10] 009 o011 012 013 014 o021 021f o020 023 o021 022 o026 026 025
19 | 8636] 7857 90,26] 88,31| 88,31| 8636| 87,66 87,66 87,66 8896] 92,86 92,21] 90,91| 88,96 88,96| 88,96 0,11 o.u- 010[ 009 o011 013 009 012 020[ 017 018 o18[ 017 o8 o018 o019 o022 o022 o2
20 | 8636] 77,27 90,26] 88,96| 90,91| 89,61/ 90,26 90,26] 90,26 91,56| 90,26| 89,61 89,61 91,56 91,56| 90,26 89,61 o010 o11 o31of o008 o011 0,07| 0,12 022 017 017 017 o017 o019 o17[ o18) 031 031 030
21 | 85,71f 7532) 92,21 90,26| 91,56 9091) 92,21 92,21 92.21| 9481 92.21| 91,56] 92,86 90,91 90,91| 89,61| 87,66] 90,26 013] 0,0 008 0,10 013 o010 012[ 010 012 024 020 017 017| o016 o018 o017 o17[ 031 031 030]
22 | 8636] 7857 90,26] 88,31| 88,31| 8636| 87,66 87,66| 87,66 8896] 92,86 92,21| 90,91| 88,96 88,96| 88,96 89,61 87,66 010[ 009 o011 013 o010 013) 009 012 020( 017 018 018 017 o018 o018 o019[ 022 022 o2
23 | 87,66] 79,22 90,26 88,31) 89,61 89,61/ 90,26 90,.26] 90,26 90,26 92,86 92,21 92,21] 91,56 91,56| 90,26 90,91| 90,91 90,26 90,91 - 009 o10[ 008 009 012] 009 008 019 018 015 015| 04| 017 o026 016] 026 026] 025
2 | s831] 77,92 9091 88,96 90,26 89,61 90,91) 9091| 90.91| 9221 93,51 92,86 92,86 92,21| 92,21 90,91 91,56| 92,86 92,21| 91,56| 96,75 0,09 009] 007 008 o010 007[ 0,06 019[ 017 014 014 013 o16] 014 015 o028 o028 027
25 | 8636] 80,52 91,56 91,56| 92,21 91,56| 91,56 91,56| 91,56 90,26| 92,86| 93,51 94,81] 92,86 92,86| 92,86 89,61 89,61 90,26 89,61 91,56 91,56 o010/ 010[ o710 o011 o010 010 015[ 013 o017 017[ o17[ o019) o017 o018 o025 025 o024
26 | 85,06 77,27 92,86] 9091| 92,21 90,.26| 91,56 91,56| 91,56 92,86| 90,26| 89,61 90,91| 91,56 91,56| 90,26 89,61] 94,81 9156/ 89,61 9091 91,56 90,91 0,13 I 0,13 022[ 017 013 013 o013 o1s| 013 o014 030 030] 029
27 | s571| 72.21| 87,66 86,36| 8506 8571 8571| 8571 8571| 87,66 89,61 8896 88,96 8831 8831) 87,01 8831 8831 8831 8831 92,.21) 93,51 9026 87,66 0,11 021f 016 018 018 017 o20[ o018 o19[ o028 028 027]
28 | s442| 7662 93,51 91,56| 90,26] 89,61 9091 90,91 90,91 92,21] 92,21] 91,56 91,56 93,51 93,51 92,21] 90,26| 94,6 9091 90,26] 91,56] 92,21] 90,26| 98,05| 89,61 0,10 021] 017 016 o16] 015 o17[ o016 o017[ 030 030 0,29]
29 | 83,77] 7597| 91,56 89,61 89,61 87,66| 90,26| 8896| 88,96 91,56| 90,26 89,61 89,61) 9156| 91,56 91,56 88,31 93,51| 88,96| 8831| 88,96 90,91 89,61 94,81 88,31| 9545 0,10 019 017[ 017 017| o016 o018 o017[ o017] 031 031 030
30 | 8636| 7532 90,91] 90,91 9091 88,96 90.26| 88,31 89,61) 89,61 89,61 9351 9091 90,26 90,26] 90,91| 90,91 89,61] 91,56 9545/ 90,91 91,56| 91,56 93,51 90,26 9545 89,61 94,81 94,16] | o 021 017 017 017[ 017 o018 016 018 030 030 029]
31 | 8636) 72.27| 8831 8831 87,01 86,36 8571 86,36 8636 86,36 8636 8831) 90,26 89,61) 89,61 88.96| 88,96 88,96| 88,96 8896 88,96 88,96 92,86 94,16 90,91] 8831| 96,75| 90,26 90,26 90,26 020[ 017 019 019 018 o021f o019 o20[ o028 028 027]
32 | 7532 8831| 7468 74,68 38| 74,68 7 74,68 7532 7532 7597| 77.27| 76,62 76,62 76,62 7662 77.27| 7532 7532 75,32| 74,68| 77,92 76,62 75,97 74,68| 74,68 030] 0,30/ 03] 03s| 034f 037 034[ 035] 013 013 o012
33 7792 [ | 73,38 76,62 , 38| 037|036 025| 025 026
34 | 8636| 80,52 8182| 81,82 8182 81,82 8312 82,47 8182 81,82 8182 81,82| 8571 86,36 8506 86,36| 86,36 87,66| 82,47( 81,17| 79,22 8247 83,12| 83,12 86,36 81,17 81,82 8182 83,12| 81,82 8247| 7532 0,12) 0,26 024 023 026 o024 025 023 023 024
35 | s182] 7227 83,77| 83.77| 83,77| 83,77| 8247 83,12 8247 82.47| 8247| 85,06 8506 8571 8571 8571 8571 87,01 84,42 8442 82,47| 8442 83,77| 8506| 8831 8442 8571 8506 84,42| 8506 85,06] 7532 88,96 0,27 027| 026 020 027 o028 030 030] 029
36 | s182| 74.88| 83.12| 83,12 s4s42| 83,12 8506 8442| 83,77 82.47| 8247 83.2| 8247| s1.82| 8312 83,12| 8312 8182 83,77 8506 8506 83,77 86,36 87,01 84,42| 87,66 83,77| 8571| 8506| 8442 83,12 7792| 77,21 032 032 031
37 | s3,12| 7488| 83.12| 83,12 s4s42| 8182 8506 83,12 8377 82,47| 8247| 83,12| 8247| s1.82| 8312| 83,12 83,12 8182 83,77| 8442 85,06 83,77 86,36 87,01 84.42| 87,66 83,77| 8571 8506| 8506 83,12 779 7727 032 032 031
38 | 83,12] 7468| 8312| 83,12 8442 81,82 83,77 81,82 8247 82,47| 8247 83,12| 8247 81,82| 83,12 83,12| 83,12 81,82 83,77 8442 85,06 83,77 86,36 87,01 84,42| 87,66 83,77| 8571 85,06| 8442 8312 7922 77,27 032 032 031
39 | 8377] 7532| 8377| 83.77| 8506| 82.47| 8442 82.47| 8312 83,02| 8312 83,77| 8312 82,47| 8377| 83,77| 83.77| 8247 84,42 8506 8571| 8442 87,01| 87,66 8506 8831 84,42| 8636 8571 8506 83,77 79.87| 77,92| 98,05 031 031f 030
40 83,12 83,12| 8442 81,82| 8377 s182| 82.47| s2.47| 82,47| 8182 82,47| 8182 83,12 8182 81,82 8052 83,77| 8312 83,77| 83,77| 85.06| 8571 83,12 86,36 82,47 84,42| 83,77 83,77| 81,82 7792 75.97| 96,10 97,40| 97,40( 98,05] 032 032 031
41 | 8377| 7532| 83,12| 8312 8442| 8182 8377| 8182 82,47| 82.47| s2.47| 8312| s2.47| 8182 8312 83,12| 8312 81,82 83,77 s442| 8506 83,77 8571| 87,01 8442| s766| 8377 8571 85,06 8571 83,12 79.22| 77,27 i 031 031f 030
42 | s2,47| 7468 8247| 8247| 8377 81,17| 83,12 81,17 8182 8182| 8182| 82,47 81,82 81,17 8247| 8247| 8247| 81,17 83,12 83,77 8442 8312| 8571 86,36 83,77 87,01 8312 8506| 8442 8377 82,47 78,57| 76,62 032 032 031
43 | 71597 9221 7721 7727| 7727| 7597 7597| 74.68| 7468| 76,62 7662| 7857 79,22 7857 7792 77.27| 77,27 77.92| 8117| 7468| 7468| s1.17| 77,92 7662| 7857| 7532 76,62 7532 74,68 7532 76,62 8831 7857| 79.87| 7532 F

44 | 7597| 92.21| 7727 7727| 7720 7597) 7597| 74068| 74.68| 7662 7662 7857 79.22| 7857| 77.92| 7727 7727| 7792 s117| 7468| 7468 81,17| 7792 7662 7857) 7532| 7662 7532| 7468 7532| 7662 s831) 7857 79.87] 7532 3 74,68|

45 | 76,62 92,86 77.92| 7792| 77.92| 76,62 76,62 7532 7532| 77.27| 77.27| 79,22 79,87 79,22 7857| 77.92| 77.92| 78,57| 8182 7532 7532 8182| 7857 7727 79,22 7597 77.27| 7597| 7532| 7597 77.27 8896 77.92| 79.22| 7597 7468| 7468] 7532

niikleotit bazindaki benzerlik ve farklilik tablosu
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34.2. Kapsit Gen Bolgesi Yoniinden Dizin Analizi Sonuclarinin

Degerlendirilmesi ve Rekombinasyon varhiginin sorgulanmasi

34.2.1. BoNoV Kapsit Gen Bolgesi Yoniinden Dizin Analizi Sonuc¢larinin

Degerlendirilmesi ve Rekombinasyon varhiginin sorgulanmasi

BoNoV kapsit gen bolgesi yoniinden beklenen biiyiikliikte iiriin elde edilen
dort yerel susun tam kapsit ve bir susun kismi kapsit gen bolgesi dizin analizi
gerceklestirildi. Tam kapsit gen bdlgesi bilgilerine sahip olunan BoNoV’larin
niikleotit bazindaki benzerlikleri kendi aralarinda %81,80-98,44, GIII.1’in prototip
virusu olan Bo/Jena/80/DE ile %064,89-68,58; GIIL.2’in prototip virusu olan
Bo/Newbury2/76/UK ile ise %82,89-88,51 olarak belirlendi (Sekil 3.8). Bu suslarin
aminoasit bazinda kendi aralarindaki benzerlikleri ise %90,42-98,64, Bo/Jena/80/DE
ile %66,67-69,73, Bo/Newbury2/76/UK ile ise %91,19-96,93 olarak tespit edildi
(Sekil 3.9).
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Glll/Bo/TR/2008/GlI.P1_Glil.2 /Aksaray/K056
Glil/Bo/TR/2008/GlIL.P1_GlIl.2 /Aksaray/K060
Glil/Bo/TR/2008/Glll.P2_GlIl.2 /Aksaray/K063

Glil/Bo/TR/2006/Glll.P2_GlII.2 /Aksaray/K59 |
Bo/CV186-0H/2000/US |

Bo/CV95-0H/2003/US
Bo/CV511M-0H/2002/US
Bo/Newbury2/1976 /UK
Bo/Penrith55/2000/UK
Bo/Dumfries/1994 /UK
Bo/GllI/B309/2003/BEL

Bo/Glll/BV15/2007 /BEL |
Bo/Glll/BV24/2007/BEL |
Bo/Aberystwyth24/2000/UK |

Bo/Thirsk10/2000/UK
Bo/BV416/2008/BEL
Bo/Glil.1/Aba-Z5/2002 /HUN
Bo/B-1SVD/2003/US
Bo/Jena/1980/DE

AR s | e | 7 | 8 | 9 | 10| 11| 12| 13| 14 16
1 0,18/ 0,17 017 017 0,16 0,7 o017 0,18 018 0,18 0,17 0,15
7] 0,17 o0,17] o017 017 0,16/ 0,17| o017 0,18 0,18 0,18] 0,16 0,15
3 81,80| 83,21 0,16/ 0,15| 0,14 0,15 0,14 0,14 o014 o016 o016/ 0,15 0,16
4 | 82,06 8321 8563 0,11| 0,10 0,12 o0,11| 0,14 0,14 0,15 0,14 0,5 0,18
5 | 81,99| 8321 86,72| 89,91 0,13 0,14 0,15 o015 0,5 0,14 0,17
6 | 8225| 8340 87,16 90,36| 92,78 0,11 0,13 0,13 o015 014 0,14 0,17
7 | 81,80 82,95 86,27| 91,76/ 90,74| 90,23 0,14 0,14/ 015/ o016 015 0,15 0,17
8 | 82,89 84,10 86,59| 88,51 88,31| 89,40 87,23 0,11 o011 0,14/ 013 0,12 0,16
9 82,38 83,46/ 86,91| 90,10 92,85 90,49| 89,78 0,14 04| 0,14 o014 013 0,17
10 | 82,38 83,59 87,42 87,36| 87,16| 88,31| 87,55 89,85 87,55 0,12| 0,10[ 009 0,14 0,17
11 81,29 82,50/ 87,29 87,10/ 86,53 88,06| 86,21| 89,46| 87,10/ 88,76 0,15 0,14 013 0,15
12 | 8167 82,82| 8550 86,46| 86,33| 86,14| 8595 87,42| 86,91| 90,80 86,08 0,15 0,20
13 | 81,80 82,95| 8595 86,85 86,53| 86,97 86,27| 88,12| 87,04| 91,70| 86,91 95,85 0,15 0,19
14 | 8257 83,97| 86,72| 86,46| 87,48 87,36| 86,27| 88,51| 87,99| 87,55| 87,93| 86,33| 86,33 0,17
15 | 87,55 88,89 8442 8359 84,48 84,74 8512| 8531| 8512 84,61| 84,04 83,46| 84,04 8544 0,15
16 | 84,04| 8531 85,70 83,91 84,74| 85,12 84,80 8538| 84,67| 84,93 86,59| 82,69| 83,52 85,19 86,78
17
18
19

17 | 18 [ 19

018 0,14
83,75 0,19
86,83 83,56

Sekil 3.8. BoNoV tam kapsit gen bolgesi yoniinden pozitif bulunan 6rneklerin kendi aralarinda ve diger BoNoV’larin kapsit gen bolgesi yoniinden
niikleotit bazindaki benzerlik ve farklilik tablosu
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Glil/Bo/TR/2008/GIll.P2_GIIl.2 /Aksaray/K063
Glll/Bo/TR/2006/Glll.P2_GIIl.2 /Aksaray/K59

Bo/Penrith55/2000/UK |
Bo/Dumfries/1994/UK |
Bo/Glll/B309/2003/BEL |
Bo/Glll/BV15/2007 /BEL
Bo/Glll/BV24/2007 /BEL
Bo/Aberystwyth24/2000/UK
Bo/Thirsk10/2000/UK |
Bo/BV416/2008/BEL
Bo/Glll.1/Aba-Z5/2002/HUN |
Bo/B-15VD/2003/Us | 18
Bo/Jena/1980/DE

Sekil 3.9. BoNoV tam kapsit gen bolgesi yoniinden pozitif bulunan 6rneklerin kendi aralarinda ve diger BoNoV’larin kapsit gen bolgesi yoniinden
aminoasit bazindaki benzerlik ve farklilik tablosu
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Tam kapsit bolgesi yoniinden yapilan filogenetik analizde yerel suslarin
hepisinin GIIL.2 benzeri kapsit tipine sahip olduklar1 gozlendi (Sekil 3.10).
Aksaray/K056 ile Aksaray/K060 yerel suslari Bo/Thirsk10/00/UK susu ile aymi
dalda yer almakta ve niikleotit bazinda bu susa sirasiyla %87,55, %88,89; aminoasit
bazinda ise %94,25, %95,59 oranlarinda benzemektedir. Aksaray/K063 ise en yakin
olarak Bo/GIII/B309/2003/BEL susuna niikleotit benzerligi %87,29; aminoasit
benzerligi ise %97,89 ‘dir. Aksaray/K59 ise Bo/CV511M-0OH/2002/US ile ayn1 dali
paylagmakta ve bu susa niikleotit bakimindan %91,76, aminoasit bakimindan ise

996,55 oraninda benzemektedir.

Bo/CV186 OH/2000/US_(AF542084)
o/Penmh55/20001UK __(AY126476)
L Bo/CV95-OH/2003/US_(AF542083)
@ GII/Bo/TR/2006/GlII.P2_GIII.2/Aksaray/K59_(KX189069)
Bo/CV511M-OH/2002/US_(AY549160)
Bo/Newbury2/1976/UK_(AF097917)
Bo/GlI/B309/2003/BEL_(EU794907)
8 ———— Bo/Dumfries/1994/UK_(AY126474)
Bo/GIII/BV1 5/2007/BEL_(EU794905)
82 Bo/GIII/BV24/2007/BEL _(EU794906)
Bo/Aberystwyth24/2000/UK_(AY126475)

GIIL.2

Bo/BV416/2008/BEL _(FJ946859)
Bo/Thirsk10/2000/UK_(AY126468)
100 @ GIII/Bo/TR/2008/GIII.P1_GlII.2/Aksaray/K056_(KX189071)
100 L @ GII/Bo/TR/2008/GlIl.P1_GlIl.2/Aksaray/K0B0_(KX189070) |
Bo/B-1SVD/2003/US_(AY274819)

L @ GIII/Bo/TR/2008/GlII.P2_GlIl.2/Aksaray/K063_(KX189067)

100 Bo/GlIl.1/Aba-Z5/2002/HUN_(EU360814)  [GIIL1
99 Bo/Jena/1980/DE_(AJ011099)

Sekil 3.10. BoNoV tam kapsit gen bolgesi yoniinden filogenetik analizi

Kismi kapsit gen bolgesi (410 nt) elde edilebilen Aksaray/K066 6rneginin
filogenetik analizi sonucunda ise bu 6rnegin GIII.1 kapsit tipinde oldugu saptandi

(Sekil 3.11).
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53 Bo/CV186-OH/2000/US_(AF542084)
34 _‘: Bo/Penrith55/2000/UK_(AY126476)
83| L——— Bo/CV95-OH/2003/US_(AF542083)
@ GIIl/Bo/TR/2006/GlIl.P2_GlIl.2/Aksaray/K59_(KX189069)
65 Bo/CV511M-OH/2002/US _(AY549160)
33| L Bo/Newbury2/1976/UK_(AF097917)
Bo/Aberystwyth24/2000/UK_(AY126475)

—— Bo/Dumfries/1994/UK_(AY126474
75]35 - ) GIIL2

e Bo/GIII/BV15/2007/BEL_(EU794905)
64 100 ,: Bo/GIII/BV24/2007/BEL_(EU794906)
Bo/GII/B309/2003/BEL_(EU794907)
100 @ GliI/Bo/TR/2008/GlII.P2_GlIl.2/Aksaray/K063_(KX189067)
Bo/BV416/2008/BEL_(FJ946859)
—————— Bo/Thirsk10/2000/UK_(AY126468)
56 @ GlII/Bo/TR/2008/GlII.P1_GllI.2/Aksaray/K056_(KX189071)

100 [. GlII/Bo/TR/2008/GIIL.P1_GlIl.2/Aksaray/K060_(KX189070) |
51 Bo/GlIl.1/Norsewood/2006/NZL_(EF143411)

_{ @ GliI/Bo/TR/2008/GlII.P1_Glll.1/Aksaray/K086_(KX189068)

Bo/B-1SVD/2003/US_(AY274819)
Bo/Jena/1980/DE_(AJ011099)

75 { Bo/GlIl. 1/Aba-Z5/2002/HUN_(EU360814)
99 Bo/DijonA273/2007/FR_(FJ974131)

57

96

GIIL1

77

0.02

Sekil 3.11. BoNoV kismi kapsit gen bolgesi yoniinden filogenetik analizi

Kapsit bolgesi dizin analizi sonucunda bu suslar yeni nomeklatiire gore
GIII/Bo/TR/2006/GIIL.P2 GIII.2/Aksaray/K59
GIII/Bo/TR/2008/GIIL.P2_GIII.2/Aksaray/K063,
GIII/Bo/TR/2008/GIIL.P1_GIII.1/Aksaray/K066,
GIII/Bo/TR/2008/GIII.P1_GIII.2/Aksaray/K056, ve
GIII/Bo/TR/2008/GIII.P1_GIII.2/Aksaray/K060 olarak isimlendirildi.

RdRp ve kapsit gen bolgesi tam dizin analizi yapilan dort BoNoV yerel susuna
iligkin filogenetik analizler (Sekil 3.4 ve Sekil 3.10) sonucunda iki yerel susun
(Aksaray/K063 ve Aksaray/K59) hem RdRp hem de kapsit bolgesi yoniinden
BoNoV GIII.2 de yer aldig1 goriildii. Buna karsin diger iki yerel sus (Aksaray/K056
ve Aksaray/K060) RdRp gen bolgesi yoniinden GIII.1 ve kapsit gen bolgesi
yoniinden GIIL2 olarak tespit edildi. SimPlot analizinde de GIIL.P1/GIIL2
rekombinant sus olduklar1 goriilen bu suslarin, muhtemel rekombinasyon kirilma
noktasinin her iki sus icin de 327. niikleotit oldugu belirlendi (Sekil 3.12 ve Sekil
3.13).
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SimPlot - Query: Bo/TR/2008/GIILP1_GIll 2/Aksaray/K056

098 — Newbury2
—Jena

08
088
086
084
082

08
078

058
056
054
052
Pos 327

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1.000 1.100 1.200 1.300 1.400 1.500 1.600 1.700 1.800 1.800
Position

Similartty
°

2

F

Window: 200 bp, Step: 20 bp, GapStrip: On, Kimura (2-parameter), TA: 2,0
ORF1 (RdRp) ORF2 (Kapsit)

Sekil 3.12. GIII/Bo/TR/2008/GIIL.P1_GIII.2/Aksaray/K056 i¢in Simplot analizi

SimPlot - Query: Bo/TR/2008/GIILP1_GIll 2/Aksaray/K060
09
0,88
0,86
08¢
0,82
08
078

0,56
054
052
Pos 327

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1.000 1.100 1.200 1.300 1.400 1.500 1.600 1.700 1.800 1.900
Position

Similarity

3 ‘Window: 200 bp, Step: 20 bp, GapStrip: On, Kimura (2-parameter), T/: 2,0
ORF1 (RdRp) ORF2 (Kapsit)

Sekil 3.13. GIII/Bo/TR/2008/GIIL.P1_GIII.2/Aksaray/K060 icin Simplot analizi
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3.4.2.2. Nebovirus Kapsit Gen Bolgesi Yoniinden Dizin Analizi Sonuclarinin

Degerlendirilmesi ve Rekombinasyon varhiginin sorgulanmasi

Nebovirus RdRp gen bolgesi yoniinden pozitif bulunan iki susun kapsit gen
bolgesinin tam dizin analizi yapilabildi. Kapsit gen bdlgesi dizin analizi yapilan bu
suslarin niikleotit bazinda birbirlerine benzerlik oranlar1 %87,49 olarak tespit edildi.
Bu suslardan Bo/AksarayK056/08/TUR’un prototip viruslar olan
Bo/Newburyl1/76/UK ve Bo/Nebraska/80/US ile kapsit gen bolgesi yoniinden
niikleotit bazindaki benzerlikleri sirastyla 2085,43 ve 286,52
Bo/AnkaraA4/14/TUR’un  prototip viruslar olan Bo/Newburyl/76/UK ve
Bo/Nebraska/80/US ile kapsit gen bolgesi yoniinden niikleotit bazindaki benzerlikleri
strastyla %83,85 ve %85,49 bulundu (Sekil 3.14).

Elde edilen kapsit gen boélgelerinin aminoasit bazinda kendi aralarindaki
benzerlikleri  %96,17  olarak  bulunurken; = Bo/AksarayK056/08/TUR un
Bo/Newbury1/76/UK ve Bo/Nebraska/80/US ile benzerlileri sirasiyla 9%92,90 ve
%93,08; Bo/AnkaraA4/14/TUR’un Bo/Newbury1/76/UK ve Bo/Nebraska/80/US ile
benzerlikleri sirasiyla %91,62 ve %91,99 olarak tespit edildi (Sekil 3.15).
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Bo/NB/80/US
Bo/Newburyl/76/UK
Bo/M3641/2011/HUN
Bo/32TE/2010/ITA
Bo/CV562-0H/2002/US
Bo/CV548-0H/2002/US
Bo/CV504-0H/2002/US
Bo/CV526-0H/2002/US
Bo/BEC/Penrith182/2000/UK
Bo/BEC/Penrith140/2000/UK
Bo/BEC/Starcross93s/2000/UK
OKY

TCG

Bo/CV519-0H/2002/US
Bo/MA271/04/KOR
Bo/MA474/05/KOR
Bo/SA63/04 /KOR
Bo/MA362/04/KOR
Bo/MA729/05/KOR
Bo/AksarayK056/08/TUR
Bo/BEC/Penrith150/2000/UK
Bo/BEC/Starcross93r/2000/UK
Bo/BEC/Starcross117/2000/UK
Bo/BEC/Penrith142/2000/UK
Bo/BEC/Penrith143/2000/UK
Bo/DijonA386/08/FR
Bo/16TE/2010/ITA
Bo/AnkaraA4/14/TUR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
1 0,07 0,09 009 o009 009 o008 o008 o008 o008 o008 o012 o013 o013 o014 0,14 o014 0,14 o024 o015 o026 o016 0,16 016 0,16 016 016 0,15
2 92,90 0,08 0,09 0,11 0,12 0,11 0,11 0,08 0,08 0,08 0,14 0,14 0,14 0,15 0,16 0,15 0,15 0,16 0,16 0,16 0,16 0,15 0,16 0,16 0,17 0,17 '0,1,7
3 91,50 92,17 008 013 013 o012 o012 o006/ 006 o006 014 015 o014 o014 o015 o014 o0315] 015 o016 o014 015 o014 o015] 014 o015 06/ 015
4 89,92| 90,04| 91,14 0,13 0,13 0,13 0,13 0,06 0,06 0,06 0,14 0,14 0,14 0,14 0,15 0,14 0,14 0,15 o,1s| 0,17 0,17 0,16 0,17 0,17

5 91,68 89,56| 88,16 86,70 0,04 003 003 o012 o012 o012 o015 o015 o015 o6 016 0216 0,16 0,16 0,17|

6 91,38| 89,25 87,92 86,52| 96,42 0,03 003 o012 o012 o012 o024 o015 o015 o016 o017 o016/ o016 017 0,16 0,17

7 92,29 89,74| 88,89 86,82| 96,96| 97,15 o11 o,11f o11] 0,24 o015 o014 o015 o416 o015 o016 0,16/ 015 0,17 017[ 017 017
8 92,17| 89,74 88,89| 86,82| 96,96 97,15 0,11| 0,11 0,14 0,15 o4 o015 o016 0,15 016/ 0,16 0,15 0,17 0,17 017 017[ 0,17
9 92,29 92,11| 93,81 92,53| 89,01 89,13[ 89,50/ 89,50 013 o0,14] 0,14 0,13] o014 o0,13] o024 0,14 o015 o016 0,16 0,16 0,16 016 017[ 0,16
10 91,99| 92,05| 94,11| 92,84| 89,13| 89,13| 89,44 89,44 98,40 0 0,13 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,15 0,16 0,16 0,16 0,17 0,16 0,16 0,17 0,16
11 92,23 92,05| 93,93 92,47| 89,19| 89,07| 89,80| 89,68 97,51| 97,69 013 014 o014 o014] o014] o014] o0a5] o15] o015[ 016] o016 o16] o016] 016 o015 o16] 015
12 88,65| 87,43| 87,37| 85,55| 86,34 87,07| 87,19 87,19| 88,40| 88,04 87,92 0,04 0,08 0,13 0,13 0,12 0,13 0,13 0,14 0,16 0,17 0,15 0,16 0,16 0,14 0,15 0,14
13 88,40 87,19| 86,70 85,55| 86,04| 86,70| 86,76| 86,76 87,37| 87,49| 87,25| 96,42 0,09/ 0,13 0,24 o013 o014 o014 0,14 o016 0,27 o016 0,16 016 0,14 0,15 0,15
14 87,80 86,89| 87,01 85,55| 86,70 86,52| 87,07| 86,95| 87,37| 87,61| 87,55| 92,05/ 91,44 0,13 0,14 0,13 0,13 0,14 0,14 0,15 0,16 0,15 0,15 0,15 0,15 0,17 0,15
15 87,49| 86,52| 86,82| 8549 8549 8543| 86,04| 86,04| 87,74| 87,43| 87,19 88,46| 87,74| 87,92 o10[ o013 o013 o013 013 o012 o012 o014 0,12
16 87,01 8591| 86,58/ 85,25 85,37| 85,19| 85,79| 85,79 87,37| 87,19 86,89 88,16| 87,55| 87,49 ‘!&ﬁﬁ 0,11 0,13 0,14 0,13 0,13 0,13 0,13 0,14 0,12
17 87,61 86,64| 86,82 8561 8561| 8555 86,16| 86,16 87,86] 87,55 87,31| 88,59| 87,86 87,92 o10[ 0,13 o013 o013 o013 o012 o012 o014 0,12
18 87,19 86,10 86,76| 85,61| 8543| 8525 8597| 8597 8749 8731 86,76 8840 87,55 87,86 98,48 98,48 o011 0,13] o013 o013 o013 0,12 o012 o014 0,12
19 86,82 85,73| 86,40| 85,19| 85,31| 85,12| 8561 8561 87,07| 86,89 86,58 88,10 87,61 87,37 98,36 98,36 98,54 o11f 0,13] o014 0,13 013 013 013 014 0,13
20 86,52 85,43| 8567 84,03| 8525 8537 86,16| 86,04| 86,28) 86,16 86,64| 87,13| 86,82| 86,89| 90,22 90,35 90,10/ 89,62 0,13 0,4 013 o013 o023 o012 o013 o013
21 85,67 85,91 83,91 84,21| 84,76| 84,76| 85,73| 85,67| 8585 85,73| 8561| 86,52| 8822 88,22| 88,16 87,86| 87,67 0,09 0,11] 0,10
22 s s 82,45( 84,27 84,27| 84,21 83,91 83,73 0,10 0,11| 0,10
23 85,67 86,10| 87,13 84,09| 83,85 84,15| 84,70| 84,70 85,85| 85,73 85,97| 86,04| 85,97| 86,70| 88,40 88,40| 88,34| 88,16| 88,16 94,66 0,09 0,11 0,10
24 85,37 85,37| 86,70 83,73| 83,61| 83,61 84,21| 84,21 8543 85,12 8555 8579 85,73 86,40| 88,34 88,34 88,28| 88,10 88,22 93,93 98,24 0,09 o0,11] 0,10
25 85,79 85,73| 87,07 84,03| 83,97 83,97| 84,58| 84,58 85,67| 8537 85,79 85,79| 85,61| 86,34| 88,59 88,59| 88,52| 88,34| 88,22 94,17| 98,60 0,09 0,11 0,10
26 85,85| 85,19 86,22| 83,42 84,70| 85,19| 85,06 8567 8567| 86,22| 8731 86,95 86,04 8852 88,65 88,65| 88,28 88,83 87,43[ 91,56| 91,56 91,68 0,04 0,05
27 83,79| 83,42| 84,21 84,76| 83,06 83,42| 83,42| 84,15| 84,64| 84,46 83,24| 85,49 85,61 85,73| 8561 86,34 86,98| 88,16 87,98 88,22| 93,99 0,06
28 85,49| 83,85 8573| 84,38 8324 83,67 84,03| 8391 85,12| 85,00 8567 86,04 8537 8573 87,80 87,92 88,04| 87,67 87,49 87,56 90,16| 90,04| 90,22| 94,35 92,83

Sekil 3.14. Bo/AnkaraA4/14/TUR ve Bo/AksarayK056/08/TUR’un kendi aralarinda ve diger Neboviruslarin kapsit gen bdlgesi yoniinden niikleotit
bazindaki benzerlik ve farklilik tablosu
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Bo/NB/80/US
Bo/Newburyl/76 /UK
Bo/M3641/2011/HUN
Bo/32TE/2010/ITA
Bo/CV562-0H/2002/US
Bo/CV548-0H/2002/US
Bo/CV504-0H/2002/US
Bo/CV526-0H/2002/US
Bo/BEC/Penrith182/2000/UK
Bo/BEC/Penrith140/2000/UK
Bo/BEC/Starcross93s/2000/UK
OKY

TCG

Bo/CV519-0H/2002/US
Bo/MA271/04/KOR
Bo/MA474/05/KOR
Bo/SA63/04/KOR
Bo/MA362/04/KOR
Bo/MA729/05/KOR
Bo/AksarayK056/08/TUR
Bo/BEC/Penrith150/2000 /UK
Bo/BEC/Starcross93r/2000/UK
Bo/BEC/Starcross117/2000/UK
Bo/BEC/Penrith142/2000/UK
Bo/BEC/Penrith143/2000/UK
Bo/DijonA386/08/FR
Bo/16TE/2010/ITA
Bo/AnkaraA4/14/TUR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [ 11| 12 [ 13 | 14 [ 15 | 16 [ 17 | 18 | 19 | 20 [ 21 | 22 [ 23 | 24 [ 25 | 26 [ 27 | 28

1 0,02 0,01[ 0,01 002| 002| o006 o006 007 007 007 o006 007[ 007[ 007[ o006 o007] o007] o007] o007 o007 0,07
2 0,01 0,03 0,02| 002 0,02 0,02 002 o006 o006 006 007[ 007 007 o007[ 008 007 o006 007 007] o007 o006 0,07 0,08
3 98,54 0,02 001 002[ 002 002 0,06 006 007 007[ 007] o007 o007 o008 007] o006 o007 007[ 007] o007 007 0,08
4 95,99| 96,17 003 003 003 o003 002 o002 002 o006 007] o007 o008 o008 007 o007 009 o007 o008 o008 008 o008 008 o009 009 0,09
5 98,36| 98,54 95,63 0,02| 002 002 o006/ 006 007 008 008 007 007 008 008 007 008 008 008 008 008 )| 0,08
6 98,18| 98,18 95,45| 98,72 0,02 002] 002 o006 006 007 o007 007[ o007 o007 008 007[ 007 o007 007 007[ 007] 0,08 0,08
7 98,00 98,00( 95,45/ 98,72| 99 0,02| 002 002 o006 o006 007 007[ 007 o007 o007 o008 007 o007 o007 007[ 007 007 008 0,08
8 98,00 98,00 95.45| 98,72| 99, 0,02| 002 002] o006 006 007 007[ 007 007 o007[ 008 007 o007[ 007 007 007 007 0,08 0,08
9 9,09 99,09 98,91 96,72| 98,18 98,00 98,00 005 006 006 006 006 o006 006 007 o007[ o006 007] o007 o007 o007] o007] 009 007
10 | 9836] 9836 98,91 96,36 98,00 98,00 98,00 0,06 006 006 007 007 007[ 007 008 007[ o007 007] 007 o007 007] 0,08 0,08
11 | 9818 98,18 98,91 9636| 98,36 97,81| 97,81 98,91| 98,72 0,0s[ 006/ 007 007 o007[ o007 o007 o008 007 o007 o007 o007 o007[ o007 o007 009 0,08
12 | 9454| 94,54 9435 92,71 94,35 94,17| 94,17 95,08 94,54 94,72 0,02 006 o00s] o006 006 006 005 o006 006 006 006 005 005 007 006
13 | 94,54| 9399| 93,81 92,17[ 94,35 94,54 94,54 94,35| 94,17 93,99| 99,27 0,02| 006 006 006 006 007 o006 006 007 o006 006 006 006 008 007
14 | 9344 93,81 93,44| 9162 93,62 9362| 93,62 93,81 93,81| 93,.44| 98,18 98,00 0,06| 006) 006 006 007 o005 006 006 006 006 006 006 008 0,07
15 | 93,62| 93,08 9326 91,26( 92,71 93,26| 93,26 93,81 93,26) 93,08 9435| 93,81 93,81 0,02| 002 o004 o005 o005 005] 005 005 004 007 004
16 | 93,62| 93,08 9326 91,26) 92,71 93,26| 93,26 93,81 93,26) 93,08 94,72[ 94,17[ 94,17| 9891 0,04| 004] 005 004 004] 004 004 006 0,04
17 | 93,81 93,26] 93,44 91,44 92,90 93,44 93,44 93,99 93,44 93,26 9454 9399 9399| 9945/ 99,09 - 0,01[ 003 o004] o00s] 005] 005 004 004 o006 004
18 | 9362| 93,26) 93,44 9144 92,90 93,44 93,44 93,99| 93,44 93,44 9435| 93,81 93,81 9836 98,72 98,54 0,02| 004 004 004 004 004 004 004 006 0,04
19 [ 92,90| 9235| 92,53 91,99 92,53| 92,53 93,08| 92,53 92,35 94,17| 93,62| 93,62 98,36| 99,09 98,54| 98,18 0,04[ 005 005 005 005] 004 005 006 005
20 | 93,08 92,90 92.90'% 92,71 93,26| 93,26 93,62| 93,08] 93,26 95:26| 94,54 94,72 96,54| 96,54 96,72| 96,54 95,99 0,04 004 003 o004 003 003 o005 003
21 | 93,81 93,99 93,81| 91,26| 93,08 9362| 93,62 93,81 93,62| 93,44| 9435 94,17] 94,35| 9545| 9581 9563 9636 95:26| 96,36 0,02| 004 0,03
22 91,26| 91,62 91,44 9217 91,07 92,35 0,0 0,03| 0,04 0,03
23 | 93,08 93,44 92,90 92,53| 93,26 93,44| 93,44 93,26 92,90| 93,08] 94,35 9399| 93,99 95.26| 9599 9545 96,17 9545 96,90 94,72 0,02| 004 0,02
24 | 93,26| 93,62 93,08| 92,53| 92,90 93,08) 93,08| 93,44 92,90 93,08) 94,54| 94,54 94,17 9526 9599| 9545 96,17 9545 96,54 94,90| 99,0 0,03[ 0,02
25 | 93,44| 93,81 93,26 92,71| 93,08 93.26| 93,26) 93,62 93,08| 93,26| 94,72 9435 94,35 95.45| 96,17 95,63 96,36] 95,63 96,72 95,08| 99,27/ 0,03[ 0,02
26 | 93,08 92,90 92,90 3| 92,35| 92,35| 92,53| 92,53| 93,26 92,53 92,90 94,72 94,35 93,99 9563 9599 9581 9599 9545| 97,09| 97,81 93,62 97,81 98,72| 98,54 0,03

27 91,50 91,62 9| 91,07| 92,35| 93,26| 92,53| 93,08] 92,53| 93,99| 94,90 93,90 94,90 9545/ 9563 9599

28 | 91,99| 9162 91,80 91,36] 91,26] 91,62| 91,80| 91,80 91,99 91,44| 91,62 93,26 92,71| 92,71 94,90| 9526 95,08 9526| 94,72| 96,17 96,54| 94,12| 96,72 96,90| 97,09 97,81 96,32

Sekil 3.15. Bo/AnkaraA4/14/TUR ve Bo/AksarayK056/08/TUR’un kendi aralarinda ve diger Neboviruslarin kapsit gen bolgesi yoniinden aminoasit
bazindaki benzerlik ve farklilik tablosu
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Kapsit gen bolgesinin dizin analizine dayali olarak yapilan filogenetik agacta
Bo/AksarayK056/08/TUR Lineage 3’te yer ald1 (Sekil 3.16). Bu susun ayni grupta
bulunan diger suslar ile benzerlikleri incelendiginde, en yakin benzerligi niikleotit ve
aminoasit yoniinden sirasiyla %90,35 ve %96,72 oranlariyla Bo/SA63/04/KOR ile
gosterdigi belirlendi. Bo/AnkaraA4/14/TUR ise filogenetik agacta lineage 4’te yer
aldi. Bu grubu olusturan suslar icerisinde Bo/DijonA386/FR ve rekombinant sus olan
Bo/16TE/2010/ITA ile ayn1 dali paylastigi ve bu suslara niikleotit bazinda sirasiyla
%94,35; %92,83; aminoasit bazinda ise %97,81; %96,32 oraninda benzedigi tespit
edildi.

Elde edilen kapsit gen bolgesi dizinlerinin, daha 6nce Lineage’lar1 tanimlanan
referens suslar ile kapsit gen bolgesinin en degisken bolgesi olarak kabul edilen 288-
420 aminoasitlerin bulundugu boélgeye tekabul eden P2 domaini dikkate alinarak
yapilan aminoasit dizini karsilastirmasinda, filogenetik analiz ile uyumlu olarak
Bo/AksarayK056/08/TUR ve Bo/AnkaraA4/14/TUR’nin sirasiyla Lineage 3 ve
Lineage 4’de bulunun diger suslar ile benzer aminoasit degisikliklerini gosterdikleri

saptand1 (Sekil 3.17).
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100 [ Bo/BEC/Penrith150/2000/UK_(FJ550292)
66 Bo/BEC/Starcross93r/2000/UK_(FJ550294)
100 Bo/BEC/Starcross117/2000/UK_(FJ550293)

100

100

\—‘j Bo/BEC/Penrith142/2000/UK_(FJ550291)
100 - Bo/BEC/Penrith143/2000/UK_(FJ550290)

@ Bo/AnkaraA4/14/TUR_(KX184721)
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Sekil 3.16. Nebovirus kapsit gen bolgesi yoniinden filogenetik analiz

Lineage 4

Bo/Newbury1/76/UK_(DQ013304) Lineage 1
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Sekil 3.17. Kapsit gen bolgesinin en degisken bolgesi olarak kabul edilen 288-420 aminoasitlerin bulundugu bolgeye tekabul eden P2 domaini dikkate
alinarak yapilan aminoasit dizini karsilastirmasi
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Nebovirus referens suslarinin (Bo/Newburyl/76/UK ve Bo/Nebraska/80/US)
ve saptanan bir¢ok susun kapsit gen bolgesi analizi sonucunda Lineage 1’de yer
almasi nedeniyle, yerel suslar Bo/AksarayK056/08/TUR ve Bo/AnkaraA4/14/TUR

i¢in rekombinasyon olasilig1 sorgulandi.

Bo/AksarayK056/08/TUR i¢in Bo/Nebraska/80/US ve Lineage 3’te yer alan
Bo/SA63/04/KOR ve Bo/MA271/04/KOR suslari referans alinarak yapilan SimPlot
analizinde, bu susun Lineage 3’te yer alan Kore suslariyla uyumlu oldugu ve analizin

rekombinasyonu gostermedigi saptandi (Sekil 3.18).

Bo/AnkaraA4/14/TUR igin prototip viruslar Bo/Nebraska/80/US ve Lineage
4’te yer alan Bo/Penrith143/00/UK ile Bo/16TE/2010/ITA Bo/DijonA386/08/FR
suslar1 kullanilarak yapilan Simplot analizi sonucunda ise, bu susun rekombinant sus
olan Bo/16TE/2010/ITA benzeri sonu¢ verdigi ve Lineage 1°de yer alan yerel saha
susumuz bulunmadigindan Nebraska susu rehber alinarak belirlenen muhtemel

rekombinasyon kirilma noktasinin 609. niikleotit oldugu saptandi (Sekil 3.19).
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Newbury
Bo/SAB3/04/KOR

Bo/AksarayK0S6/08/TUR
Bo/MA271/04/KOR
Bo/MA4T4/0S/KOR

Similarity
2
]

] 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1.000 1.100 1.200 1.300 1.400 1500 1.600
Position

Window: 200 bp, Step: 20 bp, GapStrip: On, Kimura (2-parameter), Th: 2,0

P2
P1A P1B

Sekil 3.18. Bo/AksarayK056/08/TUR i¢in SimPlot analizi
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SimPlot - Query: Bo/AnkaraA4/14/TUR

‘Bo/BEC/Penrith143/2000/UK

Nebraska

06 Newbury1
Bo/DijonA386/08/FR

Bo/6TENOMTA

088
0386
084

0,82

Similarity
o o o o

~ E
NS 3 e

=

088
066

064

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1.000 1.100 1.200 1.300 1.400 1.500 1.600
Position

Window:: 200 bp, Step: 20 bp, GapStrip: On, Kimura (2-parameter), Ti: 2,0

P2 —

P1A P1B

Sekil 3.19. Bo/AnkaraA4/14/TUR i¢in SimPlot analizi
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4. TARTISMA

Buzag ishallerinde BEC’lerin 6nemi giin gectikge daha iyi anlagilmakta ve
arastirmacilar, hakkinda sinirli bilgiler bulunan bu etkenler ile giin gectik¢e daha ¢ok
ilgilenmektedir. Bu caligmalarda farkli popiilasyonlar i¢in enfeksiyon oranlarinin
belirlenmesi, genogrup ve genotiplerin varlig/yayginliginin incelenmesi ve saptanan
yerel viruslarin  genetik  yapilarinin  detayli  incelenmesi, vb. konular

sorgulanmaktadir.

Bu calismada, Tiirkiye’nin farkli illerinde yerlesik isletmelerde bulunan
buzagilarda gozlenen ishal olgularinda BEC’lerin (BoNoV ve Nebovirus) olasi
etiyolojik ajan olarak sorgulanmasi ve enfeksiyonun epidemiyolojisiyle ilgili
bilgilerin kazanimi baglica amag olarak belirlenmistir. Bu baglamda hem organize
sigir yetistiriciligi isletmeleri hem de kiiclik aile isletmelerine ait materyallerin
kullanilmasina 6zen gosterilmis; 11 entansif sigir yetistiriciligi isletmesi ve 48 kiigiik
aile isletmesinden temin edilen toplam 167 gaita 6rnegi kullanilmistir (Cizelge 2.1 ve
Cizelge 2.2). Tani materyalleri entansif isletmelerden 2002-2016 yillarinda
saglanmis olmakla birlikte, I nolu isletme hari¢ tutulursa isletmelere ilgili veriler
cogunlukla 2013-2016 yilina ait Orneklemelerdir. Kiiciik aile isletmelerine ait
orneklerin ¢ogunlugu ise 2014-2016 yilinda saglanmistir. Bu nedenle elde edilen
sonuglar, prevalans belirlenmesi amaciyla degil, genel bazi yaklasimlara esas

olusturacak bilgilerin olusturulmas1 amaciyla degerlendirilmistir.

Gaita Orneklerinin BEC RdRp gen boélgesinin ¢ogaltilmas1 esasina dayali
calisma sonucunda, 76’°s1 (%45.5) pozitif bulunmus olup, elde edilen {iriinlerin dizin
analizi s6z konusu gaita drneklerinin 56’sinda (%33,5) BoNoV ve 37’sinde (%22,1)
Nebovirus varligini ortaya koymustur. Bu c¢alismada tespit edilen BoNoV orani
(%33.,5), bircok Avrupa iilkesi ve Kuzey Amerika’daki bazi eyaletlere iliskin
bildirimlerde (Cho ve ark., 2013; Di Bartolo ve ark., 2011; Jor ve ark., 2010; Kaplon
ve ark., 2011; Smiley ve ark., 2003; van der Poel ve ark., 2000; van der Poel ve ark.,
2003 ve Wise ve ark., 2004), yer alan oranlara (%20-80) benzer sekilde, oldukca
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yiiksektir. Bununla birlikte Orneklenen ishalli buzagilarda %17°den daha diisiik
oranlarda BoNoV tespitini bildiren calismalar da bulunmaktadir (Alcala ve ark.,
2003; Deng ve ark., 2003; Ferragut ve ark., 2016; Hassine-Zaafrane ve ark., 2012;
Mattison ve ark., 2007; Mauroy ve ark., 2009a; Milnes ve ark., 2007; Oliver ve ark.,
2003 ve Park ve ark., 2007). Tiirkiye’de ise BoNoV ile ilgili yalnizca iki ¢aligma
bulunmakta olup, bu c¢alismalarda pozitiflik oranlart %1,7 ve %8,5 olarak

bildirilmistir (Giilagt1 ve ark., 2016 ve Yilmaz ve ark., 2011).

Bu calismada 37 diski 0Ornegi (%22,1) Nebovirus yoniinden pozitif
bulunmustur. Kuzey Amerika’da Cho ve ark. (2013) %21,6, Smiley ve ark. (2003)
Ohio’da yerlesik isletmelerden saglanan Orneklerde %28 oraninda Nebovirus
varligini bildirmislerdir. Tunus (Hassine-Zaafrane ve ark., 2012), Brezilya (Candido
ve ark., 2016), italya (Di Martino ve ark., 2011), Fransa (Kaplon ve ark., 2011),
Ingiltere (Oliver ve ark., 2006a) ve Giiney Kore’de (Park ve ark., 2008)’ de yapilan
caligmalarda ise orneklenen popiilasyonlar i¢in pozitiflik oranlar1 (%3-9,2), Kuzey
Amerika’da saptanan oranlardan ¢ok daha diisiik bulunmustur. Tiirkiye’de daha 6nce
bildirimi yapilmamis olan Nebovirusun ishalli buzagilarda, farkl iilkelerdeki bir¢ok
caligmada saptanan oranlardan daha yiliksek oranda saptanmasi dikkati ceker

bulunmustur.

Diger yandan 2002-2016 yillar1 arasinda materyal saglanan 11 entansif
isletmeden 2002 yilinda materyal saglanan bir isletme hari¢ (saklama kosullarinda
niikleik asit kaybi1 olasiligi yiiksektir) digerlerinde (Cizelge 3.1); kiiciik aile
isletmelerinin ise %41,8’sinde (20/48) (Cizelge 3.2) BEC enfeksiyonu saptanmistir.
Ornekleme tarihleri dikkate alindifinda bu ¢alismada Tiirkiye’de en azindan 2006
yilindan bu yana BoNoV ve 2008 yilindan bu yana Nebovirus varligina dair veriler
elde edilmistir. Tan1 caligmasina ait veriler genel olarak degerlendirildiginde hem
orneklenen isletmeler ve hem de test edilen Ornekler i¢in belirlenen pozitiflik
oranlariin BoNoV i¢in Nebovirustan daha yiiksek oldugu goriilmiis olup, bu veri
BEC iizerine yapilan diger ¢alismalarla (Hassine-Zaafrane ve ark., 2012 ve Kaplon

ve ark., 2011) benzerdir.
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Bu caligmada gerek entansif isletmeler ve gerekse kiiciik aile isletmelerinde
orneklemelerin yapildigi yillar, isletmedeki hayvan sayilari, vb. dikkate alinarak
BEC tespitlerine ilgili bilgiler (Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2) degerlendirildiginde,
BEC’lerin diisiiniildiigiinden daha fazla buzagi ishallerinde rol oynadiklarin1 ve tek
baslarina ya da -olasi1 diger etkenler ile birlikte- olusan hastalik nedeniyle dnemli
Olgiide ekonomik kayiplarin  olusumuna katki saglayan etkenler oldugu

anlasilmaktadir.

Arastirmalarda etken tespiti ya da serolojik calismalar sonucu saptanan
oranlarin, kitaya, iilkeye, Ornekleme stratejisine, kullanilan test metotuna
(konvansiyonel RT-PCR, nested-RT-PCR ya da qRT-PCR), primerlere ve test
kosullarina gore degisiklik gosterdigi bir gergektir. Nitekim BEC tanisi i¢in yapilan
calismalarda Park ve ark. (2007 ve 2008) onestep-RT-PCR yontemine oranla nested-
PCR sonucunda saptanan pozitiflik oranlariin belirgin derecede yiiksek oldugunu
bildirmislerdir. Sunulan bu ¢alismada da nested-PCR yoOntemi ile saptanan BoNoV
ve Nebovirus oranlar1 onestep-RT-PCR yontemi ile saptananlardan daha yiiksek
bulunmus olup, bdylece genis bir perspektifden BEC enfeksiyonlarina ilgili

epidemiyolojik sorgulamalarin yapilabilmesi de saglanmistir.

Buzag: ishallerinde miks enfeksiyonlarin varligi sik rastlanan bir durumdur.
Her bir patojenin buzagi ishallerinde oynadigi rol ve neden oldugu klinik seyir
farklilik gostermektedir. Genellikle RVA ve C. parvum, buzagi ishallerinden
sorumlu etkenlerin basinda gelmektedir (Cho ve ark., 2013). Ishalli buzagilarda
BEC'lerin kayda deger oranda tespit edilmesi, cifliklerde enterik hastaliklarla
miicadele acgisindan bu viruslara iligkin caligmalarin artmasimi gerektirmektedir.
BEC’lerin yapilan deneysel c¢aligmalarda her ne kadar ishale neden oldugu
kanitlanmis (Hall ve ark., 1984; Jung ve ark., 2014; Oliver ve ark., 2003; Otto ve
ark., 2011 ve Smiley ve ark., 2002) olsa da bu viruslarin patojenitesi ve hastalik
olusturma mekanizmalar1 hakkinda sinirli bilgi bulunmaktadir. Bu nedenle sahada
klinik tablolarin gelismesinde diger enteropatojenlerin de rol almis olabilecegi

diistiniilmektedir. Nitekim, yapilan ¢alismalarda BEC’ler ile diger enteropatojenlerin
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miks enfeksiyonlarina ilgili tespitler oldukga fazladir (Cho ve ark., 2013; Di Bartolo
ve ark., 2011; Mauroy ve ark., 2009a ve Park ve ark., 2007).

Bu calismada 76 BEC pozitif gaita Orneginin her ne kadar tiimii test
edilememis ise de, diger enteropatojenler yoniinden test edilenlere ilgili veriler
dikkate alinarak coklu enfeksiyonlar degerlendirildiginde; C. parvum, BRV ve
BCoV ig¢in sirasiyla %46,5 (27/58), %31,9 (23/72) ve %20,8 (15/72) oranlarinda
coklu enfeksiyon saptanmistir (Cizelge 3.5). Buna karsin test edilebilen gaita
orneklerinin timii (n=72) -muhtemelen ishal olgularinda siklikla antibiyotik

kullanim1 nedeniyle- E. coli yoniinden negatif olarak bulunmustur.

BoNoV ve Nebovirus yoniinden pozitif bulunun digki ornekleri diger
enteropatojenlerin varligi yoniinden degerlendirildiginde (Cizelge 3.5); BoNoV
pozitif orneklerin 18’1 sadece BoNoV i¢in pozitif iken, %48,8 (20/41), %37 (20/54)
ve %25,9’inin (14/54) sirastyla C. parvum, BRV ve BoCoV igin de pozitif oldugu
belirlenmistir. Milnes ve ark. (2007) Ingiltere'de 44 BoNoV pozitif 6rnegin 16’sinda
diger enteropatojenlerin saptanmadigini, ¢oklu enfeksiyon oranlarimin ise BRV, C.
parvum ve BCoV i¢in sirasiyla  %31,8, %25 ve %11,4 olarak belirlendigini
bildirmiglerdir. Park ve ark (2007) ise tespit ettikleri 60 adet BoNoV 0Ornegin
22’sinde yalnizca BoNoV, 38’inde diger enteropatojenler bakimindan da pozitiflik
saptamiglardir. Konuyla ilgili diger bir¢ok bildirime (Cho ve ark. 2013; Di Bartolo ve
ark., 2011; Hassine-Zaafrane ve ark. 2012; Kaplon ve ark. 2013 ve Mauroy ve ark.,
2009a) benzer sekilde, bu calismada gaita 6rneklerinde BoNoV’larin siklikla bir ya
da birkac enteropatojenle birlikte saptandigi goriilmiistiir. Elde edilen verilere gore,
bu calismada Nebovirus pozitif bulunan 37 diski 6rneginden, diger enteropatojenler
yoniinden de kontrol edilebilen 34 Grnegin 14’linde yalnizca Nebovirus varligi
saptanmig olmasina karsin, C.parvum, BRV ve BCoV katilimli enfeksiyon oranlari
sirastyla  %51,6 (16/31), %32,4 (11/34) ve %8,8 (3/34) olarak belirlenmistir. Bu
veriler, bir¢ok arastirici tarafindan bildirildigi lizere Nebovirusun buzagilarda tek
basina ya da diger enteropatojenler ile birlikte enfeksiyona neden olabildigini ortaya
koymustur (Bartels ve ark., 2010; Cho ve ark., 2013 ve Park ve ark., 2008). Diger

yandan test edilen 167 gaita 6rneginin hem Nebovirus hem de BoNoV yoniinden
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pozitiflik oran1 (%10,2; 17/167); baz1 ¢alismalarda (Hassine-Zaafrane ve ark., 2012
ve Kaplon ve ark., 2011) bildirilen oranlarin (sirasiyla %0,6 ve %?2) aksine, s6z
konusu virus enfeksiyonlarinin hi¢ de kiicimsenmeyecek bir oranda birlikte

seyrettigini ortaya koymustur.

Yeni dogan buzagi ishallerinin 6nemli nedenlerinin baginda halen enfeksiyoz
etkenlerin geldigi ve dogum sonrasindaki 0-2 haftalik yas olmak tizere ilk 1 ay yasa
sahip buzagilarin enfeksiyona daha duyarli oldugu genel bir kabuldiir. Nitekim bu
calismada da materyal saglanan buzagilarin biiyiikk cogunlugunun (93/167) 0-2
haftalik yas araliginda olmasi, bu yags aralig1 ile ishal vakalari arasindaki korelasyonu

bildiren ¢alismalarla uyumludur (Bartels ve ark., 2010 ve Cho ve ark., 2013).

BEC pozitifligi ile yas arasindaki iliski degerlendirildiginde (Cizelge 3.3);
BoNoV ve Nebovirus tespitlerinin en yaygin olarak 0-1 haftalik yas araliginda; bunu
takiben 1-2 haftalik ve 2-3 haftalik yas araliginda oldugu gozlenmistir. Cho ve ark.
(2013) BoNoV ve Neboviruslarin en yaygin olarak 2 haftalik yasta; Milnes ve ark.
(2007) ilk 1 ay igerisinde, Kaplon ve ark. (2011) ile Ferragut ve ark. (2016) 0-9 giin
yas araligindaki buzagilarda, Candido ve ark. (2016) Nebovirus tespitlerinin
tiimiiniin (%4,8) 20 giin ve altindaki buzagilarda gerceklestirildigini bildirmislerdir.
Tiirkiye’de yapilan bir ¢aligmada ise BoNoV tespitlerinin (%8,5) 3-28 giinliik
buzagilardan yapildig1 belirtilmistir (Yilmaz ve ark., 2011). Bu ¢alismalarin yani
sira Jor ve ark. (2010) BoNoV tespitini ¢ogunlukla 90 giin yas ve altinda, Park ve
ark. (2007, 2008) BoNoV tespitinin 90 giin yas, Nebovirus tespitini ise 70 giin yas
altindaki buzagilarda bildirmislerdir. Bunlardan baska 4-7 aylik saglikli buzagilarda
BoNoV tespiti yoniinde bildirimler de (Mijowsi ve ark., 2010; Milnes ve ark., 2007
ve Reuter ve ark., 2009) bulunmaktadir. Nitekim bu ¢aligmada da 7 aylik bir sigirda
BoNoV  saptanmistir. BEC  enfeksiyonu ile yas arasindaki iliskinin
degerlendirilmesinde, GIII.1 ve GIII.2 genotipli BoNoV varliginin da 6nemli
olabilecegi diisiinlilmiistiir. GIII.1 prototip virusu Bo/Jena/80/DE ile yapilan bir
caligmada, inokulasyondan 14-16 saat sonra buzagilarda ishalin bagladig1 gozlenmis;
bu durumun saha kosullarinda 1-2 giinlik buzagilarda ishalin go6zlenebilecegini

ortaya koydugu bildirilmistir (Otto ve ark., 2011). Nitekim bu c¢alismada GIII.1
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RdRp gen bolgesine sahip BoNoV ile enfekte oldugu saptanan buzagilardan (n=9)
yedisinin 7 giin yas ve altinda oldugu; diger iki buzaginin ise 8 ve 10 giin yasa sahip

oldugu goriilmistiir.

Calismalarda soz konusu etkenlerin tespitinin farkli yas araliklarina iliskin
olmasinda, Orneklem, isletmenin yonetim farkliliklari, verilerin degerlendirilme
kriterleri farkliliklari, vb. etkisi oldugu agiktir. Genel olarak dogum sonrasindaki ilk
birka¢ hafta i¢cin duyarlilifa isaret eden veriler olmakla birlikte, yas faktoriiniin
BoNoV i¢in belirgin bir risk faktérii olmadig1 ancak, pozitif 6rneklerin ¢ogunlukla
geng hayvanlarda tespit edilmesinin yas arttik¢a riskin azaldigini ortaya koydugu
bildirilmistir (Milnes ve ark., 2007).

Enfeksiyoz etkenlere bagli olarak yeni dogan buzagi ishallerinin goriilme
sikliginin -bakim ve besleme kosullarinin yeterince saglanamamasi, enfeksiyonlara
direncin azalmasi, vb. nedenlerle- mevsimsel kosullardan etkilendigi bilinmektedir.
Bu c¢aligmada BEC tespiti oranlart sonbahar (%51,7), kis (%50), ilkbahar (%42,2) ve
yaz (%35) mevsimleri i¢in gitgide azalan oranlarda saptanmistir. En yaygin BoNoV
tespiti kis mevsimini takiben ilkbahar, sonbahar ve yaz mevsiminde; Nebovirus
tespiti ise sirasiyla sonbahar (%41,4), kis (%20,4), ilkbahar (%17,2) ve yaz (%15)
mevsiminde yapilmistir (Cizelge 3.4). Bununla birlikte bu sonuglar Nebovirus i¢in
istatiksel olarak anlamli bulunurken (p=0,05), BoNoV ig¢in istatiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p=0,496). Yapilan ¢alismalarda da, mevsimler itibartyla bazi oransal
farkliliklar olmakla birlikte (Hassine-Zaafrane ve ark., 2012; Milnes ve ark., 2007 ve
Park ve ark., 2008) BEC’lerin tiim y1l boyunca tespit edilebilecegi, 6zellikle entansif
isletmeler icin buzagilarin yi1l boyunca kapali ortamda bulunmalarimin ve ortam
kosullarinin sabit olmasiin etkili olabilecegi bildirilmistir (van der Poel ve ark.,

2003).

BoNoV genotiplerinin  varligi/yaygmhiginin ve biyolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi, molekiiler karakterizasyonu, vb. iizerine yapilan arastirmalar, konuya
iliskin bilgileri her gecen giin arttirmakta ve ileride gelistirilmesi muhtemel tani,

biyolojik {iirlin gelistirme, vb. konularina iligkin bilgi birikimi saglamaktadir. Bu
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calismada da 34 BoNoV’a ait RdRp gen bolgesi dizinlerinin filogenetik analizi,
GIIL.1 (n=9) ve GIIL.2 (n=25) genotipli viruslarin iilkemizde sirkiile oldugunu ortaya
koymustur (Sekil 3.4). Tiirkiye’de BoNoV iizerine yapilan her iki calismada da
(Giilagt1 ve ark., 2016 ve Yilmaz ve ark., 2011) yalnizca GIIL.2 genotipi saptanmis
olmasma karsin; bu calismada Tiirkiye’de GIII.2 yani sira GIIL.1 varlig1 ilk kez
belirlenmistir. Amerika, Avrupa’daki birgok {iilke, Giiney Kore ve Arjantin’deki
bircok calismada da GIIL.2 genotipin belirgin oransal fazlaligina ragmen her iki
genotipin de saptandigi bildirilmistir (D1 Martino ve ark., 2014; Ferragut ve ark.,
2016; Jor ve ark., 2010; Kaplon ve ark., 2011; Park ve ark., 2007; Reuter ve ark.,
2009 ve Smiley ve ark., 2003). GIII.1 genotipinin az olarak tespit edilmesinin
muhtemel nedenleri arasinda RT-PCR i¢in tam olarak uyumlu olmayan primerlerin
kullanilmasi, polimeraz gen bolgesine yonelik primerlerin  kullanilmasi,
GII.P2/GIII.1 rekombinant BoNoV’larin varligi ve bu serotipin sacilim siiresinin

kisa olmasinin etkili olabilecegi bildirilmistir (Otto ve ark., 2011).

Bu calismada entansif isletmelerden birisinde (II) ii¢ farkli yi1lda gézlenen ishal
salginlar sirasinda materyal temin edilmis olup, saptanan BoNoV’larin RdRp kismi
dizin analizi 2006 ve 2016 yilinda GIII.2 genotipli; 2008 yilinda ise hem GIII.1 hem
GIIIL.2 genotipli viruslarin isletmede bulundugunu ortaya koymustur. Benzeri sekilde
V nolu isletmede 2013 yilinda gbzlenen ishal salgininda da iki BoNoV genotipinin
de varlig1 belirlenmistir. Es zamanli olarak farkli genotiplerin varliginin,
rekombinasyon ihtimalini arttiran 6nemli bir faktdr oldugu bilinmektedir (Reuter ve
ark., 2009). Nitekim bu ¢aligmada saptanan iki rekombinant sus da II nolu isletmede

2008 yilinda goriilen ishal salgini sirasinda orneklenen buzagilardan saptanmistir.

Ishalli buzagilarda saptanan Neboviruslardan dizin analizi yapilanlarin (n=20)
timiiniin Nebraska-benzeri RdRp gen bolgesine sahip olduklari tespit edilmistir
(Sekil 3.6). Benzer sekilde Amerika, Italya, Giiney Kore ve Tunus’ta yapilan
calismalarda saptanan tiim suslar Nebraska-benzeri RdRp tipine sahiptirler (Di
Martino ve ark., 2011; Hassine-Zaafrane ve ark., 2012; Park ve ark., 2008 ve Smiley
ve ark., 2003). Candido ve ark. (2016) Brezilya’da tespit ettikleri tiim Neboviruslari
Newburyl ile yakm iliskili bulmuslardir. ingiltere’de de Oliver ve ark., (2006a)
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Nebraska virus yani1 sira Newburyl tespit etmislerdir. Kaplon ve ark., (2011) ise
Fransa’da Nebraska benzeri genotip yani sira muhtemel {i¢iincii bir genotipin de
sirkiile oldugunu bildirmistir. Nebovirusun epidemiyolojisiyle ilgili az sayida
calisma olmasina ragmen bugiine kadar elde edilen sonuglar Newburyl benzeri

suslarin yalnizca Ingiltere ve Brezilya’da tespit edildigi yoniindedir.

BoNoV’larin genetik karakterizasyonlar1 ile yapilan c¢aligmalarin biiyiik
cogunlugu RdRp bolgesinin kiigiik bir kisminin molekiiler analizine dayali olarak
yapilmis; sadece az bir ¢alisma ise hem RdRp hem de kapsit gen bdlgesine iliskin
verileri sunmustur (Di Martino ve ark., 2014; Ferragut ve ark., 2016; Han ve ark.,
2004; Jor ve ark., 2010; Mauroy ve ark., 2009b ve Oliver ve ark., 2004). Bu
calismada dort 6rnegin tam kapsit bolgesi analizi ve bir 6rnegin kismi kapsit gen
bolgesi analizi yapilmis olup, GIIL.1 (n=1) ve GIIL.2 (n=4) benzeri genotipli
olduklart tespit edilmistir. Diinyadaki diger calismalarda da GIII.1 kapsit gen
bolgesine sahip BoNoV’larin GIII.2 kapsit gen bolgesine sahip olanlardan ¢ok daha
az tespit edildigi bildirilmistir (Oliver ve ark., 2006b). Bu c¢aligmada tespit edilen
GIIL.2 genotipindeki viruslarin kendi aralarindaki niikleotit bazindaki benzerlikleri
%81,80-98,44; aminoasit bakimindan benzerlikleri %90,42-98,64 olarak tespit
edilmistir (Sekil 3.8 ve Sekil 3.9).

Diger Calicivirus genuslarinda oldugu gibi NoV’larda rekombinasyon siklikla
tespit edilmektedir ve bu c¢ogunlukla genetik olarak iliskili suslar arasinda
olmaktadir. Crossover (gecis ¢aprazlanma) noktasi genellikle olduk¢a korunakli bir
bolge olan ORF1-ORF2 birlesim noktas1 yani RdRp gen bolgesinin bitis, kapsit gen
bolgesinin baglangi¢ noktasidir (Bull ve ark., 2007 ve Han ve ark., 2004). Genellikle
homolog NoV’lar arasinda siklikla rekombinasyon olusmasina karsin, genetik olarak
uzak iligkili NoV suglar1 arasinda da nadir olmakla birlikte rekombinasyonlara
rastlanilmaktadir (Rohayem ve ark., 2005). ilk BoNoV rekombinant susu
(Bo/Thirsk10/00/UK) Ingiltere'de tespit edilmistir (Oliver ve ark., 2004). ORF1’in 3'
ucu, tam ORF2 ve ORF3 gen bolgelerinin tamaminin dizin analizine gore,
Bo/Thirsk10/00/UK RdRp gen bolgesi olarak GIIL.1 igerisinde siniflandirilmisg
ancak, ORF1-2 birlesim bolgesinden 3' yoniinde ise GIII.2 olarak siniflandirilmistir
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(Oliver ve ark., 2004). Cografik olarak farkli bolgelerde yapilan ¢alismalarda da bu
rekombinant sus ile iliskili (GIIL.P1/GIII.2) rekombinant suslar tespit edilmistir (Di
Martino ve ark., 2014; Han ve ark., 2004; Jor ve ark., 2010 ve Mauroy ve ark.,
2009b). Farkli cografik bolgelerde yapilan molekiiler ¢alismalarda ortaya konulan
potansiyel rekombinant suslar, BoNoV’larin  ¢esitliliginin  ve  genetik

heterojenitesinin kanit1 olarak sayilmaktadir.

Bu caligmada tespit edilen iki BoNoV’un (Bo/TR/2008/Aksaray/K063 ve
Bo/TR/2006/Aksaray/K59) hem RdRp hem de kapsit gen bolgesi bakimidan GIII.2
genotipli ~ oldugu  saptanmistir.  Ancak  Bo/TR/2008/Aksaray/K056  ve
Bo/TR/2008/Aksaray/K060 suslarinin filogenetik analizlerinden RdRp ve kapsit
genlerin arasindaki uyusmazlhik dikkati ¢ekmektedir. Bu Orneklerin saglandigi
Aksaray ilindeki II nolu isletmede 2008 yilinda yapilan 6rneklemelerde hem GIII. 1
hem de GIIL.2 NoV’larin varlig1 Sekil 3.4 ve Sekil 3.11°de filogenetik analizlerde yer
almaktadir. Bu nedenle s6z konusu suslarin RdRp gen bélgesinin 3’ ucu ve tam
kapsit bolgesi (ORF1-ORF2 birlesim bolgesi) dikkate alinarak yapilan SimPlot
analizinde, her iki virusun da rekombinant oldugu ve muhtemel rekombinasyon
kirilma noktasinin 327. niikleotit oldugu saptanmistir (Sekil 3.12 ve Sekil 3.13). Hem
SimPlot analizinde hem de fiogenetik analizde bu noktadan oncesi her iki virus i¢in
de GIIL.1 genotipindeyken, bu noktadan sonrast GIIL.2 genotipine benzerlik
gostermektedir.  Bu  sonuglar  1s18inda  Bo/TR/2008/Aksaray/K056  ve
Bo/TR/2008/Aksaray/K060 suslarmin GIIL.P1/GIIL.2 rekombinant suslari oldugu
ortaya konulmustur. Bu calismayla Tiirkiye’de ilk defa BoNoV rekombinant suslari
tanimlanmis ve bu suslarin Avrupa’da tanimlanan diger rekombinant suslar gibi
GIILP1/GIIL.2 oldugu saptanmistir. Bu caligmadaki bulgular, diger rekombinasyon
calismalarinda (Di Martino ve ark., 2014 ve Oliver ve ark., 2004) oldugu gibi
ORFI1-2 birlesim bolgesinde oncelikli rekombinasyon bdlgesinin varligi ve bunun
disinda da ve P1A ve P2 domainlerinin ara yiiziinde ve/veya P2 doimain’i i¢cinde de
muhtemel rekombinasyon kirilma noktalar1 belirlenmesi (Rohayem ve ark., 2005)
nedeniyle, RdRp gen bdlgesi analizinin BoNoV ya da diger caliciviruslarin
karakterizasyonunda tek basina yeterli olamayacagini ortaya koymakta ve kesin

karakterizasyon i¢in tam kapsit gen bolgesinin dizin analizi gerekli goriilmektedir.
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BoNoV’un dogru karakterizasyonunun énemi BoNoV genotiplerinin prototip
viruslar1 olan Jena ile Newbury2’nin antijenik ve serolojik olarak birbirinden farkli
olmasindan kaynaklanmaktadir (Oliver ve ark., 2006b). NoV kapsit gen bolgesinde
rekombinasyon sonrasinda olusan genomik ¢esitlilik, olusan yeni rekombinantlarin
immun yanittan kagmasina neden olarak virulenste 6nemli bir rol oynayabilir ve bu
sekilde reenfeksiyonlara da neden olabilir (Reuter ve ark., 2006 ve Rohayem ve ark.,
2005). Ayrica serolojik caligmalarda kapsit bolgesinin genotipi 6énem tasimaktadir.
Iki genotip arasinda capraz reaksiyonun olmamasi nedeniyle buzag
popiilasyonlarinda her iki kapsit tipinin prevalansinin belirlenmesi ve buzagilari
BoNoV enfeksiyonlarindan korumak i¢in yapilacak olan asilara uygun genotipin ya
da her iki genotipin de eklenmesi Onerilmektedir (Oliver ve ark., 2004 ve Oliver ve

ark., 2006b).

Neboviruslarin  kismi RdRp gen bolgesine yonelik yapilan molekiiler
caligmalar iki tip RdRp oldugunu gostermistir (Oliver ve ark., 2006a). Bunun tersine,
Nebovirus polimeraz gen bolgesinin 3' ucu ile kapsit bolgesinin 5' ucundaki 522
nt’lik bolgenin dizin analizinde ya da tam kapsit dizininin analizlerinde herhangi
farkli kapsit tipi ortaya koymak miimkiin olmamistir (Han ve ark., 2004; Oliver ve
ark., 2006a; Park ve ark., 2008 ve Smiley ve ark., 2002). Ancak yakin zamanda,
farkli cografik orijine sahip 31 susun tam uzunluktaki kapsit bolgesinin dizin
analizine gdre dort farkli Lineage onerilmistir (D’Mello ve ark., 2009). Ilging bir
sekilde, bu dort farkli Lineage’1, kapsitin korunakli NH terminal bdolgesine (S
bolgesine) dayanarak ayirt etmek miimkiin degildir (Di Martino ve ark., 2011 ve
D’Mello ve ark., 2009). Bu nedenle, Neboviruslarin kapsit Lineage’ i1 belirlemek
icin tam kapsit gen bolgesi dizin analizinin yapilmasi gerektigi bildirilmistir (Di

Martino ve ark., 2011).

Giliniimiizde Neboviruslarin kapsit gen bolgesiyle ilgili yapilmis ¢ok az ¢alisma
bulunmaktadir. Onceki ¢alismalarda tek bir kapsit tipinin oldugu diisiiniilmiistiir.
Park ve ark.’nin (2008) 59 Nebovirus pozitif 6rnegin 12’sinin kapsit analizinin
yapilabildigi ¢alismada tespit edilen tiim suslar tek bir dalda, Bo/Newbury1/76/UK
ve Bo/Nebraska/80/UK suslarindan farkli olarak yer almislardir. Buradan yola
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cikilarak Bo/Newburyl/76/UK ve Bo/Nebraska/80/UK’den evrimlestigi diisiiniilen
bu suslarin, daha sonra D’Mello ve ark. (2009) tarafindan Lineage 3’te yer aldiklar
ortaya konmustur. Bu ¢alismaya gére Lineage 1, Amerika, italya ve Ingiltere’de
saptanan suslardan, Lineage 2 Japonya ve Amerika’da elde edilen suslardan; Lineage
3 Giiney Kore suslarindan, son olarak Lineage 4 ise Ingiltere ve Italya’da tespit
edilen suslardan meydana gelmektedir. Bu ¢alismada tam kapsit gen bdlgesi analizi
yapilabilen Bo/AksarayK056/08/TUR ve Bo/AnkaraA4/14/TUR suslari ise sirasiyla
Lineage 3 ve Lineage 4 yer almaktadir (Sekil 3.16). Heniiz ¢ok az Nebovirus kapsit
dizini bulundugu i¢in bu konuda cografik bir degerlendirme yapmak miimkiin
olmamaktadir. Ayrica, Nebovirus kapsitindeki degisken bolgelerin yapilan homoloji
modelinde antijenik determinantlar1 olusturdugu, bu bolgelerdeki farkliliklarin
viruslarin antijenik olarak farklilasmasina yol acabilecegi ve tanimlanan dort farklh
Lineage’da yer alan viruslarin antijenik olarak farkli olabilecegi bildirilmistir. Bunu
aciga kavusturmak igin ileride serolojik ve antijenik ¢aligsmalarin yapilmasina ihtiyag

vardir (D’Mello ve ark., 2009).

Bu sonuclar Tiirkiye’de en az iki Nebovirus kapsit tipinin sirkiile oldugunu
gostermektedir. Bu suslarin her ikisi de RdRp gen bolgesi yoniinden Nebraska
benzeri olmalarmma ragmen; Bo/AksarayK056/08/TUR kapsit gen bolgesi
bakimindan en ¢ok Lineage 3’de yer alan Bo/SA63/04/KOR, Bo/MA271/04/KOR,
Bo/MA362/04/KOR Bo/MA474/04/KOR, Bo/MA729/04/KOR (%89.62-90.35 nt
yoniinden, %95.99-96.72 aminoasit yoniinden) suslariyla benzerlik gdstermektedir
(Sekil 3.14 ve 3.15). Bo/AnkaraA4/14/TUR ise kapsit gen bolgesi bakimindan
Bo/DijonA386/FR susu, daha 6nce rekombinant olarak taminlanan Bo/16TE/10/ITA
susu ve Bo/BEC/Penrith150/00/UK Bo/BEC/Starcross93r/00/UK,
Bo/BEC/Starcross117/00/UK, Bo/BEC/Penrith142/00/UK,
Bo/BEC/Penrith143/00/UK  (%87,56-94,35 nt, %94,12-97,81 aminoasit) suslariyla
benzemekte (Sekil 3.14 ve 3.15) ve bu suslarla birlikte Linege 4’de yer almaktadir
(Sekil 3.16). Neboviruslarda baglangicta iki farklt RdRp, tek bir kapsit bolgesinin
tanimlanmasina karsin, her gegen giin yeni saha viruslarinin elde edilmesi ve
molekiiler analizleri, Neboviruslara iligkin yeni bilgiler sunmaktadir. Lineage 4’de

yer alan viruslarin tiimiiniin Newbury-1 RdRp gen bolgesine sahip olmasi,
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rekombinant Nebovirus susu olan Bo/16TE/10/ITA ile yakinlig1 dikkate alinarak,
Bo/AnkaraA4/14/TUR Nebovirusun SimPlot analizi bu susun rekombinasyona
ugradigini ve 609. niikleotinin muhtemel rekombinasyon kirilma noktasi oldugunu

gostermistir (Sekil 3.19).

Genel olarak Caliciviruslarda (6zelikle NoV ve Sapoviruslarda) RdRp-Kapsit
birlesim bolgesi rekombinasyonun en yogun oldugu bolgedir (Bull ve ark., 2007 ve
Hansman ve ark., 2005). Ancak bunun disinda da kapsit gen bolgesi i¢cinde P1A ve
P2 domain’leri arasinda ve P2 domaininde yer alan rekombinasyon bolgeleri de
tespit edilmistir (Rohayem ve ark., 2005). Neboviruslarda kapsit gen bolgesinin en
degisken kism1 P2 domaini igerisindeki 288-420 aminoasitleri arasina denk gelen
bolgedir (D’Mello ve ark., 2009). Ancak bu calismada saptanan rekombinant virusun
(Bo/AnkaraA4/14/TUR) rekombinasyon kirilma noktasi, Di Martino ve ark. (2011)
tarafindan bildirilen rekombinant sus (Bo/16TE/10/ITA) benzeri, kapsit gen
bolgesinin S domaininde yer almaktadir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak Nebovirus
kapsit gen bolgesinin farkli bolgelerinde rekombinasyon meydana gelmesinin olasi
oldugu ve bu nedenle gelecekte elde edilecek viruslarin tam kapsit gen bolgesinin

dizin analizi sonuglarinin 6nemini belirtmekte yarar goriilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Farkl illerde (Aksaray, Amasya, Ankara, Bursa, Cankiri, Denizli, Eskisehir,

Izmir, Kirklareli ve Sanlurfa) yerlesik entansif sigir yetistiriciligi isletmeleri ya da

kiigiik aile isletmelerinde gozlenen ishal olgulari sirasinda materyal temin edilen 167

ishalli buzagiya ait gaita 6rneklerinin kullanildig1 bu c¢alismada, buzag: ishallerinde

etiyolojik ajan olarak BEC’lerin sorgulanmasi ve BEC tespitlerinin molekiiler

karakterizasyonunun yapilmasi amaglanmistir. Bu baglamda gergeklestirilen

calismada elde edilen veriler;

1.

BEC yoniinden PCR temelli yontemler kullanilarak test edilen 167 Ornegin
76’s1t pozitif bulunmustur. Tan1 materyallerinin ¢ogunlugunun 2012-2016
yillarinda olmakla birlikte, 2002-2016 yillarina ait oldugu ve farkli yillarda
orneklenen entansif igsletmeler ve kiigiik isletmelerin ¢ogunda sdzkonusu ishal
olgularinda olasi etiyolojik ajan olarak BEC tespitinin yapildigi gz oniinde
bulunduruldugunda, iilkemizde buzagilarda BEC enfeksiyonlarinin uzun
yillardir var oldugu ve muhtemelen 6nemli ekonomik kayiplara neden oldugu

sonucuna varilmistir.

Saptanan BEC pozitif gaita ornekleri, BoNoV ve Nebovirus yoniinden
incelendiginde 56’sinda BoNoV, 37’sinde Nebovirus varligi saptanmistir.
Diski 6rneklerinin 17’°sinde ise hem BoNoV hem de Nebovirus varligi tespit
edilmigstir. Tiirkiye’de daha Once yapilan calismalarda BoNoV bildirimi
yapilmis olmasina karsin, bu calismada ilk defa Nebovirus tespiti yapilmaistir.
BoNoV’un Neboviruslardan daha yaygin oldugu yoniindeki literatiirlere
benzer olarak bu c¢alisma enfekte isletme sayisi, Ornekleme yillart ve
orneklenen hayvan sayilarinin her birisi i¢in degerlendirildiginde, BoNoV
enfeksiyonlarinin Nebovirus enfeksiyonlarindan daha yaygin oldugu yoniinde

bir kanaate varilmstir.
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3. BoNoV ve Nebovirus varligi saptanmasi ile drneklenen buzagilarin yaslari
arasindaki iliski,  her bir etken i¢in ayr1 ayr1 sorgulanarak, bazi
epidemiyolojik bilgilere ulasilmast hedeflenmistir. Yas gruplart igin
belirlenen BoNoV ve Nebovirus pozitiflik oranlari, her iki etkenin de siklikla
0-1 haftalik (%53,1; %34,3) yas araliginda, bunu takiben 1-2 haftalik (%37,7;
%22.6) ve 2-3 haftalik (%25; %?21,4) yas araligindaki buzagilarda
saptandigin1 ortaya koymustur. Bununla birlikte belirlenen yas/enfeksiyon
oranlar1 dagilimi BoNoV acgisindan istatiksel olarak anlamli bulunurken

(p=0,038); Nebovirus agisindan anlamli bulunmamastir.

4. BoNoV ve Nebovirus varligi ile enfeksiyonun saptandigi mevsim arasindaki
iligki de, her bir etken i¢in ayr1 ayr1 sorgulanmistir. Mevsimsel dagilima
bakildiginda BEC’in en fazla sonbaharda (%51,7), bunu takiben kis (%50),
ilkbahar (%42,2) ve yaz (%35) mevsimlerinde tespit edildigi gozlenmistir.
En yaygin BoNoV tespiti ise kis (%40,7) mevsimini takiben ilkbahar
(%32,8), sonbahar (%27,6) ve yaz (%25) mevsiminde; Nebovirus tespiti ise
en fazla sonbahar (%41,4) mevsiminde olmakla birlikte, kis (%20,4), ilkbahar
(%17,2) ve yaz (%15) mevsiminde yapilmis olup, bu sonuglar Nebovirus i¢in
istatiksel olarak anlamli bulunurken (p=0,05), BoNoV ig¢in istatiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p=0,496).

5. Buzag: ishallerinde miks enfeksiyonlara siklikla rastlanilmasi nedeniyle
BEC’lerin epidemiyolojisiyle ilgili daha saglikli yorum yapabilmek amaciyla
temin edilen gaita 6rnekleri dier enteropatojenlerden BRV, BCoV, E. coli ve
C. parvum yoniinden de incelenmis olup, bircok olguda E. Coli hari¢ diger
sO6z konusu etkenlerin de varlig1 saptanmistir. E.coli tespit edilememesinin
orneklerin temini Oncesinde genellikle antibiyotik kullanimi ile iliskili

olabilecegi diistiniilmiistiir.

6. Calisma sirasinda saptanan BoNoV’larin RdRp gen bdlgesi dizin analizi

sonrasinda Tiirkiye’de daha Once tespit edilen GIIL.2 genotipine sahip 25
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BoNoV yanisira bu ¢alisma ile ilk kez bildirimi yapilan GIII.1 genotipine
sahip dokuz BoNoV identifiye edilmistir.

. Neboviruslar RdRp gen bdlgesinin dizin analizine gore Nebraska-benzeri ve
Newbury1-benzeri olmak tizere iki genotipe ayrilirlar. Bu ¢alismada saptanan

Neboviruslarin tiimiiniin Nebraska-benzeri oldugu saptanmustir.

. Arastirmada saptanan BoNoV ve Neboviruslarin kapsit gen bolgesi yoniinden
de dizin analizi ¢alismasi yapilmistir. Kapsit gen bdlgesi dizin analizi
yapilabilen iki Nebovirus susunun filogenetik agacta farkli Lineage’larda
(Lineage 3 ve 4) yer aldig1 gorilmiistiir. Kapsit gen bolgesi dizin analizi
sonucunda Lineage 4’de smiflandirilan bir Nebovirus susunun, bu grupta yer
alan diger saha suslar1 gibi Nebraska-benzeri RdRp gen yapisina sahip
olmasina karsin, her iki genotip i¢in korunakli ve benzer olan kapsit
dizininden farkli olduklari belirlenmistir. Bu nedenle rekombinasyonun
sorgulanmasi i¢in uygulanan Simplot analizi, bu susun Italya’da bildirilen
Bo/16TE/10/ITA ile ¢ok benzer bir rekombinasyona sahip oldugunu ortaya
koymustur.

. BoNoV suslarinin ikisi hari¢ digerlerinin RdRp gen bdlgeleri ile uyumlu
kapsit yapisina sahip oldugu saptanmistir. Iki BoNoV susunun RdRp ve
kapsit gen bolgesine ait dizinleri arasindaki uyumsuzluk dikkate alinarak
yapilan Simplot analizi sonucunda her iki susun
(GIII/Bo/TR/2008/Aksaray/K056  ve  GIII/Bo/TR/2008/Aksaray/K060)
GIIL.P1/GIIL.2 rekombinant sug olduklari saptanmaistir.

Tiim bu sonuglar; BEC'lerin tek basina ya da diger enteropatojenler ile birlikte

Tiirkiye'de uzun yillardir buzag ishal olgularinin etiyolojik ajanlarindan oldugunu

gostermistir. Ayrica saptanan BEC’lerin molekiiler karakterizasyon ¢aligmalari farkli

genotiplerde yer alan BoNoV ve Neboviruslarin hastaliin  olusumunda rol

oynadigini ortaya koymustur.
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1.

Bu caligmadan elde edilen bilgilerden hareketle;

Tiirkiye’de uzun yillardan bu yana varligi yoniinde bilgiler edindigimiz
Nebovirus ve BoNoV’larin ishal olgularindaki roliiniin ortaya konulmasi i¢in

daha genis popiilasyonlar kullanilarak prevalans ¢alismalarinin yapilmasi,

Seroprevalans galismalar i¢in gelistirilmis ticari kitler bulunmadigi i¢in, VLP
kullanilarak  hazirlanacak ELISA  sistemlerinin  bilimsel ¢alismalar
kapsaminda gelistirilerek, seroprevalans caligsmalari ile s6z konusu etkenlerin

yayginligina dair yeni bilgilerin edinilmesi,

Bu calisma kapsaminda, gerek insan ve gerekse buzagilarda enfeksiyon
nedeni olan BoNoV’lar i¢in siklikla bildirildigi gibi, 2 rekombinant sus
tanimlanmistir. Yeni ¢alismalarin, rekombinasyonlarin gerceklesme orani ve
niteligi konusunda bilgiler sunacagi diisliniilmektedir. Benzeri durum
Neboviruslar i¢in de s6z konusu olacaktir. Bu baglamda saha suslarinin elde
edilmesi ve molekiiler karakterizasyonlar1  yoniinde ¢alismalarin

surdirilmesi,

Buzagi ishallerine neden olan baz1 patojenlere iliskin ticari agilar
bulunmasina ragmen, gliniimiizde BEC enfeksiyonlarina yonelik ticari bir as1
bulunmamaktadir. Bununla birlikte bilimsel ¢aligmalar kapsaminda bu amaca
yonelik as1 gelistirme calismalar1 vardir. Tiirkiye’de enfeksiyon etkeni olan
BoNoV’lara ilgili bilgilerin artmasi sonrasinda, asi gelistirme calismalarinin

yapilmasi Onerilmektedir.
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OZET

Buzagilarda BEC Enfeksiyonlarinin Molekiiler Epidemiyolojisi

Bu caligmada, farkli illerde (Aksaray, Amasya, Ankara, Bursa, Cankiri, Denizli,
Eskisehir, Izmir, Kirklareli ve Sanliurfa) yerlesik entansif sigir yetistiriciligi isletmeleri ya da
kiigiik aile isletmelerinde gozlenen ishal olgular1 sirasinda 167 ishalli buzagilardan temin
edilen gaita 6rneklerinde BEC’lerin (BoNoV ve Nebovirus) varliginin yani sira diger bazi
enteropatojenler (BRV, BCV, vb) de sorgulanmistir. Bu amagla BEC RdRp gen bolgesini
hedef alan Onestep-RT-PCR sonrasinda Nested-PCR uygulanmig, test edilen gaita
orneklerinin 76’s1 BEC yoniinden pozitif bulunmustur. Saptanan BEC pozitif materyaller,
BoNoV ve Nebovirus yoniinden incelendiginde 56’sinda BoNoV, 37’sinde Nebovirus varligi
saptanmig ve 17 gaita 6rnegi soz konusu her iki etken yoniinden de pozitif bulunmustur.
Ayrica BEC tespiti verileri 6rneklenen hayvanlarin yasi, 6rneklemenin yapildigi mevsim ve
diger enteropatojenler ile ¢oklu enfeksiyonlar yoniinden de incelenmistir.

RdRp gen bolgesi dizin analizi bilgileri 34 BoNoV igin elde edilmis olup, filogenetik
analiz sonucunda, 25 BoNoV daha 6nce de Tiirkiye’de ishalli buzagilardan saptanmis olan
GIIL.2 genotipinde, 9 BoNoV ise ilk kez bu calismada bildirilen GIII.1 genotipinde olarak
tanimlanmigtir. Neboviruslarin tiimiiniin Nebraska-benzeri oldugu tespit edilmistir. RdRp
gen bolgesi dizin bilgilerine sahip olunan BoNoV suslarindan kapsit gen bolgesi dizin
bilgileri de elde edilebilen ikisinin rekombinant sus (GIII.P1/GIIL.2) oldugu, digerlerinin
RdRp gen bolgeleri ile uyumlu kapsit yapisina sahip oldugu saptanmistir. Kapsit gen bolgesi
dizin analizi yapilabilen iki Nebovirus susunun filogenetik agagta farkli Lineage’larda
(Lineage 3 ve 4) yer aldig1 goriilmiistiir.

Sonug olarak bu ¢calismada hem entansif isletmelerde hem de kiiciik aile igletmelerinde
goriilen buzagi ishallerinin olusumunda BEC’lerin tek basina ya da diger enteropatojenlerle
birlikte 6nemli rol oynadigi saptanmistir. Ayrica bu calismada Tiirkiye’de Nebovirus ve
GIIIL.1 genotipli BoNoV’larin tespitinin yanisira bu viruslarin rekombinant suglarinin varlig
da ilk kez tanimlanmigtir.

Anahtar Sozciikler: Bovine Enterik Calicivirus, Buzag, Ishal, Nebovirus, Norovirus.
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SUMMARY

Molecular Epidemiology of BEC Infections in Calves

In this study, we tested fecal samples of 167 diarrheic calves from small and inbred
herds of different provinces (Aksaray, Amasya, Ankara, Bursa, Cankir1, Denizli, Eskisehir,
Izmir, Kirklareli ve Sanlurfa) for presence of BECs (BoNoV and Nebovirus) along with
other enteric pathogens (BRV, BCV etc). For this purpose we used Nested-PCR after
Onestep-RT-PCR targeting RdRp region. Out of 167 samples 76 found positive for BEC and
of these positives 56 were identified as BoNoV and 37 were identified as Nebovirus and 17
of the samples were found positive for both agents. Along with BEC positivity, age
distribution of calves, season of samplings and contribution of other enteric agents are also
investigated.

Sequencing data of RdRp gene region is obtained for 34 BoNoV and their
phylogenetic analysis showed that 25 BoNoVs have GIIL.2 genotype which is similar to
those previously reported from Turkey and 9 BoNoVs have GIII.1 genotype which is firstly
reported in this study. All Neboviruses were found Nebraska-like. BEC strains having
sequenced for RdRp were also investigated for capside gene region. Of these samples two
BoNoV strains were identified as recombinant strain (GIIL.P1/GIII.2) while the capside
sequence data of other samples were found consistent with their RdARp gene region. Two
Nebovirus strains which were able to be sequenced, were observed on different lineages
(lineage 3 and 4) in phylogenetic tree.

As a result BECs were designated having an important role on newborn diarrhea alone
or along with other enteric pathogens for both small and inbred herds. Also this study is the
first to reveal presence of Neboviruses and GIII.1 genotyped BonoV along with the
recombinant strains of these viruses in Turkey.

Keywords: Bovine Enteric Calicivirus, Calf, Diarrhea, Nebovirus, Norovirus
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