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ONSOZz

Coronaviruslar SARS-coronavirus ve MERS-coronavirus salginlari sonrasinda
zoonotik viruslar i¢inde 6nem kazanmislardir. insan dahil birgok memeli tiiriinde
enfeksiyona neden olan bu viruslar, sigirlarda yenidogan buzagi ishallerinin 6nemli
etkenleri olarak bir¢ok kez tanimlanmistir. BCoV yenidogan buzagi ishalleri yani
sira, yetigkin sigirlarda da sindirim sistemini (winter disanteri) ve solunum sistemini
enfekte eden nedenlerden birisi olarak one ¢ikmustir. Farkli sistemleri enfekte
edebiliyor olmalar1 ve farkli konakgilara adaptasyona iliskin bilgiler, virusun
“peplomer” veya “spike” glikoproteini kodlayan gen bolgesi (S gen) ile

iliskilendirildigi i¢in bu bolgeye yonelik molekiler temelli ¢galismalara ilgi artmistir.

Bu ¢alismada BCoV varlig1 tespit edilen gaita ve nazal akintis1 6rneklerinde S
gen bolgesinin kismi/tam dizini analizi yapilmasi ve sonuglarinin degerlendirilerek;
Ulkemizde sirkiilasyonda olan BCoV’lar ile ilgili bilgilerin edinilmesi, farkli
sistemlerde enfeksiyona sebep olan viruslarin S gen bdlgesindeki farkliligin
sorgulanmasi, mevcut asilarda kullanilan Mebus susu ile elde edilen saha suslar
arasindaki iliskinin belirlenmesi amacglanmistir. Calismamiz hedeflenen verilere
ulagmig ve literatiire birgok farkli calismada kullanilabilecek yeni bilgileri

sunmustur.

Tez calismam ve doktora egitimim siiresince; bilgisi, deneyimleri ve
goriisleriyle bana yol goOsteren, her zaman, her konuda yardim ve destegini
esirgemeyen danigman hocam Prof. Dr. Feray Alkan’a, ayn1 siiregte lizerimde emegi
olan, destek ve yardimlarini esirgemeyen Viroloji Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr.
Yilmaz Akga ile Viroloji Anabilim Dali $gretim iiyeleri Prof. Dr. Aykut Ozkul, Prof.
Dr. Seval Bilge Dagalp, Prof. Dr. Mehmet Taner Karaoglu ve Prof. Dr. Tuba Cigdem
Oguzoglu ile Mikrobiyoloji Anabilim Dali &gretim {iyesi Prof. Dr. Hakan

Yardimc1’ya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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Lisansiistii egitimim siiresinCe birlikte gorev yaptigim, laboratuvar ortaminda
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1. GIRIS

Coronaviruslar insan dahil birgok memeli tiiriinde tanimlanmis olup, 6zellikle
Ciddi Akut Solunum Yetmezligi Sendromu (SARS: Severe Acute Respiratory
Syndrome) coronavirus ve Orta Dogu Solunum Sendromu (MERS: Middle East
Respiratory Syndrome) coronavirus salginlari sonrasinda zoonotik dneme sahip
viruslar arasinda 6nem kazanmiglardwr. Sigirlarda enfeksiyon olusturan
coronaviruslar (Bovine coronavirus: BCoV) llkemizde ve birgok Ulkede 6zellikle
yenidogan buzagilarda ishal olgularinin 6nemli etkenleri olarak birgok kez
tanimlanmistir. BCoV’lar yenidogan buzagi ishalleri yani sira yetiskin sigirlarda da
sindirim sistemi enfeksiyonlarina (winter dysantery) neden olmakta, ayrica solunum
sistemi enfeksiyonlarinin en Onemli etkenlerinden birisi olarak gorulmektedir.
BCoV’larm, farkl sistemlere iliskin klinik tablolara neden olabiliyor olmalar1 ve
farkli konak¢iya adaptasyonuna iligskin bilgiler, 6zellikle “peplomer” veya “spike”
glikoproteini kodlayan gen bdlgesine (S gen) yonelik molekiiler temelli ¢alismalara
ilgiyi arttirmustir.  Bu ¢alismalar sonucunda elde edilen wveriler, virusun
yapisal/biyolojik 06zelliklerindeki degisikliklerin (siklikla rekombinasyonlar ile
iliskili) belirlenmesinin yani sira enfeksiyon ve asilamaya bagli korunma konusunda

da bilgiler edinilmesini saglamaktadir.

1.1. Etiyoloji

Coronaviruslar, ilk defa Tyrrell ve ark. (1968), tarafindan elektronmikroskopik
incelemede karakteristik bir virion morfolojisine sahip etken olarak bildirilmis;
Mebus ve ark. (1973), tarafindan virus olarak tanimlanmustir. Insanlar1 etkileyen,
2003 yilinda baslayan, SARS salgini1 sonucunda coronaviruslarin biyogesitliligi ve
genomigi lizerine olan aragtirmalar artmistir. Coronaviruslar; insanlar haricinde,
sigirlarin da dahil oldugu, evcil ve vahsi ¢ok sayida hayvan tiiriine bulasabilmektedir
(Wang ve Zhang, 2016; Woo ve ark., 2009). Coronaviruslar akut ve kronik solunum,
sindirim ve merkezi sinir sistemi hastaliklarina neden olmaktadir (\Weiss ve Navas-
Martin, 2005).



1.1.1. Coronaviruslarin Smmiflandirilmasi

Uluslararast Virus Taksonomi Komitesi’nin 2016 yilinda yayimlanan onuncu
raporuna (10th Report of International Commitee on Taxonomy of Viruses) gore;
BCoV betacoronavirus genusunda yer alir ve SARS-Coronavirus ile iliskilidir.
Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus ve Gammacoronavirus
genuslarmi iceren Coronavirinae alt ailesi, Torovirinae alt ailesi ile birlikte
Coronaviridae ailesini olusturur. Coronaviridae ailesi Nidovirales dizininde yer alir
(Sekil 1.1) (Han ve ark., 2006; ICTV, 2016).

Takim: Nidovirales (4 Aile)
Alile: Arteriviridae (5 Cins)
Aile: Coronaviridae (2 Alt-Aile)

Cins: Alfacoronavirus (11 Tiir)
- Cins: Betacoronavirus (9 Tiir)

Cins: Deltacoronavirus (8 Tiir)

Cins: Gammacoronavirus (2 Tiir)

Aile: Mesoniviridae (1 Cins)
Aile: Roniviridae (4 Cins)

Sekil 1.1. BCoV’un siiflandirmadaki yeri.

Betacoronavirus genusu genetik ve serolojik 6zellikler bakimindan
degerlendirilerek {i¢ gruba ayrilmigtir. BCoV'un ait oldugu Grup 2, fare hepatit
virusu, tavuk enterik coronavirusu, sialodacryoadenitis virusu, domuz
hemaglutinasyon ensefalomiyelit virusu ve insan coronavirusu OC43 gibi
memelilerin ve kuglarm viruslarini igerir. Grup 2'nin karakteristik bir 6zelligi, diger
gruplarda bulunmayan hemaglutinin-esteraz (HE) proteinini kodlayan bir genin
varhigidir (Liu ve ark., 2006).

RNA bagimli RNA polimeraz (RARp) enziminin varligi, homolog RNA
rekombinasyonunun yiiksek frekansda olmasi ve coronaviruslarin genomlarinin

biiyiik olmas1 coronaviruslarin g¢esitliligine neden olmaktadir (Woo ve ark., 2009).



Coronaviruslarm nasil evrimlestigi ve birbirleri arasinda olan iligkilerin nasil
gelistigi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bu durumla ilgili ¢esitli evrim modelleri
onerilmistir. Ilk evrim modeli 2007°de ortaya konmustur. Buna g6re yarasa
coronaviruslar1 tUm coronaviruslarin gen kaynagidir (Vijaykrishna ve ark., 2007).
Ancak sonrasinda yapilan calismalardan elde edilen sonuglar bu hipotezi
desteklememektedir (Woo ve ark., 2009). Onerilen yeni evrim modeline gére yarasa
coronaviruslar1 alfa ve beta genuslarindaki coronaviruslarin gen kaynagi iken, kus
coronaviruslart gamma ve delta genuslarindaki coronaviruslarin gen kaynagidir

(Woo ve ark., 2012).

Coronaviruslarm kolaylikla degisime ugrayabilmesi sonucunda suslarinda ve
genotiplerinde ¢esitliligin artmast s6z konusudur. Son zamanlarda tiirler arasinda
bulasma da bildirilmistir. Bu durum 2003 yilinda goriilen SARS salgmni gibi felaket
getiren sonuclarla ortaya ¢ikan zoonotik salginlarin nedeni de olabilmektedir (Kim
ve ark., 2019; Ohlson, 2010).

1.1.2. Coronavirus Yapisi ve Genomu

Coronaviruslar, elektronmikroskopi ile goriintillendiginde giines 1sinlar1 gibi
disa dogru uzanan karakteristik sivri glikoproteinlere sahiptir. Bu goriiniim sebebiyle
isimlerini Latincede “ta¢” anlamina gelen “corona” sozciigiinden almislardir (Tyrrell
ve ark., 1968).

Coronaviruslar zarli, 80 — 220 nanometre boyutunda, pleomorfik olup,
genellikle kiresel simetriye sahiptir. Coronaviridae ailesinin genomu, coronaviruslar
icin 27,6 — 31 kilobaz (kb) boyutunda olup, bilinen en blylk segmentsiz ribonikleik
asit (RNA) virusu genomudur. BCoV genomu ise 31 028 baz uzunlugundadir.

Genom linear ve tek zincirli RNA icerir (MacLachlan ve Dubovi, 2017).

Genom segmentsiz, pozitif polariteye sahip RNA yapisinda olup, sitoplazma

icerisinde mesajc1t RNA (mMRNA) gibi fonksiyon gorebilir. Genom igerisinde 5' Cap



ve 3° PoliA kuyrugu barindirmaktadir ve bu durum viral genomun replikaz
translasyonu i¢in sitoplazmada mRNA gibi davranmasina yardimci olmaktadir (Fehr

ve Perlman, 2015; Lai, 1990).

Genom; yapmin iigte ikisini olusturan, igerisinde iki adet replikaz geni ve
yapisal olmayan genler ile genomun kalan ti¢te birlik kismini olusturan yapisal ve
yardime1 protein genlerinden olusmaktadir. Genomun 5° ucunda RNA replikasyonu
ve transkripsiyonu igin gerekli sa¢ tokasi formunda lider dizi ve kodlanmayan
bolgeler (Untranslated Region: UTR) bulunmaktadir. Buna ilaveten her yapisal veya
yardimcr proteinin  baglangicinda bulunan ve bunlarin monosistronik olarak
sentezlenmesine destek olan transkripsiyonel duzenleyici bolgeler bulunmaktadir.
Genomun 3" ucuna yakin bolgesi ise replikasyon ve sentez igin gerekli yapisal RNA
bolgelerini icermektedir. BCoV genomu organizasyonu sirasiyla; 5° Cap — Lider Dizi
— 5" UTR - Replikaz — HE Boélgesi — S (Spike: Peplomer) Bolgesi — E (Envelope:
Zarf) Bolgesi — M (Membran) Bolgesi — N (Nukleokapsid) — 3° UTR — Poli A
Kuyrugu ve yapisal genler arasma dagilmis sekilde yardimci genleri igermektedir
(Fehr ve Perlman, 2015; Lai, 1990; Maclachlan ve Dubovi, 2017; Saif, 2010) (Sekil
1.2). Yardimci1 proteinlerin hiicre kiiltiirtinde replikasyon i¢in zorunlu olmadigi ancak

viral patogenezde 6nemli olabilecegi ortaya konmustur (Zhao ve ark., 2012).

Bovine Coronavirus Genom Yapisi

HE Yardimer Genler

Ak Okuma Cergeves: (Open Reading Frame: ORF)

4
|
. IIE[
Psendokniot I r ‘l\l L)
g Eb E M

Replikaz 1a Replikaz 1b 3 PoliA
52

HE: Hemaglitinin Esteraz; LD Lider Dizi; M: Membran, N; Nikleokapsid,
& (Spike): Peplomer, UTR. (Untranslated Region): Kodlanmayan Balge

Sekil 1.2. BCoV’un genom yapisi.

S Geni: S geninden sentezlenen S proteininin iki temel goérevi bulunmaktadir.

Bunlardan biri N-Terminal sinyal sekans dizisini kullanarak konak hicre



endoplazmik retikulumuna girisi saglamaktir. Diger 6nemli gorevi ise virus tlizerinde
“mizrak seklinde” yapilar olusturarak, virusun konak hiicreye baglanmasini
saglamaktir (Beniac ve ark.,, 2006; Delmas ve Laude, 1990). Baslangicta;
coronaviruslarin hiicrelere ve dokulara tropizmi, konake1 aracilii ve patogenezi ile
ilgili etkilesimlerin, virusun zarfinda yer alan S glikoproteinleri ve konake¢1 hiicre
reseptorleri arasinda oldugu diisiiniilmiis ise de daha sonra yapilan ¢aligmalara gore
bu etkilesimlerin, S proteolitik aktivasyonu ile konak¢1 hiicrenin proteazlar1 arasinda
oldugu gorilmiistiir. Coronaviruslar reseptor baglanmasi, flizyonun aktivasyonu ve
birlesmeyi igeren, virusun hiicreye girisinin her asamasinda ¢ok sayida mekanizma
ve strateji gelistirmis olmas1 nedeniyle dikkat ¢ekicidir. Ornegin; coronavirus tiiriine
bagli olarak, S proteini yapisinda protein ihtiva eden bir reseptore ya da karbonhidrat
pargalarina baglanmaya aracilik edebilir (Belouzard ve ark., 2012; Beniac ve ark.,
2006; Delmas ve Laude, 1990; Masters ve Perlman, 2013; Millet ve Whittaker,
2015). BCoV’larda 768 ve 769 amino asitleri arasinda, S proteinini S1 ve S2
kisimlarina ayiran bir proteaz boliinme bolgesi bulunmaktadir (Abraham ve ark.,
1990). Protein konak hiicrede furin-benzeri proteaz ile ikiye bolinerek S1 ve S2
polipeptidlerini olusturmaktadir (Abraham ve ark., 1990; De Groot ve ark., 1987;
Luytjes ve ark., 1987; Saif, 2010) ve bunun viral enfektivitede onemli bir islevi
olduguna inanilmaktadir (Storz ve ark., 1981). S1, S proteininin genis reseptor
baglama alanmi olusturarak hiicre reseptorlerine tutunmada gorevli iken (Kubo ve
ark., 1994; Saeki ve ark., 1997), S2 proteini “mizrak seklinde” sapini olusturarak
viral ve hiicresel membranlarin flizyonuna aracilik etmektedir (Fehr ve Perlman,
2015; Yoo ve ark., 1991). Bolinme bolgelerindeki amino asit kompozisyonundaki
kiiciik mutasyonel degisiklikler, doku ve hiicre tropizmi, konak¢i arahigi ve
patogenez Uzerinde belirgin bir etkiye sahip olabilir. BCoV’un tropizmi ile ilgili
yapilan ¢aligmalarda (Chouljenko ve ark. 1998; Hasoksiiz ve ark. 2002; Martinez ve
ark. 2012; Millet ve Whittaker, 2015) coronaviruslarin S1 kisminin genomik
iceriginin, tropizmde kritik rol oynadig: diisiiniilmektedir S geninin S1 alt linitesinde
signal peptit olarak tanimlanan alan (1-17 amino asitleri arasi), S1A olarak
tanimlanan immunreaktif alan (351-403 amino asitleri arasi), S1B olarak tanimlanan
immunreaktif alan (517-621 amino asitleri arasi), hidrofobik bolge (955-992 amino

asitleri arasi), heptad tekrar dizisi (993-1032 amino asitleri arasi) ve karboksil



terminal gapa dizisi (1312-1325 amino asitleri arasi) bulunmaktadir (Chouljenko ve
ark., 1998). S2 alt nitesi daha stabil iken S1 alt Unitesindeki tek bir amino asit
degisikligi (528. amino asit) viral notralizasyona karsi direng saglayabilmektedir (Lin
ve ark., 2000; Yoo ve Deregt, 2001). S ve HE glikoproteinleri, N ve M
glikoproteinlerinden daha immunojeniktir (Lee ve ark., 2010).

M Geni: M geninden sentezlenen M proteini ise virion icerisinde en bol
bulunan ve viriona seklini veren protein olma Ozelligindedir. Translasyonu
endoplazmik retikulum igerisinde gerceklesmesine ragmen M proteinlerinin bircogu
sinyal dizisi icermemektedir (Fehr ve Perlman, 2015). Protein 23 — 26 kilodalton
(kDa) molekiiler kutlededir ve 9 — 12 kDa molekuler kitledeki E proteini ile birlikte
zarfa gomiilii bulunmaktadir. M ve E proteinleri virion birlestirme isleminde gorev
almaktadirlar (Popova ve Zhang, 2002; Rottier ve ark., 1984; Vennema ve ark.,
1996).

E Geni: E geninden sentezlenen E proteini, virion igerisinde en az bulunan
proteindir (Godet ve ark., 1992) ve transmembran 6zelligi oldugu diisiiniilmektedir
(Fehr ve Perlman, 2015). Bu protein, virionun morfogenezinde, virusun konakg1
hiicrelerin  zar gegirgenliklerinde degisiklik yapmasinda Vve virus-konakg1
etkilesimlerinde 6nemli rol oynamaktadir (Liu ve ark., 2007). Protein (zerinde
bulunan N-Terminal ve C-Terminal bolgelerinin iyon kanali aktivitesi vardir. Ayni
zamanda bazi E proteinlerinin virionlarm serbest kalmasinda goérevi oldugu
bilinmektedir (Fehr ve Perlman, 2015). Nitekim SARS coronavirus E proteinlerinin,
viral replikasyonda zorunlu olmadigi, ancak patogenez igin gerekli oldugu ortaya

konmustur (Nieto-Torres ve ark., 2014).

N Geni: N geninden sentezlenen N proteini ise temel amino asitler yoniinden
zengin ve helikoidal niikleokapsid olusturan bir fosfoproteindir. Nikleokapsitte
bulunan bu protein, her ikisi de RNA'y1 in vitro olarak baglayabilen iki ayri (N-
terminal ve C-terminal) bolgeyi icermektedir. Ancak her bélge RNA'y1 baglamak
icin farkli mekanizmalar kullanmaktadir (Chang ve ark., 2006; Hurst ve ark., 2009).

N proteini; viral patogenez, transkripsiyon ve replikasyon ile baglantili gesitli



fonksiyonlar1 yerine getirir. Viral replikasyon sirasinda biiyiikk miktarlarda ifade
edilen yuksek oranda korunmus bir protein oldugundan; BCoV N proteinini
kodlayan gen bolgesi hedef alinarak yapilan reverse transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) uygulamalari, tan1 materyalinde BCoV varligini saptamada
siklikla kullanilan en etkin yontemlerdendir (Alkan ve ark., 2011; Fernandes ve ark.,
2018; Saif, 2010; Tsunemitsu ve ark., 1999).

HE Geni: HE geni ise hemaglitinin esteraz proteinini sentezlemektedir. Bu
protein, sialik asitlerin yiizey glikoproteinlerine baglanmasina yardimci olmakta ve
asetil esteraz aktivitesi icermektedir (Klausegger ve ark., 1999; Saif, 2010). Bu iki
ozellik S proteini aracili hiicreye girisi hizlandirmakta ve virusun mukoza boyunca
yayilmasint saglamaktir (Cornelissen ve ark., 1997). HE proteini sadece bazi

betacoronaviruslarda bulunmaktadir (Lissenberg ve ark., 2005).

1.1.3. Coronavirus Transkripsiyon ve Replikasyonu

Virionun konak hiicreye girisi, S proteinlerinin ve reseptorlerinin, konak hiicre
plazma membraninda hiicre reseptorlerine baglanmasi ile baglamaktadir. Bu baglanti,
S1 protein yapisina gore degiskenlik gosteren ve virusun doku spesifik tropizmini
saglayan, reseptor baglanma bdolgeleri (Reseptdor Binding Domain: RBD) ile
ger¢eklesmektedir. Baglanmay1 takiben virusun hiicre sitoplazmasina girmesi
gerekmektedir. Genel kan1 bu girigin endositoz (viropeksis) yoluyla oldugudur (Fehr
ve Perlman, 2015; Maclachlan ve Dubovi, 2017). Endozom yoluyla giriste hiicreye
alinan virus asidifiye olur ve uygun pH’ya ulasildiginda S proteini, niikleokapsid ile
saril1 viral genomun endozom membranindan sitoplazmaya ge¢mesine aracilik eder

(Fehr ve Perlman, 2015; Simmons ve ark., 2004).

Coronavirus transkripsiyon ve replikasyon asamalarinin tamami konak hiicre
sitoplazmasinda  gerceklesmektedir. Virionun S proteinine bagli reseptor
baglanmasini takiben sitoplazmaya girisinin ardindan coronavirus replikasyonunun

ilk asamasi, virion genomik RNA’smin replikaz genlerinin translasyonu ile



baslamaktadir. Replikaz geni Sekil 1.2°de goriilen iki biiylik a¢ik okuma g¢ergevesi,
replikaz la ve replikaz 1b’den olusmaktadir (Fehr ve Perlman, 2015). Bu iki
poliproteinin sentezlenebilmesi igin virus, bir RNA pseudoknotunun igerisinde
bulunan, UUUAAAC veya UCUAAAC sekansindan olusan ve “kaygan dizi” olarak
da bilinen (Brian ve Baric, 2005; Chouljenko ve ark.,, 2001) bir diziden
faydalanmaktadir. Bu dizinin gorevi, replikaz la sonundaki dur kodonunu bir sira
kaydirarak ribozomal gergeve kaymasi yaratmak ve bunun sonucunda ribozomun dur
kodonunu tanimayarak replikaz 1b genini de sentezlemesini saglamaktir (Baranov ve
ark., 2005; Brierley ve ark., 1989). Bu durum her zaman sekillenmediginden iiretilen
poliprotein la ve poliprotein lab proteinlerinin orani da esit degildir. Ilgili
proteinlerin sentezlenmesinin sonucunda olusan replikaz transkriptaz kompleksinin
ve yapisal olmayan proteinlerin ise RNA replikasyonunu kolaylastirici (Araki ve
ark., 2010), konak immun sistemi baskilayic1 ve konak hiicrenin kendisine ait
proteinleri sentezlemesini Onleyici etkisi (Huang ve ark., 2011; Kamitani ve ark.,
2006; Kamitani ve ark., 2009; Tanaka ve ark., 2012) oldugu diisiiniilmektedir.
Ayrica, coronavirus RNA replikasyonu igin son derece 6nemli olan RdRp, RNA
helikazlarin ve diger 6nemli yapisal olmayan proteinlerin sentezi de yine pozitif

yonlii sentezle bu asamada gergeklesmektedir (Snijder ve ark., 2003).

Coronavirus replikasyonu icin kabul edilen bir model olsa da, bu model heniiz
tam olarak ac¢iklanamamistir (Bentley ve ark., 2013). Mevcut bilgiler 1s1ginda,
BCoV’larmin yapisal ve yardimci protein genlerinin sentezinde, viral genomun
negatif yonli hareket ettigi ve bu siiregte basta RARp ile transkripsiyonal regulator
dizileri (Transcriptional Regulatory Sequence: TRS) olmak (zere, cis-akting
faktorlerin aktif rol oynadigi diisiiniilmektedir. Bu modelde pozitif yonli her
subgenomik mRNA bolgesinin 3" ucunda bir terminal anti-lider bdlge
bulunmaktadwr. Terminal bolgeler, virus govde TRS (Body-TRS: TRS-B)
bolgelerinin, 5 lider dizinine (Leader-TRS: TRS-L) komplementer yapidadir (Brian
ve Baric, 2005; Maclachlan ve Dubovi, 2017; Sawicki ve ark., 2007; Sethna ve ark.,
1991). Bu sayede RdRp polimerazlarin yardimi ile sentezlenen negatif yonlii
komplementer diziler, 3' den 5' ne dogru hareket ederek birlestirilir. Birlesen

komplementer dizilerin de komplementeri sentezlendiginde, translasyona hazir



mRNA sekans dizileri acgiga c¢ikar. Her gen bdlgesinde bulunabilen ve virus
tarafindan kullanilabilen bu model ile tiim gen bolgeleri parga parga subgenomik
olarak ¢ogaltilabilmektedir (Maclachlan ve Dubovi, 2017; Sethna ve ark., 1991).
Ancak ¢ok sayida olusan bu yapilara karsin her gen bolgesinin sonunda bulunan stop
kodonundan dolayi, viral genler, polisistronik bir yapiya sahip olmalarma ragmen

monosistronik 6zellik gostermektedir (Lai, 1990).

Replikasyonun sekillenmesinde ise RdRp proteinler genomun sonuna kadar
RNA’y1 esler. Bu negatif yonli dizinin komplementeri polimerazlar tarafindan
sentezlendiginde, pozitif yonli tek zincir coronavirus genomun replikasyonu da

tamamlanmis olur (Maclachlan ve Dubovi, 2017).

Viral genomun replikasyonu ve subgenomik RNA’larin sentezinin
tamamlanmasimi takiben yapisal proteinlerden S, E ve M proteinleri hizla konak
hicre endoplazmik retikulumun Iimeni icerisine ilerlerler ve translate olmaya
baslarlar (Krijnse-Locker ve ark., 1994; Tooze ve ark., 1984). Bu surecte N
proteinleri ise sitoplazmada sentezlenerek viral genomu kaplamaktadir (De Haan ve

Rottier, 2005).

Virionlarin olusmasmnda M proteinleri protein-protein iliskilerine yardim
ederek aktif rol almaktadir, ancak tek basma olgun virionlarin olusmasi i¢in yeterli
degildir. E proteinleri endoplazmik retikulum yiizeyinde translate olmaktadir (Bos ve
ark., 1996; Maclachlan ve Dubovi, 2017). E proteini ve E proteini ile birlikte
sentezlenen virus-benzeri partikiiller yardimi ile M proteini viral zarfin olusmasini
tamamlayabilmektedir. M proteini ayn1 zamanda niikleokapsidlerle ve S proteinleri

ile de baglant1 kurarak virion biitiinliigiinii saglamaktadir (Siu ve ark., 2008).

Endoplazmik retikulum icerisinde olusturulan i¢i genomdan yoksun virion
partikilleri, pre-golgi membrani ile sarili halde sitoplazmaya ¢ikarilmakta ve burada
niikleokapsid ile sarilmig viral genomu icerisine alarak, olgun virion

sekillenmektedir. Son olarak olgun virionlarin, plazma membrana dogru hareket



ettigi ve golgi ile vezikiiler transport yoluyla ekzositik olarak disariya transfer oldugu

distiniilmektedir (Fehr ve Perlman, 2015; Maclachlan ve Dubovi, 2017).

1.1.4. Virus Enfeksiyonunun Konak Hiicreler Uzerindeki Etkileri

BCoV, ilk olarak primer sigir bobrek hucre kiltirinde izole edilmistir ve
bundan sonra ¢esitli hiicre kiiltiirlerinde ¢ogaltilmistir. Bu hiicre kiltirlerine 6rnek
olarak, Sigir embriyosu bobrek hiicresi, VERO (Afrika yesil maymun bobrek
hicresi), MDBK (Madin-Darby sigir bobrek hiicresi), Domuz bobrek hiicresi, Sigir
fotal dalak hticresi, Sigir embriyosu akciger hiicresi ve HRT-18 (insan rektal timor
hiicresi) hiicre kiiltiirleri sayilabilir. HRT-18 hiicre hatti, tripsin varhginda solunum
yolu enfeksiyonuna neden olan BCoV’larmin iiretilmesi i¢in en hassas hiicre hattidir
(Benfield ve Saif, 1990; Jerez ve ark., 2005).

BCoV, virus suslarina ve konakg1 hiicrelere bagh olarak gesitli sitopatogenik
etkiler (Cytopathogenic Effect: CPE) olusturmaktadir. Ornegin; fare hepatit virusu,
Kanatli Enfeksiyoz Bronsit Virusu, SARS ve BCoV hicre flizyonuna neden
olmaktadir. CPE mekanizmasi, hiicresel proteinlerin translasyonunun inhibisyonu ve
hicresel gen alt kiimesinin transkripsiyonu gibi ¢esitli nedenlere gore degismektedir
(Masters ve Perlman, 2013).

1.2. Epidemiyoloji

BCoV’lar ilk dnce yenidogan buzagi ishalleri ile iligkili olarak tanimlanmais,
daha sonra yetiskin sigirlarda kig dizanterisi ve solunum sistemi enfeksiyonlari ile
iliskilendirilmistir (Mebus ve ark., 1973; Saif ve ark., 1991; Storz ve ark., 2000).
Glinlimiizde diinya genelinde buzagi ishallerinin baglica etkenlerinden birisidir ve

ekonomik agidan oldukga 6nemlidir (Fernandes ve ark., 2018; Gunn ve ark., 2015).
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BCoV’larin varhigi iilkemizde ilk olarak Alkan (1998) tarafindan bildirilmistir.
Bu ¢aligmada ishalli buzagilardan saglanan gaita Grneklerinin %13,4’tinde bovine
rotavirus ile birlikte, %15,4’tinde ise tek basina olmak tizere BCoV varligi oldugunu
tespit etmistir. Takiben Erdogan ve ark. (2003), Kars yoresinde yenidogan
buzagilarda bovine rotavirus ve BCoV yaygmligmm belirlenmesi Uzerine
calisgmislar; BCoV yoninden test ettikleri 104 buzagidan saglanan gaita drneginde
yalnizca birinde (%1) pozitiflik saptamislardir.

Hasoksuz ve ark. (2005), Tiirkiye’nin kuzeydogusunu igine alan bblgede 96
ornek toplayarak, 27 6rnekte (%28,1) BCoV varligini tespit etmislerdir. Daha 6nceki
calismalarda sadece buzagilarda goriilen ishallere yonelik ¢alisilmalar olmustur. Bu
calisgmada ise sindirim sistemini ve solunum sistemini enfekte eden BCoV’lar
iizerine ¢alisilmistir. S6z konusu ¢alisma solunum sistemini enfekte eden BCoV’larla

ilgili Ulkemizdeki ilk ¢alisma olma niteligindedir.

Hasircioglu (2005), Malatya’dan 63 ishalli buzagidan ve 77 (63 06rnek
buzagmin anneleri) klinik agidan saglikli goziiken inekten gaita 6rnegi toplamistir.
Orneklerin  Enzim Baglantii  Immunosorbent  Analiz  (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay: ELISA) ile analizi sonrasinda, buzagilarin iki (%3,1)
tanesinde BCoV pozitifligi saptamuslardir. Ayrica 36 buzagi ve 46 annenin kan
serumu Orneklerinin BCoV antikoru yénunden kontrolii sonucunda dokuz (%25)

buzagida ve 35 (%76) inekte seropozitiflik tespit etmistir.

Cabalar ve ark. (2007), Van yoresinde 89 ishalli buzagidan gaita Ornegi
toplayarak; bovine rotavirus ve BCoV varligmmin tespitine yonelik calismiglardir.
Caligma sonucunda 16 (%17,97) 6rnekte bovine rotavirus ve bir (%1,12) 6rnekte
BCoV varhgmi bildirmiglerdir. Ayn1 yil Giimiigova ve ark. (2007), Tiirkiye’nin
kuzey bdlgesinde bovine rotavirus ve BCoV enfeksiyonu tizerine ¢alismiglardir.
Caligma sonunda, klinik ve subklinik bovine rotavirus ve BCoV enfeksiyon orani ve
ineklerdeki serolojik prevelansi belirlemislerdir. Calisma igin saglikli ve ishalli
buzagilardan toplam 100 gaita 6rnegi toplamiglardir. Saglikli gorinimli buzagilarin

bovine rotavirus antijen pozitifligi %4,08 oranirda bulunurken, BCoV antijeni
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saptanamamustir. Ishalli buzagilarda bovine rotavirus ve BCoV antijen pozitifligi
sirastyla %41,17 ve  %1,96 olarak tespit edilmistir. Ayn1 ¢aligmada, 256 inekten
alinan kan serumu orneklerinde bovine rotavirus ve BCoV seroprevalansi ise
%71,48 ve %98,43 oalarak bulunmustur.

Yidmrim ve ark. (2008), bovine rotavirus ve BCoV prevalanst iizerine

yaptiklar1 bir caligmada, 498 asilanmamis yetiskin sigirdan alinan kan serumlarinda

BRV ve BCoV antikoru pozitiflik oranlarin1 %29,3 ve %26,3 olarak bildirmislerdir.

Tokgoz ve ark. (2013), Adana’da olduk¢a kapsamli bir ¢alisma yapmisladir.
Bu c¢alismada siit inegi isletmelerinde bakteriyel, viral ve paraziter etkenlerin
durumlarini incelemisler ve BCoV varligi bildirmislerdir. Al ve Balik¢1 (2012), da
ornekledigi buzagilarada seropozitiflik (%13) tespit etmistir.

Yavru ve ark. (2016), Burdur bolgesinde 184 buzagidan gaita ve kan,
buzagilarin annelerinden ise kan drnekleri toplamislardir. Direk ELISA ile test edilen
buzagilarin gaitalarindan sadece bir (%0,54) tanesinde BCoV antijeni tespit
edilmistir. Ayrica 172 (%93,99) buzagi ve 172 (%93,99) inekte BCoV antikorunu

tespit etmislerdir.

Sakl1 (2017), tez projesi kapsaminda, Konya ve Afyon illerinden topladigi 96
gaita 6rneginde hizli tani kiti ile bir drnekte BCoV tespit ederken, ayni 6rneklerle
yapilan RT-PCR c¢aligmasinda 13 Ornekte BCoV ve dort Ornekte hem bovine
rotavirus hem de BCoV varligini tespit etmistir. Bu ¢alisma ile RT-PCR tekniginin

hizli tan1 kitlerine oOlan Gstiinliigii ortaya konmustur.

Kozat ve Tuncay (2018), Siirt yoresindeki yenidogan ishalli buzagilarda
rotavirus, coronavirus, Cryptosporidium Spp, Escherichia coli K 99 ve Giardia
lamblia etkenlerinin prevalansi {izerine ¢alismislardir. Caligmalarinda 100 ishalli

buzagi ve 10 saglikli buzagi olmak (zere toplamda 110 buzagidan ornek
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toplanmustir. Hizli tani kiti kullanarak ishalli buzagilarin gaitasinda %7 Escherichia

coli+BCoV varligini tespit etmislerdir.

Kaya ve Coskun (2018), Kozat ve Tuncay’n ¢alismasina benzer bir ¢calismay1
Tokat ilinde yapmis olup, 107 oOrnekte %9,35 oraninda BCoV varligini

saptamuglardir.

Yapilan bu c¢aligmalarda genel olarak BCoV varligmm tespit edilmesi ve
serolojik degerleri iizerine ¢aligilmistir. Alkan ve ark. (2011), BCoV’un S gen
bolgesini elde etmeye yonelik ilk detayli molekiiler calismayr yapmistir. Bu
calismada, sindirim sistemi enfeksiyonu bulgular1 gosteren 147 sigirdan gaita ve
solunum sistemi enfeksiyonu gosteren 199 sigirdan nazal akinti Grnegi temin
edilmistir. ELISA ve N gen bdlgesini elde etmeye yonelik RT-PCR ile 18 drnekte
(16 gaita ve iki nazal akint1) BCoV varhgi saptanmistir. BCoV varlig1 tespit edilen
gaita drneklerinden iki tanesinin kismi S gen bolgesini elde etmislerdir. Bu ¢aligma
ile hem BCoV varligmi bildirmisler hem de Gen Bankasina Tiirkiye suslar1 agisindan
katki saglamiglardir. Daha sonra Timurkan ve ark. (2015), BCoV’un N gen
bolgesine yonelik calismalar1 ile Tiirkiye’de tespit edilen BCoV dizin bilgilerine

katk1 saglamislardir.

BCoV’lar iilkemizde yaygin oldugu gibi diinya genelinde de yaygin olarak
tespit edilmistir. Brezilya (Beuttemmuller ve ark., 2017), Glney Kore (Park ve ark.,
2007b), Amerika Birlesik Devletleri (Chouljenko ve ark., 2001), Kanada (Gelinas ve
ark., 2001), Japonya (Kanno ve ark., 2007), isve¢ ve Danimarka (Bidokhti ve ark.,
2013), Fransa (Boireau ve ark., 1990), Italya (Decaro ve ark., 2008a), Vietnam (Shin
ve ark., 2019) gibi birgok llkede BCoV varligiyla ilgili ¢aligmalar mevcuttur.
Avustralya’da da 2018 yilinda ilk defa BCoV varligt bildirilmistir (Symes ve ark.,
2018). Guntmuzde farkl klinik olgularin etkeni olarak coronaviruslarin sorgulandigi
caligmalar yani sira, saptanan viruslarin genetik analizi lizerine yapilan ¢aligmalar
siklikla bildirilmektedir (Beuttemmuller ve ark., 2017; Fernandes ve ark., 2018).
Teknolojinin ilerlemesi ve bilgi birikiminin de artmasiyla birlikte; bu ¢aligmalarda

virusun evrimi, tiirler arasinda gegise etki eden olasi degisikliklerin belirlenmesi ve
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as1 gelistirme ¢alismalar1 gibi konulara agirlik verilmistir (Anthony ve ark., 2017
Bidokhti ve ark., 2013; Lee ve ark., 2010).

1.3. Bulasma

BCoV, fekal-oral veya solunum yoluyla bulasir (Yang ve Leibowitz, 2015).
Solunum sistemindeki ve bagirsaklardaki epitel hiicrelerini enfekte eder.
Replikasyon, virusun nazal akint1 ve digki ile yayilmasimna yol acar. Enfekte hayvanda
virus sa¢ilimi, 6nce nazal akintiyla baslar, daha sonra digkiyla sagilma devam eder.
Diskida virus varligmin enfeksiyondan 35 giin sonrasina kadar tespit edilebilecegi

bildirilmistir (Oma ve ark., 2016).

Diisiik titrede virusa sahip yetiskin sigirlar tagiyicidir ancak, dogum siirecinde
virusun titresi artmaktadir. Progesteron ve diger hormon seviyelerinin artmasimin
viral titreyi yiikseltmesi ve bulagsma olasiliginin artmasi1 miimkiindiir (Crouch ve ark.,
1985). Yavrunun bagisiklik sistemi heniiz gelismedigi i¢in anneyle olan yakin temasi
sonucunda viral bulagsma artmaktadir. Virusun disk1 yoluyla buzagilara bulagsmamasi
icin, annenin rektumunun ve dogum malzemelerinin temizligine ¢ok Onem
gosterilmelidir. Bulasma kaynagi olarak annelergdsterilmesine ragmen; enfekte olan
buzagmin fazla miktarda virus sagmasi, virusun sagiliminin uzun siireli olmasi
nedeniyle, bircok isletmede Ozellikle 0-1 ay yas grubu buzagilarin siddetli
enfeksiyonu gozlenebilmektedir (Kapil ve ark., 1990; Oma ve ark., 2016).

Coronaviruslar blyik RNA genoma sahiptir ve “quasispecies“olarak bulunur.
Bu durum coronaviruslarda adaptif mutasyon ve tiirler arasi gegis ihtimalini
arttirmaktadir. Hasoksiiz ve ark. (2007), zlrafada, sigir benzeri coronavirus tespit
etmiglerdir. Yine Alekseev ve ark. (2008), dort farkli tiirde BCoV homologu virus
tespiti yapmuslardir. Bu c¢aligmalar sonucunda; sigirlar ve yabani ruminantlar
arasinda virusun bulagmasi ve yayilmasinin miimkiin oldugu goriilmektedir. Gen
Bankasindaki diger verileri inceledigimizde bunlarin disinda balina, kedi, kopek,

domuz, at, bircok yarasa ve bircok kus ¢esidi, tavsan, deve ve insan gibi pek cok
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tiirden elde edilmis coronavirus dizinlerini gorilebilmektedir. Ayrica coronaviruslar

tiim yas gruplarini enfekte edebilmektedir.

1.4. Patoloji

Buzagilar, coronavirus enfeksiyonunu gegirdikten 10 giin sonrasina kadar
diskilariyla ve nazal akintilarla virusu sagmaya devam eder. Coronavirus antijeni, Ust
solunum yolu ve intestinal sistem epitel hiicrelerinde yaygin olarak, akcigerlerde de
nadiren tespit edilir. Buzagilardaki coronavirus enterit tablosu, rotavirusun enterit
tablosuna oldukga benzemektedir. Coronavirusun neden oldugu enfeksiyonda kalin
bagirsak daha fazla etkilenmektedir. Hastalik en sik bir — U¢ haftalik buzagilarda
meydana gelmektedir. Buzagilarin enterik coronavirus enfeksiyonunun patogenezi,
domuz yavrularinda goriilen bulasici gastroenterit enfeksiyonunun patogenezine
benzerdir (Maclachlan ve Dubovi, 2017). Kalin bagirsaktaki bagirsak villus ve
mukozal ylzeyini kaplayan olgun emici hiicrelerin tahribi, hizli su ve elektrolit
kaybiyla birlikte sindirim ve emilim bozukluguna yol agar. Bunun sonucunda gelisen
hipoglisemi, asidoz ve hipovolemi, 0zellikle cok gen¢ hayvanlarda dolasim

yetmezligi ve dliime sebep olabilir (Murphy ve ark., 1999).

Siit ve et sigrrlarinda, kis dizanterisinin patogenezi ve lezyonlari, buzagi
ishallerine benzemektedir, ancak barsaklarda daha fazla hemoraji ve kalin bagirsak
mukozasmin kriptolarinda hiicrelerin yogun nekrozu ile birlikte seyretmesiyle
farklilik gosterir. Nazal yayilma, diskiyla yayilmaya gére dort — bes giin daha kisa
stirede gergeklesmektedir (Murphy ve ark., 1999). Kis dizanterisi sonucunda siit
sigirlarinda goriilen anoreksi ve depresyon, sut verimindeki azalmaya neden olur.
Baz1 sigirlarda gozlenen akut ve ¢ok miktarda kanli ishalin sebebi ise tam olarak

agiklanamamugtir (Maclachlan ve Dubovi, 2017; Murphy ve ark., 1999).
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1.5. Klinik Bulgular

BCoV; sigirlarda ve 6zellikle buzagilarda ishalin baslica nedenlerinden biridir.
Ayrica solunum yolu enfeksiyonlarma da neden olmaktadir (Storz ve ark., 2000;
Thomas ve ark., 1982). Enteritisin siddeti; enfeksiyon geciren buzagmin yasima,
immunolojik durumuna, enfektif dozun biiyiikliigiine ve BCoV susunun virulansina
baglidir. Yaslilara oranla yas1 daha geng hayvanlarda, inkiibasyon siiresi daha kisa ve
hastaligin siddeti daha fazladir (Boileau ve Kapil, 2010; CABI, 2019; Kapil ve ark.,
1990). Geng buzagilarda inkiibasyon siiresi yaklasik 24 — 48 saattir ve klinik
belirtiler genellikle bes glin sonra gdzlenmektedir. Yenidogan buzagilardaki klinik
belirtilerin siddeti, kolostrumla alinan maternal antikorlarm seviyesine gore
degisiklik gdstermektedir. Ishal, sulu ve sarimtrak renktedir ve bazen mukusla ya da
kanla karisiktir (Valarcher ve Hagglund, 2010). Sivi alimi viicuttaki sivi kaybini
karsilamaya yeterli olmadiginda, hayvan susuz kalarak  depresif, zayif, hipotermik
bir hale gelir. Ayrica emme refleksi azalir. Buzagilarin ¢cogunlugu iyilesir ancak bazi
buzagilarin siddetli ishali tedavi edilemez. Bunun sonucunda ates ¢ok yiikselir,
hayvan siirekli yatma egilimi gosterir ve kardiyovaskiiler kollaps (dehidrasyon,
asidoz ve hiperkalemi sonucunda) sekillenerek komaya girer ve 6liime kadar ilerler
(Boileau ve Kapil, 2010; Kapil ve ark., 1990). Morbidite oran1 yiiksektir, mortalite
orani ise alinan maternal antikor miktarma, aktif tretilen antikor diizeyine ve
dehidrasyonun siddetine gore degisiklik gostermektedir (Valarcher ve Hagglund,
2010).

BCoV’un sindirim sisteminin yani sira solunum sistemini de etkiledigi
bilinmektedir (Storz ve ark., 2000). Deneysel kosullar altinda; BCoV ile enfekte
edilen kolostrumdan yoksun yenidogan buzagilarda, hiriltili ve agzi-agik solunum
gibi respiratorik sorunlar gézlenir. Dogal kosullarda, BCoV’un neden oldugu buzagi
pnémonisi, siklikla alt1 ile dokuz aylik buzagilarda gorilur. Etkilenen hayvanlarda
ates, Oksiiriik, tasipne, nefes darligi ve ser6zden mukopurulente degisebilen nazal

akmt1 6nemli bulgulardandir (Boileau ve Kapil, 2010; Traven ve ark., 2001).
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BCoV, ayrica kis dizanterisine sebep olmaktadir. Bulasici olan bu hastalik
eriskin sigirlarda akut diyare, ates, depresyon ve diisiik siit verimi ile karakterizedir
(Toftaker ve ark., 2017). Mortalite diisiiktiir ancak etkilenen siiriilerde morbidite
yiiksektir. Enfeksiyon, hayvanlarin verimlerinin azalmasina ve siiri saghiginin
olumsuz yonde etkilenmesine neden olabilir (Bouleau ve Kapil, 2010; Clark, 1993;
Traven ve ark., 2001).

1.6. Nekropsi Bulgular:

BCoV ile enfekte buzagilarda yapilan nekropsi sonucunda, bazi ishalli
buzagilarm abomasumunda petesiler gorilmektedir. Buzagilarin timinde
abomasumda siit varligi, ince ve kalin bagwrsaklarinda sivi igerigi varligi tespit
edilmektedir. Steromikroskop ile (¢ saat icinde Olen buzagilarin incelenmesi
sonucunda; ince bagirsagin list, orta ve alt kisimlarinda bulunan villuslarin uzun
oldugu goriiliir. Olim 42 — 96 saat sonra oldugunda villuslarm kisaldig
gorilmektedir. Ozellikle en alt ince bagirsakta belirgin olarak bu durum
g6zlenmektedir. 44 — 48 saat sonra Olen buzagilarin mezenterik lenf diagimlerinin
biiyiimiis oldugu tespit edilmektedir (Mebus ve ark., 1973). Buzagilarda rotavirus
sadece ince bagirsagi etkilerken, BCoV hem ince bagirsagi hem de kalin bagirsagi

etkilemektedir (Maclachlan ve Dubovi, 2017).

Kis dizanterisi gegiren sigirlarin nekropsisinde, kolonda 0zellikle spiral
kolonda piknoz, karyoreksis, grantler dejenerasyon, hidropik dejenerasyon ve kript
epitel hucrelerinin hiyalin damlacig1 dejenerasyonu gorilmektedir (Van Kruiningen
ve ark., 1987).

Solunum yolu enfeksiyonu gegiren hayvanlarin nekropsisinde ise, akcigerlerde
kan damarlarinin biiylimesi ve interstisyel septa kalinlagsmasi ile alveoler kanama
bulgularmm varhgi goriilmektedir. Atelektazi alan1 ve hem inter hem de intra

alveoler 6dem gozlenmektedir (Hansa ve ark., 2012).
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1.7. immunoloji, Kontrol ve Koruma

Viruslara kargi gelistirilen immun yanitta en Onemli savunma sistemi
sitokinlerdir. Sitokinler, lenfositlerce Uretilmektedir. Viral enfeksiyona cevabi ilk
baslatan ise sitokin ailesinden interferonlardir. Interferonlar cevabi baslatmanin
yaninda adaptif immunite de gorev almaktadir. Ayn1 zamanda enfekte hiicrelerden
sinyal gonderen interferonlar (Tip 1), T ve B lenfositler, dogal 6ldiiriici htcreleri
(NK) gibi savunma hiicrelerinin viruslara saldirmasini da saglamaktadir (Maclachlan
ve Dubovi, 2017; Valarcher ve Hagglund, 2010). Ozellikle B lenfositlerin aktive
olmasi BCoV i¢in 6nem tagimaktadir. Bunun nedeni B lenfositlerden olusan plasma
hicrelerinin, cesitli immunglobulinleri (Ig) {iretmesi ve bu antikorlarm BCoV

tespitinde kullanilmasi olarak gosterilebilir.

BCoV enfeksiyonlarinda, konak hiicrede virusun etkisiz hale getirilmesinde
IgA, 1gG, IgM (Heckert ve ark., 1991; Maclachlan ve Dubovi, 2017) ve hemaglitinin
inhibisyon antikorlarmin (Saif, 2010) seviyeleri artmaktadir. Savunma hiicreleri
temel olarak yuzey glikoproteinlerine, spesifik olarak da S proteini N-Terminal
bolgelerine saldirmaktadir. Hiicresel immun yanitta ise S ve N proteinleri hedef
almmaktadir (Maclachlan ve Dubovi, 2017). Immun yanita bagl olarak sigirlarda,
ozellikle buzagilarda, adaptif immunite olusmaya baslar. Adaptif immunitede ise
hayvani koruyan antikorun IgA oldugu bildirilmistir (Clark, 1993). Enterik BCoV’a
kars1 korunma bagirsakta bulunan spesifik antikorlara baghdir (Clark, 1993). Benzer
sekilde respiratorik BCoV’da solunum yolunda bu antikorlarin varligt 6nem
kazanmaktadir (Saif, 2010). Ozellikle IgG1 izotipi antikorlar, yeni dogan buzagilara
stit ve kolostrum yoluyla gegerek pasif immunite olusturabilmektedir (Bok ve ark.,
2018; Clark, 1993; Crouch ve ark., 2001). Dogum yapan sigirlardan elde edilen fazla
kolostrumun buzagilara uygun miktarlarda ve sartlarda verilmesinin de
coronaviruslara karst immun sistemi uyarici etkisinin olabilecegi tespit edilmistir
(Bok ve ark., 2018; Gul, 1999). Coronavirus enfeksiyonlarina karsi aktif rol alan
antikorlar, buzagilarda, bagirsak mukozal ylizeyinde yerlesmekte ve sonraki siirecte

gerceklesebilecek enfeksiyon durumunda aktif immun yanitin olusmasina yardimci
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olmaktadir. Bu durum buzagilarda IgA sentezini ger¢eklestirmesini ve virusa karsi

savunmanin ve bagisikligi sekillenmesini de saglamaktadir (Clark, 1993).

BCoV’lara bagisikligin saglanmasi ve korunmada diger bir dnemli yol ise
asilamalardir. Buzagilarda kolostrum alimindan once oral agilamanin etkili oldugu,
ancak kolostrum almig buzagilara yapilan asilamalarm etkili olmadig:
bildirilmektedir. Bunun sebebinin kolostrum yoluyla anneden gecen antikorlarin
asinin etkisini azaltmasi olarak goriilmektedir. Asilamada diger bir strateji gebe
annenin asilanmasidir. Bu sayede kolostrumda asmin etkisiyle olusan antikorlar
yavruya gecebilmektedir (Valarcher ve Hagglund, 2010). Annenin asilanmasimnin
coronavirustan korunmada etkili olabilecegini belirten bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir
(Bok ve ark., 2018; Crouch ve ark., 2001; Ikemori ve ark., 1997; Kohora ve ark.,
1997). Asilama ile beraber yavrunun beslenme sartlarmin iyilestirilmesi, siirideki
enfektif hayvanlarin tespiti ve bu hayvanlarin siirliden uzaklastirilmasmnim da
enfeksiyonun yayilmasini 6nleyici olabilecegi bildirilmistir (Bulgin ve ark., 1989;

Collins ve ark., 1987).

Enfeksiyonun oOnlenmesi sithhi ve tibbi Onlemlere dayanir. Siiriideki
enfeksiyonlarin tekrari arttirilmis biyoglivenlik (6rn; karantina, ziyaretgiler igin
saglanan koruyucu kiyafetler, el hijyeni ve ekipmanin dezenfeksiyonu) ile
Onlenebilir. Yine kolostrum alimi, temiz ortam, iyi havalandirma, sikisik olmayan
barinma kosullar1 ve farkli yastaki hayvanlarin ayrilmasi gibi iyi bakim sartlariyla

enfeksiyonlarm oniine gegilebilir (Valarcher ve Hagglund, 2010).

1.8. Tam

BCoV’un tanist igin gesitli yontemler kullanilir. Bunlar; elektron mikroskobi
ile direk virus tespiti, hemaglitinasyon testi, ELISA ile antijen ya da antikor tespiti,
hiicre kiiltiiriinden virus izolasyonu ve en ¢ok kullanilan yontem olan viral RNA’nin
RT-PCR ile tespitidir. BCoV antijenleri ¢ogunlukla test spesifitesi ve duyarliliginin
yiiksek olmasi sebebiyle ELISA ile tespit edilir. ELISA’nin avantajlar1 hizli sonug
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vermesi ve fazla sayidaki 6rneklerin ¢alisilmasindaki kolayligidir (Schoenthaler ve
Kapil, 1999). Nazal akintilarda, akciger lizatlarinda ya da diskilarda BCoV RNA’sin1
saptamak i¢in oldukca hassas molekiiler yontemler daha yaygin kullanilmaktadir.
Bunlar RT-PCR (Hasoksiiz ve ark., 2008), daha fazla duyarliligi olan Reverse
Transkripsiyon Nested Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-Nested PCR) (Cho ve ark.,
2001) ve gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) analizleridir (Decaro
ve ark., 2008a).

BCoV, solunum sistemi ve sindirim sistemi enfeksiyonuna neden olarak sigir
yetistiriciliginde 6nemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bu calisma ile farkli
isletmelerde gozlenen sindirim ya da solunum sistemi klinik enfeksiyonu
olgularindan saptanan BCoV’un S glikoproteini kodlayan genin kismi analizi (S1
gen bdlgesi) / tiim analizi yapilarak, tGlkemizin yerel suslari ile ilgili bilgilerin elde
edilmesi, olas1 molekiiler degisiklikler ve halen iilkemizde kullanilmakta olan ticari
astlarin  kullanilabilirligi konusunda degerlendirmelerde bulunulmasi, farkh
sistemlerde enfeksiyon olusturan viruslarin yapisal farkhiliklarinin sorgulanmasi ve
virusun bu sistemlere tropizm 6zelliginde ilgili gen bdlgesinin olasi rolinin

arastirilmasi amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Arastirmada Kullanilan Hayvanlar ve Tam Materyalleri

Bu calismada Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim
Dalinda yiriitilen iki proje (TUBITAK:1040490, AU BAP:131.3338011)
kapsaminda saglanan 29 6rnek ile bu ¢alisma siiresince temin edilen 90 érnek olmak
tizere toplam 119 tan1 materyali (78 nazal akint1 ve 41 gaita) kullanildi (Cizelge 2.1).
S6z konusu materyaller solunum ve sindirim sistemi enfeksiyonu bulgular1 gosteren,
Klinik agidan BCoV enfeksiyonu siiphesi tasiyan hayvanlardan alindi. Tani
materyallerin saglandig1 isletmelerin yerlesim yerleri, tan1 materyalinin tiirii (gaita ya

da nazal akinti), 6rnekleme yili ve Orneklenen hayvanlara ilgili bireysel bilgiler
Cizelge 2.2°de bildirildi.

Cizelge 2.1. Tan1 materyallerinin temin edildigi yerler, 6rneklerin tird ve sayilar1.

il Hayvan Sayisi Ornek Tiiri
Nazal akinti Gaita

Proje Materyalleri 29 1 28
Ankara 32 32 0
Burdur 10 10 0
Denizli 14 9
Hatay 4 4 0
Tokat 15 15 0
Erzurum 5 &
[zmir 10 1
Toplam 119 78 41

21



Cizelge 2.2. Tan1 materyallerine ilgili detayl bilgileri.

Sira No Ornek Adi Turd* | il Yer Hag Z?m Klinik Bulgular
1-2 Bala 05, Bala 48 G 2001 Ankara Ishal
35 o 135092,13868, G | 2005 | Aksaray ishal, dehidrasyon
6-7 KCS 56, 59 [€ 2006 | Aksaray | 11-14 gin Ishal
8-10 A4, 8 11 G 2006 Eskisehir | 15-20 gun Ishal
11-13 Ka 55, 71, 84 G 2006 Kars Ishal, dehidrasyon
14-15 V7,27 G 2006 Van Ishal
16-17 KCS324063,324031 G 2008 Aksaray | 5-15 gin Ishal
18 TG 591 G 2011 | Kurklareli | 70 gun Ishal, istahsizlik
19 H1 G 2013 Izmir 14 giin Ishal, dehidrasyon
20 D.H.9.7.14 G 2014 Ankara 7 gun Pis kokulu ishal
21-23 U 1, 8552, 8553 G 2014 Urfa 8-10 giin Ishal, dehidrasyon
24-25 G76, 83 G 2015 Amasya | 4 gun Ishal
26-27 4945, 4950 G 2015 Izmir 15 gin Ishal
28 Cankirt 5 G 2016 Cankiri 5 gun Ishal, dehidrasyon
29-31 02, 13,60 G 2017 | Erzurum | lay Ishal
Sar1 sulu ishal,
32-40 G19 G 2017 Denizli 7gun-15ay | istahsizlik,
dehidrasyon
41 Bayindir 12 G 2018 Izmir 15 giin Ishal
42 A 11 NS NA 2006 | Eskisehir | 15 giin Nazal akinti, oksiiriik
43-44 022, 26 NA 2014 Erzurum | 2 yas Nazal akint1, 6ksiiriik
4549 |S1,6,7,89 NA | 2017 | Denizli | 7-30gun | Nazal akinu, Sksirik,
Istahsizlik
50-53 Defne, Tor, Taner,Mert NA 2017 Izmir 4 yas Nazal akint1
54-56 C 33, 34,37 NA 2017 Ankara 2-4 ay Nazal akint1, oksiiriik
5868,91491,4761,
57-65 4768,4954,9071,4771, NA 2018 Ankara 15 gin Nazal akinti, 6kstiriik
4767,3940
66-68 | poocY Kardelen NA | 2018 | fzmir | Syasisti | Nazal akint
69-72 76, 77,79, 773 NA 2018 Ankara 8 ay Nazal akint1, 6ksiiriik
73-77 T1-5 NA 2018 Tokat 15 giin-8 ay | Nazal akinti, oksiiriik
7882 | C15 NA | 2019 | Ankara Nazal alants, solunum
gligligii
83-86 C6-9 NA 2018 Ankara | 8ay Nazal akint1, 6ksiiriik
87-88 11,12 NA 2019 {zmir 15 gin Nazal akinti, 6kstiriik
89-02 | 355,356,0061,1817 | NA | 2019 | Hatay Nazal akints, Sksiriik,
solunum giicliigii
8280,8327,8324,8298, " Nazal akinti, oksiirti
9399 | oo a0 ears NA | 2019 | Ankara | 15gin e k,
100-104 | 1N-5N NA 2019 Burdur 1,5-9 ay Nazal akint1
105-109 | 1 N13-5 N13 NA 2019 Burdur 1- 1,5 yas Nazal akinti, 6kstiriik
9808,6291,9640,9641,
110-119 | 350,203,6292,9806, NA 2019 Tokat 45-90 giin Nazal akinti, okstiriik
9638,204

*: G: Gaita; NA: Nazal Akint
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2.1.2. Referans Virus

Calismada referans virus olarak, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Viroloji Anabilim Dal1 virus koleksiyonunda bulunan BCoV-Mebus susu kullanildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Cahismada Kullamlan Orneklerin Hazirlanmasi

2.2.1.1. Nazal Akint1 Orneklerinin Hazirlanmasi

Nazal akint1 6rnekleri, icerisinde 2 ml Fosfat Tamponlu Tuz Solisyonu (PBS)
ve 25 000 U/ml Penisilin, 20 mg/ml Streptomisin bulunan tuplere alindi.
Laboratuvara getirilen 6rnekler, vortekslendikten sonra i¢erisindeki siv1 steril tiiplere
alind1 ve +4°C’de 3 000 devirde, 20 dakika santrifiij edildi. Niikleik asit varligini
aragtirmak tizere sivinin 250 mikrolitesi (pl) alinarak steril yeni 1,5 ml’lik tiipe

aktarildi. Geriye kalan siv1 ise -80°C derecede saklandi.

2.2.1.2. Gaita Orneklerinin Hazirlanmasi

Gaita oOrnekleri, icerisinde 25 000 U/ml Penisilin ve 20 mg/ml Streptomisin
bulunan PBS ile 1/10 oraninda siispanse edildi. +4°C derecede 3 000 rpm’de 20
dakika santriftij edildi. Siipernatant kismi yeni tiipe alindi. Niikleik asit varligini
aragtirmak tizere 250 pl’si alinarak steril yeni 1,5 ml’lik tiipe aktarildi. Geriye kalan

s1v1 ise -80°C derecede sakland.
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2.2.2. Molekiiler Genetik identifikasyon

BCoV varhiginin arastirilmasi ve saptanan coronaviruslarin S proteinini
kodlayan gen bdlgesinin karakterizasyonunda molekuler virolojik yontemler

kullanildi. Bu amagla yapilan ¢caligmalar soyledir:

2.2.2.1. Viral Niikleik Asit izolasyonu

BCoV’larm RNA’sim1  elde etmek amaciyla ekstraksiyon yapildi
Ekstraksiyon isleminde TRIzol ® LS Reagent (Thermo Fisher Scientific, Katalog
Numarasi: 10296-028) kullanildi. Protokol asagidaki asamalardan olugmaktadir:

1. Tam 6rneginin PBS ile 1/10 sulandiriimasindan olusan 250 pl Gzerine, 750 pl
TRIzol ® LS Reagent soliisyonu eklendi ve oda 1sisinda 5 dakika beklendi.

2. Bekleme siresinin bitiminde tiipe 200 ul kloroform eklenerek, siddetli sekilde
elde yaklasik olarak 15 saniye c¢alkalandi. Takiben 5 dakika oda sicakliginda
beklemeye birakild.

3. Ardindan 6rnekler +4°C derecede 12 000 g kuvvetinde (G Force: g) 15 dakika
santrifuj edildi.

4. Santrifiij islemi sonucunda meydana gelen siipernatant kistmdan yaklasik 500 pl
yeni bir steril 1,5 ml’lik eppendorf tiipiine aktarildi. Uzerine 500 pl %100 liik
isopropanol eklendi ve 10 dakika oda sicakliginda beklemeye birakildi.

5. Ardindan 6rnekler +4°C derecede 12 000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.

6. Santrifiij islemini takiben tiipiin i¢indeki isopropanol ortamdan uzaklastirildi.
Tiipiin i¢inde yalnizca pelet birakildi.

7. Uzerine -20°C derecede sogutulmus 1 000 pl %75°lik ethanol eklendi ve
vortekslendi.

8. Ardindan 6rnekler +4°C derecede 7 500 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

9. Santrifiij sonrasi tiipiin igerisindeki ethanol, tlpin icerisinde sadece pelet kalacak
sekilde tamamen uzaklastirildi ve pelet kurumaya birakildi.

10. Pelet kuruduktan sonra Gzerine 50 ul nikleaz ari su eklenerek restispanse edildi.
Is1 blogunda 56°C’de 10 dakika ve ardindan oda isisinda 5 dakika inkube edildi.
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11. Islemi biten tiipler PCR uygulamalarinda kullanilmak {izere -20°C derecelik derin

dondurucuya kaldirildi.

2.2.2.2. BCoV Tanisi icin RT-Nested PCR Teknigi

2.2.2.2.1. Viral RNA’nin Revers Transkripsiyonu

Ekstraksiyon sonunda elde edilen RNA, komplementer deoksiribontkleik asit

(cDNA) sentezinde kalip olarak kullamldi. Bu amacla Geneall ® HyperScript™ First
Strand Synthesis Kit (Katalog Numarasi: 601-005) kullanildi. Bu kit; iki farkli

karigimin birbirini takip eden iki reaksiyonu ile cDNA sentezini elde edilmesini

saglar.

1.

Bu amagla ilk olarak 6rnek basma steril bir tiipe; 0,5 ul random hexamer [50
nanogram (ng)/ul], 0,5 ul 10 milimolar (mM) dNTPs mix ve 4 pl nikleaz ari su
konarak birinci karisim hazirlandi.

Toplamda 5 pl olan bu karigima 2 pl hazirlanmis olan ekstrakt eklendi.

Takiben 65°C derecede 5 dakika, 4°C derecede 1 dakikalik 1s1 dongiisii
uygulandi. Is1 dongii cihazi olarak Biometra (Almanya) kullanild.

Bu sirada ikinci karisim hazirlandi. Steril bir tiipe 6rnek basi; 1 pul 10X RTase
reaction buffer, 1 pl 0,1 molar (M) DTT, 0,5 pl HyperScript™ Reverse
Transcriptase (200 U/ul) ve 0,5 pl ZymAII™ RNase inhibitor (40 U/ul) konuldu.
Is1 dongiisii cihazinda isi biten tiiplere 6rnek basi ikinci karisimdan 3 pl eklendi.
Takiben 25°C derecede 5 dakika, 55°C derecede 45 dakika ve 85°C derecede 5
dakikalik 1s1 dongiisti uygulandi (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3. RT-PCR karigim bilegenleri ve protokolu.

Karisim 1 Karisim 2
Bilesenler Miktar (ul) Bilesenler Miktar ()
Random hexamer (50 ng/ul) 0,5ul 10X RTase reaction buffer 1ul
10 mM dNTPs mix 0,5ul 0,1MDTT 1ul
Nikleaz Ari Su 4l g)é%e{)s/irli)ptTMReverse Transcriptase 0,5l
RNA ekstrati 2 ul ZymAII™ RNase inhibitor (40 U/pl) 0,5l
Toplam Hacim 7 ul Toplam hacim 3l

Program 2 den sonra toplam hacim 10 pl

Program 1 Program 2
65°C derecede 5 dakika 25°C derecede 5 dakika
4°C derecede 1 dakika 55°C derecede 45 dakika
85°C derecede 5 dakika

2.2.2.2.2. BCoV Tamsi icin Nested Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Nested

PCR) Teknigi

cDNA eldesinin ardindan BCoV tanis1 amaciyla, N proteinini kodlayan N gen

bolgesini hedef alan primerler kullanilarak nested-PCR teknigi uygulandi. Nested
PCR’da ilk turda 730 baz cifti (base pair: bp) ve daha sonra ilk turun hedef aldig1

bdlgeninde icinde yer alan 407 baz ciftlik bélgenin ¢ogaltilmasi hedeflendi. N gen

bolgesinin gogaltilmasinda kullanilan primerlerin dizinleri, yerlesimleri ve elde

edilen Granlerin baydklukleri Cizelge 2.4°te sunulmustur.

Cizelge 2.4. Nested-PCR’da kullanilan N gen bolgesinin ¢ogaltilmasi amacina yo6nelik

primerlerin dizinleri, yerlesim yerleri ve elde edilen iiriin biiyiikliikleri.

Primer Adi Baz Dizisi (5°—3) Yer Hedef Bolge Uriin Kaynak

BCoVN-F | GCAATCCAGTAGTAGAGCGT | 21-40 N Gen n—_—

BCoVN-R | CTTAGTGGCATCCTTGCCAA | 731-750 Cho ve

NBCoV N-F | GCCGATCAGTCCGACCAATG | 79-98 i, 2000
N Gen 407 bp

NBCoV N-R | AGAATGTCAGCCGGGGTAG | 467-485
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Nested-PCR’lar Thermo Scientific DreamTaq DNA Polimeraz (#EP0702)

kullanilarak yapildi.

1. PCR karigimmin igine ornek basi; 10X DreamTaq bufferdan 2,5 pl, 10 mM

dNTP mixden 0,5 pl, primerlerden 1’er pul, DreamTaq DNA polimerazdan (5
U/ul) 0,25 ul ve niikleaz ari sudan 17,25 pl konuldu.

. Hazirlanan karigima 2,5 pl cDNA eklendi.

. 11k tura hazirlanan PCR tiipleri 1s1 dongii cihazma konuldu. IIk tura uygulanan 1s1
dongiisii; baslangi¢ denatiirasyon asamasi 95°C derecede 3 dakika, denatiirasyon
asamas1 95°C derecede 30 saniye, baglanma agamasi 50°C derecede 30 saniye,
uzama asamasi 72°C derecede 1 dakika ve son uzama asamasi1 72°C derecede 10
dakika olarak, her PCR dongusi 35 siklustan olustu.

Ikinci tur igin PCR karisimi hazirlandi. PCR karisimmin icine drnek basi; 10X
DreamTaq bufferdan 2,5 pl, 10 mM dNTP mixden 0,5 ul, primerlerden 1’er pl,
DreamTaq DNA polimerazdan (5 U/ul) 0,25 ul ve niikleaz ari sudan 17,25 pl
konuldu.

. Hazirlanan karisima 2,5 pl ilk turun driiniinden eklendi.

Ikinci tura hazirlanan PCR tiipleri 1s1 dongii cihazina konuldu. Ikinci tura
uygulanan 1s1 dongiisii; baglangi¢ denatiirasyon asamasi 95°C derecede 3 dakika,
denatiirasyon asamasi 95°C derecede 30 saniye, baglanma asamasi 58°C
derecede 30 saniye, uzama asamasi 72°C derecede 1 dakika ve son uzama
asamas1 72°C derecede 10 dakika olarak, her PCR dongiisii 35 siklustan olustu
(Cizelge 2.5). Is1 dongii cihazi olarak Biometra (Almanya) kullanilda.

Cizelge 2.5. Nested-PCR karigim bilesenleri ve protokoli.

Karisim Bileseni Miktar (ul) Program
Dream Tag DNA polimeraz 0,25 pl
10X Dream Taq buffer 2,5l .

Ik tur
10 mM dNTP mix 0,5 pl 95°C’de 3 dakika
Primer (BCoV N-F) [10 pikomol (pmol)/ul] 1l 95°C’de 30 saniye }
- 50°C’de 30 saniye 35 siklus

Primer (BCoV N-R) (10 pmol/pl) 1l 72°C"de 1 dakika
Niikleaz Ari Su 17,25 pl 72°C’de 10 dakika
cDNA 2,5l
Toplam 25 ul
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Cizelge 2.5. Devam.

Karisim Bileseni Miktar (ul) Program

Dream Tag DNA polimeraz 0,25 pl
10X Dream Taq buffer 2,5ul )
10 mM dNTP mix 0,5 ul LTHEY 0

- 95°C’de 3 dakika
Primer (nBCoV N-F) (10 pmol/pl) 1w 95°C>de 30 saniye
Primer (NBCoV N-R) (10 pmol/p) 1yl 58°C’de 30 saniye } 35 siklus
Niikleaz Ari Su 17,25 pl 72°C’de 1 dakika
flk turun iiriinii 2,54l 72°C’de 10 dakika
Toplam 25 pl

2.2.2.3. BCoV S Gen Bolgesinin Reverz Transkripsiyon — Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RT- PCR) Teknigi ile Cogaltilmasi

2.2.2.3.1. Ekstraksiyon ve Viral RNA’nin Revers Transkripsiyonu

N gen bolgesinin ¢ogaltilmasi esasina dayanan RT-PCR i¢in kullanilan RNA
ve cDNAlar ile gerektiginde 2.2.2.1 ve 2.2.2.2.1°de bildirilen prosediirlere gore tani
orneklerinden yeniden hazirlanan RNA ve cDNA kullanildi.

2.2.2.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Teknigi

Nested-PCR pozitif tespit edilen drnekler, BCoV S gen bdlgesini hedef alan
primerler kullanilarak RT-PCR teknigine tabi tutuldu. Bu amagla S gen bdlgesi 4112
bp uzunlugunda oldugundan, birbirine eklemeli olacak sekilde tasarlanmis sekiz adet
primer ¢ifti kullanildi. Ayrica galisma siiresince s6z konusu primerlerle hedeflenen
bolgelerin ¢ogaltilmasindaki sikintilar nedeniyle, tim S1 gen bdlgesinin dizinleri
kullanilarak yapilan filogenetik analiz ile yiiksek benzerlikte sonug verdigi literatiirde
(Brandao ve ark., 2006) bildirilen bir baska primer gifti de (S1) bu g¢alismada
kullanildi. S gen bolgesinin c¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin dizinleri,

yerlesimleri ve elde edilen iiriinlerin biiyiikliikleri Cizelge 2.6; caligma kullanilan
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primer ciftleri ile elde edilmesi hedeflenen dizinlerin S gen bolgesindeki yerlesimleri
Sekil 2.1°de sunuldu.

Cizelge 2.6. Kullanilan primerlerin dizinleri, lokasyonu ve amplikon buyuklikleri.

Primer Baz Dizisi Hedef .
Ciftleri (5°—3") Lokasyon Bolge Amplikon Kaynak
S-AF ATGTTTTTGATACTTTTAATT 1-21
S-1 655bp
S-AR AGTACCACCTTCTTGATAAA 654-635
S-BF | ATGGCATTGGGATACAG 549-565
S-1 490 bp
S-BR | TAATGGAGAGGGCACCGACTT 1039-1018
S-CF | GGGTTACACCTCTCACTTCT 782-801 Hasokstiz
S-1 769bp ve ark.,
S-CR | GCAGGACAAGTGCCTATACC 1550-1531 (2002)
S-DF | GTCCGTGTAAATTGGATGGG 1460-1479
S-1 827bp
S-DR TGTAGAGTAATCCACACAGT 2286-2267
S-EF TTACAAAAATCAAACACAGACAT 1855-1877
S-11 g77mp
S-ER | AAACTTTATTACAATCGCTTCC 2731-2710 S-2
S-FF | TCAATTTTTCCCCTGTATTAGG 2680-2702
S-2 555 bp
S-FR | CMAGTCTRGATAGAATTTCTTGTAA | 3234-3209
S-GF | GCTACCAATTCTGCTTTAGTTA 3099-3121 Martinez
S-2 519 bp ve ark.,
S-GR | GTAGTAATAACCACTACCAGTG 3617-3595 (2012)
S-HF | TTTAGCTATGTCCCTACTAAGTA 3475-3498
S-2 637 bp
S-HR | CCAATAAATCAAAGACGAACTTA 4112-4089
S-1F | GTTTCTGTTAGCAGGTTTAA 1329-1348 Brando ve
S-1 488 bp ark.,
S-1R | ATATTACACCTATCCCCTTG 1797-1816 (2006)
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Sekil 2.1. Calismada kullanilan primer ¢iftleri ile elde edilmesi hedeflenen dizinlerin S gen

bolgesindeki yerlesimi.

S gen bolgesinin eldesi amaciyla yapilan PCR’lar Thermo Scientific DreamTaq

DNA Polimeraz (#£P0702) kullanilarak yapildi.

1. PCR karisiminm igine; 10X DreamTaq buffer 2,5 pl, 10 mM dNTP mix 0,5 pl,
primerlerden 1’er pl, Dream Taq DNA polimerazdan (5 U/ul) 0,25 pl ve nikleaz
ari sudan 17,25 pl konuldu.

2. Hazirlanan karisimin i¢ine 2,5 pul cDNA eklendi.

3. PCR karisimimnin bulundugu tiipler, 1s1 dongii cihazina yerlestirildi. Calismada
kullanilan dokuz farkli primer ¢ifti olmasi sebebiyle baglanma asamasi 1s1
dereceleri farklilik gostermektedir. PCR’larda uygulanan 1s1 dongiisii; baslangic
denatiirasyon asamast 95°C derecede 3 dakika, denatiirasyon asamasi 95°C
derecede 30 saniye, baglanma agsamas1 30 saniye, uzama agsamasi 72°C derecede
1 dakika ve son uzama asamasi 72°C derecede 10 dakika olarak, her PCR
dongiisti 35 siklustan olustu (Cizelge 2.7). Is1 dongii cihazi olarak Biometra
(Almanya) kullanild1.
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Cizelge 2.7. S gen bolgesinin eldesi amaciyla uygulanan PCR karisim bilesenleri ve
programlari.

Karisim Bileseni Miktar (ul) Program
Dream Tag DNA polimeraz 0,25 pl
10X Dream Taq buffer 2,5ul
10 mM dNTP mix 0,5 ul S el
Primer F* (10 pmol/pl) 1 ii:C:de 30 San%ye } .
C’de 30 saniye 35 siklus
Primer R* (10 pmol/pl) lu 72°C’de 1 dakika
Nikleaz Ari Su 17,25 pl 72°C’de 10 dakika
cDNA 2,5l
Toplam 25 pl

*: Farkli hedef bolgeler i¢in kullanilan primer gifti
**: Her primer ¢ifti igin farkli 1s1 derecesi (SA i¢in 51°C; SC 58°C; SH 58°C ve diger primer
ciftleri icin 55°C’de).

2.2.3. PCR Urlnlerinin Agaroz Jel Elektroforez Yoéntemi ile

Gorintulenmesi

PCR sonucunda elde edilen iiriinlerin goriintiilenmesi amaciyla %1’lik agaroz
jel (Prona, EU) kullanildi. Jelin hazirlanmasi esnasinda Safeview™ Classic (Cat
G108) boyasi ilave edildi. Agaroz jelin hazirlanmasinda ve tank soliisyonu olarak 0,5
X TAE (Tris Asetat Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid) kullanildi. 0,5 X TAE
soliisyonu icerisinde 1s1 yardimiyla (mikro dalga firin) ¢dziilen agaroz 50 — 55°C’ye
sogutulduktan sonra i¢ine Safeview™ Classic (Katalog Numarasi: G108) boyasi
eklendi ve jel taraklarmin yerlestirilmis oldugu jel tasiyicisina dokiildii. Agarozun
donmasi i¢in yaklasik 15 dakika beklendi. Daha sonra jel taraklar1 jel tasiyicisindan
dikkatli bir sekilde sokiilerek, donan jel elektroforez tankina yerlestirildi. PCR
tirtinleri yiikleme boyasi (6x Loading Dye, Fermentas, Litvanya) ile bir birim boyaya
U¢ birim PCR iiriinii olmak iizere karistirilarak taraklarin cikartilmasiyla olusan
cukurlara konuldu. Uriin blyuklGgiiniin belirlenebilmesi igin 100 bp’lik marker
(Fermentas, Litvanya) solisyonundan (bir birim stok marker + bir birim yikleme
boyast + dort birim nikleaz ari su) en bastaki ve en sondaki ¢ukura 1 pl konuldu.
Yuklenen jele 8 volt/santimetre (cm) elektrik akimi uygulanarak yaklagik 30 dakika

streyle PCR iiriinlerinin gogii saglandi. Takiben jel, jel goriintiileme sisteminde
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(Kodak, Gel Logic 100, ABD) goriintilendi. PCR sonucu olusan bantlarin

goruntuleri elde edildi.

2.2.4. Dizin Analizi

PCR Urinlerinin dizin analizleri ticari bir firma tarafindan hizmet alimi

seklinde gerceklestirildi.

2.2.5. Dizin Analizi Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Analiz sonunda elde edilen dizinler, Uluslararasi Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
(National Center for Biotechnology Information: NCBI) tarafindan saglanan Basit
Lokal Hizalama Arama Araci (Basic Local Alignment Search Tool: BLAST) web
sayfasi kullanilarak tanimlandi. Dizinler genel amacgh ¢oklu hizalama programi olan
Aliview (Larsson,2014) yazilimindan yararlanilarak, Gen Bankasindan elde edilen
referans viruslarla ve kendi aralarinda hizalandi. Elde edilen niikleotit dizinlerinin
kodladigi amino asit dizinleri ve amino asit dizin tablolar1 MEGA X ve Aliview
yazilimlar1 kullanilarak hazirlandi. Elde edilen dizinler Bankit web sayfasi
kullanilarak accession numaralar1 alindi. Niikleik asit benzerlik tablolar1 SIAS web

sayfasi kullanilarak olusturuldu.

2.2.6. Filogenetik Analiz

Elde edilen yerel suslarin dizinleri ile Gen Bankasindaki diger coronavirus
dizinleri arasindaki genetik yakinligin ortaya konulmasi amaciyla, filogenetik analiz
MEGA X programu ile yapildi. Tum verilere Neighbour-Joining metoduna gore

bootstrap analizi (1 000 replika) ve p-distance parametresi uygulandi.
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3. BULGULAR

3.1. BCoV Tams1 igin RT-Nested PCR ve Filogenetik Analiz

Bu caligmada sindirim sistemi enfeksiyonu klinik bulgulari gosteren 41
hayvandan alman gaita ve solunum sistemi enfeksiyonu klinik bulgular1 gosteren 78
hayvandan alinan nazal akint1 6rnekleri olmak iizere toplam 119 tani materyali RT-
Nested PCR ile BCoV varligi bakimindan test edildi. Beklenen buyukliklerde
amplikon olusumuna (407 bp) dayanilarak (Sekil 3.1), 9 gaita ve 26 nazal akmnti
orneginde BCoV varligi saptandi (Cizelge 3.1).
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Sekil 3.1. BCoV Nested-RT-PCR 2. tur sonucu jel gorinttisi [M: DNA merdiveni (100 bp),
1-9: Ornekler, 10: Pozitif Kontrol (407 bp), 11: Negatif Kontrol].

Elde edilen amplikonlardan, pozitif orneklerin isletmelere gore dagilimi,
ornekleme zamani vb. dikkate alinarak segilen 19 amplikon kullanilarak, hizmet
alimi ile dizin bilgileri elde edildi. S6zkonusu dizinlere dayanilarak, BCoV tanis1
teyidi yapildi ve N gen dizinleri i¢cin Gen Bankasi accession numaralar1 alindi

(Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. BCoV saptanan tan1 materyallerine ilgili bilgiler ve N gen gen bankasi kayit no.

. = _— . Gen Bankasi
Sira No Ornegin Adi Ornek Turt Geldigi Yer Hayvanin Yas1 Kayit No

1 H1 Gaita izmir 14 giin MK787439
2 D.H.9.7.14 Gaita Ankara 7 gln
3 U1l Gaita Urfa 10 glin MK787438
4 8553 Gaita Urfa 8 glin MK787435
5 G76 Gaita Amasya 4 giin MK787436
6 G83 Gaita Amasya 4 giin MK787437
7 4950 Gaita izmir 15 giin MK787434
8 4945 Gaita izmir 15 giin MK787433
9 G6 Gaita Denizli 1ay MK787432
10 S8 Nazal Akinti Denizli 9 giin MK787431
11 3940 Nazal Akinti Ankara 15 giin MK787429
12 77 Nazal Akinti Ankara 8 ay MK787427
13 79 Nazal Akinti Ankara 8 ay MK787428
14 T5 Nazal Akinti Tokat 15 giin MK787430
15 o} Nazal Akinti Ankara MK787414
16 C5 Nazal Akinti Ankara MK787415
17 355 Nazal Akinti Hatay MK787416
18 356 Nazal Akinti Hatay MK787417
19 0061 Nazal Akinti Hatay MK787419
20 1817 Nazal Akinti Hatay MK787418
21 8280 Nazal Akinti Ankara 15 gin
22 8324 Nazal Akinti Ankara 15 gin
23 8298 Nazal Akinti Ankara 15 gln
24 8328 Nazal Akinti Ankara 15 gin
25 1N Nazal Akinti Burdur 2 ay
26 2N Nazal Akinti Burdur 1,5ay
27 3N Nazal Akinti Burdur 7 ay
28 4N Nazal Akinti Burdur 9 ay
29 1N13 Nazal Akinti Burdur 1,5 yas
30 3 N13 Nazal Akinti Burdur 1,5 yas
31 6291 Nazal Akinti Tokat 60 giin
32 9641 Nazal Akinti Tokat 90 giin
33 350 Nazal Akinti Tokat 60 giin
34 6292 Nazal Akinti Tokat 60 giin
35 204 Nazal Akinti Tokat 50 giin

Bu caligmada elde edilen 19 BCoV N gen dizini, kendi aralarinda ve sirasiyla
gaita ve nazal akint1 orijinli referans viruslar olan Mebus ve LSU ile niikleik asit
benzerlik yoniinden incelendi. Yerel viruslarm Mebus ile %96,32 - 98,99
oranlarinda, LSU ile ise %96,98 - 98,99 oranlarinda benzerligi goriildii. Yerel
viruslarin kendi aralarinda benzerlik oranlar1 %96,98 - 100 olarak saptandi. Gaita

orijinli ve nazal akint1 orijinli yerel viruslar arasindaki benzerlik oranlari sirasiyla
%96,98 - 100 ve %98,66 - 100 olarak belirlendi.

Yerel suslarmm N gen dizinleri ile Gen Bankasindaki diger coronavirus
dizinleri (Cizelge 3.2) Neighbour-Joining metoduna gore bootstrap analizi (1 000

replika) ve p-distance parametresi uygulanarak analiz edildi (Sekil 3.2).
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BCoV/Fransa/EPI-Caen-10/2013
BCoV/Fransa/EPI-Caen-06/2010
B BCoV/Turkiye/T5/2018

@ BCoV/Turkiye/4945/2015

@ BCoV/Turkiye/d950/2015

@ BCoV/Turkiye/G83/2015

@ BCoV/Turkiye/G76/2015

B BCoV/Turkiye/3940/2018

W BCoV/Turkiye/S8/2017

@ BCoV/Turkiye/8553/2015
BCoVArdanda/RVLC7/2011
BCoVAdanda/RVLC10/2011

BCoV/randa/RVLC9/2011

BCoVArdanda/RVLC4/2011

| W BCoV/T urkiye/79/2018

' W BCoV/Turkiye/77/2018

@ BCoV/Turkiye/U1/2014

B BCoV/Turkiye/C4/2019
@ BCoV/Turkiye/G6/2017
M BCoV/Turkiye/1817/2019
B BCoV/Turkye/C5/2019
B BCoV/Turkiye/355/2019
W BCoV/Turkiye/0061/2019
B BCoV/Turkiye/356/2019
BCoV/Amerika/Mebus/1971

BCoV/Japonya/Kakegawa/2007
| BCoV/Almanya/V270/2007

L BCoV/AImanya/L9/2007

~—— BCoV/Amenka/AH187/2009
BCoV/CiIn'SWUN-LN5/2018
BCoV/Cin/'SWUN-LN4/2018

BCoV/ICI'SWUN-HN2/2018
BCoV/Cin/'SWUN-HN1/2018

e

00050

g I BCoV/Amerika/ENT/2002

@ BCoV/Turkiye/H1/2013

Sekil 3.2. BCoV’larm niikleik asitleri ile N gen filogenetik analizi.
Yerel BCoV: e: Gaita 6rnekleri m: Nazal akint1 6rnekleri
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Cizelge 3.2. N gen bolgesi dizinleri Gen Bankasina kaydedilen yerel BCoV suglar1 ve
filogenetik analiz igin kullanilan Gen Bankasi veri tabaninda kayitli diger coronavirus

suslarma ilgili bilgiler.

Ornek Gen Bankasi
LEED 4G Tird Accession No REpELS
BCoV/Turkiye/H1/2013 Gaita MK787439 Bu c¢alisma
BCoV/Turkiye/U1/2014 Gaita MK787438 Bu c¢alisma
BCoV/Turkiye/4950/2015 Gaita MK787434 Bu c¢alisma
BCoV/Turkiye/4945/2015 Gaita MK787433 Bu ¢aligma
BCoV/Turkiye/G76/2015 Gaita MK787436 Bu ¢aligma
BCoV/Turkiye/G83/2015 Gaita MK787437 Bu ¢aligma
BCoV/Turkiye/8553/2015 Gaita MK787435 Bu ¢alisma
BCoV/Turkiye/G6/2017 Gaita MK787432 Bu ¢aligma
. Nazal
BCoV/Turkiye/S8/2017 Akanti MK787431 Bu ¢alisma
. Nazal
BCoV/Turkiye/T5/2018 Akuntt MK787430 Bu ¢alisma
. Nazal
BCoV/Turkiye/79/2018 Akanti MK787428 Bu ¢aligma
. Nazal
BCoV/Turkiye/77/2018 Akint1 MK787427 Bu ¢aligma
BCoV/Turkiye/3940/2018 Eﬁfﬂl MK787429 Bu calisma
. Nazal
BCoV/Turkiye/C4/2019 Akintt MK989614 Bu ¢aligma
. Nazal
BCoV/Turkiye/C5/2019 Akintt MK989615 Bu ¢aligma
. Nazal
BCoV/Turkiye/355/2019 Akintt MK989616 Bu ¢aligma
. Nazal
BCoV/Turkiye/356/2019 Akintt MK989617 Bu ¢aligma
. Nazal
BCoV/Turkiye/1817/2019 Akantt MK989618 Bu ¢aligma
BCoV/Turkiye/0061/2019 21?121?:1 MK989619 Bu ¢alisma
BCoV/Amerika/Mebu/1971 Gaita u00735 Mebus ve ark., 1972
BCoV/Amerika/ENT/2002 Gaita AF391541 Chouljenko ve ark., 2001
BCoV/Amerika/AH187/2009 21?121?:1 FJ938065 NCBI
BCoV/Cin/SWUN-LN4/2018 Gaita MKO095169 NCBI
BCoV/Cin/SWUN-LN5/2018 Gaita MKO095170 NCBI
BCoV/Cin/SWUN-HN1/2018 Gaita MKO095171 NCBI
BCoV/Cin/SWUN-HN2/2018 Gaita MKO095172 NCBI
BCoV/Japonya/Kakegawa/2007 Hiicre AB354579 Kanno ve ark., 2007
BCoV/Irlanda/RVLC4/2011 Gaita KF272909 NCBI
BCoV/Irlanda/RVLC7/2011 Gaita KF272911 NCBI
BCoV/Irlanda/RVLC9/2011 Gaita KF272913 NCBI
BCoV/Irlanda/RVLC10/2011 Gaita KE272915 NCBI
BCoV/Almanya/L9/2007 Hiicre EF193073 NCBI
BCoV/Almanya/\/270/2007 Gaita EF193074 NCBI
BCoV/Fransa/EPI-Caen-06/2010 Gaita KT318088 Kin ve ark., 2016
BCoV/Fransa/EPI-Caen-10/2010 Gaita KT318092 Kin ve ark., 2016

* BCoV adlandirmasi “BCoV / Ulke/Ornek Adi / Ornekleme Yili” siralamasini

icermektedir.
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3.2. BCoV’larmm S Gen Bolgesi Molekuler Analizi

3.2.1 RT-PCR ve Dizin Analizi Sonuclar

N gen bolgesinin ¢ogaltilmasini hedefleyen PCR sonucunda BCoV varligi
tespit edilen 35 Ornek, Cizelge 2.6’da bildirilen birbirine eklemeli olacak sekilde
tasarlanmig sekiz adet primer ¢ifti (SA-SH) kullanilarak, 4112 bp uzunlugundaki S
gen bolgesi dizinlerinin elde edilmesi amaciyla test edildi. RT-PCR sonucunda elde
edilen beklenen buytkliklerdeki (Sekil 3.3), dizin analizi i¢in kullanilabilir nitelikte
olan amplikonlarin hizmet alimi ile saglanan dizin bilgileri degerlendirildiginde, bu
calisma kapsaminda yerel BCoV’lardan sadece 5’1 igin tim S gen bdlgesi dizinleri
elde edilirken, diger 6rneklerden dort tanesi igin en az 3 primer ¢ifti ile ¢ogaltilmas1
hedeflenen kismi S gen bolgesi bilgileri saglandi. Pozitif kontrol olarak kullanilan
BCoV Mebus susu i¢inde tiim primer ¢iftleri ile beklenen biyiklikte amplikon elde
edildi. Cok sayida optimizasyon c¢alismasma karsi bir¢ok Ornekte hedeflenen
Urlinlerin ¢ogaltilmasindaki sikintilar nedeniyle, tim S1 gen bolgesinin dizinleri
kullanilarak yapilan filogenetik analiz ile yiiksek benzerlikte sonug verdigi literatiirde
(Brandao ve ark., 2006) bildirilen bir baska primer cifti de (S1) bu g¢aligmada
kullanildi1 ve iki BCoV i¢in daha kismi S gen dizin bilgileri sagland1 (Cizelge 3.3;
Sekil 3.3).
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S 6 7 8 9% 10 1 2Mm

Sekil 3.3. BCoV kismi S gen bolgesi ¢ogaltilmasi igin farkli primerlerle yapilan RT-PCR jel
gorunttleri (M: DNA merdiveni, 100 bp).

A. Primer SA: [2-11: Ornekler, 1: Pozitif Kontrol (655 bp), 12: Negatif Kontrol]
B. Primer SB: [2-4: Ornekler, 1: Pozitif Kontrol (490 bp), 5: Negatif Kontrol]
C. Primer SC: [2-5: Ornekler, 6: Pozitif Kontrol (769 bp), 1: Negatif Kontrol]
D. Primer SD: [2-6: Ornekler, 1: Pozitif Kontrol (827 bp), 7: Negatif Kontrol]
E. Primer SE: [2-5: Ornekler, 6: Pozitif Kontrol (877 bp), 1: Negatif Kontrol]

F. Primer SF: [2-5: Ornekler, 1: Pozitif Kontrol (555 bp), 6: Negatif Kontrol]
G. Primer SG: [1-2: Ornekler, 3: Pozitif Kontrol (519 bp), 4: Negatif Kontrol]
H. Primer SH: [2-4: Ornekler, 1: Pozitif Kontrol (637 bp), 5: Negatif Kontrol]

I. Primer S1: [1-6: Ornekler, 7: Pozitif Kontrol (488 bp), 8: Negatif Kontrol]
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Cizelge 3.3. Farkli primer g¢iftleri ile kismi /tim S gen bolgesi dizinleri saglanan BCoV’larla
ilgili Gen Bankas1 numaralart.

Primer Cifti
BCoV/Turkiye/4950/2015 MK989620 +
BCoV/Turkiye/4945/2015 MK989621 +
BCoV/Turkiye/U1/2014 MK989622 +
BCoV/Turkiye/S8/2017 MK989624 +
BCoV/Turkiye/T5/2018 MK989623 +
BCoV/Turkiye/G76/2015 MK989628 MK989629 +
BCoV/Turkiye/G83/2015 | MK989630 | MK989631 MK989632 +
BCoV/Turkiye/H1/2013 - - MK989633 MK989634 +

BCoV/Turkiye/79/2018 MK989627
BCoV/Turkiye/8553/2015 = - MK989626
BCoV/Turkiye/1N/2019 - - MK989625

*: BCoV adlandirmas1 “BCoV / Ulke / Ornek Adi / Ornekleme yili” siralamasini
icermektedir.

(-): Amplikon elde edilemedi ya da dizin bilgisi elde edilemedi

(+): S1 primerleri ile {iriin elde edilmistir. Ancak ilgili dizinler Gen Bankasi No alinan
kismi/tim S gen bdlgesi dizinleri icerisinde yer aldigindan, ayrica Gen Bankasi No.
alinmamustir.

Hizmet alimi ile dizin bilgileri saglanan viruslarin dizinleri NCBI tarafindan
saglanan BLAST web sayfas1 kullanilarak Gen Bankasinda yer alan diger
BCoV’larmn S gen bolgesiyle eslestigi gdzlendi. Elde edilen dizinlerin Gen Bankasina

kayd1 yapilarak “accession” numaralar1 alind1 (Cizelge 3.3).

3.2.2. Filogenetik Analiz Sonuclarn

Yerel suglarmin tiim S gen dizinleri ve S1 primer ¢ifti kullanilarak elde edilen
dizinleri Gen Bankasindaki diger coronavirus dizinleri (Cizelge 3.4) ile Neighbour-
Joining metoduna goére bootstrap analizi (1 000 replika) ve p-distance parametresi
uygulanarak ayr1 ayri analiz edildi. TUm S gen bdélgesi igin nukleik asit ve amino asit
dizeyinde elde edilen dizinlere ilgili filogenetik agaglar Sekil 3.4 ve Sekil 3.5; S1

primerleri i¢in hazirlanan filogenetik agaclar Sekil 3.6 ve Sekil 3.7 ‘da sunuldu.
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Cizelge 3.4. S gen bolgesi dizinleri Gen Bankasi veri tabaninda kayitli ve yerel BCoV suslari
S filogenetik analiz i¢in kullanilan Gen Bankasi veri tabaninda kayithi diger coronavirus

suslarma ilgili bilgiler.

BCoV Ad1* Ornek Turi Gen Bankasi Accession No Kaynak
BCoV/Turkiye/H1/2013 Gaita MK989633-34 Bu calisma
BCoV/Turkiye/U1/2014 Gaita MK989622 Bu caligma

BCoV/Turkiye/4950/2015 Gaita MK989620 Bu caligma
BCoV/Turkiye/4945/2015 Gaita MK989621 Bu caligma
BCoV/Turkiye/G76/2015 Gaita MK989628-29 T
BCoV/Turkiye/G83/2015 Gaita MK989630-32 Bu calisma
BCoV/Turkiye/8553/2015 Gaita MK989626 Bu ¢aligma
BCoV/Turkiye/S8/2017 Nazal Akintt MK989624 Bu ¢alisma
BCoV/Turkiye/T5/2018 Nazal Akintt MK989623 Bu ¢alisma
BCoV/Turkiye/79/2018 Nazal Akintt MK989627 Bu ¢alisma
BCoV/Turkiye/1N/2019 Nazal Akinti MK989625 Bu ¢alisma
BCoV/Turkiye/AN4/2005 Gaita GQ259978 Alkan ve ark., 2011
BCoV/Turkiye/AN11/2005 Gaita GQ259979 Alkan ve ark., 2011
BCoV/Amerika/LY138/1965 Gaita AF058942 (LY138) Chouljenko ve ark., 1998
BCoV/Amerika/Mebus/1971 Gaita U00735 (Mebus) Mebus ve ark., 1972
BCoV/Amerika/ENT/1998 Gaita AF391541 Chouljenko ve ark., 2001
BCoV/Amerika/E-AH65/2001 Gaita EF424615 Zhang ve ark., 2007
BCoV/Amerika/7-16-23/2016 Gaita MHO043955 Byukusenge ve ark., 2018
BCoV/Cin/HLJ-14/2015 Gaita KM985631 NCBI
BCoV/Danimarka/05-2/2005 Gaita KF169917 Bidokhti ve ark., 2013
BCoV/Fransa/-/1979 Gaita D00731 Boireau ve ark., 1990
SNy (e N ATy Gaita DQ389641 Park ve ark., 2007b
BCoV/Isveg/C-92/1992 Gaita KF169908 Bidokhti ve ark., 2013
BCoV/ltalya/339-06/2006 Gaita EF445634 Decaro ve ark., 2008b
AT C TS Gaita AB354579 Kanno ve ark., 2007
BCoV/Vietnam/PL84/2017 Gaita MH197037 Shin ve ark., 2019
BCoV/Almanya/G95/1989 Nazal Akinti M80844 Zhang ve ark., 1994
BCoV/Amerika/LSU/1994 Nazal Akinti AF058943 Chouljenko ve ark., 1998
BCoV/Amerika/LUN/1998 Nazal Akintt AF391542 Chouljenko ve ark., 2001
BCoV/Danimarka/05-3/2005 Nazal Akintt KF169918 Bidokhti ve ark., 2013
D 2221 Akint KT318111 Kin ve ark., 2016
BCoViGuney Kore/KWDL/2005 | . | Aints AY935637 Jeong ve ark., 2005
BCoV/lsvec/U-09-3/2009 Nazal Akintt KF169936 Bidokhti ve ark., 2013
BCoV/ltalya/438-06-TN/2008 Nazal Akinti EU814647 NCBI
BCoV/Almanya/\VV270/1983 - EF193075 NCBI
BCoV/Amerika/DB2/1984 - DQ811784 NCBI
BCoV Norden Vaccine As1 susu M64668 Zhang ve ark., 1991

*» BCoV adlandirmasit “BCoV / Ulke / Ornek Adi / Ornekleme Yili” siralamasini

icermektedir.
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BCoV S geninde ¢ok degisken bolgeyi hedef alan S1 primerleri kullanilarak
elde edilen 11 6rnegin dizinleri, daha 6nce iilkemizde bildirilen kismi S gen bolgesi
yerel suslar1 dizinleri (BCoV/Turkiye/AN4/2011 ve BCoV/Turkiye/AN11/2011) ve
aynt bolgeyi iceren Gen Bankasindan elde edilen ¢esitli iilkelerdeki dizinler
filogenetik analize tabi tutuldu. Analiz sonucunda; 1IN adli 6rnegin disindaki
orneklerin daha yakin kiimelerde yer aldigi, s6zkonusu ornegin (1N) ise BCoV

referans susu olan Mebus ile ayni kiimede yerlesim gosterdigi goriildii.

_‘:BCQU:Merika:ENTH 994

BCoV/ Armenka/LUN/1998
BCoViAmenka'7-16-23/2018

BCoV/Vietnam/PLB42017

BCoViAmerika'E-AHB52001
BCoVICinHLI-14/2015

BCoViAmenka'LsUM994
E ECI}"."-‘GUHE‘}'E{DEE-'HED 1072007
BCoV/GuneyKore KWD1/2005

BCoVW/Amenka/DB2/1984

BCoViamerika/LY 13871965
BCoViFransal-M1a7a
| — BCoV Morden Vaccine

BCoViJaponya/Kakegawa 1976
‘l_} BCoV AmenkaMebus/1971
BCoViAlmanya V2701983
BCoVilsvec/C.-92/19582
—L BCoV/Almanya/G95/1989
— BCoV/ Darmmarka'05-272005
- L BCoV/Danimarka/05-3/2005
—— BCoV/Fransa'EPI-Caen-01/2005
BCoVitalya339-06/2006

BCoViltalya/d 38-06-TH2008
BCaV/lswec/U-08-372009
& BCoVTurkive/l1/2014

B BCoV/TurkiyeTS&2018
B BCoViTurkiye/S8/2017

B @ BCoV/Turkiye/d850/2015
@ BCoV Turkiye/4945/2015

(000

Sekil 3.4. BCoV amino asitleri ile S gen filogenetik analizi.
Yerel BCoV: e: Gaita 6rnekleri m: Nazal akint1 6rnekleri.
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| BCoV/Amerika/7-16-23/2016
' BCoV/Vietnam/PL84/2017
_‘\ BCoV/Amerika/E-AHG65/2001

BCoV/Amerika/ENT/1998
BCaV/Amerika/LUN/1998
BCoV/Cin/HLJ-14/2015

1 —— BCoV/GuneyKore/KWD1/2005
BCoV/GuneyKore/KCD10/2007
BCoV/Amerika/LSU/1994
BCoV/Amerika/DB2/1984
[ ] — BCaV/Amerika/LY138/1965
BCaoV/Fransa/-/1979
BCoV Norden Vaccine
BCoV/Japonya/Kakegawa/1976
BCoV/Amerika/Mebus/1971
BCoV/Almanya/V270/1983

BCoV/svec/C-92/1992
—L___ BCoV/Aimanya/G95/1989
— @ BCoV/Turkiye/495012015
@ BCoV/Turkiye/4945/2015

B BCoV/Turkiye/S8/2017
_| @ BCoV/Turkiye/U1/2014
B BCoV/Turkiye/T5/2018
— BCoV/Danimarka/05-2/2005
L BCoV/Danimarka/05-3/2005
BCoViltalya/339-06/2006
BCoV/ltalya/438-06-TN/2008

BCoV/Fransa/EPI-Caen-01/2005
BCoV/Isvec/U-09-3/2009

0.0050

Sekil 3.5. BCoV nukleik asitleri ile S gen filogenetik analizi.
Yerel BCoV: e: Gaita 6rnekleri m: Nazal akint1 6rnekleri.
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—— BCoV/Aimanya/V270/1983
BCoV Norden Vaccine
BCoV/Japonya/Kakegawa/1976

BCoV/Turkiye/AN4/2005

BCoV/Fransa/-/1979

BCoV/Amerika/Mebus/1971
{ B 5CoV/Turkiye/1N/2019
4|— BCoV/svec/C-92/1992
[ BCoV/Almanya/G95/1989

BCoV/Amerika/7-16-23/2016
BCoV/Amerika/DB2/1984
B _|: BCoV/Amerika/ENT/1998
BCoV/Amerika/LUN/1998
BCoVNVietnam/PL84/2017
BCoV/Amerika/LSU/1994

BCoV/Amerika/E-AHE5/2001

BCoV/GuneyKore/KCD10/2007
BCoV/Cin/HLJ-14/2015

BCoV/GuneyKore/KWD1/2005

BCaoV/Amerika/LY138/1965

BCoV/lsvec/U-09-3/2009

] | BCoV/Danimarka/05-2/2005

| BCoV/Danimarka/05-3/2005

o BCoV/Turkiye/AN11/2005

BCoV/Fransa/EPI-Caen-01/2005

| _i_ BCoV/ltalya/339-06/2006

BCaV/ltalya/438-06-TN/2008

@ BCoV/Turkiye/H1/2013

1 @ BCoV/Turkiye/G76/2015
|— @ BCoV/Turkiye/G83/2015
@ BCoViTurkiye/J1/2014
: B BCoV/Turkive/S8/2017
@ BCoV/Turkiye/4950/2015
@ BCoV/Turkiye/4945/2015
Il BCoV/Turkiye/79/2018

—
0.0050

Sekil 3.6. BCoV niikleik asitleri ile cok degisken bolge (S1) filogenetik analizi.
Yerel BCoV: e: Gaita ornekleri m: Nazal akint1 6rnekleri.

43



I. BCoV/Turkiye/4945/2015

B BCoV/Turkiye/79/2018
_1 @ BCoV/Turkiye/4950/2015
_|: @ BCoV/Turkiye/H1/2013
B BCoV/Turkiye/S8/2017
— @ BCoV/Turkiye/U1/2014

@ BCoV/Turkiye/8553/2015
M BCoV/Turkiye/T5/2018

| @ BCoV/Turkiye/G76/2015
@ BCoV/Turkiye/G83/2015

_'7 BCoV/ltalya/339-06/2006
BCoV/ltalya/438-06-TN/2008

BCoV/Fransa/EPI-Caen-01/2005
L BCoV/lsvec/U-09-3/2009
BCoV/Turkiye/AN11/2005
| BCoV/Danimarka/05-2/2005
| BCoV/Danimarka/05-3/2005
BCoV/Amerika/7-16-23/2016
BCoV/Vietnam/PL84/2017
BCoV/Cin/HLJ-14/2015
BCoV/Amerika/LSU/1994
BCoV/Amerika/E-AHBE5/2001
BCoV/GuneyKore/KCD10/2007
BCoV/GuneyKore/KWD1/2005
— BCoV/lsvec/C-92/1992
| BCoV/AImanya/G95/1989
BCoV/Amerika/DB2/1984
_'7 BCoV/Amerika/ENT/1998
BCoV/Amerika/LUN/1998
BCoV/Amerika/LY138/1965
BCoV/Turkiye/AN4/2005
| BCoV/Amerika/Mebus/1971
L———— M BCoV/Turkiye/1N/2019
BCoV/Fransal-/1979

BCoV/Japonya/Kakegawa/1976
4'7 BCoV/AImanya/V270/1983
BCoV Norden Vaccine

0.010

Sekil 3.7. BCoV amino asitleri ile cok degisken bolge (S1) filogenetik analizi.
Yerel BCoV: e: Gaita ornekleri m: Nazal akint1 rnekleri.
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3.2.3. Nukleik Asit Benzerlik Sonuclar:

Bu calismada elde edilen bes BCoV tim S gen dizini, kendi aralarinda ve
sirasiyla gaita ve nazal akmti orijinli referans viruslar olan Mebus ve LSU ile nikleik
asit benzerlik yoniinden incelendi (Sekil 3.8). Yerel viruslarin Mebus i¢in %96,92 -
97,58 oranlarinda, LSU ile ise %97,33 - 97,99 oranlarinda benzerligi goriildii. Yerel
viruslarin kendi aralarinda benzerlik oranlar1 %97,48 - 99,04 olarak saptandi. Gaita
orijinli ve nazal akmti orijinli yerel viruslar arasindaki benzerlik oranlari sirasiyla

297,65 - 99,04 ve %97,89 olarak belirlendi.

IDENTITY RESULTS

Mebus 100%

LSU 98.31% 100%

BCoV4950 97.58% 97.99% 100%

BCoV4945 96.92% 97.33%  99.04% 100%

BCoVU1 97.21% 97.65% 98.31% 97.65% 100%

BCoVTS 97.33% 97.75% 98.11% 97.48%  98.43% 100%

BCoVS8 97.23% 97.58%  98.68% 98.11% 97.89% 97.89%  100%
Mebus LSU  BCoV4950 BCoV4945 BCoVU1 BCoVTS BCoVSS8

IDENTITY STATS
min = 96.92
max = 99.04
mean = 97.8319047619047
stddev = 0.515849914012641

Sekil 3.8. Tiim BCoV S geni dizinlerinin benzerlik oranlari.

Bu ¢aligmada tiim S gen dizinleri elde edilen bes BCoV yanisira, altt BCoV
icin kismi gen dizinleri elde edilmistir. S proteininin genis reseptér baglama alanini
olusturarak hiicre reseptorlerine tutunmada gorevli olan S1 gen bdlgesi dizin analizi
ve filogenetik analizinin, farkli sistemlerde- ve hatta tlrlerde- enfeksiyon
olusumunda roliiniin degerlendirilmesinde onemli rolii bulunmaktadir. Bu baglamda
tim S1 gen bolgesinin dizinleri kullanilarak yapilan filogenetik analiz ile yliksek

benzerlikte sonu¢ verdigi bildirilen (Brandao ve ark., 2006) bir baska primer ¢ifti de
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(S1) bu galisgmada kullanilmistir. Cizelge 2.6 ‘da goriildiigii tizere bu calismada
toplam 11 6rnek i¢in s0z konusu primerler ile elde edilen Urinlerin dizinleri vardir.
Bu dizinler kendi aralarinda ve sirasiyla gaita ve nazal akint1 orijinli referans viruslar
olan Mebus ve LSU ile nukleik asit benzerlik yonunden incelendi (Sekil 3.9). Yerel
viruslarin Mebus i¢in %94,78 - 99,11 oranlarinda, LSU ile ise %96,23 - 97,72
oranlarinda benzerligi goriildii. Yerel viruslarin kendi aralarinda benzerlik oranlari
%90,92 - 100 olarak saptandi. Gaita orijinli ve nazal akinti orijinli yerel viruslar
arasindaki benzerlik oranlar1 sirasiyla %90,92 - 100 ve %95,13 — 98,75 olarak
belirlendi (Sekil 3.9).

3.2.4. S Gen Bolgesi Amino Asit Dizin Sonuglari

Bu galismada saptanan yerel BCoV suslarmin S gen kismi/tim amino asit
dizinleri, Gen Bankasinda kayitli diger BCoV suslarmin tiim S gen dizinleri de
kullanilarak EK 2’de sunuldu. Sézkonusu dizinler BCoV referens susu Mebus ile
karsilagtirildiginda, yerel viruslarin S gen dizinlerinde bir ¢ogu yerel sus spesifik
amino asit degisimine yol acan spontan mutasyonlarin yani sira birgok yerel virus
i¢in 1srarc1 amino asit degisikliklerinin oldugu goriildii (EK 2). Ayrica S geninin S1
alt tinitesinde bulunan bazi 6nemli bolgelerde dikkate almarak, Ek 2’de verilen dizin
bilgilerinden 6zetle cikarilan, yerel viruslar ve farkli tilkelerde saptanan BCoV

suslarma ilgili, amino asit degisimleri Sekil 3.10 ve Sekil 3.11°de sunuldu.
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Sekil 3.9. BCoV kismi S1 dizinlerinin benzerlik oranlari.
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S geninin S1 alt Unitesinde bulunan bazi 6nemli bolgeler igin amino asit
degisimleri detayli olarak incelendi (Sekil.3.10). Mebus rehberliginde, literattirde
(Chouljenko ve ark. 1998; Martinez ve ark. 2012; Millet ve Whittaker, 2015)
solunum sistemine ve sindirim sistemine tropizmde etkili oldugu bildirilen bazi

amino asit degisimleri degerlendirildi.

MI1IT  degisimi; dort gaita Orneginde (BCoV/Turkiye/4945/2015,
BCoV/Turkiye/U1/2014, BCoV/Turkiye/G76/2015, BCoV/Turkiye/G83/2015) ve li¢
nazal akinti  Orneginde (BCoV/Turkiye/T5/2018, BCoV/Turkiye/S8/2017,
BCoV/Turkiye/79/2018),

K115N  degisimi bes gaita Orneginde (BCoV/Turkiye/4950/2015,
BCoV/Turkiye/4945/2015, BCoV/Turkiye/U1/2014, BCoV/Turkiye/G76/2015,
BCoV/Turkiye/G83/2015) ve ¢ nazal akinti 6rneginde (BCoV/Turkiye/T5/2018,
BCoV/Turkiye/S8/2017, BCoV/Turkiye/79/2018),

H173N  degisimi bes gaita Orneginde (BCoV/Turkiye/4950/2015,
BCoV/Turkiye/4945/2015, BCoV/Turkiye/U1/2014, BCoV/Turkiye/G76/2015,
BCoV/Turkiye/G83/2015) ve U¢ nazal akint1 6rneginde (BCoV/Turkiye/T5/2018,
BCoV/Turkiye/S8/2017, BCoV/Turkiye/79/2018),

K179Q  degisimi bes gaita Orneginde (BCoV/Turkiye/4950/2015,
BCoV/Turkiye/4945/2015, BCoV/Turkiye/U1/2014, BCoV/Turkiye/G76/2015,
BCoV/Turkiye/G83/2015) ve iki nazal akint1 6rneginde (BCoV/Turkiye/T5/2018,
BCoV/Turkiye/79/2018),

N531D degisimi yedi gaita Orneginde (BCoV/Turkiye/4950/2015,
BCoV/Turkiye/4945/2015, BCoV/Turkiye/U1/2014, BCoV/Turkiye/G76/2015,
BCoV/Turkiye/G83/2015 BCoV/Turkiye/H1/2013, BCoV/Turkiye/8553/2015) ve ¢
nazal akmnti  6rneginde  (BCoV/Turkiye/T5/2018, BCoV/Turkiye/S8/2017,
BCoV/Turkiye/79/2018),
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S543A  degisimi  yedi gaita Orneginde (BCoV/Turkiye/4950/2015,
BCoV/Turkiye/4945/2015, BCoV/Turkiye/U1/2014, BCoV/Turkiye/G76/2015,
BCoV/Turkiye/G83/2015, BCoV/Turkiye/H1/2013, BCoV/Turkiye/8553/2015) ve
U¢ nazal akmti Orneginde (BCoV/Turkiye/T5/2018, BCoV/Turkiye/S8/2017,
BCoV/Turkiye/79/2018),

D1026G  degisimi bes gaita Orneginde (BCoV/Turkiye/4950/2015,
BCoV/Turkiye/4945/2015,  BCoV/Turkiye/U1/2014, BCoV/Turkiye/G76/2015,
BCoV/Turkiye/G83/2015) ve iki nazal akmt1 6rneginde (BCoV/Turkiye/T5/2018,
BCoV/Turkiye/S8/2017) saptand:.

Virulans faktorleri ile ilgili oldugu bildirilen bazi aminoasit degisimleri ise

sOyledir:

A33V  degisimi bes gaita Orneginde (BCoV/Turkiye/4950/2015,
BCoV/Turkiye/4945/2015, BCoV/Turkiye/U1/2014, BCoV/Turkiye/G76/2015,
BCoV/Turkiye/G83/2015) ve U¢ nazal akinti 6rneginde (BCoV/Turkiye/T5/2018,
BCoV/Turkiye/S8/2017, BCoV/Turkiye/79/2018),

40T  degisimi  bes gaita Orneginde  (BCoV/Turkiye/4950/2015,
BCoV/Turkiye/4945/2015, BCoV/Turkiye/U1/2014, BCoV/Turkiye/G76/2015,
BCoV/Turkiye/G83/2015) ve U¢ nazal akinti 6rneginde (BCoV/Turkiye/T5/2018,
BCoV/Turkiye/S8/2017, BCoV/Turkiye/79/2018),

L248M  degisimi bes gaita Orneginde (BCoV/Turkiye/4950/2015,
BCoV/Turkiye/4945/2015, BCoV/Turkiye/U1/2014, BCoV/Turkiye/G76/2015,
BCoV/Turkiye/G83/2015) ve (¢ nazal akinti 6rneginde (BCoV/Turkiye/T5/2018,
BCoV/Turkiye/S8/2017, BCoV/Turkiye/79/2018),

H470D  degisimi yedi gaita Orneginde (BCoV/Turkiye/4950/2015,
BCoV/Turkiye/4945/2015, BCoV/Turkiye/U1/2014, BCoV/Turkiye/G76/2015,
BCoV/Turkiye/G83/2015, BCoV/Turkiye/H1/2013, BCoV/Turkiye/8553/2015) ve
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U¢ nazal akinti Orneginde (BCoV/Turkiye/T5/2018, BCoV/Turkiye/S8/2017,
BCoV/Turkiye/79/2018),

VO965E  degisimi bes gaita Orneginde (BCoV/Turkiye/4950/2015,
BCoV/Turkiye/4945/2015,  BCoV/Turkiye/U1/2014, BCoV/Turkiye/G76/2015,
BCoV/Turkiye/G83/2015) ve iki nazal akmt1 6rneginde (BCoV/Turkiye/T5/2018,
BCoV/Turkiye/S8/2017),

H1241P  degisimi alti gaita Orneginde (BCoV/Turkiye/4950/2015,
BCoV/Turkiye/4945/2015,  BCoV/Turkiye/U1/2014, BCoV/Turkiye/G76/2015,
BCoV/Turkiye/G83/2015, BCoV/Turkiye/H1/2013) ve iki nazal akinti 6rneginde
(BCoV/Turkiye/T5/2018, BCoV/Turkiye/S8/2017),

[1341K  degisimi alt1  gaita Orneginde (BCoV/Turkiye/4950/2015,
BCoV/Turkiye/4945/2015,  BCoV/Turkiye/U1/2014, BCoV/Turkiye/G76/2015,
BCoV/Turkiye/G83/2015, BCoV/Turkiye/H1/2013) ve iki nazal akinti 6rneginde
(BCoV/Turkiye/T5/2018, BCoV/Turkiye/S8/2017) saptand:.

Bu bolgelerin  haricinde de bircok amino asit degisimine yol acan
mutasyonlarm (Sekil. 3.10, EK 2) varlig1 saptandi. Bildirilen degisimler genel olarak
incelendiginde; solunum ya da sindirim sistemi orijinli materyallerde saptanan yerel
BCoV’larda varliklar1 yoniinden onemli bir farklhilik ortaya koymadiklari; farkli
Ulkelerde saptanan BCoV’larda da benzer degisimlerin bulundugu (Sekil 3.11)
goriilmiis olup, bu degisimlerin s6zkonusu sistemlere tropizmi net olarak ortaya

koyabilecek degisimler olarak degerlendirilmedi.
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Sekil 3.11. Farkli iilkelerde bildirilen BCoV’larin  karsilagtirmali amino asit degisimi

tablosu.




4. TARTISMA

Coronaviruslar 6zellikle yenidogan buzagilarda siddetli ishal ile seyreden
enfeksiyonlara bagli olarak, sigir yetistiriciligi isletmelerinde 6nemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Her ne kadar iilkemizde yapilan caligmalar ve farkli
ulkelerle ilgili bildirimlerde coronavirusun buzag: ishalleri ile iliskisi daha siklikla
tanimlanmis ise de, coronaviruslarin farkli yas gruplarindaki sigirlarda solunum

sistemi enfeksiyonuna da neden oldugu bilinmektedir.

Bu calismada Tiirkiye’nin farkli illerinde bulunan kiigiik aile isletmesi ya da
organize isletmelerde yetistirilen, klinik bulgular1 ile BCoV siiphesi olusturan
(Cizelge 2.1) 119 hayvandan saglanan tani materyalleri BCoV yoniinden test
edilmistir. Nazal akint1 6rnekleri %33,33 (26/78) oraninda ve gaita 6rnekleri %21,95
(9/41) oraninda pozitif bulunmustur. Gaita orneklerinin énemli bir kismi (n=28),
2001-2015 yillar1 arasinda saglanmis olup, daha 6nce yiiriitiilen iki proje kapsaminda
kullanilan ve -hatta 6nemli bir kismi- BCoV yoniinden pozitif bulunmus 6rneklerdir.
Bu orneklerden 20’si muhtemelen aradan gegen zaman ve saklama kosullarina bagli
niikleik asit kayb1 nedeniyle, bu ¢alismada BCoV yOniinden negatif bulunmuslardir.
Bu ornekler hari¢ tutuldugunda, ishalli hayvanlarda saptanan pozitiflik orani ise
(%7.6, 1/13) olarak belirlenmistir. Nazal akint1 drneklerinin birisi hari¢ timi bu
calisma siiresince toplanmis ve Orneklemeyi takiben test edilmis olup, belirlenen
oranin (%33.33), solunum sistemi olgularinda coronavirusun roliine isaret eden

onemli bir veri oldugu degerlendirilmistir.

Ulkemizde yapilan calismalarda buzagi ishal olgularinda, diger bircok
enteropatojen yanisira, BCoV’larin 6nemli oranlarda saptandig: bildirilmistir (Alkan,
1998; Cabalar ve ark., 2007; Erdogan ve ark., 2003; Giimiisova ark., 2007;
Hasircioglu, 2005; Kozat ve Tuncay, 2018; Yavru ve ark., 2016). Eriskin sigirlarla
ilgili serolojik ¢aligmalarda (Alkan ve ark., 2011; Hasircioglu, 2005; Hasoksliz ve
ark., 2005; Sakli, 2017; Tokgoz ve ark., 2013; Yavru ve ark., 2016; Yildirim ve ark.,
2008) enfeksiyonun yaygmligint ortaya koymustur. Bu ¢alismada ishalli
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hayvanlardan saglanan gaita 6rneklerinde tespit edilen BCoV oraninin (%21.95),
kullanilan Orneklerin 6nemli bir kismmin BCoV varligi daha oOnce saptanmis
orneklerden olugmasi ve bu ¢alisma siiresince saglanan Orneklerde saptanan oranin
(%7.6) ise smirli sayida tani materyali kullanimi sonucu elde edilmig olmasi
nedeniyle, ishal olgularinda BCoV’un prevalansina ilgili bir veri olarak
degerlendirilmesinden daha ¢ok, BCoV’larin tek basina ya da diger enteropatojenler
ile birlikte sdzkonu olgulardan sorumlu olabilecegini gosterir bir veri olarak ele
alinmas1 dogru olacaktir. Nitekim bir¢ok Avrupa ulkesi (Bidokhti ve ark., 2013;
Boireau ve ark., 1990; Decaro ve ark., 2008a; Gunn ve ark., 2015; Kin ve ark.,
2017), Giiney Kore (Park ve ark., 2007a), Amerika Birlesik Devletleri
(Beuttemmuller ve ark., 2017; Chouljenko ve ark., 2001; Fernandes ve ark., 2018) ve
uzak dogu fiilkelerinden Vietnam (Shin ve ark., 2019) gibi bir¢ok iilkedeki
bildirimlere de benzer olarak, BCoV’un sindirim sistemi enfeksiyonlarinda, 6zellikle
yenidogan buzagi ishallerinde, degisen oranlardaki roliine dikkat ¢ekilmistir.
Solunum sistemi enfeksiyonlarmin etiyolojik ajani olarak coronaviruslarin
sorgulandig1r caligmalarin sayist ise hem ililkemizde hem de diger iilkelere ait
literatiirde oldukg¢a sinirlidir. Bu calismada farkli isletmelerde yetistirilen, solunum
sistemi enfeksiyonu bulgulu hayvanlardan alinan Orneklerde saptanan BCoV
pozitiflik orami (%33.33), daha once bildirilen serolojik ¢alismalar ve etiyolojik
ajanin saptandigi calismalara katki saglamakta ve ililkemizde gerek buzagi ve gerekse
yetiskin sigirlarin solunum sistemi enfeksiyonunlarinda tek baglarna ya da olas1
diger etkenler ile birlikte olusan hastalik nedeniyle 6nemli Glgiide ekonomik

kayiplarm olusumuna katki saglayan etkenlerden oldugu sonucuna varilmistir.

Tan1 materyallerinde RT-nested PCR ile saptanan yerel BCoV’lardan secilen
bir kismmnim (n=19) N gen dizinlerinin temini hizmet alimi gergeklestirilmistir. Bu
viruslarin Gen Bankasinda yeralan bazi dizinlerde kullanilarak hazirlanan niikleik
asit ve amino asit dizinlerine dayali filogenetik analiz incelendiginde, birbirlerine
olduk¢a yakin iligkili oldugu ve yerel viruslarin kendi aralarindaki benzerlik
oranlarmm %96,98 - 100 oldugu goriilmiistiir. Viral replikasyon sirasinda biiyiik
miktarlarda ifade edilen, yiliksek oranda korunmus N proteinini kodlayan bu gen

bolgesinin oldukga korunakli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle tan1 materyallerinin
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saglandigi1 klinik olgunun niteligi, bireysel veriler (yas, isletme, vb) ve saptanan yerel
BCoV N gen dizinleri degerlendirildiginde, enfeksiyonun patogenezine yonelik bir
degerlendirme yapmanin olasi olmadigir gorilmiistiir. Bununla birlikte tanisal
anlamda N gen temelli PCR tekniginin duyarl bir yontem oldugu bir¢ok ¢alismada
bildirilmistir (Alkan ve ark., 2011; Fernandes ve ark., 2018; Saif, 2010; Tsunemitsu
ve ark., 1999). Bu baglamda, bu calismada tani materyalinde BCoV varhigini
saptamak amaciyla duyarli bir yontem olmasi nedeniyle kullanilan N gen hedef
alinarak yapilan RT-PCR ve takiben dizin analizi sonucunda elde edilen, N gen

dizinleri ile de Gen Bankasi verilerine bilimsel veri kazandirilmistir.

Coronavirus S glikoproteini viral giris ve patogenezde dnem arz etmektedir. Bu
nedenle doku tropizmi ve hatta coronaviruslarin konak araligindaki degisiklikler
blyik olcude S glikoproteinindeki varyasyonlara atfedilmistir (Gallagher ve
Buchmeier, 2001). Bu nedenle, solunum sistemi enfeksiyonu ve enterik
enfeksiyonlarda saglanan BCoV suslarinin  biyolojik, antijenik ve genetik
ozelliklerini tamimlamak i¢in kismi ya da tam S gen sekanslarma dayanan cesitli
calismalar yapilmistir (Brandao ve ark., 2006; Decaro ve ark., 2008b; Hasoksuz ve
ark., 2002; Kanno ve ark., 2007; Liu ve ark., 2006). Bu ¢alismada her ne kadar farklh
klinik olgularda coronaviruslarin yayginligi konusunda bilgiler edinilmis ise de,
farkli sistemlere (solunum ve sindirim sistemi) ilgili klinik bulgularina sahip
hayvanlardan materyal teminindeki temel amag, bildirilen sistemlerden orijin alan
BCoV’larin kazanilmasit ve S gen bolgesi benzerlik/farkliliklarr incelenerek,
enfeksiyonun patogenezi ile S gen bolgesi arasindaki olast iligkinin sorgulanmasidir.
Bu baglamda yapilan ¢aligmalar sonucunda, ii¢ gaita (BCoV/Turkiye/4950/2015,
BCoV/Turkiye/4945/2015, BCoV/Turkiye/U1/2014) ve iki nazal akmt1
(BCoV/Turkiye/T5/2018, BCoV/Turkiye/S8/2017) olmak iizere bes tam
materyalinde saptanan BCoV S gen bolgesi dizinleri tiim olarak elde edilmistir. Bu
bes ornek diginda alt1 6rnegin (BCoV/Turkiye/G76/2015, BCoV/Turkiye/G83/2015,
BCoV/Turkiye/H1/2013, BCoV/Turkiye/8553/2015, BCoV/Turkiye/79/2018,
BCoV/Turkiye/1N/2019) kismi BCoV S gen bdlgesi dizinlerinin de elde edilebilmis
olmas1 ve elde edilen kismi dizinlerin bu noktada yapilabilecek degerlendirmelere

olanak sagliyor olmasi onemlidir. Ciinkii kismi dizinler kullanilarak, S gen bolgesi
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tarafindan kodlanan, virionun ylizeyinde tag yapragi seklinde ¢ikimtilar seklinde olan
S glikoproteinin, iki alt Unitesinden (Abraham ve ark., 1990) birisi olan S1 (N
terminus) alt iinitesine ait amino asit bilgileri elde edilebilmistir. Bu bolge (S1 alt
unitesi), virusun konak hiicre reseptorlerine baglanmasinda, nétralizan antikor
sentezinin uyarilmasinda, hemaglitinin aktivitesinden sorumludur (Kubo ve ark.,
1994; Schultze ve ark., 1991; Yoo ve Deregt, 2001). Bu bolge mutasyona agiktir ve
burada gerceklesen mutasyonlar, antijenite ve viral patojenite degisiklikleri ile
iligkilendirilmistir (Ballesteros ve ark., 1997). S proteininin diger alt iinitesi olan S2
(C terminus) (Abraham ve ark., 1990) ise transmembran alt Unitesidir. Viral ve
hiicresel membranlarin fiizyonunda aracilik etmektedir (Luo ve Weiss, 1998).

Calismada elde edilen BCoV S gen bolgesi kismi/tiim dizinleri kullanilarak
hazirlanan filogenetik agaglar ve amino asit benzerlik oranlar1 incelendiginde; yerel
suslarin kendi aralarinda ve referens suslar ile yiiksek diizeyde benzerlik gdsterdigi
(Sekil 3.8 ve Sekil 3.9), solunum ya da sindirim sistemi orijinli olmalarinin
filogenetik aga¢ yerlesimi ve benzerlik oranlarinda 6nemli bir farklilik olusturmadigi
tespit edilmistir. Bununla birlikte hem farkli sistemlerle ilgili enfeksiyon olusumunda
S gen bolgesinin roliiniin daha detayli incelenmesi hem de enfeksiyonla ilgili
biyolojik iirlinlerin tercihi ya da gelistirilmesi konusunda bilgi edinebilmek amaciyla,
bu ¢alismanin yerel viruslar1 ve gen Bankasinda dizinleri bulunan Tiirkiye ve farkli

iilkelerde saptanan bazi BCoV asit dizinleri degerlendirilmistir.

Bilindigi iizere enfeksiyon etkenlerinin dogada varliklarini siirdiirebilmesinde
mutasyonlar énemli katki saglamaktadir. Virusun yapisinda énemli bir farklilagsmaya
neden olmayacak degisimlerin olusumunun yani sira, tiirler arasi gegise bile neden
olabilecek bazi mutasyonlarin olusumu da miimkiindiir. Bu ¢aligmada yerel BCoV S
gen amino asit dizinlerinde, ¢ok sayida degisiklik gdzlenmistir. Bununla birlikte
referens sus Mebus kullanilarak hazirlanan degisim tablosunda (EK 2) goriilecegi
tizere, bu ¢aligmada saptanan yerel viruslarin tlkemizde daha dnce bildirilen iki yerel
virus (BCoV/Turkiye/AN4/2011 ve BCoV/Turkiye/AN11/2011) ve Gen Bankasinda
yer alan farkli dilkelerde saptanan BCoV’lara benzer sekilde bazi 1srarci

degisimlerinin oldugu goriilmiistiir.
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Martinez ve ark. (2012), Brezilya’da solunum ve sindirim sistemi orijinli
BCoV S gen bolgesi ilizerine yaptiklari ¢aligmada, referans virus Mebus dizini
(U00735) ile karsilastirildiginda, 10 farkli amino asitteki degisiminin (M11T;
K115D, K115N ya da K115G; H173N; K179Q ya da K179R; S510T; N531D;
S543A; T578S; A769S; D1026G) solunum sistemi tropizmi ve bir amino asitin
(L154F) degisiminin enterik sisteme tropizm agisindan farklilik gosterdigini ve bu
degisimlerin farkli sistemlere duyarlikta 6nemli olabilecegini bildirmislerdir. Sekil
3.10 incelendiginde, bu c¢alismada degerlendirilen gaita ya da nazal akinti
orneklerinde saptanan yerel viruslarin hi¢ birisinde Martinez ve ark. (2012),
tarafindan sindirim sistemine tropizm ile iliskili olabilecegi bildirilen L154F
degisiminin ya da solunum sistemine tropizm ile iliskili olabilecegi bildirilen S510T,
T578S ve A769S degisiminin olmadigi goriilmiistiir. Buna karsin bildirilen diger
amino asit degisimleri bu ¢alismada saptanan yerel viruslarda da siklikla
tanimlanmigtir (Sekil 3.10). Bu degisimler genel olarak degerlendirildiginde, M11T
degisiminin, dort gaita (BCoV/Turkiye/4945/2015, BCoV/Turkiye/U1/2014,
BCoV/Turkiye/G76/2015, BCoV/Turkiye/G83/2015) ve ¢ nazal akinti
(BCoV/Turkiye/T5/2018, BCoV/Turkiye/S8/2017, BCoV/Turkiye/79/2018) orijinli
yerel virusta; H173N  degisimi bes gaita (BCoV/Turkiye/4950/2015,
BCoV/Turkiye/4945/2015, BCoV/Turkiye/U1/2014, BCoV/Turkiye/G76/2015,
BCoV/Turkiye/G83/2015) ve U¢ nazal akinti (BCoV/Turkiye/T5/2018,
BCoV/Turkiye/S8/2017, BCoV/Turkiye/79/2018) orijinli yerel virusta; S543A
degisimi yedi gaita (BCoV/Turkiye/4950/2015, BCoV/Turkiye/4945/2015,
BCoV/Turkiye/U1/2014,  BCoV/Turkiye/G76/2015,  BCoV/Turkiye/G83/2015,
BCoV/Turkiye/H1/2013, BCoV/Turkiye/8553/2015) ve (¢ nazal akinti
(BCoV/Turkiye/T5/2018, BCoV/Turkiye/S8/2017, BCoV/Turkiye/79/2018) orijinli
yerel virusta; D1026G degisimi bes gaita (BCoV/Turkiye/4950/2015,
BCoV/Turkiye/4945/2015, BCoV/Turkiye/U1/2014, BCoV/Turkiye/G76/2015,
BCoV/Turkiye/G83/2015) ve iki nazal akint1 (BCoV/Turkiye/T5/2018,
BCoV/Turkiye/S8/2017) orijinli yerel virusta olustugu goriilmiistir. Martinez ve ark.
(2012), tarafindan bildirilen diger bazi amino asitlerdeki (K115N; K179Q ve N531D)
degisimler yanisira bazi farkli amino asit degisimleri de, solunum ya da sindirim

sistemi orijinli baz1 yerel viruslarda saptanmigtir.
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Brezilya’da yapilan bir diger ¢alismada (Takiuchi ve ark., 2008) ise, Brezilya
orijinli yerel BCoV’lardan elde edilen dizinlerin Mebus dizinleri ile karsilastirilmasi
sonrasinda sadece ii¢ amino asit degisimi (Q141L; S510I ve R767S) bildirilmistir.
Bu calismada gaita Orneklerinden sadece birinde (BCoV/Turkiye/4945/2015)
saptanan R767S degisimi harig, bildirilen diger degisimler gériillmemistir.

Lee ve ark. (2010), tarafindan bildirilen bir diger ¢alismada, Kore orijinli
BCoV'larin S geninin, Mebus ile karsilastirildiginda 27 amino asitte degisim oldugu
bildirilmistir. Bu degisimlerden 21 tanesi (M11T; A33V; 140T; R88T; 1100T; K115N
; L147F; H169N; H173N; K179Q; L248M; S253N; M256L; V465A; H470D;
N499S; P501S; S543A; VI65E; D1026G; H1241P), bildirilen her bir amino asit igin
5-10 arasinda degisen sayida yerel virusta olmakta Uzere, bu ¢alismada kullanilan

yerel viruslarda da saptanmistir (Sekil 3.10 ve Sekil 3.11).

Gunn ve ark. (2015), da irlanda suslarmin S gen bdlgesi analizine dayanarak,
Mebus susuna gore, daha Once literatiirde bildirilmemis olan {i¢ amino asit
degisimini (P21L; P60S ve DI49E) rapor ectmislerdir. Bildirilen degisimler bu
calismada saptanan nazal akmti ya da gaita orijinli higbir yerel BCoV’da

saptanmamuistir.

Hasoksuz ve ark. (2002), tarafindan bildirilen bir diger c¢alismada ise,
Amerika’da gaita ve nazal akint1 6rneklerinden saptanan BCoV’larin dizinleri Mebus
dizini rehberliginde incelendiginde, bircok amino asit degisiminin oldugu
goriilmistir. Bu degigimlerden S1 alt Gnitesinin; H169N ve H173N degisimleri bu
calisgmada  belirlenen BCoV’lardan elde edilebilen sekiz dizinde de
(BCoV/Turkiye/4950/2015, BCoV/Turkiye/4945/2015, BCoV/Turkiye/U1/2014,
BCoV/Turkiye/G76/2015,  BCoV/Turkiye/G83/2015,  BCoV/Turkiye/T5/2018,
BCoV/Turkiye/S8/2017, BCoV/Turkiye/79/2018) saptanirken, V465A; H470D;
S484T; N499S ve P501S degisimlerinin  yerel izolatlardan birisi haric
(BCoV/Turkiye/IN/2019) tiimiinde goriildiigii tespit edilmistir. Bunlarin diginda
arastiricilarin bildirdigi birgok degisimin (140T, R88T, 1100T, K115D, K179Q,
L248M, S253N, M256L, F458S, N509T, N531D, S543A, Y571H, T778N) bu
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caligmadaki birgok yerel BCoV dizininde bulundugu saptanmustir. Hasoksuz ve ark.
(2002), tarafindan bildirilen 1113V degisiminin ise bu g¢alismada belirlenen bir
ornekte (BCoV/Turkiye/T5/2018) 1113T seklinde; M118K degisiminin ise bu
caligmada belirlenen bir 6rnekte (BCoV/Turkiye/S8/2017) M118I seklinde oldugu
goriilmiistiir. Sozkonusu arastirmada bildirilen T491, N1461, D148G, L154F, N175T,
N204S, D225H, S365F, T4471, S510T, T578S, T716l, S743l, S754N, A769S
degisimleri ise bu calismada S gen dizin bilgileri saglanan viruslarin higbirisinde

goriilmemistir.

Workman ve ark. (2019), 817 tane buzagida solunum sistemi enfeksiyonlart ile
ilgili olarak nazal akint1 ve kan 6rnekleri tizerine ¢aligmislardir. Caligmada elde
edilen 15 BCoV S1 ¢ok degisken bolgesine ilgili amino asit dizinlerinde, Mebus
dizininden farkli aminoasitlerin varligini bildirmislerdir. Bu degisimlerden yedisi
(V465A, H470D, S484T, H525Y ve N531D, S543A, Y571H) bir BCoV
(BCoV/Turkiye/1IN/2019) haricinde tim yerel BCoV’larda saptanirken, F458S
degisimi, bes yerel virusta (BCoV/Turkiye/U1/2014, BCoV/Turkiye/G76/2015,
BCoV/Turkiye/G83/2015, BCoV/Turkiye/8553/2015, BCoV/Turkiye/T5/2018);
P546S degisimini ise P546L seklinde iki yerel virusta (BCoV/Turkiye/G76/2015,
BCoV/Turkiye/G83/2015); N509T degisimi sekiz yerel virusta
(BCoV/Turkiye/4950/2015, BCoV/Turkiye/4945/2015 BCoV/Turkiye/U1/2014,
BCoV/Turkiye/G76/2015, BCoV/Turkiye/G83/2015, BCoV/Turkiye/8553/2015,
BCoV/Turkiye/T5/2018, BCoV/Turkiye/79/2018) goriilmiistiir.  Arastiricilarin
bildirdigi diger degisimler (A476V, D492G, S510T, T535l, T578S, L628F) ise, bu

calismanin yerel viruslarinda saptanmamastir.

Bu ¢alismada saptanan yerel viruslarin dizinleri, Tiirkiye’de daha 6nce yapilan
bir ¢calisma (Alkan ve ark., 2011) kapsaminda ishalli buzagilardan saptanan ve S
genin ¢ok degisken bolgesi dizinleri gen bankasinda yer alan iki yerel BCoV
(BCoV/Turkiye/AN4/2011 ve BCoV/Turkiye/AN11/2011) dizini ile karsilastirmali
olarak degerlendirildiginde, bir nazal akinti Orneginde saptanan BCoV
(BCoV/Turkiye/IN/2019) disindaki tiim viruslarin hem filogenetik agagtaki

yerlesimleri hem de benzerlik oranlarinin yiiksek olusu 6nemlidir. Bununla birlikte
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BCoV/Turkiye/IN/2019 kodlu virusun referans virus Mebus ile aminoasit benzerlik
dizeyi ve filogenetik agagtaki yerlesimi dikkat ¢ekici bulunmustur (Sekil 3.6; Sekil
3.7; Sekil 3.9). Bu ¢aligmanin diger yerel viruslarinin ¢ok sayida isletme, farkl yillar
ve farkli klinik olgulardan alinmis materyallerden elde edilmis olmalarina ragmen,
yiksek oranda benzerlik gosterdiginin saptanmis olmasi, nazal akimti orijinli s6z
konusu yerel susun (BCoV/Turkiye/IN/2019) farkli gen bolgeleri dizinleri/ tim
dizinin elde edilmesi yoniindeki ¢aligmalara diisiinsel kaynak olusturur niteliktedir.
Bu durumun olasi nedenlerinden birisinin, 6rneklemeden kisa bir siire Once asi
uygulamasi olabilecegi diisiiniilebilirse de, bu konuda bilgi edinilemediginden

herhangi bir degerlendirme yapmak miimkiin olamamustir.

BCoV’larin sindirim ya da solunum sisteminde olusturduklar1 enfeksiyonlara
ilgili caligmalar siklikla bu olgulardan saptanan viruslarin analizi tizerinedir (Alkan
ve ark., 2011; Hasoksuz ve ark., 2002; Martinez ve ark., 2012). Bu durum virusun
farkli sistemlere tropizminin degerlendirilmesinde bazi soru isaretlerine yol agmakta
olup, deneysel ¢alismalar ile de konu sorgulanmaktadir. Park ve ark. (2007a), kis
dizanterisi ge¢irmekte olan yetigkin sigirin gaitasindan HRT-18 hiicre hattinda alt1
defa pasaji takiben izole edilen kis dizanteri susunu (KWD3) oral yolla verdikleri bir
buzagmin hem sindirim sisteminin hem de solunum sisteminin coronavirustan
etkilendigini bildirmislerdir. Beuttemmuller ve ark. (2017), ise son yillarda
Brezilya’da elde edilen yerel suslarinin genetik farkliliklarini dikkate alarak, Glney
Amerika’da BCoV’unun enterik suslarinin yaygin olarak goriilmesi ve respiratorik
suslarla olan iliskisini arastirmak amaciyla yaptiklar1 bir c¢aligmada, Giiney
Brezilya’daki bir besi ¢iftliginde ortaya c¢ikan solunum sistemi enfeksiyonu
salginindan elde edilen respiratorik sus olan BR UEL11’1 (KP208779)
kullanmiglardir. Bu virusun (BR UEL11) S gen dizinleri ile Gen Bankasindan temin
ettikleri Mebus, NVSL, LY 138, LY VB gibi referans viruslarin yani sira bagka BCoV
viruslari ile niikleik asit benzerlik oranlar1 karsilastirildiginda, BR UEL11 virusunun
ata viruslar olan referans viruslardan farklilastigin1 ve bu farklilagsma esnasinda
sindirim sisteminin yani sira solunum sistemini de etkileyebilen virusa doniistiigiinii

bildirmislerdir.
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Bu ¢alismada kullanilan yerel viruslarin filogenetik analizi, nukleik asit, amino
asit benzerlik oranlart ve amino asit dizinleri incelendiginde, tilkemizdeki
BCoV’larin en azindan S gen bdlgesi bakimindan ¢ok Onemli bir degisime isaret
etmedigi ve yerel suslarin hem solunum hem de sindirim sistemi enfeksiyonu
olusturma potansiyelleri bakimindan muhtemelen olduk¢a benzer risk olusturduklar1
sonucuna varilmistir. Daha ¢ok sayida yerel virlis kullanilarak, S gen yanisira farkli
gen bolgeler (6zellikle HE) ve —hatta tim gen analizi- iizerine yapilacak ¢aligmalar

bu noktada deger tasiyacaktir.

Coronaviruslar blyiik RNA genoma sahiptir ve quasispecies olarak bulunur.
Bu durum coronaviruslarda adaptif mutasyon ve tiirler arasi gegis ihtimalini
arttirmakta olup (Alekseev ve ark., 2008; Hasokstz ve ark., 2007), 6zellikle de
SARS salgini, coronavirus biyolojik ¢esitliligi ve genomik arastirmalara olan ilgiyi
arttrmistir. Nitekim 2003 yilindan Once, tiim genomun elde edildigi sadece 10
coronavirus literatiir bilgisi bulunmaktayken, SARS salginindan sonra farkli tiirlere
ait bir¢ok tiim genom coronavirus dizini Gen Bankasma eklenmistir. Bunlar arasinda
iki insan coronavirusu (NL63 ve HKUI), farkli memeli hayvan tiirlerine ait
coronaviruslar [(yarasa SARS coronavirus, yarasa coronavirus HKU2, HK4, HKU5,
HKUS8, HKU9, 512/2005 ve 1A), at coronavirusu ve beluga balina coronavirusu] ve
kanatli coronaviruslar: (hindi coronavirus, bilbil coronavirus HKU11, pamukcuk
coronavirus HKU12 ve munia coronavirus HKU13) bulunmaktadir. RNA bagiml
RNA polimerazin dublikasyonu, yiiksek homolog RNA rekombinasyon sikligmin ve
coronaviruslarm biiylik genomlarinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan coronaviruslarin
cesitliliginin, artan sayida coronavirusla birlikte, tiirler arasi gegisler sonucunda
zoonotik hastaliklara (SARS, MERS coronavirus enfeksiyonu) neden olarak
felaketlerle sonuglanabilecegi gozlenmistir (Woo ve ark., 2009). 2002’den 2010’a
kadar Isve¢ ve Danimarka’da meydana gelen salginlar sirasinda siit ve besi
ciftliklerinden toplanan 33 BCoV susunun S geni {izerine yapilan analiz sonucunda;
elde edilen suslarin Italyan BCoV suslar1 ile birlikte bir dal olusturdugu ve insan
enterik coronavirus HECV 4408/US/94 susu ile oldukca benzer oldugu bildirilmistir.
BCoV, kopek solunum coronavirus ve insan coronavirus OC43 arasinda yiiksek bir

benzerlik gozlenmistir. BCoV ile kopek solunum coronavirus viruslarmin 1951°de,
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BCoV ve insan coronavirus OC43 viruslarinin 1899°da ortak atalar1 olan viruslardan
ayrildiklar1 tahmin edilmektedir (Bidokhti ve ark., 2013). Brandao ve ark. (2006),
Brezilya BCoV suslarinin 526.,527.,528.,529.,530. ve 531. amino asitlerinin
delesyona ugramis hali ile insan coronavirusu OC43 susunun ayni oldugunu; alt1
amino asidin delesyonu ile zoonotik 0nem kazanmasmin olduk¢a dikkat cekici
oldugunu bildirmistir. Bu ¢alisgmadan elde edilen yerel BCoV dizinlerinde (EK 2)

herhangi bir insersiyon ya da delesyon saptanmamastir.

Enfeksiyonlardan korunmada asilama Onemli yer tutmaktadir. Buzagi
ishallerinden korunma amaciyla diger bazi enterik ajanlar yam sira BCoV’a kars1 da
korunma saglamay1 hedefleyen ticari asilar bulunmaktadir. Tiirkiye’de de ozellikle
st sigir1 yetistiriciligi isletmelerinde yeni dogan buzagilar1 maternal antikorlar
aracilifiyla korumay1 hedefleyen, BCoV referans virusu Mebus igeren asilar yaygin
olarak kullanilmaktadir. As1 basarisini etkileyen faktorler i¢inde asi susu ve yerel
suslar arasindaki antijenik yakinlik diizeyi en onemli faktdrlerdendir. Antijenik
farkliligin  artmasi1 serotip farkliklari, spontan mutasyonlar sonucu olusan
varyasyonlar, vb. nedeniyle olusabilmektedir. Nitekim Yoo ve Deregt (2001) tek bir
amino asit degisikliginin (A528V) BCoV’un notralizasyona karsi direng
gelistirmesine sebep olabilecegini bildirmislerdir. Bu ¢alismada yerel BCoV’larm hig
birisinde, s6z konusu arastiricilar tarafindan bildirilen degisim (A528V)
goriilmemistir. Yerel viruslarin antijenik domain de olusan bazi amino asit
degisimlerinin bir direng¢ gelisimine neden olup olmayacagi da bilinmemektedir.
Bununla birlikte bugine dek yapilan ¢aligmalar ve Veteriner hekimler ile kisisel
goriismelerimizdeki bildirimlere dayanilarak, Tiirkiye’de ticari olarak var olan
asilarin enfeksiyondan korunmada kullanilabilecegi, bununla birlikte yerel suslari ile
s6z konusu asilara ait suslarinin antijenik yakinliklarinimn sorgulanmasi yoniindeki
caligmalarn, diger bir ¢ok etiyolojik ajan i¢in de oldugu gibi, siirdiiriilmesine ihtiyag

duyuldugu kanaatine varilmstir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez calismasinda; farkli illerde (Ankara, Denizli, Erzurum, izmir, Tokat,
Hatay) yetistirilen ve coronavirus klinik bulgular1 gosteren 119 hayvandan alinan
materyaller (41 gaita ve 78 nazal akint1) kullanilmistir. BCoV, solunum ve sindirim
sistemleri enfeksiyonlariyla seyrederek sigir yetistiriciliginde 6nemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Bu ¢alisma ile BCoV’un S glikoproteini kodlayan genin
kismi analizi (S1 gen bdlgesi) / tiim analizi yapilarak S gen identifikasyonu; S genin
degisken bolgesi dizinlerinin belirlenmesi; mutasyonlarm sorgulanmasi ve Gen
Bankasinda yer alan farkl iilkelerin izolatlar1 / as1 suslari ile karsilagtirilmali
filogenetik analizinin yapilmasi, nikleik asit ve amino asit benzerliklerinin tespit
edilmesi amaglanmistir. Bu baglamda yapilan tez ¢alismasinda elde edilen verilere
dayanilarak;

1. BCoV varliginin tespit edilmesi amaciyla N gen bolgesini hedef alan RT-PCR ile
119 6rnegin 35’1 (9 gaita, 26 nazal akimnt1) pozitif olarak belirlenmistir.

2. BCoV varlig1 saptanan 35 BCoV S gen bdlgesinin ¢ogaltilmasina yonelik RT-
PCR’lar sonucunda elde edilen beklenen biyukliklerdeki amplikonlar
kullanilarak, hizmet alim1 yoluyla dizin bilgileri edinilmistir.

3. Dizin analizi sonucunda tim S geni elde edilmis bes Ornegin dizini, kendi
aralarinda ve sirasiyla gaita ve nazal akint1 orijinli referans viruslar olan Mebus ve
LSU ile nukleik asit benzerlik yoniinden incelenmistir. Yerel viruslarmn Mebus
icin %96,92 - 97,58 oranlarinda, LSU ile ise %97,33 - 97,99 oranlarinda
benzerligi goriilmUstiir. Yerel viruslarin kendi aralarinda benzerlik oranlari
%97,48 - 99,04 olarak saptanmustir. Gaita orijinli ve nazal akimti orijinli yerel
viruslar arasindaki benzerlik oranlar1 sirasiyla %97,65 - 99,04 ve %97,89 olarak
belirlenmistir.

4. S1 adli primerler kullanilarak elde edilen 11 6rnegin (BCoV/Turkiye/4950/2015,
BCoV/Turkiye/4945/2015, BCoV/Turkiye/U1/2014, BCoV/Turkiye/G76/2015,
BCoV/Turkiye/G83/2015, BCoV/Turkiye/H1/2013, BCoV/Turkiye/8553/2015,
BCoV/Turkiye/T5/2018, BCoV/Turkiye/S8/2017, BCoV/Turkiye/79/2018,
BCoV/Turkiye/1IN/2019) dizinleri kendi aralarinda ve sirasiyla gaita ve nazal

akmt1 orijinli referans viruslar olan Mebus ve LSU ile niikleik asit benzerlik
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yoninden incelenmistir. Yerel viruslarn Mebus ile %94,78 - 99,11 oranlarinda,
LSU ile ise %96,23 - 97,72 oranlarinda benzerligi goriilmiistiir. Yerel viruslarin
kendi aralarinda benzerlik oranlar1 %90,92 - 100 olarak saptanmustir. Gaita orijinli
ve nazal akint1 orijinli yerel viruslar arasindaki benzerlik oranlar1 sirastyla %90,92
- 100 ve %95,13 - 98,75 olarak belirlenmistir.

. Ulkemizde daha ©6nce saptanan iki BCoV (BCoV/TurkiyeAN4/2011 ve
BCoV/Turkiye/AN11/2011) kismi S gen bdlgesi ile bu ¢alismada S1 primerleriyle
elde edilen 11 6rnegin (BCoV/Turkiye/4950/2015, BCoV/Turkiye/4945/2015,
BCoV/Turkiye/U1/2014, BCoV/Turkiye/G76/2015, BCoV/Turkiye/G83/2015,
BCoV/Turkiye/H1/2013, BCoV/Turkiye/8553/2015, BCoV/Turkiye/T5/2018,
BCoV/Turkiye/S8/2017,  BCoV/Turkiye/79/2018, @ BCoV/Turkiye/1N/2019)
nikleik asit benzerligi incelendiginde, BCoV/Turkiye/AN4/2011 ile %90,64 -
97,1 ve BCoV/Turkiye/AN11/2011 ile %95,57 - 98,14 oraninda benzerlikleri
oldugu tespit edilmistir.

. Yerel viruslarm S gen amino asit verileri incelendiginde, farkli arastirmalarda
sindirim ya da solunum sistemi tropizmine yol agtig1 bildirilen bazi amino asit
degisimleri yanisira israrct amino asit degisimlerinin de oldugu goriilmiistiir.
Bununla birlikte bu degisimlerin, yerel viruslarin farkli sistemlerde (solunum ya
da sindirim) enfeksiyon olusturmasindaki olasi rollerinin degerlendirilmesi i¢in
ileri arastirmalarmn ( deneysel ¢alisma,vb) gerekli oldugu kanaatine varildi.

. BCoV nedenli ekonomik kayiplarin boyutu, zoonotik potansiyeli, vb. dikkate
alinarak, bilimsel verilerin elde edilmesi ve bu veriler kullanilarak 6zellikle asi
kullanimin1 iceren kontrol ¢aligmalarmin yapilabilmesi i¢in, prevalans ¢alismalari
yant swa molekiiler analiz c¢alismalarinin genis Orneklem kullanilarak

stirdiiriilmesine ihtiya¢ duyuldugu kanaatine varimaistir.
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OZET

Sigir Coronaviruslarim S Gen Bolgesi Molekiler Analizi

Bu ¢alismada; farkli illerde (Ankara, Denizli, Burdur, Erzurum, Izmir, Tokat, Hatay)
yerlesik sigir yetistiriciligi isletmelerinde bulunan, solunum ya da sindirim sistemi
enfeksiyonu klinik bulgularin1  gosteren 119 buzagi/eriskin sigirdan saglanan tami
materyalleri (41 gaita ve 78 nazal akinti) BCoV varligi yoniinden sorgulanmis; ardindan
saptanan yerel BCoV’larin (n=11) S glikoproteini kodlayan genin kismi analizi (S1 gen
bolgesi) / tim analizi yapilmistir. Elde edilen niikleik asit ve amino asit dizinleri, Klinik
materyalin tlrli ve yerel viruslarda saptanan mutasyonlar incelenerek, S genin farkli
sistemlere tropizm olusumundaki olas1 6nemi iizerine degerlendirmeler yapilmistir.

N gen bolgesine yonelik RT-Nested PCR ydntemi ile test edilen drneklerden, 35’ (9
gaita ve 26 nazal akinti) BCoV yoninden pozitif bulunmustur. Bu yerel viruslarin (n=35)
tim S gen bolgesinin elde edilmesini hedefleyen RT-PCR’lar sonrasinda, 11 oOrnek igin
yerel BCoV kismi/tiim S gen bolgesi dizinleri elde edilmistir. Bu dizinlerm Tiirkiye’de daha
once bildirilen dizinler, farkli tilkelerde saptanan BCoV suslar1 ve referans viruslar (enterik
orijinli Mebus ve solunum sistemi orijinli LSU) ile karsilastirmali olarak incelenmistir.

Sonug olarak bu ¢alismada buzag ishallerdeki 6nemi iyi bilinen BCoV’larm solunum
sistemi enfeksiyonlarina da onemli oranla katiliminin oldugu, yerel suslarmn pek ¢ok farkli
amino asit degisimi gostermelerine karsin onemli olgiide birbirine benzer oldugu, nasal
akint1 yada gaita orijinli baz1 yerel viruslarda israrci degisimlerin varlig1 tespit edildi. Farkli
sistemlere tropizm yoniinden yerel BCoV S gen bdlgesi amino asit dizinleri incelendiginde,
literatirde daha oOnce tropizm ile iligskilendirilen bazi degisimlerin bir kismunin Yyerel
viruslarda da bulundugu goriildii. Bu ¢alismada Tiirkiye’de BCoV S gen bdlgesinin tiim gen
analizinin bildirildigi ilk ¢aligmadir.

Anahtar Sozcukler: Bovine Coronavirus, Filogenetik Analiz, Molekler
Karakterizasyon, Nested-RT-PCR, S Gen.

65



SUMMARY

Molecular Analysis of S gene of Bovine Coronaviruses

In this study; diagnostic materials collected from the breeding establishments located
in different provinces (Ankara, Denizli, Burdur, Erzurum, Izmir, Tokat, Hatay). 119 calves
and adult cattle were sampled (41 feces and 78 nasal discharge) which presents clinical
findings of respiratory or digestive tract infection for the BCoV existence. After detection of
the local BCoVs (n=11), partial analysis (S1 gene region) / whole analysis of the gene
encoding the S glycoprotein. With the obtained nucleic acid and amino acid sequences, the
type of clinical material and mutations detected in local viruses were examined and
evaluations were made on the possible importance of S gene in the formation of tropism in
different systems.

Samples tested for the N gene region by RT-Nested PCR method, 35 (9 feces and 26
nasal discharge) were positive for BCoV. After RT-PCRs aimed to acquire the whole S gene
region of these local viruses (n=35), partial / whole S gene region sequences were obtained
for 11 samples. These sequences investigated and compared with the previously reported
BCoV strains in Turkey and different countries and reference viruses (enteric origin Mebus
and respiratory system origin LSU).

In conclusion, it was determined that BCoVs, which are well known for their
importance in calf diarrhea, also had a significant contribution to respiratory system
infections, although local strains showed many different amino acid changes those are
significantly similar to each other, and there were persistent changes in some local viruses of
nasal discharge or feces origin. When the local BCoV S gene region amino acid sequences
were examined in terms of tropism in different systems, some of the previously reported
tropism-related changes were found in local viruses. This study is the very first for the BCoV
whole S gene analyzes reported in Turkey.

Keywords: Bovine Coronavirus, Molecular Characterization, Nested-RT-PCR,
Phylogenetic Analysis, S Gene.
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