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ARASTIRMA

Elazig, Malatya ve Diyarbakir illerindeki Yenidogan ishalli
Buzagilarda Bovine Rotaviriis ve Bovine Coronaviriisiin Real
Time RT-PCR ile Teghisi

Yenidogan buzagi ishalleri sigir yetistiriciligi yapilan diinyanin birgok tlkesinde en énemli hayvan
saglig sorunlarindan birisidir. Trkiye’de bugiine kadar yapilan ¢alismalar, bovine rotaviris (BRV)
ve bovine coronaviris (BCoV)'uin yeni dogan buzag ishalinde baskin role sahip en énemli iki viral
etken oldugunu gdéstermektedir. Bu calismada Elazig, Malatya ve Diyarbakir illerinden ishal
semptomlu 1-28 gunlik buzagilara ait diski 6rneklerinde BRV ve BCoV’nin prevalansinin
belilenmesi ve bu virGslere yobnelik korunma-kontrol programlarinin degerlendiriimesi
hedeflenmistir. Bu amagla, Elazi§ (n:36), Diyarbakir (n:10) ve Malatya (n:28) illerinden toplam 74
adet diski 6rnegi calismaya dahil edilmistir. Real Time RT-PCR (rRT-PCR) sonugclarina goére klinik
orneklerin 18’i BRV pozitif (%24.3), 10'u BCoV pozitif (%13.5) ve 7’sinde her iki virls (%9.5) birden
tespit edilmistir. Elazi§ ve ¢evre illerinde bu konu uzerine yapilan ¢alisma sayisi oldukca sinirlidir
elde edilen veriler bdlgede her iki virisin epidemiyolojisi ve koruyucu tedbirlerin alinmasi
bakimindan 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bovine rotaviriis, bovine coronaviris, real-time, PCR

Real-Time RT-PCR Diagnosis of Bovine Rota and Bovine Coronaviruses in
Neonatal Diarrhea Calves in Elazig, Malatya, and Diyarbakir Provinces

Neonatal calf diarrhea is one of the most important health problems in many countries of the world
where cattle breeding is carried out. Studies show that bovine rotavirus (BRV) and bovine
coronavirus (BCoV) are the two most critical viral agents that have been predominant in neonatal
calf diarrhea so far in Turkiye. Here, we aimed to determine the prevalence of BRV and BCoV in
fecal samples of calves (1-28 days old) with diarrhea signs from the provinces of Elazig, Malatya,
and Diyarbakir and to evaluate the prevention control programs for these viruses. For this purpose,
fecal samples of 74 calves from the provinces of Elazig (n: 36), Diyarbakir (n: 10), and Malatya (n:
28) were included in the study. According to Real Time RT-PCR (rRT-PCR) results, 18/74 (24.3%)
of the clinical samples were BRV positive, 10/74 (13.5%) were BCoV positive and 7/74 (9.5%) were
both BRV and BCoV were positive. The number of studies on this subject in Elazi§ and its
surrounding provinces is quite limited, and the data obtained are important in terms of the
epidemiology of both viruses and taking protective measures in the region.

Key Words: Bovine rotavirus, bovine coronavirus, real-time, PCR

Girig

Tdm dinyada oldugu gibi llkemizde de yenidogan buzag: ishalleri hayvan
yetistiriciliginin 6nemli sorunlarin basinda gelmektedir. ishal, buzagilarda agirlik artisinin
azalmasina, hastaligin ortaya c¢iktigi isletmelerde tedavi masraflarinin artmasina,
iyilesenlerin eski performansini yakalayamamasina ve artan 6lim oranlari ile ciddi
ekonomik kayiplara sebep olabilmektedir. Turkiye’de her yil yaklasik 6 milyon buzagdinin
dogdugu ve neonatal donemde O6lumlerin de en az %15 oldudu disundldiginde
Ulkemize bunun maliyetinin yaklasik 525 milyon Euro oldugu hesap edilmistir (1).

ilk olarak 1974 yilinda elektron mikroskobu ile teshis edilen ve buzagi ishallerinin
en Onemli viral etkenlerinden bovine rotavirlis (BRV)'ler, Reoviridae ailesi igerisinde
Rotavirus genusunda siniflandirilan, zarfsiz, kiibik simetrili, gift iplikcikli ve 11 segmentli
RNA genomuna sahip olan viriislerdir (2). insan dahil bircok memeli ve kanatli hayvan
turinde enfeksiyon olusturan rotavirsler erigkinlerde subklinik, yenidoganlarda
(6zellikle de immun kolosturum almamig olanlarda) ishal ile seyreden hastaliklara neden
olmaktadir (3).

Bovine rotavirls (BRV)ler esas olarak fekal-oral yolla bulagmakta ve subklinik
erigkin hayvanlar bu asamada 6nemli rol oynamaktadir (4). Enfekte hayvanlar bol
miktarda virist digkilar ile cevreye sacar ve bu sacihm enfeksiyonun 3. ve 4.
glnlerinde en Ust seviyeye ulagir. Bu nedenle BRYV ile enfekte semptomatik buzagilarin
digkisi gevresel kontaminasyon igin risk olusturmakta ve rotavirisle enfekte su
kaynaklari hastaligin epidemiyolojisine dogrudan katkida bulunmaktadir (3).
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Yenidodan buzagi ishallerinin dnemli etkenlerinden
bir digeri olan bovine coronavirisler, Nidovirales
dizininde, Coronaviridae ailesinde, Coronavirinae alt
ailesinde, Betacoronavirus genusunda yer alirlar ve
zarfli, helikal simetrili, pozitif polariteli olan RNA
virisleridir (5). Coronavirisler insan, evcil ve vahsi
yasamdaki birgok hayvan tlriinde enfeksiyon olusturarak
akut ve kronik sindirim, solunum ve merkezi sinir sistemi
hastaliklarina neden olmakta (6) ve tur bariyerini
gecerek zoonoz hastaliklar olusturabilmektedir (7).
BCoV’lar da BRV’lere benzer sekilde bagslica fekal-oral
yolla bulagsmakta, kontamine olmus yem ve su
kaynaklari virlsin tasinmasinda onemli rol
oynamaktadir. Etken ayrica aerosol yolla da
bulasabilmektedir (3, 6).

BRV ve BCoV antijenlerinin saptanmasinda birgok
arastirici tarafindan kullanilan yéntem ELISA teknigidir.
Yine bu etkenlerin tespitinde en ¢ok tercih edilen
yontemlerin basinda sensitivite ve spesifitesi ylUksek
olan reverse transcription polymerase chain reaction
(RT-PCR) ve Real Time RT-PCR (rRT-PCR) gibi
molekiiler teknikler de kullaniimaktadir (8, 9).

Turkiye'nin farkli boélgelerinde yenidodan buzagi
ishallerinde farkli oranlarda BRV ve BCoV tespiti
yapilarak koruyucu veteriner hekimlik hizmetlerinin
uygulandigi ciftliklerde dahil her iki enterik virlsin
yenidogan buzagilarda ishale neden oldugu bildirilmistir.
Bu calismada yenidodan buzagi ishallerinin siklkla
goruldugi Elazig, Diyarbakir ve Malatya illerinden diski
orneklerinde BRV ve BCoV varliginin real-time PCR
yontemi ile aragtinlmasi ve bu virislere yodnelik
korunma-kontrol programlarinin degerlendiriimesi
amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Arastirma ve Yayin Etigi: Bu calisma, Tarim ve
Orman Bakanligi Elazig Veteriner Kontrol Enstitlisu
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun onayi ile
yapilmistir (2023/01).

ishal Orneklerinin Toplanmasi ve islenmesi: Bu
calismada Elazig, Diyarbakir ve Malatya illerinde faaliyet
gosteren kiguk/orta blyiklikteki isletmelerde yetistirilen
toplam 74 ishalli buzadiya (1-28 gunlik yas) ait digki
ornegi alindi. Bu ornekler analiz edilinceye kadar -
20°C’de saklandi. Digki o6rnekleri, PBS (Phosphate
Buffer Saline) ile %10-20 oraninda suspanse edilerek
iyice vortekslenip, +4 °C’de, 3000 rpm’de, 5 dk santrifijj
edildikten sonra slpernatantlar yeni steril tiplere alindi.
Bu slpernatantlardan 250 pL alinarak (RNAase free)
steril 1.5 mL’lik tiplere aktarildi. Geriye kalan miktarlar
ise tiipler icerisinde -80 °C’de muhafaza edildi. Ornek
alinan buzagilara ait bazi bilgiler Tablo 2’de verilmistir.

Viral Niikleik Asit izolasyonu ve Real-Time RT-
PCR: Digkidan hazirlanan supernatantlardan viral
etkenlerin RNA’sI talimatlarina uygun olarak IndiSpin
Pathogen Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Almanya, Cat.
No: SP54106) ile elde edildi ve analiz edilinceye kadar —
80 °C’de muhafaza edildi.
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Klinik orneklerin rRT-PCR adiminda ise AgPath-
ID™ One-Step RT-PCR (Thermo Scientific™, Amerika
Birlesik Devletleri) kiti kullanildi.

Arastirmada  bovine  rotaviris ve  bovine
coronavirisin hedef gen bolgelerinin gogdaltiimasi
asamasinda kullanilan primer ve problar Tablo 1’'de
gOsterilmigtir.

Tablo 1. Bovine rotaviriis ve bovine coronavirlis tespiti
icin kullanilan primer ve problar

Primer ve Prob Sekans (5°-3’) Referans
Rota NVP3-F ACCATCTTCACGTAACCCTC
Rota NVP3-R GGTCACATAACGCCCC

FAM- 10
Rota-Pb ATGAGCACAATAGTTAAAAGCTAACAC

TGTCAA-TAMRA

BCoV-F CTGGAAGTTGGTGGAGTT
BCoV-R ATTATCGGCCTAACATACATC 1
BCOV-Pb FAM-CCTTCATATCTATACACATCAAG

TTGTT-BHQ1

BRYV igin rRT-PCR: BRYV igin rRT-PCR karigimi
toplamda 20 uL olacak sekilde 10 yL 2X RT-PCR Buffer,
3.5 pL niikleazdan ari su, 1 yL NVP3-F forward primer
(0.5 uM), 1 pL NVP3-R reverse primer (0.5 pM), 0.7 pL
Rota-Pb prob (0.1 pM) (Tablo 1), 0.8 pyL RT-PCR
Enzyme Mix ve 3 pL template eklenerek hazirlandi. Elde
edilen rRT-PCR kangimi 45°C'de 10 dk ters
transkripsiyonun  ardindan 95°C'de 10 dk 6n
denaturasyon islemi ve akabinde 40 siklus olacak
bigimde (95°C 30 sn, 55°C 30 sn, 72°C 30 sn) farkli
isilara tabi tutuldu. Son olarak 72 °C’de 5 dk siresince
son uzama adimi gergeklestirildi.

BCoV ig¢in rRT-PCR: BCoV igin rRT-PCR karigimi
toplamda 20 pL olacak sekilde 10 uL 2X RT-PCR Buffer,
3.5 L nikleaz ari su, 1 yL BCoV-F forward primer (0.5
MM ), 1 puL BCoV-R reverse primer (0.5 yM), 0.7 pL
BCoV-Pb prob (0.1 pM) (Tablo 1), 0.8 pyL RT-PCR
Enzyme Mix ve 3 puL template eklenerek hazirlandi. rRT-
PCR asamasindaki Isi dongi prosediri BRV igin
uygulanan ile ayni sartlarda gergeklestirildi.

istatistiksel Degerlendirme: Veriler "SPSS for
Windows 22.0" paket programi kullanilarak analiz edildi.
Her bir parametre ylzde olarak ifade edildi (12).

Bulgular

rRT-PCR testi sonucunda, 74 adet ishalli buzagi
orneginin 18'inde BRV nukleik asidi (%24.3), 10’'unda
BCoV nukleik asidi (%13.5) ve 7’sinde de hem BRV hem
de BCoV nikleik asidi (%9.5) tespit edilmistir. 74 buzagi
orneginin 46’sinda (%62.2) ise aranan enterik viriislerin
nikleik asidine rastlanmamigtir.

Calismaya dahil edilen buzagilar 1-28 gunlik yas
araligindayd1 bu buzagilara ait bazi bilgiler Tablo 2’de
verilmistir. Testin sonuglarina gore 1-7 gunlik yenidogan
ishalli buzagilarda BRV nukleik asidi (%32, 8/25), 8-14
gunliklerde ise BCoV nikleik asidi (%26.31, 5/19) daha
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yuksek oranda tespit edildi ancak yas gruplar arasinda
istatistiksel fark bulunmadi (P>0.05).

Simental (n: 36) ve montafon (n: 4) irki ve simental
melezi (n: 19) ile montafon melezi (n: 15) hayvanlarin
oldugu bu galismada, irk bazinda BRV ve BCoV’nin
pozitifik ~ oranlan degderlendirildiginde her ki
enfeksiyonun simental melezinde daha ylksek oldugu
belirlendi.

40 adet disi ve 24 adet erkek hayvandan alinan
digki érneklerinin real-time PCR sonuclarina gére BRV
pozitiflik orani digilerde %27.5, erkeklerde %29.2 ve
BCoV pozitiflik orani ise disilerde %15.0, erkeklerde
%216.7 orani ile birbirine benzer bulundu (Tablo 2).

BRV, BCoV ve miks enfeksiyon tespit edilen
hayvanlarin irk, yas ve cinsiyet agisindan ki-kare testi ile
analizi sonucunda viris pozitifligi ile risk faktorleri
arasindaki iligki istatistiksel olarak énemsiz bulunmustur
(P>0.05).

Tablo 2. Real-Time PCR ile pozitif saptanan érneklerin
yas, Irk ve cinsiyete gbre dagihmi
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Bovine Bovine

P~ - Miks
N i rotaviris coronavirus Jftoplam
Ozellikler n/toplam nitoplam n (0’/’)
(%) (%) °
1-7 6/21 (28.6) 121 (4.7) 121 (4.7)
vas 8-14 5/19(26.3)  5/19(26.3)  3/19 (15.8)
(Giin) 15-21 5/25(20.0)  3/25(12.0)  3/25(12.0)
22-28 2/9 (22.2) 1/9 (11.1) 0/9 (0.0)
Simental 8/36 (22.2)  4/36 (11.1)  4/36 (11.1)
Irk Montafon 0/4 (0.0) 0/4 (0.0) 0/4 (0.0)
Simental Melez ~ 7/19 (26.8)  4/19 (21.1)  2/19 (10.5)
Montafon Melez 3/15 (20.0) 2/15 (13.3) 1/15 (6.7)
Disi (1217’45(; 6/40 (15.0)  5/40 (12,5)
Cinsiyet :
insiye Erkek 7124 (202)  4?40167) 2124 (8.3)
Toplam 18/74 (24.3)  10/74 (135)  7/74(9.5)
Tartisma
Dinyada ve Turkiye’deki sigir isletmelerinde

yenidogan  donemindeki  kayiplarin  en  buylk
nedenlerinden birisi buzag: ishalleridir. Bakteri, viris ve
parazit gibi enfeksiydz ve kot bakim—besleme kosullart,
immun baskilanma ve kolostrum alamama gibi non-
enfeksiy6z faktorlere bagl olarak gelisen buzagi ishalleri
ekonomik 6nemini hala korumaktadir (1-3)

Yenidogan buzagi ishallerinin en Onemli viral
etkenlerinden biri olan BRYV ile alakali dinyanin farkh
Ulkelerinde  farkli  yOontemlerle  birgok arastirma
yapilmistir.  Ishalli  buzad &érneklerinde  yapilan
calismalarda Iskogya'da %35.4, Ispanya'da %41.9,
Fransa'nin giney bati bdlgesinde %47.4, Etiyopya'da
%16.7-49.3 oraninda bovine rotaviriis pozitifligi tespit
edilmistir (13-16).

Turkiye’de yenidogan buzagi ishallerinde BRYV ile
ilgili yapilan calismalarda; 11 ilde (Ankara, Mugla,
Denizli, Bursa, izmir, Eskisehir, Mus, Samsun, Tekirdag
ve Kirklareli) %33.6 (17), 6 ilde (Bursa, Sanlurfa, Konya,
Denizli, Samsun, Ankara) %53 (18), Van yoéresinde
%17.9 (19), Kars ydresinde %31.1 (20), Konya ilinde
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yapilan 2 farkli galismada %18.2 (21) ve %8.5 (22),
Elazig ili ve ilcelerinde %30 (23), Siirt yoresindeki %4
(24), Tokat yoéresinde %44.8 (25), Erzurum yoéresinde
%6.1 (26), Sivas ve ilgelerinde %22 (27), Kirikkale ve
cevre illerde %37.3 (28), Kayseri'de %56.4 (29), Edirne
ilinde %6.3 (30) oranlarinda BRYV pozitifligi belilenmistir.
Bu calismada ise BRV pozitiflik orani Ulkemizde ve
dliinyada yapilan ¢alismalara paralel olarak %24.3 olarak
saptanmistir

) BCoV ile alakali vyapilan calismalarda ise
Iskogya'da %3.6, Ispanya'da %10.7, Fransa da %16.5,
Etiyopya'da yapilan farkli arastirmalarda %21.3-38.9

oraninda yenidogan buzagi ishallerinde bovine
coronavirts pozitifligi bildirmislerdir (13-16).
Turkiye'nin farkli illerinde buzagilardaki ishal

olgularinda BCoV varlidi; 6 ilde (Bursa, Sanlurfa,
Konya, Denizli, Samsun, Ankara) %18 (18), Van
yoresinde %1.12 (19), Kars yoéresinde % 2.2 (20), Elazig
ve ilgelerinde %13 (21), Siirt yoresinde %7 (24), Tokat
yoresinde %9.35 (25), Erzurum ve ilgelerinde %12.1
(26), Sivas ve ilgelerinde %9 (27), Kirikkale ve gevre
illerde %37.27 (28), Kayseri'lde %19.2 (29), Edirne’de
%12.5 (30), ve Marmara Bdlgesinde %2 (31) oraninda
tespit edilmistir.

Dunyada ve Turkiye’de yapilmis olan ¢alismalarda
(18, 23, 32) BRV-BCoV ikili enfeksiyon oranlarn %2.43 -
%13.4 arasinda saptanmistir. Bu g¢alisma sonucunda
belirlenen, ikili BRV-BCoV (%9.5) enfeksiyon oraninin,
Turkiye’de ve dinyada yapilmis diger galismalar ile
benzer oldugu goértlmektedir.

Yenidodan buzagdilarda ishallerin olusmasinda yas,
irk ve cinsiyet 6nemli risk faktorlerini olusturmaktadir.
Yenidogan déneminin ilk iki haftasi ishallerin olustugu
riskli bir dénemdir. BRV icin 1-7 glUnlik dénemde
pozitiflik oraninin en ylksek oldugunu belirten birgok
c¢alisma vardir (2, 3, 14, 18, 23). Bu calismada da
yapilan diger galismalara benzer olarak BRV en ¢ok 1-7
gin, BCoV ise 8-15 gin vyastaki hayvanlarda
saptanmistir.

Money ve ark. (33), erkek hayvanlarda BRV ve
BCoV pozitifliginin disilere kiyasla daha ylksek oldugunu
bildirmelerine ragmen diger calismalarda ise disi ve
erkeklerdeki pozitiflik oranlarinda bir fark bulamamistir
(29, 34). Citil ve ark. (35) yerel sigir irklarindaki ishal
gOrulme oraninin (%38) simental irklara (%29.9) kiyasla
daha ylksek oldugunu bildirmiglerdir. Bu ¢alisma
sonucunda da cinsiyetin yenidogan buzagi ishallerinde
onemli bir risk faktéri olmadigi, benzer sekilde simental,
simental melez ve montafon melez irklarindaki poziflik
oranlarinin da birbirine benzer oldugu yani irka bagl bir
riskin bulunmadigi da belirlenmistir.

Ulkemizde Elazi§ il ve ilgelerindeki yenidogan
buzagi ishallerinde BRV ve BCoV’'un arastirildigi tek
calisma 2012 yihinda Al ve Balikgl (23) tarafindan
yapiimis ve hizli test kiti kullanilarak 30 adet yenidogan
ishalli buzagilarda %30 oraninda BRV, %13 oraninda
BCoV ve %3.4 oraninda miks enfeksiyon tespit
edilmistir. Bu calismada ise Elazig ve cevre iki ilde
yenidogan buzagi ishallerindeki BRV orani %24.3, BCoV
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orani %13.5 ve miks enfeksiyon orani %9.5 olarak
belirlenmis ve bu bdlgedeki BRV ve BCoV oraninin
halen benzer diizeyde oldugunun gostergesi olarak
degerlendirilmistir.

Bu ¢alismada, Elazig, Malatya ve Diyarbakir illerin

de BRV ve BCoV nedenli yenidogan ishal olgularinin
halen énemli oranlarda gérilmekte oldugu, ishale bagli
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