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Marmara Bélgesinde Yeni Dogan Buzag ishallerinde Bovine
Coronaviruslarin Saptanmasi ve Patojenite Calismasi

Ziileyha Pestil', Veli Giilyaz', Mustafa Hasoksiiz’

! Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii 34890, Istanbul
2 Viroloji Anabilim Dali, Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Avcilar, Istanbul
Gelis Tarihi / Received: 08.12.2014, Kabul Tarihi / Accepted: 09.07.2015

Ozet: Bu ¢alisma Marmara Bolgesi’nde yeni dogan ishalli buzagilarda BCoV unun yaygmligimnin tespiti, virus izolasyo-
nu ve as1 virusu belirlenmesi amaciyla gerceklestirildi. Istanbul, Tekirdag, Kirklareli, Kocaeli illerinden sirastyla 28, 37,
15 ve 20 adet olmak iizere toplam100 adet ishal gériilen 0-2 aylik buzagiya ait gaita numunesi ¢alisildi. Her bir numune
ornegi BCoV antijen detection ELISA ve PCR ile test edildi. Yapilan analizler sonucu gaita numunelerinden PCR testi
ile 2 adet BCoV niikleik asit varlig1 saptand1. Pozitif bulunan gaita rnekleri 1/10 diliisyonlarda sulandirilip HRT hiicre
kiiltiiriine ekimleri yapildi. Pozitif numunelerden yapilan hiicre kiiltiirii ekimlerinde BCoV izole edilemedi.

Anahtar kelimeler: Coronavirus, Buzagi, ELISA, izolasyon, PCR, Patojenite

The Determination and Pathogenicity of Bovine Coronavirus in Newborn Calves with
Diarrhea in Marmara Region

Abstract: The aim of this research project was to determine the prevalence of BCoV infection in dairy enterprises
in Marmara region, Turkey and to isolate the seed strain for a Turkish vaccine. A total of 100 feces samples obtained
from calves up to 2 months were examined that were collected 28, 37, 20 and 15 samples from provinces of Istanbul,
Tekirdag, Kocaeli and Kirklareli, respectively. All samples were tested for BCoV using by ELISA and PCR assays. Two
samples were detected as positive by PCR. For virus isolation, 1/10 dilution of feces samples was inoculated in HRT cell
cultures. On contrary to assays, the virus was not isolated.
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Giris

Bovine coronavirus (BCoV) ilk defa Mebus ve ar-
kadaglar1 tarafindan 1973 yilinda neonatal buzagi
ishalleri etkeni olarak bildirilmistir. Ayrica virus
s1gir solunum sistemi ve ergin sigirlarin kis dizante-
risi etkeni olarak tanimlanmistir. Bir vakada buzagi-
larda deneysel ¢alisma esnasinda kaza eseri insanla-
ra bulastig1 bildirilmistir [8,18].

BCoV etkeni tracheal ve lenfoid organ kiiltii-
riinde iiretilmekte birlikte cell line hiicre kiiltiirle-
rinden HRT-18, Vero, MDBK, MDCK hiicre kiiltiir-
lerinde de tiretilmektedir. Hiicre kiiltiirlerine tripsin
ve pankreatinin eklenmesi virusun liremesi {izerine
olumlu etkisi vardir. Hiicre kiiltiirlerinin erken pa-
sajlarinda virus iiremesine bagl olarak tipik sitopa-
tojenik (CPE) odaklar goriilmeyebilir. ileri pasajlar-
da syncytia olugumu, hiicrelerin ylizeyden ayrilma-
s1 gibi olusumlarla CPE odaklar1 netlesir. Virusun
iremesine bagli olarak meydana gelen plaklar be-
siyerine agaroz ve tripsin eklenmesiyle net olarak

gozlenir. Deneysel enfeksiyon amaciyla kolostrum
almamis Germ-free ve konvansiyonel buzagilar
kullanilir [4,8].

BCoV partikiilleri 80-160 nm, ortalama 120
nm ¢apindadir. BCoV izolatlar1 poliklonal serum ile
yapilan c¢alismalarda tek serotipe sahiptirler. Ayrica
monoklonal antikorlar ile N, S, HE proteinleri baki-
mindan farklr suslar saptanmistir. Ayrica suslar ara-
sinda CPE ve plak olusturma 6zellikleri bakimindan
farkliliklar oldugu bildirilmistir. Virus tiremesine
bagh hiicre stoplazmasinda inkliizyon cisimcikleri
saptanir [12].

BCoV’unun meydana getirdigi enteritis vaka-
lar1 buzagilarin yasina, immun sistemin durumuna,
virus susuna ve dozuna bagli olarak degisiklik gos-
terir. Ozellikle kolostrum almamuis geng buzagilarda
siddetli ishal ortaya c¢ikar. Deneysel enfeksiyonlar-
da virus inokulasyonunu takiben 48 saat sonra sar1
ishal gelisir ve 3-6 giin siirer. Bu periyotta virus ga-
ita da saptanabilir. Akut donemde buzagilar anorek-
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sik ve durgundur. Eger ishal siddetliyse buzagilarda
dehidrasyon ve pireksi goriiliir. Hastalik siddetliy-
se buzagilarda 6lim orani yiikselir. BCoV ve BRV
enfeksiyonlart ¢ogunlukla gen¢ hayvanlarda goriil-
mektedir. Yeni doganlar genellikle yasamlarinin ilk
haftasinda enfeksiyona duyarli olup, BCoV enfek-
siyonu siklikla 3-21 giinliik yas grubundaki buza-
gilarda kolon ve incebagirsaklarda meydana gelen
lokal bir enfeksiyondur [21,22].

BRYV enfeksiyonu ve BCoV ile gelisen sindi-
rim sistemi enfeksiyonlarinda etkenlerin alinmasi
enfekte gaita ile bulasik yem ve sular ile oral yol-
dan olmaktadir. Erigkin hayvanlar genellikle BRV
ve BCoV ile subklinik enfekte olduklarindan, has-
taligin siirii iginde yayilmasinda 6nemli rol oynarlar
[11,13]. Virusun sacilis1 gebeligin ge¢c dénemlerinde
ozellikle dogum yaptiklar1 giin muhtemelen hormo-
nal degisiklikler ve hormonlarin immun sistemdeki
etkilerine bagli olarak artmaktadir [2]. Bu nedenle
stiri i¢indeki subklinik enfekte eriskin hayvanlar
yeni dogan buzagilarin etkeni edinmelerinde 6nem-
li rol oynarlar. Bundan bagka saglikli goriiniimlii
buzagilarin nazal svap 6rnekleri ya da gaitalarindan
BCoV, gaita 6rneklerinden BRV izolasyonlari bildi-
rilmis olup, bu buzagilarin virusu diisik titrede sag-
tiklar1 ve stirtide klinik enfeksiyonlarin olusmasinda
onemli rol aldiklari bildirilmistir [16].

BCoV, ingiltere, Almanya ve diger baz1 avrupa
iilkelerinde, Japonya ve Cin’de yeni dogan buzagi-
larda diyare etkeni olarak tanimlanmistir [5].

Etken sigir popiilasyonu arasinda yaygindir.
Virus hem ishalli hemde saglikli buzagilarda sap-
tanabilir. Sigirlar arasindaki insidensi %8-69 olur-
ken, ishalli ve saglikli buzagilarda %24’e kadar
tespit edilmistir. Yeni dogan buzagilarda ishallere
neden olan en 6nemli viral etkenler arasinda bovine
rotavirus (BRV)’larla birlikte bovine coronavirus
[BCoV)’lar 6nemli yer tutmaktadir. Ulkemizde ve
diger iilkelerde yapilan caligsmalar sonucu kimi iil-
kelerde BCoV enfeksiyonunun BRV enfeksiyonu-
na gore daha fazla oldugu, kimi {ilkelerde ise tersi
durum arz ettigi bildirilmektedir. Ulkemizde BRV
ve BCoV’larin neden oldugu buzag: ishalleri ile
miicadelede basarili olmanin bir yoluda etkenlerin
varligi ve oranlarinin bilinmesine baghidir. Ozellikle
BCoV ishallerinin 6nlenmesi amaciyla gebe sigirla-
ra yapilan asilamalarin etkinligi, hastalik etkeninin
yayginligiin bilinmesine baglidir[14].

Bu proje, Marmara Boélgesi’nde sigir yetisti-
riciligi yapilan isletmelerdeki buzagilarda goriilen
BCoV izolasyonu, as1 susu se¢imi ve patojenitesi-
nin saptanmasi amactyla gergeklestirildi.

Materyal ve Metod
Materyal

Gaita ornekleri: Bu calismada Marmara Bolgesi
illerinden; Istanbul, Tekirdag, Kirklareli ve
Kocaeli’nde siit sigirciligi yapan isletmelerden sira-
styla 28, 37, 15 ve 20 adet olmak {izere ishal gorii-
len, 0-2 aylik toplam 100 buzagiya ait gaita numu-
nesi islendi.

Hiicre Kkiiltiirii: Virus izolasyonu ve serum notra-
lizasyon testleri icin Human Rectal Tiimor [HRT)
hiicre kiiltiirii, ABD Ohio Tarimsal Arastirma ve
Kalkinma Merkezinden temin edildi.

Referans Coronavirus susu: BCoV Mebus
susu ABD Ohio Tarimsal Arastirma ve Kalkinma
Merkezinden temin edildi ve pozitif kontrol olarak
kullanildi.

Coronavirus hiperimmun serumu: BCoV Mebus
susu kullanilarak tavsanlarda hazirland1 [5,9,13,19].

Vasat: Hiicre kiiltliri ve virus iiretimi amaciyla
Glasgow Minimium Essential Medium (GMEM)
kullanilda.

Fotal Calf Serum: Hiicre kiltiirii hazirlanmasinda
%10 oraninda GMEM vasatina eklendi.

Pankreatin: 10mikrogram/ml oraninda virus tret-
me vasatina eklendi.

ELISA test kiti; Ticari ELISA test kiti (Bio-X
Coronavirus Antijen Detektion Elisa Kit ) kullanil-
du

Deneme hayvanlari: Caligmada izole ve identifi-
ye edilecek BCoV suslarinin buzagilarda patojenite
calismalar1 amaciyla, BCoV asis1 yapilmamis ve
dogum oOncesi kanlarinda BCoV karsi antikor tasi-
madiklar1 saptanan gebe sigirlardan dogan 4 buzagi
kullanilacaktir [3]. Isolasyon gerceklestirilemedigi
icin deneme hayvani kullanilmadi.

Metod

Gaita orneklerinin hazirlanmasi: Ishalli buzagilar-
dan toplanan 100 gaita 6rnegi 10pg/ml pankreatin,
100 TU/ml penicilin, 100mg/ml streptomicin ve
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10ul/ml partricine igceren GMEM vasat1 ile %10
oraninda sulandirildi. Sulandirilan gaita 6rnekle-
ri 3000 rpm’de 30 dakika siireyle santrifiij edildi.
Ayrilan siipernatantlar ve 0,22pm por ¢apli memb-
ran filtrelerden siiziildii ve elde edilen siiziintiiler cr-
yoviallere taksim edilerek -70°C’de kullanilincaya
kadar muhafaza edildi [8,13,17].

Coronaviruslarin RT-PCR ile saptanmasi: RNA
izolasyonu: Gaita veya hiicre kiiltiirli 6rneklerinden
RNA izolasyonu High Pure Viral Nucleic Asid Kit
(Roche) protokolu uygulanarak yapildi.

RT-PCR: RT-PCR asamasi [11]’ nin bildirdigi yon-
tem kullanilarak One Step RT-PCR Kit (Qiagen) ile
gergeklestirildi.

Izole edilen RNA’lar BCoV’unun Mebus su-
sunun N proteininden secilen 729bp lik (GenBank
No. M16620) bolgeyi kodlayan spesifik pri-
merler F:(-GCAATCCAGTAGTAGAGCGT-) (
21-40); R:(-CTTAGTGGCATCCTTGCCAA-)
(731-750); nested PCR i¢in Fn primer,
(-GCCGATCAGTCCGACCAATG-)  (79-98);Rn
primer, (-AGAATGTCAGCCGGGGTAG-) (467-
485) kullanildi. RT- PCR firiinleri sirasiyla 730 ve
407 bp’dir.

IIk tur PCR igin;

izole edilen RNA’nin 2,5ul’si ile 0,3ul DMSO
karistirild1 ve tizerine 17,2ul master miks (5,6 pl
DPEC’li su, 4pul 5x buffer, 4ul Q solusyonu, 0,8ul
dNTP, 0,8ul enzim 0,5’er pl primerler) eklendi.
Karisimi igeren tiipler thermalcycler cihazina yer-
lestirilerek 50°C’de 30 dk(1siklus), 95°C’de 15dk(-
Isiklus), 95°C’de 1dk, 58°C’de 1 dk, 72°C’de 2 dk
(30 siklus) ve 72°C’de 10 dk(1 siklus) olacak sekil-
de ilk tur PCR islemi gerceklestirildi.

Ikinci tur nested PCR icin; 2x MMix
(Fermentas) 10 pl, DPEC’li su 6 pl, Primer Fn
1 pl Primer Rn 1 pl iceren karisim hazirlandi.
Hazirlanan bu karisima ilk tur PCR iirliniinden 2 pl
eklendi. Karisimi iceren tlipler thermalcycler ciha-
zina yerlestirilerek(1siklus) 95°C’de 5dk, 30 siklus
icin 95°C’de 1dk, 58°C’de 1 dk, 72°C’de 2 dk ve
(1 siklus) 72°C’de 10 dk olacak sekilde nested PCR
islemi gerceklestirildi.

Birinci ve Ikinci tur PCR fiiriinleri (cDNA) %2’lik
agarozda yiiriitiilerek UV altinda gézlemlendi [12].

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA):
Bu amagla ticari ELISA test kiti (Bio-X Coronavirus

ELISA Kit) kullanildi. Gaita 6rnekleri iiretici firma
tarafindan belirlenen uygulama yonergesi dogrultu-
sunda islenerek 450 nm filtre absorbanslar1 okun-
mak suretiyle sonuglar degerlendirildi [2,7].

Human Rectal Tiimoér (HRT) hiicre kiiltiirii ha-
zirlanmasi: Azot tankinda muhafaza edilen HRT
hiicre kiiltiirit 37°C’lik benmaride hizli bir sekil-
de ¢ozdirildi, 3-5X105/ml hiicre olacak sekilde
%10 FCS iceren GMEM vasat1 ile sulandirilarak
25 ecm?’lik flasklara 7,5 ml konarak 37°C’de ve %5
CO,’li ortamda monolayer hiicre kiiltiirii hazirlandi
[3,5,8].

Hiicre kiiltiiriinde BCV izolasyonu: Gaita 6rnek-
lerinden hazirlanan siipernatantlardan 100 pl 25
cm?’ lik flasklarda iiretilen HRT hiicre kiiltiirlerine
ekimleri yapildi. Bu amagla, %90 monolayer olarak
iireyen HRT hiicre kiiltiirlerinin vasatlar1 dokiildd,
3 kez 10pg/ml pankreatin, 100 IU/ml penicilin, 100
mg/ml streptomicin ve 10 pl/ml partricine igeren
GMEM vasati ile hiicre yiizeyleri yikandi ve 7,5 ml
pankreatinli GMEM vasat1 konarak 1 saat silireyle
37°C’de inkube edildi. Inkubasyon periyodu sonun-
da flasklardaki hiicrelerin yiizeyleri 3 kez pankrea-
tinli GMEM vasat ile yikandi ve her flaska 10pg/
ml pankreatin iceren 7,5 ml GMEM vasati konarak
37°C’de %5 CO,’li etiivde inkubasyona birakildi.
Her gaita 6rmeginden ekim yapilan 4 flask hiicre
kiiltiirtinden ikisine her iki giinde bir 500 pg/ml saf
pankreatin soliisyonundan 25’er pl eklendi. Hiicre
kiiltiirleri 10 giin siireyle her giin CPE olusumlari
yoniinden kontrolleri yapilarak her 6rnegin 3 kor
pasaj1 gerceklestirildi [6,8,17].

Bulgular ve Tartisma

Gaita Orneklerinde BCoV varliginin saptanmasi:
Ishalli buzagilardan toplanan 100 adet gaita 6rnek-
lerinden 2 adetinde (%2) RT-PCR ile BCoV varligi
pozitif olarak tespit edildi.

Human Rectal Tiimor (HRT) hiicre kiiltiiriinde
BCoV izolasyonu: Gaita drneklerinden hazirlanan
stipernatantlardan HRT hiicre kiiltiirlerine yapilan
ekimlerde 3 kor pasaj sonrasinda, BCoV izolasyo-
nu yapilamadi [2,6], yapmis oldugu ¢aligmada, 116
eriskin sigirdan alman gaita 6rneklerini BCoV an-
tijenleri yoniinden ELISA ile, 919 eriskin sigirdan
alman kan 6rneklerini Coronavirus spesifik antikor-
lar1 yoniinden mikronétralizasyon testi ile incelen-
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digini, elde edilen veriler sonucu erigkin sigirlarda
Coronavirus enfeksiyonunun yaygin oldugunu ve
yeni doganlarin Coronavirus enfeksiyonlarinda,
eriskin sigirlarin da bir epidemiyolojik kaynak
olarak degerlendirilmesi gerekliligini ortaya koy-
mustur. Erdogan ve ark.,(2003) Kars ve yoresinde
neonatal buzagilarda BRV ve BCoV’unun yaygin-
liginin belirlenmesi amaciyla yaptiklar ¢alismada,
neonatal buzagilarda ishal insidensi %28,8 olarak
bulunurken BRV ve BCoV’larin prevalanslarini
sirastyla %31,1 ve %2,2 olarak belirlemislerdir.
Tiirkiye’nin 16 farkli ilinden toplanan 1-30 giin-
liik ishalli buzagiya ait 185 gaita 6rneginin 48’inde
(% 25,9) BRYV, 27’sinde tek basina BRV, 24’iinde
(% 13) BCoV, 8’inde tek basina BCoV, 9’unda
BRV+BCYV birlikte tespit edilmistir [6]. Ishal semp-
tomu gosteren 83 buzagidan saglanan gaita drnekle-
rinin 52’sinde (%61,4) BRV ve BCoV yoniinden et-
kenlerin varliginin saptandigini, 52 olgunun 7’sinde
(%13,4) BRV ve BCoV ile mix enfeksiyonlar oldu-
gunu, 37 (%71,1) olguda sadece BRV ve 8 (%15,4)
olguda sadece BCoV etkenlerinin varliginin ELISA
teknigi ile saptandigini bildirmistir [2,20], tarafin-
dan 180 ishalli sigirdan saglanan gaita ve nazal svap
orneklerinin kontrolii sonucunda gaita 6rneklerinin
%3 tinde, nazal svap Orneklerinin %31’inde virus
izolasyonu yapilmak suretiyle BCoV enfeksiyonu-
nun varlig1 saptanmistir. Arastiricilar ishalli buzagi-
lar ile ayn1 ahirda bulunan saglikli goriiniimlii bu-
zagilarin nazal svap 0rneklerinin % 25 inde BCoV
varligimi bildirmislerdir.

[1] yaptiklar1 caligmada, ishal goriilen 8 haf-
talik 108 buzagidan topladiklar1 gaita drneklerinde
ELISA metodu ile BCoV oraninin %38,9 olarak
saptandigini bildirmislerdir.

[17], tarafindan Cin’de yapilan arastirmada
buzagilarda ishallerin ilk 2 aylik dénem ig¢inde ol-
dugunu, morbidite oranin %98,8 (78/79), mortalite
oraninin %10 (8/79) olarak saptandigini, ¢aligma-
larinda 10 adet ishalli buzagilara ait gaita 6rnek-
lerinin BCoV yoniinden 10 drnekten HA-HI ile 4
(%40) adetinde, ELISA metodu ile 6 (%60) adetin-
de BCoV’un pozitif bulundugunu bildirmislerdir.

[22], Endonezya’da ishalli 78 buzagiya ait gai-
ta orneklerinde BCoV oranini %5 olarak saptamis-
lardur.

[9], tarafindan 121 sigir gaitasinda BCoV an-
tijenleri yoninden ELISA metodu ile yapilan tara-

malarda, 121 gaita 6rneginin 6’sinda (%5) serbest,
85’inde (%70) ise BCoV’larinin immunglobulinleri
ile complex halde olduklarini tespit ettikleri bildi-
rilmistir.

[15], ishal goriilen 8 buzaginin gaitalari {izerin-
de yaptiklari ¢aligmada 1 buzagida ayn1 hafta iginde
gaita ve nasal svaplarinda BCoV’u tespit ettiklerini,
bir buzagida dogumdan sonraki 4. haftada 6nce ga-
itada sonra 6. haftada nasal svaplarinda, bir buza-
gida ise 9. haftada gaita 6rneginde, 10. haftada ise
nasal svaplarinda BCoV tespit ettiklerini bildirmis-
ler, BCoV epidemiyolojisinde buzagi ishallerinde
respiratorik formun, virus sagimi yoOniinden iize-
rinde durulmasmin gerekliligini vurgulamislardir.
Tarafimizdan yapilan bu ¢alismada ishal goriilen
100 buzagiya ait gaita Orneklerinden 2’sinde %2
oraninda ELISA ve RT-PCR ile BCoV antijenleri
tespit edilmistir. Tespit edilen bu oran [10], tarafin-
dan bildirilen orana yakin olmasina ragmen, ayni
tespit oraninin yapilan diger bazi ¢aligmalarda bildi-
rilen [1,2,9,15,20,22] oranlardan ¢ok diisiik oldugu
gOriilmustiir.

BCoV’unun meydana getirdigi enteritis vaka-
lar1 buzagilarin yasina, immun sistemin durumuna,
virus susuna ve dozuna bagl olarak degisiklik gos-
terir. Ozellikle kolostrum almamis geng buzagilar-
da siddetli ishal ortaya ¢ikar. Buzagilarda enteritis
vakalarmda virus sa¢ilimi enfeksiyonu izleyen giin-
lerde azalacagindan ishal goriilen buzagilarda en-
feksiyonun ilk 2 gilinlinde gaita 6rneginin alinmasi
ve alinan 6rneklerin soguk zincir altinda dondurul-
madan laboratuarlara génderilmesi BCoV unun tes-
pitinde 6nemlidir. Gaita 6rneklerinin BCoV yoniin-
den uygun olmayan sartlarda muhafaza edilmesi ve
buzagilarda belli bir tedavi siireci sonrasi analiz i¢in
gaita Orneklerinin laboratuvara gonderilmesi BCoV
tespitini zorlagtirmaktadir.

Deneysel enfeksiyonlarda virus inokulasyonu-
nu takiben 48 saat sonra sar1 ishal belirtileri gelisir
ve 3-6 giin siirer. Bu periyotta virus gaitada sapta-
nabilir [21,22]. Ancak direkt gaita slipernatanti ile
yapilan patojenite calismasinda buzagilarda ishal
ile karakterize klinik bulgularin saptanamamasi-
nin, RT-PCR ile BCoV pozitif gaita 6rneklerindeki
BCoV’nun inaktif olmasindan kaynaklandig: diisii-
niilmektedir. Bu sonug¢ bize, buzagilarda enteritis
vakalarinda BCoV unun tespitinde virus sagiliminin
enfeksiyonu izleyen giinlerde azalacagindan, ishal
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goriilen buzagilarda enfeksiyonun ilk 2 giiniinde
gaita 0rneginin alinmasi ve alinan 6rneklerin soguk
zincir altinda dondurulmadan laboratuarlara gonde-
rilmesinin 6nemini ortaya koymaktadir.

Tarafimizdan yapilan bu ¢alismada BCoV ora-
nimin disiik bulunmasi (%2) ve virusun izole edi-
lememesinin, gaita drneklerinin buzagilarda ishale
kars1 bir tedavi uygulandiktan sonra alinmasindan
ve gonderilme esnasinda soguk zincire uyulmama-
sindan kaynaklanabilecegi, ayrica [9], tarafindan da
bildirildigi iizere, gaita 6rneklerinde BCoV’larmin
immunglobulinleri ile complex halde olduklarin-
dan, o6zellikle ELISA ile diisiik oranda bulundugu
kanaatine varilmistir.
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