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Özet: Picobirnaviruslar (PBV) ilk olarak 1988’de insan ve sıçanların dışkı örneklerinde tespit edilmelerinden bu 
yana ishalli ya da asemptomatik diğer kara ve deniz memelilerinde, kuşlarda, omurgasızlarda ve ayrıca çevresel su 
örneklerinde rapor edilmiştir. Buna karşın, köpeklerde, PBV tespiti ve moleküler epidemiyolojisi hakkında sadece 
birkaç çalışma vardır. Bu çalışmada, klinik olarak ishal semptomu olan ve sağlıklı görünen 0-6 ay yaş arasındaki yavru 
köpeklere ait toplam 75 adet dışkı örneğinde PBV’lerin tespiti ve moleküler karakterizasyonu hedeflenmiştir. Bu 
amaçla örneklere, genogrup I (GGI) PBV’nin RdRp genini hedefleyen primerler kullanılarak RT-PCR uygulanmış ve 
test edilen örneklerin dört tanesi (%5.33) GGI PBV yönünden pozitif bulunmuştur. Bu örneklerden biri (CB1) ishalli 
bir köpekten, diğer üç örnek (KB19, KB29, KB30) ise klinik olarak sağlıklı görünümlü köpeklerden elde edilmiştir. 
Bu çalışma ile ülkemizde ilk defa ishalli ve klinik olarak sağlıklı görünümlü köpeklerde PBV varlığı ve moleküler 
karakterizasyonu ortaya konulmuştur.
Anahtar kelimeler: Genogrup I, köpek, moleküler karakterizasyon, Picobirnavirus.

Detection and molecular characterization of Genogroup I Picobirnaviruses in dogs
Abstract: Picobirnaviruses (PBVs) have been reported in other terrestrial and marine mammals with or without 
diarrhea, birds, invertebrates, as well as environmental aquatic samples with diarrhea or asymptomatic since they 
were first detected in stool samples from humans and rats in 1988. However, in dogs, there are only a few reports of 
PBV detection and its molecular epidemiology. In this study, it was aimed to detect and molecular characterization 
of PBVs in a total of 75 stool samples obtained from puppies aged 0-6 months with diarrhea and clinically healthy. 
For this purpose, the RT-PCR was performed by using primers targeting the RdRp gene of genogroup I (GGI) PBV, 
and four of the tested samples (5.33%) were found positive for GGI PBV. One of these samples (CB1) was obtained 
from a dog with diarrhea, and the other three samples (KB19, KB29, KB30) were obtained from clinically healthy 
dogs. In this study, the presence and molecular characterization of PBV in dogs with diarrhea and clinically healthy 
appearance were revealed for the first time in our country.
Keywords: Genogroup I, dog, molecular characterization, Picobirnavirus.

Giriş
Picobirnaviruslar (PBV), Picobirnaviridae ailesin-
de yer alan, 35 nm çapında, 60 simetrik dimerden 
oluşan basit bir ikosahedral kapside sahip, küçük, 
zarfsız viruslardır (Delmas ve ark. 2019; Ghosh and 
Malik, 2021). Genomları, iki segmentli çift sarmal-
lı RNA’dan (dsRNA) oluşmaktadır. Büyük genom 
segmenti (segment 1) 2.3 ila 2.6 kb boyutundadır 
ve kapsid proteini ile birlikte fonksiyonu henüz bi-
linmeyen bir polipeptidi kodlamaktadır (Delmas ve 
ark. 2019). Küçük genom segmenti (segment 2) (1.5-
1.9 kb) viral RNA’ya bağımlı RNA polimerazı (RdRp) 
kodlar. RdRp gen bölgesinin dizilerine dayanarak, 
PBV’ler genogrup I (GGI) (prototip suşu, 1-CHN-97), 
genogrup II (GGII) (prototip suşu, 4-GA-91) ve ge-
nogrup III (GGIII) olmak üzere üç genogruba ayrılır 
(ICTV, 2020). 

PBV’ler ilk olarak 1988’de insan ve sıçanların 
dışkı örneklerinde tespit edilmelerinden bu yana 
(Pereira ve ark. 1988, 1989), diğer kara ve deniz me-
melilerinde, kuşlarda, omurgasızlarda ve çevresel 
su örneklerinde rapor edilmiştir (Symonds ve ark. 
2009; Ganesh ve ark. 2014; Kashnikov ve ark. 2020). 
PBV’ler çoğunlukla ishalli insan ve hayvanlarda tes-
pit edilmiş olsa da, klinik olarak sağlıklı insan ve 
hayvanlardaki varlığı da rapor edilmiştir (Fregolente 
ve ark. 2009; Malik ve ark. 2014; Kleymann ve ark. 
2020). Bu nedenle, PBV’ler genel olarak fırsatçı en-
teropatojen olarak tanımlanmaktadır. Aynı zamanda 
memelilerin solunum yollarında PBV’lerin tespiti ile 
ilgili çeşitli çalışmalar bulunmaktadır (Woo ve ark. 
2019; Huaman ve ark. 2021). 

Bugüne kadar, PBV’lerin gerçek konakları ve 
coğrafi dağılımları tam olarak aydınlatılamamıştır 
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(Joycelyn ve ark, 2020; Ghosh ve Malik, 2021). PBV’ler 
çeşitli türlerde tespit edilmesine karşın, köpeklerde 
PBV tespiti ve moleküler epidemiyolojisi hakkında 
sadece birkaç çalışma bulunmaktadır (Costa ve ark. 
2004; Fregolente ve ark. 2009; Navarro ve ark. 2017). 
Bu çalışmada, klinik olarak ishal semptomları olan ve 
sağlıklı görünen 0-6 ay yaş arasındaki yavru köpek-
lerden PBV’lerin tespiti ve moleküler karakterizasyo-
nu amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem
Bu çalışmada, daha önce laboratuvara gönderilen, 
klinik olarak ishal semptomları olan (n=45) ve sağ-
lıklı görünen (n=30) 0-6 ay yaş arasındaki yavru kö-
peklere ait toplam 75 adet dışkı örneği kullanıldı. 
Örnekler, ishalli köpeklerden  klinik semptomların 
başlamasından sonraki yedi gün içinde alındı.

Viral RNA ekstraksiyonu TRIzol® LS Reagent 
(Thermo Fisher Scientific, 10296-028) kullanıla-
rak gerçekleştirildi. Viral RNA’nın denatürasyonu-
nu (95ºC’de 5 dk sonrasında 4ºC’de 1 dk) takiben, 
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo 
Fisher Scientific, USA) kullanılarak cDNA sentezi 
gerçekleştirildi. Köpek dışkı örneklerinde GGI PBV’yi 
tespit etmek amacıyla PCR testi uyguladı. Bu amaç-
la RdRp geninin 201 bp’lik bir parçasını hedefleyen 
PicoB25 ve PicoB43 primerleri (Rosen ve ark. 2000) 
kullanıldı. PCR protokolü, 95ºC’de 2 dk başlangıç 
denatürasyonunu takiben toplam 40 siklus olmak 
üzere, denatürasyon aşaması 95 ºC’de 1 dk, anne-
aling aşaması 50ºC’de 1 dk, uzama aşaması 72ºC’de 
1 dk ve son uzama aşaması 72ºC’de 7 dk olan ısı 
döngüsünden oluştu. PCR sonucunda elde edilen 
amplifikasyon ürünleri SafeView™ Classic (ABM, Ca-
nada) ile hazırlanan %1’lik agaroz jel elektroforezi 
sonrasında UV ışığı altında gözlemlendi. Elde edi-
len PCR ürünleri, amplifikasyon için kullanılanlar ile 
aynı primerler kullanılarak çift yönde sekanslandı. 
Farklı PBV RdRp genini temsil eden referans dizi-
ler, BLAST motoru aracılığıyla GenBank veri taba-
nından alındı. Elde edilen dizinler Aliview (Larsson, 
2014) ve MUSCLE (Multiple Sequence Comparison 
by Log- Expectation) yazılımı (Edgar, 2004) kullanı-
larak GenBankasından elde edilen referans viruslar 
ve referans olmayan diğer ülkelerden bildirilen yerel 
virusların genom dizileri ile hizalandı.

Diğer ülkelerde tespit edilen viruslar ile bu çalış-
mada elde edilen viruslar arasındaki genetik yakın-
lık düzeyinin ortaya konulması amacıyla nükleik asit 
dizinleri üzerinden gerçekleştirilen filogenetik analiz 
için MEGAX (Kumar ve ark. 2018) programı kullanıl-
dı. Filogenetik ağaç, Maximum-likelihood metoduna 
göre Tamura3+G modeli kullanılarak inşa edildi ve 
bootstrap analizi (1000 replicates) yapıldı. Nükleotid 
(nt) ve amino asit (aa) benzerlikleri, SIAS çevrimiçi 
aracı (http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html) kul-
lanılarak hesaplandı. 

Bulgular
Test edilen toplam 75 dışkı örneğinin dört tanesi 
(%5.33) PBV yönünden pozitif bulundu. Bu örnek-
lerden biri (CB1) ishalli bir köpeğe, diğer üç örnek 
(KB19, KB29, KB30) ise klinik olarak sağlıklı görü-
nümlü köpeklere aitti. İshalli ve sağlıklı görünümlü 
köpeklerde GGI PBV pozitiflik oranı sırasıyla %2.2 ve 
%10 bulundu. 

Filogenetik ağaçtaki yerleşimleri (Şekil 1) ince-
lendiğinde CB1’in köpek PBV suşları (PBV/dog/BR-
01/BRA/2004, PBV/dog/BR-02/BRA/2004 ve PBV/
Dog/KNA/RVC7/2015) ve kurt PBV suşu (PBV/wolf/
PRT/1109/2015) ile aynı dalda yer aldığı gözlendi. 
Buna karşın KB19, KB29 ve KB30 viruslarının ise bir-
likte tek bir dalda yer aldığı ve domuz PBV suşları-
nın yanı sıra çoğunlukla kanalizasyon sularında tes-
pit edilen PBV suşlarıyla birlikte kümelendiği tespit 
edildi. 

RdRp gen bölgesinin kısmi dizininin moleküler 
analizi, dört köpekten saptanan virusların birbiriyle 
%66.66-100 nt ve %71.21-100 aa benzerliği göster-
diğini ortaya koydu. Bu analiz iki köpekten (K29 ve 
K30) saptanan virusların nt dizinlerinin birbirleriyle 
aynı olduğunu, bir diğerinin (K19) ise bu ikisinden 
yalnızca bir nt farklı bir dizine sahip olduğunu gös-
terdi. Dolayısıyla nt ve aa benzerlikleri, bu üç virus ile 
CB1 arasında en düşük düzeydeydi (sırasıyla %66.66 
ve %71.21). Bu çalışmada saptanan virusların GGI’in 
referans suşu 1-CHN-97 ile olan nt ve aa benzerlik 
oranları sırasıyla %66.1-67.6 ve %60.6-65.1; GGI’de 
yer alan diğer suşlar ile olan nt ve aa benzerlik oran-
ları ise sırasıyla %55.2-81 ve %45.5-84.8 olarak tespit 
edildi. 
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Şekil 1. RdRp gen bölgesinin kısmi uzunluktaki nükleotid dizilerine (201 bp) dayanılarak yapılan filogenetik 
ağaç. Filogenetik ağaç, Maximum-likelihood metoduna göre Tamura3+G modeli kullanılarak inşa edildi ve 
bootstrap analizi (1000 replicates) yapıldı. Bu çalışmada tespit edilen PBV’ler siyah noktalarla belirtildi.
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Tartışma ve Sonuç
PBV birçok evcil ve yaban hayvan türlerinden alı-
nan dışkı örneklerinde tespit edilmiştir (Fregolente 
ve ark. 2009; Chen ve ark. 2014; Malik ve ark. 2018; 
Joycelyn ve ark. 2020; Teng ve ark. 2021). Bununla 
birlikte, bugüne kadar, PBV’nin köpeklerdeki tes-
pitlerine ilişkin sınırlı sayıda çalışma (Costa ve ark. 
2004; Fregolente ve ark. 2009; Navarro ve ark. 2017) 
bildirilmiş olup bunlardan yalnızca ikisi (Fregolente 
ve ark. 2009; Navarro ve ark. 2017) moleküler karak-
terizasyonlarına ilişkindir. Bu çalışmada ülkemizde 
ilk defa ishalli ve klinik olarak sağlıklı yavru köpek-
lerde PBV’nin tespiti ve moleküler karakterizasyonu 
gerçekleştirilmiştir.

PBV’ler sıklıkla ishalli insan ve hayvanlarda tek 
başlarına ya da diğer patojenlerle birlikte saptanma-
larına rağmen (Ganesh ve ark. 2014), asemptomatik 
vakalarda da sıklıkla tespit edilmektedir (Fregolente 
ve ark. 2009; Malik ve ark. 2014; Kleymann ve ark. 
2020). Bu nedenle PBV’nin gastroenteritis enfeksi-
yonlarındaki rolleri tam olarak açıklanamamakta ve 
genel olarak fırsatçı enteropatojen olarak tanımlan-
maktadır (Kashnikov ve ark. 2020; Ghosh ve Malik, 
2021). Köpeklere ilişkin daha önce yapılan çalış-
malarda bu ajanların varlığının hem ishalli hem de 
asemptomatik örneklerde tespit edildiği bildirilmiş-
tir (Costa ve ark. 2004; Fregolente ve ark. 2009; Na-
varro ve ark. 2017). Brezilya’da yapılan iki çalışmanın 
birinde ishalli köpeklerde %1.8 oranında PBV sapta-
nırken (Costa ve ark. 2004), diğer çalışma asempto-
matik köpeklerde gerçekleştirilmiş ve %0.86 oranın-
da pozitiflik bulunmuştur (Fregolente ve ark. 2009). 
St. Kitts’de yapılan diğer çalışmada ise ishalli köpek-
lerde %2.3 oranında pozitiflik bulunmuştur (Navarro 
ve ark. 2017). Bu çalışmada ishalli ve klinik olarak 
sağlıklı görünümlü köpeklerde saptanan PBV pozi-
tiflik oranları sırasıyla %2.2 ve %10; örneklenen po-
pülasyon için ise %5.3 olarak bulunmuştur. Sağlıklı 
görünümlü köpeklerdeki pozitiflik oranının (%10) 
hem köpeklerle ilgili bildirimlere (Costa ve ark. 2004; 
Fregolente ve ark. 2009; Navarro ve ark. 2017) hem 
de bu çalışmada ishalli köpeklerde saptanan orana 
göre oldukça yüksek olması, filogenetik ağaçtaki 
yerleşimleri de dikkate alındığında, konakçı-çevre 
etkileşiminin olası etkisini akla getirmektedir. 

Elde edilen PBV’lerin moleküler karakterizas-
yonu, tümünün GGI’de yer aldığını göstermektedir. 
Tek bir nt farkı haricinde özdeş bulunan üç PBV’nin 
(KB19, KB29 ve KB30), aynı yerde yaşayan köpekler-
den elde edilmiş olması, enfeksiyonun sirküle olan 
tek bir virustan kaynaklandığını düşündürmektedir. 
Bu üç virus ile CB1 arasındaki nt ve aa benzerlikle-
ri sırasıyla %66.66 ve %71.21 olarak hesaplanmıştır. 

Filogenetik analize bakıldığında ise ishalli köpekten 
elde edilen CB1 ile klinik olarak sağlıklı görünümlü 
köpeklerden elde edilen virusların (KB19, KB29 ve 
KB30) ayrı dallarda kümelendikleri gözlenmiştir. CB1 
virusu, PBV/Dog/KNA/RVC7/2015 suşu ile en yakın 
olmak üzere, diğer köpek PBV suşları (dog/BR-01/
BRA/2004, dog/BR-02/BRA/2004) ve kurt PBV suşu 
(PBV/wolf/PRT/1109/2015) ile birlikte aynı dalda yer 
almıştır (Şekil 1). Buna karşın KB19, KB29 ve KB30 
virusları domuz PBV suşlarının yanı sıra çoğunlukla 
kanalizasyon sularında tespit edilen PBV suşlarıyla 
birlikte kümelenmiştir. Filogenetik ağaç ve benzer-
lik oranları, GGI PBV suşları arasında gözlenen yük-
sek düzeyde genetik çeşitliliği doğrular niteliktedir 
(Wang ve ark. 2012; Woo ve ark. 2016; Navarro ve 
ark. 2017; Navarro ve ark. 2018). Filogenetik olarak 
PBV için türe özgü kümelenme modelleri şimdiye ka-
dar gözlemlenmemiştir (Woo ve ark. 2016; Delmas 
ve ark. 2019; Ghosh ve Malik, 2021). Bununla bir-
likte, sekans ve filogenetik analize dayalı olarak, bu 
çalışmaların birçoğunda insan dahil türler arası geçiş 
olabileceği belirtilmesine rağmen bu durum kesinlik 
kazanmamıştır (Ganesh ve ark. 2011, 2014; Wang ve 
ark. 2012; Joycelyn ve ark. 2020). Önceki çalışmalar, 
insan, domuz ve simian PBV’leri arasındaki yakın iliş-
kiyi bildirmiştir (Bányai ve ark. 2008; Wang ve ark. 
2012; Chen ve ark. 2014; Joycelyn ve ark. 2020). Ay-
rıca Amerika’da atık su numuneleri üzerinde yapılan 
bir çalışma, GGI PBV RNA’sının kanalizasyon suyu 
numunelerinin %100’ünde ve arıtılmış atık su numu-
nelerinin de %33’ünde tespit edildiğini göstermiştir 
(Symonds ve ark. 2009). Wang ve ark (2012), aynı 
ortamda farklı konakçı türlerde yakın ilişkili PBV ile 
oluşan enfeksiyonların nasıl edinildiğini su kaynaklı 
bir PBV enfeksiyonu ile açıklayabileceğini bildirmiş-
lerdir. Bu çalışmada da tespit edilen virusların mole-
küler analizinde en yakın olarak kanalizasyon sula-
rında tespit edilen PBV’lerin yanı sıra farklı türlerde 
saptanan PBV’ler ile de yakın olması türler arası ge-
çişe dair önermeleri akla getirmektedir. 

Bu çalışmada ülkemizde ilk defa ishalli ve kli-
nik olarak sağlıklı görünümlü köpeklerde PBV varlığı 
ortaya konulmuştur. Köpeklerde PBV hakkında veri 
eksikliği, türler arası geçiş ve PBV’lerin zoonotik po-
tansiyeli hakkında son bilgiler göz önüne alındığın-
da, PBV’lerin tespiti ve moleküler karakterizasyonu 
hakkında daha fazla çalışma yapılması önemlidir.

Çıkar Çatışması Bildirimi: Yazarların herhangi bir 
çıkar çatışması bulunmamaktadır.

Etik Bildirim: Çalışma etik ilke ve kuralları doğrul-
tusunda gerçekleştirilmiştir ve deney hayvanları etik 
kurulu iznine gerek yoktur.
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