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Ozet: Picobirnaviruslar (PBV) ilk olarak 1988'de insan ve sicanlarin diski 6rneklerinde tespit edilmelerinden bu
yana ishalli ya da asemptomatik diger kara ve deniz memelilerinde, kuslarda, omurgasizlarda ve ayrica gevresel su
orneklerinde rapor edilmistir. Buna karsin, kdpeklerde, PBV tespiti ve molekiiler epidemiyolojisi hakkinda sadece
birkag ¢alisma vardir. Bu calismada, klinik olarak ishal semptomu olan ve saglikli gériinen 0-6 ay yas arasindaki yavru
kopeklere ait toplam 75 adet diski 6rneginde PBV'lerin tespiti ve molekiler karakterizasyonu hedeflenmistir. Bu
amagla orneklere, genogrup | (GGI) PBV'nin RdRp genini hedefleyen primerler kullanilarak RT-PCR uygulanmis ve
test edilen 6rneklerin dort tanesi (%5.33) GGI PBV yoniinden pozitif bulunmustur. Bu 6rneklerden biri (CB1) ishalli
bir kopekten, diger ¢ 6rnek (KB19, KB29, KB30) ise klinik olarak saghkli gérinimli kdépeklerden elde edilmistir.
Bu calisma ile lkemizde ilk defa ishalli ve klinik olarak saglikli gérinimlu kdpeklerde PBV varligi ve molekiler
karakterizasyonu ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Genogrup |, kdpek, molekdiler karakterizasyon, Picobirnavirus.

Detection and molecular characterization of Genogroup | 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 | (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 |, dog, molecular characterization, Picobirnavirus.

Giris

Picobirnaviruslar (PBV), Picobirnaviridae ailesin-
de yer alan, 35 nm capinda, 60 simetrik dimerden
olusan basit bir ikosahedral kapside sahip, kiigik,
zarfsiz viruslardir (Delmas ve ark. 2019; Ghosh and
Malik, 2021). Genomlari, iki segmentli ¢ift sarmal-
Il RNAdan (dsRNA) olusmaktadir. Blylk genom
segmenti (segment 1) 2.3 ila 2.6 kb boyutundadir
ve kapsid proteini ile birlikte fonksiyonu hentz bi-
linmeyen bir polipeptidi kodlamaktadir (Delmas ve
ark. 2019). Kiicik genom segmenti (segment 2) (1.5-
1.9 kb) viral RNA'ya bagimli RNA polimerazi (RdRp)
kodlar. RdRp gen bolgesinin dizilerine dayanarak,
PBV'ler genogrup | (GGI) (prototip susu, 1-CHN-97),
genogrup Il (GGII) (prototip susu, 4-GA-91) ve ge-
nogrup Il (GGIII) olmak Uzere U¢ genogruba ayrilir
(ICTV, 2020).

PBV'ler ilk olarak 1988'de insan ve sicanlarin
diski 6rneklerinde tespit edilmelerinden bu yana
(Pereira ve ark. 1988, 1989), diger kara ve deniz me-
melilerinde, kuslarda, omurgasizlarda ve cevresel
su drneklerinde rapor edilmistir (Symonds ve ark.
2009; Ganesh ve ark. 2014; Kashnikov ve ark. 2020).
PBV'ler cogunlukla ishalli insan ve hayvanlarda tes-
pit edilmis olsa da, klinik olarak saglikli insan ve
hayvanlardaki varligi da rapor edilmistir (Fregolente
ve ark. 2009; Malik ve ark. 2014; Kleymann ve ark.
2020). Bu nedenle, PBV'ler genel olarak firsatgl en-
teropatojen olarak tanimlanmaktadir. Ayni zamanda
memelilerin solunum yollarinda PBV'lerin tespiti ile
ilgili cesitli calismalar bulunmaktadir (Woo ve ark.
2019; Huaman ve ark. 2021).

Bugline kadar, PBV'lerin gercek konaklari ve
cografi dagihmlari tam olarak aydinlatilamamistir
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(Joycelyn ve ark, 2020; Ghosh ve Malik, 2021). PBV'ler
cesitli turlerde tespit edilmesine karsin, kdpeklerde
PBV tespiti ve molekiler epidemiyolojisi hakkinda
sadece birkac calisma bulunmaktadir (Costa ve ark.
2004; Fregolente ve ark. 2009; Navarro ve ark. 2017).
Bu calismada, klinik olarak ishal semptomlari olan ve
saglikl gériinen 0-6 ay yas arasindaki yavru kdpek-
lerden PBV'lerin tespiti ve molekdler karakterizasyo-
nu amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Bu calismada, daha once laboratuvara gonderilen,
klinik olarak ishal semptomlari olan (n=45) ve sag-
hikh goriinen (n=30) 0-6 ay yas arasindaki yavru ko-
peklere ait toplam 75 adet diski 6rnedi kullanild.
Ornekler, ishalli képeklerden klinik semptomlarin
baslamasindan sonraki yedi giin icinde alind.

Viral RNA ekstraksiyonu TRIzol® LS Reagent
(Thermo Fisher Scientific, 10296-028) kullanila-
rak gergeklestirildi. Viral RNA'nin denatlrasyonu-
nu (95°C'de 5 dk sonrasinda 4°C'de 1 dk) takiben,
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Fisher Scientificc USA) kullanilarak cDNA sentezi
gerceklestirildi. Kopek diski 6rneklerinde GGI PBV'yi
tespit etmek amaciyla PCR testi uyguladi. Bu amacg-
la RdRp geninin 201 bp'lik bir pargasini hedefleyen
PicoB25 ve PicoB43 primerleri (Rosen ve ark. 2000)
kullanildi. PCR protokoli, 95°C'de 2 dk baslangig
denatiirasyonunu takiben toplam 40 siklus olmak
Uzere, denatlirasyon asamasi 95 °C'de 1 dk, anne-
aling asamasi 50°C'de 1 dk, uzama asamasi 72°C'de
1 dk ve son uzama asamasi 72°C'de 7 dk olan 1si
dongisinden olustu. PCR sonucunda elde edilen
amplifikasyon urlnleri SafeView™ Classic (ABM, Ca-
nada) ile hazirlanan %1'lik agaroz jel elektroforezi
sonrasinda UV 1s1g1 altinda gozlemlendi. Elde edi-
len PCR urinleri, amplifikasyon icin kullanilanlar ile
ayni primerler kullanilarak cift yonde sekanslandi.
Farkli PBV RdRp genini temsil eden referans dizi-
ler, BLAST motoru araciligiyla GenBank veri taba-
nindan alindi. Elde edilen dizinler Aliview (Larsson,
2014) ve MUSCLE (Multiple Sequence Comparison
by Log- Expectation) yazihmi (Edgar, 2004) kullani-
larak GenBankasindan elde edilen referans viruslar
ve referans olmayan diger Ulkelerden bildirilen yerel
viruslarin genom dizileri ile hizaland.

Diger Ulkelerde tespit edilen viruslar ile bu calis-
mada elde edilen viruslar arasindaki genetik yakin-
lik dizeyinin ortaya konulmasi amaciyla nikleik asit
dizinleri Gzerinden gerceklestirilen filogenetik analiz
icin MEGAX (Kumar ve ark. 2018) programi kullanil-
di. Filogenetik agag, Maximum-likelihood metoduna
gore Tamura3+G modeli kullanilarak insa edildi ve
bootstrap analizi (1000 replicates) yapildi. Nukleotid
(nt) ve amino asit (aa) benzerlikleri, SIAS cevrimici
araci (http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html) kul-
lanilarak hesaplandi.

Bulgular

Test edilen toplam 75 diski 6rneginin doért tanesi
(%5.33) PBV yoniinden pozitif bulundu. Bu 6rnek-
lerden biri (CB1) ishalli bir kdpege, diger G¢ 6rnek
(KB19, KB29, KB30) ise klinik olarak saglikli goru-
nimli kdpeklere aitti. ishalli ve saglikli gérinimli
kdpeklerde GGI PBV pozitiflik orani sirasiyla %2.2 ve
%10 bulundu.

Filogenetik agactaki yerlesimleri (Sekil 1) ince-
lendiginde CB1'in kopek PBV suslari (PBV/dog/BR-
01/BRA/2004, PBV/dog/BR-02/BRA/2004 ve PBV/
Dog/KNA/RVC7/2015) ve kurt PBV susu (PBV/wolf/
PRT/1109/2015) ile ayni dalda yer aldigi gozlendi.
Buna karsin KB19, KB29 ve KB30 viruslarinin ise bir-
likte tek bir dalda yer aldigi ve domuz PBV suslari-
nin yani sira cogunlukla kanalizasyon sularinda tes-
pit edilen PBV suslariyla birlikte kiimelendigi tespit
edildi.

RdRp gen bdlgesinin kismi dizininin molekduler
analizi, dort kopekten saptanan viruslarin birbiriyle
%66.66-100 nt ve %71.21-100 aa benzerligi goster-
digini ortaya koydu. Bu analiz iki kdpekten (K29 ve
K30) saptanan viruslarin nt dizinlerinin birbirleriyle
ayni oldugunu, bir digerinin (K19) ise bu ikisinden
yalnizca bir nt farkli bir dizine sahip oldugunu goés-
terdi. Dolayisiyla nt ve aa benzerlikleri, bu U¢ virus ile
CB1 arasinda en disuk diizeydeydi (sirasiyla %66.66
ve %71.21). Bu calismada saptanan viruslarin GGl'in
referans susu 1-CHN-97 ile olan nt ve aa benzerlik
oranlari sirasiyla %66.1-67.6 ve %60.6-65.1; GGl'de
yer alan diger suslar ile olan nt ve aa benzerlik oran-
lari ise sirasiyla %55.2-81 ve %45.5-84.8 olarak tespit
edildi.
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Sekil 1. RdRp gen bdlgesinin kismi uzunluktaki niikleotid dizilerine (201 bp) dayanilarak yapilan filogenetik
agac. Filogenetik agac, Maximum-likelihood metoduna gére Tamura3+G modeli kullanilarak insa edildi ve
bootstrap analizi (1000 replicates) yapildi. Bu calismada tespit edilen PBV'ler siyah noktalarla belirtildi.
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Tartisma ve Sonug

PBV bircok evcil ve yaban hayvan tirlerinden al-
nan diski érneklerinde tespit edilmistir (Fregolente
ve ark. 2009; Chen ve ark. 2014; Malik ve ark. 2018;
Joycelyn ve ark. 2020; Teng ve ark. 2021). Bununla
birlikte, bugline kadar, PBV'nin kdpeklerdeki tes-
pitlerine iliskin sinirli sayida calisma (Costa ve ark.
2004; Fregolente ve ark. 2009; Navarro ve ark. 2017)
bildirilmis olup bunlardan yalnizca ikisi (Fregolente
ve ark. 2009; Navarro ve ark. 2017) molekdler karak-
terizasyonlarina iliskindir. Bu calismada Ulkemizde
ilk defa ishalli ve klinik olarak saghkl yavru kdpek-
lerde PBV'nin tespiti ve molekiler karakterizasyonu
gerceklestirilmistir.

PBV'ler siklikla ishalli insan ve hayvanlarda tek
baslarina ya da diger patojenlerle birlikte saptanma-
larina ragmen (Ganesh ve ark. 2014), asemptomatik
vakalarda da siklikla tespit edilmektedir (Fregolente
ve ark. 2009; Malik ve ark. 2014; Kleymann ve ark.
2020). Bu nedenle PBV'nin gastroenteritis enfeksi-
yonlarindaki rolleri tam olarak aciklanamamakta ve
genel olarak firsatcl enteropatojen olarak tanimlan-
maktadir (Kashnikov ve ark. 2020; Ghosh ve Malik,
2021). Kopeklere iliskin daha 6nce yapilan calis-
malarda bu ajanlarin varliginin hem ishalli hem de
asemptomatik drneklerde tespit edildigi bildirilmis-
tir (Costa ve ark. 2004; Fregolente ve ark. 2009; Na-
varro ve ark. 2017). Brezilya'da yapilan iki calismanin
birinde ishalli kopeklerde %1.8 oraninda PBV sapta-
nirken (Costa ve ark. 2004), diger calisma asempto-
matik kdpeklerde gerceklestirilmis ve %0.86 oranin-
da pozitiflik bulunmustur (Fregolente ve ark. 2009).
St. Kitts'de yapilan diger galismada ise ishalli kdpek-
lerde %2.3 oraninda pozitiflik bulunmustur (Navarro
ve ark. 2017). Bu calismada ishalli ve klinik olarak
saglikl gorinimlu kdpeklerde saptanan PBV pozi-
tiflik oranlari sirasiyla %2.2 ve %10; 6rneklenen po-
pulasyon icin ise %5.3 olarak bulunmustur. Saghkli
gorunimli kdpeklerdeki pozitiflik oraninin (%10)
hem kopeklerle ilgili bildirimlere (Costa ve ark. 2004;
Fregolente ve ark. 2009; Navarro ve ark. 2017) hem
de bu calismada ishalli kdpeklerde saptanan orana
gore oldukca yiksek olmasi, filogenetik agactaki
yerlesimleri de dikkate alindiginda, konakgi-gevre
etkilesiminin olasi etkisini akla getirmektedir.

Elde edilen PBV'lerin molekiler karakterizas-
yonu, timinitn GGl'de yer aldigini gostermektedir.
Tek bir nt farki haricinde 6zdes bulunan {¢ PBV'nin
(KB19, KB29 ve KB30), ayni yerde yasayan kopekler-
den elde edilmis olmasi, enfeksiyonun sirkiile olan
tek bir virustan kaynaklandigini distindiirmektedir.
Bu Ug virus ile CB1 arasindaki nt ve aa benzerlikle-
ri sirasiyla %66.66 ve %71.21 olarak hesaplanmistir.

Filogenetik analize bakildiginda ise ishalli kdpekten
elde edilen CB1 ile klinik olarak saghkli gérinimli
kdpeklerden elde edilen viruslarin (KB19, KB29 ve
KB30) ayri dallarda kiimelendikleri gdzlenmistir. CB1
virusu, PBV/Dog/KNA/RVC7/2015 susu ile en yakin
olmak uzere, diger kdpek PBV suslari (dog/BR-01/
BRA/2004, dog/BR-02/BRA/2004) ve kurt PBV susu
(PBV/wolf/PRT/1109/2015) ile birlikte ayni dalda yer
almistir (Sekil 1). Buna karsin KB19, KB29 ve KB30
viruslari domuz PBV suslarinin yani sira cogunlukla
kanalizasyon sularinda tespit edilen PBV suslariyla
birlikte kiimelenmistir. Filogenetik aga¢ ve benzer-
lik oranlari, GGI PBV suslari arasinda gozlenen yiik-
sek duzeyde genetik cesitliligi dogrular niteliktedir
(Wang ve ark. 2012; Woo ve ark. 2016; Navarro ve
ark. 2017; Navarro ve ark. 2018). Filogenetik olarak
PBV icin tlire 6zgi kiimelenme modelleri simdiye ka-
dar g6zlemlenmemistir (Woo ve ark. 2016; Delmas
ve ark. 2019; Ghosh ve Malik, 2021). Bununla bir-
likte, sekans ve filogenetik analize dayali olarak, bu
calismalarin bircogunda insan dahil tirler arasi gecis
olabilecegi belirtiimesine ragmen bu durum kesinlik
kazanmamistir (Ganesh ve ark. 2011, 2014; Wang ve
ark. 2012; Joycelyn ve ark. 2020). Onceki calismalar,
insan, domuz ve simian PBV'leri arasindaki yakin ilis-
kiyi bildirmistir (Banyai ve ark. 2008; Wang ve ark.
2012; Chen ve ark. 2014; Joycelyn ve ark. 2020). Ay-
rica Amerika'da atik su numuneleri (izerinde yapilan
bir calisma, GGl PBV RNASsinin kanalizasyon suyu
numunelerinin %100'lUnde ve aritilmis atik su numu-
nelerinin de %33'Unde tespit edildigini gdstermistir
(Symonds ve ark. 2009). Wang ve ark (2012), ayni
ortamda farkli konakg! tiirlerde yakin iliskili PBV ile
olusan enfeksiyonlarin nasil edinildigini su kaynakli
bir PBV enfeksiyonu ile aciklayabilecegini bildirmis-
lerdir. Bu calismada da tespit edilen viruslarin mole-
kuler analizinde en yakin olarak kanalizasyon sula-
rinda tespit edilen PBV'lerin yani sira farkl turlerde
saptanan PBV'ler ile de yakin olmasi tirler arasi ge-
cise dair dnermeleri akla getirmektedir.

Bu calismada llkemizde ilk defa ishalli ve kli-
nik olarak saglikli gériinimla képeklerde PBV varhgi
ortaya konulmustur. Képeklerde PBV hakkinda veri
eksikligi, tirler arasi gecis ve PBV'lerin zoonotik po-
tansiyeli hakkinda son bilgiler g6z 6niline alindigin-
da, PBV'lerin tespiti ve molekiler karakterizasyonu
hakkinda daha fazla calisma yapilmasi dnemlidir.

Cikar Catismasi Bildirimi: Yazarlarin herhangi bir
ctkar catismasi bulunmamaktadir.

Etik Bildirim: Calisma etik ilke ve kurallari dogrul-
tusunda gerceklestirilmistir ve deney hayvanlari etik
kurulu iznine gerek yoktur.
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