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Ozet: Sigirlarin coronaviruslari (BCoV) diinya genelinde sigircilik isletmelerini etkileyerek ciddi solunum ve sindirim sistemi
enfeksiyonlarina yol agmaktadir. Bu calismada, sigir yetistiriciligi yapilan isletmelerinde coronaviruslarin varligini/yayginhigini
gostermek ve tespit edilen viruslarin diger coronaviruslarla iliskisinin arastirilmasi amaglanmistir. Erzurum ili ve ilgelerinde
solunum sistemi semptomlari gosteren, farkh irk ve yas gruplarinda 54 adet sigir calismaya dahil edildi. Materyal olarak
hayvanlardan burun sivabi ve mezbahada kesilen hayvanlardan pnémonili akciger dokusu alindi. Toplanan 6rneklerde viral
nikleik asit ekstraksiyonu, RT-PCR ve nested-PCR reaksiyonlari gerceklestirildi. Bolgeyi temsilen bir amplikon dizi analizine
tabi tutuldu. Yéremize ait coronavirus susu ile gen bankasindan saglanan asi ve gesitli coronavirus suslarina ait niikleik asit
dizilimi karsilastirilarak karakterize edildi. Coronavirus yéniinden yapilan molekiiler incelemeler sonucunda solunum sistemi
enfeksiyonu bulunan 54 sigirdan alinan akciger doku ve sivab drneginin 11 (%20.4)'inde etken pozitif olarak belirlenmistir.
Ayrica dizi analizi sonucu bolgede sirkiile olan virusun Betacoronavirus A grubunda yer aldigi ve asi susuyla ayni clusterda yer
aldig1 tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile bolgemiz ve tlkemiz agisindan mevcut durum giincellenerek epidemiyolojik verilere
katkida bulunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Erzurum, Respiratorik Coronavirus, RT-PCR, Sigir.

The Detection and Molecular Characterization of Bovine Respiratory
Coronavirus Infection by RT-PCR in Erzurum

Abstract: Bovine coronaviruses (BCoV) cause severe respiratory and gastrointestinal infections affecting the animal breeding
industry worldwide. In this study, we aimed to evaluate the presence/currency of coronavirus, and to identify the relationship
with other coronaviruses. Fifty-four cattle (in different breeds and ages) with respiratory symptoms that have been breeding
in the surrounding districts and Erzurum were included in this study. Samples of nasal swap and lung tissue with pneumonia
were taken, as material, from the animals slaughtered. The samples collected were subjected to viral nucleic acid extraction,
RT-PCR and Nested-PCR. The amplicon representing the region was sequenced. Coronavirus strains that were identified in
our region and those obtained from the Gene Bank (as vaccine and reference strains) were compared by sequencing process.
As a result of molecular analyses, 11 (20.4 %) samples (swap and lung tissue) collected from 54 cattle with respiratory system
infection were positive. Moreover, it was determined that the circulating virus in the region was belonging to the group of
betacoronavirus A and it was in the same cluster with the vaccine strain. By this study, the current situation has been updated
both in our region and the country and also contributed to the epidemiological data.
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GiRiS

C

acisindan ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (1).
Bu da

gosterilebilir. Pnédmonilerin olugmasinda kétu ahir

oronavirus enfeksiyonlari solunum ve sindirim

sistemini  etkileyerek sigir  yetistiriciligi

enfeksiyonlarin  basinda pndémoniler
kosullari, transportlar, yem degisikleri ve k6t bakim
- besleme gibi fiziksel sartlar rol oynamaktadir. Ayrica
bakteriler, viruslar ve parazitlerde pnoémonilerin
olusmasinda etiyolojik ajan olarak karsimiza
cikmaktadir. Bunun yani sira hastaligin seyrinde aktif
ve pasif bagisiklik dizeyleri de énemli rol oynar (2).
Enfeksiyoz  ajanlar  icerisinde viral ajanlar;
tedavilerinin ¢ok gli¢ olmasi, bulasmalarinin hizh
olmasi ve sekonder etkenlere zemin hazirlamasi gibi
nedenlerden dolayl daha da 6nem kazanmaktadir.
Solunum sistemini etkileyen viral etkenler igerisinde
Bovine Respiratorik Sinsityal Virus, Parainfluenza
Virus-3, Bovine Herpes Virus 1, Bovine Viral Diyare
Virus, Bovine Adenovirus ve Bovine Respiratory
Coronaviruslar sayilabilir (3, 4).

Bovine coronaviruslar sindirim  sistemine
yerleserek yeni dogan buzagilarda kis dizanterisine,
solunum

yine buzagilarda ve besi sigirlarinda

sistemine yerleserek solunum sistemi
enfeksiyonlarina sebep olmaktadirlar (5). Ayrica son
yillarda {lkelerin korkulu riyasi haline gelen
coronaviruslarin sebep oldugu SARS (Severe Acute
Respiratory Syndrome) (6) ve deve-yarasa-insan
Uggeni teorileriyle glindeme oturan zoonoz karakterli
MERS (Middle East Respiratory Syndrome) orta
doguda bir¢ok insani etkileyerek 6liimlere vyol
acmistir (7,8).
Coronaviruslar, Coronaviridae ailesinde
bulunan hem insan hem de hayvanlari etkileyen zarli,
pozitif polariteli RNA viruslaridir. Bu viruslar genetik
olarak 4 gruba ayrilir. Bunlar alfa, beta, gama ve delta

gruplandir.  Coronaviruslar, 5 6nemli proteinden

(N),
transmembran proteini, spike proteini (S), small
(HE) (9).

olusur.  Bunlar  nikleocapsit  proteini

membran ve hemaglutinin/esterazdir

Virolojik calismalarda teshis amagli olarak bazi genler
hedef alinarak PCR yapilabilir. Bu genler genellikle
mutasyonel acidan korunakli gen bdlgeleridir.
Coronaviruslar agisindan Center for Disease Control
and Prevention (CDC) kurulusunun belirttigi gibi
virusun teshisi agisindan niikleoprotein (N) geni hem
olarak PCR

Betacoronaviruslar;

izleme hem de dogrulama amagl
calismalarinda  kullanilabilir.
basta sigir ve insan olmak tzere, domuz, kopek, deve,
ve tavsanlari etkileyen, SARS ve MERS gibi zoonotik
potansiyele sahip viruslari da kapsayan bir gruptur
(10).

Diinyada ve llkemizde coronaviruslarin enterik
sisteme olan etkilerinin incelendigi bircok calisma
bulunsa da (1,2,5,11), respiratorik sisteme yerlesim
gosteren virusun teshisi ve karakterizayonuna iliskin
(12,13).
kapsaminda Alkan ve ark. (12) en detayh calismayi

galismalar  sinirhdir. Glincel veriler

yapmis ve Ulke genelinde elde edilen viruslardan S
gen bolgesi diizeyinde sadece gaitadan molekiler
karakterizasyon g¢alismasi gergeklestirilmislerdir.

Bu c¢alismada, Erzurum yoresinde coronavirus
varliginin arastirilmasi, yayginhginin belirlenmesi ve
ayrica tespit edilen susun diger sigir kokenli
coronaviruslarla ve asi susuyla benzerliginin genomik

diizeyde ortaya konulmasi amacglanmistir.

MATERYAL ve METOT
Ornekler

Calismanin materyalini Eyltl 2013 — Mart 2014
yillari arasinda, Erzurum ili (Mezbaha, n=8; hayvan
pazari, n=7; tuzcu kéyi, n=5, Atatiirk Univ. Vet. Fak.
Klinikleri, n=2) ve ilgelerinden (Merkez, n=2; Tekman,
n=2; Oltu, n=5; Senkaya, n=1; Horasan, n=10;
Hasankale, n=12) farkl hayvanlara ait toplam 54 adet
dokusu burun sivab  &rnekleri

akciger ve

olusturmustur. Calismanin materyalini olusturan
ornekler anabilim dalimiza rutin tani faaliyetleri

cercevesinde gelen 6rneklerdir. Rutin tani faaliyetleri
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kapsaminda gelen 6rneklerin yas, irk ve cinsiyet
bilgileri elde edilememistir. 54 adet 6rnegin 8 adedi
akciger dokusu geri kalan o6rnekler nasal sivab

ornekleridir.

RNA Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon 6ncesi nasal sivab ornekleri 1 ml
steril su ile sulandirilip, bir ependorf tiipe konuldu.
3000 rpm’de santrifiij sonrasi stipernant alinarak
ekstraksiyona gegcildi. Akciger doku ornekleri ise
extraksiyon oncesinde 100 mg olarak kigdltilda ve
bir ependorf tiipe konuldu. Uzerine manyetik
boncular konularak TissueLyser LT (Qiagen, Almanya)
doku homojenizatori ile 5000 rpm’de 15 dk boyunca
pargalandi. Sire sonunda santifiij edilen 6rneklerin
sivi kismi toplanarak ektraksiyon islemi uygulandi.
Calisma materyalini olusturan 54 adet Ornekten
coronavirus RNA’sinin izolasyonu Chomczynski ve
Sacchi (14) tarafindan bildirilen yonteme uygun
olarak gerceklestirildi. izolasyon sonunda 37°C de
kurutulan nikleik asit pelleti 20ul DNAaz-RNAaz

icermeyen su ile re-siispanse edilerek cDNA eldesi

icin kalip olarak kullanmak igin hazir hale getirildi.

Viral RNA’nin Revers Transkripsiyonu (RT)

RT-PCR
RNA’larin
donistirilmesi
Strand cDNA kiti
kullanildi.
prosediir sonunda cDNA elde edildi.

kullanilacak olan viral
DNA’ya (cDNA)

amaclyla Revertaid First

amaciyla
komplementer
islemi
(Thermo Scientific, Almanya)

Firmanin ongordigia sekilde yapilan

PCR

PCR reaksiyonu i¢in Cho ve ark., (15) tarafindan
bildirilen primerler ve yéntem kullanildi. Etkene
spesifik primer dizileri, PCR sonrasi agaroz jelde ki
Gran buyuklikleri ve PCR baglanma derecesi tablo
1’de gosterilmistir. Reaksiyon sonrasi elde edilen
Uranler agaroz jel elektroforez islemine tabi tutularak
molekiiler agirliklarina goére ayristirilip ardindan UV
1tk altinda 406 bp bilyikliglinde bantlar coronavirus

N geni yoniinden pozitif olarak degerlendirildi.

Tablo 1. PCR amplifikasyon Urinleri, primer dizileri ve uzunluklari.
Table 1. PCR amplification products, primer sequences and lengths.

Primer Primer Dizisi (5’-3’) Biiytikliik (bp) Baglanma Derecesi Literatiir
N gen-F GCAATCCAGTAGTAGAGCGT

700 50°C
N gen-R CTTAGTGGCATCCTTGCCAA Cho ve ark"
N gen-nestedF  GCCGATCAGTCCGACCAATG 406 55 0¢ 2001
N gen-nestedR  AGAATGTCAGCCGGGGTAG

Dizi Analizi ve Filogenetik Analiz

PCR ve elektroforez islemleri sonrasi elde edilen
amplikonlardan dizi analizi icin uygun olan, yoreyi
temsilen bir 6rnek sekans reaksiyonuna tabi tutuldu.
Bu amagla hizmet alimi seklinde (Pendik Veteriner
Kontrol Enstitiisii, Genetik Laboratuvari, istanbul,
Tirkiye) DNA dizi analizi yaptirildi. Dizi analizi sonrasi
elde edilen islenmemis veriler ile gen bankasindan
elde edilen referans suslara ait niikleik asit dizisinin
BioEdit version 7.0.5 (16) bioinformatik programlarla

Clustral W yaziimi kullanilarak karsilastirildi. Ayni

programin ¢oklu hizalama (multiple alignment)
ozelliginden vyararlanilarak gen bankasindan elde
edilen diger referans viruslarla ve referans olmayan
diger Ulkelerde bildirilen yerel viruslarin kismi ve
komple genom dizileri ile hizalandi ve sonuglar
karsilastirildi. Ardindan MEGA v6.0 (17) programi ile
filogenetik analizi gerceklestirildi (Sekil 1). Bu amagla
fasta formatina cevrilen tim verilere Neighbour-
Joining metoduna goére bootstrap analizi (1000
Analizde 2’li

ve bootstrap degerleri

yapildi. Tamura’nin
kullanildi

filogenetik harita tzerinde gosterildi.

replicates)

parametresi

188



Erzurum Bolgesinde Sigirlarda...

Timurkan ve ark.

BULGULAR

Erzurum ve c¢evresinde bulunan 6 farkl
bélgeden saglanan (Merkez, Oltu, Senkaya, Tekman,
Horasan, Hasankale) 54 ornekte yapilan PCR
sonuglarina gore nasal sivab ve doku 6rneklerinden
11 (11/54, %20.4) tanesinde coronavirus nikleik asidi
tespit edildi (Hayvan pazarn, 1/7 (%14.3); Merkez ilge
2/2 (%100); Tuzcu koyd, 3/5 (%60); Senkaya ilcesi 1/1
(%100) ve Horasan ilgesi, 4/10 (%40). Yapilan

incelemede akciger doku o&rneklerinin hi¢ birinde
pozitiflik elde edilemezken, pozitiflik sadece sivab
orneklerinde bulunmustur (11/46, %23.9). PCR
sonrasi elde edilen amplikonun dizi analizi sonrasi
filogenetik analizi gergeklestirildi. Coronaviruslarin 4
genogruba ayrildig1 gercegiyle, elde edilen susun
genelde sigir coronaviruslarinin da bulundugu grup

olan betacoronavirus A genogrubunda oldugu tespit
edildi (Sekil 1).

Sekil 1. Coronaviruslarin gen bankasindan alinan referans suslari ile elde edilen virusun filogenetik analizi.
Figure 1. The phylogenetic analysis of coronaviruses novel virus and reference strains obtained from Gene Bank.
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TARTISMA ve SONUC

(BHV1), Bovine
respiratory synsitial virus (BRSV), Parainfluenza virus-

3 (PIV-3), Bovine adenovirus (BAV-1), BAV-3, ve Sigir

Bovine Herpesvirus-1

Coronavirus enfeksiyonlari tiim diinyada oldugu gibi
Tirkiye'de de yaygin olarak gézlenmekte ve meydana
gelen ekonomik kayiplar nedeniyle 6zellikle gegimini
hayvancilikla saglayan bolgelerde daha da 6nem
kazanmaktadir. Tirkiye’de ve diinyada s6zii edilen
enfeksiyonlarin ayri ayri ya da bir arada incelendigi
bircok arastirma bulunmaktadir (1,18).

Bu calismada Erzurum ili ve ilgelerinden
anabilim dalimiza gonderilen 8 adet akciger 6rnegi ve
46 adet nasal sivab 6rnegine nested-RT-PCR testi
yapilmis ve % 20.4 pozitiflik elde edilmistir. Ayrica bu
orneklerden birinin dizi analiz sonrasi coronavirus
A grubunda oldugu

Alkan

ailesinin  Betacoronavirus

filogenetik olarak tespit edilmistir. ve
arkadaslarinin (12) i¢ Anadolu bélgesinde yaptig
199

respiratory coronavirusu tespit etmislerdir.

2 tanesinde
Bu

calismada sivab Orneginden
durum bizim sonucumuzla kiyaslandiginda yéremizin
respiratorik coronavirus varligi agisindan endemik bir
bolge oldugu sonucunu distindiirmektedir.
Ulkemizde coronavirusla

ozellikle enterik

miicadelede gebe ineklere gebeligin son doneminde

Corona, Rota ve E. coli kombine asilan
uygulanmaktadir. Ancak Ulkemizde direkt
respiratorik coronavirus’a yonelik asl

bulunmamaktadir (19). Yaptigimiz N geni tabanli
filogenetik analiz sonucunda hem enterik hem de
respiratorik sistemi etkileyen sigir coronavirusu yakin
iliskili olarak bulunmus olmasi mevcut enterik asinin
solunum sistemi enfeksiyonlari icinde koruyucu
olabilecegini diisiindirse de diger gen bolgelerinin de

kapsamli  deneysel

genis
calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

degerlendirilecegi

Mevcut calismada BCoV niikleik asit varhgi,
calisma materyali olarak secilen akciger doku 6rnegi
Bu

orneklerden sadece nasal sivablarda pozitiflik tespit

ve nasal sivab oOrneklerinde arastirildi.

edildi. Bu yonlyle 6nceki ¢alismalarla tutarli oldugu
tespit edildi. (12, 13).

Bovine
Avrupa Uulkesinde (2,4,20,21) ve Japonya’da (22)

eriskin sigirlar ve yenidogan buzagilarda solunum

coronaviruslar, Amerikada, birgok

sistemi enfeksiyonu ve/veya diyare etkeni olarak
tanimlanmistir. Turkiye’de de sigirlarda coronavirus
enfeksiyonu iliskili
bulunmaktadir (12,13).
varhg ve vyayginligi serolojik ve virolojik olarak

ile sinirh sayida  ¢alisma

Bu calismalarda virusun

arastirilmistir. Bu ¢alismalardan molekiiler olarak en
kapsamh g¢alisma Alkan ve ark.nin (12) yaptigi

calismadir. Molekiler tabanli olarak

gerceklestirdigimiz calismamizda bolgede elde edilen

susun genel sigir ve insan suslarinin  oldugu

Betacoronavirus A grubunda oldugu tespit edilmistir.
Ayni zamanda bazi (lkelerde asi susu olarak
kullanilan mebus susuda bu clusterda yer almistir.

Niikleotid benzerligi olarak insan susuyla %94.3

(HCoV/KF530067/0C43/USA), asi susuyla %96.8
(BCoV/U00735/Mebus/Vaccine) ve diger sigir
coronaviruslariyla en yakin %97.7
(BCoV/EU401982/0512/Korea) olarak tespit

edilmistir. Filogeni (izerinde farkli bir clusterda
yerlesim gostermediginden ve grup olarak da hem
tespit edilen sus hem de asi susunun ayni grupta
yerlesim gosterdiginden dolayi, Glkemizde solunum
sistemi karma asilarina coronavirus mebus susu
eklenerek bdlgemizde korunma saglanabilecegi
kanisina varilabilir.

Bu arastirma ile yéremizde solunum sistemi
enfeksiyonlari igerisinde coronoviruslarin  yeri,
yayginligi ve genetik karakterizasyonu molekiiler
yontemler kullanilarak  gergeklestirilmistir.  Bu
baglamda saha 6rneklerinin BCoV yoéniinden hizl ve
dogru bir sekilde tespit edilmesi, bu enfeksiyonun
kontroliinde oldukca onemlidir. Molekuler
tekniklerin ilerlemesi ile BCoV enfeksiyonunun hizli
ve duyarh teshisi, hastaligin kontrolliinde alinacak
asillama ve karantina gibi tedbirlerin hizli bir sekilde
uygulanmasinda  olduk¢a  degerlidir.  Boylece
salginlarin neden oldugu ciddi ekonomik kayiplarin

online gegcilebilecegi dustinlilmektedir.
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bu

olarak

Sonug olarak yapilan galisma

coronaviruslarin  molekiiler irdelendigi
Turkiye’de ikinci ve ilimizde (Erzurum) ilk c¢alisma
Bu

¢alismadan elde edilen veriler 1siginda BCoV’un ilimiz

olmasi agisindan da o6nem arz etmektedir.

hayvanciligi agisindan 6nemli bir problem oldugu ve
ekonomik olarak yoremiz ciftgisini etkileyebilecegi
sonucuna varilmistir. Ayrica prototip olarak Dogu
Anadolu bélgesi icerisinde sadece bir ilde (Erzurum)
yapilan bu ¢alismanin perspektifinin genisletilerek
tim Dogu Anadolu’yu kapsayacak sekilde yapilmasi
diisiincesindeyiz.  Solunum  sistemi viral asl
iceriklerinde bulunmayan coronaviruslarin 6zellikle
bolgesel olarak gelistirilebilecek karma asi mixlerinde

olmasi gerektigi kanisindayiz.
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