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Oz: Diinya genelinde yaygin olarak gdzlenen rotavirus ve coronavirus enfeksiyonlari, yeni dogan buzag) ishallerinin etiyolojik
ajanlari arasindadir. Yirmi birinci ylzyilda enfeksiyon ajanlarinin incelenmesi, molekiler tabanli genetik ¢calismalarla hiz
kazanmistir. Ginlimiizde enfeksiyonlardan sorumlu rotavirusun bilinen en az 27 farkli G ve 37 farkli P genotipi tespit edilmistir.
Coronaviruslar ise genetik yakinliklarina gére; dort genotipik gruba ayrilmaktadir. Bu ¢alismada, buzagi ishallerine sebep olan
rotavirus ve coronavirus enfeksiyonlarinin molekiler diizeyde incelenmesi amaglandi. Coronavirusun nukleoprotein gen
bolgesi ve rotavirusun VP4 ile VP7 gen bolgelerine yonelik spesifik primerler kullanilarak kismi sekanslari ve ardindan
filogenetik analizleri yapildi. Filogenetik analiz icin GenBank’tan elde edilen referans suslar kullanildi. VP7 gen bélgesinin
analizi sonucunda Erzurum suslarinin G6 ve G10 genotipine, VP4 gen bélgesine gore ise tim suslarin P[5] genotipine ait oldugu
tespit edildi. Coronavirus yoniinden yapilan filogenetik analiz sonuglarina gore ise Erzurum suslari; geyik, ziirafa, yarasa, sigir
ve insan coronavirus suslari ile birlikte beta-coronavirus genogrubu igerisinde toplandigi tespit edildi. Sonug olarak bu ¢alisma
ile Erzurum’da ilk kez enterik coronavirus ve rotavirus molekiiler olarak arastirilmis olup sonraki ¢alismalar igin bir temel
olusturmustur.

Anahtar Kelimeler: Coronavirus, Erzurum, Molekdiler karakterizasyon, Rotavirus, Sigir.

Partial Sequence and Phylogenetic Analysis of The Nucleoprotein Gene of
Coronavirus and VP7/VP4 Gene of Rotavirus in Calf Diarrhea

Abstract: The rotavirus and coronavirus are etiological agent of neonatal calf diarrhea and they are widespread in the world.
In the twenty first century, investigation of infectious agents have accelerated with molecular-based genetic studies. So far
as is known, at least 27 distinct G genotypes and 37 distinct P genotypes have been identified. Coronaviruses are divided into
four genotypic groups based on their genetic distance. The aim of this study, we investigate the rotavirus and coronavirus
infections in calf diarrhea based on molecular analysis. Partial sequencing of the coronavirus nucleoprotein gene fragment
and rotavirus VP4 and VP7 gen fragment was performed using specific nested primer pairs and followed phylogenetic
analyses. Phylogenetic tree was constructed using reference strains obtained from GenBank. The Erzurum rotavirus strains
were involved in G6 and G10 genogroup based on VP7 coding gen region and all rotavirus strain was involved in P[5]
genogroup based on VP4 coding gen region. The phylogenetic analysis of coronavirus strains showed that Erzurum strains,
deer, giraffe, bat, bovine and human coronavirus strains take part in Beta-coronavirus genogroup. As a conclusion, this is the
first investigation of enteric coronavirus and rotavirus based on molecular analyses in Erzurum. This study will provide an
advantage for the further studies.
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GiRIS

B

yetistiriciligi yapilan isletmeler ve ilke ekonomisi

uzagl ishalleri diinya genelinde sik gozlenen
hastaliklar arasinda olmakla beraber hayvan

acisindan 6nem arz etmektedir. Ekonomik kayip
ozellikle buzagl kaybi ile iliskilidir (1). Gelismis
tlkelerde dahil olmak tizere buzagi kaybinda ilk sirayi
yeni dogan buzag isalleri almaktadir. Buzagi
ishallerinde enfeksiy6z olmayan faktorler de etkili
olmasina ragmen enfeksiydz ajanlarin payi ¢cok daha
biyiktir. ishal etiyolojisinde enfeksiydz faktorler
arasinda yer alan grup A rotaviruslar ve
coronaviruslar sik rastlanan ajanlar arasinda yer
almaktadirlar (1,2). Rotaviruslar, Reoviridae ailesinde
yer alan, cift zincirli ve 11 segmentten olusan RNA
genomuna sahip zarfsiz viruslardir. Genomik
segmentler, altisi yapisal (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 ve
VP7) ve altisi yapisal olmayan (NSP1-NSP6) toplam
12 protein kodlamaktadir (1,3). Rotaviruslarin dis
kapsid proteini olan VP4 (viral protein 4) ve VP7 (viral
protein 7), konakta nétralizan antikor Gretimini
bu

nukleotid sekansina gore virusun P (proteaz) ve G

tetiklemekle beraber, proteinleri kodlayan

(glikoprotein)  genotipleri  belirlenebilmektedir.
Simdiye kadar rotavirusun bilinen en az 27 farkli G ve

37 farkli P genotipi tespit edilmistir (1,3-5). Diger bir

enterik patojen olan coronaviruslar genetik
yakinhklarina gore; Alfacoronavirus,
Betacoronavirus, Gamacoronavirus ve
Deltacoronavirus olmak {izere dort gruba
ayrilmaktadir (6). Sigir coronaviruslari, Coronaviridae
ailesinde yer alan zarli, pozitif polariteli RNA
viruslaridir. Coronaviruslarlar nucleoprotein (N),

transmembran (M), spike (S), small membran (E) ve
hemaglutinin esteraz (HE) olmak lzere bes temel
ilk
haftalarinda ishal ile karakterize olmakla beraber

proteinden olusur. Klinik olarak yasamin
ozellikle erginlerde ileri donemlerde kis dizanterisi ve
solunum sistemi enfeksiyonlarindan olusan Ug farkh
enfeksiyonla karsimiza ¢ikmaktadir (1,5,6). Oldukga
genis konakg¢l araligina sahip olan coronaviruslar
kanatli ve memeli hayvanlari etkilemektedir. Ancak
son yillarda 6zellikle insanlarda ortaya ¢ikan zoonotik
“Severe acute syndrome

kaynakli respiratory

coronavirus (SARS-CoV) ve Middle-East respiratory

syndrome coronavirus (MERS-CoV)” enfeksiyonlari
dikkatleri coronaviruslar tizerine ¢ekmistir (7). Bu tir
patojenlerin biyolojisi ve genetigini bilmek onlarla
miicadele ve korunma stratejisi gelistiriimesinde
anahtar rol oynamaktadir.

Bu calismada, Erzurum ili ve ilgelerinde tespit
edilen buzagi ishallerinde viral ajanlarin arastiriimasi
bu
karakterizasyonlarinin yapilarak genetik dizeyde

ve tespit edilen viruslarin ~ molekdiler

irdelenmesi amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT
Gaita Orneklerinin Toplanmasi ve islenmesi

Erzurum il ve ilgelerinden 2016 yili igerisinde O-
1 aylik 33 adet ishalli buzag gaita 6rnegi Atatiirk
Universitesi Veteriner Fakdltesi Viroloji
laboratuvarina getirildi ve analiz edilinceye kadar -
20°C’de muhafaza edildi. 1/10

oraninda distile su ile stspanse edilerek iyice

Gaita ornekleri

vortekslendi. Elde edilen bu gaita stispansiyonlarinda
kaba partikillerin ¢oktiralmesi amaciyla 3000 rpm
de 5 dk. santrifij edildi ve ardindan tiiplerin Gstiinden
300l sivi alinarak niikleik asit izolasyonu igin yeni
ependorf tiplere aktarildi.

Niikleik Asit izolasyonu

Gaita
siipernatant orneklerinden, “GF-1 Viral Nucleic Acid

slispansiyonundan elde edilen
Extraction” kiti (Vivantis Technologies, Malezya)
kullanilarak niikleik asit izolasyonu gergeklestirildi.
Bu islem kisaca, tiim hiicresel ve protein yapilarin
lizisi amaciyla 50 pl proteinaz K sollisyonu, Buffer VL
ve 300 pl supernatant 6rnegi iyice karistirildiktan
sonra 65°C'de 10 dk. inkiibe edildi. inkiibasyonu
tamamlanan lizat, 280 ul saf etanol ile muamele
edildi ve filtreli tlplere aktarilarak 5.000 g de 1 dk.
santrifij yapildi. Filtreli tipler yikama sollsyonuyla
(500 pl) art arda 3 kere yikandi ve her santrifij
filtreli
uzaklastirildi. Son olarak 30 pl ellisyon sollisyonu ile

sonunda tiplin altinda biriken kisim

santriflj edilerek tlipiin alt kisminda toplanan niikleik
asit slispansiyonu elde edilerek analiz edilinceye
kadar -20 C de saklandi.
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Revers Transkripsiyon (RT) ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR)

Nukleik
DNA'nin (cDNA) eldesi amaciyla First Strand cDNA

asit izolatlarindan komplementer

Synthesis  kiti USA)

kullanildi. Coronavirus ve rotavirusun tespiti ve

(Thermo Fisher Scientific,
sekansi i¢in nested-primerler kullanildi. PZR igin
hedef bolgeler, lriin blyiklikleri ve nested-primer

listesi tablo 1 de yer almaktadir.

Tablo 1. Rotavirus ve coronavirus tespiti ve sekansi igin kullanilan primerler.
Table 1. The primers for the detection and sequencing of rotavirus and coronavirus.

Hedef Gen Primerler (F: Forward, R: Reverse) Uriin (bp) Referanslar
N F: GCAATCCAGTAGTAGAGCGT 730
R: CTTAGTGGCATCCTTGCCAA Cho ve ark. 2014
N Nested F: GCCGATCAGTCCGACCAATG 407 (8)
R: AGAATGTCAGCCGGGGTAG
VP7 F: GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG 1062
Beg9-End9 R: GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG
Nested F: ATGTATGGTATTGAATATACCAC 881 ,
VP7E-VP7R R: AACTTGCCACCATTTTTTCC 22)’2;”(‘3"; Aktas
VP4 Jenerik F: TGGCTTCGCTCATTTATAGACA 876
Con3-Con2 R: ATTTCGGACCATTTATAACC
Nested F: TATGCTCCAGTNAATTGG 663
VPAF-VP4R R: ATTGCATTTCTTTCCATAATG

PZR Uriinlerinin Saflagtirlmasi ve SekansAnalizi

PZR ile elde edilen coronavirus ve rotavirus
pozitif amplikonlar, “QlAquick PCR Purification” Kiti
(Qiagen) ile uretici firma Onerileri dogrultusunda
saflastirldi. Bu islem sonrasinda PZR drinlerinin
Sanger sequencing metodu yoluyla (BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit, Applied
Biosystems, USA; ABI 3110xlI DNA analyzer, Applied
Biosystems, USA) dizi analizi gerceklestirildi. Her bir
ornegin dizi analizi ¢ift yonli olarak gercgeklestirildi.
Sekans sonrasi elde edilen ham veriler BioEdit version
7.2.5 yazilim ve MEGA 5.1 programlari kullanilarak
bioinformatik analizleri gerceklestirildi (9, 10). Bu
Gen Bankasi (NCBI,

analizler sonunda

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) verileri
referans alinarak ¢alismamizdan elde edilen suslarla

filogenetik analizi gergeklestirildi.

Bu ¢alisma; 2018/29 nolu karar sayisi ile Atatlirk
Universitesi, Veteriner Fakiltesi, Birim Etik Kurulu

tarafindan onaylanmistir.

BULGULAR

Calismamizda, Erzurum il ve ilgelerinden
toplanan gaita 6rneklerinde rotavirus ve coronavirus
kaynakli ishal vakalari arastirildi. Rotavirusun dis
kapsid proteinlerini kodlayan gen bdlgesinin PZR testi
sonucunda, iki buzagida (%6,1, 2/33) rotavirus tespit
edildi. Rotavirusun VP7’yi kodlayan gen bdlgesinin
sekans ve filogenetik analizinde, G6 (BoRV/TR/ERZ5)
ve G10 (BoRV/TR/ERZ6) genotipleri tespit edildi (Sekil
1). Rotavirusun VP4’U kodlayan gen bolgesinin
yapilan filogenetik analizinde ise her iki 6rnegin P[5]
genotipine ait oldugu gozlendi (Sekil 2). Rotavirus G
ve P genotip kombinasyonuna bakildiginda ise
enfeksiyondan sorumlu viruslarin G6P[5] ve G10P[5]

genotiplerine sahip olduklarini tespit edildi.
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# BoRVITR/ERZENVPT
| E BoRV/TRAJK131337
BoRV/USA/AY 050272

Antelope/RoV/ZAF/FJ495133
HuRV/BEL/AF532202

Rabbit/NLD/KCA48583890
4'_?30 RV/ARG/KCB95787
BoRV/ARG/KC895790
—— BoRV/ARG/FJ347116
BoRV/IND/AF237 666
L|: BoRV/JPN/ABSS 3835
BoRVAJPMN/AB158431
BoRV/JPN/D01056
— BoRV/ZAF/KPT52915
BoRV/TR/AJX131332
# BoRV/TR/ERZEVPT
BoRW/TRAIX131333

BoRV/BRAJEFET2588
BoRV/IPN/AB454421

HuRV/USAIKCA79591

I [HuRWCHNF.JO[]EMS[]
HURV/KOR/HQ425262

—

0.05

*Siyah noktalarla belirtilen 6rnekler Erzurum suslarini gostermektedir.

Sekil 1. Rotavirusun VP7 kodlayan gen bolgesinin filogenetik analizi.
Figure 1. Phylogenetic analyses of rotavirus VP7 coding region.

M BoRVITR/ERZENVP4
M BoRVITR/IERZB/N/P4
BoRV/TR/AJX090206
BoRV/UK/M22306

BoRV/ARG/KCE95831
BoRV/ARG/KC895815
BoRV/JPN/AB513836
BoRV/FR/UG5924
BoRV/USA/AB119636

\E BoRVIUSA/AY050271

CatRV/ITA/GUS27409
4E-IURWRU S1JX027619
HURV/BEL/AYT40738

BoRV/JPN/AB853893
Antelope/ZAF/FJ495129
HURV/HUN/EF 5564107
BoRV/IND/G L9847 54
BoRV/IND/G L9847 56

0.2

*Kare seklinde belirtilen érnekler Erzurum suglarini géstermektedir.
Sekil 2. Rotavirusun VP4 kodlayan gen bolgesinin filogenetik analizi.
Figure 2. Phylogenetic analyses of rotavirus VP4 coding region.

BoRV/ARGIFJ347114 JP[11]
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_| BoRV/JPN/ABA13837 1G24
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JP[33]

:|P[1] 5

BoRV/APN/AB454420 JP[29]

JP[Q]

P[14]
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Coronavirusun nukleoproteinini kodlayan gen
bolgesinin hedef alindigi PZR testi sonucunda dort
farkh buzagida (%12.1, 4/33) pozitiflik tespit edildi.
Yapilan filogenetik analiz sonucunda coronaviruslarin
Alfa-Beta-Gama ve Deltacoronavirus olmak Uzere
dort  farkl gozlendi.

geno-grup  olusturdugu

L 05 i

*Uggen seklinde belirtilen 6rnekler Erzurum suslarini gostermektedir.

—{

BatCoV/NC 010437/HongKong
CamelCoV/MF593473/AboDhabi
PorcCoV/MF167434/China
CanineCoV/KP849472/Italy

_: MinkCoV/WD1127/USA
IBV/MF882023/China

ﬂowmszmwmm e

WigeonCoV/NC 016995/HKU

PorcCoV/KJ481931/USA
SpamowCoV/JQ063045HKU |

"

DeerCoV/FJ425190/USA
BufCoV/KU55892¥Bangladesh
GiraffeCoV/EF424623/USA
BoCoV/EF424620/USA
BoCoV/U00735/Vaccine/Mebus
A BCoV/TRIERZ/4

BoCoV/KT318088/France

A BCoV/TRIERZ/

A BCoV/TRERZ/2

A BCoV/TRIEERZ/3

BatCoV/NC 025217/China

ErinaceusCoV/NC 022643/Gemany

HuCoV/KJ614520/USA

Calismamizda elde edilen suslarin tamami; Fransa,
Banglades, Amerika ve Mebus (as! susu) izolatlari ile
birlikte Betacoronavirus grubunda yer aldi (Sekil 3).
Rotavirus ve coronavirusun Filogenetik analizi igin
kullanilan referans suslara ait NCBI erisim numaralari

sekil 1, 2 ve 3’te belirtilmistir.

BETA-Coronavirus

ALPHA-Coronavirus

GAMA-Coronavirus

DELTA-Coronavirus

Sekil 3. Coronavirusun N proteini kodlayan gen bdlgesinin filogenetik analizi.
Figure 3. Phylogenetic analyses of coronavirus N protein coding region.

TARTISMA ve SONUC

Dinya’da yaygin olarak gozlenen viral ishal
etkenleri canhllarda yasam kalitesini duslirmekle
birlikte tedavi

dikkate alindiginda llke ekonomilerine ciddi yuk

ve korunma-kontrol harcamalari

getirmektedir. Son yilarda genetik alanda yapilan
umut verici ¢calismalar insan da dahil olmak Ulzere
bircok canlinin gen haritasini ¢ikarmakla kalmayip

patojenlerin  biyolojisinin  anlasilmasi,  genotip

dagihimlarinin  belirlenmesi, tedavi ve micadele

stratejilerinin gelistirilmesi anlaminda biiytk yol kat
Ulkemizde hali “Bovine rota-

edilmistir. hazirda

coronavirus” asisi kullaniimasina ragmen yeterince

basaril olunamamasinin sebebini bilingsiz
yetistiricilik ve asi kullaniminin yaygin olmayisi olarak
sayabiliriz. Calismamiz da, buzagi isallerine sebep
olan etiyolojik ajanlar arasinda sik gozlenen
coronavirus ve rotavirusu molekiler yontemlerle
arastirarak, elde edilen viruslarin genetik olarak
filogenetik yerini belirlemek amacglanmistir. Dlnya
genelinde yapilan gesitli arastirmalarda rotavirusun
VP7 kodlayan gen bolgesine gére G6 ve G10 genotipi
yaygin olarak, daha az orandaise G1, G2, G3, G7, G11
ve G8 genotipleri, ¢cok nadir de olsa G15 genotipi
sigirlarda tespit edilmistir (11-15). Calismamizda
ishallerinden  sorumlu

gozlemledigimiz  buzagi
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G6 ve G10
almaktadir. VP4 kodlayan gen bélgesine bakildiginda
ise P[5] ve P[11)'in sik olarak, P[1])’in ise daha seyrek
gozlendigi bildirilmistir (13). Grup A rotaviruslarin sik

rotavirus genotipi icerisinde yer

gozlenen ikili genotip kombinasyonunun ise G6P[1],
G6P[5], G10P[11] G8P[1]
bildirilmistir (12). Calismamizdan elde ettigimiz
rotavirus G6P[5] ve G10P[5] genotip kombinasyonu

ve den olustugu

literatdr verileriyle uyum gostermektedir. Alkan ve
ark. (12) tarafindan 2010 yilinda yapilan bir calismada
G6P[11] ve G10P[11] genotiplerinin baskin oldugu
bildirilmistir. Bu ¢alisma, bizim ¢alismamizda tespit
edilen G6 genotipi yonlyle uyumluluk gosterse de, P
genotipi yoninden c¢alismamiz suslarin da P[5]

genotipi tespit edilmistir. Tlrkiye de buzagi rotavirus

ishalini arastirmak Gzere ¢ogunlugunu serolojik
analizlerin olusturdugu cesitli cahismalar
bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda  rotavirusun

lilkemizdeki seroprevalansi %8.5 ile %25 arasinda
oldugu bildirilmistir (16-19). Ulkemizde hali hazirda
yapilan G6, G10 ve P[1] genotiplerinin yer aldigi
rotavirus asisi bulunmaktadir. Yeni dogmus buzagilari
rotavirus enfeksiyonlarindan korumak icin bakim,
besleme, hijyen kurallarina uyulmasi, dezenfeksiyon
ve bunun yani sira buzagilarda pasif bagisikligin
saglanmasi icin gebe hayvanlarin asilanmasi 6nem
arz etmektedir (12). Ulkemiz genelinde rotavirus
siirveyans  calismasinin ~ bulunmayisi,  hayvan
yetistiriciligi problemleri ve asi etkinlik ¢calismalarinin
bulunmamasi gibi nedenlerden o6tiri UGlkemizde
rotavirus olimleri hala

kaynakh buzagi

yadsinamayacak diizeydedir. Ulkemizde insan
rotavirus G ve P genotiplerini belirleyerek temel bir
veri olusturmaya yonelik 2014 yili itibariyle Durmaz
ve ark. (20) tarafindan yiritilen bir sorveyans
¢alismasi bulunmaktadir. Benzer bir g¢alismanin
Glkemiz sigir rotaviruslarina yonelik baslatiimasi
hastalikla kontrol ve micadele agisindan 6nem
tasiyacak bir adim olabilir.

Sigirlarda coronavirus  kaynakh  isalinde
dort farkl

coronavirusa rastlanmistir. Filogenetik analiz yoluyla,

arastirildigi  ¢alismamizda hayvanda

Gen Bank’tan elde edilen referans suslar ve

¢alismamizdan elde edilen izolatlar
degerlendirilmistir. Filogenetik agacta dort farkh
gruba ayrilan coronaviruslar igerisinde Erzurum
suslari ile birlikte asi susu olan “Mebus” Beta-
coronavirus  grubunda  yer almistir.  Beta-
coronavirusun kendi icerisinde iki alt gruba ayrildig
filogeni’de, insan coronavirusu (MERS-CoV/ Middle
East respiratory syndrome coronavirus, erisim no:
KJ614529) ve vyarasa coronavirusu (erisim no:
NC_025217) bir alt grup olustururken, ruminant
suslarinin diger bir alt grupta toplandigi gozlenmistir.
Ozellikle son yillarda insanlarda korku salan MERS ve
SARS coronavirus enfeksiyonlarinin hayvanlardan
insana bulastigl gercegi bu virusun tirler arasi
gecisine dikkatleri cekmistir (21). Filogenetik analizde
de gorildagi tzere sigir, geyik, zlrafa, bufalo ve kirpi
coronaviruslari, insan coronaviruslari ile birlikte Beta-
Bu

coronavirusla

coronavirus grubunda toplanmistir. durum

insanlari  enfekte eden genetik
yakinligini ifade etmektedir.

Enterik ve solunum formu olmak Uzere iki
sekilde ortaya ¢ikan coronavirus enfeksiyonu
fekal/oral ve hava yolu ile hayvanlar arasinda
saciimaktadir. Kontamine gida ve geregler en 6nemli
risk kaynaklardir (5,22).

ishalinin oldukca yaygin oldugu bilinmekle birlikte

Ulkemizde coronavirus

antikor pozitifliginin -~ %90’In  Gzerinde oldugu
bildirilmistir (22). Alkan tarafindan ishalli buzagilarda
yapilan bir ¢alismada %61.4 oraninda

rota/coronavirus pozitifligi tespit edilmistir (23).
Hasoksiiz ve ark. (24) tarafindan yapilan bir calismada
ise yeni dogan buzagilarda enterik coronavirus orani
Ulkemizde 11 ilde

coronavirusun S gen bolgesinin molekiler diizeyde

%37.1 olarak bulunmustur.

irdelendigi bir calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada
coronavirusun Turkiye’de yaygin olarak gozlendigi ve
buzagl isallerinin  etiyolojik oldugu
(25). Daha

coronavirusun solunum sistemi enfeksiyonlarindaki

ajani
vurgulanmistir once Erzurum’da
yeri arastirilmis olup, enterik coronavirus hakkinda
bilgi verilmemistir (5). Bu ¢alisma ile Erzurum’da ilk
kez enterik coronavirus arastiriimis olup virusun N

gen bolgesi molekiler diizeyde incelenmistir.
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Rotavirus ve coronavirus kaynakli buzagi

ishallerinde saha suslarinin belirlenmesi ve asi suslari

ile genetik iliskisinin degerlendirilmesi, enfeksiyonun

kontroli ve eradikasyonu asisindan biliyik 6nem

tagimaktadir.

Sonug¢ olarak; Erzurum’da buzagi

isallerinin etiyolojik ajanlari olan coronavirusun N gen

bolgesi, rotavirusun ise VP4 ve VP7 gen bolgelerine

ait genotipik veriler literatiire kazandiriimistir.
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