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Öz: Dünya genelinde yaygın olarak gözlenen rotavirus ve coronavirus enfeksiyonları, yeni doğan buzağı ishallerinin etiyolojik 
ajanları arasındadır. Yirmi birinci yüzyılda enfeksiyon ajanlarının incelenmesi, moleküler tabanlı genetik çalışmalarla hız 
kazanmıştır. Günümüzde enfeksiyonlardan sorumlu rotavirusun bilinen en az 27 farklı G ve 37 farklı P genotipi tespit edilmiştir. 
Coronaviruslar ise genetik yakınlıklarına göre; dört genotipik gruba ayrılmaktadır. Bu çalışmada, buzağı ishallerine sebep olan 
rotavirus ve coronavirus enfeksiyonlarının moleküler düzeyde incelenmesi amaçlandı. Coronavirusun nukleoprotein gen 
bölgesi ve rotavirusun VP4 ile VP7 gen bölgelerine yönelik spesifik primerler kullanılarak kısmi sekansları ve ardından 
filogenetik analizleri yapıldı. Filogenetik analiz için GenBank’tan elde edilen referans suşlar kullanıldı. VP7 gen bölgesinin 
analizi sonucunda Erzurum suşlarının G6 ve G10 genotipine, VP4 gen bölgesine göre ise tüm suşların P[5] genotipine ait olduğu 
tespit edildi. Coronavirus yönünden yapılan filogenetik analiz sonuçlarına göre ise Erzurum suşları; geyik, zürafa, yarasa, sığır 
ve insan coronavirus suşları ile birlikte beta-coronavirus genogrubu içerisinde toplandığı tespit edildi. Sonuç olarak bu çalışma 
ile Erzurum’da ilk kez enterik coronavirus ve rotavirus moleküler olarak araştırılmış olup sonraki çalışmalar için bir temel 
oluşturmuştur. 

Anahtar Kelimeler: Coronavirus, Erzurum, Moleküler karakterizasyon, Rotavirus, Sığır. 

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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GİRİŞ

uzağı ishalleri dünya genelinde sık gözlenen 

hastalıklar arasında olmakla beraber hayvan 

yetiştiriciliği yapılan işletmeler ve ülke ekonomisi 

açısından önem arz etmektedir. Ekonomik kayıp 

özellikle buzağı kaybı ile ilişkilidir (1). Gelişmiş 

ülkelerde dâhil olmak üzere buzağı kaybında ilk sırayı 

yeni doğan buzağı isalleri almaktadır. Buzağı 

ishallerinde enfeksiyöz olmayan faktörler de etkili 

olmasına rağmen enfeksiyöz ajanların payı çok daha 

büyüktür. İshal etiyolojisinde enfeksiyöz faktörler 

arasında yer alan grup A rotaviruslar ve 

coronaviruslar sık rastlanan ajanlar arasında yer 

almaktadırlar (1,2). Rotaviruslar, Reoviridae ailesinde 

yer alan, çift zincirli ve 11 segmentten oluşan RNA 

genomuna sahip zarfsız viruslardır. Genomik 

segmentler, altısı yapısal (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 ve 

VP7) ve altısı yapısal olmayan (NSP1–NSP6) toplam 

12 protein kodlamaktadır (1,3). Rotavirusların dış 

kapsid proteini olan VP4 (viral protein 4) ve VP7 (viral 

protein 7), konakta nötralizan antikor üretimini 

tetiklemekle beraber, bu proteinleri kodlayan 

nükleotid sekansına göre virusun P (proteaz) ve G 

(glikoprotein) genotipleri belirlenebilmektedir. 

Şimdiye kadar rotavirusun bilinen en az 27 farklı G ve 

37 farklı P genotipi tespit edilmiştir (1,3-5). Diğer bir 

enterik patojen olan coronaviruslar genetik 

yakınlıklarına göre; Alfacoronavirus, 

Betacoronavirus, Gamacoronavirus ve 

Deltacoronavirus olmak üzere dört gruba 

ayrılmaktadır (6). Sığır coronavirusları, Coronaviridae 

ailesinde yer alan zarlı, pozitif polariteli RNA 

viruslarıdır. Coronaviruslarlar nucleoprotein (N), 

transmembran (M), spike (S), small membran (E) ve 

hemaglutinin esteraz (HE) olmak üzere beş temel 

proteinden oluşur. Klinik olarak yaşamın ilk 

haftalarında ishal ile karakterize olmakla beraber 

özellikle erginlerde ileri dönemlerde kış dizanterisi ve 

solunum sistemi enfeksiyonlarından oluşan üç farklı 

enfeksiyonla karşımıza çıkmaktadır (1,5,6). Oldukça 

geniş konakçı aralığına sahip olan coronaviruslar 

kanatlı ve memeli hayvanları etkilemektedir. Ancak 

son yıllarda özellikle insanlarda ortaya çıkan zoonotik 

kaynaklı “Severe acute respiratory syndrome 

coronavirus (SARS-CoV) ve Middle-East respiratory 

syndrome coronavirus (MERS-CoV)” enfeksiyonları 

dikkatleri coronaviruslar üzerine çekmiştir (7). Bu tür 

patojenlerin biyolojisi ve genetiğini bilmek onlarla 

mücadele ve korunma stratejisi geliştirilmesinde 

anahtar rol oynamaktadır. 

Bu çalışmada, Erzurum ili ve ilçelerinde tespit 

edilen buzağı ishallerinde viral ajanların araştırılması 

ve tespit edilen bu virusların moleküler 

karakterizasyonlarının yapılarak genetik düzeyde 

irdelenmesi amaçlanmıştır. 

MATERYAL ve METOT 

Gaita Örneklerinin Toplanması ve İşlenmesi 

Erzurum il ve ilçelerinden 2016 yılı içerisinde 0-

1 aylık 33 adet ishalli buzağı gaita örneği Atatürk 

Üniversitesi Veteriner Fakültesi Viroloji 

laboratuvarına getirildi ve analiz edilinceye kadar -

20°C’de muhafaza edildi. Gaita örnekleri 1/10 

oranında distile su ile süspanse edilerek iyice 

vortekslendi. Elde edilen bu gaita süspansiyonlarında 

kaba partiküllerin çöktürülmesi amacıyla 3000 rpm 

de 5 dk. santrifüj edildi ve ardından tüplerin üstünden 

300µl sıvı alınarak nükleik asit izolasyonu için yeni 

ependorf tüplere aktarıldı. 

Nükleik Asit İzolasyonu 

Gaita süspansiyonundan elde edilen 

süpernatant örneklerinden, “GF-1 Viral Nucleic Acid 

Extraction” kiti (Vivantis Technologies, Malezya) 

kullanılarak nükleik asit izolasyonu gerçekleştirildi. 

Bu işlem kısaca, tüm hücresel ve protein yapıların 

lizisi amacıyla 50 µl proteinaz K solüsyonu, Buffer VL 

ve 300 µl süpernatant örneği iyice karıştırıldıktan 

sonra 65°C’de 10 dk. inkübe edildi. İnkübasyonu 

tamamlanan lizat, 280 µl saf etanol ile muamele 

edildi ve filtreli tüplere aktarılarak 5.000 g de 1 dk. 

santrifüj yapıldı. Filtreli tüpler yıkama solüsyonuyla 

(500 µl) art arda 3 kere yıkandı ve her santrifüj 

sonunda filtreli tüpün altında biriken kısım 

uzaklaştırıldı. Son olarak 30 µl elüsyon solüsyonu ile 

santrifüj edilerek tüpün alt kısmında toplanan nükleik 

asit süspansiyonu elde edilerek analiz edilinceye 

kadar -20 C de saklandı. 

B 
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Revers Transkripsiyon (RT) ve Polimeraz Zincir 
Reaksiyonu (PZR) 

Nükleik asit izolatlarından komplementer 

DNA’nın (cDNA) eldesi amacıyla First Strand cDNA 

Synthesis kiti (Thermo Fisher Scientific, USA) 

kullanıldı. Coronavirus ve rotavirusun tespiti ve 

sekansı için nested-primerler kullanıldı. PZR için 

hedef bölgeler, ürün büyüklükleri ve nested-primer 

listesi tablo 1 de yer almaktadır. 

Tablo 1. Rotavirus ve coronavirus tespiti ve sekansı için kullanılan primerler. 
Table 1. The primers for the detection and sequencing of rotavirus and coronavirus. 

Hedef Gen Primerler (F: Forward, R: Reverse) Ürün (bp) Referanslar 

N 

N Nested 

F: GCAATCCAGTAGTAGAGCGT 
R: CTTAGTGGCATCCTTGCCAA  

730 
Cho ve ark. 2014 
(8) F: GCCGATCAGTCCGACCAATG 

R: AGAATGTCAGCCGGGGTAG  
407 

VP7 
Beg9-End9 

F: GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG 
R: GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 

1062 

Aydin ve Aktas 
2017 (3) 

Nested 
VP7F-VP7R 

F: ATGTATGGTATTGAATATACCAC 
R: AACTTGCCACCATTTTTTCC 

881 

VP4 Jenerik 
Con3-Con2 

F: TGGCTTCGCTCATTTATAGACA 
R: ATTTCGGACCATTTATAACC 

876 

Nested 
VP4F-VP4R 

F: TATGCTCCAGTNAATTGG 
R: ATTGCATTTCTTTCCATAATG 

663 

PZR Ürünlerinin Saflaştırılması ve SekansAnalizi 

PZR ile elde edilen coronavirus ve rotavirus 

pozitif amplikonlar, “QIAquick PCR Purification” Kiti 

(Qiagen) ile üretici firma önerileri doğrultusunda 

saflaştırıldı. Bu işlem sonrasında PZR ürünlerinin 

Sanger sequencing metodu yoluyla (BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit, Applied 

Biosystems, USA; ABI 3110xl DNA analyzer, Applied 

Biosystems, USA) dizi analizi gerçekleştirildi. Her bir 

örneğin dizi analizi çift yönlü olarak gerçekleştirildi. 

Sekans sonrası elde edilen ham veriler BioEdit version 

7.2.5 yazılım ve MEGA 5.1 programları kullanılarak 

bioinformatik analizleri gerçekleştirildi (9, 10). Bu 

analizler sonunda Gen Bankası (NCBI, 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) verileri 

referans alınarak çalışmamızdan elde edilen suşlarla 

filogenetik analizi gerçekleştirildi.  

Bu çalışma; 2018/29 nolu karar sayısı ile Atatürk 

Üniversitesi, Veteriner Fakültesi, Birim Etik Kurulu 

tarafından onaylanmıştır. 

BULGULAR 

Çalışmamızda, Erzurum il ve ilçelerinden 

toplanan gaita örneklerinde rotavirus ve coronavirus 

kaynaklı ishal vakaları araştırıldı. Rotavirusun dış 

kapsid proteinlerini kodlayan gen bölgesinin PZR testi 

sonucunda, iki buzağıda (%6,1, 2/33) rotavirus tespit 

edildi. Rotavirusun VP7’yi kodlayan gen bölgesinin 

sekans ve filogenetik analizinde, G6 (BoRV/TR/ERZ5) 

ve G10 (BoRV/TR/ERZ6) genotipleri tespit edildi (Şekil 

1). Rotavirusun VP4’ü kodlayan gen bölgesinin 

yapılan filogenetik analizinde ise her iki örneğin P[5] 

genotipine ait olduğu gözlendi (Şekil 2). Rotavirus G 

ve P genotip kombinasyonuna bakıldığında ise 

enfeksiyondan sorumlu virusların G6P[5] ve G10P[5] 

genotiplerine sahip olduklarını tespit edildi.
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*Siyah noktalarla belirtilen örnekler Erzurum suşlarını göstermektedir.  
 

Şekil 1. Rotavirusun VP7 kodlayan gen bölgesinin filogenetik analizi. 
Figure 1. Phylogenetic analyses of rotavirus VP7 coding region. 
 

 

 

*Kare şeklinde belirtilen örnekler Erzurum suşlarını göstermektedir.  

Şekil 2. Rotavirusun VP4 kodlayan gen bölgesinin filogenetik analizi. 
Figure 2. Phylogenetic analyses of rotavirus VP4 coding region. 
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Coronavirusun nukleoproteinini kodlayan gen 

bölgesinin hedef alındığı PZR testi sonucunda dört 

farklı buzağıda (%12.1, 4/33) pozitiflik tespit edildi. 

Yapılan filogenetik analiz sonucunda coronavirusların 

Alfa-Beta-Gama ve Deltacoronavirus olmak üzere 

dört farklı geno-grup oluşturduğu gözlendi. 

Çalışmamızda elde edilen suşların tamamı; Fransa, 

Bangladeş, Amerika ve Mebus (aşı suşu) izolatları ile 

birlikte Betacoronavirus grubunda yer aldı (Şekil 3). 

Rotavirus ve coronavirusun Filogenetik analizi için 

kullanılan referans suşlara ait NCBI erişim numaraları 

şekil 1, 2 ve 3’te belirtilmiştir.

*Üçgen şeklinde belirtilen örnekler Erzurum suşlarını göstermektedir. 

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

TARTIŞMA ve SONUÇ 

Dünya’da yaygın olarak gözlenen viral ishal 

etkenleri canlılarda yaşam kalitesini düşürmekle 

birlikte tedavi ve korunma-kontrol harcamaları 

dikkate alındığında ülke ekonomilerine ciddi yük 

getirmektedir. Son yılarda genetik alanda yapılan 

umut verici çalışmalar insan da dâhil olmak üzere 

birçok canlının gen haritasını çıkarmakla kalmayıp 

patojenlerin biyolojisinin anlaşılması, genotip 

dağılımlarının belirlenmesi, tedavi ve mücadele 

stratejilerinin geliştirilmesi anlamında büyük yol kat 

edilmiştir. Ülkemizde hali hazırda “Bovine rota-

coronavirus” aşısı kullanılmasına rağmen yeterince 

başarılı olunamamasının sebebini bilinçsiz 

yetiştiricilik ve aşı kullanımının yaygın olmayışı olarak 

sayabiliriz. Çalışmamız da, buzağı isallerine sebep 

olan etiyolojik ajanlar arasında sık gözlenen 

coronavirus ve rotavirusu moleküler yöntemlerle 

araştırarak, elde edilen virusların genetik olarak 

filogenetik yerini belirlemek amaçlanmıştır. Dünya 

genelinde yapılan çeşitli araştırmalarda rotavirusun 

VP7 kodlayan gen bölgesine göre G6 ve G10 genotipi 

yaygın olarak, daha az oranda ise G1, G2, G3, G7, G11 

ve G8 genotipleri, çok nadir de olsa G15 genotipi 

sığırlarda tespit edilmiştir (11-15). Çalışmamızda 

gözlemlediğimiz buzağı ishallerinden sorumlu 
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rotavirus genotipi G6 ve G10 içerisinde yer 

almaktadır. VP4 kodlayan gen bölgesine bakıldığında 

ise P[5] ve P[11]’in sık olarak, P[1]’in ise daha seyrek 

gözlendiği bildirilmiştir (13). Grup A rotavirusların sık 

gözlenen ikili genotip kombinasyonunun ise G6P[1], 

G6P[5], G10P[11] ve G8P[1] den oluştuğu 

bildirilmiştir (12). Çalışmamızdan elde ettiğimiz 

rotavirus G6P[5] ve G10P[5] genotip kombinasyonu 

literatür verileriyle uyum göstermektedir. Alkan ve 

ark. (12) tarafından 2010 yılında yapılan bir çalışmada 

G6P[11] ve G10P[11] genotiplerinin baskın olduğu 

bildirilmiştir. Bu çalışma, bizim çalışmamızda tespit 

edilen G6 genotipi yönüyle uyumluluk gösterse de, P 

genotipi yönünden çalışmamız suşların da P[5] 

genotipi tespit edilmiştir. Türkiye de buzağı rotavirus 

ishalini araştırmak üzere çoğunluğunu serolojik 

analizlerin oluşturduğu çeşitli çalışmalar 

bulunmaktadır. Bu çalışmalarda rotavirusun 

ülkemizdeki seroprevalansı %8.5 ile %25 arasında 

olduğu bildirilmiştir (16-19). Ülkemizde hali hazırda 

yapılan G6, G10 ve P[1] genotiplerinin yer aldığı 

rotavirus aşısı bulunmaktadır. Yeni doğmuş buzağıları 

rotavirus enfeksiyonlarından korumak için bakım, 

besleme, hijyen kurallarına uyulması, dezenfeksiyon 

ve bunun yanı sıra buzağılarda pasif bağışıklığın 

sağlanması için gebe hayvanların aşılanması önem 

arz etmektedir (12). Ülkemiz genelinde rotavirus 

sürveyans çalışmasının bulunmayışı, hayvan 

yetiştiriciliği problemleri ve aşı etkinlik çalışmalarının 

bulunmaması gibi nedenlerden ötürü ülkemizde 

rotavirus kaynaklı buzağı ölümleri hala 

yadsınamayacak düzeydedir. Ülkemizde insan 

rotavirus G ve P genotiplerini belirleyerek temel bir 

veri oluşturmaya yönelik 2014 yılı itibariyle Durmaz 

ve ark. (20) tarafından yürütülen bir sörveyans 

çalışması bulunmaktadır. Benzer bir çalışmanın 

ülkemiz sığır rotaviruslarına yönelik başlatılması 

hastalıkla kontrol ve mücadele açısından önem 

taşıyacak bir adım olabilir.  

Sığırlarda coronavirus kaynaklı isalinde 

araştırıldığı çalışmamızda dört farklı hayvanda 

coronavirusa rastlanmıştır. Filogenetik analiz yoluyla, 

Gen Bank’tan elde edilen referans suşlar ve 

çalışmamızdan elde edilen izolatlar 

değerlendirilmiştir. Filogenetik ağaçta dört farklı 

gruba ayrılan coronaviruslar içerisinde Erzurum 

suşları ile birlikte aşı suşu olan “Mebus” Beta-

coronavirus grubunda yer almıştır. Beta-

coronavirusun kendi içerisinde iki alt gruba ayrıldığı 

filogeni’de, insan coronavirusu (MERS-CoV/ Middle 

East respiratory syndrome coronavirus, erişim no: 

KJ614529) ve yarasa coronavirusu (erişim no: 

NC_025217) bir alt grup oluştururken, ruminant 

suşlarının diğer bir alt grupta toplandığı gözlenmiştir. 

Özellikle son yıllarda insanlarda korku salan MERS ve 

SARS coronavirus enfeksiyonlarının hayvanlardan 

insana bulaştığı gerçeği bu virusun türler arası 

geçişine dikkatleri çekmiştir (21). Filogenetik analizde 

de görüldüğü üzere sığır, geyik, zürafa, bufalo ve kirpi 

coronavirusları, insan coronavirusları ile birlikte Beta-

coronavirus grubunda toplanmıştır. Bu durum 

insanları enfekte eden coronavirusla genetik 

yakınlığını ifade etmektedir.  

Enterik ve solunum formu olmak üzere iki 

şekilde ortaya çıkan coronavirus enfeksiyonu 

fekal/oral ve hava yolu ile hayvanlar arasında 

saçılmaktadır. Kontamine gıda ve gereçler en önemli 

risk kaynaklarıdır (5,22). Ülkemizde coronavirus 

ishalinin oldukça yaygın olduğu bilinmekle birlikte 

antikor pozitifliğinin %90’ın üzerinde olduğu 

bildirilmiştir (22). Alkan tarafından ishalli buzağılarda 

yapılan bir çalışmada %61.4 oranında 

rota/coronavirus pozitifliği tespit edilmiştir (23). 

Hasöksüz ve ark. (24) tarafından yapılan bir çalışmada 

ise yeni doğan buzağılarda enterik coronavirus oranı 

%37.1 olarak bulunmuştur. Ülkemizde 11 ilde 

coronavirusun S gen bölgesinin moleküler düzeyde 

irdelendiği bir çalışma bulunmaktadır. Bu çalışmada 

coronavirusun Türkiye’de yaygın olarak gözlendiği ve 

buzağı isallerinin etiyolojik ajanı olduğu 

vurgulanmıştır (25). Daha önce Erzurum’da 

coronavirusun solunum sistemi enfeksiyonlarındaki 

yeri araştırılmış olup, enterik coronavirus hakkında 

bilgi verilmemiştir (5). Bu çalışma ile Erzurum’da ilk 

kez enterik coronavirus araştırılmış olup virusun N 

gen bölgesi moleküler düzeyde incelenmiştir. 
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Rotavirus ve coronavirus kaynaklı buzağı 

ishallerinde saha suşlarının belirlenmesi ve aşı suşları 

ile genetik ilişkisinin değerlendirilmesi, enfeksiyonun 

kontrolü ve eradikasyonu aşısından büyük önem 

taşımaktadır. Sonuç olarak; Erzurum’da buzağı 

isallerinin etiyolojik ajanları olan coronavirusun N gen 

bölgesi, rotavirusun ise VP4 ve VP7 gen bölgelerine 

ait genotipik veriler literatüre kazandırılmıştır. 
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