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1. GIRiS

Ishal, dehidrasyon ve agirhik kaybi ile seyreden enterik enfeksiyonlar, tiim diinyada
buzagilarin 6nemli bir saglik problemi olarak kabul edilmektedir. Cok sayida enteropatojenin
sebep oldugu ishalin siddeti; gevre, siirti yonetim bi¢imi ve konakg1 faktdrleri gibi unsurlarla
etkenin etkilesimine baglidir. Hem et¢i hem de siitgii siiriilerde goriilen buzag: ishalleri; 6liim,
genetik materyallerin kaybi, yiiksek tedavi masraflar1 ve buzagilann ilerideki yasamlarinda
normal performanslarina ulagamamalar1 gibi nedenlerden dolay: belirgin ekonomik kayiplara

yol agmaktadir.

Biitiin diinyada yaygin olarak goriilen ve biiyiik dl¢iide ekonomik kayiplara neden olan
buzag ishallerinin etiyolojisinde, bovine coronavirus (BCV)’un 6nemli bir yeri oldugu ileri
stirtilmektedir (Czerny ve Eichhorn 1989). Bovine coronavirus ile intestinal kanalin
enfeksiyonu, ince bagirsaklarin proksimalinde baglamakta, ince ve kalin bagirsak boyunca
yayimakta, buzagilarda ishalle seyreden siddetli bir enfeksiyona ve yiiksek mortaliteye
neden oldugu bildirilmektedir. Bovine coronavirustan etkilenen buzagilarda; dehidrasyon,
elektrolit dengesizligi ve asidozise neden olan giddetli bir ishal goriilmekte, enfeksiyondan
kurtulan buzagilar ise genellikle potansiyel verimlerini ortaya koyamamaktadirlar. Modern
buzag: isletmelerinde bile buzagi ishallerine baghh kayiplar bazen biiyiikk boyutlara

ulagmaktadir.

Bovine coronavirus her yas grubundaki sigirlar1 farkli bigimlerde etkileyebilmekte,
siddetli ishal olgularinin gézlendigi buzagilarda ise en tipik bulgular yagamin ilk aylarinda
ortaya ¢ikmaktadir. Enfeksiyon kig aylarinda daha etkili ve yaygin olarak gézlenmektedir. Bu
mevsimsel gortiniim, virusun soguk ve nemli ¢evrede daha uzun siire canli kalabildiginin bir
gostergesi olarak diigtiniilmektedir. Bunun yanisira klinik olarak normal goriintimlii yetigkin
sigirlarin da hassas buzagilar igin enfeksiyon kaynagi olabilecegi ileri siiriilmekte bu tiir

hayvanlarin digkilarinda BCV’un yiiksek oranlarda (% 70’in iizerinde) tespit edilebildigi
1



bildirilmektedir (Colins ve ark 1987, Crouch ve ark1985). Bu nedenle subklinik enfeksiyona
sahip hayvanlardan dogan buzagilarda ishalin gelisme riskinin oldukg¢a yiiksek oldugu

diistiniilmektedir.

Bu c¢alismada, sigircilik isletmelerinde ekonomik olarak biiyiik kayiplara yol agan
buzag ishallerinin etiyolojisinde BCV’un yeri ve 6neminin tespiti, klinik olarak saglikli
goriinen yetigkin sigirlarin bu enfeksiyonun epidemiyolojisinde roliiniin olup olmadiginin
belirlenmesi ve mevcut antikor yamtinin enfeksiyonu 6nlemesi agisindan degerlendirilmesi
amaciyla ishalli buzagilarin ve bunlarin annelerine ait kan serumlarinin BCV antikorlar

yOniinden incelenmesi amaglanmigtir.



2. LITERATUR BILGI

[Ik defa 1968°de elektronmikroskop (EM) ile morfolojik olarak tamimlanan
coronaviruslar; memeli ve kanatli hayvanlarin patojen etkenlerini i¢ine alan genis bir virus
familyasin1 temsil etmektedir (Mostl 1990). Coronaviruslar 6zellikle sigir, koépek, kedi,
kanatli, tavsan, fare, sican ve domuz gibi vertebrali hayvanlarda solunum ve gastrointestinal
sistem basta olmak iizere farkli bircok organda, 6zellikle yeni doganlarda intestinal kanalda
enfeksiyonlara yol agarak ¢ok 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Coronaviruslar,
Ozellikle Uzakdogu tilkelerinde yasayan insanlarda ortaya ¢tkan ve akut iist solunum yollar
enfeksiyonlarina neden olan SARS (severe acute respiratory syndrome) virusu ile son yillarda
giincelligini koruyan bir familya olarak dikkat ¢ekmektedir (Oxford ve ark 2003, Holmes ve

Enjuanes 2003).
2.1. Coronaviruslarin Smiflandirilmasi

Nidovirales dizini igerisinde yer alan Coronaviridae familyasi, coronavirus ve torovirus
olmak lizere iki cinsi igine almaktadir. Nidovirales dizini igerisinde yer alan coronavirus,
torovirus ve arteriviruslar, virion yapis1 ve genom biiyiikliigiindeki farkliliklara ragmen,
cogalma stratejileri ve genom organizasyonu agisindan benzerlikler sergilemektedirler. Bu
viruslarin tiimii, enfekte ettikleri hiicrelerde “nested set” adi verilen bir transkripsiyon
stratejisi kullanarak ¢ogalmaktadirlar. Bu strateji, Nidovirales (latince “yuva” anlamina gelen
nidus=nest) dizinininde yer alan viruslara 6zgii olarak kabul edilmektedir (Murphy ve ark

1999, White ve Fenner 2000).

Coronaviruslar, antijenik ve genetik olarak 3 grup altinda simiflandirilmaktadir (Holmes ve
Lai 1996, Lai ve Cavanagh 1997, Saif 2004). Her grup konakg1, niikleotid dizilim ve serolojik
akrabaliga gére ayirt edilmektedir (Tablo 2.1). Insanlardaki SARS coronavirusu ile vahsi

hayvanlarda saptanan 2 adet SARS benzeri coronavirus (Civet cat coronavirus ve Raccoon



dog coronavirus) filogenetik analizler sonucu su anda gegici olarak grup IV igerisinde
siiflandirilmaktadir (Saif 2004). Coronavirus familyas: iginde yer alan etkenler, genellikle
tek bir tiirde ya da birbirine ¢ok benzeyen tiirler arasinda dogal enfeksiyona neden
olmaktadirlar. Virusun organizmaya girisinden sonra replikasyonun birkag hiicre tipinde
siirli kalmasi sonucu (genellikle solunum ya da enterik sistem epitel hiicreleri ve
makrofajlar) lokal, bu replikasyonun in vivo yayilimi neticesinde ise sistemik enfeksiyon

sekillenebilmektedir (Holmes ve Lai 1996).

Tablo 2.1. Coronaviruslarin gruplari, dogal konakgilari ve sebep oldugu hastaliklar

Grup Virus Konak¢t  Solunum Yolu Enterik Hepatitis  Norolojik  Diger®
i Enfeksiyonu  Enfeksiyon Enfeksiyon

I HCV-229E Insan X
TGEV Domuz X X X
CCvV Kopek
FECV Kedi X
FIPV Kedi X X X X X
RbCV Tavsan X

11 HCV-OC43  [nsan X ?
MHV Fare X X X X
SDAV  Rat X
HEV Domuz X X
BCV Sigir X X
RbEVC Tavsan X

111 TCV Hindi X X
IBV Tavuk X X X

*Infeksiyoz peritonitis, immunolojik bozukluklar, zayiflama, nefritis, pankreatitis, parotitis ve adenitis gibi coronaviruslarin neden oldugu
diger hastaliklar.

HCV-229E, human respiratory coronavirus; TGEV, porcine transmissible gastroenteritis virus; CCV, canine coronavirus;
FECV, feline enteric coronavirus; FIPV, feline infectious peritonitis virus; TCV, turkey coronavirus; HCV-OC43, human
respiratory coronavirus; MHV, mouse hepatitis virus; SDAYV, sialodacryoadenitis virus; HEV, porcine hemagglutinating
encephalomyelitis virus; BCV, bovine coronavirus; RbCV, rabbit coronavirus; IBV, Infectious bronchitis virus (KV Holmes
ve MMC Lai 1996, L Saif 2004).

Hayvanlarda ve insanlarda enfeksiyona yol agan coronaviruslarin biiylik bir ¢ogunlugu
tek serotip icermekle beraber en az 8 serotip tespit edilen IBV bir istisna olaral kabul
edilmektedir. FIPV ve FECV’lan ise tek serotip ihtiva etmelerine ragmen, enfektivite ve
virulensleri énemli derecede degisiklik arzeden ¢esitli biyotipler igermektedirler (Murphy ve

ark 1999, Saif ve Heckert 1990).



2.2. Coronaviruslarin Virion Yapisi

Bu familyaya yiizeysel ¢ikintilart nedeniyle latince tag anlamina gelen corona adi
verilmigtir. Virionun en dis kismunda bir zara sahip olan coronaviruslar; pleomorfik
(genellikle kiiresel) yapida ve 80-220 nm (ortalama 100 nm) ¢apindadirlar (Clark 1993,
Murphy ve ark 1999). Helikal simetrili kapsit tubiiler bir yapidadir (White ve Fenner 2000).
RNA viruslani arasinda en biiyikk genoma sahip olan coronaviruslar; dogrusal (linear),
segmentsiz, tek iplikcikli, pozitif polariteli, 5—6x10° molekiiler agirliginda ve 27-32 kilobase
(kb) uzunlugunda bir genetik materyale sahiptir. Enfeksiy6z olan genomik RNA, 5° ugta
baglik (cap)’ lanmis ve 3’ ucta poliadenile olmustur (Kapil ve ark 1999, White ve Fenner

2000).

Coronaviruslarda virionun yapisim1 olusturan proteinler; niikleokapsit (IN) proteini,
peplomer (S), transmembran (M) ve kii¢iik transmembran (E) glikoproteini’dir. S, M ve E
glikoproteinleri zarin yapisina katilan proteinlerdir. Bu proteinlerden E glikoproteini, M
glikoproteini ile birlikte virion olusumu i¢in esastir. Bu proteinlerin yamisira, BCV’un da
i¢inde bulundugu antijenik grup II coronaviruslarinda, daha kiigiik peplomerleri olugturan
hemaglutinin-esterase (HE) glikoproteini bulunmaktadir (Lai ve Cavanagh 1997, Murphy ve

ark 1999).

Viral zarin {izerinde yaygin olarak bulunan 20 nm uzunlugundaki, yiiksek oranda
glikozilasyona ugramug olan S (spike) glikoproteini (180-220 kDa), u¢ kismi yumrucuk
seklindeki ¢ikintilar tarzinda 1gmsal bir dizilime sahiptir ve virusa tagh bir goriintim verir.
S glikoproteininin bazi 6nemli fonksiyonlar1 arasinda virusa kargi nétralizan antikorlarin
olusumunu uyarma, hedef hiicre reseptérlerine baglanma, hiicre membraminin flizyonu ve
hemagliitinasyon islevi sayilabilmektedir. Bu membran glikoproteini, amino (S1) ve karboksi
(S2) uglarma yakin olan farkli fonksiyonel sahalar tagimaktadir. S1 alt tinitesi, periferaldedir

ve reseptorlere baglanma fonksiyonlar ile ilgilidir. S2 alt linitesi ise viral ve hiicresel

5



membranlarin fiizyonuna aracilik eden bir transmembran proteinidir (Clark 1993, Hasoksiiz

ve ark 2002b).

Bovine coronavirus ve insan coronaviruslarindan OC43 susu gibi antijenik grup II’de
yer alan coronaviruslar, hemagliitinin-esteraz (HE) ad1 verilen daha kisa yapidaki (yaklagik 5
nm) ikinci bir peplomere sahiptirler (Clark 1993, Murphy ve ark 1999). Hemagliitinasyon
Ozelligine sahip olan glikoprotein yapisindaki bu uzantilar, hem nétralizan hem de
hemagliitinasyonu inhibe eden antikorlar1 uyarmaktadirlar (Saif 1993). Ancak S glikoproteini,
aglutinasyon igin eritrositlerin ylizeyinde daha az reseptore ihtiyag duydugundan, HE’dan
daha dnemli hemaglutininler olarak kabul edilmektedir (Shultz ve ark 1991). Ayrica esteraz
aktivitesi gosteren HE, reseptére baglanma ve tahrip etme fonksiyonuna sahiptir. HE
glikoproteini, influenza C virusunun hemaglutinin-esteraz fiizyon proteininin (HEF) N-

terminal alt {initesi ile % 30 benzerlik gostermektedir (Murphy ve ark 1999).

Fosforilasyona ugramis olan N proteini, direkt olarak transmembran glikoproteini
M’ye baglanmis halde bulunur. Zarin olusumuna katilan M glikoproteini, diger bazi

viruslarda bulunan matriks proteininin iglevini gérmektedir (Murphy ve ark 1999).
2.3. Coronaviruslarin Cogalma Ozellikleri:

Coronaviruslanin kendine 6zgii bir replikasyon stratejisi vardir. Nispeten yavag olan
virus replikasyonu, tamamen hiicre stoplazmasi i¢inde gergeklesir. Coronaviruslar; hedef
hiicre membram {izerindeki reseptdrlere hem S hem de HE glikoproteinleri vasitasiyla
tutunurlar. Virusun hiicreye girme mekanizmasi ya hiicrenin plazma membram ile virus
zarmn direkt fiizyonu ya da endositik vezikiillerin membranlari ile virus zarmin fiizyonu

sonucu gerceklesen endositoz ile olmaktadir (Clark 1993).

Virus hiicreye girdikten sonra zarindan ayrilir. Pozitif polariteli genomik RNA’nin
sitoplazma igine salinmasindan sonra dnce ribozomlara tutunur ve ¥ RNA’ya bagimli RNA

6



polimeraz enziminin senteziyle replikasyon devam eder. Bu enzim, pozitif polariteli genomik
RNA’dan, negatif polariteli RNA’y1 kopyalamaktadir. Bu negatif polariteli RNA’dan yeni
genomik RNA, subgenomik mRNA’larin bir serisi ve lider RNA kopyalanmaktadir (White
ve Fenner 2000). Bu subgenomik mRNA’lar, nested set’in 3’ ucundan transkribe edilir. Hem
genomik RNA ve hem de subgenomik mRNA’larin 5° ucu bashklanmis (cap), 3’ ucu
poliadenile edilmigtir. Her bir mRNA bir sonraki en kiigiik mRNA’nin niikleotid dizilimlerine
ve ayrica 5° ucunda extra bir gene sahiptir. 5° ucu aym: zamanda 60-70 bazdan olusan ortak
bir lider dizilim igerir. Bu lider dizilimin, siirekli olmayan transkripsiyon mekanizmasi
yardimiyla negatif polariteli RNA’nin 3’ ucundan koken aldig: ileri siiriilmektedir. Bu
modelde negatif polariteli RNA’nin 3’ ucundan transkribe olan lider RNA, sablon RNA’dan
ayrilir ancak polimeraz enzimine bagl olarak kalir. Bu lider dizilim-polimeraz kompleksi,
kalan mRNA’nin sentezi i¢in primer olarak goérev yaptigi bélgeler olan, negatif polariteli
RNA iizerindeki yeniden baslangi¢ bolgeleri olarak isimlendirilen spesifik kodlanmamig
bolgelere baz ¢iftleri ile baglanir. mRNA sentezinin bu modeli, coronavirus mRNA’larinin
kendi kendine replike olmasi (self-replication) ihtimalinden dolayr halen tam agiklik

kazanmamugtir (Clark 1993).

mRNA’larin sadece 5° ucuna yakin olan 6zgiin dizilimleri translasyona ugramaktadir
ve her bir mRNA sadece bir protein sentezine yonelir (Siddell ve ark 1983). Bu translasyonda;
yapisal olmayan proteinler hiicre stoplazmasindaki serbest ribozomlarda, yapisal proteinler ise
graniiler endoplazmik retikulumdaki (RER-rough endoplasmic reticulum) ribozomlarda
sentezlenir. Olgun virus partikiilleri (virion), RER ve golgi kompleksinden tomurcuklanma ile
zarlanim kazanirlar. Virus partikiillerinin bir kismi hiicrelerin erimesi ile salinirken; ¢ogu
normal hiicre salgt mekanizmasim kullanarak saglam hiicrelerden disar1 dokiiliirler (Clark

1993).



2.4. Bovine Coronavirusun Sebep Oldugu Hastahklar

Bovine coronavirus, sigirlarda genel manada ii¢ farkli klinik sendroma neden
olmaktadir (Saif 2004). Bunlar; buzagilarda ishal (Bridger ve ark 1978, Reynolds ve ark
1986, Tsunemitsu ve ark 1991), eriskin sigirlarda kig dizanterisi (Durham ve ark 1989,
Benfield ve Saif 1990, Athanassious ve ark 1994) ve farkli yas gruplarindaki sigirlarda
solunum sistemi enfeksiyonlanidir (McNulty ve ark 1984, Hasoksiiz ve ark 2005).
Hastaliklarin klinik bulgularindaki farklilifa ragmen biitiin BCV izolatlarimn tek bir serotipe
ait oldugu diistintilmektedir. Bununla birlikte, solunum sistemi (BRCV-Bovine respiratory
coronavirus) ve intestinal kanalda (BECV-Bovine enterik coronavirus) enfeksiyon olugturan
BCV’lar arasindaki genetik ve antijenik iligki hakkinda farkli goriigler bildirilmigtir

(Fukutomi ve ark 1999, Hasoksliz ve ark 1999a, Hasoksiiz ve ark 1999b, Kapil ve ark 1999).
2.4.1. Buzag ishalleri

Coronavirus familyasinin antijenik grup II igerisinde yer alan BCV’un, ilk defa Mebus
ve ark (1973) tarafindan Amerika’da ishalli bir buzaginin digkisindan hazirlanan inokulumun

fotal dana bobrek hiicre kiiltlirline seri pasajlari sonunda izole edildigi bildirilmistir.
2.4.1.1 Epidemiyoloji

Intestinal kanalin BCV ile enfeksiyonu, genellikle enfekte diski ile bulagik yem veya
suyun oral yolla allnmasi sonucu gergeklesmektedir. Bovine coronavirusun, buzagilarda
fekal-oral yolun yanisira aerosol yolla da taginabildigine dair bilgiler mevcuttur (Saif ve ark
1986, Tsunemutsu ve ark 1991, Hasokstiz ve ark 2005). Hasoksiiz ve ark (2002a),
Amerika’da besiye yeni alman hayvanlarin olusturdugu bir siiriide ilk 6énce BCV’a 6zgii
solunum sistemi belirtileri, besiye alindiktan 4 giin sonra ishal semptomu gézlemlenen
aragtirmadan yola gikarak, BCV’un ilk dnce buzagilarin solunum sistemini enfekte ettigi daha
sonra enfeksiyonun bagirsaklara yayilarak ishal olugturdugu fikrini ileri stirmiiglerdir. Yine
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Cho ve ark (2001a) tarafindan, gnotobiyotik ve kolostrum almamig buzagilara respiratorik
izolatlarin inokule edilmesi sonucu virusun nazal ve rektal olarak sagildiginin ve ishale neden
oldugunun tespit edilmesi bu fikri kuvvetlendirmektedir. Ancak Hasdksiiz ve ark (2002b)
respiratorik ve enretik BCV suslarina ait spike glikoproteini S1 alt iinitesinin molekiiler yapisi
lizerine yaptiklar1 bir aragtirmada, respiratorik suglar ile enterik suslarin genetik olarak
birbirinden farkl: olabilecegini saptamuslar, fakat bu farkliliklarin immun yamitta ve korumada

rol oynayip oynamadigimn tam olarak bilinmedigini belirtmislerdir.

Bovine coronavirus, hem siit¢ti hem de etgi siiriilerde yetistirilen buzagilarda enteritise
sebep olabilmektedir (Carman ve ark 1992, Hasoksiiz ve ark 2002a). Enfeksiyon, kis
aylarinda daha etkili ve yaygmn olarak gozlenmektedir. Virusun sagilimimn ve ishal
olaylarinin mevsimsel goriiniimiiniin sebebi olarak, soguk ortamda virusun aktivitesini daha
iyi koruyabilmesi, buzagilamanin yogun olarak ilkbaharin baglangicinda gerceklesmesi ve
yetistirme bi¢imi (menagement) sayilabilmektedir (Crouch ve Acres 1984, Crouch ve ark
1985, Collins ve ark 1987, Bulgin ve ark 1989, Benfield ve Saif 1990). Ishal salgilar ayn
¢iftlik icinde birbirini takip eden yillarda sik sik ortaya ¢ikabilmektedir (Bulgin ve ark 1989,

Benfield ve Saif 1990, Clark 1993).

Virusla stirekli olarak enfekte olan klinik olarak saglikli goriilen yetiskin sigirlarin,
hassas buzagilar i¢in enfeksiyon kaynagi olarak rol oynadidi diisiiniilmektedir (Crouch ve
Acres 1984, Crouch ve ark 1985, Collins ve ark 1987). Aynca yetigkin sigirlarda yiiksek bir
coronavirus antikor prevalansi tespit edilmigtir (Saif 1990, Traven ve ark 1999, Cho ve ark
2001b). Hem disks hem de kan sirkulasyonunda spesifik antikorlarin varligina ragmen klinik
olarak normal olan yetiskin sigirlarin digkilarinda yiiksek oranlarda (% 70’in iizerinde) BCV
tespit edilmig, bu sagilimin ¢ogunlugunun diskida coronavirus-immunoglobulin kompleksler
seklinde oldugu bildirilmistir (Crouch ve Acres 1984). Annelerde dogum esnasinda virus

sagihm insidensinde meydana gelen artiy, annelerin viicutlarinda bu doénemde olusan



hormonal degisikliklere ve strese baglanmakta ve bu tiir tastyici hayvanlardan dogan
buzagilarda ishalin geligsme riskinin énemli derecede yiiksek oldugu bildirilmektedir (Crouch
ve ark 1985, Collins ve ark 1987). Collins ve ark (1987) buzagilarda coronavirus
enfeksiyonu insidensinin yillik % 60 oldugu tespit edilen bir sigircilik igletmesinde yaptiklar
aragtirmada, bu insidensi yetistirme tekniklerinin iyilestirilmesi ve agilama ile % 10-20 ye
kadar diistirmeyi basarmislar, ancak siirtide agilanan ve agilanmayan hayvanlarin 6zellikle kig
aylarinda 2 yil boyunca digkilan ile coronavirusu sporadik olarak sagtiklarimi belirterek
insidensteki bu diigiisli agilamadan ziyade yetistirme tekniklerinin iyilestirilmesine

baglamiglardir.

Clark (1993), ishalli ve saglikli hayvanlarda gézlenen coronavirus insidensinin, ishalli

buzagilarda % 8-69, saglikl1 hayvanlarda ise % 0-24 arasinda degistigini bildirmisgtir.

Traven ve ark (1999) ise Isveg’de yaptiklar bir ¢alismada, 40 siiriiden alinan toplam
218 koyuna ait kan serumunun 42 (% 19.3) tanesinde BCV’a karsi antikor varhig: tespit
ederek, koyunlarin BCV enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinde rol oynayabilecegini ileri

stirmiislerdir.

Biitin bunlarin yamsira, coronavirus familyas: igerisinde yer alan bazi viruslarin
persiste enfeksiyonlara neden oldugu bilinmektedir. Buzag: ishalleri ve kig dizanterisi gibi
BCV tarafindan meydana getirilen dogal enfeksiyonlarin epidemiyolojisi ile ilgili baz
sagirtic1 olgularin persiste enfeksiyon mekanizmalari ile agiklanabilecegi ileri siiriilmekle
birlikte, BCV’un bu tiir bir enfeksiyon meydana getirdigine dair heniiz tam bir bilgi soz

konusu degildir (Smith 1997).

2.4.1.2. Patogenez ve patolojik bulgular

Bovine coronavirus ile intestinal kanalin enfeksiyonu ince bagirsagin proksimalinde
baglar, ince ve kalin bagirsak boyunca yayilir. Virus bu organlarin 6zellikle emilimde rol
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oynayan epitel hiicrelerini hedef olarak seger (Clark 1993, Milli ve Haziroglu 2000).
Buzagilarda ishale neden olan rotaviruslar sadece ince bagirsagi enfekte ederken,
coronaviruslarin hem ince bagirsagi hem de kalin bagirsagi enfekte etmesi daha siddetli
enfeksiyona ve yiiksek mortaliteye neden olabilmektedir (lkemori ve ark 1997). BCV
replikasyonu, ince bagirsagin villileri iizerindeki olgunlagmis epitel hiicreleri ile kolonun
yiizeysel epitel hiicrelerinde gergeklesir. Enfekte olan hiicrelerin lize olmasi sonucu geligsen
hiicre dejenerasyonuna bagli dokiilmeler meydana gelmekte ve bu hiicrelerin yerlerini
olgunlasmamis mukoza epitel hiicreleri almaktadir. Ince bagirsaktaki bu degisiklikler,
villilerin boylarmin kisalmasi ve birbirleriyle birlesmeleri sonucu villus atrofisinin
sekillenmesine yol ag¢maktadir. Kalin bagirsaklarin ylizeysel epitel hiicrelerinde de
dejenerasyon ve dékiilme sonucu mukozal erezyonlar sekillenmektedir (Clark 1993, Milli ve

Haziroglu 2000).

Histopatolojik muayenede, ince bagirsak villus epitel hiicrelerinin ve kolon yiizeysel
epitel hiicrelerinin yerini yassi, kiibik ve prizmatik epitel hiicrelerinin aldifn goriiliir ve
siddetli enfeksiyonlarda tam ddkiilme sahalari tespit edilebilir. Bu degisiklikler kadeh (goblet)
hiicrelerinin azalmasi ile birlikte gézlenir. Scanning elektron mikroskopi (SEM) ile yapilan
incelemelerde her bir bagirsak hiicresi {izerindeki mikrovilluslarin uzunlugunda ve
araliklarinda degisiklikler oldugu gosterilmigtir (Clark 1993). Viral antijen ayrica villuslarin
lamina propriasinda ve mezenterik lenf diigtimlerindeki makrofajlarda da saptanmugstir (Clark

1993, Milli ve Haziroglu 2000).

Bagirsaklarin mukozal epitel hiicrelerinde BCV’un etkisiyle meydana gelen
dejenerasyon ve bunlarin yerine gegen olgunlagmamug hiicreler nedeniyle bagirsaklarin
emilim kapasitesi olduk¢a azalir. Bu hiicreler, normal sekretorik aktivitelerin engellenmesine
bagl olarak bagirsak liimenindeki s1vi hacminde agir1 bir artiga yol agmakta ve sindirimde rol

alan enzimleri salgilayamamalarindan dolay: bagirsagin sindirim kapasitesinin azalmasina
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neden olmaktadirlar. Bunun neticesinde bagirsak liimeninde biriken hazmedilmemis laktoz,
mikrobiyal aktivitenin asir1 artisina sebep olmakta ve bagirsaklarda fazla miktarda sivi
birikimi liimende ozmotik dengesizlige yol agmaktadir. Sindirim ve emilim kapasitelerinde
meydana gelen azalmaya bagh olarak ortaya c¢ikan ishal, sivi ve elektrolit kaybina neden
olmaktadir. Siddetli enfeksiyonlarda; ishalle beraber dehidrasyon, asidoz ve hipoglisemi
ortaya ¢ikmakta, akut sok ve kalp yetmezligine bagl olarak oliimler ger¢eklesmektedir

(Clark 1993).

2.4.1.3 Klinik belirtiler

Ishal semptomu gostersin veya gostermesin her yagtaki siginn digki ve bagirsak
Orneklerinden virusun tespiti yapilabilmekle (Heckert ve ark 1991, Clark 1993, Saif 2004,
Hasoksiiz ve ark 2005) beraber buzagilarin BCV ile intestinal kanal enfeksiyonlarina oldukga
duyarlt olduklart dénem genellikle yasamlarinin ilk 3-21. giinleridir (Tsunemitsu ve ark
1991). Deneysel enfeksiyonlarda inkubasyon stiresi 20-36 saattir (Mebus 1990). Bovine
coronavirusun yol agtif1 enteritlerin siddeti, buzagimin yagina, immunolojik durumuna,
kolostrum alip almamasina, virusun enfektif dozuna ve susuna gore degisiklik gostermektedir.
Enfeksiyon sonucu sar1 renkli, sulu, bazen mukuslu ve nadiren kanli bir ishal sekillenir ve 3-6
giin devam eder. Virus bu siire zarfinda digkida tespit edilebilir. Buzagilar enfeksiyonun akut
safhasinda durgun ve istahsizdirlar, hayvanda kilo kaybi, tiiyler de diizensizlik ve kegelesme
dikkati ¢geker. Eger ishal giddetli ise ates ve dehidrasyon sekillenebilir. Buzagilarin ¢ogunlugu,
herhangi bir komplikasyon sekillenmedigi takdirde iyilesebilirler. Ishal gsiddetli ise
dehidrasyon ve dolagim yetmezliginden hayvanlar 6lebilir. BCV’un meydana getirdigi tiim bu
semptomlar, buzagilarda intestinal kanali etkileyen diger bir viral etken olan rotavirus

enfeksiyonunda gézlenen semptomlara ¢ok benzerlik géstermektedir (Clark 1993, Giil 1999).
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2.4.1.4 Teshis

Enterik BCV enfeksiyonlari genellikle digki rneklerinin virolojik muayenesi ile teshis
edilmektedir. Bu amagla kullanilan yontemlerden bir tanesi, digki 6rneklerinin elektron
mikroskobik (EM) muayenesidir (Reynolds ve ark 1984, Collins ve ark 1987, De Rycke ve
ark 1986, Murphy ve ark 1999). Fakat virusun pleomorfik morfolojiye sahip olmasi ve
Orneklere hiicresel membranlar, organeller ve bakteriyofajlar gibi virus benzeri partikiillerin
karigma olasiliginin yliksek olmasi sebebiyle direkt elektronmikrokopi (DEM) ile teshisin zor
olabilecegi ve sonuglarin bazen dogrulanmasi gerektigi bildirilmektedir (Athanassious ve ark
1994, Shoenthaler ve Kapil 1999). Bunun yaninda yiiksek ekipman maliyeti, teghisin
digkidaki viral partikiil sayisina bagh olmasi, 6rmeklerin incelenmesinin uzun zaman almasi,
deneyimli arastiric1 gereksinimi gibi dezavantajlari da vardir (Bridger ve ark 1978, Czerny ve

Eichhorn 1989).

De Rycke ve ark (1986) Fransa’da, 1983-1984 yil1 kis aylarinda, yaslar1 3 haftaliktan
daha kiiciik olan 32 adet ishalli, 21 adet saghkli buzagidan topladiklarn digkilart gesitli
enteropatojenlerin varligi y6niinden EM ile incelemislerdir. Aragtirmacilar, ishalli buzagilarin
7 (% 33) tanesinde, saglikli buzagilarin ise 11 (% 52) tanesinde coronavirus benzeri
partikiiller saptamiglar ve etkenin saglikli buzagilarda tespit edilmesini, coronaviruslarin bazi

suglarin apatojen olabilecegi seklinde yorumlamiglardr.

Myers ve ark (1984), klinik olarak sindirim sistemi hastaliklarindan ari 22 siirliden,
yaslan 1 giinliik ile 12 haftalik olan 136 saglikli sigirdan topladiklar digki 6rneklerini EM ile
enterik patojenlerin varligi yoniinden incelemisler, buzagilarin hi¢ birinde BCV tespit
edememiglerdir. Bunun nedenini, Orneklemenin g¢ogunun bir ayhktan biiyiik
hayvanlardan(136 sigirin sadece 14 tanesi 1 giinliik) ve sindirim sistemi enfeksiyonlarinin

g6zlenmedigi siiriilerden yapilmis olmasina baglamiglardir.
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Bovine coronavirusun bir bagka tami teknigi de, ishalin baglamasindan sonra 1-4.
giinlerde otopsisi yapilan buzagilardan alinan spiral kolon pargalarinin dondurulduktan sonra
immunofloresan (IF) testine tabi tutulmasidir (Mebus 1990). Ancak, postmortem tani
amactyla kullanilabilmesinden ve taze materyale gereksinim duyulmasindan dolayr bu
metodun rutin amaglar i¢in pek uygun olmayacag belirtilmektedir (Bridger ve ark 1978,
Carman ve Hazlet 1992). Bununla beraber direkt IF teknigi, enfekte buzagilarin nazal epitel
hiicrelerinde bovine coronavirus antijenlerini aramak igin kullanilan yaygin bir metot olarak

kargimiza ¢ikmaktadir (Saif ve ark 1986, Heckert ve ark 1991).

Immunohistokimyasal yontemle teshiste, peroksidaz enzimi ile konjuge edilmis
spesifik antikorlar enfekte hiicrelerin 151k mikroskop ile tespitinde kullanilabilmektedir (Van

Kruiningen ve ark 1987, Zhang ve ark 1997).

Bovine coronavirus hemagliitinasyon (HA) yapabilme kabiliyetine sahip oldugundan
HA testi de teshis amaciyla kullamlmaktadir (Gaber ve Kapil 1999, Shoenthaler ve Kapil
1999). BCV’un fare, rat, hamster ve tavuk eritrositlerini hemagliitine edebildigi, ancak insan,
sigir, at, koyun, kobay, kaz, érdek, civciv ve giivercin eritrositlerini hemaglutine edemedigi
bildirilmistir (Tsunemitsu ve ark 1991, Hasotksiiz ve ark 1999b). Baz1 BCV ile enfekte hiicre
kultiiri stipernatantlarimin  semipurifiye edildikten sonra tavuk eritrositlerini hemaglutine
edebildigi, ancak suslar arasinda HA titresi agisindan farliliklar gozlenebilecegini belirten
aragtirmacilar (Fukutomi ve ark 1999) bu durumu, BCV suslarina ait S glikoproteinlerinin
reseptore baglanma &zelliklerindeki farkliliklara atfetmiglerdir. Hemaglutinasyon testi kolay
uygulanabirliine ragmen, digki 6rneklerinin spesifik olmayan hemaglutininleri igermesi ve
hemagliitinasyon olayimnin ortam 1sisina bagli olarak degiskenlik géstermesi ¢ogu zaman
hatali sonuglara neden oldugundan, pratikte veya rutin tamida pek kabul gormemektedir

(Czerny ve Eichhorn 1989).
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BCV enfeksiyonlarmin direkt teshisinde en yaygin olarak kullamilan tam testi,
ELISA’dir. Bu konuda gergeklestirilen aragtirmalar, poliklonal (Reynolds ve ark 1984,
Czerny ve Eichhorn 1989) ve monoklonal (Crouch ve Acres 1984, Crouch ve ark 1984,
Czerny ve Eichhorn 1989, Sato ve Akashi 1993, Alkan 1998, Hasoksuz ve ark 2002,)

antikorlar kullamlarak yapilmistir.

Fagan ve ark (1994), irlanda’da yaptiklan bir ¢alismada, diskida enteropatojenlerin
aym anda ve direkt olarak tespitine olanak tanmiyan bir monoklonal antikor ELISA kiti
kullanarak buzagi ishallerine neden olan enteropatojenlerin varlifimi ve prevalansini
aragtirmiglardir. Aragtirmacilar (Fagan ve ark 1994), ishal semptomu gosteren ve yaglar 28
giinltige kadar olan buzagilardan topladiklar1 digk: 6rneklerinin % 10.3’tinde BCV antijeni

tespit ederlerken, % 31.8’inde rotavirus antijeni saptadiklarim bildirmiglerdir.

Sato ve Akashi (1993), disk1 6rneklerinden BCV varligimi saptamak amaciyla 2 farkh
monoklonal antikor kullanarak geligtirdikleri ELISA ile 29 siiriiden topladiklari 202 6rnekten

40 adedinde BCV antijeni saptamiglardir.

Schoenthaler ve Kapil (1999), Amerika’da yaptiklar1 bir aragtirmada digki 6rneklerinde
BCV antijen varligim tespit etmek i¢in spike proteinine 6zgii Z3A5 adi verilen monoklonal
antikorlar1 kullanarak antijen-capture sandvi¢ ELISA gelistirmigler, bu testi duyarlihk ve
Ozgiillik bakimindan HA ve EM ile kiyaslamiglardir. ELISA ile HA testi arasinda % 81
korelasyon oldugu saptanmig, tespit edilen bu diisilkk korelasyonun sebebi olarak diski
orneklerinde BCV’un belirlenmesi amaciyla kullanilan HA testinin duyarliliginin az olmasi
gosterilmigtir. ELISA’min EM teknigi ile kargilagtinlmasi sonucu ise korelasyonun % 96
oldugu bildirilmig, virusun tespitinde ELISA’nin hem duyarlilifs hem de 6zgiilligi artirdig
ifade edilmistir. ELISA’nin yiiksek duyarliigmin, 10* adet kadar diisiik partikiil igeren digki
orneklerinde bile virusu tespite yettigi, oysa EM ile teshis igin 6rneklerin 10° ve daha iizerinde

virus partikiilii igermesi gerektigi de bildirilmigtir.
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Gaber ve Kapil (1999), 347 adet ishalli buzagimin digki 6rneklerinde ELISA ile

% 91.4, HA testi ile % 86.7 oraninda BCV antijeni elde etmislerdir.

Verbeek ve Tijssen (1988) ise ya fosfor (P*?) ya da biyotin ile isaretlenmis
komplementer DNA probu kullanilarak, BCV RNA’sim1 tesbit etmek ic¢in dot blot

hibridizasyon tekniginin kullanilabilecegini bildirmiglerdir.

Bovine coronavirusun hiicre kiiltiirlerine adaptasyonunun zor olmas: sebebiyle, hiicre
kiilttirtinde virus izolasyonu yontemi nadiren kullanilmaktadir. Ancak virus izolasyonundaki
problemlere ragmen BCV’unun, primer trake (Bridger ve ark 1978) ve bagirsak, human rektal
tiimor-18 (HRT-18), African green monkey (Vero) ve Madin Darby bovine kidney (MDBK)
hiicre kiiltiirlerinde (Saif ve ark 1988) ¢ogalabildigi gozlenmistir. Bu hiicre kiiltiirlerinden
HRT-18’in sigir, kopek, insan ve hindi enterik coronaviruslarina son derece duyarlt oldugu
bildirilmigtir (Reynolds ve ark 1986, Tsunemitsu ve ark 1991, Sato ve Akashi 1993, Hasoksiiz

ve ark 2002a).

Vero, MDBK, bovine fotal tiroid (BFTy), bovine fotal beyin (BFB) ve bovine
embriyonik akciger (BEL) ve HRT-18 hiicre kiiltiirlerinde BCV un primer olarak ¢ogaltilmas:
vasata sonradan tripsin ilavesiyle artirnlabilmektedir (Toth 1982, Saif ve ark 1988, Murphy ve
ark 1999). Tripsin ilavesi, coronaviruslarin biyolojik fonksiyonlarinda 6nemli rolii olan S
glikoproteininin S1 ve S2 alt initelerine ayrigmasina neden olmaktadir. Ortaya ¢ikan Sl
virusun hiicre reseptorlerine baglanmasinda, S2 ise hiicre fiizyonunun gergeklesmesinde gorev
almaktadir (Holmes ve Lai 1996). Virus hiicre kiiltiirlerine yapilan ilk pasajlarda genellikle
tam bir CPE olusturmadan ¢ogalmakta, daha sonraki pasajlarda ise syncytium ve hiicre
dokiilmesi ile karakterize bir CPE olusumu gergeklesmektedir. Bu CPE olusumu virus susu ve
konakex hiicre tipi ile degiskenlik gostermekte olup yine tripsin ilavesi ile hem CPE hem de
plak olusumu artinlabilmektedir (Mostl 1990, Clark 1993). Hiicre kiiltiirlerinde viral ¢ogalma;

¢ogunlukla CPE olusumu, immunofloresans, hemagliitinasyon ve hemadsorbsiyon testleriyle
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veya enfekte hiicrelerin slipernatantlarinin elektron mikroskopisiyle gosterilmektedir (Bridger

ve ark 1978, Mc Nulty ve ark 1984, Saif ve ark 1988).

Bovine coronavirusun Nebraska (NCDV) susu, MDBK hiicre kiiltiirlerinde idame
vasatina pankreatin ilavesi sonucu bagariyla c¢ogaltilmugtir. BCV’unun saha izolatlari ise
vasata tripsin ilavesiyle primer bovine kidney ve Vero hiicrelerinde ¢ogaltilmis olup, tam
orneklerinden virus izolasyonu ve virusun kantitatif olarak tespitinde bu hiicre tiplerinden

faydalanilabilecegi bildirilmistir (Saif ve ark 1988).

Son zamanlarda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) testi nazal ve fekal Orneklerde
BCV enfeksiyonlarinin teghisinde bagartyla kullanmilmaktadir (Cho ve ark 2001a, Hasokstiz ve
ark 2002a, Hasokstiz ve ark 2002b). Bu testin ELISA’ya gore daha duyarli ve 6zgiil oldugu
bildirilmis olup, 6zellikle subklinik enfeksiyonlarin teshisinde son derece duyarh ve faydal
bir test oldugu vurgulanmigtir (Hasoksiiz ve ark 2002a). Cho ve ark (2001a) Amerika'da
yaptiklani bir c¢aligmada, antijen-capture ELISA teknigi ile karsilagtinldiginda RT-PCR
tekniginin 50, nested PCR tekniginin 5000 kez daha duyarli oldugunu bulmuglar ve
gelistirdikleri PCR testlerinin nazal ve fekal 6rneklerde BCV’u tespit etmede son derece
duyarli ve 6zgiil testler oldugunu saptamuglardir. Ozellikle nested PCR yontemi ile 6rneklerde
cok az miktarda dahi olsa virusun saptanabilmesinden dolay1 buzagilarda ve sigirlarda BCV

enfeksiyonlarinin teghisinde kullanilmasinin ¢ok yararli olacagim bildirmislerdir.

Bovine coronavirus enfeksiyonlarmin serolojik teghisi i¢in, nétralizasyon testi
(Carman ve ark 1992, Alkan ve ark 2003) ve indirekt ELISA (Alenius ve ark 1991, Traven ve
ark 1999) yaygin olarak kullamlmaktadir. Yapilan aragtirmalarda, ¢ogu buzag: ve yetiskin

sigirlarin kan serumlarinda BCV’a kars1 antikora sahip olduklar bildirilmigtir (Saif 1990).

Alenius ve ark (1991) ile Traven ve ark (1999) yapmis olduklari arastirmalarda

yetigkin sigirlarin BCV’una kars1 genellikle seropozitif oldugunu bildirirlerken, Atterhem ve
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ark (1996) buzagilarda enfeksiyonun bu yolla tespitinin maternal antikorlardan dolay1 zor

oldugunu kaydetmislerdir.

2.4.1.5. Tedavi

Bovine coronavirusun neden oldugu enteritisten etkilenen buzagilar, ishallerin diger
formlarim tedavi etmek i¢in kullanilan standart metotlar ile tedavi edilmektedirler. Tedavide
amag, dehidrasyon ve asidoza yol agan siv1 ve elektrolit kaybim yerine koymaktir. Kullanilan
stvilar dengeli elektrolit soliisyonlar1 olmali ve bunlar oral ya da intravendz yollarla
verilmelidir. Etkilenmis hayvanlar sagliklilardan ayrilip, temiz altlikhh 1hk yerlerde

tutulmalidir (Clark 1993).

2.4.1.6. immunite, Koruma ve Kontrol

Bovine coronavirus ishallerine kargi korunma, kan dolagiminda sirkiile olan
antikorlardan ziyade bagirsak liimeninde yeterli diizeyde spesifik antikorlarin varlifmna
baglidir (Crouch ve ark 2001). Buzagilarda bu lokal immunite, annelerden kolostrum ve siitiin
alinmas ile pasif olarak elde edilir. Kolostrum ve siitteki predominant antikor tiirii IgG1°dir.
Laktal sekresyonlardaki BCV spesifik antikorlarmin seviyesi dogum sirasinda ¢ok yiiksek
olup daha sonra hizla diiser. Buzagida pasif olarak kazanilan immunitenin siiresi, mukoza
epitel hiicreleri tarafindan absorbe edilmis antikorlarin bagirsak liimenine resekresyonu ve

intestinal mukozanin yiizeyine antikorlarin tutunmasi ile uzatilmaktadar.

Dogal enfeksiyonu takiben buzagilarda virusa kars1 aktif immunite gelisir. Bu olaydan
sorumlu olan antikorlar, mukozal yiizeyde enfeksiyonlara karst hayvanlari koruyan IgA

antikorlandir (Clark 1993).

Gnotobiyotik buzagilarin deneysel olarak oral ya da intranazal inokulasyonu sonucu 7.

giinde hem digkt hem de nazal sekresyonlarda IgM antikorlarinin en yiiksek seviyeye ulagtig,
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daha sonraki giinlerde bu diizeyin diistiigli goriilmiistlir (Saif 1987). Inokulasyondan 10-14
giin sonra nazal ve fekal IgA antikor seviyesi yiikselmis, ancak 21-35. giinlerde bu
antikorlarin tespiti yapilamamistir. Serumda da aym bi¢imde IgA antikor cevabi goériilmiis
fakat disks ve nazal sekresyonlardaki kadar uzun siire varligim siirdiirememistir. Ilerleyen
zamanlarda buzagilarin ¢ogunda digki ve nazal akinti ile virus sagilimi azalirken antikor
titresinde artig gézlenmistir. Inokulasyondan sonra 14. giine kadar IgG1 antikorlan, 21. giine
kadar da IgG2 antikor cevabi gézlenememistir (Saif 1987).

Bovine coronavirusa karsi buzagilarin immun cevabinin saptanmasi ve BCV
enfeksiyonlarina kars: korunmada bu cevabin degerlendirilebilmesi amaciyla saha sartlarinda
da benzer bir aragtirma (Heckert ve ark 1991) yapilmustir. Kapali yetistirme yapilan stit¢ii bir
stiriide dogal BCV enfeksiyonu sonucu, deneysel enfeksiyonlarda oldugu gibi, buzagilarin
yasamlarinin 2. haftasinda 6nce giiclii bir IgM cevabi gézlenmis, daha sonra 4. haftaya kadar
sirasiyla IgA, IgG1 ve IgG2 antikor cevabi gergeklesmistir (Heckert ve ark 1991).

Hassas buzagilarin immun durumlarini kuvvetlendirmek icin ya pasif immunite
seviyesini artirmak amaciyla gebe sigirlarin paranteral olarak ya da aktif immuniteyi uyarmak
amaciyla yeni dogan buzagilarin oral olarak agilanmas: gereklidir (Clark 1993, Saif 1993).
Yeni dogan buzagilarin enterik enfeksiyonlarina (Rotavirus-Coronavirus-E. Coli) karsi
maternal agilama ile kazanilan pasif immunitenin degerlendirildigi bir aragtirmada (Kohora ve
ark 1997), 96 inekten olusan bir siiriide 48 adet gebe inek dogumdan 6-11 hafta 6nce, dort
hafta arayla iki defa agilanan ineklerin, serum ve kolostrum antikor titreleri ile bu ineklere ait
buzagilarin serum antikor titrelerinin kontrol grubundan 6nemli oranda yiiksek bulundugu
tespit edilmis ve annelere ag1 uygulamasinin buzagilarda pasif immunite seviyesini arttirarak
ishalle seyreden enfeksiyonlarin prevalansii ve giddetini azaltt1i$1 ortaya konmustur. Crouch
ve ark (2001), laktojenik immuniteyi artirmak amaciyla gebe ineklere ve diivelere yag
adjuvanth BCV asis1 uygulamasindan sonra kan serumu, kolostrum ve siitlerindeki spesifik

nétralizan antikor seviyesini aragtirdiklart bir ¢aligmada, dogumdan 2-12 hafta dnce tek doz
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olarak uygulanan aginin, siit ve kolostrumdaki mevcut spesifik antikor titresini ve siiresini
onemli derecede artirabildigini gostermislerdir. Ikemori ve ark (1997), inaktive BCV antijeni
ile agilanmig tavuklarin yumurta sarisi tozu ile yine asilanmig siirlarin colostrum tozlarindan
hazirlanan materyalin koruyucu etkisini degerlendirmek amaciyla BCV’dan ari siiriilerden
segilen buzagilari, dogduktan 24-36 saat sonra oral olarak BCV’un virulent Kakegawa
susuyla enfekte etmisler, tedavi grubundaki buzagilara enfekte edildikten 6 saat sonra 7 giin
boyunca giinde 2 kez 1.5 ile 2 litre arasinda biri yumurta sarisi tozu digeri BCV spesifik
antikor igeren colostrum tozu ile hazirlanmis siit vermigslerdir. Antikor almayan kontrol
grubundaki buzagilarin tiimii, enfeksiyondan 6 giin sonra ishal sonucu 6liirken yumurta sarist
ve colostrum tozu igeren siitle beslenen buzagilarda ishal gekillenmedigi, bu buzagilarin
hepsinin hayatta kaldigi ve agirhik kaybinin olugmadigi belirtilmistir. Aragtirmacilar,
immunize edilen tavuklardan hazirlanan yumurta sarist ile tedaviyi BCV’una karst pasif
korunma metodlarina etkili alternatif bir segenek olarak sunmuglardir. Annelerin agilanmasim
savunan biitiin bu arastirmalara (Ikemori ve ark 1997, Kohora ve ark 1997, Crouch ve ark
2001) ragmen, Bulgin ve ark (1989) ticari olarak hazirlanmig modifiye canli agilann gebe
ineklere kas i¢i, yeni dogan buzagilara ise oral olarak uygulanmasinin fayda saglamadigim
belirtmisler, siirii igerisinde virusu sagan hayvanlarin tespit edilerek siirliden uzaklagtirilmasi

yonteminin enfeksiyonun énlenmesinde en etkili yol oldugunu vurgulamiglardir.

Attenue canli BCV agilarinin oral inokulasyonu uygulamalarinda kolostrum almayan
buzagilarin enfeksiyondan korundugu deneysel olarak saptanmasina ragmen saha
denemelerinde etki saglanamamgstir. Bu durumun, muhtemelen ag1 virusunun bagirsakta pasif
olarak kazamlmis maternal antikorlar tarafindan nétralize edilmesi ya da yeni dogan
buzagilarin immun sistemlerinin heniiz tam olarak geligmemesi nedeniyle oral agilara karsi

yeterli immun cevabin verilememesinden kaynaklanabilecegi bildirilmektedir (Clark 1993).
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Sigir fotuslanmin  intrauterin - agilanmasi  yontemi buzagilarda koruyucu etki
saglamasina karsin, pratikte abortlara ve premature dogumlara sebep oldugundan kabul

goérmemistir (Clark 1993)

Agilamanmin yam sira buzagilara uygun bakim beslemenin yapilmasi, siiriideki tastyici
sigirlarm ve buzagilarin tespiti bunlarin siiriiden ayrilmasi gibi yetistirme teknikleri de

enfeksiyonu dnleyebilmektedir (Collins ve ark 1987, Bulgin ve ark 1989).

Giil (1999) ise, alhirda dogum yapan ineklerden fazla olan kolostrumun alinip
konservasyonu yapilarak (1 kg kolostrum i¢ine % 37°lik formaldehitten 1.35 gr. ilave edilir)
yeni dogan buzagilara kiiglik porsiyonlar halinde (ilk giin 3-4 6glin halinde ve buzag
agithgmin  1/10°u  miktarinda) verilmesini ve uygun hijyen sartlarimin saglanmasini,

coronaviruslara kars: etkili koruyucu tedbirler arasinda saymaktadir.

2.4.2. Kis Dizanterisi (Winter Dysentery, Epizootic diarrhoea)

Kis dizanterisi, tim diinya tilkelerinde goriilmesine ragmen hastaligin etiyolojisi son
yillara kadar tam olarak bilinmemekte idi. Bu enfeksiyondan bir ¢ok etken sorumlu tutulmus
ancak aragtirmalarin gogunda etgi ve siitgii sigirlarda kis dizanterisinin etkeni olarak BCV
gosterilmistir (Benfield ve Saif 1990, Alenius ve ark 1991, Clark 1993, Athanassious ve ark
1994, Fukutomi ve ark 1999, Hasokstiz ve ark 1999a, Hasoksiiz ve ark 1999b). Alenius ve ark
(1991) Isvigre’de kis dizanterisi gdzlenen 549 adet diivede yaptiklar1 serolojik bir galismada,
hayvanlarin % 61’inin BCV’una karg1i seropozitif oldugunu saptamuglardir. Ayrica bu
hayvanlarda BCV antikorlan yaninda BVDV’una &zgii antikorlarin da tespit edilmesi
nedeniyle BCV’un BVDV ile birlikte hastaliin seyrini agirlagtirabilecegi diistincesini ileri
stirmiiglerdir. Amerika Birlegik Devletleri’nde kig dizanterili hayvanlardan virus izolasyonu
amaciyla gergeklestirilen bir aragtirmada (Benfield ve Saif 1990), hastalikli sigirlardan

hazirlanan digk: filtratlarinin gnotobiyotik ve normal buzagilara oral olarak inokule edilmesi
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sonucu buzagi digkilarindan coronavirus izole edildigi, bu izolatin hiicre kiiltiirlerine (HRT-
18, MDBK, bovine akciger hiicre kiiltlirii) inokule edilmesi sonucu morfolojik (EM ile),
antijenik ve HRT-18 hiicre kiiltiirlerinde olusturdugu CPE yontinden BCV’un referens Mebus

susuna benzedigi ileri stiriilmiigtiir.

Hastalik, kis aylarinda ahira kapatilan yetigkin siit¢li ve et¢i sigirlarda goriilmektedir
(Clark 1993). Ancak Fukutomi ve ark (1999) tarafindan Japonya’da yapilan bir ¢alismada,
agustos aymda goriilen bir salginda yetiskin sigirlarin digkisinda BCV  tespit edildigi
bildirilmistir. Bundan 6nce gergeklestirilen ¢alismalarda (Durham ve ark 1989, Saif 1990)
hayvanlarin soguk su i¢mesi dahil, diisiik ¢cevre sicakliklarina bagli iiglitme veya ani 1s1
degisiklerinin meydana getirdigi stresin kig dizanterisinin baglamasinda 6nemli bir risk
faktori olusturdugu bildirilmesine ragmen Fukutomi ve ark (1999)’nin yaptig1 aragtirmada
soz konusu etkilerin yetigkin sigirlarda ishali baglatmada her zaman gerekli olmayabilecegi
ifade edilmigtir. Enfeksiyon; akut seyirli, koyu renkli, kanh bir ishalle birlikte siit iiretiminde
belirgin bir disiisiin goriilmesiyle karakterizedir. Enfekte hayvanlarda ayrica nazolakrimal
akint1 ve Oksiiriik goriilebilir ve bu hayvanlar istahsiz ve depresif olabilirler. Hastaliktan
etkilenmis siiriillerde ¢ok yiiksek bir morbidite (% 50-100) gézlenmesine ragmen mortalite
orami ¢ok diisiiktiir (% 1-2). Siit tiretimindeki diiglige bagli olarak ekonomik kayiplar ¢ok
yiiksek diizeydedir ve bdyle bir siiriide normal {iretime gegis uzun siire alabilmektedir (Clark

1993).

Bovine coronavirus hem oral hem de respiratorik yollar ile nakledilebildigi i¢in kig
aylarinda ¢ok sayida sifirin kapali olarak bir arada tutulmasi ile hastalifin yayilmas:
kolaylagir (Cho ve ark 2001b). Fukutomi ve ark (1999) tarafindan kanli ishal gézlenen bir
sigirin tracheal eksudatindan BCV izole edilmig olup, etkenin yetiskin sigirlarin iist solunum
yoluna kars:1 bir doku tropizmine sahip olabilecegine de isaret etmiglerdir. Ayrica BCV igin

tek bir serotip bildirilmesine ragmen, bu ¢aliymada BCV’unun antijenik olarak birbirinden
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farkl: alt1 izolat1 bulundugu ve bu izolatlarin en az iki serolojik alttipe (Mebus susuna yakin
olanlar ve olmayanlar) ayrildig ileri siiriilmiigtiir. Bu antijenik farkliliklarin BCV’una kars1
a1 gelistirilmesinde dikkate almmasi gerektigi de ayrica belirtilmistir (Fukutomi ve ark
1999). Hasdkstiz ve ark (1999b) BCV’u yetigkin sigirlarin solunum yolundan izole edip HRT-
18 hiicre kiiltiirtinde g¢ogaltabilmislerdir. Aym g¢aliymada, BCV’un respiratorik suslan ile
enterik suglar1 arasinda benzerlikler tespit edilmis, enterik BCV’a karg1 hazirlanacak agilarin
hayvanlar1 respiratorik BCV enfeksiyonlarina karsi da koruyabilecegi ileri siirtilmiistiir.
Hayvanlarin enfeksiyona karg1 hassasiyetleri, immun durumlarinin yan: sira yas, besienme ve
dis faktdrlere bagl olarak artabilir . Dig faktorler arasinda, ani 1s1 degisikligi ve atmosfer
basincindaki diigmeler ayrica hayvanlara diisiik kalitede kiiflii yiyeceklerin yedirilmesiyle

gastrointestinal sistemin predispose hale gelmesi sayilabilir (Clark 1993).

2.4.3. Solunum Sistemi Enfeksiyonlar

Bovine coronavirus, intestinal kanali etkileyen bir patojen olmasinin yam sira gesitli
yas grubuna dahil sifirlarda solunum yolu enfeksiyonlarina da sebep olabilmektedir.
Enfeksiyon genellikle subklinik seyretse bile, klinik belirtiler ¢ogunlukla 2-16 haftalik
buzaglarda belirgin olarak gozlemlenmektedir. Solunum yolunda virusun 6ncelikli etkiledigi
bolgeler, burun boslugunun epitel hiicreleri ve trakeadir. Bu bélgelerde virus; rinitis, aksirma
ve Oksiirme gibi belirtilerle kendini gosteren orta siddette iist solunum yolu enfeksiyonuna
neden olmakta, aym: zamanda virus alt solunum yolunu da enfekte edebilmekte ve kiigiik
capta akciger lezyonlarina sebep olabilmektedir. BCV nedenli solunum yolu enfeksiyonlari,
cogunlukla tedavi gerektirecek kadar siddetli seyretmese dahi buzagilar, daha agir
semptomlara yol agan sekonder alt solunum yolu enfeksiyonlarina predispoze kilarlar. BCV
ile enfekte olan buzagilarin, virusu solunum ve intestinal kanallarimn her ikisinde birden aym
anda bulundurabilecekleri de bildirilmigtir (Reynolds ve ark 1986, Tsunemitsu ve ark 1991,

Hasoksiiz ve ark 1999a). BCV solunum yolu enfeksiyonlari, genellikle enterik patojenler
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tarafindan bulagmada kullamilan fekal-oral yola ilave olarak, aerosol-nazal yol ile de virus
bulagmasina yol agabilmeleri nedeniyle oldukga 6nemli goriilmektedir (Clark 1993, Hasoksiiz

ve ark 2005).

Hasoksiiz ve ark (1999 b) besi danalarinda bovine respiratorik coronavirusun (BRCV)
izolasyonu amaciyla, yaslart 5-8 aylik olan besi danalarindan 488 adet nasal svap Ornegi
toplamiglar ve bu hayvanlarin 105 adedinde ELISA ile BRCV antijeni tespit etmiglerdir.
ELISA pozitif 13 adet 6rnegi HRT-18 hiicre kiiltiirlerine inokule ederek 10 adet izolat elde
etmiglerdir. Bu izolatlarin, bazi BECV sugslariyla aralarinda benzerlikler oldugunu
belirlemisler, BECV ve BRCV suslar arasinda saptanan antijenik yakinlik derecesi yiiksek
oldugu taktirde, BECV’una kargi hazirlanan agilarin BRCV enfeksiyonlarina karsi da

koruyucu olabilecegini ileri siirmiiglerdir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Diska Ornekleri

Aragtirmada kullanilan digki 6rnekleri, Ekim 2003 ve Nisan 2004 tarihleri arasinda
Malatya ili, halk elindeki 58 ahirda yer alan, yaslar1 3 giin ile 6 ay arasinda degisen 63 adet
ishalli buzagidan, bunlarin annelerinden (Tablo 4.5) ve bu hayvanlarin bir kismi ile ayn1 ahin
paylasan 14 adet yetiskin inekten (Tablo 4.6) elde edildi. Onceden steril edilmis numune

kaplarina alinan digki 6rekleri, kullanilincaya kadar derin dondurucuda sakland.

3.1.2. Serum Ornekleri

Bovine coronavirus antikor varlifi yoniinden aragtirilmas: igin, diski 6rneklemesi
gergeklestirilen 63 buzagidan 36 adedinin ve bunlarin annelerinin 46’sinin serum Srnekleri
toplandi. Bu amagla kan &rnekleri, hayvanlarin herbirinin vena jugularisinden tek kullanimlik

steril kaniillerle, pihtilagma aktivatorii igeren steril vakumlu tiiplere alindi.

3.1.3. Eritrosit

Hemagliitinasyon testini gergeklestirmek amaciyla gerekli olan taze fare eritrositleri

BALBY/c farelerinden elde edildi.

3.1.4. Hiicre Kiiltiirleri

ELISA testi ile BCV’a 06zgii antijenlerin saptandigi diski 6rneklerinden virus
izolasyonu amaciyla Vero, MDBK ve HRT-18 hiicre kiiltiirlerinden yararlanildi. Hiicre
iretme vasat1 olarak % 10 f6tal calf serumu igeren Dulbecco’s Minimum Essential Medium
(DMEM, Biological Industries, Israil), virus iiretme vasati olarak 10 pg/ml miktarinda tripsin

iceren DMEM kullamldi.
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3.2. Metot
3.2.1. Virolojik Cahsma
3.2.1.1 ELISA ile Bovine Coronavirus antijen tespiti

Digki 6rneklerinde coronavirus antijen varlifini saptamak amaciyla ticari ELISA kiti
(Bio-X Diagnostics, Belgika) kullanildi. Caligma, {iretici firmanin belirttigi test prosediiriine
uygun bigimde yapildi. Ishalli hayvanlardan alinan digkilar testte kullamlmadan &nce
sulandirma soliisyonu ile 96 g6zlii ELISA pleytinde kalitatif olarak sulandirilarak santrifiij
islemi uygulanmadan oda isisinda 10 dakika bekletildi. Testte kullamilacak olan biitlin
kimyasallar kullanilmadan 6nce en az 30 dakika oda 1sinda bekletildi. Konsantre yikama
soliisyonu distile su ile 20 kat1 sulandirildi. Bir gozii coronavirus spesifik antikorlarla, diger
g6zii nonspesifik antikorlarla kaplanmis (A, C, E, G gozleri anti-coronavirus antikorlar1 ile B,
D, F, H gozleri ise nonspesifik antikorlar ile kaplanmig) 96 gozlii ELISA pleytinin Al
gbziinden baglamak sart1 ile yukaridan agsagiya dogru iki goéz negatif (A1-B1) ve iki g6z
pozitif (C1-D1) kontrol olarak ayrildiktan sonra, sulandirilmis olan herbir digki 6rneginden
gifter géze 100 ul miktarinda konuldu (Ornek 1: E1 ve F1 olacak sekilde). Oda 1sisinda 1 saat
inkubasyona birakildiktan sonra pleytler yikama soliisyonu ile 3 kez ytkandi ve bir kurutma
kagidina ters gevrilip icindeki siv1 birkag defa vurularak bogaltildi. Sulandirma soliisyonu ile
1:50 oraninda sulandirilan konmjugattan (peroksidaz ile baglanmig anti-coronavirus
monoklonal antikor) her bir géze 100 ul ilave edildi. Konjugat ilavesinden sonra pleyt oda
1sinda 1 saat inkube edildi. Pleytler, inkubasyondan sonra yikama soliisyonu ile yine 3 kez
yikandi. Kit prosediiriinde belirtildigi sekilde (bir pleyt i¢in, 9.5 ml substrata 12 damla
kromojen ilave edilerek) hazirlanan indikatdr soliisyonundan her géze 100 pl konuldu. Daha
sonra oda 1sinda 10 dakika inkube edilen pleytlerin her géziine 50 pl stop soliisyonundan

ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Sonuglar, ELISA okuyucusu (Anthos II, Avusturya) ile
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450 nm dalga boyunda okundu. Her bir goz i¢in Slgiilen optik dansite (OD) degeri negatif
kontroliin OD degerinden ¢ikartilarak her 6rnek i¢in net OD tespit edildi. OD’leri 0.150 ya da

bu degerden biiyiik olan test 6rnekleri pozitif, kii¢iik olanlar ise negatif olarak kabul edildi:
Net ODérnek = ODérnek — ODnegatif kontrol Net ODsrnek > 0.150 ise sonug pozitif
3.2.1.2. Hemagliitinasyon

3.2.1.2.1. Eritrosit hazirlamsi

EDTA’lL tliplere alman fare kanlarni 1500-2000 devirde 5 dak santrifiij edilip
eritrositlerin dibe ¢Okmesi saglandi. Santriflij tlipiiniin dibine ¢tken eritositler plazmadan
ayrild1 ve PBS igerisinde 1500-2000 devirde 5 dak santrifiij edilerek 3 kez yikandi. Son
yikamadan sonra dipteki ¢okiintii %100 eritrosit kabul edildi ve kullanilacagi zaman alsever

soliisyonu ile %2’lik siispansiyonlar1 hazirlandi.
3.2.1.2.2. Testin yapihis1

ELISA ile coronavirus antijeni yoniinden pozitif saptanan iki buzagi digkis1 (4 ve 62
nolu) ve negatif kontrol amaci ile coronavirus negatif bir buzag: digkisi (38 nolu), Gaber ve
Kapil (1999)’in bildirdigi metot modifiye edilerek hemagliitinasyon (HA) testine tabi tutuldu.
Daha 6nce 5 ml 0.01M PBS (pH 7) konulan tiiplerin i¢ine digki rneklerinden 0.5’ser gr
konularak vortekslendi. 1800 g’de 5 dakika + 4 °C da santrifiij edildi. Daha sonra 0.45 um por
genigliine sahip membran filtreden (Sartorius, Almanya) siiziildii. U tabanli HA pleytinde
(Costar, ABD) omeklerin sulandirtlacagi gézlerin tiimiine 25 pl PBS ilave edildi. Cifter géze
olmak sart1 ile testte kullanilan 6rneklerden ilk gozlere 25 ul miktarinda konuldu ve 2 kath
seri sulandirmalann (1/2, 1/4, ...... 1/1024) yapildi. Alsever soliisyonu ile % 2 oraminda

sulandirilan taze hazirlanmig fare eritrosit solisyonundan her goze 25 pl ilave edildi. HA
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pleyti +4 °C’da 90 dakika inkube edildi ve sonuglar goézlerde meydana gelen

hemagliitinasyona gore degerlendirildi.
3.2.1.3. Virus izolasyonu
3.2.1.3.1. Hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Sivi azota dayanmikli ampiillerin iginde saklanan Vero, MDBK ve HRT-18 hiicreleri
azot tankindan ¢ikarildiktan hemen sonra 37 °C’lik su banyosunda bekletilerek ¢oziinmeleri
saglandi. Coztinen hiicre siispansiyonlari, % 10 f6tal dana serumu iceren DMEM ilave edilmis
500 ml.lik hiicre kiiltiirii siselerine (Costar, ABD) aktarild: ve 37 °C da inkubasyona birakild:.
Sigelerde tek tabaka halinde yeteri kadar iiredigi tespit edilen hiicreler, vasatlan disan
atildiktan sonra PBS-V+tripsin soliisyonu ile sigse ylizeyinden uzaklastirildi. Elde edilen
hiicreler, yine % 10 fotal dana serumu (FDS) ve konsantre antibiyotik igeren DMEM iginde
2x10° hiicre/ml olacak sekilde sulandinlarak 24 gozlii hiicre iretme pleytlerinin her bir
gbziine 2°ser ml paylastinldi. Pleytler, bir gece siire ile % 5 CO, igeren 37 °C’lik etiivde

inkubasyona birakildi.
3.2.1.3.2. Diski 6rneklerinin hazirlanmasa

Hiicre kiiltlirlerine ekim amaciyla digki Grneklerinden inokulum hazirlanmasi igin
orneklerin HA testine tabi tutulmalar1 agsamasinda izlenen yontemin (Gabil ve Kapil 1999)

aynis1 kullanildi.
3.2.1.3.3. Virus izolasyonu amaciyla hiicre inokulasyonu

Bir gece siireyle inkubasyona birakilan pleytin g6zlerindeki vasatlar digan atilarak
hiicre yiizeyleri PBS ile yikandi. Onceden hazirlanmis diski 6rneklerinden 0.2 ml miktarinda
ve her 6rnek icin 2’ser goze olmak kaydi ile inokulasyon gergeklestirildi. Adsorbsiyon igin

bir saat 37 °C’da inkubasyona birakilan pleytler, daha sonra her bir gdze virus liretme vasati
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olarak 10 pg/ml oraninda tripsin (Durham ve ark 1989) iceren DMEM ilave edilip, hiicre
kiiltiirlerinde meydana gelecek morfolojik degisiklikleri gozlemlemek amaciyla yeniden
inkubasyona birakildi. Bes giinliik inkubasyon siiresi sonunda hiicre Kkiiltiirlerine bir kez
dondurma-¢dzme islemi uygulanarak elde edilen siipernatantlarin, nceden hazirlanmig hiicre
kiilttirlerine yeniden ekimi gerceklestirildi. Bu iglem 5 kez (pasaj) tekrarlandi. Her bir
pasajdan elde edilen silipernatantlar, ELISA ve HA testi ile BCV varlig1 ydniinden kontrol

edildi.
3.2.2. Serolojik Calisma
3.2.2.1. Serum drneklerinin hazirlanmasi:

Pihtilagma aktivatorii igeren steril vakumlu tiiplere alinan kan 6rneklerinin, 1500-2000
devirde 5-10 dakika santrifiij edildikten sonra serumlari gikarildi. Serum saklama tiiplerine
aktarilan ornekler, antikor-ELISA testinde kullanilmak iizere 56 °C’lik su banyosunda 30

dakika inaktive edilerek —20 °C da saklandi.

3.2.2.2. ELISA ile Bovine Coronavirusa spesifik antikor tespiti

Arastirmada kullanilan hayvanlardan alinan kan serumu &6rneklerinde coronavirusa
spesifik antikorlar1 tespit etmek igin ticari kompetatif ELISA kiti (Bio-X Diagnostics,
Belgika) kullanildi. Testte kullanilacak olan biitiin kimyasallar kullanilmadan énce en az 30
dakika oda 1sinda bekletildi. Konsantre yikama soliisyonu distile suyla 20 kat, sulandirma
soliisyonu ise 5 kat sulandirildi. Once poliklonal antikorlar ile kaplanmis sonra bovine
coronavirus antijeni ilavesi ile hazir hale getirilmis olan 96 gozlii ELISA pleytinin Al
goziinden baglamak fizere ilk iki g6ziine yukaridan asagiya dogru pozitif ve negatif kontrol
yerlestirildi. Takip eden gozlere sulandirma soliisyonu ile 1:20 oraninda sulandirilmig serum

orneklerinden 100 pl konuldu. Daha sonra her géze 20 kat sulandirilmig konjugattan

(peroksidazla baglanmus anti-coronavirus monoklonal antikor) 100 pl ilave edilerek oda
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1sinda 1 saat inkube edildi. Stire sonunda pleyt, yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi ve bir
kurutma kagidina ters g¢evrilip birkag defa vurularak igindeki sivi bogaltildi. Kit prosediiriinde
belirtildigi sekilde (bir pleyt igin, 9.5 ml substrata 12 damla kromojen ilave edilerek)
hazirlanan indikat6r soliisyonundan her géze 100 pl konuldu. Daha sonra 10 dakika oda
isinda inkube edildi ve her goze 50 ul stop soliisyonundan ilave edilerek reaksiyon
durduruldu. Pleytler, ELISA okuyucusu ile 450 nm dalga boyunda okundu. Asagidaki

formiile gore pozitif kontrol ve her 6rnek igin inhibisyon yiizdesi hesaplandi:

%inhibisyon 6rnek=[(ODneg-OD&rnek):ODneg]x100

%inhibisyon pozitif=[(ODneg-ODpoz):0D neg]x100

Testin degerlendirilebilmesi i¢in “OD neg - OD poz > 0.7” ve “%inhibisyon pozitif > %50”

olmak kaydu ile, sonuglar agagidaki cetvele gére yorumlandi:

Olgiilen Deger Pozitiflik Diizeyi

%inhibisyon<20

20<%inhibisyon<40

40<%inhibisyon<60

60<%inhibisyon<80

EEER

80<%inhibisyon
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4. BULGULAR

4.1. Antijen-ELISA Sonuglari

Ishal semptomu gosteren 63 adet buzagiya ait digki 6rneklerinden 2 adedinde (% 3)
coronavirus antijen varli1 saptandi (Resim 4.1). Antijen tespit edilen 2 digki 6rneginden birisi
10 glinliik (4 nolu), digeri ise 5 giinliik (62 nolu) bir buzagiya aitti. Buzagilarin annelerinden
toplanan 63 adet, ishalli buzagilarla ayn1 ahini paylasan digi hayvanlara ait 14 adet digka

orneginin hig birisinde coronavirus antijeni tespit edilemedi (Tablo 4.1, Tablo 4.5, Tablo 4.6).

4.2. Hemagliitinasyon Test Sonuglar

Antijen-ELISA ile BCV yéniinden pozitif oldugu saptanan 2 buzagiya ait digki
orneklerinin HA testine tabi tutulmasi sonucu, 4 nolu 6rnegin 1:32, 62 nolu 6rnegin ise 1:64
sulandirmaya kadar hemagliitinasyon meydana getirdigi tespit edildi. Negatif kontrol olarak
kullanilan 38 nolu yavruya ait digki 6rnegi ise higbir sulandirmada hemagliitinasyon

gostermedi (Resim 4.3).
4.3. Hiicre Kiiltiiriinde Virus izolasyonu Sonuglan

ELISA ile coronavirus yoniinden pozitif olarak saptanan digki 6rneklerinin, Vero,
MDBK ve HRT-18 hiicre kiiltiirlerine yapilan 5 kor pasaji sonucunda herhangi bir CPE
gozlenmedi (Tablo 4.4). Hiicre kiiltlirlerinde BCV’un ¢ogalip ¢ogalmadifinin tespiti
amaciyla, bes kor pasajin her birinden elde edilen siipernatantlarin ELISA ve HA testi ile

incelenmesi sonucu virusa 6zgii reaksiyon belirlenemedi.

4.4. Antikor-ELISA Sonuc¢lar
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Altmus ii¢ ishalli buzaginin 36’sindan ve annelerinin 46’sindan alinabilen kan serum
ornekleri ELISA testi ile coronavirusa spesifik antikorlar yoniinden incelendi (Resim 4.2) ve
36 buzaginin 9 adedinde (% 25), 46 inegin 35 adedinde (% 76) seropozitiflik gézlendi (Tablo
4.2). Arastirmada diskisindan coronavirus antijeni tespit edilen 10 giinliik buzaginin (4 nolu)
kan serumunda spesifik antikorlar saptanamazken, 5 yasindaki annesinin seropozitif oldugu
belirlendi. Digkisinda antijen saptanan 5 giinliik diger buzaginin (62 nolu) ve annesinin
serumu ise orneklenemedi. Serolojik test sonucu 25 seropozitif anneye ait buzagidan 8
tanesinde (% 32) seropozitiflik belirlenirken, 17 adet buzagida seronegatiflik saptandi.
Seronegatif oldugu ortaya konan 7 anneye ait buzaginin ise anneleri gibi seronegatif oldugu
tespit edildi (Tablo 4.3). Seropozitif olarak saptanan | adet ve seronegatif olarak saptanan 3

adet buzaginin annesinden isc serum 6rneklemesi yapilamadi.

Resim 4.1. Antijen-ELISA pleytinde bir buzagiya ait diskinin pozitif reaksiyonu
(Okla gosterilmistir) (3 nolu pleyt). NK: Negatif kontrol, PK: Pozitif kontrol



Resim 4.2. Antikor-ELISA sonuglart (1 nolu pleyt).PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol

Resim 4.3. Hemagliitinasyon test sonuglari. EK: Eritrosit kontrol

(98]
(98]



Tablo 4.1. Digk1 6rneklerinde antijen-ELISA sonuglar

Orneklenen . Savist ELISA Pozitiflik
hayvanlar yv y Negatif Pozitif orani (%)

Ishalli buzag 63 61 2 3
Yetigkin 77 77 0 0
TOPLAM 140 138 2 1.4

Tablo 4. 2. Kan serumu 6rneklerinde antikor-ELISA sonuglar

Orneklenen Hayvan Sayisi ELISA Pozitiflik
Hayvanlar Negatif Pozitif orami (%)
Yavru 36 27 9 25
Anne 46 11 35 76
TOPLAM 82 38 44 53.6

Tablo 4.3. Hem anne hem de yavrusundan kan &rnegi alinabilen hayvanlarin serolojik test
sonuglari.

Anne + Anne + Anne -
Uygulanan test Yavru + Yavru - Yavru -
Antikor- ELISA 8 17 !

Tablo 4.4. Antijen pozitif buzagilara ait diskilarin ELISA OD degerleri ve hiicre kiiltiiriinde

virus izolasyon sonuglar

Diska
orneklerinde
Ornek no belirlenen CPE
ELISA OD
degerleri*

4 0.264 -

62 0.441 -

*Pozitif kontrol OD ortalamasi=1.230, Negatif kontrol OD ortalamasi=0.042
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Tablo 4.5. Aragtirmada kullanilan buzag: ile annelerinin yag: ve ELISA sonuglar

Yavru Anne
Ornek Antikor Antikor
no Yas Antijen ) - Yag (Yil) Antijen ) L
(Antikor dlizeyi) (Antikor diizeyi)
1 1,5 ay - - 5 _ drneklenemedi
2 30 glin _ _ 7 _ 6rneklenemedi
3 30 giin _ Srneklenemedi 8 _ 6rneklenemedi
4 10 giin + - 5 - + (+++4)
5 15 giin _ drneklenemedi 6 _ + (+++4)
6 20 giin _ oérneklenemedi 4 _ + (++++)
7 3ay _ + (+++4) 8 - + (++4+)
8 1,5 ay _ + (H+44) 3 _ érneklenemedi
9 2 ay _ éreklenemedi 4 _ brneklenemedi
10 30 gbn _ _ 2 _ _
1" 3ay _ Srneklenemedi 6 _ 6rneklenemedi
12 10 glin - rneklenemedi 5 - -
13 15 giin _ _ 7 _ + (++++)
14 25 gin _ _ 5 _ émeklenemedi
15° 3ay _ _ 5 _ + (HEE)
16° 2 ay _ 4 4 r + ()
s 3ay _ F 6 _ + (++++)
18° 2 ay M _ 8 _ + (FHHt)
19° 4 ay _ _ 8 - + (++++)
20 2 ay - r 5 e _
21 30 giin r _ 3 _ _
22 20 glin r - 6 - -
23 1,5 ay - _ 4 - _
24 30 gin _ _ 7 _ -
26 4 ay - 8meklenemedi 6 _ 6reklenemedi
26 6 ay _ dmeklenemedi 5 _ 6meklenemedi
27 4 ay _ dmeklenemedi 4 _ oérneklenemedi
28 Jay _ 6rneklenemedi 3 _ 6mekienemedi
29 30 glin _ + (+++4) 6 _ + (+++4)
30 25ay _ + (+4+) 5 _ + (++++)
31 30 giin _ + (+++) 5 _ + (+++4)
32 15 gin _ Srneklenemedi 4 _ + (F++E)
33 20 glin _ + (++4) 3 _ + (++++)
34 30gln _ 6meklenemedi 5 - + (++4+)
35 1,5 ay _ _ 10 _ _
36 30 glin _ 6reklenemedi 7 _ drneklenemedi
37 30 giin _ brneklenemedi 7 _ dérneklenemedi
38 2 ay _ orneklenemedi 8 - dmeklenemedi
39 2 ay - dmeklenemedi 4 _ _
40 30 giin _ 6rmeklenemedi 5 _ _
M 1,5ay _ drneklenemedi 5 - -
42 30 gin - drmeklenemedi 4 _ + ($H44)
43 20 glin _ dmeklenemedi 3 _ + (++++)
44 30 glin - _ 5 _ + (+4+)
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Tablo 4.5.’in devami1. Aragtirmada kullamilan yavru ile annelerinin yagi ve ELISA sonuglar

Yavru Anne
Ornek

no Yas Antijen Antikor Yas (Y1) Antijen Antikor

45 2ay - - 4 _ + (++++)
46 20 gtn - _ 6 _ ¥ (++E)
47 2,5 ay _ - 4 _ + ($+++)
48 30 gun - Omeklenemedi 6 _ + (+++4)
49 2ay - - 3 _ + ($F++)
50 30 gun - _ 7 - + (F4++)

51 30 gun _ dmeklenemedi 6 _ + (+4++F)
52 1,5 ay - érmeklenemedi 4 _ + (++++)
53 2 ay _ drneklenemedi 5 _ + (+H++)
54 Jay _ o6meklenemedi 5 - drneklenemedi
66 1,5ay - _ 5 — + (+++)
56 30 gin - _ 4 _ + (++44)
57 20 gin _ - 6 — + (FHiE)
58 3 aylik _ _ 9 _ + (+++4)
59 40 glin _ + (+++4) 9 _ + (++++)
60 30 giin _ + (++++) 8 _ + (+++4)
61° 3 gln drneklenemedi 5 _ drneklenemedi
82° 5 gtin + 6meklenemedi 7 _ émeklenemedi
63 3ay _ + (++++) 6 _ + (+++4)

b Ayni ahin paylagan hayvanlar, ayni harf ile igaretlenmigtir. lsaretlenmeyen hayvanlar birbirinden farkh ahirda yer aimaktadir.

Tablo 4.6. Anneler haricinde digk1 6rneklemesi yapilan 14 adet yetigkin disi hayvanin durumu

Ornek Yas Aym ahir1 paylagtig hayvanlarin
no (Yl Grnek no.su Antijen
64 3 156-16-17-18-19 _
65 5 15-16-17-18-19 _
66 5 15-16-17-18-19 _
67 7 16-16-17-18-19 _
68 5 15-16-17-18-19 _
69 6 15-16-17-18-19 _
70 6 38 _
71 5 40 _
72 5 40 ”
73 3 50 _
74 5 51 _
75 ) 52 _
76 5 55 ~
77 7 56 _
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S.TARTISMA VE SONUC

Coronaviruslarin buzagilarda meydana getirdigi ishalle karakterize enfeksiyonlar,
verim kaybina ve degisen oranlarda mortaliteye sebep olmalarindan dolayir klinik ve

ekonomik a¢idan olduk¢a 6nemlidir (Saif 1993).

Bovine coronavirus, buzagilarda ishalle seyreden enfeksiyonlarin yaninda yetigkin
sigirlarda kis dizanterisine, buzagi ve besi sigirlarinda ise solunum yolu enfeksiyonlarina
neden olmakta (Clark 1993, Saif 1993), bu nedenle tiim diinyada sigir populasyonlar iginde
yer alan her yagtaki hayvanlarda goriilebilme riski ¢ok yliksek olan bir etken olarak karsimiza

¢ikmaktadir.

Enterik BCV enfeksiyonlarinin teshisi genellikle digkida virusun ya da viral
antijenlerin varlifinin saptanmas: esasina dayanmaktadir. Teshis amaciyla kullanilan
yontemlerden birisi olan ELISA, coronaviruslarin teshisinde referens test olarak kabul
edilmektedir (Gaber ve Kapil 1999). Coronaviruslarin teshisinde siklikla kullanilan EM
yontemine gére duyarlilifinin oldukga yiiksek olmasi ve digkidaki bazi nonviral partikiillerin
ya da bredavirus gibi antijenik olarak farkli coronavirus benzeri yapilarin EM’de hatali
degerlendirilebilmesi ELISA’nin daha avantajli olmasim saglamaktadir. EM’de bu hatali
degerlendirmelerin bir bagka sebebi de BCV’un pleomorfik bir yaptya sahip olmasidir
(Reynolds ve ark 1984, Athanassious ve ark 1994, Schoenthaler ve Kapil 1999). Igerisinde
birgok mikroorganizma, hiicresel dokiintii, koproantikorlar ve cesitli biyolojik kalintilar
bulunduran digskidan spesifik virusun tespiti zor oldugu igin kullamlan ELISA’nin
duyarliliginin ve 6zgiilliigiinlin artirilmasi bir gereksinim olarak ortaya ¢ikmus, son yillarda
gelistirilen monoklonal antikorlarin kullamlmas: ile s6zii edilen duyarlilk ve 6zgiillitk
arttinlmistir. Bu aragtirmada kullanilan ticari ELISA kiti de, monoklonal ve poliklonal
antikorlar kombine edilerek hazirlanmigtir. Son yillarda teghis amaciyla yapilan farkh

aragtirmalarda (Fukutomi ve ark 1999, Cho ve ark 2001, Hasoksiiz ve ark 2002) sik olarak
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kullanilan PCR tekniginin ELISA’dan daha duyarli oldugu 6ne siiriilse de, kompleks bir
laboratuvara ihtiyag gostermemesi, uygulanabilirliginin PCR’a gére daha kolay ve ekonomik

olmas1 ELISA’nin yaygin olarak kullanilmasini engelleyememektedir.

Tiim diinyada yaygin olarak gozlenen BCV enfeksiyonlar ile ilgili tilkemizde ¢ok
fazla calisjma olmamasina ragmen buzagilarin ishalle karakterize viral enfeksiyonlarinda
rotaviruslardan sonra en énemli etkenin coronaviruslar oldugu diigtiniilmektedir. Tiirkiye’de
yapilan virolojik ¢aligmalarda (Alkan ve ark 1998, Eskiizmirliler ve ark 2001, Erdogan ve ark
2003, Hasoksiiz ve ark 2005) buzagilarda BCV enfeksiyonlarinin prevalans1 % 1-37.1
arasinda bulunmustur. Ulkemizde BCV enfeksiyonlarim ilk kez bildiren Alkan (1998), 6
isletmede ishal semptomu gosteren 1-30 giinliik 83 buzagidan alinan digki Srneklerinden
toplam 15 hayvanda (% 18) ELISA ile BCV antijen varligim tespit etmis, enfeksiyonun bu
hayvanlarin 8 tanesinde (% 15.4) tek basina, 7 tanesinde (% 13.4) ise bovine rotavirus ile
birlikte seyrettiini bildirmigtir. Eskiizmirliler ve ark (2001), Tiirkiye’nin 16 farkl: ilinden
topladiklar1 1-30 giinliik ishalli buzagiya ait 185 digki Ornegini coronavirus, rotavirus,
cryptosporidium ssp. oositleri yoniinden inceledikleri diski 6rneklerinin 24’itinde (% 13) BCV
saptamiglar, bu hayvanlarin 8 adedinde BCV’un tek bagina enfeksiyon olusturdugunu
belirlemiglerdir. Erdogan ve ark (2003), Kars y6resinde yeni dogan buzagilarda coronavirus
ve rotavirus yaygmligimn belirlenmesi amaciyla Eyliil 2001 ile Haziran 2002 arasinda 45
ciftlikte bulunan buzagilardan toplanan 104 adet ishalli, 43 adet normal buzaf diskisim
coronavirus varhg yontinden ELISA ile incelemisler ve ishalli buzagilarin % 1’inde (1/104)
BCV antijen varligim tespit etmislerdir. Has6ksiiz ve ark (2005) ise 2001 sonbaharindan 2002
ilkbaharina kadar, Tiirkiye’nin kuzey batisindaki 23 kdyde yer alan 29 ahirdaki ti¢ farkli yas
grubuna (0-30 giinliik, 4-12 aylik, 2-7 yas) ayirdiklan ishal semptomu gésteren sigirlardan
alman digki 6rneklerini, BCV’a kars1 hazirlanmig 3 ¢esit monoklonal antikor kullanarak
indirekt-antijen capture ELISA ile test etmiglerdir. Arastirma sonucunda digki ile sagilim

oranlarim 0-30 glinlik olan buzagilarda % 37.1 (13/35), 4-12 aylik hayvanlarda % 25.6
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(10/39), 2-7 yas grubunda olanlarda % 18.2 (4/22), toplamda ise % 28.1 (27/96) olarak

bildirmislerdir.

Bu aragtirmada, yaslar1 3 giin ile 6 ay arasinda degisen 63 ishalli buzagidan toplanan
digki 6rneklerinden 2 adedinde (% 3.1) ELISA ile BCV antijeni saptanmigtir. Belirlenen bu
oran (% 3.1) her ne kadar Erdogan ve ark (2003)’nin belirledigi orana (% 1) yakin ise de
Alkan ve ark (1998) ile Eskiizmirliler ve ark (2001)’nin bildirdigi oranlardan (sirastyla % 18
ve %13) diisiik bulunmustur. Ishale sebep olan enfeksiyonlarin buzagilar arasindaki yayilma
riskinin siirii biiylikltigii ile dogru orantili olarak artti31 gz oniine alindiginda, bu aragtirmada
BCV prevalansinin diisiik bulunmasi, 6rnekleme yapilan buzagilarin biiytik bir gogunlugunun
halk elindeki bireysel isletmelerden seg¢ilmis olmasina baglanabilir. Bu ¢aligmada 6rnekleme
yapilan ishalli buzagilarin sahip olduklan yas araliginin (3 giin ile 6 ay arasi) Alkan ve ark
(1998) ile Eskiizmirliler ve ark (2001)’nin kullandigr hayvanlarin yas araliina (0-30 giin
aras1) gore yiiksek olmasi, belirlenen prevalansi aciklayan diger bir neden olarak
gosterilebilir, Ayrica bu arastirmada antijen tespiti i¢in kullanilan ticari ELISA pleytleri,
BCV’a kars1 hazirlanmig poliklonal ve bir monoklonal antikor karisimi ile kaplanmistir. Bu
caligmaya gore-daha yiiksek oranda antijen prevalans tespit eden Hasoksiiz ve ark (2005)’nin
aragtirma sonuglari, kullamldiklar1 ELISA y6nteminde virusun 3 farkli glikoproteinine (N, S

ve HE) ve kars1 hazirlanmig monoklonal antikorlarla duyarlilig: arttirmalarina baglanabilir.

Sigirlarda BCV’un digk: ile sagilimi her yasta gozlenebilmesine ragmen, ekonomik
degere neden olan enterik enfeksiyonlara daha ¢ok 1-16 haftalik buzagilarda rastlanmaktadir
(Gaber ve Kapil 1999). Bu baglamda, digkilar1 coronavirus antijen varligi yoniinden test
edilen 63 buzagidan, 26 nolu buzag: hari¢, 62 adedi yasamlarinin ilk dort ay: igerisinde
Orneklenmistir. Aragtirmada kullamlan tiim hayvanlardan, biri 5 gilinliikk (62 nolu) digeri ise
10 giinliik (4 nolu) olan iki buzaginin digkisinda BCV antijen varliga belirlenmistir (Tablo

4.5). Eskiizmirliler ve ark (2001) 1-30 giinliik ishalli buzagilarda BCV’un en erken 3 giinliik

39



hayvanlarda saptandigimi belirtirken, antijen pozitif olgularda yas ortalamasimn 10.5 giin
olarak belirlendigini bildirmiglerdir. Bu konuda yapilan bir bagka ¢alismada (Abraham ve ark
1992) ise buzagilarda yasamin ilk 5 haftasinda BCV enfeksiyonuna yakalanma riskinin
yiiksek oldugu ve Ozellikle birinci haftada antijen tespit oranimmin % 51.5 olarak saptandig:

bildirilmistir.

Bu ¢alismada, digkisinda coronavirus antijeni saptanan 5 glinlik 62 nolu buzag: ile
aym: ahir1 paylagmasina ragmen 3 giinliik 61 nolu buzagida etken tespiti yapilamamistir.
Bunun nedeninin, buzaginin yag1 geregi digki 6rneklemesinin virus partikiillerinin sagilma
diizeyinin ¢ok diisiik seviyede gergeklestigi ishalin baglangi¢ déneminde yapilmasindan
kaynaklanmig olabilecegi diistiniilmiistiir. Ishal stiresince digki 6rneklerinden coronavirus
varliginin saptanmasina y6nelik yapilan bir arastirmada (Cho ve ark 2001), deneysel olarak
enfekte edilen kolostrum almamis bir buzagida inokulasyondan 3 giin sonra ishal olgusu
goriilmesine ragmen ELISA ile antijen tespiti ancak 5. giinde yapilabilmis, bir bagka buzagida
ise ishal 5 giin silireyle devam etmesine ragmen antijen tespiti ancak 4 giin boyunca
gergeklestirilebilmistir. Ancak nested PCR ile, bahsi gecen ilk buzagida inokulasyon sonrasi
2-15. giin, ikinci buzagida 3-15. giin gibi genig bir aralik boyunca viral genom tespiti
yapilabilmigtir. Altmig bir nolu buzagimin digkisinda antijen belirlenememesine neden
olabilecek diger olasiliklar arasinda, buzaginin annesinden uygun nitelik ve zamanda
kolostrum almast sonucu enfeksiyona kargi korunmasi ya da ishalin bagka bir patojen etkene
bagh olarak gerceklesmesi sayilabilir. Fakat aym ahir1 paylagan 61 ve 62 nolu buzag: ile
bunlarin annelerinden kan serumu alinamamasi ve digkilarinda ishale neden olabilecek diger

etkenlerin aragtirilmamast, bu olasiliklar hakkinda yorum yapilmasim giiglestirmektedir.

Aragtirmada, ishalli buzagilarin yamsira etkeni etrafa bulagtirmada oynadiklar1 rolii
tespit etmek amaciyla klinik olarak saglikli yetigkin sigirlardan da alinan 77 adet digki1 Srnegi

ELISA ile incelenmigtir. Orneklenen bu hayvanlardan 63 adedi ishalli buzagilarn
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annelerinden, 14 adedi ise enfeksiyonu yavrulara anneler kadar bulagtirma ihtimali yiiksek
olabilecegi diigliniilen, bazi buzagilarla aym: ahirn paylasan yetiskin hayvanlardan
olugsmaktaydi. Bu Orneklerin hi¢ birisinde BCV antijeni belirlenemezken (Tablo 4.1),
tilkemizde Alkan ve ark (2003) tarafindan bu konuda yapilan ilk galigmada da yetiskin
hayvanlarin digkisindan ELISA ile BCV varliginin tespit edilemedigi ancak hayvanlarda %
16.3 oraninda seropozitiflik belirlendigi bildirilmistir. Ulkemizde yapilan aragtirmalarda
saglikhi yetiskin sigirlanin digkilarinda BCV  antijeni saptanamasa da diinyanin birgok
tilkesinde gergeklestirilen birgok arastirmada (Colins ve ark 1987, Cruch ve Acres 1984)
saghikli sigirlarin, virusu digkilariyla etrafa sagtiklarina dair bildirimler bulunmaktadir.
Ornegin Crouch ve ark (1984), gelistirdikleri monoklonal antikor capture ELISA ile bir
stirtide bulunan 80 adet ishalli ve 121 adet klinik olarak saglikli sidirdan topladiklan digk:
orneklerinde coronavirus varligim aragtirmiglardir. Ishalli sigirlara ait 6rneklerde 16 (% 20)
adet, saglikh sifirlara ait olanlarda ise 6 (% 5) adet pozitif sonu¢ elde ederek, saglikli

sigirlann siiriide virusun dogal rezervuan olabilecegi sonucuna varmiglardir.

Bovine coronavirusa o6zgii antikorlar yoniinden yetigkin sigirlarin  serumlarinin
incelenmesi neticesinde; bu aragtirmada ELISA ile % 76, Alkan ve ark (2003) tarafindan ise
mikronétralizasyon testi ile % 16.3 oraninda seropozitiflik elde edilmesi, kullamlan testlerin
duyarlihiklarindaki farkliliga baglanabilmekle beraber bu durumu etkileyen birgok faktdriin
(6rneklenen siirliniin yapisi, bireysel ve bolgesel farkliliklar vs) olabilecegi gz Oniinde
bulundurulmas: gereklidir. Bu aragtirma sonuglan ile uyumlu oldugu gézlenen ve iilkemizde
yapilan diger bir aragtirmada (Hasokstiiz ve ark, 2005) ise seropozitiflik, 4-12 aylik sigirlarda
% 46.2, 2-7 yas grubundaki sigirlarda % 54.5 oraminda saptanmig, geng¢ hayvanlarla
yetigkinlerin bir arada bulunduklan karigik siiriilerde genglerin biiyiik bir cogunlugunun 4-12.
aylar arasinda coronavirusa kars: seropozitif hale geldikleri ileri siiriilmiistiir. Bu aragtirmada,
cogunlugu siiri kavramindan bahsedemeyecegimiz ortamlarda bireysel olarak barindirilan

2-10 yag arasindaki yetigkin hayvanlarda seropozitifligin % 76 gibi yiiksek bir oranda
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saptanmig olmasi, BCV’un tilkemizdeki yayginliinin ¢ok tist diizeyde olabilecegi ve erigkin
sigirlarin yasamlarinin herhangi bir doneminde bu virusla kargilagma ihtimallerinin oldukga
fazla oldugu kanisini uyandirmaktadir. Ancak bu yarginin tam olarak kanitlanabilmesi i¢in
bolgesel ve populasyon baglaminda daha genis kapsamli aragtirmalara gereksinim duyuldugu

agiktir.

Crouch ve Acres (1984), yetiskin siirlarda coronavirus prevalansini tespit etmek
amaciyla bir siirlide yer alan klinik olarak normal goriintimlii 121 sigirdan topladiklar1 digk:
Orneklerini capture-ELISA kullanarak test ettikleri bir aragtirmada, coronavirusun bu
orneklerin 6 (% 5)'sinda serbest olarak, 85 (% 70)’inde ise immun kompleksler halinde
bulundugunu saptamislar, sigirlarda BCV’u etrafa sagan bu tiir tasiyici hayvanlarin duyarl
buzagilar i¢in kaynak olusturabileceklerini ileri stirmiislerdir. Aymi sekilde Crouch ve ark
(1985), 12 hafta siireyle takip edilen klinik agidan normal 10 adet sigirin digkilariyla kronik
olarak BCV’u sagtiklarim1 ve sagilan viral partikiillerin biiyiik oranda antikorlarla kompleks
teskil etmesinden dolay1 bu komplekslerin buzagilar i¢in enfeksiy6z tabiatinin arastirilmasi
gerektigini belirtmiglerdir. Bu aragtirmada kullamilan ELISA kitinin digkidaki serbest
antijenlerin tespiti temeline dayal1 olarak hazirlanmig olmasi, saglikli hayvanlarin digkilarinda
bulunabilme ihtimali olan immun kompleksler konusunda bir yorum yapilmasim

engellemistir.

Bir ¢ok aragtirmada (Gaber ve Kapil 1999, Shoenthaler ve Kapil 1999) BCV’un
eritrositleri ¢6ktiirebilme 6zelliginden faydalanilarak HA testi kullanilmigtir. Ancak bu test ile
calisitlirken coronavirus haricindeki bazi viruslarin da gesitli memeli tiirlerine ait eritrositleri
aglutine ettigi, bu fenomenin immunoserolojik bir etkilesim sonucu gergeklesmedigi (Gaber
ve Kapil 1999) ve digki 6rneklerinin non-spesifik hemaglutininleri de icerdigi (Clark 1993)
g6z online alinmalidir. Kisacas1 HA testi, kolay uygulanabilir olmasina ragmen teghiste 6zgiil

bir test olarak goériilmemekte, son yillarda yapilan galigmalarda (Fukotomi ve ark 1999,
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Hasoksiiz ve ark 1999b) bir teshis yonteminden ziyade BECV ve BRCV suslar1 arasindaki
antijenik ve biyolojik farkliliklar: tespit edebilmek amaciyla kullanilmaktadir. Bu nedenlerden
dolay: aragtirmada biitiin digki Srnekleri yerine, ELISA ile BCV yo6niinden pozitif olarak
belirlenen 2 digki numunesi HA testine tabi tutulmus ve 4 nolu buzagiya ait olan digki Srnegi
1:32, 62 nolu buzagiya ait olan diski Ornedi ise 1:64 titrede fare eritrositleri ile
hemagliitinasyon vermigtir. Ancak onceden de belirtildigi gibi 6rnekler, diskida bulunma
ihtimali olan ve o6zellikle hemagliitinasyon meydana getirebilme kabiliyetine sahip diger
etkenler yoniinden arastinlmadigindan elde edilen bu titrelerin sadece BCV’a 6zgii
olabilecegini séylemek olduk¢a zordur. Bu arastirmada oldugu gibi direkt digki 6rneklerinden
hazirladiklart numuneleri fare eritrositleri ile HA testine tabi tutan Gaber ve Kapil (1999), HA
testinin ELISA’ya gore % 65.2 gibi distik bir 6zgiillik gosterdigini belirtmigler ancak HA
titresi tespiti yapmamiglardir. Hemaglutinasyon titresini bu aragtirmaya uygun olarak 1:16-
1:64 arasinda belirleyen Tsunemitsu ve ark (1991), ¢aligmalarinda direkt digki yerine ishalli
buzagilardan toplanan digki ve nazal 6rneklerin HRT-18 hiicre kiiltiiriine ekimi sonucu elde
edilen siipernatantlann kullanmiglardir. Hemaglutinasyon titresini, bu aragtirmada saptanan
titreden ¢ok daha yiiksek (Omegin DB2 susu, fare eritrositleri ile 1:12800) olarak belirleyen
Hasokstiz ve ark (1999b) ise kullandiklari suslar1 tamamen saflagtirdiktan sonra teste tabi

tutmuglardir.

Hiicre kiiltlirlerinde coronavirus izolasyonu amaciyla yapilan bir ¢aligmada (Sato ve
Akashi 1993), ELISA ile BCV antijen varlig1 yoniinden pozitif bulunan 10 digki 6rneginden
(6’s1 ishalli buzagidan, 4’1 ishalli yetigkin sigirdan olmak tizere) hazirladiklan filtratlar,
vasata 2 pg/ml tripsin ilavesi ile HRT-18 hiicre kiiltiirlerine inokule etmislerdir.
Calismalarinda 3. pasajda graniilasyon ve hiicre biiyiimesi ile ortaya ¢ikan, 5. pasajda ise
tamamen belirginlesen bir CPE olugumu ile kendini g&steren virusu izole etmeyi basarmiglar

ve HRT-18 hiicre kiiltiirlerinin BCV izolasyonu i¢in duyarli oldugunu ve vasata tripsin
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ilavesinin CPE olusumunu arttirdiini bildirmiglerdir. Cho ve ark (2001b), et¢i sigirlarda
enterik ve respiratorik bovine coronaviruslarin sagilimim inceledikleri bir aragtirmada, ELISA
ile pozitif oldugu belirlenen 10 digk1 ve 10 nasal svap 6rneginden, vasata 5 pg/ml pankreatin
ilavesiyle HRT-18 hiicre kiiltiirlerine adsorbsiyona bagh ekim yapmiglardir. Bu 6rneklerden
3-5 kor pasajdan sonra hiicrelerde bilyliime, yuvarlaklagma, koyulasma gibi belirtilerle
karakterize CPE gosteren 8 BECV, 8 BRCV susu izole etmiglerdir. Toth (1982) tarafindan,
BCV’u ¢ogaltirken vasata 5 veya 10 pg/ml tripsin ilavesinin normal vasata gére hiicre
kiiltiirlerini virusa kars1 bir milyon kat daha fazla duyarli hale getirdigini belirten ¢alisma
sonucuna uygun olarak bu arastirmada da hiicrede virus izolasyonu amaciyla kullanilan

vasata 10 pg/ml miktarinda tripsin eklenmigtir.

Hasokstiz ve ark (2002)’nin Amerika’da besi hayvanlarinda yaptiklar bir ¢aligmada,
32 adet hayvandan alinan nazal 6rneklerden hazirlanan filtratlarin HRT-18 hiicre kiiltiirlerine
ekilmesi sonucunda 28 adet 6rnekten BCV izole edilirken, aym hayvanlardan alinan fekal
Orneklerden sadece 7 tanesinden BCV izole edilebildigi bildirilmistir. Tsunemitsu ve ark
(1991), Japonya’da yaptiklar bir ¢aligmada ise yeni dogan buzagilarin digkilarindan ve nazal
svap Orneklerinden BCV izolasyonu amaciyla, yaglarnn 3 ile 30 giinliik olan ishalli 180
buzagidan ve bunlarla aym ¢evrede bulunan 36 sagliklhh buzagidan topladiklar fekal ve nazal
svap Orneklerini HRT-18 hiicre kiiltiirlerine inokule etmigler, 180 ishalli buzaginin
5 (% 3)’inin digki 6rneginden, 56 (% 31)’simin da nazal svap orneginden ve 36 saglikh
buzagmin 10 (% 28)’una ait nazal svap Orneginden sitopatojen BCV izole ettiklerini
bildirmiglerdir. Nazal svaplarindan virus izolasyonu gergeklestirilen bu buzagilarin
higbirisinin solunum yolu enfeksiyonu belirtisi gostermedigi belirtilmigtir. Digki  6rneginde
BCV izolasyonu yapilan 5 buzaginin nazal svap 6rneklerinden de BCV izolasyonu yapilmasi,
virusun fekal-oral yolun yan sira aerosol-nasal yolla da etkin olarak bulagabilecegi ihtimalini

ortaya koymustur (Tsunemitsu ve ark 1991). Bu aragtirmada ise ishalli buzagilardan alinan ve
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ELISA ile BCV antijeni yoniinden pozitif oldugu belirlenen 2 digki 6rneginin hiicre
kiltiirlerine inokulasyonu sonucunda BCV izole edilememistir. Bunun nedenleri arasinda
saha suglarimin hiicre kiiltiirlerinde replikasyonunun zayif olarak gergeklesmesi, virusun
labilitesinden dolay:r laboratuvar uygulamalar1 sirasinda kolaylikla kaybedilebilmesi ya da
enterik coronaviruslarin izole edilme olasiliinin diigiik olmasi gibi unsurlar sayilabilir. Diger
bir olasilik ise 6rnekleme zamanina bagh olarak digkida bulunan enfeksiy6z partikiil sayisinin
az olmasidir. Digki drneklemesinin, ishal olgusunun baglangi¢ ve bitis doneminde yapilmasi,
digkidaki viral partikiil sayisinin tespit edilemeyecek kadar az olma ihtimalini arttirmaktadir.
Caligmada antijen varhigt tespit edilen 4 ve 62 nolu buzagilarn digkilannmin ELISA
okuyucusunda belirlenen OD degerlerinin (sirasiyla 0.264 ve 0.441), ortalama pozitif kontrol
OD degerine (1.230) go6re olduk¢a diisik olmasi (Tablo 4.4), bu olasilig1
kuvvetlendirmektedir. Sonugta ELISA ile antijen varlig1 yoniinden pozitif olarak belirlenseler
dahi diigiik OD degerine sahip olan érneklerden hiicre kiiltiirlerinde virus izolasyonunun gii¢

olabilecegi ihtimali de bir olasilik olarak diigtiniilmiistiir.

Bovine coronavirusun birkag saha izolatim ve Mebus susunu, Vero hiicre kiiltiirlerinde
¢ogaltiktan sonra MDBK ve fotal dana bobrek hiicre kiiltiirlerine adaptasyonunu
gerceklegtiren Dea ve ark (1980)’min aksine bu aragtirmada, ELISA ile BCV antijeni
belirlenen digki 6rneklerinden Vero ve MDBK  hiicre kiiltiirlerinde izolasyon
gerceklestirilememigtir. Bu ¢aligma sonucuna uygun olarak Benfield ve ark (1990) da bovine
turbinat, bovine akciger v¢ MDBK hiicre Kkiiltlirlerinin, enterik BCV’larin ¢ogaltilmas1 igin
uygun ortamlar olmadigim, izolasyon igin en iyi ortamin HRT-18 hiicre kiiitiirii oldugunu
savunmuglardir. Ishalli hayvanlarn digki  Srneklerinden hiicre  kiiltiirlerinde  virus
izolasyonunun diisiik oranda gerceklesmesine bir aciklik getiremeyen Tsunemitsu ve ark
(1991) ise BCV’un teshisinde daha duyarli tekniklerin kullanilmas: gerektigini

vurgulamuglardar.
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Buzag: ishallerine neden olan enfeksiy6z etkenlere karsi korunmada kolostrum
alimimin ¢ok 6nemli oldugu bilinmektedir. Bu aragtirmada seropozitif annelere ait buzagilarin
sadece % 32’sinde seropozitiflik saptanmasi, halk elindeki kiigiik isletmelerde bulunan
buzagilara kolostrumun verilmesi asamasinda ciddi aksakliklarin oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu ¢alismada buzagilarin kolostrum alip almadiklar: hususunda saglikli bir bilgi
edinilememis olsa bile, isletme sahipleri tarafindan ishale neden oldugu gerekgesiyle
buzagilarin biiyiik bir ¢ogunluguna kolostrumun verilmedigi ifade edilmigtir. Arastirmada,
annesi yliksek diizeyde (++++) seropozitif oldugu belirlenen 4 nolu buzaginin digskisinda BCV
saptanirken seronegatif olmasi da bu durumu kanitlar niteliktedir. Ayrica seropozitif olduklarn
ortaya konan yavrularin, antikorlar1 kolostrum aracihigi ile degil, gegmiste virusla

kargilagmalar: neticesinde kazandiklar1 diistiniilmektedir.

Bovine coronavirusun soguk ve nemli ortamlarda uzun siire canli kalabilme &zelligine
baghh olarak buzagillarda meydana getirdigi enfeksiyonlar, kis aylarinda ve ilkbahar
baslangicinda daha sik gozlenmektedir (Bulgin ve ark 1989, Clark 1993). Bu nedenle
aragtirmada kullamlan digkilarin  6rneklemeleri Ekim ile Nisan aylann arasinda
gergeklestirilmistir. Bulgin ve ark (1989) 6zellikle ¢evre 1sistmn 0 °C’in altina diismesi
durumunda yetigkinlerde virusun digk: ile etrafa sagciliminin, buzagilarda ise ishal riskinin,

arttigim tespit etmislerdir.

Sonug olarak, hayvan sayis1 ve bolge agisindan sinirh bir ¢aligma olmasina ragmen
buzagilarda spesifik antijen, yetigkinlerde ise yiiksek seroprevalans tespiti yapilan bu
aragtirma ile, BCV enfeksiyonlarinin iilkemiz i¢in 6énemli oldugu ortaya konmustur. Ancak
BCV’a karst agilama ya da dogal enfeksiyon sonucu olusan maternal antikorlarin buzagilan
korumada etkinliklerinin ne oldugu, acrosol bulagmamn buzag: ishallerinin olugmasinda etkin
olup olmadig1, BCV’un respiratorik suglan ile enterik suslan arasindaki iligkilerin ne oldugu,

bunun enfeksiyonun patogenezindeki 6nemi ve 6zellikle eriskin hayvanlarda virusun kronik
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sacillmimin nereden kaynaklandifi sorularina cevap verecek olan aragtirmalarin
gerceklestirilmesi gerektigi sonucuna varilmistir. Ayrica ekonomide &nemli kayiplardan
sorumlu oldugu tahmin edilen BCV’un, tilkemizdeki izolasyon ¢aligmalarina 6nem verilerek,
izolatlarin antijenik ve genetik 6zelliklerinin aragtirilmasi ve bu izolatlardan ag1 {iretimi

yapilarak etkinliklerinin belirlenmesi faydali olacaktir.
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6.0ZET
Selguk Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Viroloji (VET) Anabilim Dali

DOKTORA TEZI/ KONYA-2005

Sibel HASIRCIOGLU

Buzagilarda enterik bovine coronavirus enfeksiyonlarinin arastirilmasi ve

epidemiyolojide klinik olarak saghkl sigirlarm rolii

Enterik bovine coronavirus (BCV) varlig1 yoniinden; 63 adet ishaili buzagidan ve 77
adet klinik olarak saglikh inekten (63 adedi ishalli buzagilarin annelerine ait olmak iizere)
alman diski 6rnekleri ELISA ile incelendi. BCV; aragtirmada kullanilan higbir annenin/inegin
digkisinda saptanamazken, 63 buzagiya ait diskinin 2 (% 3.1) tanesinde tespit edildi. Ayrica,
63 ishalli buzagimin 36’sindan ve 77 inegin 46’sindan alinan kan serum 6rnekleri kompetetif-
ELISA ile coronavirusa spesifik antikorlar y6ntinden aragtirildi. Sonugta 36 buzagimn 9
adedinde (% 25) ve 46 inegin 35 adedinde (% 76) seropozitiflik gozlendi. Virus izolasyonu
amaciyla BCV antijen varlif1 saptanan 2 adet digk: 6rneginin Vero, MDBK ve HRT-18 hiicre
kiiltiirlerine ekimleri yapildi. Diski 6rneklerinin her bir hiicre kiiltiirine 5 kér pasaji

sonucunda BCV izolasyonu ger¢eklestirilemedi.
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7. SUMMARY
Selguk Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Viroloji (VET) Anabilim Dal1

DOKTORA TEZI/ KONYA-2005

Sibel HASIRCIOGLU

Investigation of Enteric Bovine Coronavirus infections in calves and the role of clinically

healthy cattle in epidemiology of coronavirus infections

Fecal specimens from 63 diarrhoeic calves and 77 healthy cows (Out of 77 cows, 63
were dams of diarrhoeic calves) were examined for the presence of bovine coronavirus (BCV)
antigens by ELISA. Coronavirus was detected in feces of 2 (3.1 %) of 63 calves while not
detected in any of the cows. Blood serum samples from 36 of 63 diarrhoeic calves and from
46 of 77 cows were also tested coronavirus specific antibodies by competitive ELISA. Nine
(25%) of 36 calves and 35 (76%) of the 46 cows were seropositive. Two fecal samples that
were determined to be coronavirus positive by ELISA were also inoculated into Vero, MDBK
and HRT-18 cell cultures. BCV was not isolated from two faecal samples after 5 blind

passages on the cell lines.

49



8.LITERATUR LIiSTESI

Abraham G, Roeder PL and Zewdu R (1992) Agents associated with neonatal diarrhoea in

Ethiopian dairy calves, Trop Anim Hlth Prod, 24, 74-80.

Alenius S, Niskanen R, Juntti N and Larsson B (1991) BCV as the causative agent of winter

dysentery : Serological evidence, Acta Vet Scand., 32 (2), 163-170 .

Alkan F (1998) Buzag: ishallerinde rotavirus ve coronaviruslarin rolii, Ankara Univ Vet Fak

Derg, 45(1), 29-37.

Alkan F, Bilge-Dagalp S, Can-Sahna K ve Ogzgiinliik I (2003) Sigirlarda coronavirus

enfeksiyonunun epidemiyolojisi, Ankara Univ Vet Fak Derg, 50, 59-64 .

Athanassious R, Marsolais G, Assaf R, Dea S, Descoteaux JP, Dulude S and Montpetit C
(1994) Detection of bovine coronavirus and type A rotavirus in neonatal calf diarrhea and
winter dysentery of cattle in Quebec:Evaluation of three diagnostic methods, Can Vet J, 35,

163-169.

Atterhem K, Fossum C, Traven M, Linde N, Nislund K and Larsson B (1996) Type ]
interferon and virus-spesific IgA and IgM antibodies as an aid in the diagnosis of ongoing

infections in calves, Swedish J Agric Res., 26, 101-104.

Benfield DA and Saif LJ (1990) Cell culture propagation of a coronavirus isolated from

cows with winter dysentery, J Clin Microbiol, 28, 1454-1457.

Bridger JC, Woode GN and Meyling A (1978) Isolation of coronaviruses from neonatal

calf diarrhoea in Great Britain and Denmark, Vet Microbiol, 3, 101-113.

Bulgin MS, Ward ACS, Barrett DP and Lane VM (1989) Detection of rotavirus and

coronavirus shedding in two beef cow herds in Idaho, Can Vet J, 30, 235-239.

50



Carman PS and Hazlett MJ (1992) Bovine coronavirus infection in Ontario, 1990-1991,

Can Vet J, 33, 812-814 .

Cho K -0, Hasoksuz M, Nielsen PR, Chang K —O, Lathrop S and Saif LJ (2001a) Cross-
protection studies between respiratory and calf diarrhea and winter disentery coronavirus
strains in calves and RT-PCR and nested PCR for their detection, Arch Virol, 146, 2401-

2419.

Cho K -O, Hoet AE, Loerch SC, Wittum TE and Saif LJ (2001b) Evaluation of
concurrent shedding of bovine coronavirus via the respiratory tract and enteric route in

feedlot cattle, Am J Vet Res, 62, 9, 1436-1441.

Clark MA (1993) Bovine Coronavirus, Br Vet J, 149 (1), 51-70.

Collins JK, Riegel CA, Olson JD and Fountein A (1987) Shedding of enteric coronavirus

in adult cattle, Am J Vet Res, 48(3), 361-365.

Crouch CF and Acres SD (1984) Prevalence of rotavirus and coronavirus antigens in the

Seces of normal cows, Can J Comp Med, 48, 340-342.

Crouch CF, Raybould TJ and Acres SD (1984) Monoclonal antibody capture ELISA for

detection of bovine enteric coronavirus,J Clin Microbiol, 19, 388-393

Crouch CF, Bielefeldt Ohmann H, Watts TC and Babiuk LA (1985) Chronic shedding of
bovine enteric coronavirus antijen—antibody complexes by clinically normal cows, J Gen

Virol, 66, 1489-1500.

Crouch CF, Oliver S, Hearle DC, Buckley A, Chapman AJ and Francis MJ (2001)
Lactojenic immunity following vaccination of cattle with bovine coronavirus, Vaccine, 19,

189-196.

51



Czerny CP and Eichhorn W (1989) Characterization of monoclonal and polyclonal
antibodies to bovine enteric corona virus:Establishment of an effecient ELISA for antijen

detection in feces, Vet Microbiol, 20, 111-122.

Dea S, Roy RS and Begin ME (1980) Bovine coronavirus isolation and cultivation in

continuous cell lines, Am J Vet Res, 41, 30-38.

De Rycke J, Bernard S, Laporte J, Naciri M, Popoff MR and Rodolakis A (1986)
Prevalence of various enteropathogens in the feces of diarrheic and healthy calves, Ann Rech

Vet, 17, 159-168.

Durham PJK, Hasard LE, Armstrong KR and Naylor JM (1989) Coronavirus- associated

diarrhea (Winter dysentery) in adult cattle, Can Vet J, 30, 825-827.

Erdogan H M, Unver A, Giines V And Citil M (2003) Frequency of rotavirus and

coronavirus in neonatal calves in Kars District, Kafkas Univ Vet Fak Derg, 9, 65-68.

Eskiizmirliler S N, Oncel T, Beyazit A And Misirhoglu O Z (2001) Tiirkiye ‘nin degisik
illerinde ishalli buzagilarda rotavirus, coronavirus ve cryptosporidiosisin yayilisi, Vet Hek

Mikrobiol Derg, 1, 2, 35-42.

Fagan JG, Dwyer PJ and Quinlan JF (1994) The diagnosis and occurrence of

enteropathogens associated with calf diarrhoea in Ireland, Irish Vet J, 47, 313-318.

Fukutomi T, Tsunemitsu H and Akashi H(1999) Detection of bovine coronaviruses from
adult cows with epizootic diarrhea and their antijenic and biological diversities, Arch Virol,

144, 997-1006.

Gaber F and Kapil S (1999) Development of antigen spot test for detection of coronavirus in

bovine fecal samples, Clin Diag Lab Immunol, 6, 542-544.

52



Giil Y (1999) Yeni dogan buzagilarda ishal ile seyreden infeksiyoz hastaliklar, Veteriner, 48-

54.

Hasdksiiz M, Lathrop S, Al-dubaib MA, Levis P and Saif LJ (1999a) Antigenic variation
among bovine enteric coronaviruses(BECYV) and bovine respiratory coronaviruses(BRCY)

detected using monoclonal antibodies, Arch Virol, 144, 2441-2447.

Hasoksiiz M, Lathrop SL, Gadfield KI. and Saif LJ (1999b) Isolation of bovine
respiratory coronaviruses from feedlot cattle and comparison of their biological and antijenic

properties with bovine enteric coronaviruses, Am J Vet Res, 60, 1227-1233.

Hasoksiiz M, Hoet AE, Loerch SC, Wittum TE, Nielsen PR and Saif LJ (2002a)
Detection of respiratory and enteric shedding of bovine coronaviruses in cattle in an Ohio

feedlot, J Vet Diagn Invest, 14, 308-313.

Hasbksiiz M, Sreevatsan S, Cho K-Oh, Hoet AE and Saif LJ (2002b) Molecular analysis
of the S1 subunit of spike glycoprotein of respiratory and enteric bovine coronavirus isolates,

Virus Research, 84, 101-109.

Hasdksiiz M, Kayar A, Dodurka T and Ilgaz A (2005) Detection of respiratory and enteric
shedding of bovine coronaviruses in cattle in Northwestern Turkey, Acta Veterinaria
Hungarica, 53, 1, 137-146

Heckert RA, Saif LJ, Myers GW and Agnes AG (1991) Epidemiologic factors and isotype-
specific antibody responses in serum and mucosal secretions of dairy calves with bovine

coronavirus respiratory tract and enteric tract infections, Am J Vet Res, 52, 6, 845-851.

Holmes KV and Enjuanes L (2003) Virology. The SARS coronavirus: a postgenomic era,

Science, 300, 1377-1378.

53



Holmes KV and Lai MMC (1996) Coronaviridae: The viruses and their replication. In
“Fields Virology” Ed. by BN Fields, DM Knipe and PM Howley, 1075-1093, Lippincott

Williams & Wilkins, Philadelphia.

Ikemori Y, Otha M, Umeda K, Icatlo Jr FC, Kuroki M, Yokoyama H and KodomaY
(1997) Passive protection of neonatal calves against bovine coronavirus-induced diarrhea by

administration of egg yolk or colostrum antibody powder, Vet Microbiol, 58, 105-11.

Kapil S, Richardson KL, Maag TR and Goyal SM (1999) Characterization of bovine

coronavirus isolates/from eight different states in the USA, Vet Microbiol, 67, 221-230.

Kohara J, Hirai T, Mori K, Ishizaki H and Tsunemitsu H (1997) Enhancement of passive
immunity with maternal vaccine against newborn calf diarrhea, J Vet Med Sci, 59,

1023-1025.

Lai MMC and Cavanagh D (1997) The molecular biology of coronavirus, Adv Virus Res,

48, 1-100.

McNulty MS, Bryson DG, Allan GM and Logan EF (1984) Coronavirus infection of the

bovine respiratory tract, Vet Microbiol, 9, 425-434,

Mebus CA (1990) Neonatal calf diarrhea virus. In “Virus Infections of Ruminants” Ed. by Z

Dinter and B Morein, 297-300, Elsiver Science Publishers B.V., The Netherlands.

Mebus CA, Stair EL, Rhodes MB and Twichaus, MJ (1973) Neonatal calf diarrhea:
Propagation, attenuation, and caracteristics of a coronavirus-like agent., Am J Vet Res, 34,

145-150.

54



Milli UH ve Haziroglu R (2000) Bagirsagin viral hastaliklar: “Veteriner Patoloji”, 84,

Ozkan Matbacilik, 1.Cilt, Ankara.

Mostl K (1990) Coronaviridae, Pathogenetic and Clinical Aspects: An Update, Comp

Immun Microbiol Infect Dis, 13, 4, 169-80.

Murphy FA, Gibbs EPJ, Horzinek MC and Studdert MJ (1999) Veterinary Virology,

Academic Press, California, USA.

Myers LL, Firechammer BD, Border MM and Shoop DS (1984) Prevalence of enteric

pathojens in the feces of healty beef calves, Am ] Vet Res, 45, 8, 1544-1548.

Oxford JS, Bossurt S and Lam (2003) 4 new infectious disease challenge : Urbani severe

acute respiratory syndrome (SARS) associated coronavirus, Immunology, 109, 326-328.

Reynolds DJ, Chasey D, Scott AC and Bridger JC (1984) Evaluation of ELISA and
electron microscopy for the detection of coronavirus and rotavirus in bovine faeces, Vet Rec,

114,397-401.

Reynolds DJ, Morgan JH, Chanter N, Jones PW, Bridger JC, Debney TG and Bunch

KJ (1986) Microbiology of calf diarrhoea in southern Britain, Veterinary Record, 119, 34-39.

Saif LJ, Redman DR, Moorhead PD and Theil KW (1986) Experimentally induced
coronavirus infections in calves:Viral replication in respiratory and intestinal tracts, Am J

Vet Res, 47,7, 1426-1432.

Saif LY (1987) Development of nasal, fecal and serum isotype-specific antibodies in calves

challenged with bovine coronavirus or rotavirus, Vet Immunol Immunopathol, 17, 425-439.

Saif LJ, Heckert RA, Miller KL and Tarek MM(1988) Cell culture propagation of bovine

coronavirus, J Tiss Cult Methods, 11, 139-145.

55



Saif LJ (1990) A review of evidence implicating bovine coronavirus in the etiology of winter

dysentery in cows: An enigma resolved ?, Cornell Vet, 80, 303-311.

Saif LJ and Heckert R.A.(1990) Enteric Coronaviruses, In: Viral diarrheas of man and

animals, pp 82-252

Saif LJ (1993) Coronavirus immunogens, Vet Microbiol, 37, 235-297.

Saif LJ (2004) Animal coronaviruses: what can they teach us about the severe acute

respiratory syndrome?, Rev sci tech Off int Epiz, 23, 643-660.

Sato M and Akashi H (1993) Detection of bovine coronavirus by ELISA using monoclonal

antibodies, J Vet Med Sci, 55, 5, 771-774.

Schoenthaler SL and Kapil S (1999) Development and applications of a bovine coronavirus
antijen detection Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Clin Diagn Lab Immunol, 6,

130-132.

Shultz B, Gross HJ, Brossmer R and Herrler G (1991) The S protein of bovine coronavirus
is a hemagglutinin recognizing 9-O-acetylated sialic acid as a receptor determinant, J Virol,

65, 6232-6237.

Siddell S, Helmut W and Meulen VT (1983) 7%e biology of coronaviruses, J Gen Virol, 64,

761-776.

Smith DR (1997) Winter dysentery in dairy cattle: An epidemiological investigation of the

role of bovine coronavirus and other risk factors, Thesis, The Ohio State University, Ohio.

Toth TE (1982) Trypsin-enhanced replication of neonatal calf diarrhea coronavirus in

bovine embriyonic lung cells, Am J Vet Res, 43, 967-972.

56



Traven M, Bjornerot L and Larsson B (1999) Nationwide survey of antibodies to bovine

coronavirus in bulk milk from Swedish dairy herds, Vet Record, 144, 527-529.

Tsunemitsu H, Yonemichi H, Hirai T, Kudo T, Oneo S, Mort K and Shimizu M (1991)
Isolation of bovine coronavirus from feces and swabs of calves with diarrhea, J Vet Med Sci,

53, 3, 433-437.

Van Kruiningen HJ, Khairallah LH, Sassevile VG, Wyand MS and Post JE (1987)
Calfhood coronavirus enterocolitis:A clue to the etiology of winter dysentery, Vet Pathol, 24,

564 -567.

Verbeek A and Tijssen P (1988) Biotinylated and radioactive cDNA probes in the detection

by hybridization of bovine enteric coronavirus, Mol Cell Probes, 2, 209-223.

White D and Fenner F (2000) Coronaviridae ‘’Medical Virology’’ Ceviri: Do¢.Dr. Mehmet

Ziya Doymaz, 451-455, Acedemic Pres.

Zhang Z, Andrews GA, Chard-Bergstrom C, Minocha HC and Kapil S (1997)
Application of immnohistochemistry and in situ hybridization for detection of bovine
coronavirus in paraffin-embedded, formalin-fixed intestines, J Clin Microbiol, 35, 11, 2954-

2955.

57



9. 0ZGECMIS

17.03.1973 tarihinde Kahramanmarag’in Goksun ilgesinde dogdu. Ilkokul, Ortaokul ve
Lise egitimini Tiirkiye’nin gesitli sehirlerinde tamamladiktan sonra 1990 yilinda kazandig
Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nden 1995 yilinda mezun oldu. 1997- 1998 yillan
arasinda Bingdl ilinde 6gretmenlik yapt1 ve 1998 yilinda Tarim Bakanligi’na ge¢is yapti. Aym
yil Selguk Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisi’niin agmus oldugu doktora sinavim
kazanarak S.U. Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali’nda doktora egitimine basladi.
1999 yilinda Bing6l Tarim 11 Midiirliigii’nden Malatya Tarum 11 Midiirliigii’ne tayin oldu ve
5 y1l Malatya’da gorev yapti. 2004 yilindan itibaren Konya Veteriner Kontrol ve Aragtirma

Enstitiisti’nde veteriner hekim olarak gérev yapmaktadir.

58



10.TESEKKUR

Caligmalarim esnasinda her zaman yardimlarindan ve bilgilerinden yararlandigim
hocalanim Prof. Dr. Feridun OZTURK, Prof. Dr. Sibel YAVRU, Yrd. Do¢. Dr. Orhan
Yapkig’a, sevgili arkadaglarnm Dr. Oya Bulut ve Arag. Gor. Oguzhan Avci’ya, numune
toplanmas: esnasinda 6zverili yardimlarint benden esirgemeyen Malatya Tarim 11 Miidiirliigii
Hayvan Saglik Subesi’nde gérevli Hayvan Saglik Teknisyenleri degerli Mehmet SEYHAN,
Osman KUCUK, Rifat TUNCER ve Cumali AVCI’ya, tez konumla ilgili 6nemli bilgi
aligveriginde bulundugum istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali 6gretim tiyesi Do¢.Dr. Mustafa Hasoksiiz’e, HRT-18 hiicre kiiltiiriiniin temininde
yardimlarim gordiigiim Ankara Universitesi Viroloji Anabilim Dali 6gretim tiyeleri Prof. Dr.
Feray Alkan ve Dog. Dr. Seval Bilge Dagalp’e ve tezim esnasinda yaganan tiim sikintilarimda
bana hep destek olan sevgili annem Giilser HASIRCIOGLU ve sevgili babam Kazim

HASIRCIOGLU’na sonsuz tesekkiirler.

59



