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ONSOZ

Bovine Enterovirus (BEV) ilk olarak 1950’li yillarda izole edilmis, ¢esitli
patolojilerde etken olarak bulunmus olsa da, patogenez mekanizmalari tam olarak
aciklanamadigindan  saglikli  hayvan yetistiriciligindeki ~ Oonemi  yeterince
irdelenememistir. Bununla birlikte ¢evre sartlarma dayanikliligi, ishalli hayvanlar
tarafindan fazla miktarda sacilmasi, mera ve ¢iftlik ¢evrelerindeki sulak alanlarda
kontaminasyona neden olmasi, sindirim sistemi sartlarinda enfeksiyozitesini
yitirmeden kalarak mukozal immuniteyi uyarmasi ile ast vektorii olarak kullanim
avantaji son donemlerde c¢alisma alaninin gelismesine neden olmustur.
Picornaviridae’nin Enterovirus genusu igerisinde EV-E ve EV-F tiirleri icerisinde
smiflandirilan bu viruslar molekiiler ¢alismalarin artmasi ve viral taksonominin
degismesi ile beraber birka¢ kez yeniden siiflandirilmis, bu durum mevcut bilgilerin
giincellenmesi sonucunu dogurmustur. Ulkemizde konuyla ilgili cok sinirli verinin
bulunmasi nedeniyle, 6zellikle lokal viruslarin tespiti ve genetik o6zelliklerinin

belirlenmesi tizerine yapilan ¢alismalarin artirilmasini gerektirmektedir.

Bu c¢alismada da Tiirkiye’de farkli illerdeki isletmelerde BEV varligmin
arastirilmasi, lokal izolatlarm elde edilmesi ile daha ileri caligmalara materyal
saglanmasi, farkli serotiplere ait izolatlarin capraz notralizasyonu yapilarak serotipler
aras1 immunolojik etkilesimlerin arastirilmasi ile elde edilen bilgilerle BEV

konusundaki bilgi birikiminin artirilmasi hedeflenmistir.

Doktora egitimim ve tez c¢alismam boyunca hi¢ bir konuda destegini
esirgemeyen , bilimsel bakis1 ve yol gosterici deneyimleri ile arastirmaci kisiligimizi
gelistirmek i¢in ¢abalayan, en zor durumlarda bile 6zveri ve sabrini esirgemeyen
danigsman hocam Prof. Dr. Feray Alkan’a, lisansiistii egitimim siiresinde destek ve
yardimlarin1 hi¢bir zaman esirgemeyen Viroloji Anabilim Dali 6gretim tiyeleri basta
Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr. Yilmaz Akc¢a olmak iizere Prof. Dr. Aykut Ozkul,
Prof. Dr. Seval Bilge-Dagalp, Prof. Dr. M. Taner Karaoglu ve Prof. Dr. T. Cigdem
Oguzoglu ile tez izleme komitesi liyesi Prof. Dr. Hakan Yardimci'ya, tez

numunelerimi saglamam konusunda yardimci olan veteriner hekim arkadaglarima,

Vi



calismalarim boyunca uzun siire ayr1 kalip ihmal ettigim aileme, laboratuvar ve
mesai ortammda yardimlarini esirgemeyen tiim arastirma gorevlisi ve doktora

Ogrencisi arkadaslarima tesekkiirii borg bilirim.

Bu tez calismas1 Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Miidiirliigii’niin

16H0239003 proje numarasi ile desteklenmistir.
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1. GIRIS

Solunum sistemi, sindirim sistemi ve reprodiiktif sistem gibi farkli sistemlere
ilgili Klinik bulgulara sahip hayvanlarin yani sira, deniz kabuklularinda ve sigir
yetistiriciligi isletmeleri yakinindaki sularda da saptanan sigir enteroviruslar: (BEV)

Picornaviridae ailesinin Enterovirus genusunda yer almaktadir.

Halen yenileri kesfedilen picornaviruslarin veteriner ve insan virolojisinde
girisi ilk olarak Friedrich Loeffler ve Paul Frosch tarafindan sap virusunun
tanimlanmas1 ile 1898 yilinda olmustur. Sonrasinda yeni viruslarin kesfi ile
genigleyen bu ailede 1950’lerde  kesfedilen sigir enteroviruslar1  ilk
kesfedildiklerinden itibaren hep tartisilan bir grup olmustur. Gerek insanlardaki
enteroviruslarla olan akrabaligi ve gerekse sigirlardaki goreceli olarak en patojen
virus olan sap virusu ile ayni aile i¢inde olmasi ve de tek basmna ciddi semptom
olusturdugunun bildirildigi vakalarm bulunmasi stratejik bir 6neme sahip olmasini
gerektirirken, patojenite ile olan ilgisinin tam kurulamamasi ve yapilan deneysel
calismalarda hastalikli hayvanlardan izole edilen viruslarm, deneysel ¢alismalarda
inokule edildigi hayvanlarda zaman zaman klinik tablo olusturmasmdaki
yetersizlikler sebebiyle hayvan sagligindaki riski diisiik olarak kabul edilmistir. Bu
sebeple uzun siire 6nce kesfedilmis olmasina ragmen, BEV iizerine yapilan
caligmalar da smirl sayida kalmistir. Ancak son yillarda 6zellikle biyoloji alaninda
kullanilan laboratuvar tekniklerinin gelismesi sonucunda tani ve viruslarin genetik
yapisina ilgili caligmalarin hiz kazanmasi, enteroviruslarin biyoteknolojik asilarin
hazirlanmasinda vektor olarak kullanilabilme potansiyelleri, ¢evre kontaminasyonu
tizerine yapilan degerlendirmeler ve “tek saglik” konsepti i¢inde ele alinabilirlikleri
konusundaki yaklasimlar, BEV {izerine yapilan caligmalara arastiricilarin ilgisini

yonlendirmistir.



1.1.  Etiyoloji

Picornaviruslar modern virolojinin gelismesinde 6nemli role sahiptirler. Sap
virusunun kesfinin 10 sene sonrasinda, bu familyanin 6nemli {iyelerinden olan gocuk
felci hastaligi etkeni poliovirus izole edilmistir. Daha sonralar1 1949°da poliovirusun
kiiltiire edilen hiicrelerde ¢ogaltilabildiginin gosterilmesi, viral replikasyonla ilgili
caligmalarin  gelismesine Yol a¢mustir. Viral enfektivitenin kantitasyonunda

kullanilan plak test de poliovirus kullanilarak gelistirilmistir (Knipe ve ark., 2013).

Picornaviridae ailesi 35 genus ve 80 tiirden olusmaktadir (Sekil 1.1).
Enterovirus genusu 10 enterovirus tiiri (Enterovirus A, B, C, D, E, F, G, H, |, J)
yanisira 3 rhinovirus (Rhinovirus A, B, C) ile birlikte toplam 13 tiirii igermektedir
(International Committee on Taxonomy of Viruses, Erisim tarihi: 10.12.2017). Son
zamanlarda Japonya’da Tsuchiaka ve ark. (2017) sigirlarda yaptiklar1 bir ¢aligmada
genotipik diizeyde farkli dizilime sahip bir virus elde etmisler ve bunun yeni bir

enterovirus tirii (EV-K) olabilecegini bildirmislerdir.

Sigir enteroviruslar1 ilk olarak 1950’lerin sonlarinda izole edilmis; sonrasinda
farkli klinik olgular ya da saglikli hayvanlardan birgok enterovirus izolasyonu
gerceklestirilmistir. (Zhang ve ark., 2014). Onceleri sigir enteroviruslar1 7 serotip
olarak tanimlanmis; daha sonra yapilan serolojik ¢alismalara dayanilarak BEV-1 ve
BEV-2 olarak iki serotipe ayrilmistir. Ancak zaman i¢inde molekiiler tekniklerin
gelismesiyle artan dizin analiz verileri ile niikleotit/aminoasit dizilimlerinin
karsilagtirilmas1 sonucunda, sigir enteroviruslar: iki farkli tiir olarak tanimlanmis;
BEV-1 ve BEV-2 serotip adlandirmasi sirasiyla BEV-A ve BEV-B olarak
yenilenmistir (Chu ve ark., 2013 ve Zhu ve ark., 2014). Son olarak 9. International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) raporuna gore sigir enteroviruslari
Enterovirus E (EV-E) ve Enterovirus F (EV-F) tiirleri olarak adlandirilmistir. BEV
iizerine yapilan ¢aligmalarin en azindan bir kisminin, BEV smiflandirmasmin zaman
icinde degismesi nedeniyle yeterince degerlendirilememis olmas1 ya da yapilan bazi
tanimlamalarin giincel bilimsel veriler ve siniflandirma ile Ortiismemesi, BEV

konusundaki bilgilerin eksikliginde rol oynamustir. Giiniimiizde enteroviruslarin VP1



gen bolgesi dizinleri dikkate alinarak yapilan smiflandirmaya gore, Enterovirus E
tiiriinde 4 serotip (E1-E4 6nceden A1-A4) ve Enterovirus F tiiriinde ise 6 serotip (F1-
F6 6nceden B1-B6) bulunmaktadir.

Ampivirus Aphthovirus Agquamavirus Avisivirus
Cardiovirus Cosavirus Dicipivirus : : Erbovirus
Gallivirus Harkavirus Hepatovirus Hunnivirus Kobuvirus
Kunsagivirus Limnipivirus Megrivirus Mischivirus Mosavirus
Oscivirus Parechovirus Pasivirus Passerivirus Potamipivirus
Rabovirus Rosavirus Sakobuvirus Salivirus Sapelovirus
Senecavirus Sicinivirus Teschovirus Torchivirus Tremovirus

Sekil 1.1. Picornaviridae ailesi i¢inde bulunan genuslar (The Picornavirus Pages, Erisim:
25.01.2018)

Sigir enteroviruslarin genomu pozitif anlamli RNA olup, kiigiik (27-30nm),
zarsiz ve ikosahedral kapside sahiptir. Kapsit 4 yapisal proteinden (VP1, VP2,VP3
ve VP4) olusur (Zhang ve ark., 2014 ve Zhu ve ark., 2014).

Enteroviruslarin genomu diger bir¢ok picornavirusa niikleotit dizi analizi ve
organizasyon yoniinden benzerlik gostermektedir. Genom 7-8,8 kb arasi
degismektedir. Viral RNA enfeksiydzdiir ve hiicreye girince viral replikasyon ig¢in
gerekli tiim proteinleri sentezlemek {izere translasyona ugrar. Picornavirus genomik
RNA’s1t 5” ucunda VPg (virion proteini) adi verilen bir proteine kovalent olarak
baglidir (Knipe ve ark.,2013 ve Kosoltanapiwat ve ark., 2016). VPg farkl tiirlerde
farkli uzunluga sahip olmakla birlikte, 22-24 aminoasit biiyiikliige sahiptir ve tek bir
viral gen tarafindan kodlanmaktadir. VPg’nin RNA sentezini baslattigi
diistiniilmektedir (Ehrenfeld ve ark., 2010). Picornaviruslarin 5> UTR bdlgeleri uzun
olup, 0,5-1,5 kb arasindadir. Bu bdlge genom replikasyonu ve translasyonu igin
gereken dizileri igermektedir. Tiim enteroviruslarda 5’UTR bolgesinde bulunan
yonca yapragi yapisina ek olarak, sigir enteroviruslarinda ikinci yonca yapragi yapist
bulunur. Bu 6zellik BEV’lerin diger enteroviruslardan ayrilmasini saglar (Tsuchiaka
ve ark., 2017). Enteroviruslarda 5’UTR bolgesi ribozoma baglanarak mRNA



translasyonunu yoneten bir internal ribozom giris bolgesi (IRES) igermektedir.
Picornaviruslarda genel olarak 3’UTR kisadir ve 40-330 niikleotit uzunlugundadir,
BEV’lerde bu uzunluk yaklasik 100 niikleotittir (Sobhy ve ark., 2015). Ayrica hem
virion RNA’s1, hem de mRNA poly(A) kuyruk icermektedir. Bu kuyrugun uzunlugu
35-100 niikleotit arast degiskenlik gosterir. Poly(A) kuyrugu ¢ikarilan viral RNA
enfeksiyoz 6zelligini kaybeder (Knipe ve ark., 2013). Cizelge.1.1’de BEV genomu
bolgelerinin yaklasik baslangic ve bitis siralar1 ile niikleotit uzunluklar

gosterilmistir.

Cizelge 1.1. BEV’lerin genom bolgelerinin yaklasik yerleri ve biyiiklikleri.

Bolge Lokasyon Biiyiikliik (bp)
5'UTR 1-822 822
VP4 823-1029 207
VP2 1030-1767 738
VP3 1768-2496 729
VP1 2497-3318 822
2A 3319-3768 450
2B 3769-4065 297
2C 4066-5054 287
3A 5055-5319 267
3B 5320-5388 69
3C 5389-5937 549
3D 5938-7320 1383
3UTR 7321-7417 97

Polioviruslarla enfekte hiicrelerde yapilan ¢alismalarda, picornaviruslarda viral
RNA’da tiim viral proteinleri olusturmak iizere béliinmeye ugrayacak tek poliprotein
olusturan yalniz bir tane uzun open reading frame (ORF) tespit edilmistir. Sonradan
yapilan molekiiler dizileme teknikleriyle de bu hipotez dogrulanmistir. Bu strateji
tiim picornaviruslar i¢in benzerdir. Bu poliprotein translasyon asamasinda
boliinmeye ugrar ve biitiin olarak goézlemlenmez. Boliinme viral kaynakli
proteazlarla gerceklesir ve 11-15 protein arasi boliinmiis son iirlin olusur. Bazi
boliinmemis prekiirsorlerin de replikasyonda fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Tim
picornaviruslardaki nomenklatiirii birlestirmek adina poliprotein ii¢ bdlgeye
boliinmiistiir: P1, P2 ve P3. Bazi picornaviruslarda P1 bdlgesinden 6nce bir lider (L)

protein sentezlenebilir. P1 bolgesi viral kapsit proteinlerini (VP1-4) kodlarken P2 ve



P3 bolgeleri protein islemesi (2AP°, 3CP°, 3CD™) ve genom replikasyonu (2B, 2C,
3AB, 3B"™ 3CD"°, 3D") i¢in gerekli olan proteinleri kodlar. (Sekil 1.2)

ngéég L [Lveqvr2[vea| vr1 [2A] 28 | 26 Joabe[sc [ 3D }-a-poly(A)

3'UTR
‘Translaﬁon

- Polyprotein

D —
TR L o ) W
Bivez) 28] 2c__ JJ(@Eel_s0 ]

3A3B
VP4 (VPg)

Sekil 1.2 Enteroviruslarin genom organizasyonu (Knipe ve ark., 2013).

Virus kapsidini olusturan 4 yapisal protein (VP1-4) bulunmaktadir. X-ray
ayristirma ve elektron mikroskopi ¢alismalar1 picornavirus kapsidinin 60 yapisal
proteinden ikosohedral bir yapida oriildiigiinii ortaya koymaktadir. (Smyth ve ark.,
1992). VP1, VP2, VP3 dis yiizeyde bulunurken VP4 i¢ yiizeyde bulunmaktadir. VP1,
VP2 ve VP3’in dizin benzerlikleri bulunmamakla birlikte, yapilar1 benzer olup
antiparalel B-tabakalarinin olusturdugu silindirlerden meydana gelirler. Bu bolge iki
antiparalel 3 tabakadan olusan tiggen bir yapidadir. Bir 8 tabaka iiggenin kenarlarini
olustururken ortadan biikiilmiis olan digeri duvarlar ve tabani olusturmaktadir (Sekil
1.3). Uggen sekil yapisal birimlerin yogun, sert bir protein kabuk olarak
paketlemesine yardimei olur. B silindir bolgesinin paketlenmesi kapsidin i¢inde
protein-protein temaslariyla ozellikle besli eksen etrafinda gii¢lendirilmektedir. Bu
orlintli yani VP1, VP2, VP3 hatta VP4’iin N-terminal uzantilar1 virionun stabilitesini
saglar (Knipe ve ark., 2013).

VP1, VP2 ve VP3 arasindaki asil yapisal farklilik B baglart ve B silindir
bolgesinden uzanan N- ile C- terminal dizilerini baglayan ilmeklerdedir. Bu

aminoasit dizilimleri picornaviruslara tiir bazinda morfoloji ve antijenligini



kazandirmaktadir. C-terminal uglar virionun yiizeyinde yer alirken N-terminal uglar
i¢ tarafta yer almaktadir ve bu da P1 prekiirsoriin proteolitik ayrilmada 6nemli bir

degisime ugradigini gdstermektedir (Ehrenfeld ve ark., 2010 ve Knipe ve ark., 2013).

Enteroviruslardan poliovirus ve insan rhinovirusu ile yapilan ¢aligmalarda
virion yiizeyinin girintili ¢ikintili oldugunu gdstermistir. Bes katli simetri ekseni
iizerinde belirgin yildiz sekilli bir diizliikk bulunur ve bunu ¢evreleyen derin bosluklar
(kanyon) ve ii¢ katli simetri ekseninde bir ¢ikinti daha vardir. Kanyonun antijen
baglanan bolge oldugu One siiriilmiistir ki bu bir ¢ok enterovirus igin de
dogrulanmustir. Tiim picornaviruslarda kanyon yoktur. Ornegin cardioviruslarda
reseptorlerin baglanmasina yarayan bir seri bosluk ya da ¢ukur varken, sap virusunda

yiizey daha diizdiir (Knipe ve ark., 2013).
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Sekil 1.3. Enterovirus kapsit yapisi (Knipe ve ark., 2013).



Kapsidin i¢ tarafinda bulunan N-terminal uglar1 tarafindan olusturulan bir
Orlintli, virionun stabilitesine 0nemli katkida bulunur. Bes katli simetri ekseninde
VP3 molekiillerinin N-terminal uglari, silindirik bir paralel 3 tabakasi olusturur. Bu
yapt VP4 ve VP1’in N-terminalleri tarafindan olusturulan 5 tane ii¢ kath  tabakas1
ile gevrilidir. Pentamerler arasindaki etkilesimler yedi katli bir § tabaka tarafindan
stabilize edilir. Picornaviruslarin kapsitlerinin RNA genom ile olan etkilesimler
sonucu stabilize oldugu diisiiniilmektedir. Niikleik asidin biiyiik bir kism1 kapsidin i¢
yiizeyine 6zellikle VP2 altinda bulunan iki kath eksen yakimlarma temas etmektedir.
RNA hem VP2 hem de VP4 ile temas halindedir. Bu yerlesim kapsit kurulumunda
bir iskele gorevi yaparken virion dayanikliligina katkida bulunur (Filman ve ark.,

1989). Kapsit yapisinin bilesenleri Sekil 1.4°de gosterilmistir.

(C)

Sekil 1.4. Ikosahedral kapsit yapis1 ve eksenleri (Maclachlan ve Dubovi, 2010).

Picornaviruslarin replikasyonu hiicre sitoplazmasinda gergeklesmektedir. 1lk
basamak hiicre reseptoriine baglanma, sonra RNA genomun kapsitten armmasidir.
Pozitif anlamli olan RNA sitoplazmaya girdikten sonra, genom replikasyonu igin
gerekli proteinleri sentezleyecek sekilde translasyona ugrar. Viral proteinler bir

poliproteinin boliinmesiyle olugmaktadir. Bu bélinme iki adet viral proteazin



yardimiyla meydana gelir. Bunlar 2AP° ve 3C"°/3CD dur. Sentezlenen proteinler
arasinda RNA-bagimlit RNA polimeraz; genom replikasyonu ve mRNA sentezi igin
gereken aksesuar proteinler bulunmaktadir. Genom replikasyonu icin gereken ilk
asama, pozitif anlamli RNA’nin negatif iplik¢iginin olusturulmasidir. Sonrasinda ¢ok
sayida pozitif iplik¢ik sentezlenerek viral genom kopyalanir. Bu olaylar bir¢ok viral
proteinin olusturdugu ufak membrandz vezikiiller igerisinde gerceklesir. Kapsit
proteinlerini igeren havuz yeterince biiylidiigli zaman kapsitlenme baglar. Prekiirsor
P1, sonradan pentamere doniisecek olan olgun olmayan bir protomeri olusturmak
iizere boliiniir. Yeni sentezlenen pozitif iplikgikli RNA, pentamer ile birleserek
enfeksiyoz virusu olusturur. Enfekte hiicrelerde rastlanan bos kapsitlerin

pentamerlerin depo formu oldugu distiniilmektedir (Ehrenfeld ve ark., 2010).

Diger viruslar gibi picornaviruslar da, konak hiicre zarmndaki reseptorlerden
birine baglanarak hiicrede enfeksiyonu baslatir. Sigir enteroviruslarin baglandigi
reseptor karbonhidrat yapida olan sialik asittir. Diger picornaviruslar farkli
reseptorlere baglanmaktadirlar. Bazi picornaviruslarin enfeksiyonu i¢in tek reseptor
yeterli iken, bazilar1 i¢in ikinci bir molekiil yani yardimci reseptor gerekmektedir.
Ornegin coxsackievirus A21 CDS55 reseptdrlerine baglanirken, hiicre girisi icin
hiicreler aras1 adezyon molekiilii 1’e (ICAM-1) de ihtiya¢ duymaktadir (Knipe ve
ark., 2013). BEV’lerde boyle bir yardimci reseptér bildirilmemistir. Tek bir
replikasyon siklusu igin gegen siire 5-10 saat arasinda degisebilir. Bu siire virus tiiri,
sicaklik, pH, konak hiicre gibi degiskenlere baghdir. Picornaviruslarin ¢ogunlugu
hiicrenin biitiinliglinii yitirmesi ve lize olmasiyla hiicreden ¢ikar ancak bazilari

sitopatik etki olusturmadan hiicreden salinir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5 Enteroviruslarin replikasyon siklusu (Knipe ve ark., 2013).

Picornaviruslarin  neden oldugu enfeksiyonlarm  epidemiyolojilerinde
biyofiziksel 6zellikleri 6nemli rol oynar. Enfeksiydz virus %70 etanol, izopropanol,
sulandirilmig lizol ve kuarterner amonyum bilesikleri gibi genel laboratuvar
dezenfektanlarma goreceli olarak direnglidir. BEV’ler eter, kloroform gibi lipid
¢oziiclilere duyarsiz olup, oda sicakliginda bir¢ok deterjan ¢ozeltisinde stabilitesini
koruyabilir. Formaldehit, gluteraldehit, gii¢lii asitler, sodyum hipoklorid ve serbest
rezidiiel klorin enteroviruslar1 inaktive eder. Bu bilesenlerle inaktivasyonun derecesi
konsantrasyon, pH, temas zamani gibi faktorlere baglidir. Virusu inaktive eden
ajanlar genel olarak virionun aktif kimyasal modifikasyonuna neden olurlar. Virus
pH 3,0 ve daha asagida stabildir. Picornaviruslarin sezyum kloriirdeki yiizme
dansiteleri farklilik gostermektedir. Cardiovirus ve enteroviruslar sezyum kloriir
icerisinde benzer yiizme dansitesine sahip olup, bu rakam 1,34 g/ml’dir; sediment

katsayis1 ise 160S’dir. Sezyum kloriirdeki ylizme dansitesi ve zayif asitlerdeki



stabilitesi gibi fiziksel 6zellikleri, enteroviruslar1 picornaviruslardan aywran temel
ozelliklerdir. Enteroviruslar genel anlamda termostabildirler. Cogu 42°C’de inaktive
olur fakat ortamda bulunan magnezyum katyonlar1 virionu stabilize eder ve 50°C’ye
kadar dayaniklilik gosterebilirler. Diger ajanlarda oldugu gibi UV 1smlar1 da,
yuizeylerdeki enteroviruslar1 inaktive etmek igin kullanilabilir. Ayrica yiizeylerin
kurutulmasi virus titresinde azalmaya neden olur. Bu durumun sebebi olarak
yiizeylerin gézenekli olmasi ve ortamda organik materyal bulunmasi gosterilmistir.
Hayvan iirlinlerindeki kontaminasyon 1sil islem ile giderilebilir. Rigor mortis
sirasinda meydana gelen pH degisimi inaktivasyon i¢in yetersizdir ve bu asamadan
sonra soguk depolara alinan etlerdeki virus c¢ok uzun siireler enfeksiyozitesini
muhafaza eder. Bu durumdan sonra inaktivasyon ayni sekilde 60°C’de 1 saat 1s1l

islem ile saglanabilir (Knowles ve Mann, 1990).

1.2.  Epidemiyoloji

Her ne kadar BEV’lerin tiim diinyada yaygmn oldugu bilinse de, Klinik
enfeksiyon olusturma nitelikleri konusundaki farkli gozlemler ve ozellikle virus
smiflandirmasi konusundaki gelismeler nedeniyle bazi verilerin
degerlendirilebilirliginin azalmasi, vb. nedenlerle sigir enteroviruslari arastiricilarin
uzun yillar ihmal ettigi bir konu olmustur. Bununla birlikte son yillarda teknolojik
gelismelere paralel olarak enteroviruslarin molekiiler epidemiyoloji, molekiiler
patolojisi, vb. konulardaki ¢alismalar hiz kazanmustir. Ozellikle yeni nesil dizin
analizi konusundaki olanaklar ve bilginin artis1 sonucunda retrospektif 6rneklerin

degerlendirilmesi ve metagenomik analize dayanan bildirimler artmaktadir.

Sigirlarda enterovirus varligi Avustralya (McCarthy ve ark., 1999), Avrupa
(Boros ve ark., 2012; Blas-Machado ve ark., 2011 ve Jimenez-Clavero ve ark.,
2005), Amerika (McFerran, 1962) ve Asya’da bulunan bir ¢ok iilkede (He ve ark.,
2017; Li ve ark., 2012; Peng ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2014 ve Zhu ve ark.,
2014) genellikle virus tespiti ve identifikasyonuna dayanilarak bildirilmistir. Son

yillarda Cin, Japonya ve Taiwan gibi daha 6nce BEV bildirimi yapilmamis birgok
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iilkede, yapilan ¢aligmalarda virus varligi tanimlanmistir (He ve ark., 2017;

Kosoltanapiwat ve ark., 2016 ve Tsuchiaka ve ark., 2017).

Bu caligmalarda temel hedef siklikla farkli klinik olgular ya da saglikli
hayvanlarda tanimlanan sigir enteroviruslarin genetik yapilarinin sorgulanmasidir.
Cin’de 2010 yilindan bu yana yapilan ¢alismalarda (He ve ark., 2017; Li ve ark.,
2012; Peng ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2014 ve Zhu ve ark., 2014) ishalli
sigirlardan saglanan materyallerde EV-E ve EV-F tiirline ait virusun varligi
saptanmig ve VP1 dizin analizine gore E2 (Zhang ve ark.,2014), E3 (Zhu ve
ark.,2014) serotipleri identifiye edilmistir. Bu ¢aligmalarin bazilarinda (He ve ark.,
2017; Li ve ark., 2012; Peng ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2014 ve Zhu ve ark.,
2014) yalnizca ishalli hayvanlardan 6rnekleme yapilmis olmasma karsin, Li ve ark.
(2012) tarafindan bildirilen ¢alismada ishalli hayvanlar ile ayni ortami paylasan
saglikli hayvanlardan da materyal saglandig: bildirilmistir.

Ayrica Macaristan (Boros ve ark., 2012) ve Ispanya’dan da bildirimler
bulunmaktadir. (Blas-Machado ve ark., 2007 ve Jimenez-Clavero ve ark., 2005)
Misir’da yapilan bir arastirmada EV-F2 serotipi bildirilmistir (Sobhy ve ark., 2015).
Pakistan’da yapilan bir ¢alismada EV-E bildirilerek, bunun serotipinin de E4 oldugu
belirlenmistir (Shaukat ve ark., 2012).

Tirkiye’de ise, BEV’lerin farkli klinik olgulardaki yerinin sorgulanmasi ve
saha viruslarmin identifikasyonu yoniinde sadece bir bildirim bulunmaktadir (Alkan
ve ark. 2014). Bu calismada siddetli ishalli bir buzagidan izole edilen virus BEV-E
olarak tanimlanmistir. Bununla birlikte eski siiflandirmaya gére BEV-1 ve BEV-2
olarak adlandirilmig viruslar kullanilarak 1997 yilindan bu yana Yyapilan serolojik
calismalarda (Alkan ve ark 1997 ve Giir ve ark.,, 2004) oOrneklenen sigir
populasyonlarinda % 65’e varan pozitiflik oranlar1 saptanmistir. Ayrica sigirlarin
yanisira BEV-1 virusu kullanilarak mandalarda %3,9 (14/355) (Giir ve ark., 2006).
insan, koyun, kegi, at ve kopeklerde sirasiyla %30,3, %29,8, %27,6, %12,8 ve %3,2
oranlarinda pozitiflik saptandig bildirilmistir (Giir ve ark., 2008). Kegilerde yapilan
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bir diger ¢alismada ise, BEV-1 i¢in seropozitiflik oran1 %53,3 (736/1380) olarak
bildirilmistir (Acar ve Giir, 2009).

BEV molekiiler epidemiyolojik verilerinin olusturulmasi sadece saglikli
hayvan yetistiriciligi yoniinden degil, ayn1 zamanda insan sagligi, ¢evre ve biyolojik
iriin  gelistirilmesi konusunda da o©nem tasimaktadwr. Bu nedenle farkli
isletme/iilkelerin izolatlarinin  genetip/serotip 6zelliklerinin belirlenmesi 6nem

tasimaktadir.

1.3. Bulasma

Enteroviruslar genelde oral yolla almirlar. Bunun yanisira damlacik
enfeksiyonu yolu ile de bulagsma miimkiindiir. Virusun pH’ya olan direnci sindirim
sistemi ortamindan etkilenmesine engel olur. Enfeksiyon genelde subklinik seyreder
Ki, bu durumda virus lokal lenf yumrularma yerleserek, diisiik seviyede antikor yaniti
uyarir. Virusun viicuda yayilimi sonrasinda farkli sistemlere ilgili klinik semptomlar

olusur.

BEV ile enfekte sigirlar virusu siirekli olarak gaita ve nazal akint1 ile yayarlar;
bu durum Klinik semptomlarin ortadan kalkmasmdan sonra 5 ay kadar devam
edebilir. Bu siirenin 15 aya kadar uzayabildigi yoniinde bildirimler de vardir (Bovine
Enterovirus Infection, Erisim: 25.10.2017). Virusun dis ortam kosullarina, 6zellikle
de asit ortama olan direnci hastaligin bulasini kolaylastiran bir faktordiir. Bir siiride
hastalik ortaya ciktiktan sonra komsu siiriilere de kolaylikla bulagsma sekillenebilir.
Vektor aracili bulasma bildirilmemistir. Virusun ahirlar ¢evresinde bulunan su
birikintileri, ortak kullanimin oldugu yalaklar, vb. alanlarda varhigi bir yerlesim
bdlgesindeki sigirlara enfeksiyonun yayilmasinda 6nemli kaynaklardir. Farkli hayvan
tiirlerinde de BEV spesifik antikor varligi tespit edilmis olmakla birlikte, sigirlara
bulas konusunda bu tiirlerin 6nemine iligskin detayli bilgi bulunmamaktadir. Bununla

birlikte bazi tiirlerde rekombinant viruslarin saptandig1 yoniindeki bildirimler, gerek
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tiir iginde ve gerekse tiirler arasindaki virus etkilesimlerinin oldugunu gostermektedir

(Boros ve ark., 2012, Tsuchiaka ve ark., 2017 ve Zell ve ark., 2006).

Enteroviruslar gaita ile bol miktarda sagilmaktadir ve bu sekilde enfekte toprak
ve su ile yayilabilmektedirler. Dis ortamlara dayanikliliklar1 sebebiyle toprak,
biyolojik oOrnekler, deniz ortami: da dahil olmak {izere su kaynaklarinda
enfektivitelerini uzun siire yitirmezler (Ley ve ark., 2002). BEV’lerin su ve
topraktaki enfektiviteleri incelendiginde, topraktaki enfektivitelerini su ve balgiga
gore daha kolay kaybettikleri bildirilmistir (Olszewska ve ark., 2008). Sicakligin
inaktivasyonda onemli rol oynadigi bilinmekle beraber, enterik viruslarm i¢cme
sularinda 200 giine kadar enfektif kaldigi bildirilmistir (Keswik ve ark., 1984).
Ozellikle soguk sularda enfektivitesini yitirmeyen viruslarm su canllarinda da
enfeksiyon yapmasi muhtemeldir. Nitekim okyanus suyunun akismin serbest oldugu
kiy1 sularinda sinirlanmis bir alanda bakilan yunuslarin dilindeki bir yaradan,
kaynagi bilinmemekle beraber sigir orijinli oldugu diisiiniilen EV izole edilmis ve
VP1 aminoasit dizin benzerligine (%95) gore EV-E1 olarak smiflandirilmigtir
(Nollens ve ark., 2009). Su kaynaklarin1 siizerek yasam dongiisiinii suyun
filtrasyonu ile devam ettiren canlilar olan midyelerin de sularda bulunan viruslari
tespit icin degerlendirilebilecegi diisiiniilerek, Orneklenen midyelerde BEV varligi
yoniinden sorgulanmasi sonucunda pozitiflik bulunmustur (Ley ve ark., 2002).
Ayrica BEV tespit edilen ¢iftlik ¢evre materyalinden yapilan orneklemelerle de
kontaminasyonun varhigi gosterilmistir. Bu durum meralar i¢in de gecerli olup, ayni
merada otlayan sigir, geyik, koyun, ke¢i ve atlarin gaitalar ile sigir enteroviruslari
sactig1 ve bunun hayvan-mera-su kaynaklar1 iiggeni icerisinde kontaminasyona neden

oldugu distiniilmiistiir (Jimenez-Clavero ve ark., 2005 ve Ley ve ark., 2002)
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1.4.  Klinik Bulgular ve Patogenez

Enteroviruslar ilk izole edildiklerinden itibaren 600’e yakin izolat elde edilmis
ve birgok iilkede hastaligin yayginligi gosterilmistir. (Boros ve ark., 2012; Ley ve
ark., 2005; Knowles ve Mann, 1990 ve Kosoltanapiwat ve ark., 2017). Birgok
caligmada klinik bulgulu sigirlarin yanisira saglikli goriiniime sahip sigirlardan da
virus tespiti yapilmasi ya da yiiksek oranda nétralizan antikor varliginin saptanmig
olmasi (Granoff ve Webster, 1999 ve Jimenez-Clavero ve ark., 2005), sigir

enteroviruslarin yayginligmi gostermektedir.

BEV’ler sigirlarda cesitli klinik semptomlara sebep olabilmektedir. Virusun
sindirim sisteminde c¢ok stabil olmasi ve digki ile yliksek miktarda sagilimi ¢ok
sayida hayvanm enfeksiyonuna neden olmaktadir (Jimenez-Clavero ve ark., 2005).
BEYV baslica sindirim sistemi enfeksiyonu bulgulari olmak iizere, pneumoniye varan
solunum sistemi enfeksiyonu bulgular1 ve hatta abort ile seyreden enfeksiyonlara yol
acabilmektedir (Blas-Machado ve ve ark., 2007; Zhang ve ark., 2014 ve Zhu ve ark.,
2014). Etken solunum ve sindirim sistemi enfeksiyonu gosteren sigirlar ile fertilite
bozukluklar1 olan sigirlarin gaitalarindan; aborte fetuslarin fotal sivilarindan, saglikli
goriiniime sahip olan sigirlarin gaitalarindan; lagim ve atik sulardan ayrica ¢iftlik
materyallerinden de izole edilmislerdir (Granoff ve Webster, 1999; Jimenez-Clavero
ve ark., 2005; Knowles ve Mann, 1990; Ley ve ark.,2002 ve McFerran, 1962).

Klinik olarak etkilenen sigirlarda lokal lenf yumrularinin yanisira birgok
organda da yaygin olarak virus replikasyonu olusmasi sonucunda reprodiiktif,
solunum ve sindirim sistemi bulgular1 olusur. Enfeksiyon sonucunda abort, 6li
dogum, infertilite ve neonatal 6liim olgular1 bildirilmistir. Bazi1 hayvanlarda siiregen
ishale eslik eden solunum sistemi bulgular1 dikkati ¢gekmektedir ve bu hayvanlarda
yapilan nekropside siddetli enteritis ve pneumoniye ilgili patolojik bulgular
saptanmaktadir.  Sigir fetusunda tespit edilen BEV spesifik IgM antikorlari
intrauterin bulagmaya isaret etmektedir (Knowles ve Mann, 1990). Fakat benzer

semptom yaratan enfeksiyonlardan BEV’1i ayiran bir patognomik bulgu yoktur.
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BEV’lerin siklikla digski olmakla birlikte asites sivisi, mide igerigi, aborte bir
fetusun allantoik sivisi, kan, semen, vajinal yikantilar, karaciger, plasenta, bobrek,
pankreas, dalak, sert damak, enfekte hayvanlarin epitel doku ve lenf yumrularindan,
fotal sivilardan ve fotuslardan izole edilmis olmasina karsin, izolatlarin her zaman
klinik tablonun olusumunda primer neden olup olmadig1 konusu tartigsmalidir. Bu
olgulardan izole edilen viruslar kullanilarak yapilan deneysel ¢aligsmalarda, hastaligin
yeniden olusturulamadig: bildirilmektedir. Ayrica bildirilen olgularda siklikla baska
etkenlerin de tespit edildigi ya da farkli etkenlerin sorgulanmamis oldugu
goriilmektedir. Bununla birlikte baska etken olmadan ciddi klinik vakalardan
sorumlu olan enterovirus izolatlar1 da bulunmaktadir. Fakat ¢ogu izolatin diisiik
patojeniteye sahip oldugu diistiniilmektedir. Buna ragmen idiyopatik abort, orsitis,
neonatal ishal ve kis dizanterisi olan vakalardan izolasyon ger¢eklestirilebilmistir
(Blas-Machado ve ark., 2007; Bovine Enterovirus Infection, Erisim tarihi:
15.02.2017; Granoff ve Webster, 1999 ve Knowles ve Mann, 1990).

1.5. immunoloji

Diger RNA viruslarinda oldugu gibi enteroviruslarda zincir uzamasi sirasindaki
yanlis baglanmalar ve RNA polimerazin proofreading aktivitesi olmamas1 nedeniyle
biyiik hata oranlar1 vardir. Her 10%-10" niikleotitte bir kadar yiiksek olan hata
oranlar1 ile RNA virus populasyonlar1 quasispecies ya da bir¢ok farkli genom dizisini

iceren karisim olarak varoluslarini siirdiiriirler.

Picornavirus ailesi genelinde 4 adet benzer diziye sahip kapsit proteini (VP1-
VVP4) bulunmasma ragmen yiizey yapilar1 farklilik gostermektedir. Bu farkliliklar
hem farkli serotiplerin olusumuna hem de reseptor diizeyinde farkli etkilesimlere
neden olmaktadir. Enteroviruslarin kapsitlerinde bes katli eksenin etrafini ¢cevreleyen
kanyon adi verilen bosluklar bulunmaktadir. Kanyonlar enteroviruslarm Ig benzeri
hiicre reseptorleriyle etkilesime girdikleri bolgelerdir. ilk baglarda kanyonlarin
antikorlarin baglanmasi ig¢in ¢ok derin ve dar olduklar1 ve bunun immun sistemin

baglanmas1 i¢in gerekli aminoasitleri saklayan fiziksel bir bariyer oldugu
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diistiniilmiis ise de, daha sonra rhinovirus-antikor kompleksi ile yapilan ¢aligmalar,
antikorlarin ve ICAM-1’in kanyonun derinliklerine baglanabildigini gdstermistir
(Ehrenfeld ve ark.,, 2010). Dolayisiyla kanyon yapisinin muhtemelen

picornaviruslarin immun sistemden kagmas1 yoniinde bir rolii bulunmamaktadir.

Enteroviruslarin smirli genetik materyali ve yapisal kisitlamalar1 olmasma
ragmen evrimleri sasirtici sekilde gerceklesmistir ve bir¢ok serotip olusmustur. Her
serotip konaktaki farkli immun yanit, reseptor kullanimi ve bir dereceye kadar klinik
tablo ile iligkilidir. Serotip fiziksel ve immunolojik olarak ayrimda bir kriterdir fakat
kesfedilen viruslarin sayilari arttik¢a serotiplendirme gittikge daha zor bir hal almis
ve molekiiler tiplendirme calismalar1 arttik¢a enterovirus cins ve tiirleri genom
organizasyonlar1 ve dizin benzerliklerine bakilarak siniflandirilmaya baslanmistir.
Molekiiler serotiplendirme ¢aligmalar1 VP1 bolgesinin niikleotit dizilerinin serolojik
testlerle yapilan tiplendirmelere bir alternatif referans olabilecegini dnermektedir.
VP1 dizin benzerligi en az %75 olan (%88 aminoasit benzerligi) izolat ve referansin
serolojik olarak aymi oldugu kabul edilmekte, yeni serotiplerin belirlenmesi i¢in
kabul goren yaklagim ise, niikleotid ve aminoasit benzerliginin sirasiyla %75 ve
%88’den kii¢iik olmasidir (Oberste ve ark.,1999a; Oberste ve ark.,1999b; Shaukat ve
ark., 2012; Tsuchiaka ve ark., 2017 ve Zell ve ark., 2006). Kapsit bolgesi proteinleri
ile yapilan bu serotiplendirme diger genom bolgelerinde siklikla meydana gelen
rekombinasyonlardan dolay1 giivenli bir sekilde yapilamamaktadir (Kosoltanapiwat
ve ark.,2016 ve Oberste ve ark., 1999).

Viral serotip virionun dis ylizeyini kaplayan kapsit proteinlerinin C-terminalleri
ve ilmeklerle birlesmesiyle ortaya g¢ikmaktadir. Bunlar virusun major antijenik
bolgeleridir ve viral enfektiviteyi engelleyen antikorlarin tanmidiklar1 dizileri
icermektedir. Bu bolgeler viral kapside karsi sentezlenen monoklonal antikorlarin
notralizasyon 0Ozelligini engelleyen mutasyonlarla belirlenmektedir. Rhinovirus,
poliovirus ve diger picornaviruslarin kapsidleri dinamiktir, bu da goémiili olan
VP1’in N-terminalinin gegici olarak yiizeye ¢ikmasma neden olur. Bu durumda
VP1’in bu bolgedeki dizisine yonelik antikorlar viral enfektiviteyi notralize eder
(Knipe ve ark., 2013).
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Enterovirus izolatlarmin serotip tespitinde, serotipler arasindaki capraz
bagisiklik nedeni ile serolojik metotlar kullanarak serotiplendirme goreceli olarak
daha zor olmaktadir. Bununla birlikte molekiiler calismalara dayali izolatlarin
serotiplendirme verileri ile serolojik testlere dayali serotiplendirme ¢aligmalarinin ne
oranda Ortiisebiliyor oldugu; hatta sigir enterovirus tiirlerinin (BEV-E ve BEV-F)
antijenik yakinliklar1 konusundaki bilgiler de ¢ok sinirlidir. Ancak son yillarda asi
vektorii olarak kullanimlarinin giindeme gelmesi, enteroviruslara ilgili bu bilgilerin
olusturulmast ve sigir populasyonlarina ilgili prevalansin belirlenmesi geregini

ortaya koymaktadir.

Genel anlamda enteroviruslara karsi giiclii bir immun yanit olusur. Insan
kaninda BEV ve domuz enteroviruslar1 (PEV) nétralize eden antikorlarin varligi
saptanmigs olmakla beraber, bunun nonspesifik bir reaksiyon olabilecegi
bildirilmektedir (Giir ve ark.,2008 ve Urasawa ve ark.,1973). Sap virusu SAT suslari
ve BEV’in kobaylara inokulasyonu ile yapilan bir ¢alismada plak rediiksiyon testi ile
1:320 capraz reaktif serum titresi elde edilmis olup bu titrenin 35. giine kadar artis
gosterdigi bildirilmistir (Andersen, 1978). BEV’lerin en immunojen olan VP1 kapsit
proteininin kapsidin disginda bulunmasi nedeniyle, bu bolge (1D/2A yani P1/P2
kesigim bdlgesi) yabanci protein ekleme ve ayni zamanda antijenite 6zelligi ile de in

vivo olarak antikor yanit1 olusturma anlaminda uygun bulunmustur (Chu ve ark

2013).

Her bir enterovirusa karsi hayvanlarda olusan antikorlar genel anlamda tip
spesifiktir.  Bununla birlikte, 1s1 ile inaktive edilen enteroviruslar 6zellikle de
ortamda deterjan varsa farkli tiplerle etkilesen antikorlar olusturabilir (Knipe ve ark.,
2013). Bu antikorlar genelde noétralizan olmamakla beraber en azindan bir
epitopunun VP1’in amino terminal ucuna yonelik oldugu saptanmustir. (Ehrenfeld ve
ark., 2012).
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1.6. Tam

BEV enfeksiyonunu klinik olarak diger enfeksiyonlardan aywracak bir
patognomik bulgu olmamasi ve siklikla bir¢ok olguda diger bazi etkenlerle birlikte
saptaniyor olmalari, laboratuvar tan1 yontemlerinin kullanimma mutlak ihtiyaci
ortaya koymaktadir. Sigir yetistiriciliginde siire¢ igerisinde sik¢a rastlanilan bazi
bakteri ya da viruslarin genellikle olas1 etkenler olarak diisliniilmesi, diger bazi
etkenler gibi enteroviruslarin da siklikla gozardi edilmesine neden olmustur. Bu
durum hem gergek epidemiyolojik verilerin olusturulmasinda hem de tani ve
biyolojik iirlin tretme konusundaki c¢aligmalardaki eksikligin 6nemli nedeni

olmustur.

BEV siipheli olgularda tani amaciyla elektron mikroskopi, virus izolasyonu,
komplement fikzasyon, immunfloresan, hemaglutinasyon, hemaglutinasyon
inhibisyon, PCR temelli yontemlerin kullanimi bildirilmistir (Boros ve ark., 2012;
Knowles ve Mann, 1990). EM arastrmacilarm virus tespitinde kullandigi temel
araglardan birisidir. Nitekim enteroviruslarm EM ile tespiti bir¢ok ¢alismada
bildirilmistir. Ancak, bu yontemin yiiksek miktarda virus yogunluguna ihtiyag
duymasi duyarliligi azaltan onemli bir faktordiir. Ayrica, bu konuda oldukca

tecriibeli aragtirmacilara ihtiyag duyulmaktadir.

Virus izolasyonu enterovirus tanisinda kullanilabilen en 6nemli yontemlerdir.
Enteroviruslarin karakteristik ozelliklerinden biri de hiicrede meydana getirdigi
sitolitik degisimlerdir. Bu genelde mikroskopik seviyede 1-7 giin i¢inde meydana
gelir; hiicre yuvarlaklagsmasi, kiigiilmesi, piknoz ve hiicre dejenerasyonu seklinde
tespit edilir. Eger inokulumda ¢ok yogun enfektif partikiil bulunuyorsa 24 saatten
daha erken degisiklikler gozlenebilir. Genelde sinirli bir sitopatik etkiyle baslayan
enfeksiyon yayilarak tiim monolayer hiicrelerin dokiilmesine neden olabilir.
BEV’lerin MDBK, BHK-21, MA-104, HRT-18,Vero, HeLA, RK, IB-RS2, Ehrlich
asites tliimor hiicreleri (fare), L hiicreleri (fare) devamli hiicre kiiltiirii hatlarinda
iredikleri bildirilmis olup, genel anlamda enteroviruslarin enfekte ettigi konaga

spesifik primer bdbrek hiicre kiiltiirlerinde {retilmesinin  miimkiin oldugu
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belirtilmektedir. Ayrica virus embriyolu tavuk yumurtasinda ve buradan koken alan

hiicrelerde de iiretilebilir (Knowles ve Mann., 1990).

Sigir  enteroviruslarin  farkli tiirlerin eritrositlerini  hemaglutine ettigi
bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda BEV-F tiirlinde yer alan viruslarin kobay
eritrositlerini, BEV-E tiiriinde yer alan viruslarin ise kobaylarin yanisira koyun,
rhesus maymunu gibi farkli memeli eritrositlerini de agliitine ettigi saptanmistir
(Knowles ve Mann, 1990).

Gilintimiizde gerek virus tespiti ve gerekse serolojik calismalarda hizli, ¢ok
sayida materyalin test edilebilmesine imkan saglayan ELISA kullanimi tercih
edilebilmektedir. Ancak muhtemelen enteroviruslarin tanida siklikla ihmal edilen
etken olmasi nedeniyle ticari ELISA kiti gelistirildigi yOniinde bir bilgi
bulunmamaktadir. Bununla birlikte antijen tespitine yonelik ELISA sistemlerinin

gelistirilmesi yoniinde bir ¢alisma bulunmaktadir (Hofner ve ark., 1993).

Serolojik  tamida nétralizasyon ve plak rediiksiyon nétralizasyon,
immunodifiizyon ve hemagglutinasyon inhibisyon testleri kullanilabilmektedir
(Knowles ve Mann, 1990). BEV antikorlarinin sap virusu ve vezikiiler stomatis ile
capraz reaksiyon vermesi nedeniyle tani koyarken bu durum g6z oniine alinmalidir.
Ticari dagitim1 olmamakla beraber BEV antikor tespiti i¢in iki farkli (blocking ve
capture) ELISA testi tanimlanmustir (Zhang ve ark., 1989 ve Zhang ve ark., 1990).

Giinlimiizde hastaliklarm hizli tanisi ve virus genetiginden hareketle molekiiler
epidemiyolojik ve patolojik degerlendirmelerin yapilabilmesi, korunma ve
eradikasyon tedbirlerinin olusturulabilmesi i¢in PCR temelli tekniklerin kullanimi
onemli bir yer almaktadir. Nitekim sigir enteroviruslari {izerine son yillarda yapilan
calismalarda da hizli tam1 amaciyla 5’UTR gen bolgesine yonelik primerler
kullanilarak uygulanan PCR siklikla kullanilmaya baslanilmistir (Boros ve ark.,
2012; Kosoltanapiwat ve ark., 2016; Shaukat ve ark., 2012 ve Zhu ve ark., 2014).
Ayrica ozellikle ¢evre kontaminasyonu ve su iriinlerinin kontaminasyonu iizerine

yapilan caligmalarda, RT-PCR’mn yerine daha hizli ve duyarli olan qRT-PCR
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kullanim1 tercih edilmeye baglanmistir (Jimenez-Clavero ve ark., 2005).
Enteroviruslarin serotip ayrimi i¢in ise, giiniimiizde baslica VP1 olmak iizere kapsit
gen bolgesini esas alan RT-PCR uygulamalari kullanilmaktadir (Boros ve ark., 2012;
Oberste ve ark., 1999a; Oberste ve ark., 1999b; Tsuchiaka ve ark., 2017 ve Zell ve
ark., 2004).

1.7. Koruma ve Kontrol

Virus nedenli bir¢ok enfeksiyonda oldugu gibi sigir enterovirus enfeksiyonlari
icin spesifik bir tedavi bulunmamaktadir. Bu nedenle iyi bakim ve beslenme
kosullarinin saglanmasi, hijyen kurallarma uyulmasi gibi yaklagimlar enterovirus
enfeksiyonlarindan korunmak i¢in de Onem tasimaktadir. Ayrica enterovirus
enfeksiyonlarindan korunmaya yonelik spesifik as1 uygulamasi bulunmamaktadir.
Bununla birlikte son yillarda BEV virusun bazi yapisal 6zelliklerinden hareketle,
farkli etkenler icin as1 vektorii olarak kullanilabilecegi diistiniilmiis ve bir¢ok calisma
yapilmstir (Chang ve ark., 2013; Chu ve ark., 2013; Smyth ve ark., 1990; Smyth ve
ark., 1992 ve Wang ve ark., 2012).

BEV’in sinirli patojenitesinin olmasi, bu virusun kiigiik molekiillere vektorlik
yapabilecegi diisiincesini dogurmustur. Ayrica BEV’in as1 vektorii olarak
kullanilabilmesine izin veren bazi 6zellikleri vardir. Virusun fiziksel olarak dayanikli
olmasmin yanisira, hem lipit ¢6ziiciilerine direngli hem de degisken pH’larda stabil
kalabiliyor olmasi en 6nemli 6zelliklerindendir. Ayrica organizmaya oral yolla
girmesi de, asinin oral olarak uygulanabilmesi kolayligini1 beraberinde getirmektedir
Ki, bu durum da mukozal immunitenin uyarilmasi da miimkiin olabilmektedir.
Mukozal immunitenin uyarilmast dnemli olup, diger bazi enteroviruslarda oldugu
gibi BEV’ler sindirim sisteminin zorlu kosullarinda inaktivasyona ugramadan bu
gbrevi basarabilmektedirler. Insan poliovirusunun insan immun yetmezlik virusu
(HIV) epitopunu ifade edecek sekilde rekombine edilip yiiksek miktarda antikor
yanit1 almndig1 bir ¢alisma ile picornaviruslarin epitop insersiyonuna uygun oldugu

uzun yillar 6nce ispatlanmistir (Evans ve ark, 1989). Sonrasinda yapilan ¢aligmalarla
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da picornaviruslarin kapsit proteinlerini kodlayan gen bdlgeleri icine yabanci
proteinleri kodlayan genlerin eklenebildigi goriilmistiir (Chang ve ark., 2013; Chu
ve ark., 2013 ve Wang ve ark., 2012). Bu konuda BEV-F virusu ile gerceklestirilen
bir ¢alismada, Kkapsit proteinlerini kodlayan gen bdlgesi boyunca 22 muhtemel
insersiyon bolgesi bulundugu; ancak bunlardan ikisinin yabanci proteinleri kodlayan

gen pargalarinin insersiyonuna izin verdigi bildirilmistir. (Chang ve ark., 2013).

Sigir enteroviruslarin a1 vektérii olarak kullanimlarmin  son yillarda
arastirmalara konu olmasi, enterovirus enfeksiyonlarmin yayginligmin belirlenmesi,
tiir ve serotiplerin tanimlanmasi ve bunlar arasindaki antijenik yakinliklarin
irdelenmesi geregini dogurmaktadir. Ciinkii bir as1 vektoriiniin populasyonda replike
olmasmna engel olan faktorlerin bulunmamasi gereklidir. Dolayisiyla hedef
populasyonun maruz kaldig1 ya da maruz kalma olasiligmin bulundugu yerel suslar
ve yaygmliklar1 bilinmelidir. Bu noktada seroprevalans ¢alismalar1 da 6nemli bir yer
tutmaktadir. Ozellikle serotipler arasi antijenik yakinhigin ve dolayisiyla serotipler
arasinda meydana gelecek olan c¢apraz bagisiklik reaksiyonlarinin bilinmesi
gereklidir. Bununla beraber bazi picornaviruslarin vektor olarak kullanildigi bazi
asilarin, in vivo ortamda antikor bulunmasina ragmen var olan immuniteyi asip,
hedef antikor yanit1 olusturdugu gosterilmistir (Chu ve ark., 2013 ve Mandl ve ark.,

2001). Bu durum elbette asilama stratejisi ile de yakindan ilgili bir durumdur.

Bu calismada, tiim bu bilgiler géz Oniine alinarak, Tirkiye’deki farkli klinik
olgularda BEV varligin1 sorgulamak, molekiiler tabanli serotiplendirme ile sahada
bulunan tiir ve serotipleri belirlemek, tani kitleri ve as1 vektorii gibi daha ileri
calismalarda kullanmak amaci ile BEV izolat:i kazanmak ve molekiiler temelli
smiflandirma ile belirlenen farkh serotipli BEV izolatlar1 arasinda ¢apraz bagisiklik

olup olmadigini sorgulamak amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Orneklenen Hayvanlar ve Tam1 Materyalleri

Bu calismada Ankara, Kars, [zmir, Hatay, Bursa, Manisa illerindeki devlet ve
halk elindeki isletmelerden solunum ve sindirim sistemi bulgular1 gosteren sigirlar ile
klinik olarak saglikli goriiniimlii sigirlar ve aborte fotuslardan saglanan materyaller
(nazal swap, gaita, nekropsi Ornegi) yani sira Anabilim Dalimizda daha onceleri
gerceklestirilen arastirmalar sirasinda temin edilen, ishalli buzagilara ait retrospektif
ornekler de degerlendirildi. Arastirmada retrospektif drneklemeler de dahil olmak
tizere toplam 185 gaita, 30 nazal swap ve 12 abort olmus fetusa ait 48 organ 6rnegi
(karaciger, dalak, akciger, lenf yumrusu) olmak tizere toplam 227 hayvana ait 263

materyal kullanild1 (Cizelge 2.1).

Calisma siiresinde materyal temin edilen hayvanlarin yas dagilimlar1 genel
olarak degerlendirildiginde, biiyiik cogunlugunun 2-4 yas arasi eriskin hayvanlardan
olustugu goriilmektedir. Retrospektif 6rnekler 0-2 aylik buzagilara aittir.
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Cizelge 2.1. Tam materyallerinin dagilim

Gaita Nasal Swap .
i Nekropsi o
Sagliklt Ishalli Saglikli Solunum L Yas bilgisi
ornegi
Problemli

Retrospektif 77 - - 0-2 ay
Ankara 25 6 - - 0-4 yas
[zmir 3 - - 2-4 yas
Hatay 5 1 - - 2-4 yas
Bursa 22 10 - 8-12 ay
Manisa 8 - - 2-4 yas
Kars 38 13 12 (48)* 2-4 yag
TOPLAM 185 30 12(48)*

*: 12 Hayvana ait toplam 48 organ materyali.

2.1.2. Deney Hayvam

Izole edilen farkli serotip sigir enteroviruslar1 arasinda gapraz néotralizasyonun
arastirilmasi i¢in kullanilacak tip spesifik hiperimmun serumlarin elde edilmesi
amaciyla 6 adet Yeni Zelanda tavsani kullanildi. Immiinizasyon calismalarinda

kullanilan tavsanlar, Ankara Universitesi Deney Hayvanlar1 ve Arastirma
Laboratuvari’ndan (DEHAL) temin edildi ve hiperimmunuzasyon g¢alismasi ilgili
birimde yiiriitiildii (Ankara Universitesi Yerel Etik kurul karar1: 2015-4-85 ve 2017-

8-68).

2.1.3. Hiicre Kiiltiiri

5’UTR gen bolgesi hedefli RT-PCR ile BEV yoniinden pozitif olarak tespit

edilen materyallerden virus izolasyonu, izole edilen viruslarin titrelerinin
belirlenmesi, hiperimmunserum hazirlanmasi i¢in kullanilacak virusun iretilmesi ve
notralizasyon testlerinde Anabilim Dalimiz laboratuvarinda meveut MDBK (Madin-

Darby Bovine Kidney) hiicre hatt1 kullanilda.
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2.2. Yontem

2.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Gaita oOrnekleri, PBS (Phosphate Buffer Saline) ile %10-%20 oraninda
sulandirilarak, +4°C’de, 1200 xg’de, 20 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
steril bir stok tiipline alindi. Santrifiij sonunda iist sividan 250 pl almarak RNAase
free steril 1,5 ml’lik tiipe aktarildi. Geriye kalan miktar ise, steril tiipler igerisinde
-80°C’de saklandu.

Nazal swap ornekleri i¢lerine 2 ml PBS (Phosphate Buffer Saline) konularak,
30 saniye vortekslendi ve 1200 xg’de, 20 dakika santrifiij edildikten sonra
slipernatant steril bir stok tiipiine alindi. Santrifilij sonunda iist stvidan 250 pl aliarak
RNAase free steril 1,5 ml’lik tiipe aktarildi. Geriye kalan miktar ise, steril tiipler
igerisinde -80°C’ de sakland1.

Aborte fetustan saglanan organ Ornekleri (1 ) bistiiri yardimi ile iyice
pargalanip homojenize edildikten sonra 9 ml PBS (Phosphate Buffer Saline)
eklenerek 15 ml santrifiij tiipiine aktarildi. 30 saniye vortekslendi ve sonrasinda
1200xg’de, 20 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant steril bir stok tiipiine
alindi. Santrifiij sonunda st stvidan 250 pl alinarak RNAase free steril 1,5 ml’lik

tiipe aktarildi. Geriye kalan miktar ise, steril tlipler igerisinde -80°C’ de saklandi.
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2.2.2. BEV Tanisi ve Serotiplerinin Belirlenmesi icin PCR Uygulamalan

2.2.2.1. Viral Niikleik Asit izolasyonu

BEV’lerin RNA’sin1 elde etmek amaciyla, RNA ekstraksiyonu TRIzol® LS

Reagent (Thermo Fisher Scientific, 10296-028) ile yapildi. Bu amagla;

1.

Hazirlanan tan1 materyallerinden 250 pl alinarak steril 1,5 ml’lik polisteren
tiiplere aktarilarak tizerine 750 pl TRIzol® LS Reagent soliisyonu eklendi ve
oda sicakliginda 5 dakika beklendi.

Ardindan iizerine 200 pl kloroform eklendi ve elle siddetli bir sekilde
yaklagik 10 saniye ¢alkalandi ve oda sicakliginda 2-15 dakika beklemeye
brrakild:.

Daha sonra 6rnekler 12000 xg’de 15 dk +4°C’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi iistte olusan sulu fazdan yaklasik 525 pl yeni bir 1,5 ml’lik
tiipe aktarildiktan sonra iizerine %100’liikk isopropanol eklendi ve oda

sicakhiginda 10 dakika beklemeye birakildi.
Daha sonra 6rnekler 12000 xg’de 10 dk +4°C’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi polistren tiipiin igerisindeki isopropanol, tiipiin igerisinde

sadece pellet kalacak sekilde, tamamen uzaklastirildi.

Daha sonra polistren tiipiin igerisine -20°C’de %75’lik ethanol eklendi ve

vortekslendi.
Daha sonra 6rnekler 7500 xg’de 5 dakika +4°C’de santrifiij edildi.

Tiplerin icerisindeki ethanol tamamen uzaklastirildi ve tiiplerin iginde kalan

pellet kurumaya birakild.

10. Kuruyan pellet 20-50 pl niikleaz free su ile sulandirildiktan sonra 1s1

blogunda 55°C’de 10-15 dakika inkiibe edildi.
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11. Son olarak tiipler PCR uygulamalarinda kullanilmak iizere —20°C’de

muhafaza edildi.

2.2.2.2. BEV Tanis1 icin PCR Teknigi

Tan1 materyallerinde BEV varligmin sorgulanmasi amaciyla, Cizelge 2.2°de
bildirilen 5’UTR gen bolgesini hedef alan primerler kullanilarak Onestep-RT-PCR
teknigi kullanildi.

Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen viral RNA’nin revers transkripsiyonu
amaciyla Thermo Scientific Verso 1-Step RT-PCR Reddy Miks (#AB-1454/LD/B)
kullanildi.  Onestep-RT-PCR’1in kullanilan miks bilesenleri ve dongiilerine ait

zaman/siklus bilgileri Cizelge 2.3’de gosterildi.

Cizelge 2. 2. 5’UTR ve kapsit gen bolgeleri tespitinde kullanilan primerler.

Primer Dizin (5'—3") Hedef Uriin Genom Kaynak
bolge | Biiyiiliigii | Lokasyonu
5UTR F GGG AGT AGT CCG ACT CCG
5UTR| 276bp = 303660 | DO veark
5 UTRR CRG AGC TAC CAC TGG GGT (2011)
VP1-F | CCATGT GGT AYC ARA CIA AYA TGGT
VP1 2354-343g | Zhang ve ark.
VP1-R GAT TGC CAI ACT TCATTY TCC CA 1084 bp (2014)
VP2-F TGA AGC TTG CGG GTA TAGT Bu calismada
tasarlandi
VP2 | gy | 10411755
VP2-R CCG CCT CAA ACC CGT TGAA Bu galiymada
tasarlandi
VP3-F CCC TGT ATT CTG CCT AAGT Bu galiymada
tasarlandi
VP3 | 637bp | 1831-2468
VP3-R GGG CGG TCC TTC ATT ATG Bu galismada
tasarlandi
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Cizelge 2.3. OneStep-RT-PCR miks bilesenleri ve program

Bilesen Konsantraston (pl)
Verso Enzim Mix 0,5 42 °C’de 60 dk
2X 1-Step ReddyMiks 12,5 o
RT Enhancer 1,25 95°Cde 5 dk
Primer F(10 pmol/ul) 0,5 95 °C’de 30 sn
Primer R (10 pmol/pl) 0,5 s\ op ikl
Niikleaz Icermeyen Su 6,75 (*) *C’de 30 sn 35 siklus
RNA 3 72°C’de 1 dk
Toplam 25 72 °C°de 7 dk

* Farkli PCR uygulamalarinda kullanilan annealing dereceleri metinde bildirilmistir.

5 UTR gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda uygulanan OneStep-RT-PCR igin;
cDNA sentez asamasi 42°C’de 60 dk, baslangic denatiirasyonu 95°C’de 5 dk,
denatiirasyon asamasi 95°C’de 30 sn, uzama asamasi 72 °C’de 1 dk ve son uzama
asamas1 72°C’de 7 dk olarak, toplam her PCR dongiisii 35 siklustan olustu (Cizelge
2.3). Bu uygulamada annealing derecesi 57°C olarak kullanild.

2.2.2.3. BEV Kapsit Proteinlerini (VP1, VP2, VP3) Kodlayan Gen Bolgeleri icin
Uygulanan PCR Teknigi

BEV tanis1 amaciyla uygulanan PCR ve ardindan yapilan virus izolasyonu
sonrasinda elde edilen BEV izolatlarina, serotiplerinin belirlenmesi amaciyla VP1,
VP2 ve VP3 kapsit gen bolgelerini hedef alan primerler kullanilarak Onestep-RT-
PCR teknigi kullanild1 (Cizelge 2.2). VP1 bolgesi i¢in Zhang ve ark. (2014)
tarafindan bildirilen primer ¢ifti kullanildi. VP2 ve VP3 bdlgelerine yonelik
primerler ise CLC Main Workbench 6 (CLCbio-Qiagen, Aarhus, Denmark) yazilimi
kullanilarak tasarlandi (Cizelge 2.2). Bunun igin Gen Bankasi’nda KM667941
numarasi ile kayith olan KM667941 EV-E izolatinin dizin bilgisi kullanildi.

Bu uygulamalarda tan1 amaciyla uygulanan 5’UTR gen bolgesi hedefli PCR’da
oldugu gibi Thermo Scientific Verso 1-Step RT-PCR Reddy Miks (#AB-1454/LD/B)
kiti ve Cizelge 2.3’de bildirilen miks bilesenleri ve dongiilerine ait zaman/siklus

bilgileri kullanildi. BEV tanis1 ve VP1, VP2 ve VP3 gen bolgelerini hedef alan PCR
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uygulamalarinda pozitif kontrol olarak BEV-E (Alkan ve ark., 2014) kulllanildi. PCR
optimizasyon calismalar1 sonunda, annealing derecesi VP1 gen bolgesi icin 59°C,

VP2 gen bélgesi igin 57°C ve VP3 gen bolgesi i¢in 59°C olarak uyguland.

2.2.2.4. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonucunda elde edilen amplifikasyon iirlinlerini goriintiilemek igin,
ethidium bromid igeren (Sigma, ABD) %1’ lik agaroz jel (Prona, EU) hazirland1.
Hem tank tamponu olarak, hem de agaroz jelin hazirlanmasinda TAE (Tris Asetat
Ethylene Diamine Tetra Acetic acid) tampon soliisyonu kullanildi. 0,5 x TAE
soliisyonu i¢inde 1s1 yardimiyla (mikro dalga firin) ¢6ziilen agaroz, bir miktar
sogutulduktan sonra iizerine ethidium bromide (0,5 pg/ml, Sigma, ABD) soliisyonu
eklendi. Sogutulan bu agaroz jel karisimi, jel taraklari yerlestirilmis olan jel
tastyicisina dokiildii. Donan agaroz jeldeki taraklar c¢ikarilarak, elektroforez tankina
yerlestirildi. Thermo Scientific Verso 1-Step RT-PCR Reddy Miks kullanilan PCR
ornekleri dogrudan, diger PCR iiriinleri ise yiikleme boyasi (6x Loading Dye,
Fermentas, Litvanya) ile 1 kistm boyaya 5 kistm PCR diritinii olmak iizere
karstirilarak taraklarm ¢ikarilmasiyla olusan kuyucuklara dikkatlice konuldu. Uriin
biiyiikligliniin yaklasik olarak belirlenebilmesi i¢cin 100 bp’lik marker (Fermentas,
Litvanya) soliisyonundan (1 kisim stok marker + 1 kisim yiikleme boyas1 + 4 kisim
su) her bir kuyucuga 1 ul olarak yiiklendi. Daha sonra iirlinler elektrik akimina tabi
tutularak (8 volt/cm) yaklasik 30 dk sonra jel goriintiileme sistemi (Kodak, Gel Logic
100, ABD) kullanilarak, PCR sonucu olusan DNA bantlar1 gériintiilendi.

2.2.2.5. Dizin Analizi

5’UTR ve VP1 gen bolgelerine ait PCR amplikonlarmin dizin analizi ticari bir

firmadan hizmet alim1 seklinde gergeklestirildi.
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2.2.2.6. Dizin Analizi Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Analiz sonrast elde edilen ham veriler, National Center Biotechnology
Information (NCBI) servisinin Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) web
sayfasinda saglanan (BankIt) hizmetinden yararlanilarak tanimlandi. Dizinler
Aliview (Larsson, 2014) kullanilarak kendi aralarinda karsilastirildi. Ayn1 programin
coklu hizalama (multiple alignment) 6zelliginden yararlanilarak Gen Bankasi’ndan
elde edilen viruslarin dizinleri ile hizalandi. Niikleotit ve aminoasit benzerlik
tablolar1 ¢evrimigi SIAS sitesi (Sequence Identity and Similarity, Erisim:
25.10.2017) kullanilarak hazirlandi.

2.2.2.7. Filogenetik Analiz

Diger iilkelerde tespit edilen saha suslarinin dizinleri ile, calismada elde edilen
saha suglar1 arasindaki genetik yakiligin ortaya konulmasi amaciyla niikleik asit
dizinleri iizerinden gerceklestirilen filogenetik analiz icin MEGA versiyon 6.0
(Tamura ve ark., 2013) programi kullanildi. Bu amagla FASTA formatina ¢evrilen
tim verilere Neighbour-Joining metoduna gore bootstrap analizi (1000 replicates)

yapildi. Analizde p-distance parametresi kullanildi.

2.2.3. Virus izolasyonu

2.2.3.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Uretilmesi

Anabilim Dali stoklarinda -80°C’lik derin dondurucu igerisinden bulunan
MDBK hiicreleri, 37°C’lik su banyosu icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra 1500 rpm’de
5 dakika santrifiij islemine tabi tutuldu. Dipte kalan pellet 45 ml DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ile sulandirilarak 50 ml’lik hiicre kiiltiirii

siselerine aktarildi. Uzerine 0,5 ml inaktive edilmis fotal dana serumu (FDS)
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konuldu. 37°C’lik %5 CO;y’lik etiivlere kaldirilarak iiremesi giinliik olarak kontrol
edildi. Hiicreler bulunduklar1 kabin yiizeyi kapladiktan sonra pasajlanmasi amaciyla
hiicre kiiltiirii sisesi i¢indeki sivi dokiilerek DMEM ile yikandi. Daha sonra
%0,25’lik Tripsin ile yikandi. Hiicre kiiltlirii sisesi icerisindeki sivi atilarak
hiicrelerin baglarmin ¢oziilerek ylizeyden uzaklastirilmasi amaciyla yeterli siire
37°C’lik etiivde bekletildi. Hiicreler yiizeyden kalktiktan sonra sulandirmak amaciyla
DMEM eklenerek pipete edildi. Istenilen yogunlukta hiicre kiiltiirii sisesi icerisinde
sulandirma soliisyonu birakilarak, hiicre kiiltiirii sisesi icerisindeki sivi DMEM
kullanilarak 4,5 ml’ye tamamlandi. Uzerine 0,5 ml FDS katildi. 37°C’lik %5 CO,
iceren etiive kaldirildi. Hiicre kiiltiirii sisesi liremesi agisindan giinliik olarak doku

kultira mikroskobunda kontrol edildi.

2.2.3.2. Tam Materyallerinin Hiicre Kiiltiiriine Ekimi

RT-PCR ile BEV varligi saptanmis olan gaita ornekleri 0,2 um c¢apimndaki
filtrelerden gegirildi. Yiizeyi %80’ini kaplamis 50 ml’lik hiicre kiiltiirii sisesindeki
MDBK hiicre kiiltiirleri igindeki vasat dokiilip DMEM ile yikandiktan sonra 0,5 ml
stvi inokule edildi. Virus inokulasyonu yapilmis hiicre kiiltiirleri, %5 CO, igeren
37°C’lik etiive 1 saat siireyle virusun adsorbe olmasi amaciyla inkiibasyona birakildi.
Adsorbsiyon tamamlandiktan sonra iizerine 4,5 ml DMEM eklendi. Hiicreler
inkubasyon i¢in %5 CO; iceren 37°C’lik etiive kaldirildi ve CPE olusumu yoniinden
giinlik mikroskop kontrollerine tabi tutuldu. CPE olustuktan sonra hiicrelerin
donarak parcalanmasi amaciyla derin dondurucuya (-80°C) konuldu. Hiicre kiiltiirti
donduktan sonra 37°C’lik su banyosu igerisinde ¢ozdiiriildii. Bu islem ii¢ kere
tekrarlandiktan sonra hiicre kiiltiirii sisesi i¢indeki siv1 tiipe alinarak 3000 rpm’de 30
dakika santrifiij edildi. Siipernatant alinarak 1,5 ml’lik tiiplere konuldu ve -80°C’lik
derin dondurucuya kaldirildi. Her bir izolat 5 kez pasajlanarak her seferinde
yukaridaki iglemler tekrarlandi. Ayrica herbir pasaj sonrasinda, pasaj sivilarma RT-

PCR uygulanarak, virus iiremesi dogrulandi.
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2.2.4. Hiperimmun Serum Elde Edilmesi

2.2.4.1. Virus Segimi ve Uretimi

Tani materyallerinin 4. pasajindan elde edilen pasaj sivilarma boliim 2.2.2°de
detaylar1 bildirildigi sekilde 5S’UTR ve VP1 gen bolgesi hedefli PCR uygulamasi ve
dizin analizi verilerinin degerlendirilmesi sonucunda, tespit edilen 3 farkli serotipi
temsilen segilen 3 saha virusu (114-TR2016, K38-TR2016, 5471-TR2016), bolim
2.2.3.2’de bildirilen yontemle hiperimmunizasyon ¢alismasinda kullanilmak iizere
tiretildi. Calisma sonunda her bir izolat igin toplam 100 ml virus siispansiyonu elde
edildi.

2.2.4.2. Virus Titrasyon Testi (VT)

Hiperimmunizasyon c¢alismasi igin 3 farkli serotipi temsilen segilen izolatlarin
5. pasajlarmin Virus titreleri, hem notralizasyon testinde kullanilmak igin hem de
virus miktarinin konsantrasyon g¢alismasi i¢in uygunlugunu degerlendirebilmek igin

belirlendi. Bu amagla;

Hiicre Kkiiltiirlerinde tretilen virus, polistren tiiplerde logio tabanma gore
sulandirildt (900 ul DMEM + 100 pl virus). Her sulandirmadan 96 gozli
mikrotitrasyon pleytinin ayrilan 4 gbziine 100 ul aktarildi. Testin degerlendirilmesi
icin gerekli olan hiicre kontrol (100 pl serumlu DMEM) ve virus kontrol (100 ul %
virus sulandirmasi) hazirlandi. Gozlerde bulunan sulandirmalar, hiicre ve virus
kontrol iizerine, 300.000 hiicre/ml yogunlugunda MBDK hiicre kiiltiirii
stispansiyonundan 100 pl eklendi. Tabletler 37°C’lik etiive kaldirildi. Titre
hesaplamak i¢in Spearman-Karber (Karber, 1931) formiili kullanildi.
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2.2.4.3. Viruslarin Inaktivasyonu

Her bir izolat i¢in elde edilen virus silispansiyonlari iizerine 0,1 M Binary
ethileneimine (BEI) ¢6zeltisi kullanilarak virusu inaktive etmek hedeflendi. Bunun
icin Uretilen viruslar steril vidali kapakli cam siselere 50°ser ml alinarak, lizerlerine
toplam BEI hacmi %2 olacak sekilde 0,1 M’lik BEI ¢ozeltisinden 1 ml eklendi. Cam
siselerin igerisine steril manyetik ¢ubuk konularak 24 saat boyunca 37°C’ye
ayarlanmis manyetik karistiricilar iizerine konuldu. Bu siire sonrasinda BEI’nin
notralize edilmesi amaciyla 1 M steril sodyum thiosiilfat ¢ozeltisinden, virus
stispansiyonuna konulan BEI hacminin %10’u oraninda (100 pl) eklenerek 1 saat

daha karigmaya birakildi.

2.2.4.4. Hiperimmunizasyon i¢in Viruslarin Ultrasantrifiijii

Inaktive edilen viruslar konsantre edilmesi amaciyla Hitachi CP100NX
ultrasantrifiij cihazinda santrifiij islemine alindi. Bunun i¢in cihazin 30 ml hacimli
tek kullanimlik tiipleri igerisine %40°1ik steril sukroz ¢ozeltisinden 5 ml konulduktan
sonra inaktive edilen virus ¢ozeltileri sukroz ile karismayacak sekilde damla damla
eklendi. Her bir 500 ml flask i¢in 2 adet tiip konuldu. Tiiplerin ucu kapatilarak
ultrasantrifiij cihazi igerisine yerlestirildi ve 4°C’de 25.000 xg’de 4 saat cevrildi.
Olusan pellet 1 ml steril fizyolojik tuzlu su ile sulandirildi. Enjektorle pipete edilen
pelletin tam ¢oziinmesi amaciyla 4°C’de bir gece beklendi ve sonra tekrar pipete

edilen ¢ozelti 0,2 pm ¢apindaki filtreden siiziildii.

2.2.4.5. inaktivasyonun Kontrolii

Inaktivasyon ve ultrasantrifiij islemi sonrasinda elde edilen 3 farkli serotip
virus silispansiyonlar1 bolim 2.2.3.2°’de bildirilen yontemle, MDBK hiicre

kiiltiirlerine ekildi ve 5 giin siiresince CPE olusumu yoniinden degerlendirildi. Ayrica
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inaktivasyon iglemi sonrasinda elde edilen virus siispansiyonlart BEV 5’UTR gen

bdlgesi PCR ile de kontrol edilerek, virus varligi teyit edildi.

2.2.4.6. Deneme Hayvanlarina inokulasyon

Deneme hayvanlarina izolatlarin verilmesi oncesinde, kan ornekleri alindi.

Daha sonra hiperimmun serum elde edebilmek amaciyla 3 uygulama gergeklestirildi.

Ik enjeksiyon igin ultrasantrifiij sonrasi elde edilen inaktive virus ¢ozeltisinden
0,5 ml hacimde alinarak esit hacimde Freund’s complete adjuvani (Sigma-Aldrich,
USA) ile karistirildi. Elde edilen emiilsiyon enjektorleri ile tavsanlarin sirt derisi
altina (s.c.) inokule edildi. Onbes giin ara ile tekrarlanan sonraki 2 inokulasyonda ise
serotip izolatlarina ait ianktive virus ¢ozeltileri Freund’s incomplete (Sigma-Aldrich,
USA) adjuvani ile karistirilarak enjeksiyonlar yapildi. Kirkbesinci giin alinman kan
orneklerinin serum fraksiyonu ayrildiktan sonra 1s1 ile inaktivasyonu yapildi. Elde
edilen serumlardaki serotip spesifik antikorlarin varligi ¢apraz notralizasyon testi

ile arastirildi.

2.2.4.7. Virus Notralizasyon Testi (VNT)

Hiperimmunizasyon c¢alismasinin hemen oOncesinde ve ilk immunizasyonu
izleyen 45. giinde alinan kan 6rnekleri, 3 farkli serotipe ait izolat i¢in (114-TR2016,
K38-TR2016, 5471-TR2016) antikor varhigmi sorgulamak amaciyla nétralizasyon
testine tabi tutuldu. Bu amagla Frey ve Liess’in (1971) bildirdigi yontemle

ndtralizasyon testi yapildi.

Bu amagla 96 gozlii mikronétralizasyon tabletinde, her bir serum 6rnegi logs
tabanina gore 6 basamak sulandirildi (1:5, 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160) ve 4’er goze
50 ul olacak sekilde konuldu. Serum sulandirmalar1 tizerine 100DKIDsp oraninda

sulandirilmis virustan 50 ul eklenip, 1 saat 37°C’de inkubasyona birakildi. Hiicre
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kontrol hazirlamak i¢in 100 ul DMEM; virus kontrol hazirlamak i¢in ise 50 pl
DMEM ve 50 pl sulandirilmamig virus kullanildi. Serum sulandirmalari, hiicre ve
virus kontrol iizerine, 300.000 hiicre/ml olacak sekilde hazirlanmig olan MDBK
hiicre siispansiyonundan 50 pl eklendi ve test tabletleri 37°C’lik etiivde inkubasyona
birakildi. Virus kontrol gozlerinde CPE go6zlendigi 3. giiniin sonunda test

degerlendirildi ve serum orneklerinin SNsq degerleri hesaplandi.
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3. BULGULAR

3.1. BEV Tamsi i¢in RT-PCR Sonuclari

Orneklerin 5’UTR bélgesine yonelik tan1 primerleri ile sorgusu i¢in uygulanan
RT-PCR sonrasinda, toplam 263 materyalden 63’iiniin beklenen biiyiikliikte (276 bp)
iriin olusturdugu belirlendi (Sekil 3.1). Elde edilen PCR iiriinlerinden uygun
olanlarinin dizinleri hizmet alim1 yoluyla elde edildi ve dizinlerin EV’lerin hedef gen

bolgesiyle (5° UTR gen bdlgesi) uyumlu olduklar1 goriildii.

Sekil 3.1. 5°UTR gen bolgesine gore yapilan PCR jel goriintiisii
M: DNA merdiveni (100 bp), 1-11:Pozitif 6rnekler, 12: Pozitif Kontrol, 13: Negatif Kontrol.

RT-PCR sonucunda BEV pozitif olduklar1 saptanan 6rneklerin ¢ogunlugunun
gaita oldugu, nekropsi Orneklerinin tiimiiniin negatif sonu¢ verdigi goriildii.
Dolayisiyla 6rneklenen hayvan bazinda degerlendirildiginde, pozitiflik oran1 %28
(63/227) olarak belirlendi.

BEV pozitif Orneklerin materyale gore dagilimi incelendiginde; pozitif
orneklerin 62 gaita ve 1 nazal swap Ornegi oldugu goriildii (Cizelge 3.1). Klinik
bulgulu ve saglikli hayvanlar yoniinden degerlendirildiginde ise, BEV pozitifliginin
saglkli goriiniimli sigirlarm  gaitalarinda %57,1 (56/98), ishalli buzagilardan
saglanan gaitalarda % 6,8 (6/87) ve nazal swap Orneklerinde %3,3 (1/30) seklinde
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dagilim gosterdigi belirlendi. Arastirmada kullanilan gaita 6rneklerinin tiimii dikkate
alindiginda, pozitiflik oram1 %33,5 (62/185) olarak hesaplandi. Bununla birlikte
retrospektif 6rnekler hari¢ tutularak bir degerlendirme yapildiginda, ishalli ve saglikl
hayvanlar i¢in sirasiyla %50 (5/10) ve %57 (56/98) pozitivite oranlar1 olmak tizere,
gaita orneklerinin tiimii i¢in %56 (61/108) oraninda poziflik saptandi.

Cizelge 3.1. Orneklenen materyallere gére BEV pozitiflik dagilimi

Gaita (n=185) Nasal Swap (n=30) Nekropsi Ornegi ipolat
Saghikls shalli Saghkli Solunum Problemli (n=48)
Hayvan | BEV + | Hayvan | BEV + | Hayvan BEV + Hayvan BEV + Hayvan BEV +
sayisl (%) sayisl (%) saylsi (%) saylisi (%) sayisi
Retrospektif 77 1
Ankara 25 21 6 1 5
Izmir 3 3 - - 4 1
Hatay 5 5 1 1 1
Bursa 22 19 - - 10 5
Manisa 8 4 3 3
Kars 38 7 - - 13 1 - - 12 (48)* 5
TOPLAM | 98 56 87 6 23 1 7 - | 12@er| - 20
(57.1) (6,8) (3:3)

3.2. Virus Izolasyonu

5’UTR bolgesi RT-PCR sorgulamasindan elde edilen sonuglara gore, pozitif
olarak belirlenen 6rneklerin MDBK hiicre kiiltiiriine inokulasyonu sonucunda 20
gaita 6rneginin hiicre kiiltiirinde BEV {iiremesi ile uyumlu CPE olusumuna neden
oldugu saptandi. Normal hiicrelerin goriintiisi ve olusan sitopatolojik etkinin
goriintiisiic sirasiyla Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’de gosterildi. Bu 20 izolat, 5 pasaj
sonrasinda 5’UTR gen bolgesi yoniinden RT-PCR sorgulamasina alindi. Elde edilen
amplikonlarin dizinleri Gen Bankasi’'nda yer alan BEV izolatlarma ilgili bilgiler
kullanilarak yapilan BLAST analizi ve hazirlanan filogenetik agaca gore izolatlar
BEV olarak siniflandirildi (Sekil 3.2). Elde edilen izolatlarm ait oldugu materyallere
ilgili bilgiler Cizelge 3.2°de gosterildi.
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JF749851.1 Aphtovirus
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Sekil 3.2. 5°UTR gen bolgesine gore hazirlanan filogenetik agac

®: Bu calismada elde edilen izolatlardir.

Enterovirus

AB279735.1 Hepatovirus

KMO051987.1 Kobuvirus
M20562.1 Cardiovirus
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L

Sekil 3.4. Enterovirusun hiicrede meydana getirmis oldugu CPE goriintiisii (72 saat)

Cizelge 3.2. Elde edilen izolatlarm illere gore dagilimi

Tller BEV Pozitif rnek sayist izolat
Retrospektif 1 -
Ankara 22 5
[zmir 3 iy
Hatay 6 1
Bursa 19 5
Manisa 4 3
Kars 7 5
TOPLAM 62 20

* Bu izolat ishalli bir hayvandan elde edilmistir.
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3.3. BEV lzolatlarimn Serotiplendirilmesi ve Dizin Analizi

Bu amagla VP1, VP2 ve VP3 kodlayan gen bolgelerini hedef alan PCR
uygulamalar1 sonrasinda kontrol olarak kullanilan virus ile VP2 ve VP3 proteinlerini
kodlayan gen bolgelerine ilgili iiriin elde edildi (Sekil 3.5) ve dizin analizi ile
dogrulandi; ancak test Ornekleri igin yapilan c¢alismalar sonucunda beklenen
biiytikliikte {iriin elde edilemedi. VP1 gen bolgesi i¢in ise BEV izolatlarinin tiimii
beklenen biiyiikliikte (1084 bp) iiriin olusturdu (Sekil 3.6). Bununla birlikte sadece
10 izolat i¢in dizin bilgisi elde edilebildi.

714 bp

Sekil 3.5. BEV VP2 ve VP3 gen bolgelerine gore yapilan PCR sonrasi jel goriintiileri

M: DNA merdiveni (100 bp), PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol.

M
8 9 10 11 12 13 14

oD — =
euy o) G GIl) GED GED GED TE - —-— ——
—_—

R p—
S G R R S S S S S S e S e -

Sekil 3.6. BEV VP1 gen bolgesine gore yapilan PCR sonrasi jel goriintiileri.

M: DNA merdiveni (100 bp), 1-12:Pozitif drnekler, 13: Pozitif Kontrol, 14: Negatif Kontrol.
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VPI1 kodlayan gen bdlgesi iiriinlerinden dizin analizi i¢in uygun oldugu
degerlendirilen 10 tanesinin dizinleri hizmet alim1 yoluyla elde edildi ve dizinler Gen
Bankasi’nda yer alan BEV izolatlarna ilgili bilgiler kullanilarak BLAST programi
ile analizi sonrasinda, izolatlarm BEV-E tiiriinde yer aldigi degerlendirildi ve
filogenetik agag¢ analizine gore E1 (n=7), E2 (n=1), E3 (n=2) serotipinde olduklar1
belirlendi (Sekil 3.7). Elde edilen izolatlarm 5°UTR ve VP1 gen bolgesine ait
dizinleri Bankit servisi kullanilarak, Gen Bankasi erisim numaralar1 temin edildi

(Cizelge 3.3).

@ NG702510
@ MG702511
@ MG702509
5 @ MG702508
@ NG702507
100 EV- E1
@ MG702513

100 @ MG702506

% D00214.1 Bovine enterovirus E1

DQ092786.1 Enterovirus E3

L e @ MG702504 EV-E3
100 { @ MG702505
JQB90741.1 Bovine enterovirus E4 ] EV-E4
EV-E2
7 BEV-A2_BEV-165_(M4)_Mcllhatton_et_al.,_1993 E2

100 DQ092794.1 Enterovirus F3
AY462106.1 Possum enterovirus W1 F4

EV-F
DQ092770.1 Enterovirus F1
79 | DQ092795.1 Enterovirus F2
—

01

Sekil 3.7. VP1 gen bolgesine gore hazirlanan filogenetik agac
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Cizelge 3.3. 5’UTR ve VP1 gen bolgesi dizinlerinin Gen Bankasi kayit bilgileri

No il Sus Ad Gen Bolgesi Accesion No
5°-UTR VP1 Serotip
1 Manisa M6-TR2016 MG702513 MG702511 El
2 Hatay BOZ-TR2016 MG702515 MG702508 El
3 Bursa B1-TR2016 MG702516 MG702506 El
4 Izmir 114-TR2016 MG702517 MG702507 El
5 Manisa M2-TR2016 MG702519 MG702509 El
6 Kars K2-TR2016 MG702520 MG702512 El
7 Manisa M1-TR2016 MG702521 MG702510 El
8 Kars K38-TR2016 MG702525 MG702503 E2
9 Ankara 3065-TR2016 MG702530 MG702505 E3
10 Ankara 5741-TR2016 MG702531 MG702504 E3
11 Bursa B9-UTR-TR2016 MG702522 - -
12 Bursa B18-UTR-TR2016 MG702523 - -
13 Kars K36-UTR-TR2016 MG702524 - -
14 Ankara 5061-UTR-TR2016 MG702526 - -
15 Kars K29-UTR-TR2016 MG702527 - -
16 Kars K22-UTR-TR2016 MG702528 - -
17 Ankara 5027-UTR-TR2016 MG702529 - -
18 Ankara 5720-UTR-TR2016 MG702532 - -
19 Bursa B8-UTR-TR2016 MG702514 - -
20 Bursa B15-UTR-TR2016 MG702518 - -
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Calismada izole edilen BEV izolatlarinin kendi aralarinda ve Gen Bankasi’nda
bulunan bazi BEV E izolatlar1 ile benzerlik tablosu Sekil 3.8’de sunuldu. Elde edilen
izolatlarin VP1 gen bolgesinin kismi dizinleri bakimindan kendi aralarindaki
niikleotit benzerlik orant %70,4-100 olarak bulundu. Bu oranlar farkli serotiplerin
varligin1 ortaya koydu (Zell ve ark., 2006 ve Shaukat ve ark., 2012). Nitekim
filogenetik agaca gore (Sekil 3.7) de izolatlarin E1, E2 ve E3 serotipinde oldugu
belirlendi.

El serotipinde yer alan izolatlarm dizinleri kendi aralarinda
degerlendirildiginde ise %99,4-100, Gen Bankasi’nda yer alan dizinle (D00214)
karsilastirildiginda ise %79,3-79,5 benzerlik gosterdigi saptandu.

E3  serotipinde yer alan izolatlarin dizinleri kendi aralarinda
degerlendirildiginde %99,4 benzerlik gosterdigi belirlendi. Gen Bankasi’nda yer alan

dizinle benzerlik oranlari ise %78,7-79 olarak saptand:.

E2 serotipinde yalnizca bir izolat bulundugundan Gen Bankasi’nda bulunan
diger dizinlerle karsilastirildi ve %76,7-76,9 benzerlik oranlarina sahip oldugu

bulundu. Niikleotit ve aminoasit degisimleri Sekil 3.9-3.14’de gosterildi.
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31 E2 E3 E4 F1 F2 F3 F4
D00214  |MG702506 |MG702507|MG702508 (MG702509 (MG702510{MG702511|MG702513 |BEV-E2  |AF123432 |MG702503|DQ092786 |MG702504MG702505|10690741 |DQ092770)DQ092795|DQ092794|AY462106
D00214 793 79.5 795 795 79.5 79.5 79.5 733 713 125 733 128 729 65.1 59.2 580 58.8 516
MG702506 99.5 99.5 99.5 99.5 99.5 99.4 69.9 70.7 705 718 716 714 62.4 581 513 56.7 55.0
MG702507 100.0 100.0 100.0 100.0 99.9 69.9 708 704 720 716 714 62.6 57.8 511 56.8 554
f MG702508 100.0 100.0 100.0 99.9 69.9 70.8 704 720 716 714 62.6 57.8 571 56.8 55.4
MG702509 100.0 100.0 99.9 69.9 70.8 704 720 716 714 62.6 57.8 571 56.8 55.4
MG702510 100.0 99.9 69.9 70.8 704 720 716 714 62.6 57.8 571 56.8 55.4
MG702511 99.9 69.9 708 704 720 716 714 62.6 57.8 511 56.8 554
MG702513 70.0 708 705 720 716 714 62.6 511 512 56.8 554
BEV-E2 79.5 769 731 131 7.8 66.9 58.6 513 51.8 51.2
E2  |AF123432 76.7 132 47 74.7 66.1 59.9 517 589 56.0
MG702503 74.5 144 74.4 65.0 60.3 582 58.0 56.1
DQ092786 79.0 8.7 65.4 58.9 515 58.0 55.6
E3  |MG702504 99.4 66.4 59.4 519 58.0 513
MG702505 66.4 59.8 519 519 51.2
B4 |)Q690741 50.5 49.8 520 528
F1  |DQ092770 712 66.6 64.6
2 |DQ092795 65.4 64.3
F3  |DQ092794 735
F4  |AY462106

Sekil 3.8. izolatlar aras1 VP1 gen bolgesi yoniinden niikleotit benzerlik oranlar
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D002 4.1 Bovine enipeonius 1

Sekil 3.9. EV-EI izolatlarmin Gen Bankasi’nda kayith E1 serotipi ile niikleotid diizeyindeki degisimler
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Sekil 3.10. EV-E1 izolatlarinin Gen Bankasi’nda kayitli E1 serotipi ile aminoasit diizeyindeki degisimler
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Sekil 3.11. EV-E2 izolatlarinin Gen Bankasi’nda kayitli E2 serotipi ile niikleotid diizeyindeki degisimler
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Sekil 3.12. EV-E2 izolatlarinin Gen Bankasi’nda kayitli E2 serotipi ile aminoasit diizeyindeki degisimler
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Sekil 3.13. EV-E3 izolatlarinin Gen Bankasi’nda kayitli E3 serotipi ile niikleotid diizeyindeki degisimler
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Sekil 3.14. EV-E3 izolatlarinin Gen Bankasi’nda kayitli E3 serotipi ile aminoasit diizeyindeki degisimler
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3.4. Izolatlarin Titrasyonu

Hiperimmunizasyon ¢aligmasinda kullanilmak {izere iiretilen, BEV El, E2 ve

E3 serotip izolatlarinn titreleri Cizelge 3.4’de bildirildi.

Cizelge 3.4. BEV serotiplerini temsilen segilen izolatlar ve DKIDs, oranlari

Serotip Sus Adi DKIDs(/0.1 mi
El 114-TR2016 10°%%
E2 K38-TR2016 10
E3 5741-TR2016 10®

3.5. Hiperimmunizasyon ve Notralizasyon Testi Sonuclar:

3.5.1. inaktivasyon Kontrolii

Inaktive edilen viruslarm inokulasyonu yapilan hiicre kiiltiirii siseleri 7 giin
boyunca her giin doku kiiltiirii mikroskobunda incelenmis olup, hiicrelerde herhangi

bir sitopatolojik etki gdzlenmemistir.

3.5.2. Deney Hayvam inokulasyonu

Deney hayvanlar1 bakim {initesinde gozlem altinda tutulan tavsanlarda yapilan
enjeksiyonlar neticesinde herhangi bir patolojik lezyon veya hastalik semptomu

meydana gelmemistir.
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3.5.3. Hiperimmun Serum Titrelerinin Belirlenmesi

Deney hayvanlarindan 45. giin saglanan kan orneklerinden ayird edilen ve
56°C’de inaktive edilen kan serumlarmin log, tabanma gére hazirlanan serum
sulandirmalarinin, s6zkonusu BEV El, E2 ve E3 serotip izolatlar1 ile ayr1 ayri
yapilan noétralizasyon testleri sonucunda belirlenen antikor titreleri Cizelge 3.5°de
bildirildi.

Cizelge 3.5. Hiperimmun serumlarin BEV E1, E2 ve E3 serotip viruslar i¢in antikor diizeyi

(SNsp)
Hiperimmunizasyon Nétralizasyon Testi
Deneme
Hayvan Sus Adi Serotip 114-TR2016 K38-TR2016 5741-TR2016
No
1 1:120 1:20 1:20
(E1)
2 114-TR2016 1:80 1:20 1:20
3 1:40 1:80 1:30
K38-TR2016 (E2)
4 1:30 1:60 1:20
5 1:15 1:20 1:80
5741-TR2016 (E3)
6 1:20 1:20 1:80
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4. TARTISMA

Veteriner Klinikteki yeri halen tartismali olan BEV’ler ile ¢alismalar giderek
artmaktadir. Bunun birincil sebebi yeni nesil sekanslama tekniklerinin
yayginlagmasiyla beraber retrospektif 6rneklemelerin sorgulanmasi ve klinik tabloda
daha once disiiniilmemis olan BEV’lerin bu orneklerde ortaya c¢ikmasidir. Son
yillardaki yayinlara bakildiginda (Sobhy ve ark., 2015; Tsuchiaka ve ark., 2017 ve
Zhang ve ark., 2014) hemen hepsi geriye yonelik yapilan yeni nesil sekanslama
yontemleri ile elde edilen viruslarin dizinlerine yonelik ¢alismalardir. Bu veriler de
gostermektedir ki, aslinda var olan ve arastirma konusu olmayan viruslar her zaman
populasyon igerisinde bulunmakta ve gecirdikleri mutasyonlarla enfektif hale gelerek
epidemiler yaratabilmektedirler. BEV’lerin tiim diinyada yaygin olarak varliklarini
stirdiirdiikleri bilinmektedir. Bu iilkeler arasinda Cin, Japonya, Pakistan, Avustralya,
Almanya, Ispanya, Ingiltere, Misir, Tayland ve Amerika’da vardir. (Granoff ve
Webster, 1999; Knowles ve Mann, 1990; Kosoltanapiwat ve ark., 2016 ve Sobhy ve
ark., 2015). Bu bilgiler BEV’lerin yayginligini goz oOniine koymakla beraber
potansiyel as1 vektorii olarak degerlendirilmesi amaciyla 6nemli oranda bilgi
saglamamaktadir. Bu tiir ¢alismanm yapilacagi bolgede hem tiir, hem de serotip

bazinda bilgiye ihtiya¢ bulunmaktadir.

Bu ¢alismadam elde edilen veriler degerlendirildiginde, farkl illerde yerlesik
isletmelerde bulunan ishalli, solunum sistemi enfeksiyonu bulgulu sigirlarin yanisira
saglikli goriiniimlii sigirlarda da, daha once yapilan birgok bildirime (Blas-Machado
ve ark., 2007; Blas-Machado ve ark., 2011; Jimenez-Clavero ve ark., 2005;
McFerran, 1962; Zhang ve ark., 2014 ve Zhu ve ark., 2014) benzer sekilde, BEV
virus varligi goriilmiistiir. Sigir enteroviruslarm yenidogan buzagi ishallerinin en
onemli patojenleri olan rota-coranaviruslar yanisira tek basmna ya da sdzkonusu
etkenlerle birlikte saptandigi bildirimlerin (Boros ve ark., 2012; Blas-Machado ve
ark., 2011; Jimenez-Clavero ve ark., 2005; He ve ark., 2017; Li ve ark., 2012; Peng
ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2014 ve Zhu ve ark., 2014) varlig1 dikkate alinarak, bu

caligmada ishalli hayvanlardan saglanan Orneklerdeki BEV orani hesaplanmis ve
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pozitiflik orant %6,8 (6/87) olarak bulunmustur. Retrospektif 6rneklerden sadece
birisinde BEV tespit edilmis olmasinin, zamana bagli RNA kaybi, vb. ile iliskili olma
olasilig1 diisliniilerek, ¢aligma sirasinda toplanan ishalli hayvanlara ait BEV pozitiflik
orant hesaplanmis ve %50 (5/10) olarak belirlenmistir. Bununla birlikte saglikli
hayvanlar ile karsilastirildiginda, ishalli hayvanlara ilgili pozitiflik oranlarinin dnemli
bir farklilik gostermedigi goriilmektedir. Dolayisiyla bu ¢alismada her ne kadar farkli
klinik olgularda BEV etiyolojik roliiniin sorgulanmasi amaglanmamis ise de, ishal
olgulari ile BEV arasinda 6nemli bir iligki kurulamamustir. Diger yandan, retrospektif
ornekler harici ishalli hayvanlarda diger olas1 patojenler yoniinden bir sorgulama
yapilmamis olmasi da, her durumda bu konuda kesin bir degerlendirme yapmay1

olanakli kilmamaktadir.

Enterovirus genomu viral poliproteini kodlayan tek bir ORF ve Oncesinde
5’UTR sonrasinda 3’UTR boélgelerinden olusmaktadir. Poliprotein P1, P2 ve P3
olarak ii¢ bdlgeye ayrilmistir. P1 bolgesi kapsit proteinleri olan VP4, VP2, VP3,
VP1’den (yer alis sirasina gore) olugsmakta iken, P2 ve P3 bolgeleri sirasiyla yapisal
olmayan 2A, 2B, 2C ve 3A, 3B, 3C proteinlerini kodlamaktadir. Enteroviruslarin
5’UTR bolgesi genel anlamda mutasyonu az olup, konservatif bolge olarak
bilinmektedir (Oberste ve ark., 1999a ve Oberste ve ark., 1999b). Bununla birlikte
enterovirus tiirleri arasinda degiskenlik gosterdigi bilinmektedir (Kosoltanapiwat ve
ark., 2016). Bu ¢alismada kullanilan primerler ile elde edilen hedef iiriin (276 bp)
dizinleri, 6zgiillik yoniinden uygun bulunmustur. Elde edilen 5’UTR dizinlerine
ilgili olarak hazirlanan filogenetik agag incelendiginde (Sekil 3.2); gerek daha 6nce
Gen Bankasi’nda bildirilen ve gerekse bu calisamada BEV VP1 kapsit gen bolgesine
gore belirlenen serotiplerin, 5° UTR gen bolgesi dizinlerine gore sigir enterovirus tiir
(E veya F) ve serotipinin belirlenmesinin  miimkiin olmadig1 goriilmiistiir. Nitekim
Kosoltanapiwat ve ark. (2016)’da farklh tiirlerde tespit ettikleri BEV veya BEV
benzeri  enteroviruslarin  5’UTR  gen  bolgesi  dizinlerine goére  direk
serotiplendirilebilmesi i¢gin 300 bp iizerinde {irlin biylikliigline gereksinim

duyuldugunu bildirmistir.
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Bu ¢aligmanin temel hedeflerinden birisi lilkemizde varolan BEV serotiplerinin
sorgulanmasidir. Enteroviruslarin serotiplendirmesinde bugiin kabul goéren kriter,
VP1 kodlayan gen bolgesi dizinleridir. Bununla birlikte viral kapside ilgili diger
proteinleri (VP2 ve VP3) kodlayan gen bolgeleri bilgisi ve aminoasit bilgilerinin ya
da miimkiinse tiim genom bilgilerinin elde edilmesi, bir¢ok arastiric1 tarafindan
hedeflenmistir (Tsuchiaka ve ark., 2018 Woo ve ark., 2015). Bu baglamda, bu
calisma da da izolatlarm VP2 ve VP3 kodlayan gen bolgelerinin cogaltilmasi
hedeflenmis ise de, kullanilan primerler ve bir¢ok optimizasyon ¢alismasina ragmen
sonu¢ alinamamistir. Bu durumun en 6nemli nedeninin, Sigir enteroviruslarmin 1ilgili
genom bolgelerinde siklikla olusan mutasyonlardan kaynaklanmis olabilecegi

diistiniilmektedir.

VP1 hayvan ve insan enteroviruslar1 arasinda en ¢ok degiskenlik gdsteren
bolgedir. Tim kapsit proteinleri kapsidin B-silindir yapisini1 olusturan bolimlerde
daha stabil degismeyen sekansa sahipken, arada kalan ilmek bdlgelerinde
degiskenlikler vardir. Bu ilmeklerin bir cogu kapsidin yiizeyinde yer alir ve spesifik
antijenik notralizasyonda gorev alir. VP1 picornavirus kapsidinin disinda yer alir ve
en immunojen olan proteindir. VP1 bolgesi noétralizasyon igin 6nemli alanlar
icermektedir (Oberste ve ark., 1999a; Oberste ve ark., 1999b, Smyth ve ark., 1990 ve
Smyth ve ark.,, 1992). Fakat serotip Ozgilligiine iliskin epitoplar heniiz
tanimlanamamustir. Onemli nétralizasyon bolgelerinin VP1 bdlgesinde olmasi, bu
bdlgenin tamami veya bir kisminin serotiple iligkili olabilecegini diistindiirmektedir.
VP2 bolgesi ile yapilan molekiiler serotiplendirme c¢alismalar1 da bulunmaktadir
ancak tam serotiplendirme yapilamadigi igin bazi serotipler birlikte siniflandirilmistir

(Oberste ve ark., 1999a; Oberste ve ark., 1999b ve Kosoltanapiwat ve ark., 2016).

Bu calismada VP1 dizin bilgileri elde edilen izolatlarin, E1, E2 ya da E3
serotipli oldugu saptanmistir. Bu veri Tiirkiye’de BEV serotiplerine ilgili olarak,
Alkan ve ark. (2014) tarafindan yapilan BEV E1 serotip bildirimi sonrasinda, El
disindaki serotiplerin de varhigini ortaya koymaktadir. Serotiplerin 6rneklenen
isletme/iller bazinda degerlendirmesi yapildiginda (Cizelge 3.3), daha fazla

saptanmis olan E1 yoniinden bir analiz miimkiin olmus ve farkli cografik bolgelerde
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BEV E1 varligi belirlenmistir. Bu g¢alismada BEV F tiiri virus varligi ise

saptanmamigtir.

Calismada izole edilen BEV izolatlarinin kendi aralarinda ve Gen Bankasi’nda
bulunan bazit BEV E izolatlar1 ile benzerlik tablosu Sekil 3.6°da sunuldu. Cizelge
incelendiginde, E2 ve E3 serotipleri icin ¢ok az sayida izolat elde edilmis
oldugundan kendi aralarinda karsilastirma yapilmasi olanakli olmamasina karsin, E1
serotipinde yer alan 7 izolatin dizinlerinin kendi aralarinda %99,4-100 benzerlik
gosterdigini ortaya koymustur. Diger yandan s6z konusu E1 serotiplerinin farkl
cografik bolgelerdeki illerden (Bursa, izmir, Manisa, Hatay ve Kars) saglanan
materyallerde tespit edilmis olmasi, Tiirkiye’de sigirlarda E1 serotipli viruslarin

homojenitesine isaret etmektedir.

Elde edilen farkli serotiplere ilgili dizinler, her bir serotip i¢in Gen
Bankasi’nda bildirilen viruslar (E1, E2, E3 i¢in sirasiyla D00214, BEV-165-Gen
Bankasi dizin kaydi yoktur- ve DQ092787) referans alinarak incelendiginde ise;
yerel izolatlarin o6nemli farkliliklar gosterdigi gorilmistir. Tim EI serotip
dizilimleri degerlendirildiginde; referans olarak kullanilan virusla %76,9-79,4
oraninda niikleotit benzerligi gosterdikleri  (Sekil 3.8) ve toplam 179 baz degisikligi
ile 19 aminoasit degisikligi oldugu saptanmustir (Sekil 3.9-3.10). E2 ve E3 olarak
tiplendirilen yerel izolatlarin referens olarak kullanilan viruslarla benzerlik oranlari
ise sirasiyla %76,9 ve %78,7-79 olarak belirlenmistir. Bu iKi serotipe ait izolatlarin
referans olarak kullanilan viruslara gore sirasiyla 204 baz, 28 aminoasit ve 196 baz,
22 aminoasit farklihgina sahip olduklar1 gériilmiistiir (Sekil 3.11-3.14). Ozetle; bu
calismada saptanan E1, E2 ve E3 serotip BEV’lerin Gen Bankasi’nda bulunan ilgili
serotiplerden yaklasik en azindan %20 oraninda farklilik gdsterdigi goriilmiistiir.
Bununla birlikte bu farklhilik niikleotit diizeyinde benzerlik oranina (>%75) dayali
serotiplendirme kriterine (Shaukat ve ark., 2012 ve Zell ve ark., 2006) gére yeni bir
serotipe isaret edecek kadar yiiksek degildir.

Serotip tespiti yapilan BEV izolatlarindan sadece birisi (114-TR2016) klinik
bulguya (ishal) sahip bir hayvandan izole edilmis olup (Cizelge 3.2), izolat E1 olarak
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identifiye edilmistir (Sekil 3.7). Bu izolatin saglikli hayvanlardan saptanan diger 6
El serotip BEV ile genetik diizeyde 6nemli bir farkliligi olmadig1 goriilmistiir (Sekil
3.8). Bu veri birgok deneysel ¢alismada hasta hayvandan izole edilen virus ile klinik
enfeksiyon  tablosu meydana gelmemesi, saglkli hayvanlarda siklikla
enteroviruslarin tespit edilebiliyor olmasi, vb gibi konular yanisira klinik enfeksiyon
olusumu ile serotip iliskisinin sorgulandigi viral patogenez mekanizmalariin

aciklanmasina yonelik ileri caligmalara ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir.

BEV enfeksiyonlarinin sigirlarda onemli verim kayiplarina neden olmadig:
yoniindeki degerlendirmeler, spesifik bir as1 hazirlanmasmi gerektirmemistir.
Bununla birlikte as1 vektorii olarak BEV son zamanlarda dikkat ¢ekmekte ve birgok
calismaya (Chang ve ark., 2013; Chu ve ark., 2013 ve Evans ve ark., 1989) konu
olmaktadir. Bu durum as1 vektorii olarak kullanim olanagmnin, BEV virus/farkli
serotiplerin yayginligt ve populasyonun bagisiklik diizeyir konusunu oOnemli
kilmaktadir. Ne yazik ki bilindigi kadariyla BEV/farkli serotipler ile enfeksiyon
sonucu bagisik olan popiilasyon ve serotiplerin antijenik iliskisine ilgili serolojik
calisma bildirilmemistir. Bu nedenle izole edilen farkli serotip viruslar i¢in elde
edilen hiperimmun serumlar kullanilarak, dizin analizine dayanan serotiplendirme ile
capraz notralizasyon temelli antijenik degerlendirmenin yapilmasi bu ¢aligmanin bir

diger 6nemli hedefi olmustur.

Notralizasyon testi gerek enfeksiyonlarm serolojik tanisinda ve gerekse
epidemiyolojik ¢alismalarda siklikla kullanilan yontemdir. Bununla birlikte 6zellikle
ayni genus i¢inde yer alan bazi viruslar ve bir virusun farkli serotipleri / alttipleri
arasindaki antijenik yakinlik nedeniyle, serolojik verilerin yorumlanmasinda sorunlar
olugabilmektedir. Bu noktada genel yaklasim, olasi1 farkli alttip/serotip/viruslar
kullanilarak yapilan nd6tralizasyon testleri sonucunda, sézkonusu etkenlerden
hangisine kars1 antikor titresinin daha yiliksek oldugunun belirlenmesi ve saptanan
antikor ile etkenin iliskilendirilmesidir. Nitekim bu c¢alismada da, farklh BEV E
serotipleri (E1, E2 ve E3) kullanilarak immunize edilen tavsanlardan saglanan
serumlardaki antikor titreleri, immunizasyonda kullanilan serotip i¢in diger serotipler

icin olusandan daha yiiksek bulunmustur. Her bir serotip icin kullanilan hayvan
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sayisinin - smirli olmasi,  biyolojik varyasyona bagli olarak immun yanit
farkliliklarinin olugsmasmin dogal oldugu ve antikor titrelerinin ¢ok yiiksek olmamasi
nedeniyle, titre farkliliklarinin istatistiksel olarak degerlendirilerek belli bir oransal
fark hesaplanmamistir. Bununla birlikte genel bir degerlendirme yapilirsa, homolog
serotip icin heterolog serotiplerin yaklasik 4 katina yakim antikor titresi olustugu

gorilmektedir.

BEV tiir ve serotipleri arasindaki antijenik iliski/farkliliklarin serolojik olarak
ortaya konulmasi, hem epidemiyolojik ¢alismalar hem de biyolojik {iriin gelistirme
caligmalar1 bakimindan Onemlidir. Daha Onceki yillarda Tiirkiye’de serolojik
caligmalara dayali BEV bildirimleri (Acar ve Giir, 2009; Alkan ve ark., 1997; Giir
ve ark., 2004; Giir ve ark., 2006 ve Giir ve ark., 2008) incelendiginde, yalnizca
BEV 1 ya da BEV 2 , ya da her ikisi kullanilarak yapilan ¢aligmalarin varhigi
goriilmektedir. Bununla birlikte s6z konusu bildirimlerde her ne kadar BEV
enfeksiyonlarmin varligi saptanmis ise de, bu ¢alismada serotipler arasinda saptanan
antijenik yakmlhiga ilgili sonuglar dikkate alindiginda, Tiirkiye’de farkli sigir
enterovirus tiir/serotipleri varligi/'yayginligina ilgili bilgilerin simdiye kadar
bulunmadig1 anlagilmaktadir. Bu calismada en azindan farkli 3 E serotip varliginin
saptanmig olmasi, serotiplere iliskin molekiiler calismalar1 destekleyecek ve bazi
biyolojik {iiriin iiretme hedefli ¢alismalara yon gdosterici olabilecek saha
calismalarinin yapilmasi geregine isaret etmektedir. Diger yandan heniiz iilkemizde
var olan sadece 3 serotipin saptanmis oldugu, olas1 diger E serotip ya da F tiirii BEV
bulunabilecegi; bu calismada sadece 3 E serotip i¢in ¢apraz reaksiyonlara ilgili bir
degerlendirme yapildigmin gézoniinde bulundurulmasi ve molekiiler ¢caligmalar ile

paralel yiiriitiilecek serolojik calismalara ihtiyaci vurgulamakta yarar goriilmiistiir.

58



5. SONUC VE ONERILER

Bu galigsmada 6 farkli ildeki aile isletmelerinden toplanilan 108 ve Anabilim
Dalimizdan temin edilen 77 retrospektif tan1 materyali olmak tizere toplam 185 gaita,
30 nazal swap ve 48 organ 6rnegi kullanilmis olup BEV’lerin varligini sorgulamak,
pozitif drneklerden izolasyon yaparak bunlar1 molekiiler olarak serotiplendirmek ve
tespit edilen farkli serotipler arasi capraz ndtralizasyon diizeyini belirlemek

amaclanmistir. Elde edilen sonuglara gore;

1. Sakmimli bolge olan 5’UTR bolgesine yonelik RT-PCR sorgulamasi
yapilmis olup, saglikli goriiniimlii ve ishalli hayvanlardan olmak {izere
toplam 62 gaita ve 1 nazal swap 6rnegi BEV’ler yoniinden pozitif olarak
belirlenmistir.

2. BEV varligi saptanan oOrneklerin MDBK hiicre kiiltiirii inokulasyonu
sonucunda 20 6rnek basarili bi¢imde hiicre kiiltiiriinde ¢ogalmasi saglanmis
ve bunlar sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere kazanimi gergeklesmistir.

3. BEV izolatlarmin VP1 kapsit bolgesine yonelik PCR sorgulamasindan elde
edilen iirlinlerin dizin analizi, farkli 3 serotipin (E1, E2 ve E3) varligini; E1
serotipinin diger tiplere gore daha yliksek oranda bulundugunu ortaya
koymustur.

4. Her bir BEV serotipine ait izolatlar kendi aralarinda homojen bulunurken,
Gen Bankasi’nda yer alan viruslarin dizinlerleriyle 6nemli 6l¢iide farkliliga
sahip olduklar1 saptanmustir.

5. Serotipleri (E1, E2 ve E3) temsilen segilen ve inaktive edilen izolatlarin in
vivo ortamda immun yanit olusumunu uyardig1 saptandi.

6. Farkl serotipe ait izolatlara karsi elde edilen hiperimmun serumlar ile
yapilan ¢apraz notralizasyon, serotipler arasinda antijenik iliskinin varligini

ortaya koymustur.
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Bu veriler 15181nda;

1- Daha genis populasyon Orneklenerek BEV yayginligvserotiplerinin
dagiliminin belirlenmesi,

2- BEV’lerin ¢evre ve su kaynaklarmi kontaminasyon potansiyellerinin
sorgulanmasi,

3- Farkl klinik olgularda diger baz1 enteropatojenler (Rotavirus, Coronavirus,
E.Coli vb) yanisira BEV varligi/serotipinin sorgulanarak klinik tablo ve
BEV iligkisinin degerlendirilmesi,

4- Saha orneklerinde olasi farkli serotip BEV enfeksiyonlarinin tespite yonelik
serolojik ¢aligmalarin yapilmasi,

5- Tirkiye’de saptanan BEV’lerin VP1 gen bolgesi disindaki 6zellikle P1°¢e
iliskin diger proteinleri (VP2, VP3 ve VP4) kodlayan gen bdlgelerinin
ve/veya tiim genomlarin elde edilmesi,

6- Biyolojik liriin hazirlanmasinda vektor olarak BEV kullanilabilirligine

sorgulanmasi,

konularinda yapilacak yeni ¢alismalarm BEV’lere ilgili yeni veriler ortaya

koyacagi ongoriilmektedir.
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OZET

Sigir Enteroviruslarin (BEV) Molekiiler Epidemiyolojisi, izolasyonu ve Farkh Serotip

Viruslar Arasindaki Capraz Bagisikhk Diizeylerinin incelenmesi

Bu ¢alismada Tiirkiye’nin farkli illerinden temin edilen 185 gaita, 30 nazal swap ve 48
organ Ornegi sigir enteroviruslar yoniinden 5’UTR bolgesine yonelik primerlerle Onestep-
RT-PCR teknigi kullanilarak sorgulanmis olup 62 gaita ve 1 nazal swap Ornegi pozitif
bulunmustur. Pozitif bulunan 6rneklerin MDBK hiicre kiiltiirlerinde 5 kere pasajlanmasi
sonrasinda 20 izolat elde edilmistir. Izolatlarin serotiplendirilmesi amaciyla VP1 kapsit
bolgesine yonelik primer ¢ifti kullanilarak yapilan Onestep-RT-PCR sonrasinda elde edilen
tiriinlerin dizin ve filogenetik analizine gore farkli EV-E serotiplerinin (E1,E2 ve E3) varligi
saptanmigtir. Belirlenen serotipleri temsilen segilen, BEI ile inaktive edilmis ve
ultrasantrifiij ile konsantre edilmis BEV izolatlari, hiperimmun serum elde etmek amaciyla
tavsanlara inokule edilmistir. Elde edilen hiperimmun serumlardaki antikor seviyelerinin,
immunizasyonda kullanilan serotipler i¢in diger serotiplere gore daha yiiksek oldugu
Saptanmustir.

Sonu¢ olarak bu ¢alismada Tirkiye’de El1, E2 ve E3 serotipli BEV varhigi ve
serotipler arasinda ¢apraz bagisiklik bulundugu ortaya konulmustur.

Anahtar Sézciikler: Bovine Enterovirus, Capraz Noétralizasyon, Izolasyon, Molekiiler
Serotiplendirme
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SUMMARY

Molecular Epidemiology and Isolation of Bovine Enteroviruses (BEV) and Determining
the Cross Immunity Antibody Titer of Different Serotypes

We investigated 185 feces, 30 nasal swabs and 48 organ samples for bovine
enteroviruses provided from different provinces of Turkey. For this purpose a primer pair
targetting 5°UTR region is used for Onestep-RT-PCR assay. As a result 62 feces and 1 nasal
swab sample found to be positive. These positive samples were inoculated to MDBK cell
cultures and subcultured 5 times. 20 of the samples inoculated to cell culture had consistent
cytopathological effect pattern with enteroviruses. A onestep-RT-PCR targetting VP1 gene
region was carried out for the isolates for molecular serotyping and after sequencing and
phylogenetical analysis of the amplicons isolates were determined to belong to different EV-
E serotypes (E1, E2, E3). One isolate was chosen to represent the corresponding serotype
and inactivated with BEI, administered to rabbits to induce antibody response. In serum
samples antibody levels belonging to immunizing viruses were found to be higher than other
serotype viruses.

As a result we have obtained information about the presence of BEV serotypes E1, E2
and E3 and showed the existence of cross neutralizing immunity among these serotypes.

Keywords: Bovine Enterovirus, Cross Neutralization, Isolation, Molecular Serotyping
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