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OZET

SANLIURFA iLINDEKIi iSHALLi BUZAGILARDA
CORONAVIRUSLARIN ELISA YONTEMI iLE
ARASTIRILMASI

Ramazan ABIKOGLU
Viroloji Anabilim Dah, Yuksek Lisans Tezi

Bovine corona virus (BCoV) sigirlar arasinda yiiksek prevalansta ve yaygindir.
Bir¢ok {ilkede bildirilmistir. Aynm1 zamanda buzagilarin ishal etkenidir. Hastalik
semptomu gdsteren ve semptom gostermeyen sigirlarin gaitast hem hastaligin kaynagi
hem de su ve gidalar i¢in kontaminasyon kaynagidir. Bu ¢alismada Sanlurfa yoresinde
klinik ishal semptomlu buzagilarda BCoV enfeksiyonu arastirilmasi amaglandi. Bunun
i¢in virolojik teshis yontemi kullanildi. Calismada klinik muayenenin ardindan Enzyme
Linked immunosorbent Assay (ELISA) testi ile degerlendirmek iizere 94 (<3 ay) ishalli
buzagi gaitasi alinda. 5 (%5,32) buzag: gaitasinda BCoV antijeni tespit edildi. Neticede
biitiin diinyada yaygin olan ve her yastaki sigirda varligi bildirilen BCoV enfeksiyonu
bu calisma ile Sanhurfa’da da varligmi devam ettirdigi belirlendi. Hastalik, sigir
popiilasyonlarinda tedavi maliyetlerinden ve buzagi 6liimlerinden kaynaklanan biiyiik
ekonomik kayiplarla sonuglanir. Ekonomik kayiplar1 azaltmak i¢in koruyucu asi tiim

gebe ineklere uygulanmasi 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Coronavirus, ELISA, Buzag ishali, Sanlurfa



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CORONAVIRUSES BY ELISA METHOD IN
DIARRHEIC CALVES IN SANLIURFA PROVINCE

Ramazan ABIKOGLU
Virology Department, Master Thesis

Bovine coronavirus (BCoV) is common with high prevalence in cattle. It is
reported in many countries. Also, BCoV causes diarrhea in calves. Feces from clinical
cases or clinically normal cattle are source of infection, also contamination of feed and
water. The aim of this study was to investigate BCoV infection in diarrheic calves in
Sanliurfa province. For this reason, the virological method was used. In this study,
following clinical examination 94 calves with diarrhoea (<3 month) were sampled for
BCoV presence by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). BCoV antigen was
detected in faecal sample of a 5 (5.32%) calves. As a conclusion, BCoV infection has
found worldwide among cattle of all ages. As a result of this study, BCoV was detected
in calves in Sanliurfa province. The disease results in major economic losses in cattle
populations that result from treatment costs and calf deaths. The protective vaccination
must be applied all pregnant cows to reduce economic losses.

Keywords: Coronavirus, ELISA, Calf diarrhoea, Sanliurfa



1.GIRiS

Coronaviruslar; insanlarin ve bir¢ok hayvanin sindirim, solunum, dolagim gibi
sistemlerinde meydana getirdigi zararlar ile tiim viicutta etkisini gésterebilen ve ¢ok genis
bir virus familyasmi temsil eden enfeksiydz ajanlardan biridir. Ilk defa 1968 yilinda
elektron mikroskobu ile morfolojik olarak tespit edilmiglerdir (1). Coronaviruslar sigir,
kopek, kedi, kanatli, tavsan, sican ve domuz gibi omurgali hayvanlarin solunum ve
gasrointestinal sistemlerinde ve yenidoganlarda oOzellikle intestinal kanalda ciddi
tahribatlara neden olmakta ve bu durum biiyiik ekonomik kayiplara yol agmaktadir (2, 3).

Coronaviruslar canlilarda {ist solunum yolu ve gastrointestinal sistem
hastaliklarinin en 6nemli enfeksiydz ajanlarindandir. Coronaviridae ailesinden olan sigir
coronavirusu (BCoV) sigirlarda solunum yolu ve gastro intestinal sistem hastaliklarina,
TGEV (Transmissible gastroenteritis virus) domuzlarda enterite, MHV (mouse hepatitis
virus) farelerde hepatite, HCoV-OC43 ve HCoV-229E insanlarda solunum yolu ve
gastrointestinal sistem rahatsizliklarina neden olmaktadir (4, 5).

2002-2003 yillar arasinda Cin’in Guangdong sehrinde ortaya ¢ikan siddetli akut
solunum yetmezligi sendromu (SARS) ile coronaviruslar bilim adamlarinin dikkatini
cekmistir. SARS coronavirusu ¢ok ciddi sayida 6liimlere neden olmustur. Cok ¢abuk
yayilabilen ve bulagabilen bu virus kisa zamanda diinya saglik orgiitii ve diger uluslararasi
kuruluglarin dikkatini ¢ekmis ve yapilan ¢aligmalarda diinya genelinde ¢ok sayida vaka
ve Olim tespit edilmistir. Daha sonra uluslararasi bir ¢calisma ile siddetli akut solunum
yetmezligi sendromuna sebep olan hastalik etmeni SARS coronavirusu olarak
isimlendirilmistir.

Coronaviruslar iizerinde yapilan ¢aligmalarda iki yeni insan coronavirusu tespit
edilmistir. HCoV-HKU1 ve HCoV-NL63, her ikiside alt ve ust solunum yolu
enfeksiyonlari ile iligkilendirilmislerdir (6). HCoV’ un neden oldugu soguk algiliginin
en tipik belirtisi, burun akintis1 ve kirginliktir (7). Yapilan ¢aligmalara gore HCoV’ lar
erigkinlerde soguk alginlig: ve farenjit gibi st solunum yolu enfeksiyonu etkeni, kiciik
cocuklar, yaglilar ve immun sistemi baskilanmis bireylerde bronsit, brongiolit, pndmoni
ve astim alevlenmesi gibi alt solunum yolu enfeksiyonu etkeni olarak bildirilmektedir (8,
9). Solunum yolu enfeksiyonu disinda hastaliklardaki rolii, tam olarak bilinmemektedir.
HCoV’ un 6zellikle yenidoganlarda enteritis ile seyreden enfeksiyonlara neden oldugu

diistiniilmektedir (10).



Cok daha yakin bir zamanda Ortadogu Solunum YetmezIligi Sendromu
Coronavirusu (The midle East Respiratory Syndrome Coronavirus, MERS-CoV)
tanimlanmistir. MERS-CoV’{in insanlarda siddetli solunum yolu enfeksiyonlarina sebep
oldugundan dolayr pandemik yapma riski tasidigi rapor edilmistir. Sonug¢ olarak,
coronaviruslar guniimiizde insan sagligi i¢in dnemli oldugu kadar hayvan sagligini igin
de tehdit olusturan 6nemli bir virus grubudur (11).

CoV’lar zarfli olmalarina ragmen, Rhinovirus gibi ¢ogunlugu zarfsiz olan
viruslara oranla dogal sartlara daha az dayaniklidir (12). CoV virionlar1, pH 6 ya oldukca
dayaniklidir; fakat hafif alkali ortamlarda hizla inaktif olurlar (13). SARS CoV diger
CoV’lara oranla dogal sartlara daha dayaniklidir. Bu zarfli virusun, safra ve proteolitik
enzimlere karsi kendisini nasil korudugu tam olarak aciklanamamistir. CoV’un zarf
glikoproteinleri ¢ok glikolize oldugundan, virionlarin konak hiicre proteazlariyla
bozulmaya direngli oldugu diisiiniilmektedir (12). 1960’larda iist solunum yolu
enfeksiyonlu hastalardan izole edilen insan CoV’lar1 (HCoV-229E ve HCoV-OC43) ile
son yillardaki enfeksiyonlu hastalardan izole edilen insan CoV ’lar1 karsilastirildigi zaman
aralarinda genetik cesitlilik olarak ¢ok onemli farklarin oldugu goriilmiistiir. Farkli
cografi bolgelerden elde edilen HCoV-229E 6rneklerinde bu ¢esitlilik az olmasina karsin,
Amerika ve Fransa’dan izole edilen HCoV-OC43 sekanslar1 daha farklidir ve ayni cografi
bolgeden farkli yillarda izole edilmis olanlarda da Onemli sekans degisiklikleri
saptanmistir. HCoV-OC43’Un fare hicrelerinde de iremeye kolayca adapte olma
yetenegi, onun mutasyonlar1 tolere etme yetenegini gostermesine karsin, HCoV-229E
fareleri enfekte etmemektedir (12).

2003 yilinda, Cin’de solunum sistemi iflasina sebep olan siddetli solunum yolu
hastaligt SARS ortaya ¢ikmistir (14). SARS‘a sebep olan hastalik etkeninin yeni bir
coronavirus oldugu tanimlanmis ve SARS-CoV olarak adlandirilmistir (15). SARS-CoV
canlilarda goriilen siddetli pulmoner hastaliklarin en 6nemli nedeni olup, %10 6liim oran1
gortilmektedir (4). SARS-CoV ile enfekte olmus olan hastalarda keyifsizlik, katilik,
halsizlik ve yiiksek ates goriilmektedir. SARS-CoV’un bu kadar tehlikeli ve 6lumcil
olmasiin temel nedeni solunum sisteminin iflasina neden olmasidir. Bunun yani sira
SARS-CoV ile enfekte olan hastalarin akcigerlerinde makrofaj, alveol ve brong epitel
hiicrelerinin pargalandigr gozlemlenmistir. Ayrica, otopsi sonrasi SARS hastalarinin

akciger, bagirsak, bobrek ve beyinlerinde yiiksek virus derisimi goézlemlenmistir.



Coronaviruslar dogal bagisiklik cevabini tip I interferonlarin uyarimini inhibe ederek
baskilarlar (6).

Coronoviruslar SARS salginindan sonra tehdit unsuru olarak goriilmelerine
ragmen uzun zamandir hayvanlarda 6liimciil hastaliklara sebep olduklar1 bilinmektedir
(6, 16). Hayvanlarda oliimciil hastaliklara sebep olan Coronaviruslar; FIPV (Feline
infectious peritonitis virus), kedilerde sistemik hastaliklara neden olarak §liime sebebiyet
vermektedir. IBV (Avian Infectious Bronchitis Virus) tavuklarda siddetli solunum yolu
hastaliklarina sebep olmaktadir. Ayrica, BCoV sigirlarda solunum yolu enfeksiyonlarinin
ve ishalin ana sebebidir (5).

MERS-CoV ilk kez 2012 Nisan ayinda tirdiinde rapor edilmis ve ayn1 sene Eylul
ayinda yeni bir virus olarak tanimlandi. Etken pneomonili bir hastadan izole edilmis
ancak yapilan ¢alismalar bu virusun insanlarin yaninda hayvanlarida enfekte edebildigi
belirlenmistir. Hastalik Urdiin, Suudi Arabistan, Tunus, Birlesik Arap Emirlikleri, Katar,
Fransa, Italya, Almanya ve Ingiltere’de bildirilmistir. Klinik enfekte hastalarda ates,
Oksurik, titreme, diyare, bogaz agris1, abdominal agr1, kusma, pnédmoni ve hemoptozi gibi
semptomlar varligi kaydedilmistir (11).

Insanlarda HCoV’un etken oldugu soguk algmlhiginin en tipik belirtisi, burun
akintist ve kirginliktir (7). Solunum yolu enfeksiyonu disinda hastaliklardaki rolii, heniiz
iyi anlagilamamistir. HCoV’un 6zellikle yenidoganlarda enterik hastaliklara sebep oldugu
diistiniilmektedir (10).

Bovine coronavirus, sigirlarda genel manada ii¢ farkli klinik sendroma neden
olmaktadir (17). Bunlar buzagilarda ishal (18-20), eriskin sigirlarda kis dizanterisi (21-
23) ve farkli yas gruplarindaki sigirlarda solunum sistemi enfeksiyonlaridir (24, 25).
Hastaliklarin klinik bulgularindaki farkliliga ragmen biitiin BCoV izolatlarinin tek bir
serotipe ait oldugu diistiniilmektedir. Bununla birlikte solunum sistemi (BRCoV-Bovine
respiratory coronavirus) ve intestinal kanalda (BECoV-Bovine enterik coronavirus)
enfeksiyon olusturan BCoV’lar arasindaki genetik ve antijenik iliski hakkinda farkli
gortsler bildirilmistir (26-29).

Bu ¢alisma tarim ve hayvancilik yoniinden iilkemizin 6nemli illerinden olan
Sanlurfa’da, sigir yetistiriciligi izerinde buzagi kayiplarina neden olarak olumsuz etkide
bulunan Coronaviruslarin neden oldugu neonatal buzagi ishallerinin arastirilmasi

amagclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Etiyoloji

Coronaviridae ailesi diger (Arteriviridae ve Roniviridae) ortak 6zelliklere sahip
virus aileleri ile birlikte Nidovirales takimimna dahil edilmistir. Coronaviridae ailesi;
Coronavirinae ve Torovirinae olmak iizere iki altaile olarak smiflandirilmistir.
Yenidogan buzagi ishallerinin etkeni olan Bovine Coronavirus ((BCoV), Coronavirinae
altailesi Betatacoronavirus cinsinde siniflandirilmigtir. Coronaviruslarin siniflandirilmasi
ve 6nemli hayvan hastaliklarina neden olan coronaviruslar tablo 2,1’de 6zetlendi (12).
Insan ve hayvan hastaliklarina neden olan Coronaviruslarin siniflandirilmast, replikasyon
yontemleri, dizin benzerligi, viral proteinlerin antijenik 06zelligi, viral genom
organizasyonu, virionlarin sekli, hiicre ve doku tropizmi ile patojenik 6zelligi goz 6niinde
bulundurularak yapilmaktadir (30)

GUlniimiizde coronavirus cinsi, insan ve hayvanlarda enterik hastaliga sebep olan
Torovirus cinsi ile beraber, Coronaviridac ailesini olusturmaktadir (12, 31,).
Coronaviridae ailesini olusturan bu iki cinsin elektron mikroskobundaki goriintiileri ve
replikasyon yontemleri benzer, fakat RNA genomu, yapisal proteinlerin boyutlar1 ve
nukleokapsitlerinin morfolojisi farklidir (32). Coronaviridae ailesi ile sadece hayvanlari
infekte eden Arteriviridae ailesi, Nidovirales (Latince Nidus = yuva, kiime) takimi i¢inde
yer alirlar (33). Coronaviridae ailesindeki CoV’larin, insan ve hayvanlarda enfeksiyona
neden olup 6nem arz eden bazi tiirleri Tablo 2.1.’de gosterilmistir (12, 34).

Serolojik iliski ve dogal konak bilgilerine gore ili¢ antijenik gruba ayrilarak
incelenen CoV’lar, daha sonra edinilen nukleotid sekansi bilgilerine goére “a” ve “b”
olarak alt gruplara ayrilmistir (13, 35, 36). Serogrup 1 ve 2 icine memelilerden izole
edilen CoV’lar, serogrup 3 igine de kanatlilardan izole edilen CoV’lar yerlestirilmistir.
Grup 1 i¢inde insan susu HCoV-229E, bir diger insan susu olan HCoV-NL63 ve hayvan
Coronaviruslart yer almaktadir. Grup 2 iginde 2a ve 2b olarak iki antijenik alt grup
bildirilmektedir. Insan ve hayvan CoV’lar1 2a grubu icinde, SARS-COV ise 2b grubu
icinde yer alir. Tablo 2,2’de gosterilmistir.

Coronavirinae altailesi icinde kanatlilarda goriilen Infectious bronchitis virus
(IBV) ve kedilerde feline coronavirus (FCoV) enfeksiyonu, kopeklerde gorillen Canine
coronavirus (CCoV) enfeksiyonu ve domuzlarda gorilen Transmissible gastroenteritis
virus (TGEV) enfeksiyonu gibi memelilerde ciddi viral ajanlar bulunmaktadir (37).



Tablo 2.1. Coronaviridae ailesinde siiflandirma (12, 34)

CORONAVIRIDAE
CORONAVIRINAE

CINS: ALPHACORONAVIRUS
Canine coronavirus CCoV
Feline coronavirus FCoV
Feline infectious peritonitis virus FIPV
Porcine respiratory coronavirus PRCoV
Porcine epidemic diarrhea virus PEDV
Transmissible gastroenteritis viris TGEV (Porcine)
Human coronavirus 229E HCoV-229E
Miniopterus bat coronavirus MBCoV
Rhinolophus bat coronavirus Rh-BatCoV
Scotophilus bat coronavirus Sc-BatCoV

CINS: BETACORONAVIRUS
Bovine coronavirus BCoV
Equine coronavirus ECoV
Human coronavirus OC43 HCoV-0C43
Porcine hemagglutinating encephalomyelitis virus PHEV
Human coronavirus HCoV
Mouse hepatitis virus MHV
Rat coronavirus RCoV
Pipistrellus bat coronavirus HKU5
Pipistrellus bat coronavirus Pi-BatCoV
Severe acute respiratory syndrome coronavirus SARS-CoV

CINS: GAMMACORONAVIRUS
Avian coronavirus
Infectious bronchitis virus IBV
Turkey coronavirus TCoV
Duck coronavirus DCoV
Goose coronavirus GCoV
Pigeon coronavirus PCoV

TOROVIRINAE

CINS: TOROVIRUS
Bovine torovirus Breda BToV Breda
Equine torovirus strain Berne EToV Berne
Human torovirus HToV
Porcine torovirus PToV

Coronaviruslarin geneli sadece bir hayvan tiiriinii enfekte etmektedir. SARS-CoV
ise insanlar, rakunlar, kediler, kopekler ve kemiricilerin de dahil oldugu genis bir memeli
grubunu enfekte etmektedir. Ayrica yarasadan da, SARS-CoV’una ¢ok benzer CoV’lar
(BatCoV) izole edilmistir (35, 36).



Tablo 2.2. Coronavirus’lar infekte ettigi konaklar ve bilinen hiicre reseptorleri (12, 34).

Antijenik Grup _ Virus Konak Reseptor
la CCoV: Canine Coronavirus Kdpek APN
la FECoV: Feline Enteric Coronavirus Kedi APN
; la FIPV: Feline Infectious Peritonitis Virus Kedi APN
> la TGEV: Transmissible Gastroenteritis Virus Domuz APN
Q] la PRCoV: Porcine Respiratory Coronavirus Domuz APN?
la HCoV-229E: Human Coronavirus-229E Insan APN
1b BatCoV: Bat Coronavirus Yarasa ?
1b HCoV-NL63: Human Coronavirus-NL63 Insan ACE2
2a BCoV: Bovine Coronavirus Sigir ASAC
~ 2a GiCoV: Giraffe Coronavirus Zlrafa ?
o 2a HCoV-0C43: Coronavirus-OC43 Human ?
g 2a MHV: Murine Hepatitis Virus Fare EACAM1
2a SDAV: Sialodacryoadenitis Virus Sigan ?
2a HEV: Hemagglutinating Encephalomyelitis Virus  Domuz 9-O-ASAC
2b SARS-CoV: Severe Acute Respiratory Syndrome Insan ACE2
- 3 IBV: Avian Infectious Bronchitis Virus Tavuk ?
g 3 TCoV: Turkey Enteric Coronavirus Hindi ?
& 3 DCoV: Duck Coronavirus Ordek ?
3 GCoV: Goose coronavirus Kaz ?
3 PCoV: Pigeon coronavirus Guvercin = ?

APN: Aminopeptidaz N, ACE2: angiotensin-converting enzyme 2, 9-O-ASAC: 9-O-acetylated sialic

acids (neuraminic acid), CEACAMZ1: human carcino-embryonic antigen cell adhesion molecule 1.

2.2. Virion Morfolojisi ve Yapisi

Coronavirus virionlar1 pleomorfik yapida, genelde yuvarlak, yaklasik 80-220 nm
capinda zarfl1 partikiillerdir (sekil 2.1). Virion iginde tek zincirli, 27-32 kb biiyiikligiinde,
sarmal, segmentsiz, pozitif polariteli genomik RNA bulunur. Coronavirus’lar RNA
genomuna sahip viruslar igcinde en biyuk genoma sahip virus cinsidir (12).

Genomunda tiirlere gore degismek tizere 27000-31.500 nukleotid vardir (38).
Molekiiler agirligr 5- 6x106 dalton aralifinda ve sedimentasyon katsayis1 70S’ tir (39).
RNA genomu nukleokapsit fosfoproteiniyle (N) baglantilidir; birlikte uzun, esnek, sarmal
nukleokapsiti meydana getirirler. Nukleokapsit virus partikiiliinden ayrildiginda, 14-16
nm c¢apinda uzun tiibiiler zincir olarak goriiliir. En az iki Coronavirus’ un (TGEV ve
MHV) sarmal nukleokapsiti 65 nm ¢apinda, sferik ya da ikosahedral olabilen internal kor
yapist ile cevrelenmistir (12). Bu yapt membran glikoproteini (M) tarafindan
olusturulmaktadir (31).

Kor disinda bulunan lipoprotein yapidaki zarfin, virusun hiicre i¢ci membranindan
tomurcuklanmasi sirasinda olustugu bilinmektedir (12). Zarf lipit yapida oldugundan
dolayr eter gibi lipit ¢oziiciiler, iyonik olmayan deterjanlar, formaldehit, oksitleyici

coziicliler, asit, 1s1 ve UV radyasyonuna kars1 olduk¢a duyarlidir (38).



Sekil 2.1. Coronaviruslarin mikroskobik géruntiisii (40).

CoV zarfinin yilizeyinde, bu virusa 6zgii uzun ve topuz (spike, petal) sekilli,
glikoprotein yapida peplomerler vardir ve bunlar iki tiptir: Spike glikoproteininden (S)
olusan uzun ¢ikmtilarin boyu 20 nm, u¢ kisminin genisligi yaklagik 10 nm’dir. Spike
glikoprotein biitin CoV’ larda mevcuttur (12, 39). Bu glikoprotein, uzunlugundan dolay1
virionun en distaki parcasidir. Hemaggliitinin-esteraz glikoproteininden (HE) olusan kisa
cikintilar ise, sadece baz1 CoV’larda (HCoV-OC43, BCoV) bulunmaktadir. CoV zarfinda
bunlardan bagka yapisal proteinler de bulunmaktadir. Sekil 2.2’de, CoV’larin sematik
sekli goriilmektedir (41)

CoV genetiginin kendine has bir 6zelligi, 6zellikle Murine hepatitis virus (MHV)’
da olmak tizere, yiiksek siklikta RNA rekombinasyonudur (12). Miks infeksiyon
sirasinda, iki farkli CoV’un mRNA’larinin lider sekanslari takas olabilir (42). Yeni
tiplerin ortaya cikisi da muhtemelen, mutasyon ve rekombinasyon yoluyla meydana
gelmektedir (7). Diger viruslardaki segmentsiz RNA genomlarinin ¢ogunda az ya da
saptanamayacak siklikta rekombinasyon meydana gelirken, tim CoV genomunun
rekombinasyon siklig1 %25’e kadar hesaplanmistir. Bu yiiksek oran muhtemelen, CoV
RNA sentezinin, kesintili transkripsiyon ve polimeraz aktivitesi iceren kendine has
mekanizmasinin sonucudur. Bugiine kadar RNA rekombinasyonu MHV, TGEV ve IBV
icin hem doku kiiltiiri hem de deneysel ve dogal hayvan enfeksiyonlarinda gosterilmistir
(12, 13).



Virus tipi ve konak hiicre tipine bagl olarak CoV enfeksiyonu, degisik sitopatik
etkileri indiikler. Ornegin MHV, BCoV, IBV ya da SARS-CoV hiicre fiizyonuna sebep
olur (12). Fiizyon, S glikoproteini tarafindan meydana getirilir ve pH 6,5’in altinda
ger¢eklesmez (13). MHV, E proteini vasitasiyla apoptozu da indiikler. Ayrica baz1 SARS-
CoV proteinleri, hiicre sinyal yol izlerini etkileyip hiicresel fonksiyonlarda bozukluga ve
artan sitokin ve kemokin ekspresyonuna neden olabilir (12). Hucre 61umu ya da sitopatik
etki olmaksizin haftalarca virus iiretiminin oldugu persistan CoV enfeksiyonu, doku
kalturd hicrelerinde kolayca meydana gelir. Genelde sitosidal enfeksiyondan sonra bir
kisim hiicreler enfeksiydz virus iiretir ve virus liretimi aylarca devam eder. HCoV-229E’
nin, insan oligodendrosit ve glial hiicre kiiltiirlerinde persistan enfeksiyon yaptigi
gosterilmistir. Persistan enfekte kiiltiirdeki hiicreler, wild-tip virusla stiperinfeksiyona
direnglidir ve gesitli replikasyon, kusurlu mutantlar, siklikla bu kiiltiirlerden i1zole edilir
(12).

CoV’larin dogal evriminde, RNA rekombinasyonu énemli bir mekanizmadir (12,
43). Ornegin kiimes hayvanlar1 toplulugu igindeki yeni IBV tipleri, farkl1 saha ve as
tipleri arasindaki dogal evrimin sonucudur (12). RNA rekombinasyonu, farkli CoV
tarlerinin evriminde de rol oynayabilir. Rekombinasyon, CoV’lardaki HE geninin
influenza C virusundan geldigi hipotezini agiklayabilir (44). Baz1 FECoV biyotiplerinin,
FECoV ile CCoV arasindaki rekombinasyondan meydana gelmis oldugu
diisiintilmektedir (12). CoV’larin farkli antijenik gruptan olan virusla rekombinasyona
ugramamasi ve mRNA’larinin ayr1 ayr1 bulunmasi, viral genomlar arasinda muhtemelen
rekombinasyonu tesvik eder ve genetik cesitlilik artar (41). Filogenetik incelemelerde de

SARS-CoV’un, Grup 2 i¢indeki BCoV’a daha yakin olmas1 bunu agiklayabilir (12).

2.3. Yapisal Proteinler

2.3.1 Spike Glikoproteini (S)

S proteini 1200-1600 aminoasit igeren tip | membran glikoproteinidir. Sapli topuz
formda, 12-24 nm uzunlugunda ve elektron mikroskobunda ta¢ seklinde ¢ikintilar halinde
gorlinen S proteini, Coronavirus ailesine, “Corona=Tag¢” adinin verilmesinin nedenidir.
Bu protein virusun tiir ve doku spesifitesini belirlemektedir (45, 46). S proteini yiksek
oranda N glikolizedir. Konakg¢1 hiicreye giriste gérevli olup, hiicresel membrana baglanan

reseptordiir ve sinif I fiizyon proteinlerinin 6zelliklerini tasimaktadir. S proteinindeki



yapisal, fonksiyonel dizin benzerlikleri Coronaviridae ailesindeki, Toro-, Bafini-, ve daha
az olarak da Coronaviruslarin ayni evrimsel kokenden geldigini diisltindiirmektedir (47).
S proteini, konakg¢ida hiicresel kosullu immun yaniti1 indiikleyerek antikor (6zellikle
noétralizan) olusumundan sorumludur (48).

S proteininin 6nemli bir &zelligi de, spesifik reseptor yoklugunda da, hiicre-hiicre
fiizyonunu indiikleyebilmesidir; bu yetenek, hayvanlardaki artan virulansi agiklamaktadir
(12). S glikoproteini, enfekte konagin immun sisteminin virusu tanimasinda birincil
unsurdur. Enfeksiyon esnasinda meydana gelen noétralizan antikorlarin  bas
indUkleyicisidir (43). Sonug olarak S proteini hiicre tropizmi, konak segimi, notralizan
antikor olusumu ve CoV enfeksiyonlarinin patogenez ve biyolojisinde 6nemli rol

oynayan ¢ok fonksiyonlu bir protein olarak degerlendirilmektedir (12, 49).

S: Spike Glikoproteini E: Zarf Glikoproteini M: Membran Glikoproteini N: Nukleokapsit Fosfoproteini

Sekil 2.2. Coronavirus’larin sematik goriiniimii (41).

2.3.2 Hemagglutinin-Esteraz Glikoproteini (HE)

Bu glikozile protein, virion iizerinde kisa uzantilar seklinde goriilmektedir. Viral
replikasyon i¢in gerekli olmadig diislintilmektedir. Ciinkii bulundugu CoV’lar arasinda
bile varlig1 ya da yoklugu ¢ok degiskendir ve devamli hiicre kiiltiirii pasajlarinda yapisi

siklikla mutasyona ya da tamamen delesyona ugramaktadir (12, 38). Yiiksek



hemaggliitinasyon 6zelligi ve virus partikiillerinin hiicreden salinmasinda rol oynayan
esteraz aktivitesi vardir; hemadsorbsiyona sebep olabilir (12, 50, 51). Bu ozellikler,
virusun titresini Olcmede ya da enfekte organ kdltir( hucrelerini saptamada
kullanilabilmektedir (13). Ayrica suslar arasindaki biyolojik 06zelliklerin ortaya
konulmasinda hemaggliitinasyon, hemaggliitinasyon inhibisyon ve reseptorii inhibe eden

enzim aktivitelerinin titrelerinin hesaplanmasinda kullanilabilir (52).

2.3.3. Membran Glikoproteni (M)

Bu glikolize protein, 25-35 kDa agirligindadir ve virusun zarfinda bol miktarda
bulunmaktadir (12, 38). Diger CoV glikoproteinlerinden farkli olarak, membran
glikoproteininin (M) sadece kisa bir aminoterminal bolgesi viral zarf disinda agikta
kalmaktadir. TGEV gibi bazi CoV’larda M nin karboksiterminal kismi, virion yiizeyinde
acikta kalmaktadir (12). Yiiksek derecede hidrofobiktir (13). M’nin dis bdlgesine karsi
olusmus bazi monoklonal antikorlar, virus enfektivitesini notralize etmektedir. M proteini
plazma membranina taginip orada goériilmez; hedefi golgi aygitinin baslangi¢ bolgesidir.
M proteini, virus partikiillerinin birlestirilmesi ve olgunlasmasi i¢in olduk¢a dnemli bir

gorev lstlenir (12). RNA’ya afinitesi oldugu gosterilmistir (53).

2.3.4. Zarf Glikoproteini (E)

9-12 kDa agirliginda, kiiciik ve viral zarfta az miktarda bulunan, glikolize
olmayan bir proteindir (12, 38). E proteini lipit membrani iki kere geger; proteinin iki ucu
da virus liimenindedir. Virion partikiillerinin birlestirilmesini tetikledigi diisiiniilmesine
ragmen, elzem degildir. Ciinkii E ekspresyonu yetersiz olan virusla enfekte hiicrelerden,
anormal sekilli olmakla birlikte, yine de virionlar salinmaktadir. Enfekte hicre icinde
tomurcuklanma i¢in, M ve E glikoproteinleri gereklidir. Kivrilarak lipit tabakay1 bozmasi,
virus tomurcuklanmasindaki roliinii agiklar. Sadece E’nin ekspresyonu, hiicreden vezikiil
saliimi i¢in yeterlidir (12). Ayrica E proteini ¢ok iyi anlagilamamigsa da SARS-CoV,
HCoV-229E, MHV ve IBV’da, soyunma ve olgun virionlarin saliniminda gérevli bir iyon
kanali gibi fonksiyon goérdiigii gosterilmistir (54). MHV ve SARS-CoV’da apoptozu
indiikledigi gosterilmistir (55, 56).
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2.3.5. Nukleokapsit Fosfoproteini (N)

50-60 kDa agirligindadir. Viral sarmal nukleokapsiti olusturmak i¢in, genomik
RNA’ya baglanir ve RNA zincirinin dayanikliligini saglar (12, 51). N’nin {i¢ yapisal
bolgesi vardir ve RNA, orta bolgeye baglidir (13). N proteini, M ile direk etkilesimdedir.
Coronaviridae ailesi N proteini oldukca basit RNA baglayan fosfoprotein yapidadir.
Kapsitlenme ve genomun paketlenmesinde gorevlidir. Ancak coronavirinae alt ailesinde
bu gorevlerinin yanm sira RNA sentez ve translasyonunda rol aldigi, RNA chaperone
aktivitesi gosterdigi ve Interferon Tip I antogonisti olarak davrandigi bilinmektedir (47,

48).

2.4. Yapisal Olmayan Proteinler
Bu proteinlerin gorevleri tam olarak anlasilamamis olmakla beraber viral

replikasyonda, tlir ve organ spesifitesinde rol aldiklar diisiniilmektedir (57).

2.5. Viral Replikasyon

Bu virusun replikasyonu, enfekte hiicrenin sadece sitoplazmasinda gergeklesir.
(13). CoV replikasyon semast sekil 2.3’te goriilmektedir. Diger zarfli viruslarla
karsilastirildiginda, replikasyon yavastir: Ornegin influenza virusunda replikasyon siiresi
6-8 saatken, CoV’da 24 saattir (58). Replikasyon dongiisiiniin ilk basamagi, virionlarin
hedef hiicrelerin plazma membranina baglanmasidir. Viral tropizmin ana belirteci olarak
S proteini, hiucre ylzeyindeki bir spesifik reseptor glikoproteine baglanir. Bazi CoV’lar
i¢in tanimlanmis reseptorler tablo 2.2°de gorilmektedir (12, 34).

Virus spesifik reseptore baglandiktan sonra S proteini, viral zarfla konak hiicre
membran flizyonunu indiikleyerek bir degisime ugrar ve virus bu yolla hiicrenin icine
aktarilmis olur. Coronaviruslarin hiicreye girme mekanizmalar1 biitiin CoV’larda farklilik
gosterir. Endositozla ya da plazma membranina flizyon yoluyla konak hiicreye giren virus
soyunur (12). Viral RNA sitoplazmaya salindiginda, biiyiik bir poliproteini olusturmak
icin ribozomlara baglanir ve ribozomal ¢ergeve kayma mekanizmasi ile translasyona
ugrar (12, 33, 59). Bu biiyiik poliprotein, translasyon esnasinda ya da sonrasinda, virusun
kendi proteazlariyla (papain-benzeri proteaz PLpro, kemotripsin-benzeri proteaz Mpro)
kesilerek, farkli proteinlere doniismek iizere islenir. Yapisal proteinler, yapisal protein

olmayan polimeraz ve ATPaz helikazi tarafindan olusturulur (12, 60).
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Sekil 2.3. Coronavirus Replikasyon Dénglisu (61)

Negatif zincirli RNA enfeksiyon baslangicinda sentezlenir, fakat ilerleyen
evrelerde azalir. Buna karsilik pozitif zincirli RNA tiirleri enfeksiyon boyunca, son
evrelere kadar sentezlenir (12). Enfekte hiicrelerde (+) viral RNA, (-) viral RNA’dan 10
ile 100 kat arasinda fazladir (13). S proteini translasyon sirasinda rough endoplazmik
retikuluma girer ve glikolize olur. Trimer haline geldikten sonra disar1 ¢ikar; M ve E
proteinleriyle etkilesime girerek, virion partikiillerinin birlestirilme bolgesine go¢ eder.
Golgi aygitina transportu sirasinda yliksek mannozlu glikanlar1 diizenlenir ve olgun hale
gelmis olur. S proteininin bir kismi plazma membranina taginir ve bu bolgede hiicre
fiizyonuna sebep olur. Son olarak bazi1 CoV’larin (6zellikle Grup 2 ve Grup 3 CoV’lar1)
S proteini, S1 ve S2 alt Unitelerine bolunar (12).

M proteini rough endoplazmik retikulum Uzerinde sentezlenip endoplazmik
retikulum membranina girer ve glikolize edilir. M proteini ¢ogunlukla virusun
tomurcuklanma boélgesinde; az bir kism1 da golgi aygitinda lokalize olur (12). Plazma
membranina taginmaz (13). Buna karsilik E proteini, endoplazmik retikulum ve golgi
aygiti arasindaki ERGIC’de (endoplasmic reticulum-golgi intermediate compartment)
lokalize olur. Bazi CoV’larda bulunan HE proteini, translasyon esnasinda rough
endoplazmik retikulumda glikolize olur ve dimerler meydana getirir. Golgi aygitina

tagiip burada olgunlasir ve tomurcuklanan virus partikiillerinin zarfina dahil olur. Bir
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kisitm HE proteini de plazma membranina taginip hiicre ylizeyine yerlesir ve burada
hemadsorbsiyona sebep olabilir (12).

Tam bir virus partikili, N proteini ile viral RNA’nin etkilesimi ile sekillenen
sarmal bir nukleokapsit icerir. Sonra nukleokapsit endoplazmik retikulumda M proteini
ile etkilesime girer ve bdylece virus partikiiliinde paketlenir. Sasirtic1 olarak M, N olmasa
bile viral RNA ile direk etkilesime girebilir. S yoklugunda spikesiz virus partikiillerinin
olusabilmesi, S’nin virus partikiillerinin birlestirilmesi i¢in elzem olmadigini1 fakat
enfeksiyoz virus partikiillerinin olusumu igin gerekli oldugunu gostermektedir (12).

Tomurcuklanmadan sonra virus partikiilleri golgi aygitina giderler, daha ileri
morfolojik degisimler gecgirerek olgunlasirlar ve salgisal vezikiillere ulastiklarinda, siki
ve elektron yogun kor kisimlariyla olgun bir virus partikiilii goriiniimii almis olurlar.
Virionlar buyik, diiz duvarli vezikiillerde birikir. Bu vezikiiller plazma membranina
ekzositozla yapisir ve ekstraseliiler alana viruslar salar (12). Ya da apoptozla hiicreden
salmirlar (62). Yani virionlar plazma membranindan tomurcuklanmazlar. Cok sayida
virion, enfekte hilicrenin plazma membranina yapismis halde kalir (13).

Virus salinimi, virusa ve konak hiicre tipine bagh olarak, apikal ya da bazolateral
membranlardan ya da her ikisinden olabilir. CoV’la enfekte olmus epitel hiicreleri, birkag
giin sonra olir ve epitelden dokiiliir. Apikal salinim, solunum ya da enterik kanal
hiicrelerine virusun yayiliminda etkiliyken; bazolateral salinimin, virusun sistemik
yayilimini kolaylastirdig1 diisiiniilmektedir. Invitro kosullarda HCoV-229E’ nin, hAPN
(insan aminopeptidaz N) sergileyen epitel hicrelerinin hem apikal hem bazolateral

yiizeylerinden salinabildigi gosterilmistir (31).

2.6. Epidemiyoloji

Buzag ishalleri, coronavirus familyasinin antijenik grup II icerisinde yer alan
BCoV’un, ilk defa Mebus ve ark. (63) tarafindan Amerika’da ishalli bir buzaginin
digkisindan hazirlanan inokulumun fotal dana bobrek hiicre kiiltiirline seri pasajlari
sonunda izole edildigi bildirilmistir. Intestinal kanalin BCoV enfeksiyonu, enfekte
diskinin yem ve suya bulasmasi, bulasik yem ve suyun oral yolla alinmasi sonucu
gerceklesmektedir. Bovine coronavirus, buzagilarda fekal oral yolun yanisira aerosol
yolla da tasinabilmektedir (20, 25, 64). Bovine coronavirus hem sit¢l hem de etci

stiriilerde yetistirilen buzagilarda enteritise sebep olabilmektedir (65, 66). Enfeksiyon, kis
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aylarinda daha etkili ve yaygin olarak goriiliir. Bunun sebebi virusun soguk ve serin
ortamlarda aktivitesini daha iyi koruyabilmesi, buzagilamanin genellikle ilkbaharin
baslangicinda gergeklesmesi ve yetistirme bigimi sayilabilmektedir (67-71). Ishal
salginlar1 ayni ¢iftlik i¢inde birbirini takip eden yillarda sik sik ortaya ¢ikabilmektedir
(70-72).

Virusla siirekli olarak enfekte olan yetiskin sigirlarin, hassas buzagilar icin
enfeksiyon kaynagi olarak rol oynadigi diisiiniilmektedir (67-69). Ayrica yetiskin
sigirlarda yiiksek bir coronavirus antikor prevalansi tespit edilmistir (73-75). Hem disk1
hem de kan sirkiilasyonunda spesifik antikorlarin varligina ragmen klinik olarak normal
olan yetiskin sigirlarin digkilarinda yiiksek oranda (%70 in Uzerinde) BCoV tespit
edilmis, bu sac¢ilimin ¢ogunlugunun diskida coronavirus immunoglobulin kompleksler
seklinde oldugu bildirilmistir (67). Annelerde dogum esnasinda virus sacilim
insidensinde meydana gelen artig, annelerin viicutlarinda olusan hormonal degisikliklere
ve strese baglanmakta ve bu tiir tasiyic1 annelerden dogan buzagilarda ishalin olugsma
ihtimalinin son derecede yiiksek oldugu bildirilmektedir (68, 69). Colins ve ark. (69).
Buzagilarda coronavirus enfeksiyonu insidensinin yillik % 60 oldugu tespit edilen bir
sigircilik isletmesinde yaptiklar1 arastirmada, bu insidensi yetistirme tekniklerinin
tyilestirilmesi ve asilama ile %10-%20 ye kadar diisiirmeyi basarmislar, ancak siiriide
asilanan ve agilanmayan hayvanlarin 6zellikle kis aylarinda 2 yil boyunca digkilart ile
coronavirusu sporadik olarak sagtiklarini belirterek insidensteki bu diisiisii asilamadan

ziyade yetistirme tekniklerinin iyilestirilmesine baglamislardir.

2.7. Patogenez ve Patoloji

Bovine coronavirus ile intestinal kanalin enfeksiyonu ince bagirsagin
proksimalinde baslar, ince ve kalin bagirsak boyunca yayilir. Virus bu organlar 6zellikle
emilimde rol oynayan epitel hicrelerini hedef olarak secer (72, 76). Buzagilarda ishale
neden olan rotaviruslar incebagirsagi enfekte ederken, coronaviruslarin hem ince
bagirsagi hem de kalin bagirsagi enfekte etmesi ile daha siddetli enfeksiyona ve
mortaliteye neden olabilmektedir (77). BCoV replikasyonu, ince bagirsagin villileri
tizerindeki olgunlagsmis epitel hiicreleri ile kolonun yiizeysel epitel hiicrelerinde
gerceklesir. Enfekte olan hiicrelerin lize olmasi sonucu gelisen hiicre dejenerasyonuna

bagli dokiilmeler meydana gelmekte ve bu hiicrelerin yerlerini olgunlasmamis mukoza

14



epitel hiicreleri almaktadir. Ince bagirsaktaki bu degisiklikler, villilerin boylarinin
kisalmast ve birbirleriyle birlesmeleri sonucu villus atrofisinin sekillenmesine yol
acmaktadir. Kalin bagirsagin yiizeysel epitel hiicrelerinde de dejenerasyon ve dokiilme
sonucu mukozal erozyonlar sekillenmektedir (72, 76).

Histopatolojik muayenede, ince bagirsak villus epitel hiicrelerinin ve kolon
yiizeysel epitel hiicrelerinin yerini yassi, kiibik ve prizmatik epitel hiicrelerinin aldig1
gortliir ve siddetli enfeksiyonlarda tam dokiilme sahalari tespit edilebilir. Bu degisiklikler
kadeh (goblet) hiicrelerinin azalmasi ile birlikte gozlenir. Scanning elektron mikroskopi
(SEM) ile yapilan incelemelerde her bir bagirsak hiicresi iizerindeki mikrovilluslarin
uzunlugunda ve araliklarinda degisiklikler oldugu gdsterilmistir (72). Viral antijen ayrica
villuslarin lamina propriasinda ve mezenterik lenf diigiimlerindeki makrofajlarda da
saptanmustir (72, 76).

Barsaklarin mokozal epitel hiicrelerinde BCoV’un etkisiyle meydana gelen
dejenerasyon ve bunlarin yerine gegen olgunlasmamis hiicreler nedeni ile bagirsaklarin
emilim kapasitesi olduk¢a diiser. Bu hiicreler, normal sekretorik aktivitelerin azalmasina
bagli olarak bagirsak liimenindeki sivi hacminde asir1 bir artisa yol agmakta ve sindirimde
rol alan enzimleri salgilayamamalarindan dolayr bagirsagin sindirim kapasitesinin
azalmasina neden olmaktadir. Bunun neticesinde bagirsak liimeninde biriken
hazmedilmemis laktoz, mikrobial aktivitenin asir1 artisina sebep olmakta ve bagirsaklarda
fazla miktardaki s1vi birikimi liimende ozmotik dengesizlige yol agmaktadir. Sindirim ve
emilim kapasitelerinde meydana gelen azalmaya bagh olarak ortaya ¢ikan ishal, sivi ve
elektrolit kaybina neden olmaktadir. Siddetli enfeksiyonlarda; ishalle beraber
dehidrasyon, asidoz ve hipoglisemi ortaya ¢ikmakta, akut sok ve kalp yetmezligine bagli
olarak oliimler ger¢eklesmektedir (72).

2.8. Kinik Belirtiler

Ishal olsun veya olmasin her yastaki sigirm diski ve bagirsak drneklerinden
virusun tespiti yapilabilmektedir (17, 25, 72, 78). Bununla beraber buzagilarin BCoV ile
intestinal kanal enfeksiyonlarina oldukca duyarli olduklar1 donem genellikle yasamlarinin
ilk 3-21. ginleridir (20). Deneysel enfeksiyonlarda inkubasyon siiresi 20-36 saattir (79).
Bovine coronavirusun yol agtig1 enteritlerin sidddeti, buzaginin yasina, virusun enfektif

dozuna, immunolojik durumuna, kolostrum alip almamasina ve virusun susuna gore
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degisiklik gostermektedir. Enfeksiyon sonucu ishal; sar1 renkli, sulu, bazen mukuslu ve
nadiren kanli olur ve 3-6 giin devam eder. Virus bu siire zarfinda diskida tespit edilebilir.
Buzagilar enfeksiyonun akut sathasinda durgun, istahsiz ve buna bagl olarak hayvanda
kilo kaybi, tiiylerde diizensizlik ve kegelesme goriiliir. Eger ishal siddetli ise ates ve
dehidrasyon gortlebilir. Buzagilarin ¢ogunlugu, herhangi bir komplikasyon goriilmedigi
taktirde iyilesebilirler. Ishal siddetli olursa dehidrasyon ve dolasim yetmezliginden
hayvanlar olebilir. BCoV’un meydana getirdigi tiim bu semptomlar, buzagilarda
intestinal kanali etkileyen diger bir viral etken olan rotavirus enfeksiyonunda gozlenen

semptomlara benzerlik gostermektedir (72).

2.9. Teshis

Enterik BCoV enfeksiyonlar1 genellikle digki 6rneklerinin virolojik muayenesi ile
teshis edilmektedir. Bu amagla kullanilan yontemlerden bir tanesi, digki 6rneklerinin
elektron mikroskobik (EM) muayenesidir (69, 81-83). Fakat virusun pleomorfik
morfolojiye sahip olmasi ve 6rneklere hiicresel membranlar, organeller ve bakteriyofajlar
gibi virus benzeri partikiillerin karisma olasiliginin yiiksek olmasi sebebi ile direkt
eletronmikroskopi (DEM) ile teshis zor olabilecegi gibi sonuglarin bazen dogrulanmasi
gerektigi de bildirilmektedir (23, 84). Bunun yaninda yiiksek ekipman maliyeti, teshisin
digkidaki viral partikiil sayisina bagli olmasi, drneklerin incelenmesinin uzun zaman
almasi, deneyimli arastiric1 gereksinimi gibi dezavantajlar1 da vardir (18, 85).

Bovine coronaviruslarin bir bagka tani teknigi de ishalin baglamasindan sonra 1-
4.giinlerde otopsisi yapilan buzagilardan alinan spiral kolon parcalarinin dondurulduktan
sonra immunofloresan (IF) testine tabi tutulmasidir (79). Ancak, postmortem tani
amaciyla kullanilabilmesinden ve taze materyale gereksinim duyulmasindan dolay1 bu
metodun rutin amaglar i¢in pek uygun olmayacagi belirtilmektedir (18, 86). Bununla
beraber direkt IF teknigi enfekte buzagilarin nazal epitel hiicrelerinde bovine coronavirus
antijenlerini aramak icin kullanilan yaygin bir metot olarak karsimiza ¢ikmaktadir (64,
78). Immunohistokimyasal ydntemle teshiste, peroksidaz enzimi ile konjuge edilmis
spesifik antikorlar enfekte hicrelerin stoplazmasinda bulunan virlis ve/veya viral
antijenlere baglanarak hiicre stoplazmasimin boyanmasi neticesinde 1sik mikroskop
yardimut ile antijen tespitine olanak saglamaktadir (87, 88).

Bovine coronavirus hemaglatinasyon (HA) yapabilme kabiliyetine sahip
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oldugundan HA testide teshis amaciyla kullanilmaktadir (89, 84). Hemagliitasyon testi
kolay uygulanabilecegine ragmen, diski 6rneklerinin spesifik olmayan hemaglutaninleri
icermesi ve hemagliitinasyon olaymin ortam 1sisina bagl olarak degiskenlik gostermesi
cogu zaman hatali sonuglara neden oldugundan, pratikte veya rutin tanida pek kabul
gormemektedir (85).

BCoV enfeksiyonlariin direkt teshisinde en yaygin olarak kullanilan tani testi
ELISA’dir. Bu konuda gergeklestirilen arastirmalarda poliklonal (81, 85) ve monoklonal
(67, 68, 85, 90-92) antikorlar kullanilarak yapilmstir.

Bovine coronavirusun hiicre kiiltiirlerine adaptasyonunun zor olmasi sebebiyle,
hicre kiltiirinde virus izolasyonu yontemi nadiren uygulanmaktadir. Ancak virus
izolasyonundaki problemlere ragmen BCoV unun, primer trake (18), bagirsak, human
rektal timor-18 (HRT-18), African green monkey (Vero) ve Madin Darby bovine kidney
(MDBK) hiicre kulturlerinde (93) ¢ogaldigi gozlenmistir. Bu hiicre kiiltiirlerinden HRT-
18’in sigir, kdpek, insan ve hindi enterik coronaviruslarina son derece duyarlt oldugu
bildirilmistir (19, 20, 66, 90).

Vero, MDBK, bovine fotal tiroid (BFT), bovine fétal beyin (BFB) ve bovine
embriyonik akciger (BEL) ve HRT-18 hicre kultirlerinde BCoV’nun primer olarak
cogaltilmasi vasata sonradan tripsin ilavesiyle artirilabilmektedir (83, 93, 94). Tripsin
ilavesi, coronaviruslarin biyolojik fonksiyonlarinda dnemli rolii olan S glikoproteininin
Slve S2 alt iinitelerine ayrismasina neden olmaktadir. Ortaya ¢ikan S1 virusun hiicre
reseptorlerine baglanmasinda, S2 ise hiicre fiizyonunun ger¢eklesmesinde gorev
almaktadir (95). Virus hiicre kiiltiirlerine yapilan ilk pasajlarda genellikle tam bir CPE
olusturmadan ¢ogalmakta, daha sonraki pasajlarda ise syneytium ve hiicre dokiilmesi ile
karakterize bir CPE olusumu ger¢eklesmektedir. Bu CPE olusumu virus susu ve konake1
hiicre tipine gore degiskenlik gostermekte olup yine tripsin ilavesi ile hem CPE hem de
plak olusumu artirilabilmektedir (1, 72). Hiicre kiiltiirlerinde viral ¢ogalma; ¢ogunlukla
CPE olusumu, immunofloresans ve hemadsorbsiyon testleriyle veya enfekte hiicrelerin
siipernatantlarinin elektron mikroskopisi ile gosterilmektedir (18, 24, 93).

Bovine coronavirusun Nebraska (NCDV) susu MDBK hiicre kiiltiirlerinde idame
vasatina pankreatin ilavesi sonucu basariyla ¢ogaltilmistir. BCoV ‘unun saha izolatlari ise
vasata tripsin ilavesiyle primer bovine kidney ve Vero hiicrelerinde ¢ogaltilmis olup, tant

orneklerinden virus izolasyonu ve virusun kantitatif olarak tespitinde bu hticre tiplerinden
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faydalanilabilecegi bildirilmistir (93).

Son zamanlarda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) testi nazal ve fekal 6rneklerde
BCoV enfeksiyonlarinin teshisinde basariyla kullanilmaktadir (92, 96, 97). Bu testin
ELISA ya gore daha duyarli ve 6zgiil oldugu bildirilmis olup, 6zellikle subklinik
enfeksiyonlarin teshisinde son derece duyarli ve faydali bir test oldugu vurgulanmigtir
(66). Cho ve ark. (96) Amerika’da yaptiklari bir ¢alismada, antijen-capture ELISA teknigi
ile karsilastirildiginda RT-PCR tekniginin 50, nested PCR tekniginin 5000 kez daha
duyarl oldugunu bulmuslar ve gelistirdikleri PCR testlerinin nazal ve fekal érneklerde
BCoV’u tespit etmede son derece duyarli ve 6zgiil testler oldugunu saptamiglardir.
Ozellikle nested PCR yontemi ile 6rneklerde ¢ok az dahi olsa virusun saptanabilmesinden
dolay1 buzagilarda ve sigirlarda BCoV enfeksiyonlarinin teshisinde kullanilmasinin ¢ok
yararli olacagini bildirmislerdir.

Bovine coronavirus enfeksiyonlarinin serolojik testi igin, ndtralizasyon testi (65,
98) ve indirekt ELISA (99, 74) yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalarda,
cogu buzagi ve yetiskin sigirlarin kan serumlarinda BCoV’a karsi1 antikora sahip olduklari
bildirilmistir (73). Alenius ve ark. (99) Yapmis olduklari arastirmalarda yetiskin sigirlarin
BCoV’una kars1 genellikle seropozitif oldugunu bildirirken, Atterhem ve ark. (100)
buzagilarda enfeksiyonun bu yolla tespitinin maternal antikorlardan dolay1 zor oldugunu

kaydetmislerdir.

2.10. Tedavi

Bovine coronavirusun neden oldugu enteritisten etkilenen buzagilar, ishallerin
diger formlarim tedavi etmek i¢in kullanilan standart metotlar ile tedavi edilmektedir.
Tedavide amag, dehidrasyon ve asidoza yol agan sivi ve elektrolit kaybini yerine
koymaktir. Kullanilan sivilar dengeli elektrolit soliisyonlar1 olmali ve bunlar oral ya da
intravendz yollarla verilmelidir. Etkilenmis hayvanlar saglikli olanlardan ayrilip, temiz

altlikl 1lik yerlerde tutulmalidir (72).

2.12. Koruma ve Kontrol
Bovine coronavirus ishallerine karst korunma, kan dolasiminda sirkiile olan
antikorlardan ziyade bagirsak liimeninde yeterli diizeyde spesifik antikorlarin varligina

baglidir (101). Buzagilarda bu lokal immunite, annelerden kolostrum ve siitiin alinmasi
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ile pasif olarak elde edilir. Kolostrum ve sutteki predominant antikor 1gG’dir. Laktal
sekresyonlardaki BCoV spesifik antikorlarin seviyesi dogum sirasinda ¢ok ytiksek olup
daha sonra hizla diiser. Buzagida pasif olarak kazanilan immunitenin siresi, mukoza
epitel hiicreleri tarafindan absorbe edilmis antikorlarin bagirsak liimenine resekresyonu
ve intestinal mukozanin yiizeyine antikorlarin tutunmasi ile uzatilmaktadir.

Dogal enfeksiyonu takiben buzagilarda virusa karsi aktif immunite gelisir. Bu
olaydan sorumlu olan antikorlar, mukozal yiizeyde enfeksiyonlara karsi hayvanlari
koruyan IgA antikorlaridir (72).

Bovine coronavirusa karsi buzagilarin immun cevabinin saptanmasit ve BCoV
enfeksiyonlarina kars1 korunmada bu cevabin degerlendirilmesi amaciyla saha sartlarinda
da arastirmalar yapilmistir. Kapali yetistirme yapilan siit¢li bir siiriide dogal BCoV
enfeksiyonu sonucu buzagilarin yasamlarinin 2. haftasinda once gii¢lii bir IgM cevabi
gozlenmis, daha sonra 4. haftaya kadar sirasiyla IgA, IgGl ve IgG2 antikor cevabi
gerceklesmistir (78).

Hassas buzagilarin immun durumlarini kuvvetlendirmek i¢in ya pasif immunite
seviyesini artirmak amaciyla gebe sigirlarin paranteral olarak ya da aktif immuniteyi
uyarmak amaciyla yeni dogan buzagilarin oral olarak asilanmasi gereklidir (72, 102).
Attenue canli BCoV agilarinin oral inokulasyonu uygulamalarinda kolostrum almayan
buzagilarin enfeksiyondan korundugu deneysel olarak saptanmasmna ragmen saha
denemelerinde etki saglanamamistir. Bu durumun, muhtemelen as1 virusunun bagirsakta
pasif olarak kazanilmis maternal antikorlar tarafindan notralize edilmesi ya da yeni dogan
buzagilarin immun sistemlerinin heniiz tam olarak gelismemesi nedeniyle oral asilara
kars1 yeterli immun cevabin verilememesinden kaynaklanabilecegi bildirilmektedir (72).

Asilamanin yani sira buzagilara uygun bakim beslemenin yapilmasi, siirtideki
tagtyici sigirlarin ve buzagilarin tespiti bunlarin siiriiden ayrilmasi gibi yetistirme

teknikleri de enfeksiyonu dnleyebilmektedir (69, 70).
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3.MATERYALVE METOT
3.1.Gaita Orneklerinin Toplanmasi
Calismada kullanilan materyaller Sanliurfa merkez ve ilgelerinden toplandi.

Enterit problemi duyumu alinan kii¢iik aile isletmeleri ve diger isletmeler ziyaret edildi

(tablo 3.1).

Tablo 3.1. Gaita drneklerinin toplanma tarihleri ve ¢iftlik kodlarma gore dagilimu.

Ciftlik No Ornekleme Tarihi  Ornek Sayisi
1 17.02.2015 16
2 09.08.2015 12
3 24.02.2016 24
4 07.03.2016 10
5 06.04.2016 3
6 07.04.2016 15
7 08.02.2018 14
Toplam Ornek Sayisi 94

Muayene edilen ve ishal semptomu gézlemlenen ii¢ aylik ve daha kiigiik 94 holstein 1rki

buzagidan gaita 6rneklendi (Tablo 3.2). Ornekleme sirasinda cinsiyet ayirimi yapilmadi.

Tablo 3.2. Yas gruplarina gore 6rneklemelerin dagilimi

Yas Orneklenen Gaita sayisi
1-7 gln 5)
8-14 2
15-21 13
22-30 57
31-60 17
Toplam 94

Ornekleme direkt steril eldiven yardimi ile aniisten gaita alinarak yapild: (sekil
3.1). Ticari steril gaita kaplarina aktarilan numuneler, Harran Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali laboratuvarinda -20°C’de muhafaza edildi.
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Sekil 3.1.0rnekleme yapilan hayvanlar ve barinma ortamlar1 (Ozgiin: Ramazan Abikoglu)

3.2. Gaita orneklerinde ticari ELISA ile BCoV antijen varhgmnin
arastirillmasi

Virolojik teshis amaciyla ticari ELISA (Bio-X Easy Digest 2 ELSA Kit, kat. No:
BIO K 314/1, Belgique) kiti kullanildi. Tetkikler {iretici firma tarafindan gdnderilen
prosediire uygun sekilde yapildi (sekil 3.2).

BIOR 3141
Bateh:<DIG21 D04 --c
3
g Expr 0201 Ej'l W = i Dﬂ
g 5

hiox.com

Sekil 3.2. Ticari ELISA kiti Ozgiin: (Ramazan Abikoglu)
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Ticari ELISA BCoV antijen teshis kiti (kat. No: BIO K 314/1), dretici firma
tarafindan belirtilen ydnerge dogrultusunda kullanildi. Oncelikle biitiin ticari kit icerigi
teste baslamadan 1 saat once oda sicakliginda (yaklasik 24°C) tutuldu. Bu siire sonunda
derin dondurucudan alinarak oda 1sisina getirilmis olan gaita 6rnekleri ependorf tiiplerine
alinip esit hacimde sulandirma soliisyonu ile sulandirildi ve 10 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Dogal olarak ¢okelen gaita santrifiij uygulanmadan {ist kismindaki igerikten,
posetinden ¢ikartilan ve isaretlenen mikropleytin her bir kuyucuguna bir 6rnek olacak
sekilde 100 pl konularak pipete edildi. Pozitif kontrol ve negatif kontrol i¢in ayrilan ve
isaretlenmis olan kuyucuklara test kitinde kullanima hazir igerikten 100 pl birakildi. Test
pleytinin kapagi kapatilarak oda sicakliginda bir saat inkiibasyona birakildi. Bu surenin
sonunda pleyt bas asag1 edilerek igerigi bosaltild1 ve temiz bir emici kagit Uizerine konuldu
ve igerigin iyice uzaklastirilmasi saglandi. Ardindan, prosediirde onerildigi sekilde
hazirlanan yikama soliisyonu her kuyucuklara 300 pl ilave edilerek 3 kez yikama yapildi.
Her bir yikama asamasinda hafifce ¢alkalanan pleyt icerigi bosaltildi. Daha sonra pleyt
bir kagit havlu tizerine ters ¢evrilerek baglanmayan test materyalinin ortamdan
uzaklagtirilmasi saglandi.

Kullanima hazir konjugat her bir goze 100’er pl ilave edildi. Pleytler, oda
sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda 3 kez yikama iglemi
tekrarlandi. Kromojen soliisyonu her bir géze 100’er pl ilave edildi. Test pleyti, oda
sicakliginda, karanlik bir ortamda 10 dk siire ile inkiibasyona birakild1. inkiibasyon siiresi
sonunda, her bir goze 50’ser ul stop soliisyonu ilave edilerek reaksiyonun durdurulmasi
saglandi. ELISA okuyucusu ile 450 nm dalga boyunda elde edilen OD degerleri kit

prosediiriinde bulunan formiile gore degerlendirilerek sonuglar yorumlandi.
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4. BULGULAR

ELISA ile yapmis oldugumuz tetkikler neticesinde ¢aligmamizda yer alan ishalli
buzagilardan 5’inde (%5,32) coronavirus antijeni tespit edilirken, 89 unda (%94,68) ise
coronavirus antijeni yonlinden negatif olarak tespit edilmistir. Ciftlik bazinda
degerlendirildiginde ornekleme yapilan giftliklerden 3 adedinde coronavirus varlig
belirlenmistir. Veriler tablo 4.1’de 6zetlendi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Ciftliklere gore Bovine Coronavirus (BCoV) ELISA Sonuglari.
Ciftlik No  Orneklenen hayvan  Coronavirus Ag pozitif ~ Coronavirus Ag negatif

sayisl buzagilar buzagilar

Adet % Adet %
1 16 1 6,25 15 93,75

2 12 0 0,0 12 100
3 24 2 8,33 22 91,67

4 10 0 0,0 10 100

5 3 0 0,0 3 100
6 15 2 13,33 13 86,67

7 14 0 0,0 14 100
Toplam 94 5 5,32 89 94,68

Yenidogan diareli buzagilarin yas gruplarina gore coronavirus antijen pozitif
dagilimlari incelendiginde (tablo 4.2); pozitif olgularinin ilk haftada 1 (%20) ve 4. haftada
4 (%7.02) oldugu, ikinci ve tgiincli haftalarda ile 31 giin ve daha biiyiik yasa sahip

buzagilarda ise pozitiflik tespit edilememistir.

Tablo 4.2. Yas gruplarina gére Coronavirus pozitif buzagi sayisi ve dagilimi

Coronavirus pozitif buzagi

Yas grubu (giin) Orneklenen buzag: sayist + (adet) % (oran)
1-7 gin 5 1 20,00
8-14 2 0 0,00
15-21 13 0 0,00
22-30 57 4 7,02
31-60 15 0 0,00
61-90 2 0 0,00
Toplam 94 5 5,32
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Pozitif buzagilarin yas1 goz oniinde bulunduruldugunda; bir buzaginin iki giinliik,
bir tanesinin 25 ve 3 buzaginin bir aylik oldugu gézlemlendi. Pozitif bulunan buzagilarin
yaglarinin toplam1 117 giin ve 5 buzagida antijen varligi ortaya konuldugundan
(117/5=23.4), bovine coronavirus antijeni yoOniinden pozitif olan buzagilarin yas

ortalamasi 23,4 giin olarak saptandi (Tablo 4.3).

Tablo 4.2. Pozitif buzagilarin yas ortalamasi

Gln
Ornek no: 1 2 3 4 5
Yas (Giin) 30 25 30 2 30
Pozitif buzagilarin toplam yasi/pozitif buzag sayisi 117/5
Pozitif hayvanlarin yas ortalamasi 23,4
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5.TARTISMA

Sanlrfa ili, Giineydogu Anadolu projesi (GAP) kapsaminda 6nemli bir yere
konulmustur. Sulama projeleri ve buna bagl tarimsal iiretim ve bitki cesitliligi artirilmis
ve bunun neticesinde hayvansal {iretimin de artirilmasi hedeflenmektedir. Sanliurfa
yoresinde hayvancilik koyun, ke¢i ve sigir yetistiriciligine dayanmaktadir. Sigir
yetistiriciligi hem siit¢ii hem de besi yetistiriciligi seklinde olup kiigiik aile isletmeleri ve
sayis1 az da olsa entansif isletmeler bulunmaktadir. Sigir yetistiriciligi hangi yonlii olursa
olsun ¢esitli faktorlerden meydana gelen hayvan kayiplar1 ekonomik olarak énemlidir.
Meydana gelen kayiplarin 6nemli bir boliimii ise ilk bir ay i¢ginde meydana gelen buzagi
oliimleridir. Onemine binaen yenidoganlarn ishali (neonatal calf diarrhea) olarak
isimlendirilmistir. Buzag1 kayiplarina neden olan neonatal buzagi ishalleri dogumdan
sonraki ilk saatlerden baglamak iizere ve yasamin ilk birka¢ ayinda etkilidir. Neonatal calf
diarrhea etiyolojisinde; E. coli, Cl. perfringens, Salmonella spp., Camphylobacter jejuni
ve Chlamydia spp. benzeri bakteriyel, rotavirus, coronavirus, parvovirus, adenovirus,
astrovirus, calicivirus gibi viral, Coccidia, Giardia, Cryptosporidium gibi paraziter
nedenler rol oynamaktadir (85, 103-107).

Yenidogan buzag: ishalleri ile ilgili yapilan bir¢ok ¢aligmada siklikla BCoV
varligimmin saptandig bildirilmistir (20, 23, 108-112). Yenidogan buzagilarin ishal
olgularinda coronavirus varliginin ve neden oldugu ekonomik kayiplar diinyanin farkli
iilkelerinde yapilan bir¢cok arastirmada bildirilmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde
yapilan ve yedi yillik bir periyodu kapsayan, 2 kaynagin ele alindig1 ¢aligmada yeni dogan
buzag ishalleri nedeniyle yillik ortalama buzagi kayiplarin %17,5 ve %29,7 oranlarinda
coronavirus nedenli oldugu, ayni ¢alismada ekonomik kaybin mali bilangosu yapilmis ve
yeni dogan buzagi ishalleri nedeniyle yillik ortalama maddi kayiplarin 95 milyon dolar
oldugu ve bunun 16,7 milyon $ kadar: coronavirus nedenli diare enfeksiyonlar1 sebebiyle
olustugu vurgulanmistir (113).

Abraham ve ark. (107) calismalarinda 108 ishalli buzagida bes farkli enterik
patojenin varligini arastirmis, bovine coronavirusun %38,9 orani ile enteropatojen ajanlar
arasinda ilk iki sirada yer aldigini ifade etmislerdir. Athanassious ve ark. (23) diareli
buzagilardan elde ettikleri toplam 197 digki 6rnegini ELISA ve direkt EM ydntemleri ile
inceledikleri ¢alismada BCoV antijen varligmi %11,17 (22/197) olarak tespit ederken,
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yenidoganlarin ishal olgularinda coronavirus oranint %22,68 (22/97) olarak tespit etmis
ve ishal olgularmin en Onemli patojenleri arasinda coronaviruslari bildirmiglerdir.
Ispanya’da ishalli buzagilardaki enteropatojenlerin yayginlhigi iizerine yapilan bir
calismada, PAGE yontemiyle %7,3 oraninda BCoV pozitifligi saptadiklarini
bildirmislerdir (105). Ispanya'da yapilan diger bir calismada ise ishalli buzagilardan elde
ettikleri digkilar1 inceleyen Garcia ve ark. (109) buzagilarda yakin oranda coronavirus
varlig1 bildirmislerdir ve %5.05 (11/218)’lik pozitif tespit ettiklerini rapor etmislerdir.
1zzo ve ark. (110) Avustralya’daki ishalli buzagilarda enteropatojenik ajanlarin dagilimi
tizerine yaptiklar1 arastirmalarinda %21 oraninda BCoV saptamislardir. Arjantin’de ise,
Bok ve ark. (111) 17 yillik bir periyotta elde ettikleri 1058 ishalli digk1 6rnegini RT-PCR
ile yaptiklari tetkiklerinde buzagilarin 63’tinda BCoV varligini bildirmislerdir.

Bu c¢alismada, Sanlurfa merkez ve ilgelerden toplanan 94 adet ishalli buzagi
digkis1 ELISA teknigi ile BCoV varligi yoniinden arastirildi. Ticari kitin prosediiriine
uygun olarak hazirlandiktan sonra ELISA teknigi ile incelenen 94 adet ishalli buzagiya
ait gaita Orneginden %5,32°sinde (5/94) coronavirus antijen varligi belirlendi.
Aragtirmada belirlenen oranlar daha dnce yapilan ¢alismalarla karsilastirildiginda, De La
Fuente ve ark. (105) verilerine oldukg¢a yakin ancak diger bilim insanlarinin verilerinden
olduke¢a diisiik oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismada belirlenen oranlarin diisiik olmast,
diger arastirmalarda Ornekleme yaptiklar1 giftliklerin 100 bas ve iizeri kontrollii
yetistiriciligin yapildig1 sigir ¢iftliklerinden olmasima baglanabilir. Ishale sebep olan
enfeksiyonlarin buzagilar arasindaki yayilimimin siirii biiylikligiyle de baglantili
olabilecegi goz Oniine alindiginda, toplanan 6rneklerin bir kisminin halk elindeki kiigtik
tarz bireysel isletmelerden, bir kisminin ise 100 bas ve iizeri biiyiik tarz ¢iftliklerden
saglanmis olmasi1 dikkate alinmalidir.

Ulkemizde BCoV’a yonelik yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir (25, 91, 114-120).
Alkan (91) Tirkiye’de ishalli buzagi diskilarinda rotavirus ve coronavirus varligini
belirlemek amaciyla yaptig1 bir ¢aligmada, 83 adet ishalli buzagidan elde ettigi digki
orneklerinde %18 oraninda BCoV yoéniinden pozitiflik tespit ederek, epidemiyolojik
acidan yaptiklar1 degerlendirmede etkenin iilkemizdeki durumunun yaygin oldugunu
bildirmistir. Takip eden yillarda da iilkemizdeki enteropatojenik ajanlar ¢ok sayida
arastirici tarafindan birgok calisma ile arastirilmis olup farkli sonuglar elde edilmistir.

Eskiizmirliler ve ark. (114) ishalli buzagilarda %13"inde coronavirus etkenini
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saptamiglardir. Erdogan ve ark. (115) ise Kars bolgesinde yenidogan buzagilardaki BCoV
yayginligini belirlemek i¢in 104’1 ishalli 43’{i normal buzag1 digkisin1 ELISA ile antijen
varlig1 yoniinden incelemisler ve ishalli buzagilarin %1’inde BCoV yoniinden pozitiflik
tespit etmislerdir. Hasircioglu (116), Malatya ili, halk elindeki 58 ahirda yer alan, yaslari
3 giin ile 6 ay arasinda degisen 63 adet ishalli buzagidan ve bunlarin annelerinden elde
ettigi ornekler ile yaptig1 ¢aligmada, ishal semptomu gdsteren 63 adet buzagiya ait diski
orneklerinden 2 adedinde (%3,18) coronavirus antijen varlig1 tespit etmislerdir. Antijen
tespit edilen iki buzaginin yas ortalamasini 7,5 giin olarak bildirmektedir. Hasoksiiz ve
ark. (25) 1 ile 30 gunluk diare semptomu gosteren 35 buzagidan 13 (%37,1)"linde
coronavirus tespit etmislerdir. Cabalar ve ark. (117) Van’da 1 ile 30 gunluk ishalli 89
buzagidan aliman diski 6rneklerinin 1'inde (%1,12) coronavirus belirlemislerdir.
Gumusova ve ark. (118) ise Turkiye’nin farkli yerlerinden topladiklar1 100 adet saglikli
ve ishalli buzagilardaki digkilar1 ELISA ile antijen varlig1 yoniinden inceledikleri bir
caligmada %1 oraninda BCoV antijen pozitifligi saptadiklarini bildirmislerdir. Ok ve ark.
(121) Konya yoresindeki 8 farkl ¢iftlikten 2-30 giinliik olan 82’si ishal ve 18’i normal
Isvigre-holstein olan buzagilardan yaptiklari orneklemede yenidoganlarin enterik
etiyolojisini incelemis ve ishal semptomlu buzagilarda rotavirus igin %28,84 (15/52),
coronavirus i¢in %13,41 (11/82), E. Coli i¢in %21,15 (11/52) pozitiflik tespit etmislerdir.
Yavru ve ark. (2016) Burdur yoresinde yerlesik 25 farkli siitcii sigir isletmesinde bulunan
3500 s1gir ve yavrusunun klinik muayenesi neticesinde ishal bulgusu tespit ettikleri 184
buzagiya ait gaita 6rnekledikleri calismada ayn1 zamanda bu yavrular ve annelerinden
serolojik caligma icin kan 6rneklemislerdir. Yaslar1 2-6 ay arasinda olan bu buzagilara ait
gaita ornekleri ELISA yontemi ile yapilan tetkiklerinde %0,54 (1/184) pozitiflik tespit
etmislerdir. Ilaveten, indirekt ELISA ile yaptiklar serolojik ¢alismada annelerin 172/183
(%93,99) ve buzagilarda da 172/183 (%93,99) antikor (Ab) pozitif (+) bulundu. Saklh
(120) ise Konya ve Afyon cevresindeki bolgelerden ishalli buzagilarda BCoV
yaygmligini inceledikleri ¢aligmalarinda RT-PCR ve hizli tami kiti ile 96 adet diski
orneginden 13’1 (%13,54) BCoV yo6niinden pozitif olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada
serolojik veriler olmadigindan bir karsilastirma yapilamamistir ancak ELISA yontemi ile
yaptigimiz ¢alismada elde etmis oldugumuz %5,32 orani, Yavru ve ark. (119)
bildirdikleri verilerden yiksek gortilmektedir. Ancak elde edilen antikor duzeyleri iki

aydan yasli bireylerin BCoV’u daha erken yasta gecirmis olabilecekleri seklinde
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yorumlamiglardir. Bu calismada 6rneklenen buzagilarin ¢ogunlugu 1 aydan kiiclik
buzagilar1 kapsadigindan bu goriis ile uyumlu ve destekler mahiyette oldugu
gorulmektedir.

Ulkemizde BCoV’a yonelik calismalar daha ¢ok bir il veya bir bélgeyi
kapsamakta olup farkli sayida 6rneklemeler ile yapilan caligmalarda degisik teknikler
kullanilmistir. Bu c¢alismalar degerlendirildiginde; elde ettigimiz coronavirus antijen
pozitifligi (%5,32) arastirmacilardan; (91) %18, (25) %37,1, (114) %13, (120) %13,56
olarak bildirdikleri degerlerden oldukea diisiik oldugu goriilmektedir. Ote yandan diger
aragtirmacilarin elde ettigi; (115) %1, (117) %1,12, (118) %1 sonuclardan yiksek olarak
goriilmekte ise de yakin degerler oldugu gézlemlenmektedir. Bu ¢alismada elde ettigimiz
deger ve diger caligmalarda tespit edilen oranlarin bu sekilde farkli olmasi ¢esitli faktorler
ile aciklanabilir. Bu etkenler arasinda 6rneklemelerin yapildig1 bolgelerin farkli olmasi, o
bolgenin iklim, cografik konum ve bu bdlgelerdeki hayvancilik yetistirme tarzinin
birbirinden olduk¢a farkli olmasina baglanabilinir. Ayrica elde ettigimiz sonug farkli
yorelerde coronavirus yayginliginin birbirinden ¢ok farkli olduguna isaret etmektedir.
Tiirkiye’nin degisik illerinde bulunan kamuya ait isletmelerden temin edilen 6rnekler ile
yapilan bir ¢aligmada, yetistiricilik tarzlar1 ayni olmasina ragmen ayr1 bolgelerdeki
illerden olmasi disinda ¢ok az bir fark bulunan bu isletmelerde coronavirus farkl
oranlarda tespit edilmistir (91). Yine yaptiklar1 calismalarda digki 6rneklerini, Erdogan
ve ark. (115)) ve Cabalar ve ark. (117)’nin Dogu Anadolu bélgelerinden toplarken,
Hasoksuz ve ark. (25) Ege bolgesinden 6rnekleme yapmis, Sakli (120) ise Konya ve
Afyon ¢evresindeki bdlgeden drnekleme yapmis ve farkli sonuglar elde etmiglerdir. Bu
veriler goriisiimiizii desteklemektedir. Bu ¢alismanin planlama agamasinda ve ¢alismanin
sonuglandigr giiniimiize kadar olan siire iginde yapilmis olan literatiir tarama
caligmalarinda Sanlurfa yoresinde yapilmis olan ve coronavirus ¢alismis olan bir
arastirmaya ulasilmistir. Alkan (91) Sanlrfa il sinirlar i¢inde bulunan bir kamuya ait
isletmeden 6 adet ishalli buzagidan 6rnekleme yapmis ve yaptigr tetkiklerde drneklerin
tamaminin negatif oldugunu tespit etmistir. Bu baglamda yapilan ¢alismanin yoreye
yonelik degerli bir bilgi kaynagi olacagi kanisina varilmistir. Bu ¢alismada elde edilen
sonuclarin Alkan (91) verilerinden yiiksek oranlarda bulundugu goézlenmektedir. Bu

durum her iki 6rnekleme yapilan isletmelerin farkli karaktere sahip olmasinin yaninda bu
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calismada Orneklenen buzagi sayisinin fazla olmasi ya da giiniimiizde bolgede enterik
vakalarinda coronaviruslarin etkinligini artirmis olabilecegi seklinde yorumlanmustir.
Bovine coronavirus ishal etkenleri olup enfeksiyonlar1 genellikle genc
hayvanlarda goriilmektedir. Diinyada yapilmis ¢alismalar gostermektedir ki BCoV’un
neden oldugu buzag ishalleri yasamin ilk bir ayinda yaygin goriilmektedir. Radostits
(122) BCoV enfeksiyonlarmin genellikle 5-21 gilinler arasinda goriildigiini
bildirmektedir. Garcia ve ark. (109). Ispanya’da ishalli buzagilarda gesitli
enteropatojenlerin yayginligini inceledikleri ¢alismalarinda yas gruplarina gore pozitiflik
oranlarin1 BCoV igin sirasiyla 1-7 giinliik buzagilarda %26,67 (8/30), 8-14 gunliklerde
%3,85 (1/26), 15-21 gunluklerde %4,35 (1/23), 22-30 giinliik buzagilarda ise %7,14
(1/14) olarak bildirmislerdir. Al Mawly ve ark. (123) Yeni Zelanda’da sut besisi
ciftliklerindeki 1283 adet ishalli buzagilarda ELISA ile enteropatojenlerin varligini
belirledikleri ¢aligmada, yas gruplarina gore pozitiflik oranlarint BCoV igin ise 1-5
giinliik buzagilarda %5,4, 9-21 giinliik buzagilarda %6,1 olarak tespit etmislerdir. Bu
calismada yas gruplarina gore pozitiflik; 1-7 giinliik buzagilar icin %20,0 (1/5), 8-14
glnltkler igin %0,0, 15-21 gunlukler i¢in %0,0, 22-30 giinliik buzagilar i¢in ise %7,02
(4/57) ve 31 giinliik ve daha yasl buzagilar icin ise %0,0 (0/17) olarak belirlenmistir. Bu
veriler Garcia ve ark. (109) ile kiyasladiginda elde edilen degerlerin 1-7 yas grubunda
oldukga yakin olmasina ragmen diger yas gruplarindan ise oldukca disiik oldugu, Al
Mawly ve ark. (123) 1-7 ginlik pozitiflerin daha yuksek iken aksine 8-14 glnlik veriler
ise diisiik olarak goriilmektedir. Bu durum bu c¢alismada coronavirus pozitifligin diger
calismalara gore oldukea diisiik olmasi ve 6rnekleme yaptigimiz buzagilarin ekseri 21-30
giinliik olmas1 etkili oldugu disiiniilmektedir. Ayrica calismalarda yeni dogmus
buzagilarin yasamlariin ilk haftasinda enfeksiyona karsi olduk¢a duyarli olduklari
vurgulanmis olup BCoV ile enfekte olan buzagilarin ortalama yaglarin1 Alkan (91) 13 giin
olarak tespit ederken, Sakli (120) ise 1-30 giinliik ishal semptomlar1 gosteren
buzagilardan Ornekleme yapmis ve diski 6rneklerinde BCoV varligi tespit edilen
buzagilarin ortalama yaslarmin 14,5 giin oldugunu belirlemistir. Bu ¢alismada 1
giinliikten 2 aya kadar yaslara sahip BCoV yoniinden pozitif olarak tespit edilen
buzagilarin ortalama yaslar1 daha 6nce hayvanlarin yas ortalamasini inceleyen diger
arastiricilarin (91, 109, 115, 120) sonuglariyla karsilastirildiginda bu ¢alismada elde edile

23,4 yas ortalamasinin daha biiyiik oldugu tespit edilmistir. Bunun nedeni 6rnekleme

29



yapilan buzagilarin diger faktorler ile birlikte yas gruplarinin sayisal dagiliminin da etkili
olabilecegi diisiinilmiistiir. Tablo 2.2 incelendiginde; bu ¢aligmada toplanan 6rneklerin
biiylik bir ¢ogunlugu (57/94) 21-30 giinliik buzagilardan olusmaktadir ve pozitiflik buzagi
sayisinin 4/5 (%80) bu yas grubundandir. Buna ragmen 0-7 giinliik buzagilarin 6rnek
sayist diger yas gruplarina gore daha az olsa da BCoV i¢in en yiiksek pozitiflik (%20) bu
yas grubunda tespit edilmesi yukarida sz edilen ¢aligmalarin verilerini desteklemektedir.

Alkan (91) bu durumun buzagilarin annelerinden aldiklar1 kolostrumla ilgili
olabilecegini ifade etmistir. Alkan (91) ortalama enfeksiyon yasinin etkilendigi en 6nemli
etkenlerden birisinin maternal immiinite oldugunu bildirmistir. Bu ¢aligmada 6rnek alinan
buzagilarin genellikle annelerinden kolostrum aldigi bilinmektedir. Bu da ¢alismada
ornek alinan buzagilarin annelerinden aldiklar1 kolostrumun maternal immiiniteyi
uyardigi ve caligmada belirtilen yaglara gore pozitiflik oranlarina etki ettigini gostermistir.

Yenidoganlarin BCoV enfeksiyonuna karsi korunmalar1 saglamak igin, gerekli
bakim ve beslemenin yapilmasinin yanida, hijyen sartlarinin saglanmasi, yenidoganlarin
kolostrum ve siit almasi, hastalifin yogun olarak belirlendigi isletmelerde asilama
programlarinin uygulanaya konulmasi 6nemlidir. Coura ve ark. (108) Brezilya’da saglikli
ve ishalli sigirlarin bulundugu bir siit sigir1 igletmesinde enteropatojenik ajanlari
belirlemek amaciyla yaptiklart bir ¢alismada %68,6 (46/67) oraninda BCoV yoniinden
pozitiflik bildirmislerdir. Coura ve ark. (108) ishal etkeni olan enteropatojenik ajanlarin
en yaygin olarak ilk 3 hafta icinde saptanabildigini tespit etmisler, {ireticilerin ve
veterinerlerin buzagi ishallerini azaltmak i¢in biyogiivenlik, immiinite, iy1 beslenme
kosullar1 ve hayvan refahi1 gibi noktalarda gerekli Onlemleri almasi gerektigini
bildirmislerdir.

Yenidoganlarin BCoV enfeksiyonlarindan korunmasinda annelerin asilanmasi
oldukca 6nemli oldugunu vurgulayan arastiricilar Bovine Rotavirus (BRV) ile birlikte
alisilama yapilmasinin daha faydali olacagini 6nermektedir. Maternal immiinite ile ilgili
olarak yapilan bir¢ok calismada (124-126) asilamayr miteakip annenin serum antikor
titresinin artis olmasi ve bu asilanan annelerin buzagilarinin diger buzagilara oranla
hastalanma oranlarinin azalmasinin yaninda, hastalanan buzagilarda da enfeksiyonun
daha az siddette gegmesinin yaninda, siiresi ve neticelenmesi yoninden de olumlu

sonuglar bildirilmistir Alkan ve ark. (127) da Rotavirus ve Coronavirus asist uygulanan
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annelerin buzagilarinin hastalanma oranlar1 %30 iken as1 uygulanmayan annelerin dogan
buzagilarinin hastalanma oranlarinin daha yiiksek oldugunu (%54,5) bildirmislerdir.

Bovine coronavirus enfeksiyonlarina ait klinik belirtiler tanida kesin kriter
degildir. Ayrica diger patojenlerle miks enfeksiyon olusturmaktadir. Bu sebeple
virolojik, serolojik, patolojik veya histopatolojik etken teshisin 6nemi biiyiiktiir. Bu
nedenlerden dolayt BCoV’un sahada hizli tanisi ve veteriner teshis laboratuvarlarinda
cabuk ve etkili test teknikleri ile tespiti 6nemlidir. Hizli teshis, epidemiyolojik verilere
cabuk ulasmanin hizli tani testleri 6nemli avantajlar1 vardir. Bu ihtiyaca yonelik son
yillarda saha sartlarinda daha avantajli olan hizli immunokromatografik testler yardimiyla
yaklasik olarak 10-15 dakika gibi kisa bir siirede buzag diskisinda farkl
enteropatojenlerin teshisi yapilarak, profilaksi ve tedavi planlamasi yapilabilmektedir
(128). Teshisin hizl1 konulmasi ile hastaligin benzer klinik semptomlara yol acan diger
enfeksiyonlardan ayirici tanisinda yapilacak laboratuar tetkiklerini azaltip, hastaligin
ekonomik yukind de azaltir.

Fakat avantajlarinin yaninda yapilan hizli tani testlerinin duyarliliginin diistik
olmasi yanlis sonuglarin goriilmesine neden olur. Cho ve ark. (65) bovine enterik
patojenlerini belirlemek amaciyla yaptiklart bir c¢alismada, ticari hizli tami kitlerini
mutipleks PCR metoduyla karsilagtirmiglardir. Hizli testlerin sensitivitesini BCoV i¢in
%60, olarak bulmuslardir. Bu nedenle de 6zgiinliik ve duyarlilik bakimindan hizli tani
testlerinin dikkatle yorumlanmasi gerektigini ve kesin yorum igin yetersiz oldugu
belirtilmistir.

Sakli (120) Gilinitimiizde veteriner saha hekimlerinin BRV ve BCoV basta olmak
tizere diger virus kaynakli enfeksiyonlarin hizli bir sekilde tespit edebilmeleri ve buna
uygun olarak bir tedavi programina baslayabilmeleri i¢in hizli tani kitlerinin kullanimi
faydali oldugu, ancak yaptiklar1 calismada Sakl1 (120) elde ettikleri veriler 1s181nda hizlh
tan1  kitlerinin  6zellikle BCoV  varligimin  belirlenmesinde yetersiz  kaldigi

gozlemlediklerini bildirmislerdir.
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6.SONUC VE ONERILER

1. Calismamizda Sanlurfa yoresinde yeni dogan buzagilarin ishal etkenlerinden
birinin de coronaviruslar oldugu teyit edilmistir. Calismamizda elde edilen oran
(%5.32) ise diisiik olarak degerlendirmistir. Bununla birlikte gerekli tedbirlerin
alinmamas1 durumunda bu oranin rahatlikla yiikselebilecegi ve neonatal 6liimlerin
artmasinda coronaviruslarin etkili olabilecegi uzak bir ihtimal olarak
gorilmemelidir.

2. Yeni dogmus buzagilarin enfeksiyonlara karsi savunma mekanizmalari yeterli
degildir. Ineklerde annedan fetusa antikor gegisi plasentanin yapisi nedeniyle
olmadigindan, buzagilar dogduklarinda antikor diizeyi yoniinden yetersizdir.
Yavruya dogumdan sonra en kisa siirede yeterli miktarda kolostrum igirilmesi
diger patojenler ile birlikte coronaviruslara karsi da yavruyu koruyarak élumleri
azaltacaktir.

3. Coronaviruslar yetiskin sigirlarda ¢ogunlukla subklinik seyretmekte ve bu
hayvanlar ve klinik enfekte hayvanlarin gaita ve idrarlar1 diger hayvanlarin yem
ve sularin1 kontamine ederek enfeksiyonun yayilmasina neden olmaktadir.
Gidalarin kontaminasyonunu engellemek icin gerekli hijyen tedbirlerinin alinmasi
ekonomik kayiplar1 azaltacagi diisliniilmektedir.

4. Coronavirus ishalleri dogumdan hemen sonra meydana gelebilmekte bu nedenle
yavruya as1 uygulamasi bir fayda saglamaz. Bununla birlikte, annenin asilanmasi
neticesinde annelerde olusturulan yiiksek antikorlar, dogum sonrast yeni dogmus
buzagilara kolostrum vasitasi ile aktarilmasinin buzagilart coronavirus
enfeksiyonlarina karst korumada o©nemli derecede rol oynayabilecegi
distiniilmektedir.

5. Sonug olarak; neonatal buzagilarin enterit olgularinin etiyolojisinde birden fazla
etkenin rol oynadig1 ve bu etkenlerin birlikte enfeksiyon olusturmasi, ¢oziimiin
tek yonli olamadigini gostermektedir. Bu sebeple, ishal etkenlerine karsi koruma
amaght Onlem olarak, yavrulara kolostrum igirilmesi, buzagilarin bakim ve
besleme sartlarinin diizeltilmesi, yetistiricilerin egitilmesi ve isletmelerde gebe

ineklere coronavirus asisinin yapilmasinin yararli olacagi diistiniilmektedir.

32



7. KAYNAKLAR

1.

10.

11.

12.

Mostl K. Coronaviridae, Pathogenetic and clinical Aspects: An Update,
Comp Immun Microbiol Infect Dis 1990; 13(4): 169-180.

Oxford JS, Bossurt S and Lam. A new infectious disease challenge: Urbani
severe acute respiratory syndrome (SARS) associated coronavirus,
Immunology 2003; 109: 326-328.

Holmes KV and Enjuanes L. Virology, The SARS coronavirus: a
postgenomic era, Science 2003; 300: 1377-1378.

Perlman S. and J. Netland. Coronaviruses post-SARS: update on replication
and pathogenesis. Nat Rev Microbiol 2009; 7(6): 439-450.

Barker, S.C. Desk Encyclopedia of General Virology. 2008. p. 445-453.

Perlman S. and Dandekar A.A. Immunopathogenesis of coronavirus
infections: implications for SARS. Nat Rev Immunol 2005; 5(12): 917-927.

White DO, Fenner FJ. Medical Virology. 4th ed. California: Academic Press
Inc; 1994.

Gagneur A, Vallet S, Talbot PJ, Legrand-Quillien MC, Picard B, Payan C,
Sizun J. Outbreaks of human Coronavirus in a paediatric and neonatal
intensive care unit. Eur J Pediatr 2008; 167 (12): 1427-1434.

Theamboonlers A, Samransamruajkit R, Thongme C, Amonsin A,
Chongsrisawat V, Poovorawan Y. Human Coronavirus infection among
children with acute lower respiratory tract infection in Thailand. Intervirology
2007; 50 (2): 71-77.

Gerna G, Passarani N, Battaglia M, Rondanelli EG. Human enteric
Coronaviruses: antigenic relatedness to Human Coronavirus OC43 and
possible etiologic role in viral gastroenteritis. J Infect Dis 1985; 151: 796-
803.

Lu G. Hu Y, Wang Q, Qi J, Gao F, Li Y et al. Molecular basis of binding
between novel human coronavirus MERS-CoV and its receptor CD26. Nature
2013; 8;500(7461): 227-31.

Lai MMC, Perlman S, Anderson LJ Coronaviridae. In Knipe DM, Howley

PM, editors. Fields Virology. 5th ed. Philadelphia: Lippincott Williams &
Wilkins; 2007. p. 1305-1335.

33



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Holmes KV, Lai MMC. Coronaviridae: The Viruses and Their Replication.
In Fields BN, Knipe DM, Howley PM, et al, editors. Fundamental Virology.
3rd ed. Philadelphia: Lippincott-Raven Publishers; 1996. p. 541-559.

Geo F, Brooks KCC, Butel JS, Stephen A, Jawetz M. Coronaviruses.
Melnick, & Adelberg's Medical Microbiology. 26th ed. Vol. 41. 2016. p.613-
618.

Rota PA, Oberste MS, Monroe SS, Nix WA, Campagnoli R, Icenogle JP et
al. Characterization of a novel coronavirus associated with severe acute
respiratory syndrome. Science 2003; 300(5624): 1394-1399.

Fehr AR, Perlman S. Coronaviruses: an overview of their replication and
pathogenesis. Methods Mol Biol. 2015; 1282: 1-23.

Saif LJ. Animal coronaviruses: What can they teach us about the severe acute
respiratory syndrome. Rev sci tech off int Epiz 2004; 23: 643-660.

Bridger JC, Woode GN, Meyling A. Isolation of coronaviruses from neonatal
calf diarrhoe in Great Britain and Denmark. Vet Microbial 1978; 3: 101-113.

Reynolds DJ, Morgan JH, Chante N, Jones PW, Bridger JC, DebneyTG,
Bunch KJ. Microbiology of calf diarrhoea in southern Britain. Veterinary
Record 1986; 119: 34-39.

Tsunemitsu H, Yonemichi H, Hirai T, Kudo T, Oneo S, Mort K, Shimizu M.
Isolation of bovine coronavirus from feces and swabs of calves with diarrhea.
J Vet Med Sci 1991; 53(3): 433-437.

Durham PJK, Hasard LE, Armstrong KR, Naylor JM. Coronavirus-associated
diarrhea (Winter dysentery) in adult cattle. Can Vet J 1989; 30: 825-827.

Benfield DA and Saif LJ. Cell culture propagation of a coronavirus isolated
from cows with winter dysentery. J Clin Microbial 1990; 28: 1454-1457.

Athanassious R, Marsolais G, Assaf R. Detection of bovine coronavirus and
type A rotavirus in neonatal calf diarrhea and winter dysentery of cattle in
Quebec Evaluation of three diagnostic methods. Can Vet J 1994; 35: 163-1609.

McNulty MS, Brryson DG, Allan GM, Logan EF. Coronavirus infection of
the bovine respiratory tract. Vet Microbiol 1984; 9: 425-434.

HasOkstuz M, Kayar A, Dodurka T, llgaz A. Detecton of respiratory and

enteric shedding of bovine coronaviruses in cattle in Northwestern Turkey,
Acta Veterineria Hungarica 2005; 53(1): 137-146.

34



26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Fukutomi T, Tsunemitsu H and Akashi H. Derection of bovine coronavruses
from adult cows with epizootic diarrhea and their antijenic and biological
diversities. Arch Virol 1999; 144: 997-1006.

Hasokstiz M, Lathrop S, Al-dubaib MA, Levis P and Saif LJ. Antijenic
varlation among bovine enteric coronaviruses (BECV) and bovine respiratory
coronaviruses (BRCV) detected using monoclonal antibodies. Arch Virol
1999; 144: 2441-2447,

Hasoksliz M, Lathrop SL, Gadfield KL and Saif LJ. Isolation of bovine
respiratory coronaviruses from feedlot cattle and comparison of their
biological and antijenic properties with bovine enteric coronaviruses. Am J
Vet Res 1999; 60: 1227-1233.

Kapil S, Richardson KL, Maag TR and Goyal SM Characterization of bovine
coronavirus isolates/from eight different states in the USA. Vet Microbiol
1999; 67: 221- 230.

Cavanagh D, Brien DA, Brinton M, Enjuanes L, Holmes KV, Horzinek MC
et al. Revision of the Taxonomy of the Coronavirus, Torovirus and Arterivirus
Genera. Archives of Virology 1994; 135(1-2): 227-237.

Holmes KV. Coronaviruses. In Knipe DM, Howley PM, editors. Fields
Virology. 4th ed. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins; 2001. p.
1187-1204.

Mcintosh K, Anderson LJ. Coronaviruses, Including Severe Acute
Respiratory Syndrome (SARS)-associated Coronavirus. In Mandell GL,
Bennett JE, Dolin R, editors. Principles and Practice of Infectious; Diseases.
6th ed. Philadelphia: Churchill Livingstone; 2005. p. 1990-2003.

Flint SJ, Enquist LW, Racaniello VR, Skalka AM. Principles of Virology:
Molecular Biology, Pathogenesis and Control of Animal Viruses. 2nd ed.
Washington D.C: ASM Press; 2004.

Saif LJ. Animal Coronaviruses: Lessons for SARS. In Knobler S, Mahmoud
A, Lemon S, Mack A, Sluitz L, Oberholtzer K, editors. Learning from SARS:
Preparing for the Next Disease Outbreak. Washington D.C: National
Academies Press; 2004. p. 138-149.

Lau SKP, Woo PC, Li KS, Huang Y, Tsoi HW, Wong BH et al. Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus-like virus in Chinese horseshoe bats. P
Natl Acad Sci. USA 2005; 102: 14040-14045.

Poon LL, Chu DK, Chan KH, Wong OK, Ellis TM, Leung YH et al.
Identification of a novel Coronavirus in bats. J Virol 2005; 79 (4): 2001-20009.

35



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Murphy FA, Gibbs EPJ, Horzinek MC and Studdert MJ. Veterinary Virology,
Academic Press; California: USA 1999.

Siddel SG, Ziebuhr J, Snijder EJ. Coronaviruses, Toroviruses and
Arteriviruses. In Mahy BW, ter Muelen V, editors. Topley & Wilson's
Microbiology and Microbial Infections. 10th ed. London: ASM Press; 2005.
p. 823-856.

Akan E. Genel ve Ozel Viroloji. Izmir: Saray Medikal Yayimcilik 1994

Siddell S, Wege H, Meulen MT. The biology of coronaviruses. J Gen Virol
1983; 64 (4): 761-776.

Murray PR, Pfaller MA, Rosenthal KS, editors. Medical Microbiology. 5th
ed. Pennsylvania: Elsevier Mosby Press; 2005.

Makino S, Stohlman SA, Lai MMC. Leader sequences of murine Coronavirus
MRNAs can be freely reassorted: evidence for the role of free leader RNA in
transcription. P Natl Acad Sci USA. 1986; 83: 4204-4208.

Spaan W, Cavanagh D, Horzinek MC. Coronaviruses: structure and genome
expression. J Gen Virol 1988; 69: 2939-2952.

Brian DA, Hogue BG, Kienzle TE. The Coronavirus Hemagglutinin Esterase
Glycoprotein. In Siddell SG, editor. The Coronaviridae. New York: Plenum
Press; 1995. P. 165-179.

Haijema BJ, Volders H, Rottier PJ. Switching species tropism: an effective
way to manipulate the feline coronavirus genome. J Virol 2003; 77: 4528-
4538.

Rottier PJ, Nakamura K, Schellen P, Volders H, Haijema BJ, Acquisition of
macrophage tropism during the pathogenesis of feline infectious peritonitis is
determined by mutations in the feline coronavirus spike protein. J Virol 2005;
79: 14122-14130.

Murphy FA, Virus Taxonomy an Update. World Journal of Microbiology &
Biotechnology 1994; 10: R2-R3.

Thiel V. Coronaviruses: molecular and cellular biology. Caister Academic
Press, Norfolk, UK. 2007.

Denison MR. Coronavirus Research: Keys to Diagnosis, Treatment and
Prevention of SARS. In Knobler S, Mahmoud A, Lemon S, Mack A, Sluitz
L, Oberholtzer K, editors. Learning from SARS: Preparing for the Next
Disease Outbreak. Washington D.C. National Academies Press; 2004. p. 149-
157.

36



50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

Pfleiderer M, Routledge E, Herrler G, Siddell SG. High level transient
expression of the murine Coronavirus haemagglutinin-esterase. J Gen Virol
1991; 72: 1309-1315.

Topcu AW, Yumuk Z. Coronaviruslar ve Agir Akut Solunum Yetmezligi
Sendromu (SARS). Topgu AW, Soyletir G, Doganay M, editorler.
Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Mikrobiyolojisi, Sistemlere Gore nfeksiyonlar.
Istanbul: Nobel Tip Kitabevleri; 2008. s. 1759-1768.

Hasokstiz M, Lathrop S, Al-dubaib MA, Lewis P, Saif LJ. Antigenic variation
among Bovine Enteric Coronaviruses (BECV) and Bovine Respiratory
Coronaviruses (BRCV) detected using monoclonal antibodies. Arch Virol
1999; 144 (12): 2441-2447.

Sturman LS, Holmes KV, Behnke J. Isolation of Coronavirus envelope
glycoproteins and interaction with the viral nucleocapsid. J Virol 1980; 33:
449-462.

Liu DX, Yuan Q, Liao Y. Coronavirus envelope protein: a small membrane
protein with multiple functions. Cell Mol Life Sci 2007; 64 (16): 2043-2048.

An S, Chen CJ, Yu X, Leibowitz JL, Makino S. Induction of apoptosis in
murine Coronavirus-infected cultured cells and demonstration of E protein as
an apoptosis inducer. J Virol 1999; 73: 7853-7859.

Yang Y, Xiong Z, Zhang S, Yan Y, Nguyen J, Ng B et al. Bcl-xL inhibits T-
cell apoptosis induced by expression of SARS Coronavirus E protein in the
absence of growth factors. Biochem J 2005; 392: 135-143-1

Siddell S. The coronaviridae. Plenum, New York; 1995 London. p.181-189
Weiss SR, Navas-Martin S. Coronavirus pathogenesis and the emerging
pathogen severe acute respiratory syndrome coronavirus. Microbiol Mol Biol
Rev. 2005; 69(4): 635-664.

Masters PS, Perlman S. Coronaviridae. In FieldsVirology, Knipe DM,
Howley PM, et al, editors. Fields Virology. 6rd ed. Philadelphia: Lippincott-
Raven Publishers; 2014. p. 825-858.

Saif LJ. Bovine Respiratory Coronavirus. Vet Clin North Am Food Anim
Pract. 2010; 26(2): 349-364.

Bergmann CC, Lane TE, Stohlman SA. Coronavirus infection of the central
nervous system: host-virus stand-off. Nat Rev Microbiol 2006; 4: 121-132.

Pyrc K, Berkhout B, Van Der Hoek L. Antiviral strategies against human
Coronaviruses. Infectious disorders- drug targets 2007; 7: 59-66.

37



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Mebus CA, Stair EL, Rhodes MB and Twiehaus MJ. Neonatal calf diarrhea:
Propagation, attenuation, and caracteristics of a coronavirus, like agent. AM
J Vet Res 1973; 34: 145-150.

Saif LJ, Redman DR, Moorhead PD, Theil KW. Experimentally induced
coronavirus infections in calves: Viral replication in respiratory and intestinal
tracts. Am J Vet Res 1986; 47(7): 1426-32.

Cho Y I, Sun D, Cooper V, Dewell G, Schwartz K, Yoon K J. Evaluation of
a commercial rapid test kit for detecting bovine enteric pathogens in feces. J
Vet Diagn Invest 2012; 24(3): 559-562.

Hasokstiz M, Hoet AE, Loerch SC, Wittum TE, Nielsen PR and Saif LJ.
Detection of respiratory and enteric shedding of bovine coronaviruses in
cattle in an Ohio feedlot. J Vet Dagn Invest 2002; 14: 308-313.

Crouch CF, Raynbould TJ and Acres SD. Monoclonal antibody capture
ELISA for detection of bovine enteric coronavirus. J Clin Microbiol 1984;
19: 388-393.

Crouch CF, Bielefeldt Ohmann H, Watts TC, Babiuk LA. Chronic shedding
of bovine enteric coronavirus antijen-antibody complexes by clinically
normal cows. J Gen Virol 1985; 66: 1489-1500.

Collins JK, Riegel CA, Olson JD and Fountein A. Shedding of enteric
coronavirus in adult cattle. Am J Vet Res 1987; 48(3): 361-365.

Bulgin MS, Ward ACS, Barrett DP and Lane VM. Detection of rotavirus and
coronvirus shedding in two beef cow herds Idaho. Can Vet J 1989; 30: 235-
239.

Benfield DA and Saif LJ. Cell culture propagation of a coronavirus isolated
from cows with winter dysentery. J Clin Microbial 1990; 28: 1454-1457.

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

Saif LJ. A review of evidence implicating bovine coronavirus in the etiyology
of winter dysentry in cows: An enigma resolved. Cornell Vet 1990; 80: 303-
311.

Traven M, Bjornerot L and Larsson B. Nationwide survey of antibodies to
bovine coronavirus in bulk milk from Swedish dairy herds. Vet Record 1999;
144: 527-529.

Cho K-O, Hoet AE, Loerch SC, Wittum TE and Saif LJ. Evaluation of

concurrent shedding of bovine coronavirus via the respiratory tract and
enteric route in feedlot cattle. Am J Vet Res 2001; 62(9): 1436-1441.

38



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Milli UH ve Haziroglu R. Bagirsagin viral hastaliklar1 “Veteriner Patoloji”,
84, Ozkan Matbaacilik 1.Cilt, 2000 Ankara.

Ikemory Y, Otha M, Umeda K, Icatlo Jr FC, Kuroki M, Yokoyama H et al.
Passive protection of neonatal calves againts bovine coronavirus-induced
diarhea by administration of egg yolk or colostrum antibody powder. Vet
Microbiol 1997; 58: 105-11.

Heckert RA, Saif LJ, Myers GW and Agnes AG. Epidemiologic factors and
isotypespecific antibody responses in serum and mucosal secretions of dairy
calves with bovine coronavirus respiratory tract and enteric tract infections.
Am J Vet Res 1991; 52 (6): 845-851.

Mebus CA. Neonatal calf diarrhea virus. In: Virus Infections of Ruminants.
Ed. By Z Dinter and B Morein Elsiver Science Publshers. The Netherlands
1990; 297-300.

Gil Y. Yeni dogan buzagilarda ishal ile seyreden infeksiydz hastaliklar.
Veteriner 1999; 48-54.

Reynolds DJ, Chasey D, Scott AC and Bridger JC. Evaluation of ELISA and
electron microscopy for detection of coronavirus and rotavirus in bovine
faeces. Vet Rec 1984; 114: 397-401.

De Rycke J, Bernard S, Lporte J, Naciri M, Popoff MR and Rodolakis A. Hy
Prevalence of various enteropathogens in the feces of diarrheic and
healtycalves. Ann Rech Vet 1986; 17: 159-168.

Murphy FA, Gibbs EPJ, Horzinek MC and Studdert MJ. Veterinary Virology,
Academic Press, California, USA; 1999.

Schoenthaler SL and Kapil S. Development and applications of a bovine
coronavirus antijen detection Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. Clin
Diagn Lab Immunol 1999; 6: 130-132.

Czerny CP and Eichhorn W. Characterization of monoclonal and polyclonal
antibodies to bovine enteric coronavirus: Establishment of an effecient
ELISA for antijen detection in feces. Vet Microbiol 1989; 20: 111-122.

Carman PS and Hazlett MJ. Bovine coronavirus infection in Ontario,1990-
1991, Can Vet J 1992; 33: 812-814.

Van Kruiningen HJ, Khairallah LH, Sassevile VG, Wyand MS and Post JE.

Calfhood coronavirus enterocolitis: A clue to the etiology of winter
dysentery. Vet Pathol 1987; 24: 564-567.

39



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Zhang Z, Andrews GA, Chard-Bergstrom C, Minocha HC and Kapil S.
Application of immnohistochemistry and in situ hybridization for detection
of bovine coronavirus in paraffin-embedded, formalin-fixed intestines. J Clin
Microbial 1997; 35(11): 2954-2955.

Gaber F and Kapil S. Development of antigen spot test for detection of
coronavirus in bovine fecal samples. Clin Diag Lab Immunol 1999; 6: 542-
544,

Sato M and Akashi H. Detection of bovine coronavirus by ELISA using
monoclonal antibodies. J Vet Med Sci 1993; 55 (5): 771-774.

Alkan F. Buzagi ishallerinde rotavirus ve coronaviruslarm rolii. Ankara Univ
Vet Fak Derg 1998; 45(1): 29-37.

HasOkstiz M, Sreevatsan S, Cho KO, Hoet AE, Saif LJ. Molecular analysis of
the Slsubunit of the spike glycoprotein of respiratory and enteric bovine
Coronavirus isolates. Virus Res 2002; 84: 101-1009.

Saif LJ, Heckert RA, Miller KL and Tarek MM. Cell culture propagation of
bovine coronavirus. J Tiss Cult Methods 1988; 1: 139-145.

Toth TE. Trypsin-enhanced replication of neonatal calf diarrhea coronavirus
in bovine embriyonic lung cells. Am J Vet Res 1982; 43: 967-972.

Holmes KV, Lai MMC. Coronaviridae: The Viruses and Their Replication.
In Fields BN, Knipe DM, Howley PM, et al, editors. Fundamental Virology.
3rd ed. Philadelphia: Lippincott-Raven Publishers; 1996. p. 541-559.

Cho K-O, Hasotksiiz M, Nielsen PR, Chang K-O, Lathrop S and Saif LJ.
Crossprotection studies between respiratory and calf diarrhea and winter
disentery coronavirus strain in calves and RT-PCR and nested PCR for their
detection. Arch Virol 2001; 146: 2401-2419.

HasOkstiz M, sreevatsan S, Cho K-Oh, Hoet AE and Saif LJ. Molekular
Analysis of the S1 subunit of spike glycoprotein of respiratory and enteric
bovine coronavirus isolates. Virus Research 2002; 84: 101-109.

Alkan F, Bilge-Dagalp S, Can-Sahna K, Ozgiinliik I. Sigirlarda coronavirus
enfeksiyonlariin epidemiyolojisi. Ankara Univ. Vet. Derg. 2003: 50: 59-64.

Alenius S, Niskanen R, Juntti N and Larsson B. BCV as the causative agent

of winter dysentery: Serolojical evidence. Acta Vet Scand 1991; 32(2): 163-
170.

40



100. Atterhem K, Fossum C, Traven M, Linde N, Naslund K and Larsson B. Type
1 interferon and virus-spesific IgA and IgM antibodies as an aid in the
diagnosis of ongoing infections in calves. Swedish J Agric Res 1996; 26: 101-
104.

101.Crouch CF, Oliver S, Hearle DC, Buckley A, Chapman AJ and Francis Mj.
Laktojenic immunity following vaccination of cattle with bovine coronavirus.
Vaccine 2001; 19: 189-196.

102.Saif LJ. Coronaviruses immunogens. Vet mikrobiol,1996; 37: 235-297.

103.Al M, Balikc1 E. Neonatal Ishalli Buzagilarda Rotavirus, Coronavirus, E. coli
K99 ve Cryptosporidium parvum'un Hizli Test Kitleri ile Teshisi ve
Enteropatojen ile Maternal Immiinite Iliskisi. F.U. Sag. Bil. Vet. Derg 2012;
26 (2): 73- 78.

104.Baljer G, Wieler L. Etiology, pathogenesis and immunoprophylaxis of calf
neonatal diarrhea. Vet J 1989; 5: 18-26.

105.De la Fuente R, Garcia A, Ruiz-Santa-Quiteria JA. Proportional
morbidityrates of enteropathogensamong diarrheic dairycalves in central
Spain. PrevVet Med 1998; 36: 145-152.

106.Gulliksen SM, Jor E, Lie KI, Hamnes IS, Loken T, Akerstedt J, Osteras O.
Enteropathogens and risk factors for diarrhea in norwegian dairy calves. J
Dairy Sci 2009; 92: 5057-5066.

107.Abraham G, Roeder PL, Zewdu R. Agents associated with neonatal diarrhoea
in Ethiopian dairy calves. Trop Anim HIth Prod 1992; 24: 74-80.

108.Coura FM, Freitas MD, Ribeiro J, De Leme RA, De Souza C, Alfieri A.
Heinemann MB. Longitudinal study of Salmonella spp. Diarrheagenic
Escherichia coli, Rotavirus, and Coronavirus isolated from healthy and
diarrheic calves in a Brazilian dairy herd. Trop Anim Health Prod 2015;
47(1): 3-11.

109.Garcia A, Ruiz-Santa-Quiteria JA, Orden JA, Cid D, Sanz R, GOmez-Bautista
M, de la Fuente R. Rotavirus and concurrent infections with other
enterapathogens in noenatal diarrheic dairy calves in Spain. Comp Immun
Microbiol Infect Dis 2000; 23: 175- 183.

110.1zzo MM, Kirkland PD, Mohler VL, Perkins NR, Gunn AA, House JK.
Prevalence of major enteric pathogens in Australian dairy calves with
diarrhoea. Aust Vet J 2011; 89(5): 167-173.

111.Bok M, Mifio S, Rodriguez D, Badaracco A, Nufies I, Souza SP et al.

Molecular and antigenic characterization of bovine Coronavirus circulating
in Argentinean cattle during 1994-2010. Vet Microbiol 2015; 7122, 9.

41



112.Al Mawly J, Grinberg A, Prattley D, Moffat J, Marshall J. and French N.
Riskfactors for neonatal calf diarrhoea and enteropathogen shedding in New
Zealand dairy farms. Vet. J 2015b; 203: 155-60.

113.House TA. Economic impact of rotavirus and other neonatal disease agent of
animals. J Am VetMed Assos 1978; 173: 573-576.

114.Eskiizmirliler SN, Oncel T, Beyazit A, Misirlioglu OZ. Tiirkiye'nin degisik
illerindeki ishalli buzagilarda rotavirus, coronavirus ve crytosporidiosisin
yayilist. Vet Hek Mikrobiyal Derg 2001; 2: 35-42.

115.Erdogan HM, Unver A, Giines V. Citil M Kars. Kars y&resindeki Neonatal
Buzagilarda Rotavirus ve Coronavirus Yayginligl. Kafkas Univ. Vet. Fak.
Derg 2003; 9 (1): 65-68.

116.Hasircioglu S. Buzagilarda Enterik Bovine Coronavirus Enfeksiyonlarinin
Aragtirllmast ve Epidemiyolojide Klinik Olarak Saglikli Sigirlarin Rolii.
Doktora Tezi. Selguk Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Viroloji (Vet)
Anabilim Dali1 2005, Konya.

117.Cabalar M, Kaya A, Arslan S. Yeni dogan buzagilarin ishal olgularinda
rotavirus ve coronavirus arastirtlmasi. Vet Bil Derg 2007; 23 (3-4): 103-106.

118.Gumusova SO, Yazici Z, Albayrak H, Meral Y. Rotavirus and coronavirus
prevalence in healthy calves and calves with diarrhea. Medycnya Wet 2007,
63: 62-64.

119.Yavru S, Yapici O, Kale M, Sahinduran S, Pehlivanoglu F, Albay MK, Avci
O. Bovine coronavirus (BoCV) infection in calves with diarrhoea and their
dams. Acta Scientiae Veterinariae 2016; 44: 01-07.

120.Sakli GU. ishalli Buzagi Diskilarinda Sigir Coronavirusu ve Sigir
Rotavirusunun Hizli Tani Kiti ve RT-PCR ile Arastirilmasi. Doktora Tezi.
Selguk Universitesi Saglik Bilimler Enstitiisii 2017, Konya.

121.0k M, Giiler L, Turgut K, Ok U, Sen I, Giindiiz IK, Birdane MF, Giizelbektes
H. The Studies on the Aetiology of Diarrhoea in Neonatal Calves and
Determination of Virulence Gene Markers of Escherichia coli Strains by
Multiplex PCR. Zoonoses Public Health 2009; 56: 94-101.

122.Radostits OM, Gay CC, Hinchclhiff KW. Veterinary Medicine A Textbook of
the Diseases of Cattle, Horses, Sheep, Pigs, and Goats. Philadelphia Saunders
2007; p. 673-762.

123.Al Mawly J, Grinberg A, Prattley D, Moffat J, French N. Prevalence of

endemic enteropathogens of calves in New Zealand dairy farms. New Zealand
Veterinary Journal 2015; 63(3): 147-152.

42



124.Kohara J, Hirai T, Mori K, Ishizaki H, Tsunemitsu H, Enhancement of passive
immunity with maternal vaccine against newborn calf diarrhea. J Vet Med
Sci 1997; 59: 1023-1025.

125.Snodgrass DR. Diarrhoea in dairy calves reduced by feeding colostrum from
cows vaccinated with rotavirus. Res Vet Sci 1982; 32: 70-73.

126.Kohara J, Tsunemitsu H. Correlation between maternal serum antibodies and
protection againstbovine rotavirus diarrhea in calves. J Vet Med Sci 2000; 62:
219-221.

127.Alkan F, Burgu I, Sahna KC, Cokcaliskan C. Yenidogan buzag ishallerine
kars1 ticari as1 ile asilanan siirlardan dogan yavrularda pasif bagisiklik
duzeyi. AU Vet Fak Derg 2004; 51: 47-53.

128.Klein D, Kern A, Lapan G, Evaluation of rapid assays for the detection of

bovine coronavirus, rotavirus A and Cryptosporidium parvum in faecal
samples of calves. Vet J 2009; 182: 484-486.

43



8.EKLER
8.1.Etik kurul belgesi

Veteriner Agilan / Veterinary Vaccine

q- Dollvet

Say1 :2016/21
Konu :Yerel Etik Kurul Karar 10/06/2016

DOLLVET A.S.
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU
(DOLLVET-HADYEK)

Saymn: Yrd. Dog. Dr. irfan OZGUNLUK

02.06.2016 tarihinde kurulumuza yapmus oldufunuz “ Sanlwrfa ilindeki fshalli
Buzaglarda Coronaviruslarin ELISA Yéntemi ile Aragtirilmasi ** isimli HUBAK projenizde
yapacaginiz hayvan denemeleri kurulumuza taahhiitle bulundugunuz gergeve déhilinde olmas
sart1 ile uygun bulunmustur,

/:’.’_\/]_/\

i

}Aﬁseyin ZENGIN
Sorumlu Yénetici

/

Ek:

*  Karar onay:

Dolivet Veteriner Asi1 llag Biyolojik Madde Uretim Sanayi ve Ticaret A.S.
Tel: +90 414 3681133 » Fax: +90 414 3691662 « Gsm: +90 533 6900 26 » 1. Organize Sanayi Bolgesi 8. Cad. No: 3 SANLIURFA
Ticaret Sicil No: 6776/9048 » Mersis: 0 3100 3407 6700 012
www.dollvet.com.tr « dollvet@dollvet.com.tr



DOLLVET A.S.
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU (DOLLVET-HADYEK)

Karar No : 2016/21
Konu : Yerel Etik Kurul Karar

02.06.2016 tarihinde kurulumuza yapmis oldugunuz “ Sanlwrfa ilindeki Ishalli
Buzagilarda Coronaviruslarin ELISA Yontemi ile Arastiriimasi * isimli HUBAK projenizde
yapacafimiz hayvan denemeleri kurulumuza taahhiitle bulundugunuz ¢ergeve déhilinde olmas:
sarti ile uygun bulunmustur.

Yapilan bagvuru formunun incelenmesi sonucu galismamin uygun oldugu gbriisiin

birligince karar verilmistir. é
Dy Hiiseyin'ZENGIN
Sorumlu Yénetici

{

Dr. Nilay UNAL Cahit BAYBURS
Veteriner Hekim Veteriner Hekim

Kalite Giivencg Birimi Ureti mlusu
¢ Soru u
MiizeyyenENDIRCI Rojda KIZILTAS ﬂ YASAR

Ve i Veteriner Hekim j
Kg}%’%ﬁ%‘mi Hayvan Refah Birimi Bakteriy, ar Uretim

Sorumlusu vari

Paraziter Uretim
Sorumlusu

45



8.2.0rijinallik Raporu

T.C.
3 _HARRAN UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGT

TEZ CALISMASI ORiJINALLIK RAPORU VE BEYAN BELGESI

Ogrencinin

Numarasi .. 145334001

Adr, Soyads : Ramazan ABIKOGLU

Anabilim Dali (B6liimii) .VIROLOJI (VETERINER)

Programi : X Yiiksek Lisans O Doktora

Tezin Adi: Sanhurfa ilindeki ishalli Buzagilarda Coronaviruslarin ELISA Yintemi ile
Aragtirilmasi

SAGLIK BiLIMLER ENSTITUSU MUDURLUGUNE

Yukarida bagh@ belirtilen Yiiksek Lisans Tez calismamn; kapak sayfasi, giris, ana
boliimler ve sonu¢ kisimlarindan olusan toplam ...36..... sayfalik kismma iliskin,22/07/2019.
tarihinde sahsim/ danigmanim tarafindan Turnitin adh intihal tespit programindan asagida belirtilen
filtrelemeler uygulanarak alinmig olan orijinallik raporuna gore, benzerlik orant %..5¢tir.

Uygulanan filtrelemeler:

1- Kabul/Onay ve Bildirim sayfalar1 harig,

2- Kaynakga harig

3- Alintilar harig

4- 5 kelimeden daha az 6rtiigme iceren metin kisimlar harig

Yukarida bilgileri verilen tezin, Saghk Bilimleri Enstitiisii Yénetim Kurulu tarafindan kabul
edilen lisansiistii orijinallik raporu alinmasi uygulama esaslari ile belirlenen azami benzerlik oranlarini
agsmadigint ve biitlin bilgilerin, akademik kurallara uygun olarak toplanip sunuldugunu, galiymada
bana ait olmayan tiim veri, diigiince ve sonuglari andiZimi, blok seklinde alintilar yapmadigimi ve tiim
alintilarin bilimsel atif kurallar ger¢evesinde kaynagimi gdsterdigimi, Yiiksekgretim Kurulu Bilimsel
Aragtirma ve Yayin Etigi Yonergesi ile Harran Universitesi Bilimsel Arastirma ve Yaym Etigi
Yonergesinin 8. maddesinde yer alan etik ihlallerden her hangi birisinin yer almadigim, etik ihlal
tespiti halinde, Saglik Bilimleri Enstitiisii Yénetim Kurulunca, diplomamin iptal edilmesini kabul
ediyorum.

Geregini saygilarimla arz ederim. 22/07/2019

Tezi Hazirlavan Og' rencinin

Adr-Soyadr:
Ramazan BIKOGLU

imzasi: ﬂAA—"

Yukarida yer alan raporun ve beyanin dogrulugunu onaylarim. 22/07./2019

Damgmanin
Unvani-Adi-Soyada:

Dr Ogrt. Uyesi irfan OZGﬁNLﬁK

imzasu

46



8.3.Turnitin ¢iktis1

SANLIURFA ILINDEKI ISHALLI BUZAGILARDA

CORONAVIRUSLARIN ELISA YONTEMI ILE ARASTIRILMASI

ORMINALLIK RAPORU

4D

%0 hl

BENZERLIK ENDEKSI  INTERNET YAYINLAR

KAYNAKLARI

%
OGRENCI ODEVLERI

BIRINCIL KAYNAKLAR

-

www.igdir.edu.tr

Internet Kaynagi

geb.uni-giessen.de /
Internet Kaynag <%
scholarbank.nus.edu.sg /
Internet Kaynag <%
n mdpi.com <o
Internet Kaynagi Yo
www.ichastaliklarihemsireligi.com o
Internet Kaynagi %
n "Coronaviridae", Virus Taxonomy, 2012 <o,
Yayin Jo
elib.tiho-hannover.de <o
internet Kaynagi o
patric.vbi.vt.edu 4
B Internet Kaynag <%

47



8.4. Tez veri giris formu

23.07.2019

Ulusal Tez Merkezi | Tez Form Yazdir

T.C
YUKSEKOGRETIM KURULU
ULUSAL TEZ MERKEZ1

TEZ VERI GIRIS FORMU

Referans No

10273071

Yazar Adi / Soyad)

RAMAZAN ABIKOGLU

T.C.Kimlik No

53365639606

Telefon

5427107313

E-Posta

Ir‘abikoglu@gmail.com

Tezin Dili

i‘l’i.‘lrk(;e

Tezin Qzgln Adi

iSANLIURFA ILINDEKI ISHALLI BUZAGILARDA CORONAVIRUSLARIN ELISA YONTEMI ILE
ARASTIRILMASI

Tezin Tercimesi

INVESTIGATION OF CORONAVIRUSES BY ELISA METHOD IM DIARRHEIC CALVES IN
'SANLIURFA PROVINCE

Konu |Veteriner Hekimligi = Veterinary Medicine
Universite |Harran Universitesi
Enstitd / Hastane |Saghk Bilimleri Enstitiss -

Anabilim Dali

Viroloji Anabilim Dali .

Bilim Dali

Tez Tiirt

Uksek Lisans

Yili

2019

Sayfa

0

Tez Danismanlar

DR. OGR. UYEST IRFAN OZGUNLUK

Dizin Terimleri

Onerilen Dizin Terimleri

Coronavirus = Coronavirus ELISA = ELISA Buzadi ishali = Calf diarrhoea Sanhurfa =

sanliurfa

23.07.201

imza:......% ..............

hitps:iitez.yok.gov.triUlusalTezMerkezitezFormYazdirisp?sira=0

9

11

48



	Bu tez çalışması, HÜBAK tarafından 16161 proje numarası ile desteklenmiştir.
	TEŞEKKÜR
	ÖZET
	ABSTRACT

