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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

3CLPro : 3C-like protease

A : Adenin

aa : Aminoasit

BCoV : Bovine coronavirus

BEC : Bovine Enteric Caliciviruslar

BNoV : Bovine Norovirus

Bp : Base pair

BRVA : Bovine rotavirus group A

BVD : Bovine Viral Diarrhea

C : Sitozin

cDNA : Tamamlayici DNA, Komplementer DNA
Cscl : Sezyum Klortir

DNA : Deoksiriboniikleik asit

dsRNA : Double Stranded RNA (Cift iplik¢ikli RNA)
E. coli : Escherichia coli

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
EM : Elektron Mikroskop

FCV : Feline Calicivirus

FDA : Food and Drug Administration

G : Genotip

G : Guanin

HBGA : Histo Blood Group Antigens (Histo-Kan Grubu Antijenleri)

HNoV : Human norovirus (insan norovirusu)
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OZET

BUZAGILARDA NOROVIRUS ENFEKSiYONUNUN ViROLOJIK OLARAK
ARASTIRILMASI

Aydin Dénmez T. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,

Viroloji (Veteriner) Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2023.

Amac: Bovine Norovirus (BNoV) ve Nebovirus (BNeV) birlikte Bovine Enteric Calicivirus
olarak isimlendirilir. Bovine Norovirus buzagilarda duodenum ve jejenum villoz epitel
hiicrelerini etkileyerek hemorajik olmayan enterit, diyare, istahsizlik, anoreksi ve
malabsorpsiyon gibi semptomlara sebep olur. Fekal-oral yolla bulagan bu viruslar genellikle
mix enfeksiyon seklinde seyreder. Buzag: ishalleri gelisim geriligi, bu aci1g1 kapatmak i¢in
kullanilan tamamlayaci yemler, 6liim, ilerleyen donemde diisiik siit verimi gibi ciddi ekonomik
kayiplara neden olur. Bu ¢alismada, Aksaray ve Aydin illerinde bulunan ve ishal vakalari
goriilen sigirlarda bovine norovirus (BNoV) ve ayrica nebovirus enfeksiyonlarinin molekiiler
virolojik olarak aragtirilmasi amaglanmigtir. Buna ek olarak hastaligin goriilmesinde yas,

cinsiyet, irk faktorlerinin etkileri aragtirilmastr.

Gerec ve Yontem: Aksaray ve Aydin illerinde sigir yetistiriciligi yapan kiiciik aile isletmeleri
ve entansif igletmelerdeki ishal klinik belirtisi olan buzagilardan ve 1 yas iistli siirlardan
toplam 103 adet digk1 6rnegi alindi. Aksaray ilindeki buzagilardan 71 adet, Aydin ilinden ise
ishal vakalar1 gozlenen bir organize siit sigircilig1 isletmesinden bir yas alt1 ve bir yas lstii
sigirlardan 32 6rnek alindi. Alinan 6rnekler viruslarin RdRp bolgelerini hedef alan nested RT-
PCR yontemi ile test edildi. Pozitiflik saptanan 6rneklerden segilen 8 adet 6rnegin PCR

iiriinlinden Sanger yontemi ile kismi RdRp bolgesinin dizi analizleri gergeklestirildi.

Bulgular: Nested RT-PCR yontemiyle test edilen toplam 103 6rnegin 26 tanesi (%26,2) BNoV
yoniinden, 2 tanesi ise nebovirus yoniinden pozitif bulundu. Aksaray ilinden toplanan 71
ornekten 3 adedi (%4,3) BNoV yoniinden, 2 adedi (%2,9) BNeV yoniinden pozitif tespit edildi.
Aydm ilindeki ishal vakalari gozlenen bir organize siit sigirciligi isletmesinden alinan 32
ornegin 23 adedinin (%71,8) BNoV ydniinden pozitif oldugu saptandi. Aksaray ilinde tespit

edilen 3 BNoV ve 2 adet nebovirus pozitif 6rnegin Sanger dizileme analizi sonucu BNoV GIII-
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genotip I ve Nebraska susu oldugu belirlendi. Aydin ilinde ise BNoV GIII genotip 2 olarak
belirlendi. Istatistik analizleri ile yas, cinsiyet, irk yoniinden enfeksiyon oranlari incelendiginde
6 aydan biiylik hayvanlarda ve disilerde BNoV enfeksiyon oraninin arttig1 goriiliirken, irklar

arasinda anlamli bir farklilik saptand.

Sonuc¢: Aksaray ve Aydin illerinde sirastyla BNoV’nin GIII-1 ve GIII-2 tespit edilmistir.
Ayrica, ¢caligmada buzagilarin bir enfeksiyonu olarak kabul edilen BNoV enfeksiyonun, irklar
arasinda duyarlilik farklarinin olabilecegi, disilerde enfeksiyonun daha fazla goriilebilecegi ve
virus, konak¢1 ve ¢evre faktorlerine bagl olarak her yastaki hayvanlarda rastlanabilecegi,
gozlenmistir. Calisma ve literatiir verileri 15131nda BNoV enfeksiyonlarina her gegen giin daha
siklikla karsilagildig ve biiyiikbas yetistiriciligi i¢in dnemli bir potansiyel tehlike olabilecegi
kanisina varilmstir. Ishal vakalarinda BEC enfeksiyonlarinin goz ardi edilmemesi gerektigi ve
bu enfeksiyonlara karst 6nlemlerin alinmasi ve miicadele stratejilerinin gelistirilmesinin gerekli
oldugu sonucuna varilmistir. Bu viruslarin diger enfeksiy6z ajanlarla birlikte bulundugu
durumlarda daha kolay yayilma ve daha siddetli seyretme ihtimali dolayisiyla ¢iftliklerde bakim

ve hijyen sartlarina dikkat edilmesi gerektigi dnerilebilir.

Anahtar kelimeler: Buzag, ishal, Nebovirus, Norovirus, RT-PCR.
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SUMMARY

VIROLOGICAL INVESTIGATION OF NOROVIRUS INFECTION IN CALVES

Aydin Donmez T. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute,
Virology(Veterinary) Program, Master Thesis, Aydin, 2023.

Objective: Bovine Norovirus (BNoV) and Nebovirus (BNeV) collectively constitute the
Bovine Enteric Calicivirus. Bovine Norovirus affects the villous epithelial cells of the
duodenum and jejunum in calves, giving rise to symptoms such as non-hemorrhagic enteritis,
diarrhea, anorexia, reduced appetite, and malabsorption. These viral agents, primarily
transmitted via the fecal-oral route, tend to manifest as mixed infections. The development of
calf diarrhea leads to growth retardation, necessitating supplementary feeding to address
nutritional deficits, and culminating in outcomes such as mortality and subsequent diminished
milk yield, thereby engendering substantial economic losses. In the present study, a molecular
virological investigation was undertaken with the aim of elucidating the prevalence of bovine
norovirus (BNoV) and nebovirus infections in cattle exhibiting diarrheal symptoms, within the
geographical locales of Aksaray and Aydin provinces. Furthermore, the influence of
demographic variables including age, gender, and breed on the incidence of the disease was

scrutinized.

Materials and Methods: A total of 103 fecal samples were collected from cattle exhibiting
clinical symptoms of diarrhea in both small family-operated farms and intensive enterprises in
the provinces of Aksaray and Aydin. Among these, 71 samples were sourced from calves in
Aksaray, while 32 samples were obtained from calves and adult cattle (both under and over one
year of age) in an organized dairy farm in Aydin where cases of diarrhea were observed. The
collected samples were subjected to molecular analysis using the nested Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction (nested RT-PCR) method, targeting the RdRp regions of the
viruses. Among the samples that exhibited positivity, 8 selected samples underwent partial

RdRp region sequence analysis through the Sanger sequencing method.

Results: A total of 103 samples subjected to the nested RT-PCR method revealed that 26

samples (26.2%) were positive for Bovine Norovirus (BNoV), while 2 samples tested positive
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for Nebovirus. Among the 71 samples collected from Aksaray province, 3 samples (4.3%) were
identified as positive for BNoV, and 2 samples (2.9%) were positive for Nebovirus. From the
32 samples obtained from the organized dairy cattle farm in Aydin province, where cases of
diarrhea were observed, it was determined that 23 samples (71.8%) were positive for BNoV.
Through Sanger sequencing analysis, the 3 BNoV-positive and 2 Nebovirus-positive samples
from Aksaray province were identified as BNoV Glll-genotype 1 and Nebraska strain,
respectively. In Aydin province, BNoV was identified as GIII genotype 2. Upon statistical
analysis of factors such as age, gender, and breed, it was observed that the prevalence of BNoV
infection increased in animals older than 6 months and in female individuals, while significant

differences were noted among different breeds.

Conclusion: In the provinces of Aksaray and Aydin, Bovine Norovirus (BNoV) of
genotypes GIII-1 and GIII-2, respectively, were detected. Moreover, the study suggested that
BNoV infection, considered as a calf-associated infection, might exhibit sensitivity variations
across different breeds, potentially presenting a higher prevalence among female individuals.
The virus was found to be capable of affecting animals of all ages, contingent upon host, virus,
and environmental factors. In light of both the study's findings and existing literature, the
escalating frequency of BNoV infections has underscored the potential threat it poses to cattle
husbandry, emphasizing the necessity for comprehensive measures. The study emphasizes the
need to acknowledge Bovine Enteric Calicivirus (BEC) infections in cases of diarrhea and
underscores the importance of instituting preventative measures and developing strategies for
combating these infections, particularly considering their propensity to coexist with other
infectious agents, thereby potentially leading to heightened transmission and more severe
outcomes. Consequently, strict adherence to farm hygiene and care practices is advisable.Key

words: Calf, diarrhea, Norovirus, Nebovirus, RT-PCR.
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1. GIRIS

Sigir yetistiriciliginde, gastrointestinal hastaliklar 6zellikle buzagi ishalleri biitiin
diinyada oldugu gibi iilkemizde de 6nemli ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Bu ekonomik
kayiplarin altinda yatan baglica sebepler ozellikle yasamlarinin erken donemlerinde olan
buzagilarda meydana gelen Sliimler, tedavi masraflari, gelisme geriliginin goriilmesidir. Bu
durum hayvanin degerinden daha diisiik fiyata satilmasina sebep olur. Buna ek olarak ilerleyen
donemlerde buzagilarin gelisimini tamamlamasi i¢in harcanan yem miktar1 daha uzun vadede
ise siit liretiminin azalmasina kadar giden olumsuz bir tablo goriiliir. Buzagilarda ishale sebep
olan enfeksiydz etkenler viral, bakteriyel, protozoon kaynakli olabilir. Yetersiz kolostrum
alimi, ahirlarin havalandirmasi, hijyeni, bakim ve barindirma, stres faktorleri gibi durumlar
hayvanlarin hastalanmasin1 kolaylastirmaktadir. Escherichia coli, Cryptosporidium parvum,
Rotavirus, Coronavirus, Parvovirus, ishal olgularinda en sik rastlanan ajanlardir. Bu ajanlar
hayvanda tek basina veya genellikle mix enfeksiyon seklinde seyreder (Sahal ve digerleri,

2018).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, Norovirus (genogrup III) ve Nebovirus olmak iizere
iki cins igerisinde yer alan ve Bovine Enteric Calicivirus (BEC) olarak isimlendirilen viruslar
da yeni dogan buzagilarda 6nemli ishal etkenleri olarak kabul edilmeye baslanmistir (Hacioglu
ve Alkan 2018). BEC’ler, sigirlarda genellikle mide-bagirsak sistemini etkileyen ve ishal, villus
atrofisi gibi sindirim sistemi sorunlarina yol agabilen riboniikleik asit (RNA) genomuna sahip
viruslardir. Noroviruslar, insanlarda da gastroenterit nedeni olarak diinya capinda sik goriilen
etkenlerdir. Ayrica gida kaynakli hastaliklarin nemli bir nedenidir. Insan ve sigirlarin yani sira,
kemirgenler, domuz, kedi, kopek, koyun gibi ¢esitli memeli konakgilarda da enfeksiyon
olustururlar. Buna ek olarak yarasa, denizaslanlar1 ve liman yunuslarinda yeni

siniflandirilmamis noroviruslar tanimlanmistir (Chhabra ve digerleri, 2019).

Neboviruslarin da buzagilarda bovine noroviruslar (BNoV) gibi tek basina veya diger
enterik patojenlerle birlikte 6zellikle gastroenterit ve ishal gibi sindirim sorunlarina neden

oldugu bilinmektedir (Hacioglu ve Alkan 2018).

Tiirkiye’de BNoV ve neboviruslar lizerine molekiiler virolojik ve epizootiyolojik
arastirmalar oldukca sinirhdir (Dik ve digerleri, 2023; Hacioglu ve Alkan, 2019; Turan ve
digerleri, 2018; Yilmaz ve digerleri, 2011). Bu calismada Aydin ve Aksaray illerinde biiyiik



bas hayvan yetistiriciligi yapan biiyiik ciftlikler ve kiiciik aile isletmelerinde BNoV
enfeksiyonunun molekiiler virolojik olarak arastirilmasi amaclanmistir. Ayrica, BNoV
enfeksiyonunun goriilmesi lizerine cinsiyet, 1k, yas faktoriiniin etkilerinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Buna ek olarak ayni hayvanlarda nebovirus enfeksiyonunun varligi ve

yaygmlig1 arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihce

Ik kez 1929 yilinda, Danimarka ve Amerika’daki insanlarda bakteriyel olmayan
gastroenterit salgmmindan bahseden J. Zahorsky, bu salgim1 kis kusma hastalig1 olarak
tanimlamigtir. Kasim ve mart aylarinda yayginlik gdsteren bu hastalik ishalin yan1 sira kusma
ve bulant1 ile karakterize olup bireyler arasinda bulasicilik géstermistir (Adler ve Zickl, 1969;
Anonim, 1965). 1935 yilinda Danimarka’da bulanti ve kusma seklinde salginlar tekrar
goriilmistiir (Bradley, 1943). Rischel tarafindan 1935 yilinda ilk defa epidemik bulant1 adi
altinda raporlanmistir (Miller ve Raven, 1936).

1936 yilinda Thanet-Londra-ingiltere’de ani bulant1 ve kusma ile baslayan 3-4 saat icinde
ishalin eslik ettigi baz1 olgularda ates, sersemlik, bas agrisi, abdominal agri, vertigo gibi
belirtilerin goriildiigii klinik belirtiler 6zellikle okul ¢agindaki kizlarda raporlanmistir (Anonim,

1965).

1942 yilinda Ingiltere’de okul cagindaki dgrencilerde tekrar kusma ve ishal vakalari
patlak vermistir. Bu doneme kadar yasanan bu salginlarda gida zehirlenmesi veya dizanteri gibi
hastaliklar teshiste kafa karisikligina sebep olmustur. Fakat yapilan aragtirmalar bu durumun

gida kaynakli bir zehirlenme ihtimalini ortadan kaldirmistir. (Bradley, 1943)

1943-1944 yilinda Philadelphia ve ¢evresinde meydana gelen genis ¢apli bir salginda
semptom gosteren kisilerden alinan faringeal 6rneklerde herhangi bir bakteriye ve parazite
rastlanamamistir. Bu durum akillara ilk olarak hastaligin virusla iligkili olabilecegini ve
viruslarin bagirsaklara da yerlesebilecegini getirmistir. Bu yilizden hastaliga viral dizanteri

(Gippy tummy) denmistir (Reimann ve digerleri, 1945).

1968 yilinda Norwalk Ohio’da bir ilkogretim okulunda kis kusma hastaligina benzer
klinik 6zelliklere sahip gastrointestinal rahatsizliklar tekrar meydana gelmistir (Adler ve Zickl,
1969). Hastaligin etiyolojisinin belirlenmesi 1972 yilina kadar miimkiin olmamistir (Kapikian

ve digerleri, 1972).



Norwalk’ta meydana gelen bu salgin norovirusnun ilk temellerinin atildig1 ve bu zamana
kadar enfeksiy6z ajanin en iyi karakterize edildigi salgin olmustur (Blacklow ve digerleri,
1972). 11k kez 1972 yilinda virus immun elektron mikroskopu ile gériintiilenmistir (Kapikian,
2000). Yapilan bu goriinteleme teknigi ile Ohio’daki salginin altinda yatan sebebin norovirus
benzeri bir parcacik oldugu kesinlesmistir (Kapikian ve digerleri, 1972). Boylece bu salginda
tespit edilen genotip insan noroviruslarimin protitipi olmustur (Kapikian, 2000). Virusun
elektron mikroskopi goriintiisii picornavirus veya parvoviruslara benzetilmistir. Ardindan insan
diski materyalinden saflagtirllan bu pargaciklar caliciviruslar ile iliskilendirilmistir.
Noroviruslarin  hiicre kiiltiiriinde {iretilememesi virionun ayrintili  karakterizasyonunu

engellemistir (Green ve digerleri, 2000).

1990 yilinda yapilan bir ¢alisma ile norovirus komplementer DNA (cDNA)’s1 basartyla
iiretilmistir. Uretilen cDNA noroviruslarin diger caliciviruslar ile sekans iliskisi gdsterilerek

daha iyi taninmasini saglamistir (Jiang ve digerleri, 1990).

Sigirlarda ise norovirus ilk kez 1978 yilinda Ingiltere’de ishalli bir buzagida tespit edilmis
olup Newbury agent 2 susu (NB2) olarak isimlendirilmistir (Woode ve Bridger, 1978).
Ardindan Almanya’da 1980 yilinda ise ishalli yenidogan buzagilardan alinan diskilarda
elektron mikroskopu ile Jena susu (JV) izole edilmistir (Liu ve digerleri, 1999). 1999 yilinda
ise molekiiler karakterizasyonu yapilmistir. Tespit edilen iki genotip giiniimiiz suglarinin protipi
olarak degerlendirilir (Hacioglu ve Alkan 2018). Boylece bovine noroviruslar iki farkli sus
seklinde siiflandirilmistir (Di Felice ve digerleri, 2016) Su ana dek acgiklanan tiim BNoV
suslar1 ise genogrup III (GIII) i¢inde bulunur (Ferragut ve digerleri, 2016).

Neboviruslar ise Newbury agent I susu (NB1) 1978 yilinda NB2 ile birlikte Ingiltere’de
ishalli bir buzagida saptanmistir (Woode ve Bridger, 1978). 1984 yilinda karakterize edilmistir
(Dastjerdi ve digerleri, 1999). 1980 yilinda Amerika’da ise nebovirusun Nebraska susu tespit
edilmistir (Smiley ve digerleri, 2002). Neboviruslar, Caliciviridae ailesinin cinsi olarak ilk defa

2010 yilinda tanimlanmigtir (Carstens, 2010).



2.2. Etiyoloji

2.2.1. Smiflandirma

Sigirlarda gastroenterik enfeksiyonlara yol agan bovine noroviruslar, neboviruslar ile
birlikte ‘Bovine Enteric Caliciviruslar (BEC)’ olarak tanimlanmaktadir. BEC’ler
Picornavirales takiminda Caliciviridae ailesinin igerisinde siniflandirilmaktadir. Uluslararasi
virus taksonomi komitesinin 2019’da yayinladigi raporuna gore; Caliciviridae ailesi Bavovirus,
Lagovirus, Minovirus, Nacovirus, Nebovirus, Norovirus, Recovirus, Salovirus, Sapovirus,
Valovirus, Vesivirus genuslarindan olugmaktadir. Bavovirus ve Nacovirus kanathilarda,
Minovirus ve Salovirus baliklarda, digerleri ise memelilerde hastalik olugturmaktadir. Ayrica,
kazlarda, sar1 yiizgecli ¢cipurada, biiyiik yesil yilanda, arktik abanozlarda, kurbagalarda ve ¢esitli
Avustralya kuslarinda siniflandirilmamis caliciviruslar tespit edilmistir (Vinjé ve digerleri,

2019). (Tablo 1, Tablo 2).

Tablo 1. BEC smiflandirmasi (ICTV,2019 .

Siniflandirma
Diyar Riboviria
Krallik Ortornavirae
Sube Pisuviricota
Simif Pisoniviricetes
Dizin Picornavirales
Aile Caliciviridae
Cins Norovirus
Cins Nebovirus

Tablo 2. Calicivirus taksonomik 6zellikleri (Vinjé ve digerleri, 2019)

Taksonomik Ozellikler
Genom Pozitif polariteli, lineer, tek iplik¢ikli,
+ssRNA
Kapsid Ikozahedral simetri
Zarf Yok

Cok onceleri yapilan erken caligsmalarda; noroviruslar, parvoviruslar ya da caliciviruslar

ile yakin iligkili oldugu hipotezi ileri siiriilmiistiir. Ancak virusun morfolojisi ve genomik yapisi



incelendiginde caliciviruslar ile noroviruslarin arasinda parvoviruslara nazaran daha fazla
benzerligin oldugu saptanmistir (Jiang ve digerleri, 1993). Caliciviruslarda birden fazla ORF
bulunmasi, en az bir tane subgenomik RNA olusturmasi ve yapisal olmayan proteinleri 5’
ucundan kodlamaya baglarken, yapisal proteinleri 3’ ucundan kodlamaya baglamasi
caliciviruslar1 kendi takimindan yani Picornavirales takimindan ayiran 6zelliklerdir (Jiang ve

digerleri, 1993). Caliciviruslarin genomik yapilar1 asagida agiklanmistir.

BNoV filogenetik olarak kapsid proteini olan viral proteinin (VP1) aminoasit dizilimine
ya da RNA bagimli RNA polimeraz (RNA depended RNA polymerase; RdRp) kodlayan gen
bolgesinin niikleotid dizilimine bagli olarak farkli genogrup ve genotiplere ayrilmaktadir. Bazi
aragtirmaci gruplari ise genotipleri siniflandirmak i¢in C bolgesi olarak adlandirilan VP1’in 5’
bolgesinin belirli bir niikleotit bolgesinin dizilimini kullanmistir (Chhabra ve digerleri, 2019).
Yeni bir genotip sinifinin olusturulabilmesi i¢gin VP1 aminoasit diziliminin kendisine en yakin
genotipten en az %15 dizilim farki olmasi gerekmektedir (Kroneman ve digerleri, 2013).
Ancak, VP1 amino asit dizilimine dayali genotipleme, rekombinasyonun en sik olarak ORF1-
ORF2 bolgesine yakin bolgelerde meydana geldigi goz oniline alindiginda, dogal olarak olusan
rekombinant noroviriisleri tanimlamak i¢in yeterli olmayabilir. Bu nedenle yalnizca kapsit
bolgesinin dizilenmesi, rekombinant noroviriislerin gézden kagmasina yol agabilir (Bull ve
digerleri, 2007; Villabruna ve digerleri, 2019). Arastirmacilarin birgogu en fazla sayida sus
cesitliligini bulabilmek i¢in genellikle RdRp gibi korunmus bolgelerden hazirlanan primerleri
tercih edilmektedir. Bu tip kisa korunmus dizilerin kullanimi sonucunda bazi suslar birbirinden
ayirt edilemez ve siniflandirmanin tam anlamiyla yapilamamasi gibi dezavantaji vardir (Zheng

ve digerleri, 2006).

Tiim bu bilgilere ragmen noroviruslarin siniflandirmasi i¢in kabul edilmis bir standartin
olmamas: tutarsiz raporlamalara sebep olmustur. Bunun sonucunda evrensel terminoloji ve
siniflandirmanin gelistirilebilmesi i¢in norovirus arastirma grubu kurulmustur (Winder ve
digerleri, 2022). BNoV’lerin c¢esitliliginin rekombinasyon yoluyla artmasi ve dolasima
katilmas1 sebebiyle diinya capinda bir¢ok laboratuvarda rutin olarak Dual tipleme
kullanilmaktadir (Chhabra ve digerleri, 2019). Bu tiplemede VP1 sekans verileri genogrup ve
genotip smiflandirmasinda kullanilirken RdRp sekans verileri ise polimeraz gruplarina gore
siiflandirma i¢in kullanilmistir (Winder ve digerleri, 2022). BNoV hiicre kiiltiirlerinde
iiretilmedikleri i¢in Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ve genomik
dizileme ile karakterize edilir. Boylece tespit edilen norovirus suslar1 arasindaki filogenetik

iligkiler belirlenir (Ferragut ve digerleri, 2016).



Noroviruslar kapsid proteini aminoasit dizilimine goére kendi igerisinde en az 10
genogruptan olugsmaktadir. Bu on genogrup Dual tiplemeye gére VP1’in aminoasit dizilimine
bagli olarak 49 dogrulanmis kapsit genotipine ve RdRp bolgesinin kismi niikleotit dizilimine

bagli olarak 60 dogrulanmis P-tipine boliiniir (Chhabra ve digerleri, 2019).

Genogrup (G) GI, GII, GIV insanlar1 enfekte eder. GI’de 14 P tipi, 9 kapsit genotip tipi
gelistirilmistir. GII’de 27 P tipi, 22 kapsit genotipi belirlenmistir (Chhabra ve digerleri, 2019).
GII, ¢ocuklarda akut diyareye sebep olan en yaygin genogruptur (Lu ve digerleri, 2019). GII
domuz diski 6rneklerinde tespit edilen (GIIL.11, GII.18 ve GII.19) genotiplerini igerir (Chhabra
ve digerleri, 2019).

Norovirus GIII sigirlar1 enfekte eder ve Nebovirus genusu ile beraber BEC olarak
isimlendirilirler (Hacioglu ve Alkan 2018). BNoV’nin yani Norovirus Genogrup III’lin genetik
analizine gore GIII.1, GIII.2 olmak iizere iki genotipi vardir. Buna ek olarak onerilen GIII.3
bulunmaktadir (Wolf ve digerleri, 2009). GIII.1’in prototip susu Jena virus (JV), GIIL.2’nin
prototip susu Newbury Agent 2 (NB2)’dir (Ferragut ve digerleri, 2016). GIIIL.3’iin prototip susu
olarak Ov/NZL/2007/GIII.3/Norsewood30 onerilmistir (Wolf ve digerleri, 2009).

Yeni Zelanda’da koyunlardan ve domuzlardan alinan digki 6rneklerinde GIII ile yakin
iligkili bir norovirus tespit edilmis olup GIII.3 (Ov/NZL/2007/GIIL.3/Norsewood30) olarak
tanimlanmas1 dnerilmistir. Koyunlardan alinan bu digki1 6rneklerinde tespit edilen susun sekans
analizinde JV’ye %77,1 aa ve NB2 susuna %76,3 aa benzerlik tasidigi saptanmistir.
Sekanslanan RdRp bdlgesinin niikleotit ve aminoasit dizileri kapsid dizisine kiyasla her iki
prototip susa daha fazla benzerlik gdsterir. Bunun sebebi, RdRp bdlgelerinin nispeten kisa
olmasi ve yliksek oranda korunan ORF1-ORF2 bdlgesinde yer almasi olabilir. Filogenetik
arastirmalara gore Resim 1’de bu susun JV ve NB2 suslarindan genetik olarak farkli oldugu

tespit edilmistir (Wolf ve digerleri, 2009).



Resim 1. Koyun digki 6rneginde bulunan norovirus (GIIL.3) partikiillerinin elektron
mikroskop goriintiisii (Wolf ve digerleri, 2009).

Arjantin’de yapilan bir calismada ise sigirlarda olas1 GIII.4 susu (Bo/AR/2012/B4881)
bildirilmistir (Ferragut ve digerleri, 2016).

GIV, 2 genotipten olusur; GIV-1 insanlari, GIV-2 kedi ve kopekleri enfekte eder (Vinjé
2015). GV Murine Norovirus 1 (MNV-1) ise kemirgen tiirlerini enfekte eder. Kuzey
Amerika’daki arastirmalarda MNV-2,3 ve 4 izole edilmistir. MNV-1"de gecici bir enfeksiyon
gozlenirken diger suglarin daha uzun siireli ishale (1-8 hafta) ve kronik doku enfeksiyonuna
sebep oldugu bildirilmistir (Scipioni ve digerleri, 2008). GVI kedi ve kopeklerde bildirilmistir.
GVII kopeklerde, GVIII ve GIX insanda, GX ise yarasalarda tespit edildigi dogrulanmigtir
(Chhabra ve digerleri, 2019).

Neboviruslar bugiine kadar sadece buzagilarda tespit edilmistir (Smiley ve digerleri,
2003). RdRp geni analizlerine gore ii¢ genotip Onerilmistir. Newbury Agent I, Nebraska ve
Dijon’dur (Kaplon ve digerleri, 2011). Kapsid geni analizlerine gore ise iki genotipe ayrilmistir.
(Bo/DijonA216/06/FR) ve Bo/LZB-1/17/CH suslaridir (Guo ve digerleri, 2018b). Fakat yine
de genetik mesafelerin hesaplanmasi {lizerine yeterli ¢aligma olmadigi i¢in siniflandirmada net
bir tanim yoktur (Guo ve digerleri, 2019). Ayrica yakin zamanda neboviruslar ile akraba olan
Kirklareli susu bildirilmistir (Alkan ve digerleri, 2015). Filogenetik ¢alismalara gore bu suslarin
kapsid protein nt dizilerine gére %98 benzerlik oldugu goriilmiistiir (Turan ve digerleri, 2018).

Diinya ¢apinda en yaygin susun Newbury Agent I oldugu bildirilmistir (Guo ve digerleri, 2019).



2.2.2. Morfolojii

Caliciviruslar ikozahedral simetrili ve zarfsiz olup yaklasik 27-40 nm ¢apindadir (Vinjé
ve digerleri, 2019). Tipik bir calicivirus kapsidi 90 VP1 dimerlerinden olusur. Bu ¢ikintili VP1
dimerleri elektron mikroskopi altinda fincan sekilli (kaliks) karakteristik bir goriiniimde
olmasina sebep olur (Richard ve digerleri, 2019). Norwalk benzeri caliciviruslar (Norvalk Like
Virus; NLV) olarak da adlandirilan BNoV diger enterik viruslardan farkli olarak diizensiz
kenarli amorf bir yapiya sahiptir. Bu sebeple morfolojik yap1 olarak kolayca ayirt edilebilir (Liu
ve digerleri, 1999). Neboviruslar bovine noroviruslardan farkli olarak virion ¢apt 36.6 nm olup

belirsiz bir yiizeye sahiptir (Dastjerdi ve digerleri, 2000).

Calicivirus morfolojileri resim 1, 2 ve 3’te goriilmektedir. Calicivirus kapsidi ismini
aldig1 kupa veya kadeh benzeri sekilde 32 farkli ¢okiintiiye sahiptir. Bu kapsit ana yapisal
protein olan VP1’den olusur. Noroviruslarda VP1; kabuk (S) alan1 ve ¢ikintili (P) alandan
olusur. P alan1 kendi i¢cinde P1 ve P2 olmak iizere iki alt alandan olusur (Vinjé ve digerleri,
2019). Noroviruslarin genomik ve sematik yapisi sekil 1°’de goriilmektedir. P2 subdomaini
kapsomerlerin dis kismina yerlesir ve virionun yiizeyine yayilarak kupa benzeri ¢okiintii seklini

olusturur (Altay ve Aylin, 2012).

Resim 2. Caliciviruslarin kriyo-elektron mikroskopisinde kapsid yapist (Vinjé ve
digerleri, 2019).
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Sekil 1. Insan Norovirusunun molekiiler yapis1 (Véliz ve digerleri, 2020).

Resim 3. BNoV GIII.2’nin Solid faz immulelektron mikroskobik goriintiisii (Dastjerdi ve
digerleri, 1999).
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2.2.3. Genom Yapisi

Caliciviridae ailesinin lyeleri tek iplik¢ikli, segmentsiz, pozitif polariteli, lineer yapili
RNA’dan olugmaktadir (Clarke ve Lambden, 1997). Caliciviruslarin genom biiyiikliigii de 7.4-
8.4 kilobazdir (kb) (Plavsic ve digerleri, 2011). Bir veya daha fazla kopyas: bulunan yaklasik 2
kb’lik bir subgenomik RNA’ya sahiptir (Richard ve digerleri, 2019). Norovirus genomunda 3
adet ORF bulunur ve ORF1, ORF2 ve ORF3 olarak adlandirilir (Han ve digerleri, 2005).
Neboviruslarda ise 2 adet ORF bulunur (Clarke ve Lambden, 2000).

Genomun, 3’ ucu poliadenillenmistir (Hardy ve Estes, 1996). 5’ ucu viral protein genomu
(Vpg) olarak adlandirilan viral proteine kovalent bag ile baglanmistir (Thorne ve Goodfellow,
2014). Bu viral protein proteinaz k ile muamele edilip RNA’dan ayristirildiginda virusun
enfektivitesini kaybettigi saptanmistir (Burroughs ve Brown, 1978). Viral proteinaz, poly-A
proteinini pargalayarak hiicresel translasyonu engelleyebilir. BNoV RNA genomunun sezyum
kloriir (CsCl) ¢ozeltisindeki ylizer yogunlugu (buoyant density) 1.33—1.41 g/cm?’tiir (Scipioni
ve digerleri, 2008). Gliserol potasyum tartrat gradyanlarinda genomun yogunlugu 1.29
g/cm3'tiir. Sedimantasyon katsayisi ise 170-187 S'dir (Plavsic ve digerleri, 2011).

BNoV genomunun tam sekanslamasi norovirus c¢cDNA’s1 kullanilarak yapilmistir.
Toplamda 7642 niikleotit iceren viral genomun 3’ sonlama kismi 110 baz poly A icermektedir.
Viral genomun poly A kuyrugunu igermeyen diger bolgesinde ise %27,6 adenin (A), %24,4
timin (T), %24,6 guanin (G), %23,4 sitozin (C) bazi bulunmaktadir. G ve C ise toplam bazin
%A48’1ni olusturmaktadir (Jiang ve digerleri, 1993).

Newbury agent 2 susu ile jena virus susu kapsid genleri arasinda %68 aminoasit
benzerligi, ORF3 diziliminde ise %63 aminoasit benzerligi tespit edilmistir. NA2 susunun
JV’ye gore kapsid ve ORF3 genleri daha uzun ancak 3’ ¢evrilmemis bolge daha kisadir. Ayrica
ORF1 ile ORF2 genlerin katlanmasi her iki sus i¢cinde benzer uzunluktadir (Oliver ve digerleri,

2003).

Neboviruslar1 diger calicivirus cinslerinden ayiran dort temel 6zellik belirlenmistir. Bu
ozellikler; 5 untranslated region (UTR) diger herhangi bir calicivirustan en az ii¢ kat daha
uzundur, ORF1 ve ORF2 ortiismedigi ama tek bir niikleotid ile ayrildig1r goriilmiistiir, 3C-
proteaz proteini tipik calicivirus motifine sahip degildir ve son olarak ORF2 bazi
caliciviruslardan en az 60 kalinti daha uzundur. Bu 6zellikleri sayesinde farkli bir calicivirus

oldugu kanitlanmistir (Oliver ve digerleri, 2006).
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2.2.4. Viral Proteinler

BNoV genomu ii¢ adet ORF igerir (Clarke ve Lambden, 1997). ORF1 1.789 aa, ORF2
530 aa, ORF3 212 aa kodlar (Hardy ve Estes, 1996). Caliciviridae ailesi icerinde bulunan
viruslarin genom organizasyonlar1 Sekil 2°de gosterilmistir. ORF1 yapisal olmayan proteinleri
kodlar, ORF2 subgenomik mesajci riboniikleik asitlerden (mRNA) eksprese edilir. Bolinme
bolgeleri bazi cinsler i¢in tam konumlarinda farkliliklar gosterebilir (ICTV, 2019).

ORF1, 5100 baz uzunlugunda olup genomik RNA’nin 5’ ucunda bulunur ve yapisal
olmayan 195 kilodaltonluk (kDa) poliproteini kodlar. Bu yapisal olmayan protein 3C benzeri
viral proteinaz (3CLPro) tarafindan en az alt1 adet proteine bdliiniir. Bu proteinler; NS1/2 (p48);
hiicre i¢i protein sentezinden sorumlu, NS3 ve NS4 (NTPase ve p22); hiicre membrani giris
cikislart ve replikasyon kompleksinde gorevlidir. NS5 (VPg); proteinaz enzimi ile konake1
protein sentezini inhibe edebilir (Scipioni ve digerleri, 2008; Winder ve digerleri. 2022). Ayrica
genom replikasyonu i¢in primer gérevine sahip olabilir (Richard ve digerleri, 2019). NS6; Viral
proteazdir (Winder ve digerleri. 2022). NS7 (RdRp) ise transkripsiyondan, viral genomun
replikasyonundan ve genetik bilgi kaybinin oniine gecebilmek icin RNA sentezinin dogru
baslatilmasindan sorumlu enzimdir (Wang ve digerleri, 2019). Viral genomu virus
partikiillerinin igerisine paketlemede de gorev alir (Altay ve Aylin, 2012). Olgun RdRp’ler
yaklasik 60 kDa’dur. Bu proteinin kodlama dizisi ORF1’in 3” ucundaki viral proteazin hemen

ardindan gelir (Richard ve digerleri, 2019).

ORF1'in ilk translasyon baslatma kodonu niikleotit 146'da bulundugu ve genomun 5’ ucu
ozellikle de ilk 20 niikleotit yiiksek oranda korundugu rapor edilmistir (Hardy ve Estes 1996).
Norovirus genomunun ilk 1100 nt i¢inde yedi adet translasyon baglatma kodonu bulunmaktadir.
Bunlardan ilk AUG, ellinci AUG ve yetmisinci AUG favori baslatma kodonlaridir. Eger ki ilk
AUG baglatma kodonu kullanilirsa yaklasik 160 kda’luk bir poliprotein sentezlendigi tespit
edilmistir. Bu sebeple yapilan ¢alismalar ORF1’in ellinci AUG kodonunu kullanarak
poliproteini kodladig: diistintilmektedir (Jiang ve digerleri, 1993).

ORF2, 1600 baz uzunlugunda olup ana kapsid proteinini olan VP1’i kodlar. Bu protein
yaklagik 60 kDa'luk olup kendi kendine montaj (self-assembly) ve kapsid olusumu, reseptoriin
taninmasi, konak 6zgiinligi, sus ¢esitliliginin belirlemesi ve immunojenite gibi fonksiyonlara
sahiptir. VP1 aminoasit dizisinde varyasyonlar siklikla goriiliir ve yeni salgin suslarinin ortaya

cikmasina sebep olur (Scipioni ve digerleri, 2008; Winder ve digerleri, 2022). Ayrica ORF2,
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ORF1’in 3’ ucundaki 14 nt ile ortiismektedir ve 6935 nt’te sonlandirma kodonu bulunur (Jiang

ve digerleri, 1993).

BNoV ve neboviruslarda VP1 kapsid proteini kabuk (S) ve ¢ikint1 (P) olmak iizere iki
alandan olusur. (Resim 4) Kabuk alanit N- terminal 225 aminoasitten, ¢ikintili alan ise C-
terminal kisminin son 226 aminoasitinden olusur. P alan1 ise P1 ve P2 olmak iizere iki alt
alandan olusur (Guo ve digerleri, 2018b; Han ve digerleri, 2005). S alan1 viral RNA’y1 ¢evreler
ve ikozahedral simetri yapisinin korunmasini saglar (Plavsic ve digerleri, 2011). Bu alan genom
icinde en fazla korunan boélgedir (Han ve digerleri, 2005). P alani hiicre baglanmasi ve tiir
cesitliligi belirleyicilerini igerir (Singh ve digerleri, 2016). P2 hiperdegisken alandir ayrica hem
hiicre reseptorii hem de immiinojenik determinantin iglevi ile ilgili bolgededir (Ferragut ve
digerleri, 2016). BNoV’lerin histo kan grubu antijenlerini insan noroviruslarina kiyasla daha
zaylf baglanmasi bovine noroviruslarin baska bir baglanma reseptorii kullandigini akillara
getirmistir (Singh ve digerleri, 2016). Ozellikle bagirsak hiicre reseptdrlerine baglanmaya
yatkin oldugu tespit edilmistir (Scipioni ve digerleri, 2008). Buna ek olarak sialik asitin NB2
susu i¢in baglanma reseptorii olabilecegi diistiniilmiistiir (Mauroy ve digerleri, 2011). P1 alan1
P2 alanina gore nispeten daha korunmus konumdadir. Bu durum farkl: viral serotipler arasinda
antijenik ¢esitlilige sebep olur (Plavsic ve digerleri, 2011). NB2’nin P1 alan1 tek bir alfa (o)
sarmal1 ve sekiz beta () yapragindan olusurken P2 alt alani1 fi¢1 benzeri yap1 olusturan alt1 anti-
paralel B yapragindan olusmaktadir. NB2 susunun P alanina en yakin susun JV’nin P alani

oldugu bu ¢alismayla tespit edilmistir (Singh ve digerleri, 2016)

ORF3, 720 baz uzunlugunda olup genomun 3’ bolgesinde bulunur ve minor kapsid
proteini olan yaklasik 20 kDa’luk VP2’yi kodlar. VP2, VP1 kapsit proteininin ekspresyonu ve
stabilitesinde gorev alir (Scipioni ve digerleri, 2008; Winder ve digerleri, 2022). Bunun yani
stra bulasici virionlarin iiretiminde rol oynar (Thorne ve Goodfellow, 2014). Hiperdegisken bir
bolgedir (Wang ve digerleri, 2019). ORF2-ORF3 subgenomik RNA’dan ¢evrilir (Thorne ve
Goodfellow, 2014).

BNoV’de rekombinasyon olaylarinin ¢ogu ORFI-ORF2 arasinda tek bir bdlgede
meydana gelir. Bu bolgede rekombinasyon viral genomun replikasyonunda yer alan bolgeyi
korur ve sadece viral kapsidin yapisinin degismesine izin verir. Bu durumun virusun siirii
bagisikligina kars1 direngli olmasina olanak sagladig diisiiniilmektedir (Wang ve digerleri,

2019).
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Nebovirus genomu 7454 niikleotitten olusur (Oliver ve digerleri, 2006). iki adet agik
okuma cercevesi igerir. ORF1 yapisal olmayan proteinleri ve temel kapsit proteinini (VP1)
kodlar. ORF2 mindr yapisal proteini (VP2) kodlar (Hacioglu ve Alkan, 2018). Nebovirus
genomu, 75 nt’ten olusan 5° ¢evrilmemis bir bolgeye, ORF1 ve ORF2’yi ¢evreleyen 67 nt’ten
olusan 3’ cevrilmemis bdlgeye sahiptir (Oliver ve digerleri, 2006). ORF1 2210 aa
uzunlugundadir. Ana kapsid proteini ile bitisik olan yapisal olmayan poliproteini kodlar. ORF2
genomun 3’ ucunda yer alir. 678 aa uzunlugundadir. Daha kii¢iik kapsid proteini olan VP2’yi
kodlar. VP1 neboviruslarin ana yapisal bileseni olup ABO histo-kan grubu antijenlerinin
baglanmasinda rol oynar. (Guo ve digerleri, 2019). Neboviruslar 49,4 kDa’luk kapsid
proteinine sahiptir. Enfeksiyon sonrasi hazirlanmis olan serumlardan saflagtiritlan Newbury
agent 1 preparatlar1 western blotlama yontemi ile tespit edilmistir (Dastjerdi ve digerleri, 2000).
Kirklareli virusu olarak adlandirilan susun poly-A kuyrugu haric genomu 7484 nt
uzunlugundadir. 5° UTR 67 nt uzunlugunda ve 3” UTR ise 80 nt uzunlugundadir. ORF1 6581,
ORF2 ise 657 nt uzunlugundadir. ORF1°de 2C benzeri helikaz-niikleozid trifosfataz DNA
baglama, ATP hidroliz motifleri, 3D pol motifleri, VP1 kapsid motifleri sentezlenir.
Neboviruslarda 2 sus icerse de rekombinasyona veya genetik siiriiklenmeye bagl heterojenlige

rastlanilmistir (Alkan ve digerleri, 2015).

ORF1 ORF2 genera
b——— ORF3

L —_—
5'el N-term |NTPase| 3Adike [vPg|Pro (A3 Norovirus
NS1/2 NS3 NS4 NS5 NS6 NS7 L Recovirus

VF1 |<— Only MNV

5’ 'ORF4
(A3’
ORF1 ORF2
' b——————1 ORF3
.~ Only VESV —
5'el  p26 |NTPase| p16 |vPg|Pro . VP2 (A), 3 Vesivirus
LCi VP1 n
5' A),3
ORF1 Bavovirus
; ORF2 Lagovirus
—

) y Minovirus
5v.| p26 NTPase p16 VPg Pro - VP1 ] (A), 3'  Nacovirus
‘ VP2 | Nebovirus

, Salovirus
(A)n 3 Sapovirus
Valovirus

5

Sekil 2. Caliciviridae ailesinin sematik genom organizasyonu (Vinjé ve digerleri, 2019).
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Resim 4. P bolgesinin 3 boyutlu modellemesi (Wang ve digerleri, 2019).

2.2.5. Replikasyon

BNoV’ler ile yapilan ilk ¢alismalar virus replikasyonu i¢cin muhtemel hedef hiicrelerin
ince bagirsagin enterositleri oldugunu gostermistir (Liu ve digerleri, 1999). Ancak c¢aligmalar
bu enterositlerde BNoV’lerin varligim1 kanitlayamamigtir. Bu sebeple virus replikasyonu
enterositlerle sinirlandirilmamistir (Scipioni ve digerleri, 2008). Hiicre iginde replikasyon

sitoplazmada gergeklesir (Vinjé ve digerleri, 2019).

Enteric caliciviruslardan simdiye kadar domuz sapovirus cowden susu ve MNV hiicre
kiiltiirlerinde iiretilebilmistir (Flynn ve Saif, 1988; Karst ve digerleri, 2003). MNV primer
makrofaj ve fare kokenli dendritik hiicre kiiltiirlerinde {iiretilebilmektedir. Virus makrofaj
hiicrelerinde plak olusumu meydana getirerek tirer (Plavsic ve digerleri, 2011). Bu yiizden
replikasyon mekanizmasi olarak MNV model olarak kullanilmaktadir (Thorne ve Goodfellow,

2014). Sekil 3’te calicivirus replikasyon mekanizmasi sematik olarak gosterilmistir.

MNV'ler ¢esitli karbonhidrat baglanma faktorleri kullanarak hiicre ylizeyine baglanir.
MNV’nin hiicrelere giris mekanizmast net olmasa da dinamin ve kolestrole bagli oldugu
bilinmektedir. VPg-bagli RNA genomu hiicrenin stoplazmasina endositoz yoluyla giris yapar.

Pozitif polariteli genom, viral proteinlerin sentezi i¢cin mRNA gorevi goriir. Viral genom; 5’
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ucundaki VPg aracilifiyla translasyona ugrar. Translasyon sonrast ORF1 poliproteini viral
proteaz tarafindan boliiniir ve RdRp, tek ve ¢ift iplikli RNA ara iirlinleri, viral enzimler, konak
hiicre replikasyon faktorlerini iceren stoplazmik zarla gevrili replikasyon kompleksini olusur.
Genomik ve subgenomik RNA sentezi de VPg’ye bagh bir sekilde gerceklesir. Bu islem i¢in
RdRp VPg’yi primer olarak kullanir ve RNA sentezini baglatir. Viral protein olan VPI ve
VP2’nin translasyonu subgenomik RNA’dan meydana gelir. BNoV nin subgenomik RNA’s1
birden fazla proteinin genetik koduna sahip oldugu i¢in VP2 nin translasyonu, sonlandirma ve
yeniden baglatma mekanizmasi ile gergeklesir. ORF2’nin translasyonunun ardindan ORF3’{in
translasyonunu baslatmak i¢in ribozomun viral RNA ile baglant1 halinde kaldig1 diisiiniiliir. Bu
durum ORF2 ve ORF3 bitirme ve baglatma kodonlarinin c¢akigsmasiyla kolaylasir. BNoV
RNA’s1 igin ORF1 ve ORF2 arasinda benzer bir sonlandirma ve yeniden baslatma iliskisi
vardir. Subgenomik RNA enfekte hiicrelerde viral RNA’dan daha yiiksek seviyelerde bulunur.
Boylece daha fazla ana kapsid proteini tiretilir. Genom replikasyonu negatif zincirli ara iiriin
aracilifiyla gerceklesir. Genomik ve subgenomik RNA, RNA sentezinin hem de novo hem de
VPg'ye bagli mekanizmalarini kullanarak viral RdARp (NS7) olusturur. Replike olan genomlar,
virion montaj1 ve ¢ikist i¢in kapsid ile ¢evrilir. Olgunlasan virus partikiilleri hiicre digina atilir

veya salinir (Thorne ve Goodfellow, 2014; Winder ve digerleri, 2022).

Genom replikasyon mekanizmasi net bir sekilde anlagilamamis olsa da RdRp’nin de novo
ve Vpg’ye bagli olmak {izere 2 farkli replikasyon baglatma mekanizmasi tanimlanmistir. Fakat
negatif anlamli RNA’nin Vpg’ye bagl oldugunu gosteren herhangi bir kanit bulunmamaktadir.
Virus, replikasyonunu gercgeklestirebilmek i¢in konakg¢i hiicre yolagini bozdugu tahmin
edilmektedir. Hiicre yolaginin bozulmasi ve yiizey proteini ekspresyonunun engellenmesi,
BNoV enfeksiyonu sonucu antijen veya sitokin salgilanmasina miidahele etme gibi avantajlar

saglar (Thorne ve Goodfellow, 2014).
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Sekil 3. MNV replikasyon dongiisii (Thorne ve Goodfellow, 2014).

2.2.6. Virus Stabilitesi

Genel olarak RNA viruslarinin genomlarinda RdRp’nin DNA polimeraz gibi diizeltme
etkilerinden (proofreading mekanizmasi) yoksun olmasi dolayisiyla mutasyonel degisimlere
aciktir. RNA viruslarinda her replikasyon dongiisii basma bir hata ile karsilasilir. Hata
caligmalar1 degerlendirmek zor olsada bazi egilimler ortaya ¢ikmistir. MNV igin ortalama hata
orani 6.8x10"*’tiir. Dogruluk ve replikasyon hizi virus evrimini olusturan énemli faktorledir.
Artan replikasyon orani sonucu daha fazla genom kopyasi iiretilir. Boylece hata oran1 ayn1 kalsa

bile daha fazla varyant olusur (Richard ve digerleri, 2019).

BNoV lipit zarflar1 olmadig1 i¢in hafif deterjanlar, eter veya kloroform gibi ¢oziiciilere
kars1 duyarli degildir. 10 mg/L klor ile muameleden sonra ancak inaktive olur (Plavsic ve

digerleri, 2011).
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Caliciviruslar1 temsilen vesiviruslarda yapilan calismalara gore ylizeylerde ve
soliisyonlarda 7 giin sonra oda sicakliginda inaktif hale gelir. Cozeltide 50-56 °C’de ve 30 dk
ve lizeri muamele edilmesi sonucu inaktivasyonu gergeklesir fakat 60 °C’nin iizerindeki
sicakliklarda daha tutarli sonuglar alinir. Formaldehit; oda sicakliginda >30 dk ve >7000
ppm’da, serbest klor; >2500 ppm, >30 dk temasi, yiiksek basingta ise 4 °C'de >5 dk ve >200
MPa’ da virus inaktif hale gelir. Yiizeylerin dezenfeksiyonu ise gluteraldehit; oda sicakliginda
>5 dk ve >2500 ppm basing, hidrojen peroksit buhar1 15dk’dan fazla ve ozon, plastik tizerinde
20 dk ve iizeri 20-25 ppm’da uygulanmasi inaktivasyonu saglar (Nims ve Plavsic, 2013).
Caliciviruslar pH 5’e oldukg¢a dayaniklidir ancak pH 3’te inaktive olurlar (Giizel, 1994).

2.3. Epizootiyoloji

2.3.1. Diinya’da Durum

Diinya ¢apinda en yaygin olan BNoV susu Newbury agent 2°dir (Mauroy ve digerleri,
2011). Jena virus susunun daha az goriilmesinin sebebi ise viral sagilimimnin kisa olmasidir

(Hacioglu ve Alkan, 2019).

Sigirlarda noroviruslarin varligi oncelikle ABD, Birlesik Krallik, Almanya ve
Hollanda'da arastirilmistir. Buna ek olarak BNoV Kanada, Belgika, Slovakya, Macaristan,
Gliney Kore, Tiirkiye, Yeni Zelanda ve Venezuela gibi iilkelerde de rapor edilmistir (Yilmaz
ve digerleri, 2011). 2007 yilinda Asya’da, 2012 yilinda ise Afrika’da ¢aligmalar yapilmistir (Di
Felice ve digerleri, 2016).

Hollanda’da dana buzag c¢iftliklerinden alinan diski 6rneklerinin %32’si (77/243) ve
bireysel siit sigirlarindan alinan diski 6rneklerinin %4'tiniin (13/312) NB2 bakimindan pozitif

oldugu bildirilmistir (Van Der Poel ve digerleri, 2003).

Almanya'da siit ineklerinden alinan ishal digki 6rneklerinin %8,9'u (381/34) ELISA’da
JV i¢in antikor pozitif oldugu bulunmustur (Deng ve digerleri, 2003).

Ingiltere’de Veterinary Laboratories Agency'nin havuzunda bulunan giftliklerden
toplanmis 3 giinliikten 2 y1llik yasa (%72’si 1 aylik yasta, %80°1 6 aydan kii¢iik) kadar olan 398
hayvandan alinan 6rneklerde RT-PCR ile %11°1 (44/398) norovirus pozitif bulunmustur. En
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fazla subat ayinda gonderilen 6rneklerden pozitiflik ¢iktig1 ancak belirgin bir egilim olmadig:
tespit edilmistir. 15/168 pozitiflik gosteren Orneklerin 12’si %80’ninde klinik belirtiler 3

giinden az siirmiistiir (Milnes ve digerleri, 2007).

Giliney Kore’de ishalli buzagilardan alinan digki 6rneklerinin %9,3 BNoV ig¢in pozitif
bulunmustur. Bu 6rneklerin %5,9’unda coronavirus, BVD, torovirus, rotaviruslar, nebraska
benzeri calicivirus ve Escherichia coli gibi etkenlerin varligi tespit edilmisitir (Park ve digerleri,

2007).

Belgika'da, yaglar1 1 hafta ile 6 ay arasinda olan ishalli buzagilardan 2007 yil1 boyunca
toplanan 74 adet digkt drneklerinin %7,5'1 NB2 susu yoniinden i¢in pozitif bulunmustur. Dort
farkli primerle ¢alisilmis ve CBECU primeri ile daha fazla izolat tespit edilmistir. 439 buzagi
ve yetiskin sigirlardan alinan kan numuneleri iizerinde yapilan ELISA testinde ise %93,2 NB2

susuna karsi seroprevalans belirlenmistir (Mauroy ve digerleri, 2009).

Norveg genelindeki 15 ilgeden 2004-2006 yillar1 arasinda yil boyunca yaklagik 1 yasa
kadar olan ishalli buzagilardan (buzagilarin %90°1 2-90 giinliik yastadir) 272 6rnek, 90 glinden
kiictik klinik belirti géstermeyen buzagilardan ise 147 ornek toplanmistir. Yapilan RT-PCR ile
strastyla %49,3 (134/272), %50,3 (75/147) oranlarinda norovirus pozitif bulunmustur. GIII.1
genotipi ile enfekte olan buzagilarin ortalama yasinin 35 giin, GIIL.2 genotipi ile enfekte

buzagilarin ortalama yasi 44 giin olarak tespit edilmistir (Jor ve digerleri, 2010).

Tunus’ta 2006-2010 yillar1 arasinda 3-90 giinliik ishalli buzagilardan 169 diski 6rnegi
toplanmistir. Bolgedeki buzagilarin %80°1 holstein irkina sahiptir. RT-PCR ile %16,6 (28/169)
pozitiflik bulunmustur. Bu pozitiflikle norovirus prevalansi kisin %30 (12/40), ilkbaharda
%16,7 (8/48), sonbaharda %10 (4/40) ve yazin %9,8 (4/41) bulunmustur. Bu durumda
hastaligin kis mevsiminde daha fazla goriildiigii sonucuna ulagilmis olup mevsimsel bir farklilik
one siiriilmiistiir. Bazi iilkelerde siiriiler kis sonunda toplu dogum yapmaya programlanmis
olabilir fakat Tunus’ta bdyle bir programlanin olmayist akillara mevsimsellik durumunu
getirmistir. Yapilan filogenetik analizlerde pozitif suslarin GIIL.2 ile daha yakin iligkili oldugu

tespit edilmistir (Hassine-Zaafrane ve digerleri, 2012).

Italya'da, rotaviruslarla mix enfeksiyon seklinde seyreden ishalli sigirlarm %7,9'unda ve
klinik olarak saglikli buzagilarin %8,6'ssnda BNoV NB2 susu tespit edilmistir (Di Felice ve
digerleri, 2016). Italya’da klinik olarak saglikli buzagilarm %10,5'inde (11/104) BNoV
saptanmigtir. Bu durum genetik direng¢ mekanizmalar1 ya da kazanilmig bagisiklik ile

iliskilendirilmistir. Bu durumda asemptomatik hayvanlardaki BNoV’lerin varligi, duyarl
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hayvanlarin siirli i¢inde etkene siirekli olarak maruz kalmasina sebep olur (Di Martino ve

digerleri, 2014).

ABD’de ise BNoV yayiliminin eyaletlere gore farklilik gosterdigi tespit edilmigstir (Wise
ve digerleri, 2004). Yapilan caligmalarda Ohio'daki dana ve buzagilarda %72 (Smiley ve
digerleri, 2003), Michigan'da %80 yayilim goriilmiistiir. Wisconsin'deki buzagilarda BNoV
tespit edilmistir fakat prevalansinin belirlenebilmesi i¢in yeterli veri elde edilememistir (Wise
ve digerleri, 2004). New Mexico, Arkansas ve Ohio’daki ishalli buzagilarda yapilan ¢calismaya
gore NB2 susuna karsi antikorlar i¢cin %94-100 seroprevalans tespit edilmistir (Thomas ve

digerleri, 2014).

Arjantin’deki bir calismada 1 ila 90 giinlilk buzagilardan 2008-2012 yillar1 arasinda
toplanan digk1 6rneklerinde RT-PCR ile %3,33 (3/90) GIII.1 susu i¢in 2 adet pozitiflik, GIII.2
susu i¢cin 1 adet pozitiflik bulunmustur. Ayn1 6rnekler BCoV, BRVA, Salmonella ssp,
Cryptosporidium ssp. bakimindan negatif bulunmustur. PCR tanmi1 yontemiyle bulunan
pozitifliklerin kitaya, {ilkeye, test stratejisine, kullanilan primerlere gére degiskenlik gosterdigi

tespit edilmistir (Ferragut ve digerleri, 2016).

BNoV’un JV susu NB2 susuna gore daha az rastlanir. Bu durumda JV susunun kiiciik
kiimeler halinde hastalik meydana getirdigi ¢ikarimi yapilabilir. Avrupa’da bildirilen JV susu
prevalans1 Macaristan’da %2.1, Belcika'da %0,3, Italya'da %2,9, Fransa'da %5 tespit edilmistir
(D1i Felice ve digerleri, 2016).

[ran’da 253 ishalli buzagilardan toplanan numunelerde CBECU primerleriyle yapilan
PCR testinde 100/253 %39,5 pozitiflik bulunmustur. NBU-F/NBU-R primerleri ile yapilan
PCR testinde 38/253 %15 pozitiflik bulunmustur. 13/253 %S5.1 hem norovirus hem nebovirus
pozitif bulunmustur. Bulunan norovirus susun GIII.2 susu ile daha yakin iliskili oldugu tespit
edilmigtir. Mevsimsel olarak yapilan karsilagtirmada anlamli bir farklilik bulunamamistir

(Pourasgari ve digerleri, 2018).

Misir’da yaslar1 3 hafta — 3 ay olan ishal klinik belirtileri bulunan buzagilardan 29 6rnek
topanmistir. CBECU primerleriyle yapilan PCR’da 8/29 %27,6’s1 bovine norovirus pozitif
¢ikmustir. izolatlarin GIII.2 susu ile daha yakn iliskili oldugu tespit edilmistir (Mohamed ve
digerleri, 2018).

Cin’de 3-4 aylik yastaki 28 ishalli buzagidan diski ornekleri toplanmistir. CBECU
primerleriyle yapilan PCR testinde 3/28 pozitiflik bulunmustur. Sekans analizinde her iki susa

yakin niikleotit benzerlii gostermesi izolatin bagimsiz bir kolda kiimelenmesine sebep
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olmustur (Guo ve digerleri, 2018a). Cin’de yapilan baska bir calismada ise 3 aydan kii¢iik yasta
ishalli buzagilardan alinan 211 6rnegin 43’{i norovirus pozitif (%20,4) bulunmustur. Bu oran
ile noroviruslarin Cin’de sik rastlanildigi sonucuna varilmistir. Yapilan sekanslama da GIII.2

susu yaygin olarak goriilmiistiir (Wang ve digerleri, 2019).

Isve¢’te 50 farkli siiriiden toplanan 250 diski &rneginde J11U/CBECU-R primerleri
kullanilarak yapilan PCR testinde 50/250 %20 pozitiflik bulunmustur. Daha yagl sigirlarin test
edildigi bagka bir siiriide 5-6 aylik iki diive pozitif bulunmustur. 6 aylik yastan daha biiyiik
sigirlarda pozitiflik bulunmamistir. Neboviruslar igin yapilan tami testinde 13/250 %5,2
pozitiflik bulunmustur. Nebovirus pozitif buzagilar negatif buzagilardan daha yasli olma

egilimine sahipti (Travén ve digerleri, 2022).

Pakistan’da 6 aydan kiigiik buzagilarda toplanan 200 adet 6rnek CBECU primerleri
kullanilarak PCR testi uygulanmis olup tiim 6rneklerin negatif oldugu saptanmigtir. Kullanilan
PCR protokolii: 35 dongiide optimize edildi, 94°C’de 3 dk, 94°C’de 30 sn, 50°C’de 30 sn ve
72°C’de 45 sn, extension 72°C'de 10 dk uygulanmistir (Yasir ve digerleri,2023).

2.3.2. Tiirkiye’de Durum

Tiirkiye’de sigirlarda norovirusun varlig ilk defa 2011 yilinda rapor edilmigtir. Marmara
bolgesindeki farkli isletmelerden yaslar1 1-60 giinliik olan 70 ishalli buzagidan diski 6rnekleri
toplanmis olup bu 6rneklerde RT-PCR ile %8,5 (6/70) oraninda pozitiflik bulmuslardir. Dizi
analizine gore elde edilen amplikonlarin GIII.2 susu ile yakin iliskili oldugunu tespit etmislerdir
(Yilmaz ve digerleri, 2011). Bu susun yaygimhgmin %8,57 oldugu bildirilmistir. Tiirkiye’de
Jena susu varligi ise ilk defa 2019 yilinda yapilan bir ¢alisma ile kanitlanmistir. Ayni ¢aligma

ile rekombinant BNoV varlig1 ilk kez bildirilmistir (Hacioglu ve Alkan, 2019).

2016 yilinda yapilan bir ¢aligmaya gore ise Tiirkiye’de Balikesir, Diizce, Sivas,
Adiyaman illerine ait 28 farkli kirsal bdlgeden toplanan 235 diski 6rnegi toplanmistir. Bu
orneklerin sadece 4 tanesinde (%1,7) nested RT-PCR ile GIII.2 yoniinden pozitif bulunmustur
(Giilagt1 ve digerleri, 2016).

2018 yilinda yapilan ¢alismada ise Sivas, Malaya, Elazig’dan 1 ayliktan kiigiik ishalli
buzagilardan alinan 127 diski 6rnegi RT-PCR ile %3,93°1 (5/127) BNoV pozitif bulunurken
32/127 (%25,19) nebovirus pozitif bulunmustur. Yapilan filogenetik analize gére BNoV susu
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GIIL.2 iken nebovirus susu ise Newbury agent lolarak tespit edilmistir (Turan ve digerleri,

2018).

Tiirkiye’de yapilan ¢alismalara gére BEC’lerin yaygin oldugu, tek basina veya rotavirus,
coronavirus ve Cryptosporidium spp. gibi diger ajanlarla birlikte enfeksiyon meydana getirdigi
tespit edilmistir (Hacioglu ve Alkan, 2019). Son BNoV calismalari, 6nceki raporlara kiyasla,
BNoV enfeksiyonunun ishal vakalariyla iliskili olarak daha yaygin (%33,5) bir sekilde ortaya
ciktigii belirtmistir (Hacioglu ve Alkan, 2018). Yazarlar, BNoV’un oldukg¢a sik goriilebilir
olmasinin nedenini caliciviruslarin inaktivasyona direngli olmalar1 ve NB2 susunun digki ile

uzun siire sagilmasi olarak agiklamiglardir (Hacioglu ve Alkan 2018).

Hacioglu ve Alkan (2019) tarafindan yapilan bir calismada, Tiirkiye’nin 10 farkli ilinden
1 ila 7 giinliik yastaki ishalli buzagilardan 167 diski 6rnegi toplanmistir. BEC i¢in yapilan RT-
PCR ile %45,5 (76/167) oraninda pozitiflik bulunmustur. Bovine noroviruslar 56 (%33.5),
neboviruslar ise 37 (%22,1) digki 6rneginde tespit edilmistir. 17 (%10,1) adet diski 6rneginde
ise BNoV ve neboviruslar mix enfeksiyon seklinde seyrettigi bulunmustur. Molekiiler analize
gonderilen ve tesadiifi secilen 34 BNoV pozitif 6rnekten 9’u GIII.1 susuna 25’1 ise GIIIL.2
susuna ait oldugu, 20 nebovirus pozitif 6rnegin RdRp gen analizine gore Nebraska susu ile
Newbury agent 1’e oranla daha yakin iliskili oldugu belirlenmistir. Fakat Aksaray bolgesindeki
susun tam uzunluktaki kapsid genine gore NB1 susu ile %85.4 nt benzerlik oldugu tespit
edildigi bildirilmistir. Buna ek olarak BNoV pozitif diski 6rnekleri ELISA kiti ile bovine
rotavirus group A (BRVA), BCoV, Escherichia coli (E. coli) ve Cryptosporidium spp. gibi diger
enterik patojenler i¢in de taranmis olup, Cryptosporidium spp. (%46,5), BRVA (%31,9), BCoV

(%20,8) tespit edilmistir. Fakat numunelerin hi¢birinde E. coli tespit edilmemistir.

Konya’da 2019-2020 yillar1 arasinda kesimhaneye sevk edilen cinsiyet ve klinik belirtiler
farketmeksizin 2-5 yasindandaki 80 adet sigirdan diski 6rnekleri toplanmis olup %7,5 (6/80)
pozitiflik bulunmustur (Dik ve digerleri, 2023).

Tiirkiye’de ilk defa neboviruslar ile uzaktan akraba olan Trakya bélgesinde kirklareli susu

tespit edilmistir (Alkan ve digerleri, 2015).

22



2.3.3. Konak¢1 Spektrumu ve Zoonotik Ozellik

Insan ve hayvan noroviruslarmin genetik ve antijenik akrabaligi, Kanada'da sigirlarda
GII-4 susuna yakin sekanslarin saptanmasiyla gosterilmistir. Bu da ilk olarak tiirler arasi
bulagma olasiligini akla getirmektedir (Zakhour ve digerleri, 2009). Insan norovirusu (HNoV)
ile enfekte edilen gnotobiyotik buzagilarda ishal, bagirsak lezyonlari, jejenum enterositlerinde
viral kapsit antijenine rastlanmistir (Souza ve digerleri, 2008). BNoV insanlardan heniiz izole
edilmemis olsa da Hollanda'daki veteriner hekimlerde BNoV’e karsi immunglobulin G (IgG)
antikorlarmin varlig1 olas1 bir insan enfeksiyonunu olabilecegi hipotezini ortaya koymustur

(Widdowson ve digerleri, 2005).

Insan ve sigir norovirus kapsit proteinlerinin ¢apraz epitoplar1 paylastigi tespit edilmistir.
Capraz epitoplarin varligt enfekte insanlarin virusu c¢iftlik hayvanlarma bulastirabilme
ihtimalini gdstermistir (Mattison ve digerleri, 2007). Ayrica insanlarda hayvan noroviruslarina

kars1 antikorlarin saptanmasini da agiklayabilir (Zakhour ve digerleri, 2009).

Filogenetik olarak korunan hiicresel reseptorlerin kullanilmasi tiirler aras1 bulasma i¢in
risk faktorii olusturur. Birkag tiir arasinda korunan reseptdrleri kullanan virusler tarafindan, bu
tiirlerin enfekte olma ihtimalinin daha yiiksek oldugu saptanmigtir. Bunun sebebi yeni konakg1
tiriine hizli adaptasyon saglamasi ve hizli evrimlesmesine neden olan mutasyonlardan
kaynaklandig diigiiniilmektedir (Zakhour ve digerleri, 2009). NB2 susunun kapsid proteininin
korunmus S alanindaki 116 aminoasitlik bolge incelendiginde insanlar ve hayvanlarda ortak
bulunan suglar i¢in herhangi bir kanit bulunamamistir. Bu durum BEC’lerin insan sagligini

tehdit etmedigini akillara getirmistir (Oliver ve digerleri, 2003).

Calicivirus virus benzeri partiikiillerinin (VLP) karbonhidrat epitoplarina baglanmasi
immunohistokimya yontemi kullanilarak gosterilmistir. Korunmus karbonhidrat ligantlari
kullanilarak sigir sindirim sistemi epitel hiicrelerine rekombinant Newbury agent 2 (rNB2) susu
VLP’si baglanabilmektedir. rINB2 VLP'leri duodenumda, mukozanin yiizeyinde bulunan
lieberkiihn kriptlerinin epitel hiicrelerine baglanmasinin yani sira diger caliciviruslarin aksine
epitel hiicrelerde smirlt kalmamis olup, endotel hiicreleri ve eritrositler iizerinde de
gozlenmistir. S1gir bagirsaginda A ve H histo kan grubu epitoplarina ek olarak yeni bir aGal
epitopu saptanmistir. Fakat insanlarda aGal epitopunun bulunmamasi sebebiyle tNB2 VLP'ler
insan tiikiiriigline veya duodenal mukozaya baglanamamistir. Bu yiizden rNB2 VLP'ler

insanlar1 enfekte edememistir. aGal epitopu, histo-kan grubu antijeni B tip 2 ile yapisal olarak
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iligkilidir. Ancak rNB2 VLP'lerin bir B kan grubu epitopunu tanima olasilig1 ¢cok diisiiktiir.
Bunun sebebi rINB2 VLP'ler B kan grubu eritrositlerini agliitine etmektedir. Tiim bu bilgilere
ragmen hiicre kiiltiiri modellerinin olmayisi, bir ligandin gergekten bir reseptor oldugunu
kanitlamak henliz miimkiin degildir (Zakhour ve digerleri, 2009). BNoV ve HNoV
rekombinantlar1 siklikla meydana gelmesi bir koenfeksiyon riski ile insanlar1 enfekte edebilen
rekombinant suslar1 olusturabilir. Fakat inek sindirim epitelinde tip 1 bazli histo-kan grubu
antijenlerinin (HBGA) bulunmamast HNoV'ler tarafindan taninmayi azaltabileceginden ve
sigir suslarmin, HNoV'lerinden genetik olarak farkli {igiincii bir genogrup olusturduklar i¢in
GI, GII ve GIII suslar arasinda rekombinasyon su an i¢in olas1 goriinmemektedir (Sekil 4).

(Zakhour ve digerleri, 2009).
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Sekil 4. Tiirler aras1 bulas tablosu (Villabruna ve digerleri, 2019).
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2.4. immunite

Sigirlarda plasenta yapisi yavruya maternal antikorlarin gegisine izin vermez bu ylizden
dogum sonrasi kolostrum alimi ¢ok énemlidir (Hacioglu ve Alkan, 2018). Dogumdan sonraki
6 saat i¢cinde ortalama 2 ila 4 It aras1 kolostrum alim1 buzaginin bagisiklig1 agisindan énemlidir.
Kolostrum antikorlar agisindan zengindir 6zellikle IgG birincil antikor izotipidir (Cho ve Yoon,
2014). Fakat kolostrum aliminin enfeksiyonun seyri tizerindeki etkisi hala belirsiz olsa da
kolostrum alan bir buzagida JV’ye 6zgii antikor tespit edilmistir. Buna ragmen deneysel olarak
enfekte edilen buzagi hastaliktan tamamen korunamamaistir. Kolostrum alan buzagida maternal
antikorlarin ancak enfeksiyonun yayilmasini sinirlayabilecegi ve ishalin siddetini, siiresini

azaltabilecegi diistiniilmektedir (Otto ve digerleri, 2011).

Buzagilarda, deneysel enfeksiyondan sonra ortaya ¢ikan antikor yaniti, HNoV ile enfekte
olmus insanlarda gozlenen serolojik yanita benzerdir. Virusla enfekte edilen buzagilarda serum
IgG antikoru 5 giin sonra diisiik titrelerde tespit edilmeye baslanmistir. Fakat inokulasyondan
3 hafta sonra antikorlar maksimum seviyeye ulagarak 45 giine kadar devam ettigi bildirilmistir.
BNoV enfeksiyonlarinda mukozal ve sistemik bagisiklik tepkisi konusunda bilgi sinirlidir, bu

nedenle daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Han ve digerleri, 2005).

NB2 ile agilanan buzagilar, ilk asilamadan 3 hafta sonra gelisen homolog bir bagisiklik
gostermistir (Scipioni ve digerleri, 2008). NB1 ile NB2 arasinda ¢apraz koruma olmadigi
bildirilmistir (Hacioglu ve Alkan, 2018).

2.5. Patogenez, Patoloji ve Klinik

BEC’ler fekal-oral yolla bulasan, viral ishalin baglica sebeplerinden biridir. Bu viruslarin
patogenezi heniiz tam olarak anlasilabilmis degildir (Di Felice ve digerleri, 2016; Hacioglu ve

Alkan, 2018).

BEC’lerin enfekte ettigi hayvanlarda klinik olarak goriilen en énemli tablo ishaldir (Di
Felice ve digerleri, 2016). BNoV’ler 6zellikle yenidogan buzagilarda ishale sebep olan viral
ajanlardir (Dik ve digerleri, 2023). Klinik olarak hemorojik olmayan enterit, hafif diyare,

anoreksi ve malabsorbsiyon gibi belirtiler gézlemlenir (Giilagt1 ve digerleri, 2016). Buna ek
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olarak sig1r tiirlerinde solunum yolu enfeksiyonuna neden oldugu dogrulanmistir (Zakhour ve
digerleri, 2009). BNoV’ler klinik olarak ishal tablosu goriilmeyen buzagilarda da yiiksek
oranda tespit edilmistir (Jor ve digerleri, 2010). JV ve NB2 suslar1 genellikle ince bagirsagin
villoz epitel hiicrelerini 6zellikle duodenum ve jejenumda enfeksiyon meydana getirerek
yikima neden olur (Souza ve digerleri, 2008). Bagirsak lezyonlari genel olarak; villus epitelinin
kayb1 ve zayiflamasi, siddetli villus atrofisi ile karakterize edilmis olup ince bagirsakta
hemorajik odaklar gdzlemlenmistir (Otto ve digerleri, 2011; Woode ve Bridger, 1978).
Lezyonlar en siddetli ince bagirsagin 6n %33'liik kisminda seyretmistir. Ince bagirsakta
enfeksiyondan sonra 3 ila 10 giin arasinda kript derinligi artmistir. Virus pargaciklari

enfeksiyondan bir ila dort giin sonra da digkida tespit edilmistir (Hall ve digerleri, 1984).

NB2 ile enfekte buzagilarda ise JV’ye nazaran daha uzun siireli ishal goriildigii ve JV ile
olusan enfeksiyonlarin daha geng¢ yastaki hayvanlar etkileyerek kisa siireli, yogun bir ishale
sebep oldugu bildirilmistir (Hacioglu ve Alkan, 2018). JV susunun semptomlari NB2’ye gore
daha siddetli seyretmektedir (Guo ve digerleri, 2018a). Yapilan ¢alismalarda JV’nin bagirsakta
meydana getirdigi hasarin daha yikici oldugu tespit edilmistir (Jung ve digerleri, 2014). Genel
olarak BNoV’ler hafif hastalik tablosu olustursalar da bagisiklig1 baskilanmig hayvanlarda ciddi
klinik belirtilere sebep olur (Scipioni ve digerleri, 2008).

NB2 ile enfekte olan buzagilarda digkinin rengi kahverengiden sariya doniik, sulu bir
yapiya sahip olup 3 haftalik buzagilar, yenidoganlara gore daha siddetli ishal olgusu
gostermistir. Bu klinik tablo 2 aylik yasa kadar benzer kalmigtir. NB2 diger sigir enterik
calicivirus olan NB1'e oranla daha hafif bir hastalik tablosu olusturur (Scipioni ve digerleri,
2008; Yilmaz ve digerleri, 2011). Ayrica BNoV’ler klinik olarak saglikli buzagilardan tespit

edilebilmesine ragmen neboviruslar tiim buzagilar i¢in patojendir (Hacioglu ve Alkan, 2018).

JV susu ile deneysel olarak enfekte edilen yeni doganlarda, 14.-16. saatlerde ishal
belirtileri goriilmeye baslanmistir. Bu durum hastaligin ¢ok kisa bir inkubasyon siiresine sahip
oldugunu gosterir. Lezyonlar ilk olarak 12. Saatte goriilmeye baslansa da en yaygin semptomlar
18-19. saatlerde orta jejunumdan-ileum arasinda goriilmistiir. 4. giinde ise bagirsak mukozasi
tamamen iyilesmistir. Ince bagirsak mukozalarindaki uzun villuslar iizerindeki epitel
hiicrelerinin JV antijeni i¢in pozitif oldugu gozlemlenmistir. Bu da JV ’nin enteroabsorbtif
hiicreleri enfekte ettigini gostermektedir. Fakat 18-21 saat sonra ishalin baglamasini takiben
villus uzunlugunda ciddi azalma gozlemlenmistir. Bu villuslardaki enfeksiyon durumu emme
ve sindirim kapasitesi kaybina neden olmaktadir. Ilk ishalli disk1 14.-16. saatte mekonyumun

atilmasi sonrasinda goriilmiistiir ve en fazla JV miktarini icerdigi tespit edilmistir (Otto ve
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digerleri, 2011). Makroskopik bulgularda; sekum ve proksimal kolonda 12. Saatte yesil, yar1
stv1 bagirsak igerigi, 18. ve 21. saatlerde de mekonyum yerine sari, yar1 sivi bagirsak igerigi
bulundugu goriilmiistiir. Bu durum mekonyumun normal buzagilara gore daha hizli gectiginin
kanitidir. (Otto ve digerleri, 2011). JV ile enfekte edilmis buzagilarin ince bagirsak

histopatolojisi resim 5’te gosterilmistir.

Nebovirus prototipleri deneysel enfeksiyon sonucu ince bagirsagin 6n yarisiyla sinirl
mukozal hasara, anoreksi, ishal ve ksiloz emilim bozukluguna neden olur (Alkan ve digerleri,
2015). Nebovirus Newbury agent 1 ile enfekte olmus gnotobiyotik buzagilarda ise depresyon,
anoreksi, maladsorbtif ishal goriilmiistiir (Gomez ve Weese, 2017). Diski miktarinda artig
goriilmiis ve mukozal hasar siddetliyse tam enterosit kaybina kadar ilerledigi kaydedilmistir
(Oliver ve digerleri, 2006). Virusun viicuda alinmasini takiben iki ila bes giin arasinda ishal
baslangici goriiliir (Guo ve digerleri, 2018a). Bu siirecte digki ile virus atilimi pik seviyededir.
Bu donemde istahta azalma ve digki, virus aliminin 2. glinlinde kahverengi-saridan beyaz ishale
dondiigii raporlanmistir. ishal rengi 2-7 giin aras1 anormal seyretmis ve ates 39.2 °C’nin iizerine
cikmistir (Dastjerdi ve digerleri, 2000). Yeni doganlarin Nebraska susu ile enfeksiyonu, 3-4
giinliik inkubasyon siiresinden sonra daha noroviruslara gére daha uzun siireli ishale sebep
olmustur (Otto ve digerleri, 2011). Enfeksiyondan ii¢ giin sonrasinda dahi 6n ince bagirsak

enterositlerin sitoplazmasinda viral antijene saptanmistir (Oliver ve digerleri, 2006).

GIIIL.2 ile enfekte edilmis gnotobiyotik buzagilarda akut uyusukluk ve akut, aralikli ve
kalic1 ishal belirlenmistir. Uyusukluk sonraki giinlerde giderek azalmustir. Ishalli disk1 gevsek
ve bazen sulu, sari, sari-yesil, renkli olup miktar olarak artmistir. Digkida viral RNA’nin
enfeksiyon baslangicindan bir veya iki giin sonra pik seviyede oldugu goriilmiistiir. Bazi
buzagilarda digki sagilim1 20-30 giine kadar devam etmistir. Ters transkripsiyon- Kantitatif
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) ile test edilen buzagi serumlarinda diisiik titrelerde
viral RNA’ya rastlanmistir. Gnotobiyotik buzagilarin nebovirus ile deneysel enfeksiyonu

jejunumda BNoV ile benzer lezyonlara neden olmustur (Gomez ve Weese, 2017).
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Resim 5. JV ile enfekte buzagilarda ince bagirsak morfolojisi. (A-C) enfeksiyondan 18-
21 saat sonrasi. (B-D) enfeksiyondan 4 giin sonrasi (Otto ve digerleri, 2011).

2.6. Tam

Norovirusun tespiti ilk olarak 1972 yilinda immunelektron mikroskopi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Viruslarin tespiti i¢in digkr 6rnekleri kullanilir (Scipioni ve digerleri, 2008).
Immun elektron mikroskopu dnceden teshis iin tercih edilen yéntemlerden biriydi. Bu yontem
cok hassas olmadigindan yerini Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
ve Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)’ya birakmistir (Bank-Wolf ve digerleri,
2010).

Elektronmikroskopi (EM); ilk kez noroviruslarin (NoV) kesfetmesini saglamistir.
Immuno-elektron mikroskop ve kat1 faz immuno-elektron mikroskop gibi bazi varyantlar1 da
vardir. Fakat teshiste yeterli bir yontem degildir ¢linkii yiiksek viral yiik gereklidir (digki gram
basima>106 parcacik) (Scipioni ve digerleri, 2008). Bu yontemin avantaji birden fazla viral

patojeni tespit etme yetenegine sahip olmasidir. Ancak maliyetli, diisiik verim ve duyarliliga
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sahiptir (Vinjé, 2015). Deneyimli personel gerektirdigi i¢in rutin kullaniminin zor olmasi diger

dezavantajlarindandir (Altay ve Aylin, 2012).

ELISA hayvanlarda bagisikligin saglanmasiyla {retilen hiperimmun serumlarin
kullanildig1 yaygin bir immunassay yontemidir. Baculovirus sisteminde bulunan NoV kapsid
proteininin ekspresyonu fazla miktar VLP igerdigi icin immunassayde antijen olarak kullanilir.
EM’ye gore oldukca hassas yontemdir. ELISA ¢ok sayida drnegin test edilmesi, hizli ve basit
olmas1 gibi artilar1 vardir. Antikor tespiti antijen tespitine gore daha reaktiftir ve heterotipik
NoV enfeksiyonunu tanimlamak i¢in uygundur. Diisiik 6zgiilliige sahip oldugu i¢in kullanim
alani sinirlidir. NoV tarafindan paylasilan ii¢ epitop vardir. Biri ayn1 genogruptan GI, GII-GIII
arasinda digeri ise GI-GIII arasindadir. Bu kesifler ELISA’nin gelistirilmesinde énemli rol

oynayabilir (Scipioni ve digerleri, 2008).

Immunokromatografik lateral akis testleri; 6zel ekipman gerektirmeyen, 15 dakika icinde
sonucun almabildigi pratik bir yontemdir. Fakat hassasiyeti genel olarak %35-52 araliginda

olup genogruba bagli olarak degiskenlik gostermistir (Vinjé, 2015).

RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction); 1990’11 yillarin ortalarma
dogru gelistirilmistir (Vinjé, 2015). Diskida noroviruslarin tespitinin hassasiyetini gelistirmek
icin kullanilmigtir. Bu yontem oligoniikleotid primeri olan RdRp geninin yiiksek oranda
korunmus boélgesini ve ORF2 geninin baslangicini, NTPaz/RNA helikaz (NS3) kodlama
sekansin1 ¢ogaltma prensibine dayanmaktadir. BEC’lerin tespitinde rutin olarak kullanilir (Di
Felice ve digerleri, 2016). NoV’de genetik cesitlilik fazla oldugu icin NoV’lere 6zgii evrensel
primer c¢ifti olusturmak imkansizdir. Ama yine de ¢ogu suslar i¢in genel primerler
olusturulmustur ve bu primerlerin siirekli giincellenmesi gereklidir. Bu RT-PCR kullanilan en

hassas yontem oldugu i¢in popiilerligini hala korumaktadir (Scipioni ve digerleri, 2008).

Real time Reverse Transcription Quantitative Polymerase Chain (RT-qPCR); Gen tespiti
ve kantitasyonu i¢in son zamanlarda kullanilan en yaygin yontemdir (Park ve digerleri, 2009).
Ozgiilliigiin ve duyarliligin daha yiiksek olmasi sebebiyle real time RT-qPCR daha fazla tercih
edilmeye baslanmistir. Agaroz jel elektrofez goriintiilemesi gerektirmez. Bir¢ok protokolde
floresan etiketli oligoniikleotid problar1 kullanilmaktadir. Real time RT-qPCR’da ters
transkripsiyon ve cDNA amplifikasyonu tek bir reaksiyonda gerceklestirilir. Boylece daha az
ornege ihtiya¢ duyulur ve ¢apraz kontaminasyon riski de azalir. NoV genomunun genogruba

ozgl kiigiik bir bolgesi korundugu i¢in Real time RT-qPCR testleri ORF1-ORF2 baglanti
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bolgesini hedeflemektedir. Ayrica viral yiikii belirleyerek numunedeki niikleik asit miktarini

sleebilir (Vinjé, 2015).

SYBR Green real time RT-PCR; yontemi diger PCR testlerine oranla pozitifligin daha
kisa siire iginde tespit edilmesine ve miktarmin tayininin daha dogru yapilmasina olanak
saglamistir. Diger PCR yoOntemlerine kiyasla 100 kat daha diistik viral yiike sahip pozitif digki
orneklerini tespit etmistir. Yapilan bir calismada ishalli buzagilardan toplanan 118 diski 6rnegi
real time RT-PCR, nested PCR ve SYBR Green real-time RT-PCR teknigiyle analiz edilmistir.
Ornekler sirastyla 9 (%7,6), 59 (%50) ve 91 (%77,1) seklinde pozitif bulunmustur. Boylece tek
adimli SYBR Green real time RT-PCR’1n diger PCR yontemlerine gore duyarlilik, 6zgiilliik ve

nicel dogrusallik agisindan daha tistiin oldugu gortilmiustiir (Park ve digerleri, 2009).

Son zamanlarda patojenik enterik viruslarin, bakterilerin ve parazitlerin es zamanli tespit
edilebilmesi i¢in farkli multi-gastrointestinal-patojen teshis platformlar1 gelistirilmistir.
FilmArray GI Panel, XTAG GPP, Verigene Enteric Pathogens Test gibi Food and Drug
Administration (FDA) onayl1 bu platformlar gastroenterit tanisi i¢in kapsamli molekiiler teshis
testlerini temin etmektedir. Genis spektrumlu patojen tespiti ve yaklagik 2 ila 5 saat arasinda
testlerin sonuglanmasi gibi avantajlar1 vardir. Cihazda tek seferde yalnizca bir adet numunenin
bakilmasi is hacmi fazla olan laboratuvarlar i¢in sorun teskil etmektedir. Buna ek olarak karigik
enfeksiyon ve gastrointestinal hastaliktan hangi etkenin sorumlu oldugunu belirlemek icin
gerekli verilerin olmamasi durumunda ¢ikan sonuglarin yorumlanmasi biiyiik bir sorunu

olusturmaktadir (Vinjé, 2015).
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2.7. Bovine Enteric Caliciviruslarda Tedavi

Buzagilarda yetersiz bakim ve besleme, dogum Oncesi annelerin bakimi, bagisikligin
diismesi, cevresel faktorler 6zellikle soguk mevsim kosullar1 ve kapali, havasiz ortamlar
dogrudan hastalikla iliskilendirilir. Mevsimsel olarak farklilik gostermesine ragmen
buzagilarda yil boyunca hastalik seyredebilir (Hacioglu ve Alkan, 2018). Yenidogan buzagi
ishalleri ¢iftliklerde oliime sebep olan 6nemli buzagi hastaliklarindandir. Agirlikli olarak
dogumdan sonraki ilk 4 hafta insidans1 yiiksektir. Buzagi ishallerinde 6liim oraninin azalmasini
etkileyen en Onemli tedavi segeneklerinden biri oral veya intravendz sivi tedavisidir.
Dehidrasyon [%] x viicut agirhigi [kg] formiilii ile intravendz (IV) uygulanacak sivi miktar

hesaplanir (Berchtold, 2009).

Dehidrasyon derecesi %8 den diisiik, enoftalmia < 4 mm ise ve hala emme refleksi varsa
oral rehidrasyon tedavisi uygulanir. Eger ki dehidrasyon derecesi > %8, enoftalmia >4 mm ve
emme refleksi olmayan ishalli buzagilarda ise intravendz sivi tedavisine baglanmalidir (Parlatir
ve Yagcei, 2018). IV s1vi uygulamasi dehidrasyonun siddetine gore maksimum 80 mL/kg/saatlik
hizla uygulanmalidir. Bu deger 35 kg buzagi i¢in maksimum 2,8 L/sa sivi hacmine esdegerdir.
Asir1 hidrasyon ve pulmoner 6demi dnlemek icin ortalama 30 ila 50 mL/kg/sa’lik inflizyon
hizlar1 kullanilir. Hipotermi IV tedavisi uygulanirken dikkat edilecek en 6nemli hususlardan
biridir. Yasaminin ilk 24 saatinde emme refleksi olmayan, ishal ve dehidratasyon gozlenen
buzagilarda hipotermi kaginilmazdir. Ozellikle soguk hava dénemlerinde ve daha biiyiik sivi
hacim eksikliginin olmasi hipotermiyi siddetlendirebilir. Bu buzagilar 1s1 kaynagi bulunan bir
bina i¢ine taginmalidir. IV olarak verilecek olan sivi hatti 1s1 lambasi etrafina sarilabilir

(Berchtold, 2009).

Antimikrobiyallerin kullanim1 dehidrasyon, ates, uyusukluk gibi sistemik belirtileri
gosteren buzagilarda endikedir. Bu durumda parenteral amoksisilin veya ampisilin (10 mg/kg,
IM. her 12 saatte bir), siilfonamidler (25 mg/kg, IV veya IM. her 24 saatte bir) ve oral
amoksisilin trihidrat (10 mg/kg her 12 saatte bir) kullanilabilir. Ishale bagirsak kramplar1 ve
karm agris1 eslik edebildigi i¢in etkili analjezi protokolii uygulanmasi énemlidir. Meloksikam
(0,5mg/kg) ve fluniksin meglumin (2.2mg/kg) gibi NSAID’lerin kullanim1 ishalli buzagilarda
baslangi¢ tedavi olarak oOnerilir. Parenteral elektrolit ve IV Meloksikam tedavisi sonucu
buzagilarda yem alimini, hidrasyon skorunu ve digki kivamini arttirdig: bildirilmistir. Yiiksek

dozda ketoprofen (6 mg/kg, IV, 4 saat arayla iki kez) uygulamasi ise buzagilarda diski ¢ikisinin
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azalttig1 gézlemlenmistir. Kortikosteroidler bagisiklik sistemini baskiladigi i¢in kullanilmasi

onerilmez (Constable, 2009).

Dehidrasyon derecesinin belirlenmesinde goz kiiresinin orbitraya ¢okme miktar1 veya
boyun ve gogiis bolgesindeki deri elastikiyetine bakilir (Tablo 3). Eger laboratuvar imkanlarina
erisim var ise plazma protein konsantrasyonunun belirlenmesi 6nerilmistir (Parlatir ve Yagci,

2018).

Tablo 3. Ishalli buzagilarda dehidrasyon durumunun degerlendirilmesi (Parlatir ve
Yagci, 2018).

Dehidrasyon Durum Enoftalmia Deri elastikiyeti (sn)
<5% Normal Yok <1
6%-8% (hafif) Hafif depresif 2-4 mm 1-2
8%-10% (orta) Depresif 4-6 mm 2-5
10%-12% (siddetli) Komat6z 6-8 mm 5-10
>12% Komat6z/Oliim 8-12 mm >10

Antiviral kullaniminda ise hedef alinan enzim RdRp’dir. Bu enzimlerin replikasyon
mekanizmasinda anahtar role sahip olmasi ana hedef yapmistir. RdRp inhibitorleri iki gruba
ayrilir. Niikleosid analoglari; gelismekte olan RNA ipligine dahil edildiklerinde RNA sentezi
sonlanarak 6liimciil mutasyona maruz kalirlar. 2CMC, ribavirin, favipiravir bu gruba ornektir.
Niikleosid olmayan inhibitorler; RdRp’yi islev gdrmeyecek alana baglanmasina sebep olurlar.
Suramin, NF023 ve PPNDS, NIC02 ve NIC04, JTK-109 bu gruba o6rnektir (Richard ve
digerleri, 2019).

2.8. Korunma/Kontrol

Noroviruslar; diinya ¢apinda salgin ishal vakalarinin 6nde gelen nedenleri arasindadir. Bu
sebeple hizl1 ve gelismis laboratuar yontemleri, temizlik, dezenfeksiyon protokolleri, izolasyon
ve semptomlara gore hastalarin gruplandirilmasi korunma ve kontrol agisindan gereklidir
(Vinjé, 2015). Saglik bakim yerlerinde ve laboratuvarlarda yiizey dezenfeksiyonu igin
genellikle etanol tercih edilmistir. Inaktivasyon icin kullanilan alkol konsantrasyonu etanol igin

%70-%90 oranlarinda ve bulunan yiizeye bagli olarak (deri, ¢elik, plastik) 1-10 dk temas
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halinde olmalidir. Sodyum hipoklorit gibi serbest klor iireten ajanlarla ise 1000 ppm’i asan,
yaklasik 30sn muamele edilmesi sonucu tamamen inaktive oldugu tespit edilmistir (Nims ve
Plavsic, 2013). Hidroalkolik soliisyonlarla eller yikanmalidir (De Rougemont ve digerleri,

2010).

Caliciviruslar ¢evrede birkag hafta bulasici kalirlar, 60 °C sicakliga ve 10 ppm kloriire
dayanmiklidir. Inaktivasyon i¢in UV 151n veya y-radyasyonu kullanilir (Bank-Wolf ve digerleri,
2010). MNV’nin %70’lik Etonal ile 30 sn muamelesi sonucu enfektivitesinin azaldig1 tespit
edilmistir (Hall ve digerleri, 2011). pH ile inaktivasyon, yiiksek sicaklik, etanol kullanimi ve
yliksek klor konsantrasyonlari virus titresini azaltmada basarilidir (Bank-Wolf ve digerleri,
2010). Norovirus gibi RNA viruslarinin genetik evrimi goz oniline alinarak genomik dizileri

diizenli olarak takip edilmelidir (Cho ve Yoon, 2014).

Su ana kadar gelistirilmis as1 bulunmamaktadir. Bunun en 6nemli nedeni goriilen
norovirus suslarinin rezervuarlarinin belirlenmemis olmasidir (Karst ve Baric, 2015).
Noroviruslarin yiiksek heterojenligi ve norovirus bagisikliginin karmagiklig1 yani daha 6nceden
maruz kalma ile degisken bagisiklik yanitlarinin karismasi baska bir faktordiir. Ancak
tavsanlarin hemorajik hastaligina karsi as1 denemeleri basarili olmustur. Eksprese edilen rabbit
hemorrhagic disease virus (RHDV) kapsid proteini ile agilanan tavsan, yiiksek humoral immun
yanit gostermistir ve hastaliga karst korunmustur (Bank-Wolf ve digerleri, 2010). Asilama
caligmalarinin dniindeki diger engeller ise; hastalik ile iliskilendirilen suslarin tiimiinii kapsayan
bir ag1 tasarimin1 bulmanin zorlugu, tanimlanmis koruyucu bagisiklik dnlemlerinin eksikligi,
hastaligin mekanizmasinin anlasilabilmesi i¢in gerekli saglam hayvan modellerinin eksikligi,

kisa ve uzun vadeli bagisikligin anlagilmamasidir (Donaldson ve digerleri, 2010).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Disk1 Ornekleri

Bu calismada; 2021-2022 yil boyu Aksaray ilindeki kii¢iik aile isletmelerinden ve yine
ayni donem aralik-subat aylarinda Aydin ilindeki bir ¢iftlikten toplam 103 ishalli buzagidan
digkr 6rnekleri toplandi. Aksaray ilinde 1-30 bas kapasiteli, 38 farkl kiiciik aile igletmesinden
8 aylik yastan kiiciik ishal klinik belirtisi gosteren buzagilardan toplam 71 digki 6rnegi alindi,
Aydn ilinde ise 400 bagslik ishal vakasi goriilen bir ¢iftlikten 7giin - 3 yas aralifindaki 32 adet
sigirdan ornekler toplandi. Orneklerin toplanmas: esnasinda hayvan sahibine bilgi verilmis
olup, hayvanlarin kulak numarasi, cinsiyet, dogum tarihi, yas, irk, genel klinik bulgular, hayvan
sahibi ve adres bilgileri kayit altina alinarak, TURKVET sisteminden kontrolii yapilds.
Calismada deney hayvani kullanilmamas: sebebiyle Aydin Adnan Menderes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan Etik kurul izninin gerekli olmadig: bildirildi
(EK HADYEK)

Calismada kullanilan diski 6rnekleri buzagilardan toplanarak steril tiiplere aktarildi.
Termal kutu ile tagiarak laboratuvara génderilene kadar -20°C’de depolandi. Ornekler, BNoV
ve BNeV yéniinden incelenmesi amaciyla Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Viroloji Anabilim Dali’na soguk zincir ile ulastirildi ve test edilene kadar -80°C’de (Niive 460,
Tiirkiye) saklandi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Diski Orneklerinin Hazirlanmasi

Toplanan digkr 6rnekleri, 100ml steril distile su ile 1 tablet PBS (Amresco, Ohio, United
States) oda sicakliginda homojenize edildi. Hazirlanan PBS’e Antibiyotik karisimi; 100 U/mL
Pen-Strep-Ampho.B Solution (Biological Industries, Israel) ilave edildi. Toplanan 6rnekler
steril eppendorf tiipiinde 1:10 oraninda dilue edilerek 10sn vortexlendi (Niive, Tiirkiye).
Ardindan +4 °C’de 1 saat beklemeye birakildi. Bu siire sonunda mini santrifiij (Alfagen,
Tiirkiye) cihazinda 3.000 devirde 3 dk santrifiij edildi ve hemen sonrasinda RNA ekstraksiyon

islemine gecildi.

3.2.2. Viral Niikleik Asit Ekstraksiyonu

Calismada, digki 6rneklerinden BNoV ve nebovirus varligini tespit etmek amaciyla
nested Reverse Transkripsiyon-Polymerase Chain Reaction (nRT-PCR) yontemi kullanildi.
Oncelikle hazirlanan diski 6rneklerinden viral RNA nin elde edilmesi igin klasik Fenol-
Kloroform ekstraksiyon yontemi kullanildi. Fenol Kloroform ekstraksiyon yontemi asagidaki

sekilde uygulandu.

o 400 pl solisyon D steril eppendorf tiiplere eklendi, iizerine santrifiij edilmis
slipernatantin iist kismindan 400 pl alinarak ayni tiipe ilave edildi ve 15 sn vortekslendi (Niive,
Tiirkiye).

o Ardindan 300 pl asit fenol karigimi (alt tabakadaki berrak kisimdan alinir) ve 300 pl
kloroform eklenerek 15 sn vortekslendi. Hazirlanan numunenin {izerine 100 pl 3M Na asetat
eklenerek 12.000 ppm’de 10 dk santrifiij edildi (Beckman Coulter allegra X-22, Almanya).

o Yeni steril eppendorf tiiplerine 700 ul izopropil alkol (-20°C’de saklanir) eklendi.
Santrifiijleme sonrasi elde edilen siipernatanttan 700 pl alinarak bu tiiplere ilave edildi ve
ardindan 15 sn vortexlendi.

J Olusan karisim niikleik asit presipitasyonu icin -80°C’de 1 gece bekletildi.
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o Bu siire sonunda karisimin oda sicakliginda ¢oziinmesi beklendi ve hemen ardindan
12.000 ppm’de 10 dk santrifiij yapildu.

o Bu islem sonunda santrifiij yoniine gore tiip igerisindeki siv1 yavas yavas aspire edildi
ve tiip dibine ¢oken pellet tizerine 300 pl %70°1ik etanol eklenerek 12.000 ppm’de 3 dk santrifiij
edildi.

o Boylece tiip dibindeki pellet belli belirsiz goriiliir hale geldi. Tiip igerisindeki etanol
aspire edildikten sonra etiivde (Niive, Tiirkiye) 37°C’de kurutuldu.

o Kurutulan pelet 20 pl distile su ile restipanse edilerek ekstraksiyon islemi tamamlandi
ve tekrar kullanilacak zamana kadar -80°C’de saklandi.

3.2.3. Viral RNA’nin Reverse Transkripsiyonu

Ekstrakte edilen viral RNA’dan DNA kopyast (cDNA) elde etmek amaciyla ticari
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, USA) kullanildi. ki asamadan
olusan cDNA sentezinde; ilk asamada 3 pl nuclease-free su, 0,5 pl Random Hexamer primer
(100 uM), 3 ul RNA ekstrakti igeren karisim hazirlanarak 1s1 dongii cihazinda (Miulab,
Zhejiang, Cin) 65 °C’de 5 dk islem uygulandi. Ardindan cihaz 15 °C’ye indirilerek ikinci
asamaya gecildi. Buasamada 2 pl 5X Reaction Buffer, 1 ul 10 mM dNTP Mix, 0,5 pl RevertAid
M-MuLV RT (200 U/uL) hazirlanarak 6rneklerin iizerine eklendi. Reverse transkripsiyon
islemi ile cDNA elde edilmesi i¢in Thermal cyclerda programlanan sicaklik ve zaman bilgileri

ve Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 4. cDNA sentezi i¢in uygulanan sicaklik ve zaman

Sira Sicakhik(°C) Zaman (dk)
1 1. Asama 65 >
2 15 0o
3 25 5
4 2. Asama 37 60
5 70 5
6 18 5

* 2. Asamaya kadar
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3.2.4. Nested PCR

BNoV tespiti icin RdRp gen bodlgesini hedef alan primerler kullanilarak nested PCR tani
yontemi uygulandi. Biyogiivenlikli kabin (Niive MN 120, Tiirkiye) icerisinde ilk agsamada tablo
6’te degerleri verilen miktar ve iriinlerle RdRp bolgesini hedef alan CBECU-F/R primeri
(Oligomer, Tiirkiye) kullanilarak PCR (Miulab PR-96E Gradient Thermal Cycler, Cin) yapildi.
Ikinci asamada ise yine Tablo 6’daki verilerle birlikte nCBECU-F/R primeri (Oligomer,
Tiirkiye) kullanilarak nested-PCR uygulandi. BNeV’lerin tespiti i¢in ise yine RdRp bdlgesi i¢in
tasarlanmis olan NBU-F/R primeri (Oligomer, Tiirkiye) ve nNBU-F/R primeri (Oligomer,
Tiirkiye) kullanilarak nested-PCR uygulanmustir.

Tablo 5. PCR Testinde Kullanilan Primerler

Primer ad1 Primer dizilimi (5°-3”) Uriin (bp) Referans
CBECU-F AGT TAY TTT TCC TTY TAY GGB GA .
532 Smiley ve ark. (2003)
CBECU-R AGT GTC TCT GTC AGT CAT CTT CAT
nCBECU-F GTC GACGGY CTK GTS TTC CT
327 Park ve ark. (2006)
nCBECU-R CAC AGC GAC AAATCA TGA AA
NBU-F TTT CTA ACY TAT GGG GAY GAY G
549 Smiley ve ark. (2003)
NBU-R GTC ACT CAT GTT TCC TTC TCT AAT
nNBU-F CGC TCC GTG TGG GAT CAC GA
194 Park ve ark. (2006)
nNBU-R GCA CGG GCT TCT TCT AGA GA
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Tablo 6. PCR protokolii

Miktar Termal Dongii

Uriin (ul) Sicaklik Zaman Dongii
K sayisi
Distile su (nuclease-free) 14
L 94 °C - 5dk
10x DreamTaq Buffer (20 mM MgCl; igerir) 2
2
MgCI2 (25 mM) 0,25 94 °C-1dk
dNTPmix (10 mM) 0,5 55 °C-1dk. 35dongii
72 °C-1dk
Primer-F 0,5
Primer-R 0,5
et ’ 72 °C - 10dk
Dream Taq 5 U/l 0,25
Ekstrakt 2 18 °C - 5dk

3.2.5. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi

Thermal cycler’daki PCR islemi sonrast iirlinlerini goriintiilemek i¢in dncelikle agaroz jel
hazirhig1 yapildi. %1,5’lik agaroz jel hazirlamak i¢in dncelikle toz agardan (Prona, EU) hassas
tartida 1,5 gr agaroz tartildi. Istya dayanikli beherglas igerisine 100 ml 0,5X Tae (Tris-Asetik
Asit-Ethylen Diamin Tetra Acetic Asit (EDTA)) ve {lizerine 1.5gr toz agaroz eklendi. Ardindan
beherglas 1siya maruz birakilarak (mikrodalga firin, Beko, Tiirkiye) agarozun tamamen
cozlinmesi saglandi. Hazirlanan jelin sogumasi i¢in bir siire beklendi. Ardindan 5 pl SafeView
(Hibrigen, Tiirkiye) eklenerek jel taraklar: takili olan jel tasiyicisina aktarildi. Yaklagik 3 saat
icerisinde tamamen kuruyan jelden jel taraklar1 dikkatlice ¢ikarildi ve yiiriitme tankina (Major

Science Mini 300, Tayvan) aktarildi. Uzerini 0,5 cm gegecek kadar 0,5X Tae eklendi.

Ik gbze 100bp’lik marker (ThermoFisher 100bp plus, MA, USA) iiriiniin biiyiikliigiiniin
belirlenebilmesi i¢gin 3 pl konuldu. 1 pl 6x loading dye (Thermo Scientific) ve 5 pl per 6rnekleri
parafin bant iizerinde pipetaj edilerek yiriitillecek olan gozlere konuldu. Ardindan 100
Volt/cm’de 30 dk akima maruz birakildi. Islem sonunda mavi 151k jel goriintiileme cihazinda
(BLook, GeneDirex, Tayvan) pozitif-negatif kontroller ve merdiven ilerlemesi géz Oniinde

bulundurularak 6rnekler degerlendirildi.
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3.2.6. Sekans Analizi

PCR islemi sonucunda pozitif oldugu belirlenen 8 adet 6rnegin PCR iiriinlerinin niikleik
asit dizileme islemi ticari bir firmadan hizmet alim1 seklinde gerceklestirildi. Sekans analizi

Sanger Dideoxy Sequencing metodu kullanilarak yapildi.

3.2.7. Sekans sonuclarimin Filogenetik Analizi

Sekans analizinden gelen sonuglardaki ham verilerin kontrolleri (Raw Data) FINCH TV
isimli bilgisayar programi ile yapildi. Finch TV’de temizlenen niikleotit dizileri BLAST
programi kullanilarak GenBank veritabaninda paralellik gosteren referans sekans taramasi
yapildi. Filogenetik agacin yapilmasi i¢in 24 adet GIII genogrubuna ait sekans GenBank’tan
indirildi. Referans sekanslar ve elde edilen sekanslar MEGA 6 programinda multiple aligment
(Clustal W) islemine tabii tutuldu. MEGA 6 programinda Neighbor Joining metod ve 1000
bootstrap tekrar ile filogenetik agag elde edildi (Sekil 5) (Tamura ve digerleri, 2013).

Filogenetik agaglandirma - Evrimsel tarih, Neighbor-Joininig yontemi kullanilarak

cikarildi. Dal uzunlugu toplami = 0.83256295 olan optimal aga¢ gosterilmektedir.

On yiikleme testinde (1000 kopya) iliskili taksonlarin bir arada kiimelendigi kopya
agaclarin yiizdesi, dallarin yaninda gosterildi. Agag, filogenetik agaci anlamak i¢in kullanilan
evrimsel mesafelerle ayni birimlerde dal uzunluklari ile 6l¢ege gore ¢izildi. Evrimsel mesafeler,
maksimum bilesik olabilirlik yontemi kullanilarak hesaplandi ve bolge basina baz ikamesi
sayist birimindedir. Analiz 27 niikleotid dizisini i¢eriyordu. Bosluk ve eksik veri i¢eren tiim
pozisyonlar elendi. Nihai veri setinde toplam 276 pozisyon vardi. Evrimsel analizler MEGA6

programi ile yapildi (Tamura ve digerleri, 2013).

3.2.8. Istatistiksel Degerlendirme

Aksaray ve Aydin illerindeki sigirlarda yas, cinsiyet, irk, ve mevsimlere gore pozitiflik

ve negatiflik yoOniinden istatistiksel karsilagtirmalar1 i¢in y2 (Ki-kare; Chi-Square) testi
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kullanild: (Steel ve Torrie, 1980). Istatistiksel analizler SPSS (Statistical package for social
sciences) paket programi kullamilarak yapildi (Ozdamar, 2004). Ki- kare testinde P degerinin

0,05’ten kii¢iik oldugu durumlar istatistiksel yonden anlamli sonug olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda, Aksaray ilinde bulunan 38 farkl: kii¢iik aile isletmesinden toplam
71 adet numune, Aydin ilinde ise 400 bas kapasiteli bir ¢iftlikten 32 adet olmak iizere toplam
103 adet buzag: ve sigirlardan 6rnekler toplandi. Bu 6rnekler RARP gen bdlgesini hedefleyen
CBECU-F/R (532bp), nCBECU-F/R (327bp) ve NBU-F/R (549 bp) ve nNBU-F/R (194bp)
primerleri kullanilarak nested PCR tan1 yontemi uygulandi. Caligmada toplanan 103 numunenin
28 (%27,1) tanesinde BEC’ler tespit edildi. Bu 6rneklerin 26 tanesi (%25,2) BNoV (Tablo 7),
2 (%1,9) tanesi ise nebovirus yoniinden pozitif olarak belirlendi (Tablo 8). Aydin bolgesinde,
ishal salgin1 bulunan bir ¢iftlikteki 32 adet ishalli hayvandan alinan 6rnegin 23 tanesi (%71.8)
BNoV pozitif bulundu. Aksaray bolgesinden toplanan 71 numunenin 3 tanesi (%4.2) BoNV, 2
tanesi (%2.8) ise nebovirus yoniinden pozitif olarak saptandi. Aksaray ilinde BNoV pozitif
bulunan 3 &rnek farkli ciftliklere aitti. Ornek toplanan higbir buzagida 6liim goriilmedi. Aydin
ilinde isletme veteriner hekiminden alinan anamnezde hayvanlarin bakim ve hijyenin yetersiz
oldugu ve hayvanlarin saglik durumlarinin iyi olmadigi, 6rnek alinan pozitif hayvanlarda hig
olim goriilmedigi, yapilan testlerde hayvanlarda bovine coronavirus (BCoV) tespit edilmedigi
Cryptosporidium spp. tespit edildigi belirtilmistir. Her iki ilde 6rnek alinan tiim buzagilarin

kolostrum aldig1 hayvan sahipleri tarafindan bildirildi.

4.1. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Goriintiisii

Resim 6. Aksaray ili Norovirus PCR firiinlerinin elektroforez sonrast mavi 1sikta
goruntust.
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Resim 7. Aydin Norovirus drnekleri-Aksaray Nebovirus PCR iirlinlerinin elektroforez
sonrasi mavi 1gikta goriintiisii (6rnek no: 42-45 nebovirus pozitif).

EalO8 00, 21

Resim 9. Aydin Norovirus PCR {iriinlerinin elektroforez sonrasi mavi 1sikta goriintiisii.

4.2. Illere Gore Pozitiflik Oranlar

Aksaray ve Aydin illerindeki tiim 6rneklerde %25,2 oraninda BNoV yd&niinden pozitiflik
bulundu. Aksaray ilinde %4,2 oraninda, Aydin ilinde ise %71,8 oraninda pozitiflik tespit edildi
(Tablo 7).
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Tablo 7. Aydin ve Aksaray bolgesindeki BNoV pozitiflik oranlari.

Sehir n Pozitif %
Aydmm 32 23 71.8
Aksaray 71 3 4.2
Toplam 103 26 25.2

n: test edilen hayvan sayisi. pozitif: pozitif hayvanlarin sayisi

Aksaray ve Aydin illerindene toplanan tiim 6rneklerde BNeV pozitiflik oran1 %1,9 olarak
hesaplandi. Aksaray ilinde %2,8 oraninda nebovirus pozitif olarak tespit edilirken, Aydin

ilindeki tiim 6rnekler nebovirus yoniinden negatif bulundu.

Tablo 8. Aydin ve Aksaray bolgesindeki nebovirus pozitiflik oranlari.

Sehir n Pozitif %
Aydmn 32 0 0
Aksaray 71 2 2.8
Toplam 103 2 1.9

n: test edilen hayvan sayisi. pozitif: pozitif hayvanlarin sayisi

4.3. Yaslara Gore Pozitiflik Oranlar

Calismada orneklenen tiim sigirlarda pozitiflik oranlarinin 6 ay iizeri hayvanlarda arttig1
goriildii (Tablo 9 ve 10). Aksaray ve Aydin illerindeki 6rneklenen hayvanlarin yaslara gore
pozitiflik oranlari istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli bir fark oldugu goriildii (Tablo
9). Ancak Aydin ilindeki sigirlarda yaslara gore pozitiflik oranlart karsilagtirildiginda ise
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 gézlendi (Tablo 10).

Tablo 9. Aksaray ve Aydm illerindeki tiim sigirlarda yaslara gore BNoV pozitiflik
oranlari.

Yas n Pozitif % Y2
0-1 ay 52 8 16
1-6 ay 28 3 10,7
6ay-1 yil 11 8 72,7 29,89
1-3 yas 11 7 63,6

n: test edilen hayvan sayisi. pozitif: pozitif hayvanlarin sayisi. ¥2: Ki-kare testi sonucu. p-Degeri: 0,00000146
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Tablo 10. Aydn ilindeki sigirlarda yaglara gére BNoV pozitiflik oranlar

Yas n Pozitif % Y2
0-1ay 14 7 50
1-6 ay 1 | 100
6ay-1 yil 8 8 100 6,69
1-3 yas 9 7 77.78

n: test edilen hayvan sayisi. pozitif: pozitif hayvanlarmn sayisi. x2: Ki-kare testi sonucu. p-Degeri: 0,0722.

4.4. Irklara Gore Pozitiflik Oranlar

Aksaray ve Aydin illerinde 1rklara gore pozitiflik oranlarinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark oldugu saptandi. En diisiik pozitiflik oraninin simental 1rk1 sigirlarda oldugu gézlendi

(Tablo 11).

Tablo 11. Aksaray ve Aydin ili BNoV pozitif irklara gore oranlari

Irk n Pozitif % 12
Holstein 46 13 28,2
Simental 44 4 9,09
Montofon 6 4 66,6 26,21
Norve¢ kirmizisi 3 3 100
Montbeliarde 2 2 100

n: test edilen hayvan sayisi. pozitif: pozitif hayvanlarin sayist. . x2: Ki-kare testi sonucu. p-Degeri: 0,0000286.

4.5. Cinsiyete Gore Pozitiflik Oranlar

Orneklenen tim sigirlarda cinsiyete gore pozitiflik oranlarinin istatistiksel
karsilastirilmalar1 sonucunda anlamli bir farklilik tespit edildi (P<0,005). Calismada, disilerde
%33,3 oraninda BNoV yoniinden pozitiflik saptanirken, bu oran erkeklerde %13,1 olarak

bulundu (Tablo 12).
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Tablo 12. Aksaray ve Aydin ili BNoV pozitif cinsiyete gore oranlari

Cinsiyet n Pozitif % Y2
Disi 64 21 33,3
Erkek 39 5 13,1 4,05
Toplam 103 26 25.2

n: test edilen hayvan sayisi. pozitif: pozitif hayvanlarin sayisi. y2: Ki-kare testi sonucu. p-Degeri: 0,0442.

4.6. Dizi Analizi

BNoV i¢in pozitif olarak tespit edilen 6rneklerden segilen 3 adet Aydin ve 3 adet Aksaray
orneginin PCR {iriinleri sekanslanarak alinan veriler degerlendirildi. Nebovirus pozitif olan 2
adet 6rnegin PCR iiriiniiniin dizi analiziyle nebovirus oldugu teyit edilmis oldu. 194 baz
biiytikliigiinde olan bdlgenin dizi analizleri Nebraska susu ile yakinliklarinin oldugu
gostermekteydi. Ancak elde edilen hedef bolgenin kisa olmasi dolayisiyla filogenetik

degerlendirmeye alinmadi.

Aksaray ve Aydin ilinde saptanan sigir Noroviruslarinin Neighbor-Joining unrooted
filogenetik agact Sekil 5°de gosterilmistir. Tez ¢alismasinda elde edilen Aksaray viruslar1 “m”

isareti ile,ile, Aydin viruslari ise “®” igareti ile belirtilmistir.

Dizi analizi sonuglarina gore Aksaray’da bulunan suslarin GIII.1 oldugu saptandi.
Aksaray suglarimin kendi aralarinda ve GIII.1’in prototip virusu olan Bo/Jena/80/DE ile
niikleotit benzerlik ve farklilik oranlar filogentik agac¢ 6ncesi BLAST ile saptandi. Buna gore
Aksaray'da tespit edilen suslarin RdRp gen boélgesinin kismi dizinleri bakimindan niikleotit
benzerlik oran1 %98-100 arasinda iken, GIII.1 referans susu olan Bo/Jena/80/DE ile olan

niikleotit benzerlik oran1 %86,62-86,97 olarak saptandi.

Aydin ilinden alinan ve sekanslanan 3 adet 6rnegin BNoV genotip GIII.2 grubunda
oldugu goriildii. Filogenetik agagta, Aydin 6rneklerinden bir tanesinin (Ornek No:13:
Norovirus/Bovine/TR/2023/13) diger iki ornekten (Ornek no: 12:
Norovirus/Bovine/TR/2023/20 ve 20: Norovirus/Bovine/TR/2023/12) ayr bir dalda yer aldig1
goriildii. Ayni dalda bulunan iki virusun (Ornek no:12 ve 20) ABD’de elde edilen norovirus

referans sekanslara yakin oldugu tespit edilirken, farkli bir dalda bulunan 6rnek sekansinin
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(Norovirus/Bovine/TR/2023/13 RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds),
Turkiye’de Sivas ilinden elde edilen sekansa yakinlik gosterdigi belirlendi. Aydin’da tespit
edilen suglarin RdRp gen bolgesinin kismi dizilimleri bakimindan kendi aralarindaki niikleotit
benzerlik oranlar1 12 ile 13 arasinda %83,55, 13-ile 20 arasinda %84,88 ve 12 ile 20 arasinda
ise %94,22 iken, ABD’den elde edilen referans sekanslara yakinlik gosterdigi saptandi.

KX189074.1 Norovirus GlIl strain GlIIl/Bo/TR/2014/Izmir/665 RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds
KX189078.1 Norovirus GlIl strain GlII/Bo/TR/2014/Izmir/IAM1 RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds
JN585033.1 Norovirus bovine Bo/Nov-6/USA/2010 RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds

® irus/Bovine/TR/2023/12 RNA-d RNA gene partial cds

.“ Bovine/TR/2023/20 RN, RNA poly gene partial cds

KX189083.1 Norovirus GlIl strain GlIl/Bo/TR/2012/Kirklareli/3307 RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds
JX145650.1 Norovirus genogroup 3 strain Norovirus Bo/Glll.2/Adam/2006/No complete sequence

AY151258.1 Bovine calicivirus strain CV500-OH RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds

JN585031.1 Norovirus bovine Bo/Nov-4/USA/2010 RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds G | | | . 2

KF218825.1 Norovirus B '2011/TUR RN RNA gene partial cds

KX189076.1 Norovirus Gll strain Glil/Bo/TR/2009/Bursa/B6 RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds

KX189077.1 Norovirus GlIl strain GlII/Bo/TR/2009/Bursa/B8 RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds
Bovine/TR/2023/13 RNA RNA gene partial cds

KF218824.1 Norovirus B 2011/TUR RN, RNA poly gene partial cds

KF218823.1 Norovirus Bo/DuzceN2/2010/TUR RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds

AF097917.5 Norovirus Bo/Newbury2/1976/UK complete genome

KC896782.1 Norovirus bovine/93/TE/2012 RNA-dependent RNA polymerase and capsid protein genes partial cds

KF218822.1 Norovirus Bo/BalikesirN9/2009/TUR RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds

JN418486.1 Norovirus B 376/2007/TUN RNA-dep RNA pol gene partial cds

HM745907.1 Bovine enteric calicivirus strain BEC537/IT RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds

JN585045.1 Norovirus bovine Bo/Nov-24/USA/2010 RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds

50 KX189097.1 Norovirus GlIl strain Glll/Bo/TR/2013/1zmir/1956470 RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds
100 4L|——|:FJ974131 1 Norovirus Bo/DijonA273/2007/FR RNA-dependent RNA polymerase and capsid genes partial cds
AJ011099.1 Bovine calicivirus strain Jena genomic RNA for a non-structural polyprotein structural capsid protein and small basic protein
7 KX189096.1 Norovirus Glll strain Glll/Bo/TR/2015/Ankara/YL1 RN RNA pol gene partial cds Glll.1
e W Norovirus/Bovine/TR/2022/23 RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds

=5 | ] /Bovine/TR/2022/32 RNA RNA p gene partial cds

92 ' N Bovine/TR/2022/35 RNA-dep RNA p gene partial cds

—

Sekil 5. Aksaray ve Aydin ilinde saptanan Bovine Noroviruslarin Neighbor-Joining

unrooted filogenetik agaci. “m” Aksaray ornekleri, “®” Aydin 6rnekleri .
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5. TARTISMA

Buzag ishalleri giiniimiizde 6zellikle biiytik isletmelerde yiiksek ekonomik kayiplara
sebep olabilen, buzagilarda gelisim geriliginden Oliime kadar giden bir klinik tablo
sergileyebilir. Bu tablo goz Oniine alindiginda Tiirkiye’de BEC’ler iizerine yapilan
arastirmalarin ve bilimsel verilerin miicadele, koruma ve kontrol 6nlemlerinin alinabilmesi i¢in
arttirllmasi gerekmektedir. Tiirkiye’de BNoV 2011 yilindan itibaren arastirilmaya baslanmistir
(Yilmaz ve digerleri, 2011). Ulkemizdeki BNoV ve neboviruslar iizerine yapilan galigmalarin
cok uzun bir gegmise dayanmamasi sebebiyle yapilan ¢aligmalar ¢ok azdir ve noroviruslar ile
ilgili molekiiler virolojik, serolojik, epizootiyolojik, patolojik ve klinik bilgiler siirlidir.
Noroviruslarin rutin teshis prosediirlerine dahil edilmemesi hala virusun epizootiyolojisinin
belirsizligini korumasina sebep olmaktadir. Bovine noroviruslarin ve neboviruslarin rutin teshis
icerisinde yer almamasi, spesifik tedavinin ve asinin olmayisi, bu viruslara karst koruyucu

Onlemlerin alinamamasina neden olmaktadir.

Bu calismada Aksaray ve Aydin illerinde bulunan yerlesik isletmelerde klinik olarak ishal
goriilen buzagi ve erigkin sigirlardan alinan 6rneklerde bovine norovirus ve nebovirus RT-PCR
ile virolojik olarak arastirildi. Caligmada 2021-2022 yillar1 arasinda toplanan tiim 6rneklerde
BEC i¢in %27.1 (28/103) oraninda pozitiflik bulundu. Tiim 6rneklerin %25,2’sinde (26/103)
BNoV, %1,9’unda (2/103) ise nebovirus tespit edildi. Aksaray ilinden toplanan &rneklerde
BNoV %4,2 (3/71) oraninda BNoV ve nebovirus ise %2,8 (2/71) oraninda bulundu. Dizi
analizleri sonuglarina gore, Aksaray drneklerinde tespit edilen BNoV’lerin Jena virus susunun
temsil ettigi Genotip III.1 grubu icerisinde ve neboviruslarin ise Newbury agent 1 susunun
temsil ettigi grup icerisinde oldugu belirlendi. Aydin ilindeki bir ¢iftlikten toplanan 6rneklerde
ise %71,8 (23/32) oraninda BNoV tespit edilirken nebovirusa rastlanimadi. Aydin
orneklerinden segilen 3 adet BNoV’un Newbury agent 2 susunun temsil ettigi Genotip I11.2

grubunda oldugu saptanmustir.

Tiirkiye genelinde yapilan caligmalarda Yilmaz ve digerleri (2011) Marmara
bolgesindeki farkli isletmelerden yaslar1 1-60 giinliik olan 70 ishalli buzag1 disk1 6rneginin
%8,5’inde BNoV GIIL.2 yoniinden pozitiflik bulmuslardir. Giilagtt ve digerleri (2016)
tarafindan Adiyaman, Balikesir, Diizce, Sivas illerinde %1,7 (4/235) oraninda BNoV GIIL.2

yoniinden pozitif bulunmustur. Turan ve digerleri (2018) Malatya ve Elaz1g illerinde 1 ayliktan
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kiigiik ishalli buzagilardan aliman o6rneklerde 93,93 (5/127) oraninda BNoV GIIL.2 susu
yoniinden pozitiflik tespit etmislerdir. Hacioglu ve Alkan (2019) tarafindan yapilan bir
caligmada ise 1 ila 7 giinliik yastaki ishalli buzagilarda Aksaray, Kirklareli, Eskisehir, Sanliurfa,
Ankara, Bursa, Izmir, Cankin1 illerinde %33,5 oraninda BNoV yoniinden pozitif tespit
edilmistir. Molekiiler analiz i¢in tesadiifi secilen 34 BNoV pozitif 6rnekten 9’u (%26,5) GIII.1
susuna, 25’1 (%73,5) ise GIII.2 susuna ait oldugu saptanmistir. Konya’da kesimhaneye sevk
edilen cinsiyet ve klinik belirtiler farketmeksizin 2-5 yasindaki sigirlarda oraninda pozitiflik
bulunmustur (Dik ve digerleri, 2023). Bu calismada genel olarak elde edilen %25.2 BNoV
pozitiflik orani, Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalara gore daha yiiksek bulundu. Ancak, Hacioglu ve
Alkan (2019) tarafindan bildirilen verilere gére bu c¢alismanin oranlarinin diisiik oldugu

goriilmektedir.

Hacioglu ve Alkan (2019) yaptiklar bir ¢aligmada Aksaray ilinden 1100, 1445, 3909 bas
kapasiteli isletmelerden topladig1 17 ishalli buzagi 6rneklerinin %82,3’iinii BNoV yo6niinden
pozitif tespit etmislerdir. Tiirkiye’deki bovine norovirus prevalansi aile ¢iftliklerine oranla ticari
mandira giftliklerinde daha yiiksek oranda tespit edilmistir. Bunun sebebi olarak hayvan
sayisinin fazlalifi ve diger patojenlere karsi rutin asilamanin olabilecegi One siiriilmiistiir
(Hacioglu ve Alkan, 2019). Bu calisma kapsaminda Aydin ilinden 400 bas kapasiteli bir
isletmeden almman Orneklerde 9%71,8, Aksaray’dan kiiclik aile isletmelerinden toplanan
orneklerde %#4,2 pozitiflik bulunmustur. Pozitifligin biiyiikk ¢ogunlugunu Aydin ilindeki
ciftlikten toplanan orneklerin olusturmast BNoV’lerin isletmelerde yiiksek oranda goriilmesi
ile tutarlilik saglamistir. Bunun sebeplerine ek olarak hayvan sayisinin fazlaligi ve diger
patojenlerin varligi bulagma hizini ve oranini arttirdig1 sdylenebilir. Meveut mix enfeksiyonlar
sonras1 hayvanlarin immun sistemini zayiflatarak hastaliga daha agik hale getirmektedir. Bakim
ve hijyen yetersizligi hayvanda kondisyon kaybina ve isletmedeki diger hastaliklarin varligini
tetiklemektedir. Bu durum salginin ve ishal vakalarinin artigina sebep olmaktadir. Aksaray
ilinde BNoV vakalar1 her ciftlikte tek tek goriiliirken, Aydin ilindeki bir ciftlikteki ishal
salgininda %71, 8 oraninda pozitiflik saptanmasi virusun primer ve onemli bir ishal etkeni
olarak rol oynayabilecegini gostermektedir. Aydindaki 32 o6rnekten 9 tanesinin negatif
bulunmasinin nedeni hastaligin iyilesme sathasinda olmasi, viral yiikiin az miktarda bulunmasi
veya yapilan test teknigi ile iliskili olabilecegi diisliniilmiistiir. Bovine norovirus NB2 susunu
salgin potansiyeline sahip olmasi buzagilarin gelisimi, ineklerin siit veriminden kizginlik
donemine kadar uzanan hayvanlarin verimliligi agisindan biiytik bir risk faktorii olabilecegi i¢in

isletmelerde biiyiik 6l¢ekli ekonomik kayiplar kaginilmaz olacaktir.
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Calismada elde edilen sonugclar ve litertatiir bilgiler dogrultusunda Tiirkiye’deki sigirlarda
noroviruslarin yayginlagtigini veya arastirmalar arttik¢a sanilanin aksine sigirlarda ishal etkeni
olarak daha fazla énem kazandigi ¢ikarimi yapilabilir. Nitekim Aydin ilindeki bir ¢iftlikte
saptanan BNoV salgin1 vakasi ile ilk kez Aydin ilinde de BNoV varlig1 saptanmis oldu.

Diinya genelinde yapilan ¢alismalara bakildiginda Tunus, Cin, Misir ve Isveg’te sirasiyla,
(%16,6), (%20,4), (%27,6), (%20) pozitiflik oranlart saptanmis olup bu ¢aligmadaki sonuglara
benzerlik gostermektedir (Hassine-Zaafrane ve digerleri, 2012; Mohamed ve digerleri, 2018;
Trévén ve digerleri, 2022; Wang ve digerleri, 2019). Buna karsilik Norveg’te (%49,3ve %50,3),
Iran’da (%39,5) bildirilen oranlardan daha diisiik iken, Arjantin (%3,33), Belgika (%7,5) ve
Ingiltere’den (%11) daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Ferragut ve digerleri, 2016; Jor ve
digerleri, 2010; Mauroy ve digerleri, 2009; Milnes ve digerleri, 2007; Pourasgari ve digerleri,
2018). Pozitiflik oranlarinda degiskenlik goriilmesinin sebebi olarak; uygulanan test yontemi,
ornek alma stratejisi, cografi konum, hayvanlarin kolostrum alimi, buzagilarin tek veya ¢oklu
bolmede tutulmasi, primer hassasiyeti gibi faktorleri oldugu tespit edilmistir (Ferragut ve
digerleri, 2016; Travén ve digerleri, 2022). Bu calismada yukarida bahsedilen faktorlere
hayvanlarin genel kondiisyonu, bakim, besleme ve saglik durumlarinin da eklenebilecegi
gozlemlendi. Ayrica ik, yas ve cinsiyetin enfeksiyonun goriilme sikligi iizerinde etkili

olabilecegi diisiiniilebilir.

Dizi analizi sonuglarina gore Aksaray’da bulunan suslarin GIII.1 oldugu saptandi.
Aksaray’da tespit edilen suslarin RdRp gen bolgesinin kismi dizinleri bakimindan kendi
aralarindaki niikleotit benzerlik oran1 %98-100 iken, GIII.1 referans susu olan Bo/Jena/80/DE
ile olan niikleotit benzerlik oran1 %86,62-86,97 olarak belirlendi.

Aydn ilinden alinan ve sekanslanan 3 6rnegin, genotip GIII.2 grubu i¢inde oldugu tespit
edildi. Filogenetik agacta, Aydim &rneklerinden bir tanesi (Ornek No:13) diger iki 6rnekten ayri
bir dalda oldugu goriildii. Ayn1 dalda bulunan iki virusun ABD’de elde edilen norovirus
referans sekanslara yakin oldugu belirlenirken, farkli bir dalda yer alan 6rnek sekansi ise
Turkiye’de Sivas ilinden elde edilen sekansa yakinlik gosterdigi belirlendi. Aydin’da tespit
edilen suslarin RdRp gen bolgesinin kismi niikleotid dizilimleri bakimindan kendi aralarindaki

benzerlik oranlar1 %83,55, %84,88 ve %94,22 olarak tespit edildi.

Ayni isletmeden elde edilen Orneklerden birinin ayr1 bir dalda goriintiilenmesi diger
viruslardan farkli oldugunu gostermektedir. Burada 6ncelikle virusun disaridan gelmis oldugu

ve ciftlikte farkli genetik oOzelliklere sahip suslarin miks sekilde sirkiile oldugu
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diistiniilmektedir. Nitekim farkli bulunan susun Sivas ilinden elde edilen sekansa yakin
bulunmasi bu ihtimali giliclendirmekte, virusun hayvan hareketleriye isletmeye girmis
olabilecegini gdstermektedir. Ancak bunun yaninda virusun mutasyona ugramis olma ihtimali
de akla gelmektedir. Virusun RNA genomuna sahip olmasi dolayisiyla mutasyonlara ve
rekombinasyonlara yatkin oldugu bir¢ok arastirici tarafindan bildirilmistir. Viruslarin ayni
ciftlikte genetik degisime ugraylp ugramadigi ve rekombinasyonlarin varligi farkli gen

bolgelerinin veya tam genomun analizi yapilarak agikliga kavusturulmasi gerekmektedir.

Dizi analizi sonuglarina dayanarak, iki farkli cografi bolgedeki iki ilde (Aksaray ve
Aydm) BNoV’nin her iki genotipi (Genotip III.1 ve II1.2) de saptanmis olup, Aksaray ilinde
BNoV’nin GIII.1 genotipi, Aydin ilinde ise GIII.2 genotipi bulundu. Tiirkiye’de yapilan
caligmalara bakildiginda genel olarak BNoV’nin GIIL.2 genotipinin tespit edildigi ve bu
genotipin yaygin oldugu dikkati ¢ekmektedir (Dik ve Digerleri, 2023; Giilagt1 ve digerleri,
2016; Hacioglu ve Alkan, 2019; Turan ve digerleri, 2018; Yilmaz ve digerleri, 2011). Bovine
norovirus GIIL.2 genotipinin yayginliginin Marmara Bolgesi’nde %8,5 (Yilmaz ve digerleri,
2011), I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu bdlgelerinde %3,93 (Turan ve digerleri, 2018) ve Tiirkiye
geneli 10 farkli ilden toplanan Orneklerde ise %73,5 (25/34) oraninda oldugu goriilmiistiir
(Hacioglu ve Alkan, 2019). Sadece Hacioglu ve digerleri (2019) ¢calismalarinda %26,5 oraninda
GIII.1 genotipi saptamislardir. Tiirkiye’de yapilan ¢alismalara ve bu ¢alismanin sonuglarina
dayanarak, GIII.2 nin Tiirkiye genelinde daha yaygin oldugu ve yayilma egilimi gosterdigi

sOylenilebilir.

Bu c¢alisma kapsaminda CBECU primerleri kullanilarak gerceklestirilen PCR testi ile
pozitiflik elde edilememis olup ikinci primerlerle nested RT-PCR yapilmasi sonucunda net
pozitiflikler bulundu. Pakistan'da Yasir (2023) tarafindan yapilan benzer bir ¢aligma ile uyumlu
sekilde pozitif sonug elde edilememistir. Bovine noroviruslarin ¢ok sik mutasyona ugramasi
(Hacioglu ve Alkan, 2019), bu primerle yapilan ¢aligmalar1 sinirlandirmis olabilecegini akillara
getirmigtir. RT-PCR ile bulunan pozitifliklerin kitaya, iilkeye, test stratejisine, kullanilan

primerlere gore degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir (Ferragut ve digerleri, 2016).

Tiirkiye ve Diinya’da yapilan diger bovine norovirus ¢aligmalarinin oranlariyla
karsilagtirma yapildiginda Aydin bolgesinde bir ¢iftlikte ishal vakalarinin artis1 sonucu toplanan
orneklerde %71.8’lik enfeksiyon orani GIIL.2 genotipinin (Newbury agent 2) susunun tespit
edilmesi bu susun kontrolsiiz bigimde yayginlasabilecegini diisiindiirmektedir. Boylece bovine
noroviruslarin primer ishal etkeni olarak goérev alabilecegi ve Ozellikle bu giftlikte GIII.2

susunun tespit edilmesi, literatiir verileriyle birlikte degerlendirildiginde GIIL.2 genotipinin
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(Newbury agent 2) susunun GIII.1’e (Jenavirus) oranla kontagitzitesinin ve virulensinin daha
yiiksek oldugu tizerinde durulabilir. Bu duruma ek olarak GIIL.2 genotipinde bulunan suslarin
diinya ve Tiirkiye genelinde daha fazla yayginlik gostermesi dolayisiyla (Di Felice ve digerleri,
2016; Giilagt1 ve digerleri, 2016; Turan ve digerleri, 2018; Yilmaz ve digerleri, 2011) bu grupta
bulunan suglarin salgin potansiyeli olusturabilmesi ve ishale bagli ekonomik kayiplarin 6nde
gelen sebeplerinden biri olmasi miimkiindiir. Bu durum goz 6niine alindiginda molekiiler
virolojik, serolojik, patolojik ve epizootiyolojik aragtirmalarin arttirilarak, elde edilen veriler
dogrultusunda miicadele stratejilerinin gelistirilmesi ve enfeksiyona kars1 6nlemlerin alinmasi

gerekmektedir.

Calismada BNoV’nin GIII.1 Aksaray bolgesinden alinan 6rneklerde tespit edilmesi daha
once bu bolgede yapilan ¢alismay1 destekler niteliktedir. JV susunun disk: ile virus sagilim
stiresinin az olmast bu susu daha az goriilebilir yapmistir (Hacioglu ve Alkan, 2019).
Calismamizda Aksaray’dan alinan 6rneklerde bulunan iki pozitif buzagi ile es zamanlh ayni
isletmede ve ortalama ayn1 yas grubunda olan diger buzagilara herhangi bir bulas s6z konusu
olmamigtir. Bu durumun virusun digki ile sagilim siiresinin kisa olmasiyla baglantis1 oldugu
diistiniilmektedir. JV susunun siddetli bir ishale sebep oldugu Hacioglu ve Alkan (2018)
tarafindan bildirilmesine ragmen ¢alismada NB2-GIII.2 susunun daha siddetli bir ishale sebep

oldugu goriilmiistiir.

Bu c¢aligmada Aksaray ve Aydin’dan Orneklenen tiim hayvanlarin yaslara gore
enfeksiyon oranlarinin istatistiksel karsilagtirilmasinda anlamli bir farkliligin oldugu goriildii.
Genel olarak 6 ay {iistii hayvanlarda BNoV enfeksiyonu oraninin artig gosterdigi belirlendi.
Ancak Aydin ilindeki hayvanlarin yaglara gore istatistik analizleri anlamli bir farklilik
gostermemekte ve her yastaki hayvanlarda goriilmekteydi. Bunun sebebi olarak virusa bagh
faktorler, yani ¢iftlikteki goriilen BNoV Genotip GIII.2'nin kontagiositesinin, virulensinin daha
yiiksek olma ihtimali diigiiniilebilir. Ayrica, bakim, beslenme ve hijyenik sartlarin yetersizligi,
miks enfeksiyonlar gibi sebepler dolayisiyla hayvanlarda kondisyon kaybi durumu
enfeksiyonun her yastaki hayvanda goriilmesi iizerine etkili olabilir. Calisma sonuclar1 ve
literatiir verileri dogrultusunda, yukaridaki nedenlere bagli olarak BNoV’nin her yastaki

hayvanlarin duyarli olabilecegi ve hastalik riski altinda bulunabilecegi sdylenebilir.

Daha oOnce gerceklestirilen arastirmalarin biiyiik bir kismimin buzagilar iizerine
yogunlastig1 goriilmektedir (Alkan ve digerleri, 2015; Ferragut ve digerleri, 2016; Giilagt1 ve
digerleri, 2016; Jung ve digerleri, 2014; Otto ve digerleri, 2011; Pourasgari ve digerleri, 2018;
Souza ve digerleri, 2008; Turan ve digerleri, 2018; Wang ve digerleri, 2019; Wise ve digerleri,
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2004; Woode ve Bridger, 1978; Yilmaz ve digerleri, 2011). Konya’da yapilan bir calismada 2-
5 yas araliginda olan 80 si1girda %7,5 oraninda BNoV Genotip II1.2 yoniinden pozitiflik tespit
edilmistir. Bu ¢alismada hayvanlardaki klinik belirti olup olmadig1 kaydedilmemistir (Dik ve
digerleri, 2023).

Jor ve digerleri (2010) yaptiklar1 arastirmada BNoV enfeksiyonlarinin 6zellikle
yenidogandan 45 giinliik yasa kadar daha sik goriildiiglinii 6ne siirmiistiir. Travén ve digerleri
(2022) tarafindan ortalama 30 giinliik olan ishalli buzagilarda BNoV prevelansini %20 olarak
saptanmig, ancak 6 aylik yastaki sigirlarda herhangi bir pozitiflik bulunamamigtir. Fakat bu
caligmada 6 aylik ve iizeri hayvanlarda enfeksiyon oranlarinin belirgin sekilde arttigi goriildii.
Burada anneden alinan maternal antikorlarin, kolostrum aliminin enfeksiyonun goriilmesinde
etkili oldugu diisiiniilebilir. Hayvanlarin siitten kesilmesiyle birlikte vakalarin artis1 s6z konusu
olabilir. Aksaray ilindeki 6rneklerin 6zellikle buzagilardan alindig1, buna karsilik Aydin ilinden
elde edilen 6rneklerin ayni sartlar altinda bulunan farkli yas gruplarina ait hayvanlardan alindig:
g6z Onilinde bulundurulmustur. Bu baglamda, yas gruplar1 arasindaki potansiyel yas etkisinin
degerlendirilmesi amaciyla 6zellikle Aydin ili 6rnekleri iizerinde durulmustur. Yapilan bu
analiz sonucunda, yas gruplar1 arasinda anlamli bir farkin tespit edilemedigi, genelde
buzagilarin hastalig1 olarak bilinenin aksine yasl hayvanlarda da yiiksek enfeksiyon oranlarma

rastlanilabilecegi ve klinik hastaligin goriilebilecegi sonucuna ulasilmistir.

Tunusta yapilan bir ¢alismada hastaligin pik yaptig1 mevsim kis ay1 olarak goriilmiis olup
anlamli bir farklilik bulunmustur (Hassine-Zaafrane ve digerleri, 2012). Fakat Ingiltere ve
[ran’da yapilan galismalarda mevsimin noroviruslarin gériilme siklig1 ile bir iliskisi olmadig1
one siiriilmistiir (Milnes ve digerleri, 2007; Pourasgari ve digerleri, 2018). Bu calismada elde
edilen virus pozitiflikleri genel olarak sonbahar kis doneminde elde edildi. Ancak Aksaray
ilinde bulunan poztifiliklerin az olamasi1 ve Aydin ilinden toplanan 6rneklerin tek bir isletmeden
sadece kis doneminde alinmas1 mevsimin hastaligin goriilme sikligina etkisini dogru bir sekilde
degerlendirilmesini engellemektedir. Bu sebeple mevsimin hastalifin prevalansi iizerinde

etkilerini inceleyebilmek i¢in daha kapsamli ¢alismaya ihtiyag vardir.

Calismada orneklenen tiim sigirlarda cinsiyete gore pozitiflik oranlarinin istatistiksel
karsilastirilmalar1 sonucunda anlamli bir farklilik tespit edildi. Disilerde %33,3 oraninda BNoV
yoniinden pozitiflik saptanirken, bu oran erkeklerde %13,1 olarak bulundu. Bu sonuglara gore
disilerde BNoV enfeksiyonunun, erkek hayvanlara nazaran daha sik rastlandigi goriilmiis ve

disilerin erkeklere nazaran daha duyarli olabilecegi kanisina varilmstir.
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Irklara gore yapilan istatistiksel karsilagtirmada anlamli farkliliklar saptanmis olup,
simental irkinin BNoV’ye kars1 daha dayanikli olabilecegi ihtimali goriildii (p<0,005). Bu
sonuglara gore, BNoV enfeksiyonuna kars1 irka bagl duyarliligin veya direncin séz konusu

olabilecegi sdylenebilir.

Calismada BNoV’un klinik seyrinde 6liimle sonug¢lanan, hastaligi siddetli geciren vaka
goriilmedi. Buna ek olarak buzagilar ortalama bir hafta i¢inde iyilestigi kaydedildi. Hastaligin
prognozunun iyi olmasi ve olimciil seyretmemesi hayvanlarin yasam kosullari, virusa karsi
direng, kolostrum alimi1 gibi konakg¢iya 6zgii sebeplere bagli olabilecegi gibi, bolgede mevcut
BNoV’lerin virulensine ve patojenitesine bagli olmasi kuvvetle muhtemeldir. Konunun acikliga
kavusabilmesi i¢in daha fazla virolojik, epizootiyolojik, klinik ve patolojik yonden aragtirma

ihtiyac1 duyulmaktadir.

Noroviruslarin saglikli hayvanlarda da tespit edildigi g6z oniine alindiginda diskida hangi
zamanlarda viral dokiilmenin oldugu, enfeksiyonun seyri ve siddeti konusunda daha fazla
calisma yapilmasi gerekmektedir. Biiylik ciftliklerde enterik ishallerin ciddi ekonomik
kayiplara yol agtig1 diisiiniiliirse rutin teshis prosediirlerine dahil edilmesi gerekmektedir.
Hijyen kosullarina her daim dikkat edilmeli, hayvan bakim ve beslenmesi gerek ekonomik
verimlilik agisindan gerekse etik degerler agisindan 6zenle yapilmalidir. Hayvanlarin hastaliga
yakalanmasinda ve hastaligin yaygiliginda hijyen faktoriiniin, kondisyon kaybinin, sekonder
enfeksiyonlarin varligmin etkili olabilecegi kanisina varildi. BEC’lerin 06zellikle mix
enfeksiyon seklinde seyrettigi gbz Oniine alinirsa saglikli hayvan giiglii immun sistemi

olusturdugu icin hastaliklara kars1 daha direngli hale gelmis olacaktir.

Tiirkiye’de neboviruslar lizerine yapilan ¢aligmalarin oldukga sinirli olmasi bu virusun
belirsizligini korumasina sebep olmaktadir (Hacioglu ve Alkan, 2019). Turan ve digerleri
(2018) Sivas, Malatya ve Elazig illerinde %25,19 (32/127) oraninda ise nebovirus Nebraska
susu yoniinden pozitif bulmuslardir. Aksaray, Eskisehir, izmir, Amasya, Bursa, Ankara,
Sanlwurfa, Cankirt %22,1’inde (37/167) nebovirus pozitiflik tespit etmislerdir (Hacioglu ve
Alkan 2019). Hacioglu ve Alkan (2019) calismasinda sadece Aksaray’dan aldigi orneklere
bakildiginda %23,5 oraninda nebovirus pozitif bulmustur. Arastirmacilar tarafindan, 20
nebovirus pozitif 6rnegin RdRp gen analizine gore Nebraska susu ile newbury agent 1’e oranla
daha yakin iligkili oldugu belirlenmistir. Fakat Aksaray yoresindeki susun tam uzunluktaki
kapsid genine gore NBI1 susu ile %85.4 oraninda niikleotit benzerligi oldugu bildirilmistir

(Hacioglu ve Alkan, 2019). Iran’da yapilan bir calismada neboviruslar icin %15, Isveg’te
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yapilan bir ¢calismada %5,2 pozitiflik bulunmustur (Pourasgari ve digerleri, 2018; Travén ve

digerleri, 2022).

Bu calismada, nebovirus yoniinden Aksaray ilinde %2,8 (2/71) oraninda pozitiflik
saptanirken, Aydin’dan alinan 6rnekler negatif bulundu. Saptanan nebovirus orani, daha dnce
Tiirkiye’de yapilan diger iki calismaya gore diisiik oldugu goriildi. Bu farkliligin sebebi
orneklerin hayvan kapasiteleri diisiik olan kii¢iik aile isletmelerinden toplanmis olmasi olabilir.
Bu durumun virusun dagilimini sinirlandirmis olmasit miimkiindiir. Yapilan bir ¢alismada
neboviruslar i¢in ¢ok degiskenli analizde pozitiflik oranlarinin farkli bulunmasinda anlaml
etken saptanamamuistir. Tek degiskenli analizde ise cografi konum ve yavrunun anneden erken

ayrilmasi olabilecegi ileri siirtilmiistiir (Travén ve digerleri, 2022).

Calismada saptanan 2 adet nebovirusun 194 baz biiyiikliigiinde olan bdlgenin dizi
analizleri Nebraska susu ile yakinliklarinin oldugu gostermekteydi. Ancak hedef bdlgenin
kiiclik olmasi dolayisiyla bulunan neboviruslarin daha ayrintili olarak incelenmesi ve farkli gen
bolgeleri hedef alinarak (6rn. genis VP1, RARP bolgeleri veya tam genom analizi) molekiiler

caligmalarin genisletilmesi gerekmektedir.

Neboviruslar iizerine yapilan ¢alismalarin kisith olmasi buzag: ishallerinin yikicilig
diisiiniildiiglinde virusun epizotiyolojisinin bilinmesi 6nem arz etmektedir. Virusun yapisinin
incelenmesi, rekombinasyon ¢aligmalarinin yapilmasi virus hakkinda daha fazla bilgi
edinilmesini saglayacaktir. Sunulan tez konusuna ek olarak nebovirusun varlig1 ve yaygimligi
arastirilmistir. Ancak nebovirus i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Arastirmalara
her iki virusun molekiiler virolojisi ve epizootiyolojisii lizerine ayrintili olarak ileriki

donemlerde devam edilecektir.
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6. SONUC ve ONERILER

Hayvancilik sektoriinde ekonomik kayiplarin en biiylik sebeplerinden biride buzagi
ishalleridir. Ozellikle mix enfekiyon seklinde seyreden vakalarda verim kaybi kaginilmazdir.
Bu sebeple calismada Aksaray ve Aydin ilinde bir ¢iftlikten toplanan ishalli sigirda norovirus
ve ek olarak neboviruslar molekiiler virolojik olarak incelendi. Calismada iki ildeki BNoV
genotipleri belirlenmis olup yas, irk, cinsiyet faktorlerinin enfeksiyon goriilmesindeki etkileri
aragtirildi. Aksaray ve Aydin illerindeki ishalli hayvanlardan alinan tiim digki 6rneklerinden
%25,6’s1 BNoV yoniinden pozitif bulundu. Aksaray ilindeki ishalli buzagilardan alinan
orneklerde %4,2 oraninda BNoV yaygihigik saptanirken, Aydin’daki bir ¢iftlikte pozitiflik
oran1 %71,8 olarak tespit edildi. Calisma verileri ve literatiir bilgileri dogrultusunda BNoV

enfeksiyonlarinin tilkemizde yaygin olarak goriildiigi tespit edildi.

Aksaray ilinde BNoV enfeksiyonlari her isletmede tek vakalar halinde goriiliirken, Aydin
ilindeki bir igletmede yapilan arastirmada virusun bir¢cok hayvani etkiledigi ve aymi g¢iftlikte
stirekli sirkiilasyon halinde oldugu goézlendi. Bu baglamda BNoV’lerin primer ishal etkeni

olarak salgina sebep olabilecegi diisiincesi olugmustur.

Calismada BNoV’un klinik seyrinde oliimle sonug¢lanan, hastaligi siddetli geciren vaka

goriilmedi. Buna ek olarak buzagilarin ortalama bir hafta i¢inde iyilestigi kaydedildi.

Yapilan sekans analizinde BNoV icin Aksaray linde bulunan suslar1 Genotip GIII.1
grubunda Aydin ilinde bulunan suslarin ise genotip GIII.2 grubunda oldugu saptandi.

Aksaray ilinde norovirus tek tek vakalar halinde goriiliitken, Aydin ilinde bulunan
ciftlikte GIII.2 nin popiilasyonda yayilma egilimi oldugu diisiiniilmektedir. Saptanan viruslarin
filogenetik analizinde Aksaray oOrnekleri homojen bir genetik yapi sergilerken Aydin
ciftligindeki Orneklerin farkli dallarda goriilmesi farkli genetik Ozelliklere sahip viruslarin
bulundugunu gdstermektedir. Bu durumun ayni ciftlikte farkli viruslarin sirkiile oldugu
anlamina gelirken diger taraftan bir virusun uzun siireli popiilasyonda kalmasi dolayisiyla

mutasyonun meydana gelmis olmasi olasiligini akla getirmektedir.

Noroviruslarin saglikli hayvanlarda da tespit edildigi g6z oniine alindiginda diskida hangi
zamanlarda viral dokiilmenin oldugu, enfeksiyonun seyri ve siddeti konusunda daha fazla
calisma yapilmasi gerekmektedir. Biiylik ciftliklerde enterik ishallerin ciddi ekonomik

kayiplara yol agtig1 diisiiniiliirse rutin teshis prosediirlerine dahil edilmesi gerekmektedir.
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Hijyen kosullarina her daim dikkat edilmeli, hayvan bakim ve beslenmesi hem ekonomik
verimlilik agisindan hemde etik degerler agisindan 6zenle yapilmalidir. Hayvanlarin hastaliga
yakalanmasinda ve hastaligin yayginliginda hijyen faktoriiniin, kondisyon kaybinin, sekonder

enfeksiyonlarin varliginin etkili olabilecegi kanisina varildi.

Calisma verileri ve literatiir bilgileri 15181nda GIII.2 susu GIII.1 oranla daha patojen olup
yayilma egilimine sahip oldugu goriildii. Virusun yayilma potansiyelinin var oldugu ve her
gegen giin yeni raporlarin elde edilmesi, virusun ekonomik kayiplara neden olan ana ishal etkeni
olarak kabul edilmesini gerektirmekte ve miicadele stratejilerinin gelistirilmesi i¢in dnlemler

alinmasini zorunlu kilmaktadir.

Yaslara gore pozitiflik oranlar1 degerlendirildiginde, genel olarak 6 ay {istii hayvanlarda
BNoV enfeksiyonu goriilme oranlarinin arttigi, ancak virus, ¢evre ve konakg1 faktorlerine bagl

olarak her yastaki hayvanlarda enfeksiyonun ve hastaligin goriilebilecegi sonucuna varildu.

Istatistiksel analizlere gére disilerde BNoV enfeksiyonunun, erkek hayvanlara nazaran
daha sik rastlandig1 goriilmiis ve disilerin erkeklere nazaran daha duyarli olabilecegi kanisina

varilmistir.

Irklara gore yapilan istatistiksel karsilagtirmada da anlamli farkliliklar saptanmig olup,
BNoV enfeksiyonuna karst irka bagli duyarliligin veya direncin s6z konusu olabilecegi

sOylenebilir.

Diinya’da ve ozellikle Tiirkiye’de BNoV ve neboviruslar {izerine yapilan ¢aligmalar ¢ok
kisitlt kalmaktadir. Bu tez calismasi ve dnceki literatiir verileri, bu viruslarin hayvan sagligina
zarar verme ve ekonomik kayiplara yol agabilme potansiyellerini ortaya koymakta olup, bu
viruslara kars1 miicadele stratejilerinin belirlenmesi ve yiiriirliige konulmasi gerekliligini
vurgulamaktadir. Enfeksiyona karsi miicadelede, asilama, hizli ve dogru teshis dnem arz
etmektedir. Giivenilir ve hizli tan1 yontemlerinin gelistirilmesi, rutin teshise eklenmesi ve ayrica
ast caligmalarinin baslatilmasi gerekmektedir. Bu nedenlerle s6z konusu viruslarin molekiiler
ve serolojik ozllikleri, epizootiyolojisi, immiinolojisi, klinigi ve patolojisi lizerine daha fazla

aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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ORCID No :0000-0001-8452-6322

EGITIM

Derece Kurum Mezuniyet Tarihi
Lisans Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi 2017

IS DENEYIMI

Yil Yer/Kurum

2017-2018  Sah-Vet Veteriner Klinigi
2018-2020  WestVet Hayvan Hastanesi
2020-Halen TC Tarim ve Orman Bakanlig1

Veteriner Hekim
Veteriner Hekim
Veteriner Hekim
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