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Short Communication

Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’nde ishalli Buzagilarda
Grup A Rotavirus Tespiti ve Molekiiler Karakterizasyonu
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Ozet

Bu calismada, Kuzey Kibris Turk Cumhuriyeti'nde (KKTC) yerlesik bir sigir yetistiriciligi isletmesinde bulunan ishalli buzagilarda saptanan
Grup A rotavirusun molekiiler karakterizasyonu bildirildi. shalli buzagilardan saglanan diski érnekleri antijen ELISA ve Grup A rotavirus
VP6 proteini kodlayan gen bélgeleri esas alinarak yapilan RT-PCR ile test edildi. Daha sonra enfeksiyona neden olan virusun VP4 ve VP7
proteinlerini kodlayan gen bolgeleri, generik ve tip spesifik primerler kullanilarak ¢cogaltildi. Elde edilen verilere dayanilarak s6z konusu
isletmede bulunan buzagilarda enfeksiyona neden olan rotavirusun G6P[11] genotipe sahip oldugu belirlendi. Bu ¢alisma, KKTC'de
buzagilarda Grup A rotaviruslarin G ve P genotiplerinin bildirildigi ilk cahsmadir.

Anabhtar sézciikler: Rotavirus, Buzadj, Ishal, Genotip, KKTC

The Molecular Characterization and Detection of
Group A Rotavirus From Calves with Diarrhea in
Turkish Republic of Northern Cyprus

Abstract

In this study, the molecular characterization of the Group A rotavirus obtained from calves with diarrhea in a farm in TRNC was reported.
Faces samples were detected as positive by ELISA and RT-PCR depending on the amplification of the VP6 gene of rotavirus. Then the
aetiological agent was analyzed by RT-PCR with generic and type-spesific to the genome segments encoding VP4 and VP7 of rotavirus.
Findings revealed that the rotavirus circulating within this farm belongs to G6 and P[11] genotype. This is the first study to report the

G and P genotypes of Group A rotavirus from calves with diarrhea in TRNC.
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GiRiS

Grup A rotaviruslar bir¢ok tiiriin yenidoganlarinda
enteritis nedenlerinden olup, ozellikle sigir yetistiriciliginde,
enfekte hayvanlarin agirlik kazanmasinda azalma ya da
olum, veteriner hekimlik hizmetlerine iliskin giderler, vb.

nedenlere bagh olarak, 6nemli ekonomik kayiplara yol
acmaktadirlar ™.

Rotavirus genomu 11 segmentli, cift iplik¢ikli olup, 6
yapisal ve 6 yapisal olmayan proteini kodlar. Bu protein-
lerden dis kapsitte yer alan VP7 (glikoprotein) ve VP4
(proteaz duyarli protein) notralizan antikorlarin olusumunu
uyarir. Bu proteinleri kodlayan gen bdlgelerinin farkliliklari
esas alinarak, rotaviruslar sirasiyla G ve P genotipleri

olarak siniflandirihirlar 2. Bugiine kadar insan ve farkli
hayvan tirlerinde 27 G ve 37 P genotip bildirilmistir 5",
Sigirlarda sikhkla bildirilen G genotipleri G6, G10 ve G8;
P genotipleri ise P[1], P[5] ve P[11] 5 olmakla birlikte,
bunlarin disinda G ve P genotipe sahip rotaviruslar da
saptanmistir 231011,

Kuzey Kibris Tirk Cumhuriyeti'nde (KKTC) yeni dogan
buzadi ishallerinin etiyolojik ajani olarak rotaviruslarin
varligi, yayginhgr ve molekiiler karakterizasyonuna iligkin
olarak, bilindigi kadariyla, bugline dek bir calisma bildiril-
memistir. Bu ¢alismada, KKTC'de bulunan bir sigir yetistirici-
ligi isletmesinde bulunan buzadilarda saptanan rotavirusun
G ve P genotipi belirlenmis olup, enfeksiyonunun epide-
miyolojisine yonelik degerlendirmelerde bulunulmustur.
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MATERYAL ve METOT

Saha Materyalleri ve Referans Viruslar

Bu calismada KKTC'de bulunan bir sigir yetistiriciligi
isletmesinde yeni dogan buzagilarda gortlen ishal olgu-
sunun tanisi amaciyla -2008 yilinda- laboratuvarimiza gon-
derilen ve ticari Antijen-ELISA (BioK 067, Bio-X Diagnostic,
Belcika) kiti kullanilarak rotavirus antijen varligi saptanan
diski orneklerini (n=5) temsilen rastgele secilen bir diski
ornedinde bulunan rotavirusun G ve P genotipleri ince-
lendi. Calismada pozitif kontrol olarak grup A sigir rotavirus
referans suslari olan NCDV (G6P[1]), B223 (G10P[11]) ve
UK (G6P[5]) suslari kullanildi.

RNA Ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyonu, High Pure Viral RNA Ekstraksiyon
(Cat No:11858882001, Roche, Almanya) kiti kullanilarak,
Uretici firmanin belirttigi prosediire uygun olarak yapildi.

RT-PCR ile Genotiplendirme

Bu amacgla, rotavirus nikleik asidinin mutasyonel agidan
korunakli VP6 gen bdlgesi hedef alinarak uygulanan RT-
PCRda beklenen buytklikte amplikon (379 bp) saptanma-
sini takiben, VP4 ve VP7 gen bolgeleri icin spesifik generik
primerler ve tip spesifik primerler kullanilarak (Tablo 1),
saha virusu G ve P genotipi yoninden analiz edildi. G ve
P tiplendirme amaciyla generik primerler ile yapilan PCR
(1. tur) sonrasinda elde edilen amplikonlar, farkli G (G6,
G8 ve G10) ve P (P[1], P[5] ve P[11]) genotiplerine spesifik
primerlerin kullanildigi 2. tur PCR islemine alindi. G8, G10
ve P genotipleri (P[1], P[5] ve P[11]) icin yapilan 2. tur
PCR isleminde forward primer olarak, 1. tur PCR forward

primerleri kullanildi.

PCR 6ncesinde, ekstraksiyon islemi ile elde edilen viral
RNA kullanilarak, Revert Aid First Strand cDNA Sentez Kiti
(#K1622, Thermo Scientific, Almanya) ve Uretici firmanin
belirttigi prosedir ile cDNA elde edildi. Hazirlanan cDNA,
hedef gen bolgeleri icin tasarlanan primerler ile karistiril-
diktan sonra, sekonder RNA yapilarinin denatiirasyonu
amaciyla 95°C'de 5 dk bekletildi ve buzda sogutuldu.
Bunlarin Uzerine daha dnce kokteyl olarak hazirlanmis olan
reaksiyon tamponu, dNTP (her biri 10 mM), MgCl, (25mM)
ve 5 IU Taq DNA polimeraz karisimindan ilave edilerek,
termal ceviricide 1sI dongiilerine (40 siklus 94°C'de 1 dk,
50°C'de 1 dk ve 72°C'de 2 dk) maruz birakildi. Elde edilen
sonugclar etidyum bromid boyasi varliginda hazirlanan
agaroz jel elektroforez islemi ile UV-transilluminasyonu
izlendi ve goriintilendi.

BULGULAR

Referans viruslar esliginde saha virusuna uygulanan
RT-PCR sonrasinda, VP4, VP6, VP7 kodlayan gen bolgesi
icin beklenen buyukliklerde (sirasiyla 854 bp, 379 bp ve
1062 bp) Urln elde edildi. Tip spesifik primerler ile yapilan
calisma sonrasinda ise VP7 gen bolgesi icin referans G6
viruslar (NCDV ve UK) icin 288 bp ve G10 virus (B223) icin
715 bp buyukliginde; VP4 kodlayan gen bdlgesi icin
referans viruslar NCDV, UK ve B223 icin sirasiyla 463 bp
(P[1]1 genotip spesifik), 662 bp (P[5] genotip spesifik) ve 335
bp (P[11] genotip spesifik) buytkliginde triin elde edildi.

Arastirmada G ve P genotipleri sorgulanan saha virisi
ise G6 ve P[11] genotipleri ile uyumlu buytiklikte amplikon
olusturdu (Sekil 7).

Tablo 1. VP4, VP4 ve VP7 gen bélgelerinin ¢ogaltiimasi icin kullanilan primer dizinleri

Table 1. Primers used for the amplification of VP4, VP6, VP7 gene regions of rotavirus

Hedef Primer Primer Dizin (5'>3’) Gendeki Lokus Uriin (bp) Kaynak
VP6 VP6-F GAC GGV GCRACT ACATGG T 747-766 »
Generik VP6-R GTC CAATTC ATN CCT GGT GG 1126-1106 379
Beg 9 GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG 1-28 »
G Eng 9 GGT CAC ATC ATA CAA TTC TAATCT AAG 1062-1036
Generik Eng 9 crw GGT CAC ATCTTA CAG CTTTAA CCT 1062-1039 1062 >
End 9 deg GGT CAC ATC DWM CARYTC TAAYYH M 1062-1038
P P-GenF TTCATTATTGGGACGATTCACA 1064-1085 .
Generik P-GenR CAACCGCAGCGGATATATCATC 1918-1897 854
G6-F TGTATGGTATTGAATATACCAC 50-71 »
G G6-R GGTATCAGCTATTTCGTTTGAT 336-315 288
genotiplendirme | Ggg CGGTTCCGGATTAGACAC 274-256 274 ;
G10-R TTCAGCCGTTGCGACTTC 715-697 715
P1-R TTAAATTCATCTCTTAGTTCTC 1526-1505 463
geno tipren dgirme | PSR GGCCGCATCGGATAAAGAGTCC 1725-1704 662 Yy
P11-R TGCCTCATAATATTGTTGGTCT 1398-1377 335
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Sekil 1. Referans viruslar ve saha virusunun VP4
ve VP7 kodlayan gen bdlgelerinin ¢ogaltiimasi
gorintisd. M; 100bp DNA Merdiveni, (Thermo
Scientific, Almanya); Hat 1: ishalli buzagida saptanan
saha virlist, Hat(2): Pozitif kontrol viruslar (G ve P
tiplendirme icin sirasiyla BRV NCDV (G6P[1]) ve BRV
B223 (G10P[11])

Fig 1. The results of the amplification of genes
coding VP4 and VP7 of reference viruses and of
rotavirus field strain. M, 100 bp DNA ladder (Thermo
Scientific, Germany); Lines 1, rotavirus detected in
a calf with diarrhea; Lines 2, Positive controls (BRV
NCDV (G6P[1]) and BRV B223 (G10P[11]) for G and P
genotiping, respectively)

TARTISMA ve SONUC

Bircok hayvan tiirliniin yeni doganlarinda ve ¢ocuklarda
ishal olgularinin en 6nemli etiyolojik ajanlarindan birisi
olarak tanimlanan Grup A rotaviruslarin KKTC'de yenidogan
ishalli buzagilarda yayginhgi, hastaligin neden oldugu
ekonomik kayiplarin boyutu ve rotavirus genotipleri
konusunda herhangi bir bildirim bulunmamaktadir.

Bu calismada bir isletmede buzagilarda gézlenen ishal
olgularindan saptanan Grup A rotavirusun G ve P genotipleri
sorgulanmistir. Elde edilen veriler saha virusunun G6 ve
P[11] genotipinde oldugunu ortaya koymustur. Saptanan
G ve P tipleri, dolayisiyla G/P genotip kombinasyonu,
sigir rotaviruslari igin Turkiye © ve diger bazi tlkelerde ©
siklikla tanimlanmistir. Epidemiyolojik anlamda en 6nemli
rotavirus G genotipleri G6 ve G10; P genotipleri ise P[1], P[5]
ve P[11] olmakla birlikte &1, farkli genotip ya da genotip
kombinasyonuna sahip rotaviruslar da 7' bildirilmistir.
Fodha ve ark®! Tunus'ta sigirlarda G6 ve G8 genotipleri ya
da bunlarin her ikisinin bircok isletmede yaygin oldugunu
bildirmisler ve ticari asilarin G6 iceriyor olmasi nedeniyle G8
genotipin ekonomik anlamada tehlikesine dikkat cekerek,
G6/G8 divalent asi kullanimini 6nermislerdir. Bu calismada
her ne kadar KKTC'deki bir isletmede buzagilarda olusan
ishale neden olan rotavirusun G ve P tiplendirme verileri
sunulmus ise de, belirlenen genotiplerin ve G/P genotip
kombinasyonunun, buzadi ishallerinde siklikla saptanan
G ve P genotipinde/genotip kombinasyonunda olmasi,
tesadiifi bir bulgudan daha ¢ok, KKTC'de buzagi ishallerinin
en azindan onemli bir kismindan sorumlu genotiplere
isaret eden bir bulgu olarak degerlendirilmistir. Bununla
birlikte bu degerlendirmenin teyide muhtag¢ oldugunu
ve daha ¢ok sayida enfekte buzagidan saglanan materyal
kullanilarak yapilan serolojik ve molekuler karakterizasyon
calismalarina ihtiya¢ duydugunu da hatirlatmakta yarar
bulunmaktadir.

Sonug olarak, bir 6n bildirim niteliginde olan bu
calismada, KKTC'de en azindan G6P[11] genotipli rota-
viruslarin varligi saptanmistir. Planlanan yeni ¢alismalar
kapsaminda KKTC'de enfeksiyonun yayginligi, ekonomik
kayiplarin dizeyi, farkh yerlesim yeri ve isletme tiplerinde
bulunan buzadilarda saptanan rotaviruslarin molekiler
karakterizasyonuna iliskin bilgilerin edinilmesi sonrasinda,
enfeksiyondan korunmak icin asi kullanimi ve ticari as
tercihleri konusunda bir yaklasimda bulunulmasi da
mimbkin olabilecektir.
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