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 ריצקת

 תויתמישנ תולחמל םרוגה RNA גוסמ ףיגנ וניה ,Bovine coronavirus (BCoV) רקבב הנורוקה ףיגנ

 םינוסיח .רקבהו בלחה תיישעתל םייתועמשמ םיילכלכ םידספהלו םינוש הרג ילעמבו רקבב םייעמ תולחמו

 תחוור תא רפשלו וללה םידספהה תא תיחפהל ידכ שומיש םהב השענו םלועה יבחרב וחתופ םינוש םיירחסמ

 ידכ הטלמהה ינפל תורפ ןסחל ץלמומ ,BCoV דגנכ רקב ןסחל הבוח ןיאש תורמל ,לארשיב .םייחה ילעב

 תומשוימה תויתרגשה םינוסיחה תוינכות תורמלש ןייצל שי .םורטסולוקה ךרד םילגעל תוניסח קינעהל

 םיכישממ ולא תווחב םיבר םירגוב םילגעו תורפש ךכ לע ועיבצה םיינכדע חטש ירקחמ ,תותפר רפסמב

 תיטנג םינוש ולא םייח ילעב םיקיבדמה BCoV-ה ינז יכ ונרעיש ,הלא םיאצממ לשב .BCoV ימוהיזמ לובסל

 הריקח ונכרע וז הרעשה רוקחל ידכ .BCoV ימוהיז ינפמ ןגומ וניא ןסוחמה רקבה ןכלו ןוסיחה ינזמ

 הריקחה תואצות .לארשי יבחרב תולודג תותפר רפסמב BCoV לש ףקיה תבחר תירלוקלומ תיגולוימדיפא

 ןוגכ םילבוקמה ןוסיחה ינזמ תיטנג םינוש רשא ,לארשיב םיצופנש BCoV לש םינוש םינז לש תוחכונ וארה

 םיצופנה םינזה ינפמ רקבה לע הנגהב םויכ םימייקה BCoV ינוסיח לש תוליעיה תא ןוחבל ידכ .Mebus-ה ןז

 יתש ןתמ ךות ,םינוש םיירחסמ םינוסיח השולשב הטלמהה ינפל תורפ 60-מ הלעמל ונסיח לארשיב םויכ

 תא ךירעהל ידכ םינוש םינמזב םורסו םורטסולוק ,)תעבטה יפו ףא( םישוטמ ונפסא .הרפ לכל ןוסיח תונמ

 תורפהמ קלחש ךכ לע ועיבצה םישוטמה לש RT-qPCR תוקידב .תוטילממה תורפה לש תוניסחה תמר

 המכב םילרטנמה םינדגונה תומר ךס לש הדידמ .ןוסיחה ירחאו ינפל BCov-ל תויבויח ויה תונסוחמה

 םייוסינ .ןוסיח רחאל BCoV-ל תיפיצפסה Ab תבוגתב היילע התליג אל םורטסולוקהו םורסה תומיגדמ

 ףיגנה לש Spike תפטעמה ןובלח לש הנבמהש וארה םינורטקלא תיפוקסורקימ תועצמאב םיינושאר םיינבמ

 סיסבה תא הווהמ הז רקחמ .הנורוקה יפיגנ לש Spike ה ינובלח לש ינונקה הנבמל המוד IRS2182 ילארשיה

 םיירחסמה םינוסיחה לש תוליעיה תקידבלו BCoV ה ףיגנ דגנכ תינוסיחה הבוגתה לש רתוי הקומע הנבהל

  .ףיגנה דגנכ רתוי ליעי ןוסיח לש ידיתע חותיפ ךרוצל לורטנה יפוטיפא לש ינבמ ןויפאל ןכו םויכ םימייקה
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 יעדמ עקר
 קשמה תויח לש ןתחוור לע הרימש ךרוצל הנוילע תובישח הנשי קשמ תויח לש תוימוהיז תולחמ רקחל

 לש חותיפ ךרוצל תובר עייסל הלוכי הלחמה םרוג דגנכ תינוסיחה הבוגתה תנבה .םיילכלכ םיקזנ תעינמו

 .יאלקחה לש ילכלכה קזנה תא רעזמלו קשמה תויח תחוור תא רפשל ךכבו םייתעינמ םינוסיח וא/ו תופורת

 RNA גוסמ )envelope virus( תפטעמ ףיגנ וניה ,Bovine coronavirus (BCoV) רקבב הנורוקה ףיגנ

 .)SARS-Cov, MERS-CoV, SARS-CoV-2 )1 ה יפיגנ תא םג תללוכה ,Coronaviridae ה תחפשממ

 םונגה לש הלפכהה בלשב תושחרתמה תויצטומ לש הובג תורידתב םיעודי תאז החפשמל םיכיישה םיפיגנ

 ,ןכ ומכ .)1( םישדח םינסכאמ לש הקבדהל הריהמ המאתה רובעל ףיגנה לש תלוכיל תמרותה העפות ,יפיגנה

  .ףיגנה דגנכ תיביטקפא תינוסיח הבוגת לש תריציב תשכרנה ןוסיחה תכרעמ לע השקמ תויצטומה יוביר

 תומרוג רשא םינוש הרג ילעמבו רקבב םייעמ תולחמו תויתמישנ תולחמל םרוג רקבב הנורוקה ףיגנ

 )1( :תוקהבומ תוינילק תונומסת רפסמל רושק ףיגנה .)2( רקבה קשמל םייתועמשמ םיילכלכ םידספהל

Winter dysentery (WD) לש בלחה תקופתב תקהבומו הדח הדיריו רגוב רקבב ימד לושלשב תנייפואמה 

 תנייפואמו םהייח לש םינושארה תועובשב םילגעב תעגופה calf diarrhea (CD) )2( .)3( תובלוח תורפ

 םיאליגב רקבב המישנה יכרדב םימוהיז )3( .)3( התומתל ףא םיבר םירקמבו ,ימד םיתיעל ,רומח לושלשב

 bovine respiratory diseaseמ קלחכ( תרכינ התומתלו בלחה תקופתב הדיריל םורגל םילוכיה ,םינוש

complex (BRDC)( )4(. 

 ףיגנ וא סדנוהמ יח ףיגנב שומיש לע םיססובמה רקבב הנורוקה ףיגנ דגנכ םיירחסמ םינוסיח רפסמ םנשי

 Mebus -ה ןז ,םינז ינשמ דחא םירקמה בורב םיליכמה )modified live or inactivated vaccines( תמומ

 לש טלחומה בורב ומכ ,לארשיב ,םויהל ןוכנ .C-197 ןז וא ))5( הנש םישימחכ ינפל דדובש ןושארה ןזה(

 תנמ לע הטלמה ינפל תורפ ןסחל הצלמה אלא רקבב הנורוקה ףיגנ דגנכ ןוסיח תבוח ןיא ,םלועה תונידמ

 תויוצרפתה ינפב ףושח רקבה קשמ תא הריתומ ןוסיחה תבוח רדעה .םורטסולוקה ךרד דלוול הנגה קפסל

 םינוש רקב יקשמב ףיגנה לש תויוצרפתה לש בר רפסמב אוצמל ןתינ ךכל תודע .רקבב הנורוקה ףיגנ לש

 )2017 תנשב קחצי רינ קשמב הרומחה תוצרפתהה ללוכ ,2017-2021 םינשה ןיב םינוש םירקמ 250 כ( ץראב

 .)6( םיאלקחל םירומח םיילכלכ םיקזנ ומרג רשא

 םינוסיחה תוליעי יבגל םינותנב יתועמשמ רוסחמ ונשי ,תובר םינש רבכ םימייק םיירחסמ םינוסיחש ףא לע

 תורפ ןוסיח לש תלוכיה יבגל ןכו CD ו WD  דגנכ ןמז ךרואל (protective immunity) תינוסיח הנגה תריציב

 הנגה רוציל םילוכי םניא ולא םינוסיחש וארה ףא םירקחמ .םילגעל הליעי תינוסיח הנגה קפסל הטלמה ינפל

 הדבועהמ תעבונ םויכ םימייקה םינוסיחה םע תפסונ היעב .)7(וBRDC-ה תולחמ דגנכ חווט תכורא תינוסיח

 ההובגה תיטנגה תונושה ןתניהב .םינש תורשע ינפל ודדובש םיפיגנ לע םיססובמ םויכ םיגוהנה םינוסיחהש

 תואדו יא הנשי ,(viral escape) תשכרנה ןוסיחה תכרעממ קומחל תלוכי ףיגנל הנקמה ,)7( הנורוקה יפיגנ לש

  .רקבה תייסולכוא תא םויכ םיקבדמה ףיגנה ינז דגנכ םינוסיחה תוליעי יבגל

 ץראב םינוש רקב יקשמב בחרנ רקס וכרע לוס  ףסא ר"ד תושארב ירנירטווה ןוכמה ירקוח ,הנורחאה םינשב

 םינוש םיקשממ םישדח םיפיגנ תורשע ודדוב הז רקסב .לארשיב םיצופנה ףיגנה ינז תא ןייפאל הרטמב

 ורבע ולא םיפיגנ .םירורב םיינילק םינמיס וארה רשא תובלוח תורפמ ודדוב ולא םיפיגנ .)6( לארשי יבחרב

 םינזה ךותב תיטנגה תונושה תעיבקל יטנגוליפ חותינו Spike (S)-ה ןובלח ףצר לע ססובמה ירלוקלומ ןויפא

 םייטנג םיטנייראו רפסמ םימייק יכ וארה רקסה תואצות .Mebus ביכרתה ןזל ולא םינז ןיבו םיימוקמה



בלחה תצעומ םעטמ 0001-828 רפסמ קנעמ רובע םכסמ יעדמ ח"וד  

 
 .ביכרתה ינז ןיבל ץראב םויכ םיצופנה םינזה ןיב תיטנג תונוש הנשי יכו ימוקמה קשמב רקבב הנורוקה ףיגנל

 לש הריצי ךרוצל לארשיב םויכ םיגוהנה םינוסיחה לש תוליעיה יבגל הלאשה תא םיקזחמ ולא םיאצממ

 .הליעי תינוסיח הנגה

 

 רקחמה תורטמ
 )Humoral immunity( תשכרנה תילרמוהה תינוסיחה הבוגתה תא רוקחל הניה וז רקחמ תעצה תרטמ

 הנורוקה ףיגנ דגנכ טרפב )antibody neutralization response( תלרטנמה תינוסיחה הבוגתהו ,ללכב

  .ןסוחמ רקבבו עוגנ רקבב

 יעבט ןפואב עוגנ רקבב BCoV דגנ םינדגונה לורטנ תבוגת לש הקומע הנבהש איה ונלש הדובעה תרעשה

 ושמשי BCoV לש תפטעמ ינובלחב לורטנ יפוטיפא לש ההובג היצולוזרב ןויפאו ןסוחמ רקב תמועל

 רועזמלו קשמה תויח תחוור רופישל ומרתי ךכבו רפושמ יתעינמ ןוסיח לש הנבמ ססובמ ןונכתל המרופטלפ

  .יאלקחה לש ילכלכה קזנה

 :תואבה תורטמה תועצמאב וז העצה לש תורטמה תא גישנו ונלש הרעשהה תא ןחבנ ונא

 יבחרב רקב תווחב תונוש תוינילק תונומסתל םימרוגה םיימוקמ BCoV ינז לש דודיבו ןויפא :1 הרטמ

 .לארשי

 .רקבב BCoV דגנ תשכרנה תילרומוהה תוניסחה רקח :2 הרטמ

 םינדגונ ידי לע םיהוזמ רשא םייפיגנה תפטעמה ינובלחב לורטנ יפוטיפא לש ינבמו ימיכויב ןויפא :3 הרטמ

 .)neutralizing antibodies (nAbs)( םילרטנמ

 

 

 תואצות
 יבחרב רקב תווחב תונוש תוינילק תונומסתל םימרוגה םיימוקמ BCoV ינז לש דודיבו ןויפא :1 הרטמ

 .לארשי

 .BCoV םיימוקמ םינז  ןויפא :1.1 הרטמ

 Spike ה ןובלח לש אלמה ןגה תא ונפצירו ונרבגה ,לארשיב םויכ םימייק רשא BCoV ינז תא ןייפאל ידכ

(S) ל תויבויחכ ורשוא רשא ,תוינילק תומיגד 18-מ-BCoV ידי לע RT-qPCR. ןיב ולבקתה ולא תומיגד 

 )calf diarrhea( םילגע לושלש ,WD מ םילבוסה םילגעו תותמו תולוח תורגוב תורפמ 2017-2022 םינשה

 האוושה .)1 הלבט( לארשי יבחרב תורוזפה רקב תווח 15-מ )pneumonoenetric infections( תואיר ימוהיזו

 ונימא תוצמוח 87-ב תופלחה התליגMebus  ה ןז םע םיימוקמ BCoV ינז לש ונימאה תוצמוח יפצר לש

 )D1260N ,ןיגרפסאל תיטרפסא הצמוח( 1260 הדמעב  ונימא תצמוח לש תדדוב הפלחה .)1 רויא( S ה ןובלחב

  .םיילארשיה םידודיבה לכב ילאיצנטופ היצליזוקילג רתא תרצוי
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   ה ןז ,סוחייה ןזמ םינוש םיילארשיה םינזה לכ יכ הארה ונימאה תוצמוח יפצר לע ססובמה יטנגוליפ חותינ

Mebus, יכ ןייצל שי .)2 רויא( הפוריאב ודדובש םיפצרל םימוד םה ךא ,היסאו הקירמאמ םירחא םינזו 

 הלידבמ D1260N לש הפולחתהש ךכ לע עיבצה םינותנה ירגאמב BCoV Spike ינובלח לכ לש יפציר חותינ

  .םייפוריאה םינזה ןיבל םייתאיסאהו םיאקירמאה םינזה ןיב

Farm  Sample Site of collection/Source Collection year Clinical syndrome Location  Animal status 

1 ISR2218 Rectal Swab 2020 Winter dysentery Central Alive 

2 ISR2391 Rectal Swab 2017 Winter dysentery South Alive 

3 ISR2382 Rectal Swab 2018 Winter dysentery South Alive 

4 ISR1348 Rectal Swab 2019 Winter dysentery North Alive 

5 

ISR2292 Rectal Swab 2020 Winter dysentery South Alive 

ISR3204 Rectal Swab 2021 Calf diarrhea South Alive 

6 ISR1601 Rectal Swab 2018 Winter dysentery South Alive 

7 ISR1310 Rectal Swab 2022 Winter dysentery Central-S Alive 

8 ISR1309 Rectal Swab 2022 Pneumonoenteric Central-N Alive 

9 ISR1239 Tissues 2022 Calf diarrhea North Dead 

10 ISR2182 Rectal Swab 2020 Winter dysentery East Alive 

11 ISR1146 Rectal Swab 2021 Winter dysentery Central-N Alive 

12 ISR2063 Lung 2021 Respiratory North-E Dead 

13 

ISR1429 Tissues 2022 Pneumonoenteric North Dead 

ISR1371 Rectal Swab 2022 Calf diarrhea North Alive 

ISR1273 Tissues 2022 Pneumonoenteric North Dead 

14 ISR1204 Tissues 2022 Pneumonoenteric North-E Dead 

15 ISR1262 Rectal Swab 2021 Winter dysentery South Alive 

Table 1. Local bovine coronavirus strains isolated from animals suffering from different clinical syndromes 
detected on major farms in Israel between 2017 and 2022 
 

Figure 1. Compares the deduced amino acid sequences of the full spike glycoprotein of the local Bovine 
coronavirus (BCoV) isolates. The sequences were aligned using the Geneious protein alignment tool and included 
only different amino acids in at least one isolate.  

 

D1260N 
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-ב לארשי חרזמ-ןופצ רוזאב תמ לגע לש תואירמ דדובש ISR2063  יתמישנה ןזה יכ הארמ תואצותה חותינ

 ץראה זכרמב הירטנזידב עוגנ םייח לעב לש תעבטה יפמ חקלנש שוטממ דדובש ISR1146 ןזל ההז היה 2021

 תונומסתמ לבסש לגעו לגע לש לושלשמ ודדובש BCoV ינז ינש ,ףסונב .)1 הלבטו 2 רויא( הנשה התואב

 םיפצרמ רתוי הרורב הרוצב וצבקתה )1 הלבט ,13 'סמ הווח( ISR1429 ו ISR1371 ,הווחה התואב תואיר

 לע תומרגנ BCoV לש תונוש תוינילק תונומסתש ךכ לע תועיבצמ ולא תואצות .תאז הצובק-תתב םירחא

 תנשו םוקימ ךמס לע םיצבקתמ  BCoVינזש ונלש תמדקומה הרעשהה תא םיששאמו םיפיגנ םתוא ידי

 חותינ ונעציב ,םיימוקמה BCoV  ה ינז לש תוצובקל הקולחה תא תמאל ידכ .)8( הלחמה גוס אל ךא דודיבה

 המודב .םיימוקמ  BCoV ינז 20-מ הלעמל לש  HEה ןג לש םיאלמ םיפצר לע ססובמה יאמצע יטנגוליפ

 .תינילקה תנומסתל רשק אלל וצבקתה ונלש םיימוקמה BCoV-ה ינז ,S ה ןובלח לש םיפצרה לש חותינל

 

 .םיאת תויברתב םיימוקמ BCoV  ינז לש לופכישו דודיב :1.2 הרטמ

 ינחבמ ןוגכ םיידוקפתו םיימיכויב םירקחמ עוציבל ץוחנ םיאת תויברתב BCoV לש הדש ינז לש דודיב

 ירבוע לש תוילכ יאתב הנושארל דדוב ףיגנה ,)9( 1972 תנשב BCoV לש ירקמה יוליגה רחאל .לורטינו רושיק

 היה ,םיינושאר םיאת לש רתוי ךורא תוטשפתה ןמזו לבגומה הלידגה לאיצנטופ לשב ,תאז םע .)10( רקב

 ,ךכ םשל .BCoVיפיגנ לש ליעי לופכשו דודיבב ךומתל תולוכיש םייתדבעמ םיאת תורוש לצנלו חתפל יחרכה

 ינז בורש תורמל .)11 ,7( םינוש םירמתומ םיאת תורושב BCoV לדגלו דדובל םלועה יבחרב תונויסינ ושענ

  ה ןז תא לשמל ,םינזהמ קלח תאש חכוה ,)12( םיאת תיברתב הבוט הרוצב םילדג םניא BCoV לש הדשה

Mebus, םיישונא תעבטה יפ ןטרס יאתב דדובל ןתינ )human rectal tumor clone-18G (HRT-18G)(. 

 תא ונקדבו  HRT-18G יאתב BCoV לש םיימוקמ הדש ינז 23-כ םיאת תויברתב דדובל וניסינ ,הז רקחמב

 ושמיש תורפ ירגיפ ירבא לש םיינגומוהה םינינסתהו )תעבטה יפ/ףאה( םישוטמ .RT-qPCRידי לע םלופכש

 תומיכ ידי לע הרטונ ףיגנה תלידג .HRT-18G יאתב ףיגנה לש יתרדס רבעמ ידי לע םיפיגנה תא דדובל ידכ

Figure 2. Phylogenetic tree and amino acid sequence alignment of HE gene of local BCoV strains. (A) The 
phylogenetic tree was generated based on varying HE protein amino acid sequences using the neighbor-joining 
method with 1000 replicates in Geneious prime alignment software. (B) deduced sequences of partial HE protein 
of local BCoV strains aligned to the Mebus reference sequence.  
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 םיארמ םינותנה .לופכשה תוליעי תקידב ורבע החלצהב ודדובש םינזה BCoV N. ןגה לש RNA קתעה רפסמ

 .~52% לש החלצה רועיש םיגציימה )3 רויא( Mebus ה ןז תא ןכו םיימוקמ םינז 12 דדובל ונחלצהש

HRT-18G לש לודיגה ,ךכיפל .ישונא רוקממ םיאת תרוש אוה BCoV יעוריאל םורגל הלולע ולא םיאתב 

 ייוסינ ונעציב ,תיברתב םיאתב BCoV דודיבל םייפולח םיאת יווק אוצמל ידכ .[3] םייטונואוז הרבעה

 baby( םירגוא ירוג לש תוילכ יאתב םג לפכתשהל לוכי BCoV ה ףיגנ יכ ונאצמו םיאת תורוש רפסמב הקבדה

hamster kidney (BHK)(. םייטנניבמוקר םינוסיח רוצייב השמיש וז םיאת תרוש )הלפכהה ייוסינ .)13 

 ןשארה חווידה והז ונתעדי יפל .BHK יאתב )Mebus ה הז ללוכ( םינז 7 לדגלו קיבדהל ונחלצה יכ םיארמ

 .BCoV ה ףיגנב BHK יאת לש תחלצומ הקבדה לע

 

 

 

 

 

 

 

 

 .רקבב BCoV דגנ תיביטפדאה תילרומוהה תוניסחה רקח :2 הרטמ

 דגנכ םינדגונ רוציי ררועל קושב םויכ םימייקה םיירחסמ םינוסיח לש תולעיה תקידב :2.1 הרטמ

 .םיימוקמ  BCoV ינז

 ףיגנה דגנכ םינדגונ לש הריצי ררועל םילוכי םויכ םימייקה םיירחסמה םינוסיחה םאה ונקדב ,וז הרטמב

 יתשב הנושאר הטלמה ינפל תורפ 60-כ ונסיח ךכ םשל .םייוושכע BCoV ינז ינפמ רקבה לע ןגהל תלוכי ילעב

 הנושארה הנמה ןיב םידירפמ תועובש השולש רשאכ ,םינוש םיירחסמ BCoV ינוסיח השולשמ דחא לש תונמ

 Rotavac (Bharat Biotech), Rotagal (Pharmagal-Bio), and ScourGuard :וללכ םינוסיחה .היינשהו

(Zoetis). ידי לע הקבדהה בצמ BCoV תואצמה תקידב ידי לע ןוסיחה ךילהת ךלהמב רטונ ולא תורפ לש 

 .)boost( טסובה תנמ תניתנו ןוסיחה ןמז ינפל ופסאנש ןהלש ףאהו תעבטה יפ ישוטמב יפיגנ א"נר לש

  םילרטנמה םינדגונה תבוגתו םינדגונ לש תללוכה הבוגת תקידבל םורטסולוקו םורס תומיגד ונפסא ,ליבקמב

 םישדוח 12-ו הטלמהה רחאל דימ ,טסובה ןוסיח ינפל ,ןוסיחה ינפל ופסאנ םימורסה .תונסוחמה תורפה לש

 .הטלמהה רחאל דימ ופסאנ םורטסולוק תומיגד .הנושארה הנמה רחאל
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Figure 3. Growth kinetics of isolated BCoV strains in HRT-18G (A) and BSR-T7 cells. Cells were inoculated with 
a 1:10 dilution of each virus strain and incubated for 72 hours, followed by a Real-Time reverse transcription PCR 
(RT-qPCR) reaction to determine Virus replication. The RNA log copy numbers were calculated and plotted for 
each strain at To and T72. An increase in log copy numbers indicates successful replication. 
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 האוצב BCoV תואצמיהל תויבויח ויה תורפהמ 21%-ו 13.5% יכ וארה RT-qPCR תואצות חותינ

 םייחה ילעב רפסמ ,הנושארה הנמה רחאל תועובש השולש .ןוסיחה ינפל ,המאתהב ,ףאה תושרפהבו

 םירקמ רתוי רשאכ ,)4 רויא( המאתהב ,38.5%-ו 19%-ל הלע ףאה תושרפהבו האוצב BCoV-ל םייבויחה

-ל תויבויח ויהש תורפהמ תיצחמכ ,ןכ ומכ .)4 רויא( ScourGuard ןוסיחה תא ולביקש םייח ילעבב ומשרנ

BCoV מ ולבס רבכ טסובה םורט ףא שוטמ תקידבב-BCoV ןוסיחה תליחת ינפל. 

 

-ELISA )Enzyme גוסמ רושיק ינחבמ ונכרע BCoV דגנכ םייפיצפס םינדגונ תואצמיה לש הניחב ךרוצל

linked immunosorbent assay(. תוכרע ELISA דגנכ םינדגונ תואצמה תניחבל תוירחסמ  BCoVתומיק 

 דגנכ םינדגונ תואצמה תניחבל שמשל תלוכי וניא ןכ לעו ןגיטנא לש דחא גוס תוליכמ ולא תוכרע םלוא ,קושב

 תויברתב ונלדיג םתוא םיימוקמה BCoV ה יפיגנ ובש ELISA ןחבמ ונחתיפ ,ךכש ןוויכ .םינוש BCoV ינז

 הקידב ידי לע התמוא ונלש השדחה הקידבה תונימא .םינדגונ תואצמה תקידבל ןגיטנאכ םישמשמ םיאת

 SVANOVIR BCV-Ab, INDICAL( תירחסמ BCoV ELISA תכרע םע םורס תומיגד המכ לש תרזוח

BIOSCIENCE(. תוינושארה תואצותה .5 רויאב גצומש יפכ ,תומוד תואצות ובינה תוכרעה יתשש ןייצל שי 

 םינדגונ לש הדידמל תונתינ תומר ויה ומגדנש תורפה בורלש וארה ונלש הכרעה םע םורסב ELISA לש

 וקבדנ ןהש זמרמש המ ,)5 רויא( ןוסיחה ינפל דוע Mebus ה ןזו )ISR2182( ימוקמ BCoV ףיגנ דגנ םורסב

 םינדגונ תבוגתב היילע התייה אל ,ומגדנש םיבר םייח ילעבב ,ןכ ומכ .םינוסיחה ולביקש ינפל יעבט ןפואב

 המר ופשח םורטסולוק תומיגד תקידב לש תוינושאר תואצות .)5 רויא( ןוסיח רחאל BCoV-ל תיפיצפסה

 .)5 רויא( Rotavac ןוסיח ילבקמ לצא דחוימב ,Mebus ןז דגנ BCoV-ל םייפיצפס םינדגונ לש רתוי ההובג
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Figure 4. BCoV prevalence in dams vaccinated with three different commercial BCoV vaccines. (A) Overall 
prevalence in rectal and nasal swabs. (B) Prevalence in rectal swabs. (C) Prevalence in nasal swabs.The swabs 
were collected before vaccination and three weeks after the first dose and tested for BCoV RNA by a Real-
Time reverse transcription PCR (RT-qPCR) reaction.  
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 )neutralization assays( לורטנ ינחבמ

 )cytopathic effect (CPE)( יטאפוטיצ טקפא לש הריציה איה ףיגנב הקבדה לש ןיעל תוארנה תואצותה תחא

 םירקחמ עוציבלו םיפיגנ לופכש רקחל לוז ילככ םיפיגנ רקחב בחרנ ןפואב הלצונ וז העפות .םיחראמה יאתב

 ,תאז םע .)virus neutralizing antibody (VNT(( םיפיגנל םילרטנמ םינדגונ תוקידב ןוגכ םיילנויצקנופ

 תא תמכל ישוקה ,HRT-18G יאת דחוימב ,תובר םיאת תורושב CPE-ל םרוג וניא BCoV ה ףיגנש ןוויכמ

 וניאש שדח VNT לוקוטורפ ונחתיפ ,וז הדבוע לשב .וניעב רתונ םיבר םינז דגנכ םילרטנמה םינדגונה תמר

 םורטסולוקהו םורסה תומיגד לש לורטנה תובוגת תדידמל RT-qPCR-ב שמתשמ אלא CPE לע ךמתסמ

 לש ליפורפב םירכינ םילדבה לע ועיבצה תונסוחמ תויח עברא לש םורס םע תוינושאר תואצות .ופסאנש

 VNT-ה ,ELISA תקידבל המודב .)6 רויא( ןמזה תודוקנ שולש ןיב האוושהב BCoV דגנכ םילרטנמ םינדגונ

 רחאל VNT רטיטב תיתועמשמ היילע התייה אל ,םתיצחמב .ןוסיחה ינפל יעבט ןפואב וקבדנ תויחהש הליג

 .)6 רויא( ןוסיח

 

 

  

Figure 5. ELISA binding experiments. (A) Validation experiments were conducted with four serum samples using 
our kit coated with local BCoV isolate (ISR2182) as an antigen and commercial ELISA kit. (B) ELISA of serum 
from vaccinated animals against the Israeli ISR2182 and Mebus virus cultured in BSR-T7 cells. For each animal, 
three time points were tested - pre-vaccination, pre-boosting, and after-calving. C) ELISA of colostrum harvested 
from vaccinated dams against ISR2182 and Mebus strains 
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 םינדגונ לורטנב םידקוממה תיפיגנה תפטעמה ינובלחב לורטנ יפוטיפא לש ינבמו ימיכויב ןויפא :3 הרטמ 

(nAbs). 

 .spike BCoV ינובלח לש יטנניבמוקר יוטיב :3.1 הרטמ

 חותיפבו תפטעמה ינובלח לש ילנויצרה ןונכתב ךומתל ידכ ינויח לורטנה יפוטיפא לש ההובג היצולוזרב ןויפא

 ןויקינו יוטיב תומרב םילרטנמ םינדגונו תפטעמה ןובלח לש יטנניבמוקר יוטיב שרודה רבד ,יתעינמ ןוסיח לש

 ללכ ךרדב םהש ןוויכמ רגתאמ אוה תיטנניבמוקר תיפיגנ תפטעמ ינובלח לש יוטיבה ,תאז םע .םיהובג

 ןובלח תא בצייל ךרוצ שי ,ךכיפל .הדבכ היצליזוקילג ילעבו םיביצי אל ,םילודג הנרבממ יצוח םינובלח

 תא לעיילו ,)םיקרחו םיקנוי יוטיב תוכרעמ( תוילמיטפוא ןובלח יוטיב תוכרעמב ותוא אטבלו תפטעמה

 ףיגנ ינובלח לש יוטיבה לע ונלש עדיה תא דואמ הלידגה COVID-19 תפגמ תוצרפתה .יוטיבה לוקוטורפ

 Esposito, 2020{ םינימז (hCoV)  ישונא רוקממ Spike ה ינובלח יוטיבל םילוקוטורפ רפסמ .הנורוקה

#82;Schaub, 2021 #83{ ה ןובלח לש יוטיבה לוקוטורפ לויכ ךרוצל ונתוא ושמישו BCoV Spike. 

 םינדגונו ןוסיח חותיפל ירקיעה דעיה אוה )CoV prefusion Spike( יוחיאה ינפלש בצמב  Spikeןובלח

 םירקחמ ,ךכיפל .ביציה אלמה Spike ןובלח תא יטנניבמוקר ןפואב רצייל השק ,תאז םע .םיילופיט

 Spike  )solubleה ןובלח לש יאת ץוחה קלחה יוטיבב ודקמתה hCoV Spikes לש םיינבמו םיימיכויב

ectodomain( םייוניש רפסמ יכ ואצמ םינוש םירקחמ .סיסמ ןובלחכ )designs( תויתדוקנ  תויצטומו 

 ולא םירקחמ סיסב לע .prefusion [28, 29] בצמב  Spike ה ןובלח בוצייל תומרות

 BCoV spike ectodomain ה ינובלח תא ונאטיבו ונבציע

(S Ecto) ה ןז לש Mebus ימוקמה ןזהו ISR2182. 

 םיקנוי יאת תורוש ,Exi293 יאתב ואטוב S Ecto ה ינובלחה

 שרפוה ןובלחה .םינובלח לש רתיב יוטיבב םיחמתמה

 תנולוק תועצמאב הקונ ןובלחה אהב בלשב .לודיג םוידמל

 Gel תנולוק תועצמאב ןכימ רחאלו  Strep Tactin תויניפא

Filtration )7 רויא(.  
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Figure 6. Serum Virus neutralization test experiments. (A) VNT on the serum of four animals against Israeli 
BCoV strain (ISR2182). The serum was collected at pre-vaccination, pre-boost, and after calving. (B) Correlation 
plot of VNT titer at three serum collection points against their ELISA optical densities. The plot reveals a strong 
relationship between the VNT and ELISA test outcomes. 
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 .ISR2182 ימוקמה ןזה לש Spike ה ןובלח לש הנבמה ןורתפ :3.2 הרטמ

 םינורטקלא תיפוקסורקימ תועצמאב S Ecto ה ינובלח לש הנבמה תעיבק ךרוצל ושמיש םיקונמה םינובלחה

)Cryo Electron Microscopy, Cryo-EM(. ה ןובלח תא ונאפקה ןושאר בלשב S Ecto ה ןז לש Mebus ו 

IRS2182. ה ןובלח S Ecto ה ףיגנ לש IRS2182 ינבמ עדימ ףוסאל ונכשמה ןכ לעו תינגומוה הרוצב אפק 

 תא ענמש רבד )preferred orientation( ינגומוה אל ןפואב אפק Mebus ה ןז לש S Ecto ה ןובלח .ורובע

 לש S Ecto ה ןובלח לש הנבמהש וארה הכומנ היצולוזרב תוינושארה תואצותה .ינבמה עדימה ףוסיא ךשמה

  .)8 רויא( הנורוקה יפיגנ לש S ינובלח לש ינונקה הנבמל המוד IRS2182 ה ףיגנ

 תא רפשל תנמ לע םינבמה םייוסינה םע םיכישממ ונא

 S Ecto ה ןובלח יבגל ינבמ עדימ לבקל ןכו היצולוזרה

  .Mebus ה ןז לש

 

 

 

 

  

Figure 8. Single-particle cryo-EM 2D classifications 
of ISR2182 Spike ecto. 
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 ךשמהל תוינכות

 תלרטנמה תינוסיחה הבוגתה תניחב

 in vitro( תיפיגנ-ודוספ לש תכרעמ םיחתפמ ונא תלרטנמה תינוסיחה הבוגתה תא ןוחבלו ךישמהל תנמ לע

BCoV pseud-virus neutralization assay( תלוכי אלל ףיגנ ייומד םיקיקלח לש הריצי לע תססובמה 

 תלוכיה תניחב ךרוצל תדעוימ תאז תכרעמ .קיקלחה לש תפטעמה לע Skipe ה ןובלח תא םיליכמה הקבדה

 תינוסיחה הבוגתה תא ןוחבל תלוכיה איה וז תכרעמ לש הקזוחה .תיפיגנה הקבדהה תא לרטנל םינדגונ לש

 ונחלצה אלש םיפיגנ ללוכ םיפיגנ לש בר רפסמ לש לורטנה תא ןוחבל ןכו Spike ה ןובלח דגנכ תיפיצפסה

 םינדגונה לש לורטנה תלוכי יבגל ונלש תונקסמה תא וססבי ולא לורטנ ינחבמ תואצות .םיאת תויברתב לדגל

 .תונסוחמה תורפה לש םורטסלוקו םורסב םימייקה

 Spike ה ןובלחב לורטינה יפוטיפא לש ינבמ ןויפא

 Spike ה ןובלח לש הנבמה תעיבקבו םינוש םיפיגנ לש S Ecto ינובלח לש יוטיבה תונויסינב ךישמנ ונא

 םינוש םינז לש Spike ה ןובלח לש receptor binding domain ה רוזא תא אטבנ ונא ןכ ומכ .הובג היצולוזרב

 .םילרטנמ םינדגונ לש דודיב ךרוצל

 תבוגת וארהש תורפ לש םדמ םילרטנמ םינדגונ דדובנ ,םילרטנמ םיפוטיפא לש ינבמו ימיכויב ןויפא ךרוצל

 single-cell sortin ב שומיש ידי לע םד תומיגדמ  Spikeל םייפיצפס B יאת רישענ ,תישאר .ההובג לורטינ

 ףצרה תא ףצרנ ונא ןכמ רחאל .םירופרואולפ ידי לע ןמוסיש יטנניבמוקרב אטובמה Spike Ecto-ה תועצמאב

 .יוטיבל דימסלפ ךותל םהלש ןגה תא טבשנו םידדובמה B יאתהמ םינדגונה לש הלקהו הדבכה תרשרשה לש

 תנולוק תועצמאה וקוני םינדגונהו ונלש הדבעמב תונימזה םיקנוי לש יוטיבה תוכרעמב ואטובי םינדגונה

  .תויניפא

 שמשי הז עדימ .לורטנ יפוטיפא לש ההובג היצולוזרב ןויפאל תוינבמו תוימיכויב תוטישב שמתשנ ונא

 בוט תלרטנמ תינוסיח הבוגת םיררועמה םינגיטנא רצייל תפטעמה ינובלח תא בצעל ידכ םיידיתע םירקחמב

 לורטנהו רושיקה ייוסינ לע רוזחנ ןושאר בלשב .BCoV דגנ רתוי ליעי ןוסיח חותיפל סיסב ווהי ךכבו ,רתוי

 ומדוקי םירחבנ םינדגונ .םיטנניבמוקרה םינדגונב שומיש ךות )2 הרטמ( םורסה תומיגד תועצמאב וכרענש

 םיסקלפמוק רציינ ונא .Cryo EM תועצמאב לורטנ יפוטיפא לש ההובג היצולוזרב ןויפאל םיינבמ םירקחמל

 תא ןייפאנ תינבמ הזילנא תועצמאבו םהלש הנבמה תא רותפנ ,םינדגונה םע דחיב Spike ה ןובלח לש

 .לורטנה יפוטיפא
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Materials and Methods 

Isolation and in vitro replication of bovine coronaviruses 

BCoV was isolated from positive swabs and organ samples using the previously described 

procedure by serial passaging with HRT-18G cells (ATCC® CRL11663™) [16]. Briefly, 1 mL of 

membrane-filtered (0.45 µm) samples were incubated at 37 oC, and 5% CO2 with confluent HRT-

18G cells, seeded in 25 cm2 flasks (Nunc, USA). After one hour, the monolayer was washed and 

maintained on Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (ATCC® 30-2002™) for 5-7 

days. After two to three blind passages in HRT-18G, viral RNA was extracted, and Real-Time 

reverse transcription PCR (RT-qPCR) BCoV detection was performed. An increase in the RNA 

log copy number of the BCoV N gene with cell passage implied successful virus isolation. To 

test the replication efficiency of the isolated BCoV strains, confluent HRT-18G cells seeded in 

6 well plates were infected with 1 mL of the isolated virus diluted (1:10) in DMEM and incubated 

at 37oc for 72 hours. The Virus replication was confirmed by an RT-qPCR as described above. 

A similar procedure was used to replicate the cell-adapted BCoV strains in BSR-T7 cells 

maintained using Eagles minimum essential medium (EMEM) (ATCC® 30-2003™). 

Sequencing of the complete spike and HE genes 

The complete S and HE genes were amplified from the total RNA of BCoV-positive samples 

using Quanta qScript XLT 1-Step RT-PCR Kit (Qunatabio, Beverly, MA, USA). Following RT-

PCR, the amplicons were verified by electrophoresis on 1% agarose gel; the clear bands were 

excised and purified using a MEGAquick Spin Plus fragment DNA purification kit (iNTRON, 

Seoul, Korea). Purified PCR products were vacuum-dried, and concentrated DNA was sent for 

next-generation sequencing (NGS) (Genotypic Technology, India). The shorter reads from the 

Illumina sequencing were subjected to de novo assembly using Geneious Prime software 

version 2022.2.2 (Biomatters, CA, USA). The consensus sequences of the contigs were 

assembled to reconstruct the original sequence of the genes. The resultant nucleotide sequences 

were translated into amino acid residues, which were later assembled to the Mebus reference 

sequence using the protein alignment tool in Geneious Prime software (Biomatters, CA, USA) 

to identify polymorphisms and differences between the local BCoV isolates. The varying amino 

acid residues were then used to construct a phylogenetic tree based on the neighbor-joining 

method with a 70% support threshold and 1000 bootstrapping replicates. 

ELISA for detection of antibodies against BCoV in serum and colostrum 

We developed and customized the ELISA assay to measure total antibodies in serum and 

colostrum. The assay was performed on 96 wells, half area, clear, high binding microlon 

microplate (Greiner Bio-one, Germany). The plates were coated with 50 µL of filtered BCoV-

infected BSR-T7 cell supernatants diluted (1:25 to 1:50) in 1X Phosphate buffered saline (PBS) 

and incubated overnight at 4oC on a shaker. Filtered mock cell supernatant was used as a 

negative antigen control. Following the overnight incubation, the unbound antigen was disposed 
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of, and the plates were incubated for 10 minutes with 3.7% Paraformaldehyde (PFA) to inactivate 

the bound viruses.  The plates were washed five times with 100 µL of 1X PBS containing 0.05% 

tween20 (PBST) and blocked at room temperature for one hour with 100 µL of 10% fetal bovine 

serum (FBS) (Biological Industries, Israel) prepared in 1X PBST. Following blocking, the plates 

were washed five times with PBST and incubated for one hour at room temperature with 50 µL 

colostrum or serum samples diluted 1:100 with 1% FBS in 1X PBST. The wells were washed 

six times with 100 µL of PBST, properly dried, and incubated for one hour at room temperature 

with 50 µL goat anti-bovine HRP secondary antibody (diluted 1:50,000 in 1% FBS-PBST). The 

plate wells were again washed five times with 1XPBST and incubated at room temperature with 

TMB substrate (Biolegend, San Diego, USA). After 15 minutes, the reaction was stopped with 

50 µL of 2M sulfuric acid (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). The absorbance was read at 

450nm with a SynergyH1 microplate reader and analyzed using Gen5 version 3.09 software 

(BioTek Instruments, Inc, Vermont, USA).  

Extraction of colostrum immunoglobulins 

Due to the toxic effects of some colostrum components on cell culture [30], it was imperative to 

extract only the immunoglobulins from the collected colostrum samples for the following in 

vitro studies. Briefly, frozen colostrum samples were thawed at room temperature and defatted 

by centrifugation at x15,000G for 15 minutes. Defatted colostrum was incubated for 2 hours at 

37 0C with Rennex, followed by centrifugation at x10,000G to extract whey. The 

immunoglobulins in the whey were extracted by salting out using ammonium sulfate based on 

a previously published protocol [31]. The precipitated immunoglobulins were dissolved in PBS 

(Biological Industries, Israel) and stored at -80 0C for further analysis. 

Virus infectivity-neutralization antibody test (VNT) 

The VNT was performed in BSR-T7 cells using a modification of an established protocol [22]. 

The serum and colostrum immunoglobins from the vaccinated cows were incubated at 56oC for 

30 min for complement inactivation and diluted 1:4 in EMEM growth medium supplemented 

with antibiotic-antimycotics. Serum from an infected cow and fetal bovine serum (FBS) were 

used as positive and negative controls, respectively. A two-fold serial dilution of the samples 

was prepared in 1.5 mL microcentrifuge tubes, and a virus sample containing 150 units of 

TCID50 was added to them. The serum-virus mixture was incubated at room temperature for 30 

min, and 200 µL of it was added in duplicates to the confluent BSR-T7 cell monolayer seeded 

in 48 well plates. The plates were incubated at 37 oC and 5% CO2 for 72 hours. RT-qPCR was 

then performed to determine the viral RNA copy numbers. The infectivity neutralization titer of 

the serum or colostrum immunoglobulin was determined by expressing the value of dilution that 

completely inhibited viral growth as reciprocal. 
 
 
  



בלחה תצעומ םעטמ 0001-828 רפסמ קנעמ רובע םכסמ יעדמ ח"וד  

 
References  

1.  A. N. Vlasova, L. J. Saif, Bovine Coronavirus and the Associated Diseases. Front. Vet. Sci. 8, 643220 
(2021). 

2.  I. Toftaker, I. Holmoy, A. Nodtvedt, O. Osteras, M. Stokstad, A cohort study of the effect of winter 
dysentery on herd-level milk production. J. Dairy. Sci. 100, 6483-6493 (2017). 

3.  H. Tsunemitsu, L. J. Saif, Antigenic and biological comparisons of bovine coronaviruses derived from 
neonatal calf diarrhea and winter dysentery of adult cattle. Arch. Virol. 140, 1303-1311 (1995). 

4.  L. J. Saif , Bovine respiratory coronavirus. Vet. Clin. North Am. Food Anim. Pract. 26, 349-364 (2010). 
5.  C. A. Mebus, R. G. White, E. L. Stair, M. B. Rhodes, M. J. Twiehaus, Neonatal calf diarrhea: results of a 

field trial using a reo-like virus vaccine. Vet. Med . Small Anim. Clin. 67, 173-174 passim (1972). 
6.  D. David et al., Israeli Rousettus aegyptiacus Pox Virus (IsrRAPXV) Infection in Juvenile Egyptian Fruit 

Bat (Rousettus aegyptiacus): Clinical Findings and Molecular Detection. Viruses 13,  (2021). 
7.  R. W . Fulton et al., Detection and characterization of viruses as field and vaccine strains in feedlot cattle 

with bovine respiratory disease. Vaccine 34, 3478-3492 (2016). 
8.  A. N. Vlasova, L. J. Saif, Bovine Coronavirus and the Associated Diseases. Front Vet Sci 8, 643220 (2021 

). 
9.  C. A. Mebus, R. G. White, E. L. Stair, M. B. Rhodes, M. J. Twiehaus, Neonatal calf diarrhea: results of a 

field trial using a reo-like virus vaccine. Vet Med Small Anim Clin 67, 173-174 passim (1972). 
10.  C. A. Mebus, E. L. Stair , M. B. Rhodes, M. J. Twiehaus, Neonatal calf diarrhea: propagation, attenuation, 

and characteristics of a coronavirus-like agent. Am J Vet Res 34, 145-150 (1973). 
11.  X. Lin, K. L. O'Reilly, M. L. Burrell, J. Storz, Infectivity-neutralizing and hemagglutinin-inhibiting 

antibody responses to respiratory coronavirus infections of cattle in pathogenesis of shipping fever 
pneumonia. Clin Diagn Lab Immunol 8, 357-362 (2001). 

12.  L. J. Saif, R. A. Heckert, K. L. Miller, M. M. Tarek, Cell culture propagation of bovine coronavirus. J. 
Tissue Cult. Methods 11, 139-145 (1988). 

13.  F. Yang et al., The Multiplicity of Infection of Recombinant Vaccinia Virus Expressing the T7 RNA 
Polymerase Determines the Rescue Efficiency of Vesicular Stomatitis Virus. Front Microbiol 13, 846426 
(2022). 

 


