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ONSOz

insanlarin en yakin dostu olan ve ilk evcillestirilen hayvanlar arasinda yer
alan kopekler; iz surme, koruma, avcilik, savas araci olma gibi
Ozelliklerinden de faydalanilan hayvanlardandir. Evcil hayvanlarin
toplumda giderek artan 6nemi ile gunumuizde bircok kopek irkinin
yetistiriciligi yapilir hale gelmis, bu durum pet klinisyenligi alaninda yeni
sorunlarin olugmasi ile sonuglanmistir. Hi¢ suphesizdir ki; global anlamda
onemli ve dinyada yaygin Canine Corona Viruslar (CCoV), kdpeklerde
primer enteritis ajanlar arasinda sayillmaktadir. Ozellikle pantropik olarak
adlandirilan CCoV susglari, ishalle karakterize enfeksiyonlara yol agmasi
yani sira multisistemik enfeksiyonlara ve mikrobiyel diger ajanlarin da
eklenmesiyle 6lumle ile sonuglanan agir tablolara neden olmaktadir.

Bu calismada, ulkemizde varligi bildirilen CCoV enfeksiyonunun,
Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) teknigi
kullanilarak yapilan tanisini takiben, pozitif olanlar arasindan segilen
orneklerdeki CoV tiplerinin molekiler karakterizasyonu gerceklestiriimis
olup, 2012-2013 yillar arasinda Ulkemizde sirklle olan “canine” kokenli
CoV’larin dinyadaki hem cinsleri ve asi suslari ile benzerlik ve
farklihklarinin ayrimi degerlendirilmigtir. Ayrica; elde edilen 6rneklerde
yapilan istatistiki analiz ile yas, cinsiyet, saglik durumu, yagsam kosullari ve
besleme kosullarinin CCoV enfeksiyonuna yatkinlik konusundaki iligkisi de
sorgulanmigtir.

Gerek tim doktora egitimim slresince, gerekse c¢alismanin
yurutulmesi ve sonuclandirilmasi asamalarinda destegini esirgemeyen
degerli danigsman hocam Sayin Prof.Dr.T.Cigdem OGUZOGLU'na, Viroloji
Anabilim Dali Bagkani Prof.Dr.Yiimaz AKCA'ya; Sayin Prof.Dr.ibrahim
BURGU'ya, Viroloji Anabilim Dali 6gretim Uyeleri Prof.Dr.Feray ALKAN,
Prof. Dr. Aykut OZKUL, Prof. Dr. Seval BILGE DAGALP, Prof. Dr. M.
Taner KARAOGLU ve tez izleme komitesi Ulyesi Prof. Dr. Hakan
YARDIMCl'ya, tez c¢alismam boyunca Ilaboratuvarda desteklerini
gordigum tim doktora dgrencisi ve arastirma gorevlisi arkadaslarima, tez
calismam siiresince yardimlarini esirgemeyen Dr.Himay AKIN iLERI'ye,
istatistiksel verilerin analizi ve tum yardimlar icin Aras.Gor.Dr.Dogukan
OZEN’e, destekleri icin Dr.Unal PARLAK, Uzm.Vet.Hek.Fuat OZYORUK
ve Doc¢.Dr.Veli GULYAZ’a, her zaman yanimda olan ve destekleyen
Aras.Gor.Dr. Kibra KARAKAS’a ve tim dostlarima tesekkir ederim.

Ayrica, hayatimin her déneminde oldugu gibi doktora c¢alismam
suresince de sabir ve sevgi ile beni destekleyen, onime c¢ikan zorluklar
kargisinda guc¢li durmami saglayan, bana olan glven ve inanglarini
kaybetmeyen, her zaman yanimda olan, babam ve annem basta olmak
uzere tum aileme ve varliklariyla bile beni mutlu eden yegenlerime sonsuz
sukranlarimi sunarim.
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1. GIRIS

Viroloji alaninda yasanan teknolojik gelisimler 1siginda canine kokenli
bircok viral enfeksiydz ajan tanimlanmistir. Bunlar arasinda, ilk kez
Almanya’da c¢oban kopeklerinde ortaya c¢ikan salginda bildirilen
Coronaviridae ailesine ait Canine Coronavirus (CCoV), kopeklerde
enteritise neden olan ¢ok sayida viral etkenden biri olmakla birlikte,
Canine Parvovirus (CPV) ve Canine Distemper Virus (CDV) gibi, tim
dinyada kopeklerde yaygin enfeksiyonlara neden enteroviraller arasinda

sayllmaktadir.

CCoV ilk tanimlanmasindan itibaren 43 yil ge¢cmesine ragmen,
veteriner hekimligi alaninda hala 6nemli bir enfeksiyon olarak varligini
surdirmektedir. Hafif enteritisle baslayan viral enfeksiyona diger patojen
etkenlerin eslik etmesiyle agirlasan klinik tablo, mutant/virulent suslar ile
birlikte (pantropik canine coronavirus) farkli organlara yayilarak élumle

sonuclanabilmektedir.

CCoV, Turkiye’de yaygin olarak gdézlenmesine ragmen (Atasevan ve
ark., 2005, Gur ve ark., 2007, Gur ve ark., 2008, Yesibag ve ark., 2004),
dizin analizine dayali molekuler karakterizasyon galismalari bugtine kadar
literatirde yer almamis olup, molekuler epidemiyolojik verilere dayall
bulgulari iceren bu tez ile bu konudaki ihtiyaca 1gik tutucu ilk bilgilerin

sunulmasi amaglanmigtir.

Gunumuzde; Uulkemizde ve diunyada CCoV enfeksiyonundan
korunmak amaciyla gergeklestirilen asi programlarinda gesitli inaktif ve
modifiye canli asilara yer verilmektedir (Pratelli ve ark., 2003b). Mevcut
asilarin guvenli oldugu, bagirsak sistemindeki CCoV replikasyonunu

zayiflattigi bildirilmistir (Greene ve ark., 2012). Ancak asilar genel olarak,



klasik CCoV (CCoV tip 2a) tipleri baz alinarak hazirlandigindan, CCoV tip
1’e karsl bu asilarin yeterli koruma saglamasi mumkun olamamaktadir
(Licitra ve ark., 2014). Ayrica CCoV tip 2’'nin varyant suslarina karsi da bu
asllarin yeterli korumayi saglayip saglayamadigi konusu hala belirsizligini

surdurmektedir (Licitra ve ark., 2014). Yapilan bu ¢alismada;

- CCoV enfeksiyonunun genomik yapidaki M ve S genleri yonunden
RT-PCR ile tanisi,

- Orneklenen hayvanlarin CCoV enfeksiyonu yoéninden; yas,
cinsiyet, asi durumu (aslili/asisiz), saglk durumu (klinik bulgulu/saglikli
gorunumld), yasam kosullari (icerde/disarida bakim) ve besleme

(tekli/coklu) kosullarinin istatistiksel analizi,

- CCoV pozitif tespit edilen suglarin M ve S genleri yonunden dizin

analizleri,

- CCoV pozitif tespit edilen érneklerin molekiler karakterizasyonu ve

dunyadaki hem cinsleri ile benzerlik/farkhliklarinin filogenetik analizi,

- Ulkemizde 2012-2013 yillarinda sirkile olan CCoV suslarinin,
uygulanan agi suglari ile genetik yakinliginin arastiriimasi vasitasiyla bu

asilarin kullanilabilirliginin sorgulanmasi hedeflenmistir.

1.1. Etiyoloji

Coronavirus genusu, Nidovirales takiminda yer alan Coronaviridae
ailesinde bulunan bir genustur. Nukleik asit olarak RNA igceren bu viruslar,

cesitli hayvan tirleri ve insanlardan izole edilmistir (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Coronaviruslarin siniflandiriimasi ve konakgilari

-Nidovirales

+Arteriviridae

+Coronaviridae

Coronavirinae

Alfacoronavirus Yarasa, kedi, kdpek, insan, tavsan, domuz
Betacoronavirus Yarasa, sidir, kdpek, at, insan, fare, sican
Gamacoronavirus Kanatllar, balina
Deltacoronavirus Kanatlilar

+Torovirinae

+Mesoniviridae

+Roniviridae

Coronaviruslar immunolojik karakterlerine gbre onceleri U¢ grupta
siniflandinimis, daha sonralari ¢ yeni kanatli virusu belirlenmis ve bu sayi
dorde yukselmistir (Gonzalez ve ark., 2003; Woo ve ark., 2010) (Sekil 1.1).
ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) tarafindan 2013
yihinda yapilan virus siniflandirmasina goére coronaviruslar 4 grupta
klasifiye edilmistir: Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gamacoronavirus ve

Deltacoronaviruslar.

Coronavirus’lar (CoV), dunya c¢apinda birgok turde yaygin olarak
bulunur. Memeli ve kanatlilarda siklikla gorilen bu virus, respiratorik ve
enterik hastaliklara sebep olmaktadir. CoV ile ilgili ilk bilgiler, 1937’de
Beaudette ve Hudson tarafindan, tavuklardan infeksiyéz Bronsit Virus
(IBV) (Beaudette ve Hudson, 1937); 1940’larda Fare Hepatit Virus (MHV)
(Cheever ve ark., 1949) ve domuzlardan Transmissible Gastroenteritis
Virus (TGEV) (Doyle ve Hutchings 1946) izolasyonuna dayanmaktadir.
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Sekil 1.1. Coronaviruslarin tirlere gore dagihmi (Woo ve ark., 2010)

Coronaviruslarin  biyogesitliligi ve genomigi Uzerine yapilan
calismalarda 2003 yilindan 6nce yalnizca 10 adet coronavirusun tam
genom analizi bilgilerine ulasabilirken, SARS enfeksiyonunun
tanimlanmasindan sonra bu sayi giderek artmigtir (Drosten ve ark., 2003).
Bu tam genom analizlerinden ikisi insan, 10 tanesi dider memeli
coronaviruslari ve 4 tanesi de kanatli coronaviruslarina aittir. Bu bilgiler
Isiginda grup 2 ve grup 3 coronaviruslarda ikiser yeni subgrup (2c, 2d ve
3b, 3c) 6nerilmistir (Woo ve ark., 2009).

RdRp (RNA bagimli RNA polimeraz)’ye bagli olarak, yuksek siklikta
RNA rekombinasyonu ve coronaviruslarin baylk genoma sahip olmasi
sonucunda coronaviruslar oldukca cesitlidir. Butin konakgilar arasinda
coronaviruslardaki en fazla cesitlilik kuslar ve yarasalarda olmustur. Bunun
sebebi olarak, kendi tur gesitlilikleri, ugabilme yetenekleri, cevresel kosullar
sayllabilir. Coronaviruslarin sayilarinin artmasiyla birlikte, birbirine uzaktan
iligkili olan hayvanlarin oldukg¢a yakin iligkili olan coronaviruslari oldugu
gozlemlenmistir. Bu durumun tdrler arasi gec¢is sonucu oldugu
dusUnulmektedir (Woo ve ark., 2009).



Batun enterik CCoV’ler (kedi, domuz ve dag gelincigi ile iligkili olanlar
dahil) taksonomik bakis agisindan ayni soydan gelmekte ve
Alfacoronavirus-1 adini almaktadirlar. CCoV’ler tip 1 ve 2 olmak Uzere
ikiye ayrilir. Kopeklerden izole edilen CCoV suslarinin bazilari, yapilan
genetik arastirmalarda sirkule olan FCoV suslarina (FCoV tip 1) yakin
bulunduklarindan; bu tipteki viruslar “Feline corona-like CCoV” (FCoV-
benzer CCoV) olarak adlandiriimiglardir. Bu viruslar tip 1 olarak
belirlenmistir. Klasik CCoV suslari ise CCoV tip 2 olarak adlandiriimiglardir
(Pratelli ve ark., 2003a). CCoV tip 2 de kendi arasinda CCoV tip 2a (klasik
CCoV suglar) ve tip 2b (TGEV-benzeri suslar) olmak Uzere ikiye
ayrilmaktadir (Decaro ve ark., 2009). CCoV tip 2 ise tip 2a tip 2b olmak
Uzere iki alt serotipe ayrilir. Ayrica 6nerilen CCoV tip 2c de bulunmaktadir.
Her iki serotip de birbirleriyle yakin iligkili olmalarina karsin, spike
proteinleri bakimindan oldukga farkli bir yapiya sahiptir (Pratelli ve ark.,
2003a). Benzer durum kedilerden elde edilen CoV’lar icin de gecerlidir.
FCoV, FCoV tip 1 ve tip 2 olmak Uzere iki es serotipe ayrilirken, antijenik
olarak spike proteinleri birbirlerinden oldukga farklidir (Haijema ve ark.,
2007). CCoV tip 1 ve tip 2'ye ait genom yapilari Sekil 1.2’de gosterilmigtir.
CCoV tip 1 viruslari, CCoV varyanti olan EImo/02 susu baz alinarak M
geni dizin analizleriyle klasifiye edilmistir (Pratelli ve ark., 2001; Pratelli ve
ark., 2003c).
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Sekil 1.2. CCoV ve FCoV genomlarinin genetik farkliliklarinin sematik gosterimi
(Decaro ve ark., 2009)

Yapilan c¢alismalarda CCoV tip 1 ve tip 2 arasindaki genomik
farkhliklar belirlenmis olup, baslica farkhligin da spike proteinleri ve iki
virus arasindaki serolojik 6zelliklerin  farklihdindan kaynaklandigi
bildirilmigtir (Lorusso ve ark., 2008). Bu ayrimin baska bir aciklamasi ise
dogal kosullar altinda, yuksek homoloji gosteren CoV’ler arasinda (CCoV
ve FCoV gibi) sik stk meydana gelen rekombinasyon olaylaridir. Olugsan
rekombinasyonlarin yeri tam olarak bilinmemekle birlikte CCoV’nin feline
aminopeptidaz (fAPN) glikoproteinini bir hiicresel reseptér olarak
kullanabilecegi varsayimi Uzerinden hareket edilmektedir. Ayrica deneysel
sartlar altinda kedilerin, CCoV ile enfekte olabilecegi bilinmektedir (Pratelli
ve ark., 2003a).

CCoV tip 2’ler de kendi iglerinde CCoV tip 2a ve tip 2b olmak Uzere
spike proteinin ilk 300 aa’inin dizin analizlerine gore ikiye ayrilmaktadir. S
proteinin N-terminal bolgesi (NTD) denilen bu kisim, ayni aileden yakin
iligki bir virus olan TGEV’de, intestinal tropizmin énemli bir determinantidir
(Krempl ve ark., 1997).



CCoV tip 2a, patojenite ve hlcre tropizmi agisindan iki farkh biyotipe
sahiptir:

- ‘Klasik’ CCoV tip 2a biyotipi, ince badirsaklar ile sinirh kalarak

enteritise sebep olur.

- ‘Pantropik’ CCoV tip 2a biyotipi ise sistemik olarak yayilabilir ve
Ozellikle I6kopeniye sebep olur (Decaro ve ark., 2008a, Decaro ve ark.,
2012). CB/05 ve 450/07 isimli izolatlar; pantropik CCoV’lerin prototipi
olarak kabul edilmektedir (Decaro ve ark., 2007).

CCoV tip 2b, genetik olarak CCoV tip 2a'dan farkli olup, S geni
TGEV-benzeri N terminal bodlgeye sahiptir. TGEV gibi bu virus da yeni
doganlarda enteritise neden olmaktadir. CPV ile miks olan CCoV tip 2b
enfeksiyonlarinda CCoV RNA’si, bagirsak disinda c¢esitli organlarda da
PCR teknigi ile pozitif bulunmus oldugundan bu durum generalize
enfeksiyona kanit olarak kabul edilmistir. Bu virusun prototipi olarak
341/05 susu uygun goérulmastir (Decaro ve ark., 2008b, Ntafis ve ark.,
2011).

CCoV tip 1 izolatlarinin hicre kultart sistemlerinde gogaltiimasi gug¢
oldugundan; bu durum virusla ilgili ¢alismalara engel teskil etmektedir
(Licitra ve ark., 2014). In vivo kosullarda CCoV tip 1’lerin genellikle CCoV
tip 2 viruslari ile birlikte sirkile oldugu ve siklikla birlikte enfeksiyon (co-
infection) meydana getirdikleri ifade edilmistir (Wang ve ark., 2006; Ntafis
ve ark., 2011). Birlikte enfeksiyonlar yaygin olarak gézlenmekte olup, CoV
replikasyonunda kendiliginden ortaya g¢ikan rekombinasyon yetenegiyle
birlikte yeni rekombinant viruslarin olusumu tetiklenir. 1976 yilinda izole
edilen A76 virusun, aslinda CCoV tip 1/CCoV tip 2 rekombinasyonu
sonucu olustugu ve bu iki tipe ait farkh S proteinlerini icerdigi tespit
edilmigtir (Regan ve ark., 2012). Benzer durum; feline kdkenli CCoV
suslari gibi kopeklerden izole edilen CCoV tip 1 benzeri viruslar igin de

gegerli olup, EImo/02 bu viruslarin prototipi olarak kabul edilmektedir



(Escutenaire ve ark., 2007). Elmo/02 susu, S gen bolgesi nikleotid
sekanslari yonunden %80 oranda feline kokenli CoV’lar ile benzer
bulunmus olup; referans CCoV suslarindan oldukga farklihk gdsterdigi
tespit edilmistir. Bu kanitlar; bu virusun yeni bir CCoV tipi oldugunu
gostermektedir ve FCoV-1 ile yakin olmasi sebebi ile FCoV benzeri

Canine CoV olarak anilmasi uygun gorulmuastur (Decaro, 2009).

A-76-benzeri viruslarin NTD’lerine gbre yapilan yeni siniflandirmada
ayri bir alt gruba ait olduklari tespit edilerek, bu yeni alt gruba CCoV tip 2c
ismi verilmesi onerilmigtir (Escutenaire ve ark., 2007). CoV’un NTD dizin
analizlerinden elde edilen sonuglara gore tanimlanan CCoV tip 2c alt
grubunda; CCoV tip 1 ve FCoV tip 1-benzeri viruslarinin yer aldigi; hem
ingiltere hem de isvec’ten bildirilen yayinlarda rapor edimistir (Sanchez
ve ark., 2004; Escutenaire ve ark., 2007; Regan ve ark., 2012; Licitra ve
ark., 2014). Ayrica CCoV A76, CCoV tip 2c igin uygun bir prototip
olduguna karar verilmistir (Regan ve ark., 2012). CCoV’lerin farkli S
protein bdlgeleri ve NTD filogenilerini gésteren bilgiler Sekil 1.3’de yer

almaktadir.
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Sekil 1.3. Coronavirus spike proteini baglanma bolgeleri ve CCoV’nin filogenideki
yeri (Licitra ve ark., 2014)

1.1.1. Virusun Yapisi

Coronavirus zarli, 120-160 nm ¢apinda, helikal simetrili, tek iplikgikli, pozitif
polariteli, segmentsiz bir RNA virusudur. Virusun elektron mikroskop (EM)
goruntustu oldukga karakteristiktir. EM’de ta¢ seklindeki c¢ikintilarindan
dolayi Latincede ‘ta¢’ anlamina gelen ‘corona’ ismi verilmistir. Virusun tam

genomu 27,6-31,3 kb uzunlugunda degismektedir.

1.1.1.1. Virusun Viral Proteinleri

Coronaviruslarin tamaminda bulunan doért yapisal proteini ve polimerazi
(pol) kodlayan genlerin 5’-Pol-S-E-M-N-3’ seklinde dizenleri vardir ve bu

dizen tum coronavirus genomlarinda korunmustur (Jackwood, 2006).



1.1.1.1.1. Spike (S) Glikoproteini

Virion yuzeyinde bulunan ve virusa ismini veren (corona-tag) yapiyi
olusturan bu glikoprotein  (Spike-S), Onceleri ‘E2’ olarak da
adlandiriimaktaydi. Tip 1 membran glikoproteini olan S proteini, 150-200
kDa agiriginda olup, virus suslarina gore farklihk gdstermekle birlikte

1200-1600 aminoasit (aa) icermektedir.

- S glikoproteinin gesitli biyolojik fonksiyonlari da vardir:

1. S glikoproteini, enfekte konagin immun sisteminin virusu tanimasinda
birincil unsurdur. Enfeksiyon esnasinda meydana gelen nétralizan
antikorlarin bas indukleyicisidir (Spaan ve ark., 1988). Spesifik monoklonal
antikorlari ve virus enfektivitesini notralize edebilir. Bu durum, S

glikoproteinin huicresel reseptorlere baglandigi gorusinu kanitlamaktadir.

2. S1 bolgesinin aminoasit dizilimi, hayvanlardaki Coronavirus’larin hedef
hicre 6zgulligu icin oldukga kritiktir. Bu durum, 6zellikle SARS-CoV’da iyi
tanimlanmistir:  Virus; yarasadan palmiye misk kedisi ve insanlara
gecerken, S glikoproteini, konak hicre reseptorindeki (ACEZ2) tur-spesifik
farklilklara adapte olmusgtur (Lai ve ark., 2007).

3. Membran flizyon aktivitesinden, S2 icindeki internal hidrofobik

sekanslarin sorumlu oldugu dastnutlmektedir.

4. S glikoproteini konak hicredeki spesifik reseptore baglanarak, viral zarf
ile konak hiicre membraninin fizyonunu; ayrica hicre-htcre fizyonunu da
indUklemektedir. Sadece S proteininin ekspresyonu, reseptoér tasiyan
hicrelerin flzyonunu indukleyebilir. S glikoproteininin dikkat ¢eken bu

Ozelligi ile spesifik reseptor yoklugunda da, hicre-hlcre flzyonunu
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indUkleyebilmektedir. Bu fuzyon yetenegi sayesinde, virulans artisina da

yol agmaktadir (Lai ve ark., 2007).

5. MHV ile enfekte hiicrenin membranindaki S proteininin varligi, hiicreyi B
hicre baglantili sitotoksisiteye duyarli kilmaktadir. Bazi Coronavirus’larin
(MHV, TGEV) S (glikoproteini, 1gG'nin Fc fragmentine baglanabilme
yetenegindedir. Bu Ozellik sayesinde antikorlara kargi virusu koruyarak,
viral patogenezde rol oynadigi disuniimektedir. BCoV ve HCoV-0OC43’ln
S proteinleri ayrica glikan ihtiva eden 9-O-asetil néraminik (sialik) aside
baglanabilmektedir. Bu baglanti ile duyarli hlcrelerde enfeksiyon
baslangicini kolaylastirdigi disunulmektedir. S proteini, hemaglutinasyon

aktivitesine de sahiptir (Lai ve ark., 2007).

6. IBV ve MHV'un S glikoproteini icermeyen virionlari, enfeksiyoz degildir
(Spaan ve ark., 1988).

APN (Aminopeptidaz N), FCoV (Feline Coronavirus) ve TGEV
(Transmissible Gastroenteritis Virus)'i de iceren birgok Alfacoronavirus igin
genel bir reseptor olarak etki gosterir (Wentworth ve ark., 2001). Her bir
virus kendi iginde tlre spesifik homolog reseptor kullansa da; feline
homolog (fAPN), FCOV tip 2, CCoV tip 2 ve TGEV igin ortak bir reseptor
olarak etki gosterir (Tresnan ve ark., 1996). Bu oOzellik diger birgok
Coronavirus’un da tersinedir. Zira CoV’lar genellikle yuksek tir spesifik
reseptorlere sahiptirler. Reseptor-baglanma yeteneginin bu kadar genis
olmasinin zoonotik transfer ve genetik rekombinasyon olaylarinda olasi rol
oynadigi ve hayvanlarin  coronaviruslarinin  evrimini  agikladigi
disunulmektedir (Vijaykrishna ve ark., 2007). Human alfacoronavirus
HCoV-229E igin, hem feline hem de human APN reseptorken, diger bir
human alfacoronavirus olan NL63 igin degildir (Hofmann ve ark., 2005).
Muhtemelen tim CCoV tip 2’ler igin canine APN, in vivo reseptor olarak rol
oynar. CCoV tip 2c A76 igin ise, S glikoproteininde farkli bir APN-

baglanma alani var olup, ‘C bdlgesi’ adi verilen bu boélge, fAPN’yi reseptor
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olarak kullanamazken, cAPN'yi reseptor olarak kullanabilmesine neden
olmustur. fAPN ve CcAPN’nin Kkarsilagtirilmasinda, glikozilasyondaki
eksikliklere bagli olarak bu iki reseptorin farkhliklari hesaplanabilir (Regan
ve ark., 2012).

FCoV ve CCoV tip 1 igin reseptdr determinantlar belirli degildir.
FCoV tip 1 reseptord olarak fAPN'nin olduguna dair bazi kanitlarin
olmasina ragmen (Tresnan ve ark., 1996), diger ¢alismalarla FCoV tip 1
icin farkl reseptorin oldugu sonucuna ulasiimistir. CCoV tip 1 viruslari igin
ise reseptor determinantlari halen belirsizligini korumaktadir (Hohdatsu ve
ark., 1998; Dye ve ark., 2007).

Spesifik proteinli reseptorlere ek olarak, virusta ya da konakgida
seker parcalarinin lektin-bazli etkilesimleri, FCoV tip 1 ve tip 2 ve TGEV
icin reseptor-baglanma komplekslerinde rol oynayabilir. Ayni durum CCoV
icin de gecerli olabilir. Birgok coronavirus sialik asite baglanir ki, sialik asit
doku tropizmi ve patogenezin 6nemli bir determinanti olabilir. Fakat sialik
asit, FCoV’ler ve CCoV’ler igin henliz incelenmemistir (Schultze ve ark.,
1996; Krempl ve ark., 1997; Regan ve ark., 2008; Regan ve ark., 2010;
Van Hamme ve ark., 2011). Coronavirus S glikoproteini, proteolitik
bdlinme (Proteolytic Cleavage) ile bir ya da iki pargaya (S1/S2 ve S2)
aktive olur (Masters ve ark., 2013). S1/S2’deki cleavage’in (katlanma,
bélinme) gergeklesip gerceklesmemesi durumu her bir coronavirus igin
farklihk gosterir (Bosch ve ark., 2008).

S proteini N-terminus ucundan, C-terminus ucuna dogru u¢ yapisal

bdlgeye ayrilir:

1. S1 ve S2 olarak iki alt boélgeye ayrilan blyuk disg bdlge (a large
external domain)
2. Transmembran bolgesi

3. Kisa bir karboksiterminal bolgesi
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S1 alt bolgesi, molekulin N terminal kismini olusturur ve ug
kisimlarda bulunan bu yapi, virusun hicre yuzeyindeki spesifik
reseptorlere baglanmasindan sorumludur. Hem farkh genustaki CoV’lar
hem de CoV’un farkl suslarinda bulunan S1 glikoproteini, uzunluk ve
nukleotid dizinleri olarak o6nemli derecede farkhliklar igerir. (")rnegin;
zurafadan izole edilen CoV’un (GiCoV), sigirdan izole edilen CoV’na
(BCoV) gore S1 proteininde 5 aa’lik eksik oldugu bilinmektedir (Hasdksuz
ve ark., 2007). Bu viruslar, germ-free olan buzadilara inokule edildiginde,
BCoV’'dan daha siddetli bir enfeksiyon olusturduklari bildirilmis ve hucre
kultarlerinde virus titrelerinin oldukga yuksek oldugu rapor edilmigtir. Ayrica
sigirlarda enteritise sebep olan CoV’larin S proteinindeki aa degisimi
sonucunda solunum sisteminde de enfeksiyona sebep oldugu
bilinmektedir. Bu durum; S proteinindeki mutasyonlarin enfeksiyon
uzerindeki 6nemini gostermektedir. Olusan mutasyonlar ve CoV’lar
arasindaki rekombinasyon sonucu virus tropizminin degisimine kanit

niteligindedir (Buonavoglia ve ark., 2006).

S2 alt bolgesi ise, S1 alt bdlgesinin aksine oldukga korunakl bir
bdlgedir ve spikelarin sap kismini olusturmaktadir. S2'deki cleavage,
genel olarak S1’e gore daha gereklidir ve viral fUzyon peptidinin ortaya
cikmasiyla direk baglantilidir (Belouzard ve ark., 2009, Madu ve ark.,2009,
Wicht ve ark., 2014). Cok sayida proteazin (tripsin veya tripsin benzeri
proteazlar, katepsin, elastaz veya furin) aktivasyonu ile iki parcali cleavage

meydana gelebilir (Belouzard ve ark., 2012).

Hem FCoV ve hem de CCoV’larin tip 1 ve tip 2 lineagelarinin S

proteini cleavage aktivasyonunda belirgin farkhliklar vardir (Sekil 1.4).

- Tip 1 lineage, iki farkl proteaz cleavage motifi bulundurur: S1/S2’de
R-R-S/A-R-R-S/A ve S2'de ise G/K-R-S.
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- Tip 2 lineage’da S1/S2’de belirgin bir motif kaybi vardir, S2’de ise
tek bir belirgin cleavage motifi bulunur: R-K-R-Y/F-R-S.

Bu bulgular, bu iki hattaki viruslarin cleavage aktivasyonlarinin
birbirlerinden oldukg¢a farkli oldugunu goéstermektedir (Licitra ve ark.,
2013).

CoV’lardaki mutasyonlarla baglantili bulunmustur. Kedilerdeki mutant

Furin proteazi araciliiyla cleavagedeki degisiklikler Feline
CoV’'un (FIP) makrofaj tropizmi bu mutasyonlarla agiklanmakta iken
(Licitra ve ark., 2013),

mutasyonlari i¢in halen herhangi bir kanit yoktur (Viruses, 2014).

CCoV enfeksiyonlarindaki cleavage alanlari

51/82 S27

CCoV-I HTHTVRRARRAVQTGTTITA AQPGGRSAIEDLLF alphacoronavirus
FCoV-I NHTQPRRSRRSTPNSVTTYT PKIGKRSAVEDLLF alphacoronavirus
CCoV-ITa WTTT--=—===-- PNFYYYSI SKRKYRSAIEDLLF alphacoronavirus
CCoV-IIb WITT---———-- PNFYYYSI SKRKYRSAIEDLLF alphacoronavirus
CCoV-ITc YIVI-======- PSFYYYSI SKRKFRSTIEDLLF alphacoronavirus
FCoV-1I1 WITT-——————-— PNFYYYSI SKRKYRSAIEDLLF alphacoronavirus
TGEV WITT-===—===— PNFYYYSI SKRKYRSAIEDLLF alphacoronavirus
CRCoV GYSTQRRSRRSITTGYRFTN NXKVSSRSAIEDLLF betacoronavirus

Sekil 1.4. Kedi (FCoV), kdpek (CCoV) ve domuz (TGEV) S glikoproteinlerinin
dizin karsilagtirmalar (Licitra ve ark., 2014)

CCoV'ler, diger coronaviruslar gibi yuksek mutasyon gosterirler ve
son 10 yilda da farkl birgok sus tanimlanmistir. Bunlarin ilki Wesley (1999)
tarafindan gézlemlenmistir. CCoV’lara ait genetik dizinlerin gogu FCoV-like
CCoV olmasina ragmen, bir CCoV susu olan UCD-1’in S geninin, TGEV’le
daha yakin iligkili oldugu gosterilmistir.

2001 yihinda Avustralya’daki koépek uretme ciftliklerinde oluimle
sonuclanan gastroenteritisli vakalardan izole edilen CCoV susu UWSMN-
1, S ve polimeraz genlerinin fragmentlerinin dizin analizleri incelendiginde,
bu izolatin CCoV ve FCoV’nin klasik suslarindan farkli oldugunu

gOstermistir. S geninin 3’ bolgesindeki 751 nulkleotidin kiyaslanmasi
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yapildiginda, UWSMN-1’in 21 farkli bolgeye sahip oldugu ve analiz edilen
suslardan en az 112 farkli bolgesi oldugu bulunmustur (Naylor ve ark.,
2002).

Degisen tropizm ve patogezle birlikte yeni varyantlarin ortaya ¢ikma
ihtimali oldukga yUksektir. Bu durum igin; viral genomdaki mutasyon ve
rekombinasyonlarin kombinasyonu ile virus ve viral spike protein igin olan
dogal rezervuarlarin artmasi, vb. faktorler siralanabilmektedir (Graham ve
ark., 2010).

1.1.1.1.2. Membran Glikoproteini (M)

Kapsitin olusumunda goérev alan, 25-35 kDa agiriginda, virusun zarinda
bol miktarda bulunan bu protein, dnceleri ‘E1’ olarak isimlendirilmistir
(Thiel, 2007). CoV’un diger glikoproteinlerinden farkli olarak membran
glikoproteininin (M), sadece kisa bir amino terminal bdlgesi vardir ve bu
bolge viral zar diginda acikta kalmaktadir (Lai ve ark., 2007). Bu bdlgeyi
takiben bir a-heliks bolgesi ve viral zarfin iginde blyuk bir karboksiterminal
bélge de bulunmaktadir. TGEV gibi bazi CoV’larda M glikoproteininin
karboksiterminal kismi, virion ylzeyinde acikta kalmaktadir (Lai ve ark.,
2007).

M glikoproteini (Sekil 1.5) membrani U¢ kez sararken, virionun igine
ve disina dogru endo/ektodomainler olusturur, boylelikle virionun stabil bir
yapida kalmasini saglar. Endo ve ektodomainler, CoV zarinin elektron
mikroskopik preparatlarda kalin gérinmesine sebep olur.

M glikoproteininin Corona-, Toro- ve Bafiniviruslarda dizin ve yapi

olarak farkliliklar gosterilmigtir (Thiel ve ark., 2007).
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M’nin dis bolgesine karsl olusmus bazi monoklonal antikorlar, virus

enfektivitesini notralize etmektedir (Lai ve ark., 2007).

M glikoproteini, replikasyonda viral partikullerin birlegtiriimesi ve
olgunlasmasinda anahtar bir role sahiptir (Lai ve ark., 2007). RNA’ya
affinitesi oldugu gosterilmigtir. Viral RNA paketleme sinyaliyle etkileserek,
nukleokapsitlerde virus RNA’sinin paketlenmesinde de kritik role sahip
oldugu dusundlmektedir. N ve S glikoproteinlerinin ikisiyle birden
etkilesimdedir. N ile etkilesimde olmasi, nukleokapsitle iligkili oldugunu
dusundurmektedir (Lai ve ark., 2007). Bu durum in vitro kosullarda
MHV’'un M glikoproteininin, izole edilmis nukleokapsite baglandiginin
goOsteriimesiyle de kanitlanmistir. TGEV ve MHV’da, nukleokapsit
disindaki kabugu olusturur. Bazi CoV’larin M glikoproteini, interferon alfa

olusmasini indiklemektedir (Lai ve ark., 2007).

Sekil 1.5. CoV proteinleri yakin gérinidm (Neuman, 2006)

italya’nin glineyindeki ishalli képeklerden 2001 yilinda alinan digki
orneklerde belirlenen CCoV’nin dizin analizleri ile M geninde ¢oklu
(multiple) nukleotid (nt) dedismelerinin toplandigi gézlenmistir (Pratelli ve

ark., 2001). Dogal enfekte olmus 2 kdpegin uzun dénem viral sagiliminin
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ge¢ faz boyunca belirlenen CCoV’lerin dizinlerinde M geninin nokta
mutasyonlarinin  etkileri  gozlenmistir. Bu CCoV’ler 1971-benzeri
CCoV’lerden farkh olup, FCoV tip 2’ye belirgin bir genetik drift oldugunu
gOsterir ve bu durum, bahsi gecen 2 kdpegin genetik olarak farkl
CCoV'lerin karisik bir populasyonuyla enfekte olmus olabilecedi veya her
iki kopekte de belirlenen viruslarin mutasyon/rekombinasyon olaylarinin
sonucu olarak ortaya ¢ikmis olabilece@i dusunulmektedir (Pratelli ve ark.,
2002b). Bahsi gecen baslangic gdézlemleri CCoV’nin genetik evrimi

calismalarniyla ilgili anlamh bir etki kazanmigtir.

1.1.1.1.3. Zarf Glikoproteini (E)

Agirhgr 9-12 kDa olan ve onceleri ‘sM (small membran) olarak
adlandirilan bu protein, Coronaviridae ailesi Uyelerinden sadece CoV
cinsinde tespit edilmigtir. Viral zarda az miktarda bulunan ve kuguk olan bu
protein, pentamerik yapida olup internal membran proteinidir (Sekil 1.6).
Virion partikdllerinin birlestiriimesinde rol oynadidi bilinmesine ragmen, bu
olay icin varliginin sart olmadigi belirtiimektedir (Siddel ve ark., 2005). Zira
E proteini ekspresyonu eksik olan virusla enfekte edilmis hucrelerden,

anormal sekilli de olsa virionlarin salindigi belirlenmistir (Lai ve ark., 2007).

Spike Proteini (S)
Membran Proteini (M)
Envelope Proteini (E)

Riboniikleoprotein
kompleksi (Rap)

Sekil 1.6. CoV proteinleri (Hagemeijer, 2011)
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Enfekte hlcre iginde tomurcuklanma igin, hem E hem de M
glikoproteini  gereklidir.  Kivrilarak lipit tabakayr bozmasi, virus

tomurcuklanmasindaki rolinu aciklar.

lyon degisimi ve/veya membran gegcirgenligini arttiran (viroporin)
aktivitelerine sahiptir. Virion basina 20 kopya sayisiyla minér yapisal

bilesen olup, viral morfogenezde rol aldigi dustunulmektedir (Thiel, 2007).

Ayrica; SARS-CoV, HCoV-229E, MHV ve IBV’'da E proteininin,
soyunma ve olgun virionlarin saliniminda, iyon kanal gibi fonksiyon
gOsterdigi bildirilmigtir (Liu ve ark., 2007). MHV ve SARS-CoV’da apoptozu
indukledigi gosterilmigtir (Thiel, 2007).

1.1.1.1.4.  Nukleokapsit Fosfoproteini (N)

N fosfoproteini (Cizelge 1.2), 50-60 kDa agiriginda olup, viral sarmal
nikleokapsiti olusturmak icin genomik RNA’'ya baglanir. M ile direkt
etkilesimde olan bu fosfoprotein, RNA zincirinin dayanikhhgini saglar (Lai
ve ark., 2007). Virusun tomurcuklanmasi esnasinda N fosfoproteininin,
M’nin sitoplazmik bolgesine baglandigi dusunulmektedir. Bu etkilesim ile
virus partikullerinde nikleokapsidin kaynagmasini saglar (Holmes ve Lai,
1996). N fosfoproteinine karsi olusan antikorun, in vitro CoV RNA
polimeraz reaksiyonunu inhibe ettigini gosteren bir ¢alismaya gore bu
protein, viral replikasyonda da rol oynamaktadir. Bu calismayla paralel
olarak N fosfoproteini, viral RNA’nin Uretildigi ve toplandi§i bdlgelerde
lokalize olur. Bu sayede, RNA replikasyon komplekslerinin olusumunu ve
virus partikullerinin birlestiriimesini kolaylastirdigi dustunulmektedir. Ayrica

hicresel bagisikhdi da indikledigi bilinmektedir (Lai ve ark., 2007).
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Cizelge 1.2. Coronavirus yapisal proteinlerinin 6zellikleri ve fonksiyonlari

Protein ismi Gorevleri

Viral RNA’ya baglanma
Nukleokapsit olusumu
Hucresel bagisikligi uyarma

Nukleokapsit fosfoprotein N

Membran glikoprotein M Golgide integral membran proteini
(6nceden E1 olarak Virus tomurcuklanma bdlgesini belirleme
adlandirilan) Virus partikul birlesimini artirma

Viral nukleokapsitlerle etkilesime girme
Internal viral ¢ekirdek kabugunu olusturma (TGEV

and MHV)
Zar (small membrane) Virus partikdl birlesimini artirma
protein E (dnceden sM Viral zarfla iliski kurma
olarak adlandirilan) Apoptosise neden olma

Spesifik hlicresel reseptérlere baglanma

Hucre membranlari ile viral zarfin flizyonunu
indukleme

(plazma membrani ya da endozomal membran)
immunoglobulinin Fc parcasina baglanma (MHV
and TGEV)

9-O-asetillestiriimis néraminik asit ya da N-
glikolilnéraminik asite baglanma

Notralize edici antikoru indikleme

Hucresel bagisikligl uyarma

Spike glikoprotein S
(6nceden E2 olarak
adlandirilan)

Bazi coronaviruslarin virion yuzeyinde kiguk
spike’lar olusturma

9-O-asetillestiriimis néraminik asite baglanma
Hemaglutinasyona neden olma
Hemadsorpsiyona neden olma

9-O-asetil ndraminik asit gruplari, asetil esteraz
bdélinmesi

Hemaglutinin-esteraz
glikoprotein HE (6nceden
E3 olarak adlandirilan)

TGEV, porcine transmissible gastroenteritis virus;
MHV, murine hepatitis virus.

1.1.1.1.5. Hemaglutinin-Esteraz Glikoproteini (HE)

Grup 3 Hindi Coronavirusu (TCoV) ile bazi Grup 2 CoV’lar (HEV, BCoV,
MHV, HCoV-OC43)’da bulunan 65-70 kDa agirliginda olan Hemaglutinin-
Esteraz-Glikoproteini (HE), dnceden ‘gp65 glikopeptit’ ya da ‘E3’ olarak

adlandirilmaktaydi (Lai ve ark., 2007). Virion Uzerinde kisa uzantilar olarak
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gorilen bu proteinin bazi CoV’larda bulunmakta olup, viral replikasyon igin
gerekli olmadigl dusunulmektedir. Devamli hicre kalturu pasajlarinda, ya
yapisi siklikla mutasyona ya da tamamen delesyona ugramaktadir (Siddel
ve ark., 2005; Lai ve ark., 2007). Virus partikillerinin hicreden
salinmasinda rol oynayan esteraz aktivitesi ve yuksek hemaglitinasyon
Ozelligi vardir; hemadsorbsiyona sebep olabilir. Bu ozellikleri ile

HemaglUtinin-Esteraz glikoproteini:
- Virusun titresini dlgmede (Holmes ve Lai, 1996),
- Suglar arasindaki biyolojik 6zelliklerin ortaya konulmasinda,

- Hemaglutinasyon, hemaglutinasyon inhibisyon ve reseptor inhibe
eden enzim aktivitelerinin (receptor-destroying enzyme activity) titrelerinin

hesaplanmasinda kullaniimistir (Hasdkslz ve ark., 1999).

BCoV ve HCoV-OC43'in S glikoproteinleri gibi, gesitli CoV’larin HE
glikoproteini, 9-O-asetil néraminik aside baglanabilir ve bu gruptan asetil
gruplarini ayiran asetilesteraz aktivitesi, hlicre ylizeyine yapisan virionlarin
ayrilmasini  saglamaktadir. HE’nin  9-O-asetil noraminik  aside
baglanmasinin, konak hicre membraninda virusun yogunlagsmasini
saglayarak, bu yolla S glikoproteininin spesifik reseptorine baglanmasini
kolaylastirdigi dusunulmektedir. Bu oOzelliklerinden dolayr HE'In, hedef
hicreye virusun baglanmasinda ya da enfekte hicreden virus saliniminda

sorumlu oldugu diastntlmektedir (Lai ve ark., 2007).

Tum CoV’lardaki gen diziliminde olmayan HE glikoproteini ve yapisal
olmayan proteinler igin turlere gore belirgin farkliliklar vardir. Bu farkhlilar;
sayl1, nukleotid dizini, gen duzeni ve ekspresyonudur. Farkliliklara ragmen
ayni grup icinde korunan bu proteinler ‘grup-spesifik proteinler’ olarak
adlandirilmaktadir (Lai ve ark., 2007).

20



1.1.1.1.6.  Yapisal Olmayan Proteinler (NSP)

CoV’larin yapisal olmayan proteinleri agik okunabilir bodlge olarak
tanimlanan ORF (Open Reading Frame-ORF) bdlgesinde bulunmaktadir.
ORF1 iki kisimda incelenmekte olup, ORF 1a’nin N terminal ucundan
baslayan ve ORF1b’nin C terminal ucuna kadar devam eden bdlgede; 16
adet yapisal olmayan protein bulunmaktadir (Sekil 1.7). Viral RNA
replikasyonu ve transkripsiyonu igin gerekli olan bu proteinler, enzimatik
aktivitelerde de dnemli gorevlere sahiptir (Narayanan ve ark., 2014). Farkh
CoV’larda; ORF1’in N terminal bdlgesinin ortalarindan baglayan ve C
terminal uca dogru sonlanan NSP3-NSP16 arasinda bulunan bodlge
korunakh o6zellige sahipken, 6zellikle NSP1 dizininde ylksek oranda
farklihklar gorulmektedir (Connor ve Roper, 2007). Alfacoronaviruslar ve
Betacoronaviruslarin NSP1 boélgelerine yonelik yapilan c¢alismalarda;
dizinlerin ve protein motiflerinin farkhliklari olmasina ragmen, biyolojik
fonksiyonlarinda benzerlikler tespit edilmistir. Bu proteinin, farkl lineajlarda
bulunan CoV’larin yasam doéngusundeki énemi gosterilmistir (Narayanan
ve ark., 2014).

Alphacoronavirus: TGEV

5 UTR i RFS 3" UTR
ORFla ‘ L Genes 2-7 | AA(A)n
Nsp1-Nsp11 ORF1b
/ \ Nspl2-Nsplé6
......................
t’ ] | s+ 4+ +3 3
3C1L™

Nspl Nsp2 Nsp3 Nspd NspS Nsp6-Nspl1

Betacoronavirus: SARS-CoV

RFS 3 UTR

S UTR
{ gR-FIa */ [ Genes 2-9 ] AA(A)n
Nspl-Nspl1 1 ORFl1b
/ \ Nspl12-Nspl6
: |! b1
acLee |
Nspl Nsp2 Nsp3 Nspd4 NspS Nsp6-Nspl1

Sekil 1.7. Coronaviruslarin yapisal olmayan proteinlerinin sematik gosterimi
(Narayanan ve ark., 2014)
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CoV’larin yapisal olmayan proteinleri, virus replikasyonunda
zorunluluk arz etmemesine ragmen, bu proteinlerde meydana gelebilecek

delesyonlar viral attenlasyona sebep olmaktadir (Lai ve ark., 2007).

Genomun en korunakli bolgesi, polimeraz (Pol) genidir (Sekil 1.8) ve
bazi arastiricilar tarafindan ORF 1 bodlgesi olarak adlandiriimaktadir. Pan
generik corona primerleri genellikle bu bolgeden secilerek genel CoV

tanisi yapilabilmektedir (Hasdkslz, 2008).

Pol la | 1 2 3abc 4 5 6  7ab CCoV tip 2
™ Pollb s 1T [E[TM] N T ]

1 J

| Pol 1a | 1 2 33bc 4 5 6  7ab
[ pow [ s | [[] [E[M]NTJ ]

CCoVtip1

Sekil 1.8. CCoV tip 1 ve tip 2’nin Pol geninin sematik gosterimi (Pratelli, 2011)

1.1.2. Virusun Replikasyonu

Coronaviruslarin replikasyon siklusu (Sekil 1.9), viral partikillerin spike
protein araciligiyla hicre ylzeyine tutunmasiyla baslar. ilk tutunmayi
hicre-ylzey heparan sulfat proteoglikanlari aracihigiyla yapan S proteini,
viral ve hiicre membran flizyonu amaciyla t¢ boyutlu yapisinda degisiklige
gereksinim duyar (Lai ve ark., 2007). Ozellikle SARS CoV’lar asidik pH’da
hdcre igine girebilmekteyken, S proteini baglantili hiicre icine girisi tercih
eden CoV’lar notr veya alkali pH’da hucreden hicreye fuzyon yolu ile
gecebilmektedir. SARS CoV’da membran flizyonu endozomlar igindeki
katepsin L aracili proteolizis ile gerceklesir (Nash ve Buchmeier, 1997). Bu
olay, alfa ya da betacoronaviruslarda endozom iginde olur (Huang ve ark.,
2006). Virusa ait membran ile konakglya ait hucresel membranlarin
birlesmesinden sonra viral nukleokapsit, replikasyonun gergekleseceqi
sitozolln igerisine birakilir. Konakgl ribozomlari ORF 1a/1ab’yi hem
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poliprotein 1a hem de poliprotein 1ab’ye cgevirir. Bunlar daha kuguk
polipeptidlere pargalanir ve muhtemelen viral ve konakgi proteinlerini de
iceren, replikasyon/transkripsiyon komplekslerini olustururlar. Bu yapilar
membran-bagimli  olup, virusla indiklenmis ¢ift membran vezikulleri
(Double Membrane Vesicles-DMV) iginde yerlegirler. Bu bdlgelerde
progeni genomlarin replikasyonu ve subgenomik RNA'larin dretimi
sekillenir. Cevrilmis M, E ve S glikoproteinleri, sentezlenmis ve enkapside
olmus genomlar gibi, ER- golgi ara bélimlerinde birikirler. Oncl viral zar
ve nukleokapsit birlestiginde, yeni virus partikili ER-GIC [Umenine
tomurcuklanir. Buradan ekzositoz yollariyla hicre membranindaki

veziklllere tasinirlar ve salinirlar (Risco ve ark., 1996).

/ endositoz

endozom

— aynima
'

7™ X+ genomik RNA

replikasyon transkripsiyon 'l T
SO komplek5| olusumu S

E Vi ian ) ar] e
" endoplazmik
/\/\/\/ N retikulum

replikasyon ve transkripsiyon

Sekil 1.9. Coronaviruslarin replikasyonu (Hagemeijer, 2011)
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1.1.3. Canine Coronavirus’un (CCoV) Turlere Goére Dagilimi

Alfacoronavirus ve Betacoronavirus genuslarinda yer alan etkenlerden
olan CCoV’lar; bu genustaki diger viruslarla yakin genetik iligkili olup,
konakgilarina ve virusun baglanma reseptorlerine ait bilgiler Cizelge 1.3'de

sunulmustur.

Cizelge 1.3. Coronavirus’larin Primer Baglanma Faktoérleri ve Reseptorleri (ICTV
9. Raporu, 2009)

Virus Konak E:Igtlg:‘ﬁma Reseptor
Alfacoronavirus 1

Canine coronavirus tip | Kdépek ?

Canine coronavirus tip Il Kdpek APN

Feline coronavirus tip | Kedi ?

Feline coronavirus tip Il Kedi APN
Transmissible gastroenteritis v.  Domuz Sialic acid APN
Human Coronavirus 229E insan APN
Human Coronavirus NL63 insan ACE2
Betacoronavirus 1

Bovine coronavirus Sigir 9-O-Ac Sia?
Canine respiratorik coronavirus  Kdépek

Equine coronavirus At 9-O-Ac Sia?
Human coronavirus OC43 insan 9-0O-Ac Sia?
Porcine H. Encephalomyelitis V. Domuz 9-0O-Ac Sia?
Murine coronavirus* Fare 4-0-/9-O-Ac Sia CEACAM1la
SARS-related coronavirus Insan ACE2
Gamacoronavirus Tavuk, Hindi 2
Deltacoronavirus Bulbil,Munia 2

Kisaltmalar; APN: aminopeptidaz N, ACE2: angiotensin-converting enzim 2, CEACAML1: carcino-embriyonic
antigen cell adhesion molecule 1. *: Murine coronaviruslari iki sekilde ortaya gikar; primer baglanma faktori
olarak ya 4- ya da 9-O-acetylated sialic acid (O-Ac Sia) ve ana reseptor olarak CEACAM1a kullanilir.
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1.2. Klinik Bulgular ve Patogenez

Enfeksiyon, Kklinik olarak oldukga degisken yapi gostermekte olup
erigkinlerde klinik bir tablo olusturmaz veya hafif semptomlu seyreder.
Enfekte kopekler etkeni digki ile 6-9 glin boyunca yayarlar. Bu durum bazi
hayvanlarda uzayabilir (Decaro ve Buonavoglia, 2008a). Kdpeklerde
hafiften siddetliye kadar degisen klinik formdaki enteritis, genellikle yuksek
morbidite ve dusik mortalite ile seyreder. Ancak diger patojcigdemen
etkenlerin varhgr (CPV-2, CAV-1, CDV ve sekonder bakteriyel etkenler)
(Decaro ve ark., 2006b), cevresel stres faktorlerin ylksek oranda olusu,
hijyenik yetersizlikler, maternal antikorlari olmayan 12 haftaliktan kuguk
kopekler, maruz kalinan CoV miktari ve/veya pantropik tipteki CCoV’in
enfeksiyona neden olmasi ile klinik bulgular agirlasarak o6limle

sonuglanmaktadir (Zicola ve ark., 2012, Castanheira ve ark., 2014).

Fekal-oral yol, CCoV’larin bulasmasinda birincil éneme sahiptir.
Bununla birlikte solunum yolu da dahil olmak Uzere baska nakil yollarinin
varhdi, halen kesinlik kazanmamistir (Licitra ve ark., 2014). Etkenin fekal-
oral yolla organizmaya girisini takiben CCoV, ince bagirsagin villus
epitelinde, apikal bolgedeki enterositlerin icinde Uremeye baslar. Etken,
ince bagirsaklarda jejunal ve duodenal Vvilllerde tahribata yol acar.
Bagirsak lumeni genislemis bir halde; gaz, sulu gida igerigi ve digki ile
doludur. Bagirsak mukozasi ve mezenterial lenf nodulleri 6demli ve yogun
konjesyon dikkat ceker. Ayrica kalin bagirsagin epitellerinde de ureyen
CoV’lar, digkiyla atilirlar (Pratelli ve ark., 2001).

1.3. Epidemiyoloji

CCoV enfeksiyonlari tim diinyada yaygin olarak bildiriimistir. italya’da
CCoV ile enfekte kopeklerden elde edilen digki 6rneklerinin biyomolekiler

analizleri sonucu her iki genotipin (CCoV1 ve CCoV2) de varhgi
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belirlenmistir (Pratelli ve ark., 2004b; Decaro ve ark., 2005). Avusturya’da
kedilerde yapilan bir ¢alismada M geni sekanslarina gére CCoV tip 1-
benzeri viruslarin varhdi bildirilmistir (Benetka ve ark., 2006). Ayrica
ispanya, Fransa, Almanya, Belgika, isve¢ ve Hollanda'da CCoV
enfeksiyonunun varhgi ve yayginligi rapor edilmistir (Escutenaireve ark.,
2007, Decaro ve ark., 2011a). ingiltere’de CCoV tip 2 enfeksiyonu CCoV
tip 1°"den daha yaygin olarak tespit edilmistir (Stavisky ve ark., 2010).
Cin’de de (Wang ve ark., 2006) enfeksiyonun yaygin olduguna ve CCoV
tip 1’in daha sik gozlendigine dair raporlar bulunmaktadir. Cin'de, saghkli
olan tilki ve rakunlarda her iki CCoV genotipine de rastlanmig, bunlarin
italya’dan elde edilen CCoV M geni sekanslari ile karsilastiriimasinda
suslarin yiksek genetik benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Wang ve ark.,
2006). Soma ve arkadasglari (2011) CCoV’u Japonya’da 1 yasinin altindaki
kopeklerde %66,3 oraninda var oldugunu ve kopeklerdeki enteritis
vakalarinda her iki genotipe %40’ In Uzerinde rastlandidini rapor

etmislerdir.

Tarkiye’de yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda CCoV tip 1’in yaygin
oldugu ortaya konulmustur (Yesilbag ve ark., 2007).

1.4. Evrimsel Degisiklikler

Pozitif polariteli RNA viruslarinda goérlilen ylksek mutasyonlar, kopek
populasyonlari arasinda sik rastlanan ve yine pozitif polariteli bir RNA
virusu olan CCoV’deki evrimlesmenin agiklanmasinda rol oynamis olup,
son 20 yilda gelisen biyomolekuler teknikler ile sahadan izole edilen yeni
virus suslarinin  serotipleri ve subtipleri belirlenmis; bunlardaki
mutasyonlarin gesitliligi Uzerine ¢alismalar yapilmasina imkan saglanmistir
(Guan ve ark., 2003).
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Viral genomdaki nokta mutasyonlar, delesyon veya insersiyonlarin
kimelesmesi ile yeni genotipler (CCoV tip 1 ve tip 2), biyotipler (pantropik
CCoV, respiratorik CCoV) ve konakgi varyantlari ortaya ¢cikmistir. Zamanla
giderek artan bu c¢esitlilik, kdpeklerdeki CoV’larin genetik evrimini

acgiklamada rol oynamistir (Decaro ve Buonavoglia, 2008a).

CCoV tip 1 ve FCoV tip 1’lerin ortak ata virustan meydana geldigi,
CCoV tip 2 ve FCoV tip 2 soylarinin ise genetik kaynag tam olarak
belirlenemeyen ¢ok sayidaki rekombinasyonlar sonucu ortaya ¢iktigi rapor
edilmigtir (Lorusso ve ark., 2008). Feline kokenli CoV’larin prototipi olan ve
1979 yilinda izole edilen FIPV WSU-79-1146’nin, aslinda CCoV’un
rekombinasyonu sonucu ortaya c¢iktigi (Herrewegh ve ark., 1998) ve
sonraki yillarda varhgi belirlenen baska rekombinant FCoV’lerin de oldugu
tespit edilmistir (Le Poder ve ark., 2013). Kopeklerin diger turlerle ve
Ozellikle de kedilerle ortak barindirilmasi ile birlikte turler arasi gegis
riskinin artmasi ve bunun dogal sonucu olarak yeni rekombinant viruslarin

olusumu da dikkat ¢ekici bulunmustur (Le Poder ve ark., 2013).

Hafif siddetten orta siddete degisen kategoride enfeksiyonlara yol
acan enteropatojenlerden sayilan CCoV’larin, 2005 yilinda italya’da yavru
kopeklerde olumcul seyreden ve sistemik hastaliga sebep olan virulent
suslari tanimlanmis (Decaro ve ark., 2005), bu ylksek virulense sahip
varyant biyotip ‘canine pantropik CoV’ olarak adlandiriimistir. italya’da bir
petshopta yavrularda olimle seyreden bir enfeksiyon bildirimi sonrasi bir
kopegdin akciger dokusundan immunohistokimyasal boyama araciligi ile
CCoV antijeni belirlenmis ve gastrointestinal kanal diginda da pantropik
CCoV’nin replike olabilecegine iliskin ilk kanitlari ortaya koymustur
(Buonovoglia ve ark., 2006). Bu pantropik susla (CB/05) vyapilan
calismalarda (Decaro ve ark., 2007), sistemik olarak i¢ organlarda dagilim
gosterdigi, CCoV tip 2a viruslari arasinda siniflandirildigi, hafif/orta siddetli
CCoV’lardan farkli olarak CPV enfeksiyonuna benzer cesitli klinik

semptomlara (yuksek ates, kanl ishal, ndrolojik bulgular ve |6kopeni)
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neden oldugu rapor edilmigtir (Decaro ve ark., 2008b). Pantropik CCoV’nin
en belirgin 6zelligi enterik formdan farkli olarak i¢ organlara tropizm
gOstermesi ve uzun sureli I6kopenidir. Cesitli organlardan elde edilen
pantropik CCoV’ye ait viral RNA'nin varligi, bircok ¢alismada yer almistir
(Buonovoglia ve ark., 2006; Zappulli ve ark., 2008; Decaro ve ark., 2008b).
Bu organlar arasinda; akciger, karaciger, lenf nodulleri, dalak, bobrek,
idrar kesesi ve beyin bulunmaktadir (Decaro ve ark., 2008b; Decaro ve
ark., 2012). Pantropik viruslarla enfeksiyonda dokularda tespit edilen
yuksek seviyedeki viral RNA’ya ragmen virus izolasyonu genellikle
basarisizdir (Ntafis ve ark., 2011, Decaro ve ark., 2012). Pantropik CCoV
tip 2a’lar icin genetik belirleyiciler halen tam olarak bilinmemektedir (Licitra
ve ark., 2014).

CCoV’larin iki subtipe ayrilmasi; TGEV/CCoV rekombinant suslarinin
tespiti ile tanimlanmis olup, Klasik CCoV tip 2a suslar ve rekombinant
CCoV tip 2b suslan klasifikasyonda yer almistir (Pratelli ve ark., 2003c;
Decaro ve ark., 2008b; Decaro ve ark., 2010). CCoV tip 2b suslarinda da
sistemik yayillma gozlenebilecegi, ancak bu durumun bugiune dek sadece
CPV ile miks enfeksiyonlari varliginda gergeklestigi bildirilmistir (Zapulli ve
ark., 2008; Licitra ve ark., 2014). Ayrica enterik CCoV ile pantropik CCoV
suglari arasinda kros bagisikhgin kismi olarak s6z konusu oldugu
bildirilmigtir, zira enterik CCoV enfeksiyonu yoninden badisik olan
kopeklerde pantropik CCoV enfeksiyonlarina kargi enfeksiyon meydana
geldiginde seronegatif kopeklere gore klinik bulgularin daha hafif oldugu

g6zlenmistir (Decaro ve ark., 2009).

CCoV’larin evrimlesme surecinde olusan nokta mutasyonlar, kiglk
insersiyonlar ve delesyonlarin genomda kiimelesmesiyle, yeni bir biyotipin
varligindan bahsetmek mimkun olmustur. Boylelikle ‘canine respiratorik
CoV’ (CRCoV) tanimlanmistir (Erles ve ark., 2003). Bu enfeksiyonla ilgili
olarak; ingiltere’de yapilan bir retrospektif ¢alismada 1971-2003 vyillari

arasinda solunum sistemi bulgulu koépeklerden elde edilen doku
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orneklerinden izole edilen viruslar arasinda da respiratorik tipte CCoV
varhgini gostermektedir (Ellis ve ark., 2005). Kopeklerde solunum sistemi
enfeksiyonlu olgulardan alinan soluk borusu ve akciger o6rneklerinden
CRCoV izolasyonu yapilmigtir (Erles ve ark., 2007). Respiratorik
CCoV’larin polimeraz ve S genleri sekans analizi sonuglari;
betacoronaviruslarla yakin iligkili olduklarini gostermistir. Ayrica Bovine
CoV ve insan CoV cDNA polimeraz geni proteinleri ile yiksek aminoasit
benzerligi gosterirken, ayni gen bolgesi yoninden enterik CCoV’lar ile
sadece uzak bir iligki icerisinde oldugu kanitlanmigtir. Benzer bir galisma
spike proteininde de s6z konusudur (Erles ve ark., 2003; Erles ve ark.,
2007). Buna ek olarak Betacoronavirus Uyelerinde karakteristik olan HE
gen yapisinin, CRCoV genomunda da bulundugu kanitlanmistir (Erles ve
ark., 2003). CRCoV; Kanada, Japonya ve Avrupa’nin diger Ulkelerinde de
belirlenmistir (Ellis ve ark., 2005; Yachi ve Mochizuki, 2006).

Betacoronavirus’larin evriminde, bu viruslarin ortak atadan geldikleri
one surulmektedir. CRCoV’lar da, bu ortak atayi paylasiyor olabilir ya da
BCoV’larin turler arasi nakil sonucu kdpeklere gecisiyle meydana gelmis
olabilecegi dusunudlmektedir. Pratelli (2011); CRCoV’lerin nasil ortaya
ciktigina iliskin sorulara cevap vermek igin, eski yillara ait benzer viruslarin
test edilmesine ihtiya¢c oldugunu ve CRCoV suslari ile filogenetik analizler
yapilarak daha fazla sekans bilgisi elde edilmesi gerektigini ifade

etmektedir.

Enterik CCoV tip 1 ve tip 2'nin aksine, CRCoV’ler hafif dereceli
solunum sistemi bulgulari gostermekte ve canine solunum hastaliklarinin
etiyolojik ajanlarindan biri olarak kabul edilmektedir. Canine respiratorik
sistem hastaliklarinin diger Uyeleri olan Bordetella bronchiseptica, CAV tip
1 ve 2, canine parainfluenzavirus, canine herpesvirus, reoviruslar and
influenzaviruslarinin ayirici tanida géz ardi edilmemesi gerekmektedir
(Erles ve ark., 2004).
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Serolojik kanitlar, CRCoV’nin Amerika Birlesik Devletleri, irlanda,
Yunanistan ve Italya’da da sirkiile oldugunu géstermistir (Decaro ve ark.,
2006a; Priestnall ve ark., 2006).

1.5. immunoloji

Kopeklerde zoner bir plasenta (placenta endothelio chorialis desiduata
villosa zonaria) yapisi bulunmakta olup, maternal antikorlarin plasental
yolla gegisi %5-10 oranda mumkundur (Pastoret ve ark., 1998). Hem
transplasental hem de kolostral yolla alinan antikorlar, yavrulari 6 hafta
yuksek duzeyde korumakta; bununla birlikte 12 haftaya kadar da bagisik
yanit devam etmektedir. CCoV enfeksiyonuna karsi asili veya enfeksiyona
maruziyet sonrasi kazanilan antikorlar, anneden yavruya aktarilabilirler.
Ancak geng¢ kopeklerdeki maternal antikorlar sorgulanmaksizin yapilan
asllamalar sonucu asl! basarisizliklarina da rastlanmaktadir. Maternal
antikor seviyesinin, asilama ile saglanan pasif immun yanit Uzerindeki
etkisi nedeniyle disen antikor seviyesinin takibi dnem arz etmektedir. Bu
nedenle CCoV’a karsl maternal antikor seviyesinin diismeye basladigi 6
haftalik yastan itibaren asilama yapilmasi 6nerilmigtir (Licitra ve ark.,
2014).

1.6. CCoV Enfeksiyonunun Tanisi

CCoV enfeksiyonunun tanisi amaciyla hastalik etkeninin ilk belirlendigi
1971 yihindan bu zamana kadar bir¢ok test geligtirilmistir. Tani; virolojik ve

serolojik metotlar kullanilarak iki sekilde yapilmaktadir.
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1.6.1. Direkt Tani

1.6.1.1. Virus izolasyonu ve Elektron Mikroskopi

Hucre kultirinden virus izolasyonu veya elektron mikroskopi (E.M.),
kopeklerde CCoV  enfeksiyonunun belirlenmesi igin  kullanilan
yontemlerdendir. Bu yontemlerin her ikisi de uzun slUre¢ ve deneyim
gerektiren ve rutin tanida tercih edilmeyen metotlardir. Ayrica E.M. her
laboratuvarda bulunmamaktadir. Negatif boyama ve inceleme ile E.M.’de,
digki  numunelerindeki viral partiktllerin goruntiulenmesi ile virus
belirlenebilir. Ancak E.M.'de ¢odu zaman CCoV'yi, CPV'den ayirmak
zordur. Ayrica Kklinik bulgulu hayvanlarda ticari kitler yardimiyla da

enfeksiyonun tanisi yapilabilmektedir (Greene ve ark., 2012).

CCoV tip 1 izolatlari, hucre kultiria sistemlerinde tek basina
uretilemeyen defektif viruslardir. in vivo kosullarda CCoV tip 1 viruslari,
CCoV tip 2’lerle birlikte “co-enfeksiyon” meydana getirebilirler (Licitra ve
ark., 2014). ik izole edilen CCoV susu ‘1-71’; giinimiizde CCoV tip 2
olarak klasifiye edilmistir (Binn ve ark., 1974, Keenan ve ark., 1976). CCoV
tip 2 viruslar (1-71 gibi) hucre kulturlerinde (6rnegin A-72 canine tUmor
fibroblast hdcreleri) sitopatolojik etki olusturarak Gremeye elveriglidirler.
Ayrica 1-71 susu, bircok feline hlcre hattinda da Uretilmis olmakla birlikte,
ilging olarak virus izolasyonu c¢alismalarinda diger birgok canine hucre

hatti kullanildiginda Ureme gézlenmemistir (Regan ve ark., 2012).

1.6.1.2. immunohistokimyasal Yéntemler

CCoV enfeksiyonunun  nekropsi materyalinde tanisi amaciyla
immunohistokimyasal metodlardan immunofluoresans teknigi kullanilarak

doku  boélumlerinin  boyanmasi  yoluyla  virusun belirlenmesi
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hedeflenmektedir (Evermann ve ark., 2005). Bu metot, uygun ekipman ve
deneyim gerektirmektedir.

1.6.1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Dizin Analizi

CCoV enfeksiyonunun belirlenmesinde, ylksek spesifite ve sensitivite
nedeniyle PCR kullaniimasi gerekliligi rapor edilmistir (Decaro ve ark.
2004). Bu metot sayesinde E.M. ve virus izolasyonu tekniklerine kiyasla

istenilen sonuca daha hizh ulasildid bildirilmistir (Pratelli ve ark., 1999b).

Akut gastroenteritisli canli hayvanlarda CCoV enfeksiyonunun
tanisinda hizl teghis imkanini saglayan Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) temelli testler siklikla kullanilmaktadir. Serotip ve genotip
karakterizasyonu, hem PCR hem de dizin analizi yardimiyla
yapilabilmektedir. Ayrica CCoV olduk¢ga degisken olan genomlari
nedeniyle ortaya ¢ikan birgok yeni varyant, bu yaklasim ile

saptanabilmektedir (Pratelli ve ark., 1999a).

1.6.2. Serolojik Tani

CCoV antikorlarinin  varligini  belirlemek amaciyla ELISA, Virus

Notralizasyon Testi (VNT), Western-Blot testleri kullaniimaktadir.

ELISA testi, CCoV antikorlarini belirlemek icin virus noétralizasyon
testinden daha hizli ve daha duyarli bir testtir (Athanssious, 1994; Pratelli
ve ark., 2002a). Ancak ELISA, CCoV'un serolojik tanisinda
kullanilabilirken, bu metotla gunumuzde serotip ve genotip ayrimi
yapillamamaktadir (Ellia ve ark., 2003). Hatta indirekt ELISA testi ile
enfeksiyonun akut veya kronik olusu hakkinda yorum yapabilmek de

mumkin olabilmektedir. Bu baglamda ELISA, CCoV’e karsi olusan
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immunglobulin M (IgM) ve IgG’lerin sorgulamasina imkan tanimaktadir
(Pratelli ve ark., 2002a).

CCoV spesifik antikorlarin  belirlenmesi amaciyla VNT rutin
uygulamalarda énem arz etmektedir, ancak uzun zaman almasi (en az 4
gun), her laboratuvarda kullanilamamasi ve sentivitesinin duiguk olmasi
sebebiyle gunumuzde rutinde tercih edilmemektedir (Pratelli ve ark.,
2002b). Ayrica yapilan ¢alismalarda, ELISA ve Western-Blot testi tim viral
proteinlere karsi olugan antikorlarin tespitini yapabilmekteyken, VNT
yalnizca nétralizan antikorlarin tespitini  yapabilmektedir. immunolojik
statinin belirlenmesindeki sensitivitesinin  dusuklugu nedeniyle VNT,
epidemiyolojik taramalarda ve asi ¢alismalarinda hatali sonuglara neden
olmaktadir. BUtin bu avantajlari nedeniyle ELISA testinin VNT yerine
kullanilmasinin  daha uygun olacagi, ayrica viral proteinlerin
belirlenmesinde sensitivite ve spesifitesi yuksek olan Western Blot ile
kombine edilmesinin uygun olacagi ifade edilmektedir (Pratelli ve ark.,
2002b).

Bu ¢alismada; Turkiye’de saglikli gorunumliu ya da klinik bulgulu evcil
kopeklerde CCoV enfeksiyonunun M ve S gen bdlgeleri hedef alinarak
RT-PCR ile tanisi, enfeksiyonun yayginhdi ve secili érneklerde ayni gen
bolgelerine ait dizin analizi yardimiyla sirktle olan viruslarin molekuler
temelli arastirlmasini takiben, tum dinyada evcil ve yabani kopeklerden
izole edilen CoV’lar ile genetik yakinlklarinin sorgulanmasi hedeflenmisgtir.
Elde edilen sonuglar yardimiyla Ulkemizdeki CCoV enfeksiyonlari

hakkinda epidemiyolojik bilgilere ulasiimistir.
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2. GEREG ve YONTEM

2.1. Gereg

Bu galismada, 2012-2013 vyillari arasinda Ankara Universitesi Veteriner
Fakultesi Klinikleri ve 6zel veteriner kliniklerinden Viroloji Anabilim Dali’'na
rutin tan1 amacl gonderilen saglikh gorunumli ya da klinik bulgulu (Resim
2.1) (ates, durgunluk, diyare, vb.) 100 kopekten alinan kan ve rektal
suruntt ornekleri ile bunlardan ishalli bir kdépegin nasal surtntt kullanildi
(Ek 2).

Resim 2.1. A.U. Veteriner Fakiiltesi i¢c Hastaliklari Anabilim Dalindaki CCoV
pozitif belirlenen képege ait goérinti
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2.2. Yontem

2.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

2.2.1.1. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

Virolojik teshis amaciyla EDTA (Ethylene diamine tetra-acetic asit) iceren
vakumlu tuplere (Vacuette, Kat no: 455036/ A040409, Greiner, Almanya)
en az 0,5 ml miktarda alinan kan ornekleri 4°C’de 2000 rom’de 10 dakika
santrifiij edildi. Ustteki plazma atilarak I6kosit tabakasindan pipet
yardimiyla 400ul steril 1.5 ml’lik eppendorf tlplere alindi. Porsiyonlanan

ornekler ekstraksiyon éncesine kadar -80°C’ de muhafaza edildi.

2.2.1.2. Rektal Siiriintii Orneklerinin Hazirlanmasi

Seliiloz fiber kapl ticari siriintii cubuklari (Cultiplast-LP, italya) araciligiyla
toplanan 100 rektal ve 1 adet nasal surunti ornegine, igerisinde 25000
U/ml Penisilin ve 20 mg/ml Streptomisin bulunan 2 ml Fosfat Tampon Tuz
Solusyonu (PBS) ilave edildi ve vorteks (karistirici) yardimiyla karistirildi.
Tup icerisindeki suruntu cubuklart kenarda sikilarak uzaklastirildi ve
yaklagik 2 ml sivi, steril tiplere alinarak 4°C’de 3000 rpm’'de 20 dakika
santrifUj edildi. Santriflj sonunda nukleik asit varligini arastirmak Uzere
400ul RNAase bulunmayan steril 1.5 mllik eppendorf tuplere alinan
slipernatant ektraksiyon dncesine dek -80°C’ de muhafaza edildi. Arta

kalan miktar ise, steril tipler igerisinde -80°C’de saklandi.
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2.2.2. Viral Niikleik Asit izolasyonu

Chomczynski ve Sacchi (1987) tarafindan bildirilen yontem kullanilarak,
CCoV enfeksiyonundan supheli ve saghkli gorunumla 100 hayvandan
alinan kan ve rektal slUrinti o6rneklerine, CCoV nukleik asit varligini
arastirmak amaciyla RNA ekstraksiyonu yapildi. Buna gore; buz iginde
bulunan 1,5 ml'lik mikrosantrifj ependorf tiplerine konulan 400ul’lik kan
ve suruntu orneklerinin tzerine esit hacimde (400ul) solisyon D eklenerek
10-15 saniye vortekslendi. TUpe sirasiyla 300ul asit fenol, 300ul kloroform-
izoamilalkol (49:1) ve 100ul 3M sodyum asetat (pH 5.2) eklendi. Karigim,
10-15 saniye vortekslendikten sonra 12500 rpm’de 10 dakika santrifuj
edildi. Santrifij sonrasi sUpernatanttan 700ul alinarak, buz (zerindeki
temiz bir mikrosantrifiij tiptne aktarildi. Uzerine esit hacimde -20°C’de
sogutulmus izopropil alkol eklenerek vortekslendi. Nukleik asit
presipitasyonu icin karisim -80°C’de 1 saat inkubasyona birakildi. Sure
sonunda donmus olan karisim, oda isisinda eritiimesini takiben 14000
rom’de 10 dakika santriflj edildi. TUpun igindeki karisim dikkatle aspire
edildikten sonra, dibe ¢okmis RNA peleti Gzerine yikama amach 300pl
%70’lik -20°C’de sogutulmus etil alkol eklenip 3 dakika santriflj yapildi ve
alkol dikkatle uzaklastirilarak kalan alkolin ugurulmasi amaciyla tupler
37°C’de kurutuldu. Kuruyan peletler 30ul deiyonize su (Applichem,
Almanya) ile tekrar slspanse edildikten sonra, molekuler calismalarda

kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

2.2.3. Viral RNA’dan Reverz Transkriptaz enzimi (RT) Yardimiyla
Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen viral RNA'nin revers transkripsiyonu
amaciyla Revert Aid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Lot: #K1622)

kullanildi. Yapilan karigsimlarin igerikleri ve uygulanan 1si donguleri Cizelge
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2.1 ve 2.2'de verildi. Tum bu iglemler i¢in termal gevirici cihaz (Biometra,

Almanya) kullanildi.

Cizelge 2.1. RT reaksiyonu bilegenleri

1. KARISIM

Bilesenler Miktar(pl)
1 RNA Ekstrakti 3ul

Random Hexamer Primer (100 yM, 0,2 ug/ul) 0,5 ul
Nukleazdan ari su 3ul
Toplam Hacim 6,5 ul

2. KARISIM
Bilesenler Miktar(pl)

1  5X Reaction Buffer (250 mM Tris-HCI [pH 8,3] 2 ul
250 mM KCI, 20 mM MgCI2, 50 mM DTT)

10mM dNTP Mix 1l
3 RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase 0,5 ul

(200 u/pl)

Toplam Hacim 3,5 ul

Cizelge 2.2. RT reaksiyonu is1 donguleri

Sira Isi degeri(°C) Zaman Dongii
Sayisi

1 70°C 5 dk 1

2 25°C 10 dk 1

3 37°C 60 dk 1

4 70°C 5 dk 1
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2.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

CCoV enfeksiyonunun tanisi amaciyla CoV M geni segilmis olup, tim kan

ve rektal suruntl ornekleri bu amagla CCV1 ve CCV2 primerleri ile RT-

PCR’a tabii tutuldu. Pozitiflik tespit edilen érnekler CoV S gen bdlgesi

yoniinden dizin analizi yapabilmek amaciyla RT-PCR’a tabii tutuldu. ilgili

arinlerin elde edilmesi amaciyla, Cizelge 2.3'de bildirilen primerler

kullanilarak PCR reaksiyonu gergeklestirildi. Calismada kullanilan gen

bolgeleri (Sekil 2.1) igcin PCR karisim bilesenleri ve PCR ddngusine ait

zaman/siklus bilgileri Cizelge 2.4’de gdsterildi.

Cizelge 2.3. Kullanilan primer dizinleri

Gen Primer . - . Gendeki N

Adi Adi Primer Dizin (5°—3’) Lokus Uriin(bp) Referans

M CCV1l TCCAGATAT GTAATGTTC GG 6729-6748 409 bp Pratelli ve ark.,
CCV2 TCT GTT GAG TAATCA CCAGCT 7138-7118 1999a (D13096)

S UCD1F CAG AAT GGG AAG AAG TGA CG 3704-3723 502 bp Pratelli ve ark.,
UCD1R CAC ACA TAC CAAGGC CATTTT 4205-4185 2003a (AB088222)

S S5 TGC ATT TGT GTC TCAGAC TT  3991-4010 694 bp Pratelli ve ark.,
S6 CCAAGG CCATTT TAC ATAAG 4684-4665 2004b (D13096)
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Canine
Coronavirus

1901 55-56 primerleri

1704 — UCDIE-UCDIR primerleri 4205

6729 CCV1-CCV2 primerleri

T138

Sekil 2.1. Kullanilan primerlerin genler Gzerindeki yerleri

Cizelge 2.4. PCR reaksiyonu bilegenleri

Bilesen Konsantrasyon Kullanilan Program
Taq DNA polymerase (5u/ul) 0,25 pl
10 X Tag buffer (tampon) 3,0 ul
MgCl, (25 mM) 2,4yl 95°C’de 5 dk
10 mM dNTP mix 0,5 ul 94°C’de 1 dk
Primer- forward (10 pmol/pl) 0,5 ul (*)°C’de 1 dk 35 siklus
Primer- reverse (10 pmol/pl) 0,5 ul 72°C'de 2 dk
Deiyonize su 19,85 72°C’de 10 dk
cDNA 3,0 ul
Toplam 30 ul

(*): Farkh PCR uygulamalarinda kullanilan annealing dereceleri primer ciftlerine gére farkllik
gbstermekte olup, CCV1-2 igin 50°C, UCD1F-R igin 52°C, S5-6 icin 54°C olarak belirlenmistir.
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2.2.5. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

Amplifikasyon Urunlerinin goéruntilenmesi amaciyla %1’lik agaroz (Prona,
EU) jel, TAE (Tris Asetat Ethylene) tamponu icerisinde is1 yardimiyla
eritildi. Eritilen jel Gzerine 0,5ug/ml konsantrasyonundaki ethidium bromide
(Sigma, ABD) ilave edilerek, 6nceden hazirlanan jel taraklari yerlestirilmis
olan jel taglyicisina bu karisim dokulda. Donmak Uzere ¢eker ocak altinda
10 dk bekletilen agarozdan taraklar cikarilip, elektroforez igin TAE
tamponu ile dolu olan tanka yerlestirildi. PCR UrUnleri, yikleme boyasi (6x
Loading Dye, Fermentas, Litvanya) ile 1 kisim boyaya 4 kisim PCR Urln0
olmak Uzere karigtirilarak toplamda 5 pl karigim taraklarin gikariimasiyla
olusan kuyucuklara pipet yardimiyla aktarildi. Uriin blyUkluginin yaklasik
olarak belirlenebilmesi icin 100 bp’lik merdiven (100 bp Marker,
Fermentas, Litvanya, 1 kisim stok marker + 1 kisim yukleme boyasi + 4
kisim su) baslangigtaki tek kuyucuga 1 pl olarak yuklendi. Daha sonra
urinler elektrik akimina tabi tutularak, yaklagik 30 dk sonra jel
goruntileme sistemi (Kodak, Gel Logic 100, ABD) kullanilarak amplikonlar

goruntulendi.

2.2.6. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

M ve S gen bolgesi hedef alinarak yapilan konvansiyonel RT-PCR
testinde pozitif olarak bulunan dérneklerden purifikasyon islemi sirasinda
kaybolmayacagi 6ngortlen ve kalin banda sahip PCR Urlnleri segcildi.
PCR drunlerinin saflastinimasi amaciyla preparatif jel hazirlandi. Bu
amacla %71’lik agaroz jel ve genis uglu taraklar kullanildi. 20 pl'den az
olmamak Uzere 4 kisim PCR drunu ile 1 kisim 6x yukleme boyasi bir
parafilm Gzerinde karistinlarak kuyucuklara aktarildi. Jele 8 Volt/cm
elektrik akimi uygulanarak 30 dakika streyle DNA UrUnlerinin ilerlemesi
saglandi. Elektroforez sonrasinda transilluminatér yardimiyla goérintilenen

jelde hedef gen urlnlerinin bulundugu bantlar steril bir bistlri yardimiyla
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jelden kesilerek ayrildi ve 1,5 ml'lik steril ependorf tiplere konuldu. Elde
edilen jel pargalarina High Pure PCR Product Purification Kit (Roche,
Almanya) kullanilarak, firma tarafindan onerilen sekilde saflastirma islemi
uygulandi. Bu prosedure gore; kesilen jel ile esit hacimde baglanma
solusyonu (Binding Buffer) jelin bulundugu tupe konuldu. Tup, 60°C’de 15
dakika jel tamamen eriyene kadar inkube edildi ve her 5 dakikada bir
olmak Uzere tupler vortekslendi. Slre sonunda tlp igindeki sivi, silika jel
iceren tuplere aktarildi. Bir dakika 10000 rpm’de santriflj islemini takiben
tupler, 700pl yikama solusyonu ile 2 kez yikandi. Tupler bos olarak 5
dakika 13000 rpm’de santrifij edildi. Silika jel tabakasinda eser miktarda
kalan etil alkolin tamamen ugmasi beklendikten sonra, bos ve temiz bir
ependorf tipe oturtulan silika jelli kisimlar tGzerine 30 pl elisyon sollisyonu
veya RNAase-DNAase’dan arindiriimis su DNA’nin eldesi amaciyla ilave
edildi. Tiplere 12000 rpm’de santrifiij islemi uygulandi. islem sonunda
elde edilen saflastirilmis DNA’lar dizin analizinde kullaniimak Uzere -20°
C’de saklandi.

2.2.7. Dizin Analizi

Saflastinimis PCR Urdnlerine, Dye Terminator Cycle Sequencing
(Genomelab DTCS — Quick Start Kit, Kat No: S810148. Beckman Coulter)
kiti kullanilarak (Cizelge 2.5) dizin analizi yapildi. Boyali nukleotidlerle
isaretleme iglemi Cizelge 2.6’da gOsterilen reaksiyon karisimi ve 1si
dongulerinde gerceklestirildi. Isi dongu programi sonucunda elde edilen
DNA’lar absolut ve %70 konsantrasyonda hazirlanmis etil alkol
solusyonlariyla yikama iglemine tabi tutuldu. Bu iglemin ardindan DNA’lar,
etil alkolin uzaklastirilmasi ve kurumasi i¢in karanlik bir ortamda bir gece
birakildi. Ertesi gun isaretli Grtnler, kapillar elektroforetik separasyon igin
Beckman Coulter CEQ 8000 Dizin Analizi cihazina (Beckman, ABD)
yerlestirildi. Elde edilen veriler, Uretici firma (Beckman-Coulter) tarafindan

saglanan program (CEQ versiyon 5.0) ile degerlendirildi.
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Cizelge 2.5. DTCS bilesenleri

DTCS Kit Karisimi

Bilesen Miktar (pl)

10X Reaksiyon Tamponu 2

dNTP Karigimi 1
ddUTP 1
ddGTP 2
ddCTP 2
ddATP 2
Toplam Hacim 11

Cizelge 2.6. DNA dizi analizi reaksiyonu bilesenleri ve 1s1 dongusu

DNA Dizi Analizi Reaksiyon Karigimi Program ve Dongii Sayisi
Bilesen Miktar (pl)

DNA 4 96°C ‘de 6 dk

Primer (Forward veya Reverse) 1 96°C ‘de 20 sn

DTCS 4 50°C ‘de 20 sn } 30 Siklus
Sulandirici 1 60°C ‘de 4 dk

Toplam 10 4°C’de 10 dk

2.2.7.1. Dizin Analizi Sonugclarinin Degerlendirilmesi

Dizin analizi sonrasi elde edilen ham veriler, National Center
Biotechnology Information (NCBI) servisinin Basic Local Aligment Search
Tool (BLAST) web sayfasinda yer alan (Banklt: GenBank Submissions)

programdan yararlanilarak analiz edildi. Dizinler Bioedit (Version 7.0.5.3)
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ve Clustral W (Hall, 1999) yaziimi kullanilarak kendi aralarinda
kargilastirildi. Bu galismada elde edilen dizinler, ayni programin ¢oklu
hizalama (multiple alignment) &zelliginden vyararlanilarak, Gen
Bankasindan elde edilen referans viruslar ve diger tlke suslari ile ilgili gen

bdlgeleri bakimindan kargilastiriidi.

2.2.7.2. Filogenetik Analiz

Filogenetik analizler; farkh Ulkelerde sirkile olan diger CCoV suslari ve asi
suslarina ait dizinleri ile bu calismada elde edilen dizinler arasindaki
genetik yakinhdin ortaya konulmasi amaciyla nukleik asit dizinleri baz
alinarak yapildi. Filogenetik analiz icin MEGA (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis software) (versiyon 6.0) (Tamura ve ark., 2013)
programi kullanildi. Bu amagla fasta formatina c¢evrilen tim verilere
Neighbour-Joining metoduna goére bootstrap analizi (1000 replikasyon)
yapildi. Analizde Kiamura’nin 2’li parametresi kullanildi ve bootstrap

degerleri filogenetik harita Gzerinde gosterildi.

2.2.7.3. istatistiksel Yontemler

Bu tez calismasinda, hayvan sahiplerinden alinan bilgilere gore
pozitiflik/negatiflik yonunden incelenerek, farkliliklar istatistiksel acgidan
degerlendirilmigtir. Bu amacla Chi-Square, Fischer exact ve Student t
testlerinden yararlaniimistir. Tim istatistiksel hesaplamalar minimum %5
hata payi ile incelenmistir. istatistiksel analizler igin SPSS 14.01 paket

programi kullaniimigtir.
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3. BULGULAR

3.1. RT-PCR Bulgulari

Bu tez galismasi igin 6ngorulen 100 kdpekten alinan kan ve rektal surtntu
ornekleri ile 1 nasal sUrantli 6rnegi, RT-PCR ile CCoV enfeksiyonunun
tanisi ve tiplendiriimesi amaciyla M ve S genleri yontinden arastirildi. Kan
orneklerinden 1 adedi M geni yonunden pozitiflik gdsterirken, 99 kan
ornegdi M geni yonunden negatif bulundu. Rektal surinti érneklerinde ise
100 adet suruntl 6rneginden RT-PCR ile 40 adedi (40/100, %40) M geni
yonunden pozitif bulundu (Cizelge 3.1). M geni yoninden pozitif bulunan
bu 40 rektal sUrinti 6rnegi, dizin analizi yapilmasi amaciyla S genine
yonelik iki farkh primer ¢ifti ile RT-PCR’a tabii tutuldu. Pozitiflik veren 40
ornekten, FCoV-like CCoV’lari ayirt edebilen UCD-1 F-R primerleriyle 13U
(%32,5), S5-6 primerleriyle ise 3'U (%7,5) olmak Uzere toplam 16 6rnek S

gen bolgesi yonunden pozitif reaksiyon verdi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. M ve S gen bdlgeleri yoninden, érneklerin RT-PCR sonuglari

Ornek

Gen Bolgesi Primerler Sayisi Pozitif Negatif
M Geni CCV 1-2 100 40 60
S Geni UCD1 F-R 40 13 27
S Geni S5- S6 40 3 37

Bu ¢alismadaki 6rneklere CCoV M (409 bp) ve S (502 bp ve 694 bp)
genleri hedef alinarak uygulanan RT-PCR sonucunda, hedeflenen
blayUklUkte Grin olusumuna ait amplikonlar Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve Sekil

3.3’de sunuldu.
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Sekil 3.1. CCoV M gen bdlgesine ait agar jel elektroforez gorintisi
M: Merdiven (100 bp’lik), 1: Pozitif Kontrol, 2-10: Ornekler, -K: Negatif Kontrol

Sekil 3.2. CCoV S gen bodlgesine (UCD1 F ve R primerleri ile) ait agar jel

elektroforez gorintlsi. M: Merdiven (100 bp’lik), 1: Pozitif Kontrol, 2-10: Ornekler, -K: Negatif
Kontrol

694 bp

Sekil 3.3. CCoV S gen bolgesine (S5-S6 primerleri ile) ait agar jel elektroforez
gorintisu. M: Merdiven (100 bp’lik), 1: Pozitif Kontrol, 2-10: Ornekler, -K: Negatif Kontrol
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3.1. RT-PCR Sonuglari ve Bireysel Verilerin (cinsiyet, yas, vb)
Degerlendirilmesi

Orneklenen kopeklerin sahiplerinden alinan bilgilere gore; cinsiyet, yas,
yasam kosullari (indoor/outdoor), barinma kosullar (tekli/goklu), asi
durumlari, klinik bulgulu olup olmadiklarina dair veriler istatistiksel olarak
degerlendirildi. Buna gore; ¢oklu yasam ortaminda olan kopeklerin, tekli
yasam ortamindaki kopeklere gore daha c¢ok FCoV-like CCoV
enfeksiyonuna yakalandigi (13/40) ve bu durumun istatistiksel agidan

anlamli oldugu bulundu (p=0,034).

Orneklenen 100 hayvandan 26 adedinde herhangi klinik bulgu
bildirimi bulunmamakla birlikte, asemptomatik olan bu hayvanlardan 10
adedi RT-PCR ile CCoV nukleik asiti ydoninden pozitif bulunmustur. Bu
sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu g¢alismada, CCoV
enfeksiyonunun tanisinda klinik bulgularin énemi g6z ardi edilmemekle
birlikte, pozitiflik agisindan RT-PCR bulgulari baz alinarak enfeksiyonun
epidemiyolojisine iligkin degerlendirmelerin yapiimasi uygun goralmustar.
Bu noktada yapilan analizlerde; cinsiyet (p=0,867), klinik bulgu varhgi
(p=0,852) ve asi durumu (p=0,764) dzellikleri agisindan istatistiksel olarak
RT-PCR sonucu pozitif hayvanlari 6ne ¢ikarak herhangi bir anlamli farklilik
bulunamadi. Klinik bulgu gosteren hayvanlarin diger enteropatojen ajanlar
(CDV, CPV, bakteriyel, protozoer vb.) yoninden de pozitif olabilecegi

ihtimali disunuld.

Hayvanlarin yaslarinin 3 aydan kiguk ya da blyuk olmalari ile RT-
PCR sonuglari analiz edildiginde; M gen bdlgesi primerleri ile <3 ay yasta
olan hayvanlarda CCoV enfeksiyonu sikhigi %92,5 (37/40) olarak tespit
edildi. Yas ve RT-PCR pozitifligi, Ki-kare testi ile sorgulandiginda
istatistiksel agidan anlamh bulundu (p=0,022). Ayrica S gen bdlgesi
primerleri ile FCoV-like CCoV enfeksiyonu varligi ydonunden yapilan analiz

sonuglarina gore; RT-PCR ile pozitif bulunan hayvanlarin yas ortalamasi
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1,9 ay olarak belirlendi ve bu durum student t testi ile incelenerek

istatistiksel agidan anlaml bulundu (p=0,001).

Yasama kosullari bakimindan M gen boélgesi primerleri ile CCoV

pozitifligi acisindan yapilan analizde ise disari baglantisi olan (outdoor)

hayvanlarda, sadece evde beslenenlere (indoor) oranla daha fazla

enfeksiyon varhgr saptanmis olup (38/40, %95), bu durum istatistiksel

acgidan da anlamli bulundu (p=0,034).

Cizelge 3.2. RT-PCR sonuglarinin bireysel verilere gére dagilimi

Sgen Sgen Sgen Sgen
M gen M gen bolgesi bolgesi bolgesi bolgesi
bolgesi bodlgesi UCD1F-R UCD1F-R S5-S6  S5-S6
Veriler (n=100) Sayl  pozitif  negatif pozitif negatif  pozitif negatif
Cinsiyet Erkek 61 24 37 7 19 2 23
Disi 39 16 23 6 8 1 14
Yas 0-3 ay 85 37 47 13 25 3 22
>3 ay 15 2 13 0 2 0 15
Yasam Indoor 14 2 12 1 2 1 2
Kosullari
S Outdoor 86 38 48 12 25 2 35
Barinma Tekli 36 13 23 0 13 1 12
Kosullari
$ Coklu 64 27 37 13 14 2 25
Asi Durumu Asih 21 9 12 0 10 0 10
Asisiz 79 31 48 13 17 3 27
Klinik Bulgu Var 74 30 44 9 21 3 27
Yok 26 10 16 4 6 0 10

3.2. Dizin Analizi Sonuglarn ve Filogenetik Degerlendirme

CCoV’larin M ve S gen bdlgeleri yoninden pozitif bulunan 9 &6rnek

secilerek dizin analizleri yapilmigtir. Bu 9 6rnegin timu M geni yonunden

dizin analizine tabii tutulabilirken, S geni yoninden dizin analizine

alinabilen ornekler; serotip tayininde kullanilan UCD1 F-R primerleri ile
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reaksiyon verenler arasindan secilen 6 adet ve S5-6 primerleri ile

reaksiyon verenler arasindan segilen 3 adettir (Cizelge 3.2).

Dizin analizi yapilan 9 6rnekten biri olan 99 nolu 6rnek solunum yolu
enfeksiyonu belirtileri bulunan bir kdpege aittir. Bu kdpekte solunum yolu
enfeksiyonu belirtileri de bulundugundan rektal suruntu yani sira nazal
surintd ornegi de alinmis olup, RT-PCR ile pozitif bulunan bu nazal

suruntu ornegi de dizin analizine dahil edilmistir.

Dizin analizleri yapilan ve filogenetik adactaki yerleri belirlenen 9
adet drnege ait bireysel veriler degerlendirildiginde, timundn asisiz oldugu
ve bu durumun istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (p<0,001). Dizin
analizi yapilan bu 9 6rnegin sadece birinde klinik bulgu gorulmedigi, diger
8 ornegin alindigi kopeklerde ise gastrointestinal sisteme ait klinik bulgu
(ishal ve ayrica 1 kopekte nasal akinti) gdzlendigi tespit edildi. ishal
semptomunun CCoV enfeksiyonlarinin klinik tanisinda énemli bir ayirag
oldugu ve hayvanlarin klinik durumlarinin orneklerin sec¢imi agisindan

istatistiksel agidan énemli oldugu belirlendi (p<0,001).

Dizin analizine alinan 9 drnekteki cinsiyet, yas, indoor/outdoor olma
durumlari, yagsama kosullari gibi kriterlerin herhangi bir 6nem arz etmedigi
ve istatistiksel olarak da bu durumun enfeksiyonun varligi yonunden

anlamli olmadigi belirlendi (p>0,001).
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Cizelge 3.3. M ve S gen bodlgelerine gére RT-PCR sonuglari ve orneklerin
CCoV tipleri

5 5 2 5 Y- g

(0] > b ~ 1

= & 25 =z 5 3 ES 40 5% o O

» = o © © >>S N0 0 6]
2 k= & a g T 5 g8 00 00 ¥ O

(@) > n £ o > X OO DD n (@)
8 erkek 2 asisiz  Saglikh Outdoor ¢oklu P P N Tip1l
10 erkek 3 asisiz ishal Outdoor ¢oklu P P N Tipl
13 disi 2 asisiz  Ishal Outdoor coklu P P N Tip1l
17 erkek 3 asisiz Ishal Outdoor coklu P P N Tip1l
40 erkek 2 asisiz  Ishal indoor tekli P P N Tip1l
83 erkek 3 asisiz Ishal Outdoor coklu P N P Tip2
99*  digi 2 asisiz shal indoor tekli P N P Tip2
100 disi 2 asisiz  Ishal Outdoor coklu P P N Tip1l
101 erkek 3 asisiz lIshal Outdoor ~ ¢oklu P N P Tip2

P= Pozitif, N=Negatif

** Rektal ve nasal slrinti 6rnekleri bulunmaktadir.

3.2.1. M Gen Bolgesine Gore Degerlendirme

Dizin analizi yapilan 9 hayvana ait toplam 10 6rnegdin (99 nolu hayvana ait
nasal surintl 6rnegi de dahil) tamia CCoV olarak tespit edildi. CCoV pozitif
oldugu belirlenen bu dérneklerin M gen bolgesi yoninden filogenetik analizi
sonucunda, birbirleri arasinda %87,3- %100 oraninda homolojileri oldugu
ve italya’dan izole edilen suslara oldukca yakin olduklari (%88,2-%99,4)
belirlenmistir (Sekil 3.4).

Rektal ve nasal suruntu orneklerinin alindigr 99 nolu hayvana ait M

gen bdlgesi dizinlerinin birbirleri ile % 100 homoloji gosterdidi belirlenmistir
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(Sekil 3.5). Bu baglamda, ayni bireyden elde edilen iki dizinin ayni virusa

ait oldugu kanaatine variimistir.

Aminoasit farkliliklari ydoninden yapilan degerlendirmede 40 ve 100
no’lu  oOrneklerin  filogenetik analizde kullanilan  diger suslarla
kargilastirildiginda 127. aa’de | (/zolésin)— A (Alanin), 173. aa’da V
(Valin)—>T (Treonin), 200. aa’da D (Aspertik asit)—E (Glutamik asit), 201.
aa’da N (Asparagin)—H (Histidin), 223. aa’da K (Lizin)—»Q (Glutamin)
seklinde degisimleri belirlenmigtir (Sekil 3.6). S6zkonusu bu aa dedisimleri
italya’dan CCoV tip 1 suslari ile ve Japonya ile Amerika’daki FCoV suslari
ile benzerlik gostermektedir. Ayrica bu iki 6rnegin M gen bdlgesi yoninden
aminoasit degisimleri de ayni olmakla beraber %100 homolog olduklari

tespit edildi.

Geri kalan 6 hayvana ait orneklerin M gen bdlgesi yonunden
dizinlerinin aa karsilastirmalarinda italya’da tespit edilen ve CCoV tip 2
oldugu belirlenen suglarla %100 homoloji gdsterdigi belirlenmigtir (Sekil
3.6).
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Di.grgence

Percent icentity

' 1 2 3 B S | 6 7 8 9 |10 [ 91 [ 12 | 13 |14 |15 | 16 | 97 |18 [ 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25
1 1000|873 |87.3 [875 |87.3 |87.2 /879 882 /8682|882 |950 832|890 |887|879 882|893 /879 879902832827 841835/ 1
2 |00 873 |87.3|876 873 |873|879/832/882 882950 /882|890 (887879882803 (879(879|002|832(827 841835 2
3 |150 150 100.0/99.1 |1283 (983 |988 |99.1 |99.1 /1991 (882 /986 (971|965 9481942 /048 (9429421936 |795(795/783 789 3
4 |150[150] 00 9911983 (983 (9868 /991|901 /991|882 /985|971 (965948 /942048 |9421042/038(795|795/783 789 | 4
§ |154/154103 | 03 [ 086 (986 |99.1 /995|004 1904 1884 /988 (974|968 [951 /045 (051 /945 /0451030708798 786|792 §
6 (158|158 | 13 [ 13| 16 100.0/99.4 /1936 (886 |98.6 [882 /980 (955|960 (942 1936 042948948 (935 |795|7951786(792| 6
7 [158[158| 13 |13 | 16 | 00 994 |985 (985 (986 (882 /980 (965|960 (9421935 (042948948 1936(795(795(786(792| 7
8 |150/150/05 (06 | 10 |05 | 05 99.1 1991|991 (887 /986 [97.1 /965948 /1942|948 (948948 /942 /80.1/801:792/798| 8
9 [136/146/03 |03 |06 |18 |16 |10 100.0/100.0{89.0 1994 980 (974 |957 |951 /957|951 (951 (945 (798798792798 | 9
10 |136/1356/03 (032 |06 |18 |16 |10 | 00 100.0/89.0 |99.4 |98.0 (974 /957 |95.1 |95.7 |95.1 [951 {945 (798798 /79.2 798| 10
11 [146/136|03 |03 |08 |18 |16 |10 |00 | 00 89.0 |90.4 1980 (974|957 |051 |957 |951 /9511945 (7908798792 (798| 11
12 | 46 | 46 |138 (138142 1146|146 | 138 134 (134 134 j 89.0 |902 896 893 /837|890 (882832 /013 (850847 844847 12
13 14614510 (10 |13 /23 |23 |16 |05 |05 | 06 |13.4 | 080 (974|957 |951 (057|951 (951 {045 (798803798 (803 | 13
14 |133[133 /26 |26 (29 |40 (40 |33 |23 |23 |23 [118]23 971 (95419451951 /94219421936 (815815803 (815| 14
15 [138 /13833 |33 |36 |47 |47 |40 30 /30|30 (1263033 955 /954|965 (954 /9541951 80.1[801]795({801| 15
16 1129114953 [53 (57 |68 (68 |61 |50 |50 |50 (12950 |53 | 40 936 (948 (936936 (942(795|795(789 795 | 16
17 |186 13881 |61 (64 |75 |75 |68 |57 |57 |57 (13857 |64 |53 |75 988 (931931922 795|792 1789|789 | 17
18 |130/130| 53 |53 |57 |68 |68 |61 |50 |50 |50 (122]50 |87 |40 |60 )13 942/90421034 (801798 |795 795 18
19 |150 /150 |61 (61 |64 |61 |61 |61 |57 |57 |57 (14657 |68 |53 |75 |82 |67 1000{036|705|792702795| 19
20 [150]150( 61 |61 |64 |61 |61 (61|57 |57 |57 |146]/57 |68 (5375|8267 |00 936 (795(792|792|795| 20
2 (118|118 |68 |68 |71 (75|75 |68 |64 |64 |64 |103|/64 |75 (57|67 |93 |78 75|75 818|815 805|806 | 21
22 (214214 /264 (264 /269 /274|274 1264 /269 1269|269 (188 /269 (1240|264 /2731275 (2652752751236 9481935 {936 | 22
23 (22312231265 (2652701275 (275|265 (270 (270(27.0 (1931260 (242|265 /2741282 |27.1/282/282 (282 6.0 1928 1928 | 23
24 12012011285 (285 |29.0 1290 (20.0 /280280 /1280|2680 [19.7 /270 (2860 /1275|284 /1286 (276 (28.1/28.1|256 |74 | 85 951 | 24 |
25 (210210274274 (2791279 (270 (269|269 (2690|269 (193 /259 (241264273285 |275|275/275(255| 758 |86 | 57 25
1 2 3 4 516 7 8 | 9 |10 |11 | 12 [ 13 |14 (15 |16 | 17 |18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 27] 25

Sekil 3.4. M gen bdlgesi yoninden niukleik asit “percent identity-divergence” tablosu

20

100

3

10

17

83

101

13

9INS

99RS
DQ112226CCoV2aitalya
AY548235CCoViitalya
EU924790CCoV2bitalya
EUB56352CCovabitalya
AY704315CCoV2aalmanya
D13096CCov2ainsaveUK
DQ201437TGEVTcin
DQ811789TGEVpurdueabd
GU300127-CCoV-2-brezilya
GU300127CCoVv2brezilya
AY3421650CCoVv2aUK
EUBE072FCoViabe
FJ217524amenka
NC002326FCOV2amerika
ABE35528japonya
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" & CCoVITr201 3 Ankara/Z3ch
S # CCoVITr201 MAnkara'101cM
& CCoVITri201 MAnkara13cM

61 | g CCoVITr/2013/AnkaralBcM

& CCoViTrf2013/Ankaral1 DcM

| & CCoVITr2013/Ankara/17cM
Di112226-CCal-2a-italya

g0 |# CCoVITr2013/Ankara/@0ch-rekial

& CCoVIMr2013/Ankara/B9ch-nasal

EUS24790-CCoV-2h-italya

ELIRSB382-CCoV-2b-talya

AYTD4818CCoV-2a-almanya

D113086-CCoV2a-Insave-UK-asi susu

— DQ201447-TGEVT-cin

— DGE11788-TGEVpurdue-abd

100 | GU300127-CCoV-2-brezilya

100 513001 F7-CCoN-2-brezilya

AYM42160-CCoV-2a-UK

AY548235-CCoV 1 -italya

52 |0 CCoMITH2013/Ankara/40cht

H |’ CCoVITr2013Ankara/100cM

EUBE072-FCoV1-abd

FJ917524-amerika

MNCO0Z386-FCOV2-amerika

ABS355 28 aponya

0m

Sekil 3.5. M gen bolgesine yonelik ‘neighbour-joining’ analizi
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127.aa (A degisimi) 173.aa (T degisimi)

e 20 e 40 e a0
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o T o e 0 B I 8 o ot Wl o o
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Sekil 3.6. M gen bolgesine yonelik (CCV1-CCV2 primerleri ile) protein hizalamalari



AYTD451le-CCoV-2a-almanya
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Sekil 3.6. Devam M gen bdlgesine yonelik (CCV1-CCV2 primerleri ile) protein hizalamalari
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3.2.2. S Gen Bolgesine Gore Degerlendirme

3.2.2.1. UCD1 Primerleri Kullanilarak Yapilan Degerlendirme

CCoV enfeksiyonu S gen bdlgesine yonelik olarak kullanilan UCD1 F-R
primerleri ile FCoV-like CCoV enfeksiyonu pozitif bulunan 6 adet 6rnek,
CCoV tip | olarak adlandiriimiglardir. Bu érneklerin dinyadaki hem cinsleri
ile yapilan filogenetik analiz sonuglari Sekil 3.8'de gosterilmistir. Bu
dizinlerin elde edildigi suslar Canine CoV tip | olmakla birlikte, Feline
kokenli CoV’larin ayriminda kullanilan primerlerle reaksiyon vermis olmasi
dikkat cekici bulunmustur. Ayrica bu dizinlerin italya’daki kdpeklerden izole
edilen suglara da oldukga yakin olduklari gézlenmigtir. Diger CCoV ile bu 6
dizine ait nukleotid benzerlikleri %80 ile %96,1 arasinda iken, bu benzerlik
birbirleri ile %90,7 ile %95,1 arasinda bulunmustur (Sekil 3.7). Bu suslara
ait aminoasit karsilastirmalarinda (Sekil 3.9), dinyada sirkule olan diger
CCoV suslarina gore gosterdikleri farkhliklar sekil Uzerinde kirmizi ile

isaretlenmistir.

Aminoasit farkliliklari yéoninden yapilan degerlendirmede 8, 17, 13,
10, 40 ve 100 no’lu 6érneklerin dizinleri filogenetik analizde kullanilan diger
suslarla karsilastirildiginda 1257. aa’de H (Histidin)— S (Serin), 1264.
aa’de (yalnizca 10 no’lu érnekte) G (Glisin)—D (Aspartik asit), 1297. aa’da
M (Metiyonin)—T (Treonin), 1317. aa’de A (Alanin)—S (Serin), 1324.
aa’de N (Asparagin)—S (Serin), 1355. aa’de Q (Glutamin)—V (Valin),
1362. aa’de T (Treonin)— V (Valin), 1366. aa’de E (Glutamik asit)}— N
(Asparagin) seklinde degisimler belirlenmistir (Sekil 3.9). S6zkonusu bu aa

degisimleri italya’daki CCoV tip | suslari ile benzerlik gdstermektedir.

1257. aa’deki degisim, 40 no’lu érnek (H (Histidin)—L (L&sin)) harig

tum orneklerde ayni sekilde gozlenmigstir. 1362. aa’de gdzlenen degisim
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ise 100 no’lu (T (Treonin)-— L (Lésin)) 6rnek hari¢ tim érneklerde ayni

sekilde gozlenmistir.

1329-1337.aa’ler arasinda ise tek bir aminoasit degisimi degil, blok

halinde bir degisim belirlenmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. S gen bdlgesindeki aminoasit degisimleri

1329. aa 1331. aa 1332. aa 1333. aa 1334. aa 1335. aa 1337. aa

Treonin Glutamik . Asparagin . . Aspartik
T asit (E) Lésin (L) (N) Lésin (L) Lésin (L) asit (D)
izolésin Aspartik Fenilalanin ~ Treonin Glutamik  Glisin (G)  Glutamik
() asit (D) (P (M asit (E) asit (E)
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Sekil 3.7. S gen bdlgesi (UCD1 F-R) yoninden nikleik asit “percent identity-divergence” tablosu

100CD

13LCD
AY30T0Z20-italya
100UCD

aucD

17UCD
AYI0T021-italya
40UCD
ABOBEZZZ-japonya
DOZ2a6140-isvicre
DO122858-amerika
EUMB6072-amerika
D32044-japonya
FJ1317524-amerika
FJ838053-hollanda
ABS35528-japonya
kKJG65875-almanya
KlGG65866-almanya
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100 ABOBA2X2japonya
o | D258 1404svicre
KJBB5ET5-almanya
ML KIA65868-almanya
r DQ122858-amerika
100 EU188072-amerika
D32(44aponya
" FJ917524-amerika
a0L—  FJa3s053-hollanda
AB535528-japonya
A CCoViTr2013/Ankara/40bS
26— AY307020-talya
& CCoVITr2013Ankara/ 10065
AY307021-italya
g7 b CCoVITr2013/Ankara/BbS
& CCoVITo2013Ankara/17bS
& CCoViTo2013Ankara/13b5
&0 A CCoViTr2013/Ankara/10bS

47

100

0.0

Sekil 3.8. S gen boélgesine yonelik (UCD1 F-R primerleri ile) ‘neighbour-joining’

analizi

58



1264. aa (D)

1257. aa [5-L) 1324, aa (S)
1297. aa(T) 1317. aa (5)

FEkE & 20 w * gk w ke * & F 20 * gk
L32044-4aponya -FIBV : HSIFSYNGTYMVIFRNMEQERREQMSDEVGITSCEVT FLNMT ¥TTEQETVIDY IDTNETIACMIEQYNENYTT FELNLITDTFNQTE
LB535528-japonya -FCoV S I - - - aemasmassmmmessmssm= .- PR I o 3 P
FJ917524-arerika -FCoV I . B iiinnccmcnaaannnad B L - - 1 .- JE A..F.lG.E|.....
FJ938053-hollanda -FCoV 1 i e seesassesasasareeas e e a e e T LO.Ee eun.
RBOBEB22Z-japonva -FIBV : ¥YE. ..., Hewetineinnnnnanannnnnas M......d L i < T LO.Ee eun.
L256140-iavicre -FCoVl T ¥F..un. Heveoonnnnnnnnnnnsnnnnns Mewuunad T ' T o N P
EJ665E875-alranya-FCoV T ¥, M e s s cmmmsnnansmamnssnnnnn s .T. R o 0
EJooSBot-almanya -FCoV HI e tiieennncasnaannnasnnsannnas i P S A A...BLQ.E).veu.n
Cgl22858-arerika -FCoVl - He o i i iieiessnnnccmcnaannnn s R I . T 1 - T ELG.Ev...
EUl86072-arerika -FCoVl H s M Hewesnneonnneanneannsaannoannn s LT, . /______._Q_R P
2Y307021-italya -CCoVl ] = < T .T. | e} f-I.DETEG.E. J....
AY¥307020-italya -CCoVl ] 1= P .T. | J.I.DFTEG.E.ulan.-
CCoVW/TR/2013/nkara/BhS 2] 5.l evevencennonnsnnnnnannannnnnsannnnad .T. | J.I.0ETEG.E. /v ...
CCoV/TR/ 2013/ 2nkaraf1TES 2| 5.l veeceenscsanennnnnonsnnnnnnen snnnnad T | J.I.0FTEG.E..|....
CCoV/TR/ 2013/ nkaraf13k5 2| 5.l vecsnaseceanennnncocsnnnnnnensnnnnad -T. | J.I.0FTEG.E..|....
CCoV/TR/2013/2nkara/10k5 :|5.)... . ............................. .T. | J.I.0FTEG.E. .|....
CCoV/TR/ 2013/ ankara/40ks : .................................... .T. | J.I.0FTEG.E. .|....
CCoV/TRS 2013/ Bnkara/100BS 2| Bl e e cieee ciene sacnnsanannaanannannnn .T. | .L:‘-I .DFTEG. EJ

$ekil 3.9. S gen bilgesine yonelik (UCD1 F-R primerleri ile) protein hizalamalart 1323-1337.aa




L32044-9aponya -FIBV
RB535528-japonya -FCoV
FJ917524-awerika -FCoV
FJ938053-hollanda -FCoV
EBOBB22Z-japonya -FIEV
[N256l140-isvicre -FCoVl
EJ663875-alranya-FCoV
FJooifoo-alranya -FCoV
OR122858 -ameriks -FCoVl
EU186072-amerika -FCoVl
3-‘1‘153'37'321—11:&1}'& -CCoV1
E¥307020-italya -CCoVl
CCoV/TR/2013/Ankara/BkS
CCoW/TR/ 2013/ 2nkara/17kL5
CCoW/TR/ 2013/ Bnkara/13k5
CCoV/TR/ 2013/ Enkara/10ks
CCoV/TR/ 2013/ Enkara/40ks

CCoV/TR/ 2013/ Bnkara/100k5

Sekil 3.9. Devam S gen bolgesine yonelik (UCD1 F-R primerleri ile) protein hizalamalari

1355. aa (V)

1366. aa (M)

1362. aa (V-1)

F 1I:|I:| B * * k&
ALNLTAETCOLEQRACHNLTTIAHEL Y ICNLHET
G : 121
: 121
: 121
: 121
: 121
: 121
: 121
: 121
: 121
: 121
: 121
: 121
: 121
: 121
: 121
: 121
: 121

Fovunnn — e |m—— == = mmmmn
......... .V B 1P S
......... v Vol Mo esnnnnann
......... 1 I
fanmaaaa e 1 I
......... o oe B R
fanmaaaa e I I
fanmaaaa e 'Jin ...........
S R 7

121
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3.2.2.2. S5-S6 Primerleri Kullanilarak Yapilan Degerlendirme

CCoV enfeksiyonu S gen bdlgesine yonelik olarak tip tayininde (CCoV tip
2) kullanilan S5-S6 primerleri ile pozitiflik 3 6rnekte (3/40, %7,5) saptanmig
olup, bu ornekler dizin analizine alindi. Filogenetik analiz sonuglari Sekil

3.11'de gosterilmistir.

CCoV enfeksiyonu S gen bolgesine yonelik olarak kullanilan S5-S6
primerleri ile CCoV enfeksiyonu pozitif bulunan 3 adet 6érnek (83, 101 ve
99RS) CCoV tip 2 olarak belirlenmistir. Bu orneklerin dinyadaki hem
cinsleri ile yapilan filogenetik analiz sonuglari Sekil 3.11'te gosterilmistir.
Ayrica S gen bolgesi yonunden birbirleri ile %86,2 ile %90,3 arasinda
homolojileri tespit edilmistir. Elde edilen dizinler; diger canine kdkenli
Macaristan, italya, ingiltere ve Romanya suslari ile S gen bdlgesi niikleotid
dizinleri yonunden karsilastirildiginda %76-%87 arasinda dedisen oranda
homoloji gosterdikleri, Yunanistan’dan elde edilen CCoV tip 2’ler ile de
%91 oraninda homolog olduklari belirlenmistir (Sekil 3.10). Bu ¢alismada
kullanilan Turkiye orijinli CCoV tip 2 suslarinin Japonya’dan elde edilen
feline kokenli suglara (FCoV tip 2), canine kdkenli (CCoV tip 2) olanlardan
daha fazla yakin oldugu ve %85,3-%91,7 oraninda homoloji gosterdikleri
belirlenmistir. Ayrica Turkiye orijinli CCoV tip 2 suslarinin CCoV tip 1
referenz susu olan EImo02 ile %56,7-%62,7 arasindaki homoloji
gOsterdidi, asi susu e de sirasiyla %86,2 (99 nolu 6rnek), %86,5 (83 nolu
ornek) ve %91,3 (103 nolu o6rnek) oranda homolog olduklari tespit

edilmistir.
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Divergence

Percent idenaty

1213 a | s |6 7] 8[ [10]19 12131495 16718 1920 21| 2225 [24 26|26 |2r[28] 20 [30 |3 [32[3 [3] |
< 986 (808 808 805 /805|799 (805 8049563 91,1 /908 /8019 794|980 (980|002 (923 /928752 762 | 768 765 | TAL|TTE (775 (929 920/925/913 (008 (626 626 (601 1
2 |03 796796 | 793|793 | 787 |793 |79.1|97.4 |91.6 (89,4 | 788 | 782 | 988 |988 |911 | 924 |93.4 | 750 | 750 | 755 | 753 | 752 | 76.2 | 76.2 |93.7 | 928 | 933 | 920 | 915 |62 7 637 |60.2| 2
3 |02 04 1000} 997 |09.7 | 991 | 997 |99.5 | 781 |86.5 | 79.3 |09.2 | 98,6 | 791 | 791 | 736 | 747 |75.0 | 954 | 954 | 95,0 | 957 | 955 | 06.5 |96.6 |75.2 | 742 | 750 | 735 | 735 | 49.8 |48 |29 3
4 |02 0< 00 997|997 |D9.1 | 997 |99.5 | 781 [86.5 |70.3 | 99.2 | 986 | 79.1 | 791 |736 | 747 | 750 | @54 | 954 | 35.0 | 957 | 956 | 96.5 | 95,6 |752 | 742 | 75.0 | 735 | 735 | 498 1408 (450 | 4
5 |06 08 |0s]0s 994 9686 (994 (992 (778 (85.2 1790|989 983|788 788 (733|748 (747 @51 951957 954 952|963 [963 [748 (730 (747 [732]732 e85 e95 43| &
6 |05 08 |04]04 )08 033|094 (092|776 196.2 | 79.0 |96.0 |983 | 788 |768 |733 | 783 |74.7 (951|051 | 05.7 | 954 |052 |06.3 |96.3 | 746|730 | 747 |732 | 732 |08 | 498 |a68| ©
7 |14 18 [12 12| 18] 18 985 965 773 195.6 (764 (983|077 |782 (762|727 | 738 (741 9461945 | 051045 (045 [957 (987 742 733 | 741|725 | 725 492 (492 (22| 7
8 |08/08 /04/04 /08 /08|13 908 (7781882 701 989 (583|788 (788 (738|747 (750 |54 054 (050 (057|954 (9881983 (782 742 1750 735 (738 (2081408 (62| €
9 |08 10 /08105010 18|02 770186.00179.0 | 98.8 [982 |767 (787 |738 | 74.5 (752 | 958 | 056 | 352 | 059 |057 |95.5 |98.5 (750 1744 | 752 | 738 | 735 500 |500 [469| ©
10 |22 |22 |18 | 18 | 22 | 22 | 28 | 22 | 20 90.% |87.7 | 77.6 | 75.7 | 965 | 966 |89.9 | 913 |922 | 739 | 739 | 745 | 742 |74.4 | 755 |75.3 |91.7 1919|920 | 905 | 803 |627 |627 180.0| 10
1 [10]14 (o808 | 121220 121422 §52 |67.0 [85.4 | 919 |919 [850 | 865 865 | 824 |824 830|827 |825 |835 |834 |87.4 5.0 | 87.0 |854 |BS0 |567 (567 |=a0| 41
12 [22 )26 (2020|3434 2312 4031 788 782 (897 (897|842 862 /862|767 768 | 775|771 [77.1 | 701 [701 [853 848 [ 850 (822 [830 [567 567 [522] 2
12 (12l wefwel22]1a]162¢ 0236 982|790 790 [736 (747 (748 951951 957 |954 (952 (963 (962 752 741|752 736 (736 (9.2 |49 (288 3
14 |20 |22 |18 |18 | 22 |22 | 30 | 22 | 24 | 36 | 22 | 48 | 24 781|781 | 744 | 755 (756 | 963|953 | 950 | 966 085 |97.8 |97.4 (747|765 1747 | 732|732 | 498 |94 (462 13 |
15 (1013 11010 | 18|14 | 22 | 14|18 | 30 | 10 |22 | 32 | 24 100.0/915 | 929 1940 | 752|752 | 758 | 755 753 | 787 [767 194.0 920 | 936 |925 919 838 |38 |610] 15
16 [0 13 |10 10 | va w22 na (18730 10 2212 [24 00 Wo18[030(0x0|782 782 7e0 785 783(787 (787 [920[020 {036 925 919838 638 [s10| 6
17 |97 |98 |86 |85 | 90 |90 | 99 |83 | &4 (107|092 |90 |86 | 75 | 92 | 92 945 (923|744 745|752 752|752 |753 |755 (908 (897 [ 905 | 005 | 000 |827 627 |60.0| 47
18 |72 |71 170170 | 74 | 74 | 83 | 70 |72 |90 |73 | 64 | 70 | 59 | 66 | 65 | 59 951753752 758|755 |755 | 762 | 761 |922 10111914005 |87 |621 (621|054 | 6
19 (67|71 /66|65 ) 70[70 79|56 64 80|73 64]68 55|54 [64]|73]52 753750 | 759|756 |756 | 758 | 758 [920 925 | o290 025 915 620 620 (555 ] 9
20 |52 |65 6161|6666 7061|5974 |63 |67 66|49 63 637461 61 985 |92 | 080|085 | 06.9 956 | 733 | 732 | 741720 | 729 |49.5 |84 |22 0
21 |64 |66 |61 |61 | 66|66 | 70|61 |50 |74 |63 |64 |66 |39 |54 |64]|72] 6366818 991|080 | 985 |96 | 966 1733 |73.2 | 741|720 | 729 |49.7 |87 |65 | 21
22 | %5 |57 |63 |53 | 57 |57 | 66 | %3 | &1 |68 | 5% | 56 |57 | 20 | 55 |55 |64 | 55 |53 | 10 | 12 997|994 |97.7 |97.4 1730|738 | 747 | 735 | 735 495 |94 |43 | 22
23 [ B9 |81 |87 |27 |89 )61 70|87 |52 |70 (8D |80 81 |44 (5D |89 85|29 87|13 )18 |04 33197 (971 P38 (732 1 7aa (732|738 (292|492 |ans| 25 |
24 |82 (84 (59|59 /88|68 |T72/59 |57 (680616064 |47 (82 |62(64)|59|57118/20/(08]12 971 (968 (739 /7301744 [735[ 735|495 (495 65|
25 | 45 | 49 |44 |44 | 49 | 49 | 57 | 49 | 45 |53 145 13149 |34 | 42 |42 | 62| 49 | 551 40 | 42 | 30 | 34 | 38 931 17411736 | 739 | 727 | 724 |492 |482 |462| 25
26 |47 |49 |44 |34 | 40 |40 | 57 |49 |47 |55149 |31 /51 |34 |42 |42 (59|51 |55 |44 |44 |348 |38 |42 |12 T41 (7387448 [732 729|402 (492 (452 | 25
27 |65|68 64|64 |68[68|77 |82 66 8s5/62|76/64 70|82 62(101]85 |87 00000185 (ae]70]79 0201048 (037 D43 625 [625 |eco| 2r
2 [vsl7e |77 a7 leafes|eo|v7 75|63l r79lealze72]ve (76|14l os ez n2]|02][94]s0 86 ]es [0s]7s 250 943 [pe2 (629 629 [s54| 28
29 |70 |73 |66 66| 71|71 |70 |55 |63 62|68 | 60|63 |70 |59 |69 (105|903 |76 |70 |70 | 7.0 | 75|75 |62 |75 | 55|42 952|065 627 |627 600 20
30 |85 87 (88|88 | 93[03 10288 a8 100]/67 90 88 93[82 62 tw0s]103]s2 9707|8803 8 [100]03]s7]60] 20 949|625 626 [50.0] 30
31 |90 93 |89 |89 | 9393 (102|859 |65 (10293 |94 66 |93 |89 |89 11111803 |97 |97 |88 |88 |68 [105(08 |61 |62 | 37 | 54 629 (629 (603 31
32 |474 (267 (4831483 1401384 (299 (483 (480|478 1514 1499|405 |495 (464 464 (485 (407 (482 1405 487 421499 /401|409 (400 (48814827485 (489 482 1000,82.3 | 32
33 |474 (487 483 /483 | 491|484 499|483 |4B0 |47.6 51.4 1400 (495 | 495 |454 464 |485 | 497 1482|405 487 401|499 401|409 | 490 |48.8 1482 | 485 | 489 |482 | 0.0 813 33
34 526524 |5621562 562553 584|567 |562 503 S8.0 554|556 |58.4 |520 |520 (541|557 (547|584 |57.4 | 578|674 |57.4 (588|584 15451558 | 544 543|537 195 188 3

112 3 4 5|6 |7 [8 /|9 10/ 12/13 /14|15 /|16 17|18 190 20 21 |22[23 24252 27 2820|303 |3233 [34]

Sekil 3.10. S gen bdlgesi (S5-S6) yoninden

nukleik asit “percent identity-divergence” tablosu

Ui o3k

/unanistan

G

5-hungary

S-aaye

B-0mier ks

15433

J5-B-hungary

7tae

1018

3335

938

27 hangary

J3dalya

SU13608° 007700V
D0112226-CRO5.CTcVip2-2
AV242°60 BIF 1O COoVtp2 2
213090hsaw-CCavtiag
XITTT04T-K3T8-0C0/ IR
ARALK

25-UK

725-UK

J3-UK

25-27.UK

Mtaa

=TI

ABTS 10 Fmonra FOCN-2
AN271E65-TGEY
JNBSED0SATSOC M2
KD5170-70-1145-FCovtigd
X30729-79-9803-FCovtips
AV307020-Eimo-02-CCo7 101
J0E32206-LCRCoY
AD08S222-FFV.UCD
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Dunyada sirkule olan diger CCoV suslariyla bu suglara ait aminoasit
kargilastirmalari Sekil 3.12'da gosterilmis olup, farkhliklar sekil Uzerinde

kirmizi ile isaretlenmistir.

S gen bdlgesi dizin analizlerinin dinyadaki diger viruslarla aminoasit
farkhliklar1 yoninden yapilan degerlendirmede 83, 101, 99 no’lu drneklerin
diger suslarla karsilastinildiginda 1223. aa’da G (Glisin)— V (Valin), 1244.
aa'de D (Aspartik asit)— E (Glutamik asit), 1301. aa’da D (Aspartik
asit)»>E (Glutamik asit) seklinde degisimleri belirlenmistir (Sekil 3.12).
Sozkonusu bu aa degisimleri Macaristan’dan CCoV tip 2b suslan ile
benzerlik gostermektedir. Ayrica 1223. ve 1301. aa’lardaki degisimlerin
italya (CCoV 2a ve CCoV 2b) ve ingiltere (CCoV tip 2a) izolatlarinda

g6zlenen aa degdisimlerine benzerlik gosterdigi tespit edildi (Sekil 3.12).
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Q148754136505 falya =

—— GO 148752260/05-1alva
— GO148753/360/05-#alya
— >
{mﬂmlﬂm
HE50 3Tl yunanistan
— GO 148774120 08romania
GO 14BT5E1 (408 talya.. .
GOMETTM000 T hungary—»|_ 0" | P20
B CCoVITr2013Ankara/B3as pey—
GU146061-450-077-CCoVip2 P
% DAl [pantropik)
GQUETTTZ81106-B-hungary

GO 14875807 -ftalya
B CCoViTn2013iAnkaral101a5

GON48TE8 3G TIDE-UK

GO 14 8T ERETI6-26-LK
GO4ETHE 37 HD6-UK

G4BT 241/06-8-Lk

G0 1487 S ETD6-27-L

11 3096-insave-C Co'\iip? Tip2a

XOTTTMT-KATE-CCo\t2 Y
AY342150-BGF 1-0CoVip2-a

GQ1487H1/213/05-talva CCaV
g9 = GQ 1487460 B64/01-Ralya TipZb
W CCoVITr201 VAnkara/D3as

——————— ABT81768-japonya-FOOV-2

— ——— AJIT1065-TGEV

XDB1T0-76-1146-FCoVin?
P o mcovwge— 4 eV

XE0TEe-T0-1883-FCoVtip2

ABDBS2Z2FIFVLICD
AY307020-Elmo-02-CCoVipt —*

ﬁ'mmw

i - {
Sekil 3.11. S gen bdlgesine yonelik (S5-S6 primerleri ile) ‘neighbour-joining’ analizi



1223.aa (V) 1244. aa (E)

* 20 * 40 * 60 * 80 * 100
GQ148749/164/01—italya : VNECVRSQSQRFGFCGNGTHLFSLANAAPNGMIFFHTGLLPTAYETVTAWSGICASDGDRTFGLVVKDVQLTLFRNLDDKFYLTPRTMYQPRVATSSDEV : 100
JQ422598/yunanistan : : 100
HQ450376/yunanistan 100
GQ148754/365/05-1talya 100
GQ148770/2/06-hungary 100
GQ148753/360/05-1italya 100
GQ148774/120/06-romania 100
GQ148752/280/05-1italya 100
GQ148777/281/06-B-hungary 100
GQ148755/104/06-1italya 100
DQ112226-CB-05-CCoVtip2-a 100
AY342160-BGF10-CCoVtip2-a 100
X0777047-K378-CCoVtip2 100
GQ148765/241/06-9-UK 100
GQ148766/375/05-UK 100
GQ148763/97/06-26-UK 100
GQ148768/367/08-UK 100
GQ148764/97/06-27-UK 100
GQ148751/213/05-1italya 100
AB781788-japonya-FCOV-2 100
AJ271965-TGEV 100
JN856008-A76-CCoVtip2-c 100
X06170-79-1146-FCoVtip2 100
X80799-79-1683-FCoVtip2 100
AY307020-E1lmo-02-CCoVtipl 95
DQ682406-CRCoV 95
AB088222-FIPV-UCD 95
GQ148758/5/07-1italya 100
D13096-insavc-CCoVtip2 100
GU146061-450-077-CCoVtip2 100
GQ148773/400/07-hungary 100
CCoV/Tr/2013/Ankara/83aSsS 100
CCoV/Tr/2013/Ankara/101las 100
CCoV/Tr/2013/Ankara/99as 92

Sekil 3.12. S gen bdlgesine yonelik (S5-S6 primerleri ile) protein hizalamalari
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GQ148749/164/01-italya
JQ422598/yunanistan
HQ450376/yunanistan
GQ148754/365/05-1italya
GQ148770/2/06-hungary
GQ148753/360/05-italya
GQ148774/120/06-romania
GQ148752/280/05-italya
GQ148777/281/06-B-hungary
GQ148755/104/06-1italya
DQ112226-CB-05-CCoVtip2-a
AY342160-BGF10-CCoVtip2-a
X0777047-K378-CCoVtip?2
GQ148765/241/06-9-UK
GQ148766/375/05-UK
GQ148763/97/06-26-UK
GQ148768/367/08-UK
GQ148764/97/06-27-UK
GQ148751/213/05-1talya
AB781788-japonya-FCOV-2
AJ271965-TGEV
JN856008-A76-CCoVtip2-c
X06170-79-1146-FCoVtip2
X80799-79-1683-FCoVtip?2
AY307020-Elmo-02-CCoVtipl
DQ682406-CRCoV
AB088222-FIPV-UCD
GQ148758/5/07-italya
D13096-insavc-CCoVtip2
GU146061-450-077-CCoVtip2
GQ148773/400/07-hungary
CCoV/Tr/2013/Ankara/83aSs
CCoV/Tr/2013/Ankara/101as
CCoV/Tr/2013/Ankara/99as

1301. aa (E)

* 120

QIEGCDVLFVNATVIDLPSIIPDYIDINQTVQDILENFRPNWTVPEL
= )

*

140

*

Sekil 3.12. Devam S gen bdlgesine yonelik (S5-S6 primerleri ile) protein hizalamalari
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4. TARTISMA

Kopekler; gunumuzden vyaklasik 14.000 yil Oncesine dayanan
evcillestirme sonucunda gerek avcilik 6zelliklerinden ve gerekse iz sirme
yeteneklerinden vyararlanilan dost canlisi hayvanlar olmuslardir.
Catalhoylk’'te bulunan neolitik ddnemden kalma duvar resimlerinde M.O.
9000 vyillarina dayanan Anadolu'daki kopek evcillestirmesine ait ilk
belgelerden ginumuze gelindiginde, pet hayvanciligi olgusu giderek onem
kazanmigtir. Dinyada 500 milyon Uzerinde kopek populasyonu varligi
bildirilmekte olup, kdpek ve insanlarin yagsam birlikteligi hayvan saghgi
konularini da 6ne c¢ikarmistir. Ozellikle bulasici viral enfeksiyonlarin
hayvan saglgi Uzerine direkt etkileri yani sira, zoonoz potansiyellerinden
dolayr insan saghgini da etkileyecek olmasi, bu tip viruslarin

arastinimasini populer hale getirmigtir.

Bu tez calismasina konu olusturan CCoV enfeksiyonu bulasici ve
zoonoz potansiyeli olan gastrointestinal kanalda etkili viral hastaliklardan
olup, bu galismada 100 adet kdpege ait suruntl ve kan ornekleri virolojik
yonden incelenmis ve RT-PCR araciigiyla 40 adedinde (%40) CCoV
nakleik asiti varligi tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglar CCoV
enfeksiyonunun Turkiye’de varligina dayali ilk verilerle CCoV nukleik asit
tespiti %15,5 (Yesilbag ve ark., 2004) karsilastirildiginda, daha yuksek

oranda enfeksiyon varligini gostermektedir.

Dunyada kopeklerde CCoV enfeksiyonunun tekli/coklu yasam
kosullari bakimindan énemi ve gorulme sikhigi hakkinda farkh bildirimler
bulunmaktadir (Naylor ve ark., 2002, Ntafis ve ark., 2013). Birgok
arastirmaci tarafindan kabul edilen genel goérus; CCoV enfeksiyonunun
¢oklu yasam kosullarinda naklinin oldukga kolay oldugu ve iki haftaya

varan viremi ile sagilan virusun fekal-oral nakli ile ylksek bulas

67



ihtimalinden dolayr birden fazla hayvanin ayni habitati paylastig
kosullarda, tekli yasama kosullarina sahip hayvanlara gore daha siklikla
CCoV enfeksiyonuna rastlanmasinin mimkin olabilecegi bildiriimektedir.
Bu baglamda; yukarida anilan genel goérise benzer olarak, bu tez
calismasinda c¢oklu yasam kosullarinda bulunan kopeklerde (27/40,
%67,5) tekli yasam kosullarindaki kopeklere (13/40, % 32,5) oranla daha
fazla CCoV enfeksiyonu yonlinden pozitiflik oldugu ve bu durumun Ki-kare
testi aracilhigiyla istatistiksel agidan anlaml oldugu bulunmustur (p= 0,034).
Bu galismada ¢oklu yasam kosulu olarak birden fazla kdpek ve/veya kedi
barindiriimasi kastedilmekte olup, toplam 27 adet CCoV pozitif kdpekten
14’0 kopeklerle c¢oklu yasam ortaminda bulundurulmaktayken, 13’0
kedilerle ayni habitati paylasmaktadir. Ayrica kedilerle birlikte beslenen bu
13 kopegin tumda feline CoV-like primerler ile pozitif tespit edilmigtir. CCoV
tip 1 ile enfekte oldugu belirlenen bu 13 kopek kedilerle ayni habitat
paylastigindan enfeksiyon kaynaginin kediler olabilecedi konusu, Terada
ve ark.’nin (2014) bildirdigi calisma ile de benzerlik gostermektedir. Ayrica,
Licitra ve ark.’nin (2014) calismasinda kopekler ve onlarla ayni ortami
paylasan diger turlerin, ozellikle de kedilerin artigiyla; tarler arasi nakil
sonucu novel rekombinant CoV’larin ortaya g¢ikma ihtimalinin de artis

gOsterdigi bildiriimektedir.

Bu calismada oOrneklenen koépeklerdeki enfeksiyonun yas statisu
yonunden degerlendirimesinde, CCoV M gen bodlgesi primerleri
kullanilarak yapilan RT-PCR sonuglarina gore 0-3 aylik yas grubunda yer
alan bireylerde enfeksiyonun siklikla goéraldugu (37/40, %92,5) ve bu
durumun istatistiksel agidan anlamh oldugu belirlenmistir (p=0,022). Elde
edilen sonuglar, Ntafis ve ark. (2013) tarafindan bildirilen verilerle ve
Atasevan ve ark. tarafindan 2005 yilinda yapilan calisma ile paralellik
gOstermektedir. Ayrica S gen boélgesi sonuclari da enfeksiyon varliginin
yas ile baglantili oldugunu destekler niteliktedir ve istatiksel acidan bu

sonuglar da anlamh bulunmustur (p=0,001).
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Stavisky ve ark. (2012) ingiltere’de CCoV varli§i ve gevre sartlar
baglantisini sorguladiklari calismaya gore, dis ortamla baglantisi olan
kopeklerde (outdoor) CCoV enfeksiyonun goérilme sikhginin sadece evde
yasayan kopeklere (indoor) oranla daha fazla oldugu bildiriimektedir. Bu
tez calismasinda da disariyla baglantili olan kdpeklerde (38/40), sadece
evde yagsayan kopeklere oranla (2/40) daha fazla enfeksiyon varligi
saptanmasi onceki c¢aligmalarla paralellik arz etmekte olup, bu durum

istatistiksel agidan da anlamli bulunmustur (p=0,034).

Yesilbag ve ark. (2004) yaptigi ¢alismada, klinik bulgu gdstermeyen
hayvanlarin tamami CCoV enfeksiyonu yonunden RT-PCR ile negatif
bulunurken, bu tez c¢alismasinda CCoV enfeksiyonu yoninden pozitif
bulunan hayvanlardan %25’inin  (10/40) klinik bulgu gdstermeyen
hayvanlar oldugu belirlenmistir. Japonya’da yapilan bir calismada (Soma
ve ark., 2011) ise, 109 kopekten alinan orneklerin 8'i RT-PCR ile CCoV
ndkleik asiti yoninden pozitif (%7,3) bulunmus olup, bu 8 kdpedin ishal
semptomlu oldugu belirtilmistir. Erles ve Brownlie (2009) ise asemptomatik
kopeklerde RT-PCR ile %12,5 CCoV pozitifligi belirlemiglerdir. Bu tez
calismasi sonuglari, klinik bulgu gdézlenmeyen kopeklerde de CCoV

enfeksiyonunun varliginin mimkun olabilecegini gostermektedir.

CoV'’nin tanisinda RT-PCR teknigi kullanilarak M ve S gen boélgeleri
Uzerine galismalar bulunmaktadir (Decaro ve ark., 2009; d’Alexandry ve
ark., 2015). M gen bolgesi; korunakh bir bolge olmasindan kaynakli
enfeksiyonun varligini belirlemede kullanilirken, S gen bodlgesi; hucre
tropizmi, konakgl spekturumunun belirlenmesi, notralizan antikor olusumu
agisindan onem arz etmekte olup, virusta meydana gelen degisimlerin
belirlenmesinde de anahtar rol oynamaktadir (Lai ve ark. 2007). Bu tez
¢calismasinda, yukarida s6z edilen sebepler gbz éninde bulundurularak,
CCoV’nin M ve S gen boélgeleri hedef alinan primerler kullanilarak RT-PCR
ile arastirma yapilmig olup, rutin tani icin M gen bolgesi yeterli bulunurken,

tiplendirme ve filogenetik analizler i¢in S gen bdlgesi tercih edilmigtir.
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Yesilbag ve ark. (2004, 2007) serolojik ve virolojik metotlara dayal
calismalarinda CCoV enfeksiyonunun ulkemizde kopeklerde yaygin
bulundugunu ve yavru kopeklerde ishale neden olan Onemli viral
ajanlardan oldugunu bildirmistir. Gir ve ark.’nin (2008) serolojik sonuglara
dayali ¢calismalarinda 6rneklenen her yastan tim kopek irklarinda %96,5
oraninda CCoV antikor varligi tespit edilirken, yeni dogan kdpeklerin bu
enfeksiyona daha duyarli oldugu rapor edilmigtir. Atasevan ve ark. (2005)
genglerin CCoV enfeksiyonuna daha duyarli oldugunu belirttigi calismada,
%73,4 oraninda CCoV antikor pozitiflik tespit etmis ve cinsiyetler arasinda
enfeksiyonun pozitifligi acisindan 6nemli bir farkhlik bulunmadigini
belirtmistir. Bu tez calismasinda, kdpeklerde CCoV enfeksiyonu yéninden
yapilan 6énceki calismalardan farkli olarak; RT-PCR ile pozitif bulunan
orneklerden virus tipinin tayinini (CCoV tip 1/FCoV-like ve CCoV tip 2)
takiben, CCoV M ve S gen bdlgesi Urlnlerinin dizin analizi ile bu bodlgelerin
molekller karakterizasyonu sayesinde Ulkemizdeki CCoV’larinin
dinyadaki hem cinslerine benzerlik ve farkliliklarinin belirlenmesi sonucu
sahada sirkiule  olan viruslarin Ozelliklerinin aydinlatiimasi
gerceklestiriimistir. Elde edilen RT-PCR sonuglari, tlkemizde CCoV tip 1
(13/40, %32,5) ve tip 2'nin (3/40, %7,5) varhdini gostermektedir. Tip
spesifik primerler ile reaksiyon vermeyen &rneklerin CCoV varyanti
olabilecekleri ve tiplendirilemeyen bu oOrneklerin yeni dizayn edilecek
primerler aracihgiyla tiplendirilebilecedi dusunulmektedir. Yegilbag ve ark.
(2007), CCoV asisiz kopeklerden aldiklari gaita 6rneklerinde CCoV
nakleik asiti varligini RT-PCR ile %15,5 oranda tespit etmis olup, bu
calisma sonuglari ile karsilastirildiginda 79'u asisiz 21’i asili kopeklerden
alinan 100 6rnekten 40’1 RT-PCR ile pozitif tespit edilmistir. Pozitif oldugu
belirlenen 40 hayvanin 31’i CCoV’a karsi asisiz 9'u asili kdpeklerdir. Bu 40
CCoV pozitif hayvandan 0-3 ay yasta bulunan 22’sine ait ayrintili verilere
gore 14’UG kolostrumla beslenmeden yani annelerinden maternal antikor
alamadan ayrilmiglardir. Bu tez g¢aligmasinda serokonversiyon agisindan
herhangi bir degerlendirme olmamakla birlikte, s6zkonusu bu hayvanlarin

anket sorularindan edinilen bilgilere gore maternal antikorlari yeterince
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bulundurmadiklari ve uygun donemde asilanmadiklari g6z ©nunde
bulunduruldugunda, bireylerin CCoV enfeksiyonuna ac¢ik halde olduklari
dusundlmektedir. Postnatal hayatta CCoV ile karsilastigi disundlen bu
bireylerde maternal antikor yetersizliginin organizmayi enfeksiyona agik

hale getiren predispoze faktorlerden biri oldugu kanaatine variimigtir.

Bu calismada, dinya genelinde CCoV nukleik asiti varligina dayali
PCR sonuclari yéniinden yapilan taramalarda Turkiye, italya, Japonya,
Amerika, ingiltere, Macaristan, Yunanistan, Cin, vb. ulkelerde %15,5-57,3
degisen oranlarda pozitiflik bildirimlerine (Soma ve ark., 2011) benzer
oranda veriler elde edilmigtir. Ayrica bu c¢alismadaki veriler RT-PCR
sonuglarina goére degerlendirildiginde CCoV tip 1’in llkemizde kdpeklerde
daha siklikla gorildigu ve immunizasyonda kullanilan asilarda (Vanguard
CV, Biocan C, Nobivac Corona) bulunan CCoV tipi (CCoV tip 2a) dikkate
alindiginda (Decaro ve ark., 2011a, Licitra ve ark., 2014), Ulkemizdeki
enfeksiyonun bu derece yayginlhiginin sasirticc olmadidi kanaatine

varilmaktadir.

Buglne dek enterik CCoV ile ilgili yapilan rutin tani ¢alismalarinda
kan orneklerinden ziyade, rektal surtinti érneklerinin tercih edilme nedeni
virusun affinite gosterdigi dokunun intestinal kanal olmasi (Pratelli, 2011)
ve klinik bulgu olarak ishalin karakterisitk olusuna baglanmaktadir. Ayrica
apatojen olarak barsaklarda bulunan CCoV’larin sistemik enfeksiyona
neden olabilmeleri igin c¢esitli faktorler (6rnegin Canine Parvovirus
koenfeksiyonu gibi) gerekmektedir (Decaro ve ark., 2009). Decaro ve ark.
(2010) viral RNA’nin kanda her zaman tespit edilmesinin mumkin
olamayacagini belirterek, bu durumu molekuler tekniklerle tespit
edilemeyecek kadar dusuk viremi duzeyine baglamislardir. Bu ¢alismada;
100 adet kan 6rneginin sadece 1 adedi (%1) CCoV nukleik asiti yonunden
pozitif tespit edilmis olup, rektal surtntlistinin de pozitif oldugu belirlenen
bu o6rnek zayif amplikon olusturdugundan dolaylr dizin analizine

alinamamigtir. Bu sonug, Decaro ve ark.’nin (2008b) deneysel enfekte
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edilen kopeklerde kanda viral RNA'y1 tespit edemedikleri ve Decaro ve
ark.’nin (2010), CCoV’un kanda viremi esnasinda ¢ok dusik seviyede
olmasi ve kan numunelerinden caligilmasinin zor olduguna degindigi
calismalariyla paralellik goéstermektedir. Bu baglamda dogdal enfeksiyon
sonucu olusan CCoV tanisina yonelik ¢alismalarda kan orneklerinden
daha c¢ok rektal surintl/gaita orneklerinin tercih edilmesinin gerektigi

sonucuna varimistir.

CCoV enteropatojen viruslardan olup, sistemik enfeksiyonlara da yol
actiklar bilinmektedir. Bu tez calismasinda ishal ile birlikte Ust solunum
yolu enfeksiyonu bulgulari da gosteren 99 nolu kdpede ait rektal ve nasal
suruntu ornekleri RT-PCR teknigi ile pozitif bulunmus olup, dizin analizine
tabii tutulmuslardir. Filogenetik analiz sonuclarina gére her iki dizinde
birbirleriyle %100 homoloji gostermektedir. Yani bu bireyde hem
gastrointestinal sistem hem de respiratorik sistem etkilenmigtir. Decaro ve
ark.’nin (2009) deneysel enfeksiyon calismasinda enfekte edilen yavru
kopeklerin sadece gaitalarinda virus sac¢ilimi oldugu, ne kan ne de nasal
suruntu orneklerinde viral RNA’yI tespit edemedikleri bildirilmis olup, bu tez
¢calismasinda nasal sUrunti o6rneginden viral RNA'nin tespiti ilgi gekici
bulunmustur. Yukarida bahsi gecen bulgular Decaro ve Buonavoglia'nin
2011 yiiinda yaptiklari ¢alisma bulgulari ile paralel olup, sonuglarimizi

destekler niteliktedir (Decaro ve Buonavoglia, 2011b).

RT-PCR sonuglan ile pozitif bulunan 40 koépege ait ornekler
arasindan dizin analizine segilen 9’'unun hayvan sahiplerinden edinilen
veriler degerlendirildiginde, secilen tum orneklerin asisiz hayvanlara ait
oldugu ve 9 adet hayvanin 8’inin klinik bulgu gosterdigi belirlenmistir. Bu
durumun viral yuku arttirdigi kanaatine varilmig, ayrica bu 06ngoru
orneklere ait amplikonlarin kuvvetli oluglari ile de desteklenmistir. Dizin
analizine alinan bu orneklerin ait oldugu bireylerin asisiz oluslari ve klinik
bulgu gdstermeleri istatistiksel olarak da anlamli (p<0,001) bulunmus ve

bu secimi destekler niteliktedir.
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Filogenetik analiz sonuglari dikkate alindiginda M gen bdlgesi
yonunden 9 hayvana ait toplam 10 dizin analizi yapiimis olup, bu
dizinlerden 8 adedi CCoV tip 2 viruslar ile ayni dalda yer almigtir. Geri
kalan 2 dizin ise CCoV tip 1 viruslarinin bulundugu dalda yerlesmisgtir.
Ancak bu 9 hayvana ait orneklerin genotiplendirimesi S gen bdlgesi
primerleri ile mumkuin oldugundan, bu primerler kullanilarak 3 adedi CCoV
tip 2 ve 6 adedi CCoV tip 1 olarak belirlenmigtir. CCoV M gen bdlgesi
primerleri kullanilarak RT-PCR ydntemiyle pozitif bulunan iki dizin (40 ve
100 numarali oérnekler), referenz viruslarla karsilastirildiginda aminoasit
farkhliklarr goéstermistir. Bu farklihiklardan 127. ve 223. aa’daki degisimler
Amerika (Pedersen, 2009), Japonya (Terada ve ark., 2012), italya (Pratelli
ve ark., 2004a) ve Latin Amerika’dan (Pinto ve ark., 2014) izole edilen
CCoV’in ayni numarali aminoasitleri ile benzerlik gostermektedir. S6zu
edilen 40 ve 100 nolu hayvanlara ait érnekler S gen bodlgesine gore de
CCoV tip 1 olarak adlandiriimiglardir. Costa ve ark. (2014) Brezilya'dan
elde ettikleri CCoV ile yapmis olduklar calismada; 127., 173., 200. ve 201.
aa’lardaki degisimlerin tespiti ile CCoV tip 1 ve CCoV tip 2 arasinda ayrim
yapilabilecegi 6ne surulmektedir. Bu anilan aa degisimleri, bu tez
¢calismasindaki 40 ve 100 nolu orneklerle birebir benzerlik gostermekte
olup, M geni yodnunden yapilabilecek bir genotiplendirmenin hatal
olabilecegi kanaatini de uyandirmaktadir. Clnku Sekil 3.5'te kullanilan
diger Uulke izolatlarindaki anilan numarali aa’lerin degisimlerine
bakildiginda; FCoV-1, FCoV-2 gibi izolatlarda da ayni aa degisimlerinin
olabilecegi gorulmektedir. Zira genotiplendirmeye iligkin ¢alismalar
gunumuze yakin tarihte olup, bu non-synonim degisimler hakkindaki
yorumlar henlz kesinlesmemis olmakla birlikte, Avrupa’dan ve dinyadaki
bagka Ulkelerden yapilan ¢alismalarda da ayni konu Uzerindeki tartigsmalar

devam etmektedir.

Bu tez galismasinda, CCoV S gen bdlgesine gore elde edilen dizin
analizlerinin aminoasit acgisindan diger referanslar ile karsilastiriimasi

yapildiginda; S gen bdlgesi yonunden FCoV-like CCoV’lar (CCoV tip 1) ve
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CCoV tip 2’lerin ayrimini yapan UCD1F-R primerleri ile pozitiflik veren
orneklerin (6 adet) aminoasit degisiklikleri Sekil 3.9’da gosterilmistir. Buna
gbre 1297, 1317, 1324, 1355 ve 1366. aa’lerdeki degisim, 6 adet Turkiye
orijinli CCoV tip 1 susunda da s6z konusu olmustur. Bu tek aa degisimleri
nokta mutasyonlar seklinde olup, italya ve Brezilya suslarindaki ayni
numarall aa’lerdeki degisimler ile benzerlik gostermektedir. Brezilya’dan
elde edilen CCoV’larin S gen bdlgesindeki bu degisimlerin tartisildigi
arastirmada (Costa ve ark., 2014); subtip, Kklinik bulgu/patojenite
(pantropik) ve tek bir CCoV tipi ya da her iki CCoV tipi ile birlikte dual
enfeksiyona yatkinlik noktasinda belirleyici olabilecekleri ifade edilmekle
birlikte, bu konuda kesin bir yargiya varilmadigi ve c¢alismalarin devam
ettigi belirtiimigtir. TUrkiye orijinli CCoV’larinin anilan primerler kullanilarak
S gen bolgesi analizlerinden elde edilen sonuglar Brezilya’daki bu ¢alisma
ile benzerlik gostermekte olup; 6 sekansin yapildigi kdpedin ayni evde
kedilerle beraber yasamakta oldugu ve kedilerden herhangi CCoV
pozitifligi arastirilmamis olmakla birlikte, bu kdpeklerin tlrler arasi nakil ile
kedilerden CCoV’lari almis olduklari dusuncesi hakim olmustur. Bu
baglamda, anilan aa degisimlerinin S gen Dbdlgesi yodnunden

‘rekombinasyon” konusunda da arastiriimasi gerektigi diugunulmektedir.

CCoV tiplendirmesinde kullanilan S5-S6 primerleri ile dizin analizi
yapilan 3 érnek, Macaristan, italya, ingiltere ve Romanya gibi Avrupa
kokenli CCoV tip 2 suglari ile karsilastirildiginda; 1223, 1244, 1301 nolu
aa’lerde homolog degisimleri gdstermistir. Orneklenen hayvanlardan 83
nolu kdpek, S5-S6 primerleri ile reaksiyon vererek dizin analizine alinmig
olup, bu bdlge yonunden Macaristan kokenli izolatlar ile 1244 nolu aa’deki
farklihk nedeniyle ayni alt gruba dahil olmustur. Tipki Macar CCoV’lar gibi
tip 2b grubunda yer alan bu sus disinda, 99 ve 101 nolu kopeklere ait S
gen bélgesi dizin analizleri de Macar ve italyan CCoV tip 2b suslar ile
yakinhk gdéstermektedir. Ancak bu iki sus (99 ve 101) tek baslarina ayri
birer dalda yer almaktadir. Decaro ve ark. (2010) tarafindan yapilan ve

kopeklerde Avrupa Uulkelerinde rekombinant CCoV’in oldukga yaygin
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bulundugu c¢alismada; CCoV enfeksiyonunda kullanilan agilarin CCoV tip
2a suglarini icerdigi ve bunlarin CCoV tip 2b’ye karsi kullaniminda kismi
zayif kros reaksiyon verdigi ifade edilmektedir. Bu durumun koépeklerdeki
rekombinant viruslara kargi olusan immun yaniti etkileyebileceginden
hareketle, bu tez ¢calismasinda tiplendirilen CCoV’in sadece tip 2 b suglari
olusu nedeniyle ulkemizde de kismi kros bagisikligin olabilecegi, ancak bu

badisikhigin yetersiz kalabilecedi kanaatine varilmistir.
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5. SONUG ve ONERILER

Gergeklestirilen calisma, 2012-2013 yilinda drneklenen 100 adet kopege
ait CoV enfeksiyonu yayginligini ve sirklile olan viruslarin molekuler

karakterizasyon sonugclarini igermektedir. Bu ¢aligsmadaki verilere gore;

- CCoV enfeksiyonunun Uulkemizdeki kopeklerde oldukgca yaygin

oldugu (%40) tespit edilmigtir.

- CCoV enfeksiyonun laboratuvar tanisinda, rektal sUrintd
orneklerinin hastaligin belirlenmesinde kullaniimasinin daha uygun oldugu

dusundimektedir.

- Kopeklerde yeni CCoV genotiplerinin ve patotiplerinin ortaya
¢clkmasi, yeni virulent suslari i¢ceren asilarin hazirlanmasi ihtiyacini
dogurmaktadir. CCoV’lere karsi halen kullaniimakta olan inaktif asilarin
sirkile olan her iki alt tipi icermemesi sebebiyle yeterli etkiye sahip
olmadidi duasunulerek, bu tez calismasi ile ileride yapilacak deneysel
calismalara basamak olusturabilecek, tlkemizde CCoV enfeksiyonu ile asi
kullanimli mucadele programlarinin gelistiriimesine yonelik onemli bilgiler

elde edilmigtir.

- Calisma sonucunda ulkemizde sirkule olan CCoV’lerin antijenik ve
genetik ozellikleri, yapilan dizin analizleri ile ortaya konularak, elde edilen
filogenetik analiz sonuglarina goére, bu viruslarin dinyada bulunan diger
CCoV’ler ile yakinlik-uzakliklari belirlenmistir. Buna gore; rutin tanida M
genine yonelik primerlerin kullanimi yeterli olmakla birlikte, dizin analizi
yardimiyla yapilacak genotiplendirme c¢alismalarinda S genine yodnelik

amplikonlarin da aragtiriimasi onerilmektedir.

- CCoV enfeksiyonuna maruz kalan Ulkelerde kontrol ve
eradikasyon programlarinin  gelistiriimesi adina oOncelikle CCoV

enfeksiyonlarina ait epidemiyolojik statinun bilinmesi gerekmektedir. Bu
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calismadan elde edilen sonuglar ile CCoV enfeksiyonunun ulkemizde
hangi tiplerinin seyrettigi (CCoV tipl ve CCoV tip 2b) belirlenerek,
CCoV enfeksiyonuyla micadele konusunda bilimsel yaklagimda
bulunulmasi saglanmigtir. Bu tez ¢aligmasi sonuglarina gore; ulkemizde
CCoV ile mucadele ve kontrol programlarinda kullanilacak agilarda tip 1

etkenleri yani sira tip 2 etkenlerinin de kombine olmasi 6nerilmektedir.
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OZET

Evcil kopeklerde Canine Corona Virus (CCoV)’larin molekiiler
epidemiyolojisi

Bu calismada, evcil kopeklerin onemli hastaliklarindan birine sebep
olan Canine Coronavirus (CCoV) enfeksiyonlarinin yayginhginin
arastinimasi ve sahadaki suslarin M ve S gen bdlgesi hedef alinarak
molekuler karakterizasyonun yapilmasi amaclanmistir.

Calismada 100 képek kullanildi. Olgular yas, irk, cinsiyet, bakim
ve besleme kosullari, asili olup olmama durumlari ve klinik bulgular
yonunden anket sorulari esliginde degerlendirildi.

Bu veriler 1s1ginda kopeklerde CCoV enfeksiyonlarinin yaygin
oldugu (%40), enfeksiyonun klinik bulgu, asi durumu ya da cinsiyet
ayrimi gozetmedigi, evde ya da sokakta beslenen kdpeklerin hepsinde
enfeksiyonun gortlebilecedi ve CCoV enfeksiyonunda ishal bulgusunun
siklikla g6zlendigi ortaya konulmustur.

Uygulanan RT-PCR sonucunda CCoV tanisinda ve
tiplendiriimesinde M primeri ile beraber S geni primerlerinin daha net
sonu¢ verdigi belirlenmistir. Dizin analizlerine gore Turkiye'de sirkule
olan CCoV’lar dunyadaki diger CCoV’lar ile benzerlik gostermistir.
Genotipik olarak; CCoV tip 1 ve CCoV tip 2 suslarinin varhgi tespit
edilmigtir.

Sonug¢ olarak, Turkiye'’de canine coronavirus enfeksiyonunun
molekuler epidemiyolojinin belirlenmesi yonunde yapilacak ¢alismalarin
devamllik gostermesinin gerekli oldugu; bu calismalarin ticari agsi
tercihlerinin belirlenmesi ve asi gelistirme yonundeki yeni galismalar igin
yol gosterece@i ve saglikli pet hayvanciigi yoninden 6nemli katkilar
saglayacag! kanaatine variimigtir.

Anahtar Kelimeler: Canine Coronavirus, Epidemiyoloji, Molekuler,
Molekuler filogeni, RT-PCR
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SUMMARY

Molecular Epidemiology of Canine Corona Viruses (CCoV) among
domestic dogs

In this study, enlucidating not only the prevalance of CCoV, important
disease of dogs, but also molecular characterization of the viruses with
M and S genes based RT-PCR and sequencing were aimed.

During this study 100 dogs were sampled. Dogs were grouped
according to the information collected from the questionnaires filled by
the owners on age, breed, gender, housing, environment and
vaccination status.

These questionnaires revealed that CCoV infection was seen
widespread in dog population (%40), diseases could be caused by virus
regardless of clinical symptome, vaccination status, gender and housing
(indoor /outdoor). Diarrhoea is the common clinical symptom of CCoV.

The PCR results indicated that not only the M primers but also
the S gene primers should be used in order to determine and
genotyping of the CCoV. The sequence analysis pointed out the
CCoV’s (CCoV type 1 and 2) in Turkey, were genetically related to the
other CCoV’s worldwide.

As a result we concluded that studies for determining molecular
epidemiology of canine coronaviruses must be continuous; and these
studies will contribute to the choice of commercial vaccines and help
new studies for developing vaccines and contribute to healthy animal in
several ways.

Key words: Canine Coronavirus, Epidemiology, Molecular, Molecular
phylogeny, RT-PCR
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2 E 1 asisiz semptomlu outdoor coklu P N N
3 D 2 asisiz semptomsuz outdoor coklu N N N
4 E 2 asisiz semptomlu outdoor coklu P P N
5 D 3 asisiz semptomlu outdoor coklu N N N
6 D 1 asisiz semptomlu outdoor coklu P P N
7 E 2 asisiz semptomlu outdoor coklu P P N
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20 D 2 asili semptomlu outdoor tekli P N N
21 D 4 asisiz semptomlu indoor tekli N N N
22 E 4 asisiz semptomlu outdoor coklu N N N
23 D 2 asisiz semptomlu outdoor coklu N N N
24 D 2 asisiz semptomlu outdoor coklu N N N
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27 E 2 asisiz semptomlu outdoor tekli N N N
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30 D 4 aslli semptomlu outdoor tekli N N N
31 D 2 asili semptomlu outdoor tekili P N N
32 E 2 asisiz semptomlu indoor tekili N N N
33 E 3 asisiz semptomlu outdoor coklu P N N
34 E 2 asisiz semptomlu outdoor coklu P N N
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EK-3 Dizin analizi yapilan 6rneklerin nukleotid verileri

>CCoV/Tr/2013/Ankara/83aS
GGGCTAGTAGACAACTTGCTAAAGACAAAGTTAATGAATGCGTTAGGTCTCAATCCC
AAAGATTTGGATTCTGTGGTAATGGTACACATTTGTTTTCACTTGCAAATGCAGCACC
AAATGGCATGATTTTCTTTCACACAGTGCTATTACCAACAGCTTATGAAACTGTGACG
GCCTGGTCAGGTATTTGTGCTTCAGATGGCGAGCGCACTTTTGGACTTGTTGTTAAA
GATGTCCAGCTGACGCTATTTCGCAATTTAGATGACAAATTCTATTTGACTCCCAGAA
CTATGTATCAGCCTAGAGTTGCAACTAGTTCTGATTTTGTTCAAATTGAAGGGTGCGA
TGTCTTGTTTGTCAATGCAACTGTAATTGAGTTGCCTAGTATTATACCTGATTATATCG
ATATTAATCAGACTGTTCAAGACATATTAGAAAATTACAGACCAAATTGGACAGTACC
TGAATTAACACTTGACATTTTCAACGCAACCTACTTAAACCTGACTGGTGAAATTAAT
GACTTAGAATTCAGGTCAGAAAAGCTACATAACACTACGGTAGAACTTGCTGTTCTC
ATTGACAATATTAACAATACATTAGTCAA

>CCoV/Tr/2013/Ankara/99aS
AATCCCAAAGATTTGGATTCTGTGGTAATGGTACACATTTGTTTTCACTTGCAAATGC
AGCACCAAATGGCATGATTTTCTTTCACACAGTGCTATTACCAACAGCTTATGAAACT
GTGACGGCCTGGTCAGGTATTTGTGCATCAGATGGCGATCGCACTTTCGGACTTGTT
GTTAAAGATGTCCAGCTGACGCTGTTTCGCAATTTAGATGACAAATTCTATTTGACTC
CTAGAACTATGTATCAGCCCAGAGTTGCAACTAGTTCTGACTTTGTTCAAATAGAAGG
TTGTGATGTGTTGTTTGTTAATGCAACTGTAATTGAATTGCCTAGTATCATACCTGAC
TATATCGATATTAATCAGACTGTTCAAGACATATTAGAAAATTATAGACCAAATTGGAC
AGTACCTGAATTAACACTTGACATTTTCAACGCAACCTACTTAAACCTGACTGGTGAA
ATTAATGACTTAGAATTCAGGTCAGAAAAGCTACATAACACCACGGTAGAACTTGCT
GTTCTCATTGACAATATTAACAATACATTAGTCAATCTTGAATGGCTCAATAGAATTGA
AACTTATGT

>CCoV/Tr/2013/Ankara/101aS
GCTAGTAGACAACTTGCTAAAGACAAAGTTAATGAATGCGTTAGGTCTCAATCCCAA
AGATTTGGATTCTGTGGTAATGGTACACATTTGTTTTCACTTGCAAATGCAGCACCAA
ATGGCATGGTCTTCTTTCACACAGTGCTATTACCAACAGCTTACGAAACTGTGACGG
CCTGGTCAGGTATTTGTGCTTCAGATGGCGATCGCACTTTTGGACTCGTTGTTAAAG
ATGTCCAGTTGACGCTATTTCGCAATTTAGATGATAAATTCTATTTGACTCCCAGAAC
TATGTATCAGCCTAGAGTTGCAACTAGTTCTGACTTTGTTCAAATTGAAGGGTGCGAT
GTCTTGTTTGTCAATGCAACTGTAATTGAGTTGCCTAGCATTATACCTGATTATATTG
ATATTAATCAGACTGTTCAAGACATATTAGAAAATTATAGACCAAATTGGACAGTACC
TGAATTAACACTTGACATTTTCAACGCAACCTACTTAAACCTGACTGGTGAAATTAAT
GACTTAGAATTCAGGTCAGAAAAGCTACATAACACCACGGTAGAACTTGCTGTTCTC
ATTGACAATATTAACAATACATTGGTCAATCTTGGAATGGCTCAAATCGAATTGAAAC
TTATGTAAATGGGGCCTTGGG

>CCoV/Tr/2013/Ankara/8bS
TCGTCTATCTTCAGTTACAATGGTACGTATATGATAACTCCTCGTAATATGTTTCAGC
CAAGAAAACCTCAGATGAGCGATTTCGTGCAAATTACGAGTTGTGAAGTGACATTTTT
AAACACTACATATACTACCTTTGAAGAGATTGTGATTGATTATATTGACATTAACAAGA
CTATCTCTGATATGCTTGAACAATATAGTCCAAATTTCACAATTCCAGATTTTACTGAA
GGTCTCGAAATCTTCAATCAGACAAAATTAAACCTCACTGCAGAAATTGATGAGCTAC

94



AAGTTAGAGCAGACAATCTTACTGTTATTGCACATAATTTACAGGAGTACATCGACAA
TTTGAATAAGACACTTGTTGACCTTGAATGACTCAACA

>CCoV/Tr/2013/Ankara/10bS
CGTATGCATATGTATTGAAAGATTTCAAATCGTCTATCTTCAGTTACAATGATCACTGT
ATATGATAACTCCTCGTAATATGTTTCAGCCAAGAAAACCTCAGATGAGCGATTTCGT
GCAAATTACGAGTTGTGAAGTGACATTTTTAAACACTACATATACTACCTTTGAAGAG
ATTGTGATTGATTATATTGACATTAACAAGACTATCTCTGATATGCTTGAACAATATAG
TCCAAATTTCACAATTCCAGATTTTACTGAAGGTCTTGAAATCTTCAATCAGACAAAAT
TAAACCTCACTGCAGAAATTGATGAGCTACAAGTTAGAGCAGACAATCTTACTGTTAT
TGCACATAATTTACAAGAGTACATCGATAATTTGAACAAAACACTT

>CCoV/Tr/2013/Ankara/13bS
ATGTATTGAATAGATTTCAAATCGTCCTCATCTTCAGTTACAATGGATACGTATATGAT
AACTCCTCGTAATATGTTTCAGCCAAGAAAACCTCAGATGAGCGATTTCGTGCAAATT
ACGAGTTGTGAAGTGACATTTTTAAACACTACATATACTACCTTTGAAGAGATTGTGA
TTGATTATATTGACATTAACAAGACTATCTCTGATATGCTTGAACAATATAGTCCAAAT
TTCACAATTCCAGATTTTACTGAAGGTCTCTGAAATCTTCAATCAGACAAAATTAAAC
CTCACTGCAGAAATTGATGAGCTACAAGTTAGAGCAGACAATCTTACTGTTATTGCAC
ATAATTTACAGAGGAGTACATCGAATCAATTTGAACTAAAGAACACT

>CCoV/Tr/2013/Ankara/17bS
TCGTCTATCTTCAGTTACAATGGTACGTATATGATAACTCCTCGTAATATGTTTCAGC
CAAGAAAACCTCAGATGAGCGATTTCGTGCAAATTACGAGTTGTGAAGTGACATTTTT
AAACACTACATATACTACCTTTGAAGAGATTGTGATTGATTATATTGACATTAACAAGA
CTATCTCTGATATGCTTGAACAATATAGTCCAAATTTCACAATTCCAGATTTTACTGAA
GGTCTCGAAATCTTCAATCAGACAAAATTAAACCTCACTGCAGAAATTGATGAGCTAC
AAGTTAGAGCAGACAATCTTACTGTTATTGCACATAATTTACAGGAGTACATCGACAA
TTTGAATAAGACACTTGTTGACCTTGAATGACTCAACA

>CCoV/Tr/2013/Ankara/40bS
GTATGCATACGTGTTGAAGATTTCAATTATCTATCTTCAGTTACAATGGTACGTATAT
GCTAACCCCTCGTAATATGTTTCAACCAAGAAAACCTCAGATGAGTGATTTCGTGCA
AATTACGAGTTGCGAAGTGACATTTTTAAACACTACATATACTACCTTTGAAGAAATT
GTGATTGATTATATTGATATTAATAAGACTATCTCTGATATGCTTGAACAATATAGTCC
AAATTTCACAATTCCAGATTTTACTGAGGGTCTTGAAATCTTCAACCAGACAAAATTA
AACCTCACTGCGGAAATTGATGAGCTACAAGTTAGAGCAGACAATCTTACTGTTATT
GCACATAATTTACAGGAGTACATCGATAACCTAAATAAGACTCTTGTTGACCTTGAAT
GGCTCAACAGAATCGAAACTTATGTAAAATGGCC

>CCoV/Tr/2013/Ankara/100bS
TTGTGTTAATGACACGTATGCATATGTATTGAAAGATTTCAAATCATCTATCTTCAGTT
ATAATGGTACGTATATGATAACGCCTCGTAATATGTTTCAACCAAGAAAACCTCAGAT
GAGTGATTTCATACAAATTACGAGTTGTGAAGTGACATTTCTGAACACTACATATACT
ACCTTTGAAGAAATTGTGATTGATTATATTGATATTAACAAGACTATCTCTGATATGCT
TGAACAATATAGTCCAAATTTCACAATCCCAGATTTTACTGAGGGTCTTGAAATCTTC
AATCAGACAAAATTAAACCTCACTGCAGAAATTGATGAGCTACAAGTTAGAGCAGAC
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AATCTTACTATTATTGCACATAATTTACAAGAGTACATCGACAATTTGAACAAAACACT
TGTTGACCTTGAATGGCTCAACAGAATCGCAAA

> CCoV/Tr/2013/Ankara/8¢cM
ATTGTTACATTTATACTTTGGATTATGTATTTTGTTAGATCCATTCAGTTATACAGAAG
AGGACTAAGTCTTGGTGGTCTTTCAACCCTGAAACTAACGCAATTCTTTGCGTTAGT
GCATTAGGAAGGAGCTATGTGCTTCCTCTTGAAGGTGTGCCAACTGGTGTCACTTTA
ACATTGCTCTCAGGGAACTTGTACGCTGAAGGGTTCAAAATTGCAGGTGGTATGAAC
ATCGACAATTTGCCAAAGTACGTAATGGTTGCATTACCTAGCAGGACCATTGTCTAC
ACACTTGTTGGTAAGAAATTGAAAGCAAGTAGTGCAACAGGATGGGCT

> CCoV/Tr/2013/Ankara/10cM
ATTGTTACATTTATACTTTGGATTATGTATTTTGTTAGATCCATTCAGTTATACAGAAG
AGGACTAAGTCTTGGTGGTCTTTCAACCCTGAAACTAACGCAATTCTTTGCGTTAGT
GCATTAGGAAGGAGCTATGTGCTTCCTCTTGAAGGTGTGCCAACTGGTGTCACTTTA
ACATTGCTCTCAGGGAACTTGTACGCTGAAGGGTTCAAAATTGCAGGTGGTATGAAC
ATCGACAATTTGCCAAAGTACGTAATGGTTGCATTACCTAGCAGGACCATTGTCTAC
ACACTTGTTGGTAAGAAATTGAAAGCAAGTAGTGCAACAGGATGGGCT

> CCoV/Tr/2013/Ankara/13cM
ATTGTTACATTTATACTTTGGATTATGTATTTTGTTAGATCCATTCAGTTATACAGAAG
GACTAAGTCTTGGTGGTCTTTCAACCCTGAAACTAACGCAATTCTTTGCGTTAGTGCA
TTAGGAAGGAGCTATGTGCTTCCTCTTGAAGGTGTGCCGACTGGTGTCACTTTAACA
TTGCTCTCAGGGAACTTGTACGCTGAAGGGTTCAAAATTGCAGGTGGTATGAACATC
GACAATTTGCCAAAGTACGTAATGGTTGCATTACCTAGTAGGACCATTGTCTACACA
CTTGTTGGTAAGAAATTGAAAGCAAGTAGTGCAACAGGATGG

> CCoV/Tr/2013/Ankara/17cM
TTTATACTTTGGATTATGTATTTTGTTAGATCCATTCAGTTATACAGAAAGACTAAGTC
TTGGTGGTCTTTCAACCCTGAAACTAACGCAATTCTTTGCGTTAGTGCATTAGGAAG
GAGCTATGTGCTTCCTCTTGAAGGTGTGCCAACTGGTGTCACTTTAACATTGCTCTC
AGGGAACTTGTACGCTGAAGGGTTCAAAATTGCAGGTGGTATGAACATCGACAATTT
GCCAAAGTACGTAATGGTTGCATTACCTAGCAGGACCATTGTCTACACACTTGTTGG
TAAGAAATTGAAAGCAAGTAGTGCAACAGGATG

> CCoV/Tr/2013/Ankara/40cM
TTCCAGATATGTAATGTTCGGTTTTAGTATCGCAGGTGCAGTTATTACATTCGCACTT
TGGATTATGTATTTTGTCAGATCCATTCAGCTATACAGAAGGACTAAGTCTTGGTGGT
CTTTCAATCCTGAAACTAATGCAATTCTCTGTGTTAGTGCACTTGGAAGAAGCTATGT
GCTTCCTCTCGAAGGTACACCAACTGGTGTTACGCTTACTTTGTTGTCAGGAAATCTT
TATGCTGAAGGATTCAAAATGGCTGGTGGGATGAACATCGAGCATTTACCAAAATAC
GTAATGGTCGCATTACCTAGTAGAACTATTGTCTACACACTTGTTGGAAAGCAATTGA
AAGCAAGTAGTGCAACAGGATGGCTACTAGT

> CCoV/Tr/2013/Ankara/83cM

TTGTTACATTTATACTTTGGATTATGTATTTTGTTAGATCCATTCAGTTATACAGAAGG
ACTAAGTCTTGGTGGTCTTTCAACCCCGAAACTAACGCAATTCTTTGCGTTAGTGCAT
TAGGAAGGAGCTATGTGCTTCCTCTTGAAGGTGTGCCGACTGGCGTCACTTTAACAT
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TGCTCTCAGGGAACTTGTACGCTGAAGGGTTCAAAATTGCAGGTGGTATGAACATCG
ACAATTTGCCAAAGTACGTAATGGTTGCATTACCTAGTAGGACCATTGTCTACACACT
TGTTGGTAAGAAATTGAAAGCAAGTAGTGCAACAGGATGGGCTTACTA

> CCoV/Tr/2013/Ankara/99cM-nasal
TTTATACTTTGGATTATGTATTTTGTTAGATCCATTCAGTTATACAGAAGGACTAAGTC
TTGGTGGTCTTTCAACCCTGAAACTAACGCAATTCTTTGCGTTAGTGCATTAGGAAG
GAGCTATGTGCTTCCTCTTGAAGGTGTGCCAACTGGTGTCACTTTAACATTGCTCTC
AGGGAATTTGTACGCTGAAGGGTTCAAAATTGCAGGTGGTATGAACATCGACAATTT
GCCAAAGTACGTAATGGTTGCATTACCTAGCAGGACCATTGTCTACACACTTGTTGG
TAAGAAATTGAAAGCAAGTAGTGCAA

> CCoV/Tr/2013/Ankara/99cM-rektal
TTTATACTTTGGATTATGTATTTTGTTAGATCCATTCAGTTATACAGAAGGACTAAGTC
TTGGTGGTCTTTCAACCCTGAAACTAACGCAATTCTTTGCGTTAGTGCATTAGGAAG
GAGCTATGTGCTTCCTCTTGAAGGTGTGCCAACTGGTGTCACTTTAACATTGCTCTC
AGGGAATTTGTACGCTGAAGGGTTCAAAATTGCAGGTGGTATGAACATCGACAATTT
GCCAAAGTACGTAATGGTTGCATTACCTAGCAGGACCATTGTCTACACACTTGTTGG
TAAGAAATTGAAAGCAAGTAGTGCAA

> CCoV/Tr/2013/Ankara/100cM
TTCCAGATATGTAATGTTCGGTTTTAGTATCGCAGGTGCAGTTATTACATTCGCACTT
TGGATTATGTATTTTGTCAGATCCATTCAGCTATACAGAAGGACTAAGTCTTGGTGGT
CTTTCAATCCTGAAACTAATGCAATTCTCTGTGTTAGTGCACTTGGAAGAAGCTATGT
GCTTCCTCTCGAAGGTACACCAACTGGTGTTACGCTTACTTTGTTGTCAGGAAATCTT
TATGCTGAAGGATTCAAAATGGCTGGTGGGATGAACATCGAGCATTTACCAAAATAC
GTAATGGTCGCATTACCTAGTAGAACTATTGTCTACACACTTGTTGGAAAGCAATTGA
AAGCAAGTAGTGCAACAGGATGGCTACTAGT

> CCoV/Tr/2013/Ankara/101cM
TTGTTACATTTATACTTTGGATTATGTATTTTGTTAGATCCATTCAGTTATACAGAAGG
ACTAAGTCTTGGTGGTCTTTCAACCCCGAAACTAACGCAATTCTTTGCGTTAGTGCAT
TAGGAAGGAGCTATGTGCTTCCTCTTGAAGGTGTGCCGACTGGCGTCACTTTAACAT
TGCTCTCAGGGAACTTGTACGCTGAAGGGTTCAAAATTGCAGGTGGTATGAACATCG
ACAATTTGCCAAAGTACGTAATGGTTGCATTACCTAGTAGGACCATTGTCTACACACT
TGTTGGTAAGAAATTGAAAGCAAGTAGTGCAACAGGATGGGCTTACTA
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