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ÖNSÖZ 

Ġnsanların en yakın dostu olan ve ilk evcilleĢtirilen hayvanlar arasında yer 
alan köpekler; iz sürme, koruma, avcılık, savaĢ aracı olma gibi 
özelliklerinden de faydalanılan hayvanlardandır. Evcil hayvanların 
toplumda giderek artan önemi ile günümüzde birçok köpek ırkının 
yetiĢtiriciliği yapılır hale gelmiĢ, bu durum pet klinisyenliği alanında yeni 
sorunların oluĢması ile sonuçlanmıĢtır. Hiç Ģüphesizdir ki; global anlamda 
önemli ve dünyada yaygın Canine Corona Viruslar (CCoV), köpeklerde 
primer enteritis ajanları arasında sayılmaktadır. Özellikle pantropik olarak 
adlandırılan CCoV suĢları, ishalle karakterize enfeksiyonlara yol açması 
yanı sıra multisistemik enfeksiyonlara ve mikrobiyel diğer ajanların da 
eklenmesiyle ölümle ile sonuçlanan ağır tablolara neden olmaktadır.  

Bu çalıĢmada, ülkemizde varlığı bildirilen CCoV enfeksiyonunun, 
Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) tekniği 
kullanılarak yapılan tanısını takiben, pozitif olanlar arasından seçilen 
örneklerdeki CoV tiplerinin moleküler karakterizasyonu gerçekleĢtirilmiĢ 
olup, 2012-2013 yılları arasında ülkemizde sirküle olan “canine” kökenli 
CoV‟ların dünyadaki hem cinsleri ve aĢı suĢları ile benzerlik ve 
farklılıklarının ayrımı değerlendirilmiĢtir. Ayrıca; elde edilen örneklerde 
yapılan istatistiki analiz ile yaĢ, cinsiyet, sağlık durumu, yaĢam koĢulları ve 
besleme koĢullarının CCoV enfeksiyonuna yatkınlık konusundaki iliĢkisi de 
sorgulanmıĢtır.  

Gerek tüm doktora eğitimim süresince, gerekse çalıĢmanın 
yürütülmesi ve sonuçlandırılması aĢamalarında desteğini esirgemeyen 
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Anabilim Dalı BaĢkanı Prof.Dr.Yılmaz AKÇA‟ya; Sayın Prof.Dr.Ġbrahim 
BURGU‟ya, Viroloji Anabilim Dalı öğretim üyeleri Prof.Dr.Feray ALKAN, 
Prof. Dr. Aykut ÖZKUL, Prof. Dr. Seval BĠLGE DAĞALP, Prof. Dr. M. 
Taner KARAOĞLU ve tez izleme komitesi üyesi Prof. Dr. Hakan 
YARDIMCI‟ya, tez çalıĢmam boyunca laboratuvarda desteklerini 
gördüğüm tüm doktora öğrencisi ve araĢtırma görevlisi arkadaĢlarıma, tez 
çalıĢmam süresince yardımlarını esirgemeyen Dr.Hümay AKIN ĠLERĠ‟ye, 
istatistiksel verilerin analizi ve tüm yardımları için AraĢ.Gör.Dr.Doğukan 
ÖZEN‟e, destekleri için Dr.Ünal PARLAK, Uzm.Vet.Hek.Fuat ÖZYÖRÜK 
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1. GİRİŞ 

Viroloji alanında yaĢanan teknolojik geliĢimler ıĢığında canine kökenli 

birçok viral enfeksiyöz ajan tanımlanmıĢtır. Bunlar arasında, ilk kez 

Almanya‟da çoban köpeklerinde ortaya çıkan salgında bildirilen 

Coronaviridae ailesine ait Canine Coronavirus (CCoV), köpeklerde 

enteritise neden olan çok sayıda viral etkenden biri olmakla birlikte, 

Canine Parvovirus (CPV) ve Canine Distemper Virus (CDV) gibi, tüm 

dünyada köpeklerde yaygın enfeksiyonlara neden enteroviraller arasında 

sayılmaktadır. 

CCoV ilk tanımlanmasından itibaren 43 yıl geçmesine rağmen, 

veteriner hekimliği alanında hala önemli bir enfeksiyon olarak varlığını 

sürdürmektedir. Hafif enteritisle baĢlayan viral enfeksiyona diğer patojen 

etkenlerin eĢlik etmesiyle ağırlaĢan klinik tablo, mutant/virulent suĢlar ile 

birlikte (pantropik canine coronavirus) farklı organlara yayılarak ölümle 

sonuçlanabilmektedir.  

CCoV, Türkiye‟de yaygın olarak gözlenmesine rağmen (Atasevan ve 

ark., 2005, Gür ve ark., 2007, Gür ve ark., 2008, YeĢibağ ve ark., 2004), 

dizin analizine dayalı moleküler karakterizasyon çalıĢmaları bugüne kadar 

literatürde yer almamıĢ olup, moleküler epidemiyolojik verilere dayalı 

bulguları içeren bu tez ile bu konudaki ihtiyaca ıĢık tutucu ilk bilgilerin 

sunulması amaçlanmıĢtır.  

Günümüzde; ülkemizde ve dünyada CCoV enfeksiyonundan 

korunmak amacıyla gerçekleĢtirilen aĢı programlarında çeĢitli inaktif ve 

modifiye canlı aĢılara yer verilmektedir (Pratelli ve ark., 2003b). Mevcut 

aĢıların güvenli olduğu, bağırsak sistemindeki CCoV replikasyonunu 

zayıflattığı bildirilmiĢtir (Greene ve ark., 2012). Ancak aĢılar genel olarak, 
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klasik CCoV (CCoV tip 2a) tipleri baz alınarak hazırlandığından, CCoV tip 

1‟e karĢı bu aĢıların yeterli koruma sağlaması mümkün olamamaktadır 

(Licitra ve ark., 2014). Ayrıca CCoV tip 2‟nin varyant suĢlarına karĢı da bu 

aĢıların yeterli korumayı sağlayıp sağlayamadığı konusu hala belirsizliğini 

sürdürmektedir (Licitra ve ark., 2014). Yapılan bu çalıĢmada; 

- CCoV enfeksiyonunun genomik yapıdaki M ve S genleri yönünden 

RT-PCR ile tanısı,  

-  Örneklenen hayvanların CCoV enfeksiyonu yönünden; yaĢ, 

cinsiyet, aĢı durumu (aĢılı/aĢısız), sağlık durumu (klinik bulgulu/sağlıklı 

görünümlü), yaĢam koĢulları (içerde/dıĢarıda bakım) ve besleme 

(tekli/çoklu) koĢullarının istatistiksel analizi, 

- CCoV pozitif tespit edilen suĢların M ve S genleri yönünden dizin 

analizleri, 

- CCoV pozitif tespit edilen örneklerin moleküler karakterizasyonu ve 

dünyadaki hem cinsleri ile benzerlik/farklılıklarının filogenetik analizi, 

- Ülkemizde 2012-2013 yıllarında sirküle olan CCoV suĢlarının, 

uygulanan aĢı suĢları ile genetik yakınlığının araĢtırılması vasıtasıyla bu 

aĢıların kullanılabilirliğinin sorgulanması hedeflenmiĢtir.  

1.1. Etiyoloji 

Coronavirus genusu, Nidovirales takımında yer alan Coronaviridae 

ailesinde bulunan bir genustur. Nükleik asit olarak RNA içeren bu viruslar, 

çeĢitli hayvan türleri ve insanlardan izole edilmiĢtir (Çizelge 1.1). 
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Çizelge 1.1. Coronavirusların sınıflandırılması ve konakçıları 

-Nidovirales  

          +Arteriviridae  

          +Coronaviridae  

                       Coronavirinae  

Alfacoronavirus    Yarasa, kedi, köpek, insan, tavĢan, domuz 

Betacoronavirus      Yarasa, sığır, köpek, at, insan, fare, sıçan 

Gamacoronavirus Kanatlılar, balina 

Deltacoronavirus Kanatlılar 

         +Torovirinae  

         +Mesoniviridae  

         +Roniviridae  

  

 Coronaviruslar immunolojik karakterlerine göre önceleri üç grupta 

sınıflandırılmıĢ, daha sonraları üç yeni kanatlı virusu belirlenmiĢ ve bu sayı 

dörde yükselmiĢtir (Gonzalez ve ark., 2003; Woo ve ark., 2010) (ġekil 1.1). 

ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) tarafından 2013 

yılında yapılan virus sınıflandırmasına göre coronaviruslar 4 grupta 

klasifiye edilmiĢtir: Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gamacoronavirus ve 

Deltacoronaviruslar.  

Coronavirus‟lar (CoV), dünya çapında birçok türde yaygın olarak 

bulunur. Memeli ve kanatlılarda sıklıkla görülen bu virus, respiratorik ve 

enterik hastalıklara sebep olmaktadır. CoV ile ilgili ilk bilgiler, 1937‟de 

Beaudette ve Hudson tarafından, tavuklardan Ġnfeksiyöz BronĢit 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 dayanmaktadır. 
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Şekil 1.1. Coronavirusların türlere göre dağılımı (Woo ve ark., 2010) 

Coronavirusların biyoçeĢitliliği ve genomiği üzerine yapılan 

çalıĢmalarda 2003 yılından önce yalnızca 10 adet coronavirusun tam 

genom analizi bilgilerine ulaĢabilirken, SARS enfeksiyonunun 

tanımlanmasından sonra bu sayı giderek artmıĢtır (Drosten ve ark., 2003). 

Bu tam genom analizlerinden ikisi insan, 10 tanesi diğer memeli 

coronavirusları ve 4 tanesi de kanatlı coronaviruslarına aittir. Bu bilgiler 

ıĢığında grup 2 ve grup 3 coronaviruslarda ikiĢer yeni subgrup (2c, 2d ve 

3b, 3c) önerilmiĢtir (Woo ve ark., 2009). 

RdRp (RNA bağımlı RNA polimeraz)‟ye bağlı olarak, yüksek sıklıkta 

RNA rekombinasyonu ve coronavirusların büyük genoma sahip olması 

sonucunda coronaviruslar oldukça çeĢitlidir. Bütün konakçılar arasında 

coronaviruslardaki en fazla çeĢitlilik kuĢlar ve yarasalarda olmuĢtur. Bunun 

sebebi olarak, kendi tür çeĢitlilikleri, uçabilme yetenekleri, çevresel koĢullar 

sayılabilir. Coronavirusların sayılarının artmasıyla birlikte, birbirine uzaktan 

iliĢkili olan hayvanların oldukça yakın iliĢkili olan coronavirusları olduğu 

gözlemlenmiĢtir. Bu durumun türler arası geçiĢ sonucu olduğu 

düĢünülmektedir (Woo ve ark., 2009). 
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Bütün enterik CCoV‟ler (kedi, domuz ve dağ gelinciği ile iliĢkili olanlar 

dahil) taksonomik bakıĢ açısından aynı soydan gelmekte ve 

Alfacoronavirus-1 adını almaktadırlar. CCoV‟ler tip 1 ve 2 olmak üzere 

ikiye ayrılır. Köpeklerden izole edilen CCoV suĢlarının bazıları, yapılan 

genetik araĢtırmalarda sirküle olan FCoV suĢlarına (FCoV tip 1) yakın 

bulunduklarından; bu tipteki viruslar “Feline corona-like CCoV” (FCoV- 

benzer CCoV) olarak adlandırılmıĢlardır. Bu viruslar tip 1 olarak 

belirlenmiĢtir. Klasik CCoV suĢları ise CCoV tip 2 olarak adlandırılmıĢlardır 

(Pratelli ve ark., 2003a). CCoV tip 2 de kendi arasında CCoV tip 2a (klasik 

CCoV suĢları) ve tip 2b (TGEV-benzeri suĢlar) olmak üzere ikiye 

ayrılmaktadır (Decaro ve ark., 2009). CCoV tip 2 ise tip 2a tip 2b olmak 

üzere iki alt serotipe ayrılır. Ayrıca önerilen CCoV tip 2c de bulunmaktadır. 

Her iki serotip de birbirleriyle yakın iliĢkili olmalarına karĢın, spike 

proteinleri bakımından oldukça farklı bir yapıya sahiptir (Pratelli ve ark., 

2003a). Benzer durum kedilerden elde edilen CoV‟lar için de geçerlidir. 

FCoV, FCoV tip 1 ve tip 2 olmak üzere iki eĢ serotipe ayrılırken, antijenik 

olarak spike proteinleri birbirlerinden oldukça farklıdır (Haijema ve ark., 

2007). CCoV tip 1 ve tip 2‟ye ait genom yapıları ġekil 1.2‟de gösterilmiĢtir. 

CCoV tip 1 virusları, CCoV varyantı olan Elmo/02 suĢu baz alınarak M 

geni dizin analizleriyle klasifiye edilmiĢtir (Pratelli ve ark., 2001; Pratelli ve 

ark., 2003c). 
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Şekil 1.2. CCoV ve FCoV genomlarının genetik farklılıklarının Ģematik gösterimi 
(Decaro ve ark., 2009) 

Yapılan  çalıĢmalarda CCoV tip 1 ve tip 2 arasındaki genomik 

farklılıklar belirlenmiĢ olup, baĢlıca farklılığın da spike proteinleri ve iki 

virus arasındaki serolojik özelliklerin farklılığından kaynaklandığı 

bildirilmiĢtir (Lorusso ve ark., 2008). Bu ayrımın baĢka bir açıklaması ise 

doğal koĢullar altında, yüksek homoloji gösteren CoV‟ler arasında (CCoV 

ve FCoV gibi) sık sık meydana gelen rekombinasyon olaylarıdır. OluĢan 

rekombinasyonların yeri tam olarak bilinmemekle birlikte CCoV‟nin feline 

aminopeptidaz (fAPN) glikoproteinini bir hücresel reseptör olarak 

kullanabileceği varsayımı üzerinden hareket edilmektedir. Ayrıca deneysel 

Ģartlar altında kedilerin, CCoV ile enfekte olabileceği bilinmektedir (Pratelli 

ve ark., 2003a). 

CCoV tip 2‟ler de kendi içlerinde CCoV tip 2a ve tip 2b olmak üzere 

spike proteinin ilk 300 aa‟inin dizin analizlerine göre ikiye ayrılmaktadır. S 

proteinin N-terminal bölgesi (NTD) denilen bu kısım, aynı aileden yakın 

iliĢki bir virus olan TGEV‟de, intestinal tropizmin önemli bir determinantıdır 

(Krempl ve ark., 1997).  
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 CCoV tip 2a, patojenite ve hücre tropizmi açısından iki farklı biyotipe 

sahiptir: 

- „Klasik‟ CCoV tip 2a biyotipi, ince bağırsaklar ile sınırlı kalarak 

enteritise sebep olur. 

- „Pantropik‟ CCoV tip 2a biyotipi ise sistemik olarak yayılabilir ve 

özellikle lökopeniye 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 farklı olup, S geni 

TGEV-benzeri N terminal bölgeye sahiptir. TGEV gibi bu virus da yeni 

doğanlarda enteritise neden olmaktadır. CPV ile miks olan CCoV tip 2b 

enfeksiyonlarında CCoV RNA‟sı, bağırsak dıĢında çeĢitli organlarda da 

PCR tekniği ile pozitif bulunmuĢ olduğundan bu durum generalize 

enfeksiyona kanıt olarak kabul edilmiĢtir. Bu virusun prototipi olarak 

341/05 suĢu uygun görülmüĢtür (Decaro ve ark., 2008b, Ntafis ve ark., 

2011). 

CCoV tip 1 izolatlarının hücre kültürü sistemlerinde çoğaltılması güç 

olduğundan; bu durum virusla ilgili çalıĢmalara engel teĢkil etmektedir 

(Licitra ve ark., 2014). In vivo koĢullarda CCoV tip 1‟lerin genellikle CCoV 

tip 2 virusları ile birlikte sirküle olduğu ve sıklıkla birlikte enfeksiyon (co-

infection) meydana getirdikleri ifade edilmiĢtir (Wang ve ark., 2006; Ntafis 

ve ark., 2011). Birlikte enfeksiyonlar yaygın olarak gözlenmekte olup, CoV 

replikasyonunda kendiliğinden ortaya çıkan rekombinasyon yeteneğiyle 

birlikte yeni rekombinant virusların oluĢumu tetiklenir. 1976 yılında izole 

edilen A76 virusun, aslında CCoV tip 1/CCoV tip 2 rekombinasyonu 

sonucu oluĢtuğu ve bu iki tipe ait farklı S proteinlerini içerdiği tespit 

edilmiĢtir (Regan ve ark., 2012). Benzer durum; feline kökenli CCoV 

suĢları gibi köpeklerden izole edilen CCoV tip 1 benzeri viruslar için de 

geçerli olup, Elmo/02 bu virusların prototipi olarak kabul edilmektedir 
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(Escutenaire ve ark., 2007). Elmo/02 suĢu, S gen bölgesi nükleotid 

sekansları yönünden %80 oranda feline kökenli CoV‟lar ile benzer 

bulunmuĢ olup; referans CCoV suĢlarından oldukça farklılık gösterdiği 

tespit edilmiĢtir. Bu kanıtlar; bu virusun yeni bir CCoV tipi olduğunu 

göstermektedir ve FCoV-1 ile yakın olması sebebi ile FCoV benzeri 

Canine CoV olarak anılması uygun görülmüĢtür (Decaro, 2009). 

A-76-benzeri virusların NTD‟lerine göre yapılan yeni sınıflandırmada 

ayrı bir alt gruba ait oldukları tespit edilerek, bu yeni alt gruba CCoV tip 2c 

ismi verilmesi önerilmiĢtir (Escutenaire ve ark., 2007). CoV‟un NTD dizin 

analizlerinden elde edilen sonuçlara göre tanımlanan CCoV tip 2c alt 

grubunda; CCoV tip 1 ve FCoV tip 1-benzeri viruslarının yer aldığı; hem 

Ġngiltere hem de Ġsveç‟ten bildirilen  yayınlarda rapor edilmiĢtir (Sanchez 

ve ark., 2004; Escutenaire ve ark., 2007; Regan ve ark., 2012; Licitra ve 

ark., 2014). Ayrıca CCoV A76, CCoV tip 2c için uygun bir prototip 

olduğuna karar verilmiĢtir (Regan ve ark., 2012). CCoV‟lerin farklı S 

protein bölgeleri ve NTD filogenilerini gösteren bilgiler ġekil 1.3‟de yer 

almaktadır. 
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Şekil 1.3. Coronavirus spike proteini bağlanma bölgeleri ve CCoV‟nin filogenideki 
yeri (Licitra ve ark., 2014) 

1.1.1. Virusun Yapısı 

Coronavirus zarlı, 120-160 nm çapında, helikal simetrili, tek iplikçikli, pozitif 

polariteli, segmentsiz bir RNA virusudur. Virusun elektron mikroskop (EM) 

görüntüsü oldukça karakteristiktir. EM‟de taç Ģeklindeki çıkıntılarından 

dolayı Latincede „taç‟ anlamına gelen „corona‟ ismi verilmiĢtir. Virusun tam 

genomu 27,6-31,3 kb uzunluğunda değiĢmektedir.  

1.1.1.1. Virusun Viral Proteinleri 

Coronavirusların tamamında bulunan dört yapısal proteini ve polimerazı 

(pol) kodlayan genlerin 5‟-Pol-S-E-M-N-3‟ Ģeklinde düzenleri vardır ve bu 

düzen tüm coronavirus genomlarında korunmuĢtur (Jackwood, 2006). 
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1.1.1.1.1. Spike (S) Glikoproteini 

Virion yüzeyinde bulunan ve virusa ismini veren (corona-taç) yapıyı 

oluĢturan bu glikoprotein (Spike-S), önceleri „E2‟ olarak da 

adlandırılmaktaydı. Tip 1 membran glikoproteini olan S proteini, 150-200 

kDa ağırlığında olup, virus suĢlarına göre farklılık göstermekle birlikte 

1200-1600 aminoasit (aa) içermektedir. 

- S glikoproteinin çeĢitli biyolojik fonksiyonları da vardır: 

1. S glikoproteini, enfekte konağın immun sisteminin virusu tanımasında 

birincil unsurdur. Enfeksiyon esnasında meydana gelen nötralizan 

antikorların baĢ indükleyicisidir (Spaan ve ark., 1988). Spesifik monoklonal 

antikorları ve virus enfektivitesini nötralize edebilir. Bu durum, S 

glikoproteinin hücresel reseptörlere bağlandığı görüĢünü kanıtlamaktadır. 

2. S1 bölgesinin aminoasit dizilimi, hayvanlardaki Coronavirus‟ların hedef 

hücre özgüllüğü için oldukça kritiktir. Bu durum, özellikle SARS-CoV‟da iyi 

tanımlanmıĢtır: Virus; yarasadan palmiye misk kedisi ve insanlara 

geçerken, S glikoproteini, konak hücre reseptöründeki (ACE2) tür-spesifik 

farklılıklara adapte olmuĢtur (Lai ve ark., 2007). 

3. Membran füzyon aktivitesinden, S2 içindeki internal hidrofobik 

sekansların sorumlu olduğu düĢünülmektedir.  

4. S glikoproteini konak hücredeki spesifik reseptöre bağlanarak, viral zarf 

ile konak hücre membranının füzyonunu; ayrıca hücre-hücre füzyonunu da 

indüklemektedir. Sadece S proteininin ekspresyonu, reseptör taĢıyan 

hücrelerin füzyonunu indükleyebilir. S glikoproteininin dikkat çeken bu 

özelliği ile spesifik reseptör yokluğunda da, hücre-hücre füzyonunu 
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indükleyebilmektedir. Bu füzyon yeteneği sayesinde, virulans artıĢına da 

yol açmaktadır (Lai ve ark., 2007). 

5. MHV ile enfekte hücrenin membranındaki S proteininin varlığı, hücreyi B 

hücre bağlantılı sitotoksisiteye duyarlı kılmaktadır. Bazı Coronavirus‟ların 

(MHV, TGEV) S glikoproteini, IgG‟nin Fc fragmentine bağlanabilme 

yeteneğindedir. Bu özellik sayesinde antikorlara karĢı virusu koruyarak, 

viral patogenezde rol oynadığı düĢünülmektedir. BCoV ve HCoV-OC43‟ün 

S proteinleri ayrıca glikan ihtiva eden 9-O-asetil nöraminik (sialik) aside 

bağlanabilmektedir. Bu bağlantı ile duyarlı hücrelerde enfeksiyon 

baĢlangıcını kolaylaĢtırdığı düĢünülmektedir. S proteini, hemaglütinasyon 

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

6. IBV ve MHV‟un S glikoproteini içermeyen virionları, enfeksiyöz değildir 

(Spaan ve ark., 1988).  

APN (Aminopeptidaz N), FCoV (Feline Coronavirus) ve TGEV 

(Transmissible Gastroenteritis Virus)‟i de içeren birçok Alfacoronavirus için 

genel bir reseptör olarak etki gösterir (Wentworth ve ark., 2001). Her bir 

virus kendi içinde türe spesifik homolog reseptör kullansa da; feline 

homolog (fAPN), FCOV tip 2, CCoV tip 2 ve TGEV için ortak bir reseptör 

olarak etki gösterir (Tresnan ve ark., 1996). Bu özellik diğer birçok 

Coronavirus‟un da tersinedir. Zira CoV‟lar genellikle yüksek tür spesifik 

reseptörlere sahiptirler. Reseptör-bağlanma yeteneğinin bu kadar geniĢ 

olmasının zoonotik transfer ve genetik rekombinasyon olaylarında olası rol 

oynadığı ve hayvanların coronaviruslarının evrimini açıkladığı 

düĢünülmektedir (Vijaykrishna ve ark., 2007). Human alfacoronavirus 

HCoV-229E için, hem feline hem de human APN reseptörken, diğer bir 

human alfacoronavirus olan NL63 için değildir (Hofmann ve ark., 2005). 

Muhtemelen tüm CCoV tip 2‟ler için canine APN, in vivo reseptör olarak rol 

oynar. CCoV tip 2c A76 için ise, S glikoproteininde farklı bir APN-

bağlanma alanı var olup, „C bölgesi‟ adı verilen bu bölge, fAPN‟yi reseptör 
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olarak kullanamazken, cAPN‟yi reseptör olarak kullanabilmesine neden 

olmuĢtur. fAPN ve cAPN‟nin karĢılaĢtırılmasında, glikozilasyondaki 

eksikliklere bağlı olarak bu iki reseptörün farklılıkları hesaplanabilir (Regan 

ve ark., 2012).  

FCoV ve CCoV tip 1 için reseptör determinantları belirli değildir. 

FCoV tip 1 reseptörü olarak fAPN‟nin olduğuna dair bazı kanıtların 

olmasına rağmen (Tresnan ve ark., 1996), diğer çalıĢmalarla FCoV tip 1 

için farklı reseptörün olduğu sonucuna ulaĢılmıĢtır. CCoV tip 1 virusları için 

ise reseptör determinantları halen belirsizliğini korumaktadır (Hohdatsu ve 

ark., 1998; Dye ve ark., 2007). 

Spesifik proteinli reseptörlere ek olarak, virusta ya da konakçıda 

Ģeker parçalarının lektin-bazlı etkileĢimleri, FCoV tip 1 ve tip 2 ve TGEV 

için reseptör-bağlanma komplekslerinde rol oynayabilir. Aynı durum CCoV 

için de geçerli olabilir. Birçok coronavirus sialik asite bağlanır ki, sialik asit 

doku tropizmi ve patogenezin önemli bir determinantı olabilir. Fakat sialik 

asit, FCoV‟ler ve CCoV‟ler için henüz incelenmemiĢtir (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 

bölünme (Proteolytic Cleavage) ile bir ya da iki parçaya (S1/S2 ve S2) 

aktive olur (Masters ve ark., 2013). S1/S2‟deki cleavage‟ın (katlanma, 

bölünme) gerçekleĢip gerçekleĢmemesi durumu her bir coronavirus için 

farklılık gösterir (Bosch ve ark., 2008). 

S proteini N-terminus ucundan, C-terminus ucuna doğru üç yapısal 

bölgeye ayrılır: 

1. S1 ve S2 olarak iki alt bölgeye ayrılan büyük dıĢ bölge (a large 

external domain) 

2. Transmembran bölgesi 

3. Kısa bir karboksiterminal bölgesi 
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S1 alt bölgesi, molekülün N terminal kısmını oluĢturur ve uç 

kısımlarda bulunan bu yapı, virusun hücre yüzeyindeki spesifik 

reseptörlere bağlanmasından sorumludur. Hem farklı genustaki CoV‟lar 

hem de CoV‟un farklı suĢlarında bulunan S1 glikoproteini, uzunluk ve 

nükleotid dizinleri olarak önemli derecede farklılıklar içerir. Örneğin; 

zürafadan izole edilen CoV‟un (GiCoV), sığırdan izole edilen CoV‟na 

(BCoV) göre S1 proteininde 5 aa‟lik eksik olduğu bilinmektedir (Hasöksüz 

ve ark., 2007). Bu viruslar, germ-free olan buzağılara inokule edildiğinde, 

BCoV‟dan daha Ģiddetli bir enfeksiyon oluĢturdukları bildirilmiĢ ve hücre 

kültürlerinde virus titrelerinin oldukça yüksek olduğu rapor edilmiĢtir. Ayrıca 

sığırlarda enteritise sebep olan CoV‟ların S proteinindeki aa değiĢimi 

sonucunda solunum sisteminde de enfeksiyona sebep olduğu 

bilinmektedir. Bu durum; S proteinindeki mutasyonların enfeksiyon 

üzerindeki önemini göstermektedir. OluĢan mutasyonlar ve CoV‟lar 

arasındaki rekombinasyon sonucu virus tropizminin değiĢimine kanıt 

niteliğindedir (Buonavoglia ve ark., 2006).  

S2 alt bölgesi ise, S1 alt bölgesinin aksine oldukça korunaklı bir 

bölgedir ve spikeların sap kısmını oluĢturmaktadır. S2‟deki cleavage, 

genel olarak S1‟e göre daha gereklidir ve viral füzyon peptidinin ortaya 

çıkmasıyla direk bağlantılıdır (Belouzard ve ark., 2009, Madu ve ark.,2009, 

Wicht ve ark., 2014). Çok sayıda proteazın (tripsin veya tripsin benzeri 

proteazlar, katepsin, elastaz veya furin) aktivasyonu ile iki parçalı cleavage 

meydana gelebilir (Belouzard ve ark., 2012). 

Hem FCoV ve hem de CCoV‟ların tip 1 ve tip 2 lineagelarının S 

proteini cleavage aktivasyonunda belirgin farklılıklar vardır (ġekil 1.4).  

- Tip 1 lineage, iki farklı 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 kaybı vardır, S2‟de ise 

tek bir belirgin cleavage motifi bulunur: R-K-R-Y/F-R-S. 

Bu bulgular, bu iki hattaki virusların cleavage aktivasyonlarının 

birbirlerinden oldukça farklı olduğunu göstermektedir (Licitra ve ark., 

2013). Furin proteazı aracılığıyla cleavagedeki değiĢiklikler Feline 

CoV‟lardaki mutasyonlarla bağlantılı bulunmuĢtur. Kedilerdeki mutant 

CoV‟un (FIP) makrofaj tropizmi bu mutasyonlarla açıklanmakta iken 

(Licitra ve ark., 2013), CCoV enfeksiyonlarındaki cleavage alanları 

mutasyonları için halen herhangi bir kanıt yoktur (Viruses, 2014). 

 

Şekil 1.4. Kedi (FCoV), köpek (CCoV) ve domuz (TGEV) S glikoproteinlerinin 
dizin karĢılaĢtırmaları (Licitra ve ark., 2014) 

CCoV‟ler, diğer coronaviruslar gibi yüksek mutasyon gösterirler ve 

son 10 yılda da farklı birçok suĢ tanımlanmıĢtır. Bunların ilki Wesley (1999) 

tarafından gözlemlenmiĢtir. CCoV‟lara ait genetik dizinlerin çoğu FCoV-like 

CCoV olmasına rağmen, bir CCoV suĢu olan UCD-1‟in S geninin, TGEV‟le 

daha yakın iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir. 

2001 yılında Avustralya‟daki köpek üretme çiftliklerinde ölümle 

sonuçlanan gastroenteritisli vakalardan izole edilen CCoV suĢu UWSMN-

1, S ve polimeraz genlerinin fragmentlerinin dizin analizleri incelendiğinde, 

bu izolatın CCoV ve FCoV‟nin klasik suĢlarından farklı olduğunu 

göstermiĢtir. S geninin 3‟ bölgesindeki 751 nükleotidin kıyaslanması 
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yapıldığında, UWSMN-1‟in 21 farklı bölgeye sahip olduğu ve analiz edilen 

suĢlardan en az 112 farklı bölgesi olduğu bulunmuĢtur (Naylor ve ark., 

2002). 

DeğiĢen tropizm ve patogezle birlikte yeni varyantların ortaya çıkma 

ihtimali oldukça yüksektir. Bu durum için; viral genomdaki mutasyon ve 

rekombinasyonların kombinasyonu ile virus ve viral spike protein için olan 

doğal rezervuarların artması, vb. faktörler sıralanabilmektedir (Graham ve 

ark., 2010). 

1.1.1.1.2. Membran Glikoproteini (M) 

Kapsitin oluĢumunda görev alan, 25-35 kDa ağırlığında, virusun zarında 

bol miktarda bulunan bu protein, önceleri „E1‟ olarak isimlendirilmiĢtir 

(Thiel, 2007). CoV‟un diğer glikoproteinlerinden farklı olarak membran 

glikoproteininin (M), sadece kısa bir amino terminal bölgesi vardır ve bu 

bölge viral zar dıĢında açıkta kalmaktadır (Lai ve ark., 2007). Bu bölgeyi 

takiben bir α-heliks bölgesi ve viral zarfın içinde büyük bir karboksiterminal 

bölge de bulunmaktadır. TGEV gibi bazı CoV‟larda M glikoproteininin 

karboksiterminal kısmı, virion yüzeyinde açıkta kalmaktadır (Lai ve ark., 

2007).  

M glikoproteini (ġekil 1.5) membranı üç kez sararken, virionun içine 

ve dıĢına doğru endo/ektodomainler oluĢturur, böylelikle virionun stabil bir 

yapıda kalmasını sağlar. Endo ve ektodomainler, CoV zarının elektron 

mikroskopik preparatlarda kalın görünmesine sebep olur. 

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

olarak farklılıkları gösterilmiĢtir (Thiel ve ark., 2007).  



16 
 

M‟nin dıĢ bölgesine karĢı oluĢmuĢ bazı monoklonal antikorlar, virus 

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

M glikoproteini, replikasyonda viral partiküllerin birleĢtirilmesi ve 

olgunlaĢmasında anahtar bir role sahiptir (Lai ve ark., 2007). RNA‟ya 

affinitesi olduğu gösterilmiĢtir. Viral RNA paketleme sinyaliyle etkileĢerek, 

nukleokapsitlerde virus RNA‟sının paketlenmesinde de kritik role sahip 

olduğu düĢünülmektedir. N ve S glikoproteinlerinin ikisiyle birden 

etkileĢimdedir. N ile etkileĢimde olması, nukleokapsitle iliĢkili olduğunu 

düĢündürmektedir (Lai ve ark., 2007). Bu durum in vitro koĢullarda 

MHV‟un M glikoproteininin, izole edilmiĢ nukleokapsite bağlandığının 

gösterilmesiyle de kanıtlanmıĢtır. TGEV ve MHV‟da, nukleokapsit 

dıĢındaki kabuğu oluĢturur. Bazı CoV‟ların M glikoproteini, interferon alfa 

oluĢmasını indüklemektedir (Lai ve ark., 2007). 

 

Şekil 1.5. CoV proteinleri yakın görünüm (Neuman, 2006) 

 

Ġtalya‟nın güneyindeki ishalli köpeklerden 2001 yılında alınan dıĢkı 

örneklerde belirlenen CCoV‟nin dizin analizleri ile M geninde çoklu 

(multiple) nükleotid (nt) değiĢmelerinin toplandığı gözlenmiĢtir (Pratelli ve 

ark., 2001). Doğal enfekte olmuĢ 2 köpeğin uzun dönem viral saçılımının 



17 
 

geç faz boyunca belirlenen CCoV‟lerin dizinlerinde M geninin nokta 

mutasyonlarının etkileri gözlenmiĢtir. Bu CCoV‟ler 1971-benzeri 

CCoV‟lerden farklı olup, FCoV tip 2‟ye belirgin bir genetik drift olduğunu 

gösterir ve bu durum, bahsi geçen 2 köpeğin genetik olarak farklı 

CCoV‟lerin karıĢık bir populasyonuyla enfekte olmuĢ olabileceği veya her 

iki köpekte de belirlenen virusların mutasyon/rekombinasyon olaylarının 

sonucu olarak ortaya çıkmıĢ olabileceği düĢünülmektedir (Pratelli ve ark., 

2002b). Bahsi geçen baĢlangıç gözlemleri CCoV‟nin genetik evrimi 

çalıĢmalarıyla ilgili anlamlı bir etki kazanmıĢtır. 

1.1.1.1.3. Zarf Glikoproteini (E) 

Ağırlığı 9-12 kDa olan ve önceleri „sM (small membran)‟ olarak 

adlandırılan bu protein, Coronaviridae ailesi üyelerinden sadece CoV 

cinsinde tespit edilmiĢtir. Viral zarda az miktarda bulunan ve küçük olan bu 

protein, pentamerik yapıda olup internal membran proteinidir (ġekil 1.6). 

Virion partiküllerinin birleĢtirilmesinde rol oynadığı bilinmesine rağmen, bu 

olay için varlığının Ģart olmadığı belirtilmektedir (Siddel ve ark., 2005). Zira 

E proteini ekspresyonu eksik olan virusla enfekte edilmiĢ hücrelerden, 

anormal Ģekilli de olsa virionların salındığı belirlenmiĢtir (Lai ve ark., 2007). 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.6. CoV proteinleri (Hagemeijer, 2011) 
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Enfekte hücre içinde tomurcuklanma için, hem E hem de M 

glikoproteini gereklidir. Kıvrılarak lipit tabakayı bozması, virus 

tomurcuklanmasındaki rolünü açıklar. 

Ġyon değiĢimi ve/veya membran geçirgenliğini arttıran (viroporin) 

aktivitelerine sahiptir. Virion baĢına 20 kopya sayısıyla minör yapısal 

bileĢen olup, viral morfogenezde rol aldığı düĢünülmektedir (Thiel, 2007).  

Ayrıca; SARS-CoV, HCoV-229E, MHV ve IBV‟da E proteininin, 

soyunma ve olgun virionların salınımında, iyon kanalı gibi fonksiyon 

gösterdiği bildirilmiĢtir (Liu ve ark., 2007). MHV ve SARS-CoV‟da apoptozu 

indüklediği gösterilmiĢtir (Thiel, 2007). 

1.1.1.1.4. Nükleokapsit Fosfoproteini (N) 

N fosfoproteini (Çizelge 1.2), 50-60 kDa ağırlığında olup, viral sarmal 

nükleokapsiti oluĢturmak için genomik RNA‟ya bağlanır. M ile direkt 

etkileĢimde olan bu fosfoprotein, RNA zincirinin dayanıklılığını sağlar (Lai 

ve ark., 2007). Virusun tomurcuklanması esnasında N fosfoproteininin, 

M‟nin sitoplazmik bölgesine bağlandığı düĢünülmektedir. Bu etkileĢim ile 

virus partiküllerinde nükleokapsidin kaynaĢmasını sağlar (Holmes ve Lai, 

1996). N fosfoproteinine karĢı oluĢan antikorun, in vitro CoV RNA 

polimeraz reaksiyonunu inhibe ettigini gösteren bir çalıĢmaya göre bu 

protein, viral replikasyonda da rol oynamaktadır. Bu çalıĢmayla paralel 

olarak N fosfoproteini, viral RNA‟nın üretildiği ve toplandığı bölgelerde 

lokalize olur. Bu sayede, RNA replikasyon komplekslerinin oluĢumunu ve 

virus partiküllerinin birleĢtirilmesini kolaylaĢtırdığı düĢünülmektedir. Ayrıca 

hücresel bağıĢıklığı da indüklediği bilinmektedir (Lai ve ark., 2007). 
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Çizelge 1.2. Coronavirus yapısal proteinlerinin özellikleri ve fonksiyonları 

1.1.1.1.5. Hemaglütinin-Esteraz Glikoproteini (HE)  

Grup 3 Hindi Coronavirusu (TCoV) ile bazı Grup 2 CoV‟lar (HEV, BCoV, 

MHV, HCoV-OC43)‟da bulunan 65-70 kDa ağırlıgında olan Hemaglütinin- 

Esteraz-Glikoproteini (HE), önceden „gp65 glikopeptit‟ ya da „E3‟ olarak 

adlandırılmaktaydı (Lai ve ark., 2007). Virion üzerinde kısa uzantılar olarak 

Protein ismi Görevleri 

 
Nükleokapsit fosfoprotein N 

  

 
Viral RNA‟ya bağlanma 
Nükleokapsit oluĢumu 
Hücresel bağıĢıklığı uyarma 

 
Membran glikoprotein M 
(önceden E1 olarak 
adlandırılan) 

  
  
  

 
Golgide integral membran proteini  
Virus tomurcuklanma bölgesini belirleme 
Virus partikül birleĢimini artırma 
Viral nükleokapsitlerle etkileĢime girme 
Ġnternal viral çekirdek kabuğunu oluĢturma (TGEV 
and MHV) 

 
Zar (small membrane) 
protein E (önceden  sM 
olarak adlandırılan) 

 

 
Virus partikül birleĢimini artırma 
Viral zarfla iliĢki kurma 
Apoptosise neden olma 

Spike glikoprotein S 
(önceden E2 olarak 
adlandırılan) 

  
  
  

  
  
  

Spesifik hücresel reseptörlere bağlanma 
Hücre membranları ile viral zarfın füzyonunu 
indükleme 
(plazma membranı ya da endozomal membran) 
Ġmmunoglobulinin Fc parçasına bağlanma (MHV 
and TGEV) 
9-O-asetilleĢtirilmiĢ nöraminik asit ya da N-
glikolilnöraminik asite bağlanma 
Nötralize edici antikoru indükleme 
Hücresel bağıĢıklığı uyarma 

Hemaglutinin-esteraz 
glikoprotein HE (önceden 
E3 olarak adlandırılan) 

  
  
  

Bazı coronavirusların virion yüzeyinde küçük 
spike‟lar oluĢturma 
9-O-asetilleĢtirilmiĢ nöraminik asite bağlanma  
Hemaglutinasyona neden olma 
Hemadsorpsiyona neden olma 
9-O-asetil nöraminik asit grupları, asetil esteraz 
bölünmesi 

TGEV, porcine transmissible gastroenteritis virus;  
MHV, murine hepatitis virus. 
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görülen bu proteinin bazı CoV‟larda bulunmakta olup, viral replikasyon için 

gerekli olmadığı düĢünülmektedir. Devamlı hücre kültürü pasajlarında, ya 

yapısı sıklıkla mutasyona ya da tamamen delesyona uğramaktadır (Siddel 

ve ark., 2005; Lai ve ark., 2007). Virus partiküllerinin hücreden 

salınmasında rol oynayan esteraz aktivitesi ve yüksek hemaglütinasyon 

özelliği vardır; hemadsorbsiyona sebep olabilir. Bu özellikleri ile 

Hemaglütinin-Esteraz glikoproteini:  

- Virusun titresini ölçmede (Holmes ve Lai, 1996), 

- SuĢlar arasındaki biyolojik özelliklerin ortaya konulmasında, 

- Hemaglütinasyon, hemaglütinasyon inhibisyon ve reseptör inhibe 

eden enzim aktivitelerinin (receptor-destroying enzyme activity) titrelerinin 

hesaplanmasında kullanılmıĢtır (Hasöksüz ve ark., 1999).  

BCoV ve HCoV-OC43‟ün S glikoproteinleri gibi, çeĢitli CoV‟ların HE 

glikoproteini, 9-O-asetil nöraminik aside bağlanabilir ve bu gruptan asetil 

gruplarını ayıran asetilesteraz aktivitesi, hücre yüzeyine yapıĢan virionların 

ayrılmasını sağlamaktadır. HE‟nin 9-O-asetil nöraminik aside 

bağlanmasının, konak hücre membranında virusun yoğunlaĢmasını 

sağlayarak, bu yolla S glikoproteininin spesifik reseptörüne bağlanmasını 

kolaylaĢtırdığı düĢünülmektedir. Bu özelliklerinden dolayı HE‟ın, hedef 

hücreye virusun bağlanmasında ya da enfekte hücreden virus salınımında 

sorumlu olduğu düĢünülmektedir (Lai ve ark., 2007). 

Tüm CoV‟lardaki gen diziliminde olmayan HE glikoproteini ve yapısal 

olmayan proteinler için türlere göre belirgin farklılıklar vardır. Bu farklılılar; 

sayı, nükleotid dizini, gen düzeni ve ekspresyonudur. Farklılıklara rağmen 

aynı grup içinde korunan bu proteinler „grup-spesifik proteinler‟ olarak 

adlandırılmaktadır (Lai ve ark., 2007).  
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1.1.1.1.6. Yapısal Olmayan Proteinler (NSP) 

CoV‟ların yapısal olmayan proteinleri açık okunabilir bölge olarak 

tanımlanan ORF (Open Reading Frame-ORF) bölgesinde bulunmaktadır. 

ORF1 iki kısımda incelenmekte olup, ORF 1a‟nın N terminal ucundan 

baĢlayan ve ORF1b‟nin C terminal ucuna kadar devam eden bölgede; 16 

adet yapısal olmayan protein bulunmaktadır (ġekil 1.7). Viral RNA 

replikasyonu ve transkripsiyonu için gerekli olan bu proteinler, enzimatik 

aktivitelerde de önemli görevlere sahiptir (Narayanan ve ark., 2014). Farklı 

CoV‟larda; ORF1‟in N terminal bölgesinin ortalarından baĢlayan ve C 

terminal uca doğru sonlanan NSP3-NSP16 arasında bulunan bölge 

korunaklı özelliğe sahipken, özellikle NSP1 dizininde yüksek oranda 

farklılıklar görülmektedir (Connor ve Roper, 2007). Alfacoronaviruslar ve 

Betacoronavirusların NSP1 bölgelerine yönelik yapılan çalıĢmalarda; 

dizinlerin ve protein motiflerinin farklılıkları olmasına rağmen, biyolojik 

fonksiyonlarında benzerlikler tespit edilmiĢtir. Bu proteinin, farklı lineajlarda 

bulunan CoV‟ların yaĢam döngüsündeki önemi gösterilmiĢtir (Narayanan 

ve ark., 2014). 

 

Şekil 1.7. Coronavirusların yapısal olmayan proteinlerinin Ģematik gösterimi 
(Narayanan ve ark., 2014)  
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CoV‟ların yapısal olmayan proteinleri, virus replikasyonunda 

zorunluluk arz etmemesine rağmen, bu proteinlerde meydana gelebilecek 

delesyonlar viral attenüasyona sebep olmaktadır (Lai ve ark., 2007).  

Genomun en korunaklı bölgesi, polimeraz (Pol) genidir (ġekil 1.8) ve 

bazı araĢtırıcılar tarafından ORF 1 bölgesi olarak adlandırılmaktadır. Pan 

generik corona primerleri genellikle bu bölgeden seçilerek genel CoV 

tanısı yapılabilmektedir (Hasöksüz, 2008). 

 

Şekil 1.8. CCoV tip 1 ve tip 2‟nin Pol geninin Ģematik gösterimi (Pratelli, 2011) 

1.1.2. Virusun Replikasyonu 

Coronavirusların replikasyon siklusu (ġekil 1.9), viral partiküllerin spike 

protein aracılığıyla hücre yüzeyine tutunmasıyla baĢlar. Ġlk tutunmayı 

hücre-yüzey heparan sülfat proteoglikanları aracılığıyla yapan S proteini, 

viral ve hücre membran füzyonu amacıyla üç boyutlu yapısında değiĢikliğe 

gereksinim duyar (Lai ve ark., 2007). Özellikle SARS CoV‟lar asidik pH‟da 

hücre içine girebilmekteyken, S proteini bağlantılı hücre içine giriĢi tercih 

eden CoV‟lar nötr veya alkali pH‟da hücreden hücreye füzyon yolu ile 

geçebilmektedir. SARS CoV‟da membran füzyonu endozomlar içindeki 

katepsin L aracılı proteolizis ile gerçekleĢir (Nash ve Buchmeier, 1997). Bu 

olay, alfa ya da betacoronaviruslarda endozom içinde olur (Huang ve ark., 

2006). Virusa ait membran ile konakçıya ait hücresel membranların 

birleĢmesinden sonra viral nükleokapsit, replikasyonun gerçekleĢeceği 

sitozolün içerisine bırakılır. Konakçı ribozomları ORF 1a/1ab‟yi hem 
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poliprotein 1a hem de poliprotein 1ab‟ye çevirir. Bunlar daha küçük 

polipeptidlere parçalanır ve muhtemelen viral ve konakçı proteinlerini de 

içeren, replikasyon/transkripsiyon komplekslerini oluĢtururlar. Bu yapılar 

membran-bağımlı olup, virusla indüklenmiĢ çift membran vezikülleri 

(Double Membrane Vesicles-DMV) içinde yerleĢirler. Bu bölgelerde 

progeni genomların replikasyonu ve subgenomik RNA‟ların üretimi 

Ģekillenir. ÇevrilmiĢ M, E ve S glikoproteinleri, sentezlenmiĢ ve enkapside 

olmuĢ genomlar gibi, ER- golgi ara bölümlerinde birikirler. Öncü viral zar 

ve nükleokapsit birleĢtiğinde, yeni virus partikülü ER-GIC lümenine 

tomurcuklanır. Buradan ekzositoz yollarıyla hücre membranındaki 

veziküllere taĢınırlar ve salınırlar (Risco ve ark., 1996).  

 

Şekil 1.9. Coronavirusların replikasyonu (Hagemeijer, 2011) 
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1.1.3. Canine Coronavirus’un (CCoV) Türlere Göre Dağılımı 

Alfacoronavirus ve Betacoronavirus genuslarında yer alan etkenlerden 

olan CCoV‟lar; bu genustaki diğer viruslarla yakın genetik iliĢkili olup, 

konakçılarına ve virusun bağlanma reseptörlerine ait bilgiler Çizelge 1.3‟de 

sunulmuĢtur.  

Çizelge 1.3. Coronavirus‟ların Primer Bağlanma Faktörleri ve Reseptörleri (ICTV 
9. Raporu, 2009) 

   Virus Konak 
Bağlanma 
Faktörü 

Reseptör 

Alfacoronavirus 1 
   

Canine coronavirus tip I Köpek 
 

? 

Canine coronavirus tip II Köpek 
 

APN 

Feline coronavirus tip I Kedi 
 

? 

Feline coronavirus tip II Kedi 
 

APN 

Transmissible gastroenteritis v. Domuz Sialic acid APN 

Human Coronavirus 229E Ġnsan 
 

APN 

Human Coronavirus NL63 Ġnsan 
 

ACE2 

Betacoronavirus 1 
   

Bovine coronavirus Sığır 
 

9-O-Ac Sia? 

Canine respiratorik coronavirus Köpek 
  

Equine coronavirus At 
 

9-O-Ac Sia? 

Human coronavirus OC43 Ġnsan 
 

9-O-Ac Sia? 

Porcine H. Encephalomyelitis V. Domuz 
 

9-O-Ac Sia? 

Murine coronavirus* Fare             4-O-/9-O-Ac Sia CEACAM1a 

SARS-related coronavirus Ġnsan 
 

ACE2 

Gamacoronavirus Tavuk, Hindi 
 

? 

Deltacoronavirus Bülbül,Munia 
 

? 

Kısaltmalar; APN: aminopeptidaz N, ACE2: angiotensin-converting enzim 2, CEACAM1: carcino-embriyonic 

antigen cell adhesion molecule 1. *: Murine coronavirusları iki Ģekilde ortaya çıkar; primer bağlanma faktörü 

olarak ya 4- ya da 9-O-acetylated sialic acid (O-Ac Sia) ve ana reseptör olarak CEACAM1a kullanılır. 
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1.2. Klinik Bulgular ve Patogenez 

Enfeksiyon, klinik olarak oldukça değiĢken yapı göstermekte olup 

eriĢkinlerde klinik bir tablo oluĢturmaz veya hafif semptomlu seyreder. 

Enfekte köpekler etkeni dıĢkı ile 6-9 gün boyunca yayarlar. Bu durum bazı 

hayvanlarda uzayabilir (Decaro ve Buonavoglia, 2008a). Köpeklerde 

hafiften Ģiddetliye kadar değiĢen klinik formdaki enteritis, genellikle yüksek 

morbidite ve düĢük mortalite ile seyreder. Ancak diğer patojçiğdemen 

etkenlerin varlığı (CPV-2, CAV-1, CDV ve sekonder bakteriyel etkenler) 

(Decaro ve ark., 2006b), çevresel stres faktörlerin yüksek oranda oluĢu, 

hijyenik yetersizlikler, maternal antikorları olmayan 12 haftalıktan küçük 

köpekler, maruz kalınan CoV miktarı ve/veya pantropik tipteki CCoV‟ın 

enfeksiyona neden olması ile klinik bulgular ağırlaĢarak ölümle 

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

Fekal-oral yol, CCoV‟ların bulaĢmasında birincil öneme sahiptir. 

Bununla birlikte solunum yolu da dahil olmak üzere baĢka nakil yollarının 

varlığı, halen kesinlik kazanmamıĢtır (Licitra ve ark., 2014). Etkenin fekal-

oral yolla organizmaya giriĢini takiben CCoV, ince bağırsağın villus 

epitelinde, apikal bölgedeki enterositlerin içinde üremeye baĢlar. Etken, 

ince bağırsaklarda jejunal ve duodenal villilerde tahribata yol açar. 

Bağırsak lumeni geniĢlemiĢ bir halde; gaz, sulu gıda içeriği ve dıĢkı ile 

doludur. Bağırsak mukozası ve mezenterial lenf nodülleri ödemli ve yoğun 

konjesyon dikkat çeker. Ayrıca kalın bağırsağın epitellerinde de üreyen 

CoV‟lar, dıĢkıyla atılırlar (Pratelli ve ark., 2001).  

1.3. Epidemiyoloji 

CCoV enfeksiyonları tüm dünyada yaygın olarak bildirilmiĢtir. Ġtalya‟da 

CCoV ile enfekte köpeklerden elde edilen dıĢkı örneklerinin  biyomoleküler 

analizleri sonucu her iki genotipin (CCoV1 ve CCoV2) de varlığı 
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belirlenmiĢtir (Pratelli ve ark., 2004b; Decaro ve ark., 2005). Avusturya‟da 

kedilerde yapılan bir çalıĢmada M geni sekanslarına göre CCoV tip 1-

benzeri virusların varlığı bildirilmiĢtir (Benetka ve ark., 2006). Ayrıca 

Ġspanya, Fransa, Almanya, Belçika, Ġsveç ve Hollanda‟da CCoV 

enfeksiyonunun varlığı ve yaygınlığı rapor edilmiĢtir (Escutenaireve ark., 

2007, Decaro ve ark., 2011a). Ġngiltere‟de CCoV tip 2 enfeksiyonu CCoV 

tip 1‟den daha yaygın olarak tespit edilmiĢtir (Stavisky ve ark., 2010). 

Çin‟de de (Wang ve ark., 2006) enfeksiyonun yaygın olduğuna ve CCoV 

tip 1‟in daha sık gözlendiğine dair raporlar bulunmaktadır. Çin‟de, sağlıklı 

olan tilki ve rakunlarda her iki CCoV genotipine de rastlanmıĢ, bunların 

Ġtalya‟dan elde edilen CCoV M geni sekansları ile karĢılaĢtırılmasında 

suĢların yüksek genetik benzerlik gösterdiği belirlenmiĢtir (Wang ve ark., 

2006). Soma ve arkadaĢları (2011) CCoV‟u Japonya‟da 1 yaĢının altındaki 

köpeklerde %66,3 oranında var olduğunu ve köpeklerdeki enteritis 

vakalarında her iki genotipe %40‟ın üzerinde rastlandığını rapor 

etmiĢlerdir. 

Türkiye‟de yapılan epidemiyolojik çalıĢmalarda CCoV tip 1‟in yaygın 

olduğu ortaya konulmuĢtur (YeĢilbağ ve ark., 2007). 

1.4. Evrimsel Değişiklikler 

Pozitif polariteli RNA viruslarında görülen yüksek mutasyonlar, köpek 

populasyonları arasında sık rastlanan ve yine pozitif polariteli bir RNA 

virusu olan CCoV‟deki evrimleĢmenin açıklanmasında rol oynamıĢ olup, 

son 20 yılda geliĢen biyomoleküler teknikler ile sahadan izole edilen yeni 

virus suĢlarının serotipleri ve subtipleri belirlenmiĢ; bunlardaki 

mutasyonların çeĢitliliği üzerine çalıĢmalar yapılmasına imkan sağlanmıĢtır 

(Guan ve ark., 2003).  
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Viral genomdaki nokta mutasyonlar, delesyon veya insersiyonların 

kümeleĢmesi ile yeni genotipler (CCoV tip 1 ve tip 2), biyotipler (pantropik 

CCoV, respiratorik CCoV) ve konakçı varyantları ortaya çıkmıĢtır. Zamanla 

giderek artan bu çeĢitlilik, köpeklerdeki CoV‟ların genetik evrimini 

açıklamada rol oynamıĢtır (Decaro ve Buonavoglia, 2008a). 

CCoV tip 1 ve FCoV tip 1‟lerin ortak ata virustan meydana geldiği, 

CCoV tip 2 ve FCoV tip 2 soylarının ise genetik kaynağı tam olarak 

belirlenemeyen çok sayıdaki rekombinasyonlar sonucu ortaya çıktığı rapor 

edilmiĢtir (Lorusso ve ark., 2008). Feline kökenli CoV‟ların prototipi olan ve 

1979 yılında izole edilen FIPV WSU-79-1146‟nın, aslında CCoV‟un 

rekombinasyonu sonucu ortaya çıktığı (Herrewegh ve ark., 1998) ve 

sonraki yıllarda varlığı belirlenen baĢka rekombinant FCoV‟lerin de olduğu 

tespit edilmiĢtir (Le Poder ve ark., 2013). Köpeklerin diğer türlerle ve 

özellikle de kedilerle ortak barındırılması ile birlikte türler arası geçiĢ 

riskinin artması ve bunun doğal sonucu olarak yeni rekombinant virusların 

oluĢumu da dikkat çekici bulunmuĢtur (Le Poder ve ark., 2013). 

Hafif Ģiddetten orta Ģiddete değiĢen kategoride enfeksiyonlara yol 

açan enteropatojenlerden sayılan CCoV‟ların, 2005 yılında Ġtalya‟da yavru 

köpeklerde ölümcül seyreden ve sistemik hastalığa sebep olan virulent 

suĢları tanımlanmıĢ (Decaro ve ark., 2005), bu yüksek virulense sahip 

varyant biyotip „canine pantropik CoV‟ olarak adlandırılmıĢtır. Ġtalya‟da bir 

petshopta yavrularda ölümle seyreden bir enfeksiyon bildirimi sonrası bir 

köpeğin akciğer dokusundan immunohistokimyasal boyama aracılığı ile 

CCoV antijeni belirlenmiĢ ve gastrointestinal kanal dıĢında da pantropik 

CCoV‟nin replike olabileceğine iliĢkin ilk kanıtları ortaya koymuĢtur 

(Buonovoglia ve ark., 2006). Bu pantropik suĢla (CB/05) yapılan 

çalıĢmalarda (Decaro ve ark., 2007), sistemik olarak iç organlarda dağılım 

gösterdiği, CCoV tip 2a virusları arasında sınıflandırıldığı, hafif/orta Ģiddetli 

CCoV‟lardan farklı olarak CPV enfeksiyonuna benzer çeĢitli klinik 

semptomlara (yüksek ateĢ, kanlı ishal, nörolojik bulgular ve lökopeni) 
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neden olduğu rapor edilmiĢtir (Decaro ve ark., 2008b). Pantropik CCoV‟nin 

en belirgin özelliği enterik formdan farklı olarak iç organlara tropizm 

göstermesi ve uzun süreli lökopenidir. ÇeĢitli organlardan elde edilen 

pantropik CCoV‟ye ait viral RNA‟nın varlığı, birçok çalıĢmada yer almıĢtır 

(Buonovoglia ve ark., 2006; Zappulli ve ark., 2008; Decaro ve ark., 2008b). 

Bu organlar arasında; akciğer, karaciğer, lenf nodülleri, dalak, böbrek, 

idrar kesesi ve beyin bulunmaktadır (Decaro ve ark., 2008b; Decaro ve 

ark., 2012). Pantropik viruslarla enfeksiyonda dokularda tespit edilen 

yüksek seviyedeki viral RNA‟ya rağmen virus izolasyonu genellikle 

baĢarısızdır (Ntafis ve ark., 2011, Decaro ve ark., 2012). Pantropik CCoV 

tip 2a‟lar için genetik belirleyiciler halen tam olarak bilinmemektedir (Licitra 

ve ark., 2014).   

CCoV‟ların iki subtipe ayrılması; TGEV/CCoV rekombinant suĢlarının 

tespiti ile tanımlanmıĢ olup, Klasik CCoV tip 2a suĢları ve rekombinant 

CCoV tip 2b suĢları klasifikasyonda yer almıĢtır (Pratelli ve ark., 2003c; 

Decaro ve ark., 2008b; Decaro ve ark., 2010). CCoV tip 2b suĢlarında da 

sistemik yayılma gözlenebileceği, ancak bu durumun bugüne dek sadece 

CPV ile miks enfeksiyonları varlığında gerçekleĢtiği bildirilmiĢtir (Zapulli ve 

ark., 2008; Licitra ve ark., 2014). Ayrıca enterik CCoV ile pantropik CCoV 

suĢları arasında kros bağıĢıklığın kısmi olarak söz konusu olduğu 

bildirilmiĢtir, zira enterik CCoV enfeksiyonu yönünden bağıĢık olan 

köpeklerde pantropik CCoV enfeksiyonlarına karĢı enfeksiyon meydana 

geldiğinde seronegatif köpeklere göre klinik bulguların daha hafif olduğu 

gözlenmiĢtir (Decaro ve ark., 2009).   

CCoV‟ların evrimleĢme sürecinde oluĢan nokta mutasyonlar, küçük 

insersiyonlar ve delesyonların genomda kümeleĢmesiyle, yeni bir biyotipin 

varlığından bahsetmek mümkün olmuĢtur. Böylelikle „canine respiratorik 

CoV’ (CRCoV) tanımlanmıĢtır (Erles ve ark., 2003). Bu enfeksiyonla ilgili 

olarak; Ġngiltere‟de yapılan bir retrospektif çalıĢmada 1971-2003 yılları 

arasında solunum sistemi bulgulu köpeklerden elde edilen doku 
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örneklerinden izole edilen viruslar arasında da respiratorik tipte CCoV 

varlığını göstermektedir (Ellis ve ark., 2005). Köpeklerde solunum sistemi 

enfeksiyonlu olgulardan alınan soluk borusu ve akciğer örneklerinden 

CRCoV izolasyonu yapılmıĢtır (Erles ve ark., 2007). Respiratorik 

CCoV‟ların polimeraz ve S genleri sekans analizi sonuçları; 

betacoronaviruslarla yakın iliĢkili olduklarını göstermiĢtir. Ayrıca Bovine 

CoV ve insan CoV cDNA polimeraz geni proteinleri ile yüksek aminoasit 

benzerliği gösterirken, aynı gen bölgesi yönünden enterik CCoV‟lar ile 

sadece uzak bir iliĢki içerisinde olduğu kanıtlanmıĢtır. Benzer bir çalıĢma 

spike proteininde de söz konusudur (Erles ve ark., 2003; Erles ve ark., 

2007). Buna ek olarak Betacoronavirus üyelerinde karakteristik olan HE 

gen yapısının, CRCoV genomunda da bulunduğu kanıtlanmıĢtır (Erles ve 

ark., 2003). CRCoV; Kanada, Japonya ve Avrupa‟nın diğer ülkelerinde de 

belirlenmiĢtir (Ellis ve ark., 2005; Yachi ve Mochizuki, 2006).  

Betacoronavirus‟ların evriminde, bu virusların ortak atadan geldikleri 

öne sürülmektedir. CRCoV‟lar da, bu ortak atayı paylaĢıyor olabilir ya da 

BCoV‟ların türler arası nakil sonucu köpeklere geçiĢiyle meydana gelmiĢ 

olabileceği düĢünülmektedir. Pratelli (2011); CRCoV‟lerin nasıl ortaya 

çıktığına iliĢkin sorulara cevap vermek için, eski yıllara ait benzer virusların 

test edilmesine ihtiyaç olduğunu ve CRCoV suĢları ile filogenetik analizler 

yapılarak daha fazla sekans bilgisi elde edilmesi gerektiğini ifade 

etmektedir. 

Enterik CCoV tip 1 ve tip 2‟nin aksine, CRCoV‟ler hafif dereceli 

solunum sistemi bulguları göstermekte ve canine solunum hastalıklarının 

etiyolojik ajanlarından biri olarak kabul edilmektedir. Canine respiratorik 

sistem hastalıklarının diğer üyeleri olan Bordetella bronchiseptica, CAV tip 

1 ve 2, canine parainfluenzavirus, canine herpesvirus, reoviruslar and 

influenzaviruslarının ayırıcı tanıda göz ardı edilmemesi gerekmektedir 

(Erles ve ark., 2004). 
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Serolojik kanıtlar, CRCoV‟nin Amerika BirleĢik Devletleri, Ġrlanda, 

Yunanistan ve Ġtalya‟da da sirküle olduğunu göstermiĢtir (Decaro ve ark., 

2006a; Priestnall ve ark., 2006). 

1.5. İmmunoloji 

Köpeklerde zoner bir plasenta (placenta endothelio chorialis desiduata 

villosa zonaria) yapısı bulunmakta olup,  maternal antikorların plasental 

yolla geçiĢi %5-10 oranda mümkündür (Pastoret ve ark., 1998). Hem 

transplasental hem de kolostral yolla alınan antikorlar, yavruları 6 hafta 

yüksek düzeyde korumakta; bununla birlikte 12 haftaya kadar da bağıĢık 

yanıt devam etmektedir. CCoV enfeksiyonuna karĢı aĢılı veya enfeksiyona 

maruziyet sonrası kazanılan antikorlar, anneden yavruya aktarılabilirler. 

Ancak genç köpeklerdeki maternal antikorlar sorgulanmaksızın yapılan 

aĢılamalar sonucu aĢı baĢarısızlıklarına da rastlanmaktadır. Maternal 

antikor seviyesinin, aĢılama ile sağlanan pasif immun yanıt üzerindeki 

etkisi nedeniyle düĢen antikor seviyesinin takibi önem arz etmektedir. Bu 

nedenle CCoV‟a karĢı maternal antikor seviyesinin düĢmeye baĢladığı 6 

haftalık yaĢtan itibaren aĢılama yapılması önerilmiĢtir (Licitra ve ark., 

2014). 

1.6.  CCoV Enfeksiyonunun Tanısı  

CCoV enfeksiyonunun tanısı amacıyla hastalık etkeninin ilk belirlendiği 

1971 yılından bu zamana kadar birçok test geliĢtirilmiĢtir. Tanı; virolojik ve 

serolojik metotlar kullanılarak iki Ģekilde yapılmaktadır.  
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1.6.1. Direkt Tanı 

1.6.1.1. Virus İzolasyonu ve Elektron Mikroskopi 

 

Hücre kültüründen virus izolasyonu veya elektron mikroskopi (E.M.), 

köpeklerde CCoV enfeksiyonunun belirlenmesi için kullanılan 

yöntemlerdendir. Bu yöntemlerin her ikisi de uzun süreç ve deneyim 

gerektiren ve rutin tanıda tercih edilmeyen metotlardır. Ayrıca E.M. her 

laboratuvarda bulunmamaktadır. Negatif boyama ve inceleme ile E.M.‟de, 

dıĢkı numunelerindeki viral partiküllerin görüntülenmesi ile virus 

belirlenebilir. Ancak E.M.‟de çoğu zaman CCoV‟yi, CPV‟den ayırmak 

zordur. Ayrıca klinik bulgulu hayvanlarda ticari kitler yardımıyla da 

enfeksiyonun tanısı yapılabilmektedir (Greene ve ark., 2012). 

CCoV tip 1 izolatları, hücre kültürü sistemlerinde tek baĢına 

üretilemeyen defektif viruslardır. Ġn vivo koĢullarda CCoV tip 1 virusları, 

CCoV tip 2‟lerle birlikte “co-enfeksiyon” meydana getirebilirler (Licitra ve 

ark., 2014). Ġlk izole edilen CCoV suĢu „1-71‟; günümüzde CCoV tip 2 

olarak klasifiye edilmiĢtir (Binn ve ark., 1974, Keenan ve ark., 1976). CCoV 

tip 2 virusları (1-71 gibi) hücre kültürlerinde (örneğin A-72 canine tümör 

fibroblast hücreleri) sitopatolojik etki oluĢturarak üremeye elveriĢlidirler. 

Ayrıca 1-71 suĢu, birçok feline hücre hattında da üretilmiĢ olmakla birlikte, 

ilginç olarak virus izolasyonu çalıĢmalarında diğer birçok canine hücre 

hattı kullanıldığında üreme gözlenmemiĢtir (Regan ve ark., 2012). 

1.6.1.2. İmmunohistokimyasal Yöntemler 

CCoV enfeksiyonunun nekropsi materyalinde tanısı amacıyla 

immunohistokimyasal metodlardan immunofluoresans tekniği kullanılarak 

doku bölümlerinin boyanması 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, yüksek spesifite ve sensitivite 

nedeniyle PCR kullanılması gerekliliği rapor edilmiĢtir (Decaro ve ark. 

2004). Bu metot sayesinde E.M. ve virus izolasyonu tekniklerine kıyasla 

istenilen sonuca daha hızlı ulaĢıldığı bildirilmiĢtir (Pratelli ve ark., 1999b). 

Akut gastroenteritisli canlı hayvanlarda CCoV enfeksiyonunun 

tanısında hızlı teĢhis imkanını sağlayan Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

(PCR) temelli testler sıklıkla kullanılmaktadır. Serotip ve genotip 

karakterizasyonu, hem PCR hem de dizin analizi yardımıyla 

yapılabilmektedir. Ayrıca CCoV oldukça değiĢken olan genomları 

nedeniyle ortaya çıkan birçok yeni varyant, bu yaklaĢım ile 

saptanabilmektedir (Pratelli ve ark., 1999a). 

1.6.2. Serolojik Tanı 

CCoV antikorlarının varlığını belirlemek amacıyla ELISA, Virus 

Nötralizasyon Testi (VNT), Western-Blot testleri kullanılmaktadır. 

ELISA testi, CCoV antikorlarını belirlemek için virus nötralizasyon 

testinden daha hızlı ve daha duyarlı bir testtir (Athanssious, 1994; Pratelli 

ve ark., 2002a). Ancak ELISA, CCoV‟un serolojik tanısında 

kullanılabilirken, bu metotla günümüzde serotip ve genotip ayrımı 

yapılamamaktadır (Ellia ve ark., 2003). Hatta indirekt ELISA testi ile 

enfeksiyonun akut veya kronik oluĢu hakkında yorum yapabilmek de 

mümkün olabilmektedir. Bu bağlamda ELISA, CCoV‟e karĢı oluĢan 
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immunglobulin M (IgM) ve IgG‟lerin sorgulamasına imkan tanımaktadır 

(Pratelli ve ark., 2002a).  

CCoV spesifik antikorların belirlenmesi amacıyla VNT rutin 

uygulamalarda önem arz etmektedir, ancak uzun zaman alması (en az 4 

gün), her laboratuvarda kullanılamaması ve sentivitesinin düĢük olması 

sebebiyle günümüzde rutinde tercih edilmemektedir (Pratelli ve ark., 

2002b). Ayrıca yapılan çalıĢmalarda, ELISA ve Western-Blot testi tüm viral 

proteinlere karĢı oluĢan antikorların tespitini yapabilmekteyken, VNT 

yalnızca nötralizan antikorların tespitini yapabilmektedir. Ġmmunolojik 

statünün belirlenmesindeki sensitivitesinin düĢüklüğü nedeniyle VNT, 

epidemiyolojik taramalarda ve aĢı çalıĢmalarında hatalı sonuçlara neden 

olmaktadır.  Bütün bu avantajları nedeniyle ELISA testinin VNT yerine 

kullanılmasının daha uygun olacağı, ayrıca viral proteinlerin 

belirlenmesinde sensitivite ve spesifitesi yüksek olan Western Blot ile 

kombine edilmesinin uygun olacağı ifade edilmektedir (Pratelli ve ark., 

2002b).  

Bu çalıĢmada; Türkiye‟de sağlıklı görünümlü ya da klinik bulgulu evcil 

köpeklerde CCoV enfeksiyonunun M ve S gen bölgeleri hedef alınarak 

RT-PCR ile tanısı, enfeksiyonun yaygınlığı ve seçili örneklerde aynı gen 

bölgelerine ait dizin analizi yardımıyla sirküle olan virusların moleküler 

temelli araĢtırılmasını takiben, tüm dünyada evcil ve yabani köpeklerden 

izole edilen CoV‟lar ile genetik yakınlıklarının sorgulanması hedeflenmiĢtir. 

Elde edilen sonuçlar yardımıyla ülkemizdeki CCoV enfeksiyonları 

hakkında epidemiyolojik bilgilere ulaĢılmıĢtır. 
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2. GEREÇ ve YÖNTEM 

2.1.  Gereç 

Bu çalıĢmada, 2012-2013 yılları arasında Ankara Üniversitesi Veteriner 

Fakültesi Klinikleri ve özel veteriner kliniklerinden Viroloji Anabilim Dalı‟na 

rutin tanı amaçlı gönderilen sağlıklı görünümlü ya da klinik bulgulu (Resim 

2.1) (ateĢ, durgunluk, diyare, vb.) 100 köpekten alınan kan ve rektal 

sürüntü örnekleri ile bunlardan ishalli bir köpeğin nasal sürüntü kullanıldı 

(Ek 2). 

 

 

 

 

 

Resim 2.1. A.Ü. Veteriner Fakültesi Ġç Hastalıkları Anabilim Dalındaki CCoV 
pozitif belirlenen köpeğe ait görüntü 
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2.2. Yöntem 

2.2.1. Örneklerin Hazırlanması 

2.2.1.1. Kan Örneklerinin Hazırlanması 

Virolojik teĢhis amacıyla EDTA (Ethylene diamine tetra-acetic asit) içeren 

vakumlu tüplere (Vacuette, Kat no: 455036/ A040409, Greiner, Almanya) 

en az 0,5 ml miktarda alınan kan örnekleri 40C‟de 2000 rpm‟de 10 dakika 

santrifüj edildi. Üstteki plazma atılarak lökosit tabakasından pipet 

yardımıyla 400μl steril 1.5 ml‟lik eppendorf tüplere alındı. Porsiyonlanan 

örnekler ekstraksiyon öncesine kadar -800C‟ de muhafaza edildi. 

2.2.1.2. Rektal Sürüntü Örneklerinin Hazırlanması 

Selüloz fiber kaplı ticari sürüntü çubukları (Cultiplast-LP, Ġtalya) aracılığıyla 

toplanan 100 rektal ve 1 adet nasal sürüntü örneğine, içerisinde 25000 

U/ml Penisilin ve 20 mg/ml Streptomisin bulunan 2 ml Fosfat Tampon Tuz 

Solusyonu (PBS) ilave edildi ve vorteks (karıĢtırıcı) yardımıyla karıĢtırıldı. 

Tüp içerisindeki sürüntü çubukları kenarda sıkılarak uzaklaĢtırıldı ve 

yaklaĢık 2 ml sıvı, steril tüplere alınarak 4oC‟de 3000 rpm‟de 20 dakika 

santrifüj edildi. Santrifüj sonunda nükleik asit varlığını araĢtırmak üzere 

400μl RNAase bulunmayan steril 1.5 ml‟lik eppendorf tüplere alınan 

süpernatant ektraksiyon öncesine dek -800C‟ de muhafaza edildi. Arta 

kalan miktar ise, steril tüpler içerisinde -80oC‟de saklandı. 
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2.2.2. Viral Nükleik Asit İzolasyonu 

Chomczynski ve Sacchi (1987) tarafından bildirilen yöntem kullanılarak, 

CCoV enfeksiyonundan Ģüpheli ve sağlıklı görünümlü 100 hayvandan 

alınan kan ve rektal sürüntü örneklerine, CCoV nükleik asit varlığını 

araĢtırmak amacıyla RNA ekstraksiyonu yapıldı. Buna göre; buz içinde 

bulunan 1,5 ml‟lik mikrosantrifüj ependorf tüplerine konulan 400μl‟lik kan 

ve sürüntü örneklerinin üzerine eĢit hacimde (400μl) solüsyon D eklenerek 

10-15 saniye vortekslendi. Tüpe sırasıyla 300μl asit fenol, 300μl kloroform-

izoamilalkol (49:1) ve 100μl 3M sodyum asetat (pH 5.2) eklendi. KarıĢım, 

10-15 saniye vortekslendikten sonra 12500 rpm‟de 10 dakika santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası süpernatanttan 700μl alınarak, buz üzerindeki 

temiz bir mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı. Üzerine eĢit hacimde -20°C‟de 

soğutulmuĢ izopropil alkol eklenerek vortekslendi. Nükleik asit 

presipitasyonu için karıĢım -80°C‟de 1 saat inkubasyona bırakıldı. Süre 

sonunda donmuĢ olan karıĢım, oda ısısında eritilmesini takiben 14000 

rpm‟de 10 dakika santrifüj edildi. Tüpün içindeki karıĢım dikkatle aspire 

edildikten sonra, dibe çökmüĢ RNA peleti üzerine yıkama amaçlı 300μl 

%70‟lik -20°C‟de soğutulmuĢ etil alkol eklenip 3 dakika santrifüj yapıldı ve 

alkol dikkatle uzaklaĢtırılarak kalan alkolün uçurulması amacıyla tüpler 

37°C‟de kurutuldu. Kuruyan peletler 30μl deiyonize su (Applichem, 

Almanya) ile tekrar süspanse edildikten sonra, moleküler çalıĢmalarda 

kullanılıncaya kadar -20°C‟de saklandı. 

2.2.3. Viral RNA’dan Reverz Transkriptaz enzimi (RT) Yardımıyla 

Komplementer DNA (cDNA) Sentezi 

Ekstraksiyon sonrasında elde edilen viral RNA‟nın revers transkripsiyonu 

amacıyla Revert Aid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Lot: #K1622) 

kullanıldı. Yapılan karıĢımların içerikleri ve uygulanan ısı döngüleri Çizelge 
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2.1 ve 2.2‟de verildi. Tüm bu iĢlemler için termal çevirici cihaz (Biometra, 

Almanya) kullanıldı. 

Çizelge 2.1. RT reaksiyonu bileĢenleri 

1. KARIŞIM 

 
Bileşenler  Miktar(μl)  

1 RNA Ekstraktı 3 μl 

2 Random Hexamer Primer (100 μM, 0,2 μg/μl) 0,5 μl 

3 Nükleazdan ari su 3 μl 

 Toplam Hacim 6,5 μl 

2. KARIŞIM 

 
Bileşenler  Miktar(μl)  

1 5X Reaction Buffer (250 mM Tris-HCl [pH 8,3]  

250 mM KCl, 20 mM MgCl2, 50 mM DTT) 

2 μl 

2 10mM dNTP Mix 1 μl 

3 RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase 

(200 u/μl) 

0,5 μl 

 Toplam Hacim 3,5 μl 

 

 

Çizelge 2.2. RT reaksiyonu ısı döngüleri 

Sıra  Isı değeri(°C)  Zaman  Döngü 

Sayısı 

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 tanısı amacıyla CoV M geni seçilmiĢ olup, tüm kan 

ve rektal sürüntü örnekleri bu amaçla CCV1 ve CCV2 primerleri ile RT-

PCR‟a tabii tutuldu. Pozitiflik tespit edilen örnekler CoV S gen bölgesi 

yönünden dizin analizi yapabilmek amacıyla RT-PCR‟a tabii tutuldu. Ġlgili 

ürünlerin elde edilmesi amacıyla, Çizelge 2.3‟de bildirilen primerler 

kullanılarak PCR reaksiyonu gerçekleĢtirildi. ÇalıĢmada kullanılan gen 

bölgeleri (ġekil 2.1) için PCR karıĢım bileĢenleri ve PCR döngüsüne ait 

zaman/siklus bilgileri Çizelge 2.4‟de gösterildi. 

Çizelge 2.3. Kullanılan primer dizinleri 

Gen 
Adı 

Primer 
Adı 

Primer Dizin (5’→3’) 
Gendeki 
Lokus 

Ürün(bp) Referans 

      
M CCV1 TCC AGA TAT GTA ATG TTC GG 6729-6748  409 bp Pratelli ve ark., 

1999a (D13096) CCV2 TCT GTT GAG TAA TCA CCA GCT 7138-7118 

 
   

  
S UCD1F CAG AAT GGG AAG AAG TGA CG 3704-3723 502 bp Pratelli ve ark., 

2003a (AB088222) UCD1R CAC ACA TAC CAA GGC CAT TTT 4205-4185 

 
  

  
S S5 TGC ATT TGT GTC TCA GAC TT 3991-4010 694 bp Pratelli ve ark., 

2004b (D13096) S6 CCA AGG CCA TTT TAC ATA AG 4684-4665 
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Şekil 2.1. Kullanılan primerlerin genler üzerindeki yerleri 

 

 

 

Çizelge 2.4. PCR reaksiyonu bileĢenleri 

Bileşen  Konsantrasyon  Kullanılan Program 

Taq DNA polymerase (5u/μl) 0,25 μl  

10 X Taq buffer (tampon) 3,0 μl  

MgCl2 (25 mM) 2,4 μl 950C‟de 5 dk 

10 mM dNTP mix 0,5 μl 940C‟de 1 dk 

Primer- forward (10 pmol/μl) 0,5 μl (*)0C‟de 1 dk        35 siklus 

Primer- reverse (10 pmol/μl) 0,5 μl 720C‟de 2 dk 

Deiyonize su 19,85 μl 720C‟de 10 dk 

cDNA 3,0 μl  

    Toplam     30 μl  

(*): Farklı PCR uygulamalarında kullanılan annealing dereceleri primer çiftlerine göre farklılık 

göstermekte olup, CCV1-2 için 50
o
C, UCD1F-R için 52

o
C, S5-6 için 54

o
C olarak belirlenmiĢtir. 
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2.2.5. PCR Ürünlerinin Agaroz Jel Elektroforezi 

Amplifikasyon ürünlerinin görüntülenmesi amacıyla %1‟lik agaroz (Prona, 

EU) jel, TAE (Tris Asetat Ethylene) tamponu içerisinde ısı yardımıyla 

eritildi. Eritilen jel üzerine 0,5μg/ml konsantrasyonundaki ethidium bromide 

(Sigma, ABD) ilave edilerek, önceden hazırlanan jel tarakları yerleĢtirilmiĢ 

olan jel taĢıyıcısına bu karıĢım döküldü. Donmak üzere çeker ocak altında 

10 dk bekletilen agarozdan taraklar çıkarılıp, elektroforez için TAE 

tamponu ile dolu olan tanka yerleĢtirildi. PCR ürünleri, yükleme boyası (6x 

Loading Dye, Fermentas, Litvanya) ile 1 kısım boyaya 4 kısım PCR ürünü 

olmak üzere karıĢtırılarak toplamda 5 μl karıĢım tarakların çıkarılmasıyla 

oluĢan kuyucuklara pipet yardımıyla aktarıldı. Ürün büyüklüğünün yaklaĢık 

olarak belirlenebilmesi için 100 bp‟lik merdiven (100 bp Marker, 

Fermentas, Litvanya, 1 kısım stok marker + 1 kısım yükleme boyası + 4 

kısım su) baĢlangıçtaki tek kuyucuğa 1 μl olarak yüklendi. Daha sonra 

ürünler elektrik akımına tabi tutularak, yaklaĢık 30 dk sonra jel 

görüntüleme sistemi (Kodak, Gel Logic 100, ABD) kullanılarak amplikonlar 

görüntülendi. 

2.2.6. PCR Ürünlerinin Saflaştırılması 

M ve S gen bölgesi hedef alınarak yapılan konvansiyonel RT-PCR 

testinde pozitif olarak bulunan örneklerden pürifikasyon iĢlemi sırasında 

kaybolmayacağı öngörülen ve kalın banda sahip PCR ürünleri seçildi. 

PCR ürünlerinin saflaĢtırılması amacıyla preparatif jel hazırlandı. Bu 

amaçla %1‟lik agaroz jel ve geniĢ uçlu taraklar kullanıldı. 20 μl‟den az 

olmamak üzere 4 kısım PCR ürünü ile 1 kısım 6x yükleme boyası bir 

parafilm üzerinde karıĢtırılarak kuyucuklara aktarıldı. Jele 8 Volt/cm 

elektrik akımı uygulanarak 30 dakika süreyle DNA ürünlerinin ilerlemesi 

sağlandı. Elektroforez sonrasında transilluminatör yardımıyla görüntülenen 

jelde hedef gen ürünlerinin bulunduğu bantlar steril bir bistüri yardımıyla 
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jelden kesilerek ayrıldı ve 1,5 ml‟lik steril ependorf tüplere konuldu. Elde 

edilen jel parçalarına High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, 

Almanya) kullanılarak, firma tarafından önerilen Ģekilde saflaĢtırma iĢlemi 

uygulandı. Bu prosedüre göre; kesilen jel ile eĢit hacimde bağlanma 

solüsyonu (Binding Buffer) jelin bulunduğu tüpe konuldu. Tüp, 60°C‟de 15 

dakika jel tamamen eriyene kadar inkube edildi ve her 5 dakikada bir 

olmak üzere tüpler vortekslendi. Süre sonunda tüp içindeki sıvı, silika jel 

içeren tüplere aktarıldı. Bir dakika 10000 rpm‟de santrifüj iĢlemini takiben 

tüpler, 700μl yıkama solüsyonu ile 2 kez yıkandı. Tüpler boĢ olarak 5 

dakika 13000 rpm‟de santrifüj edildi. Silika jel tabakasında eser miktarda 

kalan etil alkolün tamamen uçması beklendikten sonra, boĢ ve temiz bir 

ependorf tüpe oturtulan silika jelli kısımlar üzerine 30 μl elüsyon solüsyonu 

veya RNAase-DNAase‟dan arındırılmıĢ su DNA‟nın eldesi amacıyla ilave 

edildi. Tüplere 12000 rpm‟de santrifüj iĢlemi uygulandı. ĠĢlem sonunda 

elde edilen saflaĢtırılmıĢ DNA‟lar dizin analizinde kullanılmak üzere -20⁰ 

C‟de saklandı.  

2.2.7. Dizin Analizi 

SaflaĢtırılmıĢ PCR ürünlerine, Dye Terminator Cycle Sequencing 

(Genomelab DTCS – Quick Start Kit, Kat No: S810148. Beckman Coulter) 

kiti kullanılarak (Çizelge 2.5) dizin analizi yapıldı. Boyalı nükleotidlerle 

iĢaretleme iĢlemi Çizelge 2.6‟da gösterilen reaksiyon karıĢımı ve ısı 

döngülerinde gerçekleĢtirildi. Isı döngü programı sonucunda elde edilen 

DNA‟lar absolut ve %70 konsantrasyonda hazırlanmıĢ etil alkol 

solusyonlarıyla yıkama iĢlemine tabi tutuldu. Bu iĢlemin ardından DNA‟lar, 

etil alkolün uzaklaĢtırılması ve kuruması için karanlık bir ortamda bir gece 

bırakıldı. Ertesi gün iĢaretli ürünler, kapillar elektroforetik separasyon için 

Beckman Coulter CEQ 8000 Dizin Analizi cihazına (Beckman, ABD) 

yerleĢtirildi. Elde edilen veriler, üretici firma (Beckman-Coulter) tarafından 

sağlanan program (CEQ versiyon 5.0) ile değerlendirildi.  
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  Çizelge 2.5. DTCS bileĢenleri 

DTCS Kit Karışımı 

Bileşen Miktar (μl) 

10X Reaksiyon Tamponu 2 

dNTP KarıĢımı 1 

ddUTP 1 

ddGTP 2 

ddCTP 2 

ddATP 
 

2 

Toplam Hacim 11 

 

Çizelge 2.6. DNA dizi analizi reaksiyonu bileĢenleri ve ısı döngüsü 

DNA Dizi Analizi Reaksiyon Karışımı Program ve Döngü Sayısı 

Bileşen Miktar (μl) 

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 

Sulandırıcı 1      60°C „de 4 dk 

Toplam                                                  10                  4°C‟de 10 dk 

2.2.7.1. Dizin Analizi Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

Dizin analizi sonrası elde edilen ham veriler, National Center 

Biotechnology Information (NCBI) servisinin Basic Local Aligment Search 

Tool (BLAST) web sayfasında yer alan (BankIt: GenBank Submissions) 

programdan yararlanılarak analiz edildi. Dizinler Bioedit (Version 7.0.5.3) 
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ve Clustral W (Hall, 1999) yazılımı kullanılarak kendi aralarında 

karĢılaĢtırıldı. Bu çalıĢmada elde edilen dizinler, aynı programın çoklu 

hizalama (multiple alignment) özelliğinden yararlanılarak, Gen 

Bankasından elde edilen referans viruslar ve diğer ülke suĢları ile ilgili gen 

bölgeleri bakımından karĢılaĢtırıldı. 

2.2.7.2. Filogenetik Analiz 

Filogenetik analizler; farklı ülkelerde sirküle olan diğer CCoV suĢları ve aĢı 

suĢlarına ait dizinleri ile bu çalıĢmada elde edilen dizinler arasındaki 

genetik yakınlığın ortaya konulması amacıyla nükleik asit dizinleri baz 

alınarak yapıldı. Filogenetik analiz için MEGA (Molecular Evolutionary 

Genetics Analysis software) (versiyon 6.0) (Tamura ve ark., 2013) 

programı kullanıldı. Bu amaçla fasta formatına çevrilen tüm verilere 

Neighbour-Joining metoduna göre bootstrap analizi (1000 replikasyon) 

yapıldı. Analizde Kiamura‟nın 2‟li parametresi kullanıldı ve bootstrap 

değerleri filogenetik harita üzerinde gösterildi. 

2.2.7.3. İstatistiksel Yöntemler 

Bu tez çalıĢmasında, hayvan sahiplerinden alınan bilgilere göre 

pozitiflik/negatiflik yönünden incelenerek, farklılıklar istatistiksel açıdan 

değerlendirilmiĢtir. Bu amaçla Chi-Square, Fischer exact ve Student t 

testlerinden yararlanılmıĢtır. Tüm istatistiksel hesaplamalar minimum %5 

hata payı ile incelenmiĢtir. Ġstatistiksel analizler için SPSS 14.01 paket 

programı kullanılmıĢtır. 
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3. BULGULAR 

3.1. RT-PCR Bulguları 

Bu tez çalıĢması için öngörülen 100 köpekten alınan kan ve rektal sürüntü 

örnekleri ile 1 nasal sürüntü örneği, RT-PCR ile CCoV enfeksiyonunun 

tanısı ve tiplendirilmesi amacıyla M ve S genleri yönünden araĢtırıldı. Kan 

örneklerinden 1 adedi M geni yönünden pozitiflik gösterirken, 99 kan 

örneği M geni yönünden negatif bulundu. Rektal sürüntü örneklerinde ise 

100 adet sürüntü örneğinden RT-PCR ile 40 adedi (40/100, %40) M geni 

yönünden pozitif bulundu (Çizelge 3.1). M geni yönünden pozitif bulunan 

bu 40 rektal sürüntü örneği, dizin analizi yapılması amacıyla S genine 

yönelik iki farklı primer çifti ile RT-PCR‟a tabii tutuldu. Pozitiflik veren 40 

örnekten, FCoV-like CCoV‟ları ayırt edebilen UCD-1 F-R primerleriyle 13‟ü 

(%32,5), S5-6 primerleriyle ise 3‟ü (%7,5) olmak üzere toplam 16 örnek S 

gen bölgesi yönünden pozitif reaksiyon verdi (Çizelge 3.1).  

 

Çizelge 3.1. M ve S gen bölgeleri yönünden, örneklerin RT-PCR sonuçları 

Gen Bölgesi Primerler 
Örnek 
Sayısı 

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 çalıĢmadaki örneklere CCoV M (409 bp) ve S (502 bp ve 694 bp) 

genleri hedef alınarak uygulanan RT-PCR sonucunda, hedeflenen 

büyüklükte ürün oluĢumuna ait amplikonlar ġekil 3.1, ġekil 3.2 ve ġekil 

3.3‟de sunuldu. 
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Şekil 3.1. CCoV M gen bölgesine ait agar jel elektroforez görüntüsü                                                           
M: Merdiven (100 bp‟lik), 1: Pozitif Kontrol, 2-10: Örnekler, -K: Negatif Kontrol 
 
 
 

 

Şekil 3.2. CCoV S gen bölgesine (UCD1 F ve R primerleri ile) ait agar jel 
elektroforez görüntüsü. M: Merdiven (100 bp‟lik), 1: Pozitif Kontrol, 2-10: Örnekler, -K: Negatif 

Kontrol 

 

 

Şekil 3.3. CCoV S gen bölgesine (S5-S6 primerleri ile) ait agar jel elektroforez 
görüntüsü. M: Merdiven (100 bp‟lik), 1: Pozitif Kontrol, 2-10: Örnekler, -K: Negatif Kontrol 
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3.1. RT-PCR Sonuçları ve Bireysel Verilerin (cinsiyet, yaş, vb) 

Değerlendirilmesi 

Örneklenen köpeklerin sahiplerinden alınan bilgilere göre; cinsiyet, yaĢ, 

yaĢam koĢulları (indoor/outdoor), barınma koĢulları (tekli/çoklu), aĢı 

durumları, klinik bulgulu olup olmadıklarına dair veriler istatistiksel olarak 

değerlendirildi. Buna göre; çoklu yaĢam ortamında olan köpeklerin, tekli 

yaĢam ortamındaki köpeklere göre daha çok FCoV-like CCoV 

enfeksiyonuna yakalandığı (13/40) ve bu durumun istatistiksel açıdan 

anlamlı olduğu bulundu (p=0,034).   

Örneklenen 100 hayvandan 26 adedinde herhangi klinik bulgu 

bildirimi bulunmamakla birlikte, asemptomatik olan bu hayvanlardan 10 

adedi RT-PCR ile CCoV nükleik asiti yönünden pozitif bulunmuĢtur. Bu 

sonuç istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır. Bu çalıĢmada, CCoV 

enfeksiyonunun tanısında klinik bulguların önemi göz ardı edilmemekle 

birlikte, pozitiflik açısından RT-PCR bulguları baz alınarak enfeksiyonun 

epidemiyolojisine iliĢkin değerlendirmelerin yapılması uygun görülmüĢtür. 

Bu noktada yapılan analizlerde; cinsiyet (p=0,867), klinik bulgu varlığı 

(p=0,852) ve aĢı durumu (p=0,764) özellikleri açısından istatistiksel olarak 

RT-PCR sonucu pozitif hayvanları öne çıkarak herhangi bir anlamlı farklılık 

bulunamadı. Klinik bulgu gösteren hayvanların diğer enteropatojen ajanlar 

(CDV, CPV, bakteriyel, protozoer vb.) yönünden de pozitif olabileceği 

ihtimali düĢünüldü. 

Hayvanların yaĢlarının 3 aydan küçük ya da büyük olmaları ile RT-

PCR sonuçları analiz edildiğinde; M gen bölgesi primerleri ile ≤3 ay yaĢta 

olan hayvanlarda CCoV enfeksiyonu sıklığı %92,5 (37/40) olarak tespit 

edildi. YaĢ ve RT-PCR pozitifliği, Ki-kare testi ile sorgulandığında 

istatistiksel açıdan anlamlı bulundu (p=0,022). Ayrıca S gen bölgesi 

primerleri ile FCoV-like CCoV enfeksiyonu varlığı yönünden yapılan analiz 

sonuçlarına göre; RT-PCR ile pozitif bulunan hayvanların yaĢ ortalaması 
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1,9 ay olarak belirlendi ve bu durum student t testi ile incelenerek 

istatistiksel açıdan anlamlı bulundu (p=0,001).  

YaĢama koĢulları bakımından M gen bölgesi primerleri ile CCoV 

pozitifliği açısından yapılan analizde ise dıĢarı bağlantısı olan (outdoor) 

hayvanlarda, sadece evde beslenenlere (indoor) oranla daha fazla 

enfeksiyon varlığı saptanmıĢ olup (38/40, %95), bu durum istatistiksel 

açıdan da anlamlı bulundu (p=0,034).  

Çizelge 3.2. RT-PCR sonuçlarının bireysel verilere göre dağılımı 

Veriler (n=100) 
   
Sayı 

 
M gen 

bölgesi  
pozitif 

 
M gen 

bölgesi 
negatif 

S gen 
bölgesi 

UCD1 F-R 
pozitif 

S gen 
bölgesi 

UCD1 F-R 
negatif 

S gen 
bölgesi 
S5-S6 
pozitif 

S gen 
bölgesi 
S5-S6 
negatif 

Cinsiyet 
Erkek 61 24 37 7 19 2 23 

Dişi 39 16 23 6 8 1 14 

Yaş 
0-3 ay 85 37 47 13 25 3 22 

>3 ay 15 2 13 0 2 0 15 

Yaşam 
Koşulları 

Indoor 14 2 12 1 2 1 2 

Outdoor 86 38 48 12 25 2 35 

Barınma 
Koşulları 

Tekli 36 13 23 0 13 1 12 

Çoklu 64 27 37 13 14 2 25 

Aşı Durumu 
Aşılı 21 9 12 0 10 0 10 

Aşısız 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 Sonuçları ve Filogenetik Değerlendirme 

CCoV‟ların M ve S gen bölgeleri yönünden pozitif bulunan 9 örnek 

seçilerek dizin analizleri yapılmıĢtır. Bu 9 örneğin tümü M geni yönünden 

dizin analizine tabii tutulabilirken, S geni yönünden dizin analizine 

alınabilen örnekler; serotip tayininde kullanılan UCD1 F-R primerleri ile 
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reaksiyon verenler arasından seçilen 6 adet ve S5-6 primerleri ile 

reaksiyon verenler arasından seçilen 3 adettir (Çizelge 3.2).  

Dizin analizi yapılan 9 örnekten biri olan 99 nolu örnek solunum yolu 

enfeksiyonu belirtileri bulunan bir köpeğe aittir. Bu köpekte solunum yolu 

enfeksiyonu belirtileri de bulunduğundan rektal sürüntü yanı sıra nazal 

sürüntü örneği de alınmıĢ olup, RT-PCR ile pozitif bulunan bu nazal 

sürüntü örneği de dizin analizine dahil edilmiĢtir.  

Dizin analizleri yapılan ve filogenetik ağaçtaki yerleri belirlenen 9 

adet örneğe ait bireysel veriler değerlendirildiğinde, tümünün aĢısız olduğu 

ve bu durumun istatistiksel olarak anlamlı olduğu bulundu (p<0,001). Dizin 

analizi yapılan bu 9 örneğin sadece birinde klinik bulgu görülmediği, diğer 

8 örneğin alındığı köpeklerde ise gastrointestinal sisteme ait klinik bulgu 

(ishal ve ayrıca 1 köpekte nasal akıntı) gözlendiği tespit edildi. Ġshal 

semptomunun CCoV enfeksiyonlarının klinik tanısında önemli bir ayıraç 

olduğu ve hayvanların klinik durumlarının örneklerin seçimi açısından 

istatistiksel açıdan önemli olduğu belirlendi (p<0,001).  

Dizin analizine alınan 9 örnekteki cinsiyet, yaĢ, indoor/outdoor olma 

durumları, yaĢama koĢulları gibi kriterlerin herhangi bir önem arz etmediği 

ve istatistiksel olarak da bu durumun enfeksiyonun varlığı yönünden 

anlamlı olmadığı belirlendi (p>0,001). 
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Çizelge 3.3. M ve S gen bölgelerine göre RT-PCR sonuçları ve örneklerin 
CCoV tipleri 

N
o

 

C
in

s
iy

e
t 

Y
a
ş
 (

a
y
) 

A
ş
ı 

D
u

ru
m

u
 

S
e
m

p
to

m
 

In
d

o
o

r/
  
  
  
  

o
u

td
o

o
r 

Y
a
ş

a
m

a
 

K
o

ş
u

ll
a
rı

 

C
C

V
1
-

C
C

V
2

 

U
C

D
1
F

-

U
C

D
1
R

 

  
S

5
-S

6
 

C
C

o
V

 T
ip

i 

8 erkek 2 aĢısız  Sağlıklı Outdoor çoklu P P N Tip 1 

10 erkek 3 aĢısız Ġshal Outdoor çoklu P P N Tip 1 

13 diĢi 2 aĢısız Ġshal Outdoor çoklu P P N Tip 1 

17 erkek 3 aĢısız Ġshal Outdoor çoklu P P N Tip 1 

40 erkek 2 aĢısız Ġshal Ġndoor tekli P P N Tip 1 

83 erkek 3 aĢısız Ġshal Outdoor çoklu P N P Tip 2 

99** diĢi 2 aĢısız Ġshal Ġndoor tekli P N P Tip 2 

100 diĢi 2 aĢısız Ġshal Outdoor çoklu P P N Tip 1 

101 erkek 3 aĢısız Ġshal Outdoor çoklu P N P Tip 2 

P= Pozitif, N=Negatif 

** Rektal ve nasal sürüntü örnekleri bulunmaktadır. 

 

3.2.1. M Gen Bölgesine Göre Değerlendirme 

Dizin analizi yapılan 9 hayvana ait toplam 10 örneğin (99 nolu hayvana ait 

nasal sürüntü örneği de dahil) tümü CCoV olarak tespit edildi. CCoV pozitif 

olduğu belirlenen bu örneklerin M gen bölgesi yönünden filogenetik analizi 

sonucunda, birbirleri arasında %87,3- %100 oranında homolojileri olduğu 

ve Ġtalya‟dan izole edilen suĢlara oldukça yakın oldukları (%88,2-%99,4) 

belirlenmiĢtir (ġekil 3.4). 

Rektal ve nasal sürüntü örneklerinin alındığı 99 nolu hayvana ait M 

gen bölgesi dizinlerinin birbirleri ile % 100 homoloji gösterdiği belirlenmiĢtir 
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(ġekil 3.5). Bu bağlamda, aynı bireyden elde edilen iki dizinin aynı virusa 

ait olduğu kanaatine varılmıĢtır. 

Aminoasit farklılıkları yönünden yapılan değerlendirmede 40 ve 100 

no‟lu örneklerin filogenetik analizde kullanılan diğer suĢlarla 

karĢılaĢtırıldığında 127. aa‟de I (Izolösin)→ 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) 

Ģeklinde değiĢimleri belirlenmiĢtir (ġekil 3.6). Sözkonusu bu aa değiĢimleri 

Ġtalya‟dan CCoV tip 1 suĢları ile ve Japonya ile Amerika‟daki FCoV suĢları 

ile benzerlik göstermektedir. Ayrıca bu iki örneğin M gen bölgesi yönünden 

aminoasit değiĢimleri de aynı olmakla beraber %100 homolog oldukları 

tespit edildi.  

Geri kalan 6 hayvana ait örneklerin M gen bölgesi yönünden 

dizinlerinin aa karĢılaĢtırmalarında Ġtalya‟da tespit edilen ve CCoV tip 2 

olduğu belirlenen suĢlarla %100 homoloji gösterdiği belirlenmiĢtir (ġekil 

3.6).  
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Şekil 3.4. M gen bölgesi yönünden nükleik asit “percent identity-divergence‟‟ tablosu 
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                          Şekil 3.5. M gen bölgesine yönelik „neighbour-joining‟ analizi 
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127.aa (A değişimi) 173.aa (T değişimi) 

Şekil 3.6. M gen bölgesine yönelik (CCV1-CCV2 primerleri ile) protein hizalamaları 
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200-201.aa (EH değişimi) 223.aa (Q değişimi) 

Şekil 3.6. Devam M gen bölgesine yönelik (CCV1-CCV2 primerleri ile) protein hizalamaları 
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3.2.2. S Gen Bölgesine Göre Değerlendirme 

3.2.2.1. UCD1 Primerleri Kullanılarak Yapılan Değerlendirme 

CCoV enfeksiyonu S gen bölgesine yönelik olarak kullanılan UCD1 F-R 

primerleri ile FCoV-like CCoV enfeksiyonu pozitif bulunan 6 adet örnek, 

CCoV tip I olarak adlandırılmıĢlardır. Bu örneklerin dünyadaki hem cinsleri 

ile yapılan filogenetik analiz sonuçları ġekil 3.8‟de gösterilmiĢtir. Bu 

dizinlerin elde edildiği suĢlar Canine CoV tip I olmakla birlikte, Feline 

kökenli CoV‟ların ayrımında kullanılan primerlerle reaksiyon vermiĢ olması 

dikkat çekici bulunmuĢtur. Ayrıca bu dizinlerin Ġtalya‟daki köpeklerden izole 

edilen suĢlara da oldukça yakın oldukları gözlenmiĢtir. Diğer CCoV ile bu 6 

dizine ait nükleotid benzerlikleri %80 ile %96,1 arasında iken, bu benzerlik 

birbirleri ile %90,7 ile %95,1 arasında bulunmuĢtur (ġekil 3.7).  Bu suĢlara 

ait aminoasit karĢılaĢtırmalarında (ġekil 3.9), dünyada sirküle olan diğer 

CCoV suĢlarına göre gösterdikleri farklılıklar Ģekil üzerinde kırmızı ile 

iĢaretlenmiĢtir.  

Aminoasit farklılıkları yönünden yapılan değerlendirmede 8, 17, 13, 

10, 40 ve 100 no‟lu örneklerin dizinleri filogenetik analizde kullanılan diğer 

suĢlarla karĢılaĢtırıldığında 1257. aa‟de H (Histidin)→ S (Serin), 1264. 

aa‟de (yalnızca 10 no‟lu örnekte) 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) Ģeklinde değiĢimler belirlenmiĢtir (ġekil 3.9). Sözkonusu bu aa 

değiĢimleri Ġtalya‟daki CCoV tip I suĢları ile benzerlik göstermektedir.  

1257. aa‟deki değiĢim, 40 no‟lu örnek (H (Histidin)→L (Lösin)) hariç 

tüm örneklerde aynı Ģekilde gözlenmiĢtir. 1362. aa‟de gözlenen değiĢim 



56 
 

ise 100 no‟lu (T (Treonin)-→ L (Lösin)) örnek hariç tüm örneklerde aynı 

Ģekilde gözlenmiĢtir. 

1329-1337.aa‟ler arasında ise tek bir aminoasit değiĢimi değil, blok 

halinde bir değiĢim belirlenmiĢtir (Çizelge 3.4). 

Çizelge 3.4. S gen bölgesindeki aminoasit değiĢimleri 

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

Treonin 
(T) 

Glutamik 
asit (E) 

Lösin (L) 
Asparagin 
(N) 

Lösin (L) Lösin (L) 
Aspartik 
asit (D) 

       

İzolösin 
(I) 

Aspartik 
asit (D) 

Fenilalanin 
(F) 

Treonin 
(T) 

Glutamik 
asit (E) 

Glisin (G) Glutamik 
asit (E) 

 

 

 

 

 

 

 



57 
 

Şekil 3.7. S gen bölgesi (UCD1 F-R) yönünden nükleik asit “percent identity-divergence“ tablosu 
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Şekil 3.8. S gen bölgesine yönelik (UCD1 F-R primerleri ile) „neighbour-joining‟ 

analizi 
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Şekil 3.9. Devam S gen bölgesine yönelik (UCD1 F-R primerleri ile) protein hizalamaları 
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3.2.2.2. S5-S6 Primerleri Kullanılarak Yapılan Değerlendirme 

CCoV enfeksiyonu S gen bölgesine yönelik olarak tip tayininde (CCoV tip 

2) kullanılan S5-S6 primerleri ile pozitiflik 3 örnekte (3/40, %7,5) saptanmıĢ 

olup, bu örnekler dizin analizine alındı. Filogenetik analiz sonuçları ġekil 

3.11‟de gösterilmiĢtir.  

 CCoV enfeksiyonu S gen bölgesine yönelik olarak kullanılan S5-S6 

primerleri ile CCoV enfeksiyonu pozitif bulunan 3 adet örnek (83, 101 ve 

99RS) CCoV tip 2 olarak belirlenmiĢtir. Bu örneklerin dünyadaki hem 

cinsleri ile yapılan filogenetik analiz sonuçları ġekil 3.11‟te gösterilmiĢtir. 

Ayrıca S gen bölgesi yönünden birbirleri ile %86,2 ile %90,3 arasında 

homolojileri tespit edilmiĢtir. Elde edilen dizinler; diğer canine kökenli 

Macaristan, Ġtalya, Ġngiltere ve Romanya suĢları ile S gen bölgesi nükleotid 

dizinleri yönünden karĢılaĢtırıldığında %76-%87 arasında değiĢen oranda 

homoloji gösterdikleri, Yunanistan‟dan elde edilen CCoV tip 2‟ler ile de 

%91 oranında homolog oldukları belirlenmiĢtir (ġekil 3.10). Bu çalıĢmada 

kullanılan Türkiye orijinli CCoV tip 2 suĢlarının Japonya‟dan elde edilen 

feline kökenli suĢlara (FCoV tip 2), canine kökenli (CCoV tip 2) olanlardan 

daha fazla yakın olduğu ve %85,3-%91,7 oranında homoloji gösterdikleri 

belirlenmiĢtir. Ayrıca Türkiye orijinli CCoV tip 2 suĢlarının CCoV tip 1 

referenz suĢu olan Elmo02 ile %56,7-%62,7 arasındaki homoloji 

gösterdiği, aĢı suĢu e de sırasıyla %86,2 (99 nolu örnek), %86,5 (83 nolu 

örnek) ve %91,3 (103 nolu örnek) oranda homolog oldukları tespit 

edilmiĢtir.  
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Şekil 3.10. S gen bölgesi (S5-S6) yönünden nükleik asit “percent identity-divergence“ tablosu 
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 Dünyada sirküle olan diğer CCoV suĢlarıyla bu suĢlara ait aminoasit 

karĢılaĢtırmaları ġekil 3.12‟da gösterilmiĢ olup, farklılıklar Ģekil üzerinde 

kırmızı ile iĢaretlenmiĢtir. 

S gen bölgesi dizin analizlerinin dünyadaki diğer viruslarla aminoasit 

farklılıkları yönünden yapılan değerlendirmede 83, 101, 99 no‟lu örneklerin 

diğer suĢlarla karĢılaĢtırıldığında 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) Ģeklinde değiĢimleri belirlenmiĢtir (ġekil 3.12). 

Sözkonusu bu aa değiĢimleri Macaristan‟dan CCoV tip 2b suĢları ile 

benzerlik göstermektedir. Ayrıca 1223. ve 1301. aa‟lardaki değiĢimlerin 

Ġtalya (CCoV 2a ve CCoV 2b) ve Ġngiltere (CCoV tip 2a) izolatlarında 

gözlenen aa değiĢimlerine benzerlik gösterdiği tespit edildi (ġekil 3.12).  
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Şekil 3.11. S gen bölgesine yönelik (S5-S6 primerleri ile) „neighbour-joining‟ analizi 
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Şekil 3.12. S gen bölgesine yönelik (S5-S6 primerleri ile) protein hizalamaları 
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Şekil 3.12. Devam S gen bölgesine yönelik (S5-S6 primerleri ile) protein hizalamaları  

1301. aa (E) 
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4. TARTIŞMA 

Köpekler;  günümüzden yaklaĢık 14.000 yıl öncesine dayanan 

evcilleĢtirme sonucunda gerek avcılık özelliklerinden ve gerekse iz sürme 

yeteneklerinden yararlanılan dost canlısı hayvanlar olmuĢlardır. 

Çatalhöyük‟te bulunan neolitik dönemden kalma duvar resimlerinde M.Ö. 

9000 yıllarına dayanan Anadolu‟daki köpek evcilleĢtirmesine ait ilk 

belgelerden günümüze gelindiğinde, pet hayvancılığı olgusu giderek önem 

kazanmıĢtır. Dünyada 500 milyon üzerinde köpek populasyonu varlığı 

bildirilmekte olup, köpek ve insanların yaĢam birlikteliği hayvan sağlığı 

konularını da öne çıkarmıĢtır. Özellikle bulaĢıcı viral enfeksiyonların 

hayvan sağlığı üzerine direkt etkileri yanı sıra, zoonoz potansiyellerinden 

dolayı insan sağlığını da etkileyecek olması, bu tip virusların 

araĢtırılmasını popüler hale getirmiĢtir.  

Bu tez çalıĢmasına konu oluĢturan CCoV enfeksiyonu bulaĢıcı ve 

zoonoz potansiyeli olan gastrointestinal kanalda etkili viral hastalıklardan 

olup, bu çalıĢmada 100 adet köpeğe ait sürüntü ve kan örnekleri virolojik 

yönden incelenmiĢ ve RT-PCR aracılığıyla 40 adedinde (%40) CCoV 

nükleik asiti varlığı tespit edilmiĢtir. Elde edilen bu sonuçlar CCoV 

enfeksiyonunun Türkiye‟de varlığına dayalı ilk verilerle CCoV nükleik asit 

tespiti %15,5 (YeĢilbağ ve ark., 2004) karĢılaĢtırıldığında, daha yüksek 

oranda enfeksiyon varlığını göstermektedir.  

Dünyada köpeklerde CCoV enfeksiyonunun tekli/çoklu yaĢam 

koĢulları bakımından önemi ve görülme sıklığı hakkında farklı bildirimler 

bulunmaktadır (Naylor ve ark., 2002, Ntafis ve ark., 2013). Birçok 

araĢtırmacı tarafından kabul edilen genel görüĢ; CCoV enfeksiyonunun 

çoklu yaĢam koĢullarında naklinin oldukça kolay olduğu ve iki haftaya 

varan viremi ile saçılan virusun fekal-oral nakli ile yüksek bulaĢ 
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ihtimalinden dolayı birden fazla hayvanın aynı habitatı paylaĢtığı 

koĢullarda, tekli yaĢama koĢullarına sahip hayvanlara göre daha sıklıkla 

CCoV enfeksiyonuna rastlanmasının mümkün olabileceği bildirilmektedir. 

Bu bağlamda; yukarıda anılan genel görüĢe benzer olarak, bu tez 

çalıĢmasında çoklu yaĢam koĢullarında bulunan köpeklerde (27/40, 

%67,5) tekli yaĢam koĢullarındaki köpeklere (13/40, % 32,5) oranla daha 

fazla CCoV enfeksiyonu yönünden pozitiflik olduğu ve bu durumun Ki-kare 

testi aracılığıyla istatistiksel açıdan anlamlı olduğu bulunmuĢtur (p= 0,034). 

Bu çalıĢmada çoklu yaĢam koĢulu olarak birden fazla köpek ve/veya kedi 

barındırılması kastedilmekte olup, toplam 27 adet CCoV pozitif köpekten 

14‟ü köpeklerle çoklu yaĢam ortamında bulundurulmaktayken, 13‟ü 

kedilerle aynı habitatı paylaĢmaktadır. Ayrıca kedilerle birlikte beslenen bu 

13 köpeğin tümü feline CoV-like primerler ile pozitif tespit edilmiĢtir. CCoV 

tip 1 ile enfekte olduğu belirlenen bu 13 köpek kedilerle aynı habitatı 

paylaĢtığından enfeksiyon kaynağının kediler olabileceği konusu, Terada 

ve ark.‟nın (2014) bildirdiği çalıĢma ile de benzerlik göstermektedir. Ayrıca, 

Licitra ve ark.‟nın (2014) çalıĢmasında köpekler ve onlarla aynı ortamı 

paylaĢan diğer türlerin, özellikle de kedilerin artıĢıyla; türler arası nakil 

sonucu novel rekombinant CoV‟ların ortaya çıkma ihtimalinin de artıĢ 

gösterdiği bildirilmektedir.  

Bu çalıĢmada örneklenen köpeklerdeki enfeksiyonun yaĢ statüsü 

yönünden değerlendirilmesinde, CCoV M gen bölgesi primerleri 

kullanılarak yapılan RT-PCR sonuçlarına göre 0-3 aylık yaĢ grubunda yer 

alan bireylerde enfeksiyonun sıklıkla görüldüğü (37/40, %92,5) ve bu 

durumun istatistiksel açıdan anlamlı olduğu belirlenmiĢtir (p=0,022). Elde 

edilen sonuçlar, Ntafis ve ark. (2013) tarafından bildirilen verilerle ve 

Atasevan ve ark. tarafından 2005 yılında yapılan çalıĢma ile paralellik 

göstermektedir. Ayrıca S gen bölgesi sonuçları da enfeksiyon varlığının 

yaĢ ile bağlantılı olduğunu destekler niteliktedir ve istatiksel açıdan bu 

sonuçlar da anlamlı bulunmuĢtur (p=0,001). 
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Stavisky ve ark. (2012) Ġngiltere‟de CCoV varlığı ve çevre Ģartları 

bağlantısını sorguladıkları çalıĢmaya göre, dıĢ ortamla bağlantısı olan 

köpeklerde (outdoor) CCoV enfeksiyonun görülme sıklığının sadece evde 

yaĢayan köpeklere (indoor) oranla daha fazla olduğu bildirilmektedir. Bu 

tez çalıĢmasında da dıĢarıyla bağlantılı olan köpeklerde (38/40), sadece 

evde yaĢayan köpeklere oranla (2/40) daha fazla enfeksiyon varlığı 

saptanması önceki çalıĢmalarla paralellik arz etmekte olup, bu durum 

istatistiksel açıdan da anlamlı bulunmuĢtur (p=0,034).  

YeĢilbağ ve ark. (2004) yaptığı çalıĢmada, klinik bulgu göstermeyen 

hayvanların tamamı CCoV enfeksiyonu yönünden RT-PCR ile negatif 

bulunurken, bu tez çalıĢmasında CCoV enfeksiyonu yönünden pozitif 

bulunan hayvanlardan %25‟inin (10/40) klinik bulgu göstermeyen 

hayvanlar olduğu belirlenmiĢtir. Japonya‟da yapılan bir çalıĢmada (Soma 

ve ark., 2011) ise, 109 köpekten alınan örneklerin 8‟i RT-PCR ile CCoV 

nükleik asiti yönünden pozitif (%7,3) bulunmuĢ olup, bu 8 köpeğin ishal 

semptomlu olduğu belirtilmiĢtir. Erles ve Brownlie (2009) ise asemptomatik 

köpeklerde RT-PCR ile %12,5 CCoV pozitifliği belirlemiĢlerdir. Bu tez 

çalıĢması sonuçları, klinik bulgu gözlenmeyen köpeklerde de CCoV 

enfeksiyonunun varlığının mümkün olabileceğini göstermektedir.   

CoV‟nin tanısında RT-PCR tekniği kullanılarak M ve S gen bölgeleri 

üzerine çalıĢmalar bulunmaktadır (Decaro ve ark., 2009; d‟Alexandry ve 

ark., 2015). M gen bölgesi; korunaklı bir bölge olmasından kaynaklı 

enfeksiyonun varlığını belirlemede kullanılırken, S gen bölgesi; hücre 

tropizmi, konakçı spekturumunun belirlenmesi, nötralizan antikor oluĢumu 

açısından önem arz etmekte olup, virusta meydana gelen değiĢimlerin 

belirlenmesinde de anahtar rol oynamaktadır (Lai ve ark. 2007). Bu tez 

çalıĢmasında, yukarıda söz edilen sebepler göz önünde bulundurularak, 

CCoV‟nin M ve S gen bölgeleri hedef alınan primerler kullanılarak RT-PCR 

ile araĢtırma yapılmıĢ olup, rutin tanı için M gen bölgesi yeterli bulunurken, 

tiplendirme ve filogenetik analizler için S gen bölgesi tercih edilmiĢtir.  
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YeĢilbağ ve ark. (2004, 2007) serolojik ve virolojik metotlara dayalı 

çalıĢmalarında CCoV enfeksiyonunun ülkemizde köpeklerde yaygın 

bulunduğunu ve yavru köpeklerde ishale neden olan önemli viral 

ajanlardan olduğunu bildirmiĢtir. Gür ve ark.‟nın (2008) serolojik sonuçlara 

dayalı çalıĢmalarında örneklenen her yaĢtan tüm köpek ırklarında %96,5 

oranında CCoV antikor varlığı tespit edilirken, yeni doğan köpeklerin bu 

enfeksiyona daha duyarlı olduğu rapor edilmiĢtir. Atasevan ve ark. (2005) 

gençlerin CCoV enfeksiyonuna daha duyarlı olduğunu belirttiği çalıĢmada, 

%73,4 oranında CCoV antikor pozitiflik tespit etmiĢ ve cinsiyetler arasında 

enfeksiyonun pozitifliği açısından önemli bir farklılık bulunmadığını 

belirtmiĢtir. Bu tez çalıĢmasında, köpeklerde CCoV enfeksiyonu yönünden 

yapılan önceki çalıĢmalardan farklı olarak; RT-PCR ile pozitif bulunan 

örneklerden virus tipinin tayinini  (CCoV tip 1/FCoV-like ve CCoV tip 2) 

takiben, CCoV M ve S gen bölgesi ürünlerinin dizin analizi ile bu bölgelerin 

moleküler karakterizasyonu sayesinde ülkemizdeki CCoV‟larının 

dünyadaki hem cinslerine benzerlik ve farklılıklarının belirlenmesi sonucu 

sahada sirküle olan virusların özelliklerinin aydınlatılması 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen RT-PCR sonuçları, ülkemizde CCoV tip 1 

(13/40, %32,5) ve tip 2‟nin (3/40, %7,5) varlığını göstermektedir. Tip 

spesifik primerler ile reaksiyon vermeyen örneklerin CCoV varyantı 

olabilecekleri ve tiplendirilemeyen bu örneklerin yeni dizayn edilecek 

primerler aracılığıyla tiplendirilebileceği düĢünülmektedir. YeĢilbağ ve ark. 

(2007), CCoV aĢısız köpeklerden aldıkları gaita örneklerinde CCoV 

nükleik asiti varlığını RT-PCR ile %15,5 oranda tespit etmiĢ olup, bu 

çalıĢma sonuçları ile karĢılaĢtırıldığında 79‟u aĢısız 21‟i aĢılı köpeklerden 

alınan 100 örnekten 40‟ı RT-PCR ile pozitif tespit edilmiĢtir. Pozitif olduğu 

belirlenen 40 hayvanın 31‟i CCoV‟a karĢı aĢısız 9‟u aĢılı köpeklerdir. Bu 40 

CCoV pozitif hayvandan 0-3 ay yaĢta bulunan 22‟sine ait ayrıntılı verilere 

göre 14‟ü kolostrumla beslenmeden yani annelerinden maternal antikor 

alamadan ayrılmıĢlardır. Bu tez çalıĢmasında serokonversiyon açısından 

herhangi bir değerlendirme olmamakla birlikte, sözkonusu bu hayvanların 

anket sorularından edinilen bilgilere göre maternal antikorları yeterince 
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bulundurmadıkları ve uygun dönemde aĢılanmadıkları göz önünde 

bulundurulduğunda, bireylerin CCoV enfeksiyonuna açık halde oldukları 

düĢünülmektedir. Postnatal hayatta CCoV ile karĢılaĢtığı düĢünülen bu 

bireylerde maternal antikor yetersizliğinin organizmayı enfeksiyona açık 

hale getiren predispoze faktörlerden biri olduğu kanaatine varılmıĢtır.  

Bu çalıĢmada, dünya genelinde CCoV nükleik asiti varlığına dayalı 

PCR sonuçları yönünden yapılan taramalarda Türkiye, Ġtalya, Japonya, 

Amerika, Ġngiltere, Macaristan, Yunanistan, Çin, vb. ülkelerde %15,5-57,3 

değiĢen oranlarda pozitiflik bildirimlerine (Soma ve ark., 2011) benzer 

oranda veriler elde edilmiĢtir. Ayrıca bu çalıĢmadaki veriler RT-PCR 

sonuçlarına göre değerlendirildiğinde CCoV tip 1‟in ülkemizde köpeklerde 

daha sıklıkla görüldüğü ve immunizasyonda kullanılan aĢılarda (Vanguard 

CV, Biocan C, Nobivac Corona) bulunan CCoV tipi (CCoV tip 2a) dikkate 

alındığında (Decaro ve ark., 2011a, Licitra ve ark., 2014), ülkemizdeki 

enfeksiyonun bu derece yaygınlığının ĢaĢırtıcı olmadığı kanaatine 

varılmaktadır.  

Bugüne dek enterik CCoV ile ilgili yapılan rutin tanı çalıĢmalarında 

kan örneklerinden ziyade, rektal sürüntü örneklerinin tercih edilme nedeni 

virusun affinite gösterdiği dokunun intestinal kanal olması (Pratelli, 2011) 

ve klinik bulgu olarak ishalin karakterisitk oluĢuna bağlanmaktadır. Ayrıca 

apatojen olarak barsaklarda bulunan CCoV‟ların sistemik enfeksiyona 

neden olabilmeleri için çeĢitli faktörler (örneğin Canine Parvovirus 

koenfeksiyonu gibi) gerekmektedir (Decaro ve ark., 2009). Decaro ve ark. 

(2010) viral RNA‟nın kanda her zaman tespit edilmesinin mümkün 

olamayacağını belirterek, bu durumu moleküler tekniklerle tespit 

edilemeyecek kadar düĢük viremi düzeyine bağlamıĢlardır. Bu çalıĢmada; 

100 adet kan örneğinin sadece 1 adedi (%1) CCoV nükleik asiti yönünden 

pozitif tespit edilmiĢ olup, rektal sürüntüsünün de pozitif olduğu belirlenen 

bu örnek zayıf amplikon oluĢturduğundan dolayı dizin analizine 

alınamamıĢtır. Bu sonuç, Decaro ve ark.‟nın (2008b) deneysel enfekte 
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edilen köpeklerde kanda viral RNA‟yı tespit edemedikleri ve Decaro ve 

ark.‟nın (2010), CCoV‟un kanda viremi esnasında çok düĢük seviyede 

olması ve kan numunelerinden çalıĢılmasının zor olduğuna değindiği 

çalıĢmalarıyla paralellik göstermektedir. Bu bağlamda doğal enfeksiyon 

sonucu oluĢan CCoV tanısına yönelik çalıĢmalarda kan örneklerinden 

daha çok rektal sürüntü/gaita örneklerinin tercih edilmesinin gerektiği 

sonucuna varılmıĢtır.  

CCoV enteropatojen viruslardan olup, sistemik enfeksiyonlara da yol 

açtıkları bilinmektedir. Bu tez çalıĢmasında ishal ile birlikte üst solunum 

yolu enfeksiyonu bulguları da gösteren 99 nolu köpeğe ait rektal ve nasal 

sürüntü örnekleri RT-PCR tekniği ile pozitif bulunmuĢ olup, dizin analizine 

tabii tutulmuĢlardır. Filogenetik analiz sonuçlarına göre her iki dizinde 

birbirleriyle %100 homoloji göstermektedir. Yani bu bireyde hem 

gastrointestinal sistem hem de respiratorik sistem etkilenmiĢtir. Decaro ve 

ark.‟nın (2009) deneysel enfeksiyon çalıĢmasında enfekte edilen yavru 

köpeklerin sadece gaitalarında virus saçılımı olduğu, ne kan ne de nasal 

sürüntü örneklerinde viral RNA‟yı tespit edemedikleri bildirilmiĢ olup, bu tez 

çalıĢmasında nasal sürüntü örneğinden viral RNA‟nın tespiti ilgi çekici 

bulunmuĢtur. Yukarıda bahsi geçen bulgular Decaro ve Buonavoglia‟nin 

2011 yılında yaptıkları çalıĢma bulguları ile paralel olup, sonuçlarımızı 

destekler niteliktedir (Decaro ve Buonavoglia, 2011b).  

RT-PCR sonuçları ile pozitif bulunan 40 köpeğe ait örnekler 

arasından dizin analizine seçilen 9‟unun hayvan sahiplerinden edinilen 

veriler değerlendirildiğinde, seçilen tüm örneklerin aĢısız hayvanlara ait 

olduğu ve 9 adet hayvanın 8‟inin klinik bulgu gösterdiği belirlenmiĢtir. Bu 

durumun viral yükü arttırdığı kanaatine varılmıĢ, ayrıca bu öngörü 

örneklere ait amplikonların kuvvetli oluĢları ile de desteklenmiĢtir. Dizin 

analizine alınan bu örneklerin ait olduğu bireylerin aĢısız oluĢları ve klinik 

bulgu göstermeleri istatistiksel olarak da anlamlı (p<0,001) bulunmuĢ ve 

bu seçimi destekler niteliktedir.  
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Filogenetik analiz sonuçları dikkate alındığında M gen bölgesi 

yönünden 9 hayvana ait toplam 10 dizin analizi yapılmıĢ olup, bu 

dizinlerden 8 adedi CCoV tip 2 virusları ile aynı dalda yer almıĢtır. Geri 

kalan 2 dizin ise CCoV tip 1 viruslarının bulunduğu dalda yerleĢmiĢtir. 

Ancak bu 9 hayvana ait örneklerin genotiplendirilmesi S gen bölgesi 

primerleri ile mümkün olduğundan, bu primerler kullanılarak 3 adedi CCoV 

tip 2 ve 6 adedi CCoV tip 1 olarak belirlenmiĢtir. CCoV M gen bölgesi 

primerleri kullanılarak RT-PCR yöntemiyle pozitif bulunan iki dizin (40 ve 

100 numaralı örnekler), referenz viruslarla karĢılaĢtırıldığında aminoasit 

farklılıkları göstermiĢtir. Bu farklılıklardan 127. ve 223. aa‟daki değiĢimler 

Amerika (Pedersen, 2009), Japonya (Terada ve ark., 2012), Ġtalya (Pratelli 

ve ark., 2004a) ve Latin Amerika‟dan (Pinto ve ark., 2014) izole edilen 

CCoV‟ın aynı numaralı aminoasitleri ile benzerlik göstermektedir. Sözü 

edilen 40 ve 100 nolu hayvanlara ait örnekler S gen bölgesine göre de 

CCoV tip 1 olarak adlandırılmıĢlardır. Costa ve ark. (2014) Brezilya‟dan 

elde ettikleri CCoV ile yapmıĢ oldukları çalıĢmada; 127., 173., 200. ve 201. 

aa‟lardaki değiĢimlerin tespiti ile CCoV tip 1 ve CCoV tip 2 arasında ayrım 

yapılabileceği öne sürülmektedir. Bu anılan aa değiĢimleri, bu tez 

çalıĢmasındaki 40 ve 100 nolu örneklerle birebir benzerlik göstermekte 

olup, M geni yönünden yapılabilecek bir genotiplendirmenin hatalı 

olabileceği kanaatini de uyandırmaktadır. Çünkü ġekil 3.5‟te kullanılan 

diğer ülke izolatlarındaki anılan numaralı aa‟lerin değiĢimlerine 

bakıldığında; FCoV-1, FCoV-2 gibi izolatlarda da aynı aa değiĢimlerinin 

olabileceği görülmektedir. Zira genotiplendirmeye iliĢkin çalıĢmalar 

günümüze yakın tarihte olup, bu non-synonim değiĢimler hakkındaki 

yorumlar henüz kesinleĢmemiĢ olmakla birlikte, Avrupa‟dan ve dünyadaki 

baĢka ülkelerden yapılan çalıĢmalarda da aynı konu üzerindeki tartıĢmalar 

devam etmektedir.  

Bu tez çalıĢmasında, CCoV S gen bölgesine göre elde edilen dizin 

analizlerinin aminoasit açısından diğer referanslar ile karĢılaĢtırılması 

yapıldığında; S gen bölgesi yönünden FCoV-like CCoV‟lar (CCoV tip 1) ve 
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CCoV tip 2‟lerin ayrımını yapan UCD1F-R primerleri ile pozitiflik veren 

örneklerin (6 adet) aminoasit değiĢiklikleri ġekil 3.9‟da gösterilmiĢtir. Buna 

göre 1297, 1317, 1324, 1355 ve 1366. aa‟lerdeki değiĢim, 6 adet Türkiye 

orijinli CCoV tip 1 suĢunda da söz konusu olmuĢtur. Bu tek aa değiĢimleri 

nokta mutasyonlar Ģeklinde olup, Ġtalya ve Brezilya suĢlarındaki aynı 

numaralı aa‟lerdeki değiĢimler ile benzerlik göstermektedir. Brezilya‟dan 

elde edilen CCoV‟ların S gen bölgesindeki bu değiĢimlerin tartıĢıldığı 

araĢtırmada (Costa ve ark., 2014); subtip, klinik bulgu/patojenite 

(pantropik) ve tek bir CCoV tipi ya da her iki CCoV tipi ile birlikte dual 

enfeksiyona yatkınlık noktasında belirleyici olabilecekleri ifade edilmekle 

birlikte, bu konuda kesin bir yargıya varılmadığı ve çalıĢmaların devam 

ettiği belirtilmiĢtir. Türkiye orijinli CCoV‟larının anılan primerler kullanılarak 

S gen bölgesi analizlerinden elde edilen sonuçlar Brezilya‟daki bu çalıĢma 

ile benzerlik göstermekte olup; 6 sekansın yapıldığı köpeğin aynı evde 

kedilerle beraber yaĢamakta olduğu ve kedilerden herhangi CCoV 

pozitifliği araĢtırılmamıĢ olmakla birlikte, bu köpeklerin türler arası nakil ile 

kedilerden CCoV‟ları almıĢ oldukları düĢüncesi hakim olmuĢtur. Bu 

bağlamda, anılan aa değiĢimlerinin S gen bölgesi yönünden 

“rekombinasyon” konusunda da araĢtırılması gerektiği düĢünülmektedir.  

CCoV tiplendirmesinde kullanılan S5-S6 primerleri ile dizin analizi 

yapılan 3 örnek, Macaristan, Ġtalya, Ġngiltere ve Romanya gibi Avrupa 

kökenli CCoV tip 2 suĢları ile karĢılaĢtırıldığında; 1223, 1244, 1301 nolu 

aa‟lerde homolog değiĢimleri göstermiĢtir. Örneklenen hayvanlardan 83 

nolu köpek, S5-S6 primerleri ile reaksiyon vererek dizin analizine alınmıĢ 

olup, bu bölge yönünden Macaristan kökenli izolatlar ile 1244 nolu aa‟deki 

farklılık nedeniyle aynı alt gruba dahil olmuĢtur. Tıpkı Macar CCoV‟lar gibi 

tip 2b grubunda yer alan bu suĢ dıĢında, 99 ve 101 nolu köpeklere ait S 

gen bölgesi dizin analizleri de Macar ve Ġtalyan CCoV tip 2b suĢları ile 

yakınlık göstermektedir. Ancak bu iki suĢ (99 ve 101) tek baĢlarına ayrı 

birer dalda yer almaktadır. Decaro ve ark. (2010) tarafından yapılan ve 

köpeklerde Avrupa ülkelerinde rekombinant CCoV‟ın oldukça yaygın 



75 
 

bulunduğu çalıĢmada; CCoV enfeksiyonunda kullanılan aĢıların CCoV tip 

2a suĢlarını içerdiği ve bunların CCoV tip 2b‟ye karĢı kullanımında kısmi 

zayıf kros reaksiyon verdiği ifade edilmektedir. Bu durumun köpeklerdeki 

rekombinant viruslara karĢı oluĢan immun yanıtı etkileyebileceğinden 

hareketle, bu tez çalıĢmasında tiplendirilen CCoV‟ın sadece tip 2 b suĢları 

oluĢu nedeniyle ülkemizde de kısmi kros bağıĢıklığın olabileceği, ancak bu 

bağıĢıklığın yetersiz kalabileceği kanaatine varılmıĢtır.  
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

GerçekleĢtirilen çalıĢma, 2012-2013 yılında örneklenen 100 adet köpeğe 

ait CoV enfeksiyonu yaygınlığını ve sirküle olan virusların moleküler 

karakterizasyon sonuçlarını içermektedir. Bu çalıĢmadaki verilere göre; 

- CCoV enfeksiyonunun ülkemizdeki köpeklerde oldukça yaygın 

olduğu (%40) tespit edilmiĢtir. 

- CCoV enfeksiyonun laboratuvar tanısında, rektal sürüntü 

örneklerinin hastalığın belirlenmesinde kullanılmasının daha uygun olduğu 

düĢünülmektedir. 

- Köpeklerde yeni CCoV genotiplerinin ve patotiplerinin ortaya 

çıkması, yeni virulent suĢları içeren aĢıların hazırlanması ihtiyacını 

doğurmaktadır. CCoV‟lere karĢı halen kullanılmakta olan inaktif aĢıların 

sirküle olan her iki alt tipi içermemesi sebebiyle yeterli etkiye sahip 

olmadığı düĢünülerek, bu tez çalıĢması ile ileride yapılacak deneysel 

çalıĢmalara basamak oluĢturabilecek, ülkemizde CCoV enfeksiyonu ile aĢı 

kullanımlı mücadele programlarının geliĢtirilmesine yönelik önemli bilgiler 

elde edilmiĢtir. 

- ÇalıĢma sonucunda ülkemizde sirküle olan CCoV‟lerin antijenik ve 

genetik özellikleri, yapılan dizin analizleri ile ortaya konularak, elde edilen 

filogenetik analiz sonuçlarına göre, bu virusların dünyada bulunan diğer 

CCoV‟ler ile yakınlık-uzaklıkları belirlenmiĢtir. Buna göre; rutin tanıda M 

genine yönelik primerlerin kullanımı yeterli olmakla birlikte, dizin analizi 

yardımıyla yapılacak genotiplendirme çalıĢmalarında S genine yönelik 

amplikonların da araĢtırılması önerilmektedir. 

- CCoV enfeksiyonuna maruz kalan ülkelerde kontrol ve 

eradikasyon programlarının geliĢtirilmesi adına öncelikle CCoV 

enfeksiyonlarına ait epidemiyolojik statünün bilinmesi gerekmektedir. Bu 
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çalıĢmadan elde edilen sonuçlar ile CCoV enfeksiyonunun ülkemizde 

hangi tiplerinin seyrettiği (CCoV tip1 ve CCoV tip 2b) belirlenerek, 

CCoV enfeksiyonuyla mücadele konusunda bilimsel yaklaĢımda 

bulunulması sağlanmıĢtır. Bu tez çalıĢması sonuçlarına göre; ülkemizde 

CCoV ile mücadele ve kontrol programlarında kullanılacak aĢılarda tip 1 

etkenleri yanı sıra tip 2 etkenlerinin de kombine olması önerilmektedir. 
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ÖZET 

Evcil köpeklerde Canine Corona Virus (CCoV)’ların moleküler 
epidemiyolojisi 

Bu çalıĢmada, evcil köpeklerin önemli hastalıklarından birine sebep 
olan Canine Coronavirus (CCoV) enfeksiyonlarının yaygınlığının 
araĢtırılması ve sahadaki suĢların M ve S gen bölgesi hedef alınarak 
moleküler karakterizasyonun yapılması amaçlanmıĢtır.  

ÇalıĢmada 100 köpek kullanıldı. Olgular yaĢ, ırk, cinsiyet, bakım 
ve besleme koĢulları, aĢılı olup olmama durumları ve klinik bulgular 
yönünden anket soruları eĢliğinde değerlendirildi.  

Bu veriler ıĢığında köpeklerde CCoV enfeksiyonlarının yaygın 
olduğu (%40), enfeksiyonun klinik bulgu, aĢı durumu ya da cinsiyet 
ayrımı gözetmediği, evde ya da sokakta beslenen köpeklerin hepsinde 
enfeksiyonun görülebileceği ve CCoV enfeksiyonunda ishal bulgusunun 
sıklıkla gözlendiği ortaya konulmuĢtur. 

Uygulanan RT-PCR sonucunda CCoV tanısında ve 
tiplendirilmesinde M primeri ile beraber S geni primerlerinin daha net 
sonuç verdiği belirlenmiĢtir. Dizin analizlerine göre Türkiye‟de sirküle 
olan CCoV‟lar dünyadaki diğer CCoV‟lar ile benzerlik göstermiĢtir. 
Genotipik olarak; CCoV tip 1 ve CCoV tip 2 suĢlarının varlığı tespit 
edilmiĢtir. 

Sonuç olarak, Türkiye‟de canine coronavirus enfeksiyonunun 
moleküler epidemiyolojinin belirlenmesi yönünde yapılacak çalıĢmaların 
devamlılık göstermesinin gerekli olduğu; bu çalıĢmaların ticari aĢı 
tercihlerinin belirlenmesi ve aĢı geliĢtirme yönündeki yeni çalıĢmalar için 
yol göstereceği ve sağlıklı pet hayvancılığı yönünden önemli katkılar 
sağlayacağı kanaatine varılmıĢtır.  
 

Anahtar Kelimeler: Canine Coronavirus, Epidemiyoloji, Moleküler, 
Moleküler 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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EKLER 

EK 1 Ankara Üniversitesi Deney Hayvanları Etik Kurulunca verilmiĢ izin 
belgesi 
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EK 2 Örneklenen Hayvanların YaĢ, Irk, Cinsiyet, Sağlık Durumları, Tekli/Çoklu 
YaĢam KoĢulları Ve AĢı Durumları  
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1 E 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

2 E 1 aĢısız semptomlu outdoor çoklu P N N 

3 D 2 aĢısız semptomsuz outdoor çoklu N N N 

4 E 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu P P N 

5 D 3 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

6 D 1 aĢısız semptomlu outdoor çoklu P P N 

7 E 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu P P N 

8 E 2 aĢısız semptomsuz outdoor çoklu P P N 

9 E 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

10 E 3 aĢısız semptomlu outdoor çoklu P P N 

11 D 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu P P N 

12 E 1 aĢısız semptomsuz outdoor çoklu N N N 

13 D 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu P P N 

14 D 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

15 D 1 aĢısız semptomsuz outdoor çoklu N N N 

16 D 3 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

17 E 3 aĢısız semptomlu outdoor çoklu P N N 

18 E 3 aĢılı semptomlu indoor tekli N N N 

19 E 4 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

20 D 2 aĢılı semptomlu outdoor tekli P N N 

21 D 4 aĢısız semptomlu indoor tekli N N N 

22 E 4 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

23 D 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

24 D 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

25 E 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

26 E 4 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

27 E 2 aĢısız semptomlu outdoor tekli N N N 

28 E 3 aĢılı semptomlu outdoor tekli N N N 

29 E 4 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

30 D 4 aĢılı semptomlu outdoor tekli N N N 

31 D 2 aĢılı semptomlu outdoor tekli P N N 

32 E 2 aĢısız semptomlu indoor tekli N N N 

33 E 3 aĢısız semptomlu outdoor çoklu P N N 

34 E 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu P N N 
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35 E 2 aĢısız semptomlu outdoor tekli P N N 

36 D 2 aĢısız semptomlu indoor tekli N N N 

37 E 4 aĢısız semptomlu outdoor çoklu P N N 

38 D 2 aĢısız semptomlu outdoor tekli N N N 

39 E 4 aĢılı semptomlu indoor tekli P N N 

40 E 2 aĢısız semptomlu indoor tekli P P N 

41 E 2 aĢısız semptomlu indoor tekli N N N 

42 D 2 aĢısız semptomsuz outdoor çoklu P P N 

43 E 3 aĢılı semptomlu outdoor çoklu N N N 

44 E 4 aĢılı semptomsuz outdoor çoklu N N N 

45 E 5 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

46 E 2 aĢısız semptomlu outdoor tekli N N N 

47 E 2 aĢısız semptomlu indoor tekli N N N 

48 E 5 aĢılı semptomsuz outdoor tekli N N N 

49 E 2 aĢısız semptomlu indoor tekli N N N 

50 D 2 aĢılı semptomlu outdoor tekli P N N 

51 E 2 aĢısız semptomsuz outdoor tekli P N N 

52 E 3 aĢılı semptomsuz outdoor tekli P N N 

53 D 2 aĢılı semptomsuz outdoor tekli P N N 

54 D 2 aĢısız semptomsuz indoor tekli N N N 

55 D 5 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

56 E 2 aĢısız semptomsuz outdoor çoklu N N N 

57 E 3 aĢısız semptomsuz outdoor çoklu N N N 

58 D 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

59 E 2 aĢısız semptomsuz outdoor çoklu N N N 

60 D 3 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

61 E 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

62 D 2 aĢısız semptomsuz outdoor çoklu N N N 

63 E 1 aĢısız semptomsuz outdoor çoklu N N N 

64 E 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

65 D 2 aĢısız semptomsuz outdoor çoklu N N N 

66 D 3 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

67 E 3 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

68 E 3 aĢısız semptomlu outdoor çoklu P N P 

69 D 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

70 E 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

71 D 3 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 

72 D 2 aĢısız semptomlu outdoor tekli N N N 

73 D 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu P N N 

74 E 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu P N N 

75 E 3 aĢısız semptomsuz outdoor çoklu P N N 

76 E 3 aĢısız semptomlu outdoor tekli P N N 
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77 E 1 aĢısız semptomlu outdoor tekli N N N 

78 E 3 aĢısız semptomlu outdoor çoklu P N N 

79 D 4 aĢısız semptomlu outdoor tekli N N N 

80 D 2 aĢılı semptomlu outdoor tekli P N N 

81 E 3 aĢılı semptomsuz indoor tekli N N N 

82 E 2 aĢısız semptomsuz outdoor tekli P N N 

83 E 3 aĢılı semptomsuz outdoor çoklu P N N 

84 D 2 aĢısız semptomlu indoor tekli P N P 

85 D 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu P P N 

86 E 3 aĢısız semptomlu outdoor çoklu P N P 

87 D 1 aĢısız semptomsuz indoor tekli N N N 

88 D 2 aĢılı semptomsuz indoor tekli N N N 

89 E 2 aĢılı semptomlu outdoor çoklu N N N 

90 E 3 aĢısız semptomsuz outdoor çoklu N N N 

91 E 2 aĢılı semptomlu outdoor çoklu P N N 

92 E 3 aĢılı semptomlu outdoor tekli N N N 

93 E 2 aĢısız semptomlu outdoor tekli N N N 

94 E 6 aĢılı semptomlu outdoor çoklu N N N 

95 D 4 aĢılı semptomlu outdoor çoklu P N N 

96 E 2 aĢısız semptomsuz outdoor çoklu P P N 

97 D 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu P P N 

98 D 2 aĢısız semptomsuz outdoor tekli P N N 

99 E 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu P N N 

100 E 2 aĢısız semptomlu outdoor çoklu N N N 
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EK-3 Dizin analizi yapılan örneklerin nükleotid 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
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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/8cM 

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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