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MAKALE BILGiSi/ Ozet:
ARTICLE Coronaviridae familyasinda yer alan coronaviruslar insan ve hayvanlarda sindirim ve solunum sistemi enfeksiyonlarina
INFORMATION: neden olmaktadir. Alfacoronavirus igerisinde yer alan canine coronaviruslar (CCoV)’1n CCoV I ve CCoV II olmak iizere
iki alt tipi bulunmaktadir. CCoV-II ise CCoV- Ila ve IIb olmak iizere iki genotipe ayrilmaktadir. CCoV her yastaki ve her
Gelis / Received: tiirlii beslenme sekline sahip kopekleri etkilemesine ragmen 6zellikle yeni dogan yavrular daha duyarl ve ciddi sekilde
28 Mart 22 etkilenebilmektedir. Yapilan literatiir arastirmalarina gore iilkemizde 6zellikle alt solunum yolu enfeksiyonlarindaki
canine coronavirus varliginin tespitine yonelik molekiiler ¢aligmalara rastlanilmamigtir. Bu ¢alismada alt solunum yolu
28 March 22 enfeksiyonu tanimlanan barinak kopeklerinde CCoV’un tespiti ve molekiiler karakterizasyonunun yapilmasi amaglandi.
Bu amagla alt solunum yolu enfeksiyonu tespit edilen 40 adet barmak kdpeginden alinan Bronkoalveolar Lavaj (BAL)
Revizyon/Revised.: stvilari incelendi. Test edilen 40 képege ait BAL sivilarindan 3 tanesinde CCoV tespit edildi. Yapilan dizin analizi
19 Nisan 22 sonrasinda elde edilen dizinler ile filogenetik aga¢ yapildi. Filogenetik agagta pozitif bulunan 3 6rnekten 2 sinin CCoV-
. I, bir 6rnegin ise CCoV-II oldugu tespit edildi. Sonug olarak bu ¢alisma ile barinak kopeklerinin alt solunum yolu
19 April 22 rahatsizliklarinda CCoV-I ve CCoV-II’ nin rol oynayabilecegi ortaya konulmustur. Ayrica ayni barinakta farkli
hayvanlarda iki farkli CCoV’nun tespiti onemli bir veri olarak degerlendirilmis olup ozellikle barmak kosullar1 gibi
Kabul / Accepted: kalabalik ortamda barindirilan kopeklerdeki her iki tipin tespiti gelecekte olusabilecek yeni varyantlarin ya da alt tiplerin
29 April 22 olusabilme ihtimalinin de gz ard1 edilmemesi gerektigini gostermektedir.
29 April 22
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Detection and molecular characterization of canine coronavirus in dogs with lower
respiratory tract infection

ABSTRACT:

Coronaviruses in the family Coronaviridae cause digestive and respiratory system infections in humans and animals.
There are two subtypes of canine coronaviruses (CCoV), which are included in the alfacoronavirus, as CCoV I and CCoV

enfeksiyonu II. CCoV-II is divided into two genotypes, CCoV-Ila and IIb. Although CCoV affects dogs of all ages and all diets,
newborn puppies can be particularly susceptible and severely affected. According to the literature research, no molecular

Keywords: studies have been found in our country for the detection of canine coronavirus, especially in lower respiratory tract
. infections. In this study, it was aimed to detect and molecular characterization of CCoV un shelter dogs with lower
Coronavirus respiratory tract infection. For this purpose, Bronchoalveolar Lavage (BAL) fluids taken from 40 shelter dogs with lower
Canine respiratory tract infections were examined. CCoV was detected in 3 of the BAL fluids of 40 dogs tested. A phylogenetic
PCR tree was constructed with the sequences obtained after the sequence analysis. It was determined that 2 of the 3 positive

Lower respiratory tract

infection

samples in the phylogenetic tree were CCoV-1 and one sample was CCoV-II. In conclusion, this study revealed that
CCoV-I and CCoV-II may play a role in lower respiratory system disorders of shelter dogs. In addition, the detection of
two different CCoVs in different animals in the same shelter has been considered as an important data, and the detection
of both types in dogs housed in crowded environments such as shelter conditions shows that the possibility of new variants
or subtypes that may occur in the future should not be ignored.
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1. Giris

Coronaviridae familyasinda yer alan coronaviruslar insan ve hayvanlarda sindirim ve solunum sistemi
enfeksiyonlarma neden olmaktadir. Coronaviruslar  Nidovirales takiminda Coronaviridae familyasinda
alfacoronavirus, beta coronavirus, gama coronavirus ve delta coronavirus olmak iizere 4 gruba ayrilmaktadir.
Coronaviruslarin genomu tek iplik¢ikli, pozitif polariteli, RNA’ ya sahiptir. Alfacoronaviruslar igerisinde canine
coronaviruslar ile birlikte farkli hayvanlarda 6nemli enfeksiyonlara neden olan coronaviruslar da yer almaktadir (1).
CCoV kedi ve domuzlarin coronaviruslari ile yakin iliskili oldugu bildirilmektedir (2-4). Alfacoronavirus igerisinde
yer alan canine coronaviruslar CCoV-I ve CCoV-II olmak iizere iki alt tipi bulunmaktadir. CCoV-II ise CCoV- 1l a ve
b olmak iizere iki genotipe ayrilmaktadir. Bazi gen diizeyinde yapilan ¢aligmalarda (6zellikle Spike ve Transmembran
M proteinlerine yonelik yapilan ¢alismalar) FCoV ve CCoV arasinda rekombinasyonlarin olabildigi bildirilmektedir
(5). CCoV-Ila’ nin kedilerin coronaviruslar1 ile recombinasyon sonucu ortaya ¢ikmis olabilecegi ve CCoV IIb’ nin ise
domuzlarin coronaviruslar1 ile rekombinasyon sonucu ortaya ¢ikmis olabilecegi belirtilmektedir (4, 6).
Coronaviruslarin temel olarak bulagmasi fekal-oral yolla olmaktadir. Enterik coronaviruslarda klinik olarak baslangicta
akut bir diyare tablosu olusmakta ve yaklasik olarak iki hafta slirebilmektedir. Enterik CCoV lar genellikle orta dereceli
ishalle seyrederken Pantropic olarak adlandirilan CCoV Ila’nin kdpek yavrularinda oliimle seyredebilen yiiksek
virulense sahip oldugu belirtilmektedir (7- 8).

Coronaviruslar insanlar dahil bir ¢ok hayvan tiirlinde de solunum sistemi hastaliklarina da neden olmaktadir
(9-10). Hatta bazen hayvanlarda ciddi bronkopnuemoni tablosu sekillenebilmektedir (3). Klinik semptomlarin seyri
bakteriyel, paraziter ve diger viral enfeksiyonlar gibi sekonder enfeksiyonlar ile stresin varliginda daha da
siddetlenebilmektedir (11-13). CCoV her yastaki ve her tiirlii beslenme sekline sahip kopekleri etkilemesine ragmen
ozellikle yeni dogan yavrular daha duyarli ve ciddi sekilde etkilenebilmektedir. Hastaligin siddetine gore de 1-3 giin
i¢inde 6liim sekillenebilmektedir. Ulkemizde CCoV iizerine yapilan serolojik ve virolojik birgok ¢aligma bulunmasina
(14-19) ragmen yapilan literatiir arastirmalarina gore iilkemizde &zellikle alt solunum yolu enfeksiyonlarindaki
varliginin tespitine yonelik molekiiler ¢aligmalara rastlanilmamaistir.

Bu calismada alt solunum yolu enfeksiyonu tanimlanan kopeklerde CCoV’un tespiti ve molekiiler
karakterizasyonunun yapilmasi amaglandi.

2. Gerec¢ ve Yontem

Ornekler:

Bu calisma ig¢in etik kurul izni alinmistir. Caligmada alt solunum yolu enfeksiyonu tespit edilen 40 adet
barmakta bulunan kdpeklerden alian Bronkoalveolar Lavaj (BAL) sivilari incelendi. Ornek alinan hayvanlarda klinik
olarak oksiiriik, serdz ve ser6-miikoz, purulent burun akintisi, solunum giicliigii, tasikardi, yiiksek ates gézlemlendi.
Akciger oskultasyonunda alt solunum yolu enfeksiyonlar1 ile uyumlu bulgular (yas raller, ronkuslar vb.) tespit edildi.
Hayvanlardan BAL sivis1 6rnekleri kisa siireli anestezi altinda alindi. Alinan 6rnekler hizli bir sekilde soguk zincir
altinda laboratuvara tasindi ve kullanilincaya kadar -80 °C de saklandi. BAL &rnekleri kullaniimadan énce 1 ml steril
phosphate buffer salin (PBS) ¢ozeltisi i¢erisinde sulandirildi ve viral niikleik asit ekstraksiyonu yapilincaya kadar -20
OC de bekletildi.

Viral niikleik asit ekstraksiyonu ve reverse transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR):

BAL sivilarindan viral niikleik asit ekstraksiyonu i¢in ticari niikleik asit ekstraksiyon kiti (Vivantis, Malezya)
kullanildi. Uretici firmani belirtmis oldugu protokol uygulandi. Kullanilan primer ve PCR sartlari Pratelli ve ark. (20)’
nin belirtmig oldugu transmembran proteinine (M) yonelik tasarlanan primerler (CCV1: 5°-TCC AGA TAT GTA ATG
TTC GG-3’CCV2: 5-TCT GTT GAG TAA TCA CCA GCT-3’ CCV3: 5°-GGT GTC ACT CTA ACA TTG CTT-3’)
kullanilarak heminested PCR yapildi. cDNA sentezi i¢in 20 ml ¢aligma hacminde 2.5 ml RNA, RT-PCR buffer (KCL
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500mM, Tris —HC1 100mM, pH 8.3) 25mM MgCI2, 1,25 mM dNTP, 50 U:ml RT, 0.6 mg:ml olacak sekilde hazirlandi.
cDNA sentezi i¢in hazirlanan bu karisim 37 °C de 30 dk ve 94 °C de 5 dk bekletildi. PCR reaksiyonu igin ise 3 ml (50
ng) cDNA kullanildi. PCR reaksiyonu karigimi 30 ml iizerinden hazirlandi. Bu karigim 2.5 U Taq DNA polimeraz
(Fermantas, Litvanya), 3.5 mM dNTP miks (Fermentas, Litvanya), birinci turda CCV1 ve CCV?2 olarak adlandirilan
primerlerden ikinci turda ise CCV2 ve CCV3 olarak adlandirilan primerlerden 10 pmol, 1,5mM MgCI2 ve 10X PCR
buffer kullanildi. PCR kosullar1, 94 °C de 10 dk 6n denatiirasayon, daha sonra 40 siklus olacak sekilde 94 °C de 50 sn,
denatiirasyon basamagi, 51 °C de 55 sn baglanma basamagi ve 72 °C de 50 sn uzama basamagi ve 72 °C de 10 dk son
uzama basamagi olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra elde edilen PCR f{iriinlerinin goriintiilenmesi ig¢in %1 lik
icerisinde DNA baglama boyasi (Safe-Red; SafeViewTM Cat No. G108-R, Kanada) bulunan agaroz jel hazirlanarak
elektroforez uygulandi ve PCR fiiriinleri UV 15181 altinda gézlemlendi.

Dizin analizi:

PCR ile pozitif bulunan &rnekler 6zel bir firmadan (MEDSANTEK Ltd Sti, istanbul, Tiirkiye) hizmet alimi
seklinde dizin analizine tabi tutuldu. Dizin analizi yapilan 6rneklerin degerlendirilmesi Aliview (versiyon 1.28) adli
bilgisayar programi kullanilarak yapildi (21). Elde edilen dizinlerin GenBank veri siteminde bulunan diger benzer
verilerle karsilastirilmasi i¢in NCBI (Natiaonal Center for Biotechnology Information) ‘in BLAST (Basic Lenght
Aligment Search Tool) arama motoru kullanildi (22). Filogentik aga¢ yapilmasi igin MEGA 7 programi kullanildi. Bu
amacla FASTA formatina gevrilen tiim verilere Neighbour-Joining metoduna gore bootstrap analizi (1000
replicates) yapildi. Analizde p-distance parametresi kullanildi. Benzerlik oranlarinin degerlendirilmesinde
SDTv1.2 programi kullanildi.

3. Bulgular

Test edilen 40 kopege ait BAL sivilarindan 3 tanesinde (%7,5) CCoV tespit edildi. Yapilan dizin analizi
sonrasinda elde edilen dizinler ile filogenetik agac¢ yapildi. Filogenetik agacta pozitif bulunan 3 drnekten ikisinin
CCoV-I, bir 6rnegin ise CCoV-II oldugu tespit edildi (Sekil 1). Benzerlik oranlari degerlendirildiginde bu ¢alismada
tespit edilen CCoV-II’ lerin farkli {ilkelerden tespit edilen CCoV-II” ler ile %91,6-95,7 oraninda benzer olduklari,
Ulkemizde daha énce tespit edilen CCoV-1I” ler ile ise %95,7 oraninda benzer olduklari belirlendi. Aym sekilde CCoV-
I lerin benzerlik oranlar1 yine tilkemizde ve diger iilkelerde tespit edilen CCoV-I” ler ile drneklerle %693,2-94,6 oraninda
benzer olduklari belirlendi (Sekil 2).
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Sekil 1: Kismi M gen bdlgesine gore yapilan filogenetik agag.

Figure 1: Phylogenetic tree constructed by partial M gene region.

(@): Bu calismada tespit edilen canine coronaviruslar.

(W): Daha 6nce Tiirkiye’ de tespit edilen canine coronaviruslar.
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Sekil 2: M geni ile yapilan kismi dizin analizi sonra elde edilen dizinlerin benzerlik oranlari.

Figure 2: The similarity ratios of the sequences obtained after partial sequence analysis with the M gene.
' : Bu galismada tespit edilen dizinler.

4. Tartisma ve Sonuc¢

Tarihsel siirecte pet ya da ciftlik hayvanlarinda birg¢ok tiirii enfekte edebilecek viral ajanlarin bulunabilecegi
goriilmiistiir. Bunlar hayvanlari, insanlari, bitkileri ve hatta bakterileri dahi enfekte edebilmektedir (23). Bu viral
ajanlar yeni ve yeniden 6nem kazanan viruslar olarak insan ve hayvan sagligini her zaman tehdit edebilmektedir.
Ulkemizde ve diinyada bu ve benzer birgok hayvan ve gesitli paraziter canliy1 enfekte eden viruslarin arastirildigs
caligmalar bulunmaktadir (24). CCV ozelinde bir ¢ok farkli kdpek viral hastaligi da iilkemizde tespit edilmistir (25).
Kennel Cough ya da infeksiy6z tracheobronsitis olarak bilinen kopek infeksiydz solunum sistemi hastaligi kompleksi
(CIRDC) kopeklerde akut seyirli ve kopeklerde yaygin bir sekilde goriilmektedir (26). CIRDC de etkili olan patojenler
arasinda viruslar (Canine Adenovirus tip 2, Canine distemper virus, Canine herpesvirus 1, Canine influenza virus ve
Canine coronavirus) ve bakteriler tek baslarina ya da birlikte etkili olmaktadir (27-30). Bu etkenler ¢ogunlukla enfekte
kopeklerden solunum yoluyla bulasmaktadir. Ozellikle iyi havalandirilmamis ortamlarda barindirilan kdpekler,
hijyenik olmayan kosullarda barindirilan barinak kdpekleri ve iyi havalandirilma sistemi olmayan veteriner hastaneleri
kopekler igin risk teskil etmektedir (11-12, 28, 31-32). Kdpeklerde tip I ve tip 11 olmak iizere iki tip coronavirus tespit
edilmektedir. Bu iki tip tek baslarina enfeksiyona neden olabildikleri gibi birlikte de seyrebilirler. Bu tiplerin ayrimi S
ve M genlerine yonelik yapilan molekiiler yontemlerle olmaktadir (33-34). Yapilan bu ¢aligmada da M geni diizeyinde
analiz yapilmis olup ayn1 barmakta farkli hayvanlarda her iki alt tipin varlig1 ortaya konulmustur.
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CCoV’ ler dogal enfeksiyonlarda genel olarak gastro intestinal sistemi etkileyerek orta derecede gastroenteritise
neden olmaktadir. Kusma ishal gibi semptomlarin yani sira bronkopneomania tablosuna da neden oldugu
belirtilmektedir (3, 35). Solunum sistemi ile iligkili coronaviruslar (Canine Respirotory Coronavirus (CRCoV))
solunum sistemi problemli kdpeklerde hafif grip benzeri semptomlara sebep olmaktadir (3, 13, 31). Diizenli agilmalara
ragmen ciddi solunum sistemi problemi olan kdpeklerde trake ve akciger drneklerinde RT-PCR ile coronavirusa ait
genom varligi tespit edilmistir (31). Yapilan bu caligmada da 6zellikle alt solunum yolu enfeksiyonu olan ii¢ kdpekte
CCoV tespit edilmis olup canine coronaviruslarin alt solunum yolu enfeksiyonlarina da neden olabilecegi kanisina
vartilmgtir. Ozellikle alt solunum yolu hastalig1 bulunan képeklerde her iki CCoV’ nun da bulunabilecegi goz ardi
edilmemeli ve tan1 panelinde bu viruslarin da eklenmesinin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

Viral enfeksiyonlarin teshisinde bir¢ok yontem bulunmasina ragmen bu yontemlerin pratikte kullanilmasinin
zaman alict olmasi, duyarliliklarinin ve ozgiinliikklerinin diisiik olmasi ve pahali yontemler olmasi nedeniyle
kullanilmas1 zor olmaktadir. Bu yiizden PCR gibi hizli molekiiler tekniklerin duyarliliginin yiliksek olmasi, diisiik
maliyetli olmasi nedeniyle viral enfeksiyonlarin tanisinda 6nem arz etmektedir (36-37). CCoV’ un tespitine yonelik
bir¢ok serolojik ve virolojik metodlar bulunmaktadir. Virolojik tan1 yontemlerinden olan PCR teknigi, hizli ve giivenilir
olmasi nedeniyle hastaliklarin teshisi ve korunma yontemlerinin hizli uygulanmasi nedeniyle 6nem arz etmektedir.
Yapilan bu ¢aligmada da alt solunum yolu enfeksiyonu bulunan képeklerde CCoV’ nun varligi PCR ile aragtirildi ve
pozitif tespit edilen 6rneklerde M genine yonelik primerlerle dizin analizi yapilarak tiplendirme yapildi ve CCoV-I ve
CCoV-II nin birlikte sirkule oldugu tespit edildi. Her ne kadar CCoV 1 ve Il sindirim sisteminde problemlere neden
oldugu belirtilse de yapilan bu ¢alismada 6zellikle alt solunum yolu enfeksiyonlarinda da var olabilecegi ortaya
konuldu.

Coronaviruslarda 6zellikle tiirler arasinda gegis veya farkli hayvan tiirlerinde goriilen diger coronaviruslar ile
rekombinasyon olabilecegi belirtilmektedir (38-39). Canine coronavirusun M geni {izerine yapilan sekans analizleri
sonrasinda iki yeni genetik cluster tespit edilmigtir (33, 40-42). Yapilan bu ¢caligmada da ayn1 barinagi kullanan barinak
kopeklerinde hem CCoV-I hem de CCoV-II tespit edildi. Coronaviruslardaki rekombinasyonlar dikkate alindiginda
ayni barmakta farkli hayvanlarda iki farkli CCoV’nun tespiti dnemli bir veri olarak degerlendirilmis olup 6zellikle
barinak kosullar1 gibi kalabalik ortamda barindirilan kopeklerdeki her iki tipin tespiti gelecekte olusabilecek yeni
varyantlarin ya da alt tiplerin olusabilme ihtimalinin de goz ard1 edilmemesi gerektigini gostermektedir.

CCoV’ nun M glikoproteini gii¢lii immun cevap olusturabilmektedir. M geninde meydana gelen mutasyonlar
konak immun sistemden kagmada bir takim avantajlar saglayabilmektedir (4, 42). Bu ¢alismada da 6zellikle M genine
yonelik primerler tercih edilerek olasi yeni mutantlar da tespit edilmesi amaglanmigtir. Ancak sekans analizi sonrasinda
elde edilen dizinlerde CCoV-I ve CCoV-II olarak tespit edilmis ve daha &nceki yillarda tilkemizdeki ve diinyadaki
farkli iilkelerde tespit edilen tiplerle yliksek benzerlikler gosterdigi goriilmektedir (Sekil 2). Bu verilere gore dzellikle
iilkemizde benzer saha suslarmin (hem CCoV-I hem de CCoV-II) sirkule oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak bu ¢aligma ile barinak képeklerinin alt solunum yolu rahatsizliklarinda CCoV-I ve CCoV-II” nun
rol oynayabilecegi ortaya konulmus olup bu viruslara bagl enfeksiyonlardan korunmada agilama 6nemli yer
tutmaktadir. Ancak bu agilamalarda da sahada sirkule olan saha izolatlarinin da asinin igerisinde yer almasi gerekli
goriilmektedir. Asilamalar tilkelerden iilkelere degismekle birlikte Tiirkiye’de yapilacak agilamalarda bu ¢aligmada da
tespit edildigi gibi ozellikle iki farklt CCoV’ un sirkiile oldugu dikkate alinmalidir. CCoV enfeksiyonlar: diger viral
veya bakteriyel patojenlerle birlikte seyrettiginde daha ciddi semptomlara ve yiiksek Olim oranlarina neden
olabileceginden diger patojenlerin de alt solunum yolu problemlerinde arastirilmasi gerekmektedir. Ayrica
coronaviruslardaki rekombinasyonlar ve tiirler aras1 gegislerin de olabilecegi diistiniildiigiinde 6zellikle kedi ve kdpek
gibi hayvanlarin bir arada ve kalabalik bir sekilde barindirilmamasi gerekliligi 6n plana ¢ikmaktadir.

Cikar Catismasi Beyam
Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar catigmasi yoktur.
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Finansal Kaynak Beyam

Bu c¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogrudan baglantis1 bulunan herhangi bir ilag
firmasindan, tibbi alet, gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya herhangi bir ticari firmadan,
¢aligmanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma ile ilgili verilecek karar1 olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya manevi
herhangi bir destek alinmamustir.

Yazar Katkis1 Beyam
Bu boéliimde makalenin yazar/yazarlarmin ¢alismaya katkilar: agsagidaki bagliklar yardimiyla yazar(lar)in isim-
soyisimleri kullanilarak belirtilmelidir.
Fikir/kavram: Firat DOGAN, Serkan irfan KOSE
Deney tasarimi: Firat DOGAN.
Denetleme/Danismanlik: Firat DOGAN, Serkan irfan KOSE
Veri toplama: Firat DOGAN, Serkan irfan KOSE
Veri analizi ve yorum: Firat DOGAN, Serkan Irfan KOSE
Kaynak taramast: Firat DOGAN, Serkan rfan KOSE
Makalenin yazimi: Firat DOGAN, Serkan irfan KOSE
Elestirel inceleme: Firat DOGAN.

Etik Onay
Bu caligma Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 28.03.2019 tarihli

toplantisinda 2019-09-6 karar sayisi ile etik onay1 almistir.
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