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ΚΟΡΟΝΑΪΟΣ ΤΟΥ ΣΚΥΛΟΥ  
(Canine Corona Virus, CCoV). 

∆ΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΙΑΣ ΤΟΥ ΣΤΗΝ ΕΛΛΑ∆Α ΚΑΙ 
ΜΟΡΙΑΚΟΣ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΤΟΥ 

ΝΤΑΦΗΣ ΒΑΣΙΛΕΙΟΣ 

Τµήµα Επιστήµης Ζωικής Παραγωγής και Υδατοκαλλιεργειών, Εργαστήριο 
Ανατοµίας και Φυσιολογίας Αγροτικών Ζώων, Γεωπονικό Πανεπιστήµιο 

Αθηνών, Ιερά Οδός 75, 118 55, Αθήνα, email: efxil@aua.gr 

A. Περίληψη 

 Ο κοροναϊός του σκύλου (canine coronavirus, CCoV) θεωρείται ένας από 

τους κύριους αιτολογικούς παράγοντες οξείας διάρροιας των σκύλων, ιδιαίτερα των 

νεαρών. Αποτέλεσµα της έντονης γενετικής ποικιλοµορφίας που χαρακτηρίζει τον εν 

λόγω ιό ήταν η εµφάνιση δύο ξεχωριστών τύπων κοροναϊού, του τύπου Ι και του 

τύπου ΙΙ. Πρόσφατα, ο τύπος ΙΙ χωρίστηκε σε δύο νέους υποτύπους, τον IIa, στον 

οποίο κατατάσσονται τα κλασικά στελέχη και τον ΙΙb, στον οποίο ανήκουν στελέχη 

που αναδύθηκαν µετά από ανασυνδυασµό µε τον ιό της µεταδοτικής 

γαστρεντερίτιδας του χοίρου. Τα τελευταία χρόνια ανιχνεύθηκαν στελέχη ιδιαίτερου 

ενδιαφέροντος, τα οποία έχουν τη δυνατότητα να διαπερνούν τον εντερικό φραγµό, 

προκαλώντας συστηµατική µόλυνση στα ζώα. Σκοπός της παρούσας µελέτης ήταν η 

διερεύνηση της παρουσίας του κοροναϊού του σκύλου στην Ελλάδα, ο µοριακός 

χαρακτηρισµός των στελεχών που κυκλοφορούν, καθώς και η διαπίστωση της 

ύπαρξης στελεχών που ανιχνεύονται στα ζώα πέραν του εντερικού επιθηλίου. Για το 

σκοπό αυτό διενεργήθηκε δειγµατοληψία κοπράνων και οργάνων από σκύλους µε 

οξεία διάρροια από το ∆εκέµβρη του 2007, η οποία διάρκεσε δύο χρόνια. Τα 

δείγµατα προέρχονταν από κυνοκοµεία, καταστήµατα πώλησης ζώων συντροφιάς και 

κλινικές ζώων. Η εξέταση των δειγµάτων έγινε µε χρήση των µεθόδων RT-PCR και 

real time (RT-) PCR µε στόχο την ανίχνευση και το χαρακτηρισµό του CCoV στα 

κόπρανα και τα όργανα των σκύλων. Παράλληλα, µε αλληλούχηση τµηµάτων του 

γονιδιώµατος του ιού, έγινε µοριακή και φυλογενετική ανάλυση των στελεχών. Το 

ποσοστό του CCoV που ανιχνεύθηκε σε ζώα µε οξεία διάρροια ήταν υψηλό 

(65,05%). Ο ιός ανιχνεύθηκε, επίσης, στο 77,34% των σκύλων που διαβιούσαν 

οµαδικά και στο 55,13% των σκύλων που διαβιούσαν ατοµικά. Σε σκύλους ηλικίας 

κάτω των 3 µηνών ανιχνεύτηκε στο 73,63% αυτών, ενώ σε σκύλους ηλικίας 3 µηνών 

και άνω στο 58,26%. Μετά από το µοριακό χαρακτηρισµό των ιών διαπιστώθηκε η 
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παρουσία των δύο τύπων και των δύο υποτύπων στην Ελλάδα. Στην πλειοψηφία των 

θετικών ζώων ανιχνεύθηκαν µεικτές µολύνσεις (47,01%), µε παρόντες περισσότερους 

του ενός τύπους ή υποτύπους. Παράλληλα διαπιστώθηκε η παραλλακτικότητα µεταξύ 

των στελεχών καθώς και η ύπαρξη ενός στελέχους που προέρχονταν από 

ανασυνδυασµό µεταξύ των δύο τύπων (THr/85/08). Επιπλέον, σε τρεις σκύλους 

ανιχνεύθηκαν στελέχη που διαπερνούν τον εντερικό φραγµό, ένα εκ των οποίων 

χαρακτηρίστηκε ως CCoVIIa (NA/09) και δύο ως CCoVIIb (66/09, 68/09). Τα δύο 

CCoVIIb στελέχη αποµονώθηκαν στη συνεχή κυτταρική σειρά Α72. Από τη 

συγκεκριµένη µελέτη γίνεται εµφανής η παρουσία και η συχνότητα µε την οποία 

εµφανίζεται ο CCoV σε ζώα µε οξεία διάρροια στην Ελλάδα. Επιπλέον, 

υποδηλώνεται η συχνότερη εµφάνισή του σε ζώα που διαβιούν οµαδικά, καθώς και 

σε κουτάβια. Παράλληλα, από το χαρακτηρισµό αποδεικνύεται η συχνή εµφάνιση 

µεικτών µολύνσεων στην Ελλάδα και η συµµετοχή σε αυτές όλων των πιθανών 

συνδυασµών των τύπων και των υποτύπων του CCoV, µε τις I/IIa/IIb µολύνσεις, να 

αναφέρονται για πρώτη φορά διεθνώς. Τα ελληνικά στελέχη εµφανίζουν έντονη 

παραλλακτικότητα, µε τη µεγαλύτερη να αφορά στον τύπο Ι. Επιπλέον, έγινε σαφής η 

παρουσία αποκλίνοντος (ED/99/08/GR) αλλά και ανασυνδυασµένου (THr/85/08) 

στελέχους, ενισχύοντας τη θεωρία της έντονης γενετικής εξέλιξης και ποικιλοµορφίας 

των κοροναϊών. Τέλος, διαπιστώθηκε η παρουσία στελεχών που διαπερνούν τον 

εντερικό φραγµό και στην Ελλάδα, τα οποία οµοιάζουν σε υψηλό ποσοστό µε τα 

στελέχη αναφοράς. Για πρώτη φορά γίνεται ανίχνευση στελέχους του CCoVIIa στο 

πάγκρεας και στην καρδιά, ενώ όσον αφορά στα CCoVIIb στελέχη, παρουσιάζεται 

αναλυτικά για πρώτη φορά η κατανοµή τους στα όργανα. Η αποµόνωση των 

ανασυνδυασµένων TGEV-like στελεχών, δίνει τη δυνατότητα περαιτέρω έρευνας, 

σχετικά µε την παθογένεια, καθώς και την κάλυψη των ζώων έναντι αυτών, µετά από 

χρήση του εµπορικού εµβολίου. 

 

Λέξεις κλειδιά: Κοροναϊός, σκύλος, CCoV, µοριακός χαρακτηρισµός, Ελλάδα 
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Canine Corona Virus (CCoV). 
SURVEY OF THE PRESENCE AND MOLECULAR 

CHARACTERIZATION IN GREECE 
ΝΤΑΦΗΣ ΒΑΣΙΛΕΙΟΣ 

Faculty of Animal Science and Aquaculture, Department of Anatomy and 
Physiology of Farm Animals ,Agricultural University of Athens, Iera Odos 75, 

118 55, Athens, email: efxil@aua.gr 

B. Abstract 

 Canine coronavirus (CCoV), is an aetiologic agent of acute diarrhoea in dogs 

and especially puppies. Due to the genetic variability, nowdays CCoV is classified in 

two distinct types, type I and II. Moreover, recently, type II was devided in two new 

subtypes, encompassing the classical strains (CCoVIIa) and the new strains, emerging 

as a result of recombination among CCoV and transmissible gastroenteritis virus 

(CCoVIIb). In addition, during the last years, strains with the ability to trespass the 

intestinal tract, causing systemic infection, have been detected. The aim of the present 

study was to investigate the presence of CCoV in Greece, to characterize the 

circulating strains and to investigate the presence of strains detected in the organs. 

Sampling took place during December of 2007 and December of 2009, collecting 

faecal and organ samples from dogs presenting acute diarrhoea. Samples were 

collected from kennels, pet shops and veterinary clinics. RT-PCR and real time (RT-) 

PCR were used for CCoV detection and characterization.  In addition, molecular and 

phylogenetic analysis took place after sequencing parts of the strains’ genome. CCoV 

was detected in 65.05% of the animals presenting acute diarrhoea. Moreover, CCoV 

was detected in 77.34% of the animals living in groups and in 55.13% of the single 

housed animals, as well as in 73.63% of the dogs, younger than 3 months old and in 

58.26% of the elder animals. Both types and subtypes of CCoV were present in 

Greece, with mixed infections being present in the 47.01% of the CCoV detection. In 

addition, the variability among strains, as well as the detection of a recombinant, type 

I-type II strain (THr/85/08) were shown. In three puppies, one CCoVIIa (NA/09) and 

two CCoVIIb (66/09, 68/09) strains were detected in the organs. The two CCoVIIb 

strains were isolated in the cell line A72. In the present study, the presence and 

frequency of CCoV in dogs with acute diarrhoea in Greece were demonstrated, as 

well as the more frequent detection of CCoV in animals living in groups and in 
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puppies. Moreover, it was shown that mixed CCoV infections prevail, with I/IIa/IIb, 

detected for the first time. Greek strains manifested significant variability, especially 

regarding CCoV type I. In addition, the detection of a divergent (ED/99/08/GR) and a 

recombinant (THr/85/08) strain stands by the theory of intence genetic evolution and 

variability of coronaviruses. Finally, the three strains detected in the organs, 

resembling the reference strains, revealed that such strains, of possible high virulence 

are also present in Greece. Detection of CCoVIIa in the pancreas and the heart, as 

well as the distribution of CCoVIIb strains in different organs were demonstrated for 

the first time. The isolation of the two TGEV-like strains of puppies offers the 

opportunity of further investigation, regarding the pathogenesis of CCoVIIb strains 

and the protection the commercial vaccine offers.  

 

Key words: Coronavirus, dog, CCoV, molecular characterization, Greece 
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1.1 ΚΟΡΟΝΑΪΟΣ ΤΟΥ ΣΚΥΛΟΥ 

 

1.1.1 Ταξινόµηση 

 

Ο κοροναϊός του σκύλου (Canine Coronavirus, CCoV), ανήκει στην τάξη 

Nidovirales και στην οικογένεια Coronaviridae. Μέχρι τελευταία ταξινοµούταν στην 

οροοµάδα 1 του γένους Coronavirus (Enjuanes et al., 2000). Λόγω όµως πρόσφατης 

αλλαγής στην ταξινόµηση της τάξης Nidovirales, ο κοροναϊός του σκύλου 

κατατάσσεται στην υποοικογένεια Coronavirinae και στο γένος Alphacoronavirus 

(Carstens, 2010). 

H υποοικογένεια Coronavirinae περιλαµβάνει 3 γένη, τα: Alphacoronavirus, 

Betacoronavirus και Gammacoronavirus, στα οποία κατατάσσονται τα γνωστά είδη 

των κοροναϊών (Carstens, 2010). Η ταξινόµηση των ειδών γίνεται βάση του ξενιστή, 

των αντιγονικών ιδιοτήτων και της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του γονιδιώµατος 

κάθε είδους (Enjuanes et al., 2000; Lai and Holmes, 2001). Το γένος 

Alphacoronavirus περιλαµβάνει τον κοροναϊό 229Ε του ανθρώπου (HCoV-229Ε), 

τους ιούς της µεταδοτικής γαστρεντερίτιδας (Transmissible gastroenteritis virus, 

TGEV) και της επιδηµικής διάρροιας του χοίρου (Porcine epidemic diarrhea virus, 

PEDV) τον εντερικό κοροναϊό της γάτας (Feline coronavirus, FCoV), τον ιό της 

λοιµώδους περιτονίτιδας της γάτας (Feline infectious peritonitis virus, FIPV) και τον 

κοροναϊό του σκύλου (Canine coronavirus, CCoV). Στο γένος Betacoronavirus 

κατατάσσονται ο ιός της ηπατίτιδας των τρωκτικών (Murine hepatitis virus, MHV), ο 

κοροναϊός των βοοειδών (Bovine coronavirus, BCoV), ο αναπνευστικός κοροναϊός 

του σκύλου (Canine respiratory coronavirus, CRCoV) και ο κοροναϊός του σοβαρού 

οξέος αναπνευστικού συνδρόµου του ανθρώπου (Severe acute respiratory syndrome, 

SARS-related coronavirus), ενώ στο γένος Gammacoronavirus ταξινοµείται ο 

κοροναϊός των πτηνών (Avian coronavirus) και ο κοροναϊός της φάλαινας Beluga 

(Beluga Whale coronavirus) (Enjuanes et al., 2000; Lai and Holmes, 2001; Woo et 

al., 2009; Carstens, 2010).  

Η αντιγονική οµοιότητα µεταξύ του κοροναϊού του σκύλου και του ιού της 

µεταδοτικής γαστρεντερίτιδας του χοίρου διαπιστώθηκε από τα πρώτα ερευνητικά 

βήµατα στο πεδίο αυτό (Binn et al., 1974; Garwes and Reynolds, 1981). Σήµερα, ο 

κοροναϊός του σκύλου θεωρείται αντιγονικά συγγενής µε τον κοροναϊό της γάτας και 
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µε τον ιό της µεταδοτικής γαστρεντερίτιδας του χοίρου, εξαιτίας κοινών επιτόπων 

στις πρωτεΐνες. Έτσι οι ανωτέρω τρεις ιοί σχηµατίζουν µια στενά συγγενική 

αντιγονική οµάδα. Μάλιστα δεν αποκλείεται το ενδεχόµενο να προέρχονται από 

κάποιο κοινό προγονικό ιό (Horzinek et al., 1982; Sanchez et al., 1990; Horsburg and 

Brown, 1993; Holmes, 2001). Λόγω της µεγάλης αυτής οµοιότητας (>96% σε επίπεδο 

αµινοξέων στην περιοχή της πολυµεράσης), η ∆ιεθνής Επιτροπή Ταξινόµησης των 

Ιών (International Committee of Taxonomy of Viruses) πρότεινε πρόσφατα οι τρεις 

αυτοί ιοί να µη θεωρούνται διαφορετικό είδος, αλλά ποικιλίες του ίδιου είδους 

(Alphacoronavirus 1) µε διαφορετικούς ξενιστές (Εικόνα 1) (de Groot et al., 2009; 

Carstens, 2010).  

Θα πρέπει να επισηµανθεί ότι ο κοροναϊός του σκύλου (CCoV) που 

κατατάσσεται στο γένος Alphacoronavirus, τόσο µοριακά όσο και αντιγονικά, είναι 

διαφορετικός από τον αναπνευστικό κοροναϊό του σκύλου (CRCoV), ο οποίος 

κατατάσσεται στο γένος Betacoronavirus και δεν απασχολεί την παρούσα µελέτη 

(Erles and Brownlie, 2008). 

 

 

 

Εικόνα 1. Ταξινόµηση του κοροναϊού του σκύλου 
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1.1.2 Μορφολογία και δοµή  

 

Τα σωµατίδια του κοροναϊού του σκύλου είναι πλειοµορφικά, στρογγυλά έως 

ελλειψοειδή, µε µέσο µέγεθος που κυµαίνεται από 80 nm έως 200 nm (Takeuchi et 

al., 1976). Έχουν την τυπική µορφολογία των κοροναϊών, η ονοµασία των οποίων 

προέρχεται από τη λατινική λέξη corona (στέµµα), λόγω της µορφής που εµφανίζουν 

κατά την παρατήρηση στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο διερχόµενης δέσµης 

ηλεκτρονίων µε αρνητική χρώση. Τα ιικά σωµατίδια αποτελούνται από το 

νουκλεοκαψίδιο και το περίβληµα. Το νουκλεοκαψίδιο είναι ελικοειδές και σε 

µερικούς κοροναϊούς περιβάλλεται από πυρήνα εικοσαεδρικής συµµετρίας 

(Balasuriya and Stott, 2004). Το νουκλεοκαψίδιο απαρτίζεται από το γονιδιακό RNA 

και τη φωσφοπρωτεΐνη Ν. Ο πυρήνας του σωµατιδίου του ιού συγκροτείται από τη 

γλυκοπρωτεΐνη Μ, πιθανώς όµως συµµετέχει και η φωσφοπρωτεΐνη Ν. Εξωτερικά 

του πυρήνα παρατηρείται το λιποπρωτεϊνικό περίβληµα, που αποτελείται από 3 

γλυκοπρωτεΐνες, τις: S, M και Ε. Η γλυκοπρωτεΐνη S σχηµατίζει προεξοχές 

(πεπλοµερή) στην επιφάνεια του περιβλήµατος, µήκους 20nm και σχήµατος ροπάλου. 

H γλυκοπρωτεΐνη Μ εκτείνεται από άκρο σε άκρο της διπλής στοιβάδας λιπιδίων, 

ενώ η γλυκοπρωτεΐνη Ε υπάρχει σε µικρές ποσότητες. Σε µερικούς κοροναϊούς, όπως 

σε εκείνον των βοοειδών (BCoV) και στον αναπνευστικό κοροναϊό του σκύλου 

(CRCoV), υπάρχει επίσης η γλυκοπρωτεΐνη ΗΕ (αιµοσυγκολλητίνη - εστεράση) που 

σχηµατίζει βραχείες προεξοχές στην επιφάνεια του περιβλήµατος (Εικόνα 2). 

Ωστόσο, ο κοροναϊός του σκύλου και γενικά όλοι οι κοροναϊοί που ανήκουν στην 

πρώτη αντιγονική οµάδα (γένος Alphacoronavirus) δεν διαθέτουν την πρωτεΐνη ΗΕ 

(Lai and Holmes, 2001; Balasuriya and Stott, 2004). 

 



 

 

9 

 

Εικόνα 2. Μορφολογία-δοµή των κοροναϊών. ∆ιακρίνονται εξωτερικά οι 4 πρωτεΐνες S, M, E και HE 

και εσωτερικά το νουκλεοκαψίδιο (RNP, RNA-noucleocapsid protein) (Lai and Holmes, 2001). 

 

 

1.1.3 Φυσικοχηµικές ιδιότητες  

 

O κοροναϊός του σκύλου αδρανοποιείται µε λιποδιαλυτικές ουσίες 

(χλωροφόρµιο, αιθέρα), όπως επίσης µε φορµαλίνη, φαινόλη, β-προπιολακτόνη και 

υποχλωριώδη διαλύµατα (Appel, 1987; Balasuriya and Stott, 2004; Pratelli, 2008). 

Επιπλέον, θεωρείται οξεάντοχος ιός αφού ακόµη και σε pH 3 δεν αδρανοποιείται 

(Binn et al., 1974). Γενικά, οι κοροναϊοί αδρανοποιούνται στους 56 ºC για 10́  – 15́ , 

ενώ η µολυσµατικότητά τους µπορεί να διατηρείται επί έτη, όταν συντηρούνται στους 

-70 ºC. Ωστόσο, ο CCoV τείνει να χάσει τη µολυσµατικότητά του ακόµα και στους 

37 ºC (Tennant et al., 1994). Έρευνα έδειξε ότι ο ιός αδρανοποιείται απόλυτα στους 

56 ºC µετά τα 60́ , στους 65 ºC µετά τα 40́  και σε ακραίες αλκαλικές τιµές pH (13,2) 

(Pratelli, 2008).  
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1.1.4 Το γονιδίωµα και οι πρωτεΐνες που αυτό κωδικοποιεί 

 

Οι κοροναϊοί φέρουν ευθύγραµµο, θετικής πολικότητας, µονόκλωνο RNA 

µήκους 27,6-31 kb (Appel, 1987; Balasuriya and Stott, 2004). Στο 5́  άκρο τους 

υπάρχει η 5΄-cap αλληλουχία και ακολουθεί η αλληλουχία οδηγός (leader sequence, 

65-98 νουκλεοτίδια) και η περιοχή UTR (untranslated region, 200-400 νοκλεοτίδια) 

που δεν µεταφράζεται. Στο 3΄-άκρο υπάρχει µία άλλη UTR περιοχή (200-500 

νοκλεοτίδια) και µία πολυ-Α οµάδα. Το RNA του κοροναϊού του σκύλου περιέχει 

συνολικά 10 γονίδια, λειτουργεί ως mRNA και είναι µολυσµατικό. Τα γονίδια στον 

κοροναϊό του σκύλου είναι οργανωµένα στη σειρά 5́ -Pol-S-E-M-N-3́ , µε µερικά 

άλλα γονίδια, που κωδικοποιούν µη δοµικές πρωτεΐνες, να βρίσκονται 

διασκορπισµένα µεταξύ αυτών. Σε αντίθεση µε τους περισσότερους κοροναϊούς, το 

γονιδίωµα τόσο του CCoV όσο και του FCoV χαρακτηρίζεται από την παρουσία 2 

ανοιχτών αναγνωστικών πλαισίων (open reading frames, ORFs) µετά το γονίδιο Ν, τα 

7a και 7b (Εικόνα 3) (Enjuanes et al., 2000; Homes, 2001; Lai and Holmes, 2001).  

 

Εικόνα 3. Το γονιδίωµα του CCoV. Τα νούµερα υποδεικνύουν τα mRNA. ∆ιακρίνεται από αριστερά η 

αλληλουχία οδηγός (L), το γονίδιο της πολυµεράσης καθώς και τα γονίδια των δοµικών (S, E, M, N) 

και µη δοµικών πρωτεΐνών (3a, 3b, 3c, 7a, 7b). 

 

Το γονίδιο pol καταλαµβάνει τα δύο τρίτα του γονιδιώµατος και αποτελείται 

από δύο ORFs, τα 1a και 1b, τα οποία αλληλεπικαλύπτονται για κάποια νουκλεοτίδια. 

Το συγκεκριµένο γονίδιο κωδικοποιεί µία RNA-εξαρτηµένη RNA πολυµεράση 

(Enjuanes et al., 2000; Holmes, 2001). 

Το γονίδιο S κωδικοποιεί τη γλυκοπρωτεΐνη S. Πρόκειται για µεγάλη 

πρωτεΐνη, η οποία στους διάφορους κοροναϊούς απαρτίζεται από 1160-1453 αµινοξέα 

και κατέχει κεντρικό ρόλο στη βιολογία και την παθογένειά τους. Είναι υπεύθυνη για 

τη σύνδεση του ιού µε τους υποδοχείς του κυττάρου, για την πρόκληση 
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αιµοσυγκόλλησης και τη συγχώνευση µεµβρανών κυττάρου-ιού, καθώς και για την 

παραγωγή εξουδετερωτικών αντισωµάτων. Εξουδετερωτικά αντισώµατα αλλά και 

κυτταρικώς επαγόµενη κυτταροτοξικότητα στρέφονται έναντι επιτόπων της 

γλυκοπρωτεΐνης S. Γενικά, η γλυκοπρωτεΐνη S αποτελεί το κυρίαρχο αντιγόνο που 

εµπλέκεται στην εξουδετέρωση του ιού από την άµυνα του οργανισµού. Ιδιαίτερα το 

σφαιρικό της τµήµα (S1 υποπεριοχή στο Ν-άκρο του µορίου της) περιέχει κύριους 

επιτόπους για τη διέγερση της χυµικής και της κυτταρικής ανοσίας (Εικόνα 4). 

Ωστόσο, λόγω του ότι η συγκεκριµένη περιοχή εµφανίζει υψηλή παραλλακτικότητα, 

επιτρέπει παράλληλα τη διαφυγή στελεχών του ιού από τους µηχανισµούς της 

ανοσίας (Balasuriya and Stott, 2004; Enjuanes et al., 2000; Lai and Holmes, 2001). 

 

 

 
Εικόνα 4. Η πρωτεΐνη S. ∆ιακρίνεται το σφαιρικό τµήµα S1 

(αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης) και το S2 

(καρβοξυτελικό άκρο) (Masters, 2006). 

 

 

Το γονίδιο Μ κωδικοποιεί την αντίστοιχη γλυκοπρωτεΐνη Μ. H 

γλυκοπρωτεΐνη αυτή είναι µία διαµεµβρανική πρωτεΐνη, αποτελείται από 225-260 
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αµινοξέα και είναι η πιο άφθονη σε ποσότητα πρωτεΐνη του ιικού σωµατιδίου. Από το 

µόριό της, µόνο ένα πολύ µικρό αµινοτελικό τµήµα βρίσκεται εκτεθειµένο στο 

εξωτερικό του περιβλήµατος. Είναι εκείνη που υποκινεί τη συγκρότηση των ιικών 

σωµατιδίων, σε συνεργασία µε τη φωσφοπρωτεΐνη Ν, ενώ παράλληλα καθορίζει τα 

σηµεία εκβλάστησης των απόγονων σωµατιδίων. Προκαλεί την παραγωγή 

ιντερφερόνης-α καθώς και αντισωµάτων. Τα αντισώµατα έναντι της Μ πρωτεΐνης 

εξουδετερώνουν τον ιό, παρουσία του συµπληρώµατος (Spaan et al., 1988; de Haan et 

al., 2000; Enjuanes et al., 2000; Lai and Holmes, 2001; Balasuriya and Stott, 2004; 

Masters, 2006). 

Το γονίδιο Ε κωδικοποιεί την πιο µικρού µεγέθους πρωτεΐνη του 

περιβλήµατος (80-109 αµινοξέα), την  πρωτεΐνη Ε. Βρίσκεται σε µικρότερες 

ποσότητες στο ιικό σωµατίδιο, σε σχέση µε τις υπόλοιπες πρωτεΐνες του 

περιβλήµατος. Είναι απαραίτητη (µε τη βοήθεια της πρωτεΐνης Μ) για τη συγκρότηση 

των ιικών σωµατιδίων (Raamsman, 1999; Enjuanes et al., 2000; Lai and Holmes, 

2001; Masters, 2006). 

Το γονίδο Ν κωδικοποιεί την πρωτεΐνη του νουκλεοκαψιδίου (377-455 

αµινοξέα). Η εν λόγω πρωτεΐνη είναι υπεύθυνη για τη ρύθµιση της σύνθεσης του 

ιικού RNA, καθώς και για τη συγκρότηση και το σχηµατισµό του ελικοειδούς 

νουκλεοκαψιδίου. Έναντι της πρωτεΐνης Ν παράγονται αντισώµατα, ενώ σηµειώνεται 

ότι η πιο αποτελεσµατική παραγωγή εξουδετερωτικών αντισωµάτων επιτυγχάνεται µε 

την αντιγονική διέγερση µέσω των πρωτεϊνών Ν και S. Επιπλέον, πρέπει να 

σηµειωθεί ότι µέσω της συγκεκριµένης πρωτεΐνης διεγείρεται η κυτταρική ανοσία 

(Spaan et al., 1988; Enjuanes et al., 2000; Lai and Holmes, 2001; Balasuriya and 

Stott, 2004). 

Τέλος, υπάρχουν και µη δοµικές πρωτεΐνες (3a, 3b, 3c, 7a και 7b) που 

κωδικοποιούνται από τα αντίστοιχα γονίδια, µε τις λειτουργίες των περισσότερων να 

παραµένουν άγνωστες. Τα γονίδια αυτά δεν φαίνεται να είναι απαραίτητα για τον 

πολλαπλασιασµό των κοροναϊών σε κυτταροκαλλιέργειες. Αντιθέτως, η έκφρασή 

τους φαίνεται να έχει αρνητική επίδραση στην προσαρµογή των ιών in vitro. Ωστόσο 

η απώλεια των συγκεκριµένων γονιδίων έχει γενικά συνδεθεί µε απώλεια της 

µολυσµατικότητας των ιών για τους ξενιστές τους (de Haan et al., 2002; Lissenberg et 

al., 2005; Ortego et al., 2008; Woods, 2001). 
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1.1.5 Πολλαπλασιασµός - αντιτύπωση του ιού 

 

Για τον πολλαπλασιασµό του κοροναϊού του σκύλου, όπως και για όλους τους 

ιούς που προσβάλλουν τα σπονδυλωτά, σηµαντικό στάδιο αποτελεί η σύνδεση των 

ιικών σωµατιδίων µε τη µεµβράνη των κυττάρων του ξενιστή. Οι υποδοχείς των 

κυτταρικών µεµβρανών και η δυνατότητα σύνδεσης αυτών µε την πρωτεΐνη S, είναι 

οι παράγοντες που καθορίζουν τον τροπισµό του ιού. 

Ο υποδοχέας για την προσκόλληση του κοροναϊού του σκύλου στο κύτταρο-

ξενιστή είναι η συνδεδεµένη στην κυτταρική µεµβράνη αµινοπεπτιδάση Ν 

(aminopeptidase N, APN). Η APN εντοπίζεται πολύ συχνά στα εντερικά επιθηλιακά 

κύτταρα και θεωρείται ότι είναι ο υποδοχέας για τους ιούς TGEV, FCoV, FIPV και 

CCoV (Delmas et al., 1992; Benbacer et al., 1997). Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει 

η APN (fAPN) της γάτας, η οποία µπορεί και λειτουργεί ως υποδοχέας και για τους 

τέσσερεις ιούς, υποδηλώνοντας ότι κάποιος κοινός πρόγονός τους µπορεί να ήταν 

ένας κοροναϊός, που χρησιµοποιούσε τον συγκεκριµένο υποδοχέα (Lai and Holmes, 

2001; Tresnan et al., 1996).  

 Μετά την προσκόλληση του ιού στον υποδοχέα του, ακολουθεί η διείσδυσή 

του στο εσωτερικό του κυττάρου και η απέκδυση. Όσον αφορά στην είσοδο των 

κοροναϊών, φαίνεται να κυριαρχούν δυο θεωρίες (συγχώνευση ιικού περιβλήµατος µε 

την κυτταροπλασµατική µεµβράνη ή ενδοκύττωση), στις οποίες κύριο ρόλο κατέχει η 

πρωτεΐνη S. Και στις δύο περιπτώσεις, παρατηρείται συγχώνευση του περιβλήµατος 

του ιού, είτε µε την κυτταροπλασµατική µεµβράνη, είτε µε τις µεµβράνες 

ενδοσωµάτων που σχηµατίστηκαν µετά από την ενδοκύττωσή του. Τη συγχώνευση 

του περιβλήµατος ακολουθεί η απέκδυση και η απελευθέρωση του ιικού RNA στο 

κυτταρόπλασµα (Lai and Holmes, 2001; Masters, 2006). 

Οι κοροναϊοί πολλαπλασιάζονται στο κυτταρόπλασµα των κυττάρων. Μετά 

την απελευθέρωση του ιικού RNA στο κυτταρόπλασµα, αυτό χρησιµοποιείται για τη 

σύνθεση της RNA-εξαρτηµένης RNA πολυµεράσης, που θα χρησιµοποιηθεί για τη 

µεταγραφή των ιικών mRNAs (Enjuanes et al., 2000). Χαρακτηριστικό των 

κοροναϊών αποτελεί η τµηµατική παραγωγή υπογονιδιωµατικών mRNAs, 

διαφορετικού µεγέθους µε όµοιο 3́ -άκρο και διαφορετικό σε έκταση 5΄-άκρο, τα 

οποία σχηµατίζουν οµάδες. Υπάρχει ένα υπογονιδιωµατικό mRNA για κάθε γονίδιο 

του ιού, µε εξαίρεση το πρώτο γονίδιο που εκφράζεται απευθείας από το 
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γονιδιωµατικό RNA. Παρά το γεγονός ότι όλα τα mRNAs περιέχουν περισσότερα 

από ένα ORF (µε εξαίρεση το µικρότερο από αυτά που περιέχει 1 ORF), καθένα από 

αυτά οδηγεί στη µετάφραση µόνο του πλησιέστερου, στο 5΄ άκρο, ORF 

(λειτουργικώς µονοκιστρονικά). Κάθε  mRNA έχει στο 5́  άκρο µία αλληλουχία 

οδηγό (leader sequence) µήκους 65-98 βάσεων, όµοια µε την αλληλουχία στο 5́  άκρο 

του γονιδιωµατικού RNA. Παρ’ όλο που η αλληλουχία αυτή δεν βρίσκεται πουθενά 

αλλού στο γονιδίωµα του ιού, οι διαγονιδιακές αλληλουχίες (intergenic sequences) 

που σχετίζονται µε τη µεταγραφή, εµφανίζουν οµολογία 7-18 νουκλεοτιδίων µε το 3΄-

άκρο της αλληλουχίας οδηγό (Siddell et al., 1983; Spaan et al., 1988; Enjuanes et al., 

2000; Holmes, 2001; Lai and Holmes, 2001; Masters, 2006). 

Μετά την απέκδυση του ιού, το γονιδιωµατικό RNA µεταγράφεται πρώτα σε 

αρνητικής πολικότητας RNA, το οποίο στη συνέχεια χρησιµοποιείται ως εκµαγείο 

(template) για τη σύνθεση των mRNAs και του γονιδιωµατικού RNA. Πάνω στο 

µηχανισµό σύνθεσης και στις λειτουργίες των mRNAs και του γονιδιωµατικού RNA 

υπάρχει διχογνωµία, µε 2 θεωρίες να κυριαρχούν, εκείνη της leader-primed 

µεταγραφής και εκείνη της µη συνεχούς µεταγραφής κατά τη σύνθεση αρνητικής 

πολικότητας RNA. Η σύνθεση του  RNA λαµβάνει χώρα πάνω σε µεµβρανώδεις δοµές 

που σχετίζονται µε το ενδοπλασµατικό δικτυωτό και τη συσκευή Golgi του 

µολυσµένου κυττάρου (Enjuanes et al., 2000; Lai and Holmes, 2001; Masters, 2006).  

Από τις πρωτεΐνες του ιού, η πολυµεράση είναι αυτή που παράγεται πρώτη 

µετά την απέκδυση του ιού, µε σκοπό τον πολλαπλασιασµό του ιικού RNA. Η 

πολυµεράση προέρχεται από την πολυπρωτεΐνη 1a και 1b και συντίθεται από τα 

αντίστοιχα ORFs. Η πολυµεράση και διάφορες άλλες πρωτεΐνες αποτελούν προϊόντα 

πρωτεόλυσης της πολυπρωτεΐνης, από τις ίδιες τις πρωτεάσες που εµπεριέχει. Η 

πρωτεΐνη S, µετά τη σύνθεσή της, εισέρχεται στο ενδοπλασµατικό δικτυωτό, 

γλυκοσυλιώνεται και σχηµατίζει τριµερή. Στη συνέχεια συγκεντρώνεται στη συσκευή 

Golgi, όπου συµµετέχει στη συγκρότηση των ιικών σωµατιδίων, ενώ ένα µικρό 

ποσοστό της µεταφέρεται στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη, όπου είναι πιθανό να 

προκαλεί συγχώνευση κυττάρων-ιού. Αντίστοιχα και η πρωτεΐνη Μ ακολουθεί το ίδιο 

κυτταρικό µονοπάτι, χωρίς ωστόσο η ίδια να ανευρίσκεται στην κυτταροπλασµατική 

µεµβράνη. Η πρωτεΐνη Ν συντίθεται σε ελεύθερα πολυσώµατα, φωσφορυλιώνεται 

στο κυτταρόπλασµα και εντοπίζεται σε µεµβράνες του κυττάρου, ενώ η πρωτεΐνη Ε 

µετά τη σύνθεσή της εντοπίζεται κυρίως στην περιοχή γύρω από τον πυρήνα, αλλά 
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και στην επιφάνεια του κυττάρου (Siddell et al., 1983; Holmes, 2001; Lai and 

Holmes, 2001). 

Κατά τη συγκρότηση του ιικού σωµατιδίου, αρχικά λαµβάνει χώρα η 

δηµιουργία του νουκλεοκαψιδίου από την πρωτεΐνη Ν και το γονιδιωµατικό RNA. 

Επιπλέον, είναι απαραίτητες οι πρωτεΐνες Μ και Ε και η αλληλεπίδραση, τόσο µεταξύ 

τους όσο και µε το νουκλεοκαψίδιο. Η εκβλάστηση των ιικών σωµατιδίων λαµβάνει 

χώρα στο αντίστοιχο τµήµα (budding compartment) ανάµεσα στο ενδοπλασµατικό 

δικτυωτό και τη συσκευή Golgi, αποκτώντας τη λιπιδική τους στιβάδα από το τµήµα 

αυτό και όχι από την κυτταροπλασµατική µεµβράνη. Αφού ενσωµατωθεί και η 

πρωτεΐνη S, τα ιικά σωµατίδια εισέρχονται στη συσκευή Golgi, όπου και υφίστανται 

τις τελικές µορφολογικές αλλαγές. Στη συνέχεια συσσωρεύονται σε κυστίδια µε λείο 

τοίχωµα και απελευθερώνονται από το κύτταρο µετά από συγχώνευση των κυστιδίων 

µε την κυτταροπλασµατική µεµβράνη (Takeuchi et al., 1976; Appel, 1987; Lai and 

Holmes, 2001). 

 

1.1.6 In vitro καλλιέργεια του ιού  

 

Ο κοροναϊός του σκύλου πολλαπλασιάζεται σε διάφορες κυτταρικές σειρές, οι 

οποίες προέρχονται από σκύλο ή γάτα. Κατά καιρούς έχουν χρησιµοποιηθεί 

πρωτογενείς κυτταροκαλλιέργειες από νεφρό ή θύµο σκύλου, καθώς και διάφορες 

συνεχείς κυτταρικές σειρές, όπως η Α72 (από ινοσάρκωµα σκύλου), η fcwf-4 (felis 

cutus whole fetus-4) και η CRFK (Crandall Feline Kidney). Η κυτταροπαθογόνος 

δράση του ιού µπορεί να είναι πρόσκαιρη, χωρίς να είναι πάντα εµφανής. Η σειρά 

Α72 θεωρείται εκλογής, αφού σε αυτή εκδηλώνεται πιο σταθερά η δράση του ιού. 

Κατά τον πολλαπλασιασµό του CCoV in vitro προκαλείται νέκρωση των 

µολυσµένων κυττάρων µέσω του µηχανισµού της απόπτωσης (Ruggieri et al., 2007). 

Το κυτταροπαθογόνο αποτέλεσµα δεν είναι σαφώς καθορισµένο και εξαρτάται τόσο 

από το στέλεχος, όσο και από τον τίτλο του ιού. Μπορεί να εµφανίζονται µεγάλα, 

παράξενου σχήµατος κύτταρα, συγκύτια, στρογγυλεµένα και συρρικνωµένα κύτταρα 

που χάνουν την επαφή τους µε τα γειτονικά ή τέλος αποκόλληση του ταπητίου που 

σχηµατίζουν τα κύτταρα, κατά εστίες. Με χρήση µάλιστα ηµίρρευστου 

καλλιεργητικού µέσου, παρατηρείται ο σχηµατισµός πλακών (Appel, 1987; Bandai et 

al., 1999;).  
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1.1.7 Γενετική ποικιλοµορφία και εξέλιξη  

 

Τρεις φαίνεται να είναι οι κινητήριες δυνάµεις που οδηγούν στην εµφάνιση 

µεγάλης γενετικής ποικιλοµορφίας στους κοροναϊούς: η έλλειψη πιστότητας και 

διόρθωσης που χαρακτηρίζει την RNA-εξαρτηµένη RNA πολυµεράση και οδηγεί 

στην εµφάνιση µεταλλάξεων, οι ανασυνδυασµοί που παρατηρούνται κυρίως εξαιτίας 

του τρόπου πολλαπλασιασµού των κοροναϊών και τέλος το εξαιρετικά µεγάλο 

γονιδίωµά τους (Woo et al., 2009). 

Μία από τις πολύ ενδιαφέρουσες απόψεις, σχετικά µε τη γενετική 

ποικιλοµορφία και εξέλιξη των κοροναϊών, είναι ότι εξαιτίας της υψηλής συχνότητας 

σφαλµάτων της RNA πολυµεράσης πολύ συχνά λαµβάνουν χώρα µεταλλάξεις στο 

ιικό RNA. Η συσσώρευση σηµειακών µεταλλάξεων, απαλείψεων και προσθηκών στο 

γονιδίωµα αποτελεί κυρίαρχη δύναµη εξέλιξης των RNA ιών γενικά, οδηγώντας στην 

εµφάνιση νέων στελεχών, οροτύπων ή ακόµα και υποτύπων. Στους ιούς µάλιστα µε 

µεγάλο RNA γονιδίωµα, όπως οι κοροναϊοί, είναι λογικό να συσσωρεύονται αρκετές 

σηµειακές µεταλλάξεις, λόγω των σφαλµάτων της πολυµεράσης, σε κάθε 

πολλαπλασιασµό (Jarvis and Kirkegaard, 1991). Τα ευαίσθητα στη θερµοκρασία και 

τα µεταλλαγµένα εξαιτίας απάλειψης στελέχη φαίνεται να είναι πολύ συνηθισµένα. 

Χαρακτηριστικά αναφέρεται ότι ο αναπνευστικός κοροναϊός του χοίρου (PRCoV), 

ιός που προσβάλει το αναπνευστικό σύστηµα των χοίρων, προέρχεται από τον ιό της 

µεταδοτικής γαστρεντερίτιδας του χοίρου (TGEV). Υπεύθυνη για την εµφάνιση του 

PRCoV είναι κυρίως µία µεγάλη µετάλλαξη στο γονίδιο S, εξαιτίας απάλειψης 

(Holmes, 2001; Lai and Holmes, 2001).  

Για τη γενετική ποικιλοµορφία των κοροναϊών, υπεύθυνο είναι επίσης το 

φαινόµενο του γενετικού ανασυνδυασµού, παρά το γεγονός ότι αυτό δεν είναι πολύ 

συνηθισµένο σε RNA ιούς µε ενιαίο γονιδίωµα (Lai, 1992; Worobey and Holmes, 

1999). Η υψηλή συχνότητα ανασυνδυασµών που παρατηρείται, αποδίδεται στον 

τρόπο πολλαπλασιασµού των κοροναϊών (Spaan et al., 1988). Πράγµατι, στους 

κοροναϊούς έχουν παρατηρηθεί ανασυνδυασµοί κατά την καλλιέργειά τους σε 

κύτταρα (Sanchez et al., 1999; Kuo et al., 2000) και σε εµβρυοφόρα αυγά (Kottier et 

al., 1995), καθώς και κατά την πειραµατική µόλυνση ζώων (Keck et al., 1988). 

Ανασυνδυασµοί έχουν παρατηρηθεί και στη φύση, όπως στον κοροναϊό της γάτας 
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(FCoV)  (Enjuanes et al., 2000; Holmes, 2001; Lai and Holmes, 2001). O FCoV 

χωρίζεται σήµερα σε δύο τύπους, τον τύπο Ι και τον τύπο ΙΙ, µε τον δεύτερο να 

αποτελεί προϊόν ανασυνδυασµού σε δύο σηµεία ανάµεσα στον κλασικό FCoV (τύπο 

I) και στον CCoV (τύπο ΙΙ) (Herrewegh, 1998). 

Αίτιο για έρευνα πάνω στην ποικιλοµορφία του κοροναϊού του σκύλου 

αποτέλεσαν σηµειακές µεταλλάξεις στο γονίδιο Μ στελεχών CCoV και 

αντικαταστάσεις αµινοξέων, µε αποτέλεσµα οι αλληλουχίες που προέκυψαν να 

οµοιάζουν µε εκείνες του κοροναϊού της γάτας (FCoV) (Pratelli et al., 2001a; Pratelli 

at al., 2002b). Οι συγκεκριµένες παρατηρήσεις οδήγησαν στο συµπέρασµα ότι 

υπάρχουν δύο γονότυποι CCoV, ο τύπος Ι και ο τύπος II, που συνθέτουν στενά 

συγγενικές οµάδες. Ο CCoV τύπος Ι, ο οποίος είναι αυτός που αναγνωρίστηκε 

επίσηµα προσφάτως, αρχικά θεωρήθηκε ότι εξελίχθηκε παράλληλα µε τον τύπο ΙΙ και 

ότι δεν προέκυψε από ανασυνδυασµό µεταξύ του τύπου Ι του FCoV και του τύπου II 

του CCoV. Μάλιστα θεωρήθηκε πιθανό, τόσο ο FCoV όσο και CCoV τύπος I να 

προέκυψαν από έναν κοινό προγονικό κοροναϊό και µέσω ανασυνδυασµών να 

εξελίχθηκαν τελικά παράλληλα (Pratelli et al., 2003a; Pratelli et al., 2003b; Pratelli et 

al., 2004b).  

Οι δύο τύποι του κοροναϊού του σκύλου χαρακτηρίζονται από διαφορετικές 

µοριακές και βιολογικές ιδιότητες. Στον τύπο Ι σε επίπεδο γονιδιώµατος, τόσο σε 

τµήµατα του γονιδίου της πολυµεράσης όσο και στο γονίδιο Μ, παρατηρούνται 

νουκλεοτιδικές αλληλουχίες που οµοιάζουν µε εκείνες του FCoV και διαφέρουν 

αρκετά από τις αντίστοιχες του κλασικού τύπου (τύπος ΙΙ). Επιπλέον, στον CCoV 

τύπο Ι, αµέσως µετά το γονίδιο S, υπάρχει ένα επιπλέον ORF (ORF3), που 

κωδικοποιεί µία γλυκοπρωτεΐνη (gp3). Ωστόσο, η διαφορά µεταξύ των δύο τύπων 

γίνεται πιο αντιληπτή στο γονίδιο S µε την οµοιότητα να αγγίζει µόλις το 61% σε 

επίπεδο νουκλεοτιδίων. Εντύπωση δε προκαλεί το γεγονός ότι στο γονίδιο S του 

τύπου Ι εντοπίζεται ένα πιθανό πρωτεολυτικό σηµείο διάσπασης της αντίστοιχης 

πρωτεΐνης, το οποίο απουσιάζει από όλους τους κοροναϊούς που κατατάσσονται στο 

γένος Alphacoronavirus και εντοπίζεται, στην ίδια περίπου θέση, σε εκείνους των 

γενών Betacoronavirus και Gammacoronavirus. Οι δύο τύποι φαίνεται ότι διαφέρουν 

και αντιγονικά, λόγω της µεγάλης παραλλακτικότητας στην πρωτεΐνη S. Σε βιολογικό 

επίπεδο, αξίζει να αναφερθεί ότι ο CCoV τύπος Ι δεν έχει αποµονωθεί ακόµα σε 

κυτταροκαλλιέργειες, δυσχεραίνοντας έτσι την έρευνα πάνω στην παθογένεια και στα 
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ιδιαίτερα χαρακτηριστικά του (Pratelli et al., 2004b; Pratelli, 2006; Lorusso et al., 

2008). Επίσης, πρέπει να αναφερθεί ότι οι δύο τύποι του κοροναϊού του σκύλου είναι 

δυνατό να ανιχνεύονται ταυτόχρονα στους σκύλους, προκαλώντας µεικτές µολύνσεις, 

ενώ πρόσφατα, µετά από αλληλούχηση τµηµάτων του γονιδιώµατος ενός µη τυπικού 

στελέχους CCoV, υποδηλώθηκε πιθανή προέλευσή του από ανασυνδυασµό των δύο 

τύπων (Pratelli et al., 2004a; Escutenaire et al., 2007a; Decaro and Buonavoglia, 

2008). 

Σήµερα, υποστηρίζεται πλέον ότι ο CCoV τύπος Ι προϋπήρχε του τύπου ΙΙ. Η 

παρουσία του ORF3 στον τύπο Ι και η απουσία του από τον τύπο ΙΙ, µε ταυτόχρονη 

ύπαρξη νουκλεοτιδικών αλληλουχιών που φαίνεται να είναι κατάλοιπα του 

συγκεκριµένου ORF, υποστηρίζει την προΰπαρξη του τύπου Ι και την εµφάνιση του 

δεύτερου αργότερα (Εικόνα 5). Η γλυκοπρωτεΐνη (gp3) που κωδικοποιείται από την 

αντίστοιχη περιοχή, λόγω έλλειψης διαµεµβρανικών περιοχών, εικάζεται ότι αποτελεί 

περιφερική της µεµβράνης ή εκκριτική πρωτεΐνη. Βάσει της έντονης διαφοράς 

ανάµεσα στις πρωτεΐνες S των δύο τύπων, φαίνεται ότι η γλυκοπρωτεΐνη 3 της 

συγκεκριµένης περιοχής παρέχει ένα πλεονέκτηµα στους ιούς, µόνο σε συνδυασµό µε 

την S του τύπου Ι, µε αποτέλεσµα την απώλεια των αντίστοιχων νουκλεοτιδίων στον 

τύπο ΙΙ (Lorusso et al., 2008). 

 

 

Εικόνα 5. Το γονιδίωµα του CCoV-I και του CCoV-II/FCoV-I/II. ∆ιακρίνεται µε σκίαση το 

ORF3 που ανιχνεύτηκε µόνο στον CCoV-I (Lorusso et al., 2008) 
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Ο ανασυνδυασµός, ωστόσο, όσον αφορά στον CCoV, είχε ήδη επισηµανθεί 

από τον Wesley το 1999, µετά από παρατήρηση της οµοιότητας ενός στελέχους 

CCoV (UCD-1) στο 5΄-άκρο του γονιδίου S (τα 273 αµινοξέα του αµινοτελικού 

άκρου του πεπτιδίου) µε τον ιό της µεταδοτικής γαστρεντερίτιδας του χοίρου 

(TGEV). Το στέλεχος UCD-1 είχε αποµονωθεί στις Η.Π.Α. τη δεκαετία του ’70 και 

αναπτυσσόταν εύκολα σε κύτταρα χοίρου, σε αντίθεση µε τα περισσότερα στελέχη 

CCoV (Wesley, 1999).  

Τελικά, το 2009 επιβεβαιώθηκε η ύπαρξη CCoV στελεχών, στα οποία το 

αµινοτελικό άκρο της S πρωτεΐνης προέρχεται από ανασυνδυασµό κλασικών 

στελεχών CCoV (τύπου ΙΙ) µε TGEV. Τα εν λόγω στελέχη αποµονώθηκαν στην 

κυτταρική σειρά Α72 χωρίς όµως να πολλαπλασιάζονται σε εκείνες του χοίρου, ενώ 

αντιδρούσαν µε µονοκλωνικά αντισώµατα κατά του TGEV, γεγονός που δεν 

παρατηρείται στα κλασικά στελέχη CCoV. Εντύπωση προκάλεσε το γεγονός ότι τα 

στελέχη αυτά ανιχνεύθηκαν τόσο στο εντερικό περιεχόµενο, όσο και στα όργανα 

νεκρών από γαστροεντερίτιδα σκύλων, στους οποίους όµως ανιχνεύθηκε παράλληλα 

µεικτή µόλυνση από τύπου 2 παρβοϊό του σκύλου (Canine parvovirus type 2, CPV-

2). Εντούτοις, κατά την πειραµατική µόλυνση σκύλων, παρατηρήθηκε η κλασική 

συµπτωµατολογία προσβολής από κοροναϊό, µε τον ιό να ανιχνεύεται στα κόπρανα, 

όχι όµως και στο αίµα (Decaro et al., 2009; Erles and Brownlie, 2009). Τα νέα αυτά 

TGEV-like στελέχη αποτελούν πλέον ένα νέο υπότυπο, τον CCoVIIb, ενώ ο κλασικός 

κοροναϊός του σκύλου αποτελεί τον υπότυπο CCoVIIa (Decaro et al., 2010b). 

Για τη δηµιουργία των ανασυνδυασµών που παρατηρούνται στους κοροναϊούς 

του σκύλου, της γάτας και του χοίρου, είναι απαραίτητη η κυκλοφορία των ιών αυτών 

µεταξύ των τριών ειδών ξενιστών τους, αφού όπως γίνεται κατανοητό οι µεικτές 

µολύνσεις αποτελούν αναγκαία προϋπόθεση. Το είδος του ζώου, στο οποίο τελικά 

λαµβάνει χώρα ο ανασυνδυασµός δεν έχει προσδιοριστεί ακόµα, ωστόσο έχει 

επιτευχθεί πειραµατική µόλυνση γατών µε CCoV, ενώ η µόλυνση σκύλου από FCoV 

δεν µπορεί να αποκλειστεί (McArdle et al., 1992; Barlough et al., 1994). Επιπλέον, 

έχει επιτευχθεί πειραµατική µόλυνση χοιριδίων µε στελέχη CCoV (Woods et al., 

1981; Woods and Wesley, 1992). Από πειραµατικές µολύνσεις κουταβιών µε TGEV, 

φαίνεται ότι είναι πιθανόν οι σκύλοι να παίζουν ρόλο στην επιζωοτιολογία της 

µεταδοτικής γαστρεντερίτιδας του χοίρου (McClurkin et al., 1970; Larson et al., 

1979). 
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1.2  ΠΡΟΣΒΟΛΗ ΤΟΥ ΣΚΥΛΟΥ ΑΠΟ CCoV 

 

1.2.1 Ιστορική αναδροµή 

 

Προσβολή του σκύλου από κοροναϊό αναφέρθηκε για πρώτη φορά το 1974 

(Binn et al., 1974). Συγκεκριµένα το 1971, το στέλεχος 1 – 71, υπήρξε το πρώτο 

στέλεχος CCoV που αποµονώθηκε από τον Binn και τους συνεργάτες του, από 

κρούσµα διαρροιών σε στρατιωτικούς ενήλικες σκύλους στη Γερµανία. Η 

επιστηµονική οµάδα µπόρεσε να µολύνει κουτάβια µε το στέλεχος αυτό πειραµατικά, 

προκαλώντας ήπια ως οξεία γαστρεντερίτιδα µε διάρροια. Αργότερα στις Η.Π.Α, 

κατά την άνοιξη και το καλοκαίρι του 1978, έλαβαν χώρα εκτενείς επιζωοτίες 

διάρροιας σε σκύλους, από τις οποίες αποµονώθηκε επανειληµµένα ο κοροναϊός του 

σκύλου (Carmichael and Binn, 1981). 

 

1.2.2 Παθογένεια 

 

Οι σκύλοι µολύνονται από τα µολυσµένα κόπρανα που υπάρχουν στο 

περιβάλλον µέσω της πεπτικής οδού. Ο ιός διέρχεται από το στοµάχι, αφού είναι 

ανθεκτικός σε συνθήκες όξινου pH, και φθάνει στο λεπτό έντερο. Η χορήγηση του 

ιού παρεντερικά δεν οδηγεί σε µόλυνση του εντέρου (Binn et al., 1975; Appel, 1987).  

Στο έντερο, ο ιός εισέρχεται στα εντεροκύτταρα ανάµεσα στις µικρολάχνες, 

στα ανώτερα 2/3 των εντερικών λαχνών. Φαίνεται ότι πολλαπλασιάζεται στα 

επιθηλιακά κύτταρα (εντεροκύτταρα) του δωδεκαδακτύλου και προοδευτικά στα 

κύτταρα των λαχνών όλου του λεπτού εντέρου, προκαλώντας προοδευτικά µείωση 

του αριθµού των κυττάρων και ατροφία των λαχνών. Μέσα σε 4 ηµέρες παρατηρείται 

ανοµοιόµορφη εµφάνιση των λαχνών του λεπτού εντέρου. Το κόλον ωστόσο δεν 

φαίνεται να προσβάλλεται. Σε νεογέννητους σκύλους, τα πιο χαρακτηριστικά 

ιστοπαθολογικά ευρήµατα είναι η βράχυνση, η άµβλυνση και η συγχώνευση των 

λαχνών, καθώς και η βάθυνση των κρυπτών του λεπτού εντέρου (Binn et al., 1975; 

Keenan et al., 1976; Takeuchi et al., 1976; Appel et al., 1979; Carmichael and Binn, 

1981).  
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Το επιθήλιο του λεπτού εντέρου αποτελεί τον κύριο στόχο του CCoV, παρ’ 

όλο που κατά καιρούς ο ιός έχει ανιχνευθεί στα µεσεντέρια λεµφογάγγλια, στο ήπαρ 

και στο σπλήνα. Ωστόσο το 1991, ο Tennant και οι συνεργάτες του υποστήριξαν ότι 

στη µόλυνση από CCoV εµπλέκονται και τα κύτταρα του επιθηλίου των πλακών του 

Peyer, πιθανότατα τα Μ-κύτταρα. Τα κύτταρα αυτά φαίνεται ότι παίρνουν µέρος στη 

πρόσληψη αντιγόνων από τον εντερικό αυλό και στην παρουσίασή τους στα 

λεµφοκύτταρα του υποκείµενου λεµφοειδή ιστού (Tennant et al., 1991). Στους 

κοροναïούς γενικά, τα κύτταρα των επιθηλίων αποτελούν κύριους στόχους, ενώ 

φαίνεται να µολύνουν και κύτταρα µε ευρεία διασπορά, όπως τα µακροφάγα. Στο 

επιθήλιο του λεπτού εντέρου προκαλείται λυτική µόλυνση. Τα κύτταρα των κρυπτών 

δεν µολύνονται αλλά εµφανίζουν αυξηµένο ρυθµό πολλαπλασιασµού. Η είσοδος του 

ιού στα απορροφητικά κύτταρα του εντερικού επιθηλίου, φαίνεται να λαµβάνει χώρα 

στη βάση των µικρολαχνών τους, στο ύψος του ινώδους κορυφαίου πλέγµατος της 

κορυφής των κυττάρων. Σε κυτταρικό επίπεδο, στα εντεροκύτταρα παρατηρείται 

σχηµατισµός λιποσταγονιδίων, καθώς και µεταβολές στη µορφολογία των 

κυτταρικών οργανιδίων, όπως τα µιτοχόνδρια και το ενδοπλασµατικό δίκτυο. Ο ιός 

πολλαπλασιάζεται και τελικά απελευθερώνεται στον αυλό µε την απολέπιση των 

κυττάρων από το βλεννογόνο ή µε ρήξη των µεµβρανών τους. Ο κοροναϊός του 

σκύλου µπορεί να ανιχνευθεί στα κόπρανα το νωρίτερο µέσα 48 ώρες µετά τη 

µόλυνση (Binn et al., 1975; Keenan et al., 1976; Takeuchi et al., 1976; Appel et al., 

1979; Carmichael and Binn, 1981; Appel, 1987; Enjuanes et al., 2000).  

Επιπλέον, σε νεογέννητους σκύλους κατά τη διάρκεια της λοίµωξης, 

παρατηρείται µείωση της δραστηριότητας των εντερικών ενζύµων. Η διάρροια 

φαίνεται να είναι αποτέλεσµα της κακής απορρόφησης και της έλλειψης πεπτικών 

ενζύµων (Keenan et al., 1976; Takeuchi et al., 1976).  

Τελικά, η παραγωγή αντισωµάτων (IgA) τοπικά, περιορίζει την εξάπλωση του 

ιού και αντιµετωπίζεται η µόλυνση. Μέσα σε 7 ηµέρες από τη µόλυνση, παρατηρείται 

συνήθως αποκατάσταση των λαχνών του δωδεκαδακτύλου και ακολούθως 

προοδευτικά όλου του λεπτού εντέρου. Με την αποκατάσταση των βλαβών του 

εντερικού επιθηλίου, µειώνεται σταδιακά και η αποβολή του ιού (Keenan et al., 1976; 

Appel, 1987). 

 

1.2.3 Ανοσολογική απάντηση 
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Η παραγωγή αντισωµάτων κατά την προσβολή του σκύλου από κοροναϊό 

επισηµάνθηκε από τα πρώτα χρόνια έρευνας (Binn et al., 1974). Γενικά, οι δοµικές 

πρωτεΐνες  S, M και Ν είναι αυτές οι οποίες αποτελούν τα  αντιγόνα που οδηγούν 

στην παραγωγή ισχυρής χυµικής ανοσίας, ακόµα και µέσα σε 10 ηµέρες µετά τη 

µόλυνση, µε διάρκεια που φαίνεται να ξεπερνά τους τρεις µήνες (Enjuanes et al., 

2000; Elia et al., 2002). Εξουδετερωτικά αντισώµατα έναντι του CCoV έχουν 

ανιχνευθεί σε υψηλούς τίτλους από τη 14η έως την 60ή ηµέρα µετά τη µόλυνση, µε 

τον υψηλότερο τίτλο να εµφανίζεται την 21η ηµέρα. Με ELISA (Enzyme-linked 

immunosorbent assay), στα ίδια ζώα, ανιχνεύθηκαν αντισώµατα από την 7η ηµέρα 

έως και 3 µήνες µετά τη µόλυνση (Keenan et al., 1976; Pratelli et al., 2002b).  

Έρευνες έχουν γίνει επίσης όσον αφορά στις κλάσεις των ανοσοσφαιρινών 

που παράγονται κατά τη µόλυνση των σκύλων. Έτσι, φαίνεται ότι στον ορό οι IgM 

είναι δυνατό να ανιχνευθούν από την 3η ηµέρα µετά τη µόλυνση, µε τις ΙgG να 

ακολουθούν και να ανιχνεύονται µετά την 7η ηµέρα. Στις εκκρίσεις του 

δωδεκαδακτύλου φαίνεται να ανιχνεύονται τόσο οι δύο προηγούµενες κλάσεις, όσο 

και η IgA, η οποία σε πειραµατική µόλυνση εµφάνιζε προοδευτική αύξηση έως και τη 

14η ηµέρα µετά τη µόλυνση, όπου έλαβε χώρα και ο τελευταίος προσδιορισµός της 

(Tennant et al., 1991).  

Η προσφερόµενη διαµέσου του πρωτογάλατος µητρική ανοσία διαρκεί κατά 

κύριο λόγο 4 – 5 εβδοµάδες, αλλά ο τίτλος των µητρικών αντισωµάτων είναι 

συνήθως χαµηλός. Τα αντισώµατα είναι δυνατό να παρεµποδίζουν τη µόλυνση κατά 

το διάστηµα αυτό, αν και έχουν σηµειωθεί διάρροιες σε κουτάβια αυτής της ηλικίας 

λόγω προσβολής από CCoV (Appel, 1987). 

Ο παρεντερικός ενοφθαλµισµός του ιού, παρ’ όλο που οδηγεί σε αύξηση του 

τίτλου των αντισωµάτων, δεν φαίνεται να προστατεύει τα ζώα από πιθανή µελλοντική 

µόλυνση, ούτε αποτρέπει την αποβολή του ιού. Οι σκύλοι, ωστόσο, µετά από µία 

φυσική λοίµωξη ανοσοποιούνται και το γεγονός αυτό αποδίδεται πιθανότατα στην 

παραγωγή ανοσοσφαιρίνης Α. Γενικά, η προστασία έναντι των µολύνσεων από 

κοροναϊό έχει άµεσα συσχετιστεί µε την παρουσία ειδικών αντισωµάτων στους 

βλεννογόνους των ειδών που προσβάλλονται (Saif, 1996). Η ανοσοσφαιρίνη Α που 

εκκρίνεται στους βλεννογόνους, παίρνει µέρος στην προστασία τους, αφού µετά την 
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ένωσή της µε τα αντιγόνα του ιού, παρεµποδίζει την είσοδό του στα κύτταρα-στόχο 

(Appel, 1987; Decaro et al., 2004b; Pratelli et al., 2004c). 

 

1.2.4 Κλινικά Συµπτώµατα 

 

Η εντερίτιδα από τον κοροναϊό σκύλου παρουσιάζει πολλά κοινά σηµεία µε 

εκείνη που προκαλεί ο TGEV σε χοίρους και ο BCoV σε βοοειδή (Keenan et al., 

1976; Cilli and Castrucci, 1981). Παρά το γεγονός ότι όλες οι φυλές και οι ηλικίες 

µπορούν να προσβληθούν, τα ενήλικα ζώα συνήθως δεν εµφανίζουν συµπτώµατα και 

η βαριά συµπτωµατολογία χαρακτηρίζει τις µολύνσεις των νεαρών. Η λοίµωξη 

συνήθως εκδηλώνεται µε ανορεξία, κατάπτωση, λήθαργο και γαστρεντερικά 

συµπτώµατα, όπως έµετο, ειδικά τις πρώτες δύο ηµέρες και διάρροια. Τα κόπρανα 

είναι µαλακά, πολτώδη ή ακόµη και υδαρή, µε κίτρινο έως πράσινο χρωµατισµό και 

συνήθως αναδύουν αποκρουστική, χαρακτηριστική οσµή. Μπορεί επίσης να 

παρατηρείται αιµορραγική διάρροια. Η αφυδάτωση συνοδεύει πάντα τη διάρροια. Το 

ποσοστό θνησιµότητας είναι συνήθως χαµηλό, ιδιαίτερα για τους ενήλικες σκύλους. 

Η λευκοπενία, ένα πολύ κοινό χαρακτηριστικό εύρηµα σε διάρροια από παρβοϊό, δεν 

παρατηρείται, αν και σε πειραµατικές µολύνσεις µε υψηλές δόσεις CCoV σηµειώθηκε 

λεµφοπενία. Μερικές φορές µπορεί να παρατηρείται πυρετός, αν και δεν αποτελεί 

συνηθισµένο κλινικό εύρηµα της εντερίτιδας από κοροναϊό (Keenan et al., 1976; 

Appel et al., 1979; Pollock and Carmichael, 1979; Appel, 1987; Carter and Wise, 

2005).  

Οι σκύλοι αναπτύσσουν ήπια ως οξεία διάρροια, µε τα κόπρανα να 

εµφανίζουν κίτρινο έως πράσινο χρωµατισµό (Keenan et al., 1976). Η διάρροια 

εκδηλώνεται 1 – 7 ηµέρες µετά την έκθεση στον ιό και συνήθως διαρκεί για 1 – 2 

εβδοµάδες, αν και έχουν επίσης αναφερθεί επίµονες διάρροιες. Τα περισσότερα ζώα 

συνήθως αναρρώνουν µετά από µία περίοδο 7 – 10 ηµερών (Carmichael and Binn, 

1981; Balasuriya and Stott, 2004).  

 

1.2.5  Παθολογοανατοµικές αλλοιώσεις 
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Συνήθεις µακροσκοπικές αλλοιώσεις της λοίµωξης από κοροναϊό του σκύλου 

αποτελούν η διάταση των εντερικών ελίκων και το πολτώδες έως υδαρές εντερικό 

περιεχόµενο. Ο χρωµατισµός του υγρού περιεχοµένου µπορεί να είναι κίτρινος ή 

πράσινος. Το εντερικό τοίχωµα εµφανίζεται οιδηµατικό, συµφορηµένο έως και 

αιµορραγικό. Παράλληλα, τα µεσεντέρια λεµφογάγγλια εµφανίζονται συνήθως 

διογκωµένα και οιδηµατικά (Appel et al., 1979; Pollock and Carmichael, 1979; 

Λέκκας κ,ά., 1998). 

Η ιστολογική εικόνα του λεπτού εντέρου χαρακτηρίζεται από τη βράχυνση, 

την άµβλυνση και τη συγχώνευση των λαχνών, καθώς και τη βάθυνση των κρυπτών. 

Τα απορροφητικά κύτταρα των λαχνών εµφανίζονται κενοτοπιώδη, λόγω παρουσίας 

έγκλειστων λιπιδίων, και χαρακτηρίζονται από καταστροφή της ψυκτροειδούς 

παρυφής τους. Στο ύψος του βασικού υµένα παρατηρείται αυξηµένη κυτταροβρίθεια, 

µε τα λεµφοκύτταρα, τα µακροφάγα και τα πολυµορφοπύρηνα λευκοκύτταρα να 

κυριαρχούν (Keenan et al., 1976; Takeuchi et al., 1976; Appel, 1987, McCaw and 

Hoskins, 2006). 

 

1.2.6 Επιζωοτιολογία νοσήµατος 

1.2.6.1 Γεωγραφική κατανοµή του ιού και των τύπων του παγκοσµίως 

 

Από τα πρώτα χρόνια έρευνας διαπιστώθηκε η παγκόσµια εξάπλωση του 

κοροναϊού του σκύλου. Ο ιός έχει ανιχνευθεί ή αποµονωθεί στην Ευρώπη, στις 

Η.Π.Α, στην Ασία και στην Αυστραλία (Pollock and Carmichael, 1979; Carmichael 

and Binn, 1981; Appel, 1987; Bandai et al., 1999; Naylor et al., 2001b). 

Στην Αυστραλία, διαπιστώθηκε η παρουσία του CCoV, µε χρήση 

ηλεκτρονικού µικροσκοπίου διερχόµενης δέσµης ηλεκτρονίων, µόλις στο 2,88% των 

δειγµάτων κοπράνων, που προέρχονταν ωστόσο από σκύλους τόσο υγιείς όσο και µε 

διάρροια (Finlaison, 1995). Ανάλογα αποτελέσµατα σηµειώθηκαν και στην 

Αργεντινή, όπου ο CCoV παρατηρήθηκε µόλις στο 7% των σκύλων που 

εξετάστηκαν, ενώ στο 71,4% των θετικών ζώων διαπιστώθηκε µεικτή µόλυνση µε 

παρβοϊό του σκύλου (CPV-2) (del Amo et al., 1999). Ωστόσο, τα χαµηλά ποσοστά 

που καταγράφηκαν δεν θεωρούνται απόλυτα αντιπροσωπευτικά, µε δεδοµένο τόσο 

ότι στη δειγµατοληψία συµπεριλήφθηκαν υγιείς σκύλοι, όσο και ότι η εξέταση µε το 

ηλεκτρονικό µικροσκόπιο χαρακτηρίζεται από χαµηλή ευαισθησία. Πράγµατι, στην 
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Αυστραλία συγκεκριµένα, κατά τον ορολογικό, µε ELISA, έλεγχο του πληθυσµού 

των σκύλων διαπιστώθηκε η παρουσία του ιού σε όλες τις πολιτείες και σε ποσοστό 

15,8% στους σκύλους συντροφιάς και 40,8% σε εκείνους των κυνοκοµείων (Naylor 

et al., 2001b). 

Στην Ιαπωνία αντίθετα, µε χρήση µοριακών τεχνικών (αντίστροφη 

µεταγραφή-ένθετη αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης, reverse transcription-nested 

polymerase chain reaction, RT-nPCR), διαπιστώθηκε η παρουσία του ιού στο 16% 

των κοπράνων σκύλων που εµφάνιζαν διάρροια. Με χρήση µάλιστα 

οροεξουδετέρωσης, ανιχνεύθηκαν αντισώµατα στο 44,1% των ορών τυχαίου 

δείγµατος σκύλων (Bandai et al., 1999). Παρόµοια ευρήµατα αναφέρθηκαν και στην 

Ολλανδία, όπου η οροθετικότητα ξεπερνούσε το 60% σε σκύλους που διαβιούσαν σε 

κυνοκοµεία, ενώ ακόµα και σε εκείνους των ιδιωτών άγγιζε το 45%, υποδηλώνοντας 

τη µεγάλη διασπορά της µόλυνσης. Σε ζώα που εµφάνιζαν συµπτώµατα, ανιχνεύτηκε 

στο 11% των περιπτώσεων ο CCoV στα κόπρανα και σε 7% του συνόλου των ζώων 

σε µεικτή µόλυνση µε CPV-2 (Rimmelzwaan et al., 1991). 

Στην Ιταλία, µε χρήση µοριακών τεχνικών, ανιχνεύθηκε ο CCoV στο 62,8% 

των δειγµάτων κοπράνων από κουτάβια που εµφάνιζαν διάρροια (Decaro et al., 

2004a). Όπως αναφέρθηκε, οι δύο τύποι του CCoV είναι δυνατό να ανιχνευθούν 

ταυτόχρονα σε σκύλο, προκαλώντας µεικτή µόλυνση. Μάλιστα, έχει αναφερθεί ότι οι 

συγκεκριµένες µεικτές µολύνσεις εµφανίζονται συχνά, σε σχέση µε εκείνες που 

προκαλεί ο κάθε τύπος χωριστά και συνοδεύονται από δριµύτερη συµπτωµατολογία 

(Pratelli et al., 2004a; Decaro et al., 2005b). 

Σε κυνοκοµείο της Μεγάλης Βρετανίας ανιχνεύθηκε ο CCoV µε PCR στα 

κόπρανα σκύλων σε ποσοστό 17,5%. Το σχετικά χαµηλό αυτό ποσοστό, µπορεί να 

δικαιολογηθεί, λαµβάνοντας υπόψη ότι τα ζώα δεν εµφάνιζαν συµπτώµατα κατά τη 

δειγµατοληψία. Στο 71,4% των θετικών δειγµάτων ανιχνεύτηκε ο TGEV-like 

υπότυπος, ενώ ένα από τα ζώα αυτά εµφάνιζε µεικτή µόλυνση µε τον κλασικό τύπο 

(CCoVIIa)  και τον TGEV-like υπότυπο (CCoVIIb) να ανιχνεύονται στα κόπρανά 

του. Ο CCoV τύπος Ι ανιχνεύτηκε µόλις στο 14,3% των θετικών δειγµάτων (Erles and 

Brownlie, 2009).  

Σε έρευνα στην ίδια χώρα πάντως, προκάλεσε εντύπωση το γεγονός ότι ο 

τύπος Ι ανιχνεύθηκε στο 2,8% (7 ζώα) των σκύλων, ενώ δεν εµφάνιζαν διάρροια στη 

φάση της δειγµατοληψίας, ενισχύοντας τις απόψεις που υποστηρίζουν τις 
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ασυµπτωµατικές µολύνσεις, καθώς και την αποβολή του ιού για µεγάλο διάστηµα. 

Μάλιστα υπάρχουν ενδείξεις ότι ο CCoV τύπος Ι, ενδεχοµένως να αποβάλλεται για 

µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα και σε υψηλότερους τίτλους απ’ ότι ο ΙΙ, ενώ η 

εκδήλωση κλινικών συµπτωµάτων δεν φαίνεται να διαφοροποιείται (Decaro et al., 

2005b; Benetka et al., 2006; Stavisky et al., 2010).  

Στη Τουρκία, το νόσηµα είναι διαδεδοµένο, αφού ανιχνεύθηκαν αντισώµατα 

έναντι του CCoV στο 74,3% των υγιών ζώων, µε τα ποσοστά να είναι υψηλότερα στα 

ζώα που διαβιούσαν σε κυνοκοµεία. Παράλληλα καταδείχτηκε η ύπαρξη και των δύο 

τύπων κοροναϊού µε χρήση µοριακών µεθόδων. Στο 15,5% των κουταβιών µε 

διάρροια ανιχνεύθηκε ο συγκεκριµένος παράγοντας, όπου το 35,7% των θετικών 

δειγµάτων χαρακτηρίστηκε ως τύπος Ι και το 64,3% ως τύπος ΙΙ (Yesilbag et al., 

2004). 

Σε έρευνα που αφορούσε τυχαία δείγµατα κοπράνων από σκύλους που 

εµφάνιζαν γαστρεντερίτιδα από 14 χώρες τις Ευρώπης, ανιχνεύθηκε CCoV στο 

42,06% των ζώων. Στο 18,86% των θετικών δειγµάτων ανιχνεύθηκε ο τύπος Ι, στο 

44,22% ο τύπος ΙΙ, ενώ στο υπόλοιπο 36,92% ανιχνεύθηκαν και οι δύο τύποι, 

υποδηλώνοντας ότι τέτοιου είδους µεικτές µολύνσεις είναι αρκετά συχνές. Από τα 

τύπου ΙΙ στελέχη, µόλις το 20% αντιστοιχούσε στον υπότυπο CCoVIIb (Decaro et al., 

2010b). 

 

1.2.6.2   Μετάδοση και διασπορά 

 

Η πιο σηµαντική πηγή µόλυνσης θεωρούνται τα µολυσµένα µε CCoV 

κόπρανα. Ο ιός µπορεί να αποβάλλεται µε τα κόπρανα για 6 – 9 ηµέρες µετά τη 

µόλυνση, αν και υπάρχουν αναφορές περιόδων µεγαλύτερων των 5 µηνών (Keenan et 

al., 1976; Pratelli et al., 2001a; Pratelli et al., 2002b). Ο κοροναϊός µπορεί και 

επιβιώνει στο περιβάλλον, ειδικά σε χαµηλές θερµοκρασίες αφού είναι ευαίσθητος 

στη θερµότητα, µολύνοντας ζώα, ιδιαίτερα σε περιπτώσεις πυκνών πληθυσµών 

(συνωστισµού). Το νόσηµα χαρακτηρίζεται από υψηλή µεταδοτικότητα, µε τα 

ποσοστά οροθετικών ζώων να είναι σηµαντικά υψηλότερα στα κυνοκοµεία σε 

σύγκριση µε εκείνα των δεσποζόµενων σκύλων. Η διαφορά µάλιστα στα ποσοστά 

οροθετικότητας φαίνεται να αγγίζει έως και το 40-60%  (Appel, 1987; Rimmelzwaan 
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et al., 1991; Naylor et al., 2001b). Οι κοροναϊοί µεταδίδονται κυρίως µέσω της 

πεπτικής και της αναπνευστικής οδού (επαφή µε κόπρανα) (Enjuanes et al., 2000). 

Οι Carmichael και Binn το 1981 ήταν οι πρώτοι που υποστήριξαν ότι οι 

µολύνσεις των σκύλων από κοροναϊό είναι συχνότερες κατά τη χειµερινή περίοδο. 

Αργότερα αποδείχθηκε ότι οι υψηλές θερµοκρασίες αδρανοποιούν τον CCoV πολύ 

γρήγορα σε αντίθεση µε άλλους ιούς του σκύλου και ότι όσο χαµηλότερη είναι η 

θερµοκρασία, τόσο µεγαλύτερο το χρονικό διάστηµα που ο ιός διατηρεί την 

µολυσµατική του ικανότητα (Carmichael and Binn, 1981; Tennant et al., 1994). 

Επιζωοτιολογικά, τα νοσήµατα που προκαλούνται από τον TGEV και τον BCoV σε 

χοίρους και βοοειδή αντίστοιχα, φαίνεται να είναι εποχικά, κυριαρχώντας 

συγκεκριµένα το χειµώνα (Bohl, 1989; Espinasse et al., 1990; Balasuriya and Stott, 

2004).  

Από τον κοροναϊό του σκύλου, µπορούν να προσβληθούν όλες οι φυλές και οι 

ηλικίες των σκύλων, µε τα νεαρά ζώα (6-12 εβδοµάδων) ωστόσο να είναι σαφώς πιο 

ευπαθή (Appel, 1987; Carmichael and Binn, 1981). Εκτός όµως από τους σκύλους, ο 

CCoV µπορεί να µολύνει και άλλα µέλη της οικογένειας Canidae, όπως κογιότ, 

λύκους και αλεπούδες (Green et al., 1984; Foreyt and Evermann, 1985; Davidson et 

al., 1992; Zarnke et al., 2001; Clifford et al., 2006).  

Ο κοροναϊός του σκύλου, πέραν της οικογένειας Canidae, φαίνεται να 

προσβάλει και άλλα είδη ζώων, γεγονός που στηρίζει την εµφάνιση 

ανασυνδυασµένων στελεχών. Πρέπει να σηµειωθεί βέβαια ότι τα αποτελέσµατα των 

διάφορων µελετών είναι αντικρουόµενα. Έτσι, ενώ µε το στέλεχος 1-71 δεν 

επιτεύχθηκε µόλυνση νεογέννητων και νεαρών χοιριδίων (Binn et al., 1974), η χρήση 

του στελέχους UCD-1 οδήγησε σε µόλυνση των νεογέννητων, όπως καταδείχθηκε µε 

χρήση ανοσοφθορισµού στο επιθήλιο των κρυπτών του εντέρου (Woods et al., 1981). 

Επίσης, σε µία άλλη µελέτη παρατηρήθηκε µόλυνση νεογέννητων χοιριδίων, µετά 

από επαφή τους µε πειραµατικά µολυσµένους µε CCoV σκύλους (Woods and 

Wesley, 1992). Παράλληλα, όπως ήδη αναφέρθηκε, έχει επιτευχθεί πειραµατική 

µόλυνση γατών µε CCoV (McArdle et al., 1992; Barlough et al., 1994), ενώ 

πρόσφατα προκάλεσε εντύπωση το γεγονός ότι ανιχνεύτηκε σε γιγάντια Πάντα της 

οικογένειας Ursidae, στα οποία συσχετίστηκε µε την εµφάνιση θανατηφόρας νόσου 

(Gao et al., 2009). 
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1.2.6.3 Μεικτές µολύνσεις 

 

Τέλος, θα πρέπει να αναφερθεί ότι κατά τη µόλυνση ενός σκύλου από 

κοροναϊό µπορεί να συνυπάρχουν µολύνσεις από άλλους ιούς, βακτήρια ή παράσιτα, 

µε αποτέλεσµα την εκδήλωση πιο σοβαρής κλινικής εικόνας (Appel, 1987; 

Carmichael and Binn, 1981; Mochizuki et al., 2001; Green, 2006). Στο παρελθόν, 

υπήρξαν αναφορές για µεικτές µολύνσεις σκύλου από κοροναϊό και παρβοϊό τύπου 2 

(CPV-2) και από κοροναϊό και  αδενοϊό τύπου 1 (Canine adenovirus, CAV-1), καθώς 

και από κοροναϊό και νοροϊό του σκύλου (Pratelli et al., 2001b; Decaro et al., 2007a; 

Ntafis et al., 2010e). Γενικά, υποστηρίζεται ότι η µόλυνση από CCoV εντείνει τη 

σοβαρότητα µίας µόλυνσης από CPV-2, ενώ έχει επίσης αναφερθεί υψηλή 

θνησιµότητα σε κουτάβια που νόσησαν από CCoV, δύο εβδοµάδες αφού επιβίωσαν 

από παρβοεντερίτιδα (Pratelli et al., 1999b; McCaw and Hoskins, 2006). 

 

1.2.7 ∆ιάγνωση 

1.2.7.1  Κλινική  

 

Η κλινική διάγνωση του νοσήµατος βασίζεται κατά κύριο λόγο στη 

διαπίστωση οξείας διάρροιας, πιθανόν αιµορραγικής. Στο ιστορικό είναι πιθανό να 

αναφέρεται έµετος, κυρίως τις πρώτες ηµέρες της νόσου. Το ζώο είναι δυνατό να 

εµφανίζει ανορεξία, κατάπτωση και αφυδάτωση, χωρίς ωστόσο τα συµπτώµατα να 

είναι τόσο έντονα, όσο εκείνα που παρατηρούνται στην παρβοΐωση. Η κλινική 

εκδήλωση της νόσου δεν είναι χαρακτηριστική και µπορεί να συγχέεται µε νόσους 

που χαρακτηρίζονται από εντερίτιδα ποικίλης αιτιολογίας. Για το λόγο αυτό είναι 

απαραίτητη η εργαστηριακή διάγνωση για την επιβεβαίωση της νόσου (McCaw and 

Hoskins, 2006).  

 

1.2.7.2 Εργαστηριακή 

 

Από τη δεκαετία του 1970, για τη διάγνωση της νόσου χρησιµοποιήθηκαν η 

παρατήρηση µετά από αρνητική χρώση σε ηλεκτρονικό µικροσκόπιο διερχόµενης 

δέσµης ηλεκτρονίων, η αποµόνωση σε ευαίσθητες στον ιό πρωτογενείς 
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κυτταροκαλλιέργειες ή συνεχείς κυτταρικές σειρές, η οροεξουδετέρωση και ο 

έµµεσος ανοσοφθορισµός (Binn et al., 1974; Keenan et al., 1976; Roseto et al., 1980).  

Από τότε, έχουν χρησιµοποιηθεί πολλές διαφορετικές διαγνωστικές τεχνικές 

για την ανίχνευση τόσο των αντιγόνων του CCoV, όσο και των αντισωµάτων που 

παράγονται έναντι αυτού. Η χρήση της δοκιµής ELISA  για την ανίχνευση αντιγόνων 

του CCoV ή αντισωµάτων έναντι αυτού περιγράφεται για πρώτη φορά το 1991 ως 

µία απλή, γρήγορη και αξιόπιστη µέθοδος που µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τον 

έλεγχο µεγάλου αριθµού δειγµάτων (Rimmelzwaan et al., 1991; Tuchiya et al., 1991). 

Η ELISA έχει αποδειχθεί ότι είναι πιο ευαίσθητη από τη δοκιµή της 

οροεξουδετέρωσης του ιού (Rimmelzwaan et al., 1991; Pratelli et al., 2002a; Yesilbag 

et al., 2004). Το 2003, µε τη βοήθεια της µοριακής βιολογίας, καθιερώνεται µία 

δοκιµασία ELISA βασισµένη σε ανασυνδυασµένη Μ-πρωτεΐνη (Elia et al., 2003). 

Επίσης, µε χρήση της µοριακής βιολογίας πάντα, αναπτύχθηκαν ανοσοενζυµικές 

τεχνικές, ικανές να διαφοροποιήσουν τα αντισώµατα που παράγονται µετά την 

έκθεση στον τύπο Ι ή στον τύπο ΙΙ, είτε ακόµα και στον υπότυπο IIb  (Pratelli et al., 

2004b; Elia et al., 2010). 

Η εξέταση, σε ηλεκτρονικό µικροσκόπιο διερχόµενης δέσµης ηλεκτρονίων µε 

αρνητική χρώση, δειγµάτων κοπράνων αποτελούσε µια από τις πιο συχνά 

εφαρµοζόµενες µεθόδους για τη διάγνωση της µόλυνσης από κοροναϊό (Finlaison, 

1995; del Amo et al., 1999). Ένα από τα µειονεκτήµατα αυτής της µεθόδου είναι η 

παρουσία σωµατιδίων παρόµοιων µε κοροναϊό (coronavirus-like) στα κόπρανα, η 

οποία καθιστά τη διάγνωση περισσότερο δύσκολη. Επίσης, έχει επισηµανθεί ότι 

απαιτείται υψηλός τίτλος ιού για να είναι δυνατή η ανίχνευσή του (McCaw and 

Hoskins, 2006). Επιβεβαίωση των αποτελεσµάτων της ηλεκτρονικής µικροσκόπησης 

είναι δυνατό να γίνει µε εφαρµογή της άνοσο-ηλεκτρονικής µικροσκόπησης, µε 

χρήση ειδικού αντιορού, και την πρόκληση έτσι συσσωµάτωσης των σωµατιδίων του 

ιού (Appel, 1987). 

Ένα πολύτιµο, αλλά χρονοβόρο, διαγνωστικό εργαλείο θεωρείται ότι είναι η 

αποµόνωση του ιού σε ευαίσθητες κυτταρικές σειρές. Ο κοροναϊός του σκύλου 

µπορεί και πολλαπλασιάζεται σε διάφορες κυτταρικές σειρές προέλευσης σκύλου και 

γάτας, αν και η αποµόνωσή του θεωρείται δύσκολη, εξαιτίας της ιδιάζουσας φύσης 

του ή των δυσκολιών που προκύπτουν λόγω του µολυσµένου πρωτογενούς υλικού 

(κόπρανα). Επιπλέον, είναι πιθανή ακόµα και η µερική αδρανοποίηση του ιού σε 
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ορισµένες περιπτώσεις, εξαιτίας του pH ή και της παρουσίας ιόντων και κολλοειδών 

στα κόπρανα (Tennant et al., 1994). Οι συνεχείς κυτταρικές σειρές που κυρίως 

χρησιµοποιούνται για την αποµόνωση του ιού είναι η Α-72 και η CRFK. Το 

κυτταροπαθογόνο αποτέλεσµα, το οποίο δεν είναι πάντα εµφανές, περιλαµβάνει το 

σχηµατισµό συγκυτίων, τη διόγκωση και την εστιακή αποκόλληση των κυττάρων. Η 

αποµόνωση του ιού σε κυτταροκαλλιέργειες θα πρέπει να επιβεβαιώνεται µε 

εξουδετέρωση ή ανοσοφθορισµό. Τονίζεται ότι µέχρι στιγµής, δεν έχει επιτευχθεί η 

αποµόνωση του CCoV τύπου Ι. Όπως γίνεται λοιπόν κατανοητό, όλες οι δυσκολίες 

που αφορούν στην αποµόνωση του CCoV εµποδίζουν τις µελέτες επιζωοτιολογίας, 

παθογένειας αλλά και γενετικής εξέλιξης αυτού (Appel et al., 1979; Appel, 1987; 

Pratelli, 2005; Pratelli, 2006). 

Τα τελευταία χρόνια, η καθιέρωση µοριακών διαγνωστικών τεχνικών έχει 

συνεισφέρει σηµαντικά στη διάγνωση. Οι µέθοδοι αντίστροφης µεταγραφής – 

αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης (reverse transcriptase – polymerase chain 

reaction, RT – PCR) θεωρείται ότι διαθέτουν υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα, 

παρέχοντας έτσι πιο ακριβή αποτελέσµατα. Μέχρι σήµερα, έχουν περιγραφεί 

διάφορες τέτοιες µέθοδοι για την ανίχνευση του RNA του ιού σε δείγµατα κοπράνων 

σκύλου (Bandai et al., 1999; Pratelli et al., 1999a; Naylor et al., 2001a; Erles and 

Brownlie, 2009), ενώ υπάρχουν αναφορές που υποστηρίζουν την αυξηµένη 

ευαισθησία σε σύγκριση µε την αποµόνωση του ιού ή τη χρήση ηλεκτρονικού 

µικροσκοπίου (Bandai et al., 1999; Pratelli et al., 2000; Naylor et al., 2001a,). 

Παράλληλα, περιγράφηκαν RT-PCRs ικανές να διαφοροποιούν τους δύο τύπους 

καθώς και τους δύο υποτύπους του CCoV, χωρίς να απαιτείται έτσι κάθε φορά ο 

προσδιορισµός της αλληλουχίας του γονιδιώµατος (Pratelli et al., 2002c; Pratelli et 

al., 2004a; Decaro et al., 2010b). 

Πέρα από τις αναφερόµενες διαγνωστικές µεθόδους, πρόσφατα αναπτύχθηκαν 

και δοκιµασίες RT-PCR πραγµατικού χρόνου (real-time (RT-) PCR) για την 

ανίχνευση των κοροναϊών (Escutenaire et al., 2007b). Η ανάπτυξη µιας τέτοιας 

δοκιµής, µε χρήση ειδικού ανιχνευτή υβριδισµού τεχνολογίας TaqMan, προσφέρει 

πιο γρήγορη διάγνωση, µε απλούστερο τρόπο και µε µεγαλύτερη ευαισθησία, σε 

σύγκριση µε τις PCRs που αναφέρθηκαν παραπάνω, ενώ παράλληλα είναι δυνατός ο 

ποσοτικός προσδιορισµός του RNA του ιού στο δείγµα (Decaro et al., 2004a). 

Σήµερα, υπάρχουν ακόµη και µέθοδοι real-time RT-PCR ειδικές του γονοτύπου, 
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επιτρέποντας έτσι την ανίχνευση και τον ποσοτικό προσδιορισµό τόσο του κοροναϊού 

τύπου Ι, όσο και του κοροναϊού τύπου II στα κόπρανα των σκύλων (Decaro et al., 

2005b).  

 

1.2.7.3  ∆ιαφορική  

 

∆ιαφορική διάγνωση του νοσήµατος θα πρέπει να γίνεται από νοσήµατα τα 

οποία προκαλούν εντερίτιδες µε ανάλογη εκδήλωση συµπτωµάτων. Τέτοια είναι 

διάφορα λοιµώδη (παρβοΐωση, νόσος του Carré, λοιµώδης ηπατίτιδα, σαλµονέλωση 

κ.α.) και παρασιτικά νοσήµατα (τζιαρντίωση, ασκαριδίωση κ.α.) που προσβάλλουν τα 

νεαρά συνήθως ζώα (McCaw and Hoskins, 2006). 

 

1.2.8 Θεραπεία 

 

Αιτιολογική θεραπεία για τη µόλυνση του σκύλου από κοροναϊό δεν υπάρχει. 

Για την αντιµετώπιση της νόσου εφαρµόζεται συµπτωµατική θεραπεία, που βασίζεται 

στη χορήγηση ορών, για την αντιµετώπιση της αφυδάτωσης, και αντιεµετικών. Σε 

περίπτωση που το ζώο µπορεί να λάβει υγρά από το στόµα, δύναται να χορηγηθούν 

διαλύµατα ηλεκτρολυτών. Παράλληλα, είναι δυνατό να χορηγηθούν αντιβιοτικά µε 

σκοπό την πρόληψη ή και την αντιµετώπιση των πιθανών δευτερογενών βακτηριακών 

µολύνσεων. Το ζώο, τέλος, κατά τη διάρκεια της νόσου συνιστάται να παραµένει σε 

ήσυχο, ζεστό µέρος. Η νόσος έχει γενικά καλή πρόγνωση, καθώς δεν χαρακτηρίζεται 

από υψηλή θνησιµότητα (Pollock and Carmichael, 1979; Balasuriya and Stott, 2004; 

McCaw and Hoskins, 2006). 

 

1.2.9 Πρόληψη και έλεγχος 

 

Τα εµβόλια έναντι του κοροναϊού του σκύλου κυκλοφόρησαν στο εµπόριο για 

πρώτη φορά τη δεκαετία του 1980. Στις Η.Π.Α., υπήρξαν αναφορές που 

ενοχοποίησαν για την πρόκληση εγκεφαλίτιδας στους σκύλους, ένα τροποποιηµένο 

ζωντανό εµβόλιο έναντι του CCoV, όταν χορηγούνταν µαζί µε τροποποιηµένα 

ζωντανά εµβόλια έναντι των ιών της νόσου του Carré και της παρβοΐωσης του 
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σκύλου (Appel, 1987). Από τότε, έχουν παρασκευαστεί διάφορα εµβόλια. 

Σηµειώνεται ότι στις κατευθυντήριες γραµµές της αναφοράς του American Animal 

Hospital Association (AAHA), όσον αφορά στους εµβολιασµούς των σκύλων, το 

2006, ο εµβολιασµός έναντι του CCoV δεν συνιστάται (Paul et al., 2006).  

Έρευνες πάνω στην αποτελεσµατικότητα ενός αδρανοποιηµένου εµβολίου 

(DURAMUNE PC, FortDodge) έναντι του CCoV αποκάλυψαν ότι δεν ήταν δυνατή η 

παρεµπόδιση της αποβολής του ιού µετά την προσβολή των ζώων, παρά µόνο η 

µείωση της διάρκειάς της. Ωστόσο θα πρέπει να αναφερθεί ότι τα εµβολιασµένα ζώα 

δεν εµφάνισαν συµπτώµατα, τυπικά της µόλυνσης από CCoV (Pratelli et al., 2003c). 

Πρόσφατα, αναφέρθηκε ένα τροποποιηµένο ζωντανό εµβόλιο το οποίο, χορηγούµενο 

από τη στοµατορινική οδό, µπορούσε να εµποδίζει την αποβολή του ιού και την 

εµφάνιση κλινικών συµπτωµάτων, ενώ δεν παρατηρήθηκαν παρενέργειες (Pratelli et 

al., 2004c). 

Γενικά, όσον αφορά στην πρόληψη, συστήνονται 2 εµβολιασµοί, µε διαφορά 

3-4 εβδοµάδων, και στη συνέχεια ετήσια αναµνηστική δόση (McCaw and Hoskins, 

2006). Παρ’ όλα αυτά, θα πρέπει να σηµειωθεί ότι τα εµβόλια που κυκλοφορούν δεν 

είναι βέβαιο ότι καλύπτουν τα ζώα έναντι του τύπου I και του υποτύπου CCoVIIb, 

καθώς οι προκαταρκτικές µελέτες έδειξαν ότι οι κατηγορίες αυτές δεν εµφανίζουν 

απόλυτα διασταυρούµενες αντιδράσεις µε τον CCoVIIa (Pratelli et al., 2004b, Decaro 

et al., 2009). Μόνο µε την εφαρµογή εµβολιασµών και πειραµατικών µολύνσεων θα 

µπορούσε ουσιαστικά να ελεγχθεί η κάλυψη των ζώων έναντι τέτοιου είδους 

στελεχών (CCoVI και CCoVIIb). Τέλος, θα πρέπει επίσης να επισηµανθεί ότι, 

τουλάχιστον στους κοροναϊούς των πτηνών, έχουν σηµειωθεί ανασυνδυασµοί 

ανάµεσα σε λοιµογόνα και ελαττωµένης λοιµογόνου δύναµης εµβολιακά στελέχη. Οι 

ανασυνδυασµοί αυτοί οδηγούν στην εµφάνιση νέων στελεχών µε νέες αντιγονικές 

ιδιότητες και όπως γίνεται κατανοητό αποτελούν εµφαλτήριο για προβληµατισµό 

πάνω στη χρήση «ζωντανών» εµβολίων έναντι των κοροναϊών (Wang et al., 1994; Jia 

et al., 1995). 

Η πρόληψη, πέραν των εµβολιασµών, θα πρέπει να βασίζεται στην αποφυγή 

επαφής µε µολυσµένους σκύλους, αφού η κύρια πηγή της µόλυνσης είναι τα 

κόπρανα. Οι εκτενείς απολυµάνσεις θα πρέπει να εφαρµόζονται σε µέρη όπως τα 

κυνοκοµεία και τα καταφύγια σκύλων, µε στόχο τη µείωση της µόλυνσης του 

περιβάλλοντος από τον ιό. Από τα απολυµαντικά, έχουν ελεγχθεί διάφορα κατά του 
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CCoV (Pratelli, 2007). Γενικά, όµως, φαίνεται ότι το διάλυµα 3% υποχλωριώδους 

νατρίου (sodium hypochlorite) είναι αποτελεσµατικό. Ωστόσο, λαµβάνοντας υπόψη 

ότι η µετάδοση από σκύλο σε σκύλο είναι δυνατή και ότι υπάρχουν σκύλοι που 

αποβάλουν τον ιό για πολύ µεγάλη χρονική περίοδο µετά τη µόλυνση, γίνεται 

κατανοητό ότι δύσκολα επιτυγχάνεται η απολύµανση και η πρόληψη στα κυνοκοµεία 

(Appel, 1987; Pratelli et al., 2001a; Pratelli et al., 2002b, Carter and Wise, 2005).  

 

 

1.3 ΑΠΟΚΛΙΝΟΝΤΑ ΣΤΕΛΕΧΗ ΚΑΙ ΣΤΕΛΕΧΗ ΠΟΥ ∆ΙΑΠΕΡΝΟΥΝ ΤΟΝ 

ΕΝΤΕΡΙΚΟ ΦΡΑΓΜΟ 

 

Λόγω της συχνής εµφάνισης των µεταλλάξεων και των ανασυνδυασµών στο 

γονιδίωµα του κοροναϊού του σκύλου, κατά καιρούς έχουν ανιχνευθεί διάφορα 

στελέχη, τα οποία είναι αποκλίνοντα από τα συνήθη και µπορεί να χαρακτηρίζονται 

παράλληλα από υψηλή λοιµογόνο δύναµη. Ένα τέτοιο στέλεχος, το UWSMN-1, 

ανιχνεύθηκε στην Αυστραλία σε ένα κρούσµα επιζωοτικής θανατηφόρου 

γαστρεντερίτιδας σε εκτροφή σκύλων. Κατά τη φυλογενετική ανάλυση, το στέλεχος 

αυτό, λόγω συγκέντρωσης µεταλλάξεων στο γονιδίωµά του, φάνηκε να βρίσκεται σε 

ξεχωριστή οµάδα από εκείνα των τυπικών κοροναϊών του σκύλου και της γάτας 

(Naylor et al., 2001a; Naylor et al., 2002).  Σε ανάλογο κρούσµα στη Μεγάλη 

Βρετανία, ανιχνεύθηκε το στέλεχος BGF10, µε ιδιαίτερα χαρακτηριστικά την πολύ 

µεγάλου µεγέθους µη δοµική πρωτεΐνη 3b, αλλά και τη µεγάλη απόκλιση του 

αµινοτελικού άκρου της πρωτεΐνης Μ από εκείνα άλλων στελεχών (Sanchez-

Morgado et al., 2004). Στελέχη µε υψηλή λοιµογόνο δύναµη έχουν αναφερθεί και σε 

δύο περιπτώσεις γαστρεντερίτιδας από CCoV µε µοιραία κατάληξη, όπου, πέραν της 

διαπίστωσης του ιού στο έντερο µε ανοσοϊστοχηµεία, παρατηρήθηκε µέτρια νέκρωση 

του σπλήνα, του θύµου, των λεµφογαγγλίων αλλά και του λεµφοειδούς ιστού του 

εντέρου (Evermann et al., 2005). 

Επιπλέον, από τα πρώτα χρόνια µελέτης του κοροναϊού του σκύλου υπήρχαν 

υπόνοιες ότι υπάρχουν στελέχη που µπορούν να διαπερνούν τον εντερικό φραγµό και 

να εντοπίζονται σε κύτταρα πέραν του εντερικού επιθηλίου (Keenan et al., 1976). 

Κάτι τέτοιο δεν αποτελεί προνόµιο αποκλειστικά του CCoV, αφού υπάρχουν 

παρόµοιες αναφορές και για άλλους κοροναϊούς, όπως ακόµα και για τους στενά 
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συγγενικούς κοροναϊούς της γάτας και της µεταδοτικής γαστρεντερίτιδας του χοίρου. 

Τελικά το 1991, σε πειραµατική µόλυνση κουταβιών ηλικίας 10 εβδοµάδων µε 

στέλεχος CCoV, προκάλεσε εντύπωση το γεγονός ότι ο ιός αποµονώθηκε όχι µόνο 

από το εντερικό περιεχόµενο, αλλά και από τα µεσεντέρια λεµφογάγγλια, τους 

πνεύµονες, το σπλήνα και τις αµυγδαλές, χωρίς ωστόσο να είναι δυνατή η 

αποµόνωσή του από το αίµα. Στις αµυγδαλές, έλαβε επίσης χώρα ανίχνευση του ιού 

µε ανοσοϊστοχηµεία (Tennant et al., 1991). 

Το 2005, σε θανατηφόρο κρούσµα συστηµατικής νόσου που εκδηλώθηκε σε 7 

κουτάβια ενός καταστήµατος πώλησης ζώων συντροφιάς και χαρακτηριζόταν από 

αιµορραγική διάρροια, λήθαργο, έµετο, λευκοπενία, νευρολογικά συµπτώµατα και 

πυρετό, ενοχοποιήθηκε ο τύπου ΙΙ CCoV. Τα κουτάβια ήταν αρνητικά για 

οποιοδήποτε άλλο παθογόνο, αποκλείοντας το ενδεχόµενο πιθανής µεικτής µόλυνσης, 

ενώ στα παρεγχυµατικά όργανα παρατηρήθηκαν σοβαρές αλλοιώσεις. Το στέλεχος 

CB/05 αποµονώθηκε από το έντερο, τους πνεύµονες, το σπλήνα, τους νεφρούς και το 

ήπαρ και ανιχνεύθηκε επίσης µε ανοσοϊστοχηµεία. Με µοριακές τεχνικές ανιχνεύθηκε 

ιικό RNA στα παραπάνω όργανα αλλά και στον εγκέφαλο, σε υψηλές συγκεντρώσεις 

(Buonavoglia et al., 2006). Κατά τη µοριακή ανάλυση του CB/05, εντύπωση 

προκάλεσε µια πλαισιοτροπική µετάλλαξη απάλειψης 38 νουκλεοτιδίων που 

παρατηρήθηκε στο ORF 3b και θεωρείται πιθανό να ευθύνεται για την αλλαγή του 

τροπισµού του στελέχους (Decaro et al., 2007b). Με παρόµοιες µεταλλάξεις άλλωστε 

έχει συσχετιστεί η δυνατότητα του κοροναϊού της γάτας να αλλάζει τροπισµό και από 

απλή λοίµωξη του έντερου, που προκαλεί συνήθως, να οδηγεί στην εµφάνιση 

λοιµώδους περιτονίτιδας (Vennema et al., 1998). 

Η συστηµατική νόσος που προκάλεσε το στέλεχος CB/05 επιβεβαιώθηκε και 

πειραµατικά, αφού η ερευνητική οµάδα κατάφερε σε πειραµατική µόλυνση να 

αναπαράγει τη συµπτωµατολογία, µε τα συµπτώµατα να εκδηλώνονται πιο έντονα 

στα κουτάβια ηλικίας 2,5 µηνών. Τα κουτάβια εκδήλωσαν ανορεξία, κατάπτωση, 

πυρετό, αιµορραγική διάρροια, έµετο, αλλά και λεµφοπενία. Παρ’ όλο που δεν 

σηµειώθηκε θάνατος, έγινε ανίχνευση του ιού σε υψηλούς τίτλους, τόσο στα 

κόπρανα, όσο και στα παρεγχυµατικά όργανα, µετά από ευθανασία λόγω της 

δριµύτητας των συµπτωµάτων. Παράλληλα διαπιστώθηκε παραγωγή αντισωµάτων 

από τα ζώα, ενώ εντύπωση προκάλεσε το γεγονός ότι ο ιός δεν ανιχνεύθηκε στο αίµα 

(µε µία µόνο εξαίρεση, σε πολύ χαµηλά ωστόσο επίπεδα) (Decaro et al., 2008). Στο 
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σηµείο αυτό αξίζει να αναφερθεί ότι χαµηλοί τίτλοι ιού στο αίµα παρατηρούνται και 

στη λοιµώδη περιτονίτιδα της γάτας (de Groot-Mijnes et al., 2005). 

Oι αλλοιώσεις που παρατηρήθηκαν στα παρεγχυµατικά όργανα των 

κουταβιών της πειραµατικής µόλυνσης, ήταν ανάλογες µε εκείνες που 

παρατηρήθηκαν στο κρούσµα του 2005. Συγκεκριµένα παρατηρήθηκε αιµορραγική 

εντερίτιδα, οροαιµορραγικό υγρό στην περιτοναϊκή κοιλότητα, πύκνωση στους 

πνεύµονες, αιµορραγικά έµφρακτα στη φλοιώδη µοίρα των νεφρών, πετέχιες στα 

λεµφογάγγλια, σπληνοµεγαλία και συµφορηµένο ήπαρ µε κίτρινο-καφέ χρωµατισµό 

(Buonavoglia et al., 2006; Decaro et al., 2008). Παρόµοιες αλλοιώσεις 

παρατηρήθηκαν και σε µία ακόµα ανάλογη περίπτωση, όπου παράλληλα ο ιός 

ανιχνεύτηκε µε ανοσοϊστοχηµεία σε µακροφάγα/ ιστιοκύτταρα του πνεύµονα, σε 

κύτταρα του Kupffer και περιαγγειακά µονοπύρηνα του ήπατος, καθώς και σε 

κύτταρα του περιαγγειακού χώρου των νεφρών και του σπλήνα (Zappuli et al., 2008). 

Θεωρήθηκε λοιπόν, ότι τέτοιου είδους στελέχη είναι πιθανό να προκαλούν 

συστηµατική λοίµωξη µε µηχανισµό παθογένειας ανάλογο µε εκείνον που 

παρατηρείται στη λοιµώδη περιτονίτιδα της γάτας και έχει ως βάση την προσβολή 

των µονοκυττάρων/µακροφάγων (Kipar et al., 2005; Rottier et al., 2005).  

Κλείνοντας το κεφάλαιο αυτό, αξίζει να αναφερθεί ότι οι κοινές λοιµώξεις 

από στελέχη CCoV, δεν φαίνεται να καταλείπουν ικανοποιητική προστατευτική 

ανοσία σε κουτάβια έναντι του στελέχους CB/05. Σε πειραµατική µόλυνση µε το 

συγκεκριµένο στέλεχος, ο ιός προκάλεσε νόσο στα ζώα, που εκδηλώθηκε µε 

διάρροια, λεµφοπενία αλλά και αποβολή του ιού, παρά την υψηλού επιπέδου χυµική 

ανοσία των κουταβιών (λόγω προσβολής από κλασικό CCoV). Μετά από ευθανασία 

των κουταβιών παρατηρήθηκε εντερίτιδα µε αιµορραγίες στο βλεννογόνο, διόγκωση 

των λεµφογαγγλίων και σπληνοµεγαλία, ενώ ο ιός ανιχνεύθηκε στο θύµο, το σπλήνα 

και τα λεµφογάγγλια. Ωστόσο, η νόσος δεν είχε την προαναφερθείσα σοβαρή µορφή 

και εξέλιξη, πιθανότατα λόγω διασταυρούµενης ανοσίας µε τον κλασικό CCoV. Παρ’ 

όλα αυτά υποδηλώθηκε ότι τα εµβόλια που κυκλοφορούν στο εµπόριο έναντι του 

CCoV, είναι πολύ πιθανό να µην προστατεύουν ικανοποιητικά τα ζώα από µία 

ενδεχόµενη λοίµωξη, η οποία προκαλώντας λεµφοπενία, µπορεί να αποτελεί 

προδιαθέτοντα παράγοντα για την κλινική εκδήλωση ευκαιριακών παθογόνων ή και 

άλλων νοσηµάτων (Decaro and Buonavoglia, 2008; Decaro et al., 2010a). 
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∆. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

 Σκοπός της παρούσας έρευνας ήταν η επιζωοτιολογική µελέτη της παρουσίας 

του κοροναϊού του σκύλου στην Ελλάδα, καθώς, παρ’ όλο που αποτελεί έναν από 

τους κύριους παθογόνους παράγοντες που εµπλέκονται στην εκδήλωση οξείας 

διάρροιας στους σκύλους, δεν υπήρχαν σχετικές αναφορές. Συγκεκριµένα, οι στόχοι 

της έρευνας ήταν οι παρακάτω:  

1. Η διερεύνηση του ποσοστού ανίχνευσης του CCoV σε σκύλους µε οξεία 

διάρροια. 

2. Η διερεύνηση της συσχέτισης µεταξύ της συχνότητας ανίχνευσης του CCoV 

και της οµαδικής/ατοµικής διαβίωσης, καθώς και της ηλικίας.  

3. Ο µοριακός χαρακτηρισµός των στελεχών και η διαπίστωση της ύπαρξης των 

δύο τύπων, καθώς και των δύο υποτύπων, οι οποίοι ανιχνεύθηκαν την 

τελευταία δεκαετία και αποτελούν νέο πεδίο έρευνας, όσον αφορά στον 

CCoV. 

4. Η φυλογενετική ανάλυση των ιών που κυκλοφορούν στην Ελλάδα, µε 

αλληλούχηση του 5΄- τµήµατος του γονιδίου S, αφού αποτελεί ιδιαίτερα 

ενδιαφέρον τµήµα του γονιδιώµατος των κοροναϊών, καθώς εµφανίζει έντονη 

παραλλακτικότητα και είναι υπέυθυνο για τη σύνθεση του τµήµατος της 

πρωτεΐνης S που συνδέεται µε τους υποδοχείς των κυττάρων – στόχο. 

5. Η διαπίστωση της παρουσίας στελεχών του CCoV µε δυνατότητα να 

διαπερνούν τον εντερικό φραγµό και να ανιχνεύονται σε διάφορα όργανα του 

σκύλου. Όσον αφορά στα εν λόγω στελέχη, διεθνώς υπάρχουν ελάχιστες 

αναφορές, µε αποτέλεσµα να απουσιάζουν επαρκή δεδοµένα που να 

σχετίζονται µε την επιζωοτιολογία και την παθογένεια αυτών. 

6. Η αποµόνωση των στελεχών που διαπερνούν τον εντερικό φραγµό και η 

µοριακή και φυλογενετική ανάλυση όλων των πρωτεϊνών τους, πλην της 

πολυµεράσης, µε στόχο την κατανόηση των «µηχανισµών» ανάδυσης. 

7. Η διερεύνηση της παρουσίας και άλλων ιών στα κόπρανα, µε στόχο τη 

διαγνωστική διερεύνηση των συγκεκριµένων περιστατικών. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

2.1 Ζώα 

 

Κατά τη συγκεκριµένη ερευνητική µελέτη χρησιµοποιήθηκε παθολογικό υλικό 

από 206 σκύλους µε κλινική εικόνα οξείας διάρροιας. Οι σκύλοι προέρχονταν από 

κυνοκοµεία, χώρους λιανικής πώλησης ζώων συντροφιάς (pet shop), καθώς και από 

κλινικές ζώων συντροφιάς. Η συλλογή των δειγµάτων έγινε από το νοµό Αττικής, 

καθώς και από νοµούς της βόρειας Ελλάδας (Θεσσαλονίκης, Χαλκιδικής, Πέλλας, 

Πιερίας), της κεντρικής Ελλάδας (Μαγνησίας, Λάρισας, Τρικάλων) και της Κρήτης. 

Η προέλευση των σκύλων φαίνεται στον Πίνακα 1 του Παραρτήµατος. Η µελέτη 

περιλάµβανε την εξέταση δειγµάτων κοπράνων των ζώων αυτών για την ανίχνευση 

του CCoV. Σε περίπτωση που η νόσος είχε θανατηφόρα απόληξη και στα κόπρανα 

των σκύλων ανιχνευόταν ο CCoV, στη συνέχεια ακολουθούσε εξέταση των οργάνων 

(ήπαρ, σπλήνας, πάγκρεας, νεφροί, καρδιά, πνεύµονες, εγκέφαλος) για την ανίχνευση 

του ιού. Η δειγµατοληψία έλαβε χώρα από το ∆εκέµβρη του 2007 και για δύο χρόνια. 

Για το µοριακό χαρακτηρισµό του CCoV χρησιµοποιήθηκαν όλα τα ζώα στα 

οποία ανιχνεύτηκε ο ιός. Για τη φυλογενετική ανάλυση των ελληνικών στελεχών που 

ανιχνεύθηκαν στα κόπρανα, χρησιµοποιήθηκαν 15 ζώα στα οποία ο CCoV 

χαρακτηρίστηκε ως CCoV-I, 19 ζώα στα οποία ανιχνεύτηκε CCoV που 

χαρακτηρίστηκε µοριακά ως CCoV-IIa και 13 ζώα στα οποία ο ιός χαρακτηρίστηκε 

ως CCoV-IIb. Για τη φυλογενετική ανάλυση των στελεχών που ανιχνεύθηκαν σε 

όργανα των ζώων, µετά το θάνατο αυτών, χρησιµοποιήθηκαν 3 ζώα. 

Παράλληλα, σε 25 από τα παραπάνω ζώα έγινε διερεύνηση της παρουσίας και 

άλλων ιών στα κόπρανα και συγκεκριµένα του ιού της νόσου Carré (canine distemper 

virus, CDV), του αδενοϊού του σκύλου τύπου 1 και 2 (CAV-1 και CAV-2) και του 

παρβοϊού του σκύλου (CPV-2), µε στόχο τη διαγνωστική διερεύνηση των 

συγκεκριµένων περιστατικών. Οι σκύλοι στους οποίους έλαβαν χώρα οι παραπάνω 

εξετάσεις, αποτελούσαν 3 οµάδες. Η µία οµάδα απαρτιζόταν από νεοεισερχόµενα 

κουτάβια κυνοκοµείου των Τρικάλων (21 ζώα) στα οποία διαπιστώθηκαν 

επαναλαµβανόµενες επιζωοτίες οξείας διάρροιας, η 2η από έναν σκύλο στον οποίο 

ανιχνεύθηκε ένα αποκλίνον στέλεχος CCoV και η 3η από τρεις σκύλους στους 

οποίους ανιχνεύθηκε ο CCoV στα όργανα µετά το θάνατό τους. 
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2.2 Στοιχεία των ζώων 

 

Από κάθε ζώο λαµβάνονταν παράλληλα πληροφορίες που αφορούσαν στην 

ηλικία του, στη φυλή, στο φύλο, στις συνθήκες διαβίωσης, καθώς και στην τυχόν 

εφαρµογή εµβολιασµών και αποπαρασιτώσεων. Επιπλέον, λαµβάνονταν πληροφορίες 

σχετικά µε το ιστορικό της νόσου που εµφάνισε, τα συµπτώµατα που 

παρατηρήθηκαν, καθώς και τα ευρήµατα της κλινικής εξέτασης. Τα στοιχεία των 

ζώων καταγράφονταν από τους κτηνίατρους που διαχειρίζονταν τα περιστατικά της 

οξείας διάρροιας. 

 

2.3 ∆είγµατα κοπράνων και οργάνων 

 

Από τα ζώα που εµφάνιζαν οξεία διάρροια, λαµβάνονταν κόπρανα, µε χρήση 

αποστειρωµένου βαµβακοφόρου στειλεού µη εµποτισµένου σε υγρό µεταφοράς, από 

το απευθυσµένο. Οι βαµβακοφόροι στειλεοί ακολούθως καταψύχονταν στους -20 °C 

και αποστέλλονταν στο εργαστήριο άµεσα µε χρήση ισοθερµικών κιβωτίων και 

κατεψυγµένων παγοκύστεων, οι οποίες τοποθετούνταν σε άµεση επαφή µε τα 

δείγµατα. Στο εργαστήριο τα δείγµατα αποθηκεύονταν άµεσα στους -80 °C, µέχρι την 

εξέτασή τους, καθώς και µετά το πέρας αυτής. 

Στα ζώα που εµφάνιζαν οξεία διάρροια, η οποία είχε θανατηφόρα απόληξη, 

εφαρµόστηκε η ίδια διαδικασία, ενώ παράλληλα, εκτός από το βαµβακοφόρο στειλεό, 

καταψυχόταν και το ζώο (-20 °C). Η αποστολή στο εργαστήριο ακολουθούσε την 

προαναφερθείσα διαδικασία. Στο εργαστήριο, σε περίπτωση που ανιχνευόταν ο 

CCoV στα κόπρανα, ακολουθούσε νεκροτοµή του ζώου, λήψη φωτογραφιών, 

καταγραφή των νεκροτοµικών ευρηµάτων και συλλογή, κάτω από άσηπτες συνθήκες, 

των οργάνων του. Τα όργανα τοποθετούνταν σε αποστειρωµένους περιέκτες µε 

κατάλληλη σήµανση και αποθηκεύονταν στους -80 °C, µέχρι την εξέτασή τους, 

καθώς και µετά το πέρας αυτής. 

 

2.4 Εκχύλιση RNA και DNA από κόπρανα και όργανα  

 

Για την εκχύλιση RNA και DNA από τα κόπρανα, γινόταν αραίωση των 

δειγµάτων 1:100 µε χρήση φωσφορικού ρυθµιστικού διαλύµατος (PBS, Sigma-
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Aldrich, USA) και οµογενοποίηση µε χρήση οργάνου ανατάραξης (Vortex, Bio-Rad 

Laboratories Srl, Italy). Ακολουθούσε φυγοκέντρηση των αραιωµένων δειγµάτων στα 

8000g επί 5΄, ώστε να καθιζήσουν τα µη διαλυτά στοιχεία (Pratelli et al., 2000). 

Τέλος, συλλεγόταν το υπερκείµενο υγρό και εφαρµόζονταν οι τυποποιηµένες 

διαδικασίες που αναφέρονται στα QIΑamp Viral RNA Mini Kit και Dneasy Blood & 

Tissue Kit αντίστοιχα (Qiagen GmbH, Germany).  

Για την εκχύλιση RNA από τα όργανα, έγινε λήψη τεµαχιδίου 10mg από τα 

όργανα και εφαρµογή της τυποποιηµένης διαδικασίας που αναφέρεται στο RNease 

Mini Kit (Qiagen GmbH, Germany). 

 

2.5 Εκκινητές 

 

Για την παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκαν εκκινητές από προηγούµενες 

δηµοσιευµένες ερευνητικές µελέτες. Τα ζεύγη των εκκινητών αναφέρονται στις 

αντίστοιχες µεθόδους. Εξαίρεση αποτέλεσε ένα ζεύγος εκκινητών, εκ των οποίων ο 

ανοδικός ήταν ένας κλασικός εκκινητής (1 ολιγονουκλεοτίδιο) ενώ ο καθοδικός 

αποτελούσε εκκινητή µε εκφυλισµό (degenerate primer). Συγκεκριµένα, 

αποτελούνταν από µείγµα δύο ολιγονουκλεοτιδίων, τα οποία διέφεραν µεταξύ τους 

κατά ένα νουκλεοτίδιο. Το συγκεκριµένο ζεύγος (Πίνακας 1) σχεδιάστηκε για την 

παρούσα µελέτη, µε στόχο την ανίχνευση και ενίσχυση τµήµατος που εµπεριείχε το 

5΄-άκρο του γονιδίου S του τύπου Ι κοροναϊού. Για το σχεδιασµό του συγκεκριµένου 

ζεύγους (PolEnd-1060dR) χρησιµοποιήθηκε το λογισµικό Gene Runner Έκδοση 3.01 

(Hastings Software, Inc), ενώ έγινε χρήση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών δύο 

στελεχών αναφοράς του CCoV τύπου Ι, των Elmo/02 και 23/03. Η σύνθεση των 

εκκινητών έλαβε χώρα στη Eurofins MWG, Germany. 

 

Πίνακας 1. Ανοδικός (PolEnd) και καθοδικός (1060dR) εκκινητής που χρησιµοποιήθηκαν για την 

ενίσχυση του 5΄-άκρου του γονιδίου S του CCoV τύπου Ι. 

ONOMA 

EKKINHTH  
ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ 

ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ 

ΤΗΞΗΣ Tm [ºC] 

PolEnd 5΄-CTAAGGAAGGGTAAGTTGCTCA-3́  58,4 

1060dR 5΄-ATCAGCAGATGCTTGRGGACA-3́ 58,8 
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 Η συγκεκριµένη περιοχή επιλέχτηκε για τη φυλογενετική ανάλυση των 

στελεχών του CCoV, µε δεδοµένο ότι εµφανίζει µεγάλη παραλλακτικότητα και είναι 

ιδιαίτερα σηµαντική για τον τροπισµό και την αντιγονικότητα των κοροναϊών. στη 

διεθνή βιβλιογραφία. Η θέση των εκκινητών ήταν γενετικά συντηρηµένη στα δύο 

στελέχη και ο σχεδιασµός έγινε µε στόχο την ενίσχυση τµήµατος τουλάχιστον 990 

νουκλεοτιδίων του 5΄-άκρου του γονιδίου S. Όπως έχει παρατηρηθεί σε άλλους 

κοροναϊούς, το αµινοτελικό τµήµα των 330 αµινοξέων της S1 περιοχής αποτελεί και 

το τµήµα της πρωτεΐνης S που συνδέεται µε τους υποδοχείς των κυττάρων. Φαίνεται 

λοιπόν ότι το τµήµα αυτό προσδιορίζει και το φάσµα των κυττάρων-στόχο των 

κοροναϊών (Suzuki and Taguchi, 1996). 

 

2.6 Στελέχη του CCoV που χρησιµοποιήθηκαν για την αξιολόγηση της 

αποδοτικότητας των RT-PCRs 

 

Για την αξιολόγηση της αποδοτικότητας των RT-PCRs χρησιµοποιήθηκαν 3 

στελέχη CCoV από Ιταλία (ευγενική χορηγία του καθηγητή C. Buonavoglia). Κάθε 

ένα από αυτά ήταν χαρακτηρισµένο ως CCoVI, CCoVIIa και CCoVIIb αντίστοιχα. 

Για την αξιολόγηση της εξειδίκευσης της RT-PCR, στην οποία χρησιµοποιήθηκε το 

ζεύγος των εκκινητών µε εκφυλισµό που σχεδιάστηκε ειδικά για τη συγκεκριµένη 

µελέτη, χρησιµοποιήθηκαν τα τρία παραπάνω στελέχη, καθώς και κόπρανα από 5 

ζώα, τα οποία ήταν αρνητικά για CCoV µε χρήση real time (RT-) PCR (Decaro et al., 

2004a). 

 

2.7 Αντίστροφη µεταγραφή-Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Reverse 

Transcription-Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) για τα στελέχη του CCoV 

 

2.7.1 Ανίχνευση-∆ιάγνωση 

 

Για την ανίχνευση του κοροναϊού του σκύλου στα δείγµατα κοπράνων και 

οργάνων των σκύλων έγινε χρήση ηµιένθετης RT-PCR (Pratelli et al., 1999a; Pratelli 

et al., 2000; Decaro et al., 2004a). Για την ενίσχυση της περιοχής του ιικού 

γονιδιώµατος που αναφέρεται στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκε το ζεύγος εκκινητών 

CCV1 (5́ -TCCAGATATGTAATGTTCGG-3́) και CCV2 (5́ -
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TCTGTTGAGTAATCACCAGCT-3́). Η συγκεκριµένη περιοχή περιλαµβάνει 409 

νουκλεοτίδια της πρωτεΐνης Μ (αµινοξέα 123 έως 246). Σύµφωνα µε το πιο 

πρόσφατο πρότυπο της πρωτεΐνης Μ, η περιοχή αυτή αντιπροσωπεύει το τέλος του 

τρίτου ενδοµεµβρανικού τµήµατος και την αρχή του εσωτερικού τµήµατος του 

καρβοξυτελικού άκρου (Risco et al., 1995). Για την RT-PCR έγινε χρήση του 

εµπορικού kit SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum Taq (Invitrogen S.R.L.) 

και του ακόλουθου πρωτοκόλλου: αντίστροφη µεταγραφή στους 45 °C για 30́  και 

αδρανοποίηση της αντίστροφης µεταγραφάσης στους 94 °C για 2́  και στη συνέχεια 

45 κύκλοι των 94 °C για 30́ ΄, 55 °C για 30́ ΄, 68 °C για 30́ ΄. Η τελική επέκταση έγινε 

στους 72 °C για  10́ . Στη συνέχεια, για την εφαρµογή της ηµιένθετης PCR 

χρησιµοποιήθηκε το προϊόν της RT-PCR (αραιωµένο σε νερό 1:100) και το εµπορικό 

kit Accuprime Supermix II (Invitrogen S.R.L.). Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν 

ήταν ο ανοδικός CCV3 (5́-GGTGTCACTCTAACATTGCTT-3́) και ο καθοδικός 

της RT-PCR, CCV2. Oι συνθήκες που εφαρµόστηκαν ήταν οι εξής: 94 °C για 2́  και 

στη συνέχεια 35 κύκλοι των 94 °C για 1́ , 55 °C για 1́ , 68 °C για 1́ . Η τελική 

επέκταση έγινε στους 72 °C για 10́ . Το προϊόν είχε µήκος 212 ζεύγη βάσεων. Ως 

θετικός και αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκαν τα RNA που εκχυλίστηκαν από 

κόπρανα σκύλου θετικού και αρνητικού στον CCoV αντίστοιχα. 

 

2.7.2 Χαρακτηρισµός του τύπου 

 

Στα δείγµατα που ανιχνεύθηκε ο CCoV, έγιναν 2 RT-PCRs µε στόχο το 

χαρακτηρισµό του τύπου. Συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκαν δύο ζεύγη εκκινητών, 

ένα ειδικό για τον CCoV τύπου Ι και ένα για τον CCoV τύπου ΙΙ. Και τα δύο ζεύγη 

εκκινητών ενισχύουν τµήµατα του 3΄-άκρου του γονιδίου S των συγκεκριµένων 

τύπων. Για την ενίσχυση του τύπου Ι CCoV χρησιµοποιήθηκε το ζεύγος EL1F (5́ -

CAAGTTGACCGTCTTATTACTGGTAG-3́) και EL1R (5́ -

TCATATACGTACCATTATAGCTGAAGA-3΄) που ενισχύει τµήµα µήκους 346 

νουκλεοτιδίων, ενώ για την ενίσχυση του τύπου ΙΙ CCoV χρησιµοποιήθηκε το ζεύγος 

S5 (5́-TGCATTTGTGTCTCAGACTT-3́) και S6 (5́-

CCAAGGCCATTTTACATAAG-3́ ) που ενισχύει τµήµα µήκους 694 νουκλεοτιδίων 

του προαναφερθέντος γονιδίου. Για την RT-PCR έγινε χρήση του εµπορικού κιτ 

SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum Taq (Invitrogen S.R.L.) και του 
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ακόλουθου πρωτοκόλλου: αντίστροφη µεταγραφή στους 45 °C για 30́  και 

αδρανοποίηση της αντίστροφης µεταγραφάσης στους 94 °C για 2́  και στη συνέχεια 

45 κύκλοι των 94 °C για 30́ ΄, 55 °C για 30́ ΄, 68 °C για 30́ ΄. Η τελική επέκταση έγινε 

στους 72 °C για  10́  (Pratelli et al., 2004a). Ως θετικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν 

τα RNA που εκχυλίστηκαν από τα κόπρανα δύο σκύλων, ενός θετικού στον CCoV 

τύπου Ι και ενός θετικού στον CCoV τύπου ΙΙ, ενώ ως αρνητικος µάρτυρας 

χρησιµοποιήθηκε το RNA που εκχυλίστηκε από τα κόπρανα ενός σκύλου αρνητικού 

στον CCoV. 

 

2.7.3 ∆ιαφοροποίηση των υποτύπων IIa και IIb 

 

Στα δείγµατα, τα οποία χαρακτηρίστηκαν µοριακά ως CCoV τύπου ΙΙ, έγινε 

χρήση δύο RT-PCRs για τη διαφοροποίηση του υποτύπου ΙΙa (κλασικός τύπου ΙΙ 

CCoV) και του υποτύπου IIb (TGEV-like τύπου ΙΙ CCoV). Συγκεκριµένα, 

χρησιµοποιήθηκε ένας ανοδικός εκκινητής, ο 20179 (5́-

GGCTCTATCACATAACTCAGTCCTAG-3́), ο οποίος συνδέεται στο συντηρηµένο 

3΄-άκρο του ORF1b και δύο καθοδικοί εκκινητές ειδικοί για κάθε υπότυπο, οι οποίοι 

συνδέονταν πλησίον του 5́ -άκρου του γονιδίου S όπου εµφανίζεται και η έντονη 

παραλλακτικότητα µεταξύ των υποτύπων λόγω του ανασυνδυασµού. Συγκεκριµένα, 

για τον CCoVIIa χρησιµοποιήθηκε ο καθοδικός εκκινητής INS-R-dg (5′-

GCTGTAACATAKTCRTCATTCCAC-3′) και για τον CCoVIIb ο 174-268 (5′-

CAACATGTAACCTTTGTCTGTGATCTGC-3′). Έτσι, κάθε θετικό δείγµα στον 

CCoV τύπου II, εξεταζόταν µε τα δύο ζεύγη εκκινητών 20179/INS-R-dg (µε µήκος 

προϊόντος 758 ζεύγη βάσεων) και 20179/174-268 (µε µήκος προϊόντος 499 ζεύγη 

βάσεων) σε δύο χωριστές RT-PCRs, για τον καθορισµό του υποτύπου. Για τις 

µεθόδους χρησιµοποιήθηκε το εµπορικό kit SuperScript One-Step RT-PCR for Long 

Templates (Invitrogen S.R.L.) και το πρωτόκολλο που εφαρµόστηκε στον 

κυκλοποιητή (i-Cycler, Bio-Rad Laboratories Srl, Italy) ήταν το εξής: αντίστροφη 

µεταγραφή στους 50 °C για 30́  και αδρανοποίηση της αντίστροφης µεταγραφάσης 

στους 94 °C για 2΄ και στη συνέχεια 40 κύκλοι των 94 °C για 30́ ΄, 55 °C για 1΄, 68 

°C για 30́ ΄. Η τελική επέκταση έγινε στους 68 °C για 10́  (Decaro et al., 2010b). Τα 

προϊόντα της RT-PCR µε εκκινητές 20179/174-268 υποβλήθηκαν σε αλληλούχηση 

των νουκλεοτιδίων, µε σκοπό τη φυλογενετική ανάλυση των στελεχών του CCoVIIb. 
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Ως θετικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν τα RNA που εκχυλίστηκαν από τα κόπρανα 

δύο σκύλων, ενός θετικού στον CCoVΙΙa και ενός θετικού στον CCoVΙΙb, ενώ ως 

αρνητικος µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε το RNA που εκχυλίστηκε από τα κόπρανα 

ενός σκύλου αρνητικού στον CCoV. 

 

2.7.4 ∆ιαφοροποίηση του CCoVIIb και του TGEV 

 

Η συγκεκριµένη RT-PCR χρησιµοποιήθηκε µε σκοπό να διαπιστωθεί ότι τα 

στελέχη που χαρακτηρίστηκαν ως CCoVIIb ήταν όντως στελέχη CCoV και όχι 

στελέχη του ιού της µεταδοτικής γαστρεντερίτιδας του χοίρου. Συγκεκριµένα έγινε 

χρήση του ζεύγους εκκινητών N3SN (5́-GTGTTTGATGACACACAGGTTGAG-3́) 

και R3AS (5́-GCTTACCATTCTGTACAAGAGTAG-3́ ), οι οποίοι ενισχύουν το 

3΄άκρο του γονιδιώµατος των κοροναϊών της γάτας (ORF7a/7b), του σκύλου 

(ORF7a/7b) και του χοίρου (ORF7a) (Wesley, 1999). Το εν λόγω ζεύγος οδηγεί στην 

ενίσχυση τµήµατος µήκους 1082 νουκλεοτιδίων στους CCoVs, 1061 στους FCoVs 

και µόλις 367 στους TGEVs, στους οποίους το ORF7a είναι µικρότερο κατά 69 

νουκλεοτίδια, ενώ το ORF7b απουσιάζει (Horshburgh et al., 1992). Για τη µέθοδο 

χρησιµοποιήθηκε το εµπορικό kit SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum Taq 

(Invitrogen S.R.L.) και το πρωτόκολλο που εφαρµόστηκε ήταν το εξής: αντίστροφη 

µεταγραφή στους 50 °C για 30́  και αδρανοποίηση της αντίστροφης µεταγραφάσης 

στους 94 °C για 2́  και στη συνέχεια 40 κύκλοι των 94 °C για 30́ ΄, 60 °C για 30́ ΄, 68 

°C για 1΄. Η τελική επέκταση έγινε στους 68 °C για 10́  (Wesley, 1999). Ως θετικοί 

µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν τα RNA που εκχυλίστηκαν από τα κόπρανα ενός 

θετικού στον CCoVΙΙb σκύλου και ενός θετικού στον TGEV χοίρου, ενώ ως 

αρνητικος µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε το RNA που εκχυλίστηκε από τα κόπρανα 

ενός σκύλου αρνητικού στον CCoV. 

 

2.7.5 Ενίσχυση τµήµατος του γονιδίου S του ιού 

 

Για την ενίσχυση του 5΄-άκρου του γονιδίου S, µε στόχο τη φυλογενετική 

ανάλυση των στελεχών, χρησιµοποιήθηκαν δύο ζεύγη εκκινητών, ένα για τον CCoV 

τύπου Ι και ένα για τον CCoV υπότυπο IIa. Και τα δύο ζεύγη ενισχύουν το 5́ -άκρο 

του γονιδίου S. Για τον τύπου Ι CCoV χρησιµοποιήθηκε το ζεύγος PolEnd/1060dR, 
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το οποίο ενίσχυε τµήµα 1158 νουκλεοτιδίων που περιλάµβαναν το 3΄-άκρο του 

γονιδίου της πολυµεράσης (ORF1b) και το 5΄-άκρο του γονιδίου S. Με το ζεύγος 

αυτό ενισχύθηκε τµήµα του γονιδιώµατος 15 στελεχών που χαρακτηρίστηκαν ως 

CCoV τύπος Ι στην παρούσα µελέτη. Για τον CCoV τύπου ΙΙ χρησιµοποιήθηκε το 

ζεύγος εκκινητών El-Ins1 (5́-GGATTACTAARGADKGGTAAGTTGC-3́ ) και S2 

(5΄-CAACTTCACTTGAAGCAACA-3΄), το οποίο ενισχύει τµήµα 1632 

νουκλεοτιδίων που περιλάµβαναν το 3΄-άκρο του γονιδίου της πολυµεράσης (ORF1b) 

και το 5΄-άκρο του γονιδίου S (Decaro et al., 2007b). Για τις συγκεκριµένες RT-PCRs 

χρησιµοποιήθηκε το εµπορικό kit SuperScript One-Step RT-PCR for Long Templates 

(Invitrogen S.R.L.) και το πρωτόκολλο που εφαρµόστηκε ήταν το εξής: αντίστροφη 

µεταγραφή στους 50 °C για 30́ , αδρανοποίηση της αντίστροφης µεταγραφάσης 

στους 94 °C για 2́  και στη συνέχεια 40 κύκλοι των 94 °C για 1́ , 52 °C για 2́ , 68 °C 

για 2΄. Η τελική επέκταση έγινε στους 72 °C για 10́  Τα προϊόντα των εν λόγω RT-

PCRs υποβλήθηκαν σε αλληλούχηση των νουκλεοτιδίων, µε σκοπό τη φυλογενετική 

ανάλυση των στελεχών. Ως θετικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν τα RNA που 

εκχυλίστηκαν από τα κόπρανα δύο σκύλων, ενός θετικού στον CCoV τύπου Ι και 

ενός θετικού στον CCoV υπότυπο ΙΙa, ενώ ως αρνητικος µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε 

το RNA που εκχυλίστηκε από τα κόπρανα ενός σκύλου αρνητικού στον CCoV. 

 

 

2.7.6 Ενίσχυση των ORF 2, 3, 4, 5, 6 και 7 των στελεχών του CCoV που 

διαπερνούν τον εντερικό φραγµό 

 

Ειδικά στα τρία στελέχη CCoV, που ανιχνεύθηκαν στα όργανα των σκύλων, 

εφαρµόστηκαν RT-PCRs, µε σκοπό την ενίσχυση του 3́ -άκρου του γονιδιώµατος των 

στελεχών (ενίσχυση όλων των γονιδίων πλην αυτού της πολυµεράσης). Για την εν 

λόγω ενίσχυση χρησιµοποιήθηκε ιικό RNA από το σπλήνα  για το στέλεχος ΝΑ/09 

(σκύλος 13/09) και από τον πνεύµονα για τα στελέχη 66/09 και 68/09 (Πίνακας 1, 

Παράρτηµα). Αποφασίστηκε η ενίσχυση της εν λόγω περιοχής, καθώς τα 

συγκεκριµένα γονίδια σχετίζονται µε την παθογένεια των κοροναϊών και 

συγκεντρώνουν το ενδιαφέρον στη µοριακή διερεύνηση των στελεχών που 

διαπερνούν τον εντερικό φραγµό. Με χρήση 6 ζευγών εκκινητών, ενισχύθηκαν 6 

µερικώς αλληλοκαλυπτόµενα τµήµατα του γονιδιώµατος, τα οποία εµπεριείχαν 
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τελικά τα ORFs 2 (γονίδιο S), 3a, 3b, 3c, 4 (γονίδιο E), 5 (γονίδιο M), 6 (γονίδιο N) 

7a και 7b. Τα ζεύγη εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα εξής: El-Ins1 (5́-

GGATTACTAARGADKGGTAAGTTGC-3́ ) και S2 (5́-

CAACTTCACTTGAAGCAACA-3΄) (προϊόν µήκους 1632 ζεύγη βάσεων), SIIF (5́ -

GCATTAGTAGTTGAAAACACAGC-3΄) και SIIR (5́ -

TCAAGTCTGGCACCCATTG-3́) (προϊόν µήκους 1280 ζεύγη βάσεων), S3 (5́-

GAGACTTTCAACCAATTAGC-3́ ) και UCD6R (5́-

TTAATGAATGTGAACTTTTTCAATAGG-3΄) (προϊόν µήκους 1875 ζεύγη 

βάσεων), SM1F (5́-CAGTTTGAAAGTTATGAACCTATTGA-3΄) και M6 (5́ -

TCCCTGAGAGGACATTTAGA-3́ ) (προϊόν µήκους 2400 ζεύγη βάσεων), MNIF 

(5΄-CAACAGATGCAAGAACTGAYAA-3 ΄) και MNIR (5΄-

TTAGTTCGTTACCTCATCAATAATCTC-3́ ) (προϊόν µήκους 1217 ζεύγη βάσεων), 

7abF (5́-TGATCCTAAGACTGGACAATTCC-3́) και 7abR (5́-

AAATCTAGCATTGCCAAATCAAA-3 ΄) (προϊόν µήκους 1313 ζεύγη βάσεων) 

(Decaro et al., 2007b). Για τις συγκεκριµένες RT-PCRs χρησιµοποιήθηκε το 

εµπορικό kit SuperScript One-Step RT-PCR for Long Templates (Invitrogen S.R.L.) 

και το πρωτόκολλο που εφαρµόστηκε στον κυκλοποιητή ήταν το εξής: αντίστροφη 

µεταγραφή στους 50 °C για 30́ , αδρανοποίηση της αντίστροφης µεταγραφάσης 

στους 94 °C για 2́  και στη συνέχεια 40 κύκλοι των 94 °C για 1́ , 50 °C για 1́ , 68 °C 

για 2,5́ . Η τελική επέκταση έγινε στους 72 °C για 10́  Τα προϊόντα των εν λόγω RT-

PCRs υποβλήθηκαν σε αλληλούχηση των νουκλεοτιδίων, µε σκοπό τη φυλογενετική 

ανάλυση των στελεχών. Ως θετικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε RNA που 

εκχυλίστηκε από τον πνεύµονα σκύλου θετικού στο στέλεχος CB/05, ενώ ως 

αρνητικός RNA που εκχυλίστηκε από τον πνεύµονα σκύλου αρνητικού στον CCoV. 

 

2.7.7 Επιβεβαίωση του ανασυνδυασµού του στελέχους THr/85/08 

 

Για την ενίσχυση τµηµάτων του στελέχους THr/85/08 µε σκοπό να 

διαπιστωθεί η ύπαρξη ανασυνδυασµού, (σκύλος 85/08, Πίνακας 1, Παράρτηµα), 

εφαρµόστηκε αρχικά µία RT-PCR και στη συνέχεια δύο ηµιένθετες PCRs 

(seminested PCRs). Κατά την RT-PCR, ενισχύθηκε περιοχή µήκους 3148 

νουκλεοτιδίων που εµπεριείχε το 3΄-άκρο του ORF2 (γονίδιο S), το ORF3, το ORF4 

καθώς και το 5΄ άκρο του ORF5 (γονίδιο Μ). Το µέγεθος του προϊόντος δίνεται σε 
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σχέση µε το στέλεχος αναφοράς Insavc-1, καθώς στο ORF3 είναι συχνή η εµφάνιση 

µεταλλάξεων προσθήκης και απάλειψης. Για την ενίσχυση έγινε χρήση των 

εκκινητών S5 (ανοδικός) και CCV2 (καθοδικός) που προαναφέρθηκαν. Η 

συγκεκριµένη RT-PCR ενισχύει µόνο το γονιδίωµα του CCoV τύπου ΙΙ. Για τη 

µέθοδο χρησιµοποιήθηκε το εµπορικό kit SuperScript One-Step RT-PCR For Long 

Templates (Invitrogen S.R.L.) και το πρωτόκολλο που εφαρµόστηκε ήταν το εξής: 

αντίστροφη µεταγραφή στους 50 °C για 30́  και αδρανοποίηση της αντίστροφης 

µεταγραφάσης στους 94 °C για 5́  και στη συνέχεια 40 κύκλοι των 94 °C για 1́ , 55 

°C για 1΄, 68 °C για 4΄. Η τελική επέκταση έγινε στους 72 °C για 10́ . Ως θετικός 

µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε το RNA που εκχυλίστηκε από τα κόπρανα ενός θετικού 

στον CCoV τύπου ΙΙ σκύλο, ενώ ως αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε το RNA 

που εκχυλίστηκε από τα κόπρανα ενός σκύλου αρνητικού στον CCoV. 

Για τις ηµι-ένθετες στη συνέχεια PCRs, χρησιµοποιήθηκαν δύο νέοι εκκινητές, 

καθώς και οι εκκινητές της RT-PCR. Τα ζέυγη που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα S5/S6 

και CCV1/CCV2. Το προϊόν της πρώτης RT-PCR χρησιµοποιήθηκε σε αραίωση 

1:100. Για τις PCRs, έγινε χρήση του εµπορικού kit Accuprime Supermix II 

(Invitrogen S.R.L.) και οι εξής συνθήκες: 94 °C για 2́  και στη συνέχεια 35 κύκλοι 

των 94 °C για 30́ ΄, 55 °C για 30́ ΄, 68 °C για 30́ ΄. Η τελική επέκταση έγινε στους 72 

°C για  10́ . Τα προϊόντα των εν λόγω PCRs υποβλήθηκαν σε αλληλούχηση των 

νουκλεοτιδίων, µε σκοπό τη φυλογενετική ανάλυση του στελέχους. Ως θετικός 

µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε το RNA που εκχυλίστηκαν από τα κόπρανα ενός θετικού 

στον CCoV τύπου ΙΙ σκύλο, ενώ ως αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε το RNA 

που εκχυλίστηκε από τα κόπρανα ενός σκύλου αρνητικού στον CCoV. 

 

2.8 Aντίστροφη µεταγραφή-Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης πραγµατικού 

χρόνου (Reverse Transcription-real time Polymerase Chain Reaction) για την 

ανίχνευση του CCoV και το χαρακτηρισµό του τύπου 

 

Για την ανίχνευση του κοροναϊού και το χαρακτηρισµό του, εφαρµόστηκαν 

τρεις διαφορετικές, real time (RT-) PCRs, δηλαδή µία για την ανίχνευση του CCoV 

και δύο ειδικές του γονότυπου. Η αντίστροφη µεταγραφή που αφορούσε και στις τρεις 

real time (RT-) PCRs έλαβε χώρα κάτω από τις ίδιες συνθήκες, µε χρήση του 

εµπορικού kit GeneAmp® RNA PCR (Applied Biosystems, Italy). Συγκεκριµένα, 1 µl 
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RNA µεταγραφόταν αντίστροφα σε τελικό όγκο αντίδρασης 20 µl που περιείχε PCR 

buffer 1x (KCl 50 mM, Tris-HCl 10 mM, pH 8,3), 5 mM MgCl2, 1 mM από κάθε 

δεοξυνουκλεοτίδιο (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1 U Rnase Inhibitor, 2,5 U MuLV 

reverse transcriptase και 2,5 U random hexamers. Η σύνθεση του συµπληρωµατικού 

DNA (cDNA) γινόταν στους 42 οC για 30́  και η αποδιάταξη στους 99 οC για 5΄ 

(Decaro et al., 2004a). 

Για την ανίχνευση του ιικού RNA, χρησιµοποιήθηκε real time PCR που 

στόχευε στην ενίσχυση τµήµατος 99 νουκλεοτιδίων του ORF5 (γονίδιο Μ) (Decaro et 

al., 2004a). Ο  τελικός όγκος αντίδρασης (50 ml) αποτελούνταν από 25 µl IQTM 

Supermix (Bio-Rad Laboratories Srl, Italy), 300 nM από κάθε εκκινητή (CCoV-For 

και CCoV-Rev), 200 nM του ανιχνευτή Taqman CCoV-Pb και 20 µl του cDNA (η 

σύνθεση των εκκινητών και του ανιχνευτή έγινε από τη MWG Biotech AG, 

Ebersberg, Germany). Το πρωτόκολλο που χρησιµοποιήθηκε ήταν το εξής: 95 οC για 

10́  και 45 κύκλοι αποδιάταξης (95 οC για 15́ ΄) και υβριδοποίησης των εκκινητών-

επέκτασης (60 οC για 1΄). Η αντίδραση έλαβε χώρα σε i-Cycler iQTM Real-Time 

Detection System (Bio-Rad Laboratories Srl) και τα αποτελέσµατα αναλύθηκαν µε το 

αντίστοιχο λογισµικό (έκδοση 3.0). Οι εκκινητές και ο ανιχνευτής φαίνονται στον 

Πίνακα 2. Ως θετικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε το RNA που εκχυλίστηκε από τα 

κόπρανα ενός θετικού στον CCoV σκύλου, ενώ ως αρνητικός µάρτυρας 

χρησιµοποιήθηκε το RNA που εκχυλίστηκε από τα κόπρανα ενός σκύλου αρνητικού 

στον CCoV. 

 

Πίνακας 2. Αλληλουχίες των εκκινητών (ανοδικός, CCoV-For και καθοδικός, CCoV-Rev) και του 

ανιχνευτή (CCoV-Pb) που χρησιµοποιήθηκαν στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης πραγµατικού 

χρόνου για την ανίχνευση του CCoV. Οι θέσεις των εκκινητών και του ανιχνευτή δίνονται βάσει του 

στελέχους Insavc-1 (D13096). 

Εκκινητές/

Ανιχνευτής 
Αλληλουχία (5́ -3΄) Θέση 

CCoV-For TTGATCGTTTTTATAACGGTTCTACAA 6585–6611 

CCoV-Rev AATGGGCCATAATAGCCACATAAT 6660–6683 

CCoV-Pb 

FAM-

ACCTCAATTTAGCTGGTTCGTGTATGGCATT-

TAMRA 

6620–6650 
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Για τον προσδιορισµό του τύπου του CCoV και την ποσοτικοποίηση του ιικού 

RNA, έλαβαν χώρα δύο real-time PCRs που ενίσχυαν 111 και 105 νουκλεοτίδια του 

γονιδίου Μ του CCoV τύπου Ι και ΙΙ αντίστοιχα (Decaro et al., 2005b). Ο  τελικός 

όγκος αντίδρασης (50 ml) αποτελούνταν από 25 µl IQTM Supermix (Bio-Rad 

Laboratories Srl, Italy), 600 nM από κάθε εκκινητή (CCoVI-F/CCoVI-R ή CCoVII-

F/CCoVII-R), 200 nM του ανιχνευτή Taqman CCoV-Pb (CcoVI-Pb ή CCoVII-Pb 

αντίστοιχα) και 20 µl του cDNA. Η σύνθεση των εκκινητών και του ανιχνευτή έγινε 

από τη MWG Biotech AG (Ebersberg, Germany). Το πρωτόκολλο που 

χρησιµοποιήθηκε ήταν το εξής: 95 οC για 10́  και 45 κύκλοι αποδιάταξης (95 οC για 

15́ ΄), υβριδοποίησης των εκκινητών (53 οC ή 48 οC για 30́ ΄, για τους CCoV τύπο I 

και CCoV τύπο II αντίστοιχα) και επέκτασης (60 οC για 1΄). Η αντίδραση έλαβε χώρα 

σε i-Cycler iQTM Real-Time Detection System (Bio-Rad Laboratories Srl) και τα 

αποτελέσµατα αναλύθηκαν µε το αντίστοιχο λογισµικό (έκδοση 3.0). Οι εκκινητές 

και ο ανιχνευτής φαίνονται στους Πίνακες 3 και 4. Ως θετικοί µάρτυρες 

χρησιµοποιήθηκαν τα RNA που εκχυλίστηκαν από τα κόπρανα δύο σκύλων, ενός 

θετικού στον CCoV τύπου Ι και ενός θετικού στον CCoV τύπου ΙΙ, ενώ ως αρνητικος 

µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε το RNA που εκχυλίστηκε από τα κόπρανα ενός σκύλου 

αρνητικού στον CCoV. 

 

Πίνακας 3. Αλληλουχίες των εκκινητών (ανοδικός, CCoVΙ-F και καθοδικός, CCoVΙ-R) και του 

ανιχνευτή (CCoVΙ-Pb) που χρησιµοποιήθηκαν στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης πραγµατικού 

χρόνου για το χαρακτηρισµό του CCoV τύπου Ι. Οι θέσεις των εκκινητών και του ανιχνευτή δίνονται 

βάσει του στελέχους 259/01 (AF502583). 

Εκκινητές/

Ανιχνευτής 
Αλληλουχία (5́ -3΄) Θέση 

CCoVΙ-F CGTTAGTGCACTTGGAAGAAGCT 478–499 

CCoVΙ-R ACCAGCCATTTTAAATCCTTCA 567–588 

CCoVΙ-Pb FAM-CCTCTTGAAGGTACACCAA-TAMRA 508–526 
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Πίνακας 4. Αλληλουχίες των εκκινητών (ανοδικός, CCoVΙI-F και καθοδικός, CCoVΙI-R) και του 

ανιχνευτή (CCoVΙI-Pb) που χρησιµοποιήθηκαν στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης πραγµατικού 

χρόνου για τo χαρακτηρισµό του CCoV τύπου ΙI. Οι θέσεις των εκκινητών και του ανιχνευτή δίνονται 

βάσει του στελέχους Insavc-1 (D13096). 

Εκκινητές/Α

νιχνευτής 
Αλληλουχία (5́ -3΄) Θέση 

CCoVΙI-F TAGTGCATTAGGAAGAAGCT 6878–6897 

CCoVΙI-R AGCAATTTTGAACCCTTC 
6966–6982 

 

CCoVΙI-Pb FAM-CCTCTTGAAGGTGTGCC-TAMRA 6906–6922 

 

2.9 Τεχνικές για την ανίχνευση άλλων ιών 

 

Η ανίχνευση του ιού της νόσου του Carré (CDV) έγινε µε RT-PCR 

χρησιµοποιώντας τους εκκινητές p1 (5́ -ACAGGATTGCTGAGGACCTAT-3́) και 

p2 (5́ -CAAGATAACCAT GTACGGTGC-3́). Η συγκεκριµένη PCR ενισχύει 287 

νουκλεοτίδια του γονιδίου NP του CDV. Για την εφαρµογή της RT-PCR 

χρησιµοποιήθηκε το εµπορικό kit SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum Taq 

(Invitrogen S.R.L.) και το πρωτόκολλο ήταν το εξής: αντίστροφη µεταγραφή στους 

50 °C για 30́ , αδρανοποίηση της αντίστροφης µεταγραφάσης στους 94 °C για 2́  και 

στη συνέχεια 40 κύκλοι των 94 °C για 30́ ΄, 59,5 °C για 30́ ΄, 72 °C για 1΄. Η τελική 

επέκταση έγινε στους 72 °C για 10́  (Frisk et al., 1999). Ως θετικός µάρτυρας 

χρησιµοποιήθηκε το RNA που εκχυλίστηκε από τα κόπρανα ενός σκύλου θετικού 

στον CDV, ενώ ως αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε το RNA που εκχυλίστηκε 

από τα κόπρανα ενός σκύλου αρνητικού στον CDV. 

Για την ανίχνευση των δύο τύπων αδενοϊου του σκύλου (CAV-1 και CAV-2), 

χρησιµοποιήθηκε PCR µε ζεύγος εκκινητών τους HA1 (5́ -

CGCGCTGAACATTACTACCTTGTC-3́) και HA2 (5́ -

CCTAGAGCACTTCGTGTCCGCTT-3́). Η συγκεκριµένη PCR ενισχύει 508 και 

1.030 νουκλεοτίδια της περιοχής Ε3 των CAV-1 και CAV-2 αντίστοιχα. 

Χρησιµοποιήθηκε το εµπορικό kit Accuprime Supermix II (Invitrogen S.R.L.) και οι 
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εξής συνθήκες: 94 °C για 2́  και στη συνέχεια 35 κύκλοι των 94 °C για 1́ , 58 °C για 

1΄, 72 °C για 1΄. Η τελική επέκταση έγινε στους 72 °C για 10́  (Hu et al., 2001). Ως 

θετικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν τα DNA που εκχυλίστηκαν από τα κόπρανα δύο 

σκύλων, ενός θετικού στον CAV-1 και ενός θετικού στον CAV-2, ενώ ως αρνητικός 

µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε το DNA που εκχυλίστηκε από τα κόπρανα ενός σκύλου 

αρνητικού στον CAV-1 και στον CAV-2. 

Για την ανίχνευση του CPV-2 µε PCR, χρησιµοποιήθηκε το δηµοσιευµένο 

ζεύγος εκκινητών Ηfor (5΄-CAGGTGATGAATTGCCTACA-3́) και Hrev (5́ -

CATTTGGATAAACTGGTGGT-3́ ), το οποίο στοχεύει στην ενίσχυση τµήµατος 630 

νουκλεοτιδίων του γονιδίου, που αποτελεί τον κώδικα για την πρωτεΐνη του καψιδίου. 

Χρησιµοποιήθηκε το εµπορικό kit Accuprime Supermix II (Invitrogen S.R.L.) και οι 

εξής συνθήκες: 94 °C για 2́  και στη συνέχεια 35 κύκλοι των 94 °C για 1́ , 55 °C για 

1΄, 68 °C για 1΄. Η τελική επέκταση έγινε στους 72 °C για 10́   (Decaro et al., 2005a). 

Ως θετικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε το DNA που εκχυλίστηκε από τα κόπρανα 

ενός σκύλου θετικού στον CPV-2, ενώ ως αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε το 

DNA που εκχυλίστηκε από τα κόπρανα ενός σκύλου αρνητικού στον CPV-2. 

Για το χαρακτηρισµό του CPV-2, έγινε χρήση real time PCRs, µε ειδικούς της 

κάθε ποικιλίας (CPV-2a, CPV-2b, CPV-2c) ανιχνευτές νέας τεχνολογίας, που έφεραν 

τη χρωστική φθορισµού FAM ή VIC και ήταν συζευγµένοι µε Minor Groove Binder 

ligands (MGB ανιχνευτές). Οι ανιχνευτές αυτοί είναι µικρότεροι σε µήκος, 

µεγαλύτερης ειδικότητας, σχηµατίζουν ιδιαίτερα σταθερές συνδέσεις µε το 

συµπληρωµατικό DNA και χρησιµοποιούνται για την ανίχνευση µονονουκλεοτιδικών 

πολυµορφισµών (Single Nucleotide Polymorphism, SNP). Οι ανιχνευτές είναι 

κατάλληλοι για το χαρακτηρισµό των ποικιλιών του CPV-2, καθώς κύρια διαφορά 

των ποικιλιών αποτελεί η µονοσηµειακή αντικατάσταση ενός νουκλεοτιδίου, που 

οδηγεί σε αντικατάσταση ενός αµινοξέως στη θέση 462 της πρωτεΐνης του καψιδίου. 

Η θέση αυτή αποτελεί στρατηγικό σηµείο για την αντιγονικότητα των στελεχών του 

CPV-2. Χρησιµοποιήθηκαν δύο real time PCRs, µία ικανή να διαφοροποιεί τις 

ποικιλίες CPV-2a και CPV-2b και µία για να διαφοροποιεί τις ποικιλίες CPV-2b και 

CPV-2c. Οι εκκινητές και οι ανιχνευτές φαίνονται στον Πίνακα 5. Το πρωτόκολλο 

που χρησιµοποιήθηκε ήταν το εξής: 95 ºC για 10́  και 45 κύκλοι, που απαρτίζονταν 

από 95 ºC για 30́ ΄ και 60 ºC για 1́ . Οι παραπάνω µέθοδοι χρησιµοποιήθηκαν για να 

είναι δυνατή, στη συνέχεια, η διαφοροποίηση των στελεχών του CPV-2 που 
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ανιχνεύθηκαν στα δείγµατα κοπράνων από εµβολιακά στελέχη (Decaro et al., 2006b). 

Ως θετικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν τα DNA που εκχυλίστηκαν από τα κόπρανα 

τριών σκύλων, ενός θετικού στον CPV-2a, ενός θετικού στον CPV-2b και ενός 

θετικού στον CPV-2c, ενώ ως αρνητικος µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε το DNA που 

εκχυλίστηκε από τα κόπρανα ενός σκύλου αρνητικού στον CPV-2. 

 

Πίνακας 5. Αλληλουχίες των εκκινητών και των ανιχνευτών που χρησιµοποιήθηκαν στις µεθόδους 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου για τη διάκριση των αντιγονικών ποικιλιών 

του CPV-2. 

Μέθοδος 

∆ιάκρισης 

Εκκινητές/ 

Ανιχνευτές 
Αλληλουχίες 5́ -3΄ 

2a/2b CPVa/b-For AGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGA 

 CPVa/b-Rev CCAATTGGATCTGTTGGTAGCAATACA 

 CPVa-Pb VIC—CTTCCTGTAACAAATGATA—MGB  

 CPVb1-Pb FAM—CTTCCTGTAACAGATGATA—MGB 

2b/2c CPVb/c-For GAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCA 

 CPVb/c-Rev 
ATGCAGTTAAAGGACCATAAGTATTAAATATATTAGT

ATAGTTAATTC  

 CPVb2-Pb FAM—CCTGTAACAGATGATAAT—MGB  

 CPVc-Pb VIC—CCTGTAACAGAAGATAAT—MGB  

 

 

Για τη διαφοροποίηση των στελεχών του CPV-2 που ανιχνεύτηκαν, από 

εκείνα που χρησιµοποιούνται για την παρασκευή εµβολίων, έγινε χρήση real time 

PCR αντίστοιχης τεχνολογίας µε εκείνη που χρησιµοποιήθηκε για το χαρακτηρισµό 

των στελεχών. Στη συγκεκριµένη µέθοδο έγινε χρήση δύο ανιχνευτών, του CPV2-Pb 

(ειδικού των εµβολιακών στελεχών) και του CPVv-Pb (ειδικού των στελεχών που 

κυκλοφορούν). Το πρωτόκολλο που χρησιµοποιήθηκε ήταν το εξής: 95 ºC για 10́  και 
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45 κύκλοι, που απαρτίζονταν από 95 ºC για 30́ ΄ και  60 ºC για 1́  (Decaro et al., 

2006a). Οι αλληλουχίες των εκκινητών και των ανιχνευτών δίνονται στον Πίνακα 6. 

Ως θετικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν τα DNA που εκχυλίστηκαν από τα κόπρανα 

δύο σκύλων, ενός θετικού στον CPV-2a και ενός θετικού σε εµβολιακό στέλεχος, ενώ 

ως αρνητικος µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε το DNA που εκχυλίστηκε από τα κόπρανα 

ενός σκύλου αρνητικού στον CPV-2. 

 

Πίνακας 6. Αλληλουχίες των εκκινητών και των ανιχνευτών που χρησιµοποιήθηκαν στην αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου για τη διάκριση των αντιγονικών ποικιλιών του CPV-2 

από τα εµβολιακά στελέχη. 

Εκκινητές/ 

Ανιχνευτές 
Αλληλουχία 5́ -3΄ Ειδικότητα 

CPV2/v-For GCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAG Όλα τα στελέχη 

CPV2/v-Rev TCAACCAATGACCAAGGTGTTACAA Όλα τα στελέχη 

CPV2-Pb FAM-TGTGCATGAATATCAT-MGB 
Τύπος 2 

(εµβόλια) 

CPVv-Pb VIC-TTTGTGCATGAGTATCAT-MGB 
Αντιγονικές 
Ποικιλίες 

  

Όλες οι προαναφερόµενες µοριακές τεχνικές αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυµεράσης της παρούσας µελέτης διενεργήθηκαν τρεις φορές προς επιβεβαίωση 

των αποτελεσµάτων. 

 

2.10 Hλεκτροφόρηση των πηκτών αγαρόζης 

 

Για την παρασκευή πηκτών αγαρόζης χρησιµοποιήθηκε αγαρόζη υψηλής 

καθαρότητας (Applichem GmbH, Germany) διαλυµένη σε διάλυµα 1xΤΑΕ [40 mM 

Tris, 20 mM Acetic acid και 1 mM EDTA, pH 8,3 (FLUKA, Switzerland)] σε 

συγκέντρωση 1,5%. Για την απεικόνιση των προϊόντων της PCR στις πηκτές 

αγαρόζης, ενσωµατώθηκε διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου (Sigma-Aldrich Chemie 
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GmbH, Germany) σε τελική συγκέντρωση 0,5 mg/ml. Για την ηλεκτροφόρηση, οι 

πηκτές αγαρόζης τοποθετούνταν µέσα σε διάλυµα 1xΤΑΕ. 

Μετά το πέρας των (RT)-PCRs, ακολουθούσε ανάλυση των προϊόντων σε 

συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης. Για την εν λόγω ανάλυση γινόταν χρήση 

πηκτής αγαρόζης 1,5% και  ρυθµιστικoύ διαλύµατος 1xTAE. Πέντε µl από κάθε 

προϊόν των (RT)-PCRs, αφού αναµειγνύονταν µε 1 µl διαλύµατος φόρτωσης (6Χ 

Loading Dye Solution, Fermentas, Spain), τοποθετούνταν στα βοθρία της πηκτής 

αγαρόζης. Σε κάθε πηκτή τοποθετούνταν επίσης ο κατάλληλος DNA δείκτης γνωστών 

µοριακών βαρών (GeneRuler 100bp DNA Ladder, ready-to-use ή/και Mass Ruler 

DNA Ladder, ή GeneRuler 1kb, 250-10,000 DNA Ladder, Fermentas, Spain), ο 

θετικός και ο αρνητικός µάρτυρας. Ακολούθως, λάµβανε χώρα εφαρµογή τάσης 90V 

για 1 ώρα. Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, η πηκτή αγαρόζης ελεγχόταν σε 

συσκευή υπεριώδους ακτονοβολίας (UV transilluminatior). Το µέγεθος των 

προϊόντων προσδιορίζονταν βάσει του δείκτη γνωστών µοριακών βαρών.  

 

2.11 Αλληλούχηση των νουκλεοτιδίων 

 

2.11.1 Αποµόνωση των προϊόντων των RT-PCRs 

 

Για τον καθαρισµό των προϊόντων των RT-PCRs, χρησιµοποιήθηκε το 

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen GmbH, Germany), σύµφωνα µε τις οδηγίες 

του παρασκευαστή. 

Για την εκχύλιση του DNA από την πηκτή αγαρόζης, µετά το πέρας της 

ηλεκτροφόρησης και κάτω από υπεριώδεις ακτίνες, χρησιµοποιώντας αποστειρωµένη 

λεπίδα νυστεριού µίας χρήσης, διαχωριζόταν το προϊόν της RT-PCR. Στη συνέχεια, 

εκχυλιζόταν το DNA από το τεµάχιο της πηκτής αγαρόζης µε την εφαρµογή της 

εµπορικής διαδικασίας QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH, Germany). 

 

2.11.2 Αλληλούχηση των νουκλεοτιδίων των προϊόντων ενίσχυσης των RT-PCRs 

 

Τα προϊόντα των RT-PCRs, µετά τον καθαρισµό ή την εκχύλισή τους από την 

πηκτή αγαρόζης στάλθηκαν για αλληλούχηση νουκλεοτιδίων. Η αλληλούχηση έγινε 

µε τεχνολογία DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing σε αλληλουχοποιητή 
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AB3710xl (Applied Biosystems, USA) (Beckman Coulter Genomics, United 

Kingdom). Στη συνέχεια, ακολούθησε σύγκριση των αλληλουχιών µε δηµοσιευµένες  

αλληλουχίες γονιδιωµάτων µέσω της βάσης δεδοµένων GenBank database 

(www.ncbi.nih.Gov/GenBank). 

 

2.12 Λογισµικά πολλαπλής στοίχισης και επεξεργασίας αλληλουχιών, 

φυλογενετικής ανάλυσης και ανάλυσης των πρωτεϊνών 

 

Τα λογισµικά που χρησιµοποιήθηκαν για την πολλαπλή στοίχιση και την 

επεξεργασία των αλληλουχιών των ελληνικών στελεχών µε στελέχη από τη διεθνή 

βιβλιογραφία, οι αλληλουχίες των οποίων έχουν κατατεθεί στο GenBank του National 

Center of Biotechnology Information (NCBI) ήταν το BioEdit (Hall, 1999), το 

GeneDoc και το SimPlot (Lole et al., 1999). Για τη φυλογενετική ανάλυση, έγινε 

χρήση του λογισµικού MEGA έκδοση 4.0 (Tamura et al., 2007). Για τη διαπίστωση 

των πιθανών θέσεων Ν-γλυκοσυλίωσης και των πιθανών πεπτιδίων-σηµατοδοτών 

των πρωτεΐνών των στελεχών, καθώς και των ενδοµεµβρανικών τµηµάτων των 

πρωτεϊνών, χρησιµοποιήθηκε ο NetNGlyk 1.0 Server 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/, NetGlyc, SignalIP και TMHMM αντίστοιχα). 

 

2.13 Λογισµικό στατιστικής ανάλυσης αποτελεσµάτων 

 

Για τη στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων έγινε χρήση του λογισµικού 

στατιστικής ανάλυσης Statgraphics Plus 4.0. Συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκε το τεστ 

σύγκρισης ποσοστών (έλεγχος υποθέσεων) σε επίπεδο σηµαντικότητας 95%. 

 

2.14 Αποµόνωση στελεχών του CCoV σε κυτταροκαλλιέργειες 

 

Για την αποµόνωση στελεχών του CCoV που διαπερνούν τον εντερικό 

φραγµό, χρησιµοποιήθηκε η συνεχής κυτταρική σειρά Α72 (προέλευσης από 

ινοσάρκωµα του σκύλου). Τα κύτταρα πολλαπλασιάζονταν σε πλαστικές φιάλες των 

25cm² και των 75cm² (Greiner bio one, Germany). Το θρεπτικό υπόστρωµα που 

χρησιµοποιήθηκε ήταν Dulbecco’s MEM (Minimum Essential Medium), 
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εµπλουτισµένο µε ορό εµβρύου µόσχου σε αναλογία 10% και L-Glutamine (200mM) 

σε αναλογία 1%. Στο θρεπτικό υπόστρωµα προστέθηκε διάλυµα αντιβιοτικών 

(πενικιλλίνη, 1000 IU/ml, και στρεπτοµυκίνη, 100 µg/ml) σε αναλογία 1%. Για τις 

διόδους των κυττάρων χρησιµοποιήθηκε διάλυµα θρυψίνης (Trypsin/EDTA). Όλα τα 

αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν ήταν της εταιρείας Lonza (Belgium). 

Για την αποµόνωση, χρησιµοποιήθηκαν τεµάχια οργάνων και κόπρανα από 

σκύλους στους οποίους ανιχνεύθηκαν στελέχη του ιού. Τα τεµάχια των οργάνων και 

τα κόπρανα οµογενοποιούνταν µε Dulbecco’s MEM σε αναλογία 1/10 και στη 

συνέχεια φυγοκεντρούνταν στα 8.000g για 10́ . Μετά, σε θάλαµο κάθετης νηµατικής 

ροής λαµβανόταν το υπερκείµενο υγρό και τοποθετούταν σε νέο πλαστικό φιαλίδιο 

των 2 ml (reaction tube, Greiner bio one, Germany), προσθέτονταν διάλυµα 

αντιβιοτικών (1000 IU/ml πενικιλλίνης και 100 µg/ml στρεπτοµυκίνης) σε αναλογία 

1/10 και ακολουθούσε επώαση για 30́ . Μετά το πέρας της επώασης, γινόταν 

ενοφθαλµισµός των κυτταροκαλλιεργειών. Σε φιάλες των 25cm², όπου είχε 

σχηµατιστεί ταπήτιο µε πληρότητα 70-80%, µετά από απόρριψη του θρεπτικού 

υποστρώµατος ενοφθαλµίζονταν 700 µl παθολογικού υλικού και οι φιάλες 

τοποθετούνταν στον επωαστήρα, στους 37 ºC µε 5% CO2 για 30́ . Μετά από την 

επώαση, προσθέτονταν συµπληρωµατική ποσότητα Dulbecco’s MEM και οι φιάλες 

τοποθετούνταν και πάλι στον επωαστήρα. Εκεί παρέµειναν επί 5 ηµέρες, όπου 

παρατηρούνταν καθηµερινά για τη διαπίστωση της ύπαρξης κυτταροπαθογόνου 

αποτελέσµατος του ιού. Μετά το πέρας πέντε 24ώρων επώασης, αν δεν 

διαπιστωνόταν κυτταροπαθογόνος δράση στα κύτταρα, ακολουθούσε δίοδος, αφού 

είχε προηγηθεί κατάψυξη-απόψυξη της φιάλης, σε νέα κυτταροκαλλιέργεια (700µl 

ενοφθαλµίσµατος), επαναλαµβάνοντας την ίδια διαδικασία. Σε περίπτωση που και 

πάλι δεν παρατηρούνταν κυτταροπαθογόνος δράση, ακολουθούνταν η ίδια διαδικασία 

για τρίτη φορά. Σε περίπτωση που εµφανιζόταν κυτταροπαθογόνος δράση σε µία από 

τις δύο πρώτες διόδους του ιού, ακολουθούταν η ίδια διαδικασία µέχρι και την τρίτη 

δίοδο, µε στόχο την αύξηση του τίτλου του ιού. Στις περιπτώσεις όπου διαπιστωνόταν 

κυτταροπαθογόνος δράση, σε οποιοδήποτε από το στάδια που προαναφέρθηκαν, το 

περιεχόµενο των φιαλών των τριών διόδων συλλεγόταν, τοποθετούνταν σε πλαστικά 

φιαλίδια και αποθηκευόταν στους -80 οC. 
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2.15 Έµµεσος ανoσοφθορισµός για την επιβεβαίωση της in vitro αποµόνωσης 

στελεχών του CCoV 

 

Στη συγκεκριµένη µελέτη, ο έµµεσος ανοσοφθορισµός χρησιµοποιήθηκε µε 

σκοπό την επιβεβαίωση της αποµόνωσης των στελεχών CCoV. Για το σκοπό αυτό, 

τοποθετούνταν κύτταρα Α72 σε αποστειρωµένες αντικειµενοφόρες πλάκες 

διαµερισµένες σε θαλάµους (chamber slides), κατάλληλες για την καλλιέργεια 

κυττάρων (Iwaki, Japan). Κατά τη δεύτερη και τρίτη δίοδο του ιού, ενοφθαλµίζονταν 

και οι πλάκες αυτές από το περιεχόµενο των φιαλών, µε στόχο τη διαπίστωση της 

παρουσίας του CCoV στα κύτταρα. Μετά το πέρας 2-3 ηµερών, το περιεχόµενο των 

αντικειµενοφόρων απορριπτόταν και ακολουθούσε µονιµοποίηση των κυττάρων µε 

διάλυµα ακετόνης 80%. Στη συνέχεια τα κύτταρα ξεπλένονταν µε φωσφορικό 

ρυθµιστικό διάλυµα pH 7,04 (Sigma-Aldrich, USA), στεγνώνονταν και πάνω σε αυτά 

τοποθετούνταν πολυκλωνικός ορός κατά του κοροναϊού της γάτας, ο οποίος 

εµφανίζει έντονα διασταυρούµενη αντίδραση µε τα διάφορα στελέχη του CCoV 

(ευγενική προσφορά του καθηγητή C. Buonavoglia). Ο ορός χρησιµοποιούταν 

αραιωµένος 1:100, στο ίδιο φωσφορικό διάλυµα. Μετά από 30́  επώασης στους 37 
οC, ακολουθούσε πλύσιµο µε το παραπάνω φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα, 

στέγνωµα των πλακών και τοποθέτηση πάνω στα κύτταρα IgG αντισωµάτων κατά 

των αντισωµάτων της γάτας συνδεδεµένων µε ισοθειοκυανική φλουοροσεΐνη (anti-cat 

IgG FITC-antibody, µε διέγερση στα 490 nm και εκποµπή στα 525 nm) (Sigma-

Aldrich, USA). Ο ορός χρησιµοποιούταν σε αραίωση 1:100. Μετά από 30́  επώαση 

στις ίδιες συνθήκες µε το προηγούµενο στάδιο, ακολουθούσε πλύσιµο της πλάκας µε 

PBS. Πάνω στα κύτταρα τοποθετούνταν χρωστική Evan’s Blue (Applichem, 

Germany) για 30́ ΄ και στη συνέχεια ακολουθούσε πλύσιµο των κυττάρων. Πάνω 

στην πλάκα τοποθετούνταν µία σταγόνα γλυκερίνης (Research Organics, USA) και 

καλυπτρίδα και ακολουθούσε παρατήρηση των κυττάρων της πλάκας σε µικροσκόπιο 

φθορισµού, για τη διαπίστωση ειδικού ανοσοφθορισµού (immunofluorescence) στο 

κυτταρόπλασµα των κυττάρων, όπου και ανιχνεύεται ο CCoV. 

 

2.16 Έµµεσος ανoσοφθορισµός για τον αποκλεισµό της in vitro αποµόνωσης 

στελεχών  του CPV-2 
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Στη συγκεκριµένη µελέτη, χρησιµοποιήθηκε και έµµεσος ανοσοφθορισµός για 

την ανίχνευση στελεχών του CPV-2 στις κυτταροκαλλιέργειες, µε στόχο τον 

αποκλεισµό της παράλληλης µε τον CCoV in vitro αποµόνωσής του, σε περίπτωση 

παρουσίας του στο πρωτογενές υλικό. Ακολουθήθηκε το ίδιο πρωτόκολλο µε αυτό 

του έµµεσου ανοσοφθορισµού για CCoV, µε τη διαφορά ότι χρησιµοποιήθηκε στο 

πρώτο στάδιο πολυκλωνικός ορός κατά του CPV-2 από κουνέλι (ευγενική προσφορά 

του καθηγητή C. Buonavoglia) σε αραίωση 1:100, ενώ στο δεύτερο στάδιο IgG 

αντισώµατα κατά των αντισωµάτων του κουνελιού συνδεδεµένα µε ισοθειοκυανική 

φλουοροσεΐνη (anti-cat IgG FITC-antibody) (DAKO-immunoglobulins, Denmark), σε 

αραίωση 1:100. 

 

2.17  Τιτλοποίηση των στελεχών CCoV  

 

Για την τιτλοποίηση των στελεχών χρησιµοποιήθηκε η ίδια συνεχής κυτταρική 

σειρά και τα ίδια αντιδραστήρια, όπως παραπάνω. Παράλληλα, έγινε χρήση πλακών 

των 96 βοθρίων, κατάλληλων για την καλλιέργεια κυττάρων (Greiner bio one, 

Germany). 

Η τιτλοποίηση των στελεχών που αποµονώθηκαν έλαβε χώρα στην τρίτη δίοδο 

του ιού, µε την εφαρµογή της µεθόδου προσδιορισµού της µέσης λοιµογόνου δόσης 

του ιού. Συγκεκριµένα, σε πλάκες κυτταροκαλλιεργειών των 96 βοθρίων, 

τοποθετήθηκαν κύτταρα Α72. Παράλληλα, σε µία σειρά περιεκτών έγιναν διαδοχικές 

υποδεκαπλάσιες αραιώσεις (100 έως 10-7) του ιού από την 3η δίοδο, χρησιµοποιώντας 

ως αραιωτικό το Dulbecco’s MEM. Η τιτλοποίηση γινόταν στην 3η δίοδο του ιού, µε 

στόχο τον προσδιορισµό του τίτλου του και ενδεχόµενη χρήση αυτού στο µέλλον σε 

πειραµατικές µολύνσεις. Όταν στην πλάκα σχηµατιζόταν ταπήτιο πληρότητας 70%-

80% γινόταν ο ενοφθαλµισµός του ιού. Από κάθε αραίωση ενοφθαλµίζονταν 4 

βοθρία (50µl/βοθρίο) και ακολουθούσε επώαση σε συνθήκες ανάλογες µε εκείνες που 

χρησιµοποιήθηκαν στην αποµόνωση των στελεχών. Σε τέσσερα βοθρία 

τοποθετήθηκαν 50 µl Dulbecco’s MEM, δίχως ιό, για να χρησιµοποιηθούν ως 

αρνητικός µάρτυρας της µεθόδου. Μετά την επώαση, σε όλα τα βοθρία προσθέτονταν 

150 µl Dulbecco’s MEM και η πλάκα τοποθετούνταν στον επωαστήρα. Καθηµερινά 

παρατηρούνταν για την ύπαρξη κυτταροπαθογόνου δράσης του ιού, ενώ η εκτίµηση 

του τίτλου γινόταν µετά το πέρας πέντε 24ώρων. Για την εύρεση του τίτλου του ιού 
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έγινε χρήση του τύπου του Karber. Ο τίτλος του ιού εκφράστηκε ως η µέση 

λοιµογόνος δόση για την κυτταροκαλλιέργεια (Tissue culture infectious dose50, 

TCID50). 

 

 

3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.1 ΣΤΕΛΕΧΗ ΤΟΥ CCoV ΠΟΥ ΑΝΙΧΝΕΥΘΗΚΑΝ ΣΤΑ ΚΟΠΡΑΝΑ ΤΩΝ 

ΣΚΥΛΩΝ 

 

3.1.1 Ανίχνευση του CCoV και χαρακτηρισµός των τύπων µε RT-PCR 

 

Από το σύνολο 206 δειγµάτων κοπράνων που συλλέχθηκαν από σκύλους µε 

οξεία διάρροια, ο CCoV ανιχνεύθηκε µε την ηµιένθετη RT-PCR σε 130 δείγµατα 

(Εικόνες 6α και 6β). Με τις ειδικές του τύπου RT-PCRs, o τύπος Ι ανιχνεύθηκε σε 91 

από τα 130 θετικά δείγµατα και ο τύπος ΙΙ σε 87 (Εικόνα 7) (Πίνακας 1, Παράρτηµα). 

 

 

 
Εικόνα 6α. Αποτελέσµατα ηλεκτροφόρησης των προϊόντων της πρώτης φάσης της ηµιένθετης RT-

PCR για την ανίχνευση του CCoV. Αριστερά (Μ) διακρίνεται ο δείκτης µοριακού βάρους ανά 100 

ζεύγη βάσεων. Στις διαδροµές 1 και 2 ο θετικός και ο αρνητικός µάρτυρας αντίστοιχα, ενώ στις 

διαδροµές 3, 4, 5 και 6 βρίσκονται 4 θετικά δείγµατα. Το προϊόν έχει µήκος 409 ζεύγη βάσεων. 
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Εικόνα 6β. Αποτελέσµατα ηλεκτροφόρησης των προϊόντων της δεύτερης φάσης της ηµιένθετης (RT-) 

PCR για την ανίχνευση του CCoV. Αριστερά (Μ) διακρίνεται ο δείκτης µοριακού βάρους ανά 100 

ζεύγη βάσεων. Στις διαδροµές 1 και 2 ο θετικός και ο αρνητικός µάρτυρας αντίστοιχα, ενώ στις 

διαδροµές 3, 4, 5 και 6 βρίσκονται 4 θετικά δείγµατα. Το προϊόν έχει µήκος 212 ζεύγη βάσεων. 

 

 

 
Εικόνα 7. Αποτελέσµατα ηλεκτροφόρησης των προϊόντων της RT-PCR για το χαρακτηρισµό του 

τύπου του CCoV. ∆ιαδροµή Μ: δείκτης µοριακού βάρους ανά 100 ζεύγη βάσεων. ∆ιαδροµές 1 και 2: 

θετικοί τύπου Ι και τύπου ΙΙ µάρτυρες. ∆ιαδροµές 3-4: αρνητικοί µάρτυρες. ∆ιαδροµές 5-16: δείγµατα 

θετικά στον CCoV ανά ζεύγη (5-6, 1 δείγµα, κ.ο.κ.). Το προϊόν έχει µήκος 346 ζεύγη βάσεων για τον 

τύπο Ι και 694 ζεύγη βάσεων για τον τύπο ΙΙ. 

 

3.1.2 Ανίχνευση του CCoV και χαρακτηρισµός των τύπων µε real time (RT-) PCRs 

σύγκριση αυτών µε τις αντίστοιχες RT-PCRs 

 

Από το σύνολο των 206 δειγµάτων κοπράνων που συλλέχθηκαν από σκύλους 

µε οξεία διάροοια, ο CCoV ανιχνεύθηκε σε 132 δείγµατα µε τη real time (RT-) PCR. 

Από το σύνολο των 134 θετικών δειγµάτων µε RT-PCR ή/και real time (RT-) PCR, 4 
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δείγµατα βρέθηκαν θετικά µόνο µε τη real time (RT-) PCR και 2 µόνο µε την RT-

PCR, ενώ τα υπόλοιπα 128 ήταν θετικά και µε τις δύο µεθόδους (Πίνακας 1, 

Παράρτηµα).  

Στο σύνολο των 134 θετικών δειγµάτων [µε RT-PCR ή/και real time (RT-) 

PCR], έγινε ανίχνευση και ποσοτικοποίηση του CCoV τύπου Ι, µε real time (RT-) 

PCR, σε 97 δείγµατα. Από το σύνολο των 99 θετικών, τύπου Ι, δειγµάτων [µε RT-

PCR ή/και real time (RT-) PCR], 8 δείγµατα βρέθηκαν θετικά για CCoV τύπο Ι µόνο 

µε τη real time (RT-) PCR, 2 δείγµατα µόνο µε τη RT-PCR και τα υπόλοιπα 89 ήταν 

θετικά και µε τις δύο µεθόδους (Πίνακας 1, Παράρτηµα). 

Στα σύνολο των 134 θετικών δειγµάτων [µε RT-PCR ή/και real time (RT-) 

PCR], έγινε ανίχνευση και ποσοτικοποίηση του CCoV τύπου ΙΙ, µε real time (RT-) 

PCR, σε 87 δείγµατα. Από το σύνολο των 94 θετικών, τύπου ΙΙ, δειγµάτων [µε RT-

PCR ή/και real time (RT-) PCR], 7 δείγµατα βρέθηκαν θετικά για CCoV τύπο ΙΙ µόνο 

µε τη real time (RT-) PCR, 7 δείγµατα µόνο µε τη RT-PCR και τα υπόλοιπα 80 ήταν 

θετικά και µε τις δύο µεθόδους (Πίνακας 1, Παράρτηµα). 

 

3.1.3 ∆ιαφοροποίηση του υποτύπου CCoVIIa από τον CCoVIIb και του υποτύπου 

CCoVIIb από τον TGEV µε RT-PCR  

 

Στα σύνολο των 94 θετικών δειγµάτων για CCoV τύπο ΙΙ [µε RT-PCR ή/και 

real time (RT-) PCR], ο υπότυπος CCoVIIa ανιχνεύθηκε σε 72 δείγµατα, ο υπότυπος 

CCoV ΙΙb σε 11 δείγµατα, ενώ µεικτές µολύνσεις µε τους δύο υποτύπους ήταν 

παρούσες σε 10 δείγµατα. Ένα από τα δείγµατα (85/08) δεν χαρακτηρίστηκε. Κατά τη 

διαφοροποίηση του CCoVIIb από τα TGEV στελέχη µε την RT-PCR, διαπιστώθηκε 

ότι όλα τα δείγµατα ήταν CCoVIIb στελέχη. Στελέχη του TGEV δεν ανιχνεύθηκαν σε 

κανένα δείγµα (Εικόνες 8α, 8β και 8γ) (Πίνακας 1, Παράρτηµα). 
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Εικόνα 8α. Αποτελέσµατα ηλεκτροφόρησης των προϊόντων της RT-PCR για την ανίχνευση του 

υποτύπου CCoVIIa. ∆ιαδροµή Μ: δείκτης µοριακού βάρους ανά 100 ζεύγη βάσεων. ∆ιαδροµή 1: 

θετικός CCoVIIa µάρτυρας. ∆ιαδροµές 2,3: δείγµατα. ∆ιαδροµή 4: αρνητικός µάρτυρας. Το προϊόν 

έχει µήκος 758 ζεύγη βάσεων. 

 

 

 

 

 
Εικόνα 8β. Αποτελέσµατα ηλεκτροφόρησης των προϊόντων της RT-PCR για την ανίχνευση του 

υποτύπου CCoVIIb. ∆ιαδροµή Μ: δείκτης µοριακού βάρους ανά 100 ζεύγη βάσεων. ∆ιαδροµή 1: 

θετικός CCoVIIb µάρτυρας. ∆ιαδροµή 2: αρνητικός µάρτυρας. ∆ιαδροµές 3-7: δείγµατα αρνητικά (3) 

και θετικά (4-7) για  CCoVIIb. Το προϊόν έχει µήκος 499 ζεύγη βάσεων. 
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Εικόνα 8γ. Αποτελέσµατα ηλεκτροφόρησης των προϊόντων της RT-PCR για τη διαφοροποίηση του 

υποτύπου CCoVIIb από τους TGEV. ∆ιαδροµή Μ: δείκτης µοριακού βάρους (250 έως 10.000 ζεύγη 

βάσεων). ∆ιαδροµή 1: θετικός CCoVIIb µάρτυρας. ∆ιαδροµή 2: θετικός TGEV µάρτυρας. ∆ιαδροµή 3: 

αρνητικός µάρτυρας. ∆ιαδροµές 4-5: δείγµατα θετικά για CCoVIIb. 

 

 

3.1.4  Παράλληλη ερµηνεία των αποτελεσµάτων των RT-PCRs και των real time 

(RT-) PCRs 

 

Για την εξαγωγή επιζωοτιολογικών συµπερασµάτων εφαρµόστηκε παράλληλη 

ερµηνεία των αποτελεσµάτων των παραπάνω µεθόδων, καθώς είναι δυνατό να 

παρατηρούνται ψευδώς αρνητικά αποτελέσµατα, είτε λόγω της συχνής εµφάνισης 

µεταλλάξεων στο γονιδίωµα του CCoV, είτε λόγω της χαµηλής προγνωστικής αξίας 

των αρνητικών αποτελεσµάτων των παραπάνω µεθόδων (Πίνακας 1, Παράρτηµα). 

Με παράλληλη λοιπόν ερµηνεία των αποτελεσµάτων, ο CCoV βρέθηκε σε 134 

(65,05%) από τα 206 δείγµατα κοπράνων σκύλων. Από τα 134 θετικά δείγµατα, τα 40 

(29,85%) χαρακτηρίστηκαν ως CCoV τύπος Ι, τα 30 (22,39%) ως CCoV τύπος ΙΙ και 

τα 63 (47,01%) βρέθηκε ότι αποτελούσαν µεικτές µολύνσεις µεταξύ των τύπων και 

υποτύπων του CCoV (Γράφηµα 1). Ένα από τα δείγµατα (85/08) δεν χαρακτηρίστηκε 

(0.75%). Από τα 30 δείγµατα που χαρακτηρίστηκαν ως CCoV τύπος ΙΙ, τα 28 

(93,33%) χαρακτηρίστηκαν ως κλασικός κοροναϊός του σκύλου (CCoVIIa) και τα 2 

(6,67%) ως CCoVIIb (Πίνακας1, Παράρτηµα). Τα ποσοστά ανίχνευσης του κάθε 

τύπου και υποτύπου, στο σύνολο των θετικών δειγµάτων, φαίνονται στον Πίνακα 7.  
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Γράφηµα 1. Ποσοστά ανίχνευσης CCoV τύπων Ι και ΙΙ και µεικτών µολύνσεων στο 

σύνολο των θετικών δειγµάτων. 

 

 

 

Πίνακας 7. Τιµές και ποσοστά (επί του συνόλου των δειγµάτων) ανίχνευσης του κάθε τύπου και 

υποτύπου στο σύνολο των δειγµάτων. 

 
Σύνολο 

δειγµάτων 
CCoV CCoVI CCoVIIa CCoVIIb 

 206     

Αριθµός θετικών δειγµάτων  134 99 82 21 

Ποσοστά (%)  65,05 48,05 39,8 10,2 

 

 

Από το σύνολο των δειγµάτων, τα πρόσφατα αναγνωρισµένα CCoVIIb 

στελέχη ανιχνεύτηκαν σε ποσοστό 10,2% του συνολού των θετικών δειγµάτων 

(Πίνακας 7). Τα συγκεκριµένα στελέχη ανιχνεύτηκαν σε δείγµατα που προέρχονταν 

από τους νοµούς Αττικής και Θεσσαλονίκης, από δεσποζόµενα ζώα ή ζώα που 

διαβιούσαν είτε σε κυνοκοµεία είτε σε καταστήµατα πώλησης ζώων συντροφιάς 

(Πίνακας 1, Παράρτηµα). 

Από το σύνολο των µεικτών µολύνσεων, οι 44 (69,84%) χαρακτηρίζονταν από 

την παρουσία του CCoV τύπου Ι και του υποτύπου CCoVIIa, οι 9 (14,29%) από την 
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παρουσία του CCoV τύπου Ι και του υποτύπου CCoVIIb, οι 7 (11,11%) από την 

παρουσία και των δύο υποτύπων και οι 3 (4,76%) από την παρουσία του CCoV τύπου 

Ι και των δύο υποτύπων (CCoVIIa και CCoVIIb) (Γράφηµα 2). 

 

 
Γράφηµα 2. Μεικτές µολύνσεις του CCoV. ∆ιακρίνονται τα ποσοστά των διαφόρων, µεταξύ 

των τύπων και υποτύπων του CCoV, συνδυασµών. 

 

Ένα από τα δείγµατα, το 85/08, βάσει του γεγονότος ότι µε τη RT-PCR 

χαρακτηρίζονταν ως CCoV τύπος ΙΙ και µε τη real time RT-PCR ως CCoV τύπος Ι, 

δεν χαρακτηρίστηκε, αλλά θεωρήθηκε ότι αποτελούσε προϊόν ανασυνδυασµού 

µεταξύ των δύο τύπων.  

Τέλος, θετικά στον CCoV δείγµατα ανιχνεύτηκαν σε όλες τις περιοχές, από τις 

οποίες έλαβε χώρα η δειγµατοληψία (νοµός Αττικής, νοµοί της βόρειας και της 

κεντρικής Ελλάδας, καθώς και η Κρήτη) (Πίνακας 1, Παράρτηµα). 

 

3.1.5  Ποσοστά ανίχνευσης του ιού σε σκύλους που διαβιούσαν ατοµικά ή οµαδικά 

Το σύνολο των σκύλων χωρίστηκε σε δύο οµάδες, σε αυτούς που διαβιούσαν 

οµαδικά κατά την εµφάνιση της οξείας διάρροιας (κυνοκοµεία, pet shops) και σε 

αυτούς που διαβιούσαν ατοµικά (δεσποζόµενοι σκύλοι ιδιωτών, που προσκοµίστηκαν 

σε κλινικές). Ο CCoV ανιχνεύθηκε στα κόπρανα σε 99 (77,34%) από τους 128 

σκύλους που διαβιούσαν οµαδικά και σε 43 (55,13%) από τους 78 δεσποζόµενους 
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σκύλους. Κατά τη σύγκριση των ποσοστών των θετικών ζώων µεταξύ των δύο 

οµάδων παρατηρήθηκε στατιστικώς σηµαντική διαφορά (Γράφηµα 3). 

 

 

Γράφηµα 3. Ποσοστό ανίχνευσης του CCoV στα ζώα που διαβιούσαν οµαδικά και ατοµικά 

 

Από το σύνολο των οµαδικών κρουσµάτων οξείας διάρροιας που 

παρατηρήθηκαν στα κυνοκοµεία, µόνο σε µία περίπτωση (κυνοκοµείο Αττικής, 

δείγµατα 41/09-57/09, Πίνακας 1, Παράρτηµα) δεν ανιχνεύτηκε ο CCoV σε κανένα 

από τα ζώα.  

 

3.1.6  Ποσοστά ανίχνευσης του ιού σε σκύλους δύο ηλικιακών οµάδων 

 

Το σύνολο των σκύλων χωρίστηκε σε δύο οµάδες, ηλικίας µικρότερης των 3 

µηνών και από 3 µηνών και άνω. Ο CCoV ανιχνεύθηκε στα κόπρανα σε 67 (73,63%) 

από τους 91 σκύλους κάτω των 3 µηνών και σε 67 (58,26%) από τους 115 σκύλους 3 

µηνών και άνω. Όπως φαίνεται και στο γράφηµα 4, το ποσοστό των σκύλων µε οξεία 

διάρροια στους οποίους ανιχνεύεται ο CCoV µειώνεται µε την ηλικία και η µείωση 

αυτή είναι στατιστικώς σηµαντική. 
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Γράφηµα 4. Ποσοστά ανίχνευσης CCoV στα ζώα των δύο ηλικιακών οµάδων. 

 

Το ζώο µε τη µεγαλύτερη ηλικία στο οποίο ανιχνεύθηκε ο CCoV (CCoVIIa), 

σε υψηλή µάλιστα συγκέντρωση, ήταν ο σκύλος 98/08 ηλικίας 12 ετών. Το ζώο 

διαβιούσε σε pet shop κατά την εκδήλωση επιζωοτικού κρούσµατος οξείας διάρροιας 

(Πίνακας 1, Παράρτηµα). Όλα τα υπόλοιπα ζώα της περίπτωσης αυτής ήταν ηλικίας 2 

µηνών. 

 

3.1.7 Ανίχνευση άλλων ιών σε ζώα µε CCoV στα κόπρανα 

 

Από τα 21 ζώα, που προέρχονταν από τις 3 επαναλαµβανόµενες επιζωοτίες 

οξείας διάρροιας των νεοεισερχοµένων κουταβιών κυνοκοµείου των Τρικάλων, ο 

CPV-2 ανιχνεύθηκε στα κόπρανα όλων των ζώων (01/07, 02/07, 03/07, 04/07, 06/07, 

01/08-05/08) των δύο πρώτων επιζωοτιών, ενώ στην 3η επιζωοτία µόνο σε ένα µόνο 

ζώο (58/08) (Εικόνα 9) (Πίνακας 1, Παράρτηµα). Όλα τα στελέχη του 

χαρακτηρίστηκαν ως CPV-2a άγρια στελέχη. Ο ιός της νόσου του Carré και οι 

αδενοϊοί του σκύλου δεν ανιχνεύθηκαν σε κανένα από τα δείγµατα (Εικόνες 10 και 

11). 

 Ο CPV-2, και συγκεκριµένα CPV-2a άγριο στέλεχος, ανιχνεύθηκε και στα 

κόπρανα ενός άλλου σκύλου, του 99/08, ο οποίος δεν προερχόταν από το κυνοκοµείο 

των Τρικάλων. Ο ιός της νόσου του Carré και οι αδενοϊοί του σκύλου δεν 

ανιχνεύθηκαν. 
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Εικόνα 9. Αποτελέσµατα ηλεκτροφόρησης των προϊόντων της PCR για την ανίχνευση του CPV-2. 

∆ιαδροµή Μ: δείκτης µοριακού βάρους ανά 100 ζεύγη βάσεων. ∆ιαδροµή 1: θετικός µάρτυρας. 

∆ιαδροµή 2: αρνητικός µάρτυρας. ∆ιαδροµές 3-6: δείγµατα αρνητικά (3) και θετικά (4-6) στον CPV-2. 

Το προϊόν έχει µήκος 630 ζεύγη βάσεων. 

 

 

 

 
Εικόνα 10. Αποτελέσµατα ηλεκτροφόρησης των προϊόντων της RT-PCR για την ανίχνευση του CDV. 

∆ιαδροµή Μ: δείκτης µοριακού βάρους ανά 100 ζεύγη βάσεων. ∆ιαδροµή 1: θετικός µάρτυρας. 

∆ιαδροµή 2: αρνητικός µάρτυρας. ∆ιαδροµές 3-4: δείγµατα. Το προϊόν έχει µήκος 287 ζεύγη βάσεων. 
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Εικόνα 11. Αποτελέσµατα ηλεκτροφόρησης των προϊόντων της PCR για την ανίχνευση των CAV-1 

και CAV-2. ∆ιαδροµή Μ: δείκτης µοριακού βάρους ανά 100 ζεύγη βάσεων. ∆ιαδροµές 1, 2: θετικοί 

µάρτυρες CAV-1 και CAV-2. ∆ιαδροµή 3: αρνητικός µάρτυρας. ∆ιαδροµές 4, 5: δείγµατα. Τα 

προϊόντα έχουν µήκος 508 και 1.030 ζεύγη βάσεων, αντίστοιχα. 

 

3.1.8 Αλληλούχηση των νουκλεοτιδίων και φυλογενετική ανάλυση των στελεχών 

του CCoV τύπου Ι 

 

Με τη χρήση της RT-PCR και ζεύγος εκκινητών το PolEnd/1060dR, 

ενισχύθηκε το 3΄-άκρο του γονιδίου της πολυµεράσης (ORF1b) και το 5́ -άκρο του 

γονιδίου S 15 στελεχών του CCoV τύπου Ι (Εικόνα 12). 

 

 
Εικόνα 12. Αποτελέσµατα ηλεκτροφόρησης των προϊόντων της RT-PCR για την ενίσχυση του 5΄-

άκρου του γονιδίου S του τύπου Ι του CCoV. ∆ιαδροµή Μ1: δείκτης µοριακού βάρους (1.500 έως 

10.000 ζεύγη βάσεων). ∆ιαδροµή Μ2: δείκτης µοριακού βάρους ανά 100 ζεύγη βάσεων (100 ζεύγη 

βάσεω -1000 ζεύγη βάσεων). ∆ιαδροµή 1: αρνητικός µάρτυρας. ∆ιαδροµές 2-7: δείγµατα θετικά στον 

CCoV τύπο Ι. ∆ιαδροµή 8: θετικός µάρυρας. Το προϊόν έχει µήκος 1.158 ζεύγη βάσεων. 
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Μετά τον προσδιορισµό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 15 στελεχών CCoV 

τύπου Ι, αυτές χαρακτηρίστηκαν ως S γονιδιακές περιοχές του CCoV τύπου Ι µετά 

από την εφαρµογή του αλγόριθµου BLAST. Το υψηλότερο ποσοστό οµοιότητας 

παρατηρήθηκε σε σύγκριση είτε µε το 23/03 είτε µε το Elmo/02 (στελέχη αναφοράς 

του CCoV τύπου Ι). Μετά από πολλαπλή στοίχιση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών 

και υπολογισµό των οµοιοτήτων σε επίπεδο νουκλεοτιδίων και αµινοξέων, 

διαπιστώθηκαν τα εξής: τα ελληνικά στελέχη εµφάνιζαν µεταξύ τους οµοιότητα 

64,1%-99,8% σε επίπεδο νουκλεοτιδίων (νουκλεοτίδια 1-1.008 του 5΄-άκρου του 

γονιδίου S, στέλεχος 23/03, AY307021) και 60,6%-99,6% σε επίπεδο αµινοξέων 

(αµινοξέα 1-336 του αµινοτελικού άκρου της πρωτεΐνης S, στέλεχος 23/03, 

AY307021) (Παράρτηµα, Πίνακας 2). 

Από τη φυλογενετική ανάλυση των στελεχών µε τη µέθοδο «Ένωσης 

Γειτόνων», το σύνολο των ελληνικών τύπου Ι CCoV των οποίων έγινε αλληλούχηση 

χωρίστηκε σε 2 µεγάλες οµάδες. Η πρώτη οµάδα περιλάµβανε τα στελέχη 

VO/34/09/GR, TH/10/09/GR, ΤΗ/24/09/GR, TH83/08/GR, TH/24/08/GR, 

TH/25/08/GR, TH/37/08/GR, TH101/08/GR, LA/10/08/GR, LA/12/08/GR, 

TH/69/09/GR και το στέλεχος αναφοράς 23/03 και η δεύτερη τα στελέχη 

ΑΤ/02/09/GR TH/82/09/GR και το στέλεχος αναφοράς Elmo/02. ∆ύο από τα 

στελέχη, τα TH/95/08/GR και AT/05/09/GR, διαπιστώθηκε ότι βρίσκονταν ανάµεσα 

στους κλάδους που σχηµατίζονταν µε βάση τα δύο τύπου Ι στελέχη αναφοράς 

(Εικόνα 13). Από την αλληλούχηση των αµινοξέων του αµινοτελικού άκρου της 

πρωτεΐνης S διαπιστώθηκε ότι τα στελέχη αυτά, καθώς και το ΤΗ/69/09/GR (το οποίο 

βρισκόταν στην άκρη του κλάδου) εµφάνιζαν οµοιότητες και µε τα δύο στελέχη 

αναφοράς, σε διαφορετικές περιοχές (Εικόνα 1, Παράρτηµα).  

Τα στελέχη LA/10/08/GR και LA/12/08/GR, τα οποία ανιχνεύτηκαν σε 

κουτάβια από το ίδιο κρούσµα επιζωοτικής διάρροιας του κυνοκοµείου της Λάρισας 

(Ιανουάριος 2008) (Πίνακας 1, Παράρτηµα), σχηµατίζουν ένα µικρότερο κλάδο, µέσα 

στην οµάδα µε στέλεχος αναφοράς το 23/03. 

Τα στελέχη AT/02/09/GR και AT/05/09/GR, τα οποία ανιχνεύτηκαν σε 

κουτάβια από το ίδιο κρούσµα επιζωοτικής διάρροιας σε κατάστηµα πώλησης ζώων 

στην Αθήνα, δεν βρίσκονταν στην ίδια οµάδα (Εικόνα 13). Το στέλεχος 

AT/05/09/GR, µετά από αλληλούχηση των αµινοξέων του αµινοτελικού άκρου της 
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πρωτεΐνης S, διαπιστώθηκε ότι εµφάνιζε συντηρηµένες περιοχές και µε τα δύο 

στελέχη αναφοράς (23/03 και Elmo/02). 

 Επίσης, από το φυλογενετικό δέντρο φαίνεται ότι όλα τα στελέχη που 

ενισχύθηκαν αποτελούν CCoV τύπου I, που συγκροτεί ένα µεγάλο κλάδο µε τον 

FCoV τύπου Ι. Στο φυλογενετικό δέντρο διακρίνονται δύο ακόµα µεγάλοι κλάδοι, 

αυτός που περιλαµβάνει τα στελέχη του CCoVIIa και τα στελέχη του FCoV, καθώς 

και αυτός που περιλαµβάνει στελέχη αναφοράς του TGEV και του CCoVIIb. 
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Εικόνα 13. Υπολογισµός δέντρου «Ένωσης Γειτόνων» που αφορά στο αµινοτελικό άκρο της 

πρωτεΐνης S µε το λογισµικό MEGA έκδοση 4.0. Η στατιστική αξιοπιστία των τοπολογιών 
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αξιολογήθηκε µε 1.000 τιµές αυτοδυναµίας «bootstraps» οι οποίες αναφέρονται σε ποσοστά επί τοις 

%, ενώ αναγράφονται όσες είναι πάνω από 60. Τα άγκιστρα έχουν τοποθετηθεί στις δύο οµάδες µε τα 

στελέχη αναφοράς 23/03 και Elmo/02, καθώς και στα 3 ελληνικά στελέχη που βρίσκονται ενδιάµεσα. 

Η κλίµακα αντιπροσωπεύει το ρυθµό αντικατάστασης αµινοξέων ανά θέση. Με γαλάζιο χρώµα 

απεικονίζονται οι ελληνικοί τύπου Ι CCoVs. Η κωδικοποίηση των ελληνικών CCoVs τύπου Ι είναι η 

εξής: ΤΗ (Θεσσαλονίκη), AT (Αθήνα), VO (Βόλος), LA (Λάρισα). Στο δέντρο χρησιµοποιήθηκε ως 

παραοµάδα το στέλεχος CRCVK37 του αναπνευστικού κοροναϊού του σκύλου. 

 

 

3.1.9 Αλληλούχηση των νουκλεοτιδίων και φυλογενετική ανάλυση των στελεχών 

του CCoVΙIa 

 

Με τη χρήση της RT-PCR και ζεύγος εκκινητών το El-Ins1/S2  ενισχύθηκε το 

3΄-άκρο του γονιδίου της πολυµεράσης (ORF1b) και το 5΄-άκρο του γονιδίου S, 19 

στελεχών του CCoVΙIa (Εικόνα 14). 

 

 

 
Εικόνα 14. Αποτελέσµατα ηλεκτροφόρησης των προϊόντων της RT-PCR για την ενίσχυση του 5΄-

άκρου του γονιδίου S του CCoVIIa. ∆ιαδροµή Μ: δείκτης µοριακού βάρους (1.500 έως 10.000 ζεύγη 

βάσεων). ∆ιαδροµή 1: θετικός µάρυρας. ∆ιαδροµές 2-4: δείγµατα θετικά στον CCoVIIa. ∆ιαδροµή 5: 

αρνητικός µάρτυρας:. Το προϊόν έχει µήκος 1.632 ζεύγη βάσεων. 

 

 

Μετά τον προσδιορισµό των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών 19 στελεχών 

CCoV τύπου ΙI (υποτύπου a), αυτές χαρακτηρίστηκαν ως S γονιδιακές περιοχές του 

CCoVIIa, µετά από την εφαρµογή του αλγόριθµου BLAST. Το υψηλότερο ποσοστό 
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οµοιότητας το εµφάνιζαν είτε µε το στέλεχος του CCoV ΙΙa, CB/05 (DQ12226), είτε 

µε το BGF10 (AY342160). Μετά από πολλαπλή στοίχιση των νουκλεοτιδικών 

αλληλουχιών και υπολογισµό των οµοιοτήτων σε επίπεδο νουκλεοτιδίων και 

αµινοξέων, διαπιστώθηκαν τα εξής: τα ελληνικά στελέχη εµφάνιζαν µεταξύ τους 

οµοιότητα 79,8%-100% σε επίπεδο νουκλεοτιδίων (νουκλεοτίδια 1-1.458 του 5΄-

άκρου του γονιδίου S, στέλεχος CB/05, DQ12226) και 77,7%-100% σε επίπεδο 

αµινοξέων (αµινοξέα 1-486 του αµινοτελικού άκρου της πρωτεΐνης S, στέλεχος 

CB/05, DQ12226) (Πίνακας 3, Παράρτηµα). 

Από τα 19 αυτά στελέχη, τα 5 προέρχονταν από το κυνοκοµείο των Τρικάλων, 

και συγκεκριµένα από τις οµαδικές επιζωοτίες οξείας διάρροιας µε διαφορά µηνών, 

που προαναφέρθηκαν. Οι ιοί TR/01/07/GR και TR/02/07/GR ήταν από ζώα του 

περιστατικού του ∆εκέµβρη του 2007, ο ιός TR/01/08/GR από ζώο της επιζωοτίας 

του Ιανουαρίου του 2008 και οι TR/56/09/GR και TR/59/09/GR από δυό ζώα της 

επιζωοτίας του Απριλίου του ίδιου έτους. Όπως φαίνεται και στον Πίνακα 3 του 

Παραρτήµατος, τα ποσοστά οµοιότητας µεταξύ των στελεχών σε επίπεδο 

νουκλεοτιδίων ήταν 99,7%-100% και σε επίπεδο αµινοξέων 99,1%-100%. 

Τα ελληνικά στελέχη, εξαιρώντας το στέλεχος ED/99/08/GR, εµφάνιζαν 

υψηλό ποσοστό οµοιότητας µεταξύ τους. Συγκεκριµένα, το ποσοστό οµοιότητας 

µεταξύ τους τόσο σε επίπεδο νουκλεοτιδίων, όσο και σε αµινοξέων ήταν από 96,9% 

έως 100%. 

Από τα στελέχη, αυτό που παρουσίαζε το χαµηλότερο ποσοστό οµοιότητας, 

σε επίπεδο νουκλεοτιδίων αλλά και σε επίπεδο αµινοξέων, µε τα υπόλοιπα ελληνικά, 

καθώς και µε τα δύο στελέχη αναφοράς, ήταν το ED/99/08/GR. Με την εφαρµογή 

του αλγόριθµου BLAST, εµφάνιζε το υψηλότερο ποσοστό οµοιότητας (84%) µε το 

στέλεχος CCoV BGF10, το 1-71, το INSAVC (D13096), καθώς και µε τα στελέχη 

GZ43/2003 (raccoon dog, EF192155) και CCoV Giant Panda (AY436637) που 

ανιχνεύθηκαν στα αντίστοιχα ζώα. Από την αλληλούχηση των νουκλεοτιδίων του 

στελέχους ED/99/08/GR µε τα παραπάνω στελέχη, καθώς και µε άλλα στελέχη 

CCoVIIa και FCoVII προέκυψε ότι το στέλεχος αυτό, σε επίπεδο αµινοξέων εµφάνιζε 

έντονη παραλλακτικότητα στο αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης S, καθώς και 

προσθήκες αµινοξέων σε τρεις θέσεις. Συγκεκριµένα παρατηρήθηκε προσθήκη δύο 

αµινοξέων στις θέσεις 69-70 [ασπαραγίνη (Ν) και ισολευκίνη (Ι)], δύο στις θέσεις 
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147-148 [προλίνη (P) και σερίνη (S)] και τεσσάρων στις θέσεις 387-390 [θρεονίνη 

(T), λευκίνη (L), ισολευκίνη (I) και γλουταµινικό οξύ (E)] (Εικόνα 2, Παράρτηµα). 

Επιπλέον, δύο από τα ελληνικά στελέχη CCoVIIa, εµφάνιζαν ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον στην αλληλουχία των αµινοξέων τους. Συγκεκριµένα το στέλεχος 

ΑΤ/03/09/GR εµφάνιζε στη θέση 73 το αµινοξύ προλίνη, ενώ το στέλεχος 

ΤΗ/10/09/GR εµφάνιζε ασπαραγίνη στη θέση 125. Τα αµινοξέα αυτά στις δύο 

παραπάνω θέσεις έχουν παρατηρηθεί µέχρι στιγµής µόνο στο στέλεχος αναφοράς 

CB/05 και σε κανένα άλλο ελληνικό στέλεχος (Εικόνα 3, Παράρτηµα).  

Από τη φυλογενετική ανάλυση των στελεχών µε τη µέθοδο «Ένωσης 

Γειτόνων» (Εικόνα 15), το σύνολο των ελληνικών CCoVΙΙa σχηµάτισε ένα µεγάλο 

κλάδο στον οποίο συµπεριλαµβανόταν και το στέλεχος αναφοράς CB/05. Μέσα στον 

κλάδο αυτό διαπιστώθηκε µικρότερος κλάδος, ο οποίος απαρτιζόταν από τους ιούς 

που ανιχνεύτηκαν στα τρία κρούσµατα επιζωοτικής διάρροιας στο κυνοκοµείο των 

Τρικάλων, οι οποίοι επιπλέον σχηµάτιζαν µικρότερους κλάδους, ανάλογα µε το 

κρούσµα.  

Στο δέντρο διαπιστώθηκαν τρεις κύριοι κλάδοι. Ένας από αυτούς 

σχηµατιζόταν από τα στελέχη FCoV και CCoV τύπου Ι, ένας από τα TGEV και 

CCoVIIb και ένας από τα στελέχη CCoVIIa και FCoV τύπου ΙΙ.  

Από τη φυλογενετική ανάλυση, διαπιστώθηκε επίσης, ότι το στέλεχος 

ED/99/08/GR, παρ’ όλο που συµπεριλαµβανόταν στον κλάδο των CCoVIIa και των 

FCoV στελεχών, αποτελούσε αποκλίνον στέλεχος, γεγονός το οποίο είναι σε 

συµφωνία µε τις παρατηρήσεις, όσον αφορά στη στοίχιση των αλληλουχιών των 

αµινοξέων του στελέχους αυτού, µε στελέχη αναφοράς.  
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Εικόνα 15. Υπολογισµός δέντρου «Ένωσης Γειτόνων» που αφορά στο αµινοτελικό άκρο της 

πρωτεΐνης S µε το λογισµικό MEGA έκδοση 4.0. Η στατιστική αξιοπιστία των τοπολογιών 

αξιολογήθηκε µε 1.000 τιµές αυτοδυναµίας «bootstraps» οι οποίες αναφέρονται σε ποσοστά επί τοις 

%, ενώ αναγράφονται όσες είναι πάνω από 60. Τo άγκιστρo έχει τοποθετηθεί στον κλάδο µε τους 

ελληνικούς CCoVIIa και το στέλεχος αναφοράς CB/05. Στο ορθογώνιο έχουν συµπεριληφθεί οι ιοί που 

ανιχνεύτηκαν στα τρία κρούσµατα επιζωοτικής διάρροιας στα Τρίκαλα. Με γαλάζιο χρώµα 

απεικονίζονται οι ελληνικοί CCoVIIa. Με έντονα γράµµατα επισηµαίνεται το στέλεχος που 

ανιχνεύθηκε σε σκύλο στην Έδεσσα. Η κλίµακα αντιπροσωπεύει το ρυθµό αντικατάστασης αµινοξέων 

ανά θέση. Η κωδικοποίηση των ελληνικών τύπου Ι CCoV είναι η εξής: ΤΗ (Θεσσαλονίκη), AT 

(Αθήνα), TR (Τρίκαλα), ED (Εδεσσα). Στον κλάδο των TGEV, περιλαµβάνονται τα στελέχη αναφοράς 

Purdue και TS, ενώ στον κλάδο των CCoVIIb (νέα στελέχη) τα στελέχη αναφοράς 430/07, 174/06, 

341/05 και 119/08 της τελευταίας δεκαετίας. Στο δέντρο χρησιµοποιήθηκε ως παραοµάδα το στέλεχος 

CRCVK37 του αναπνευστικού κοροναϊού του σκύλου. 

 

3.1.10 Αλληλούχηση των νουκλεοτιδίων και φυλογενετική ανάλυση των στελεχών 

του CCoVΙIb 

 

Ο προσδιορισµός της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων του 5΄-άκρου του 

γονιδίου S, έλαβε χώρα στα προϊόντα της RT-PCR, µε την οποία ανιχνεύονταν οι 

CCoVIIb. Μετά τον προσδιορισµό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 13 στελεχών 

CCoV τύπου ΙI (υποτύπου b), αυτές χαρακτηρίστηκαν ως S γονιδιακές περιοχές του 

CCoVIIb, µετά από την εφαρµογή του αλγόριθµου BLAST. Το υψηλότερο ποσοστό 

οµοιότητας το εµφάνιζαν είτε µε το στέλεχος 119/08 (EU924791) είτε µε το 198/07 

(GQ130266) του CCoVΙΙb. Μετά από πολλαπλή στοίχιση των νουκλεοτιδικών 

αλληλουχιών και υπολογισµό των οµοιοτήτων σε επίπεδο νουκλεοτιδίων και 

αµινοξέων, διαπιστώθηκαν τα εξής: τα ελληνικά στελέχη εµφάνιζαν µεταξύ τους 

οµοιότητα 94,1%-100% σε επίπεδο νουκλεοτιδίων (νουκλεοτίδια 1-275 του 5́ -άκρου 

του γονιδίου S, στέλεχος 119/08, EU924791) και 92,3%-100% σε επίπεδο αµινοξέων 

(αµινοξέα 1-91 του αµινοτελικού άκρου της πρωτεΐνης S, στέλεχος στέλεχος 119/08, 

EU924791). Ιδιαίτερα, όσον αφορά στους ιούς TH/73/08/GR, TH/74/08/GR, 

TH/88/08/GR, TH/89/08/GR και TH/90/08/GR, που ανιχνεύθηκαν στο περιστατικό 

του κυνοκοµείου της Θεσσαλονίκης ήταν όµοιοι 100% σε επίπεδο νουκλεοτιδίων και 

αµινοξέων (Παράρτηµα, Πίνακας 4). 

Από τη φυλογενετική ανάλυση των CCoVIIb ιών παρατηρήθηκε ότι 

αποτελούσαν κοινό κλάδο µε τους TGEV (Εικόνα 16). Στο δέντρο παρατηρούνται 
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δύο ακόµα µεγάλοι κλάδοι, αυτός των στελεχών CCoV τύπου Ι και FCoV και αυτός 

των στελεχών CCoV τύπου ΙΙ και FCoV. 

Τα ελληνικά CCoVIIb στελέχη συγκροτούν κλάδο µε τα στελέχη που 

ανιχνεύτηκαν στη Ρουµανία, την Ουγγαρία και την Ιταλία και διαχωρίζονται από 

εκείνα που ανιχνεύτηκαν στο Ηνωµένο Βασίλειο. Στην άκρη του κλάδου που 

σχηµατίζουν τα CCoVIIb στελέχη, βρίσκεται το παλιό CCoVIIb στέλεχος UCD-1, 

χωρίς να σχηµατίζει ιδιαίτερο κλάδο µε κανένα από τα νέα στελέχη. Επίσης, 5 από τα 

ελληνικά CCoVIIb στελέχη, τα TH/73/08/GR, TH/74/08/GR, TH/88/08/GR, 

TH/89/08/GR και TH/90/08/GR, που ανιχνεύτηκαν σε επιζωοτικό κρούσµα οξείας 

διάρροιας στο κυνοκοµείο Θεσσαλονίκης, συγκροτούν ένα µονοφυλετικό κλάδο 

(Πίνακας 4, Παράρτηµα). 
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Εικόνα 16. Υπολογισµός δέντρου «Ένωσης Γειτόνων» που αφορά στο αµινοτελικό άκρο της 

πρωτεΐνης S µε το λογισµικό MEGA έκδοση 4.0. Η στατιστική αξιοπιστία των τοπολογιών 

αξιολογήθηκε µε 1.000 τιµές αυτοδυναµίας «bootstraps» οι οποίες αναφέρονται σε ποσοστά επί τοις 

%, ενώ αναγράφονται όσες είναι πάνω από 60. Τo άγκιστρo έχει τοποθετηθεί στον κλάδο µε τους 

CCoVIIb ιούς. Με γαλάζιο χρώµα απεικονίζονται οι ελληνικοί CCoVIIb ιοί. Στο ορθογώνιο έχουν 

συµπεριληφθεί οι ιοί που ανιχνεύτηκαν σε κρούσµα επιζωοτικής διάρροιας στο κυνοκοµείο 

Θεσσαλονίκης. Η κλίµακα αντιπροσωπεύει το ρυθµό αντικατάστασης αµινοξέων ανά θέση. Η 

κωδικοποίηση των ελληνικών τύπου Ι CCoV είναι η εξής: ΤΗ (Θεσσαλονίκη), AT (Αθήνα), UK 

(Ηνωµένο Βασίλειο), RO (Ρουµανία), HU (Ουγγαρία). Στο δέντρο χρησιµοποιήθηκε ως παραοµάδα το 

στέλεχος CRCVK37 του αναπνευστικού κοροναϊού του σκύλου. 

 

3.1.11 Αλληλούχηση των νουκλεοτιδίων και φυλογενετική ανάλυση του στελέχους 

ΤΗr/85/08 

 

Ένα από τα δείγµατα, το 85/08, βάσει του γεγονότος ότι µε τη RT-PCR 

χαρακτηριζόταν ως CCoV τύπος ΙΙ (γονίδιο S) και µε τη real time (RT-) PCR ως 

CCoV τύπος Ι (γονίδιο M), δεν χαρακτηρίστηκε. Ωστόσο, ακολούθησε αλληλούχηση 

και φυλογενετική ανάλυση τµηµάτων των γονιδίων S και Μ, µε σκοπό να 

εξακριβωθεί το αίτιο των αντίθετων αποτελεσµάτων. 

Από την ενίσχυση τµήµατος 636 νουκλεοτιδίων του γονιδίου S, πλησίον του 

3΄-άκρου, διαπιστώθηκε µετά από την αλληλούχηση ότι το στέλεχος αυτό έµοιαζε 

περισσότερο µε τα στελέχη αναφοράς του τύπου II CCoV παρά του τύπου Ι (Εικόνα 

4, Παράρτηµα). Μάλιστα, σε επίπεδο νουκλεοτιδίων εµφάνιζε 91-99% οµοιότητα µε 

τα τύπου ΙΙ στελέχη και 62,2-63,6% µε τα τύπου Ι. 

Από τη φυλογενετική ανάλυση, όσον αφορά στο τµήµα της πρωτεΐνης S, 

διαπιστώθηκε ότι το ελληνικό στέλεχος βρισκόταν στον ίδιο κλάδο µε το τύπου ΙΙ 

στέλεχος CB/05. Επιπλέον, τα τύπου ΙΙ στελέχη του CCoV, καθώς και τα στελέχη του 

FCoV τύπου ΙΙ και του TGEV σχηµάτιζαν 1 κλάδο, ξεχωριστό από εκείνον των 

στελεχών CCoV τύπου Ι και του στελέχους του FCoV τύπου Ι (Εικόνα 17). 

Από την ενίσχυση τµήµατος 398 νουκλεοτιδίων πλησίον του 3΄-άκρου του 

γονιδίου Μ, διαπιστώθηκε µετά από την αλληλούχηση ότι το ελληνικό στέλεχος 

εµφανιζόταν περισσότερο συντηρηµένο συγκρινόµενο µε το στέλεχος αναφοράς 

23/03 του τύπου I του CCoV παρά µε εκείνα του τύπου ΙΙ (Εικόνα 5, Παράρτηµα). 

Μάλιστα, σε επίπεδο νουκλεοτιδίων εµφάνιζε 97,4% οµοιότητα µε το στέλεχος 23/03 

και 87,9-90,4% µε τα τύπου ΙI CCoV στελέχη. 
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Από τη φυλογενετική ανάλυση όσον αφορά στο τµήµα της πρωτεΐνης Μ 

διαπιστώθηκε ότι το ελληνικό στέλεχος βρισκόταν στον ίδιο κλάδο µε το τύπου Ι 

στέλεχος 23/03. Επιπλέον τα στελέχη του CCoV τύπου ΙΙ και του TGEV σχηµάτιζαν 

1 κλάδο, ξεχωριστό από εκείνον των στελεχών FCoV και CCoV τύπου Ι (Εικόνα 18). 

 

 

 

 

 

Εικόνα 17. Υπολογισµός δέντρου «Ένωσης Γειτόνων» που αφορά στην περιοχή 212 αµινοξέων 

πλησίον του καρβοξυτελικού άκρου της πρωτεΐνης S µε το λογισµικό MEGA έκδοση 4.0. Η 

στατιστική αξιοπιστία των τοπολογιών αξιολογήθηκε µε 1.000 τιµές αυτοδυναµίας «bootstraps» οι 

οποίες αναφέρονται σε ποσοστά επί τοις %. Η κλίµακα αντιπροσωπεύει το ρυθµό αντικατάστασης 

αµινοξέων ανα θέση. Το ελληνικό στέλεχος επισηµαίνεται µε έντονα, γαλάζια γράµµατα. Στο δέντρο 

χρησιµοποιήθηκε ως παραοµάδα το στέλεχος CRCVK37 του αναπνευστικού κοροναϊού του σκύλου. 
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Εικόνα 18. Υπολογισµός δέντρου «Ένωσης Γειτόνων» που αφορά στην περιοχή 132 αµινοξέων 

πλησίον του καρβοξυτελικού άκρου της πρωτεΐνης M µε το λογισµικό MEGA έκδοση 4.0. Η 

στατιστική αξιοπιστία των τοπολογιών αξιολογήθηκε µε 1.000 τιµές αυτοδυναµίας «bootstraps» οι 

οποίες αναφέρονται σε ποσοστά επί τοις %. Η κλίµακα αντιπροσωπεύει αριθµό των αντικαταστάσεων 

των αµινοξέων. Το ελληνικό στέλεχος επισηµαίνεται µε έντονα, γαλάζια γράµµατα. Στο δέντρο 

χρησιµοποιήθηκε ως παραοµάδα το στέλεχος CRCVK37 του αναπνευστικού κοροναϊού του σκύλου. 

 

 

3.2 ΣΤΕΛΕΧΗ ΤΟΥ CCoV ΠΟΥ ΑΝΙΧΝΕΥΘΗΚΑΝ ΣΤΑ ΟΡΓΑΝΑ ΤΩΝ 

ΣΚΥΛΩΝ 

 

3.2.1 Ανίχνευση του CCoV και χαρακτηρισµός των τύπων µε RT-PCR 

 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, από το σύνολο των 31 νεκρών σκύλων µε οξεία 

διάρροια, ο CCoV ανιχνεύτηκε, µε την ηµιένθετη RT-PCR, στα κόπρανα 21 ζώων. 

Από τους 21 αυτούς σκύλους, χρησιµοποιώντας µε την ίδια µέθοδο, ο ιός 

ανιχνεύθηκε στα όργανα 3 και συγκεκριµένα στους 13/09, 66/09 και 68/09 (Πίνακας 

1, Παράρτηµα). Αναλυτικότερα, ο ιός ανιχνεύθηκε στο ήπαρ, στο σπλήνα, στους 

νεφρούς, στο πάγκρεας, στην καρδιά και στους πνεύµονες. Επιπλέον, ανιχνεύτηκε και 

στον εγκέφαλο των σκύλων 13/09 και 68/09. 

Όσον αφορά στο χαρακτηρισµό των τύπων του CCoV, στα όργανα και των 

τριών διαπιστώθηκε η παρουσία του CCoV τύπου II. 
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3.2.2 Ανίχνευση του CCoV και χαρακτηρισµός των τύπων µε real time (RT-) PCRs 

και σύγκριση αυτών µε τις αντίστοιχες RT-PCRs 

 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, από το σύνολο των 31 νεκρών σκύλων µε οξεία 

διάρροια, ο CCoV ανιχνεύτηκε, µε τη real time (RT-) PCR, στα κόπρανα των ίδιων 

(21) ζώων, όπως και µε την ηµιένθετη RT-PCR. Τα αποτελέσµατα της real time (RT-) 

PCR για την ανίχνευση του CCoV στα όργανα των 21 από τους 31 νεκρούς σκύλους, 

ήταν σε απόλυτη αντιστοιχία µε τα παραπάνω αποτελέσµατα της ηµιένθετης RT-

PCR.  

Όσον αφορά στους τρεις σκύλους, που ο ιός ανιχνεύθηκε στα όργανα, τα 

αποτελέσµατα του χαρακτηρισµού µε τη real time (RT-) PCR ήταν σε απόλυτη 

αντιστοιχία µε εκείνα της RT-PCR. H συγκέντρωση των αντιγράφων του ιικού RNA 

στα κόπρανα και στα όργανα των τριών αυτών σκύλων, η οποία προσδιορίστηκε 

χρησιµοποιώντας τη real time (RT-) PCR παρουσιάζεται στον Πίνακα 8. 

 

 

 

Πίνακας 8. Χαρακτηρισµός του ιού και συγκέντρωση του ιικού RNA (µέση συγκέντρωση αντίγραφων 

/µl RNA) στα κόπρανα και στα όργανα των σκύλων 13/09, 66/09 και 68/09. 

 13/09 66/09 68/09 

 CCoVI CCoVII CCoVII CCoVII 

ΚΟΠΡΑΝΑ 5,3 x 103 6,13 x 105 3,59 x 103 7,22 x 105 

ΗΠΑΡ - 5,11 x 103 4,64 x 104 3,21 x 105 

ΣΠΛΗΝΑΣ - 1,06 x 105 5,20 x 105 1,55 x 107 

ΠΑΓΚΡΕΑΣ - 7,03 x 101 2,75 x 102 2,03 x 104 

ΝΕΦΡΟΙ - 1,21 x 103 1,23 x 105 3,37 x 106 

ΠΝΕΥΜΟΝΕΣ - 7,68 x 104 5,99 x 106 4,10 x 106 

ΚΑΡ∆ΙΑ - 8,20 x 104 1,14 x 105 7,08 x 106 

ΕΓΚΕΦΑΛΟΣ - 2,03 x 102 - 2,47 x 103 
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3.2.3 ∆ιαφοροποίηση του υποτύπου CCoVIIa από τον CCoVIIb και του CCoVIIb από 

τους TGEV µε RT-PCR  

 

Στο σκύλο 13/09, ο CCoVII που ανιχνεύθηκε στα όργανα χαρακτηρίστηκε ως 

υπότυπος CCoVIIa, ο κλασικός δηλαδή CCoV, ενώ στους σκύλους 66/09 και 68/09 

χαρακτηρίστηκε ως CCoVIIb, στέλεχος που ανήκει στα ανασυνδυασµένα TGEV-like 

στελέχη. 

 

3.2.4 Παθολογοανατοµικά ευρήµατα 

 

Οι σκύλοι  στων οποίων τα όργανα ανιχνεύθηκε ο CCoV, ανήκαν στις φυλές 

Maltese (13/09), Yorkshire terrier (66/09) και Pomeranian (68/09). Κατά τη 

νεκροτοµική εξέταση, και στους τρεις διαπιστώθηκαν τα ακόλουθα: Οι πνεύµονες 

εµφάνιζαν µικρές έως µεγάλες εµφυσηµατικές περιοχές και συµφόρηση. Στην καρδιά 

δεν διαπιστώθηκε η παρουσία αλλοιώσεων τόσο στο µυοκάρδιο, όσο και στο 

ενδοκάρδιο. Το ήπαρ εµφανιζόταν ελαφρά διογκωµένο, αποχρωµατισµένο και 

ιδιαίτερα εύθρυπτο. Στο λεπτό έντερο παρατηρήθηκε πάχυνση και παρουσία 

γραµµοειδών αιµορραγιών στο τοίχωµα. Κατά τη διάνοιξή του διαπιστώθηκε, 

ιδιαίτερα στο δωδεκαδάκτυλο, η παρουσία οροαιµορραγικού περιεχοµένου καθώς και 

ορισµένων ελκωτικών περιοχών. Οι συγκεκριµένες αλλοιώσεις εξαντλούνταν στη 

νήστιδα του λεπτού εντέρου. Επιπλέον, στην κοιλιακή κοιλότητα του σκύλου 68/09, 

διαπιστώθηκε η παρουσία οροαιµατηρής συλλογής. Στον εγκέφαλο όλων των 

σκύλων, τέλος, παρατηρήθηκε ελαφρά υπεραιµία των αγγείων της σκληρής µήνιγγας 

(Εικόνες 19 έως 23).  
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Εικόνα 19. Σκύλος 13/09. Έντονος αποχρωµατισµός του ήπατος και 

γραµµοειδείς αιµοραγίες στην εξωτερική επιφάνεια του εντέρου. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 20. Σκύλος 66/09. Παρουσία αιµορραγικού περιεχοµένου 

και ελκωτικών περιοχών στο δωδεκαδάκτυλο και την πρώτη µοίρα 

της νήστιδας. 
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Εικόνα 21. Σκύλος 66/09. Έντονος αποχρωµατισµός του ήπατος και γραµµοειδείς 

αιµορραγίες στην εξωτερική επιφάνεια του εντέρου. 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 22. Σκύλος 66/09. Υπεραιµία, ιδιαίτερα των 

αγγείων της σκληρής µήνιγγας, στην κρανιακή κοιλότητα. 
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Εικόνα 23. Σκύλος 68/09. Έντονος αποχρωµατισµός του ήπατος και 

γραµµοειδείς αιµορραγίες στην εξωτερική επιφάνεια του εντέρου. 

 

 

3.2.5 Ανίχνευση άλλων ιών στα ζώα µε CCoV στα όργανα 

 

Και στα τρία ζώα ανιχνεύθηκε ο CPV-2. Όλα τα στελέχη CPV-2 

χαρακτηρίστηκαν ως CPV-2a άγρια στελέχη. Ο ιός της νόσου του Carré και οι 

αδενοϊοί του σκύλου δεν ανιχνεύθηκαν σε κανένα από τα δείγµατα. 

 

3.2.6 Aλληλούχηση των νουκλεοτιδίων και φυλογενετική ανάλυση των στελεχών 

που διαπερνούν τον εντερικό φραγµό 

 

Το 3́ -άκρο του γονιδιώµατος (περιλαµβάνει όλα τα γονίδια εκτός της 

πολυµεράσης) των στελεχών που διαπέρασαν τον εντερικό φραγµό και ανιχνεύτηκαν 

στα όργανα των 3 νεκρών σκύλων ενισχύθηκε µε RT-PCR (Εικόνα 24). Για το 

στέλεχος NA/09 (σκύλος 13/09) που χαρακτηρίστηκε ως CCoVIIa, ενισχύθηκε µία 

περιοχή 8.909 νουκλεοτιδίων. Για τα στελέχη 66/09 και 68/09 που διαπιστώθηκε ότι 

ανήκαν στον υπότυπο CCoVIIb ενισχύθηκαν περιοχές µήκους 8.822 και 8.828 

νουκλεοτιδίων, αντίστοιχα.Οι τρεις αυτές περιοχές εµπεριέχουν τα γονίδια που 

κωδικοποιούν τις δοµικές (S, E, M, N) και µη (ORF3a, ORF3b, ORF3c, ORF7a, 

ORF7b) πρωτεΐνες του ιού. 
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Εικόνα 24. Αποτελέσµατα ηλεκτροφόρησης των προϊόντων των έξι RT-PCR για την ενίσχυση του 3΄-
άκρου του γονιδιώµατος των στελεχών που ανιχνεύθηκαν σε όργανα των σκύλων. ∆ιαδροµή Μ: 
δείκτης µοριακού βάρους (250 έως 10.000 ζεύγη βάσεων). ∆ιαδροµές 1, 4, 7, 10, 13, 16: θετικοί 
µάρυρες. ∆ιαδροµές 2, 5, 8, 11, 14, 17: αρνητικοί µάρτυρες. ∆ιαδροµές 3, 6, 9, 12, 15, 18: δείγµατα 
θετικά. 

 

 

 

Κατά την αλληλούχηση και πολλαπλή στοίχιση, διαπιστώθηκε ότι το στέλεχος 

ΝΑ/09 (σκύλος 13/09), σε µία περιοχή µήκους 8.767 νουκλεοτιδίων, εµφάνιζε το 

υψηλότερο ποσοστό οµοιότητας, σε επίπεδο νουκλεοτιδίων, µε το παντρόπο στέλεχος 

CB/05 (97,7%). Το ποσοστό οµοιότητας µε άλλα στελέχη του υποτύπου CCoVIIa 

ήταν 89,4% µε το INSAVC και 89,1% µε το BGF10. Χαµηλότερα ποσοστά 

οµοιότητας παρατηρήθηκαν µε το στέλεχος Purdue του TGEV (79,7%) καθώς και µε 

το στέλεχος τύπου Ι του CCoV, το 23/03 (66%). 

Αντίθετα, τα στελέχη 66/09 και 68/09, σε µία περιοχή µήκους 8.772 και 8.778 

νουκλεοτιδίων, αντίστοιχα, εµφάνιζαν τα υψηλότερα ποσοστά οµοιότητας, σε επίπεδο 

νουκλεοτιδίων, µε το στέλεχος αναφοράς 119/08 (EU924791) του υποτύπου CCoVIIb 

(98,2% και 98,9% αντίστοιχα). Η οµοιότητα µεταξύ τους άγγιζε το 98%, ενώ µε τα 

στελέχη του υποτύπου CCoVIIa ήταν χαµηλότερη (91-91,9% µε το ΝΑ/09 και 90,4-

91% µε το CB/05). Το ποσοστό οµοιότητας σε επίπεδο νουκλεοτιδίων ήταν 

χαµηλότερο µε τον TGEV Purdue (82,7-82,9%) καθώς και µε το στέλεχος 23/03 

(CcoVI, 64,3-64,4%). 
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3.2.6.α ORF2 

  

Το γονίδιο S του στελέχους NA/09 είχε µήκος 4.365 νουκλεοτιδίων και 

κωδικοποιούσε την πρωτεΐνη S που απαρτίζονταν από 1.454 αµινοξέα. Η πρωτεΐνη 

του NA/09 είχε ίδιο µήκος µε εκείνη του CB/05, ενώ ήταν κατά ένα (Κ378, 1-71, 

BGF10) ή και δύο (INSAVC) αµινοξέα µεγαλύτερη, σε σχέση µε τα στελέχη 

αναφοράς του υποτύπου CCoVIIa. Με ανάλυση της πρωτεΐνης από το NetNGlyc 

server επισηµάνθηκαν 31 πιθανές θέσεις Ν-γλυκοσυλίωσης και ένα πιθανό πεπτίδιο-

σηµατοδότης [µε θέση διάσπασης στα αµινοξέα 19-20 (σερίνη, S-θρεονίνη,Τ)], όπως 

και στο στέλεχος αναφοράς CB/05. Το ενδοµεµβρανικό τµήµα διαπιστώθηκε µεταξύ 

των αµινοξέων 1.394 µε 1.416. Σε επίπεδο αµινοξέων, το υψηλότερο ποσοστό 

οµοιότητας διαπιστώθηκε µε το στέλεχος CB/05 (98,2%) (Πίνακας 5, Εικόνα 6, 

Παράρτηµα). Τριάντα ένα νουκλεοτίδια πριν την έναρξη του γονιδίου, διαπιστώθηκε 

η παρουσία της διαγονιδιακής αλληλουχίας CTAAAC. 

 Το γονίδιο S των στελεχών 66/09 και 68/09 είχε µήκος 4.374 νουκλεοτιδίων 

και η πρωτεΐνη που κωδικοποιούσε απαρτίζονταν από 1.457 αµινοξέα. Μετά από 

ανάλυση του γονιδίου µε χρήση του SimPlot, διαπιστώθηκε ότι το πρώτο τµήµα του 

γονιδίου εµφάνιζε υψηλό ποσοστό οµοιότητας µε το στέλεχος Purdue του TGEV, ενώ 

το δεύτερο τµήµα µε το στέλεχος CB/05 του υποτύπου CCoVIIa (Γραφήµατα 5 και 

6). Η πρωτεΐνη είχε το ίδιο µήκος µε εκείνη των τεσσάρων στελεχών αναφοράς του 

CCoVIIb (430/07, 119/08, 174/06 και 341/05). Με ανάλυση της πρωτεΐνης από το 

NetNGlyc server επισηµάνθηκαν 27 (66/09) και 28 (68/09) πιθανές θέσεις Ν- 

γλυκοσυλίωσης και ένα πιθανό πεπτίδιο-σηµατοδότης [µε θέση διάσπασης στα 

αµινοξέα 15-16, (γλυκίνη, G-ασπαραγινικό οξύ, D)]. Το ενδοµεµβρανικό τµήµα 

διαπιστώθηκε µεταξύ των αµινοξέων 1.397 µε 1.419. Σε επίπεδο αµινοξέων, τα δύο 

στελέχη εµφάνιζαν µεταξύ τους ποσοστό οµοιότητας 97,6%, ενώ το υψηλότερο 

ποσοστό οµοιότητας, κατά τη σύγκριση µε τα στελέχη αναφοράς του CCoV, 

διαπιστώθηκε µε το στέλεχος 119/08 του υποτύπου CCoVIIb (98,3%) (Πίνακας 5, 

Παράρτηµα). Τριάντα δύο νουκλεοτίδια πριν την έναρξη του γονιδίου, διαπιστώθηκε 

η παρουσία της διαγονιδιακής αλληλουχίας CTAAAC. 

 Από τη φυλογενετική ανάλυση των στελεχών µε τη µέθοδο «Ένωσης 

Γειτόνων» διαπιστώθηκε ότι το ελληνικό στέλεχος NA/09 σχηµάτιζε έναν κλάδο µε 

το CB/05. Παράλληλα, τα ελληνικά στελέχη 66/09 και 68/09, µαζί µε τα 
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προαναφερθέντα στελέχη αναφοράς του CCoVIIb συγκροτούσαν άλλο κλάδο, 

(Εικόνα 25).  

 

 
Γράφηµα 5. Οµοιότητα του γονιδίου S του στελέχους 66/09 µε χρήση του SimPlot, µε τα στελέχη 

Purdue, CB/05 και 68/09. ∆ιακρίνεται η οµοιότητα του πρώτου τµήµατος του γονιδίου µε το 

στέλεχος Purdue του TGEV (1.050-1.100 περίπου νουκλεοτίδια) και του δεύτερου τµήµατος µε το 

CCoVIIa στέλεχος CB/05. 

 

 

Γράφηµα 6. Οµοιότητα του γονιδίου S του στελέχους 68/09 µε χρήση του SimPlot, µε τα στελέχη 

Purdue, CB/05 και 66/09. ∆ιακρίνεται η οµοιότητα του πρώτου τµήµατος του γονιδίου µε το 

στέλεχος Purdue του TGEV (1.050-1.100 περίπου νουκλεοτίδια) και του δεύτερου τµήµατος µε το 

CCoVIIa στέλεχος CB/05. 
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Εικόνα 25. Υπολογισµός δέντρου «Ένωσης Γειτόνων» που αφορά στην πρωτεΐνη S µε το λογισµικό 
MEGA έκδοση 4.0. Η στατιστική αξιοπιστία των τοπολογιών αξιολογήθηκε µε 1.000 τιµές 
αυτοδυναµίας «bootstraps» οι οποίες αναφέρονται σε ποσοστά επί τοις %. ∆ιακρίνονται οι τιµές 
αυτοδυναµίας που είναι µεγαλύτερες του 60. Η κλίµακα αντιπροσωπεύει το ρυθµό αντικατάστασης 
αµινοξέων ανά θέση. Τα ελληνικά στελέχη επισηµαίνονται µε έντονα, γαλάζια γράµµατα. Με άγκιστρο 
επισηµαίνεται ο κλάδος των ελληνικών στελεχών 66/09 και 68/09 µε τα διεθνή CCoVIIb στελέχη, 
καθώς και ο κλάδος του στελέχους ΝΑ/09 µε το CB/05 CCoVIIa στέλεχος. Στο δέντρο 
χρησιµοποιήθηκε ως παραοµάδα το στέλεχος CRCVK37 του αναπνευστικού κοροναϊού του σκύλου. 

 

 

3.2.6.β ORF3 

  

Στα ελληνικά στελέχη, το ΟRF3a, αποτελούνταν από 237 νουκλεοτίδια 

υπεύθυνα για τη σύνθεση της µη δοµικής πρωτεΐνης 3a. H πρωτεΐνη αυτή 

αποτελούνταν από 78 αµινοξέα, όπως και στα υπόλοιπα στελέχη αναφοράς. Εξαίρεση 
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αποτελεί το στέλεχος 1-71, στο οποίο, λόγω πλαισιοτροπικής µετάλλαξης, η πρωτεΐνη 

3a έχει µήκος 94 αµινοξέων (Εικόνα 7, Παράρτηµα). Επτά νουκλεοτίδια πριν την 

έναρξη του γονιδίου, διαπιστώθηκε η παρουσία της διαγονιδιακής αλληλουχίας 

CTAAAC. 

 Το ORF3b άρχιζε 182 νουκλεοτίδια µετά το κωδικόνιο έναρξη του ORF3a. Η 

παρουσία της διαγονιδιακής αλληλουχίας, όπως αναµενόταν, δεν διαπιστώθηκε. Στο 

ORF3b των ελληνικών στελεχών δεν διαπιστώθηκε µετάλλαξη προσθήκης ή 

απάλειψης, µετά από αλληλούχηση των 216 νουκλεοτιδίων του µε στελέχη αναφοράς 

(Εικόνα 8, Παράρτηµα). Η µη δοµική πρωτεΐνη που κωδικοποιούσε είχε µέγεθος 71 

αµινοξέων και για τα τρία στελέχη. 

 Το ORF3c, όπως αναµενόταν, άρχιζε 4 νουκλεοτίδια πριν τη λήξη του ORF3b 

και 394 νουκλεοτίδια µετά το κωδικόνιο έναρξης του 3a. Πριν την έναρξή του, όπως 

ήταν αναµενόµενο, δεν διαπιστώθηκε παρουσία διαγονιδιακής αλληλουχίας. 

Αποτελούνταν από 735 νουκλεοτίδια και η µη δοµική πρωτεΐνη που κωδικοποιούσε 

είχε µήκος 244 αµινοξέων. Το µέγεθος του ORF3c στα στελέχη του CCoVIIb που 

ανιχνεύτηκαν στα όργανα των σκύλων ήταν ακριβώς ίδιο µε το µέγεθος που είχε το 

αντίστοιχο ORF στο στέλεχος CB/05. Στη µη δοµική πρωτεΐνη 3c επισηµάνθηκαν 2 

πιθανές θέσεις Ν- γλυκοσυλίωσης, όσες και στο CB/05, στα CCoVIIb στελέχη 

αναφοράς που ανιχνεύθηκαν στα όργανα, αλλά και στο κλασικό στέλεχος INSAVC. 

Η παραλλακτικότητα που παρατηρήθηκε ήταν µικρή (Εικόνα 9, Παράρτηµα).  

 

3.2.6.γ ORF4 

 

Το γονίδιο Ε του στελέχους NA/09 είχε µήκος 249 νουκλεοτιδίων και 

κωδικοποιούσε την αντίστοιχη πρωτεΐνη που απαρτίζονταν από 82 αµινοξέα. Η 

πρωτεΐνη του NA/09 είχε ίδιο µήκος µε εκείνη των CB/05, 1-71, BGF10 και INSAVC 

(στελέχη αναφοράς CCoVIIa). Το ενδοµεµβρανικό της τµήµα διαπιστώθηκε µεταξύ 

των αµινοξέων 15 και 37. Σε επίπεδο αµινοξέων, η πρωτεΐνη Ε ήταν 100% όµοια µε 

εκείνη του CB/05, αλλά και των CCoVIIb 66/09, 341/05 και 119/08 (Πίνακας 6, 

Παράρτηµα). Σαράντα τρία νουκλεοτίδια πριν την έναρξη του γονιδίου, 

διαπιστώθηκε η παρουσία της διαγονιδιακής αλληλουχίας CTAAAC. 

 Το γονίδιο Ε των στελεχών 66/09 και 68/09 είχε µήκος 249 νουκλεοτιδίων και 

κωδικοποιούσε την αντίστοιχη πρωτεΐνη που απαρτίζονταν από 82 αµινοξέα. Η 
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πρωτεΐνη είχε το ίδιο µήκος µε εκείνη των τριών στελεχών αναφοράς του υποτύπου 

CCoVIIb (119/08, 174/06 και 341/05), µε εξαίρεση αυτή του 430/07 που εµφανιζόταν 

κατά 7 αµινοξέα µικρότερη (27 νουκλεοτίδια). Το ενδοµεµβρανικό τµήµα της 

πρωτεΐνης διαπιστώθηκε µεταξύ των αµινοξέων 15 και 37. Σε επίπεδο αµινοξέων, τα 

δύο στελέχη εµφάνιζαν µεταξύ τους ποσοστό οµοιότητας 98,7%. Το ίδιο ποσοστό 

οµοιότητας παρατηρήθηκε και µε τα CCoVIIb στελέχη 341/05 και 119/08, αλλά και 

µε το CB/05 (CCoVIIa) (Πίνακας 6, Παράρτηµα). Σαράντα τρία νουκλεοτίδια πριν 

την έναρξη του γονιδίου, διαπιστώθηκε η παρουσία της διαγονιδιακής αλληλουχίας 

CTAAAC. 

 Από τη φυλογενετική ανάλυση των στελεχών µε τη µέθοδο «Ένωσης 

Γειτόνων» διαπιστώθηκε ότι τα προαναφερθέντα ελληνικά στελέχη σχηµάτιζαν έναν 

κλάδο µε τα στελέχη αναφοράς του CCoV τύπου ΙΙ που ανιχνεύθηκαν στα όργανα και 

τα στελέχη του TGEV. Σε ένα µεγαλύτερο κλάδο του δέντρου συγκεντρώνονται όλοι 

οι CCoVs και οι TGEVs, ξεχωριστά από τους FCoVs, οι οποίοι σχηµατίζουν το δικό 

τους κλάδο (Εικόνα 26). 
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Εικόνα 26. Υπολογισµός δέντρου «Ένωσης Γειτόνων» που αφορά στην πρωτεΐνη Ε µε το λογισµικό 

MEGA έκδοση 4.0. Η στατιστική αξιοπιστία των τοπολογιών αξιολογήθηκε µε 1.000 τιµές 

αυτοδυναµίας «bootstraps» οι οποίες αναφέρονται σε ποσοστά επί τοις %. ∆ιακρίνονται οι τιµές 

αυτοδυναµίας που είναι µεγαλύτερες του 60. Η κλίµακα αντιπροσωπεύει το ρυθµό αντικατάστασης 

αµινοξέων ανά θέση. Τα ελληνικά στελέχη επισηµαίνονται µε έντονα, γαλάζια γράµµατα. Στο δέντρο 

χρησιµοποιήθηκε ως παραοµάδα το στέλεχος 240/05 του αναπνευστικού κοροναϊού του σκύλου. 

 

3.2.6.δ ORF5 

 

Το γονίδιο Μ του στελέχους NA/09 είχε µήκος 789 νουκλεοτιδίων και 

κωδικοποιούσε την πρωτεΐνη Μ που απαρτίζονταν από 262 αµινοξέα. Η Μ πρωτεΐνη 

του NA/09 είχε ίδιο µήκος µε εκείνη των στελεχών αναφοράς του υποτύπου CCoVIIa 

(CB/05, INSAVC, 1-71 και BGF10). Στο αµινοτελικό άκρο της παρατηρήθηκε 

έντονη οµοιότητα µε το CB/05, σε σχέση µε τα υπόλοιπα CCoVIIa στελέχη (Εικόνα 

10, Παράρτηµα). Με ανάλυση της πρωτεΐνης από το NetNGlyc server επισηµάνθηκαν 
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3 πιθανές θέσεις Ν- γλυκοσυλίωσης, όσες και στο CB/05 και ένα πιθανό πεπτίδιο-

σηµατοδότης [µε θέση διάσπασης στα αµινοξέα 16-17, (γλυκίνη, G-γλουταµινικό 

οξύ, Ε)]. Τα τρια ενδοµεµβρανικά τµήµατα της πρωτεΐνης διαπιστώθηκαν µεταξύ των 

αµινοξέων 47-69, 76-98 και 113-135. Σε επίπεδο αµινοξέων, το υψηλότερο ποσοστό 

οµοιότητας (99,6%) διαπιστώθηκε µε τα CCoVIIb στελέχη. Από τα CCoVIIa 

στελέχη, το υψηλότερο ποσοστό οµοιότητας εµφανιζόταν σε σχέση µε το CB/05 

(99,2%). Με τα υπόλοιπα CCoVIIa στελέχη εµφανίζονταν ποσοστά οµοιότητας 

90,1%-97,3% (Πίνακας 7, Παράρτηµα). Εννέα νουκλεοτίδια πριν την έναρξη του 

γονιδίου, διαπιστώθηκε η παρουσία της διαγονιδιακής αλληλουχίας CTAAAC. 

 Το γονίδιο Μ των στελεχών 66/09 και 68/09 είχε µήκος 783 και 789 

νουκλεοτιδίων, αντίστοιχα, και κωδικοποιούσε την πρωτεΐνη Μ. Η πρωτεΐνη αυτή 

αποτελούνταν από 260 (66/09) και 262 (68/09) αµινοξέα. Από το στέλεχος 66/09, σε 

σχέση µε το στέλεχος 68/09, απουσίαζαν δύο αµινοξέα, που αντιστοιχούσαν στις 

θέσεις 24 (σερίνη, S) και 36 (θρεονίνηΤ),. Τα ίδια αµινοξέα απουσίαζαν και από τα 

στελέχη αναφοράς 174/06 και 341/05 του CCoVIIb (Εικόνα 10, Παράρτηµα). Με 

ανάλυση της πρωτεΐνης από το NetNGlyc server επισηµάνθηκαν 2 (66/09) και 3 

(68/09) πιθανές θέσεις Ν- γλυκοσυλίωσης και ένα πιθανό πεπτίδιο-σηµατοδότης [µε 

θέση διάσπασης στα αµινοξέα 16-17, (γλυκίνη, G-γλουταµινικό οξύ, Ε)]. Τα τρία 

ενδοµεµβρανικά τµήµατα της πρωτεΐνης διαπιστώθηκαν µεταξύ των αµινοξέων 45-

67, 76-98 και 113-132 για το 66/09, καθώς και µεταξύ των αµινοξέων 47-69, 76-98 

και 113-135 για το 68/09. Σε επίπεδο αµινοξέων, τα δύο στελέχη εµφάνιζαν µεταξύ 

τους ποσοστό οµοιότητας 94,6 %, ενώ το υψηλότερο ποσοστό οµοιότητας σε 

σύγκριση µε τα στελέχη αναφοράς διαπιστώθηκε µε τα CCoVIIb στέλεχη (97,3% για 

το 66/09 και 100% για το 68/09) (Πίνακας 7, Παράρτηµα). Εννέα νουκλεοτίδια πριν 

την έναρξη του γονιδίου, διαπιστώθηκε η παρουσία της διαγονιδιακής αλληλουχίας 

CTAAAC. 

 Από τη φυλογενετική ανάλυση των στελεχών µε τη µέθοδο «Ένωσης 

Γειτόνων» διαπιστώθηκε ότι το ελληνικό στέλεχος NA/09 σχηµάτιζε έναν κλάδο µε 

το στέλεχος CB/05 και τα CCoVIIb στελέχη 119/08, 430/07 και 68/09. Το ελληνικό 

στέλεχος 66/09 σχηµάτιζε έναν άλλο κλάδο, µαζί µε τα στελέχη αναφοράς του 

CCoVIIb. Οι εν λόγω κλάδοι περιλάµβαναν στελέχη που είχαν ανιχνευθεί στα όργανα 

σκύλων (Εικόνα 27). 
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Εικόνα 27. Υπολογισµός δέντρου «Ένωσης Γειτόνων» που αφορά στην πρωτεΐνη Μ µε το λογισµικό 

MEGA έκδοση 4.0. Η στατιστική αξιοπιστία των τοπολογιών αξιολογήθηκε µε 1.000 τιµές 

αυτοδυναµίας «bootstraps» οι οποίες αναφέρονται σε ποσοστά επί τοις %. ∆ιακρίνονται οι τιµές 

αυτοδυναµίας που είναι µεγαλύτερες του 60. Η κλίµακα αντιπροσωπεύει το ρυθµό αντικατάστασης 

αµινοξέων ανά θέση. Τα ελληνικά στελέχη επισηµαίνονται µε έντονα, γαλάζια γράµµατα. Με 

άγκιστρα επισηµαίνονται οι κλάδοι όπου περιλαµβάνονται τα ελληνικά στελέχη και στελέχη αναφοράς 

που ανιχνεύθηκαν σε όργανα σκύλων. Στο δέντρο χρησιµοποιήθηκε ως παραοµάδα το στέλεχος 240/05 

του αναπνευστικού κοροναϊού του σκύλου. 

 

3.2.6.ε ORF6 

 

Το γονίδιο Ν του στελέχους NA/09 είχε µήκος 1.149 νουκλεοτιδίων και 

κωδικοποιούσε την πρωτεΐνη Ν που απαρτίζονταν από 382 αµινοξέα. Η πρωτεΐνη του 

NA/09 είχε ίδιο µήκος µε εκείνη των στελεχών αναφοράς του CCoVIIa (CB/05, 1-71 

και BGF10) µε εξαίρεση το INSAVC (361). Με ανάλυση της πρωτεΐνης από το 

NetNGlyc server επισηµάνθηκαν 5 πιθανές θέσεις Ν- γλυκοσυλίωσης, όσες και του 
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CB/05. Σε επίπεδο αµινοξέων, το υψηλότερο ποσοστό οµοιότητας (99,7%) 

διαπιστώθηκε σε σύγκριση µε τo CCoVIIb στέλεχος 119/08. Από τα CCoVIIa 

στελέχη, το υψηλότερο ποσοστό οµοιότητας εµφανιζόταν σε σχέση µε το CB/05 

(99,4%). Με τα υπόλοιπα CCoVIIa στελέχη επισηµάνθηκαν ποσοστά οµοιότητας 

92,4%-98,9% (Πίνακας 8, Παράρτηµα). ∆ώδεκα νουκλεοτίδια πριν την έναρξη του 

γονιδίου, διαπιστώθηκε η παρουσία της διαγονιδιακής αλληλουχίας CTAAAC. 

 Το γονίδιο Ν των στελεχών 66/09 και 68/09 είχε µήκος 1.149 νουκλεοτιδίων 

και κωδικοποιούσε την πρωτεΐνη Ν, που αποτελούνταν από 382 αµινοξέα. Με 

ανάλυση της πρωτεΐνης από το NetNGlyc server επισηµάνθηκαν 4 (66/09) και 5 

(68/09) πιθανές θέσεις Ν- γλυκοσυλίωσης. Σε επίπεδο αµινοξέων, τα δύο στελέχη 

εµφάνιζαν µεταξύ τους ποσοστό οµοιότητας 98,1 %, ενώ το υψηλότερο ποσοστό 

οµοιότητας παρατηρούνταν σε σχέση µε το CCoVIIb στέλεχος 119/08 (98,6% για το 

66/09 και 99,4% για το 68/09,) (Πίνακας 8, Παράρτηµα). ∆ώδεκα νουκλεοτίδια πριν 

την έναρξη του γονιδίου, διαπιστώθηκε η παρουσία της διαγονιδιακής αλληλουχίας 

CTAAAC.  

 Από τη φυλογενετική ανάλυση των στελεχών µε τη µέθοδο «Ένωσης 

Γειτόνων» διαπιστώθηκε ότι τα ελληνικά στελέχη σχηµάτιζαν έναν κλάδο, ο οποίος 

περιλάµβανε στελέχη αναφοράς τόσο του υποτύπου CCoVIIa, όσο και του υποτύπου 

CCoVIIb. Τα στελέχη του CCoV και του TGEV σχηµάτιζαν έναν µεγαλύτερο κλάδο, 

όπως αντίστοιχα και τα στελέχη του FCoV (Εικόνα 28). 
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Εικόνα 28. Υπολογισµός δέντρου «Ένωσης Γειτόνων» που αφορά στην πρωτεΐνη Ν µε το λογισµικό 

MEGA έκδοση 4.0. Η στατιστική αξιοπιστία των τοπολογιών αξιολογήθηκε µε 1.000 τιµές 

αυτοδυναµίας «bootstraps» οι οποίες αναφέρονται σε ποσοστά επί τοις %. ∆ιακρίνονται οι τιµές 

αυτοδυναµίας που είναι µεγαλύτερες του 60. Η κλίµακα αντιπροσωπεύει το ρυθµό αντικατάστασης 

αµινοξέων ανά θέση. Τα ελληνικά στελέχη επισηµαίνονται µε έντονα, γαλάζια γράµµατα. Στο δέντρο 

χρησιµοποιήθηκε ως παραοµάδα το στέλεχος 240/05 του αναπνευστικού κοροναϊού του σκύλου. 

 

3.2.6.στ ORF7 

 

Το ORF7 των ελληνικών στελεχών είχε µήκος 952 νουκλεοτιδίων και 

αποτελούνταν από δύο µικρότερα τµήµατα, το ORF7a και το ORF7b. Επτά 

νουκλεοτίδια πριν το κωδικόνιο έναρξης του ORF 7, διαπιστώθηκε η παρουσία της 

διαγονιδιακής αλληλουχίας CTAAAC. To ORF7a είχε µήκος 306 νουκλεοτίδια και 

για τα τρία στελέχη και κωδικοποιούσε τη µη δοµική πρωτεΐνη 7a µε µήκος 101 

αµινοξέων. Στην πρωτεΐνη αυτή επισηµάνθηκe 1 πιθανή θέση Ν- γλυκοσυλίωσης, 

όπως και στο CB/05, στα CCoVIIb στελέχη αναφοράς που ανιχνεύθηκαν στα όργανα, 

 CCoVIIb/341/05/EU856361

 CCoVIIa/CB/05/DQ112226

 CCoVIIb/119/08/EU924791

 68/09

 NA/09 

 CCoVIIa/1-71/AB105373

 66/09

 CCoVIIb/430/07/EU924790 

 CCoVIIb/174/06/EU856362

 TGEV/Purdue/NC002306

 TGEV/TS/DQ201447 

 CCoVIIa/INSAVC/D13096

 CCoVIIa/BGF10/AY342160

 CCoVI/23/03/AY548235

 FCoVI/Black/EU186072

 FCoVII/79-1146/NC007025 

 CRCV/240/05/EU999954

100 

78 

74 

100 
100 

99 

86 

73 

65 

68 

0.1 



 

 

99

αλλά και στο κλασικό στέλεχος INSAVC. Το ORF7a ήταν συντηρηµένο µε τα 

ελληνικά στελέχη να εµφανίζουν µεταξύ τους 99-99,6% οµοιότητα σε επίπεδο 

νουκλεοτιδίων και 100% σε επίπεδο αµινοξέων (Πίνακας 9, Παράρτηµα). 

Το ORF7b άρχιζε 5 νουκλεοτίδια µετά τη λήξη του ORF7a. Η παρουσία της 

διαγονιδιακής αλληλουχίας, όπως αναµενόταν, δεν διαπιστώθηκε πριν την έναρξή 

του. Στο ORF7b παρατηρήθηκε µεγαλύτερη παραλλακτικότητα σε σύγκριση µε τα 

στελέχη αναφοράς. Τα ελληνικά στελέχη, ωστόσο µεταξύ τους εµφάνιζαν οµοιότητα 

99,2-99,3% σε επίπεδο νουκλεοτιδίων και 98,5-100% σε επίπεδο αµινοξέων (Πίνακας 

10, Παράρτηµα). Στη µη δοµική πρωτεΐνη 7b (213 αµινοξέα) δεν επισηµάνθηκε 

καµία πιθανή θέση Ν- γλυκοσυλίωσης, όπως και στο CB/05, στα CCoVIIb στελέχη 

αναφοράς που ανιχνεύθηκαν στα όργανα, αλλά και στο κλασικό στέλεχος 1-71. 

Αντίθετα, στα στελέχη BGF10 και INSAVC, επισηµάνθηκε 1 πιθανή θέση. 

 

3.2.7 Αποµόνωση στελεχών του CCoV σε κυτταροκαλλιέργειες, έµµεσος 

ανοσοφθορισµός και τιτλοποίηση του ιού 

 

Με τη χρήση της συνεχούς κυτταρικής σειράς Α72, επιτεύχθηκε η αποµόνωση 

των δύο από τα τρία στελέχη που διαπερνούσαν τον εντερικό φραγµό. 

Όσον αφορά στο στέλεχος ΝΑ/09, µετά από τρεις διόδους στην κυτταρική 

σειρά Α72, δεν διαπιστώθηκε κυτταροπαθογόνος δράση του ιού. Παράλληλα, 

χρησιµοποιώντας έµµεσο ανοσοφθορισµό, επιβεβαιώθηκε ότι τόσο τα όργανα, όσο 

και τα κόπρανα του ζώου ήταν αρνητικά για CCoV, ακόµα και µετά από 3 διόδους 

στα κύτταρα. 

Όσον αφορά στα CCoVIIb στελέχη, 66/09 και 68/09, η κυτταροπαθογόνος 

δράση διαπιστώθηκε στη δεύτερη και τρίτη δίοδο, αντίστοιχα (Eικόνες 30 και 32), 

αποκλειστικά στις κυτταροκαλλιέργειες που ενοφθαλµίστηκαν µε πνεύµονα ως 

παθολογικό υλικό. Στις Εικόνες 29 και 31 διακρίνονται φυσιολογικά, µη µολυσµένα, 

κύτταρα Α72, µε στόχο να γίνει αντιληπτή η κυτταροπαθογόνος δράση του ιού στις 

Εικόνες 30 και 32. Παράλληλα, η αποµόνωση των παραπάνω στελεχών 

επιβεβαιώθηκε µε έµµεσο ανοσοφθορισµό (Εικόνες 33, 34). Με έµµεσο 

ανασοφθορισµό αποδείχθηκε, επίσης, ότι οι κυτταροκαλλιέργειες οι οποίες είχαν 

ενοφθαλµιστεί µε τα προαναφερθέντα στελέχη ήταν αρνητικές για CPV-2. 
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Από την τιτλοποίηση των δύο στελεχών που αποµονώθηκαν, προέκυψε ότι ο 

τίτλος του 66/09 στην τρίτη δίοδο ήταν 105,55 TCID50/ml και του 68/09 105,3 

TCID50/ml. 
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Εικόνα 29. Κυτταρική σειρά Α72, 24 ώρες 
µετά τη δίοδο. Κύτταρα µη µολυσµένα 
(Μεγέθυνση x10). 

 
 

 

Εικόνα 31. Κυτταρική σειρά Α72, 24 ώρες 
µετά τη δίοδο. Κύτταρα µη µολυσµένα 
(Μεγέθυνση x10). 

 

 

Εικόνα 30. Κυτταρική σειρά Α72, 24 ώρες 
µετά τη δεύτερη δίοδο του ιού 66/09. 
∆ιακρίνεται το κυτταροπαθογόνο αποτέλεσµα 
(Μεγέθυνση x10). 

 

 

Εικόνα 32. Κυτταρική σειρά Α72, 24 ώρες 

µετά την τρίτη δίοδο του ιού 68/09. 

∆ιακρίνεται το κυτταροπαθογόνο αποτέλεσµα 

(Μεγέθυνση x10).
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Εικόνα 33. Έµµεσος ανοσοφθορισµός για την ανίχνευση του CCoV (στέλεχος 
66/09) στην κύτταρική σειρά Α72 (Μεγέθυνση x10). 

 

 

 

Εικόνα 34. Έµµεσος ανοσοφθορισµός για την ανίχνευση του CCoV (στέλεχος 
68/09). Στο κυτταρόπλασµα των µολυσµένων κυττάρων διακρίνεται ειδικός 
φθορισµός στις περιοχές που συγκεντρώνονται τα ιικά σωµατίδια. Από τα κύτταρα 
φθορίζει ειδικά το κυτταρόπλασµα και όχι ο πυρήνας, καθώς ο CCoV 
πολλαπλασιάζεται αποκλειστικά στο κυτταρόπλασµα και δεν εµφανίζει 
ενδοπυρηνική εντόπιση (Μεγέθυνση x40). 
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Ε. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

  

Ο κοροναϊός του σκύλου αποτελεί έναν από τους κύριους παθογόνους 

παράγοντες που οδηγούν στην εµφάνιση οξείας διάρροιας στους σκύλους. Η ύπαρξή 

του διαπιστώθηκε για πρώτη φορά πριν από τρεις περίπου δεκαετίες (Binn et al., 

1974). Έκτοτε, και µε διάφορες µεθόδους, αποδείχτηκε προοδευτικά η παγκόσµια 

εξάπλωση του ιού (Pollock and Carmichael, 1979; Carmichael and Binn, 1981; 

Appel, 1987; Bandai et al., 1999; Naylor et al., 2001b). Στην Ελλάδα, ωστόσο, µέχρι 

πρόσφατα, δεν είχαν γίνει µελέτες που αφορούσαν στην παρουσία του, µε εξαίρεση 

την περιορισµένου εύρους έρευνα σε κρούσµα επιζωοτικής οξείας διάρροιας που 

συσχετίστηκε µε την ανίχνευση του CCoV και αφορούσε σε ένα κυνοκοµείο της 

Θεσσαλίας το 2008 (Ντάφης κ,ά., 2008).  

Αποτέλεσµα της απουσίας εµπεριστατωµένης έρευνας µέχρι προσφατα στο 

πεδίο αυτό, είναι ότι πολλοί κτηνίατροι θεωρούν ότι ο CCoV δεν υπάρχει ή δεν 

εµφανίζεται συχνά στους σκύλους στην Ελλάδα (Ντάφης, προσωπική παρατήρηση). 

Στη συγκεκριµένη µελέτη, µε χρήση µοριακών µεθόδων, ο CCoV ανιχνεύθηκε σε 

υψηλό ποσοστό (65,05%) των ζώων που εµφάνιζαν οξεία διάρροια. Το ποσοστό αυτό 

είναι υψηλότερο από εκείνα που καταγράφηκαν µε χρήση µοριακών τεχνικών σε 

άλλες χώρες, όπως η Ιταλία, η Τουρκία, η Αγγλία, η Ιαπωνία και η Πορτογαλία, αλλά 

χαµηλότερο από το αντίστοιχο της Ουγγαρίας (78%) (Bandai et al., 1999; Yesilbag et 

al., 2004; Decaro et al., 2010). Από τα παραπάνω καταδεικνύεται η παρουσία του 

CCoV και στην Ελλάδα και γίνεται σαφές ότι ο ιός αυτός εµπλέκεται σε υψηλό 

ποσοστό στην εκδήλωση οξείας διάρροιας. Παράλληλα, η διασπορά του στη χώρα 

είναι εκτεταµένη, εφόσον ανιχνεύθηκε σε όλες τις περιοχές από τις οποίες 

εξετάστηκαν σκύλοι. 

Επίσης, µε βάση τα ευρήµατα της παρούσας έρευνας είναι φανερό ότι ο 

CCoV ανευρίσκεται σε υψηλότερο ποσοστό στα ζώα τα οποία διαβιούν οµαδικά (σε 

κυνοκοµεία και καταστήµατα πώλησης ζώων συντροφιάς), σε σχέση µε τα οικόσιτα. 

Το υψηλό ποσοστό που καταγράφηκε στα οµαδικώς διαβιούντα σκυλιά µπορεί να 

αποδοθεί στον τρόπο µετάδοσης του CCoV από ζώο σε ζώο, στη στενή επαφή των 

ζώων καθώς και στην υψηλή µεταδοτικότητά του. Όπως έχει ήδη αναφερθεί στο 

θεωρητικό µέρος της διατριβής, η πιο σηµαντική πηγή µόλυνσης θεωρούνται τα 

µολυσµένα κόπρανα, µε τον CCoV να µεταδίδεται κυρίως µέσω της πεπτικής και της 
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αναπνευστικής οδού (Enjuanes et al., 2000). Ο ιός µπορεί να αποβάλλεται για µέρες 

έως και µήνες µε τα κόπρανα (Keenan et al., 1976, Pratelli et al., 2001a και Pratelli et 

al., 2002b) µολύνοντας ζώα, ιδιαίτερα σε περιπτώσεις πυκνών πληθυσµών 

(συνωστισµού). Άλλωστε, και σε διεθνείς έρευνες έχουν αναφερθεί υψηλότερα 

ποσοστά ανίχνευσης αντισωµάτων έναντι του CCoV στα ζώα που διαβιούν οµαδικά, 

σε σχέση µε εκείνα που ζουν µεµονωµένα (Rimmelzwaan et al., 1991; Naylor et al., 

2001b). Σε κάποιες περιπτώσεις µάλιστα, έχει αναφερθεί ότι η οροθετικότητα σε 

σκύλους κυνοκοµείων µπορεί να φτάσει σε πολύ υψηλά επίπεδα (94,2%-100%), 

υποδηλώνοντας ότι ο ιός κυκλοφορεί στους χώρους αυτούς και µεταδίδεται εύκολα, 

σχεδόν σε όλα τα ζώα (Tennant et al., 1993; Yesilbag et al., 2004). Στην παρούσα 

µελέτη, ο CCoV ανιχνεύτηκε σε όλα τα κρούσµατα που καταγράφηκαν στα 

κυνοκοµεία µε την εξαίρεση µόνο ενός (κυνοκοµείο Αττικής). Παρά τα υψηλά 

ποσοστά ανίχνευσης του ιού στους χώρους αυτούς, γίνεται αντιληπτό ότι δεν 

αποτελεί πάντα ένα από τα αίτια της εµφάνισης επιζωοτιών οξείας διάρροιας. 

Φαίνεται, λοιπόν, ότι παρ’ όλο που στα κυνοκοµεία ο CCoV είναι συνήθως παρών, 

δεν µπορεί να αποκλειστεί η απουσία του, είτε λόγω µη εισόδου του στους χώρους 

αυτούς (είσοδος αρνητικών στον CCoV ζώων), είτε λόγω εφαρµογής ικανοποιητικών 

µέτρων πρόληψης και ελέγχου, µε αποτέλεσµα την εκρίζωσή του. Αντίστοιχα 

αποτελέσµατα άλλωστε έχουν καταγραφεί διεθνώς και στο παρελθόν, όπου µε χρήση 

ορολογικών µεθόδων ανιχνεύθηκαν οροαρνητικά κυνοκοµεία, σε πολύ χαµηλό, 

ωστόσο, ποσοστό (Naylor et al., 2001b). 

Επιπλέον, o CCoV ανιχνεύτηκε σε υψηλότερο ποσοστό στα κουτάβια κάτω 

των τριών µηνών, σε σύγκριση µε τα ζώα µεγαλύτερης ηλικίας. Όσον αφορά στα 

νεαρά ζώα, έχει παρατηρηθεί ότι είναι πιο ευπαθή σε σχέση µε τα ενήλικα (Appel, 

1987). Η συγκεκριµένη διαφορά στη συχνότητα προσβολής των ζώων µπορεί να 

αποδοθεί στη φυσική µητρική ανοσία. Τα µητρικά αντισώµατα προστατεύουν 

συνήθως τα κουτάβια για περίπου 4-5 εβδοµάδες µετά τη γέννησή τους, ωστόσο ο 

τίτλος τους είναι χαµηλός σε όλο το προαναφερθέν διάστηµα (Appel, 1987). Μετά 

την πτώση του εν λόγω τίτλου και χωρίς την εφαρµογή εµβολιασµών, τα ζώα είναι 

ιδιαίτερα ευπαθή στη λοίµωξη από CCoV. Αντίθετα, στις µεγαλύτερες ηλικίες, είναι 

πιθανόν η ανοσία από προηγούµενη φυσική λοίµωξη να προστατεύει τα ζώα ή ακόµα 

η λοίµωξη να µη γίνει αντιληπτή, λόγω της µικρότερης ευπάθειας που εµφανίζουν. 

Παρ’ όλα αυτά στην παρούσα µελέτη, ανάµεσα στα θετικά µε οξεία διάρροια ζώα, 
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υπήρχε κι ένα ηλικίας 12 ετών (98/08), υποδεικνύοντας ότι ο CCoV, παρά το ότι έχει 

συσχετιστεί κυρίως µε πρόκληση εντερίτιδας σε νεαρά ζώα, είναι δυνατό να 

ανιχνευθεί ακόµα και σε ζώα πολύ µεγάλης ηλικίας. 

Στην παρούσα ερευνητική εργασία, για την ανίχνευση και το χαρακτηρισµό 

του CCoV χρησιµοποιήθηκαν οι µέθοδοι RT-PCR και real-time (RT-) PCR. Τα 

αποτελέσµατα τους ωστόσο δεν ήταν σε απόλυτη αντιστοιχία, διότι υπήρχαν στελέχη 

που ανιχνεύτηκαν (4/206) ή/και χαρακτηρίστηκαν (8/134 τύπου Ι CCoV, 7/134 τύπου 

ΙΙ CCoV) µόνο µε τη real time (RT-) PCR. Tο γεγονός αυτό δεν αποτελεί έκπληξη, 

εφόσον είναι γνωστό ότι η real-time (RT-) PCR χαρακτηρίζεται από υψηλότερη 

ευαισθησία (Decaro et al., 2004a; Decaro et al., 2005b). Ωστόσο, υπήρχαν στελέχη 

που ανιχνεύθηκαν (2/206) ή/και χαρακτηρίστηκαν (2/134 τύπου Ι CCoV και 7/134 

τύπου ΙΙ CCoV) µόνο µε τη RT-PCR. Το φαινόµενο αυτό αποδίδεται στο ότι οι 

παραπάνω µέθοδοι ενισχύουν διαφορετικές περιοχές του γονιδιώµατος του CCoV. 

Συγκεκριµένα, οι ειδικές του τύπου RT-PCRs που χρησιµοποιήθηκαν ενίσχυαν τµήµα 

του γονιδίου S, ενώ οι αντίστοιχες real time (RT-) PCRs τµήµα του γονιδίου Μ. Με 

βάση το γεγονός ότι ο κοροναϊός του σκύλου εµφανίζει αρκετά συχνά µεταλλάξεις, 

είναι φανερό ότι δεν αποκλείεται η πιθανότητα ψευδώς αρνητικών αποτελεσµάτων, 

λόγω έλλειψης συµπληρωµατικότητας των εκκινητών και του cDNA. Φαίνεται 

λοιπόν, ότι όσον αφορά στον CCoV, δεν υπάρχει µέθοδος που να αποτελεί το χρυσό 

πρότυπο, καθώς η real (RT-) time, παρά την αυξηµένη, σε σχέση µε την RT-PCR, 

ευαισθησία που εµφανίζει, µπορεί να δώσει ψευδώς αρνητικά αποτελέσµατα. Με 

συνδυασµό, ωστόσο των δύο µεθόδων και παράλληλη ερµηνεία των αποτελεσµάτων 

επιτυγχάνεται η ορθότερη εξαγωγή συµπερασµάτων. 

Σε διεθνές επίπεδο, σχετικά µε τους τύπους και τους υποτύπους του CCoV, 

φαίνεται ότι τα ευρήµατα εναλλάσσονται, µε αποτέλεσµα να µη µπορούν να 

εξαχθούν ασφαλή συµπεράσµατα σε σχέση µε την κατανοµή τους στον πληθυσµό 

των σκύλων. Σε έρευνα µε χρήση µοριακών µεθόδων που έλαβε χώρα στην Ιταλία το 

2004, σε κουτάβια που εµφάνιζαν διάρροια, διαπιστώθηκε ότι στη συντριπτική 

πλειοψηφία (76,8%) υπήρχε µεικτή µόλυνση, µε ταυτόχρονη παρουσία και των δύο 

τύπων (Pratelli et al., 2004a). Ωστόσο, ένα χρόνο µετά, διαπιστώθηκε ότι ο τύπου Ι 

CCoV ανιχνευόταν σε υψηλότερο ποσοστό (47,8%), σε σχέση µε τον CCoV τύπο ΙΙ 

(28,6%) ή τις µεικτές, µε παρουσία και των δύο τύπων, µολύνσεις (23,6%) (Decaro et 

al., 2005b). Κάτι ανάλογο έχει παρατηρηθεί και στους δύο τύπους του κοροναϊού της 
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γάτας, µε τον τύπο Ι να ανιχνεύεται µε µεγαλύτερη συχνότητα από τον τύπο ΙΙ στις 

γάτες (Hohdatsu et al., 1992, Benetka et al., 2004). Στην Τουρκία, έχει παρατηρηθεί η 

κυριαρχία του CCoV τύπου ΙΙ (Yesilbag et al., 2004). Από τα δεδοµένα, αυτό που 

γίνεται σαφές, από επιζωοτιολογικής άποψης, είναι ότι κυκλοφορούν και οι δύο τύποι 

και είναι δυνατό να προκαλέσουν µεικτές µολύνσεις σε αυξηµένη συχνότητα. 

Όσον αφορά στο χαρακτηρισµό των τύπων και των υποτύπων του CCoV που 

ανιχνεύθηκαν στην Ελλάδα, φαίνεται ότι ο τύπος Ι είναι αυτός που εµφανίζεται 

συχνότερα, σε σύγκριση µε τον CCoVIIa και τον CCoVIIb. Ανάµεσα στους δύο 

τύπους όµως, αθροίζοντας τα αποτελέσµατα των δύο υποτύπων, είναι ο ΙΙ αυτός που 

κυριαρχεί, γεγονός που είναι σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα από τις υπόλοιπες 

ευρωπαϊκές χώρες και την Τουρκία, όπου έχει λάβει χώρα αντίστοιχη έρευνα 

(Yesilbag et al., 2004; Decaro et al., 2010). Ωστόσο, λαµβάνοντας υπόψη τις µεικτές 

µολύνσεις που διαπιστώθηκαν στην παρούσα έρευνα, γίνεται εµφανές ότι στην 

πλειοψηφία των θετικών δειγµάτων (47,01%) ανιχνεύονταν παραπάνω από ένας 

CCoV. Μάλιστα, ανιχνεύτηκε µεικτή των δύο υποτύπων µόλυνση (CCoVIIa/IIb) ή 

ακόµα και ταυτόχρονη παρουσία των δύο τύπων και των δύο υποτύπων 

(CCoVI/IIa/IIb), σε χαµηλά ωστόσο ποσοστά ((11,11% και 4,76% επί του συνόλου 

των µεικτών µολύνσεων, αντίστοιχα). Οι µεικτές µολύνσεις CCoVI/IIa/IIb 

αναφέρονται πρώτη φορά σε διεθνές επίπεδο, καθώς µέχρι στιγµής, οι αντίστοιχες 

αναφορές αφορούν σε Ι/ΙΙa, Ι/ΙΙb και IIa/IIb µολύνσεις (Decaro et al., 2009; Erles and 

Brownlie, 2009; Decaro et al., 2010). Οι µεικτές από CCoV µολύνσεις είναι συχνές 

στους σκύλους (Pratelli et al., 2004a), χωρίς ωστόσο ο ρόλος τους να είναι απόλυτα 

αποσαφηνισµένος. Από διεθνείς προκαταρκτικές µελέτες, έχει διαπιστωθεί ότι οι 

µολύνσεις από τον CCoV τύπο Ι και ΙΙ σχετίζονται µε δριµύτερη συµπτωµατολογία, 

σε σχέση µε εκείνες που οφείλονται σε προσβολή από τον ένα από τους δύο τύπους 

(Decaro et al., 2005b). Εντούτοις, το γεγονός ότι δεν έχει επιτευχθεί ακόµα η 

αποµόνωση του τύπου Ι CCoV σε κυτταροκαλλιέργειες, δυσχεραίνει την εκτενή 

έρευνα, σχετικά µε την παθογένεια, τόσο αυτού, όσο και των µεικτών µολύνσεων 

κατ’επέκταση. 

Τελευταία, έλαβε χώρα και ο διαχωρισµός του τύπου ΙΙ σε δύο νέους 

υποτύπους, τον CCoVIIa, όπου ανήκουν τα κλασικά CCoV στελέχη και τον 

CCoVIIb, όπου περιλαµβάνονται τα πρόσφατα αναγνωρισµένα TGEV-like 

ανασυνδυασµένα στελέχη (Decaro et al., 2009; Erles and Brownlie, 2009). Στην 
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παρούσα µελέτη, στο σύνολο των θετικών για CCoV δειγµάτων, ο νέος αυτός 

υπότυπος ανιχνεύτηκε σε ένα σηµαντικό ποσοστό (10,2%). Το ποσοστό αυτό είναι 

χαµηλότερο συγκρινόµενο µε αντίστοιχα ποσοστά των TGEV-like στελεχών σε άλλες 

χώρες της Ευρώπης, όπως η Αγγλία, η Ιταλία και η Ουγγαρία. Το υψηλότερο 

ποσοστό ανίχνευσης τέτοιων στελεχών στις ευρωπαϊκές χώρες στις οποίες έχει λάβει 

χώρα µελέτη, συγκεντρώνει συγκεκριµένα η Ουγγαρία (96,87%) (Decaro et al., 

2010). Στην παρούσα µελέτη, η ανίχνευση των TGEV-like στελεχών σε δείγµατα 

προερχόµενα από τους νοµούς Αττικής και Θεσσαλονίκης, καθώς και σε δείγµατα 

τόσο από κλινικές, όσο και από κυνοκοµεία και καταστήµατα πώλησης ζώων 

συντροφιάς, υποδηλώνει την παρουσία τους στη χώρα, σε αρκετά σηµαντικό 

ποσοστό. 

Σχετικά µε τη φυλογενετική σχέση των κοροναϊών, καθώς και µε τους 

µηχανισµούς που εµπλέκονται στην παθογένειά τους, φαίνεται ότι η µοριακή 

ανάλυση του ιικού RNA στελεχών του CCoV αποτελεί ένα από τα εργαλεία εκλογής. 

Στη συγκεκριµένη µελέτη, για τη µοριακή και φυλογενετική ανάλυση επιλέχτηκε το 

αµινοτελικό άκρο της γλυκοπρωτεΐνης S. Το γονίδιο S που την κωδικοποιεί, αποτελεί 

µία από τις περιοχές του ιικού γονιδιώµατος στην οποία εµφανίζονται µεταλλάξεις 

και ανασυνδυασµοί µε µεγάλη συχνότητα (Horsburgh and Brown, 1993; Wang and 

Lu, 2009). Η γλυκοπρωτεΐνη S µπορεί να χωριστεί σε τρεις δοµικές περιοχές, µία 

εξωτερική, µία ενδοµεµβρανική και µία µικρή καρβοξυτελική περιοχή. Από αυτές, η 

πρώτη χωρίζεται σε δύο µικρότερες περιοχές, την S1, που αντιστοιχεί στο 

αµινοτελικό τµήµα της πρωτεΐνης και στο σφαιρικό αντίστοιχα τµήµα της αιχµής και 

στο τµήµα της S2, που αντιστοιχεί στο µίσχο της αιχµής. Οι µεταλλάξεις στην S1 

περιοχή είναι πάρα πολύ συνηθισµένες και συνδέονται µε αλλαγές στην 

αντιγονικότητα και στην παθογένεια του ιού, ενώ αντιθέτως η S2 περιοχή είναι πιο 

συντηρηµένη. Επιπλέον, η περιοχή που συνδέεται µε τους υποδοχείς των κυττάρων 

φαίνεται να βρίσκεται στην S1 περιοχή. Συνεπώς, η αλληλουχία των αµινοξέων στο 

αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης S φαίνεται να καθορίζει και τον τροπισµό των ιών 

προς συγκεκριµένα κύτταρα-στόχο, δίνοντας ιδιαίτερη βαρύτητα στην εν λόγω 

περιοχή (Suzuki et al., 1996; Sanchez et al., 1999; Lai and Holmes, 2001). 

Από τα αποτελέσµατα της αλληλούχησης των νουκλεοτιδίων, της πολλαπλής 

στοίχισης και της φυλογενετικής ανάλυσης των στελεχών του CCoV τύπου I που 

ανιχνεύτηκαν στα κόπρανα των ζώων, καταδεικνύεται η έντονη παραλλακτικότητα 
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των ελληνικών στελεχών στη συγκεκριµένη περιοχή τόσο µεταξύ τους, όσο και σε 

σχέση µε τα στελέχη αναφοράς. Η παραλλακτικότητα, όµως, των ελληνικών 

στελεχών σε σχέση µε τα στελέχη αναφοράς µπορεί να εξηγηθεί από το γεγονός ότι 

στην GenBank είναι διαθέσιµα τα αντίστοιχα γονιδιωµατικά τµήµατα µόνο από δύο 

στελέχη αναφοράς τύπου Ι. Ωστόσο, η έντονη παραλλακτικότητα που παρατηρήθηκε 

κατά τη σύγκριση των ελληνικών στελεχών µεταξύ τους, αποδεικνύει ότι η 

συγκεκριµένη περιοχή του CCoV τύπου Ι δεν εµφανίζει συντήρηση. Τα περισσότερα 

ελληνικά στελέχη φάνηκε ότι οµοιάζουν µε το στέλεχος αναφοράς 23/03 και µόνο 

δύο από αυτά µε το στέλεχος Elmo/02. Εντύπωση, ωστόσο, προκάλεσε η ανεύρεση 3 

στελεχών που εµφάνιζαν στο εν λόγω τµήµα συντηρηµένες περιοχές και µε τα δύο 

στελέχη, υποδηλώνοντας την παρουσία «ενδιάµεσων» στελεχών. Επιπλέον, από την 

ανάλυση δύο στελεχών από κρούσµα επιζωοτικής οξείας διάρροιας σε κατάστηµα 

πώλησης ζώων (AT/02/09/GR και AT/05/09/GR), διαπιστώθηκε η ύπαρξη δύο 

διαφορετικών τύπου Ι CCoVs, καταδεικνύοντας ότι στην εµφάνιση ανάλογων 

κρουσµάτων είναι δυνατή η εµπλοκή περισσότερων του ενός από κάθε τύπο 

στελεχών. 

Από τα αποτελέσµατα της αλληλούχησης των νουκλεοτιδίων, της πολλαπλής 

στοίχισης και της φυλογενετικής ανάλυσης των στελεχών CCoV υποτύπου ΙΙa που 

ανιχνεύτηκαν στα κόπρανα των ζώων, φάνηκε ότι η παραλλακτικότητά τους ήταν 

µικρότερη σε σύγκριση µε εκείνη που διαπιστώθηκε στα στελέχη τύπου Ι. Προς το 

παρόν, θεωρείται ότι ο CCoVIIa εµφανίστηκε µεταγενέστερα του CCoVΙ (Lorusso et 

al., 2007). Λαµβάνοντας αυτό υπόψη, είναι εµφανές ότι ο CCoVIIa εξελίσσεται, 

µέσω µεταλλάξεων και κάτω από την πίεση που του ασκεί το ανοσοποιητικό 

σύστηµα των σκύλων, για µικρότερο χρονικό διάστηµα. Οι ελληνικοί CCoVIIa ιοί 

εµφάνιζαν υψηλό ποσοστό οµοιότητας µεταξύ τους, καθώς και µε το παντρόπο 

στέλεχος CB/05 (στέλεχος αναφοράς των CCoVIIa). ∆ύο µάλιστα από τα ελληνικά 

στελέχη (ΑΤ/03/09/GR και ΤΗ/10/09/GR) εµφάνιζαν στην πρωτεΐνη S αµινοξέα 

(θέσεις 73 και 125 αντίστοιχα), τα οποία στο παρελθόν είχαν θεωρηθεί ως µοναδικά 

του στελέχους CB/05 (Decaro et al., 2007b). Βάσει του γεγονότος ότι οι σκύλοι στους 

οποίους ανιχνεύτηκαν τα εν λόγω στελέχη δεν πέθαναν, µπορεί να θεωρηθεί ότι 

ενδεχοµένως οι µεταλλάξεις αυτές δεν σχετίζονται άµεσα µε την ανάδυση παντρόπων 

στελεχών, υψηλής λοιµογόνου δύναµης.  
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Από το σύνολο των ζώων που εξετάστηκαν, εντύπωση προκάλεσε η εµφάνιση 

τριών οµαδικών επιζωοτιών οξείας διάρροιας σε ζώα του κυνοκοµείου των 

Τρικάλων. Οι επιζωοτίες αυτές εµφανίστηκαν µε διαφορά µηνών και αφορούσαν 

µόνο τα νεαρά νεοεισερχόµενα ζώα, που εισήχθησαν στο κυνοκοµείο εκείνο το 

διάστηµα. Στο κυνοκοµείο παράλληλα, διαβιούσαν ενήλικοι σκύλοι, οι οποίοι δεν 

εµφάνισαν συµπτώµατα. Οι επιζωοτίες σηµειώθηκαν το ∆εκέµβριο του 2007 (σκύλοι 

01/07, 02/07, 03/07, 04/07, 06/07) τον Ιανουάριο του 2008 (σκύλοι 01/08-05/08) και 

τον Απρίλιο του ίδιου έτους (σκύλοι 54/08-56/08) (Παράρτηµα, Πίνακας 1). Από το 

ιστορικό προέκυψε ότι τα ζώα των δύο πρώτων επιζωοτιών ήταν ανεµβολίαστα, ενώ 

τα ζώα της τρίτης είχαν εµβολιαστεί 1 φορά έναντι της παρβοΐωσης, της νόσου του 

Carré, της λοιµώδους ηπατίτιδας, της λεπτοσπείρωσης και της παραγρίπης, πέντε 

ηµέρες πριν την εµφάνιση του κλινικού περιστατικού. Όλα τα ζώα είχαν λάβει 

αντιπαρασιτική αγωγή.  

Από τη φυλογενετική ανάλυση φαίνεται ότι πρόκειται για το ίδιο στέλεχος 

που παρέµεινε στο χώρο για 5 µήνες (∆εκέµβριος 2007-Απρίλιος 2008), χωρίς στα 

µεσοδιαστήµατα των επιζωοτιών να παρατηρούνται συµπτώµατα στα ζώα. Στις δύο 

πρώτες επιζωοτίες, ανιχνεύτηκε παράλληλη µόλυνση µε CPV-2, ενώ στην τρίτη ο 

CPV-2 ανιχνεύτηκε µόλις σε 1 από τα 11 ζώα, γεγονός που υποδηλώνει ότι ο CCoV 

σχετιζόταν άµεσα µε την εµφάνιση αυτής (Ntafis et al., 2010b). Το γεγονός ότι το ίδιο 

στέλεχος CCoV ανιχνεύτηκε τρεις φορές µέσα σε διάστηµα 5 µηνών µπορεί να 

οφείλεται στο ότι ο κοροναϊός είναι δυνατό να αποβάλλεται από ένα ζώο για µεγάλο 

χρονικό διάστηµα (Pratelli et al., 2001a; 2002b). Όµως, δεν µπορεί να αποκλειστεί 

µία ενδεχόµενη αφανής ή απαρατήρητη µόλυνση των ενηλίκων κατά τα 

µεσοδιαστήµατα, που οδήγησε στη συνεχή παραµονή του ιού στο χώρο του 

κυνοκοµείου, διότι όπως είναι γνωστό αφενός τα ενήλικα ζώα είναι λιγότερο ευπαθή 

από τα νεαρά (Appel, 1987; Carmichael and Binn, 1981) και αφετέρου ο CCoV έχει 

ανιχνευθεί  σε ζώα τα οποία δεν εµφάνιζουν συµπτώµατα (Rimmelzwaan et al., 1991; 

Tennant et al., 1993). Ακόµη, πρέπει να ληφθεί υπόψη και η περίπτωση επανεισόδου 

του ιού στο κυνοκοµείο µε τα νέα ζώα που εισήχθηκαν, αλλά το γεγονός ότι τα 

κρούσµατα εκδηλώθηκαν λίγες ηµέρες µετά την είσοδο των σκύλων, συνηγορεί υπέρ 

µίας πιθανής επίµονης µόλυνσης, µε αποτέλεσµα την παραµονή του CCoV στο 

κυνοκοµείο. Βέβαια, η επιβίωση του ιού στο χώρο του κυνοκοµείου κατά τα 

µεσοδιαστήµατα, χωρίς να αποβάλλεται εκ νέου από τα ζώα, θεωρείται απίθανη λόγω 
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της αυξηµένης ευαισθησίας του στις συνθήκες του περιβάλλοντος (Tennant et al., 

1994). Κλείνοντας, αξίζει να σηµειωθεί ότι και άλλοι ιοί του πεπτικού συστήµατος, 

όπως ο ροταϊός, είναι δυνατό να παραµένουν σε ένα χώρο κατά τα µεσοδιαστήµατα 

των κρουσµάτων (Ntafis et al., 2010a).  

Η παρουσία του CPV-2 σε ένα µόνο δείγµα κατά τη διάρκεια της 3ης 

επιζωοτίας δικαιολογείται, λαµβάνοντας υπόψη το γεγονός ότι τα ζώα είχαν 

εµβολιαστεί πριν την εκδήλωση των συµπτωµάτων. Εποµένως, η µόλυνση στο εν 

λόγω ζώο µπορεί να οφείλεται είτε σε µη σωστή εφαρµογή του εµβολιασµού, είτε σε 

αδυναµία ανοσοποίησης του ζώου, λόγω της εξουδετέρωσης του εµβολιακού ιού από 

τα µητρικά αντισώµατα. Η παρουσία των µητρικών αντισωµάτων, ο τίτλος των 

οποίων ποικίλλει ακόµα και ανάµεσα στα ζώα της ίδιας τοκετοοµάδας, αποτελεί 

σύνηθες αίτιο αποτυχίας ανοσοποίησης των ζώων µε εµβολιασµό (Buonavoglia et al., 

1992; Waner et al., 1996).  

Από τα CCoVIIa στελέχη, έντονο επίσης ενδιαφέρον προκάλεσε το 

ED/99/08/GR, το οποίο ανιχνεύθηκε σε σκύλο από το νοµό Πέλλας. Το συγκεκριµένο 

στέλεχος εµφάνιζε το χαµηλότερο ποσοστό οµοιότητας µε τα υπόλοιπα ελληνικά 

στελέχη, ενώ ιδιαίτερα χαµηλό ήταν και το ποσοστό οµοιότητας που εµφάνιζε µε τα 

διεθνή στελέχη αναφοράς. Αιτία αυτής της παραλλακτικότητας ήταν οι 

αντικαταστάσεις αµινοξέων στις πρώτες 24 θέσεις του αµινοτελικού άκρου της 

πρωτεΐνης S, καθώς και η προσθήκη 6 αµινοξέων στο τµήµα που αλληλουχήθηκε. 

Έχει βρεθεί ότι ακόµα και πολύ µικρές αλλαγές σε επίπεδο αµινοξέων της πρωτεΐνης 

S, µπορεί να προκαλέσουν µεταβολές της λοιµογόνου δύναµης ακόµα και πολύ 

συγγενικών φυλογενετικά στελεχών (Sanchez et al., 1999). Επίσης, κατά καιρούς 

έχουν ανιχνευθεί διάφορα αποκλίνοντα, µη τυπικά στελέχη του κοροναϊού του 

σκύλου, υποδηλώνοντας τη γενετική ποικιλοµορφία του συγκεκριµένου ιού (Benetka 

et al.,2006; Escutenaire et al., 2007a). Ένα από αυτά είναι και το στέλεχος UWSMN-

1, το οποίο ανιχνεύθηκε στην Αυστραλία και βρέθηκε να έχει 13,9-17% διαφορά σε 

επίπεδο νουκλεοτιδίων από τα στελέχη αναφοράς του CCoV τύπου ΙΙ (Naylor et al., 

2002), αλλά και το BGF10 που ανιχνεύτηκε στη Μεγάλη Βρετανία. Τα δύο αυτά 

στελέχη συνδέθηκαν µε κρούσµατα επιζωοτικής οξείας γαστρεντερίτιδας και τους 

αποδόθηκε υψηλή λοιµογόνος δύναµη (Naylor et al., 2001a; Naylor et al., 2002; 

Sanchez-Morgado et al., 2004). Στην παρούσα µελέτη, το στέλεχος ED/99/08/GR 

ανιχνεύθηκε σε σκύλο µε οξεία αιµορραγική διάρροια, που οδήγησε σε θάνατο. 
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Ωστόσο, πρέπει να αναφερθεί ότι στο ζώο ανιχνεύθηκε παράλληλα και ο CPV-2, ο 

οποίος προκαλεί παρόµοια συµπτωµατολογία και είναι γνωστό ότι σε ανάλογες 

µεικτές µολύνσεις τα συµπτώµατα που εµφανίζει το ζώο είναι δριµύτερα (McCaw 

and Hoskins, 2006). Λόγω της ταυτόχρονης µόλυνσης από τον CPV-2, δεν είναι 

δυνατό να ισχυριστεί κανείς ότι το εν λόγω στέλεχος χαρακτηρίζεται από υψηλή 

λοιµογόνο δύναµη, αυτό όµως που µπορεί να ειπωθεί είναι ότι η ύπαρξή του αποτελεί 

άλλη µία απόδειξη της έντονης παραλλακτικότητας που εµφανίζει ο CCoV. 

 Όσον αφορά στα στελέχη CCoVIIb που ανιχνεύθηκαν στα κόπρανα των 

ζώων, τα αποτελέσµατα της αλληλούχησης των νουκλεοτιδίων, της πολλαπλής 

στοίχισης και της φυλογενετικής ανάλυσης έδειξαν ακόµα µικρότερη 

παραλλακτικότητα σε σύγκριση µε εκείνη που διαπιστώθηκε στον τύπο Ι και στον 

υπότυπο ΙΙa. Αυτό µπορεί να αποδοθεί στο ότι τα νέα ανασυνδυασµένα στελέχη 

διαπιστώθηκε ότι κυκλοφορούν την τελευταία δεκαετία, µε το παλαιότερο δείγµα στο 

οποίο έχουν ανιχνευτεί να χρονολογείται από το 2001 (Decaro et al., 2010). Έτσι, το 

χρονικό διάστηµα το οποίο είχαν στη διάθεσή τους να εξελιχθούν µέσω µεταλλάξεων, 

ενώ βρίσκονται κάτω από την πίεση των ανοσολογικών µηχανισµών ήταν πολύ 

µικρότερο απ’ ότι εκείνο του τύπου Ι και του υποτύπου ΙIa. Από τη µοριακή ανάλυση 

έγινε εµφανές ότι  σε κρούσµα που εκδηλώθηκε σε κυνοκοµείο της Θεσσαλονίκης, οι 

CCoVIIb ιοί που ανιχνεύθηκαν ανήκαν στο ίδιο στέλεχος. Παράλληλα, οι ελληνικοί 

CCoVIIb ιοί βρέθηκαν να οµοιάζουν φυλογενετικά µε τα νέα TGEV-like στελέχη και 

όχι µε το «παλαιό» (δεκαετίας ’70) αµερικάνικο στέλεχος UCD-1, για το οποίο 

κυριαρχεί η άποψη ότι προήλθε από ανασυνδυασµό σε διαφορετική χρονική στιγµή, 

πολύ παλιότερα από το 2001 (Decaro et al., 2010). Οι ελληνικοί επίσης ιοί 

φυλογενετικά βρέθηκαν πιο κοντά µε στελέχη που προέρχονται από τις χώρες της 

ανατολικής Ευρώπης και πιο αποµακρυσµένα µε τα στελέχη που έχουν ανιχνευθεί 

στο Ηνωµένο Βασίλειο. Στην Ιταλία, δύο από τα τέσσερα «ιταλικά» στελέχη 

αναφοράς, το 174/06 και το 119/08, ανιχνεύθηκαν σε σκύλους που µόλις είχαν 

εισαχθεί από την Ουγγαρία (Decaro et al., 2009). Το γεγονός αυτό µπορεί να 

αποδοθεί στο ότι τόσο στην Ελλάδα (Ντάφης, προσωπική παρατήρηση), όσο και στην 

Ιταλία, γίνεται σε µεγάλο βαθµό εισαγωγή καθαρόαιµων φυλών σκύλων για εµπόριο 

από της χώρες της ανατολικής Ευρώπης, και µάλιστα στην Ουγγαρία και τη Ρουµανία 

η συχνότητα ανίχνευσης των CCoVIIb είναι αυξηµένη, σε σχέση µε άλλες 

ευρωπαϊκές χώρες (Decaro et al., 2010). Άλλωστε, στην Ιταλία υπάρχουν αναφορές 
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που έχουν συνδέσει την εισαγωγή σκύλων από τις παραπάνω χώρες µε την εµφάνιση 

κι άλλων νοσηµάτων, όπως είναι η λοιµώδης ηπατίτιδα και η νόσος του Carré 

(Decaro et al., 2007a; Martella et al., 2007). 

 Ανάµεσα στα αποτελέσµατα, αυτό που αξίζει ιδιαίτερου ενδιαφέροντος είναι 

εκείνο που αφορά στο στέλεχος THr/85/08. Το συγκεκριµένο στέλεχος είναι 

αποτέλεσµα ανασυνδυασµού µεταξύ των δύο τύπων του CCoV. Ανασυνδυασµοί 

στους κοροναϊούς έχουν διαπιστωθεί και στο παρελθόν και θεωρείται ότι αποτελούν 

έναν από τους κύριους λόγους εµφάνισης µεγάλης ποικιλοµορφίας στη συγκεκριµένη 

οικογένεια. Όσον αφορά στον CCoVII, έχει ήδη αποδειχτεί ότι ο υπότυπος CCoVIIb 

αποτελεί προϊόν ανασυνδυασµού ανάµεσα στον CCoVII και στον TGEV, µε τον 

ανασυνδυασµένο ιό να χαρακτηρίζεται από ένα αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης S 

παρόµοιο µε εκείνο των TGEV. Η εµφάνιση ανασυνδυασµού στην υπερµεταβλητή 

αµινοτελική περιοχή της πρωτεΐνης S και η επικράτηση και διασπορά των στελεχών 

αυτών (TGEV-like) µπορεί να εξηγηθεί και βάσει του γεγονότος ότι οι δοµικές 

αλλαγές στην περιοχή αυτή είναι πιο ανεκτές για την επιβίωση των στελεχών (Lai, 

1992). Σχετικά µε τους ανασυνδυασµούς ανάµεσα στους δύο τύπους, υπάρχει µία 

αναφορά για στελέχη που ανιχνεύθηκαν στη Σουηδία και τα οποία, στο 5́ - και στο 

3΄-άκρο του γονιδίου S, έµοιαζαν µε τον τύπο Ι και τον τύπο ΙΙ αντίστοιχα, 

υποδηλώνοντας την πιθανή προέλευσή τους από ανασυνδυασµό (Escutenaire et al., 

2007a). Στην παρούσα µελέτη το στέλεχος THr/85/08 χαρακτηρίστηκε ως τύπος ΙΙ 

πλησίον του 3́ -άκρου του γονιδίου S και ως τύπος Ι στο γονίδιο Μ. Γίνεται 

αντιληπτό λοιπόν, ότι το σηµείο ανασυνδυασµού βρίσκεται ανάµεσα στα δύο αυτά 

γονίδια, δηλαδή µπορεί να βρίσκεται στο τέλος του γονιδίου S, στο ORF3, στο ORF4 

ή και στο 5΄-άκρο του γονιδίου Μ. Πιο πιθανές είναι η δεύτερη και η τέταρτη 

περιοχή, οι οποίες αποτελούν θέσεις όπου οι ανασυνδυασµοί, οι προσθήκες αλλά και 

οι απαλείψεις νουκλεοτιδίων συµβαίνουν µε µεγαλύτερη συχνότητα (Horsburgh et 

al., 1992). Το εν λόγω στέλεχος αποτελεί άλλη µία απόδειξη της εξέλιξης που 

λαµβάνει χώρα στον CCoV, οδηγώντας στην ανάδυση νέων στελεχών, των οποίων 

µια πιθανή επικράτηση θα οδηγούσε σε εκ νέου αλλαγή της ταξινόµησης. 

Παράλληλα, λαµβάνοντας υπόψη το γεγονός ότι η διαπίστωση του ανασυνδυασµού 

βασίστηκε αρχικά στα αντίθετα αποτελέσµατα των RT-PCR και real time (RT-) PCR 

κατά το χαρακτηρισµό των τύπων, γίνεται αντιληπτό ότι µε χρήση µόνο της µίας από 
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τις δύο µεθόδους είναι πιθανή η απώλεια σηµαντικών πληροφοριών, όσον αφορά 

στην επιζωοτιολογία του CCoV. 

 Πέραν των στελεχών που προαναφέρθηκαν, προσέλκυσαν το ενδιαφέρον και 

τρία στελέχη (NA/09, 66/09, 68/09) του CCoV, τα οποία διαπιστώθηκε ότι 

διαπέρασαν τον εντερικό φραγµό και ανιχνεύθηκαν στα όργανα των ζώων. Τα 

τελευταία χρόνια, έχει αναφερθεί η ύπαρξη τέτοιων στελεχών, που αντίθετα µε τη 

θεωρία που ισχυρίζεται ότι ο CCoV προκαλεί αποκλειστικά τοπική µόλυνση του 

εντέρου, αυτά ανιχνεύθηκαν σε όργανα των ζώων, µετά την εκδήλωση θανατηφόρας 

γαστρεντερίτιδας. Στην παρούσα µελέτη, τέτοιου είδους στελέχη διαπιστώθηκαν σε 3 

από τους 21 θετικούς στον CCoV νεκρούς σκύλους που εξετάστηκαν, 

υποδηλώνοντας ότι ενδεχοµένως δεν είναι τόσο σπάνια η παρουσία τους στους 

σκύλους. Παρόµοιες αλλαγές στον τροπισµό των ιών, παρατηρούνται και στον FCoV, 

ο οποίος ταξινοµείται πλέον στο ίδιο είδος (Alphacoronavirus 1) µε τον CCoV. 

Συγκεκριµένα, ο εντερικός βιότυπος του κοροναϊού της γάτας, FCoV, προκαλεί 

επίµονη λοίµωξη του εντέρου και φαίνεται ότι µε την εµφάνιση σηµειακών 

µεταλλάξεων στο γονίδιο S, αλλά και απαλείψεων στα γονίδια 3c, 7b (Vennema et 

al., 1998) ή και 7a (Kennedy et al., 2001) αποκτά την ικανότητα να µολύνει 

µονοκύτταρα/µακροφάγα και να προκαλεί συστηµατική θανατηφόρο νόσο, τη 

λοιµώδη περιτονίτιδα.  

Από το ιστορικό προέκυψε ότι τα ζώα, στα οποία ανιχνεύτηκαν τα παραπάνω 

στελέχη, εµφάνισαν οξεία διάρροια και έµετο καταλήγοντας σε θάνατο µία ηµέρα 

µετά την εµφάνιση των συµπτωµάτων, παρά την υποστηρικτική αγωγή. Τα ζώα 13/09 

και 66/09 ήταν εµβολιασµένα για πρώτη φορά έναντι της παρβοΐωσης και του ιού της 

νόσου του Carré. Το ζώο 68/09 είχε επίσης λάβει ένα εµβολιασµό (έναντι της 

παρβοΐωσης, της νόσου του Carré, της λοιµώδους ηπατίτιδας, της λεπτοσπείρωσης 

και της παραγρίπης). Οι εµβολιασµοί είχαν λάβει χώρα εντός του τελευταίου 

δεκαηµέρου πριν την εµφάνιση των συµπτωµάτων. 

 Από τη νεκροτοµική εξέταση των προαναφερθέντων τριών σκύλων, πέραν του 

οροαιµορραγικού περιεχοµένου του εντέρου, ιδιαίτερη εντύπωση προκάλεσε ο 

έντονος αποχρωµατισµός του ήπατος, εύρηµα το οποίο δεν διαπιστώθηκε στις 

υπόλοιπες νεκροτοµές (18 ζώα). Μέχρι σήµερα, τα δύο αυτά παθολογοανατοµικά 

ευρήµατα έχουν διαπιστωθεί σε δύο ανάλογες περιπτώσεις (Buonavoglia et al., 2006; 

Zappuli et al., 2008). Επιπλέον, στις περιπτώσεις αυτές (Buonavoglia et al., 2006; 
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Zappuli et al., 2008) διαπιστώθηκε και η παρουσία οροαιµατηρής συλλογής, που 

παρατηρήθηκε σε ένα από τα τρία ζώα, στην παρούσα έρευνα. Οι αλλοιώσεις στο 

ήπαρ φαίνεται να συνοδεύουν την ανίχνευση στελεχών που διαπερνούν τον εντερικό 

φραγµό, χωρίς ωστόσο να µπορούν να εξαχθούν ασφαλή συµπεράσµατα, παρά µόνο 

µέσω πειραµατικών µολύνσεων και παθολογοανατοµικών εξετάσεων. 

 Το CCoVIIa στέλεχος ΝΑ/09 ανιχνεύθηκε µε PCRs σε όλα τα όργανα που 

εξετάστηκαν. Αντίστοιχη ανίχνευση έλαβε χώρα και στο παρελθόν µε ένα άλλο 

στέλεχος που διαπερνά τον εντερικό φραγµό, το CB/05, του οποίου µάλιστα η 

συγκέντρωση στα όργανα ήταν µεγάλη (Buonavoglia et al., 2006). Το ίδιο συνέβη και 

µετά από πειραµατική µόλυνση µε το CB/05. Στην παρούσα µελέτη ωστόσο, 

αναφέρεται για πρώτη φορά η ανίχνευση του ιού στο πάγκρεας και στην καρδιά 

(Ntafis et al., 2010c). Όσον αφορά στα CCoVIIb στελέχη (66/09, 68/09), αυτά 

ανιχνεύθηκαν στα ίδια όπως και το ΝΑ/09 όργανα, µε εξαίρεση την απουσία του 

66/09 από τον εγκέφαλο. Για τους συγκεκριµένους υποτύπους γίνεται πρώτη φορά 

αναφορά για την κατανοµή τους στα διάφορα όργανα, καθώς στη βιβλιογραφία 

αναφέρεται ότι έχουν ανιχνευθεί σε ιστούς πέραν του εντερικού σωλήνα, χωρίς 

ωστόσο να γίνεται αναλυτική αναφορά στα όργανα και στις συγκεντρώσεις των ιών 

(Decaro et al., 2009). Από τα παραπάνω ευρήµατα της παρούσας µελέτης γίνεται 

εµφανής η ανίχνευση και η κατανοµή των ιών σε όλα τα όργανα που εξετάστηκαν, 

υποδηλώνοντας τη δυνατότητα ορισµένων στελεχών να διαπερνούν τον εντερικό 

φραγµό. Η πιθανότητα κυκλοφορίας των εν λόγω στελεχών µε το αίµα µε 

αποτέλεσµα την ανίχνευση αυτών στα τριχοειδή των οργάνων δεν µπορεί να 

αποκλειστεί. Ωστόσο, η ανίχνευση τους στα όργανα µε ανοσοϊστοχηµεία (Zappuli et 

al., 2008), καθώς και οι ιδιαίτερα χαµηλές συγκεντρώσεις που έχουν διαπιστωθεί στο 

αίµα (Decaro et al., 2009), συνηγορούν υπέρ της διασποράς τους στους ιστούς. 

 Από την αλληλούχηση και την πολλαπλή στοίχιση του στελέχους ΝΑ/09, 

διαπιστώθηκε το ιδιαίτερα υψηλό ποσοστό οµοιότητας που εµφάνιζε µε το παντρόπο 

στέλεχος CB/05. Αντίθετα, τα ποσοστά οµοιότητας ήταν πολύ χαµηλότερα, όταν 

συγκρίθηκε µε στελέχη αναφοράς που έχουν ανιχνευθεί αποκλειστικά στο έντερο των 

ζώων. Οµοίως, για τα στελέχη 66/09 και 68/09, το υψηλότερο ποσοστό οµοιότητας 

διαπιστώθηκε µε το CCoVIIb στέλεχος αναφοράς 119/08, το οποίο ανιχνεύτηκε 

επίσης στα όργανα των σκύλων. Τα υψηλά ποσοστά οµοιότητας υποδηλώνουν ότι τα 
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παραπάνω ελληνικά στελέχη οµοιάζουν µε τα αντίστοιχα αναφοράς, στηρίζοντας τη 

διαπίστωση ότι µολύνουν και όργανα, πέραν του εντέρου. 

Κατά την πολλαπλή στοίχιση και τη φυλογενετική ανάλυση της πρωτεΐνης S 

του στελέχους NA/09, διαπιστώθηκε ότι, σε σύγκριση µε τα υπόλοιπα εντερικά 

στελέχη, το υψηλότερο ποσοστό οµοιότητας εµφανιζόταν µε το CB/05. Η εν λόγω 

πρωτεΐνη, ενώ εµφανίζει υψηλή παραλλακτικότητα, επιτρέποντας έτσι τη διαφυγή 

στελεχών του ιού από τους µηχανισµούς της ανοσίας, σχετίζεται άµεσα και µε την 

παθογόνο δράση του ιού, µε τις διαφορές που παρατηρούνται να αντικατοπτρίζουν 

πιθανότατα, πέραν των σφαλµάτων της πολυµεράσης, το διαφορετικό τροπισµό των 

ιών (Horsburgh et al., 1992; Enjuanes et al., 2000; Lai and Holmes, 2001; Balasuriya 

and Stott, 2004). Ωστόσο, η πρωτεΐνη S εµφανίζεται να είναι ιδιαίτερα συντηρηµένη 

ανάµεσα στο στέλεχος ΝΑ/09 και το CB/05, σε αντιδιαστολή µε τα υπόλοιπα 

εντερικά στελέχη αναφοράς. Είναι πιθανό λοιπόν, να παίζει ιδιαίτερο ρόλο στην 

ανάδυση στελεχών µε παντροπισµό. Αντίστοιχα στα CCoVIIb στελέχη, η πρωτεΐνη S 

εµφάνιζε το υψηλότερο ποσοστό οµοιότητας µε το CCoVIIb στέλεχος 119/08. Το 

γονίδιο S εµφάνιζε υψηλότερο ποσοστό οµοιότητας µε το TGEV στέλεχος Purdue, 

παρά µε το CB/05, στα πρώτα 1.050-1.100 περίπου νουκλεοτίδια, γεγονός που είναι 

σε συµφωνία µε την προτεινόµενη από τους Decaro και συν., (2009) θέση 

ανασυνδυασµού για τα υπόλοιπα στελέχη αναφοράς (Decaro et al., 2009). 

Σχετικά µε τις υπόλοιπες πρωτεΐνες (E, M, N, 7a, 7b), παρατηρήθηκε ότι τα 

στελέχη NA/09, 66/09 και 68/09 εµφάνιζαν υψηλά ποσοστά οµοιότητας µε το CB/05, 

αλλά και τα υπόλοιπα CCoVIIb στελέχη, σε σχέση µε τα λοιπά εντερικά στελέχη. 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, πέραν της πρωτεΐνης S, τα TGEV-like στελέχη που 

ανιχνεύθηκαν στα όργανα, εµφάνιζαν το υψηλότερο ποσοστό οµοιότητας, στις 

υπόλοιπες δοµικές πρωτεΐνες (E, M και N) µε το CB/05, σε σύγκριση µε τα στελέχη 

αναφοράς (Decaro et al., 2009). Το παντρόπο στέλεχος CB/05 (CCoVIIa) 

χαρακτηρίζεται από την πρόκληση λεµφοπενίας, εύρηµα το οποίο δεν έχει 

παρατηρηθεί στα TGEV-like στελέχη αναφοράς (Decaro et al., 2009). Γίνεται 

κατανοητό ότι η υψηλή λοιµογόνος δύναµη των στελεχών που διαπερνούν τον 

εντερικό φραγµό µπορεί να οφείλεται τόσο στην οµοιότητα που εµφανίζουν στις 

δοµικές πρωτεΐνες Ε, Μ, και Ν, όσο και στις ιδιαίτερες σε σχέση µε τα εντερικά 

στελέχη πρωτεΐνες S. Οι διαφορές στην πρωτεΐνη S, µεταξύ του CB/05 και των 
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TGEV-like στελεχών, µπορεί να είναι υπεύθυνες και για τις διαφορετικές τους 

ιδιότητες (πρόκληση λεµφοπενίας). 

Όσον αφορά στο ORF3, έχουν παρατηρηθεί κατά καιρούς διάφορες 

µεταλλάξεις, οι οποίες µπορεί να είναι πλαισιοτροπικές και να οδηγούν στη σύνθεση 

µη τυπικών πρωτεΐνων (Sanchez et al., 2004; Ma et al., 2008). Στο στέλεχος CB/05 

έχει παρατηρηθεί µία µεγάλη απάλειψη από το γονίδιο της µη δοµικής πρωτεΐνης 3b, 

που οδηγεί στη σύνθεση µικρότερου µήκους πρωτεΐνης (Buonavoglia et al., 2006; 

Decaro et al., 2007). Αντίστοιχες όµως µεταλλάξεις έχουν παρατηρηθεί και σε 

στελέχη όπως το 1-71, που δεν προκαλούν συστηµατικές λοιµώξεις (Ma et al., 2008). 

Στα ελληνικά στελέχη στη συγκεκριµένη περιοχή δεν παρατηρήθηκαν προσθήκες ή 

απαλειφές, µε αποτέλεσµα οι µη δοµικές πρωτεΐνες να έχουν το αναµενόµενο 

µέγεθος, όπως αντίστοιχα και στα TGEV-like στελέχη αναφοράς. Ωστόσο, θα πρέπει 

να αναφερθεί ότι στη συγκεκριµένη περιοχή και ιδιαίτερα στο ORF3b, απαλείψεις 

νουκλεοτιδίων έχουν συσχετιστεί και µε ελαττωµένης λοιµογόνου δύναµης στελέχη 

(Wesley et atl., 1990; Horshburgh et al., 1992). Το γεγονός ότι στελέχη µε µειωµένου 

µήκους ORF3b µπορούν και επιβιώνουν, αποδεικνύει ότι το συγκεκριµένο ORF δεν 

είναι απαραίτητο για τον πολλαπλασιασµό του ιού. Ο τρόπος µε τον οποίο σχετίζεται 

η έκφρασή του µε την παθογόνο δράση και τη λοιµογόνο δύναµη των ιών θα πρέπει 

να µελετηθεί µε χρήση αντίστροφης γενετικής, ώστε να εξαχθούν ορθά 

συµπεράσµατα. 

Το ελληνικό στέλεχος ΝΑ/09 ανιχνεύθηκε στο σκύλο σε µεικτή µόλυνση µε 

τον CPV-2a αλλά και τον τύπου Ι CCoV. Ωστόσο, η ανίχνευση του τύπου Ι 

περιορίστηκε µόνο στο εντερικό περιεχόµενο, αποδεικνύοντας τη διαφορετική 

λοιµογόνο δύναµη των στελεχών. Μέχρι σήµερα, εκτενής µελέτη σχετική µε την 

παθογόνο δράση και τη λοιµογόνο δύναµη των CCoVIIa έχει γίνει σε ένα µόνο 

στέλεχος, το CB/05, από τους Decaro και συν. (2008). Σύµφωνα µε τους ερευνητές 

αυτούς, µετά από πειραµατική µόλυνση αποδείχτηκε η ικανότητα του CB/05 να 

διαπερνά τον εντερικό φραγµό, να προκαλεί συστηµατική λοίµωξη, αλλά λεµφοπενία. 

Παράλληλα, αποδείχτηκε ότι η ισχυρή χυµική ανοσία έναντι εντερικών στελεχών του 

CCoV, δεν ήταν ικανή να παρεµποδίσει την εκδήλωση της νόσου, παρά µόνο να 

µειώσει τη δριµύτητα της συµπτωµατολογίας, µε τη λεµφοπενία να παραµένει 

σταθερό εργαστηριακό εύρηµα (Decaro et al., 2010a). Αφού η κυκλοφορία τέτοιων 

στελεχών δεν περιορίζεται από την ανοσία που αναπτύσσεται έναντι των κλασικών 
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στελεχών, ενδεχοµένως και έναντι των εµβολιακών στελεχών που κυκλοφορούν, οι 

παντρόποι ιοί είναι δυνατό να µολύνουν τα ζώα και να αποτελέσουν προδιαθέτοντα 

παράγοντα, µέσω της λεµφοπενίας, τόσο για την επικράτηση ευκαιριακά παθογόνων 

µικροβίων, όσο και για τη νόσηση από σοβαρούς παθογόνους παράγοντες.  

Όσον αφορά στους TGEV-like ιούς, 66/09 και 68/09, αυτοί ανιχνεύθηκαν σε 

σκύλους µε µεικτή µόλυνση από CCoVIIa και CPV-2a, την πιο κοινή CPV-2 

αντιγονική ποικιλία στην Ελλάδα (Ntafis et al., 2010d). Kαι στις δύο περιπτώσεις, οι 

CCoVIIa δεν ανιχνεύθηκαν πέραν του εντερικού σωλήνα, αποδεικνύοντας τη 

διαφορετική παθογόνο δράση και λοιµογόνο δύναµη των TGEV-like ιών. Σχετικά µε 

τα τέσσερα TGEV-like στελέχη αναφοράς, που αναφέρουν οι Decaro και συν. (2009), 

αυτά ανιχνεύθηκαν στα όργανα παρουσία µεικτής µόλυνσης µε τον CPV-2, ενώ σε 

πειραµατική µόλυνση κατά την οποία είχε αποµακρυνθεί ο CPV-2, δεν προκάλεσαν 

παρά ήπια διάρροια, χωρίς να συνοδεύεται από λεµφοπενία (Decaro et al., 2009). 

Εποµένως, είναι πιθανό τα TGEV-like στελέχη να προκαλούν συστηµατική λοίµωξη 

µόνο παρουσία του CPV-2. Η αποµόνωση των δύο ελληνικών στελεχών σε υψηλούς 

τίτλους δίνει τη δυνατότητα να διερευνηθεί περαιτέρω η παθογόνος δράση των 

στελεχών αυτών και τα συµπτώµατα που προκαλούν τόσο σε απλές, όσο και σε 

µεικτές, παρουσία του CPV-2, µολύνσεις. Παράλληλα, µε την αποµόνωση αυτών 

δίνεται η δυνατότητα να µελετηθεί µέσω εµβολιασµών και πειραµατικών µολύνσεων 

το αν παρέχεται ικανοποιητική προστασία µέσω των κλασικών εµβολίων έναντι 

τέτοιου είδους στελεχών. 

Συµπερασµατικά, από τη συγκεκριµένη µελέτη: 

• Γίνεται εµφανής η παρουσία και η συχνότητα µε την οποία 

εµφανίζεται ο CCoV σε ζώα µε οξεία διάρροια στην Ελλάδα. 

•  Επιπλέον, υποδηλώνεται η συχνότερη εµφάνισή του σε ζώα που 

διαβιούν οµαδικά, καθώς και σε κουτάβια. 

•  Από το χαρακτηρισµό αποδεικνύεται η παρουσία των δύο τύπων και 

υποτύπων, µε τον τύπο ΙΙ να ανιχνεύεται πιο συχνά από τον τύπο Ι. 

•  Επίσης, διαπιστώνεται η συχνή εµφάνιση των µεικτών µολύνσεων 

στην Ελλάδα και η συµµετοχή σε αυτές όλων των πιθανών 

συνδυασµών των τύπων και των υποτύπων του CCoV, µε τις I/IIa/IIb 

µολύνσεις να διαπιστώνονται για πρώτη φορά διεθνώς. 
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•  Τα ελληνικά στελέχη εµφανίζουν έντονη παραλλακτικότητα, µε τη 

µεγαλύτερη να αφορά στον τύπο Ι. 

•  Επιπλέον, έγινε σαφής η παρουσία αποκλίνοντος αλλά και 

ανασυνδυασµένου στελέχους, ενισχύοντας τη θεωρία της έντονης 

γενετικής εξέλιξης και ποικιλοµορφίας των κοροναϊών. 

•  Τέλος, διαπιστώθηκε και στην Ελλάδα η παρουσία στελεχών που 

διαπερνούν τον εντερικό φραγµό, τα οποία οµοιάζουν σε υψηλό 

ποσοστό µε τα στελέχη αναφοράς, ενώ παράλληλα αναλύθηκε η 

κατανοµή τους στα διάφορα όργανα καθώς και  ένα σηµαντικό -για 

την παθογόνο δράση- τµήµα του γονιδιώµατός τους. Όσον αφορά στα 

δύο TGEV-like στελέχη, η κατανοµή τους αναφέρεται για πρώτη φορά 

διεθνώς. 

Η έντονη παραλλακτικότητα των στελεχών, οι µεικτές µε δριµύτερη 

συµπτωµατολογία µολύνσεις, καθώς και η έλλειψη απόλυτα διασταυρούµενων 

αντιδράσεων µεταξύ των τύπων και των υποτύπων του CCoV αφήνει ερωτηµατικά, 

όσον αφορά στον τοµέα της πρόληψης και της εφαρµογής εµβολιασµών. Ήδη έχει 

αποδειχτεί, ότι η ανοσία έναντι κλασικών εντερικών στελεχών του CCoV δεν 

καλύπτει απόλυτα τα ζώα έναντι της µόλυνσης από το CB/05. Παράλληλα, το 

αδρανοποιηµένο εµβόλιο που χρησιµοποιείται έναντι του CCoV (Duramune PC, 

Fortdodge), δεν παρεµποδίζει την αποβολή του ιού, µετά από µία ενδεχόµενη φυσική 

µόλυνση, αδυνατώντας να σπάσει το φαύλο κύκλο µόλυνσης στους χώρους οµαδικής 

διαβίωσης των ζώων, όπως τα κυνοκοµεία και τα καταστήµατα πώλησης ζώων. Τα 

ελαττωµένης λοιµογόνου δύναµης εµβόλια έδωσαν σαφώς καλύτερα αποτελέσµατα, 

ωστόσο τα στελέχη κοροναϊών που έχουν αναδυθεί, ως αποτέλεσµα ανασυνδυασµών 

ανάµεσα σε φυσικά και εµβολιακά στελέχη, εγείρουν ανησυχία όσον αφορά στη 

χρήση τέτοιου είδους εµβολίων. Η αποµόνωση των ανασυνδυασµένων TGEV-like 

στελεχών, δίνει τη δυνατότητα περαιτέρω έρευνας, σχετικά µε την κάλυψη των ζώων 

έναντι αυτών, µετά από χρήση του εµπορικού εµβολίου. 

 Η ξαφνική εµφάνιση του υπεροξέους αναπνευστικού συνδρόµου του 

ανθρώπου (SARS), το Φεβρουάριο του 2003, εστίασε έντονα την προσοχή στη 

βιολογία και την παθογόνο δράση των κοροναϊών. Η επιδηµία τέθηκε επίσηµα υπό 

έλεγχο τον Ιούλιο του ίδιου έτους, αφήνοντας πίσω της πάνω από 8.000 περιστατικά 

και περισσότερους από 800 θανάτους ανθρώπων, σε 29 κυρίως ασιατικές χώρες, 
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τοποθετώντας παράλληλα τους κοροναϊούς στο κέντρο του παγκόσµιου 

ενδιαφέροντος (Drosten et al., 2003). Μάλιστα οι ενδείξεις ότι υπάρχουν ζώα 

ευαίσθητα στη µόλυνση από τον κοροναϊό SARS (γάτα, νυφίτσα), οδήγησαν στην 

εµφάνιση µεγαλύτερου ενδιαφέροντος, όσον αφορά στην παθογόνο δράση των 

κοροναϊών των ζώων. Η ανίχνευση συγγενικών κοροναϊών σε ζώα της άγριας πανίδας 

(νυχτερίδες) ανέδειξε την πιθανότητα της µετάδοσης του ιού µεταξύ ζώων και 

ανθρώπου καθώς και την υπόθεση ότι τα ζώα αυτά αποτελούν τη φυσική δεξαµενή 

του. Τελευταία µάλιστα υποστηρίζεται ότι οι νυχτερίδες και τα πτηνά αποτελούν τις 

γονιδιακές δεξαµενές για τους κοροναϊούς των δύο πρώτων γενών και του τρίτου 

αντίστοιχα, καθώς και ότι εξελικτικά είναι πιθανόν οι CoVs να πέρασαν από αυτά 

στους λοιπούς ξενιστές και να προσαρµόστηκαν. Η µελέτη των κοροναϊών των 

σαρκοφάγων, οι οποίοι χαρακτηρίζονται από αλλαγές στην παθογόνο δράση και από 

υπερπήδηση του φραγµού των ειδών, µπορεί να αποτελέσει υποδειγµατικό πρότυπο, 

ώστε να αποσαφηνιστούν τελικά όποια σκοτεινά σηµεία αφορούν την οικολογία και 

εξέλιξη του ιού SARS, καθώς και των υπόλοιπων κοροναϊών του ανθρώπου (Weiss 

and Navas-Martin, 2005; Woo et al., 2009).  
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Πίνακας 1. ∆είγµατα σκύλων, περιοχές προέλευσης, ηλικίες και αποτελέσµατα σχετικά µε την ανίχνευση CCoV και το χαρακτηρισµό του (αλλαγή χρώµατος στον αύξοντα 

αριθµό επισηµαίνει την αλλαγή κρούσµατος).  

Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

01/07 
Κυνοκοµείο 

Τρικάλων 
Κόπρανα 7 εβδ. + Ι-ΙΙ IIa + 5x103 107 I-IIa 

02/07 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
+ Ι-ΙΙ IIa + 2.86x104 2.39 x 103 I-IIa 

03/07 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
+ Ι-ΙΙ IIa + 5x104 105 I-IIa 

04/07 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
+ Ι-ΙΙ IIa + 2.86x104 7.41 x 105  I-IIa 

06/07 
 

‘’ 

 

Πτώµα 

 

‘’ 
-   -   - 

05/07 
Κλινική 

Αττικής 
TR 8 µ. -   - 

 
 - 

01/08 
Κυνοκοµείο 

Τρικάλων 
Πτώµα 6 εβδ. 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
Ι-ΙΙ ΙΙa 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
1.09 x 103 3x103 I-IIa 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

02/08 
 

‘’ 
Πτώµα 

6 εβδ. Κόπρανα + 

Όργανα - 
Ι  

Κόπρανα + 

Όργανα - 
1.52 x 104 - I 

03/08 
 

‘’ 
Κόπρανα 

6 εβδ. 
+ Ι  + 104 - I 

04/08 
 

‘’ 
Κόπρανα 

6 εβδ. 
+ Ι  + 3.71 x 103 - I 

05/08 
 

‘’ 
Κόπρανα 

6 εβδ. 
+ Ι-ΙΙ IIa + 103 3x103 I-IIa 

06/08 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 4 µ. -   - 

 
 - 

07/08  
 

‘’ 

 

‘’ 
4 µ. -   - 

 
 - 

08/08 
Κυνοκοµείο 

Λάρισας 
Κόπρανα 3 µ. -   - 

 
 - 

09/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
3 µ. -   - 

 
 - 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

10/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
2 µ. + Ι  + 8x104 - I 

11/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
2 µ. + Ι  + 1.2 x 104 - I 

12/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
2 µ. + Ι-ΙΙ ΙΙa + 9.80 x 104  2.08 x 104 I-IIa 

13/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
2 µ. + Ι  + 5x103 - I 

14/08 
 

‘’ 
‘’ 4,5 µ. + Ι  + 1.09 x 103 - I 

15/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
4,5 µ. + Ι  + 2.39 x 103 - I 

16/08 
Κυνοκοµείο 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 6 µ. -   + 101 - I 

17/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
3 µ. -   + 8x100 - I 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

18/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
3,5 µ. -   -   - 

19/08 
 

‘’ 
‘’ 5 µ. -   -   - 

20/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
3 µ. + Ι-ΙΙ ΙΙb + 8x104 1.11 x 104 I-IIb 

21/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
3,5 µ. + I-II IIa + 3.71 x 103 102 I-IIa 

22/08 
 

‘’ 
‘’ 3 µ. + I-II 

 

IIa 
+ 102 3x103 I-IIa 

23/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
2,5 µ. + I-II 

 

IIa 
+ 5x104 3x104 I-IΙa 

24/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
2,5 µ. + I-II 

 

IIa 
+ 8x104 5x103 I-IΙa 

25/08 
 

‘’ 
‘’ 2,5 µ. + I-II 

 

IIa 
+ 5x104 105 I-IIa 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

26/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
2,5 µ. + I-II 

 

IIa 
+ 5x104 103 I-IIa 

27/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
2,5 µ. + I-II 

 

IIa 
+ 5x103 7x104 I-IIa 

28/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
2,5 µ. + I-II IIa + 5x102 102 I-IIa 

29/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
2,5 µ. -   + 2.2x101 - I 

30/08 
 

‘’ 
‘’ 3 µ. + I  + 5x103 - I 

31/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
3 µ. -   + 5x101 - I 

32/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
3 µ. + I-II IIa + 5x104 7x104 I-IIa 

33/08 
 

‘’ 
‘’ 3 µ. + I IIa + 5x103 7x102 I-IIa 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

34/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
3 µ. + I  + 1.34 x 104 - I 

35/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
3 µ. + I  + 102 - I 

36/08 
 

‘’ 
‘’ 3 µ. + I  + 5x102 - I 

37/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
3 µ. + I  + 8x104 - I 

38/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
3 µ. + I IIa + 5.76 x 104 7x102 I-IIa 

39/08 
 

‘’ 
‘’ 3 µ. + I  + 5x103 - I 

40/08 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 12 µ.  -   -   - 

41/08 
 

‘’ 
Πτώµα 3 µ. 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
ΙΙ ΙΙa 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
- 5x102 IIa 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

42/08 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 2,5 µ. -   -   - 

43/08 
 

‘’ 
Κόπρανα 2,5 µ. -   - - - - 

44/08 
 

‘’ 

 

‘’ 
2,5 µ. + ΙΙ ΙΙa + - 7x102 IIa 

45/08 
 

‘’ 
‘’ 2,5 µ. + II IIa + 101 7x102 I-IIa 

46/08 
 

‘’ 
‘’ 2,5 µ. + II IIa + 4x100 7x103 I-IIa 

47/08 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 2,5 µ. 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
II IIa 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
- 7x102 IIa 

48/08 
Κλινική 

Μαγνησίας 
Κόπρανα 12 µ. -   -   - 

49/08 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 3 µ. -   -   - 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

50/08 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 4 µ. -   -   - 

51/08 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 11 µ. -   -   - 

52/08 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 9 µ. -   -   - 

53/08 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 18 µ. -   -   - 

54/08 
Κυνοκοµείο 

Τρικάλων 
Κόπρανα 1,5 µ. -   -   - 

55/08 
Κυνοκοµείο 

Τρικάλων 
Κόπρανα 2 µ. -   -   - 

56/08 
Κυνοκοµείο 

Τρικάλων 
Κόπρανα 1,5 µ. + ΙΙ ΙΙa + - 3.5x104 IIa 

57/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

1,5 µ. 
+ ΙΙ IIa + - 1.20 x 104 IIa 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

58/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

2 µ. 
+ ΙΙ IIa + - 103 IIa 

59/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

3 µ. 
+ ΙΙ IIa + - 106 IIa 

60/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

2,5 µ 
+ ΙΙ IIa + - 103 IIa 

61/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

3 µ. 
+ ΙΙ IIa + - 7x104 IIa 

62/08 
Κυνοκοµείο 

Τρικάλων 
Κόπρανα 2 µ. + II IIa + - 3.1x103 IIa 

63/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
+ II IIa + - 102 IIa 

64/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

3 µ. 
+ II IIa + - 7.10x102 IIa 

65/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

2 µ. 
+ II IIa + - 104 IIa 



 

 

147 

Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

66/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
+ II IIa + - 102 IIa 

67/08 
Κλινική 

Σαλαµίνας 
Κόπρανα 

 

3 µ. 
+ Ι-ΙΙ ΙΙa + - 4.36 x 106  IIa 

68/08 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 

 

2,5 µ. 
+ ΙΙ ΙΙb + - 1.34 x 104 IIb 

69/08 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 

 

3 µ. 
+ Ι-ΙΙ ΙΙa + 1.74 x 104 2.55 x 104  I-IIa 

70/08 
Κλινική 

Μαγνησίας 
Κόπρανα 

 

3 µ. 
-   -   - 

71/08 
Κυνοκοµείο 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 

 

2,5 µ. 
+ Ι  - 1.77 x 105 - I 

72/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

2,5 µ. 
+ Ι  + 1.15 x 106 - I 

73/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

2,5 µ. 
+ Ι-ΙΙ ΙΙa/IIb + 8.29 x 106 3.15 x 106  I-IIa-IIb 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

74/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

5 µ. 
+ Ι IIb + 2.72 x 105 7.41 x 105  I-IIb 

75/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

5 µ. 
+ Ι  + 2.65 x 103 - I 

76/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

5 µ. 
+ Ι  + 8.72 x 103 - I 

77/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

5 µ. 
+ Ι  + 1.20 x 104 - I 

78/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

5 µ. 
+ I  + 5.76 x 104 - I 

79/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

5 µ. 
+ I-II IIa + 9.56 x 103 102 I-IIa 

80/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

5 µ. 
+ I IIa + 2.40 x 103 2.29 x 102 I-IIa 

81/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

5 µ. 
+ I  + 1.65 x 103 - I 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

82/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

5 µ. 
+ I  + 1.09 x 105 - I 

83/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

5 µ. 
+ I-II IIb + 3.73 x 105  4.35 x 102 I-IIb 

84/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

5 µ. 
+ I-II IIa + 5.06 x 104  4.16 x 102  I-IIa 

85/08 
Κυνοκοµείο 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 

 

3,5 µ. 
+ II  + 9.80 x 104  - 

Ανασυνδυασµένο 

Στέλεχος 

86/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

5 µ. 
+ I-II IIa + 1.16 x 105  - I-IIa 

87/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

4,5 µ. 
+ I  + 3.06 x 104  - I 

88/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

4,5 µ. 
+ I-II IIb + 7.94 x 103  6.60 x 103 I-IIb 

89/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

4,5 µ. 
+ I-II IIb + 2.08 x 104 8.61 x 103 I-IIb 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

90/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

4,5 µ. 
+ I-II IIb + 2.25 x 105  2.15 x 105  I-IIb 

91/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

4,5 µ. 
+ II IIa + - 5.56 x 105  IIa 

92/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

3 µ. 
+ I  + 1.35 x103  - I 

93/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

3 µ. 
+ I IIa + 5.95 x105  105 I-IIa 

94/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

3 µ. 
+ I-II IIa + 2.53 x105  2.33 x 103 I-IIa 

95/08 
Pet Shop 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 

 

2 µ. 
+ Ι-ΙΙ ΙΙa + 1.76 x106  1.96 x 106 I-IIa 

96/08 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

2 µ. 
+ II IIa + - 2.37 x 104  IIa 

97/08 
 

‘’ 

 

Πτώµα 

 

2 µ. 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
II IIa 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
- 107  IIa 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

98/08 
 

‘’ 
Κόπρανα 

 

12 ετών 
+ II IIa + - 106  IIa 

99/08 

Κλινική 

Θεσσαλονίκης 

(Έδεσσα) 

Κόπρανα 

 

2 µ. + Ι-ΙΙ ΙΙa + 6.60 x104   5x104 I-IIa 

100/08 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 

 

2 µ. 
-   -   - 

101/08 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 

 

1,5 µ. 
+ I-II IIa + 1.09 x 105 1.83 x 105 I-IIa 

102/08 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 

 

7 µ. 
-   -   - 

103/08 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 

 

10 µ. 
-   -   - 

104/08 
Κυνοκοµείο 

Τρικάλων 
Κόπρανα 7 µ. + Ι  + 3.71 x 103 - I 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

107/08 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 

 

Πτώµα 
2 εβδ. -   -   - 

01/09 
Pet Shop 

Αττικής 
Κόπρανα 

 

2,5 µ. 
+ ΙΙ 

 

ΙΙa 
+ - 4.77 x 105  IIa 

02/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
+ Ι-ΙΙ 

 

IIa-IIb 
+ 2.91 x 105 2.76 x104  I-IIa-IIb 

03/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
+ Ι-ΙΙ 

 

IIa 
+ 2.11 x 104 6.53 x 105 I-IIa 

04/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
+ Ι-ΙΙ 

 

IIa 
+ 1.72 x 104 1.81 x 106 I-IIa 

05/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
+ Ι-ΙΙ 

 

IIa-IIb 
+ 1.55 x 105 6.34 x 105 I-IIa-IIb 

06/09 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 

 

3,5 ετών 
-  

 
-   - 

07/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 8 µ. -   -   - 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

08/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 5 µ. -   -   - 

09/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 6 µ. -   -   - 

10/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 3 µ. + Ι-ΙΙ ΙΙa + 3.95 x 105 8.77 x 106 I-IIa 

11/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 2 µ. -   -   - 

12/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 2 µ. -   -   - 

13/09 

Pet Shop 

Θεσσαλονίκης Πτώµα 2,5 µ. 
Κόπρανα + 

Όργανα + 

Κόπρανα Ι-
ΙΙ 

Όργανα ΙΙ 

Κόπρανα ΙΙa 

Όργανα ΙΙa 

Κόπρανα + 

Όργανα + 
5.30 x 103 

Κόπρανα + 

Όργανα + 

Κόπρανα I-ΙΙa 

Όργανα ΙΙa 

14/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 2,5 µ. -   -   - 

15/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 2,5 µ. 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
ΙΙ ΙΙa 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
- 7 x 104 IIa 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

16/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 2,5 µ. -   -   - 

17/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 2,5 µ. 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
II IIb 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
- 103 IIb 

18/09 
Pet Shop 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 

 

2 µ. 
-   -   - 

19/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
+ I-II IIa + - - I-IIa 

20/09 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 2,5 µ. + ΙΙ ΙΙa + - 104 IIa 

21/09 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 6 µ. -   -   - 

22/09 
Pet Shop 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 

 

3 µ. 
+ - IIa-IIb + - 8 x 102 IIa-IIb 

23/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
+ - IIa-IIb + -  7 x 104 IIa-IIb 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

24/09 
Pet Shop 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 

 

2 µ. 
+ I-II IIb + 3.82 x 104 105 I-IIb 

25/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 2 µ. + ΙΙ ΙΙa - - 5  x 104 IIa 

26/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 5 µ. -   -   - 

27/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 2 µ. -   -   - 

28/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 2,5 µ. + Ι-ΙΙ ΙΙa + 1.11 x 104 1.92 x 105 I-IIa 

29/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 3,5 µ. 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
I-ΙΙ ΙΙa 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
4.29 x 103 1.95 x 104 I-IIa 

30/09 
Κυνοκοµείο 

Μαγνησίας 
Κόπρανα 2 µ. + Ι  + 2.51 x 104 - I 

31/09 
 

‘’ 

 

‘’ 
3 µ. + Ι  + 1.52 x 104 - I 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

32/09 
 

‘’ 

 

‘’ 
3 µ. + Ι  + 1.12 x 105 - I 

33/09 
 

‘’ 

 

‘’ 
3 µ. + Ι  + 8.52 x 104 - I 

34/09 
 

‘’ 

 

‘’ 
3 µ. + Ι  + 4.54 x 105 - I 

35/09 
 

‘’ 

 

‘’ 
6 µ. + Ι  + 4.69 x 103 - I 

36/09 
 

‘’ 

 

‘’ 
6 µ. -   - - - - 

37/09 
 

‘’ 

 

‘’ 
1 µ. -   - - - - 

38/09 
 

‘’ 

 

‘’ 
1 µ. -   - - - - 

39/09 
 

‘’ 

 

‘’ 
1 µ. -   - - - - 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

40/09 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 2 µ. + Ι-ΙΙ ΙΙa + 9.63 x 104 4 x 106 I-IIa 

41/09 
Κυνοκοµείο 

Αττικής 
Κόπρανα 3 µ. -   -   - 

42/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
-   -   - 

43/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
-   -   - 

44/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
-   -   - 

45/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
-   -   - 

46/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
-   -   - 

47/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
-   -   - 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

48/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
-   -   - 

49/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
-   -   - 

50/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
-   -   - 

51/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
-   -   - 

52/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
-   -   - 

53/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
-   -   - 

54/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
-   -   - 

55/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
-   -   - 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

56/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
-   -   - 

57/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
-   -   - 

58/09 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 3 µ. + II IIa-IIb + 1.54 x 102 9.54 x 102 IIa-IIb 

59/09 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 3 µ. + I-II IIa + 1.27 x 104 5.25 x 104 I-IIa 

60/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
+ I-II IIa + 5.95 x 104 1.06 x 105 I-IIa 

61/09 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 3 µ. + II IIa + - 2.39 x 103 IIa 

62/09 
Κλινική 

Αττικής 
Πτώµα 2,5 µ. -   -   - 

63/09 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 18 µ. -   -   - 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

64/09 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 18 µ. -   -   - 

65/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 2,5 µ. 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
ΙΙ ΙΙa 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
- - IIa 

66/09 
Pet Shop 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 2,5 µ. 

Κόπρανα + 

Όργανα + 

Κόπρανα II 

Όργανα ΙΙ 

Κόπρανα ΙΙa-IIb 

Όργανα ΙΙb 

Κόπρανα + 

Όργανα + 
- 

Κόπρανα + 

Όργανα + 

Κόπρανα ΙΙa-IIb 

Όργανα ΙΙb 

67/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 2 µ. 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
ΙΙ ΙΙa-IIb 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
- 1.74 x 104 IIa-IIb 

68/09 
Pet Shop 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 4 µ. 

Κόπρανα + 

Όργανα + 

Κόπρανα II 

Όργανα ΙΙ 

Κόπρανα ΙΙa-IIb 

Όργανα ΙΙb 

Κόπρανα + 

Όργανα + 
- 

Κόπρανα + 

Όργανα + 

Κόπρανα ΙΙa-IIb 

Όργανα ΙΙb 

69/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 2 µ. 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
Ι-ΙΙ IIb 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
5.92 x 105 1.49 x 102 I-IIb 

70/09 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 2 µ. -   - 

 
 - 

71/09 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 2,5 µ. -   - 

 
 - 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

72/09 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 6 µ. -   - 

 
 - 

73/09 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 5 µ. -   -   - 

74/09 
 

‘’ 

 

‘’ 

 

‘’ 
-   -   - 

75/09 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 5 µ. + Ι  + 1.80 x 104 - I 

76/09 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 11 µ. -   -   - 

77/09 
Κυνοκοµείο 

Αττικής 
Κόπρανα 2 µ. + ΙΙ ΙΙa + - 1.63 x 103 IIa 

78/09 
 

‘’ 

 

‘’ 
3 µ. + I-II IIa + 1.43 x 103 2.61 x 103 I-IIa 

79/09 
 

‘’ 

 

‘’ 
1,5 µ. + I  + 3.86 x 102 - I 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

80/09 
 

‘’ 

 

‘’ 
2,5 µ. + I-ΙΙ IIa + 1.74 x 103 - I-IIa 

81/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 2,5 µ. 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
ΙΙ ΙΙa 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
- 1.71 x 105 IIa 

82/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 3 µ. 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
I-ΙΙ ΙΙb 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
6.95 x 105 - I-IIb 

83/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 3 µ. 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
II ΙΙa 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
- - IIa 

84/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 2,5 µ. -   -   - 

85/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 2 µ. 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
II IIa-ΙΙb 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
- 2.19 x 103 IIa-IIb 

86/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 3 µ. 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
I-II ΙΙa 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
1.14 x 103 8.98 x 103 I-IIa 

87/09 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 2,5 µ. -  

 
-   - 
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Α/Α 

ΣΚΥΛΟΥ 

 

ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑ ΗΛΙΚΙΑ 
RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

RT-PCR 

ΤΥΠΟΥ 

RT-PCR 

ΥΠΟΤΥΠΩΝ 

Real time RT-PCR 

∆ΙΑΓΝΩΣΗΣ 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος Ι 

Real time RT-
PCR 

CCoV τύπος ΙΙ 

ΤΕΛΙΚΟ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

88/09 
Γεωπονικό 

Πανεπιστήµιο 
Αθηνών 

Κόπρανα 2,5 µ. -  
 

-   - 

89/09 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 2 µ. + Ι-ΙΙ ΙΙa + 1.25 x 102 4.04 x 103 I-IIa 

90/09 
Κλινική 

Αττικής 
Κόπρανα 2,5 µ. + Ι 

 
+ 1.09 x 103 - I 

91/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Κόπρανα 3,5 µ. -   - - - - 

92/09 
Κλινική 

Θεσσαλονίκης 
Πτώµα 3 µ. 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
Ι  

Κόπρανα + 

Όργανα - 
2.86 x 104 - I 

93/09 
Κλινική 

Κρήτης 
Πτώµα 2 µ. 

Κόπρανα + 

Όργανα - 
Ι  

Κόπρανα + 

Όργανα - 
5.11 x 102 - I 

94/09 
Κλινική 

Κρήτης 
Πτώµα 2 µ. -   -   - 

95/09 
Κλινική 

Κρήτης 
Πτώµα 2 µ. -   -   - 
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Πίνακας 2. Ποσοστά οµοιότητας του 5΄-άκρου του γονιδίου S (και του αµινοτελικού τµήµατος της αντίστοιχης πρωτεΐνης) των ελληνικών στελεχών CCoV τύπου Ι µε 

τα στελέχη αναφοράς CCoV τύπου Ι 23/03 (AY307021) και Elmo/02. Τα ποσοστά αναφέρονται σε επίπεδο νουκλεοτιδίων (πάνω και δεξιά της διαγωνίου ID) και σε 

επίπεδο αµινοξέων (κάτω κι αριστερά της διαγωνίου ID).  

Seq-> 23/03/CCoVI Elmo/02/CCoVI LA/10/08/GR TH/95/08/GR TH/24/09/GR TH/69/09/GR  AT/02/09/GR LA/12/08/GR 
23/03/CCoVI ID 0,656 0,894 0,833 0,88 0,923 0,683 0,895 

Elmo/02/CCoVI 0,598 ID 0,655 0,65 0,655 0,647 0,75 0,656 
LA/10/08/GR 0,88 0,608 ID 0,807 0,869 0,868 0,653 0,998 
TH/95/08/GR 0,818 0,632 0,805 ID 0,826 0,844 0,65 0,808 
TH/24/09/GR 0,886 0,606 0,889 0,823 ID 0,87 0,666 0,87 
TH/69/09/GR  0,895 0,612 0,886 0,853 0,907 ID 0,669 0,869 
AT/02/09/GR 0,617 0,872 0,626 0,639 0,622 0,625 ID 0,654 
LA/12/08/GR 0,883 0,611 0,996 0,808 0,892 0,889 0,629 ID 

TH/101/08/GR 0,91 0,612 0,91 0,832 0,901 0,916 0,63 0,913 
VO/34/09/GR 0,907 0,618 0,895 0,832 0,925 0,916 0,627 0,898 
AT/05/09/GR 0,741 0,61 0,77 0,747 0,758 0,755 0,63 0,773 
TH/10/09/GR 0,916 0,615 0,904 0,835 0,919 0,94 0,622 0,907 
TH/24/08/GR 0,928 0,618 0,904 0,844 0,928 0,94 0,627 0,907 
TH/25/08/GR 0,925 0,618 0,901 0,844 0,925 0,937 0,627 0,904 
TH/37/08/GR 0,892 0,622 0,913 0,814 0,91 0,895 0,635 0,916 
TH/82/09/GR 0,602 0,849 0,614 0,609 0,606 0,609 0,92 0,617 
TH/83/08/GR 0,913 0,618 0,907 0,838 0,922 0,922 0,625 0,91 
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Πίνακας 2 (συνέχεια). 

  

Seq-> TH/101/08/GR VO/34/09/GR AT/05/09/GR TH/10/09/GR TH/24/08/GR TH/25/08/GR TH/37/08/GR TH/82/09/GR TH/83/08/GR 
23/03/CCoVI 0,934 0,894 0,756 0,939 0,958 0,957 0,89 0,684 0,933 

Elmo/02/CCoVI 0,664 0,646 0,628 0,662 0,662 0,661 0,658 0,76 0,657 
LA/10/08/GR 0,897 0,872 0,747 0,883 0,905 0,904 0,883 0,671 0,915 
TH/95/08/GR 0,824 0,834 0,734 0,827 0,836 0,835 0,804 0,655 0,835 
TH/24/09/GR 0,881 0,888 0,735 0,887 0,89 0,889 0,875 0,676 0,893 
TH/69/09/GR  0,909 0,884 0,746 0,935 0,926 0,925 0,869 0,676 0,905 
AT/02/09/GR 0,676 0,675 0,641 0,672 0,673 0,672 0,657 0,856 0,66 
LA/12/08/GR 0,898 0,873 0,748 0,884 0,906 0,905 0,884 0,672 0,916 

TH/101/08/GR ID 0,878 0,743 0,923 0,935 0,934 0,873 0,683 0,907 
VO/34/09/GR 0,91 ID 0,728 0,9 0,903 0,902 0,882 0,666 0,908 
AT/05/09/GR 0,761 0,752 ID 0,738 0,748 0,747 0,748 0,651 0,75 
TH/10/09/GR 0,931 0,946 0,752 ID 0,949 0,948 0,89 0,679 0,925 
TH/24/08/GR 0,937 0,946 0,758 0,952 ID 0,999 0,911 0,675 0,959 
TH/25/08/GR 0,934 0,943 0,758 0,949 0,997 ID 0,91 0,674 0,958 
TH/37/08/GR 0,916 0,922 0,758 0,925 0,931 0,928 ID 0,669 0,911 
TH/82/09/GR 0,618 0,615 0,617 0,606 0,612 0,612 0,623 ID 0,669 
TH/83/08/GR 0,919 0,934 0,755 0,928 0,961 0,958 0,925 0,612 ID 
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Εικόνα 1. Αλληλούχηση των ελληνικών στελεχών ΑΤ/02/09/GR, AT/05/09/GR, TH/69/09/GR, TH/95/08/GR µε τα στελέχη αναφοράς τύπου Ι του CCoV. Από την 
αλληλούχηση φαίνεται ότι το στέλεχος 02/09/GR εµφανίζει υψηλό ποσοστό οµοιότητας µε το Elmo/02, µε τα υπόλοιπα 3 στελέχη να εµφανίζουν οµοιότητα και µε τα 
δύο στελέχη αναφοράς. Μία περιοχή υψηλού ποσοστού οµοιότητας µε το στέλεχος Elmo/02 βρίσκεται µέσα σε ορθογώνιο. 
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Πίνακας 3. Ποσοστά οµοιότητας του 5΄-άκρου του γονιδίου S (και του αµινοτελικού τµήµατος της αντίστοιχης πρωτεΐνης) των ελληνικών στελεχών CCoVΙΙa µε τα στελέχη 
αναφοράς CCoVIIa CB/05 (DQ12226) και BGF10 (AY342160). Τα ποσοστά αναφέρονται σε επίπεδο νουκλεοτιδίων (πάνω και δεξιά της διαγωνίου ID) και σε επίπεδο 
αµινοξέων (κάτω κι αριστερά της διαγωνίου ID).  

Seq-> 
CB/ 
05 BFG10 

TR/01/07/ 
GR 

TR/02/07/ 
GR 

TR/01/08/ 
GR 

TR/56/08/ 
GR 

TR/59/08/ 
GR 

AT/60/09/ 
GR 

AT/61/09/ 
GR 

TH/81/09/ 
GR 

AT/01/09/ 
GR 

CB/05 ID 0,846 0,975 0,975 0,977 0,975 0,975 0,978 0,978 0,979 0,973 
BFG10 0,866 ID 0,844 0,844 0,845 0,844 0,844 0,842 0,841 0,845 0,844 

TR/01/07/GR 0,969 0,862 ID 1 0,998 0,997 0,997 0,984 0,972 0,98 0,986 
TR/02/07/GR 0,969 0,862 1 ID 0,998 0,997 0,997 0,984 0,972 0,98 0,986 
TR/01/08/GR 0,973 0,866 0,995 0,995 ID 0,998 0,998 0,985 0,972 0,981 0,987 
TR/56/08/GR 0,969 0,862 0,991 0,991 0,995 ID 1 0,984 0,971 0,98 0,986 
TR/59/08/GR 0,969 0,862 0,991 0,991 0,995 1 ID 0,984 0,971 0,98 0,986 
AT/60/09/GR 0,975 0,866 0,973 0,973 0,977 0,973 0,973 ID 0,965 0,971 0,978 
AT/61/09/GR 0,967 0,862 0,973 0,973 0,973 0,969 0,969 0,954 ID 0,975 0,975 
TH/81/09/GR 0,971 0,858 0,983 0,983 0,987 0,983 0,983 0,965 0,973 ID 0,976 
AT/01/09/GR 0,969 0,866 0,985 0,985 0,989 0,985 0,985 0,971 0,973 0,979 ID 
AT/03/09/GR 0,977 0,866 0,981 0,981 0,985 0,981 0,981 0,962 0,975 0,983 0,981 
AT/04/09/GR 0,967 0,86 0,979 0,979 0,981 0,977 0,977 0,967 0,967 0,979 0,973 
TH/10/09/GR 0,971 0,862 0,979 0,979 0,983 0,979 0,979 0,962 0,969 0,981 0,977 
TH/15/09/GR 0,965 0,864 0,981 0,981 0,985 0,981 0,981 0,975 0,965 0,973 0,979 
AT/20/09/GR 0,965 0,864 0,983 0,983 0,987 0,983 0,983 0,975 0,965 0,975 0,983 
TH/95/08/GR 0,973 0,866 0,985 0,985 0,989 0,985 0,985 0,973 0,977 0,983 0,985 
TH/97/08/GR 0,975 0,866 0,989 0,989 0,993 0,989 0,989 0,975 0,977 0,983 0,989 
TH/98/08/GR 0,975 0,866 0,989 0,989 0,993 0,989 0,989 0,975 0,977 0,983 0,989 
TH/101/08/GR 0,977 0,868 0,979 0,979 0,983 0,979 0,979 0,971 0,971 0,977 0,977 
ED/99/08/GR 0,787 0,821 0,785 0,785 0,783 0,779 0,779 0,793 0,787 0,777 0,787 
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Πίνακας 3 (συνέχεια).  

 

Seq-> 
AT/03/09/ 

GR 
AT/04/09/ 

GR 
TH/10/09/ 

GR 
TH/15/09/ 

GR 
AT/20/09/ 

GR 
TH/95/08/ 

GR 
TH/97/08/ 

GR 
TH/98/08/ 

GR 
TH/101/08/ 

GR ED/99/08/GR 
CB/05 0,986 0,981 0,977 0,973 0,974 0,977 0,978 0,978 0,979 0,803 
BFG10 0,849 0,847 0,846 0,844 0,844 0,847 0,846 0,846 0,846 0,837 

TR/01/07/GR 0,982 0,978 0,98 0,986 0,984 0,989 0,989 0,989 0,982 0,802 
TR/02/07/GR 0,982 0,978 0,98 0,986 0,984 0,989 0,989 0,989 0,982 0,802 
TR/01/08/GR 0,984 0,979 0,982 0,986 0,986 0,99 0,991 0,991 0,984 0,802 
TR/56/08/GR 0,982 0,978 0,98 0,985 0,984 0,989 0,989 0,989 0,982 0,8 
TR/59/08/GR 0,982 0,978 0,98 0,985 0,984 0,989 0,989 0,989 0,982 0,8 
AT/60/09/GR 0,975 0,974 0,972 0,982 0,98 0,981 0,982 0,982 0,977 0,802 
AT/61/09/GR 0,983 0,977 0,975 0,969 0,973 0,977 0,977 0,977 0,974 0,801 
TH/81/09/GR 0,987 0,981 0,979 0,974 0,973 0,98 0,98 0,98 0,975 0,798 
AT/01/09/GR 0,982 0,974 0,984 0,982 0,987 0,992 0,994 0,994 0,982 0,806 
AT/03/09/GR ID 0,989 0,982 0,978 0,978 0,985 0,983 0,983 0,981 0,804 
AT/04/09/GR 0,981 ID 0,975 0,975 0,975 0,979 0,977 0,977 0,977 0,804 
TH/10/09/GR 0,979 0,975 ID 0,976 0,982 0,986 0,985 0,985 0,977 0,802 
TH/15/09/GR 0,973 0,969 0,973 ID 0,982 0,986 0,987 0,987 0,981 0,805 
AT/20/09/GR 0,973 0,971 0,975 0,981 ID 0,989 0,991 0,991 0,981 0,805 
TH/95/08/GR 0,983 0,975 0,979 0,983 0,983 ID 0,996 0,996 0,986 0,804 
TH/97/08/GR 0,981 0,975 0,979 0,985 0,985 0,993 ID 1 0,985 0,805 
TH/98/08/GR 0,981 0,975 0,979 0,985 0,985 0,993 1 ID 0,985 0,805 
TH/101/08/GR 0,979 0,973 0,971 0,977 0,975 0,983 0,983 0,983 ID 0,802 
ED/99/08/GR 0,787 0,783 0,783 0,789 0,785 0,785 0,785 0,785 0,787 ID 
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Εικόνα 2. Αλληλούχηση του ελληνικού στελέχους ED/99/08/GR µε στελέχη αναφοράς. Στην αλληλούχηση των αµινοξέων έχουν συµπεριληφθεί τα στελέχη του CCoV 

τύπου ΙΙ BGF10 (AY342160), 1-71 (AY796289), INSAVC-1 (D13096), K378 (X77047), GZ43/2003/raccoon dog (EF192155), CCoV/Giant Panda (AY436637), CB/05 

(DQ112226) και τα στελέχη του FCoV τύπου ΙΙ 79-1683 (Χ80799) και 79-1146 (NC007025). Μέσα στα ορθογώνια έχουν συµπεριληφθεί οι προσθήκες των αµινοξέων 

στο ελληνικό στέλεχος. 
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Εικόνα 3. Αλληλούχηση των ελληνικών CCoVIIa µε στελέχη αναφοράς (αµινοτελικό άκρο πρωτεΐνης S). Στην αλληλούχηση των νουκλεοτιδίων έχουν συµπεριληφθεί 
τα στελέχη του CCoV τύπου ΙΙ BGF10 (AY342160), 1-71 (AY796289), INSAVC-1 (D13096), K378 (X77047) και CB/05 (DQ112226). Μέσα στα ορθογώνια έχουν 
συµπεριληφθεί οι οµοιότητες των αµινοξέων των δύο ελληνικών στελεχών µε το CB/05. 
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Πίνακας 4. Ποσοστά οµοιότητας του 5΄-άκρου του γονιδίου S (και του αµινοτελικού τµήµατος της αντίστοιχης πρωτεΐνης) των ελληνικών στελεχών CCoVΙΙb µε τα στελέχη 
αναφοράς CCoVIIb 119/08 (EU924791) και 198/07 (GQ130266). Τα ποσοστά αναφέρονται σε επίπεδο νουκλεοτιδίων (πάνω και δεξιά της διαγωνίου ID) και σε επίπεδο 
αµινοξέων (κάτω κι αριστερά της διαγωνίου ID).  

Seq-> 119/08/IT 198/07/HU AT/02/09/GR AT/05/09/GR TH/17/09/GR TH/22/09/GR TH/24/09/GR TH/73/08/GR TH/74/08/GR TH/88/08/GR TH/89/08/GR
119/08/IT ID 0,992 1 0,996 0,996 0,996 0,956 0,97 0,97 0,97 0,97
198/07/HU 0,978 ID 0,992 0,989 0,989 0,989 0,963 0,97 0,97 0,97 0,97

AT/02/09/GR 1 0,978 ID 0,996 0,996 0,996 0,956 0,97 0,97 0,97 0,97
AT/05/09/GR 0,989 0,967 0,989 ID 1 1 0,952 0,974 0,974 0,974 0,974
TH/17/09/GR 0,989 0,967 0,989 1 ID 1 0,952 0,974 0,974 0,974 0,974
TH/22/09/GR 0,989 0,967 0,989 1 1 ID 0,952 0,974 0,974 0,974 0,974
TH/24/09/GR 0,934 0,956 0,934 0,923 0,923 0,923 ID 0,941 0,941 0,941 0,941
TH/73/08/GR 0,978 0,967 0,978 0,989 0,989 0,989 0,923 ID 1 1 1
TH/74/08/GR 0,978 0,967 0,978 0,989 0,989 0,989 0,923 1 ID 1 1
TH/88/08/GR 0,978 0,967 0,978 0,989 0,989 0,989 0,923 1 1 ID 1
TH/89/08/GR 0,978 0,967 0,978 0,989 0,989 0,989 0,923 1 1 1 ID
TH/90/08/GR 0,978 0,967 0,978 0,989 0,989 0,989 0,923 1 1 1 1
TH/67/09/GR 0,989 0,967 0,989 1 1 1 0,923 0,989 0,989 0,989 0,989
TH/69/09/GR 1 0,978 1 0,989 0,989 0,989 0,934 0,978 0,978 0,978 0,978
TH/85/09/GR 0,978 0,967 0,978 0,967 0,967 0,967 0,923 0,956 0,956 0,956 0,956
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Εικόνα 4. Συνέχεια στην πίσω σελίδα. 
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Εικόνα 4. Αλληλούχηση περιοχής πλησίον του 3΄-άκρου του γονιδίου S του ανασυνδυασµένου στελέχους THr/85/08. ∆ιακρίνεται η οµοιότητα σε επίπεδο 
νουκλεοτιδίων του στελέχους THr/85/08 µε τα στελέχη αναφοράς INSAVC, BGF10 και CB/05 (τύπου ΙΙ), σε σχέση µε τα στελέχη Elmo/02 και 23/03 (τύπου Ι). Με τα 
ορθογώνια επισηµαίνονται δύο περιοχές έντονης παραλλακτικότητας. 
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Εικόνα 5. Αλληλούχηση περιοχής πλησίον του 3΄- άκρου του γονιδίου Μ. ∆ιακρίνεται η οµοιότητα σε επίπεδο νουκλεοτιδίων του στελέχους THr/85/08 µε τα στέλεχος 
αναφοράς 23/03 (τύπου Ι) σε σχέση µε τα στελέχη αναφοράς INSAVC, BGF10 και CB/05 (τύπου ΙΙ). Με τα ορθογώνια επισηµαίνονται οι περιοχές παραλλακτικότητας. 
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Εικόνα 6. Συνέχεια στην πίσω σελίδα. 
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Εικόνα 6. Συνέχεια στην πίσω σελίδα. 
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Εικόνα 6. Συνέχεια στην πίσω σελίδα. 
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Εικόνα 6. Πολλαπλή στοίχιση της πρωτεΐνης S στελεχών του CCoVIIa. ∆ιακρίνεται η µεγάλη οµοιότητα του στελέχους ΝΑ/09, που ανιχνεύτηκε στα όργανα του σκύλου µε 
το στέλεχος CB/05, ιδιαίτερα στο αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης, σε σχέση µε τα υπόλοιπα στελέχη αναφοράς.  
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Πίνακας 5. Ποσοστά οµοιότητας σε επίπεδο αµινοξέων της πρωτεΐνης S, των ελληνικών στελεχών που ανιχνεύτηκαν στα όργανα, µε διεθνή στελέχη αναφοράς. ∆ιακρίνεται 
το υψηλό ποσοστό οµοιότητας του NA/09 µε το CCoVIIa/CB/05, καθώς και των 66/09 και 68/09 µε το CCoVIIb/119/08. 

 

Seq-> NA/09 66/09 68/09 
NA/09 ID 0,83 0,83 
66/09 0,83 ID 0,976 
68/09 0,83 0,976 ID 

CCoVIIa/CB/05/DQ112226 0,982 0,827 0,827 
CCoVIIa/1-71/AY796289 0,94 0,816 0,813 
CCoVIIa/K378/X77047 0,933 0,809 0,807 

CCoVIIa/INSAVC/D13096 0,925 0,808 0,805 
CCoVIIa/BGF10/AY342160 0,92 0,804 0,803 
CCoVI/Elmo/02/AY307020 0,429 0,433 0,429 

CCoVI/23/03/AY307021 0,436 0,433 0,43 
FCoVI/Black/EU186072 0,426 0,42 0,417 
FCoVI/UCD1/AB088222 0,432 0,426 0,422 

CCoVIIb/341/05/EU856361 0,833 0,977 0,977 
CCoVIIb/119/08/EU924791 0,837 0,983 0,983 
CCoVIIb/430/07/EU924790 0,832 0,958 0,958 
CCoVIIb/174/06/EU856362 0,82 0,94 0,943 

FCoVII/79-1683/X80799 0,96 0,813 0,811 
FCoVII/79-1146/NC007025 0,944 0,805 0,804 

TGEV/TS/DQ201447 0,803 0,912 0,914 
TGEV Purdue/NC002306 0,803 0,911 0,912 
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Εικόνα 7. Πολλαπλή στοίχιση του πρώτου τµήµατος του ORF3. Το ORF3a βρίσκεται από την έναρξη, έως το κωδικόνιο λήξης (ορθογώνιο, θέση 237). Εξαίρεση αποτελεί το 
στέλεχος CCoVIIa 1-71, που εξαιτίας της απάλειψης 47 νουκλεοτιδίων, η λήξη του βρίσκεται στο τέλος της εικόνας. Στη θέση 182 επισηµαίνεται µε ορθογώνιο η έναρξη 
του ORF3b. 
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Εικόνα 8. Πολλαπλή στοίχιση του ORF3b των ελληνικών και διεθνών στελεχών. ∆ιακρίνονται οι απαλείψεις νουκλεοτιδίων στα στελέχη του CCoVIIa CB/05 και 1-71. Στο 
ορθογώνιο επισηµαίνεται το κωδικόνιο έναρξης του ORF3c. 
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Εικόνα 9. ORF3c, συνέχεια στην πίσω σελίδα. 
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Εικόνα 9. ORF3c, συνέχεια στην πίσω σελίδα. 
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Εικόνα 9. Πολλαπλή στοίχιση του ORF3c των ελληνικών στελεχών ΝΑ/09, 66/09 και 68/09, που ανιχνεύτηκαν στα όργανα των σκύλων, µε  τα στελέχη αναφοράς που 

επίσης ανιχνεύτηκαν σε όργανα σκύλων. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

185 

 

Πίνακας 6. Ποσοστά οµοιότητας σε επίπεδο αµινοξέων της πρωτεΐνης Ε των ελληνικών στελεχών που ανιχνεύτηκαν στα όργανα µε διεθνή στελέχη 
αναφοράς. 

Seq-> NA/09 66/09 68/09 
NA/09 ID 1 0,987 
66/09 1 ID 0,987 
68/09 0,987 0,987 ID 

CCoVIIa/INSAVC/D13096 0,951 0,951 0,939 
CCoVIIa/1-71/EF056487 0,963 0,963 0,963 

CCoVIIa/BGF10/AY342160 0,878 0,878 0,865 
CCoVIIa/CB/05/DQ112226 1 1 0,987 
CCoVI/23/03/ ΑΥ426984 0,865 0,865 0,865 

CCoVI/Elmo/02/AY426983 0,853 0,853 0,853 
FCoVI/Black/EU186072 0,78 0,78 0,78 

FCoVII/79-1146/NC007025 0,78 0,78 0,78 
CCoVIIb/341/05/EU856361 1 1 0,987 
CCoVIIb/119/08/EU924791 1 1 0,987 
CCoVIIb/430/07/EU924790 0,914 0,914 0,914 
CCoVIIb/174/06/EU856362 0,975 0,975 0,963 

TGEV/TS/DQ201447 0,975 0,975 0,963 
TGEV/Purdue/NC002306 0,963 0,963 0,951 
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Πίνακας 7. Ποσοστά οµοιότητας σε επίπεδο αµινοξέων της πρωτεΐνης Μ των ελληνικών στελεχών που ανιχνεύτηκαν στα όργανα µε διεθνή 

στελέχη αναφοράς. 

Seq-> NA/09 66/09 68/09 
NA/09 ID 0,946 0,996 
66/09 0,946 ID 0,946 
68/09 0,996 0,946 ID 

CCoVIIa/CB/05/DQ112226 0,992 0,942 0,996 
CCoVIIa/INSAVC/D13096 0,904 0,896 0,904 

CCoVIIa/BGF10/AY342160 0,901 0,889 0,901 
CCoVI/23/03/ΑΥ548235 0,886 0,863 0,886 
FCoVI/Black/EU186072 0,836 0,817 0,836 

CCoVIIb/341/05/EU856361 0,954 0,973 0,954 
CCoVIIb/119/08/EU924791 0,996 0,946 1 
CCoVIIb/430/07/EU924790 0,996 0,946 1 
CCoVIIb/174/06/EU856362 0,958 0,976 0,958 
FCoVII/79-1146/NC007025 0,836 0,836 0,836 
TGEV Purdue/NC002306 0,95 0,916 0,95 

TGEV/TS/DQ201447 0,938 0,916 0,938 
CCoVIIa/1-71/AY704916 0,973 0,935 0,977 
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Εικόνα 10. Πολλαπλή στοίχιση της πρωτεΐνης Μ στελεχών του CCoVII. ∆ιακρίνεται η µεγάλη οµοιότητα µεταξύ των CCoVIIa στελεχών (ΝΑ/09, CB/05) µεταξύ τους, 
καθώς και των CCoVIIb στελεχών (66/09, 68/09, 341/05, 119/08, 430/08) µεταξύ τους, στο αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης, σε σχέση µε τα υπόλοιπα στελέχη αναφοράς.  
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Πίνακας 8. Ποσοστά οµοιότητας σε επίπεδο αµινοξέων της πρωτεΐνης Ν των ελληνικών στελεχών που ανιχνεύτηκαν στα όργανα µε 
διεθνή στελέχη αναφοράς. 

 

Seq-> NA/09 66/09 68/09 
NA/09 ID 0,984 0,992 
66/09 0,984 ID 0,981 
68/09 0,992 0,981 ID 

CCoVIIa/CB/05/DQ112226 0,994 0,984 0,992 
CCoVIIa/INSAVC/D13096 0,924 0,913 0,916 
CCoVIIa/1-71/AB105373 0,989 0,979 0,986 

CCoVIIa/BGF10/AY342160 0,931 0,921 0,924 
CCoVI/23/03/AY548235 0,89 0,884 0,882 

CCoVIIb/341/05/EU856361 0,994 0,984 0,992 
CCoVIIb/119/08/EU924791 0,997 0,986 0,994 
CCoVIIb/430/07/EU924790 0,981 0,971 0,979 
CCoVIIb/174/06/EU856362 0,976 0,971 0,973 
FCoVII/79-1146/NC007025 0,767 0,756 0,761 

FCoVI/Black/EU186072 0,764 0,764 0,759 
TGEV/Purdue/NC002306 0,955 0,95 0,952 

TGEV/TS/DQ201447 0,952 0,947 0,95 
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Πίνακας 9. ORF7a. Ποσοστά οµοιότητας σε επίπεδο νουκλεοτιδίων (δεξιά και πάνω από τη διαγώνιο ID) και αµινοξέων (αριστερά και κάτω από τη διαγώνιο ID) στελεχών 
του CCoV και του FCoV. 

Seq-> NA/09 66/09 68/09 
CCoVIIa/CB/05/ 

DQ112226 
CCoVIIa/INSAVC/

D13096 
CCoVIIa/1-

71/DQ401031 
CCoVIIa/BGF10/ 

AY342160 

NA/09 ID 0,996 0,993 0,99 0,947 0,957 0,954 

66/09 1 ID 0,99 0,986 0,944 0,954 0,95 

68/09 1 1 ID 0,983 0,941 0,95 0,947 
CCoVIIa/CB/05/ 

DQ112226 1 1 1 ID 0,944 0,96 0,95 
CCoVIIa/INSAVC/

D13096 0,95 0,95 0,95 0,95 ID 0,934 0,954 
CCoVIIa/1-

71/DQ401031 1 1 1 1 0,95 ID 0,941 
CCoVIIa/BGF10 

/AY342160 0,96 0,96 0,96 0,96 0,93 0,96 ID 
CCoVI/23/03 
AY548235 0,94 0,94 0,94 0,94 0,92 0,94 0,92 

FCoVI/Black/ 
EU186072 0,792 0,792 0,792 0,792 0,792 0,792 0,792 

CCoVIIb/341/05 
/EU856361 1 1 1 1 0,95 1 0,96 

CCoVIIb/119/08 
EU924791 0,99 0,99 0,99 0,99 0,94 0,99 0,95 

CCoVIIb/430/07 
/EU924790 1 1 1 1 0,95 1 0,96 

CCoVIIb/174/06/ 
EU856362 1 1 1 1 0,95 1 0,96 
FCoVII/79-

1146/NC007025 0,792 0,792 0,792 0,792 0,792 0,792 0,792 
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Πίνακας 9. ORF7a (συνέχεια). 

Seq-> 
CCoVI/23/03 
AY548235 

FCoVI/Black/ 
EU186072 

CCoVIIb/341/05/
EU856361 

CCoVIIb/119/08/
EU924791 

CCoVIIb/430/07/
EU924790 

CCoVIIb/174/06/
EU856362 

FCoVII/79-
1146/NC007025 

NA/09 0,934 0,839 0,99 0,99 0,977 0,957 0,843 

66/09 0,931 0,843 0,986 0,986 0,973 0,954 0,839 

68/09 0,928 0,833 0,983 0,983 0,97 0,95 0,843 
CCoVIIa/CB/05/

DQ112226 0,931 0,833 0,993 0,986 0,98 0,96 0,836 
CCoVIIa/ 

INSAVC/D13096 0,921 0,824 0,944 0,938 0,947 0,941 0,827 
CCoVIIa/1-

71/DQ401031 0,928 0,823 0,96 0,957 0,967 0,986 0,826 
CCoVIIa/BGF10/

AY342160 0,928 0,83 0,95 0,947 0,954 0,947 0,833 
CCoVI/23/03 
AY548235 ID 0,859 0,931 0,928 0,937 0,928 0,859 

FCoVI/Black/ 
EU186072 0,841 ID 0,83 0,833 0,83 0,823 0,96 

CCoVIIb/341/05/
EU856361 0,94 0,792 ID 0,986 0,98 0,96 0,833 

CCoVIIb/119/08/
EU924791 0,93 0,782 0,99 ID 0,973 0,957 0,836 

CCoVIIb/430/07/
EU924790 0,94 0,792 1 0,99 ID 0,967 0,833 

CCoVIIb/174/06/
EU856362 0,94 0,792 1 0,99 1 ID 0,833 
FCoVII/79-

1146/NC007025 0,841 0,97 0,792 0,782 0,792 0,792 ID 
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Πίνακας 10. ORF7b. Ποσοστά οµοιότητας σε επίπεδο νουκλεοτιδίων (δεξιά και πάνω από τη διαγώνιο ID) και αµινοξέων (αριστερά και κάτω από τη διαγώνιο ID) 
στελεχών του CCoV και του FCoV. 

Seq-> NA/09 66/09 68/09 CCoVIIa/INSAV
C/D13096 

CCoVIIa/BGF10/
AY342160 

CCoVI/23/03/AY
548235 

FCoVI/Black/EU
186072 

NA/09 ID 0,992 0,993 0,838 0,842 0,855 0,679 

66/09 0,985 ID 0,992 0,836 0,844 0,853 0,676 

68/09 1 0,985 ID 0,842 0,842 0,861 0,676 

CCoVIIa/INSAV
C/D13096 

0,802 0,788 0,802 ID 0,925 0,886 0,676 

CCoVIIa/BGF10/
AY342160 

0,807 0,802 0,807 0,887 ID 0,878 0,671 

CCoVI/23/03/AY
548235 

0,826 0,816 0,826 0,793 0,784 ID 0,688 

FCoVI/Black/EU
186072 

0,582 0,577 0,582 0,563 0,563 0,596 ID 

CCoVIIb/341/05/
EU856361 

0,751 0,741 0,751 0,624 0,615 0,624 0,419 

CCoVIIb/119/08/
EU924791 

0,981 0,976 0,981 0,793 0,798 0,821 0,582 

CCoVIIb/430/07/
EU924790 

0,92 0,915 0,92 0,793 0,798 0,821 0,582 

CCoVIIb/174/06/
EU856362 

0,976 0,962 0,976 0,788 0,793 0,812 0,586 

FCoVII/79-
1146/NC007025 

0,568 0,563 0,568 0,544 0,568 0,577 0,888 

CCoVIIa/CB/05/
DQ112226 

0,976 0,962 0,976 0,793 0,798 0,816 0,572 

CCoVIIa/1-
71/|DQ401031 

0,967 0,953 0,967 0,788 0,788 0,807 0,596 
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Πίνακας 10. ORF7b (συνέχεια). 

Seq-> CCoVIIb/341/05/ EU856361 CCoVIIb/119/08/ EU924791 CCoVIIb/430/07 /EU924790 CCoVIIb/174/06/ EU856362 FCoVII/79-1146/ NC007025

NA/09 0,746 0,978 0,933 0,984 0,677 

66/09 0,746 0,979 0,934 0,982 0,676 

68/09 0,749 0,978 0,933 0,984 0,677 

CCoVIIa/INSAVC/D13096 0,647 0,839 0,841 0,836 0,672 

CCoVIIa/BGF10/AY342160 0,641 0,844 0,847 0,841 0,68 

CCoVI/23/03/AY548235 0,649 0,858 0,859 0,853 0,683 

FCoVI/Black/EU186072 0,502 0,679 0,68 0,68 0,888 

CCoVIIb/341/05/EU856361 ID 0,735 0,705 0,744 0,5 

CCoVIIb/119/08/EU924791 0,746 ID 0,929 0,971 0,677 

CCoVIIb/430/07/EU924790 0,69 0,91 ID 0,926 0,677 

CCoVIIb/174/06/EU856362 0,746 0,967 0,901 ID 0,676 

FCoVII/79-1146/NC007025 0,41 0,568 0,568 0,572 ID 

CCoVIIa/CB/05/DQ112226 0,741 0,976 0,901 0,962 0,568 

CCoVIIa/1-71/|DQ401031 0,727 0,957 0,896 0,962 0,582 
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                                                                                   E-mail vasilisntafis@hotmail.com 

       

Βιογραφικό Σηµείωµα Ντάφη Βασίλη 

 

Προσωπικές Πληροφορίες  

Εθνικότητα : Ελληνική 

Τόπος γέννησης : Bόλος 

Ηµεροµηνία γέννησης : 16/01/79 

 

Σπουδές             1996 

Αποφοίτηση από το 1ο γενικό λύκειο Βόλου (19 κ 7/11) και 

εισαγωγή µετά από πανελλήνιες εξετάσεις στην Κτηνιατρική Σχολή 

του Αριστοτελείου Πανεπιστηµίου Θεσσαλονίκης. 

 

                           21.03.2005  

Αποφοίτηση από την Κτηνιατρική Σχολή του Αριστοτελείου 

Πανεπιστηµίου Θεσσαλονίκης µε βαθµό 7,01/10. 2ος στη σειρά 

ορκωµοσίας.  

 

Ιούνιος-Σεπτέµβριος 2005 
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Πρακτική άσκηση στο Εργαστήριο Ανατοµίας και Φυσιολογίας 

Αγροτικών Ζώων του Τµήµατος Ζωικής Παραγωγής του Γεωπονικού 

Πανεπιστηµίου Αθηνών 

 

2005-06 

Μεταπτυχιακές σπουδές. Παρακολούθηση µετά από εξετάσεις του 

Μεταπτυχιακού Προγράµµατος Σπουδών του Τµήµατος Ζωικής 

Παραγωγής του  Γεωπονικού  Πανεπιστηµίου Αθηνών µε  τίτλο   

«Γενετική Βελτίωση, Αναπαραγωγή και ∆ιατροφή Αγροτικών 

Ζώων». 

 

14/12/2006 

Απονοµή Μεταπτυχιακού ∆ιπλώµατος Ειδίκευσης στην εξειδίκευση 

«Αναπαραγωγή Αγροτικών Ζώων» µε βαθµό 9.43/10. 1ος στη σειρά 

ορκωµοσίας του του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών. 

 

13.02.2007 

Εγγραφή για εκπόνηση διδακτορικής διατριβής στο Εργαστήριο 

Ανατοµίας και Φυσιολογίας Αγροτικών Ζώων του Γεωπονικού 

Πανεπιστηµίου Αθηνών µε θέµα «Κοροναϊός του σκύλου. 

∆ιερεύνηση της παρουσίας του στην Ελλάδα και µοριακός 

χαρακτηρισµός του». 

 

09/03/2007 – 09/06/2007 
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Εκπαίδευση σε διαγνωστικές µεθόδους για  τον CCoV στο 

Department of Animal Health  and Well-Being – section of Infectious 

Diseases – University of Bari. Πρόγραµµα SOCRATES/Erasmus.  

 

                          05/04/2008 – 26/04/2008 

Εκπαίδευση και συνεργασία µε το Department of Animal Health  and 

Well-Being – section of Infectious Diseases – University of Bari, µε 

θέµα «Μοριακές τεχνικές διάγνωσης παρβοϊού και καλυκοϊού του 

σκύλου». 

 

25/04/2009 – 9/05/2009 

Εκπαίδευση και συνεργασία µε το Department of Animal Health  and 

Well-Being – section of Infectious Diseases – University of Bari, µε 

θέµα «Μοριακές τεχνικές διάγνωσης εντερικού κοροναϊού του 

σκύλου». 

 

Σεµινάρια         

                               29/10/2007 - 9/11/2007 

Μηχανισµοί ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά, Σύγχρονες µοριακές 

τεχνικές. Πρόγραµµα «Ανθρώπινα δίκτυα ερευνητικής και 

τεχνολογικής επιµόρφωσης – Β΄ κύκλος». Υπουργείο Ανάπτυξης, 

Γενική Γραµµατεία Έρευνας και Τεχνολογίας. 

 

15/10/2008-26/10/2008 
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Regional European Training Course on “The Early and Rapid 

Molecular Diagnosis of Highly Pathogenic Avian Influenza”, Joint 

FAO/IAEA Programme.  

 

26/11/2008-29/11/2008 

Σεµινάριο Ανοσολογίας, 22ος Κύκλος, Προχωρηµένα Μαθήµατα 

Βασικής Ανοσολογίας, Athens Imperial Hotel, Αθήνα. 

 

27/08/2009-31/08/2009 

2009 Lectures in Biology, devoted to Immunology, Foundation for 

Research and Technology, Hellas, Crete, Greece. 

 

Γλώσσες           Αγγλικά (Cambridge-CPE, Michigan-ECPE) 

 

 

Χρήση Η/Υ     Γνώση χρήσης λειτουργικού συστήµατος Windows XP 

                        Γνώση χρήσης λογισµικού πακέτου Office 

 

 

Βραβεία Υποτροφίες 

3ο Πανελλήνιο βραβείο Waltham (Αναφορά περιστατικού 

ιδιοπαθούς επιληψίας της γάτας), 13-01-2001. 
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Χρηµατοδότηση Young Scientists’Support από το ίδρυµα Prof. 

Tielen Foundation (1-02-07), για συµµετοχή και  ανακοίνωση στο 

XIII International Congress in Animal  Hygiene. 

Υποτροφία για διδακτορικές σπουδές στην Ελλάδα από το 

Κοινωφελές Ίδρυµα Αλέξανδρος Σ. Ωνάσης, διάρκειας 36 µηνών. 

Χρηµατοδότηση από το Onassis Public Benefit Foundation, για 

παρακολούθηση ∆ιαλέξεων Ανοσολογίας, Ηράκλειο, 27-31 

Ιουλίου 2009. 

 

 

Εργασία σε Ερευνητικά Προγράµµατα    

Bio@gro 01/09/2006 έως 31/12/2006. 

FARMA, χρηµατοδότηση ΓΓΕΤ, 01/03/2007 έως 31/12/2007. 

 

 

∆ιδακτικό Έργο  

1. Συµµετοχή στο e-seminar του πιλοτικού προγράµµατος της 

Forthnet Rural Wings, µε σκοπό την εκπαίδευση εξ αποστάσεως 

κτηνοτρόφων. Γεράκι Ηρακλείου Κρήτης, 24 Ιανουαρίου 2008. 

2.Συµµετοχή στο πρόγραµµα τηλεκπαίδευσης των φοιτητών του 

Τµήµατος Επιστήµης Ζωικής Παραγωγής και Υδατοκαλλιεργειών 

Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών στο µάθηµα Νοσήµατα 

Αγροτικών Ζώων. http://mediaserver.aua.gr/video/zoikis.php. 
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3. Συµµετοχή στη διδασκαλία των  εργαστηριακών ασκήσεων των 

µαθηµάτων: Νοσήµατα Αγροτικών Ζώων, Ανοσολογία, 

Βιοτεχνολογία Ζωικής Παραγωγής και Υγιεινή Αγροτικών Ζώων 

του Εργαστηρίου Ανατοµίας και Φυσιολογίας Αγροτικών Ζώων, 

Τµήµα Επιστήµης Ζωικής Παραγωγής και Υδατοκαλλιεργειών, 

Γεωπονικό Πανεπιστήµιο Αθηνών, από το Σεπτέµβρη του 2005 έως 

και το τρέχον Ακαδηµαϊκό έτος.  

                      

 

Ανακοινώσεις σε συνέδρια  και δηµοσιεύσεις στα πρακτικά τους 

 

1. Περιστατικό προσβολής είδους Sparus autara (L.) από ιό Noda σε ελληνικές 

ιχθυοκαλλιέργειες.  Μπιτχαβά Κ., Φ. Αθανασοπούλου, Ε. Ξυλούρη – 

Φραγκιαδάκη, Μ. Παπαναστασοπούλου, Ο. Σαµπατάκου και Β. Ντάφης. 10ο 

Πανελλήνιο Κτηνιατρικό Συνέδριο, Πρακτικά σελ. 65, Αθήνα, 16-19 

Φεβρουαρίου 2006.  

2. ∆ιερεύνηση της Τοξοπλάσµωσης ως αίτιο αποβολών σε βιολογικές εκτροφές 

αιγοπροβάτων  στην Ελλάδα. Β. Ντάφης,  Ε. Ξυλούρη – Φραγκιαδάκη και Α. 

∆ιάκου. Ετήσιο Επιστηµονικό Συνέδριο της Ελληνικής Ζωοτεχνικής 

Εταιρείας, Σπάρτη,  4-5 Οκτωβρίου 2006. 

3. Serological survey of antibodies against Toxoplasma gondii using ELISA in 

organic sheep and goat farms in Greece. V. Ntafis, E. Xylouri, A. Diakou, K. 

Sotirakoglou, I. Kritikos, E. Georgakilas and I. Menegatos. XIII International 

Congress in Animal Hygiene, Tartu, Estonia, 17-21 Ιουνίου 2007. 

4. Serological survey of Chlamydophila abortus and Toxoplasma gondii in 

organic sheep and goat farms in Greece. Ntafis V., Kritikos I., Vretou E., 

Xylouri E.. COST 855 Working group meeting on Serology, Athens, Greece, 

12/06/2008. 
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5. An outbreak of myxomatosis in Greek rabbit farms during 2007. Fragkiadaki 

Eir., Xylouri E., Ntafis V., Sabatakou O., Plakokefalos E., Paraskevakou E. 9th 

World Rabbit Congress, Verona, Italy, 10-13 June, 2008. 

6. FARMA: A framework of livestock management based on RFID enabled 
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