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Bat1 Akdeniz illeri (Burdur, Isparta ve Antalya)’'nde CDV’ye 6zgii klinik semptom gdsteren,
asilanmamis, 1 yas alti, 50 adet kopekten ornekleme yapildi. Bu amagla hayvanlardan kan,
idrar, rektal siiriintii, nasal ve okiiler akint1 rnekleri toplandi. Ornekler serolojik, molekiiler
ve virolojik yontemlerle incelendi. Calismada en fazla pozitiflik tiim testlerde 0-3 aylik
hayvanlarda belirlendi. ELISA (IgM-IgG) ve virus izolasyonunda disilerde , viral genom
tespitine yonelik yapilan testte erkeklerde daha fazla pozitiflik belirlendi. Kan serum
orneklerinde CDV’ye 6zgii IgM ve IgG antikor varligina yonelik yapilan analizlerin virus
izolasyon sonuglariyla kiyaslanmasi sonucu hem erken konvalesan donemde hem de gec
konvalesan dénemde etken izolasyonunun yapilabilecegi ortaya kondu. Ayrica CDV’ye 6zgii
IgM ve IgG antikorlarinin her ikisinin birden pozitif olup viral niikleik asidin tespit edilmedigi
durumlarda, virus izolasyonunun yapilabilecegi saptandi. Toplamda 250 6rnekte viral genom
RNA varlig1 One Step Real Time RT-PCR teknigiyle arastirildi. Bu metot ile en fazla pozitiflik
(% 93.75) rektal siiriintli 6rneklerinde tespit edildi. Pozitif rektal siiriintii drneklerinin temin
edildigi hayvanlarda oncelikle sindirim ve merkezi sinir sistemi semptomlar1 gozlendi. Virus
izolasyonu igin tim o6rnekler MDCK hiicre kiiltiirlerine ekildi. Bu metot ile de en fazla
pozitiflik (% 93.75) rektal stirintii 6rneklerinde tespit edildi. Pozitif rektal siirlintii 6rneklerinin
temin edildigi hayvanlarda oncelikle solunum, sindirim ve merkezi sinir sistemi semptomlari
gozlendi. Tiim Orneklerin meydana getirdigi CPE’ler ii¢ derecede incelenerek; ileri(+++)
seviye CPE meydana getiren orneklerin rektal siirlintii ve idrar 6rnekleri oldugu, diistik(+)
seviye CPE meydana getiren orneklerin 16kosit 6rnekleri oldugu belirlendi. Bu calismada,
CDV enfeksiyon teshisinde kullanilan testler arasi korelasyonlar istatistiki a¢idan 6nemli
bulundu. Bat1 Akdeniz Bélgesi’nde asilanmamis ve CDV enfeksiyonuna ait klinik semptom
gosteren kopeklerden alinan farkli 6rneklerden 105 (%42) adet CDV genomu tespit edildi.
Ayrica galismada 39 (%78) kopekten alinan muhtelif 6rneklerden virus izolasyonu yapildi.

Anahtar kelimeler: Canine distemper virus, DIF, izolasyon, MDCK, Real Time PCR

“Bu arastirma Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
Tarafindan desteklenmistir. Proje numarasi: 0403-DR-16”
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ABSTRACT
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Doctora Thesis

Investigation of Canine Distemper Virus by Real Time RT-PCR Technique In
Blood, Urine, Rectal Swab, Nasal and Ocular Discharge Samples of Dogs With
Clinical Signs

Hasbi SAIT SALTIK
Department of VIROLOJI

Supervisor
Prof. Dr. Mehmet KALE
BURDUR - 2018

In Western Mediterranean provinces (Burdur, Isparta and Antalya) the samples of 50
unvaccinated dogs under 1 year age which show CDV-spesific clinical symptoms were taken.
For this purpose, blood, urine, rectal swab, nasal and ocular discharge specimens obtained
from these dogs were collected. Specimens were examined by serological, molecular and
virological methods. In this sudy, the highest positivity in all tests was detected in one-three
month animals. More positivity was detected In ELISA (IgM-IgG) and virus isolation for
females, and viral genom detection test for male dogs. By analysis presence of CDV spesific
IgM and IgG in blood serum samples with isolation results showed that virus isolation can be
done in both early and late convalescence period. In a total of 250 samples, the presence of
viral genomic RNA was investigated by One Step Real Time RT-PCR method. With this
method, the highest positivity (93.75%) was detected in rectal swab specimens. In animals
where positive rectal swab specimens were obtained primarliy symptoms of digestion and
central nervous system were observed. All samples for virus isolation were seeded into MDCK
cell cultures. With this method, the highest positivity (93.75%) was also detected in rectal
swab specimens. In animals where obtained primarily respiratory, digestive and central
nervous system symptoms were observed. The CPEs of all samples used in the study were
examined at three rates after the seeding of the MDCK cell cultures. It was determined that
the samples which showed high level(+++) CPE were rectal swabs and urine specimens while
the leukocyte samples which showed low level(+) CPE. By this method, the highest positivity
(%62) was detected in RS samples.Mixed symptoms were also observed in animals with the
most positive RS samples, as well as primarily digestive system symptoms. In this study
correlations between tests which are used in diagnosis of CDV infection were significant in
terms of statistic. 105 (42%) CDV genomes were detected in different samples from
unvaccinated and symptomatic dogs of the CDV infection in the Western Mediterranean
Region. In addition, virus was isolated from 39 (78%) dogs.

Key Words: Canine distemper virus, DIF, Isolation, MDCK, Real Time PCR

“This study was supported by Mehmet Akif Ersoy University Science Research
Projects Unit. Project number: 0403-DR-16"
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1. GIRIS

Paramyxoviridae ailesinde, Morbillivirus genusunda yer alan Canine
Distemper Virus (CDV) o6zellikle bagisikligi yeterince uyarilmamis geng kopekleri
uzun yillardir tehdit etmektedir. Ilk defa Ulloa 1746 yilinda adli arastirmaci tarafindan
Giliney Amerika’da, sonraki yillarda Avrupa ve Rusya’da Canine Distemper (CD)
hastaliginin bulgularina raslanmistir. CD ilk defa Henri Carré tarafindan 1905 yilinda
tanimlanmis olup, 1926 yilinda etiyolojik olarak kanitlanmistir (12, 21). 1950’1lerde
atteniie canli CDV asis1 kullamlmaya baslanmistir (22). Ulkemizde ve Diinya’da
yaygin olarak uygulanan agilama programlar1 CD’ye kars1 alinan dnlemlerin temelini
olusturmaktadir. Bu agilama programlariyla birlikte evcil kopeklerde CD’nin goriilme
orani carpict bigimde azaltilabilmistir (62). Ancak, yaygin asilama programlarina
ragmen CDV giiniimiize kadar varligin1 koruyabilmistir. CD kopeklerde ve diger
karnivorlarda enzootik bir enfeksiyona neden olmaktadir. Kopeklerin en onemli
enfeksiyonlarindan biri olarak bilinen CD’nin baslica; sindirim, solunum ve sinir
sistemi bozukluklarinin yani sira siddetli immunsupresyona da neden oldugu
bildirilmistir (84). Ozellikle asilanmamis yavru kopeklerde yiiksek mortalite ve
morbidite oranlarina sahip oldugu goriilmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda,
CD’nin 6zellikle asisiz evcil ve basibos kopekler i¢in tehdit konumunda oldugunun
tizerinde durulmaktadir (29, 43). Ayrica bu hastaligin, vahsi hayattaki bir¢ok karnivor
tiri icin hala daha oldiiriicii etkiye sahip oldugu bilinmektedir (24). Bu durum
hastaligin teshisi konusunda dogru Ornekleme yapilarak daha etkin tekniklerin
kullanilmastyla birlikte 6zellikle iilkemizde var olan bolgesel sus veya suglarin daha
detayli arastirllmasini ve miicadele programlarinin kapsaminin genisletilmesini

gerektirmektedir.

Bu arastirmada CDV varligi yoniinden Real Time RT-PCR teknigiyle tespit
edilmesi amaclanmistir. Ayrica ¢alismada pozitif olarak tespit edilen numunelerin

devaml1 hiicre kiiltiirlerine ekilerek, bolgesel susun izole edilmesi de hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Taksonomi ve Siniflandirma

CDV, Paramyxoviridae ailesi Mononegavirales takimi igerisinde yer almaktadir.
Morbillivirus, Paramyxoviridae ailesinde bulunan 7 genustan biridir. Uluslararasi
Virus Taksonomi Komitesi (ICTV)’nin verilerine gore Morbillivirus genusunu
kopeklerde canine morbillivirus (CDV), deniz memelilerinde Cetacean morbillivirus
(CeMV), kedilerde Feline morbillivirus (FeMV), insanlarda Measles morbillivirus
(MeV), fokgillerde Phocine morbillivirus (PDV), sigirlarda Rinderpest morbillivirus
(RPV) ve koyun-kegilerde small ruminant morbillivirus (PPRV) tarafindan
olugsmaktadir (2). Bu genusta yeralan virus tiirleri arasinda antijenik yakin iliski oldugu
bildirilmistir (13). Morbillivirus ismi “il morbo (veba)” dan ayirmak amaciyla
ftalyanca kii¢iik hastalik manasma gelen “morbilli” isminden tiiretilmistir.
Morbilliviruslar’in ndéroaminidaz aktivitesi yoklugu ve intra niiklear inkluzyon
cisimcigi olusturmasi nedeniyle diger Paramyxovirus’lardan farkli oldugu
bildirilmistir (80). Serolojik olarak tek tipe sahip olan CDV’nin antijenik ¢esitlilik
nedeniyle farkli genotipik suslari bulunmaktadir. CDV hastaligimin siddeti ve

noroinvazif olmasi farkli genotipteki suslara gore degisiklik gostermektedir (42).
2.2. Virion Ozellikleri
2.2.1. Morfoloji

Virus’un 150-350 nm ¢apta, pleomorfik ve filamentdz formu yaygin olmasina
ragmen genellikle kiiresel sekilde bir morfolojiye sahip oldugu bildirilmektedir.
Enfekte bir hiicrenin kesitinde, filament6z partikiillerin 150 — 1000 nm uzunlukta
goriildigii rapor edilmistir. Helikal simetriye sahip olan niikleokapsit, lipit yapida zar
tabakasiyla sarilmigtir. Zarin direkt olarak enfekte konak hiicre plazma membranindan
tomurcuklanarak meydana geldigi bildirilmistir. Zarin dis yilizeyinde 10-15 nm
uzunlukta Hemagliitinin (H) ve 10-13 nm uzunlukta Fizyon (F) transmembran
glikoproteinler bulunmaktadir (37, 69). Zarin dis ylizeyindeki homo-oligomer ve
spike-like (¢ikinti benzeri) yapilarin morfolojik olarak birbirlerinden farkli oldugu
belirtilmistir. Zarin i¢ ylizeyini niikleokapsit ve transmembran glikoproteinlerin

sitoplazmik uzantilariyla etkilesim halinde olan Matriks (M) proteini olusturmaktadir.



M proteini virus olgunlagmasinda anahtar rol oynamaktadir. Helikal niikleokapsit, zar
icerisinde genomik RNA’ya bagl simetrik bir sargi halinde paketlenmistir. Bu
simetrik sargida yaklasik 2500 kopya Niikleokapsit (N) proteini bulunurken, az
miktarda da Fosfoprotein (P) ve Large (L) proteinlerinin kopyas1 bulunmaktadir (80).
Virion’un siikroz ve sezyum kloriirdeki buoyant yogunlugu sirastyla 1.18-1.20 g cm?,
1.30-1.31 g cm?® olarak bildirilmistir. Virion icinde viral polimeraz enzimi

bulunmaktadir (6, 63).
2.2.2. Niikleik Asit

Lineer, negatif anlamli, tek iplik¢ikli (ss)RNA genomu, niikleokapsit form
icinde ve enfeksiydz oOzelliktedir. CDV genomunun biiyiikligi yaklasik 15,690
niikleotit (nt) olarak bilinmektedir (31). Her bir adet niikleokapsit proteininin 6 nt’e
baglanmasindan dolayr Paramyxovirinae alt ailesinde yer alan tiyelerin (MeV: 15.894
nt, RPV: 15.882 nt, CeMV: 15.702 nt vb.) nt uzunluklar1 altinin katlar1 seklindedir.,
“Alt1 Kural1” olarak bilinen bu durum RNA replikasyonu i¢in 6nem arz etmektedir.

Virion agirliginin % 0.5°lik kismini olusturan genomun bagil molekiil kiitlesi (My) 5 X

10° olarak bildirilmistir (2, 63).
2.2.3. Yapisal ve Diizenleyici Proteinler

CDV’nin yapisal olmayan C ve V proteinleri ile yapisal L, H, P, N, F ve M
proteinlerine sahip oldugu bildirilmistir. Yapisal olmayan C ve V proteinleri P
genindeki alternatif A¢ik Okuma Cergevesi (ORF) tarafindan kodlanmaktadir. CDV
genomu, 3’ baslangi¢ ve 5’ bitis dizileri tarafindan ¢evrilmektedir. Bu dizilerin viral
replikasyon sirasinda genom ve anti-genom iretilmesi i¢in ¢ok gerekli oldugu
distiniilmektedir (100). CDV’nin 8 proteini kodlayan 6 adet gen igerdigi, biitiin
genlerin 3’ ve 5’ Translasyona Ugramayan Bolge (UTR)’lere sahip oldugu ve
birbirinden CUU kodonu ile ayrildigr bildirilmektedir. N geni hemen 3’ ucunda
lokalize olmustur ve 5 ucuna dogru onu sirasiyla P, M, F, H ve L geni takip
etmektedir. M ve F genleri arasinda kalan bolge ile H proteininin ¢ok degisken, N, P,
M ve L genlerinin ise yiiksek derecede korunakli oldugu bildirilmistir (64). Fakat

yapilan ¢aligmalar olast mutasyonlarin sadece zar proteinlerinde degil N, P ve L gibi



polimeraz kompleks proteinlerinde de meydana gelebilecegini gostermektedir (87,

98).

Matriks Proteini
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Sekil 2.1. RNA genomu igerisindeki proteinlerin 3°—5” yoniinde dogrusal dizilimi ve
Morbillivirus virion yapisinin sematik goriiniimii (63).

Hem genomik hem de anti-genomik viral RNA’y1 enkapside eden niikleokapsit
(N) proteini morbilliviruslar i¢erisinde olduk¢a korunakli bir gen bolgesi tarafindan
kodlanmaktadir. 58 kilodalton (kDa) agirliginda olan N proteini 523 amino asit (aa)
uzunluga sahiptir. N proteini helikal simetriye sahip olan CDV’nin niikleokapsit
yapisini olusturarak viral niikleik asidi hiicre i¢i proteolitik etkenlerden korumaktadir.
M proteini ile iliski kurarak viral partikiillerin tomurcuklanmasi ve yeni partikiillerin
birlesmesini indiikledigi bildirilmistir. Ayrica persistentligin gelismesinde rol

oynadigi diistiniilmektedir (103).

P geni tarafindan 3 bagimsiz mRNA {iretilerek 54 kDa agirliginda ve 507 aa
uzunluga sahip fosfoprotein kodlanmaktadir. P proteininin C-terminal bdolgesi
araciligiyla transkriptaz kompleks formunu olusturmak icin L proteiniyle iligki

kurdugu diistiniilmektedir. P proteininin N-terminal bdlgesi viral niikleik asitle



baglantis1 olmayan ¢dziilebilir monomerik N proteini ile iliskili oldugu bildirilmistir
(90).

299 aa uzunlukta 33 kDa agirlikta olan V proteini viral polimeraz tarafindan
onceden tasarlanmamis bir Guanin (G) baz1 eklenmesi sonucu sentezlenmektedir. Bu
durum RNA diizeltilmesi olarak da tanimlanmistir. MeV’ta oldugu gibi V proteini ana

immun interferens proteini olarak bilinmektedir (60, 90).

C proteini mRNA’lar1 alternatif bir okuma c¢ergevesinin transkripsiyonu
sayesinde P geninden sentezlenir. 174 aa uzunlugundaki C proteini 20 kDa agirliga
sahiptir. CDV C proteininin rolii ¢ok az bilinmekle beraber MeV C proteini gibi

partikiil birlesmesi ve salinmasinda rol alabilecegi diistiniilmektedir (23).

M proteini, yiizey glikoproteinleri (H ile F) ve N proteini arasinda koprii gorevi
gormektedir. M geni ORF 335 aa ve 38 kDa molekiiler agirliginda olup M proteinini
kodlamaktadir. M proteini virus olgunlasma agamasinda 6nemli rol oynamaktadir.
CDV M proteininin C terminus bolgesi hiicre yiizeyindeki glikoproteinlerle etkilesime
gecerek fiizyonu durdurdugu bildirilmistir (103). CDV enfeksiyonu sirasinda hiicresel
zarart sinirlandirmak icin M ve N proteinlerinin sinerjik olarak hareket ettigi
belirtilmistir. M geni ¢ikarilan MeV’nin virus salinim mekanizmasi bozulmasindan

dolay1 ayn1 durumun CDV igin de gegerli olabilecegi diisiiniilmektedir (84).

F proteini, 135 aa’lik long N-terminal sinyal peptitleri hari¢ tip | integral
membran proteinidir. Once N-glikanlar1 kazandigi endoplazmik retikulum ve golgi
aygiti’'nda 527 aa’lik oncii Fo proteini seklinde sentezlenmektedir (9). Daha sonra bu
oncii protein glikolizasyon ve endoproteolizise ugrayarak sirastyla 40 kDa ve 20 kDa
molekiiler agirliga sahip F1 ve F2 alt iinitelere ayrilir. Boylece biyolojik olarak aktif
F proteini meydana gelmektedir. F proteini 4-5 adet potansiyel N-bagl glikolizasyon
bolgesi icermektedir. N-glikanlar viral flizyon aktivitesi ve dogru hiicre yiizeyi
ekspresyonu i¢in onem arz etmektedir. Ayrica F proteininin sinsityal dev hiicre

olusumuna neden olan ana etkenlerden biri oldugu bildirilmektedir (3, 97).

CDV H proteini 607 aa uzunlukta ve 76 kDa agirlikta oldugu bildirilmistir (10).
Yaklagik 8 adet potansiyel N-glikolizasyon bolgesi icermektedir (85). Tip Il integral

membran glikoproteini olan H proteini virusun konak hiicre reseptorlerine



tutunmasinda gorev almaktadir (64). Bu nedenle CDV’nin tropizm ve patogenezinde
cok kritik bir rol oynadigi bildirilmektedir (96). Paramyxoviridae ailesinde bu tutunma
proteini belirleyici rol oynamaktadir. Paramyxoviruslarda hem hemagliitinasyon hem
neuroaminidaz, morbilliviruslarda sadece hemagliitinasyon aktiviteli tutunma proteini
bulunmaktadir. Pneumoviruslardaki tutunma proteininde ise ne hemagliitinasyon ne
de neuroaminidaz aktivitesi gézlenmektedir (25, 52). H proteini CDV izolatlari iginde
en fazla genetik gesitlilige sahip olan gen tarafindan kodlanmaktadir. Dolayisiyla

filogenetik analizlerde bu gen bolgesi yaygin olarak kullanilmaktadir (92).

CDV genomu tarafindan kodlanan en biiyiik protein 246 kDa agirlikta 2184 aa
uzunlukta L proteini multifonksiyonel bir RNA-bagimli RNA polimeraz (RdRP)’dir.
L proteini P proteini ile birlikte viral mRNA’lar1 transkribe eden transkriptaz
kompleksini olusturmaktadir (4). Bu L-P protein kompleksi virus partikiiliiniin igine
yerlesmek icin N proteini ile etkilesime gecerek anti-genomik ve genomik RNA’y1
olusturmaktadir. Genom pozisyonu 5° ucuna yakin olmasindan dolay:r enfekte
hiicrelerde en az miktarda sentez edilmektedir (84). Viral trankripsiyon ve

replikasyonda 6nemli rol oynamaktadir (52).
2.3. Biyoloji
2.3.1. Replikasyon

CDV replikasyonu, daha c¢ok diger paramyxovirus transkripsiyon ve
replikasyon stratejileriyle kiyaslanarak agiklanmaya calisilmistir.  CDV’nin
transkripsiyon ~ ve  replikasyon  asamalarinin  sitoplazmada  gerceklestigi
diistiniilmektedir (44, 52). CDV’de konak hiicre yiizeyi ile etkilesim néroaminidaz
aktivitesi goriilmeyen H proteini ile olmaktadir. Membran fiizyonunun
gerceklesebilmesi i¢in F proteininin aktif halde olmas1 gerekmektedir. F proteininin
aktiflegsmesi sonrasi, viral membran ile hedef hiicre plazma membrani1 arasinda fiizyon
gerceklesmektedir (105). Virus partikiil iceriginin hiicre sitoplazmasina aktarilmasiyla
penetrasyon asamasi meydana gelmektedir. Fujiata ve ark. (34) tarafindan yapilan bir
arastirmada ekstraselliiler matrikste yeralan Heparin Siilfat maddesi virus tutunmasi
ve giriginde rol oynadigi rapor edilmistir. Viral RNA polimeraz (vVRp) genomun 3’

ucundan baglayarak heniiz islevsel olmamis onciil RNA’lar1 sentezlemektedir (84).



Yine VRp sayesinde 5’ ucuna cap (7-metil guanozin) 3’ ucuna poli A baglanmaktadir.
Intronlarin kesilip ekzonlarin birlestirilmesinden sonra da viral RNA olgun ve islevsel
hale gelmektedir (1). Viral transkripsiyon sitoplazmada gergeklestiginden viral
MRNA’lar translasyon igin direk olarak ribozomlara gitmektedir. Viral replikasyon
partikiilleri (VRp)’nin genomik kaliptan ayrilmadan dnce gen birlesim bdlgelerinde ya
durdugu ya da bir sonraki baglama sinyaliyle yeniden harekete gectigi
diistiniilmektedir. Transkripsiyonel Dur — Basla Mekanizmas: (Stop-Start model of
Transcription) olarak bilinen bu durum farkli bir mRNA sentezlenmesine neden
olmaktadir (52). Son olarak VRp negatif polariteli anti genomlar1 sentezlemektedir.
Sentezlenen RNA’larin hepsi altinin katlari kadar niikleotit icermektedir (17). Enfekte
hiicrede yeterli genomik RNA ve viral protein sentezlendikten sonra virus toplanmasi
gerceklesmekte ve progeni virionlar tomurcuklanarak enfekte hiicre membranindan

ayrilmaktadir (4).
2.3.2. Konake¢1 Spektrumu

CDV’nin Canidae, Procynidae, Mustelidae, Mephtidae, Hyaenidae, Ailuridae,
Viverridae, Ursidae ve Felidae ailelerinde yer alan tiirleri dogal olarak enfekte
edebildigi bildirilmektedir (7, 62). CDV, Phocidae familyasinda yer alan bazi deniz
memelilerinde goriilen toplu Oliimlerden sorumlu tutulmustur (49). Ayrica
Cercopithecidae ailesinde yer alan Japon Makak ve Tayassuidae ailesinde yer alan
Yakal1 Pekari’de de CDV varligi rapor edilmistir (20). Deneysel olarak intraserebral
inokulasyon sonrasi fare ve hamsterlarda Merkezi Sinir Sistemi (MSS) bulgulari tespit
edilmistir. Cok genis bir konak¢1 spektrumu olmasina ragmen CDV’nin ana rezervuar
konakgist kopekler olarak bilinmektedir (37). Vahsi yasamda kopek harici diger
tirlerde CDV’nin bu kadar yaygin olmasindan H geninde meydana gelen molekiiler
degisiklikler sorumlu tutulmasina ragmen (41, 65), Gowtage-Sequeira ve ark. (35)
tarafindan yapilan bir caligmada H geninde meydana gelen degisikligin etkili olmadig1

bildirilmistir.
2.3.3. Hiicre Kiiltiirii

CDV kopek, gelincik, insan, maymun, sigir ve kanath orijinli primer ve

devamli hiicre kiiltiirlerinde karakteristik Sitopatik Etki (CPE) meydana getirerek



iiretilebilmektedir (6, 14-16, 59). Ozellikle primer kopek ve gelincik hiicre
kiiltiirlerinde eozinofilik intrasitoplazmik ve intraniikleer inkluzyon cisimcikleriyle
birlikte sinsityum veya yildiz hiicrelerinin olusumu ile karakterize CPE’lere
raslanmaktadir (15). Képek Bobrek Epitel Hiicresi (MDCK), Afrika Yesil Maymun
Bobrek Hiicresi (Vero), Marmoset B-Lenfosit Hiicresi (B95a) ve Cin Hamsteri
Ovaryum hiicresi (CHO) gibi devamli hiicre kiiltiirleri veya bu kiiltiirlerin
yiizeylerinde CD150 olarak da bilinen Lenfosit Aktivasyon Sinyal Molekiilii (SLAM)
sunan klonlar1 deneysel ¢alismalar, as1 ve virus tiretilmesi i¢in tercih edilmektedir (6,
87, 96, 99). SLAM reseptorleri CDV’nin hiicre i¢ine girmesini kolaylastirmaktadir.
CDV’nin lipid igeren zarli yapisindan dolayr cevre sartlarina hassas oldugu
bilinmektedir. Dolayisiyla sahadan elde edilen suslarin hiicre kiiltiirlerinde
izolasyonunu zorlastirmaktadir. Buna ragmen saha izolatlarinin kopek ve dag gelincigi
makrofajlarinda kolaylikla replike oldugu bildirilmektedir. Bunun makrofajlarin hiicre

yiizeylerinde CD150 reseptorleri bulunmasindan dolayi oldugu diisiiniilmektedir (92).
2.3.4. Kimyasal ve Fiziksel Ajanlarla inaktivasyon

CDV ultraviyole 151g8a, 1s1ya, kurumaya, eter, kloroform, fenol (%0.75) gibi
iyonik ve iyonik olmayan deterjanlara, formaldehit (%0.5’ten daha diisiik oranlarda)
ve oksitleyici ajanlara olduk¢a duyarli oldugu bildirilmektedir. Etken, doku
kesitlerinde ve viicut ekskret/sekretlerinde 37°C’de 1 saat, oda sicakliginda (20°C) 3
saat, 0°C- 4°C aras1 1 hafta, -65°C ve daha diisiik sicakliklarda ise en az 7 y1l kadar ve
pH 4.5 ile 9.0 arasinda stabil kalabilmesine ragmen 60°C’de 30 dakikadan sonra
inaktive oldugu bildirilmektedir (6). Bussell ve ark. (14) tarafindan yapilan bir
calismada CDV’nin kanatli embriyonal hiicre kiiltiiriinde 1s1 ile inaktivasyonu sonucu
etkenin viral yar1 dmrii 21°C’de 120 dk, 37°C’de 60 dk, 45°C’de 10 dk, 56°C’de 3 dk
olarak belirlenmistir. Ticari kullanimlar ve laboratuar caligmalar1 i¢in en uygun
saklama kosulu olan liyofilizasyon ile 4°C’de 2-3 yil saklanabilmektedir. CDV’nin
zarli olmasindan dolay1 rutin dezenfektan kosullarinin virus inaktivasyonu igin yeterli

olacagi bildirilmistir (37).



2.4. Epidemiyoloji

H genine dayali yapilan dizi analizlerine gore filogenetik olarak Diinya
genelinde CDV’nin Asya-1-2, Amerika 1-2, Arktik-like, Avrupa 1-2, Giiney Amerika
1-2 ve Giiney Afrika suslart oldugu rapor edilmistir (74). CD, evcil ve yabani
karnivorlarda donemsel salginlara neden olabilmektedir. Hastalik diinya genelinde
ozellikle yavru kopeklerde siddetli ve yaygin olarak goriilebilmektedir. Diizenli
astlamalarin yapilmadigi ve sokak kopeklerinin yaygin olarak bulundugu kentsel ve
kirsal alanlarda CDV’nin goriilme orani oldukga yiiksektir (26). CDV ozellikle
maternal antikorlar1 olmayan veya az olan geng kopeklerde siklikla goriilmektedir.
Attenlie canli asmin 1950°li yillarda gelistirilmesinden sonra ozellikle gelismis
tilkelerdeki evcil kopeklerde CDV’nin goriilme oraninin diistiigii gdzlenmistir (18,
62). Bir ¢ok yabani hayvan tiriiniin CDV enfeksiyonuna hala duyarli oldugu
bilinmektedir (7, 72). Enfeksiyona duyarl1 yabani tiirler rezervuar gorevi goérerek hem
evcil hem de yabani hayvanlar igin risk olusturmasina ragmen, asil rezervuarin

kopekler oldugu bildirilmistir (37).

Enfekte kopeklerin solunum yollarinda bol miktarda viral etken bulunmaktadir.
Bundan dolayi hastalik genellikle hava ve damlacik yollariyla bulasmaktadir. Hastalik
ozellikle yavru ve asisi1z kopeklerin akut ve subklinik enfekte diger kopeklerle direkt
veya indirekt temas etmesi sonucu kolaylikla yayilabilmektedir (6). CD yeni dogan
kopeklerin ilk 12 aylik doneminde ciddi tehdit olusturmaktadir. Bu dénemde kopekler
kolostrum veya as1 ile gerekli antikorlar1 almamis ise hastaliga cok kolay
yakalanabilmektedir (29, 43). Asili hayvanlar dahil her yasta kdpekte immun sistemin
herhangi bir nedenle baskilanmasi veya enfekte hayvanlarla siirekli temas1 sonucu da
enfeksiyon olusabilecegi bildirilmektedir. Hastaligin goriildiigi belirli bir mevsimsel
donemi olmasa da soguk aylarda daha sik ortaya ¢ikmaktadir. Brakiyosefal kopeklerin
dolikosefal anatomik yapili kopeklere gore hastaliga daha az yakalandigi ve bu

hayvanlarda mortalitenin daha diisiik oldugu rapor edilmistir (37).
2.5. Patogenez

CDV temas, damlacik ve hava yoluyla bulasarak ilk olarak iist solunum yollar1

mukozasindaki immun sistem hiicrelerinde lokalize olmaktadir. Diger morbilliviruslar



gibi CDV de iizerinde CD150 reseptorii bulunan makrofaj, timosit, dendritik hiicre, T
ve B lenfositleri enfekte etmektedir (45, 93). Enfeksiyonun baslamasindan sonra 2-4
giin igerisinde enfekte immun sistem hiicrelerinin lokal lenf diigiimleri (Tonsil,
retrofaringeal ve bronsiyal), dalak ve timusa gog¢ etmektedir. 3-6 giin sonra tiim
lenfatik dokunun enfeksiyonu sonucu primer viremi ile birlikte 5-7. giinlerde gecici
bir ates ve lenfopeni gozlenmektedir (58, 98). Enfeksiyon sonrasi 4 ile 6 giinler arasi,
virus lenfatik sistem boyunca yayilarak alt solunum yollari, gastro-intestinal sistem,
lenfoid organlar, karaciger kupffer hiicreleri, idrar kesesi epitelleri ve MSS’ye kadar
ulasabilmektedir. Bu generalize enfeksiyon tablosunda kanda yeni enfekte olan
mononiikleer hiicreler sekonder viremiye neden olmaktadir (62). Boylece 2 fazl ates
yiikselmesi ger¢eklesmektedir (7). Sekonder viremi viicuttaki duyarl epitel hiicrelerin
enfeksiyonuna neden olmaktadir. Hastalik, enfekte solunum, iirogenital ve konjuktiva
epitellerinden meydana gelen viral sagilim ile daha da hizli yayilmaktadir (62). Sonug
olarak deri dokiintiisii, ser6z burun akintisi, konjuktivit, anoreksi vb. ile karakterize

semptomlar meydana gelebilmektedir (98).

Enfeksiyon sonrasi 14 ile 21 giinler arasi, zamaninda ve yeterli immun yanit
olusursa virus elemine edilebilmektedir. Virus, yeterli diizeyde immun yanit
olusmadig1 zamanlarda (enfeksiyon sonrasi 9 ile 14 giin arasi) deri, salg1 bezleri,
sindirim, solunum ve iirogenital sistem epitellerine sigramaktadir. Ozellikle idrar
kesesi epitel hiicreleri ve astrositlerin sitoplazmasinda veya ¢ekirdeklerinde asidofilik
inkluzyon cisimcikleri olusabilmektedir. Viral partikiiller, boyle siddetli enfekte
kopeklerin dokularinda dlene kadar kalabilmektedir (37). Virus’un MSS’de persiste
kalmasi sonucu akut donemde veya iyilesme goriildiikten aylar sonra bile sinirsel
semptomlar ortaya c¢ikabilmektedir (67, 84, 89). Enfeksiyon koépegin bagisiklik
durumuna gore klinik olarak akut, subakut veya kronik bir hal almaktadir. CDV
enfeksiyonlarinda virusun susuna, konak yasi ve immun durumuna bagli olarak akut
ensefalomyelitis, ayak taban yastigt ve burun ucu hiperkeratozuna siklikla
karsilasilmaktadir (62, 98). Klinik semptomlarin gériilmesinden birkag¢ giin 6nce tim
sekret ve ekskretlerde virus sacilimi baslayip enfeksiyonun 5-6. haftalarma kadar
stirmektedir. Klinik belirti goriilen veya goriilmeyen enfekte kopeklerin tim viicut

ekskret/sekretlerinden virus sagilabilmektedir (7).
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2.6. Patoloji

Akut enfeksiyonlarda ozellikle geng kopeklerde ser6z ve mukoprulent
okulonasal akintiyla birlikte rhinitis, konjuktivitis, tracheitis, pndmoni, bronsitis ve
enteritis meydana gelmektedir (21). Tipik olarak akcigerlerde 6dem, alveolar
duvarlarda kalinlasma ve intersitisyal pnomoniyle birlikte 0Ozellikle sekonder
mikrobiyal etkenlerin devreye girmesi sonucu bronkopnémoniyle karsilasilmaktadir
(57). Sistemik CDV enfeksiyonlarinda lenf folikiillerinde ¢ok ¢ekirdekli sinsitya dev
hiicre olusumu ve immun sistem hiicre O6liimleri gorilmektedir (62). CDV’nin
serolojik olarak tek tip olmasina ragmen biyolojik olarak farkli suglara sahip oldugu
bilinmektedir (64). Bazi suslar sinirsel semptomlar ile seyreden yiiksek mortaliteli
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Enfekte konagin yasi ve bagisiklik durumu ile
birlikte virusun susuna bagli olarak MSS’de demyelinizasyon, néronal nekroz, gliosis
ve meningoencephalomyelitis gibi lezyonlar gelisebilmektedir (37). Ayrica Mukoza
Baglantili Lenfatik Doku (MALT) kaybi ve timus atrofisi de CDV enfeksiyonlarinda
goriilen patolojik bulgular igcinde oldugu rapor edilmistir (11). Dogal enfekte
kopeklerin 6zellikle karin bolgelerinde ve uyluklarinda pustuler dermatitis lezyonlari
olugmaktadir. Histolojik olarak vezikiil ve pustiil olusumuyla birlikte hiperkeratozis
bulgularina raslanmaktadir. Enfekte kopeklerin bazilarinda ayak taban yastigi ve
burun ucu hiperkeratozu hastaligin patognomonik bulgularindandir (38, 39). Akciger,
mide, renal pelvis ve idrar kesesi epitel hiicrelerinde, retikiiler hiicrelerde, lenfositlerde
ve astrositlerde olusan eozinofilik intrastoplazmik ve intraniiklear inkluzyon

cisimciklerinin CD igin karakteristik oldugu bildirilmistir (11, 54, 62).
2.7. Klinik Bulgular

Klinik bulgular virus sac¢iliminin sonucu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. CD
hastaliginda inkubasyon periyodu 1 ile 6 hafta arasinda degisiklik gostermektedir (63).
Genel olarak inkubasyon periyodunun 3 ile 6. giinlerinde 39-41 °C’ye varan birinci
ates safhasi goriilmektedir (11). Immun sistemin baskilandiginin en &nemli gostergesi
olan lenfopeni, enfeksiyon sonrasi 5-7. giinlerde ortaya ¢ikmaktadir (58). Akut
enfeksiyonlarda okiiler ve nasal akinti (ser6z veya mukopurulent), konjuktivitis,
okstiriik, pnomoni, letarji, dehidrasyon, istahsizlik, kilo kayb1, anoreksi, ishal, kusma

vs. gibi klinik semptomlar ortaya c¢ikmaktadir (57). Tremor, ataksi, miyoklonus,
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konvulziyon, nistagmus ve paraliz gibi sinirsel semptomlar akut enfeksiyonlarda
goriilebildigi gibi subklinik veya kronik enfeksiyonlari takiben aylar sonra da ortaya
cikabilmektedir (11). Yetiskin kopeklerde kronik veya yavas ilerleyen CDV
enfeksiyonu sonucu ortaya c¢ikan bu durum “Yasli kopek ensefaliti (Old dog
encephalitis)” olarak da bilinmektedir. Duyarli epitel hiicrelerin etkilenmesi sonucu
bazi enfekte kopeklerde ayak taban yastigi ve burun ucunda hiperkeratoz
gorilebilmektedir. Birinci ates ylikselmesinden birkag giin sonra yeni enfekte olmus
periferal mononiiklear kan hiicreleri ikinci ates yiikselmesi ve lenfopeniye neden
olmaktadir (62). Zayif mukoza bariyerleri ve baskilanmig bir immun sistem, sekonder
mikrobiyal enfeksiyonlara zemin hazirlamaktadir. Sonug¢ olarak bdyle hayvanlarda
6lim kagmilmaz olmaktadir. Hastalik, Diinya genelinde olduk¢a yaygin, ozellikle
kopeklerde c¢ok bulasict akut, subakut ve kronik formlartyla karsilasilmaktadir.
Hastaligin seyri duyarli konagin yasi, bagisiklik durumu ve cevresel sartlarinin

yanisira Virus’un susu ve miktarina bagli olarak degisiklik gostermektedir (63).
2.8. Immunoloji

Etkenin akciger, gastrointestinal organlar, idrar kesesi, deri, ayak taban
yastiklari ve MSS dahil olmak iizere epitelyal dokularda yayilabilmesi virusun susuna,
konagin yasimna ve immun sistemine bagli olarak gelismektedir. CDV 0zellikle
enfeksiyonun ilk haftasinda lenfopeniye ve sonrasinda lenfatik dokularda nekroza
neden olmaktadir. Bu durum enfekte kopeklerde immunsupresyon olusmasini
tetiklemektedir (5). CDV enfeksiyonlarinda ciddi ve uzun siireli immunsupresyon
goriilmesine ragmen hayatta kalan kopeklerde Omiir boyu siiren bagisiklik
olusabilmektedir. Enfeksiyonu atlatan kopeklerden virusun elemine edilebilecegi
bildirilse de; noronlarda, burun ucu ve ayak taban yastigi keratinositlerinde
kalabilecegi de rapor edilmistir (37). CDV antijenleri astrositlerin yiizeylerinde
sunulmaktadir. Immun sistem hiicrelerinin yiizeylerindeki SLAM bu viral antijenlerle
etkilesime girmektedir. Antijenler makrofajlarin ve diger immun sistem hiicrelerinin
aktivasyonuyla birlikte T hiicrelerine sunulmaktadir. CDV antijenlerine duyarli hale
gelen lenfositler kan yoluyla MSS’ye ulagmaktadir. Perivaskiiler hiicre
infiltrasyonuyla birlikte T ve B lenfositlerde artis meydana gelmektedir. Virus’a karsi

immun yanit olarak B lenfositler tarafindan dnce CDV spesifik IgM ve IgG nétralizan
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antikorlar1 sentezlenmektedir. Virusun susuna bagli olarak H ve F zar proteinlerine
karsi olusan notralizan antikorlar enfeksiyon sonrast 10-20. giinlerde
saptanabilmektedir. Enfeksiyonu takiben ilk haftadan 3 aya kadar IgM nétralizan
antikorlar, iyilesme doneminde de IgG nétralizan antikorlar serumda
bulunabilmektedir (5). Serum 1gG varlig1 ise mevcut veya daha dnceden gegirilmis
enfeksiyona ya da hayvanin asilanmis olduguna isaret etmektedir (37). Ayrica
mononiikleer hiicrelerin perivaskiiler infiltrasyonu sonucu Interlékin (IL)-6, IL-8, IL-
12 ve Timor Nekroz Faktor- o (TNF- o) gibi sitokinler de salgilanmaktadir (70). B
lenfositlerden salgilanan CDV spesifik antikorlar enfekte astrositlerin antijenlerine
baglanarak SLAM ve makrofajlarin Biiyiik Doku Uyusum Kompleksi Sinif 2 (MHC-
IT) molekiillerinin sunulmasin arttirmaktadir. Boylece humoral ve hiicresel bagisiklik
mekanizmalar1 devreye girmektedir. Her iki immun yanitin da hastaligin Klinik
seyrinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Hiicresel immun yanit enfeksiyon sonrasi
10-14. giinlerde goriilmeye baslayip 14-28. giinlerde maksimum seviyeye geldigi ve
6-10. haftadan sonra da dereceli olarak azalip kayboldugu bildirilmistir (5). CDV
enfeksiyonunda akut donemde ve subakut donemde ilk olarak T lenfositler etkilendigi
icin hiicresel bagisiklik mekanizmasi baskilanmaktadir (56). Bu donemlerde IgM
antikorlar1 saptanabilmesine ragmen yeterince antikor sentezlenemeden enfekte
kopeklerin Olebilecegi de bildirilmistir (5). Hiicresel bagisiklik mekanizmasinin
enfeksiyondaki roliiyle ilgili ¢ok az bilgi mevcuttur. Nielsen ve ark. (70) tarafindan
minklerde yapilan ¢alismada CDV’nin susu ile lenfosit aracili sitotoksisite diizeyi

arasinda hastaliktan korunmada pozitif bir iliski oldugu bildirilmistir.
2.9. Tam
2.9.1. Klinik Tam

Ozellikle as1s1z ve geng kopeklerde meydana gelen solunum, sindirim ve sinir
sistemi semptomlari klinik olarak ilk 6nce CD hastaligini akla getirmektedir. Akut
sistemik CD enfeksiyonlarinda serumdaki biyokimyasal degisiklikler spesifik olarak
gelismemektedir. Prenatal ve neonatal enfekte kopeklerde virustan kaynaklanan
immunsupresyon nedeniyle hipoglobulinemi goriilebilmektedir. Total protein
anazilinde ergin kopeklerde albumin azalmasi, alfa (o) ve gamma (y) globulin artmasi

goriildiigi bildirilmistir (37). Lenfopeni, trombositopeni ve anemi o6zellikle 3
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haftaliktan kiigiik enfekte kopeklerde goriiliirken, daha yashh ve dogal enfekte
kopeklerde bu bulgulara nadir olarak rastlanmaktadir (5).

2.9.2. Laboratuvar Tam
2.9.2.1. Virolojik Tan1

Hastalikta konjuktival, nasal, rektal siirlintiiler, diski, Beyin Omurilik Sivisi
(BOS), kan ve idrar gibi bir ¢ok marazi madde virolojik tanm1 amagl
kullanilabilmektedir. Antemortem muayenede akciger, bagirsak, bobrek, beyin, dalak,
idrar kesesi vb. i¢ organ kesitleri viral antijen varligin1 ortaya koymak igin
kullanilabilmektedir (5, 28). Bu dogrultuda viral antijen varligini ortaya koymak i¢in
Immunohistokimyasal (IHC) (54), Floresan Antikor Testi (FAT) (38) ve Enzim Baglh
Immunosorbent Test (ELISA) siklikla tercih edilen yontemler arasinda yer almaktadir
(61, 62).

2.9.2.2. Virus izolasyonu

Virulent CDV’nin makrofaj ve aktif lenfositlerde iiretilip ilk adaptasyonu
yapildiktan sonra primer kopek akciger hiicreleri ile MDCK ve Vero gibi permanent
hiicre kiiltiirlerde ¢ogaltilarak izole edilebilecegi bildirilmistir (37, 62). Virolojik tani
i¢in kullanilan marazi maddelerden hazirlanan inokulumlar duyarl: hiicre kiiltiirlerine
ekilebilmektedir. Izolasyon igin alman orneklerin 6zellikle enfeksiyonun akut

doéneminde olmasi tercih edilmektedir (5).
2.9.2.3. Molekiiler Tam

Ters Transkriptaz Polieraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)’nun oldukga duyarli
bir yontem oldugu bilinmektedir. Subklinik veya klinik olarak CDV enfekte
kopeklerden temin edilen cesitli 6rneklerde RT-PCR testi ile viral niikleik asit tespiti
yapilmaktadir (33, 50, 88). Olii hayvanlardan uygun sekilde alinan orneklerde
molekiiler yontemle etken tespiti yapilabilmektedir. Ozellikle subakut ve kronik
enfekte kopeklerde CDV enfeksiyonunun RT-PCR yontemiyle tespit edebilme
sansinin IHC yontemlerine gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir (47). Son yillarda
CDV’nin hizli, hassas ve spesifik olarak teshis edilmesine yonelik TagMan Prob
sistemine dayali Real Time RT-PCR teknigi gelistirilmistir (28). Bu teknik PCR igin
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real time sistemlerde Taq DNA polimerazin 5° niikleaz aktivitesinden faydalanarak
florejenik problarin kullanilmasina dayanmaktadir. TagMan problart 5’ ucunda bir
raportor (reporter) florokrom ve 3’ ucunda baskilayici (quencher) florokrom ile
isaretlenmis 18-22 bazgifti (bp)’lik bir oligoniikleotitten olusmaktadir. TagMan
sistemi Real Time PCR testlerinde florojenik problari kullanarak reaksiyon siiresi

boyunca olusan tiim spesifik PCR iiriinlerin toplamin1 belirleyebilmektedir.
2.9.2.4.1HC

Wright-Leishman boyama ile lenfositlerdeki inkluzyon cisimcikleri 3 um’ye
kadar varabilen biiyiikliiklerde, tek, oval ve gri renkte, eritrositlerdeki inkluzyon
cisimcikleri ¢ok sayida yuvarlak ve a¢ik mavi renkte oldugu bildirilmistir (37). Virusla
enfekte hiicrelerin belirlenmesinde nadiren kullanilan sitolojik boyama teknikleri
virusun varhigmni ortaya koymaya yonelik yapilan tarama testleri icin tercih
edilebilmektedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Enfekte Vero hiicre kiiltiiriinde Cdv inkluzyon
cisimcikleri (oklar) ve sinsityum olusumu (ok baglar) (62).

FAT, CDV teshisi i¢in hizli, giivenilir ve diger testlere nazaran daha ucuz

olmas1 nedeniyle yaygm olarak kullanilmaktadir (46). Inkluzyon cisimciklerinin
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paramyxo-benzeri niikleokapsit yapilarinin elektron mikroskopla da tespit edilebildigi
bildirilmistir (37).

2.9.2.5. Serolojik Teshis

CDV’nin serolojik olarak degerlendirilmesi Virus Nétralizasyon (VN) (77),
ELISA (26), immunperoksidaz Plak (IP) (91) ve indirek Floresan Antikor (IFA) (36)
testleriyle gerceklestirilmektedir. CDV’ye karst olusmus IgM varliinin veya
noétralizan antikorlarin dort kathi artisinin ortaya konmasi gii¢lii bir sekilde CDV
enfeksiyonuyla iliskilendirilmektedir (58, 84). Ozellikle rutin teshis laboratuvarlarinda
notralizan antikorlarin belirlenmesi icin duyarliligi ve ozgilliigii yiksek ELISA
testleri VNT yerine tercih edilmektedir. Ayrica kan serumlarinda IgM varliginin ortaya
konmasina yonelik gelistirilen capture-ELISA(cELISA) testi akut CDV hastaliginin
teshis edilmesini kolaylastirmaktadir (95). Serolojik testlerle iyilesme donemi
(konvalesan)’nde olusan 6zgiil IgG’ler ile asilama sonrasi antikor varligi ve titresi
belirlenebilmektedir. Bu durum subakut veya kronik enfekte kopeklerin antikor
seviyeleriyle asilanmis kopeklerin antikor seviyelerinin kiyaslanmasima imkan

sunmaktadir (5).
2.10. Tedavi

Spesifik olarak CDV’ye etkili antiviral bir ilag bulunmamaktadir. CDV ile
enfekte kopeklerin solunum ve sindirim sistemlerinde siklikla meydana gelen
sekonder bakteriyel enfeksiyonlar i¢in antibiyotik kullanimi tercih edilmektedir.
Ayrica ishal ve dehidrasyona kargi sivi-elektrolit, istahsizliga karg1 vitamin, kusmaya
kars1 anti-emetik, sinirsel semptomlara kars1 sedatif ve antikonvulsan uygulamalari

hastaligin asemptomatik tedavileri arasinda yer almaktadir (5, 37).
2.11. Kontrol ve Korunma

Hastaligin kontrol altina alinabilmesi i¢in temel olarak uygulanan yontemlerin
dogru teshis, karantina, sanitasyon ve asilamaya dayandigi bildirilmektedir (62).
CDV’ye 6zgili herhangi bir antiviral ilag bulunmadigindan semptomatik tedavilerin

yan1 sira sekonder enfeksiyonlara karsi antibiyotik kullanilarak hastalikla miicadele
edilebilmektedir (37).
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Evcil kopeklerde giivenli bir sekilde uygulanabilen canli atteniie CDV asilari
ilk defa 1950’lerde gelistirilmistir (48, 82). Giliniimiizde hiicre kiiltiirii orijinli olan
“Rockborn susu” ve embriyolu tavuk yumurtasi orijinli olan “Onderstepoort susu”
yaygin olarak kullanilmaktadir. Her iki as1 da evcil kopeklerde saglam bir
immunizasyon olusturabilmektedir. Buna ragmen bazi evcil kdpeklerde asilarin risk
faktorleri arasinda nadiren de olsa ensefalit, immunsupresyon ve trombositopeni
bulunabilmektedir (5, 18).

Canli modifiye asilarin hayvanat bahgesi ve yaban hayvanlarinda yan etkiler
meydana getirebileceginden kullanilmamas: tavsiye edilmektedir. Giiniimiiz
biyoteknolojik imkanlariyla canarypox vektor virus veya bazi DNA plasmidlerinde
CDV’nin H ve F genlerinin ekspresyonuna dayanarak iiretilen rekombinant ve DNA
CDV agilari (75, 102) yaban ile hayvanat bahgesi hayvanlarinda etkili ve giivenli bir
immunizasyon saglamaktadir. Nitekim biyoteknolojik asilar dev panda ve siyah ayakli

gelincik gibi bazi nesli tiikenmekte olan hayvanlarda kullanilmaktadir (62).

Bagisik annelerden dogan yavrular transplasental yolla aktarilmis olan
maternal antikorlar sayesinde birka¢ hafta kadar hastaliga karsi korunabilmektedir
(75). Maternal antikorlarin azalmasindan sonra saglam bir bagisiklik olusturabilmek
icin yasamin ilk 6 ayinda yirmi bir giin ara ile iki veya li¢ kez as1 uygulamasi
yapilmaktadir. Takip eden yilda booster (bagisiklik arttirici) agilama ve her ii¢ y1l da
bir de as1 tekrarlar1 yapilmasi tavsiye edilmektedir (5, 84). Yavru kopeklerde 6
haftaliktan itibaren 16 haftalifa kadar uygulanan asilama programi standart asilama
programi olarak bilinmektedir (62). Ozellikle maternal antikorlarn olmadig
durumlarda yavru kopeklerin immunizasyonu canli atteniie asilar ile gergeklestirilse
de, 4 haftaliktan kiigiik kdpeklerde agidan kaynakli ensefalit olusabilme riski de goz

ontinde bulundurulmalidir (5).
2.12. Tezin Amaci

Diinya’da Sert taban (Hard Pad) hastaligi olarak da bilinen Képek Genglik
Hastaligi’na neden olan CDV’nin yayilmasi &zellikle damlacik enfeksiyonuyla
gerceklesmektedir. Klinik ve subklinik hasta hayvanlarin her tiirlii sekret ve ekskretleri

(kan, okiiler ve nasal akinti, diski, idrar vb.) ile viral sac¢ilim olabileceginden kontakt
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yolla bulagsma diger 6nemli bulas yollarindan biri olarak bilinmektedir. 1 yas altinda
hastaliga karsi tam olarak bagisiklig1 saglanmamis geng kdpekler bu hastalik igin en
biiyiik risk grubunu olusturmaktadir. Ulkemizdeki evcil kopeklerin yani sira dzellikle
sokak kopekleri bu hastaligin varliginda ve yayilmasinda 6nemli rol oynamaktadir.
Korunma olasiliklar1 daha yiiksek olan evcil kopekler dahil dogal sartlar altinda
bulunan sokak kdpeklerinden dogru ve zamaninda alinan &rneklerin, duyarlilig
yiiksek, 6zgiil ve hizli tekniklerle analiz edilmesi hastaligin kontrol altina alinmasinin
temelini olusturmaktadir. Bu dogrultuda arastirmada incelenen Klinik semptomliu
kopeklerde oOncelikle etkenin N proteinine 06zgiil sentezlenen IgM ve 19G
antikorlarinin varhiginin ELISA yontemiyle arastirilarak enfeksiyonun ddneminin
belirlenmesi, temin edilen tiim 6rneklerde N proteinine 6zgiil sentezlenen primer/prob
dizileriyle One Step Real Time RT-PCR teknigiyle viral niikleik asit varligimnin
arastirilmasi, orneklerin virus izolasyonu amaciyla duyarli MDCK devamli hiicre

kiiltiiriinde tiretilerek bolgesel susun elde edilmesi amaglanmastir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec
3.1.1. Arastirmada Orneklenen Hayvanlar

Tez calismasinda, 2015-2017 yillar1 arasinda Bati Akdeniz illeri (Burdur,
Isparta ve Antalya)’nden Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan
Hastanesi’ne getirilen ve Burdur Belediyesi Sokak Hayvanlari Rehabilitasyon
Merkezi’nde bulunan kopeklerden alan &rnekler kullanildi. Orneklemede CDV’ye
ozgi klinik semptom gosteren veya enfeksiyon riski tasiyan kopekler kullanildi. Bu
dogrultuda 1 yas alt1 50 adet hayvanin serum 6rnekleri incelendi. Hem klinik 6n tani
hem de indirek ELISA IgM ve 1gG test sonuglarina gore pozitif tespit edilen
hayvanlardan ayn1 zamanda I6kosit, idrar (Sekil 3.1), rektal siirtintii, nasal ve okiiler
akint1 6rnekleri de temin edildi. Orneklerin tamami Burdur, Isparta ve Antalya’da

yasayan kopekten sirasiyla 25, 13 ve 12 adet toplandi.
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Sekil 3.1. Idrar 6rneklerinin toplanma galismalari.
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Ormnekleme yapilan hayvanlarin irklara gére dagilimi Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Orneklerin irklara gore dagilimu.

IRK ADET (%)
Sokak Kdpegi 24 (%48)
Melez 9 (%18)
Kangal 7 (%14)
Pitbull 3 (%6)
Zagar 1 (%2)
Drahthaar 1 (%2)
Rottweiler 1 (%2)
Doberman 1(%2)
Alman Kurdu 1(%2)
Golden 1(%2)
Total 50 (%100)

3.1.2. Arastirmada Kullanilan Ornekler
3.1.2.1. Serolojik Calismalar

Klinik belirti gosteren 1 yas altindaki toplam 50 hayvandan kan serum
ornekleri toplandi. Test asamasina kadar drneklerin muhafazasi i¢in —80 °C derin

dondurucu (Haier, Cin) kullanildi.
3.1.2.2. Molekiiler Calismalar

Klinik belirti gosteren 1 yas altindaki toplam 50 hayvandan kan (Lokosit),
idrar, rektal siiriintii, nasal ve okiiler akint1 6rnekleri toplandi. Arastirma kapsaminda
CD viral genom varlig1 yoniinden degerlendirilen 6rnekler ve sayilari Tablo 3.2°te

gosterildi.
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Tablo 3.2. Viral genom varlig1 yoniinden test edilen 6rnekler
ve sayilari.

Ornek Tiirii Adet
Lokosit 50
Idrar 50
Okiiler Akint1 50
Nasal Akinti 50
Rektal Siiriintii 50
Toplam 250

Ekstraksiyon igin total RNA izolasyon (GeneAll® RiboEx™, Kore)
solusyonuna ek olarak kloroform (Sigma, ABD), izopropil alkol (Sigma, ABD) ve
etanol (Sigma, ABD) gibi saf kimyasallar kullanildi. Calisma sirasinda ihtiyag duyulan
yiksek devirli dondiirme islemleri i¢in sogutmali santrifiij (Hettich, Almanya)
kullanildi. Real Time RT-PCR testinde referans sus olarak Onderstepoort susu
kullanildi. Onderstepoort susu ticari olarak tedarik edilen canli atteniie CDV asisindan
total RNA izolasyonu yapilarak ¢alisildi. Test asamasina kadar 6rneklerin muhafazasi

i¢cin —80 °C’lik derin dondurucu kullanildi.
3.1.2.3. Virus izolasyon Materyali

Tez ¢aligmas1 dogrultusunda virus izolasyonu amaciyla CD hastalig1 yoniinden

stipheli bulunan 50 hayvana ait 250 ayr1 6rnek kullanildi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Virus izolasyonu i¢in kullanilan 6rnek ve sayilari

[zolasyon Materyali Adet
Lokosit 50
Nasal Akinti 50
Okiiler Akint1 50
Rektal Siiriintii 50
Idrar 50
Toplam 250
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3.1.3. Hiicre Kiiltiiria

Bu ¢alismada T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Sap Enstitiisii’nden
tedarik edilen MDCK An4 devamli hiicre hatt1 kullanildi. Hiicre kiiltiirii i¢in idame
vasat olarak 500 ml’lik steril ticari Dulbeccos’s Modified Eagle Medium (DMEM)
High Glucose (4.5 g/l), with L-Glutamine (Capricorn, Almanya) kullanildi. Koruma
amagclh antibiyotik (10000 Units/ml Penisilin, 10.00 mg/ml Streptomisin, 9.00 mg/ml
sodyum Klorit) (Capricorn, Almanya) ve antimikotik (250 pg/ml amfoterisin B, 205
ng/ml sodyum deoksikolat) (Capricorn, Almanya) kullanildu.

3.1.3.1. Fotal Dana Serumu (FDS)

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalari igin gerekli olan FDS (Capricorn, Almanya) ticari

olarak 500 ml filtreli ve steril olarak temin edildi. Calismalarda kullanilana kadar -20

°C’de muhafaza edilen FDS, kullanim 6ncesi 56 °C’de 30 dk’da inaktive edildi.
3.1.4. Direkt Immunofloresan Antikor Boyama Yéntemi (DIF)

Calismada inokulasyon i¢in daha once -80 °C’ de muhafaza edilen tiim
ornekler MDCK devamli hiicre kiiltiirlerine ekildi. Yeterli inkubasyon siiresini
takiben virus iUremesinin ortaya konmasi icin floresan boya (Fluorescein
isothiocyanate) ile isaretli anti-CDV poliklonal antiserum konjugat (VMRD, ABD) ile
boyandi. Sonugclar doku kiiltiirii mikroskobu (Life technologies™ Floid®Cell Imaging
Station, ABD)’nda degerlendirildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

3.2.1.1. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi
3.2.1.1.1. Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Silikonlu tiiplere (Vacuette, Avusturya) alinan kan 6rnekleri 3000 devir/dakika
(dk)’da 5 dk siire ile santrifiij islemine tabi tutuldu. Islem sonras1 kan serumlari 2
ml’lik steril mikrotiiplere aktarildi. Test islemine kadar -80 °C’de saklandi. Testte

kullanilmadan hemen Once biitiin serum ornekleri 56 °C’de 30 dk’da inaktive edildi.
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3.2.1.1.2. Lékosit Orneklerinin Hazirlanmasi

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) igeren tiiplere alinan kan 6rnekleri 2000
devirde 10 dk siireyle santrifiij islemine tabi tutuldu. Ayrilan 16kosit tabakasti igerisinde
Phosphate-Buffered Saline (PBS) (Biochrom, Almanya) bulunan 2 ml’lik steril tiiplere
aktarildi. 2000 devirde 10 dakika 4 °C’de santrifiij edildi. Dipte toplanan 16kositler
tekrar toplanarak tizerine PBS ilave edilip 2000 devirde 10 dakika 4 °C’de tekrar
santrifiij edildi. Bu islem son bir kez daha tekrar edildi ve dipte kalan 16kositler {izerine
1 ml antibiyotikli PBS ilave edildi. Niikleik asit varliginin arastirilmasi amaciyla son
sulandirmadan 250 pl alinarak RNasae-DNase icermeyen steril 2 ml’lik tiipler
(Axygen, USA)’e aktarildi. 250 pl 6rnek tizerine 750 pl total RNA izolasyon ticari
solusyonu ilave edilip 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra niikleik asit
ekstraksiyonu yapilincaya kadar -80 °C’de stoklandi. Geriye kalan miktar virus

izolasyonu amaciyla duyarl hiicre kiiltiirlerine ekilinceye kadar -80 °C’de saklandi.
3.2.1.2. Rektal Siiriintii, Nasal ve Okiiler Akint1 Orneklerinin Hazirlanmasi

Ornekler, icerisinde antibiyotikli PBS bulunan steril ticari siiriintii cubuklar1
kullanilarak toplandi. Karistirici (vorteks) yardimiyla iyice karistirildiktan sonra swap
¢ubuklart igersindeki tiim sivi 2 ml’lik steril mikrotiiplere aktarildi. +4 °C’de 3000
devirde 20 dk santrifuj edildi. Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant kismindan 250
ul alinarak niikleik asit varliginin arastirilmasi amaciyla RNase-DNase i¢ermeyen
steril 2 m1’lik mikrotiiplere aktarildi. 250 pl 6rnek tizerine 750 pul total RNA izolasyon
ticari solusyonu ilave edilip 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra niikleik asit
ekstraksiyonu yapilincaya kadar -80 °C’de stoklandi. Geriye kalan siipernatant, steril
2 mI’lik mikrotiiplere aktarildi ve duyarli hiicre kiiltiirlerine ekilinceye kadar -80 °C’de

sakland.
3.2.1.3.idrar Orneklerinin Hazirlanmasi

Alnan idrar ornekleri 3000 devirde 10 dk siireyle santrifiij islemine tabi
tutuldu. Siipernant kismindan 250 pl almarak niikleik asit varliginin aragtirilmasi
amactyla RNase-DNase icermeyen steril 2 ml’lik mikrotiiplere aktarildi. 250 pl 6rnek
tizerine 750 pl total RNA izolasyon ticari solusyonu ilave edilip 5 dk oda sicakliginda

bekletildikten sonra niikleik asit ekstraksiyonu yapilincaya kadar -80 °C’de stoklandi.
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Geriye kalan siipernatant, icerisinde antibiyotikli PBS bulunan steril 2 ml’lik
mikrotliplere 1/10 oraninda olacak sekilde aktarildi ve duyarli hiicre kiiltiirlerine

ekilinceye kadar -80 °C’de saklandi.
3.2.2. Serolojik Calismalar
3.2.2.1. indirekt 1gG ELISA Testi

Kan serum 6rneklerinde, CDV’ye kars1 gelisen spesifik IgG varligi aragtirildi.
Bu amagla ticari indirekt ELISA kiti (Agrolabo, Italya) kullanildi. Uretici firmanin
prosediiriine gore tiim serum 6rnekleri 1/100 oraninda (5 ul serum, 495 ul sulandirma
soliisyonu) sulandirildi. Ticari kitin kullanima hazir pozitif ve negatif kontrollerinden
100’er pl uygun mikropleyt gozlerine aktarildi. Kalan gozlere sulandirilmig serum
orneklerinden 100’er pl aktarildi. 10 dakika oda sicakliginda inkube edildi ve 4 kez
yikama islemi gerceklestirildi. Sonrasinda her goze 100’er nl konjugat ilave edildi ve
tekrar 10 dakika oda sicakliginda inkube edildi. Siire sonunda 4 kez yikanan tiim
gozlere 100’er ul substrat ilave edildi ve 5 dk oda sicakliginda inkube edildi. Son
olarak her géze 100’er pl stop soliisyonu ilave edilip mikropleyt okuyucu (Mindray,
Cin)’da 450 nm dalga boyuna sahip filtre kullanilarak optik dansiteler belirlendi ve

sonuclar degerlendirildi.
3.2.2.2. indirekt IgM ELISA Testi

Kan serum 6rneklerinde, CDV’ye kars1 gelisen spesifik IgM varlig: arastirildi.
Bu dogrultuda ticari indirek ELISA kiti (Agrolabo, Italya) kullanildi. Uretici firmanimn
prosediiriine gore tiim serum Ornekleri 1/100 oraninda (5 pl serum, 495 pl sulandirma
soliisyonu) sulandirildi. Ticari kitin kullanima hazir pozitif ve negatif kontrollerinden
100’er pl uygun mikropleyt gozlerine aktarildi. Kalan gozlere sulandirilmis serum
orneklerinden 100’er pl aktarildi. 15 dk 37 °C’de inkube edildikten sonra 4 kez yikama
1slemi gergeklestirildi. Siire sonunda her géze 6nceden sulandirilmis rekombinant viral
antijenden 100’er pl ilave edildi. 15 dk 37 °C’de inkube edilip 4 kez yikama islemi
gerceklestirildi. Sonrasinda her géze 100’er ul konjugat ilave edildi ve tekrar 15 dk 37
°C’de inkube edildi. Siire sonunda 4 kez yikanan tiim gézlere 100’er pl substrat ilave

edildi ve 5 dk oda sicakliginda inkube edildi. Son olarak her géze 100’er ul stop
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soliisyonu ilave edilip mikropleyt okuyucuda 450 nm dalga boyuna sahip filtre

kullanilarak optik dansiteler belirlendi ve sonuglar degerlendirildi.
3.2.3. Molekiiler Caliymalar
3.2.3.1. Total RNA Izolasyonu

Daha 6nceden RNA izolasyonu igin -80 °C’de mikrotiipler i¢inde muhafaza
edilmis olan Ornekler oda sicakliginda 5 dakika bekletilerek ¢ozdiiriildii ve ticari
firmanin protokoliine gére +4 °C’de 11000 devirde 15 dk siireyle santrifiij edildi. Alt,
ara ve Ust olmak tizere {i¢ faza ayrilan karigimin renksiz aku6z tist fazi (Sekil 3.2) yeni
steril mikrotiiplere aktarildi ve lizerine 0.5 ml isopropil alkol ilave edildi. Karigim 10
dk oda sicakliginda bekletildikten sonra +4 °C’de 11000 devirde 10 dk siireyle
santrifiij edildi. Stipernatant kismi atildiktan sonra dipte kalan pellet lizerine 1 ml
%75°lik etanol ilave edilerek 9000 devirde 5 dk siireyle +4 °C’de santrifiij edildi. Islem
sonrasi kalan etanol iyice uzaklastirildi ve pellet 40 ul dietilpirokarbonat (DEPC)’li
saf suda ¢ozdirildii. 0.2 ml’lik RNase, DNase igermeyen mikrotiiplere aktarilan

ekstraktlar test i¢in kullanilmak tizere — 80 °C’de muhafaza edildi.

e . o
Sekil 3.2. RNA ektraksiyonu sirasinda ayrilan sivi ve
organik faz goriiniimii.
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3.2.3.2. Primer — Prob Dizileri

N proteinini kodlayan gen bolgesinin mutasyonlar bakimindan korunakli
olmasindan dolay1 Elia ve ark. (28) tarafindan yapilan ¢alismadan baz alinarak primer
ve prob dizileri sentez ettirilmistir. Sentez ettirilen TagMan probu 5’ ucunda 6-
carboxyflorescein (FAM) ve 3’ ucunda 6-carboxytetramethylrhodamine (TAMRA) ile
etiketlenmistir. TagMan RT-PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan primer ve prob

dizileri ve lokasyonlar1 Tablo 3.4’te gosterildi.

Tablo 3.4. CDV Ondesterpoort susundan referans alinan primer prob dizileri ve lokasyonlari.

Primer/Prob  Lokasyon Sekans 5° — 3’

CDV-F* 905-931 AGCTAGTTTCATCTTAACTATCAAATT

CDV-R* 966-987 TTAACTCTCCAGAAAACTCATGC

CDV-Pb*  934-963 FAM-
ACCCAAGAGCCGGATACATAGTTTCAATGC-
TAMRA

6-carboxyfluorescein (FAM), 6-carboxytetramethylrhodamine(TAMRA).
*Florejenik RT-PCR

3.2.3.3. One-Step Real Time RT-PCR Testi

Biitiin One-Step Real Time RT-PCR testleri hazir ticari kit (GeneAll®
HyperScript™ One-step RT PCR master mix, Kore) kullanilarak StepOne™ (48-well)
cihazinda (Applied Biosystems™, ABD) gerg¢eklestirilmistir. cDNA sentezi,
denatiirasyon ve amplifikasyon dongiilerinin hepsi StepOne™ Software 2.2.2 siiriimii
standart mod kullanilarak gerceklestirilmistir. GeneAll® HyperScript™ One-step RT
PCR master mix Kkiti igerisinde Hyperscript™ reverse transkriptaz, HS-Tag DNA
polimeraz, dNTPs, reaksiyon buffer (2.5 mM MgCl>), dengeleyici ve RNase inhibitorii
bulunmaktadir. Her bir 6rnek igin Tablo 3.5’deki gibi reaksiyon karisimi hazirlandi.

Tablo 3.5. Onestep Real time RT-PCR testinde kullanilan
komponentlerin konsantrasyon ve miktarlari.

Komponent Miktar (ul)
Master mix 10
Forward Primer (20 uM) 1
Revers Primer (20 uM) 15
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Komponent Miktar (ul)

Prob (5 pM) 1
ROX 0.5
Saf Su 3
Hedef RNA 3
Toplam 20

Her test igin ayr1 olarak hazirlanan Negatif Kontrol (NTC) reaksiyon tiipleri
igerisine 3 pul niikleaz icermeyen saf su ilave edilmistir. Pozitif kontrol reaksiyon tiipii
icerisine 3 ul CD Onderstepoort susu igeren Nobivac® Puppy DP as1 ekstrakt: ilave
edilmistir. One-Step Real Time RT-PCR Testinde uygulanan protokol Tablo 3.6’da
gosterildi.

Tablo 3.6. One step Real Time RT-PCR testinde uygulanan protokol.

cDNA Sentezi  Denatiirasyon Amplifikasyon Sogutma
Déngii 1 1 1 50 1
Sicaklik 58 °C 50 °C 95 °C 95°C 60°C 72°C 40 °C
Siire 5 dk 5dk 30 sn 5sn 30 sn 1sn 30sn

3.2.4. Virolojik Cahismalar
3.2.4.1. Hiicre Kiiltiirii

MDCK devaml1 hiicre kiiltiirleri 25 cm?’lik (50 ml) flask (Corning, ABD) ve
75 cm?’lik (250 ml) flasklarda gogaltildi. Hiicre iiretme vasati olarak %10 FDS, %10
antibiyotik, %7 antimikotik iceren steril ticari DMEM High Glucose (4.5 g/1), with L-
Glutamine kullanildi. Ayn1 oranlarda vasat ve FDS kullanarak amaca gore 6 gozlii ve
24 gozIli mikropleytlerde de hiicreler ¢ogaltildi. Hiicreler 37 °C ve %5’°lik CO2 ortam
saglayan etiiv (Nuaire, ABD)’de inkube edildi. Inkube edilen hiicreler her giin doku
kiiltiirii mikroskobunda incelendi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Floid Hiicre Goriintiileme Sistemi ile MDCK hiicre iiretimi incelemesi.

Flask yiizeyini kaplayan hiicreler Ca/Mg icermeyen PBS (Biochrom, Almanya)
ile bir kez yikandiktan sonra Dulbecco’s Fosfatli Tampon Solusyonu (DPBS)
icerisinde domuz pankreas orijinli tripsin-EDTA (%0.05) (Capricorn, Almanya)
yardimiyla ylizeyden kaldirildi. DMEM ile siispanse edilen hiicreler 15 ml’lik santrifiij
tiipleri (Corning, ABD)’ne aktarildi. 1000 devirde 5 dk santrifiij edildi. Dipte toplanan
hiicre pelleti ihtiya¢ oraninda sulandirilarak yeni flask ve mikropleytlere taksim edildi
(Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. MDCK Hiicre Kiiltiiri pasajlama ve 24 gozli mikropleytlere aktarma galigmalari.

3.2.4.2. Virus Izolasyonu

-80 °C’de muhafaza edilen numuneler virus izolasyonu amaciyla 37°C’lik su
banyosunda hizlica ¢ozdiiriildi. Tiim 6rnekler 0.22 mikrometre (um)’lik steril filtre

(Sartorius, Almanya)’ lerden gegirilerek inokulum hazirland: (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Orneklerin MDCK ile kapli 24 gdzlii mikropleyt gézlerine inokulasyonu.

Ekim 6ncesi MDCK ile tam kapli 24 gbzlii mikropleytlerin vasatlart dokiildii.
Her mikropleytte bir adet hiicre kontrol goézii ayrildi. Kalan gozlere hazirlanan
inokulumlardan 400’er pl hacimlerde inokule edildi. Mikropleytler 37°C’de %5
CO2’li etiivde 1 saat inkube edildikten sonra {izerlerine 2 ml DMEM ilave edilerek
tekrar ayn1 sartlardaki etiive kaldirildi. Ayn1 yontemle tiim 6rneklere bir kez kor pasaj
uygulandi.

3.24.3.DIF

CPE varlig1 yoniinden incelenen mikropleytler — 80°C’de dondurulduktan
sonra 37°C’lik sicak su banyosunda hizla ¢ozdiiriiliip ekim yapilan her goziin
iceriginin tamami santrifiij tiiplerine aktarildi. +4 °C’de 3500 devirde 25 dk’lik
santrifiij isleminden sonra elde edilen siipernatantlar porsiyonlanarak steril tiiplere
aktarildi. CPE gozlenen olgulardan 16kosit, idrar, rektal siiriintii, nasal ve okiiler akinti
her birinden 5’er tane rastgele belirlenerek toplamda 25 6rnekte DIF uygulandi (Tablo
3.4). Onceden hazirlanmis ve her gdziinde 24 mm capinda lamel olan MDCK ile kapli
6 gozli mikropleytlerin vasatlar1 ekim 6ncesi dokiildii. Her bir pleytte bir adet hiicre

kontrol gozii ayrilarak kalan gozlere en son belirlenen inokulumlardan 250’ser ul
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ekildi. 37 °C’lik %5 CO2’li etiivde 1 saat inkube edildikten sonra tizerilerine 4 ml
DMEM ilave edilerek tekrar ayni sartlardaki etiivde 5 giin silireyle inkubasyona
birakildi. Inkubasyondan sonra mikropleyt gozlerindeki vasatlar dokiildii. Lameller
pens yardimiyla alinarak kurutulmadan 1 kez PBS ile yikandiktan sonra saf asetonda
20 dk siireyle oda sicakliginda sabitlendi. Siire sonunda fikze olan lameller boyama
oncesi 37 °C’lik etiivde 10 dk siireyle kurutuldu. Sonrasinda her bir lamel virus
liremesinin ortaya konmasi i¢in floresan boya (Fluorescein isothiocyanate) ile isaretli
anti-CDV poliklonal antiserum konjugat (VMRD, ABD) ile boyanarak 37°C’lik nemli
etiivde 30 dk inkube edildi. Siire sonunda lameller 10 dk PBS igerisinde bekletildi.
Kenarlar1 ve alti kurutulan lameller doku kiiltiirii mikroskobunda antijen varlig

yoniinden degerlendirildi.
3.2.5. Istatistiki Analiz

Arastirmanin tiim sonuglar1 Ki kare (X?) ve Pearson korelasyon (r) testleri
kullanilarak hesaplandi (IBM SPSS 23). p <0.01 degeri baz alinarak istatistiki agidan

onemli olan sonuglar degerlendirildi.
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4. BULGULAR
4.1. indirekt ELISA Test Sonuclar

Calismada 50 adet hayvandan elde edilen serum 6rneklerinde CDV indirekt
ELISA testiyle IgG yoniinden 47 (%94) adet, IgM yoniinden 29 adet (%58) pozitiflik
tespit edildi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. indirekt ELISA testiyle pozitif tespit edilen olgu
sayilar1 ve yiizdeleri.

Test Adet Yiizde (%)
IgM 29 58
lgG 47 94

Calismada sadece 2 (%4) olguda tek basina IgM ve sadece 20 (%40) olguda
tek basina 1gG tespit edildi. 1 (%2) olguda da ne IgG ne de IgM seropozitifligi
belirlenmedi. Buna gore elde edilen sonuglarimiz Richmann ve ark. (80)’in bildirmis

oldugu enfeksiyon degerlendirme tablosuna goére siniflandirilmigtir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. CDV’ye 6zgii 1gG ve IgM antikor varliginin

. degerlendirilmesi.
CDV Indirekt  Adet Yiizde Enfeksiyon
ELISA (N) (%) Degerlendirmesi
19G IgM
) (+) 2 4 Akut Dénem
(+) (+) 27 54 Erken Konvalesan
Doénem
(+) ) 20 40 Geg Konvalesan
Donem™
() ) 1 2 Enfeksiyon yok

*Mevcut veya daha 6nceden gegirilmis enfeksiyon
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4.2. One Step Real Time RT-PCR Sonuclar:

Calismada kullanilan 50 adet hayvandan temin edilen 250 6rnekte One Step
Real Time RT-PCR teknigiyle yapilan arastirmada 105 adet 6rnekte viral niikleik asit
saptanmistir. CDV pozitif olgulara ait klinik Orneklerin viral niikleik asit varligi
yoniinden pozitiflik oranlari karsilastirildi. 50 olguya ait 20 adet (%40) 16kosit, 23 adet
(%46) nasal siiriintii, 22 adet (%44) okiiler siiriintii, 27 adet (%54) rektal siirlintii ve

13 adet (%26) idrar 6rneginde viral niikleik asit saptandi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. CDV porzitif olgulara ait 6rneklerin viral niikleik asit yoniinden pozitiflik
negatiflik oranlari.

Ornekler  Lokosit NS 0S RS Idrar Toplam

P N P N P N P N P N P N

Adet 20 30 283 27 22 28 27 23 13 37 105 145
% 40 60 46 54 44 56 54 46 26 74 42 58

P: Pozitif, N: Negatif, NS: Nasal Akint1, OS: Okiiler Akint1, RS: Rektal Siiriintii

50 olguya ait 6rneklerin One Step Real Time RT-PCR analiz sonug grafikleri
Sekil 4.1.-4.17.’de gosterildi.

Amplification Plot
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Sekil 4.1. Olgu 1-2-3-4’¢ ait One Step Real Time RT-PCR sonuglar
(PK: Pozitif Kontrol).
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Sekil 4.2. Olgu 5-6-7’¢ ait One Step Real Time RT-PCR sonuglart
(PK: Pozitif Kontrol).
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Sekil 4.3. Olgu 8-9-10’a ait One Step Real Time RT-PCR sonuglart
(PK: Pozitif Kontrol).
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Sekil 4.4. Olgu 11-12-13’e ait One Step Real Time RT-PCR sonuglar1
(PK: Pozitif Kontrol).
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Sekil 4.5. Olgu 14-15-16’ya ait One Step Real Time RT-PCR sonuglari
(PK:Pozitif Kontrol).
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Sekil. 4.6. Olgu 17-18-19’a ait One Step Real Time RT-PCR sonuglari
(PK:Pozitif Kontrol).
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Sekil 4.7. Olgu 20-21-22’ye ait One Step Real Time RT-PCR sonuglari
(PK:Pozitif Kontrol).
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Sekil 4.8. Olgu 23-24-25’¢ ait One Step Real Time RT-PCR sonuglari
(PK: Pozitif Kontrol).
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Sekil 4.9. Olgu 26-27-28’¢ ait One Step Real Time RT-PCR sonuglari
(PK: Pozitif Kontrol).
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Sekil 4.10. Olgu 29-30-3’¢ ait One Step Real Time RT-PCR sonuglari
(PK: Pozitif Kontrol).
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Sekil 4.11. Olgu 32-33-34’¢ ait One Step Real Time RT-PCR sonuglari
(PK: Pozitif Kontrol).

Amplification Plot
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Sekil 4.12. Olgu 35-36-37’ye ait One Step Real Time RT-PCR sonuglari
(PK: Pozitif Kontrol).

Amplification Plot
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Sekil 4.13. Olgu 38-39-40’a ait One Step Real Time RT-PCR sonuglari
(PK: Pozitif Kontrol).
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Sekil 4.14. Olgu 41-42-43’¢ ait One Step Real Time RT-PCR sonuglari
(PK: Pozitif Kontrol).

Amplification Plot
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Sekil 4.15. Olgu 44-45-46’ya ait One Step Real Time RT-PCR sonuglari
(PK: Pozitif Kontrol).
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Sekil 4.16. Olgu 47-48’¢ ait One Step Real Time RT-PCR sonuglari
(PK: Pozitif Kontrol).

38



Amplification Plot

PK

4Rn
[}

1
0.359705

o = — — S ——

2 20 2 3 *» 3 <0 2 a % <

Sekil 4.17. Olgu 49-50’ye ait One Step Real Time RT-PCR sonuglari
(PK: Pozitif Kontrol).

4.3. Hiicre Kiiltiirii Inokulasyon Sonuglari

Arastirmada kullanilan 16kosit, nasal siirtintii, okiiler siiriintii, rektal stiriintii ve
idrar olmak {izere toplamda 250 adet 6rnek virus izolasyonu amaciyla MDCK hiicre
kiiltiirlerine ekildi. Ekimi yapilan 6rneklerin CPE sonuglari olgu numaralariyla birlikte
Tablo 4.4’te gosterildi.

Tablo 4.4. MDCK Hiicre Kiiltiirlerine ekimi yapilan pozitif
orneklerin cpe sonuglari.

OlguNo  Lokosit NS oS RS Idrar

1 +* ++ ++ +++ +++
2 + +* X +++ X

3 + + +* +++ +++
4 + + + +H+* +++
5 X + X ++ +4*
6 + ++ ++ +H+
7 + ++ ++ +H+
8 ++ + + +++ ++
9 + +++ + +++ +++
10 +* + + +++ X
11 X + + ++ X
12 X X X +H+* X
13 X + +* ++ X
14 X X X X +
15 X X X X X
16 X ++* X +++ X
17 + X X +++ X
18 X X X X X
19 X X X X +



OlguNo  Lokosit NS 0S RS Idrar

20 X + + +++* X
21 X X X ++ X
22 X X X X X
23 +* X X X X
24 + ++* ++* +++ X
25 X X X X X
26 X X X X X
27 +++ ++ + X X
28 X X X + ++
29 X X X ++ +
30 X X X X +++*
31 + + +++ +++* X
32 + +* X +++ X
33 +* X +++ +++ X
34 X X X X X
35 X X X X X
36 X X X X +
37 X X +++* X X
38 X X X X X
39 X X X + +
40 X X X X +
41 X X X X X
42 X X X + +
43 + X ++ ++ X
44 X ++ +* +++ +++
45 X ++ + +++ +++*
46 +4+* ++ + + X
47 + + + ++4+* +++
48 + ++* + +++ +++
49 X X X X X
50 X X X X X

+ . Disiik CPE Pozitif, X : CPE Negatif
++ : Orta CPE Pozitif, +++ : Ileri Seviye CPE Pozitif
*DIF uygulanan o6rnekler

Hiicre kiiltiirii ekim sonuglarima gore ekimi yapilan 16kosit 6rneklerinin 20
(%40) adeti, nasal siirlintii 6rneklerinin 23 (%46) adeti, okiiler siirlintii 6rneklerinin 22
(%44) adeti, rektal siiriintli 6rneklerinin 31 (%62) adeti, ve idrar 6rneklerinin 21 (%42)
adetinde olmak tizere toplamda 117 (%46.80) adet 6rnekte CPE tespit edildi. MDCK
devamli hiicre hatlarinda saptanan hiicre kontrol ve CPE goriiniitiileri sirasiyla Sekil

4.18-21 ve Sekil 4.22-24’te gosterildi.
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7100 fun.
—— e

Sekil 4.18. MDCK Hiicre Kontrol. (24 saat sonraki goriintii).

100 pm

Sekil 4.19. MDCK Hiicre Kontrol. (48 saat sonraki gériintii).
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Sekil 4.20. MDCK Hiicre Kontrol. (96 saat sonraki goriintii).

100 pm

Sekil 4.21. MDCK Hiicre Kontrol. (144 saat sonrai gOriintii).
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Sekil 4.22. Ekid 48saat sonr CPE goriintiisii.
(Izolat 24RS 2. Pasaj).

g Dol % - f ’ ¥ *‘A : . ’ v :
Sekil 4.23. E}(imden 96 saat sonra CPE goriintiisii.
(Izolat 24RS 2. Pasaj).

43



Sekil 4.24. E}(idn 144 saat sonra CPE goriintiisii.
(Izolat 24RS 2. Pasaj).

4.4. DIF Boyama Sonuclari

MDCK hiicre kiiltiirlerine ekimi yapilan ve CPE go6zlenen orneklerin 25
adetinde DIF ile dogrulama testi yapildi. Buna gore tiim orneklerde CDV antijen
pozitiflik tespit edildi (Tablo 4.4). CPE gozlenen olgulardan segilen 6rneklerin MDCK

hiicre kiiltlirlerine yapilan ikinci pasajlar1 sonrasi elde edilen DIF goriintiileri Sekil
4.25-27’de gosterildi.
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Sekil 4.25. Diisiik Seviye CPE Pozitif (A). DIF goriintiisii (B). (izolat 40i, 2.pasaj 6.Giin).

Sekil 4.26. Orta Seviye CPE Pozitif (A). DIF gériintiisii (B). (izolat 3708, 2.pasaj 6.Giin).
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Sekil 4.27. ileri Seviye CPE Pozitif (A). DIF goriintiisii (B). (Izolat 10RS 2.pasaj 6.Giin).

Ileri(+++), orta(++) ve diisiik(+) seviye CPE meydana getiren &rnek sayilari
sirastyla 37 (%14.8), 31 (%12.4) ve 50 (%20) olmak {izere toplamda 118 (%47.2) CPE
meydana getiren ornek tespit edildi. Tleri seviye(+++) CPE olusturan érneklerden 21
(%56.7) adet rektal siirtintii, 11 (%29.7) adet idrar, 3 (%8.1) adet okiiler siiriintii, 1
(%2.7)’er adet nasal akint1 ve 16kosit 6rneklerinden meydana geldigi belirlendi. Orta
seviye(++) CPE olusturan orneklerden 10 (%38.4) adet nasal siiriintii, 6 (%23) adet
rektal siirtintii, 5 (%19.2) adet okiiler stirtintii, 3 (%11.5) adet idrar ve 2 (%7.6) adet
16kosit orneklerinden meydana geldigi belirlendi. Diisiik seviye(+) CPE olusturan
orneklerden 17 (%34) adet 16kosit, 14 (%28) adet okiiler siiriintii, 12 (%24) adet nasal
stirintii, 7 (%14) adet idrar ve 4 (%8) adet rektal siiriintii 6rneklerinden meydana

geldigi belirlendi.
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Sekil 4.28. 2.pasaj sonrasi DIF pozitif bulunan .6rnekler
1L(A), 2NS(B), 30S(C), 4RS(D), SI(E).
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4.5, Istatistiki Sonuglar

Calismada kullanilan ¢esitli yas ve cinsiyetteki kopeklerin ELISA, One Step
Real Time RT-PCR ve Hiicre Kiiltiirii sonuglar1 Tablo 4.5’te verildi.

Tablo 4.5. Calismada kullanilan ¢esitli yas ve cinsiyetteki
kopeklerin ELISA, One Step Real Time RT-PCR ve Hiicre
Kiiltiirii sonuglari.

Real Time RT-PCR

[<B]
No §>(_-, % % % ; H.J
£ £ — = L NS OS RS 1 ©
- O

1 2 o+ + + + + + + o+
2 2 4 o+ + o+ + - + -+
3 15 9 + + + + + + + 4+
4 15 & - + + + o+ o+ o+ o+
5 1 9 + + - + - + + 4+
6 15 & + + + + o+ o+ o+ o+
7 5 o+ + o+ + + + + o+
8 2 4 - + + + + + o+ 4+
9 2 © + + o+ + + + + o+
10 3 ¢ + + + + + + - 4+
1 9 4 + + - + + + -+
12 4 4 + + - - - + -+
13 8 Qo+ 4+ - + + + - +
14 1 9 + + - - - - -+
5 3 9 - - - - - - - -
6 5 4 + - - + - + -+
7 7 9 + + + - - + -+
8 10 ¢ + - - - - - - -
19 35 9@ + - - - - - -+
20 10 & + + - + + + -+
21 4 4+ + - - - + -+
22 7T 9 + - - - - - - -
23 11 9 + + + - - - -+
24 1 9 + + o+ + + + -+
25 6 4 + - - - - - - -
26 3 9 + - - - - - - -
27 8 4 + + + 4+ 0+ - -+
28 5 (? + + - - - - - +
29 4 4 + + - - - - - +
30 4 9 + + - - - - -+
31 2 4 + - + + + + - 4+
2 1 4 + - + 4+ -+ - 0+
3 2 4+ - 4+ - 4+ 4+ - 0+
34 8 9 + - - - - - - -
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Real Time RT-PCR

= O ~ L NS OS RS i
35 25 9 + - - - - - - -
36 5 C? + + - - - - - +
3 9 9 + + - - + - -+
38 12 4 + - - - - - - -
39 12 9 + + - - - - -+
40 11 & + + - - - -+ o+
41 7 9 + - - - - - - -
42 11 9 + + - - - -+
43 6 4 + - + - + + -+
4 15 9 + - - + + + + 4+
45 10 9@ + - - + + + + o+
46 9 O+ - + + + + - +
47 4 9 + + o+ + + +4 + 0+
48 3 4 + - 4+ + + + + O+
49 3 4 + - - . - - - -
50 3 @ + - - - - - - -

Enfeksiyonun 4 farkli yas grubunda uygulanan testlere gére dagilimi Tablo
4.6.-4.9°da verildi.

Tablo 4.6. IgM varliginin yas gruplarina gore dagilimi.

Yas Grubu (Aylik) IgM Total
(+) ()
0-3 11 (%22) 11 (%22) 22 (%44)
4-6 8 (% 16) 3 (%6) 11 (%22)
7-9 5 (% 10) 4 (%8) 9 (%18)
10-12 5 (%10) 3 (%6) 8 (%16)
Total 29 (%58) 21 (%42) 50 (%100)

Tablo 4.7. IgG varliginin yag gruplarina gére dagilimi.

Yas Grubu (Aylik) IgG Total
(+) ()
0-3 19 (%38) 3 (% 0) 22 (%44)
4-6 11 (%22) 0 (% 0) 11 (%22)
7-9 9 (%18) 0 (% 0) 9 (%18)
10-12 8 (%16) 0 (% 0) 8 (%16)
Total 47 (%94) 3(%6) 50 (%100)
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Tablo 4.8. Viral genom varliginin yas gruplarina gore dagilimi.

Yas Grubu (Aylik) Viral Genom Total
() ()
0-3 15 (%30) 7 (%14) 22 (%44)
4-6 6 (% 12) 5 (%10) 11 (%22)
7-9 6 (% 12) 3 (%6) 9 (%18)
10-12 4 (%8) 4 (%8) 8 (%16)
Total 31 (%62) 19 (%38) 50 (%100)
Tablo 4.9. Virus izolasyonunun yas gruplarina gore dagilimi.
Yas Grubu (Aylik) CPE Total
(+) ()
0-3 17 (%34) 5 (%10) 22 (%44)
4-6 10 (% 20) 1 (%2) 11 (%22)
7-9 6 (% 12) 3 (%6) 9 (%18)
10-12 6 (%12) 2 (%4) 8 (%16)
Total 39 (%78) 11 (%22) 50 (%100)

Enfeksiyon varliginin cinsiyete gore dagilimi Tablo 4.10 - 13’te verildi.

Tablo 4.10. IgM varliginin cinsiyete gére dagilimi.

Cinsiyet IgM Total
() ()
Erkek 13 (%26) 9 (%18) 22 (%44)
Disi ¢ 16 (% 32) 12 (%24) 28 (%56)
Total 29 (%58) 21 (%42) 50 (%100)
Tablo 4.11. IgG varhiginin cinsiyete gore dagilimi.
Cinsiyet IgG Total
() ()
Erkek & 20 (%40) 2 (%4) 22 (%44)
Disi ¢ 27 (% 54) 1 (%2) 28 (%56)
Total 47 (%94) 3 (%6) 50 (%100)
Tablo 4.12. Viral Genom varliginin cinsiyete gére dagilimi.
Cinsiyet Viral Genom Total
() ()
Erkek & 16 (%32) 6 (%12) 22 (%44)
Disi ¢ 15 (% 30) 13 (%26) 28 (%56)
Total 31 (%62) 19 (%38) 50 (%100)
Tablo 4.13. Virus izolasyonunun cinsiyete gore dagilimi.
Cinsiyet Virus Izolasyonu Total
(+) ()
Erkek & 19 (%38) 3 (%6) 22 (%44)
Disi ¢ 20 (% 40) 8 (%16) 28 (%56)
Total 39 (%78) 11 (%22) 50 (%100)
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Lokosit, idrar, rektal stiriintii, nasal ve okiiler akint1 drneklerinde kullanilan

One Step Real Time RT-PCR ve Virus Izolasyon testlerinin karsilastirmalar1 Tablo
4.14 -18°de verildi.

Tablo 4.14. Lokosit rneklerinde yapilan One Step Real Time
RT-PCR ve virus izolasyon testlerinin karsilastirilmasi.

Lokosit Virus Izolasyonu

(+) () Toplam
Viral (+) 20 (%40) O 20 (%40)
Genom ) 0 30 (%60) 30 (%60)

Toplam 20 (%40) 30 (%60) 50 (%100)
Sensitivite ; 20/20 (% 100) Pozitif 6ngorii degeri ; % 100
Spesifisite ; 30/30 (% 100) Negatif 6ngorii degeri ; % 100
Korelasyon (%100) (p<0.01)

Tablo 4.15. Nasal Akint1 6rneklerinde yapilan One Step Real Time
RT-PCR ve virus izolasyon testlerinin karsilastirilmasi.

Nasal Siiriintii Virus izolasyonu

(+) () Toplam
Viral ) 23 (%46) 0 23 (%46)
Genom () 0 27 (%27) 27 (%54)

Toplam 23 (%46) 27 (%27) 50 (%100)
Sensitivite ; 23/23 (% 100) Pozitif 6ngorii degeri ; % 100
Spesifisite ; 27/27 (% 100) Negatif 6ngorti degeri ; % 100
Korelasyon (%100) (p<0.01).

Tablo 4.16. Okiiler Akint1 6rneklerinde yapilan One Step Real Time
RT-PCR ve virus izolasyon testlerinin karsilastirilmasi.

Okiiler Akt Virus Izolasyonu

() () Toplam
Viral +) 22 (%44) 0 22 (%44)
Genom ) 0 28 (%56) 28 (%56)

Toplam 22 (%44) 28 (%56) 50 (%100)
Sensitivite ; 22/22 (% 100) Pozitif 6ngorii degeri ; % 100
Spesifisite ; 28/28 (% 100)  Negatif 6ngorii degeri ; % 100
Korelasyon (%100) (p<0.01).
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Tablo 4.17. Rektal Siirtintii 6rneklerinde yapilan One Step Real Time
RT-PCR ve virus izolasyon testlerinin karsilagtirilmasi.

Rektal Siiriintii Virus izolasyonu

() () Toplam
Vil (4 27 (%54) 0 27 (%54)
Genom () 4(%8) 19 (%56) 23 (%46)

Toplam 31 (%62) 19 (%38) 50 (%100)
Sensitivite ; 27/31 (% 87,09) Pozitif 6ngorii degeri ; % 100,
Spesifisite ; 19/19 ( % 100) Negatif ongorii degeri ; % 82.60
Korelasyon (% 84.4) (p<0.01).

Tablo 4.18. idrar 6rneklerinde yapilan One Step Real Time
RT-PCR ve virus izolasyon testlerinin karsilastirilmasi.

Idrar Virus izolasyonu

(+) () Toplam
Viral ) 13 (%26) 0 13 (%26)
Genom () 8(%16) 29 (%58) 37 (%73)

Toplam 21 (%42) 29 (%58) 50 (%100)
Sensitivite ; 13/21 (% 61,90)  Pozitif 6ngorii degeri = % 100
Spesifisite ; 29/29 ( % 100) Negatif 6ngorii degeri = % 78.37
Korelasyon (% 69.7) (p<0.01).

Arastirmada ornekleme yapilirken gbzlenen klinik semptomlar ve lezyonlar
solunum sistemi, sindirim sistemi, deri, merkezi sinir sistemi bulgulart olmak iizere 4
ana baglik altinda degerlendirildi. CDV spesifik antikor veya viral niikleik asit varlig1
yoniinden pozitif olarak tespit edilen 6rneklerin temin edildigi hayvanlarda gézlenen
en belirgin klinik semptomlar Tablo 4.19°da gosterildi.

Tablo 4.19. Arastirmada CDV pozitiflik tespit edilen 6rneklere ait olgularda gozlenen
Klinik semptomlar.

Olgu Aragtirmada Kullanilan Ornekler Klinik Semptomlar Yas
No —5G  Igm Real Time RT-PCR ___SoS__SiS DB Mss (A
Serum L NS OS RS i
1 + + + + o+ o+ o+ J X X 2
2 + + + 0+ -+ - v X X 2
3 + + + o+ o+ o+ o+ J J J 15
4 + + + + + + v X v N 15
5 + + L S X J J 1
6 + + + + + + + \/ \/ \/ \/ 15
7 + + + + + + + \/ \/ \/ \/ 5
8 - + + + + + + \/ \/ \/ \/ 2
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Yas

Klinik Semptomlar

Arastirmada Kullanilan Ornekler

Olgu

MSS (Ay)

SiS DB

Real Time RT-PCR SoS

L NS OS RS

IgM

19G

No

I

Serum

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

10
3.5

X

10

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

11

32

33
34

35

36

37

12
12
11

38
39
40

41

11

42

43
44
45

1.5
10

46

47

48
49

50
NS: Nasal Akinti, OS: Okiiler Akinti, RS: Rektal Stiriintii, S0S: Solunum Sistemi Bulgulari,

SiS: Sindirim Sistemi Bulgulari, DL: Deri Bulgulari, MSS: Merkezi Sinir Sistem Bulgulari
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Calismada 6rneklemelerin yapildigi hayvanlarda, CDV enfeksiyonunda
goriilen baz1 klinik semptomlar Sekil 4.29.-32°de gosterildi.

S

Sekil 4.29. Solunum sistemi bu]gusu (Olgu No 7).

Sekil 4.30. Burun ucunda hiperkeratoz (Olgu No 6).
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Sekil 4.31. MSS bulgusu (Olgu No 9).

Sekil 4.32. Taban yastiginda hiperkeratoz (Olgu No 28).
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Arastirmada istatistiki yonden test sonuglarinin karsilagtirilmast Tablo 4.20 -

25’te gosterildi.

Tablo 4.20. ELISA IgG ve IgM testlerinin karsilagtirilmasi.

ELISA IgM

(+) () Toplam

19G (+) 27 (%54) 20 (%40) 47 (%94)
) 2%4) 1(%2  3(%6)

Toplam 29 (%58) 21(%42) 50 (%100)
Sensitivite ; % 93.10 Pozitif 6ngorii degeri ; % 57.44
Spesifisite ; % 4.76 Negatif ongorii degeri ; % 33.33
Korelasyon tespit edilmedi (p>0.01).

Tablo 4.21. ELISA IgM ile One Step Real Time RT-PCR
testlerinin karsilastirilmasi (Total olgu sayisinda).

One Step Real Time

RT-PCR
(+) (-) Toplam
ELISA (+) 22 (%44) 7 (%14) 29 (%58)
IgM ) 9 (%18) 12 (%24) 21 (%42)
Toplam 31 (%62) 19 (%38) 50 (%2100)
Sensitivite ; % 70.96 Pozitif 6ngorii degeri = % 75.86
Spesifisite ; % 63.15 Negatif ongorii degeri = % 57.14

Korelasyon (%33.60) (p>0.01).

Tablo 4.22. ELISA 1gG ile One Step Real Time RT-PCR
testlerinin karsilasgtirilmasi (Total olgu sayisinda).

One Step Real Time

RT-PCR
(+) () Toplam
ELISA (+) 29 (%58) 18 (%36) 47 (%94)
IgG ) 2 (%4) 1 (%2) 3 (%6)
Toplam 31(%62) 19 (%38) 50 (%100)
Sensitivite ; % 93.54 Pozitif 6ngorii degeri = % 61.70
Spesifisite ;% 5.26 Negatif ongorii degeri = % 33.33

Korelasyon tespit edilmedi (p<0.01).
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Tablo 4.23. IgM ELISA testi ile Virus izolasyon testlerinin
Karsilastirilmasi (Total olgu sayisinda).

Virus izolasyonu

(+) () Toplam
IgM Testi  (+) 29 0 29
) 10 11 21
Toplam 39 11 50
Sensitivite ; % 74.35 Pozitif 6ngori degeri ; % 100
Spesifisite ; % 100 Negatif 6ngorii degeri ; % 52.38
Korelasyon (%62.4) (p<0.01).
Tablo 4.24. IgG ELISA testi ile Virus izolasyon testlerinin
karsilastirtlmasi.
Virus Izolasyonu
(+) (-) Toplam
IgG Testi  (+) 37 10 47
O] 2 4 3
Toplam 39 11 50
Sensitivite ; % 94.87 Pozitif 6ngori degeri ; % 78.72
Spesifisite ; % 100 Negatif ongorii degeri ; % 33.33

Korelasyon tespit edilmedi  (p>0.01).

Tablo 4.25. One Step Real Time RT-PCR testi ile Virus izolasyon
testlerinin karsilastirilmasi.

Virus izolasyonu

(1) () Toplam
One Step  (+) 31 0 31
Real Time (-) 8 11 19
RT-PCR
Toplam 39 11 50

Sensitivite ; % 79.48 Pozitif ongorii degeri = % 100
Spesifisite ; % 100 Negatif ongorii degeri = % 57.89
Korelasyon (%67.8) (p<0.01).

One Step Real Time RT-PCR testiyle yapilan arastirmada; solunum

semptomlar1 gézlenen hayvanlarda en fazla pozitiflik % 68.75 oraninda (22/32) rektal
siriintii orneklerinde ve en disiik pozitiflik % 34.37 oraminda (11/32) idrar
orneklerinde tespit edildi. Sindirim sistemi semptomlari gozlenen hayvanlarda en fazla

pozitiflik % 80.76 oraninda (21/26) rektal siiriintii drneklerinde ve en diisiik pozitiflik
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% 30,76 oraninda (8/26) idrar 6rneklerinde tespit edildi. Deri bulgular1 gozlenen
hayvanlarda en fazla pozitiflik % 69.23 oraninda (18/26) rektal siiriintii 6rneklerinde
ve en diisiik pozitiflik % 42.30 oraninda (11/26) idrar 6rneklerinde tespit edildi. MSS
semptomlar1 gézlenen hayvanlarda en fazla pozitiflik % 72.41 oraninda (21/29) rektal
siirintii orneklerinde ve en disiik pozitiflik % 41.37 oraninda (12/17) idrar

orneklerinde tespit edildi.

Solunum ve sindirim semptomlarinin birlikte gézlendigi hayvanlarda en fazla
pozitiflik % 89.47 oraninda (17/19) nasal akinti1 6rneklerinde, en diisiik pozitiflik %
47.36 oraninda (9/10) idrar 6rneklerinde tespit edildi. Solunum, sindirim ve deri
bulgularinin beraber gézlendigi hayvanlarda en fazla pozitiflik % 91.66 oranlartyla
(12/12) nasal ve okiiler akint1 6rneklerinde ve en diisiik pozitiflik % 58.33 oraninda
(7/12) idrar orneklerinde tespit edildi. Solunum, sindirim, deri ve MSS bulgularinin
hepsinin bir arada gozlendigi hayvanlarda en fazla pozitiflik % 100 oranlariyla (10/10)
nasal ve okiiler akint1 6rneklerinde ve en diisiik pozitiflik % 70 oraninda (7/10) idrar
orneklerinde tespit edildi. Solunum, deri ve MSS bulgularinin beraber gézlendigi
hayvanlarda en fazla pozitiflik % 100 oraninda (14/14) nasal akint1 6rneklerinde ve en
diisiik pozitiflik % 71.42 oraninda (10/14) idrar 6rneklerinde tespit edildi. Solunum,
sindirim ve MSS bulgularinin beraber gozlendigi hayvanlarda en fazla pozitiflik %
100 oranlarinda (12/12) nasal ve okiiler akint1 6rneklerinde ve en diisiik pozitiflik %
58.33 oraninda (7/12) idrar Orneklerinde tespit edildi. Solunum ve MSS
semptomlarinin beraber gozlendigi hayvanlarda en fazla pozitiflik % 88.88 oranlariyla
(16/18) rektal siirtintii, okiiler ve nasal akint1 6rneklerinde, en diisiik pozitiflik % 55.55

oraninda (10/18) idrar orneklerinde tespit edildi.

Sindirim ve MSS semptomlarinin beraber gézlendigi hayvanlarda en fazla
pozitiflik % 93.75 oraninda (15/16) rektal siiriintii 6rneklerinde ve en diisiik pozitiflik
% 43.75 oraninda (7/16) idrar 6rneklerinde tespit edildi. Sindirim ve deri bulgularinin
beraber gozlendigi hayvanlarda en fazla pozitiflik % 81.25 oranlartyla (13/16) rektal
siirtintli 6rneklerinde ve en diisiik pozitiflik % 43.75 oraninda (7/16) idrar 6rneklerinde
tespit edilmistir. Sindirim, deri ve MSS bulgularinin beraber gozlendigi hayvanlarda
en fazla pozitiflik % 91.66 oranlarinda (11/12) nasal ve okiiler akint1 ve en diisiik
pozitiflik % 58.33 oraninda (7/12) idrar 6rneklerinde tespit edildi.
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Deri ve MSS bulgularinin beraber gézlendigi hayvanlarda o en fazla pozitiflik
% 88.88 oranlartyla (13/16) rektal siiriintii, nasal ve okiiler akint1 drneklerinde, ve en
diisiik pozitiflik % 43.75 oraninda (7/16) idrar 6rneklerinde tespit edildi.

Virus izolasyon calismalarinda; Solunum sistemi semptomlar1 gozlenen
hayvanlardan elde edilen 6rneklerle yapilan en fazla pozitiflik % 65.62 oranlarinda
(21/32) nasal akint1 ve rektal siiriintii 6rneklerinde ve en diistik pozitiflik % 40.62
oraninda (13/19) idrar Orneklerinde tespit edildi. Sindirim sistemi semptomlari
gozlenen hayvanlarda en fazla pozitiflik % 88.46 oraninda (23/26) rektal siiriintii
orneklerinde ve en diisiik pozitiflik % 38.46 oraninda (10/16) idrar 6rneklerinde tespit
edildi. Deri bulgulart gbzlenen hayvanlarda en fazla pozitiflik % 73.07 oraninda
(19/26) rektal siiriintii 6rneklerinde ve en disiik pozitiflik % 50 oraninda (13/26)
16kosit orneklerinde tespit edildi. MSS semptomlar1 gézlenen hayvanlarda en fazla
pozitiflik % 79.31 oraninda (23/29) rektal siirtintii 6rneklerinde ve en diisiik pozitiflik
% 51.72 oraninda (15/29) idrar 6rneklerinde tespit edildi.

Solunum ve sindirim semptomlarinin birlikte gézlendigi hayvanlarda en fazla
pozitiflik % 89.47 oranlarinda (17/19) nasal akint1 ve rektal siiriintii 6rneklerinde ve
en diisiik pozitiflik % 42.10 oraninda (8/19) idrar 6rneklerinde tespit edildi. Solunum,
sindirim ve deri bulgularinin birlikte gozlendigi hayvanlarda en fazla pozitiflik %
91.66 oranlarinda (11/12) rektal siiriintii, nasal ve okiiler akint1 6rneklerinde, ve en
diisiik pozitiflik % 58.33 oraninda (7/12) idrar 6rneklerinde tespit edildi. Solunum,
sindirim deri ve MSS bulgularinin hepsinin bir arada gézlendigi hayvanlarda en fazla
pozitiflik % 100 oranlarinda (10/10) nasal ve okiiler akint1 6rneklerinde ve en diisiik
pozitiflik % 70 oraninda (7/10) idrar 6rneklerinde tespit edildi. Solunum, deri ve MSS
bulgularinin birlikte gézlendigi hayvanlarda en fazla pozitiflik % 100 oranlarinda
(14/14) nasal akint1 6rneklerinde ve en diisiik pozitiflik % 71.42 oraninda (10/14) idrar
orneklerinde tespit edildi. Solunum, sindirim ve MSS bulgularinin birlikte gozlendigi
hayvanlarda en fazla pozitiflik % 100 oranlarinda (12/12) nasal ve okiiler akinti
orneklerinde ve en diisiik pozitiflik % 58.33 oraninda (7/12) idrar 6rneklerinde tespit
edildi. Solunum, sindirim ve MSS semptomlarinin birlikte gézlendigi hayvanlarda en
fazla pozitiflik % 93.75 oranlarinda (15/16) rektal siirtintii 6rneklerinde ve en diisiik
pozitiflik % 43.75 oraninda (7/16) idrar 6rneklerinde tespit edildi. Solunum ve MSS
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semptomlarinin birlikte gézlendigi hayvanlarda en fazla pozitiflik % 88.88 oranlarinda
(16/18) rektal siiriintii, nasal ve okiiler akint1 6rneklerinde, ve en diisiik pozitiflik %

55.55 oraninda (10/18) idrar 6rneklerinde tespit edildi.

Sindirim ve MSS semptomlarinin birlikte gozlendigi hayvanlarda en fazla
pozitiflik % 93.75 oranlarinda (15/16) rektal siiriintii 6rneklerinde ve en diisiik
pozitiflik % 43.75 oraninda (7/16) idrar 6rneklerinde tespit edildi. Sindirim ve deri
bulgularinin birlikte goézlendigi hayvanlarda en fazla pozitiflik % 87.50 oranlarinda
(14/16) rektal siirlintii 6rneklerinde ve en diisiik pozitiflik % 50 oraninda (8/8) idrar
orneklerinde tespit edildi. Sindirim, deri ve MSS bulgularinin birlikte gozlendigi
hayvanlarda en fazla pozitiflik % 91.66 oranlarinda (11/12) rektal siirlintii, nasal ve
okiiler akinti1 orneklerinde, ve en diisiik pozitiflik % 58.33 oraninda (7/12) idrar

orneklerinde tespit edildi.

Deri ve MSS bulgularinin birlikte gozlendigi hayvanlarda en fazla pozitiflik %
88.88 oranlarinda (16/18) rektal siiriintii, nasal ve okiiler akint1 6rneklerinde, ve en
diistik pozitiflik % 61.11 oraninda (11/18) idrar 6rneklerinde tespit edildi.
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5. TARTISMA

Evcil ve yabani tim Canidae sinifinda yaygin olarak goériilen CD iilkemizde
evde ve sokakta serbest olarak yasayan kdpeklerde yiiksek morbidite ve mortaliteye
sahiptir. Ozellikle 1 yasma kadar olan kdpekler hastaligin risk gruplar igerisinde &n
plana ¢ikmaktadir. Asilama programlarinin diizgiin uygulanabildigi yerlerde CDV
prevalansmin diisiik oldugu bildirilmistir (18, 62, 94). Ulkemizdeki mevcut &zel
veteriner kliniklerinde evcil kopeklere yonelik asilama programlart yaygin olarak
uygulanmaktadir. Buna ragmen sokaklarda serbest olarak dolasan kopeklere yonelik
herhangi bir asilama programi uygulanmadigi i¢in asili veya asisiz biitiin kopekler
hastalik riskiyle karsi karstya kalmaktadir. Ustelik iilkemizde yabani hayvanlarda
CD’ye yonelik yapilmis kapsamli bir ¢alisma olmadigi i¢in hastaligin yaban hayattan
gecis riskinin olup olmadigi bilinmemektedir. Hastalik belirli mevsimsel donemlerde
goriilmese de, soguk kis aylarinda daha sik goriilmektedir. Bu durum viral etkenin
serin ¢evre sartlarinda indirek yolla bulasarak varligii daha kolay idame

ettirebilmesiyle aciklanabilir.

Son yillarda iilkemizde kopek serum orneklerinde CDV spesifik IgM ve 1gG
varliginin arastirildigir Caliskan ve Burgu (19) tarafindan yapilan arastirmada sirasiyla
30/47 (% 63.82) ve 19/47 (% 40.42) adet, yalniz IgG varliginin arastirildig: Esin ve
Yavru (30) tarafindan yapilan galismada 70/116 (%60.34) adet pozitiflik tespit
edildigi bildirilmistir. Kuzeybati Zimbabwe’de McRee ve ark. (66) tarafindan CDV
spesifik IgG yoniinden incelenen 75/225 (%34) adet kopekte pozitiflik tespit edildigi
bildirilmistir. Buna gore elde edilen bulgularin CDV hastaliginin bulagsmasini
onlemeye katki saglayacagi distiniilmektedir. Kubo ve ark. (55) tarafindan 192
kopekte yapilan retrospektif bir calismada CDV enfeksiyonu serolojik olarak
degerlendirilmistir. Sonuglara gore yalnizca IgM ve IgG diizeylerine bakilarak CDV
enfeksiyonunda kesin tan1 koymanin zor olacagi belirtilmistir. Bu ¢alismada arastirilan
50 adet kdpegin kan serumunda CDV N proteinine 6zgii IgM ve IgG antikorlarinin
varligi indirekt ELISA testi ile incelenerek birbirleriyle kiyaslandi. Sonuglara gore
toplam 27 (%54) olguda IgM ve IgG antikorlariin her ikisi birden, 22 (%44) olguda
her iki antikordan en az biri tespit edilirken sadece 1 (%2) olguda higbir antikor tespit
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edilemedi. Boylece CD’nin 6n tanisi yapilarak enfeksiyonun akut, erken/geg

konvalesan donemleri belirlendi.

Arastirmada kan serum IgM varligi yoniinden en diisiik 7-9 ve 10-12 aylik
grupta 5’er adet, en yiiksek 0-3 aylik grupta 11 (%22) adet tespit edildi. IgG varlig
yoniinden en diisiik 10-12 aylik grupta 8 (%16) adet, en yiiksek 0-3 aylik grupta 19
(%38) adet pozitiflik tespit edildi. Viral genom varlig1 yoniinden en diigiik 10-12 aylik
grupta 4 (%38) adet, en yiiksek 0-3 aylik grupta 15(%30) adet hayvanda pozitiflik tespit
edildi. Virus izolasyonu yoniinden en diisiik 7-9 ve 10-12 aylik grupta 6 (%12) adet,
en yiksek 0-3 aylik grupta 17 (%34) adet pozitiflik tespit edildi. Tiim testlerde
ozellikle 0-3 aylik grupta yiiksek pozitiflikler bulundu. Sonuglara gore 6zellikle 0-3
aylik kopekler CDV enfeksiyonu yoniinden risk grubunda yer aldig1 kanisina varildi.
Gray ve ark. (36)’m 431 adet 5 ayliktan kiiciik barinak kopeklerinde yaptigi

arastirmanin sonuglar1 bizim elde ettigimiz sonuglarla uyum gostermektedir.

Kopeklerde goriilen bazi enfeksiydoz hastaliklarin teshisinde serolojik
yontemlerin tercih edilebilmektedir (68). ELISA ile tespit edilen CDV spesifik
IgM’lerin  enfeksiyon doneminin degerlendirilmesine yardimci olabilecegi
diistinilmektedir (101). Ayrica CDV spesifik IgM tespiti benzer klinik semptom
gosteren hastaliklardan ayirt edilmesini de kolaylastiracaktir. Ancak CDV
enfeksiyonlarinda immun sistem baskilandigindan hastaligin serolojik olarak kesin
teshisi zordur. Bu nedenle IgM ve IgG’lerin kan serumundaki varligina gore
enfeksiyon degerlendirme tablosu (80) baz alindiginda akut, erken/ge¢ konvalesan
donem tayini yapilarak teshis konulmaktadir. CD hastaliginda akut veya konvalesan
donemlerinin belirlenmesinde tercih edilen virus susuna ve konak¢1 immun durumuna
gore enfekte kopeklerde IgM S5 haftadan 3 aya kadar kalabilmektedir (5).
Calismamizda klinik bulgu gosteren asilanmamis hayvanlarin kan serumlarinda IgM
ve IgG tespiti yapildi. Bu durumda hayvanlarin enfekte oldugu veya enfeksiyonu
gecirmis oldugu sonucuna varildi. Kuvvetli antikor cevabi olusturdugu i¢in N proteini
biitiin mobilliviruslarda immunolojik olarak diger proteinlere nazaran daha baskin
oldugu bildirilmistir (95). Bu durum CD hastaliginda humoral bagisikligin azaldigi
donemlerde H ve F proteinlerine 6zgii ndtralizan antikorlara kiyasla N proteinine 6zgii

antikorlarin tespit edilme sansinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir. MSS’nin
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etkilendigi bazi ileri diizey CD olgularinda H ve F proteinlerine karsi sinirli bir immun
yanitin olusmasimna ragmen N proteinlerine karsi olusan immun yanitin nispeten
bozulmadig: bildirilmistir (53, 81). CDV’ye spesifik antikorlarin tespiti igin virus
noétralizasyon testi (VNT) yaygin olarak kullanilmaktadir. Fakat VNT pahali ve
uygulamasi zaman alic1 (en az dort giin) olmasi 6zellikle rutin teshis laboratuvarlar
icin dezavantaj olusturmaktadir. Gelistirilen duyarli ve giivenilir ELISA testlerinin
VNT’ye alternatif ve etkili bir yontem oldugu distiniilmektedir (95). Dolayisiyla N
protein bazli testlerin kullanimi virus noétralizasyon testine gore daha avantajhi
olabilmektedir (29). Cinsiyete gore testlerin sonuglar1 dikkate alindiginda; ELISA
(IgM-IgG) ve virus izolasyonunda disilerde, viral genom tespitine yonelik yapilan
uygulamada, erkeklerde daha fazla pozitiflik belirlendi. Bizim elde -ettigimiz
sonuglardan farkli olarak Diaz ve ark. (26) tarafindan, 83 kopekte, CDV
seroprevalansinin degerlendirildigi arastirmada pozitif olarak belirlenen 30 kdpekten

17 (%57) adeti disi, 13 (%49) adetinin ise erkek oldugu bildirilmistir.

Akut enfekte kopeklerin notralizan antikorlar olusmadan 6lme ihtimalinden
dolayr CDV’ye spesifik notralizan, presipitan vb. antikorlarin serolojik olarak tespit
edilmesi tani igin tek basina yeterli olmamaktadir (5). Giinlimiize kadar gesitli
biyolojik materyallerde CDV niikleik asidinin varligini ortaya koyabilmek i¢in bir¢ok
RT-PCR yontemi gelistirilmistir (33, 88). Konvansiyonel RT-PCR y&ntemlerinin
diger teshis yontemleri (ELISA, FAT, EM ve Virus Izolasyonu vb.)’ne gore
sensitivitesi ve spesifisitesi yiiksek ve hizli sonug vermesinden 6tiirli daha ¢ok tercih
edilmektedir. Ancak Elia ve ark. (28) tarafindan yapilan ¢caligmada konvansiyonel RT-
PCR tekniginin teshis i¢in 4-8 saat siirebilecegi bildirilmistir. RT-PCR ydnteminin
duyarlilig1 oldukca yiiksek olmasina ragmen teshis amaciyla kullanilan ¢ogu PCR
yonteminde dogal enfekte ve asili hayvanlar arasinda ayrim yapilamamaktadir. Bu
nedenle hayvanin as1 gegmisinin bilinmesi ve ayirict metotlara ihtiya¢ duyulmaktadir

(37, 51).

Ulkemizde CDV genom varlig1 ydniinden PCR yontemiyle incelenen kopek
disk1 veya rektal siiriintii 6rneklerinde yapilan ¢alismalarda Yesilbag ve ark. (104)
15/39 (%38.46) adet, Sahna ve ark. (83) tarafindan 26/34 (%76.5) adet pozitiflik

bildirilmistir. Gustavsson ve ark. (40) tarafindan gastrointestinal sistemde bulunan
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viral etkenlerin hayvanlardan alinacak rektal siiriintii 6rnekleriyle Real Time PCR
teknigiyle tespitinin uygun oldugunu bildirmislerdir. Ulkemizde One Step Real Time
RT-PCR teknigiyle CDV enfeksiyonunun teshisine yonelik bilimsel bir c¢alisma

bulunmamaktadir. Calismamiz bu yoniiyle ilk olma 6zelligi tagimaktadir.

Arastirmasi yapilan 50 olguya ait 250 farkli 6rnekte One Step Real Time PCR
teknigiyle toplamda 105 (%52) adet 6rnekte CDV’ye 6zgii niikleik asit saptandi. En
fazla pozitiflik 27/50 (%54) adet rektal siiriintiide, en az pozitiflik ise 13/50 (%26) adet
olmak tizere idrar 6rneklerinde tespit edildi. One Step Real Time RT PCR yonteminde
gene 0zgl primerler cDNA’y1 iliretmek i¢in tek seferde hem RT hem de PCR adimlari
ayni kosullar altinda gergeklesmektedir. Bu durum daha sonraki amplifikasyonlar i¢in
deneysel varyasyonun azaltilmasi, sinirli pipet uygulamasi ile olasi hata ve ¢apraz
kontaminasyonlarin Onlenmesi gibi bir takim avantajlar saglamaktadir. Ayrica
reaksiyonda yer alan viral gene 6zgii florojenik problar sayesinde degerlendirmenin
duyarli, spesifik, hizli ve giivenilir bir sekilde yapilmasina imkan sunmaktadir. Real
Time PCR irlinlerinin o6lgiilmesinde interkalasyon yapan boyalar kullanildigi
durumlarda spesifik ve spesifik olmayan tiim PCR iriinlerinin toplaminin tespit
edilmesinden kaynaklanan dezavantaj ile karsilasilmaktadir (8). Bu yiizden
arastirmada, TagMan prob ile ¢alisan real time sistemi tercih edildi. Bu sistemlerde
Tag DNA polimerazin 5’ niikleaz aktivitesinin florejenik etiketlenebilen problarda
kullanilmasimin tanimlanmasiyla Real Time RT-PCR olarak gelistirilmistir (27).
Florojenik problarin yalnizca spesifik PCR {iriinlerini tespit etmesi 6zelliginden
yararlanilarak, arastirmada tespit edilen pozitifliklerin daha 6zgiil ve giivenilir olmas1
hedeflendi. Bu dogrultuda CD hastaligi i¢in arastirmasi yapilan her kopegin 16kosit,
idrar, nasal, okiiler ve rektal siiriintii 6rnekleri viral niikleik asit varligi yoniinden ayn1
anda incelenerek dogru, gilivenilir ve ayni zamanda hizli hastalik teshisi konmasi

amagclandi.

Ulkemizde Esin ve Yavru (30) kdpeklerde CDV enfeksiyonu arastirmasinda
Vero hiicre kiiltiirlerine 16kosit 6rneklerinin inokulasyonu sonucu 45 (%38) adet
ornekte CPE varlig: tespit etmislerdir. Tan ve ark. (92) tarafindan Cin’de yapilan bir
arastirmada, MDCK hiicre kiiltlirtiinde CDV’ye 6zgli CPE olusumlarinin gozlendigi ve

elde edilen izolatlarm DIF ydntemiyle dogrulandigin1 rapor etmislerdir.
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Calismamizda ileri(+++), orta(++) ve diisiikk(+) seviye CPE meydana getiren 6rnek
sayilari sirastyla 37 (%14.8), 31 (%12.4) ve 50 (%20) olarak belirlendi. Toplamda CPE
meydana getiren 118 (%47.2) ornek tespit edildi. Ileri seviye CPE tespit edilen
orneklerden en ¢ok dikkati ¢eken rektal siirtintii (%56.7) ve idrar 6rnekleri (%29.7)
oldu. En fazla diisiik(+) seviye CPE’ lerin goriildiigii 6rneklerin 16kosit 6rnekleri

(%34) oldugu belirlendi.

L, NS ve OS 6rneklerinin One Step Real Time RT-PCR ile Virus Izolasyon
testlerinin karsilagtirllmasi sonucu %100 korelasyon tespit edildi. Testler arasi
karsilastirmada istatistiki acidan 6nem (p<<0.01) bulundu. Ancak RS Orneklerinde
%84.4, 1 6rneklerinde %69.7 korelasyon belirlendi. Her iki testin drneklemeleri igin
yapilan istatistiki analizde dnem bulundu. Pawar ve ark. (76) tarafindan yapilan bir
arastirmada, bizim calismamizdaki benzer tekniklerin kullanilarak okiiler swap

orneginden CDV izolasyonunun yapildig: rapor edilmistir.

One Step Real Time RT-PCR testi ile Virus Izolasyon testlerinin
karsilastirilmast sonucunda korelasyon 9%67.8 bulunmus olup, istatistiki acidan
(p<0.01) 6nem tespit edildi. ELISA (IgM) testi ile Virus Izolasyon testlerinin
karsilastirilmasi sonucunda korelasyon %62.4 bulunmus olup istatistiki agidan 6nem
(p<0.01) tespit edildi. Ancak ELISA (IgG) testi ile virus izolasyon testlerinin
karsilastirilmast sonucunda korelasyon diisiik bulundu ve istatistiki agidan onem
(p>0.01) belirlenmedi. Elde edilen verilere gore CDV enfeksiyonunda tani koyulurken
yapilan serolojik testlerin 6zgiil molekiiler ve virus izolasyon ¢alismalariyla

desteklenmesi dogru bir yaklagim olacaktir.

Akut ve subakut faza ulasmis CDV enfeksiyonu lenfositik apoptosisi
indiikleyerek immunsupresyona neden oldugu bildirilmektedir (86). Immun sistemin
zayifladigi durumlarda serolojik teshislerin tek basma yeterli olmayacagi
bilinmektedir. (51). Viral genom tespit edilmesinde kullanilan PCR gibi molekiiler
yontemlerin de bir takim dezavantajlar1 bulunmaktadir (71, 79). Bu dogrultuda
calismamizda hiicre kiiltiirii ve DIF teknikleriyle dogrulama ve kesin tan1 yapilmasi
tercih edildi. PCR c¢alismalarinda bir takim ¢evresel faktorler polimeraz enzim
aktivitesini engelleyebilmektedir. Bu durum bazen yanlis-negatif sonuglarin ortaya

¢ikmasina neden olmaktadir (32). Calismada, viral genom tespit edilmeyen 8 olguya
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ait toplam 12 6rnekten virus izolasyonunun yapilmasi, PCR inhibitorlerinin olumsuz

etkisinin olabilecegi sonucuna varildi.

Spesifik laboratuvar testleri, klinisyen veteriner hekimler i¢in kolay ulasilabilir
olmamaktadir. Bu nedenle ¢ogu veteriner hekim CDV enfeksiyonu siipheli kopeklerin
spesifik olmayan semptomlarina bakip sadece klinik olarak teshis etmeye
caligmaktadir. Fakat diger patojenlere atfedilebilen bir ¢ok hastalik durumu, gii¢ ve
hiriltilt solunum, géz ve burun akintisi, Oksiiriik de dahil olmak iizere benzer
semptomlara neden olabilmektedir (78). Bunlardan en oOnemlileri Bordetella
bronchiseptica, Streptococcus zooepidemicus, Canine influenza virus (H3N8), Canine
herpesvirus, Canine adenovirus-2, Canine parainfluenza virus -2 olarak bilinmektedir
(46). Bu yiizden kopeklerde goriilen bir ¢ok enfeksiyonun CD ile benzer semptomlar
meydana getirebilecegi ihtimali g6z 6ntinde bulundurulmalidir. Dogru ve giivenilir bir
teshis i¢in 6zgilligi ve duyarliligr yiiksek, ayirt edici yontemlerin tercih edilmesi daha

dogru bir yaklasim olacaktir.

CDV hastaliginda molekiiler teshis ve virus izolasyonu amaciyla klinik
belirtilere gore bir ¢ok 6rnek materyali kullanilabilmektedir (73). One Step Real Time
RT-PCR testi ile yapilan arastirmada; sindirim sistemi semptomlarinin goézlendigi
kopeklerde en fazla pozitiflik % 80.76 oraninda rektal siiriintii 6rneklerinde, sindirim
ve MSS semptomlarinin birlkte gozlendigi kdpeklerde en fazla pozitiflik % 93.75
oraninda yine rektal siiriintii 6rneklerinde tespit edildi. Virus izolasyon ¢aligsmalarinda;
solunum, sindirim ve MSS semptomlarinin birlikte gozlendigi hayvanlarda en fazla
pozitiflik % 93.75 oraninda rektal siiriintii drneklerinde, sindirim sistemi ve MSS
semptomlarinin birlikte gozlendigi hayvanlarda en fazla pozitiflik % 93.75 oraninda
yine rektal siirtintii 6rneklerinde tespit edildi. Bu verilere dayanarak, olgularin
genelinde gozlenen sindirim sistemi semptomlartyla rektal siiriintii 6rneklerindeki
yiiksek pozitifliklerin paralel seyrettigi goriildii. Elde ettigimiz veriler daha 6nce
yapilan ¢alismalar ile benzerlik gosterdi (40, 83, 104). Klinik semptomlarin tek tek ya
da birlikte goriildiigii biitin olgularda en diisiik pozitiflik elde edilen ornek
materyalinin idrar (%30.76 — 71.42) oldugu tespit edildi. Buna ragmen 6rneklerin
meydana getrdigi CPE seviyesi dikkate alindiginda 21 (%56.7) adet rektal siiriintii, 11
(%29.7) adet idrar 6rneginde ileri(+++) seviyede CPE gozlendi. Bu durumda elde
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ettigimiz sonuglarin Elia ve ark. (28)’1n yaptig1 bir arastirma ile benzerlik gostermesi

nedeniyle 6rnek materyallerindeki viral yiikiin yiiksek olabilecegi yorumu yapildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada Bati Akdeniz Bolgesi’nde asilanmamis ve klinik semptomlu
kopeklerde CDV enfeksiyonunun serolojik, molekiiler ve virolojik olarak varligi
ortaya kondu. Bu amagla, molekiiler ve virus izolasyonu calismalarinda RS
orneklerinin kullanilmasinin uygun oldugu sonucuna varildi. Ayrica, DIF teknigiyle
dogrulanarak yapilan virus izolasyon ¢aligmalarinin molekiiler c¢aligsmalarin

dezavantajlarini giderebilecegi de belirlendi.

Asisiz kopeklerde CDV spesifik IgM ve IgG varliginin birlikte arastirilarak
enfeksiyonun On tanisisinin yapilmasini, serolojik arastirmalar i¢in N proteinine
spesisifik Ig tespiti yapan testlerin kullanilmasini, elde edilen serolojik verilerin 6zgiil
molekiiler tekniklerle desteklenmesini ve yaygin olarak kullanilan PCR tekniklerinden

0zgiil olanlarin tercih edilmesini tavsiye etmekteyiz.

CD hastaliginda molekiiler ve virus izolasyon ¢alismalart i¢in 6zellikle klinik
olarak sindirim sistemi semptomlari gézlenen kdpeklerin dikkate alinmasini, sindirim
sistemi semptomlartyla seyreden miks bulgularin gdzlendigi vakalarda virolojik
yonden oOzellikle rektal stiriintii orneklerinin incelenmesini ve virus izolasyon

caligmalarinda idrar 6rneklerinin de tercih edilebilecegini 6nermekteyiz.

Asilanmamis ve klinik semptom gosteren CDV ile enfekte kopeklerin viicut
sekret/ekskretleriyle virus sagilabileceginden Oncelikle hijyen, karantina ve
dezenfeksiyon uygulamalarina dikkat edilmesinin, sokak hayvan barinaklar1 ve
rehabilitasyon merkezlerinde uygulanan rutin koruma ve kontrol programlarina CD
agisinin da dahil edilmesinin ve iilkemizde CDV’nin yaban hayvanlarindaki varligi ve
epidemiyolojisine dayali arastirmalarin yapilmasmin faydali olacag kanaatini

tagimaktay1z.
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