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ONSOZ

Parvoviruslar insanlarda ve hayvanlarda farkli hastaliklara ve enfeksiyonlara
neden olan onemli viral etkenlerdir. Canine parvovirus enfeksiyonu, diinyada
kopeklerde yaygin olarak goriilebilen bulasici hastaliklardan birisidir. Canine
parvovirus enfeksiyonu ilk kez 1970’11 yillarda 4-8 haftalik kdpek yavrularinda
bildirilmis, daha sonra diinyanin pek ¢ok bolgesinde (Appel ve ark., 1979; Morais ve
ark., 2007) ve Tiirkiye’de hastalik tanimlanmistir. Diinyada yaygimn olarak goriilen ve
Tirkiye’de varhigi  1970°li yillarin sonlarindan itibaren tespit edilen enfeksiyon
kopeklerde akut, fibrinli, nekrotik veya hemorajik enteritis ile seyreden bulasici, viral
bir enfeksiyondur (Appel ve ark., 1979). Hastalikta parvoviral enteritis alisilagelen
form olmakla birlikte, 6zellikle yeni dogan kopek yavrularinda non-suppuratif
myokarditis ile karakterize myokardiyal form da goriilebilmekte, dort-sekiz haftalik

kopek yavrularinda gézlenen kalp formunda, ani 6liimler sekillenebilmektedir (Kelly

1978; Carmichael 1994).

Diinyada ve Tiirkiye’de varligi bilinen canine parvovirusun bu calisma ile
gastroenteritisli kopeklerde tesbiti ve VP2 gen bolgesi diizeyinde molekiiler
karakterizasyonunun yapilmast hedeflenmis, ayrica sirkiile olan virusa yonelik
veriler elde edilmistir. Bu ¢alismada ilk kez enfeksiyona sebep olan virusun hiicre
kiiltiiriinde izolasyonu da gergeklestirilmistir. Sahada sirkiile olan virusun izolasyonu
ile birlikte serolojik temelli testlerde kullanilabilecek virusun elde edilmesi
gerceklestirilmistir. Bunun sonucunda hastaligin serolojisine yonelik caligsmalarin

yapilabilir hale gelmesinin de onii agilmustir.
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1.GIRIS

1.1.  Genel Bilgiler

Kopeklerin minute virusu (CMV) ya da kopek parvovirus type-1 (CPV-1) ilk kez
1967 yilinda saglikli kopeklerin diskisindan izole edilmis ve bu virus giiniimiizdeki

kopek parvovirusundan (CPV-2) farkli olarak tanimlanmistir (Binn ve ark., 1970).

CPV-2 antijenik olarak CPV-1’den farklidir ve diinyada pandemik sekilde
kopeklerde hemorajik enteritislere ve myokarditlere sebep olmaktadir (Carmichael
1999; Mochizuki ve ark, 2002).

Sadece yavru kopeklerin CMV ile enfeksiyona duyarli oldugu bilinmektedir.
Duyarli yavrular dogal oro-nasal yol ile enfekte olurlar. Bunun disinda direkt
bulasma s6z konusu degildir. (Carmichael ve ark., 1999). CPV-1 yavru kopeklerde
hafif seyirli enteritislere, lenfadenitlere ve pnomonilere sebep olabilmektedir
(Mochizuki ve ark., 2002; Pratelli ve ark., 1999; Hashimoto ve ark., 2001). isvicre’de
1996 yilinda yenidogan kopeklerde solunum sistemi problemleri olan kdopeklerde
CPV-1 tespit edilmistir (Jarplid ve ark., 1996).

Canine parvovirus-2 ilk kez 1978 yilinda Amerika’da ortaya ¢ikmistir (Apple
ve ark., 1979) ve CPV tip 2 (CPV-2) olarak adlandirilmistir. CPV-2’nin ortaya
¢ikigindan sonra ¢ok hizli bir sekilde tiim diinya’da goriilmiis ve CPV virusu

endemik bir sekilde evcil ve vahsi kdpek popiilasyonu igin 6nem kazanmistir (Parrish
1



ve ark., 1988). CPV izolatlarinin monoklonal antikor ve enzimler yardimiyla analizi
sonucunda CPV’nin yeni antijenik 6zeliklerini tagiyan bir sus (CPV-2a) 1979’lu
yillarda Amerika’da ortaya ¢ikmis ve 1980-1981 yillarinda da siirekli rastlanmigtir
(Parrish ve ark., 1985). Kopeklerden izole edilmis viruslar iizerinde daha sonraki
yillarda yapilan arastirma sonucunda, baska bir antijenik variant, CPV-2b 1984’de
ortaya ¢ikmis ve 1986 yilinda Amerika’nin bir¢ok bolgesinde CPV-2a’nin yerini
almistir (Parrish ve ark., 1991). Daha sonraki yillarda Italya’da CPV-2c ilk kez
goriilmiistiir (Buonavoglia ark., 2001). CPV-2’nin ayni sekilde yayilmasi ve yeni
antijenik varyantlarm ortaya c¢ikmasi Danimarka, Almanya, Fransa, Ispanya,
Japonya, Avustralya ve Afrika’da da tespit edilmistir. Ancak bu bolgelerde CPV-2a,
CPV-2b ve CPV-2c¢’lerin varlig1 birbiriyle farklilik gostermektedir (Parrish ve ark.,
1988; Mochizuki ve ark., 1993; Ybanez ve ark., 1995; Truyen ve ark., 1996;
Buonavoglia ve ark., 2001; Steinel ve ark., 1998). Cin’de ise CPV enfeksiyonu ilk
kez 1982 yilinda sporadik vakalar seklinde goriilmiistiir (Yanbing ve ark., 2013).

1.2. Etiyoloji

Etken parvoviridac familyasinda, parvovirinae alt familyasi iginde parvovirus
cinsinde yer alan 21  virus tirinden biri olup  (Anonim:
http://www.ictvonline.org/virus Taxonomy.asp) canine parvovirus olarak

isimlendirilmektedir.

Etken lipoprotein yapida, zarfsiz, DNA tasiyan, tek iplikcikli, negatif
polariteli, 52Kb uzunlugunda bir virustur. Kapsid 26 nm ikosahedral simetriye
sahiptir (Reed ve ark., 1988). Feline panleukopenia ve mink enteritis virusu ile
antijenik olarak iligkilidir. CPV virusu ilk kez, kedi hiicre kiiltiiriinden izole
edilmistir (Kelly ve ark., 1978; Apple ve ark., 1979; Burtonboy ve ark., 1979;

2
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Johnson ve ark., 1979). Bu izole edilen virus kdpek parvovirus tip-2 olarak
adlandirilmustir, ciinkii genetik olarak CMV ya da kopek parvovirus tip-1’den
farklidir (Carmichael ve ark., 1981; Carmichael ve ark., 1994).

Sekil 1.1: Kopek Parvovirus X Ray kristalografisi (Anonim? https://web.stanford.
edu/group/virus/parvo/2000/cat-dog_parvovirus.html)

ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) tarafindan
bildirilen taksonomiye gore parvoviridae familyasi (00.050) Parvovirinae (00.050.1)
ve Densovirinae (00.050.2) olarak 2 alt familyaya ayrilmaktadir (Anonim?:

http://ictvdb.bio-mirror.cn/lctv/fs_parvo.htm).

Parvovirinae alt familyasi, parvovirus (00.050.1.01), Erythrovirus
(00.050.1.02), Dependovirus (00.050.1.03), Amdovirus (00.050.1.04) ve Bocavirus
(00.050.1.05) cinslerine ve Densovirinae familyast (00.050.2), Densovirus
(00.050.2.01), Iteravirus ~ (00.050.2.02),  Bredivensovirus  (00.050.2.03),
Pefudensovirus (00.050.2.04) ve tammlanmamis tiirler (00.050.2.00) cinslerine
ayrilmaktadir. Kopek parvovirusu (00.050.1.01.007.00.005), Parvovirinae alt


http://ictvdb.bio-mirror.cn/Ictv/fs_parvo.htm

familyasinda (00.050.1), parvovirus cinsinde (00.050.1.01) yer almaktadir (Anonim®:
http://ictvdb.bio-mirror.cn/lctv/fs_parvo.htm. Tattersall ve ark., 2005).

Cins Alt cins Konaker arahgi

Parvovirinae

Parvovirus Mice minute virus Vertebrates
Erythrovirus B19 virus Vertebrates
Dependovirus Adeno-associated virus Vertebrates

Densovirinae

Densovirus Junonia coenia densovirus Invertebrates
Iteravirus Bombyx mori densovirus Invertebrates
Contravirus Aedes aegypti densovirus Invertebrates

Cizelge 1.1:Parvovirus simiflandirmasi
(Anonim*: http://www.mcb.uct.ac.za/cann/335/Parvoviruses.html)

Parvoviruslar 255~A ¢apindadir ve molekiiler agirligi 5.5x10%ile  6.2x10°
KDa arasinda degismektedir (Tattersall ve ark., 1990). Kopek parvovirusu, kedi ve
minkten hazirlanan hiicre Kkiiltiirlerinde iireyebilmekte, ayrica kopek hiicrelerinde

etkili bir sekilde enfeksiyona neden olabilmektedir (Parrish, 1992).

1.3. Yapisal ve Yapisal Olmayan Proteinler

Enfeksiy6z kopek parvovirus virionlarinda protein tiirleri ratta oldugu gibi temel
olarak VP proteinleri (yapisal proteinler) ve NS proteinleri (yapisal olmayanlar)’den
olugsmaktadir. VP proteinleri sag taraftaki transkripsiyon {nitesinden ve NS
proteinleri sol taraftaki transkripsiyon tinitesinden olusmaktadir (Reed ve ark., 1988).
VP proteinleri VP-1, VP-2 ve VP-3’den olusmaktadir. VP-1 ve VP-2 proteinleri

4
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viral DNA’dan alternatif yontemle yapilan massenger RNA’nin {rinleridir
(Jongeneel ve ark., 1986). VP-3 proteini ise tiim DNA’da, kapsit kisminda (cleavage)
15-20 amino asitten olusmaktadir ve bu da temel olarak VP-2’den koken almaktadir.
V/P-3 proteini VP-2 proteinin bir kismi oldugu sdylenebilmektedir. Kapsitin tamami
60 kopya sayis1t VP-2, VP-3 ve az miktarda VP-1 den olusmustur, bu da bu virusun
Caspar ve Klug (1962°de) tarafindan soylendigi gibi ikosahedral simetriye sahip
olmasma sebep olmustur (Caspar 1984, Muzyczka ve ark., 2001).

Virusun invivo ve invitro Kosullarda yayilmasi sonucunda bos virus
partikiilleri iiretilmesine sebep olmakta (%50) ve bu partikiillerde ¢ok miktarda VP-2
ve kismen VP-1 goriiliirken, VP-3 proteini ise goriillmemektedir. VP-1 ve VP-2
proteinleri bu bos partikiillerde tripsine dayaniklidir. Tam partikiillerin (enfeksiy6z)
son kisminda az miktarda VP-3 goriilmektedir. Tam partikiilde invitro sistemlerde
fazla VVP-2’ler tripsin muamelesiyle VP-3’e doniismektedir (Clinton 1976, Tattersall
1977, Muzyczka ve ark., 2001). Bu da VP-2 proteninin amino terminalinin bos

partikiilde igeride ve tam partikiilde ise disarida yer aldigin1 gostermektedir.

Ayrica bu yapisal olan proteinlerin yaninda (VP proteinleri) virusun DNA
genomu iki adet yapisal olmayan peoteini de (NS1 ve NS2) kodlamaktadir. NS1
proteini kovalent bag yardimiyla yeni sentezlenmis DNA’nin 5' ucuna baglanir ve
virusun paketlenmesi sirasinda viral kapsitin dis kisminda yer almaktadir (Cotmore,
1989). Ancak enfeksiyonun daha sonraki asamalarinda bu baglanti hiicre dis1
niikleazlar tarafindan bozulur. Tiim genomun sekansi yapilmis olan bir adeno virus
iliskili parvovirus ile kopek parvovirusu arasindaki onemli bir fark, kopek
parvovirusunda VP 2 bolgesinin glisin  (GSGNGSGGGGGGGSGGVG) yoniinden
zengin oldugunu ortaya koymustur (Ranz ve ark., 1989; Rhode 1985; Reed ve ark.,
1989).



Yapisal olmayan proteinler i¢inde sadece NS1 proteini CPV’da gerekli olan
proteindir (Wang ve ark., 1998). Viral genomun replikasyonu ve viral proteinlerin
iretiminde NS1 gerekli ve 6nemli bir faktordir. N-terminal ve helikal domain de
NS1 de bu islemler i¢in 6nemli olan kisimlardir. Buna ek olarak NS1’in C ve N
terminal kisimlari CPV promotorunun (P38) aktive olmasi igin gereklidir (Einari ve
ark., 2013). Her iki yapisal ve yapisal olmayan proteinler icin ORF ayni DNA
zincirinde yer almaktadir. Genom doner sa¢ tokasi (rolling-hairpin) mekanizmasi

yolu ile replike olmaktadir (Anonim®: http://viralzone.expasy.org/all).

1.4. Doner sag¢ tokasi (Rolling-hairpin) mekanizmasi

Parvoviral DNA replikasyonu, pek cok yonden daha once karakterize edilen tek
iplik¢ikli kolifaj ve bazi bakteriyal plasmidlerdeki tek iplik¢ik spesifik Rolling circle
mekanizmasma benzer (Kornberf, 1991). Viral pargaciklar, ilk islem olarak ikiye
kopyalanan sirasiz linear DNA genomunun tek bir kopyasini igerir. Viral DNA’daki
nispeten daha uzun olan tek iplik¢ikli kodlama bdlgesi sa¢ tokasi  dubleks
katlanabilen kisa (121-412 base) palindromik terminal sekanslar tarafindan kesilir.
Bu telomerler viral replikasyonda o©nemli bir rol oynarlar, replikasyon ve
inkapsidasyon i¢in gerekli cis-acting bilgisinin gogunu tasirlar ve kompleksiteleri ve
farkli viral genlerde farkli sekilde bulunmalari, yasam dongiisiinde pek ¢ok goreve
sahip olabileceklerinin gostergesidir (Tjissen 1990, Berns ve ark., 1995). Sag
tokalari, iceri giren virion DNA’sinin terminal 3’ niikleotidi ile bir internal baz1 esler,
boylece konakg1 polimeraz enzimi ilk tamamlayict DNA iplik¢igini sentezlemesine
izin veren bir DNA primerinin olusmasina yardime1 olur. Okaryotik replikasyon igin
olagandis1 bir durum olsa da, tek iplikcikli ¢entikler ile eslenen DNA primerlerinin
yaratilmas1 prokaryotik Rolling circle mekanizmalarinin ayirict bir 6zelligidir.
Parvoviruslarin palindromik terminal sekanslar1 bu mekanizmanin linear tek

iplik¢ikli progeny DNA’ya uyarlanmasmi saglar. Daha onceki bir konak hiicrede
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bolge spesifik c¢entik serbest 3' hidroksil grubu geri katlanarak progeny viral

genomdaki internal bir bazla eslesir.

Sekil 1.2: Doner sag tokasi (Rolling-hairpin) mekanizmasi

Bazi viruslarda (6rn. AAV2), bu ¢apraz baglantili 3' yapismin olusturdugu
replikasyon orijini terminal ¢éziinme ad1 verilen bir islemde Rep 6ncii endoniikleaz
ile aktive edilebilir. Bazilarinda ise, 6rne§in MVM, bu yap1 replikasyon orijini olarak
islev gérmez. 1ki durumda da viral DNA amplifikasyon islemi rolling hairpin sentezi
olarak adlandirilan tek yonli, tek iplikgik spesifik mekanizma ile bir seri
konkatemerik ciftlenmeler sayesinde ilerler. Prokaryotik rolling circle sistemlerdeki
gibi sirkiiler kalip etrafinda devam etmek yerine, rolling hairpin sentezinde tek yonlii
replikasyon geriye doniip linear genomun iizerinden devam etmekte, sekansa gore ve
palindromik viral terminallerin diizenlenmesi nedeniyle yon degistirmektedir. Giincel
modeller bu islem sirasinda terminal sa¢ tokalarinin 6nce acilip iplik¢ik yer degisimi
ile kopyalanarak yeni bir tek DNA iplik¢igi igeren uzamig form terminalleri elde
ettigini, daha sonra bunlarin daha fazla linear sekans sentezi igin gerekli 3'
niikleotidleri saglamak igin eriyerek, yeni sa¢ tokasi tavsan kulagi yapilari
Olusturdugunu o6ne siirmektedir. Sonug¢ olarak, virusun kodlama sekanslari
terminallerden iki kat daha sik kopyalanrr ve palindromik dimerik ve tetramerik
konkatemerler i¢lerindeki dubleks genomlar sol ug: sol ug, sag ug: sag u¢ seklinde

birlestik¢e cogalir.



Parvovirusun genomu konakg1 hiicre ¢ekirdeginde ¢iplak olur. Hiicre mitoz
boliinmesinin S fazinda konakgr hiicrenin replikasyon organelleri, viral genomun ters
terminal tarafindan replike olmasma yardimcr olur. ilk olarak tek sarmalli virus
DNA’s1 (ss DNA), kovalent ¢ift sarmali (ds DNA) replikatif forma doniisiir. Daha
sonra NSI proteini iiretilmesi baslar ve bu protein viral genom replikasyonunu
kontrol eder. NS1 76.7-kDa agirliginda ¢ok fonksiyonlu niiklear bir fosfo-proteindir
ve virusun yasam dongiisiinde onemli bir rol almaktadir. Parvoviral NS1 proteinleri,
SF3 siiperfamilya helikaz proteinleri altindadir (Gorbalenya 1993; Gorbalenya
1990). Korunmus bir ATP baglanma yeri bu helikaz domainde, polipeptid zincirinin
ortalarinda yer almaktadir (Wilson ve ark., 1991). Replikasyon baglanma helikaz
domainin N terminali, ve promotor helikaz domainin C terminalinin
transaktivasyonudur (Legendre ve ark., 1994; Mouw ve ark., 1998). NS1 bir ¢ok
fonksiyonlar1 DNA etkilesimlerine bagimlidir. Viral raplikasyon, iki (ORI)
replikasyon baglanma yapilmasma sebep olur. Bunlar, genomun sol tarafindan
(OriL) ve genomun sag (OriR) tarafindan yapilmaktadir. Spesifik sekans analizinde,
bu iki komplekste, NS1 dsDNA’ya yapismaktadir. Bu endojen proteinler {i¢ parcali
kompleksler olusturur: Oril’deki glikokortikoid modiilatér eleman baglayici
proteinler ve OriR’deki yiiksek hareketli grup proteinleridir. Iki durum da dsDNA
genomunun iplik¢ik ve bolge spesifik baglamda isaretlenmesine ve NS1’in olusan 5'
ucuna kovalent baglanmasina yol agar (Christensen ve ark., 1997; Cotmore ve ark.,
1998).

Parvovirus sadece mitoz boliinmenin S fazinda bulunan konakg1 hiicrelerde replike
olabilir (Cotmore ve ark., 1987) ve bu nedenle in vivo olarak hedef organlar1 aktif
olarak boliinen hiicreler olusturur. Birincil viral replikasyon, viral partikiillerin
orofarenkse girmesinden hemen sonra, farengeal lenfoid dokularda baslar. Kan
akistyla virus bu lenfoid dokulardan, canlinin baska organlarina ve dokularina
yayilir. Mitoz bolinmenin, S fazindaki uygun reseptore sahip hiicreler enfekte edilir.
Okaryot hiicre siklusu M (mitoz) G , S ve G, fazlarindan olusmaktadir. Bu siirecte
hiicre uyarimi ve biiylime meydana gelir. Hiicre siklusunda Gi-S gegisinde, G-M

gecisinde ve metafaz-anafaz gecisinde kontrol noktalar1 bulunmaktadir (Cabadak,
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2008). Siirekli boliinen hiicrelerde mitozdan sonra siklus G1-S-G; (interfaz) ve M
(mitoz) seklinde tekrarlanir. G;, S, G, fazlar1 (interfaz) hiicre siklusunun % 90'mi1
kapsar ve 16-24 saat siirer. Mitoz bolinme ise 1-2 saat siirmektedir. G; fazinda
hiicreler kendi ¢evrelerini kontrol eder, sinyalleri alir ve biiylimeyi indiikler. Bu
fazda DNA sentezi (replikasyonu) i¢in hazirlik yapilir. RNA ve protein sentezi olur.
S fazinda ise DNA sentezlendikten sonra, G, fazinda hiicre biiylimeye devam eder
ayni zamanda RNA sentezi ve protein sentezinden sonra hiicre mitoza hazirlanir. S
faz1 ise 2-6 saat arasmnda degismektedir (Lodish ve ark., 2000; Bellamy 1996;

Vermeulen ve ark 2003). S fazinin 6nemini asagidaki sekilde siralanabilir;

1-DNA’ nin eslendigi ve kromatin sayisinin iki katina ¢iktig1 evredir.

2-Protein sentezinin en yogun sekilde gerceklestigi evredir.

3-Sentrozomlarin eslesmesi emri bu evrede verilir.

4-Bu evrenin sonunda hiicrenin kromozom yapist 2n4c dir (takim sayis1 2, kromatid

sayis1 4) (Vermeulen ve ark 2003).

CPV’nin konakg1 hiicreye giriginin bir kisminin belli oldugu bilinmektedir.
CPV konakg1 hiicreler yiizeyindeki siyalik asit reseptoriine baglanmaktadir. CPV
kapsidinin hiicreye girisi Kaladrin araciligiyla endositoz yoluyla gergeklesir (Parker
ve ark., 2000). Hiicreye endositoz ile girdikten sonra kapsitler sitoplazmaya yavas bir
sekilde penatre olurlar. Hiicrelerin sitoplazmasina verilen antikapsit antikorlar1 virus
inokulasyonundan 6 saat sonraya kadar bile hiicreyi enfeksiyondan
koruyabilmektedir;, bu durum Kkapsitlerin hiicreye alindiktan sonra endositik
kompartmanlarda birkag saat boyunca kaldigini1 gostermektedir (Vihinen-Ranta ve
ark., 2000). CPV insan, kedi ve kopek transferin reseptorlerini (TfRs) kullanarak

hiicrelere girebilir ve enfeksiyona sebep olabilir (John ve ark., 2001).



1.5. Kopek parvovirus tip-2°nin kokeni ve evrimi

1970’11 yillarin sonunda CPV koépeklerde patojen ajan olarak ortaya ¢ikmistir ve bu
virusun FPV’den ya da FPV’ye benzer bir etgil parvovirustan ayrildigi one
stirilmektedir. Gergi bu hipotez i¢gin kesin bir kanit yoktur ama bu virusun kediler,
kopekler ve baska carnivor tiirleri arasinda sirkiile olmasi, CPV-2’nin evriminin ve
ortaya ¢ikisinin anlagilmasimi kolaylastirmaktadir (Truyen, 2006). Bu yeni ortaya
¢ikan CPV-2 tipi, daha 6nce tanimlanan CPV-1’den farklidir (Truyen, 2006). FPV
ve CPV-2 arasinda 6 ya da 7 amino asitte farklilik tespit edilmistir, CPV-2a ve CPV-
2b’de 5 ya da 6 amino asitte farklilik goriilmektedir (Cizelge 1.2) (Decaro ve ark.,
2012). Bu degisiklikler VVP-2 proteininde meydana gelmektedir ve VP-2 domaini
konak hiicre transferin reseptorii (TfR) ile birlesmektedir. Bu meydana gelen
degisiklikler bu virusun kopeklerde transferin reseptoriine, FPV’ye ya da FPV
benzeri carnivorlardaki viruslara baglanmasina yardimci olur (Shackelton ve ark.,
2005). CPV’nin FPV’ye gore baska bir 6nemli farki da, bu virusun FPV’ye gore ¢cok
daha hizli gelismesidir (Battilani ve ark., 2006; Decaro ve ark., 2008 c¢; Decaro ve
ark., 2009 b).

Aalalohe 80 87 i o’ 103 m 17 300 £l i EYE] 6 555 54 568

Ntpozsvony  3024-3026 3(45-3047 3063-3063 3087-3089 3093-3095 3480-3482 3675-3677 3684-368G 3699-3701 3753-3T05 39083911 4062-4064 4443-4431 4764478 4488-44%0

AMA(lys) ATG(Met) AMA(Lys) ATT(Ne) GUANaD) GTANA) TCT(Sr) GCT(Al) GAT(Asp) GAC(As) AAT(As) AAT(Asn) GTA(Val) AAT(Ast) GCT(Ala)

E:i?m AGA(Arg) TTG(Leu) AAC(Asn) ACT(Thr) GCA(Als) ATA(le) GCT(Ala) GGT(Gly) TAT(Ty) AAC(Asn) GAT(Asp) GAT(Agp) ATA(lE) AGT(S) GGT(Gly)
AAT (Asn) GAA (Glu)
FRV Lys Met Lys [le Val Val Ser Ala fsp Agp hsp Asn Val fsn Ala
(A-2 Arg Met Asn lle Ala lle Ser Ala fsp Asn fsn Asn Val Ser Gly
(V-2a Arg Leu s Th Ala lle Ser Gly Tyr s Asp s lle Ser Gly
(AV-2b Arg Lo Asn Thr Ala lle Ser Gly Tyr Asn hsp Asp Val Ser Gly
New CV-2a Arg Le Asn Thr Ala lle Ala Gly Ty Asn hsp Asn Val Ser Gly
New CIV-2b - Arg Léu Asi Thi Ala lle Ala Gly Ty Asi hsp Asp Vil S Gly
Ap300 A Lo Asn Thr Ala lle Ala Asp Tyr Asn hsp Asn(2a) val Ser Gly
(2af2h) Asp(2b)
wV-2¢ Aig Léu Asi Thi Ala lle Ala Gly Ty Asi hsp Gl Vil S Gly

Cizelge 1.2: Kopek parvovirusun farkli tipleri ve kedi FLP’de, VP2 bdlgesinde saptanan
degisiklikler (Decaro ve ark., 2012).
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CPV-2’den ayrilan, CPV-2a ve CPV-2b antijenik varyantlari yaygmn olarak
Diinyada goriilmektedir (Truyen, 2006). CPV’un tiglincii antijenik varyant1 CPV-2c,
ilk basta Glu-426’nc1 amino asidin mutant1 adiyla, ilk kez 2000 yilinda italya’da
goriilmiistiir (Buonavoglia ve ark., 2000). CPV-2’nin son antijenik varyant1 CPV-2c,
CPV-2’nin diger tipleriyle (2-a ve 2-b) beraber Italya’da sirkiile oldugu goriilmiistiir
(Martella ve ark., 2004; Decaro ve ark., 2006).

2a (18)
2b (21)
2c (1)

2b (3)
2¢ (57)

2 (4) =

Sekil 1.3: Kopek parvovirusun farkli antijenik varyantlarmin Avrupa’da dagilimi. Farkli
Avrupa iilkelerinden, CPV pozitif digski 6rnekleri veya viral izolatlardan molekiiler
yontemlerle tanimlanmasi, (CPV-2, 2a, 2b veya 2c). Parantez igerisindeki rakamlar farkli
ilkelerden tespit edilen CPV varyantlarinin sayisin1 gostermektedir. Veriler 2005-2006
yillarina aittir (italya 2006 ve Almanya 1996-2005 harig). UK: Ingeltere, B: Belgika, D:
Almanya, CH: isvigre, S: Ispanya, P: Portekiz, CZ: Cek cumhuriyeti ve I: italya. (Decaro ve
ark., 2007)

Ayrica, CPV-2c Nakamura ve arkadaslari tarafindan Vietnam’da (Nakamura
ve ark., 2004), Salikli ve arkadaslar1 tarafindan da Amerika’da tespit etmistir.
Giinlimiizde ise CPV-2’nin antijenik varyantlar1 orijinal CPV-2’nin yerine kdpek

popiilasyonlarinda yaygin olarak goriilmektedir (Mochizuki ve ark., 1993; Ybanez ve
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ark., 1995; Greenwood ve ark., 1996; Truyen ve ark., 1996, Truyen ve ark., 2000;
Sagazio ve ark., 1998; Buonavoglia ve ark., 2000, Pereira ve ark., 2000).

Antijenik variyantlarm, orijinal CPV-2 ile farki sadece bir ka¢ amino asitte
VP2 proteini bdlgesinde goriilmesidir, ancak bunlarin arasindaki genetik farklilik
zincir uzunlugunda sadece 426°nc1 pozisyonda CPV-2a (Asn), CPV-2b (Asp) ve
CPV-2c (Glu)’de goriilmektedir (Parrish ve ark., 1991, Martella ve ark., 2006).

CPV-2a ve CPV-2b soylendigi gibi sadece 5 ya da 6 amino asitte farklilik
gostermekte ve bu farklilik 2b’de 426’nc1 pozisyonda Asn-Asp’ye ve 2a’da 555°nci
pozisyonda lle-Val mutasyonu sonucunda gergeklesmektedir. Mutasyon orani
CPV’de kendi replikasyonunu konakgi hiicrenin DNA Polimerazi yardimiyla
gerceklestirdigi igin ¢ok az oranda tespit edilmis (Tattersall 1987) ve tahminen
mutasyon orant CPV’de 1x10™ ile 4x10™® mutasyon/nukleotid/y1l seklindedir
(Parrish 1991; Truyen ve ark., 1995).

1.6. Konakg1 arahig: ve patojenik potansiyeli

FPV ve CPV arasinda 6 ya da 7 amino asitte ve CPV-2 ve CPV-2a/b arasinda en az 5
ya da 6 amino asitte farklilik bulunmaktadir (Cizelge 1.2). Bunlar VP-2 sekansinda,
FPV ve CPV-2 ve CPV-2a/b aralarindaki dnemli biyolojik ve antijenik degisiklerdir,
ki bu da konak araliginin degisimine sebep olmakta ve CPV’nin evrimini incelemek

icin 6nemli bir model olmaktadir (Hueffer, 2003).

In vitro olarak FPV sadece kediden yapilan hiicre kiiltiiriinde etkili bir sekilde
cogalirken, CPV hem kedi hem de kdpek hiicre kiiltiirlerinde cogalmaktadir. In vivo

olarak FPV kopeklerde timusta ve kemik iliginde ¢ogalir, ancak digkida bulunmaz.
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CPV-2 kedide ¢ogalmazken CPV-2a/b kedilerde ¢ogalabilmektedir (Truyen, 2006).
Bu konu iizerinde c¢alismalar sunu gostermektedir ki FPV sadece kedi Tfr
reseptorlerine ve CPV-2 ve varyantlar, kedi ve kopek TfR reseptorlerine
baglanabilmektedir (Palermo ve ark., 2006). VP-2 proteininde amino asitlerin
degisimi CPV-2 ve onun varyantlarmm patojenik etkisinin artmasmma neden
olmaktadir (Carmichael, 2005). Maternal antikoru farkli diizeylerde olan
kopeklerde, deneysel CPV-2b enfeksiyonu sonucunda, bu kopeklerin digkisinda ¢ok
yiiksek miktarda virus bulunmaktadir. Ayrica bu annelerden diinyaya gelen
yavrularda, (HI) hemaglutinasyon inhibisyon titreleri 1/160 olanlarda bile hastalik
goriilmektedir (Decaro ve ark., 2005 a). CPV-2c ile ilgili olarak bir ¢calismada iki
adet Alman ¢oban kopeginde dogal enfeksiyon tespit edilmistir ve parvovirusa ait
Klinik belirtiler (mukoid veya sulu ishal ve gegici lokopeni) seklinde gézlenmistir.
Ancak hemorajik ishal veya kusma goriilmemis ve kopekler birka¢ giin iginde

iyilesmistir (Spibey ve ark., 2008).

CPV enfeksiyonu genellikle maternal antikoru diisiik olan 4-12 haftalik yavru
kopeklerde goriilmektedir (Greene ve ark., 2006). Yetiskin kopekler bu enfeksiyona
daha direnglidir ve bu da spesifik bagisikligin, asilama ve daha 6ncesinde subklinik
seyreden dogal enfeksiyonlarm sonucudur. CPV enfeksiyonu genellikle geng
kopeklerde ¢ok goriilmesine ragmen, son zamanlarda yetiskin kopeklerde de bir
sorun haline gelmistir (Kapil ve ark., 2007). Yetiskin kopeklerde CPV varhigi ile ilgili
birka¢ bilimsel rapor bulunmaktadir ki bu da cogunlukla CPV-2c ile iliskilidir
(Cavalli ve ark., 2001; Decaro ve ark., 2009a, Decaro ve ark., 2008a). CPV-2c ile
enfeksiyon 12 yasinda bir kopekte, ates (40.5° C), nabiz ve solunum hizlanmast,
kusma ve kanli ishal ve lenfopeni seklinde goriilmiistiir. Ancak birkag giin igerisinde
soz konusu kopek kendi kendine iyilesmistir (Decaro, 2009 a). CPV-2 ve
variyantlarindan kaynakli olan panleukopenia, diinyanin farkli yerlerinden evcil ve

yabani kedilerde rapor edilmistir (Truyen, 2006).
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1.7. Patogenez, patoloji ve immunoloji

Parvoviruslarda enfeksiyonun ilk asamasi virusun hiicre yiizeyine tutunmasi ile
baglamakta (Basak, 1989) ve bunun da hiicrede sialik asit reseptorii ve virus
proteininin (VP1) “n” terminalindeki glikoprotein tarafindan gerceklestigi tahmin
edilmektedir (Tattersall, 1988). CPV’un replikasyonu bagirsak kriptlerinde ve
lenfoid organlarda ger¢eklesmektedir. Ayrica virusun beyin dahil olmak iizere, tim
dokulara yayilmasi miimkiindiir (Pollock 1982; Elia ve ark., 2007; Decaro ve ark.,
2009 a). Virusun oro-nasal yolla penetrasyonundan sonra virus, gastroenterik ve
lenfoid dokularda replike olmaya baslar ve bunun ardindan enfekte lokositler
tarafindan ince barsaklarin kriptlerine yerlesir ve ishale neden olur. Enfekte
lenfositlerin lenfoid dokularda dolagimi sonucunda akut lenfopeni (genellikle
notropeni ile birlikte) meydana gelir (Pollock, 1982). Iki ya da ii¢ haftalik seronegatif
yavrularda, CPV kalp hiicrelerinde replike olma yetenegine sahiptir ve &liimciil
miyokarditlere sebep olur. Bununla birlikte bu yavrular anneleri tarafindan tretilen
antikorlar (maternal anikor) tarafindan CPV’ye kars1 korunmaktadirlar (Greene ve
ark., 2006).

Dogal bir enfeksiyon sirasinda, CPV aktif sekilde lenfopoetik sistem ve
bagirsak Kriptlerinde gogalmaya baslar (Parrish ve ark., 1995). Ilk viral replikasyon
orofarengeal lenfoid dokularda meydana gelir ve daha sonra virus kan dolasimiyla

diger lenfoid organlara ve bagirsaklara yayilir.

Histopatolojik olarak ince bagirsaklar, multifokal kriptlerde nekrozdan
etkilenir ve dalak ile timusda lenfositlerin azalmasi goriilmektedir (Greene ve ark.,
2006).
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Lokopeni kanin tim beyaz hiicrelerini kapsamaktadir (lenfosit, notrofil,
monosit ve trombositler). Lenfoid organlarda (timus, kemik iligi, lenf bezi, dalak ve
peyer plaklar1)) boliinme fazinda bulunan hiicreler virusla enfekte olurlar. Ayrica,
virusun hiicre yiizeyine baglanmasinin varligi, onlar1 sitotoksik lizis i¢in, hedef
haline getirir (Pollock, 1982).

Kopek parvovirus enfeksiyonunun patogenezi ile kedi feline parvovirus
enfeksiyonlar1 arasinda bliylik benzerlik vardir. Kopeklerde serebral hipoplazi
goriilmez ve miyokarditis sendromunun sonuclar1 kedilere goére farkhidir. Hizla
boliinen kalp hiicreleri viral enfeksiyona duyarlidir. Miyokarditis sendromunda
pulmoner 6dem belirgin bir bulgudur. Histolojik degerlendirmede kalp kasi
hiicrelerinde, intraniiklear bazofilik inkluzyon cisimcikleri ve bag doku kaybiyla
birlikte fokal miyokardiyal nekroz goriiliir. lIyilesen bazi hayvanlarda,
miyokardiyomada yaygin lenfositik infiltrasyon ve fibrozis goriilir. Enteritis
sendromunda, intestinal konjesyon yavru kopeklerde 6liime neden olur. Daha uzun
yasayan yavru kopeklerin ince barsaklar1 kalinlagir ve sertlesir. Ayrica ince
barsaklar, serozal yiizey graniiler bir goriiniime biirtiniir. Hizla boliinen lieberkiihn
kriptlerindeki barsak epitelleri enfeksiyona ¢ok duyarhdir. Histolojik olarak,
lieberkithn kriptlerindeki intestinal epitelyum hiicrelerinin nekrozunun yani sira,
timik atrofi, dalak ve lenf nodillerindeki lenfoid folikiillerde azalma goriilebilir
(Muphy ve ark., 1999).

CPV enfeksiyonunun patogenezinde mitokondriler 6nemli rol almaktadir.
Mitokondrilerin hiicrelerde enerji iiretmek, redoks dengesini diizeltmek ve Ca*’
hemostazisini yapmak gibi gorevleri vardw. Bazi durumlarda farkli hiicresel
sinyaller ortaya ¢ikmakta ve mitokondrilerin bu hiicresel sinyallere yanit1 farklilik
gostermektedir. Bu farklilik hiicrenin canli kalmasindan O6liimiine neden olacak
kadar degisik olabilmektedir (Rasola 2007; Murgia ve ark., 2009; Galluzzi ve ark.,
2012). Viral enfeksiyonlarda mitokondriler dogal bagisikligin meydana gelmesinde

(ki bu da interferonun iiretilmesinden kaynaklanmaktadir) rol alirlar (Seth, 2005).
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Mitokondri islevlerinde disfonksiyonlar ndrodejeneratif hastaliklar, diyabet ve kanser
gibi hastaliklara neden olabilir (Huttemann 2008; Lin 2006; Sivitz 2010; Chowdhury
ve ark., 2013; Modica-Napolitano 2004; Chen 2012; He X, Zhou ve ark., 2013).
Birgok viral protein mitokondri tarafindan hedef haline gelip, onlarin fonksiyonlari
yardimiyla interfere olur ve viral hastaliklarin patolojisinde rol alirlar (Ohta,
Nishiyama 2010; Williamson ve ark., 2012). Viruslar mitokondrilerin fonksiyonlarmi
kendi yararlar1 icin kullanip onlara biiyime sinyalleri gondererek, metabolik
faaliyetlerini artirmak suretiyle etkilerler (EI-Bacha, Da Poian 2013; Munger ve ark.,
2006). Viral enfeksiyonlar esnasinda ERK1/2 (extracellular regulated kinases 1 and
2) aktif olarak, hiicrede apoptozisin dniine gegmek suretiyle viral genomun hiicre
icinde replike olmasma yardimci olur. Genellikle parvoviral enfeksiyonlarin
patolojisi dogrudan enfeksiyonun sitotoksik dogasiyla bagimlidir. Enfeksiyon
sonrasinda enteritis, myokarditis ve retikiilositopeni meydana gelmektedir
(Macartney ve ark., 1984; Pollock, Carmichael 1990; Heegaard, Brown 2002). Bu
hiicre 6lim mekanizmalarinin apoptozis, nekroz ve hiicre iskeleti yeniden
diizenlenmesinin sonucudur (Poole ve ark., 2004; Nuesch, Rommelaere 2007; Abdel-
Latif ve ark., 2006; Ikeda ve ark., 1998; Moffatt ve ark., 1998; Rayet ve ark., 1998).
CPV enfeksiyonunun ileri asamalarinda ve viral replikasyondan sonra hiicrelerde
apoptozis goriiliir. (Nykky ve ark., 2010). Apoptozis CPV ile enfekte hiicrelerde
caspase 3 ve 5’in aktive olmasmin sonucudur ki bu da D¥m (depolarization of the
mitochondrial transmembrane potential) yayilmasindan meydana gelir. Kaspazlar
enfeksiyonun erken dénemlerinde aktif hale gelirler ki bu da niiklear DNA’ya zarar
verir ve D¥m depolerizasiyonu viral replikasiyon baslarken sekillenir. Baska bir
bildiride CPV’nin NS1 proteininin ekspresyonu, p53 ve Bcl-2’de bagimsiz
apoptozise neden oldugu bildirilmistir (Nykky ve ark., 2010; Saxena 2013). Bugiine
kadar yapilan ¢alismalar CPV ile enfekte olan hiicrelerin apoptozisinin enfeksiyonun
erken asamalarinda meydana geldigini gostermektedir. CPV’nin mitokondrilere
direkt yakmligi ve bagimliligi konake1 hiicrelerin erken donemlerde apoptotik yolla
Olimiine sebep olabilir. Alternatif olarak NS1 proteinin ekspresiyonu ve bunun
ardindan meydana getirdigi sitopatik etkileri, virusun konake¢i hiicrenin 6liimiine
neden olur. Bu iki olasilig1r gbz Oniinde tutarak, CPV ve mitokondrinin karigimi,

konakg1 hiicrenin erken (apoptozis) ve ge¢ olaylarina (CPE) neden olur. Bu virus ve
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mitokondri arasindaki bag her zaman konakg1 hiicrede erken donemlerde apoptozisin
olmasina neden olmaz, bazi durumlarda daha sonraki donemlerde NS1 proteininin
ekspresyonu ve bunun ardindan meydana getirdigi sitopatik etkiler, konak¢1 hiicrenin
oliimiine neden olur. CPV ve mitokondrinin isbirligi sonucu olusan oksidatif stres,
mitokondride meydana gelen oksidatif stresten daha agir ve ¢oktur. Ilging sekilde bir
cift fazli D¥Ym uzlasmasi s6z konusudur. Daha da 6nemlisi, CPV enfeksiyonunda
ERK 1 ve 2’nin sinyallerinin konak¢1 hiicrede aktive hale gelmesidir (Nykky ve ark.,
2014). Konake¢t hiicre sitoplazmasindaki CPV, enfeksiyondan sonraki 2-22 saat

arasinda mitokondrilerin istilasina neden olur.

2hpl 6 hp.i 10h p.i.

14 hpi 18 h p.i. 22 hpi.

Sekil 1.4: Mitokondrilerin immunfloresan mikroskop goriintiisii. Mitokondriler anti-COX
IV antikoru ile isaretli (kirmiz1) ve CPV anti kapsit antikoru’ile isaretli ( yesil).
(Cekirde bu resimden kaldirilmis) (Nykky ve ark., 2014)

Merge

Merge

Mitokondri ve CPV’nin birlesmesi konakg¢i hiicre sitoplazmasinda beyaz
lekeler halinde goriilmektedir (Nykky ve ark., 2014). CPV ile enfekte hiicrelerde
mitokondrilerde hasar  goriilmektedir.  Enfeksiyon  mitokondri membranmin

parcalanmasi ile meydana gelmektedir.
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Zaman (Enfeksivon sonrasy, saat)

Sekil 1.5: CPV ile enfekte olan mitokondri morfolojisi. A: Farkli zamanlarda, enfeksiyon
sonrasi, EM yardimiyla ¢ekilen resimler. B: Bir CPV enfeksiyonunu takiben mitokondri
hasar1 ( Resimler 22 saat enfeksiyondan sonra cekilmis. I, ok; membranin sismesi. i, **;
membramn zarar gormesi ve C; kristanin Kaybolmasi. Iil; hasarli mitokondri
i¢cinde otofagosom gibi yapilar goriildi. C: Zarar géren mitokondrilerin yiizdesi ve zamanla
baglantis1 (Nykky ve ark., 2014)
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1.8. Klinik Belirtiler

Klinik belirtiler virusun inkubasyon periyodundan sonra (3-7 giin arasi) meydana
gelir. Bu semptomlar anoreksi, depresyon, kusma ve mukoid veya kanli ishal, sik sik
dehidratasyon ve atesten ibarettir. Lokopeni sabit bir bulgudur ve beyaz kan hiicreleri
(WBS) sayimi ile dlgiilir ve bu hastalikta 2000-3000 hiicre/ml kan altindadir.
Ancak bazi zamanlarda beyaz kan hiicreleri normal degerde bulunur ki bu da virus
kaynakli olan lenfopeni ve firsat¢t bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
sonucunda nétrofilden kaynaklanir. Eszamanli akciger enfeksiyonlar: solunum
sisteminde problemlere sebep olur. Subklinik ve belirgin olmayan enfeksiyonlar,
yetiskin koOpekler ve maternal antikor titresi diisiik olan yavrularda sik sik
goriilmektedir (Decaro ve ark., 2005 a). Mortalite oranlar1 yavrularda % 70'e kadar
olabilmekte ancak yetiskin kdpeklerde % 1’in altinda kalmaktadir. ince bagirsaklarda
hemorajik enteritisler, mezenterik lenf digiimlerinde ve peyer plaklarinda biiylimeler
ve kanamalar, CPV ile enfekte ve 6len kdpeklerde goriilmektedir. Hemorajik enterit
CPV’nin Kkarakteristik ve belirgin klinik formudur ve bu da enfeksiyonun hangi
asamada olduguna ve maternal antikor titresine bagh olarak goriilmektedir (Greene
ve ark., 2006).

Hastaligin klinik belirtileri hayvani predispoze kilan faktorlere (yas, stres,
cevre kosullar1 ve bakteriyel enfeksiyon) gore degisiklik gosterir. Bazi kopek wrklari
(Rottweilers ve Doberman gibi) hastaliga kars1 daha duyarlidir (Morais ve ark.,
2007). Bazen hastalik higbir klinik semptom gostermeden subklinik olarak
seyredebilir Sekiz haftaliktan kiigiik yavrularda miyokarditis ve ani kalp yetmezligi
goriiliir. Genellikle fokal miyokarditis ve solunum giicliigiine bagl olarak kisa siirede

oliimle sonuglanir (Y1lmaz, 1998).

Simdiye kadar yasa bagl olarak, kdpeklerde farkli sendromlar tanimlanmuigtir.

Miyokarditis yavru kopeklerde, ani 6lim ve higbir klinik semptom gostermeden
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meydana gelir. Baz1 yavru kopekler bu durumu atlatmay1 basarirlar ama 6miir boyu
kardiyal problemlerle kars1 karsiya kalirlar. Miyokarditis agirlikli olarak 4-8 haftalik
yavru kopeklerde tespit edilmektedir (Pollock, 1982).

1.9. Tan1 ve ayirici tani

CPV enfeksiyonunda tanmin hizli bir sekilde konulmasi ve hasta kopeklerin
barmaklarda ve hayvan yetistirme yerlerinde diger kopeklerden ayrilmasi, sekonder
enfeksiyonlar1 onlemek agisindan ¢ok onemlidir. CPV enfeksiyonunun teshisinde
Klinik belirtilere dayanarak ve bu klinik belirtilerin kopeklerde ishale neden olan
diger viral patojenlerle, (6rnegin koronaviruslar, adenoviruslar, morbilliviruslar,
rotaviruslar, reoviruslar ve noroviruslar) benzerlik gostermesi nedeniyle zordur
(Greene ve ark., 2006). Klinik olarak siipheli vakalarda laboratuvar testlerinin
yapilmasi gerekmektedir. Bu amagla CPV enfeksiyonunun laboratuvar tanisi igin, bir
cok yontem gelistirilmistir. Genellikle bu testler siipheli hayvanin diskis1 ve eger
hayvan olii ise bagirsak ve bagirsak igerigi tizerinde yapilir. Enfeksiyonun daha ileri
dénemlerinde kanda viremi tespiti amagiyla EDTA’l1 kan 6rnegi kullanilir (Decaro

ve ark., 2005 a).

1.9.1. Klasik yontemler

CPV enfeksiyonunun Kklasik tanisinda, giiniimiizde var olan tek yontem, viral
antijenlerin, antikor esasli testlere dayanarak, tesbitidir (Greene ve ark., 2006).
Bununla birlikte, bu testlerin duyarliliginin, diger geleneksel ve klasik tani
yontemlerin,  molekiiler  yontemlere gore az  oldugu, kanitlanmustir.
Immunokromatografi (IC) tekniginin, molekiiler testlerle karsilastirildiginda,
duyarligininin niikleik asit bazli teste gore % 50’nin altinda oldugu goriilmektedir.
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Ancak IC testinin spesifitesi %100’dur. IC testinin duyarliliginin az oldugu ve bunun
yani sira virus miktarimin enfeksiyonun daha sonraki asamalarinda, digkida az olmasi
veya CPV enfeksiyonuna kars1 bagirsak lumeninde, antikor titresinin yiiksek olmast,
bir ¢ok yanlis sonuglara yol agabilir (Desario ve ark., 2005). Bir bagka ¢alismada, es
zamanli antikor temelli 3 farkli ticari kitin, PCR ve immunoelektron mikroskobu
yontemiyle yapilmasi, bu tiir testlerin yiiksek 6zgiilliikk ve diisiik hassasiyete sahip
oldugunu bir kez daha ortaya koymustur (Schmitz ve ark., 2009).

CPV ve diger carnivor parvoviruslari arasinda yakin genetik iliski nedeniyle,
CPV i¢in kullanilan teshis amagli testler, FPV’de de aynen kullanilmaktadir (Neuerer
ve ark., 2008). Bunlara ek olarak HI testi ve virus izolasyonu da yapilabilmektedir.
Ancak bu testlerin yapilabilmesi igin 6zel laboratuvarlar gerekmektedir. HI testi igin
domuzdan alinmis taze eritrositlere ihtiya¢ vardir. Domuz eritrositleri yaninda, kedi
ve maymun eritrositleri de kullanilabilmektedir. Ancak bu materyallerin yeterli
miktarda HI testinin yapilabilmesi i¢in hazirlanmasinin zor ve pahali oldugu da
unutulmamalidir. HI testinden daha verimli ve kaliteli sekilde sonu¢ almak i¢in, bu
testte kullanilan eritrositlerin, hasta olmayan ve stresten uzak olan hayvanlardan
alinmasi gereklidir (Desario ve ark., 2005). Buna ek olarak bir ¢alismada, CPV-2’nin
bazi varyantlarmm HI testine daha az duyarli oldugu da bildirilmistir (Cavalli ve
ark., 2001).

Virus izolasyon calismalar1 i¢in hiicre kiiltiirii laboratuvarlar1 yaninda
yetismis uzman personel de gerekmektedir. Ayrica uzun siireli inkubasyon
kosullarina (5-10 giin) ve bu izolasyonun identifikasyonu igin, IF veya HI gibi
dogrulama testine ihtiyag vardir. Bu iki testin dezavantaji, CPV enfeksiyonu siipheli
hayvandan alinan materyalin i¢inde CPV’ye kars1 antikor bulunmasi (antikor titresi
de Onemli) ve bunun ardindan HI (Hemaglutinasyon Inhibisyon) ve VI (virus
izolasyon) testinde bu antikorun virus reseptorlerine baglanarak, yanlig sonuglara yol
agmasidir (Desario ve ark., 2005). Bu olay dogal (Decaro ve ark., 2005b) ve deneysel

enfeksiyonlarda tespit edilmistir (Decaro ve ark., 2005a).
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Parvovirus morfolojisinin elektron mikroskop yontemi ile incelenmesinin de
az duyarli oldugu bildirilmistir. Ayrica viral partikiillerin, immunohistokimya
yontemiyle, bagirsak, beyin ve dil tizerinde varlig tesbit edilmistir (Greene ve ark.,
2006). Serumda CPV antikorlarinin belirlenmesi, ayrica ELISA’ya dayandirilan
ticari tanisal test Kitleri, son yillarda serolojik CPV spesifik IgM-IgG antikorlarinin

kullanimini devreye sokmustur. Bu testler olduk¢a duyarli yontemlerdir.

1.9.2. Molekiiler yontemler

Molekiiler yontemler genellikle konak¢mnin immun yanitindan etkilenmezler, ancak
bu testler igin 6zel laboratuvarlara, yetismis uzman elemanlara ve yeterli zamana
ihtiyag¢ vardir. CPV enfeksiyonuyla ilgili bir niikleik asit hibridizasyon analizi 19901
yillarin basindan beri uygulanmaktadir (Remond ve ark., 1992). Daha sonra, bu
yontem gelistirilmis ve eski PCR yontemleriyle karsilastirildiginda duyarliliginin
yiksek oldugu tesbit edilmistir (Desario ve ark., 2005). Son yillarda, CPV
enfeksiyonu tanisinda, izotermal amplifikasyon ve ¢ogaltma dongiisii, PCR yerine
onerilmistir (Cho ve ark., 2006). Belirten bu yontemlerde virusun kantitasyon
Ozelligi yoktur ve 6rnek sayisi fazla oldugunda, bu tiir galismalarda kontaminasyon

riski artmaktadir.

Daha sonraki yillarda TagMan teknolojisine dayali, Real Time PCR testi
gelistirilmistir. Bu test hizli, spesifik ve yiiksek hassasiyete sahip bir testtir (Decaro
ve ark., 2005d). Real Time PCR’da kantitasyon 6zelligi sayesinde hasta kdpeklerin
enfeksiyonun hangi asamasinda oldugu ortaya konulmakta ve bu hastaligin
barinaklarda ve hayvan yetistirme yerlerinde oniine gegilmesini ve bunun ardindan
hastaligin prognozu ve tedavisi ile ilgili olarak Onemli adimlar atilmasini
saglamaktadir. Bu yontemin bagarist hem dogal enfeksiyonlar hem de (Decaro ve
ark., 2005b) deneysel enfeksiyonlar sirasinda tespit edilmistir (Decaro ve ark.,

2005a). Ayrica virus miktarmmn varhigt ve dagilimi farkli dokularda tespit
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edilebilmektedir (Decaro ve ark., 2007c). Real Time PCR teknigi yardimiyla CPV,
transkript RNA’smm (mRNA) varligi ve replikasyonu, merkezi sinir sisteminde
lokalizasyonu tespit edilmistir (Elia ve ark., 2007). Son yillarda TagMan dayali Real
Time PCR yerine, Syber Green dayali Real Time PCR teknigi 6nerilmektedir. Bu
yontemde kantitasyon 10 kopya DNA’y1 bile gosterebilmektedir (Kumar, Nandi
2010).

1.10. Nekropsi

Lezyonlar cogunlukla gastrointestinal kanalda ve lenforetikiiler dokularda sinirli
olarak kalir. Midede genellikle seffaf renkte yapigkan mukus ve safra vardir. Barsak
lumeni bos, barsak duvar1 6demli ve lastik boru goriinlimiindedir. Barsak
mukozasinda duedonumdan jejenuma kadar, yer yer hiperemi ve erozyonlar vardir.
Bazen de yaygin sekilde sarimtirak boz renkte bir eksudatla ortiiliidir. Kolonlarda,
cogu olgularda kanamalara rastlanir. Peyer plaklar1 belirgin, mezenterial lenf

diigmeleri biyiik, kesit ylizeyleri nemli-hiperemik, bazen de kanamali olarak

gozlenir (Pollock, 1982).

Mikroskobik olarak, barsaklardaki mukozal lezyonlar jejunum bolgesinde,
diger ince barsak kisimlarma oranla daha belirgindir. Kimi olgunlarda ise, her iki
barsak segmentindeki lezyonlar siddetlidir. Villoz epitel 6rtii tamamen dokiilmiis ve
cogunlukla atrofik gdriinlimdedir. Baz1 olgularda villuslarda kiitlesme ve kaynasma,
bazilarinda ise nekrotik bozukluklar goriilebilir. Olaylarda en belirgin degisiklikler,
kriptlerde meydana gelmektedir. Liimenlerde normal ya da genislemis olarak
bulunan biiylik, diizensiz kriptlerin bazofilik epitelyum hiicrelerinde dejenerasyon,
nekroz ve deskuamasyon goriiliir. Yine kript epitel hiicrelerinde mikotik faaliyetlere

ve intraniiklear inkliizyon cisimciklerine rastlanmistir (Muphy ve ark., 1999).

23



1.11. Tedavi

Hastaligin spesifik bir tedavisi yoktur. Ancak CPV’nin meydana getirdigi
gastroenteritisin tedavisi semptomatik olarak yapilmaktadir. Genis spektrumlu
antibiyotikler sekonder bakteriyel enfeksiyonlara karsi etkilidir. Bu amagla
aminoglilozid, gentamycin, kanamycin uygulanabilir ve penisilin oral veya
parenteral olarak yiiksek dozda kullanilabilir. Ayrica CPV’de endotoksik soka karsi
hidrokortizon ve fluniksin meglumin 6nerilmektedir (Yilmaz 1998). Siirekli olarak
kusan kopeklerde antiemetikler kullanilir. Antidiyaretik ilaglar ¢ok dikkatli
kullanilmalidir. Clinkii barsak hareketlerinin yavaglamasi sonucunda endotoksinlerin
emilimi artar. Hipovolemik kdpeklerde su kaybini karsilamak amaciyla parenteral
sivi uygulamalar1 plazma ya da tam kan transfiizyonlar1 endikedir. Destekleyici

tedavi olarak da hemostatikler ve vitamin preparatlar1 kullanilir (Y1lmaz 1998).

1.12. Korunma

CPV enfeksiyonunun korunmasinda asilama en o6nemli uygulamadir. Inaktive
asilarin kullanmasinda kisa siireli kazanilan bagiskliktan dolayi, modifiye edilmis
canli virus asilar1 (MLV) daha ¢ok tercih edilmektedir. Hastaliktan korunmada,
yavru kopeklerin hastalardan ayrilmasi ve 6zellikle enfekte kopeklerin digkiladiklar
yerlerden wuzak tutulmalar1 gerekir. Barmaklarin dezenfeksiyonunda sodyum

hipoklorit soliisyonlarmnin kullanimi yarar saglamaktadir.

Dogal CPV enfeksiyonunun ardindan, hizla immun yanit olusur.
Enfeksiyonun 3-5. giinlerinde nétralizan antikorlar tespit edilir ve kisa siirede ¢ok
yliksek titrelere ulasabilir. Dogal enfeksiyon sonrasi bagisiklik yasam boyu devam
edebilir. Maternal antikorun bir kismi transplasental olarak aktarilabilirken, biiyiik
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bir kism1 da kolostrum yoluyla aktarilir. Yavru kdpeklerdeki dogal pasif antikor
titresi, maternal antikor titresiyle paralellik gosterir ve bu yiizden oldukg¢a
degiskendir. Maternal antikorlar birkag¢ haftadan en fazla 20 haftaya kadar siirebilen
bir koruma saglar Sekil 1.6. (10-15 haftalar arasi kritik donem). Sitotoksik T
hiicreleri hem enfeksiyon, hem de asilama sonrasi iiretilebilir (Pollock, Carmichael
1982).

2560
1280
G40 =
320
160 -
B0 -
T
20
10 =

Mlaternal antikor

Antikor titresi

Sekil 1.6: Maternal antikor titresinin zamanla baglantisi.
(Pollock, Carmichael 1982)

Enfeksiyona Kkarsi gelistirilmis asilar bliylik 6nem kazanmistir. Bu amagla
uygulanan homolog inaktif asilar, enfeksiyonlar1 kontrol altma alir. Fakat, bu asilar
canine parvoviral miyokarditisten = korunmada etkili degildir. Ayrica feline
panleukopenia olusturan virus ile, CPV arasinda benzerlik nedeniyle canli FPL asis1
da enfeksiyondan korunmada kullanilabilir. Ayni zamanda yiiksek titreli CPV
antikoru tagtyan serumlar 1-2 mg/kg dozunda saglikli yavrulara uygulandiginda pasif

immunite saglamaktadir (Pollock 1982, Muphy ve ark., 1999).

Yavrular annelerinden aldiklar1 maternal antikor titresine bagli olarak 6-18
hafta ya da daha fazla siire korunabilirler. Yavrularin % 25’1 alt1 haftalik, % 40’1
dokuz haftalik, % 60’1 onii¢ haftalik, % 80’1 onalt1 haftalik, % 95 ve daha fazlasi
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onsekiz haftalik olduklarinda aktif bagisiklik kazanirlar. Bir yavrunun antikor
seviyesini bilmeden pratik bir asilama programi tavsiye etmek giigtiir (Pollock 1982).

Siitten kesilmis yavru kopeklerde, asilama sirasindaki pasif olarak kazanilan
antikorun yiiksekligi, asilama yetersizliginin en yaygin nedenidir. Yavru kopekler
maternal antikorun yaklasik % 10’unu transplasental yolla alirken, % 90’mi1
kolostrum yoluyla alirlar. Pasif olarak kazanilan maternal antikorlarla, yavrular en
duyarl olduklar1 donem boyunca korundugu i¢in giiniimiizde miyokarditis sendromu
nadir olarak goriilir. Kopek IgG’lerinin yartlanma siiresi 10 giindiir.
Hemagliitinasyon inhibisyon testinde antikor titresinin 1/80 ve daha yiiksek
olmasinin koruyucu olmasi belirlenmistir, bu ylizden diisiik antikor titreli annelerden
dogan yavrular, dogum sonras1 4-6 hafta gibi kisa bir silirede virusa duyarh
olabilirler. Oysa ki yiiksek titreli annelerden dogan yavrular 12-20 hafta siirece
enfeksiyona kars1 bagisik olabilirler. Seronegatif annelerden dogan yavrular, dogum
sonras1 enfeksiyona karsi duyarhidirlar.  Maternal olarak kazanilan immunite
yavrular1 vahsi virus enfeksiyonuna karsi 2-10 hafta boyunca korur. Tam olarak
maternal antikor diizeyinin diisiik ve yavrularin enfeksiyona duyarli oldugu, serolojik
testlerle belirlenebilir. Ancak bu yontem pahali ve bir ¢ok durumda pratik degildir
(Muphy ve ark., 1999).

Murphy ve ark. (1999) doksanli yillarda CPV profilaksisi i¢in yavrularin
dogum sonras1 6, 9, 12, 15 ve 18. haftalarda ilk bagisiklamalarmnin yapilmasi ve

takiben yillik olarak asilanmasini 6nermistir (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7: Maksimum immun yanit i¢in agilama onerisi (Murphy ve ark., 1999)

Giiniimiizde ise klasik asilama, yavrularda 6-8 haftalik yasta baslayip, 18-20
haftaya kadar devam eden siiregte 2-3 hafta araliklarla, bir seri asilama yapilmasi
yoniindedir. Son yaklasim titresi yiiksek olan virus iceren asilarin kullanilmasidir.
Boylece virus konakta daha fazla replike olabilmekte ve yiiksek titrede bagisiklik
olugabilmektedir. Asilama stratejileri ile birlikte, duyarli olduklar1 siire boyunca
enfekte olma olasiligini azaltmak i¢in yavrulari izole etmek énemlidir (Mittal ve ark.,
2014; Pollock 1982). CPV enfeksiyonundan iyilesen kopekler ise hayat boyu bagisik

kalirlar.
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1.13. Tezin Amaci ve Onemi

Tiirkiye’de bugiline kadar yapilan ¢alismalar i¢inde yerel parvovirusun molekiiler
karakterizasyonu calismalari son derece kisithidir ve virusun izolasyonuna ydnelik
calismalara rastlanmamistir. Bu ¢alisma, yapilacak olan molekiiler karakterizasyonu
ile birlikte virusun VP2 geni diizeyinde genetik orijininin ve sirkiile olan dominant

parvovirus tipinin belirlenmesi agisindan 6nemlidir.

Bu genel yaklasim dogrultusunda, ilk basamakta gastroenteritis semptomlu
kopeklerde, enfeksiyona sebep olan virusun tespiti yapilacaktir. Tespit edilen virusa
ait molekiiler diizeydeki c¢alismalar ile virusun molekiiler karakterizasyonun
yapilmasi ve filogenetik analizi ile sirkiile olan virusa yonelik veriler elde edilecek,
sirkiile olan dominant yerel parvovirus tipinin (CPV 2a, CPV 2b, CPV 2c¢)
belirlenmesi ve 6zellikle Avrupa’da goriilen tiplerle olan iliskisi ortaya konulacaktir.
Ayrica enfeksiyona sebep olan virusun hiicre kiiltiiriinde izolasyon ¢alismasi tezin bir

diger 6nemli amacin1 olusturmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1. Orneklenen hayvanlar ve numuneler:

Ankara’da yerlesik 6zel veteriner Kkliniklerinden ve/veya muayenehanelerden
klinik olarak gastroenteritis semptomu gosteren, parvovirus enfeksiyonu on tanisi
konulmus ve/veya parvovirus siipheli 100 hayvana ait ¢esitli 6rnekler viral tani

amaciyla alinmis, 6rnek dagilimi Cizelge 2.1°de sunulmustur.

Ornek Say1
Gaita 5
Rektal swab 35
Kan 57
Nazal swab 3

Toplam 100

Cizelge 2.1: Aragtirmada kullanilan 6rneklerin dagilimi

S6z konusu ornekler alinmadan 6nce, hasta sahipleri alinan Orneklerin
parvovirus yoniinden tanisinin yaninda ileri tetkik sonug¢larinin da yukarida adi
gegen tez projesinde kullanilabilmesi yoniinde bilgilendirildi ve “Aydinlatilmis
Onam Form’lar1 okutularak onaylar1 alindi. Ornekler 2013 yilinda ii¢ farkl
donemde toplandi. Birinci donem 03.03.2013 ve 20.04.2013 tarihleri arasinda
olmak {izere toplam 27 adettir. Ikinci dénem 10.05.2013 ve 30.07.2013 tarihleri

arasinda olup toplam 45 adet &rnek temin edilmistir. Uciincii dénem ise
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14.09.2013 ve 27.12.2013 tarihleri arasini1 kapsamakta ve 28 adet Ornegi

icermektedir. Orneklenen hayvanlarin yas araliklar1 ise ¢izelge 2.2°de sunuldu.

Yas grubu Ornek sayisi
0-3 Ay 17
3-6 ay 25
6> 26
Bilinmeyen 32

Cizelge 2.2: Arastirmada 6rneklenen hayvanlarin yag dagilimi

Diger taraftan arastirmada Orneklenen hayvanlardan 42 adedinde ishal, 24
adedinde kanli ishal ve kusma, 34 adedinde ise 1limlh seyirli ishal ilk klinik bulgu
olarak tespit edildi (Cizelge 2.3).

Klinik belirti Ornek sayisi
Siddetli ishal 42
Kanli ishal ve kusma 24
[limli seyirli ishal 34

Cizelge 2.3: Orneklenen kopeklerin Klinik belirtileri
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2.1.2. Hiicre kultirii

Virus izolasyonu amactyla CRFK (Crendall Rees Feline Kidney) hiicre kiiltiirii
kullanildi. S6z konusu hiicre kiiltiirii Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi,
Viroloji Anabilim Dali hiicre koleksiyonundan saglandi. CRFK hiicre kiiltiiriiniin
devamhigt DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ve % 10 FBS (fetal
bovine serum) ve antibiyotik (100 unite/ml penicillin G potassium ve 0.5 mg/ml
streptomycin sulfate) kullanilarak saglandi. izolasyon calismasinda kullanilan hiicre
hatt1 ve hiicrenin devamliliginda kullanilan fotal dana serumu nonsitopatojen BVDV

varlig1 yoniinden test edildi ve virus negatif seriler kullanildi.
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2.2. YONTEM

2.2.1. Orneklerin hazirlanmasi

Parvovirus enfeksiyonu On tamli veya parvovirus enfeksiyonu stipheli
hayvanlardan alman ornekler, viral niikleik asit tespiti ve virus izolasyonu igin 6n

hazirliga tabi tutuldu.

Gaita, bu amagla laboratuvara getirilen gaita 6rnekleri 1/10 olacak sekilde
steril PBS ile sulandirildi ve vorteks’lenmek suretiyle drneklerin iyice karigmasi
saglandi. Daha sonra gaita ornekleri 3000 devirde +4°C’de 30 dakika siireyle
santrifiije tabi tutuldu ve santriftij sonrasmnda iistte kalan sivi (siipernatant), bir
porsiyonu viral niikleik asit tespiti amaciyla PCR (polymerase chain reaction)
testine tabi tutulmak iizere, bir porsiyonu ise virus izolasyonunda kullanilmak
tizere 2 tiipe ayrildi. Virus izolasyonu amactyla kullanilacak olan porsiyon PCR
sonucu ¢ikincaya kadar -80°C derin dondurucuda saklandi. Viral niikleik asit

varligini tesbit etmek amaciyla ayrilan 6rnege ise PCR uygulandi.

Rektal swap, Diskisi alinamayan ve benzer on tam veya siipheyle
yaklasilan kopeklerden rektal swap Ornekleri alindi. Alman swaplar, icinde 3 ml
steril PBS bulunan tiiplere tasindi ve bu PBS i¢inde vortekslenerek karismalari
saglandi. Swap cubuklar tiiplin kenarmna siyrilarak uzaklastirildi ve elde edilen
gaita-PBS karisimi 3000 devirde +4°C’de 30 dakika siireyle santrifiije tabi tutuldu.
Siire sonunda tiip igindeki supernatant, PCR ve virus izolasyonu amaciyla 2’ye
boliindii. Virus izolasyonu amactyla boliinmiis porsiyon -80°C dondurucuda

saklanirken, molekiiler tan1 amaciyla ayrilan 6rnek PCR’a alind1.

Tam kan, Gaita veya rektal swap 6rneklemesi yapilamayan ve benzer 6n
tan1 veya slipheyle yaklasilan kopeklerden alindi. Antikoagulan1 (EDTA-ethylen
diamine tetra-acetic asit) tiiplere alnan kanlar laboratuvarda 2000 devirde 10
dakika santrifiije tabi tutuldu. Tiip i¢inde tabakalanan kan hiicrelerinden lokosit
tabakas1 bir pastor pipeti ile ¢ekildi ve 3 ml steril PBS i¢ine aktarildi. Burada
pipete edilerek karistirllan 16kositler 3 kez yikandiktan sonra 2 ml PBS icinde
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stispanse edildi. Elde edilen 16kosit siispansiyonu yine viral niikleik asit tespiti ve
virus izolasyonu amaciyla 2’ye boliindii. Viral niikleik asit tespiti amaciyla
kullanilacak olan 6rnek PCR’a tabi tutuldu, virus izolasyonuna tabi tutulacak

porsiyon ise PCR sonucu ¢ikincaya kadar -80°C dondurucuda saklandi.

Nasal swab, Gaita ve kan 6rnegi almamayan ancak benzer on tani veya
slipheyle yaklasilan ve burun akmtisi olan 3 adet kopekten nasal swap alindi ve
3’er ml steril PBS iceren tiiplere aktarildi. Vortekslendikten sonra swap cubuklari
tiipiin kenarma siyrildi ve uzaklastirildi. Mevcut karisim 3000 devirde +4°C’de 30
dakika siireyle santrifiije tabi tutuldu. Siire sonunda tiip i¢indeki slipernatant 2
porsiyona ayrildiktan sonra bir adedi molekiiler tan1 amagh kullanima alind1 digeri

ise virus izolasyon ¢ahsmasinda kullanilmak {iizere -80°C’de donduruldu.

2.2.2. Polymerase Chain Reaction (PCR)’da kullamlacak 6rneklerden viral DNA
Ekstraksiyonu

Viral niikleik asit varhgmi tespit etmek icin yapilacak PCR’da kullanilmak {izere
on hazrrligi yapilan tanm1 materyallerine  konvansiyonel yontem ile DNA

ekstraksiyonu yapildi. Bu amagla;

Stipheli 6rnekten 325 ul bir ependorf tiipe alind1.

Uzerine esit hacimde (325 pl) soliisyon D ilave edildi ve 15 saniye vortekslendi.
Karigim tizerine 325 ul alkali fenol ve 325 ul kloroform/izoamil alkol (24:1)
konuldu ve 15 saniye vortekslendi.

Karisim 12000 devirde 10 dakika santrifiije tabi tutuldu.

Santriftij sonunda 700 pl siipernatant yeni bir ependorf tiipiine aktarild1 ve tizerine
700 pl izopropil alkol eklendi.

3 M Na asetattan 1:10 oraninda (140ul) karisimin iizerine eklendi ve 10 saniye
vortekslendi.

Karisim 1 saat -80°C’de bekletildi.

Siire sonunda oda derecesinde ¢oziildii ve 12000 devirde 10 dakika santrifiije tabi

tutuldu.

33



- Usteki sv1 gekildi ve pelet, 300 pl % 70 Etanol ile yikand: ve tekrar 12000
devirde 2-3 dakika santrifiije tabi tutuldu.
- Etanol gekildikten sonra, 37 °C’de kurutulan pelet 20ul distile su ile sulandirildi.

2.2.3. Primer cifti ve Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR, laboratuvarda 6n hazirhigi yapilan Orneklere ait ekstratlardaki olasi viral
niikleik asidin, laboratuvar ortamimda primer denilen sentetik oligoniikleotid diziler
yardimiyla ¢ogaltilmasi iglemidir. Calismada konvansiyonel PCR yontemi ile CPV
niikleik asit tespiti amaciyla kullanilan reagent’lar ve kullanilan cihazlar ile ilgili

bilgiler asagida sunulmustur.

e Pfu Taq DNA Polymerase, Fermentas, Litvanya
e DNA Ladder, 100-3000 bp, Fermentas, Litvanya
e Termal Cycler TC — 3000, Techne, UK

e Termal Cycler TC — 312, Techne, UK

e Jel Goriintiileme Sistemi 100, Kodak, Japonya

Konvansiyonel PCR tekniginde Ozkul ve ark. (Ozkul ve ark., 2001)’nin
VP-1 ve VP-2 genine yonelik olarak bildirdikleri primer ¢ifti kullanildi ve primer
dizinleri Cizelge 2.4’te gosterildi.
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Primer Sekans (5'-3") Pozisyon

CPV-P1 (Forward) | ATggCACCTCCggCAAAgA 2285-2303

CPV-P2 (Reverse) | TTTCTAggTgCTAgTTgAg 4512-4530

Cizelge 2.4: \VP-1 ve VP-2 genine yonelik olarak kullaninan primer ¢ifti
(Ozkul ve ark., 2001)

PCR asamalar1 ve bu asamalarda uygulanacak derece (°C)/siire degerleri asagida

sunuldugu sekilde gerceklestirildi.

1- Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C’de 6 dakika

2- Denatiirasyon 94°C’de 60 saniye

3- Annealing (baglanma) 52°C’de 60 saniye 35 siklus
4- Extension (uzama) 72°C’de 150 saniye

5- Final extension 70°C°de 10 dakika

2.2.4. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

Amplikonlarin jelde goriintiilenmesi amaciyla, %1’lik agaroz (Prona, EU) 0,5X

TAE, (Tris Asetat - Ethylene Diamine Tetra Acetic acid) soliisyonu igerisinde
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¢oziildi ve mikrodalga firminda kaynatildi. Uygun sicaklik degerine gelmesinden
sonra tizerine 0,5ng/ml konsantrasyonundaki ethidium bromide (Sigma, ABD) ilave
edilerek taragi yerlestirilmis jel tastyicisima dokiildi. Yaklasik 20 dakika sonra
soguyan agarozdaki taraklar ¢ikarilip, jel tasiyicist elektroforez tankina yerlestirildi.
PCR iirtinleri 6X yiikleme boyas1 (6x Loading Dye, Fermentas, Litvanya) ile pipete
edilerek kuyucuklara yiiklendi. Spesifik {riiniin belirlenmesi i¢in 1pl 100-3000
bp’lik DNA merdiveni (Fermentas, Litvanya) her iki bastaki kuyucuklara yiiklendi.
0,5xTAE soliisyonu igerisindeki jele 30 mAmp elektrik akimi, 20 dakika
uygulanarak DNA gocii saglandi ve jel goriintiileme sistemi (Kodak, Gel Logic 100,
ABD) kullanilarak PCR sonrasinda olusan bantlar (2245 bp) goriintiilendi.

2.2.5. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

CPV niikleik asiti yoniinden PCR’da pozitif olarak tespit edilen iirlinlerden en
kuvvetli bant olusturan 15 adedi sekans islemine tabi tutulmak iizere saflastirildi. Bu
amacla 50pl PCR {riinii ve 10ul 6 x yiikleme boyas1 olacak sekilde karistirilip %1
lik jelde hazirlanan kuyucuklara 100-3000 bp’lik DNA merdiveni ile birlikte
yiiklendi. DNA gogii sonrasinda goriintiilenen 2245 bp’lik DNA bantlar1 steril bir
bistiiri yardimiyla jelden kesilerek ayrildi ve 1,5 ml’lik ependorf tiiplere konuldu.
Elde edilen jel pargalar1 ticari bir piirifikasyon kiti (High Pure PCR Clean/extraction
Kit, Roche, Almanya) ile tiretici firmanin 6nerdigi yontem kullanilarak saflastirilda.
Elde edilen saflastirilmis DNA’lar, dizin analizinde kullanilmak tizere - 20°C’ de

saklandi.
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2.2.6. Sekans ve filogenetik analiz

Saflastirilnug 15 adet DNA hizmet ahmu ile (Intergen genetik merkezi, Cankaya,
Ankara) yeni nesil sekans analizine SBS yontemi (Sequencing By Synthesis) ve
Miseq (Illumina Inc Kiti) yeni nesil DNA dizileme cihazi kullanilarak tabi tutuldu.
Analiz sonrast elde edilen veriler National Center Biotechnology Information
(NCBI) servisinin BLAST web sayfasinda (Anonim 6:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast)  saglanan =~ Gen  bankasi  hizmetinden
yararlanilarak tanimlandi. Datalarm analizi i¢in referans olarak parvovirusun tiim
genomu, M19296 (Reed ve ark., 1988) kullanildi. Dizinler BioEdit ve Clustral W
(Hall. TA 1999) vyazilim kullanilarak kendi aralarinda karsilastirildi. Fasta
formatma gevrilen tiim verilere Neighbor-Joining metoduna gore bootstrap analizi
(1000 tekrar) yapildi (Saitou and Nei, 1987). Evrimsel mesafeler Tamura-Nei
method (Tamura and Nei, 1993) yontemi kullanilarak hesaplandi. Evrimsel analiz
MEGA 6 (Tamura ve ark., 2013) ile gerceklestirildi. Evrimsel analiz i¢in tercih

edilen degerlendirme kriterleri asagida sunuldu:

Analiz
Analiz...........ooooiiiiiiii . Filogeni Yapilandirmasi
Kapsam..............coo coviiiin, Se¢ilen Ttm dizinler
Istatiksel Metod ....................... Neighbor-Joining metod
Filogeni Test
Filogenitesti ........................... Bootstrap Metodu
Bootstrap Replikasyon sayist ........ 1000

Substitiisyon Modeli

Substitiisyon Tipi..................... Niikleotid
Model/Metod............cccceini ... Maksimum Karma Benzerlik
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Oranlar ve Kaliplar

Bolgeler arasindaki oranlar............... Degismeyen oranlar

Suglar arasindaki kaliplar.................. Ayn1 (Homojen)

Kullanilan veri gruplan

Bosluklar/ Eksik Veri Islemi............ Tamamen Silme

Dahil kodonlar............................ linci+2inci+3iincii+Non-koding

2.2.7. Virus izolasyonu

PCR’da pozitif olarak tespit edilen orneklerin, hiicre kiiltiirii inokulasyonu ve
izolasyon ¢alismasi i¢in derin dondurucuya kaldirilan es porsiyonlar1 ¢oziilerek 0.2
nm’lik filtrelerden (Orange scientific, Cat.N0:1520012, Bel¢ika) gegirilmek suretiyle
hiicre kiiltiiriine inokulasyona hazir hale getirildi (Parthiban ve ark., 2011; Waner ve
ark., Cavalli ve ark., 2008).

Monolayer tabakalanmis CRFK hiicre kiiltiirii Tripsin-versen (Sigma. Lot:
022K7268) ile kaldirildiktan ve 120.000 hiicre/ml olacak sekilde hiicre siispansiyonu
haline getirildikten sonra 24 gozIlii makropleytlerin (Coring, No: 25820.) her g6ziine
1’er ml. konuldu. Yaklasik 2-4 saat iginde pleyt gozlerinin igindeki vasatlar gekildi
ve PCR pozitif olarak tespit edilen her ornek igin 2’ser gbze 200’er mikrolitre
adsorbsiyonlu ydntemle inokulasyon yapildi. Inokulasyondan bir saat sonra tiim
pleyt gozlerine 1’er ml DMEM konuldu ve pleytler %5 CO’li etiivlere kaldirildi.
Hergiin doku kiiltiirti mikroskobunda (Olympus CKX 41. Japan) morfolojik hiicre
degisiklikleri yOniinden kontrolleri yapildi. Hiicre kiiltiirlerinde CPE olusup
olusmamasma bakilmaksizin 4 veya 5. giinde hiicreler toplanarak 5 kez kor pasajlart
yapild1 (Hirayama ve ark., 2005; Hirayama ve ark., 2004; Mohan ve ark., 2010;

Parthiban ve ark., 2006). izolasyon calismalarinda, her pasaj sivisma PCR testi
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uygulanarak virus iiremesinin takibi yapildi. Bu amagla 427 bp’lik bir primer

kullanildi (Cesar ve ark., 2000) Cizelge 2.5te primer dizileri sunuldu.

Primer Sekans (5'-3") Pozisyon

CPV-P1 (Forward) | CTTTAACCTTCCTGTAACAG 4043-4062

CPV-P2 (Reverse) CATAGTTAAATTGGTTATCTAC 4449-4470

Cizelge 2.5: Hiicre kiiltiirii izolasyon dogrulanmasi igin kullanilan PCR primerleri (Cesar ve
ark., 2000)

Ayrica, hiicre kiiltiirlerinde seri pasajlar1 yapilan 6rneklerin 5. pasaj sivilari
Canine Parvovirus-2’nin varhg: yoniinden direkt immunofloresan (DIF) testine tabi
tutuldu.

2.2.8. Direkt Immunofloresan (IF) Testi:

PCR pozitif olarak tesbit edilen ve hiicre kiiltiirlerinde 5 seri pasajlar1 yapilan
ornekler DIF testine tabi tutuldu. Bu amagla flourescein isothiocyanat (FITC) ile
isaretli anti-CPV mouse monoclonal antikoru, (VMRD, direkt FA konjugate, catalog
no: 210-11-CPV USA) konjugat olarak kullanildi. S6z konusu konjugat sadece CPV-
2 ile reaksiyon vermekte, CPV-1 ile reaksiyona girmemektedir. Son pasaji yapilan ve
inokulasyonun 4-5. giiniinde olan 24 gozlii pleytlerdeki hiicrelerin {izerine % 3.7
formaldehit ilave edilerek hiicrelerin fikzasyonu saglandi. Pleyt gozlerindeki igerik
20 dakika sonra ¢ekildi ve ftizerine 1/10000’lik tween’li WPBS (White PBS)
konuldu. Otuz dakika sonra WPBS’le iki kez yikama yapildi. Hiicre ylizeyleri
kurutuldu ve iizerine 100 ul konjugat konuldu ve 37°C’lik etiivde, galkalayic
tizerinde 40 dakika bekletildi. Siire sonunda konjugat cekildi ve hiicre yiizeyleri
WPBS’ile iki kez yikandi. Tiim gézlere mounting buffer (50/50 FA mounting fluid
+FA rinse buffer) damlatilarak floresan mikroskopta (Nikon, Eclipse TS 100)

incelendi.
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3. ANALIiZ VE BULGULAR

3.1. Polymerase Chain Reaction (PCR)
Calismada gaita, rektal swap, kan ve nasal swab orneklerine VP-1 ve VP-2 gen

bolgesine yonelik olarak yapilan PCR sonucunda 2245 bp biiyiikliglindeki

bantlarin varlig1 o 6rnek i¢cin CPV yoniinden pozitif olarak degerlendirildi.

2245 =

Sekil 3.1: PCR tirtinlerinin elektroforez gériintiisi
M:100-3000 bp DNA merdiven
1.2.3: CPV poztif ornekler,4: CPV poztif kontrol.

Toplam 100 kdopege ait 6rnekten 52 adedi CPV yoniinden pozitif olarak
tepbit edildi (% 52) PCR pozitifliginin test edilen 6rneklere gore dagilimi ise
Cizelge 3.1’ de sunuldu.

40



Ornek Ornek sayisi PCR (+) PCR(+) %

Gaita 5 3 60
Rektal swap 35 20 57.1
Kan 57 28 49.1
Nasal swap 3 1 33.3
Toplam 100 52 52

Cizelge 3.1: PCR pozitif 6rneklerin dagilim

PCR uygulamasi sonucunda CPV genotip DNA’s1 yiiniinden pozitif
oldugu tespit edilen 52 adet olgunun yas ve klinik seyir 6zellikleri itibariyle
dagilimlar1 incelendi. Buna gore pozitif olgularin 10 adetinin 3 aydan kiiciik,
15 adetinin 3-6 ay arasinda ve 9 adetinin de 6 aydan biiyiikk hayvanlara ait
oldugu tespit edildi. Onsekiz adet pozitif olguya yas tepiti yapilmadi (Cizelge
3.2).

Yas grubu | Ornek sayis1 | PCR pozitif
0-3 Ay 17 10
36 ay 25 15
6> 26 9
Bilinmeyen 32 18

Cizelge 3.2: Calismada pozitif olgularin yas dagilimi

CPV genotip DNA’s1 pozitif olarak bulunan olgularm 7 adedinde klinik
tammlama yapilmamig iken; siddetli, kanli ve 1liml ishal tablosu sergileyen CPV

pozitif hayvan sayilar1 sirasiyla 19,16 ve 10 olarak kaydedildi (Cizelge 3.3).
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Klinik belirti Ornek sayis1 | PCR pozitif
Sidettli ishal 35 19
Kanli ishal ve kusma 20 16
[liml1 seyirli ishal 28 10
Tanimlanmamig 17 7

Cizelge 3.3: Calismada pozitif olgularin dagilimimin klinik
tant’ile baglantisi

Orneklemelerin 2013 yili i¢inde 3 farkli donemde gerceklestigi noktasmdan

hareketle yapilan degerlendirme sonuclar1 Cizelge 3.4 de sunuldu.

Donem Tarih arahg Say1
Olgu | PCR + (% donem pozitifligi)
1 03.03-20.04. 2013 27 11 (%40.7)
2 10.05-30.07. 2013 45 27 (%60)
3 14.09-27.12. 2013 28 14 (%50)

Cizelge 3.4: Ornekleme tarihleri
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3.2. Sekans Analizi ve Filogenetik Degerlendirme

Toplam 52 adet CPV pozitif 6rnekten kuvvetli PCR banti olusturan 15 adedi
oncelikle niikleik asit saflastirma islemine sonrasinda ise yeni nesil sekans analizine
tabi tutuldu. Yeni nesil sekans analizinde okuma islemi 5-9974 kez arasinda
degismekte, bu da okuma isleminde elde edilen verilerin hata oraninin son derece
diisiik olmasma neden olmaktadir. Okuma Sonrasinda elde edilen verilerin analizi
icin referens olarak parvovirusun tiim genom sekans: ( M19296) (Reed 1988) ve IGV
2.3 programi kullanild: (James ve ark., 2011). IGV 2.3 programindan elde edilen
verilerin bam dosyasindan fasta’ya ¢evirmek i¢in Unipro UGENE Version 1.15.0
programi kullanildi. Bu verileri g6z oniinde bulundurarak 15 adet farkli iiriin igin
hedef alinan 2245 bp’lik bolge kesildi. Bu kesilen bdlgeden 1755 bp’lik VP-2

bolgesi tekrar kesilerek elde edilen dizinler ek-1’de sunuldu.

Arastirmamizda elde edilen 15 adet niikleotid sekanslar BioEdite Sequence
Alignment Editor (Hall TA 1999) programiyla hizalandi. Niikleotid degisimi
gozlenmeyen identik bolgeler sekans hizalandirmasindan ¢ikararak Sekil 3.2°de

gosterildi.
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TR-01
TR-02
TR-03
TR-04
TR-05
TR-06
TR-07
TR-08
TR-09
TR-10
TR-11
TR-12
TR-13
TR-14
TR-15

TR-01
TR-02
TR-03
TR-04
TR-05
TR-06
TR-07
TR-08
TR-09
TR-10
TR-11
TR-12
TR-13
TR-14
TR-15

TR-01
TR-02
TR-03
TR-04
TR-05
TR-06
TR-07
TR-08
TR-09
TR-10
TR-11
TR-12
TR-13
TR-14
TR-15

A||"|||"'||"'||’||||'|'|||"'|||"'||||||"|||"'|||"||"|||’||||"'|||"'||"'|||'|||'||||"||"|||ﬂ
- 10 20 30 40 50 60 70 8C
ATGAGTGATGGAGCAGTACAACCAGACGGTGGTCAACCTGCTGTCAGARATGARAGAGCTACAGGATCTGGGAACGEGTC
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................. L ittt i et e a s
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GTACTTTCAATAATCAGACGGAATTTARATTTTTGGARRACGGATGGGTGGARATCACAGCARACTCAAGCAGACTTGTACE
R
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Sekil 3.2: Arastirmada elde edilen 15 olguya ait VP2 geni diizeyinde niikleotid dizilerinin

karsilastirilmasi
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ATTATTTTCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACTAGTGGCACACCAARCAAATATATACCATGGTACAG

Sekil 3.2: Arastirmada elde edilen 15 olguya ait VP2 geni diizeyinde niikleotid dizilerinin

karsilastirilmas1 (devam)
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GACGGGGGGGGGCGCARACAGATGAARATCARGCAGCAGATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCARRR

Sekil 3.2: Arastirmada elde edilen 15 olguya ait VP2 geni diizeyinde niikleotid dizilerinin

karsilastirilmas1 (devam)
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Sekil 3.2: Arastirmada elde edilen 15 olguya ait VP2 geni diizeyinde niikleotid dizilerinin

karsilastirilmas1 (devam)
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Niikleotid dizinlerin arasindaki degisiklikler g6z Oniine alinarak BioEdit
Sequence Alignment Editor (Hall TA 1999) programi kullanilarak 15 Grnege ait
amino asit ¢evirisi yapildi. Daha sonra ayni program kullanilarak amino asitler
arasinda hizalama yapildi ve amino asit degisimi gozlenmeyen identik bolgeler

sekans hizalandirmasindan ¢ikartilarak Sekil 3.3’de gosterildi.

AT TN T R T U R T R T I T e

-|40 50 60 70 80 90 100 110 120
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Sekil 3.3: Arastirmada elde edilen 15 olguya ait VP2 geni diizeyinde amino asit dizilerinin

karsilastirilmasi
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Sekil 3.3: Arastirmada elde edilen 15 olguya ait VP2 geni diizeyinde amino asit dizilerinin

karsilastirilmasi (devam)

Elde edilen 15 adet CPV, VP2 niikleotid dizinleri gen bankasindan ulasilan ve
cogunlukla yakin cografyaya ait farkli CPV genotiplerine ait dizinler ile
karsilagtirilmak stiretiyle NJ analizine tabi tutuldu. Elde edilen filogenetik analiz ile

bir filogram formatinda Sekil 3.4’te sunuldu.
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Q865518 (Yunanistan) ]
—— FJ005199 (Almanya)
FJO005237 (ltalya)
FJ005214 (Ispanya)
#TR05
FJ005246 (Ispanya)

G(Q865519 (Yunanistan) CPV -2
57 L FJ005247 (Belgika)
DQ025942 (Fransa)
>7 FJ005235 (ltalya)
DQ025956 (Fransa)
— FJ222821 (ltalya) _
B — FJ005257 (Italya) ]
62 4 TR-06
93 ¥ TR10
L & TRM
# TR-15 -
GU362934 (Italya) crv-2a
— FJ005259 (Italya)
43 & TR-11
| KF385389 (ltalya)
> KF385390 (ltalya) -
FJ005260 ({Almanya)
— KP682525 (Ispanya) CPV-2b
- & TR12
a1 & TRO7
DQ025992 (Fransa) ]
_|: KF373569 (Italya)
794 TR-14
& TR02
| | #TRO3
I’ TR-13 CPV-2b
a3 | @ TRD
I’ TR-09
100 | ¢ TR.08
FJ005264 (Italya)
FJ222823 (Italya) —
e

Sekil 3.4: Arastirmada saptanan dizinlerin VP2 bolgesi yoniinden Neighbour
joining metodu ile filogenetik analizi: - elde edilen dizinler
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CPV’un VP-2 bolgesine yapilan molekiiler diizeydeki ¢aligmalar sonunda, 15
ornekten 5 adedi CPV-2a, 9 adedi CPV-2b ve 1 adedi de CPV-2c olarak filogenetik
agacta yerini aldi. Bu sonuglar orneklemelerin yapildigir 2013 yilinda Ankara’da
sirkiile olan virusun ¢ogunlukla CPV-2b (% 60) oldugunu daha sonra sirasiyla CPV-
2a (% 33.3) ve CPV-2c’nin (% 6.6) izledigini ortaya koydu. Calisma kapsaminda
analiz edilen tiim yerel viruslarin kita avrupa tilkelerine ait belli viruslar ile dogrudan

bir iligkisi tespit edilmedi.

3.3. Virus izolasyonu

PCR pozitif olarak tespit edilen 52 6rnekten PCR pozitifligi yiiksek olan 20 adet
orijinal 6rnek hiicre kiiltiirlinde virus izolasyonu calismasina tabi tutuldu. Hiicre
kiiltiirtine aktarilan Orneklerin hepsi rektal swab’tan hazirlandi. Bu O6rneklere ait

izolasyon detaylar1 Cizelge 3.5’te sunuldu.
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Olgu no | Diskidan tamsal Virus izolasyon
PCR
CPE DIF Pasaj sivisindan PCR
1 + + + +
2 + + + +
3 + + + +
4 + - + +
5 + - + +
6 + - + +
7 + - + +
8 + - + +
9 + - + +
10 + - + +
11 + - + +
12 + - + +
13 + - + +
14 + - + +
15 + - + +
16 + - + +
17 + - + +
18 + - - -
19 + - - -
20 + - - -

Cizelge 3.5: CRFK hiicre kiiltiirtinde izolasyon ¢aligmasi sonuglar (5. pasaj)
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Hiicre kiiltlirtiinde 5 kor pasaj islemi sonrasinda 17 adet 6rnek hiicre
kiiltiirinde CPE olusturmazken, 3 o6rnek CPE meydana getirdi. Hiicre

kiiltiirlerinde CPE gosteren izolatlarin goriintiisii Sekil 3.5’te sunuldu.

Sekil 3.5: a,b,c: CRFK hiicre kiiltiiriinde CPE gosteren izolatlar,
d: hiicre kontrol. (Olympus CKX 41, Japan, X100)

3.4. Direkt IF testi

Oncelikle hiicre kiiltiirinde CPE meydana getiren Ornekler direkt
immunfloresan testine tabi tutuldu. Hiicre kiiltlirlinde CPE gosteren 3 6rnegin
yapilan direkt IF testi sonucu Ornekler Canine parvovirus -2 olarak

dogruland1. Izolatlarmn floresan mikroskop goriintiisii Sekil 3-6’da sunuldu.
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Sekil 3.6: a,b,c,d: CRFK hiicre kiiltiriinde CPE gésteren izolatlarin
direkt IF testi ile canine parvovirus-2 olarak dogrulanmasi.
(Nikon, eclipse TS100, Japan, X100)
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4. TARTISMA

Parvoviruslar omurgali ve omurgasiz hayvanlarda yaygin olarak goriilen patojen
ajandirlar ve ¢ok farkli hastaliklara neden olurlar. Canine parvovirus’un tip-1 ve tip-2
olmak iizere farkli antijenik 6zelliklere sahip tipleri bulunmaktadir. Bin dokuzyiiz
altmis yedi yilinda CPV-1 kopeklerden izole edilmis, ancak kopeklerde hastalik
etkeni olarak kabul edilmemistir. Bu tiple (CPV-1) enfekte olan kdpeklerde gok
hafif ve gecici ishaller goriilebilmektedir. Kopeklerde hastaliga neden olan Canin
parvovirus tip-2 dir (CPV-2) ve 1978 yilinda tanimlanmis, 1980 yilina kadar
hastaliga neden olan tip olarak kabul edilmistir (Carmichael, Binn., 1981). 1979 ve
1980 yilarinda, farkli iilkelerde, CPV-2’nin antijenik bir varyanti, monoklonal
antikor test yardimiyla tesbit edilmis ve bu yeni varyant CPV-2a olarak
adlandirilmugstir (Parrish ve ark., 1985). 1984 yilinda virusun CPV-2b varyanti tespit
edilmis, 2000’li yillarda ise Italya’da virusun CPV-2c varyanti tanimlanmistir

(Buonavoglia ve ark., 2000).

Tirkiye’de kopeklerde parvovirus enfeksiyonuna yonelik c¢aligsmalar son
derece kisithdir (Berkin ve ark.,1981). Bin dokuzyiiz yetmis sekiz yilindan beri
cesitli tilkelerde goriilen kopek Parvoviral enteritislerinin Tiirkiye'de de bulundugu
bildirilmistir. Arastiricilar, 1980 yilinda incelenen 3 kopekte (2 yavru, 1 erigkin) ve
1981 yilinda incelenen 16 koOpek yavrusunda parvoviral enteritis sendromu
saptamislar, enfeksiyonun, fibrindz nekrotik veya hemorajik enteritis halinde
seyrettigini tespit etmislerdir. Hastalik genc¢ hayvanlarda, siit emenlere ve erigkinlere
oranla daha fazla goriilmiis, makroskopik ve mikroskopik bulgular daha once

saptanan kopek parvoviral enteritisleri ile 6rtiismiistiir (Berkin ve ark., 1981).

Baska bir calismada Berkin ve ark. (1986) Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda Ocak 1973 ile Aralik 1984 tarihleri arasinda

incelenen 523 kopek otopsisine ait diizenlenen raporlar1 degerlendirmistir. Bu
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materyallerin yillara gére dagilimi ve hayvanlarin yasi, 6liime neden olan hastalik ve
cesitli lezyonlarin sistemlere gore dagilimi, bulunus oranlari tablolarla agiklanmaistir.

Bu ¢alismada parvoviral enteritis bulunus orant % 7.6 olarak raporlanmistir (Berkin
ve ark., 1986).

Ozkul ve ark. (2001), enteritis bulgusu sergileyen bir kdpekte parvovirus

varligim PCR ile gerceklestirilmislerdir (Ozkul ve ark., 2001).

Kocatiirk ve ark. 2010 yilinda, CPV klinik bulgularina sahip olan kdpeklerde,
CPV antijen test yardimiyla (6 aymn altinda 43 kdpekte) enfeksiyon varligini tespit
etmis, bu kopeklerde tedaviye yonelik ¢alismalarda bulunmustur. Tedavi sirasinda 23
kopek 6lmiis ve 20 kopek kurtulmustur (Kocaturk 2010). Kocatiirk ve ark. 2012
yilinda yaptiklar1 bagka bir ¢calismada ise parvoviral enteritis semptomlarini gosteren
kopeklerde Tei-index (Miyokardiyal performans gosteren faktor) ve kardiyak

biyomarkerler1 degerlendirmistir (Kocatiirk ve ark., 2012).

Bagka bir ¢alismada Muz ve ark. 2009-2010 yillar1 arasinda 65 evcil kedide
CPV virusuna PCR ve filogenetik analiz yapmislardir. 25 adet 6rnek PCR pozitif
(38.4%) olarak sonuglanmis, filogenetik degerlendirmede (17/25, 68%) CPV-2a,
(8/25, 32%) CPV-2b olarak tespit edilmistir (Muz ve ark., 2012).

Karaoglu ve ark. ise 2013 yilinda, gasteroenteritis semptomu gdsteren 20 adet
kopege ait gaita orneklerine PCR testi uygulamislar, 11 adet kdpegi pozitif olarak
tespit etmislerdir. Yapilan filogenetik analiz sonucunda 2 adet 6rnek CPV-2a, 8 adet
ornek CPV-2b ve 1 adet 6rnek CPV-2c olarak tespit edilmistir. (Karaoglu ve ark.,
2013).
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Calismamizda pozitif olgularin 10 adetinin 3 aydan kiigiik, 15 adetinin 3-6
ay arasinda ve 9 adetinin de 6 aydan biiylik hayvanlara ait oldugu tespit edildi.
Onsekiz adet pozitif olguya yas tespiti yapilmadi. Yas tespiti yapilmayan grubu goz
ardi ederek hastaligimn 3-6 ay arasinda olan kopeklerde daha yaygm oldugu
goriilmektedir. Bu veriler Morais ve ark., (2007) tarafindan yapilan g¢aligma
sonuclarina benzerlik gostermektedir. Arastiricilar calismalarinda hasta kopeklerin

yaslarini 1-6 ay arasinda tespit etmislerdir.

Calismamizdaki ornekler 2013 yilinda ii¢ farkli donemde toplanmistir.
Birinci donem 03.03.2013 ve 20.04.2013 tarihleri arasinda olmak tizere toplam 11
adettir. Ikinci donem 10.05.2013 ve 30.07.2013 tarihleri arasinda olup toplam 27
adet 6rnek toplanmus, tiglincii donem ise 14.09.2013 ve 27.12.2013 tarihleri arasinda
ve 28 adet 6rnek olmak iizere toplam 100 adet 6rnegi icermektedir. Birinci donemde
PCR pozitifligi yizde % 40.7 (11/27), ikinci donemde % 60 (27/45) ve igiinci
donemde % 50 (14/28) seklindedir. Orneklem/hastalik oranmnin sicak aylarda diger
aylara gore daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu durumun ozellikle sahipli
kopeklerin sicak havalarda disarida gegirdikleri siirenin uzamasi ve olasi enfekte
kopek ve enfekte materyal ile kontakt olasiligmin artmasindan kaynakli olabilecegi

diistiniilmektedir.

Filogenetik agaca bakildiginda, TR-04, TR-06, TR-10, TR-11 ve TR-15
yapilan bu analize gére CPV-2a olarak tammmlandi ve Italya’da tespit edilen
(FJ005257, GU362934, FJ005259, KF385389 ve KF385390) viruslar ile yakin
genetik iliskide olduklar1 saptandi. CPV-2a’da oldugu gibi tiim bu Orneklerde
426’nc1 pozisyonda Asparagine amino asidine rastlanmis ve bu da 1276’nci
pozisyonda (G—A) mutasyonu sonucunda meydana gelmistir. Bu tipte tespit
edilmis kopeklerin klinik tablosuna bakildiginda orta/agir seyirli klinik tabloya
sahip olduklar1 goriilmiis, klnik tablo agir olsa bile birkag¢ giin igerisinde bu
kopeklerin iyilestikleri gozlenmistir. Calismada TR-10 ve TR-15 olarak
adlandirilan kopekler klinik olarak orta siddetli hastalik tablosuna sahipken, TR-
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04, TR-06 ve TR-11"de kanli ishal ve kusma tespit edilmistir. S6z konusu kopekler
tedavi yapildiktan sonra iyilesmisler ve hastaliin prognozu iyiye gitmistir. CPV-
2a’nin  CPV-2b’ye gore daha agwr klinik seyir gosterdigi ancak hastaligin
prognozunun daha iyi oldugu bilimsel olarak rapor edilmistir (Moon ve ark., 2008).
Sekans analizine tabi tutulan toplam 15 adet 6rnekten 5 adedi CPV-2a olarak
tespit edilmis (%33) ve CPV-2b’den sonra gériinme orani olarak ikinci sirada yer
almistir. Amerika ve Cin’de de daha 6nce benzer bulgular rapor edilmistir (Yanbing
ve ark., 2013; Ybanez ve ark., 1995; Greenwood ve ark., 1996; Davies ve ark.,
2008). Karaoglu ve ark. 2013 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, Tirkiye’de CPV-
2a’ya CPV-2b’ye gore daha az oranda rastladiklarini bildirmislerdir. CPV-2a
olarak tespit edilen 5 adet kdpegin yas durumuna bakildiginda ise hepsinin 6 aydan

biiyiik oldugu gortilmiistiir.

TR-01, TR-02, TR-03, TR-07, TR-08, TR-09, TR12, TR13 ve TR-14 no’lu
ornekler CPV-2b olarak filogenetik agagta yer almislar ve Avrupa’da tespit edilen
viruslarla [KF373569, FJ222823, FJ005264 (italya), DQ025992 (Fransa), FJ005260
(Almanya) ve KP682525 (Ispanya)] yakmn genetik iliskide olduklar1 goriilmiistiir.
Tim bu 6rneklerde 426°nc1 pozisyonda CPV-2b’lerde oldugu gibi, TR-08 ve TR-09
hari¢ Aspartic amino asitine rastlanmistir. Bu ¢alismada yapilan filogenetik analiz
niikleotid diizeyde oldugu icin, TR-08 ve TR-09’da 18’nci pozisyonda (A—T)
mutasyonu sonucunda KF373569, FJ222823, FJ005264 (italya), DQ025992
(Fransa), FJ005260 (Almanya) ve KP682525 (Ispanya) orneklerinde oldugu gibi,
147°nc1 pozisyonda (G—A) mutasyonu sonucunda FJ005260 (Almanya), FJ222823
(italya) ve KP682525 (Ispanya)’da oldugu gibi ve son olarak da 426°nc1 pozisyonda
(A—G) mutasyonu sonucunda DQ025992 (Fransa)’da oldugu gibi CPV-2b olarak
yer almaktadir. Ayrica bu tiple enfekte olan kopeklerin klinik semptomlarina
bakildiginda, daha agir ve siddetli hastalik tablosunu gostermislerdir. Ayrica tespit
edilen bu 9 adet CPV-2b’den, 4 kopek tedaviye yanitsiz kalmis ve sonunda bu
kopekler dlmiislerdir. Bu durum hastaligin bu tiple enfekte olan kopeklerde baska
tiplere gore daha agir ve siddetli bir klinik tablo ve o6zellikle kanli ishal
olusturdugunu ortaya koymaktadir. CPV-2b olarak tespit edilen 9 adet kopegin yas

durumuna bakildiginda 6 adetinin 3-6 ay araliginda, 3 adetinin ise 6 aydan biiyiik
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oldugu belirlenmis, hasta kopeklerin yasinin ¢ogunlukla 3-6 ay araliginda oldugu ve
bu verinin Morais ve ark.,’nin 2007 yilinda yaptiklari ¢alisma sonuglari ile benzerlik

gosterdigi gorilmiistiir.

Filogenetik agaca bakildiginda bir adet 6rnek (TR-05) CPV-2c olarak yer
almistir ve bunun Avrupadaki g¢esitli viruslar [GQ865518, GQ865519 (Yunanistan),
FJ005247 (Belgika), FJ005214, FJ005246 (ispanya), FJ005237, FJ005235, FJ222821
(italya), FJ005199, (Almanya), DQ025942, DQ02956 (Fransa)] ile yakmn genetik
iliski i¢inde oldugunu sdyleyebiliriz. CPV-2¢’nin diger ismi daha dnce de belirtildigi
gibi 426-Glu olarak ifade edilmektedir. TR-05’in 1278’nci pozisyonda (T—A)
mutasyonu sonucunda 426°nc1 aa (Asparagine amino asit— Glutamic amino asitte)
degismistir ve bu da TR-05"de oldugu gibi diger Avrupa CPV-2¢’lerdeki gibi genetik
yakinlik gostermesine sebep olmustur. Ayrica tespit edilen bu CPV2-c 8 yasinda bir
erkek kangal kopegine aittir. Bu kopek tedaviden birkag giin sonra iyilesmis ve
hastaligin prognozu iyiye gitmistir. Bu tiple enfekte olan kopegin hastalik tablosuna
bakildiginda, hastaligin klinik semptomlarinin bu tipde daha ilimh ve orta seyirli
oldugu goriilmiistiir. CPV enfeksiyonu genellikle gen¢ kopeklerde cok goriilmesine
ragmen, son zamanlarda yetiskin kopeklerde de bir sorun haline gelmistir (Kapil ve
ark., 2007). Yetiskin kopeklerde CPV varligi ile ilgili birka¢ bilimsel rapor
bulunmaktadir ki, bu da ¢ogunlukla CPV-2c¢ ile iliskilidir (Cavalli ve ark., 2001;
Decaro ve ark., 2009 a, Decaro ve ark., 2008 a). Aymi sekilde Decaro ve ark.,
yaptiklar1 bir cahismada CPV-2c ile enfekte 12 yasinda bir kopekte, ates (40.5 C),
nabiz ve solunum hizlanmasi, kusma ve kanli ishal ile seyreden lenfopeni tablosu
gbérmiis ancak birka¢ giin icerisinde s6z konusu kdpegin kendi kendine iyilestigini

bildirmistir (Decaro 2009 a).

Bu arastirma ile kopeklerde sirkiile olan canine parvovirusun tesbiti ve
molekiiler karekterizasyonu, baskin tipin saptanmasi ve filogenetik agagtaki yerinin
belirlenmesi  gergeklestirilmistir. Ayrica Ankara/Tiirkiye’de sirkiile olan ve

gastroenteritis semptomlari ile seyreden canine parvo virus varyant1 5 adet CPV-23,
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9 adet CPV-2Db, ve 1 adet CPV-2c olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore
CPV-2b (% 60), CPV-2a (% 33.3) ve CPV-2c (% 6.6) olarak belirlenmistir. Buradan
da anlasilacagi gibi CPV-2b ve 2a daha siklikla karsimiza ¢ikmaktadir. Diinyada da
CPV-2nin iki antijenik varyanti (CPV-2a ve CPV-2b) daha yaygin olarak
goriilmektedir (Truyen, 2006). CPV’un {iglincii antijenik varyant1 ilk basta Glu-
426’nc1 amino asidin mutant1 adiyla ve giinimiizde CPV-2c olarak, ilk kez 2000
yilinda Italya’da (Buonavoglia ve ark., 2001) bildirilmistir ve son donemlerde
CPV-2’nin diger tiirleriyle (2-a ve 2-b) beraber Italya’da sirkule oldugu
goriilmektedir (Martella ve ark., 2004; Decaro ve ark., 2006).

Bu calismada ayrica CPV-2’nin Tirkiye’de ilk kez hiicre kiiltiiriinde
izolasyonu gerceklestirilmistir. Arastirmada ikincil amag¢ serolojik caligmalarda
kullanilabilecek tercihen CPE meydana getiren bir virus izole edilmesiydi. PCR
pozitif olarak tespit edilen 52 6rnekten PCR pozitifligi yiiksek olan 20 adet orijinal
ornek hiicre Kkiiltiirlinde virus izolasyonu c¢alismasina tabi tutulmustur. Hiicre
kiiltiirtine aktarilan 6rneklerin hepsi rektal swap’tan hazirlandi. Orijinal rektal swap
PCR sonucu pozitif olan ve kuvvetli bant olusturan s6z konusu 20 6rnek CRFK
hiicre kiiltiirtinde 5 kor pasaja tabi tutulmustur. Bes kor pasaj islemi sirasinda 3 6rnek
hiicre kiiltiirtinde CPE meydana getirmis, diger 6rneklerde ise CPE gdzlenmemistir.
Besinci pasaj isleminden sonra son pasaj sivisina yapilan PCR testi sonrasinda 17
adet 6rnek PCR pozitif olarak tespit edilmistir. Tiim 6rneklerin son pasaj sivilarma
yapilan direkt IF testi sonrasinda ise PCR pozitif olarak degerlendirilen 17 adet 6rnek
direkt IF testinde de CVP-2 olarak dogrulanmustir. Ug drnekde ise yapilan kor
pasajlama islemi swrasinda viriis iiretilememistir. Besinci pasaj sonrasinda PCR ve
direkt IF testleri pozitif olarak sonug¢lanan 14 adet 6rnek hiicre kiiltiiriinde CPE
olugturmamustir. Hiicre kiiltiirinde CPE olusturan 3 adet izolat ise serolojik testlerde

kullanima hazir hale getirilecek degerli bir kaynak olarak yerini almistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Projede gastroenteritis semptomu gosteren ve parvovirus enteritis on tanili veya
stipheli toplam 100 adet kopek secildi. S6z konusu kdpeklerden alinan gesitli tani
materyallerine molekiiler tan1 yontemi olarak PCR teknigi uygulandi. Yiiz
kopege ait 6rnek dagilimi; 5 adet gaita, 35 adet rektal swab, 57 adet kan ve 3 adet
nasal swab seklindeydi. Projede kullanilan kopeklerin gastroenteritis semptomu
gostermeleri sebebiyle gaita/rektal swab drneklemesi yapilabilen kism1 % 40 ile
smirh kaldi. Orneklenen gaitadan PCR pozitiflik oram1 % 60, rektal swab’dan ise
% 57.1 olarak tesbit edildi. Gosterdikleri gastroenteritis tablosu nedeniyle
gaita/rektal swab 6rneklemesi yapilamayan 60 adet (% 60) kdpegin 57 adedinden
tam kan (anticoagulant’li) ve 3 adedinden nasal swab orneklemesi yapildi. Kan
orneklemesi yapilan kopeklerden 28 adedi (% 49.1), nasal swab Orneklemesi
yapilan kopeklerden ise 1 adedi (%33.3) parvovirus yoniinden pozitif olarak
saptandi. Elde edilen bu sonuclar ile gastroenteritis semptomu gdsteren
hayvanlarda gaita ve rektal swap Ornekleri tanisal anlamda 6nemli materyaller
olarak bilinse de hastalik tablosunun agir oldugu ve bu Orneklemelerin
yapilamadig1r durumlarda kan 6rneklerinin (anticoagulant’ll) de tanisal amagla

kullanilabilecegi sdylenebilmektedir.

PCR pozitif olarak tesbit edilen 52 adet kopekten 15 adedinin PCR {iriinii
molekiiler karakterizasyona ve filogenetik analize tabi tutuldu. Bes 6rnek CPV-
2a, 9 O6rnek CPV-2b, 1 6rnek CPV-2c olarak teshit edildi. Mevcut izolatlar
arasinda bir takim farkliliklar olsa da arastirmada Orneklenen kopeklerin klinik
hastalikk tablosu ile olas1 iliskileri konusunda herhangi bir tespit
gerceklestirilemedi. Bu sonug ile drneklemelerin yapildigr donemde kopeklerde
sirkiile olan (Ankara’da) virusun c¢ogunlukla CPV-2b oldugu saptandu.
Filogenetik agacta biraraya getirilen ve bu arastirmada elde edilen verilerle
Avrupa sekanslar1 arasinda yakin iliskinin bulundugu, genellikle genetik

farkliliklarin VP2 bolgesinin  426. pozisyonunda saptandigi ve buradaki
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degisikligin virusun farkl tiplerde olmasina yol agtig1 tesbit edilmistir.

Bu calisma kapsaminda hiicre kiiltiiriinde sitopatolojik etki (CPE)
meydana getiren ve PCR ve direkt IF testi ile dogrulanan 17 adet CPV izole
edildi. Bu izolatlardan 3 adedinin sitopatojen oldugu saptandi. Bu g¢alismada
yapilan izolasyon Tirkiye’de kopeklerde bilinen ilk yerel canine parvovirus-2
izolasyonudur ve bu izolasyon ile ileride serolojik temelli parvovirus

calismalarina esas teskil edecek virus da elde edilmis olmaktadir.
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6. GELECEGE iLiSKiN ONGORULEN KATKILAR

Bu galisma ile farkli bolgelerde yapilacak galismalar CPV-2’ye yonelik farkli
varyantlarin s6z konusu olup olmadigi, tespit edilen CPV-2 varyantlari ile klinik
tablo arasindaki iligkiler ileriki calismalar acgisindan degerli bilgiler verecektir.
Yapilan c¢alismada genetik farkliliklarin genellikle VP2 bdlgesinde 426.
pozisyonda oldugu saptanmistir. Bu pozisyonda meydana gelen degisikliklik
virusun tiplendirilmesinde esas olmakta, ileride olas1 mutasyonlar sonucunda
farkli tiplerin de ortaya ¢ikabilecegi ihtimal dahilinde goriilmektedir. CPV
tiplerinden 2a ve 2b’nin tiplerinin hastaligmn klinigi agisindan ¢ok fark
gostermedigi ancak CPV 2c¢’nin daha ileri yasta hastaliga sebep olabilecegi
yoniinde elde ettigimiz goriis baska bir caligma ile benzerlik gostermistir. Ancak
yapilacak ileri caligmalar ile bu yOniiyle de arastirmaya odaklanmak yararh

olacaktrr.

Calisma stiresince elde ettigimiz izolatlarin, hiicre kiltliriinde ileri
pasajlar1 sonucu virusun titresini artirmak ve bunun ardindan yeni nesil sekans
yontemiyle bu izolatlarin tiim genomunu belirlemek 6zellikle hiicre kiiltiiriinde
sitopatolojik etki yapan ve yapmayan viruslar arasindaki genetik farkliligi ve
Ozellikle NS proteinleri yoniinden karsilastirmak énemli verilerin ortaya ¢ikmasini

saglayacaktir.

S6z konusu projede ayrica hiicre kiiltiirlinde CPV-2 izole edilmistir. Bu
izolasyon bilindigi kadariyla Tiirkiye’de kopeklerde yapilmis ilk parvovirus 2
izolasyonudur. Mevcut CPV-2 izolatlar1 6zellikle serolojik temelli testlerin
uygulanabilir hale gelmesinde ¢ok 6nemli materyaller olarak 6nemli bir kazanim1
olusturmaktadir. Elde edilen veriler ve kazammlar Canine parvovirus 2’ye

yonelik ileri ¢aligmalarda kullanilacak 6nemli degerler olarak yerini almigtr.
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OZET

Gastroenteritis semptomlu kopeklerde canine parvovirus tip 2’nin tesbiti

ve molekiiler karakterizasyonu

Canin parvovirus enfeksiyonu, kdpeklerin akut, fibrinli nekrotik veya hemorajik

enteritis ile seyreden viral bir hastaligidir.

Bu calisma ile kopeklerde sirkiile olan virusun tespiti ve molekiiler
karekterizasyonu, baskin tipin saptanmasi, filogenetik agactaki yerinin
belirlenmesi ve virusun izole edilmesi amaglandi. Bu amagla gastroenteritis
semptomlu 100 hayvana ait ¢esitli marazi maddeler alind1 ve bunlardan 52 adedi
PCR pozitif olarak tespit edildi. Pozitif tirtinlerden 15 adedi yeni nesil sekans’a
ve filogenetik analize tabi tutuldu. Bes 6rnek CPV-2a, 9 6rnek CPV-2b, 1 6rnek
CPV-2c olarak tespit edildi. Hiicre kiiltiirii izolasyon g¢alismalar1 sonucunda 3

tanesi sitopatojen nitelikli 17 adet virus izole edildi.

Anahtar kelimeler: CPV-2, filogenetik analiz, izolasyon, sekans.
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SUMMARY

The Detection and Molecular Characterization of Canine Parvovirus Type-2

in Dogs with Gastroenteritis Symptoms

Summary: Canine parvovirus infection is a viral disesase on dog’s, that characterized

by acute necrotic fibrinous and hemoragik enteritis.

In this study, identification, molecular characterization of the virus that is
circulating in dogs, determine the dominant type of virus, determining the location of
the phylogenetic tree and finaly virus isolation was aimed. For this purpose, 100
sample was takken from dogs with gastroenteritis symptoms and 52 of them were
identified as PCR positive. 15 positive products were taken for new generation
sequence and subjected to phylogenetic analysis. Five sample CPV-2a, 9 sample
CPV-2b, 1 sample CPV-2c were. A total of 17 CPV were isolated in this study.

Three of them were found cytopatic in CRFK cells.

Keywords: CPV-2, phylogenetic analisis, isolation, sequencing.
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Ek-1: Orneklerin yeni nesil sekans IGV progremiyle goriintiisii ve fasta formatlar
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) 2.400 bp 2600 bp 2800 bp 3000 bp 3.200bp 2400 bp 3800 bp 3800 bp 4000 bp 4200 bp 4400 bp
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0~ 11553 ~
TR-1.bam Coverage ‘ ‘

TR-1.bam

IGV 2.3. Programi. Bam dosyasi. (TR-1)TR-1 (Fasta):

ATGAGTGATGGAGCAGTACAACCAGACGGTGGTCAACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCTACAGGATCTGGGAACGGGT
CTGGAGGCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCAATAATCAGACGGAATTTAAATTT
TTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAGCAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAGAAAGTGAAAATTATA
GAAGAGTGGTTGTAAATAATTTGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAGATGATACCCATGCACAAATTGTA
ACACCTTGGTCATTGGTTGATGCAAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGAGATTGGCAACTAATTGTTAATACTATG
AGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAATGTTGTTTTAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCA
CCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATCATTGATGGTTGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCA
GCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGGAAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATG
GGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACTAGTGGCACACCAACAAATATATACCATGGTACAGATCCAGATGATG
TTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTGCCAGTGCACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTT
TTGATTGTAAACCATGTAGACTAACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAATTCTTTGC
CTCAAGCTGAAGGAGGTACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAA
TACAAACTATATTACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTC
TACACAAGGGCCATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGGGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGCAGATGG
TGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACATAT
ATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTAACAGATGA
TAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTAATACTTATGGTCCTTT
AACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTGATACTGACTTAAAACCAA
GACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAATAATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAAGTTGCGCCTAATTTAACAA
ATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTTTTGGTGGAAAGGTAAATTAGTAT
TTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACAAATGAGTATCAATGTAGATAACCAATTTAACTAT
GTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAAATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATAT
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, 2d0bp 26Wtp  26M0bp  3000bp  A00bp  3400bp  3G00bp  3800bp  4000bp  4200bp  4400bp
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TR-2.bam Coverage

|

TR-2.bam

IGV 2.3. Programi. Bam dosyasi. (TR-2)
TR-2 (Fasta):

ATGAGTGATGGAGCAGTACAACCAGACGGTGGTCAACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCTACAGGATCTGGGAA
CGGGTCTGGAGGCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCAATAATCAGACGG
AATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAGCAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAG
AAAGTGAAAATTATAGAAGAGTGGTTGTAAATAATTTGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAGAT
GATACCCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGCAAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGA
GATTGGCAACTAATTGTTAATACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAATGTTGTTT
TAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATCATTGATGGT
TGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGG
AAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACT
AGTGGCACACCAACAAATATATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTG
CCAGTACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTTTTGATTGTAAACCATGTAGACTA
ACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGT
ACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATT
ACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAA
GGGCCATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGCAGATGGTG
ATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACA
TATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTA
ACAGATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTACACTAATATATTTAAT
ACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTG
ATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAATAATTGTCCTGGTCAATTATTTGT
AAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTC
AGATTTTTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACA
AATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAA
ATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATAT
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IGV 2.3. Programi. Bam dosyasi. (TR-3)
TR-3 (Fasta):

ATGAGTGATGGAGCAGTACAACCAGACGGTGGTCAACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCTACAGGATCTGGGAA
CGGGTCTGGAGGCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCAATAATCAGACGG
AATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAGCAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAG
AAAGTGAAAATTATAGAAGAGTGGTTGTAAATAATTTGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAGAT
GATACCCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGCAAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGA
GATTGGCAACTAATTGTTAATACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAATGTTGTTT
TAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATCATTGATGGT
TGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGG
AAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACT
AGTGGCACACCAACAAATATATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTA
CCAGTACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTCTTTGATTGTAAACCATGTAGACTA
ACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGT
ACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATT
ACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAA
GGGCCATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGCAGATGGTG
ATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACA
TATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTA
ACAGATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTAAT
ACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTG
ATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAATAATTGTCCTGGTCAATTATTTGT
AAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTC
AGATTTTTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACA
AATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAA
ATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATAT

91




.

2.257 hp i

240bp  2800bp  2800bp  300bp  S0bp  SM0bp  3E00tp  $S00bp  400bp  420bp  4400tp
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

TR-4.bam Coverage

"

TR-4.bam

I

L
|

|
|

IGV 2.3. Progranmi. Bam dosyasi. (TR-4)

TR-4 (Fasta):

ATGAGTGATGGAGCAGTACAACCAGACGGTGGTCAACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCTACAGGATCTGGGAA
CGGGTCTGGAGGCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCAATAATCAGACGG
AATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAGCAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAG
AAAGTGAAAATTATAGAAGAGTGGTTGTAAATAATTTGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAGAT
GATACTCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGCAAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGA
GATTGGCAACTAATTGTTAATACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAATGTTGTTT
TAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATCTAACTGCATCATTGATGG
TTGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATG
GAAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAAC
TAGTGGCACACCAACAAATATATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGT
GCCAGTACACTTACTAAGAACGGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTTTTGATTGTAAACCATGTAGACT
AACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGG
TACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATAT
TACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAA
GGGCCATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGAGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGCAGATGGTG
ATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACA
TATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTA
ACAAATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAGCAGGAATTAACTATACTAATATATTTAAT
ACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTG
ATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAATAATTGTCCTGGTCAATTATTTGT
AAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTC
AGATTTTTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACA

AATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAA
ATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATAT
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TR-5.bam Coverage
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IGV 2.3. Programi. Bam dosyas1. (TR-5)

TR-5 (Fasta):

ATGAGTGATGGAGCAGTTCAACCAGACGGTGGTCAACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCAACAGGATCTGGGAA
CGGGTCTGGAGGCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCAATAATCAGACGG
AATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAGCAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAG
AAAGTGAAAATTATAGAAGAGTGGTTGTAAATAATTTGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAGAT
GATACTCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGCAAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGA
GATTGGCAGCTAATTGTTAATACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAATGTTGTTT
TAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTGACTGCATCATTGATGGT
TGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGG
AAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACT
AGTGGCACACCAACAAATATATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTG
CCAGTACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTTTTGATTGTAAACCATGTAGACTA
ACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGT
ACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATT
ACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAA
GGGCCATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGCAGATGGTG
ATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACA
TATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTA
ACAGAAGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTAAT
ACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTG
ATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAATAATTGTCCTGGTCAATTATTTGT
AAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTC
AGATTTTTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACA
AATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAA
ATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATAT
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IGV 2.3. Programi. Bam dosyasi. (TR-6)
TR-6 (Fasta):

ATGAGTGATGGAGCAGTACAACCAGACGGTGGTCAACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCTACAGGATCTGGGAA
CGGGTCTGGAGGCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCAATAATCAGACGG
AATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAGCAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAG
AAAGTGAAAATTATAGAAGAGTGGTTGTAAATAATTTGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAGAT
GACACTCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGCAAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGA
GATTGGCAACTAATTGTTAATACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAATGTTGTTT
TAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATCATTGATGGT
TGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGG
AAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACT
AGTGGCACACCAACAAATATATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTG
CCAGTACACTTACTAAGAACGGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTTTTGATTGTAAACCATGTAGACTA
ACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGT
ACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATT
ACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAA
GGGCCATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGAGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGCAGATGGTG
ATCCAAGATATGCATTTGGTAGGCAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACA
TATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTA
ACAAATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAGCAGGAATTAACTATACTAATATATTTAAT
ACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTG
ATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAATAATTGTCCTGGTCAATTATTTGT
AAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTC
AGATTTTTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACA
AATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAA
ATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATAT
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TR-7.bam Couerage
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IGV 2.3. Programi. Bam dosyasi. (TR-7)

TR-7 (Fasta):

ATGAGTGATGGAGCAGTTCAACCAGACGGTGGTCAGCCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCTACAGGATCTGGGAA
CGGGTCTGGAGGCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCAATAATCAGACGG
AATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAGCAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAG
AAAGTGAAAATTATAGAAGAGTGGTTGTAAATAATTTGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAGAT
GATACTCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGCAAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGA
GATTGGCAACTAATTGTTAATACTATGAGTGAATTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAATGTTGTTT
TAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATCATTGATGGT
TGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGG
AAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACT
AGTGGCACACCAACAAATATATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTG
CCAGTACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTCTTTGATTGTAAACCATGTAGACTA
ACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGT
ACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAGCAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATT
ACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAA
GGGCCATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGCAGATGGTG
ATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACA
TATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTA
ACAGATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTAAT
ACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTG
ATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAATAATTGCCCTGGTCAATTATTTGT
AAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTC
AGATTTTTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACA
AATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTCTATGAAAA
ATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATAT
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TR3.bam

IGV 2.3. Progranmi. Bam dosyasi. (TR-8)
TR-8 (Fasta):

ATGAGTGATGGAGCAGTTCAACCAGACGGTGGTCAACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCTACAGGATCTGGGAA
CGGGTCTGGAGGCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCAATAATCAGACAG
AATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAGCAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAG
AAAGTGAAAATTATAGAAGAGTGGTTGTAAATAATTTGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAGAT
GATACCCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGCAAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGA
GATTGGCAACTAATTGTTAATACAATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAGCAAGAAATTTTTAATGTTGTTT
TAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATCATTGATGGT
TGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGG
AAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAGTGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACT
AGTGGGACACCAACAAATATATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTA
CCAGTACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTTTTGATTGCAAACCATGTAGACTA
ACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGT
ACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATT
ACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAA
GGGCCATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGCAGATGGTG
ATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAGCATGGTCAAAAAACTACCACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACA
TATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTA
ACAAATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTAAT
ACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTG
ATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAATAATTGTCCTGGTCAATTATTTGT
AAAGGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTC
AGATTTTTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACA
AATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAA
ATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATAT
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& 2.249hp 1

10bp  2E00bp  2300bp  8000bp  S20bp  &400bp  3E00bp  8300bp  4000bp  4200bp  4400bp
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

TR-9.bam Cowerage

TR-9.bam

IGV 2.3. Progranmi. Bam dosyasi. (TR-9)
TR-9 (Fasta):

ATGAGTGATGGAGCAGTTCAACCAGACGGTGGTCAACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCTACAGGATCTGGGAA
CGGGTCTGGAGGCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCAATAATCAGACAG
AATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAGCAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAG
AAAGTGAAAATTATAGAAGAGTGGTTGTAAATAATTTGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAGAT
GATACCCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGCAAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGA
GATTGGCAACTAATTGTTAATACAATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAGCAAGAAATTTTTAATGTTGTTT
TAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATCATTGATGGT
TGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGG
AAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAGTGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACT
AGTGGGACACCAACAAATATATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTA
CCAGTACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTTTTGATTGCAAACCATGTAGACTA
ACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGT
ACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATT
ACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAA
GGGCCATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGCAGATGGTG
ATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAGCATGGTCAAAAAACTACCACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACA
TATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTA
ACAAATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTAAT
ACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTG
ATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAATAATTGTCCTGGTCAATTATTTGT
AAAGGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTC
AGATTTTTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACA
AATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAA
ATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATAT
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- 2318 hp

240bp  2E00ER 2500bp  S000bp  $200bp  S400bp  3EODbp  #800bp  4000bp  420bp  4d00bp
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

4.6

TR-10.bam Coverage

TR-10.bam

m

IGV 2.3. Programi. Bam dosyasi. (TR-10)

TR-10 (Fasta):

ATGAGTGATGGAGCAGTACAACCAGACGGTGGTCAACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCTACAGGATCTGGGAA
CGGGTCTGGAGGCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCAATAATCAGACGG
AATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAGCAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAG
AAAGTGAAAATTATAGAAGAGTGGTTGTAAATAATTTGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAGAT
GATATTCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGCAAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGA
GATTGGCAACTAATTGTTAATACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAATGTTGTTT
TAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATCATTGATGGT
TGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGG
AAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACT
AGTGGCACACCAACAAATATATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTG
CCAGTACACTTACTAAGAACGGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTTTTGATTGTAAACCATGTAGACTA
ACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGT
ACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATT
ACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAA
GGGCCATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGAGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGCAGATGGTG
ATCCAAGATATGCATTTGGTAGGCAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACA
TATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTA
ACAAATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAGCAGGAATTAACTATACTAATATATTTAAT
ACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTG
ATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAATAATTGTCCTGGTCAATTATTTGT
AAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTC
AGATTTTTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACA
AATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAA
ATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATAT
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2.280 bp

$20bp  3400bp  36Mbp  3800bp  4000bp  4200bp  Adi0bp
| | | | | | | | | | | | |

24Mbp  2600bp  2800bp  3000bp
| | | | | | | |

TR-11.bam Coverage

TR-11.bam

IGV 2.3. Programi. Bam dosyasi. (TR-11)
TR-11 (Fasta):

ATGAGTGATGGAGCAGTTCAACCAGACGGTGGTCAGCCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCGACAGGATCTGGGAA
CGGGTCTGGAGGCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCAATAATCAGACGG
AATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAGCAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAG
AAAGTGAAAATTATAGAAGAGTGGTTGTAAATAATTTGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAGAT
GATACTCATGCACAGATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGCAAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGA
GATTGGCAACTAATTGTTAATACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAATGTTGTTT
TAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATCATTGATGGT
TGCATTAGATAGCAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGG
AAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACT
AGTGGCACACCAACAAATATATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTG
CCAGTACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTTTTGATTGTAAACCATGTAGACTA
ACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGT
ACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATT
ACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAA
GGGCCATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGCAGATGGTG
ATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACA
TATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTA
ACAAATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTAAT
ACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTG
ATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAATAATTGTCCTGGTCAATTATTTGT
AAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTC
AGATTTTTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACA
AATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAGATTGTATATGAAAA
ATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATAT
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= 2.269 bp &

2dibp  2800bp  2800bp  3000bp  3200bp 3400 bp 3500 bp 3300 bp 41000 bp 4200 bp 4400 bp
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

TR-12.bam Cowerage

TR-12.bam

IGV 2.3. Programi. Bam dosyasi. (TR-12)

TR-12 (Fasta):

ATGAGTGATGGAGCAGTTCAACCAGACGGTGGTCAGCCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCTACAGGATCTGGGAA
CGGGTCTGGAGGCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCAATAATCAGACGG
AATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAGCAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAG
AAAGTGAAAATTATAGAAGAGTGGTTGTAAATAATTTGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAGAT
GATACTCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGCAAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGA
GATTGGCAACTAATTGTTAATACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAATGTTGTTT
TAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATCATTGATGGT
TGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGG
AAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACT
AGTGGCACACCAACAAATATATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTG
CCAGTACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTTTTGATTGTAAACCATGTAGACTA
ACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGT
ACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAGCAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATT
ACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAA
GGGCCATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGCAGATGGTG
ATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACA
TATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTA
ACAGATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTAAT
ACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTG
ATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAATAATTGCCCTGGTCAATTATTTGT
AAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTC
AGATTTTTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACA
AATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTCTATGAAAA
ATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATAT
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= 2.262 bp o

| 240bp  2B00bp 2600bp  3000bp  S20bp  Sd40ibp  3E00bp  S8W0Ep 4000bp  4200bp 4400k
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

TR-13.bam Cowerage

TR-13.bam

IGV 2.3. Programi. Bam dosyasi. (TR-13)

TR-13 (Fasta):

ATGAGTGATGGAGCAGTACAACCAGACGGTGGTCAACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCTACAGGATCTGGGAA
CGGGTCTGGAGGCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCAATAATCAGACGG
AATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAGCAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAG
AAAGTGAAAATTATAGAAGAGTGGTTGTAAATAATTTGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAGAT
GATACCCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGCAAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGA
GATTGGCAACTAATTGTTAATACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAATGTTGTTT
TAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATCATTGATGGT
TGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGG
AAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACT
AGTGGCACACCAACAAATATATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTG
CCAGTGCACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTTTTGATTGTAAACCATGTAGACTA
ACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGT
ACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATT
ACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAA
GGGCCATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGGGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGCAGATGGTG
ATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACA
TATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTA
ACAGATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTAAT
ACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTG
ATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAATAATTGTCCTGGTCAATTATTTGT
AAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTC
AGATTTTTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACA
AATGAGTATCAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAA
ATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATAT
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- 2252 bp

2400 bp 2800 bp 2300 bp 3000 bp 3200 bp 2.400 bp 600 bp 3300 bp 4,000 bp 4200 bp 4400 bp
| | | | |

TR-14.bam Coverage

TR-14.bam

IGV 2.3. Programi. Bam dosyasi. (TR-14)

TR-14 (Fasta):

ATGAGTGATGGAGCAGTACAACCAGACGGTGGTCAACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCTACAGGATCTGGGAA
CGGGTCTGGAGGCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCAATAATCAGACGG
AATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAGCAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAG
AAAGTGAAAATTATAGAAGAGTGGTTGTAAATAATTTGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAGAT
GATACCCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGCAAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGA
GATTGGCAACTAATTGTTAATACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAATGTTGTTT
TAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATCATTGATGGT
TGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGG
AAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACT
AGTGGCACACCAACAAATATATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTG
CCAGTACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTTTTGATTGTAAACCATGTAGACTA
ACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGT
ACTAACTTTGGTTATATAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATT
ACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAA
GGGCCATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGCAGATGGTG
ATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACA
TATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTA
ACAGATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTACACTAATATATTTAAT
ACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTG
ATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAATAATTGTCCTGGTCAATTATTTGT
AAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTC
AGATTTTTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACA
AATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAA
ATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATAT
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< 2.266 bp 4

d0bp  EE0bp  2800bp  3000bp  SA0bp  S400bp  GE00bp  3300bp  40Mbp  42Wbp  4dl0bp
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

-5 -
TR-16.bam Cowerage | ‘

TR-18.bam

IGV 2.3. Programi. Bam dosyasi. (TR-15)

TR-15 (Fasta):

ATGAGTGATGGAGCAGTTCAACCAGACGGTGGTCAACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCTACAGGATCTGGGAA
CGGGTCTGGAGGCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTGCTTTCAATAATCAGACGG
AATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAGCAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAG
AAAGTGAAAATTATAGAAGAGTGGTTGTAAATAATATGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAGAT
GATATTCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGCAAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGA
GATTGGCAACTAATTGTTAATACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAATGTTGTTT
TAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATCATTGATGGT
TGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGG
AAACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACT
AGTGGCACACCAACAAATATATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGAAAATTCTGTG
CCAGTACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTTTTTTGATTGTAAACCATGTAGACTA
ACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTTACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAATCTGAAGGAGCT
ACTAACTTTGGTGATATAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATAT
TACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAA
GGGCCATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGCAGATGGTG
AACCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACA
TATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTA
ACGAATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTAAT
ACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTG
ATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAATAATTGTCCTGGTCAATTATTTGT
AAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTC
AGATTTTTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACA
AATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATTTGAAAA
ATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATAT
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I11. Bilimsel ilgi Alanlan

-West Nile Virus

-Canine Parvo

-Canine Distemper Virus
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