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Bu ¢alismada Canine parvoviriis (CPV) enfeksiyonu tanisinda RT-PCR, ELISA ve
Hematolojik yontemler kullanilmig ve Serum C-Reaktif Protein (CRP) degerleri
arastirllmistir. CPV  kopeklerde ciddi enfeksiyonlara neden olan kopek kanli ishal
hastaliginin etkeni olup Parvoviridae ailesi igerisinde yer alir, kiiclik, zarfsiz ve tek
iplik¢ikli DNA’ya sahiptir. CPV kopeklerden izole edilen CPV-1 ve CPV-2 olmak iizere iki
tipi ve CPV-2’nin ise CPV-2a, CPV-2b ve CPV-2c olarak adlandirilan 3 varyanti vardir.
Calisma sirasinda Adana ve Osmaniye Belediyeleri hayvan barinaklari ile 6zel veteriner
hekim muayenehanelerine getirilen hi¢ asilanmamus, halsizlik, kusma, ates ve ishal sikayeti
bulunan 52 kopekten kan, serum ve diski Ornekleri toplanarak incelenmistir. ELISA
yontemi ile anti CPV IgM ve IgG antikor (CPV Ab IgM ve IgG) yoniinden incelenen
orneklerden 27’si CPV Ab IgM ve IgG (%51,9) pozitif bulunurken, RT-PCR yontemi ile
29°u (%55,8) pozitif bulunmustur. Hematolojik testler yapilmis ve serum CRP o6l¢iimleri
ELISA yontemi ile incelenmistir. Elde edilen sonuglar CPV enfeksiyonunun tanisinda
hematolojik verilerin ve serum CRP degerlerinin hastaligin tanisinda, dnemli veriler
icerdikleri anlagilmistir. ELISA CPV IgM ve IgG antikor ve RT-PCR sonuglari arasinda
biiyiik bir farklilik olmadigi ve CPV klinik belirtileri gosteren 2 kdpegin ELISA ile
serolojik olarak negatif olduklar1 halde RT-PCR testi ile pozitif sonug¢ verdikleri
saptanmistir. CPV enfeksiyonu tanisinda ELISA ydnteminin kolay ulasilabilir, giivenli,
pratik ve ekonomik bir test oldugu ve RT-PCR’1n ise hizli sonug veren ve giivenilir bir test
oldugu ve serolojik sonuglarin dogrulayici tanist igin kullanilmasi gerektigi kanisina
varilmgtir.

Anahtar kelimeler: Canine parvoviriis, kopek, RT-PCR, ELISA, IgM, IgG, CRP,
hematoloji.
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ABSTRACT

MSc THESIS

THE USE OF RT-PCR, ELISA AND HEMATOLOGICAL METHODS IN
THE DIAGNOSIS OF CANINE PARVOVIRUS INFECTION AND
INVESTIGATION OF C-REACTIVE PROTEIN LEVELS

Pmar PALANCI

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOTECHNOLOGY

Supervisor : Dr. Ogr. Uyesi Bilge Kaan TEKELIOGLU
Year: 2021, Page: 73
Jury : Dr. Ogr. Uyesi Bilge Kaan TEKELIOGLU
: Prof. Dr. Mehmet CELIK
: Dog. Dr. Serdar KARAKURT

In this study, real time polymerase chain reaction (RT-PCR) and ELISA methods
were used in the diagnosis of Canine parvoviriis (CPV) infection and hematological and
serum C-reactive protein (CRP) levels were investigated. CPV causes serious infections
and fatal systemic disorders in dogs. Disease agent Canine parvoviris (CPV) is a small,
non-enveloped and single-stranded viriis within the Parvoviridae family. Since this date two
types of canine parvoviriis (CPV) isolated and known as canine parvoviriis type-1 (CPV-1)
and canine parvoviris type-2 (CPV-2). CPV-2 has 3 variants known as CPV-2a, CPV-2b
and CPV-2c. In this study, blood, serum and fecal samples collected from non-vaccinated
52 dogs that were brought to Adana and Osmaniye Municipalities' animal shelters and
private veterinary clinics, which had complaints of lethargy, vomiting, fever and diarrhea,
were collected and analyzed. While 27 of the samples examined for anti-CPV IgM and 1gG
antibody (CPV Ab IgM and 1gG) by ELISA method were found to be positive for CPV Ab
IgM and IgG (51,9%) and 29 (55,8%) were found to be positive with RT-PCR.
Hematological tests were done by a veterinary autoanalyzer and serum CRP by ELISA
method. The results obtained were found to contain important data in the diagnosis of CPV
infection. Hematological data and serum CRP values were found to contain valuble data in
the diagnosis of the disease. It was determined that there are no big differences between
ELISA and RT-PCR results and 2 dogs showing clinical signs of CPV were serologically
negative by ELISA, but were positive by RT-PCR test. It was concluded that the CPV Ab
ELISA method in the diagnosis of CPV infection is an easily accessible, safe, practical and
economical test, and RT-PCR is a fast and reliable test and should be used for the
confirmatory diagnosis of serological results.

Keywords: Canine parvoviriis, dog, RT-PCR, ELISA, IgM, 1gG, CRP, hematology.




GENISLETILMIS OZET

Canine parvovirliis (CPV) kopeklerde ciddi enfeksiyonlara neden olup,
ozellikle yavru kopeklerde Sliimciil sistemik rahatsizliklar meydana getiren yaygin
ve bilinen adiyla “Kopek kanli ishal” hastaliginin etkenidir. Hastalik etkeni Canine
parvoviriis (CPV) Parvoviridae ailesi igerisinde yer alir, kiiciik, zarfsiz ve tek
iplik¢ikli DNA ya sahiptir (Goddard ve Leisewitz, 2010). Genellikle akut, fibrinli,
nekrotik ve hemorajik enteritis, kimi zaman da myokarditis ile seyreden cok
bulasict ve oldiirticii bir viral hastaliktir (Prittie, 2004). Canine parvoviriisiin (CPV)
kopeklerden izole edilmis, canine parvoviriis tip-1 (CPV-1) ve canine parvoviriis
tip-2 (CPV-2) olmak iizere iki susu vardir. Asil patojenik olan tip CPV-2 kisa
zaman igerisinde canine parvoviris tip-2a (CPV-2a), canine parvovirlis tip-2b
(CPV-2b) (Binn ve ark., 1970; Parrish ve ark., 2007) ve baz1 Bat1 Avrupa, Asya ve
Giiney Amerika iilkelerinde canine parvo virlis tip-2c (CPV-2c) olarak
isimlendirilen ve patogenezleri ayni olan antijenik formlara doniismiistiir (Decaro
ve ark., 2007; Perez ve ark., 2007). CPV enfeksiyonunda viriis viicuda oral yolla
girerek hastalik olusturmaktadir. Enfekte hayvanlarin etrafa yogun miktarda viriis
sacmalart sonucu 1970’lerin sonlarina dogru CVP enfeksiyonu tiim diinyada hizla
yayilim gostermistir (Pollock ve Coyne, 1993). Viriis replikasyonu, orofarenksin
lenfoid dokusunda, mezenterik lenf yumrularinda ve timusda baslayarak
enfeksiyondan yaklagik 3-4 giin sonra hematojen yolla (viremi) ince bagirsak
kriptlerine kadar ulasir. Viremi sonrasinda CPV-2 ozellikle hizli bolinen DNA
sentezleyen timus, lenf nodiilleri, kemik iligi, ince bagirsak gibi organlar ile agiz
boslugu, dil ve 6zofagus epitelyumunda lokalize olur. Sistemik enfeksiyon sonrasi
akciger, dalak, karaciger, bobrekler ve miyokart dokularindan viriis izole edilmis
ve bu durum CPV enfeksiyonunun sistemik bir hastalik oldugunu ve kan yoluyla
tim viicuda yayildigin1 gésteren en dnemli kriter olarak bildirilmistir (Decaro ve
ark., 2009a; Elia ve ark., 2007; Goddard ve Leisewitz, 2010; Pollock, 1982).

Hastaligin tanisinda klinik bulgularin yeterli olabilecegi belirtilse de kopeklerde
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coronaviriis, rotavirlis gibi farkli viral patojenlerin de ishale neden olabilecegi goz
oniinde bulundurulmali ve klinik taninin laboratuar sonuglartyla desteklenmelidir
(Decaro ve Buonavoglia, 2012).

Bu c¢alismada halsizlik, durgunluk, istahsizlik, yiiksek ates, kusma, ishal /
kanli ishal semptomlar1 gosteren ve dogal nedenli viral enfeksiyon siiphesi ile
muayene edilen hi¢ asilanmamus 52 kopek yas, irk, cinsiyet, sahiplilik durumu ve
sahiplenildigi yer bilgileri kaydedilerek incelenmistir. Kopeklerden hematoloji i¢in
5 ml. EDTA’] tam kan, seroloji ve CRP testleri i¢in 8 ml serum 6rnekleri jugular
ve sefalik venadan alinarak soguk zincirde muhafaza edilmistir. Molekdiler
inceleme ic¢in kopeklerden steril swaplar kullanilarak rektumdan digski Ornegi
toplanmis ve testler yapilana kadar molekiiler testler icin alinan digki 6rnekleri -
20°C’de saklanmustir. Seroloji ve biyokimya testleri i¢in kuru serum tiiplerine
alian 6rnekler ise oda sicakliginda pihtilasma tamamlanincaya kadar dik olarak 30
dakika bekletilmis, sonrasinda 2000 d/d’da 15 dakika boyunca sogutuculu cihazda
+4°C’de santrfiij edilerek elde edilen serumlar ¢aligma yapilana kadar -80°C’de
muhafaza edilmistir. Hematolojik testlerde otomatik veteriner otoanalizor ve
hematokrit santrfiij ile tam kan saymmi ve semikantitatif lam froti incelemeleri
sonrasinda 16kosit (WBC), lenfosit (LYM), eritrosit (RBC), hemoglobin (HGB),
hematokrit (HCT) ve trombosit (PLT) sayimlari yapilarak sonuglar
degerlendirilmistir. Hematolojik ve biyokimyasal parametreler tek baslarina
parvoviral enfeksiyonu tanimlamak igin yeterince spesifik degildir, ancak ayirict
taniya yardimct olarak Onemlidir ve ayrica hastanin tedaviye yanitini
degerlendirmek ve prognozu belirleyebilmek igin klinik olarak onemli bilgiler
saglayabilmektedirler. Bu nedenle bu ¢alismanin amaglari arasinda yer almiglardir.
CPV enfeksiyonunun laboratuvar sonuglarinin klinik viroloji agisindan 6nemli ve
tantya yardimci belirtecleri ve belirleyicileri olarak yararliliklarini aragtirmak ve
serolojik ve molekiiler yontemler ile CPV enfeksiyonu tanisi konan kdpeklerde
Klinik, hematolojik ve biyokimyasal bulgular1 karakterize etmek amaglanmistir.

Hasta kopeklerde 1okopeni (%44,8), lenfopeni (%89,6), anemi (%72,4),
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hemoglobinemi (%68,9), diisiik hematokrit (%75,8) ve trombositopeni (%86,2)
saptanmigtir.

Kopek C-Reaktif Proteini (CRP) seviyesini test etmek igin ¢ift antikorlu
sandvi¢ teknolojisi enzim baglantili immiinosorbent testi (ELISA) prensibine
dayali ELISA Kiti kullanildi. Tiim kit reaktifleri buzdolabindan cikarildi ve
kullanmadan once oda sicakligina (20-25°C) ulagmalar1 beklendi. Objektif
antikorla 6nceden kaplanmis kuyucuklara standart ve numune eklendi, ardindan bir
immiin kompleksi olusturmak i¢in HRP-Konjugat reaktifi eklendi, inkiibasyon ve
yikama yoluyla, baglanmamis enzimin ¢ikarilmasi yapildi ve ardindan substrat A
ve B eklendi ve ardindan ¢6zeltinin asit etkisi ile 6nce maviye ve sonunda sartya
doniismesi gozlemlendi. Orneklerin okunan optik dansiteleri, test prosediiriinde
tarif edildigi gibi diizeltildikten sonra optik dansitenin geri elde edilmesi ile
Ol¢timler dogrulandi. Elde edilen sonuglara gore CRP degerlerinin en yiiksek 6,05
g/L ve en diisik 3,27 g/ oldugu ve ortalama degerinin 4,66 g/L oldugu
saptanmistir. ELISA calismalarinda Canine Anti-Parvoviriis IgM ve IgG Antikor
seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Saglanan mikrotitre plakasi antijen ile 6nceden kaplanip
numune eklenmis, sirasiyla yaban turbu peroksidaz enzimi (horse radish
peroxidase, HRP) eklenerek inkiibe edilmis ve iyice yikanmustir. Durdurma
Soliisyonu rengi maviden sartya degistirir ve renk yogunlugu spektrofotometre
kullanilarak 450 nm'de 6l¢lilmiistiir. Kalibrasyon standartlari numunelerle ayni
anda test edilmistir ve bir CUT OFF degeri elde edilmistir. Daha sonra CUT OFF
degeriyle karsilastirarak, Orneklerde Parvoviriis Ab IgM ve 1gG'nin var olup
olmadigina karar verilmistir. IgM test sonuglarimi belirlemek amaciyla Optik
Yogunlugu (O.D.) 6lgmek i¢in mikrotitre plakalar1 BioTek ELX 800 mikrotitre
plaka okuyucu cihazi kullanarak 450 nm'de okutulmustur. Calisma sonuglarinda
CUT OFF degeri iiretici firma tarafindan belirlenen formiille hesaplanarak sonug
0,215 ¢ikmis ve pozitif kuyucuk ortalamasimnin 2,256 oldugu ve iiretici firma
tarafindan belirlenen test protokoliinde belitildigi gibi >1,00 degeri olan testin

gecerliligi kosulunu sagladigi belirlendi. IgG test sonuglarini belirlemek amaciyla
\YJ



Optik Yogunlugu (O.D.) dlgmek igin mikrotitre plakalar1 BioTek ELX 800
mikrotitre plaka okuyucu cihazi kullanarak 450 nm'de okutuldu. IgG calisamasi
sonunda yine CUT OFF degeri iiretici firma tarafindan belirlenen formiille
hesaplanmis ve sonu¢ 0,227 olarak bulunmustur. Calismamizda pozitif kuyucuk
ortalamasinin 2,618 oldugu ve iiretici tarafindan verilen test protokoliinde
belitildigi gibi >1.00 degeri olan testin gegerliligi kosulunu sagladig1 belirlendi.
Calisma sonunda 29 6rnekten 27°sinin Canine Anti-Parvoviriis IgM ve 1gG Antikor
seviyeleri agisindan pozitif oldugu saptanmustir.

Caligmada incelenen 52 kopek diskisindan ekstraksyon islemi ile izole
edilen DNA o6rneklerinden yapilan RT-PCR test sonuglari sonrasit 29 kdpegin
diskisinda Canine Parvoviriise ait DNA saptanmistir ve pozitif sonu¢ olarak
degerlendirilmistir (%55,8). Bir reaksiyon i¢in 25 ml'lik PCR master mix karigimi
12,5 ml ve 50 nM primer CPV-For (5°-
AAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTA-3’) ve  CPV-Rev  (5°-
AAATTTGACCATTTGGATAAACT-3’), 200 nM prob CPV-Pb (5’-FAM-
TGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACC-BHQ1-3’) ve 10 ng siipheli
DNA kullanilarak yapilmistir. RT-PCR testi termal dongii protokolii: Tag DNA
polimerazin 95°C'de 10 dakika siireyle aktivasyonu ve 95°C'de 15 sn'lik
denatiirasyon, 52°C'de 30 sn'lik primer annealing ve 60°C'de 1 dakika uzatma

igeren 40 dongii seklinde uygulanmugtir.
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1. GIRIS Pinar PALANCI

1. GIRIS

Insan, hayvan ve bitkilerin bir arada yasadigi evren icindeki tek ev
stiphesiz Dityamizdir. Bu evde en bilinen, insanlik i¢in 6nemi olan pet hayvam
yapilan arkeolojik calismalarla da bilindigi lizere stiphesiz kdpeklerdir.

Ulkemizde her gecen giin insanlar, gerek yogun sehirlesmenin verdigi stres
faktorlerinden uzaklasmak icin gerekse kendilerini dogal ortamlara daha yakin
hissetmek amagli kendi yagsam alanlarinda evcil hayvan besleme ihtiyact duymaya
basalmis ve evcil hayvan taleplerini genellikle kdpekler olusturmustur. Fakat
goriilityor ki giiniimiizde kopek ticaretinin 6nemli derecede ekonomik getirisinin
olmasi ve ticari agidan degerlerinin artmasiyla birlikte kopeklerin daha kalabalik ve
bakim sartlarinin daha kotii oldugu ortamlarda barindirilmalarina yol agmistir
(Arsoy, 2015).

Kopeklerin parvoviral enfeksiyonlari diinya genelinde pek ¢ok yerde
siklikla rastlanilan bir viral hastaligidir. Kanli ishalle karakterize, ¢ok bulasici ve
oldiiriicti olan bu viral enfeksiyon ‘kdpeklerin kanli ishali’ adiyla bilinmekte ve
hastalik genellikle geng ve yavru kopeklerde yiiksek mortalite ve morbiditeyle
seyretmektedir. Genellikle akut, fibrinli, nekrotik ve hemorajik enteritis, kimi
zaman da myokarditis ile seyreden ¢ok bulasict ve o6ldiriicti bir viral hastaliktir,
Asilanmis anne kopeklerden dogan yavrularin yeterince maternal antikorlar
alamamasi veya bu antikorlarin olusmamasi ya da koruyucu antikor diizeyinin
yeterli siire devam edememesi sonucunda da bu agilanmis annelerden dogan yavru
kopeklerde de canine parvoviriis enfeksiyonu sekillenebilmektedir (Prittie, 2004).

Yeni dogan kopekler Canine parvoviral enteritise daha kolay
yakalanabilmekte ve yapilan tedaviye ragmen olumler gergeklesebilmektedir.
Yavru kopeklerin CPV enfeksiyonuna karsi daha duyarli olmasia sebep bir¢ok
risk faktorii bulunmaktadir. Bu faktorler arasinda; koruyucu yeterli immunitenin
olusmamasi, barinaklarda yeterince dezenfeksiyon yapilmamasi ve sagliksiz, bir o

kadar da kalabalik olmasi, barmak kosullarinin uygun olmamasindan kaynaklanan
1
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stres, dogum sonrasi yeterli kolostrum alinmamasi, ekto ve endoparazitizmdir
(Goddard ve Leisewitz, 2010; Pritte, 2004).

Diinyada ¢ok yaygin olan CPV enfeksiyonu i¢in yillardir yapilan miicadele
caligmalarina ragmen heniiz 6nemli bir basar1 saglanamamis ve CPV nin evrimsel
kabiliyetinin yiiksek olmasiyla birlikte ¢evre sartlarina dayanikli olmasi hastaligin

giincel kalmasina ve diinya genelinde 6nemini slirdiirmesine neden olmaktadir.
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2. GENEL BILGILER

Canine parvoviriis (CPV) kopeklerde ciddi enfeksiyonlara neden olan ve
Ozellikle 6-20 haftalik yavru kopeklerde 6liimciil sistemik rahatsizliklar meydana
getiren yaygin ve bilinen adiyla “Képek Kanli Ishal” hastaliginin etkenidir. Canine
parvoviriis (CPV) enfeksiyonuna diinyanin pek ¢ok yerinde rastlanir. Enfeksiyon
kanli ve ¢ok koti kukulu ishalle karakterize, 6zellikle yavru kopeklerde yiiksek
mortalite ve morbiditeyle seyreden, genellikle akut, fibrinli, nekrotik ve hemorajik
enteritis, kimi zaman da myokarditis ile seyreden ¢ok bulasici ve 6ldiiriicii bir viral
hastaliktir. Asilanmis anne kopeklerden dogan yavrularin yeterince maternal
antikorlar1 alamamasi veya bu antikorlarin olugsmamasi ya da koruyucu antikor
diizeyinin yeterli siire devam edememesi sonucunda da bu asilanmis annelerden
dogan yavru kopeklerde de canine parvoviriis enfeksiyonu sekillenebilmektedir
(Prittie, 2004). Hastaliktan korunmak igin as1 uygulamalar1 yapilsa da CPV-2
enfeksiyonu tiim diinyada yetiskin ve yavru kopeklerin 6nemli hastalik sorunu
olmaya devam etmektedir (Panda ve ark., 2009).

Hastalik etkeni Canine parvoviriis (CPV) Parvoviridae ailesi igerisinde yer
alir, kiigiik, zarfsiz ve tek iplik¢ikli DNA ya sahiptir (Goddard ve Leisewitz, 2010).
Canine parvovirlisiin (CPV) kdpeklerden izole edilmis, canine parvoviriis tip-1
(CPV-1) ve canine parvoviris tip-2 (CPV-2) olmak iizere iki tipi vardir. Asil
patojenik olan tip CPV-2 kisa zaman igerisinde canine parvoviris tip-2a (CPV-2a),
canine parvoviriis tip-2b (CPV-2b) (Binn ve ark., 1970; Parrish ve ark., 2007) ve
baz1 Bat1 Avrupa, Asya ve Gliney Amerika iilkelerinde canine parvo viriis tip-2C
(CPV-2¢) olarak isimlendirilen ve patogenezleri ayni olan antijenik formlara
dontigmiistiir (Decaro ve ark., 2007; Perez ve ark., 2007). CPV-2a, CPV-2b ve
CPV-2¢ formlar1t CPV-2 formuna oranla konake1 aralig1 genis olup kedilerde kedi
panleukopeni enfeksiyonu ile dogal olarak ortaya ¢ikan ayni hastaliga neden
olabilmektedir (Greene, 2012).
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Canine parvoviriis (CPV) 1s1 ve pH degisimlerine ve bir ¢ok dezenfektana
dayanikli, cevrede uzun siire canliligini koruyan, dnemli bir kismu tiire 6zel patojen
olan ve bir cok memelide hastaliga yol acan bir viriistiir (Lamm ve Rezabek, 2008;
Pollock ve Coyne, 1993; UWE, 2006). Viriis ¢ogalmak igin 6zellikle hizli boliinen,
DNA sentezleyen hiicrelere (enterositler, kemik iligindeki Oncii hiicreler,
myokardiyositler) ihtiyag duyarlar (Nandi ve Kumar,2010; Truyen,1999).

CPV-2 enfeksiyonu her yas, cinsiyet ve irktaki kopeklerde goriilmekle
birlikte hastalifa ozellikle 6 hafta ile 6 ay arasi yaslardaki yavru kopeklerin
duyarliliklarinin ~ fazla oldugu ve o6limciil enfekSiyonlara neden oldugu
bildirilmektedir (Pollock ve Goyne, 1993; Prittie, 2004; Turgut, 2001). Canine
parvoviriis tip 2’de, depresyon (laterji ve anoreksi), ates, kusma ve mukoid ya da
siddetli hemorajik ve ¢ok kotii kokulu ishalle birlikte seyreden ciddi enteritisler ile
ishale bagl dehidrasyon sekillenebilir (Desario ve ark., 2005; Pollock ve Goyne,
1993). CPV-2’nin kopeklerde en etkili bulagsma yolu direkt ve indirekt fekal-oral
bulagmadir. Akut enfeksiyon sonrasi, hastaliktan kurtulan kopeklerin hafta hatta
aylar sonra bile viriisii yaymaya devam ettikleri bildirilmistir (Nandi ve Kumar,
2010). Oyle ki enfekte olup 6len bir kdpege ait dezenfekte edilmemis tasma, yem,
su kaplar1 ve yataklari ile aylar sonra temas eden yeni bir yavru kdpekte enfeksiyon
olusabilmektedir. Hastaligin tamisinda her ne kadar klinik bulgularin yeterli
olabilecegi Dbelirtilse de kopeklerde coronaviriis, adenoviriis, morbilliviris,
rotaviriis gibi farkli viral patojenlerin de ishale neden olabilecegi gbz Oniinde
bulundurulmalidir. Klinik tanmmin laboratuvar sonuglariyla desteklenmesi
gerekmektedir. Genellikle kopeklerin digkilarimdan alinan orneklerden veya dlen
hayvanlarin bagirsak igeriklerinin direkt incelenmesi ile kesin ve hizli tani
konulabilmektedir. CPV ye bagli viremi uzun siireli oldugu i¢in enfeksiyonun geg
evrelerinde kan Orneklerinin  incelenmesinin  tan1  i¢in yararli  oldugu

bildirilmektedir (Decaro ve Buonavoglia, 2012).
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CPV-2, kopekler arasinda hizla yayilim 6zelligi gostermesi ve birgok hasta
hayvanin 6liimi ile sonuglanan enfeksiyonlara neden olmasi agisindan énemli bir

viristur.

2.1. Etiyoloji

Parvoviridae ailesi, Parvovirinae ve Densovirinae isimli iki alt aileden
olusmaktadir. Parvovirinae ailesi omurgali canlilarda enfeksiyona neden olurken
Densovirinae ailesi insektlerde enfeksiyona neden olmaktadir. 2013 yilina kadar
Parvovirinae ailesinin bes cinsten olustugu (Parvoviriis, Erythroviris,
Dependoviriis, Amdoviriis ve Bocaviriis) bilinirken, 2013 yilinin Temmuz ayidan
itibaren Uluslararas: Viriis Taksonomi Komitesi tarafindan CPV-2 olarak bilinen
hastalik etkeni Parvoviridae ailesi, Parvovirinae alt familyasi, Protoparvoviriis cinsi
igerisinde smiflandirilmaya baglanmasiyla birlikte ayni zamanda Parvovirinae
ailesi igerisinde bazi kiigiik degisiklikler yapilmistir (Cizelge 2.1) (ICTV, 2013;
Cotmore ve ark., 2014).

Cizelge 2.1. Parvoviriis smiflandirmasi (ICTV, 2013; Cotmore ve ark., 2014)

Aile Parvoviridae
Alt Aile Parvovirinae
Genus Amdoparvovirus

Aveparvovirus
Bocaparvovirus
Copiparvovirus
Dependoparvovirus
Erythroparvovirus
Protoparvovirus
Alt Aile Densovirinae
Genus Ambidensovirus
Brevidensovirus
Hepandensovirus
Iteradensovirus
Penstyldensovirus

Parvoviriisler tiir spesifik olmakla birlikte c¢esitli memelilerde de

hastaliklara neden olabilmektedir (Schoeman ve ark., 2013). CPV-2; feline
5
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panleukopenia viriis (FPV), mink enteritis viriis (MEV) ve rakun parvoviriis (RPV)
ile beraber Parvoviridae ailesi icerisinde sinmiflandirilmistir (Cabalar ve Aksoy,
2017; Decaro ve Buonavoglia, 2012). Parvovirisler kii¢iik (18-26 nm), zarfsiz, tek
zincirli DNA yapisinda olup kiiresel bir kapsitten olusmus (Sekil 2-1), ¢evrede
uzun siire (5-7 ay) caliligmmi koruyabilen, yiiksek sicaklik, asit ve alkali pH
degerleri, tripsin, yag c¢oziiciileri ve birgok dezenfektana karsi direngli bir
organizmadir (Lamm ve Rezabek, 2008; UWE, 2006). Formalin, sodyum
hipoklorit, beta propiyolakton, hidroksilamin ve ultraviole ismlarla inaktive
edilebilen parvoviriisler farkli memeli ve kanatli hayvanlarin eritrositlerini de

hemagliitine etme 6zelligine sahip organizmalardir (Decaro ve Buonavoglia, 2012).

=1

Sekil 2.1. Parvoviriis partikiiliiniin sematik goriintimii
(https://viralzone.expasy.org/103?outline=all_by_species; 2019)

Kopeklerden Canine parvoviriis tip-1 (CPV-1) ve Canine parvoviriis tip-2
(CPV-2) olmak iizere iki parvoviris tipi izole edilmistir. CPV-1 Bocaparvoviriis
cinsi igerisinde yer almakta ve genetik ve antijenik olarak CPV-2 ile iliskisi
bulunmamaktadir. CPV-1 in kopeklerde patojenik ozellik gostermedigi ancak
CPV-2, FPV ve MEV in antijenik olarak birbirleriyle iliskili oldugu
bildirilmektedir (Decaro ve Buonavoglia, 2012; Dik, 2017). CPV-2 enfeksiyonu

6
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1978 yilinda yeni bir etken olarak kabul edilirken FPV nin yaklagik olarak 100 yil,
MEV in ise 1947 yilinda tanimlandig1 bildirilmektedir. Kedi, mink ve kdpeklerde
goriilen parvoviriis hastaliklari, ozellikle lokopeni ve enterit olusturmalari
acisindan olduk¢a benzerlik goéstermeleri bakimindan MEV ve CPV-2’nin,
kedilerdeki parvoviriisun konak¢ida meydana gelen bir dizi mutasyon sonucu
ortaya ¢iktigi disiiniilmektedir (Decaro ve Buonavoglia, 2012). FPV in vitro
kosullarda ve yalnizca kedi kdkenli hiicre kiiltiirlerinde ¢ogalabilmekte ve yine in
vitro kosullarda kopek hiicrelerinde ¢ogalamaz sadece in vivo kosullarda kopek
hiicrelerinde ¢ik sinirli replikasyon gosterebilmekte, CPV ise hem kedi hem de
kopek kokenli hiicre kiiltiirlerinde ve ayrica CPV-2 in vitro kosullarda kedi
hiicrelerinde  ¢ogalabilmektedir, ancak in vivo kosullarda Kkedilerde
cogalamamaktadir (Truyen, 2006). Ayn1 zamanda, siddetli klinik enteritis belirtileri
gosteren kedilerde CPV-2c tespit edilmistir (Miranda ve ark. 2014; Mochizuki ve
ark. 1996).

1980’11 yillarda CPV-2 nin mutasyonu ile birlikte CPV-2a ve CPV-2b
olarak isilendirilmis, monoklonal antikorlar (MAD) ile ayirt edilebilen iki antijenik
varyanti ve son donemlerde ise CPV-2¢ ad1 verilen yeni bir tipi ortaya ¢ikmuistir.
CPV-2 nin iiciincii varyant1 olan CPV-2¢ 2000 yilinda ilk kez Italya’da tespit
edilmis ve farkli iilkelerde yiiksek derecede viriilent, yliksek morbidite ve mortalite
nedeni olarak bildirilmistir (Decaro ve Buonavoglia, 2012; Geetha, 2015; Kaur ve
ark., 2015).

Viris DNA’s1, ti¢ yapisal (VP1, VP2 ve VP3) ve iki yapisal olmayan
proteinden (NS1 ve NS2) olusmus yaklasik olarak 5000 niikleotide sahip bir DNA
molekiiliidiir (Geetha,2015; Kaur ve ark. 2015; Lamm ve Rezabek, 2008; Nandi ve
Kumar, 2010; Prittie, 2004). X-1s1m kristalografisi araciyla, parvoviriis kapsidinin
yapist VP1, VP2 ve VP3 olarak adlandirilan ve 60 protein alt {initesinden olusan 3
farklt polipeptid zincirinden olusmus; en c¢ok yapisal protein olan VP2, viral

kapsidinin  %90'm1  olusturmakta ve konak¢1i araligi ile viriis-konake¢t
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etkilesimlerinin ana belirleyicisini temsil etmektedir (Decaro ve Buonavoglia,
2012; Geetha, 2015).

Virlis ¢ogalmak icin 6zellikle hizli boliinen, DNA sentezleyen hiicrelere
(enterositler, kemik iligindeki Oncii hiicreler, myokardiyositler) ihtiyag
duymaktadir. Ozellikle fetiis ve yeni doganlarm hizli boliinen hiicrelerini, yetiskin
ve geng¢ hayvanlarin hematopoetik ve barsak hiicrelerini hedef alir (Goddard ve
Leisewitz, 2010; Lamm ve Rezabek, 2008). Canine parvoviriis ¢ogalmak i¢in
seliiler proteinlerden ¢ok hiicre metabolizmasimi kullandig1 icin hiicre mitozisini

bozar ve hiicre 6liimiine neden olur (Nandi ve Kumar,2010; Truyen,1999).

2.2. Epidemiyoloji

Canine parvoviriis enfeksiyonu diinya genelinde evcil ve vahsi etoburlarda
yaygin goriilen viral bir hastaliktir (MacLachlan ve Dubovi, 2017; Mech ve ark.
1997; Steinel ve ark. 2001; Veijalainen ve ark. 1986). Parvoviriis ilk kez Amerika
Birlesik Devletlerinde 1967 yilinda askeri kopeklerde solumun ve gastrointestinal
sistem hastalig1 olarak izole edilmis ve tespit edilen bu viriis CnMV olarak
isimlendirilmigtir. Daha sonra virlis ismi CPV-1 olarak degistirilmistir. (Binn ve
ark., 1970; Goddard ve Leisewitz, 2010; Jarplid ve ark., 1996).

Kopeklerde yiiksek mortalite ve morbidite oranina sahip olan parvoviriis
tipi ise yine ilk kez 1978 yillarinin baslarinda Amerika Birlesik Devletlerinde
yaklagik olarak alt1 haftalik ve daha biiyiik olan kopeklerde kusma, ishal; yeni
doganlarda ise miyokarditislere neden oldugu ancak bu etkenin daha Once
kopeklerde goriilen hastaliklardan farkli oldugu belirlenmistir (Parrish, 1999). Bu
viral etken ile enfekte olan kopeklerden alinan digki ve doku Ornekleri elektron
mikroskop ile incelendiginde kiiciik, yuvarlak ve zarsiz bir viriis oldugu tespit
edilmis ve daha 6liimciil olan bu virlis CPV-2 olarak adlandiriimistir (Blanco ve
Lopez, 2015; Schoeman ve ark., 2013). 1980'li yillarda CPV-2’nin yeni bir susu
daha saptanmis ve bu sus CPV-2a olarak adlandirtlmistir. Sonraki zamanlarda

viriisun mutasyona ugramasi sonucu, 1984'te CPV-2b olarak adlandirilan yeni bir
8
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sus daha ortaya ¢ikmistir (Geetha, 2015; Goddard ve Leisewitz, 2010; Lamm ve
Rezabek, 2008).

2000’11 yillara kadar hastaligin daha dnce tespit edilen CPV-2a ve CPV-2b
suslarindan olustugu diistiniilmekteydi. Fakat bu iki antijenik varyanttan sonra
ftalya’da 2000 yilinda yeni bir varyant olan canine parvoviriis tip-2¢ (CPV-2c)
bulunmustur (Buonavoglia ve ark., 2001; Shackelton ve ark., 2005).

CPV-2'nin antijenik varyantlar1 bazi tilkelerde farkli oranlarda tespit
edilmistir. CPV-2b prevalansi, Brezilya, ABD, Japonya, Isvi¢re ve Giiney Afrika
gibi iilkelerde; CPV-2a, Fransa, Tayvan ve Italya'da yaygin antijenik tip olarak
tespit edilmistir. Bununla beraber, hem CPV-2a hem de CPV-2bhmin Ispanya ve
Ingiltere'de esit oranda dagilim gosterdigi arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir.
En son bulunan sus CPV-2c ise Vietnam, Ispanya, Ingiltere, Giiney Amerika,
Kuzey Amerika ve Tirkiye’de saptanmustir (Sekil-2) (Decaro ve ark., 2007;
Gagari, 2015; Kang ve ark., 2008; Nandi ve Kumar, 2010; Perez ve ark., 2007).

CPV-2 enfekte kopeklerden duyarli hayvanlara direkt temas (fekal- oral
bulagma) ya da indirekt olarak bulagsmaktadir. Viriis ¢evre sartlarina ¢ok dayanikli
oldugu i¢in yiiksek diizeyde bulasici Ozellige sahiptir. Bu nedenle, yavrularda
bagisiklik olmamasi, bagirsak parazitleri, asir1 kalabalik, sagliksiz ve stresli ¢evre
kosullar1 parvoviral enfeksiyonuna zemin hazirlamaktadir. Yetiskin kopekler yavru
kopeklere gore parvoviriis enfeksiyonlerina karsi daha direnglidir. Bu durum
spesifik bagigikligin, agilamanin ve daha 6nce gecirilmis subklinik enfeksiyonlarin
sonucu olarak kabul edilmektedir. Ancak son yillarda CPV enfeksiyonu yetigkin
kopeklerde de goriiliir hale gelmistir. Yetiskin kdpeklerde bildirilen ¢alismalar
cogunlukla CPV-2c¢ ile iliskilidir (Decaro ve ark., 2008; 2009). Kopeklerin
parvoviral enfeksiyonunda 1rk yatkinligi da s6z konusudur. Ozellikle; Rottweiler,
Doberman Pinscher, American Pit Bull Terrier, Labrador Retriever ve Alman
coban kopegi gibi belli basli wrklarin diger irklara gére parvoviriis enfeksiyonuna
yakalanma riskinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Bird ve Tappin 2013; Geetha

2015; Nandi ve Kumar 2010; Perez ve ark. 2007).
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CPV-2/2-like
CPV-2a

N CPV-2b
W CPV-2¢
Number
variants 1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
latin America Europe Asian

h Korea

vls|a ©

South Africa

Soutl

Sekil 2.2. Diinya genelinde tespit edilen CPV suslarinin dagilimi (Zhou ve ark.,
2017).

CPV-2 enfeksiyonu farkli 1k, yas ve cinsiyetteki kdpeklerde
goriilebilmesine ragmen, 6 hafta ile 6 ay yas arasindaki yavru kopeklerin
enfeksiyona daha duyarli olduklari bildirilmektedir (Goddard ve Leisewitz, 2010;
Nandi ve Kumar, 2010). Kopeklerin cinsel olgunluga erismesi, disi ve erkek
kopeklerin temaslariin artmasina neden oldugu i¢in CPV-2 enfeksiyonun goriilme
riski de artmaktadir. Alt1 aydan biliyiik olan kopekler arasinda CPV enteritisinin
goriilme oraninin, digilere gore erkeklerde 2 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir

(Goddard ve Leisewitz, 2010; Prittie, 2004).
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2.3. Patogenez ve Patoloji

CPV enfeksiyonunda virlis viicuda oral yolla girerek hastalik
olusturmaktadir. Minimum bulasici doz bilinmemekte, fakat 100 doku kiiltiirii
enfektif doz kadar c¢ok diisiik seviyelerde oldugu diisiiniilmektedir. Enfekte
hayvanlarin etrafa yogun miktarda virlis sagmalar1 sonucu 1970’lerin sonlarma
dogru CVP enfeksiyonu tiim diinyada hizla yayilim gostermistir (Pollock ve
Coyne, 1993).

CPV-2 nin kopekler arasinda en hizli bulas yolu fekal oral bulasma olup
diger bulasma yolu ise indirekt bulagsma olan digki ile kontamine olmus maddelerle
temas sonucu oronazal yol ile bulagmadir. CPV-2 enfeksiyonu ¢ok hizli yayilim
ozelligi gostermektedir (Goddard ve Leisewitz, 2010). Yapilan ¢alismalarda,
viriisun fekal yayilimiin inokulasyondan sonra en erken 3. giinde basladig1 ve en
cok 3-4 haftaya kadar devam ettigi goriilmiistiir. Viris replikasyonu, orofarenksin
lenfoid dokusunda, mezenterik lenf yumrularinda ve timusda baglayarak
enfeksiyondan yaklagik 3-4 giin sonra hematojen yolla (viremi) ince bagirsak
kriptlerine kadar ulagir. Viremi sonrasinda CPV-2 6zellikle timus, lenf nodiilleri,
kemik iligi, ince bagirsak gibi organlar ile agiz boslugu, dil ve ozofagus
epitelyumunda lokalize olur. Sistemik enfeksiyon sonrasi akciger, dalak, karaciger,
bobrekler ve miyokart dokularindan viris izole edilmistir. Bu durum CPV
enfeksiyonunun sistemik bir hastalik oldugunu ve kan yoluyla tiim viicuda
yayildigin1 gosteren en 6nemli kriter olarak bildirilmektedir (Decaro ve ark.,
2009a; Elia ve ark., 2007; Goddard ve Leisewitz, 2010; Pollock 1982).

Parvoviriis sadece mitoz boliinmenin S fazindaki konakei hiicrelerinde
replikasyon gergeklestirebilir. Virtisun viicuda alinmasiyla enfeksiyonun ilk iki
giiniinde viriis replikasyonu, orofarinks lenfoid dokularinda, mezenterik lenf
nodiillerinde ve timusta baglar ve daha sonra kemik iligi ile hassas bagirsak
hiicreleri (ince bagirsaktaki kript hiicreleri) gibi hizla boliinen hiicreleri igeren yeni
organlara hematojen yolla (enfeksiyondan 3-4 giin sonra) dagilim gosterir, mitoz

bolinmenin S fazindaki uygun reseptore sahip hiicreleri enfekte eder (Sekil 2-3)
11
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(Cotmore ve Tattersall, 1987; Goddard ve Leisewitz, 2010; Nandi ve Kumar, 2010;
Pollock ve Coyne, 1993).

Virusun Oral Yolla Alinmasi

|

Viral Replikasyon
Oropfarinks Lenf Nodiilleri

|

Viremi

/Kemik iligi\) Bagirsak
Lenf Nodiilleri
Dalak ‘1’
\ Germinal Epitellerinde Nekroz

Lenfoid Hiicre Nekrozu

l Enterit / Diyare

Lenfopeni / \

Olim €= Sepsis lyilesme

Sekil 2.3. CPV’nin Patogenezi (Pollock ve Coyne 1993).

Kemik iliginde replike olan viriis, bagisiklik sisteminin geng hiicrelerini
tahrip ederek viicudun en iyi savunma mekanizmasini yok edilmesinden
sorumludur. CPV enfeksiyonlari, kemik iligi enfeksiyonu olusumuna bagli olarak
beyaz kan hiicre sayisinda diislis ile karakterize bir hastaliktir. Viriisiin en yikic
tahribati gastrointestinal sistemde olusmaktadir (Miranda ve Thompson, 2016;
Nandi ve Kumar, 2010).

Hastalik siddetini etkileyen ana faktorlerden biri lenfoid ve intestinal
hiicrelerdeki yenilenme hizidir ve hiicre yenilenme hizi direk olarak viriis
replikasyonunu da artirarak bdylece daha fazla hiicrenin O6lmesine neden

olabilmektedir. Yavruyu hastaliga kars1 duyarli hale getirme nedenlerinin baginda
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stres faktorleri, intestinal parazitlerin varligi ve siitten kesilme sayilabilir. Siitten
kesilme esnasinda bagirsaklardaki bakteriyel florada ve diyette meydana gelen
degisiklikler sonucu intestinal kriptlerdeki enterositlerin mitotik indeksi
artabileceginden bu durum hizli boliinen hiicrelere karsi viral tropizm artirarak
yavruyu hastaliga kars1 duyarli hale getirebilir (Goddard ve Leisewitz, 2010;
Meunier ve ark., 1985).

Parvoviriis, bagirsak kriptlerinin germinal epitelyumlarin1 enfekte ederek
epitelyal hasara ve villuslarin bozulmasina neden olmaktadir. Bunun sonucunda
hiicrelerin normal dongiisiine (genellikle ince bagirsakda 1-3 giin) zarar verir,
kisalmig ve atrofiye olmus villuslar gibi karakteristik patolojik lezyonlara yol
acmaktadir. Villuslardaki atrofi doneminde ince bagirsak emilim kapasitesini
kaybeder (Goddard ve Leisewitz, 2010). Viriis tarafindan istila edilen kript
epitellerinde dejenerasyon ve villoz atrofi sekilleneceginden besinler absorbe
edilemez hale gelir ve bunun sonucunda da ishal sekillenir. Sindirim sisteminin
koruyucu bariyeri bozulmus olur. Bagirsak bariyerinin kaybedilmesi, tiim viicudun
potansiyel olarak bakteri istilasina ugramasina neden olur, bakteriler viicuda girip
yaygin enfeksiyona neden olabilir, kanli ishal meydana gelir. Viris, ishal ve
kusmaya bagli olarak sok ve 6liimle sonuglanabilecek derecede yogun sivi kaybi ve
dehidrasyon meydana getirebilir (Nandi ve Kumar, 2010).

CPV enfeksiyonu olan kopeklerde o6liim nedeni genellikle sepsis
kaynaklidir. Sepsis hipoperfiizyon, hipotansiyon ve ¢esitli organlarda fonksiyon
bozukluklarina neden olacagindan sepsis ve Ozellikle septik sok akut organ
yetmezliklerinin en Onemli sebeplerinden biridir. Sepsis olgularinda goriilen
bobrek fonksiyon bozukluklarinda 6nce oligiiri sonra poliiiri, proteiniiri ve azotemi
goriilmekte ve bu degisikliklerin ¢ogunlukla akut tubuler nekroz, nadiren kortikal
nekroz, glomerulonefritis veya interstisyel nefritisin ortaya ¢ikmasi ile iliskili
oldugu bildirilmistir (Bonville ve ark., 2004; Cankurtaran ve Kiykim 2002;
Fransonn ve ark., 2007; Otto ve ark., 2000).
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Sitokinler lokal enfeksiyonun eliminasyonunda etkili olmaktadir ancak,
sitokinlerin fazlasinin yaygin endotel hiicre hasarina neden oldugu bildirilmistir.
Damar endotelindeki ciddi yikim hemodinamik degisiklikler ve akut organ
yetmezliklerine yol a¢tigindan bu olgularda 6lim genellikle organ yetmezliklerine
bagl gergeklesir (Lee ve ark., 2007; Nemzek ve ark., 2007; Otto ve ark., 1997).

2.4. Klinik Bulgular

CPV-2’nin neden oldugu hastalik biiyiik oranda bulasic1 ve oldiiriicti bir
karaktere sahip olmakla birlikte, klinik belirtiler 3-7 giinliik bir inkiibasyon siiresi
sonunda meydana gelir. Klinik olarak depresyon, kusma ve mukoid veya kanli
ishal, dehidrasyon, anoreksi ve yiiksek ates tespit edilir. Hastaligin akut hemorajik
enterit ve miyokarditis olmak tizere iki klinik formu vardir (Bird ve Tappin, 2013;
Decaro N, Buonavoglia, 2012; Geetha, 2015; Lamm ve Rezabek, 2008; Prittie,
2004). CPV-2 nin en karakteristik Klinik tablosu hemorajik enteritis olarak kabul
edilir ve bu durumun genellikle CPV ile enfekte yavrularin maternal antikor
titrelerine bagli oldugu bildirilmektedir. Yavru kopeklerde mortalte oranlar1 %70
gibi yiiksek olmakla birlikte yetiskinlerde bu oran genellikle %1 den azdir (Decaro
ve Buonavoglia 2012). Hastaligin erken belirtileri arasinda depresyon, kusma,
yiiksek ates, istahsizlik ve siddetli ishal sayilabilir. Hastaligin baglangi¢ asamasinda
viicut 1s1sinda artig goriilmektedir. Digkinin belirgin karakteristik bir 6zelligi yoktur
fakat ilerleyen siddetli olgularda diski sulu kivamli, agik sar1 renkte ya da kanli
goriilebilir. Gastrointestinal sistem yoluyla yogun siv1 ve protein kayiplarina bagh
olarak ciddi dehidrasyon sekillenebilir ve sonugta da hipovolemik sok gelisebilir
(Prittie 2004). Hizli sekillenen dehidrasyon olduk¢a tehlikelidir. Kopeklerde
cogunlukla klinik semptomlarin goériilmesinden itibaren 3 giin icerisinde Oliimle
sonuglanacak siddette kusma ve ishal gozlenir. Hastaligin seyri ve klinik bulgular
virtisun enfeksiyoz dozuna bagl olarak degismekte, fakat klinik belirtiler genellikle
enfeksiyondan 3-5 giin sonra ortaya ¢ikmaktadir. Ortalama 5-7 giin siirmektedir.

Morbidite ve mortalite oranlari, hayvanlarin yaslar1 disinda; bagisiklik durumlarina
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ve organizmada bagka bir enfeksiyonun var olup olmadigina bagl olarak
degisebilmektedir. Yavru kopeklerde bagisikligin tam gelismemesine bagli olarak
hastaligin ilk iki giinii gibi erken bir zamanda soka bagli 6liimler meydana gelebilir
(Nandi ve Kumar 2010).

Parvoviral enteritisli kopeklerin tipik ultrasonografik goriintiisti; i¢i sivi
dolu, abdominal palpasyonda da hissedilebilen atonik ince ve kalin bagirsaklardir.
Duodenal ve jejunal mukoza tabakalar: incelmis, duvar katmanlari belirsizlesmistir.
Luminal-mukozal yiizeyler diizensiz yapida olmakla birlikte hiperekoik mukozal
lekelenmeler gérmek miimkiindiir. Goriilen bagirsak lezyonlari mukozal erezyon,
tilserasyon ve Kkript nekrozu gibi histopatolojik verilerle de uyumsaglamaktadir
(Stander ve ark 2010).

Canine parvoviriis tip 2’nin bir diger klinik formu ise 3 aydan kiigiik
yavrular1 etkileyebilen miyokardittir. CPV-2 kdkenli miyokarditisler nadiren
tanmimlanir, ¢iinkii enfeksiyona yakalanan yavrular klinik semptomlar geligmeden
veya ortaya c¢iktiktan kisa bir siire sonra Olmektedir. Miyokarditise bagli kalp
kasinda multifokal nekroz, kas fibrillerinde yangili veya yangisiz lizis sekillenebilir
ve kalp kasi hiicrelerinde intraniikleer inkliizyon cisimciklerine rastlanabilir
(Goddard ve Leisewitz 2010; Pollock ve Coyne 1993). Enfekte ve 8 haftaliktan
kiiciik yavru kopeklerin %70’inde kalp defektine bagl oliimler goézlenir, kalan
%30'luk kisimda ise patolojik degisiklikler meydana gelir ve bu durum aylar hatta
yillar sonra dliimle sonuglanabilmektedir. CPV-2 miyokardit formunun en belirgin
ve etkileyici semptom 4 haftaliktan kii¢iik yavrularda meydana gelen ani
oliimlerdir. Olmek {izere olan yavru kopeklerin ekstremitelerinde 1s1 kaybu,
mukozalarinda solgunluk ve solunum yetmezligi veya terminal konviilsiyonlar
sekillenebilir. Solunum gii¢liigii ile birlikte akut kalp yetmezligi, 4-8 haftalik veya
daha kiigiik yavrularda ortaya g¢ikar. Subakut kalp yetmezligine ise genellikle 8
hafta veya daha yasli yavrularda rastlanir. Tasikardi, bazen aritmi olusur ve zayif
bir nabiz alinir. Yavru hayvanlarin biyiik kismi kardiyojenik sok sebebiyle oliir.

Bununla birlikte, eger hayvan enfekte olduktan sonra Slmeyip hayatta kalirsa,
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kronik miyokardiyal ve dolasim komplikasyonlar: goriilebilir. Hastaligin bu
formunda viriis kalpteki olgunlasmamis kas hiicrelerinde hizla ¢ogaldigi i¢in ishal
gbzlenmez (Nandi ve Kumar 2010).

CPV-2 enfeksiyonlarinda 16kopeni 6nemli bir bulgu olarak kabul edilir ve
hastalik sirasinda 2000- 3000 hiicre/ml altinda oldugu kayit edilmistir. Fakat bazi
durumlarda beyaz kan hiicreleri, viriis kaynakli olan lenfopeni ve firsatct
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar sonucu olusan nétrofilden dolayr normal
degerde goriilebilir. Bununla birlikte akciger enfeksiyonlari da solunum sistemi
problemlerine yol agabilir ve yetiskin kopeklerde subklinik enfeksiyonlar
sekillenebilir (Decaro N, Buonavoglia, 2012; Geetha, 2015; Lamm ve Rezabek,
2008).

2.5. Teshis

Canine parvoviriis enfeksiyonlarinda olusan semptomlar enfeksiyonun
klinik teshisine yardimci olabilir. Ozellikle asisiz yavrularda meydana gelen
kusma, sulu veya kanli ishal, bunlarin devaminda meydana gelen depresyon,
dehidrasyon, ates ve lokopeni gibi bulgularin bir arada goriilmesi teshisin
konulmasi yoniinde yol gosterici olabilir (Goddard ve Leisewitz 2010; Pollock ve
Coyne 1993). Ancak Coronaviriis, Adenoviriis, Morbiliviriis, Rotaviriis, Reoviriis,
Noroviriisler gibi kdpeklerde ishale neden olan bagka patojenlerin de varligi
diisiiniildiigii zaman teshis i¢in sadece klinik bulgular yetersiz kalir. Bu nedenle
klinik bulgular1 destekleyecek ¢esitli tan1 yontemleri kullanilmaktadir.

CPV enfeksiyonunun laboratuvar tanisi igin, elektron mikroskopi (EM),
viriis izolasyonu (VI), hemaglutinasyon (HA) testi, ELISA, latex agliitinasyon
(LA) testi, viriis notralizasyon (VN) testi, immunokromatografi (IC) ve
konvanisiyonel PCR ve Real-Time PCR gibi molekiiler tani1 yontemleri
kullanilmaktadir. Bu yontemler farkli sensitivite ve spesifite degerlerine sahiptirler
(Geetha,2015; Markovich ve ark, 2012; Mochizuki ve ark. 1996; Nandi ve Kumar,

2010; Rimmelzwaan, 1990).
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Virolojik teshis i¢in ¢ogunlukla enfekte kopeklerin digkilar1 ya da CPV
enfeksiyonundan olmiis kopeklerin bagirsak igerikleri incelenmek iizere alinir.
Ayrica, enfekte kopeklerde vireminin uzun siirdiigii durumlarda EDTA’ll kan
ornekleri de tamida kullanilabilir. En kisa siirede viriis tespiti i¢in elektron
mikroskopi yontemi kullanilabilir. Bu yontem ile digki materyalinden hazirlanan
preparatlarda kolaylikla viriis partikiilii tespit edilebilir. Ancak bu yontem hizl
olmasina ragmen analitik duyarlilig1 yeterli diizeyde olmadigi i¢in rutin teshiste
kullanim1 sinirhdir. Virlis izolasyonu amaciyla diski 6rneklerinden hazirlanan
inokulumlar primer bdbrek hiicre kiiltiirleri ya da Madin Darby Canine Kidney
(MDCK) ve Crandell Feline Kidney (CRFK) gibi devamli bobrek hiicre kiiltiirleri
kullanilabilir ve bu hiicre kiiltiirlerine inokule edilebilir. Ancak viriis izolasyonu
kesin teshis icin en gilivenilir yontem olmasina ragmen zaman alict ve zahmetli
oldugundan rutin ¢aligmalrda tercih edilen bir yontem degildir (Frost ve Kliinker,
1984; Nandi ve Kumar,2010).

Parvoviral antijenlerin gosterilmesinde kullanilan yontemlerin baginda
hemagliitinasyon testi, ELISA ve immunokromatografik yontemler gelmektedir.
Hemagliitinasyon (HA) testi i¢in domuz, kedi ve rhesus maymun taze
eritrositlerine ihtiyag olup bu materyallerin yeterli miktarda elde edilmesi zor,
zahmetli ve zaman alicidir. HA testinden dogru sonug alabilmek ancak hasta
olmayan ve stresten uzak olan hayvanlardan kaliteli eritrosit alinmasina baglidir.
Biitiin sartlar uygun hale geldikten sonra 96 kuyucuklu platelerde gergeklestirilen
HA testi bircok ornegin hizli bir sekilde islenmesine olanak saglar ve sonuglar
sadece 4 saat kadar sonra okunmaktadir (Decaro ve Buonavoglia, 2012).

Viral antijen tespiti i¢in kullanilan en yaygin metotlardan bir digeri ise
Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemidir. ELISA, enzim ile
isaretlenmis konjugatin aranan antijene baglanmasiyla, daha sonra eklenen
substratin indirgenip renk degisimine neden olmasiyla olusan renk yogunlugunun
spektrofotometrede 6l¢iiliip degerlendirilmesi esasina dayanmaktadir. ELISA, diger

teshis yontemlerinden daha ucuz, hizlidir ve veteriner kliniklerinde uygulanmasi
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oldukca kolay bir yéntemdir (Nandi ve Kumar, 2010). Immunokromatografi (IC)
yontemi; immunokromatografik kart test, strip test, dipstick test, lateral flow assay,
lateral flow immunoassay, rapid test, immunoassay rapid test gibi degisik isimlerle
de tanimlanmaktadir. Son yillarda diinya genelinde yaygin olarak kullanilan bir
teshis yontemi olmustur. Bu yontemde, duyarliliginin yiiksek olmasi, iiretiminin
kolay olmasi, hizli sonu¢ alinmasi, maliyetinin diisiik olmasi, tek 6rnek i¢in
uygulanabilmesi, degerlendirme i¢in cihaza gerek duyulmamasi, laboratuvar
disinda da uygulanabilir olmasi, raf dmriiniin uzun olmasi, uygulama i¢in uzmanlik
gerektirmemesi, sonucun gozle goriilebilir olmasi, kullaniminin rahat ve kolay
olmasi, yiiksek giivenilirlikli sonuglar elde edilmesi gibi avantajlar1 vardir. Tim bu
avantajlarimin - yam1 sira, tam bir kantitatif uygulamaya sahip olmamasi,
degerlendirmede kullanicilar arasinda farkliliklar olabilmesi ve sadece sivi 6rnekler
i¢in kullanilabilmesi gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bu yontemde yiiksek
segcicilige sahip antijen-antikor reaksiyonu kullanildigi i¢in dogruluk orani %98’in
tizerine ¢ikmaktadir (Kaya ve ark., 2014).

Molekiiler teshis yontemleri igin 6zel laboratuvarlara, yetismis uzman
personel ve yeterli zamana ihtiyag vardir. CPV-2 DNA'simin tespitinde PCR
duyarliligi yiiksek bir yontemdir. Virlis izolasyonuna kiyasla PCR yonteminin
uygulanmasinda daha az siire ve daha az is giiciine ihtiyag duyulur (Decaro ve
Buonavoglia, 2012). Siipheli diski ve nekropsi materyalinde bulunan ¢ok az
miktardaki CPV-2’nin, PCR ile tespiti miimkiin olmasina ragmen ELISA bu
sekilde az miktarlardaki CPV-2 nin tespiti miimkiin degildir. PCR ile spesifik
primerler kullanilarak CPV-2'nin farkli suslarimi da belirlemek miimkiin
olmaktadir. Canli CPV asisiyla asilama sonrasi as1 virlisunun digki ile 7-10 giin
boyunca sagilimina bagl olarak olusan yanlis pozitif sonuglar1 da PCR ile ayrt
etmek miimkiindiir (Nandi ve Kumar, 2010; Prittie, 2004).

Serolojik yontemlerden 6zellikle indirekt ELISA, parvoviriis antikorlarinin tespit
edilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Hastaligin akut donemlerinde

saptanan IgM varligi ya da konvalesan donemde IgG varliginin saptanmasi ile
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klinik tan1 dogrulanir. Fakat bununla birlikte akut enfeksiyon sonrasinda
saptanabilir diizeyde antikor olusumu gerceklesmeden hayvan enfeksiyondan
oOlebilir. Bu nedenle, enfekte olmus hayvanlarin digkisinda antijen ya da viral DNA
tespitine yonelik testler daha yaygin olarak kullanilan teshis ydntemleridir

(MacLachlan, 2017; Prittie, 2004).

2.6. Korunma ve Kontrol

CPV’den korunmanin en etkili yolu genis asilama programlaridir. Inaktif
asilar sadece kisa siireli bagisiklik olusturdugundan, modifiye canli viriis asilari
uzun siireli bagisiklik kazanimi saglamasi acgisindan daha yaygin olarak
kullanilmaktadir. Orijinal tir CPV-2 ya da varyanti olan CPV-2b kullanilarak
hazirlanan bu asilarin, yavrulari hastaliga karsi koruyacak kadar etkili olmasi ve as1
sonrasi reaksiyonlarin da ender gézlenmesi agisindan daha giivenlidir (Decaro ve
ark 2007b). CPV-2’ye kars1 asilanmig olan kdpekler uzun siireli bagisiklik kazanir.
Asilanan annelerden dogan yavrular yasamlarinin ilk birka¢ haftasinda enfeksiyona
kars1 maternal antikorlar tarafindan korundugundan hastalik neonatallerde erken
donemde nadiren goriilir (Bastan 2012; Rice ve ark., 1982). Asilama yapilmasina
ragmen kopeklerde korunmanin olusmamasindaki ana neden kolosturum ile
anneden yavruya aktarilan yiiksek seviyelerdeki maternal antikorlardir. Bu nedenle
aktif bagisiklik ile etkilesim olmasini onlemek amaciyla asilar yavru kopeklere
maternal antikor seviyeleri diistiikten hemen sonra uygulanmalidir. Diinya Kiigiik
Hayvan Veteriner Hekimligi Dernegi Ast Rehberi Grubu, dayanikli maternal
antikorlara sahip yavrularda tam korunmanin olustugundan emin olmak igin,
parvovirlis asilama siireci bitiminin 14-16 haftalik yasa kadar ertelenmesini
Onerisinde bulunmustur. Uygulanan asilama programlari, 6liimler ile birlikte viriis
yayillimmin biiyiik 6l¢iide azaltildigr siirii bagisikliginin kdpek popiilasyonlarinda
olusmasini sagladigi halde yeni parvoviriis varyantlarinin ortaya ¢ikmasina da
katkida bulunmustur. Giiniimiizde antijenik varyantlar, ticari asilarin bircogunda

halen kullanilmakta olan orijinal CPV-2’nin yerini tamamen almistir.
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Virtisun enfekte hayvanlarin digkilar1 ile ¢ereye sagilmasi, klinik
belirtilerin kaybolmasini takiben 6 hafta daha devam etmektedir. Bu sebeple, hasta
ve hastaligi atlatmis olan hayvanlarin saglikli hayvanlara da virlis bulagmasini
Onlemek i¢in belirli bir siire izole edilmeleri 6nemlidir (Lamm ve Rezabek, 2008).
Canine parvoviriis zarfsiz viris oldugu igin, c¢evresel sartlara da oldukca
dayaniklidir. Kisin dondurucu soguklarda bile uzun siire aktivitesini
koruyabilmekte, evlerde kullanilan bir¢ok dezenfektan maddesine karsi da direngli
oldugu bilinmektedir ve bu sebeple kapali alanlarda virtisu inaktive etmek zordur.
(Nandi ve Kumar, 2010). Viriis oda sicakliginda 6 aydan daha uzun siirede
aktifligini koruyabilir. Kopek kuliibeleri, enfekte hayvan diskistyla kirli bulasik
alanlar veya insanlar vasitasiyla kolayca tasinabilir. Kopek kuliibesi ve pet
Kliniklerinde viriis bulagmasimin Onlenmesi i¢in tim maruz kalmis yiizeylerin
sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyonu ve hijyenik uygulamalarin iyi yapilmast ¢ok
onemlidir (Goddard ve Leisewitz, 2010; Nandi ve Kumar, 2010; Prittie, 2004).
CPV enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in etkili bir antiviral ajan olmadigi igin,
destekleyici ve semptomatik tedavi uygulanir. Sivi-elektrolit uygulamasi ile birlikte
sekonder bakteriyel enfeksiyonlara karsi da antibiyotik tedavisi yapilmast dnem arz
eder. Siddetli kusmalarin 6nlenmesi igin antiemetikler kullanilabilir. Kusmanin
sona erene kadar diyet ve istirahate dikkat edilmeli ve gerektiginde enteral
beslenme yapilarak hayvanin iyilesme siireci hizlandirilmalidir. Hasta ve tedavisi
yapilmakta olan hayvanlarin, saglikli hayvanlarla temas etmesi énlenmelidir (Bird

ve Tappin, 2013; Ocal, 1999).
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3. ONCEKI CALISMALAR

Hoang ve ark. (2019) yaptig1 ¢alismada bulunduklarn bdlgede CPV-2’nin
genotipik yayginliginin sinirli olasindan dolayr 3 boélgede CPV-2’nin genotip
prevalansini ve dagilimini arastirmistir. Yaptiklari bu calismada Kasim 2016’dan
Subat 2018’e kadar 3 farkli bolgeden toplamda 260 kopekten rektal siiriintii
toplayarak gercek zamanli PCR ile viriis izolasyonu yapmis ve parvoviriis pozitif
cikmistir. Daha sonra pozitif olarak tanimlanan bu numuneler Simple Prob gergek
zamanli PCR kullanilarak daha fazla genotiplendirilmis ve yapilan genotiplendirme
sonrasinda bulunduklar1 bolgede CPV-2’nin en yaygin goriilen susunun CPV-2c
oldugunu gormiislerdir. Diger yaygin olan tip CPV-2a iken bu ¢aligmada hicbir
numunede CPV-2b varligina rastlanmamustir (Hoang ve ark., 2019)

Mokhtari ve ark. (2018), 2014-2016 yillar1 arasinda 60 kopekten ishalli
disk1 ornekleri alarak CPV varhgin1 PCR yontemi ile arastirmuglardir. Incelenen
kopeklerde CPV enfeksiyonu prevalansint % 8.33 olarak hesaplamiglardir. Farkli
yas gruplar1 ve irklar arasinda onemli bir fark bulunmamakla birlikte hemorajik
ishalli kopeklerde enfeksiyon anlamli olarak daha yiiksek ¢ikmustir (3/25), ancak
Ki-kare testi sonrasi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Yapilan bu
¢alismanin, hemorajik ishalin ve asilama eksikliginin kopeklerde CPV enfeksiyonu
icin 6nemli semptomlar ve risk faktorleri olarak kabul edilebilecegini gostermistir
(Mokhtari ve ark., 2018).

Yapilan bir ¢caligmada CPV-2’ye karsi hi¢ asilanmamus, 0-12 aylik, farkli
cinsiyet ve irkta, ishal belirtileri olan toplam 100 adet kopekten diski numuneleri
alinmig. Hayvanlardan alman ornekler ticari ELISA ve hizli test kiti ile
protokollerine uygun olarak incelenmis. Bunlarla birlikte her bir digk1 6rnegi CPV-
2a-b’nin VP-2 proteinini kodlayan gene spesifik primerler kullanilarak PCR testine
tabi tutulmus. PCR testi ile 66 adet (%66), hizli test ile 24 adet (%24), ELISA ile
16 adet (%16) ornekte CPV-2 yoniinden pozitiflik belirlenmis. Sonrasinda,

kullanilan testlerin duyarliliklar1 ve ozgiillikkleri hesaplannmis. PCR ydntemi ile
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karsilastirildiginda hizli testin duyarliligi %36,36, ELISA’nin ise %24,24; her iki
testin Ozgiillikleri ise %100 olarak tespit edilmis. Bu ii¢ testin sonuglari
degerlendirildigi zaman aralarinda istatistiksel olarak Onemli fark bulunmus
(p<0.05). Sonu¢ olarak CPV-2’nin teshisinde ELISA ve hizli testin
duyarliliklarinin PCR’a goére oldukca diisiik seviyede oldugu saptanmis. Bu
sebepten ishalli kopeklerden elde edilen diskilarda CPV-2’nin kesin teshisini
yapabilmek icin diger teshis yOntemleri ile negatif olarak belirlenen sonuglarin
PCR gibi molekiiler temele dayali yontemlerle mutlaka dogrulanmasi gereklidir
(Dik, 2017).

Pineiro ve ark. (2018), yaptiklar1 ¢alismada kopeklere 6zgili reaktifler ve
standartlar1 kullanarak kopek C-Reaktif proteininin (cCRP) kantifikasyonu igin
parcacikla gelistirilmis tiirbidimetrik immiinolojik test gelistirilmis ve tam otomatik
bir analiz cihazi ile belirsizlik, dogrusallik sinirlari, algilama sinirlari, prozon
etkileri ve girisimler lizerine ¢aligmalar gergeklestirilmistir. Bu yeni yontem, cCRP
igin ticari olarak temin edilebilen diger 2 otomatik immiinolojik test ile
kargilastirilmigtir. Bu otomatik testler; tiirbidimetrik immiinolojik test (Gentian
CRP) ve manyetik gegirgenlige dayali bakim noktasi testi olarak belirtilmistir (Life
Assays CRP). Calisma i¢i ve giinler arasi belirsizlik sirasiyla %1,7 ve %4,2 olarak
belirlenmistir. Gelistirilen yeni test, 150 mg/L'ye kadar analitik bir aralikta CRP'yi
orantili olarak 6l¢miis ve prozon etkisi > 320 mg/L cCRP konsantrasyonlarinda
ortaya ¢iktigi agiklanmistir. Hemoglobin (20 g/L), trigliseritler (10 g/L) veya
bilirubin (150 mg/L) ile ilgili herhangi bir etkilesim tespit edilmemistir. Gelistirilen
yeni yontemle elde edilen sonuclar ile Gentian cCRP tiirbidimetrik immiinolojik
test arasinda iyi bir uyum gozlendigi ifade edilmistir. Yeni tiirbidimetrik
immiinolojik test (Turbovet canine CRP, Acuvet Biotech), otomatik analizorlerde
kolayca kurulabildigi ve rutin klinik kullanim i¢in uygun bir ara¢ oldugu igin
cCRP'nin dl¢limiinde hizli, saglam, kesin ve dogru bir yontemdir.

Kubesy ve ark. (2019) yaptiklar ¢alismada, prokalsitoninin bir inflamatuar

biyobelirte¢ olarak tanisal degerini C-reaktif protein ve kopek parvoviriis
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enteritinde toplam 16kosit sayisi ile karsilagtirarak degerlendirmislerdir. Kontrol
olarak kullanilan 14 kopek, goriiniiste saglikli 41 kdpek ve CPV’den etkilenen 27
kopek tlizerinde gergeklestirilmis olan bu caligmada, enflamatuar biyobelirteg
analizi, C-reaktif proteinde 6nemli bir artig, 16kosit sayisinda onemli bir azalma ve
prokalsitonin seviyesinde Onemsiz bir artis gostermistir. Hematolojik profil,
eritrosit sayisinda, hemoglobin igeriginde, paketlenmis hiicre hacminde %,
ortalama korpiiskiiler hemoglobinde dnem arz etmeyen bir artis ve bunlara ek
olarak nétropeni, lenfopeni ve monositoz ile iliskili dnemli 16kopeni gdstermistir.
CPV enteritinde hipoproteinemi. C-reaktif protein konsantrasyonunun analizinin,
kopek parvoviriis enteritinde inflamatuar bir biyobelirte¢ olarak l6kosit sayimi ve
prokalsitonin konsantrasyonundan daha etkili oldugu goriilmiistiir.

Kocatiirk ve ark. (2010), CPV enfeksiyonlu kopeklerde akut faz protein
yanitin1 klinik sonucun ongoriiciisii olarak degerlendirmislerdir. Klinik bulgulara
dayanarak 6 ayliktan kiigiik 43 kopekte CPV enfeksiyonu teshis edilmis ve CPV
antijen testi ile dogrulanmig. Tam kan sayimi ve akut faz proteinleri (C-reaktif
protein, haptoglobin, seruloplazmin, alblimin) i¢in tedavi Oncesi kan Ornekleri
toplanmig. Tedavi sirast veya sonrasinda 23 kopegin 61diigii ve geri kalaninin
iyilesme gosterdigi kaydedilmis. CPV enfeksiyonlu kopeklerde serum CRP,
seruloplazmin ve haptoglobin seviyeleri yiiksek ¢ikmus (sirastyla p<0.001, p<0.01
ve p<0.001), ama serum albiimini kontrol grubundaki kopeklerin degerlerinden
daha diisiik ¢ikmis (p<0.001). Olen hayvanlarin ortalama CRP ve seruloplazmin
degerleri hayatta kalanlara oranla daha yiiksek bulunmus (p<0.01). Bu bulgu
CRP’nin hayatta kalanlarla 6len kopekleri ayirmak icin seruloplazmin, haptoglobin
ve albliminden daha tstiin oldugunu gostermistir. CRP’nin 92,4 mg/l’den yiiksek
degerleri mortaliteyi tahmin etmek icin %91°’lik duyarliliga sahip bulunmus.
Calisma sonucunda CPV enfeksiyonlu kdpeklerde akut faz proteinlerindeki artis
hastaligin prognozu agisindan yararli bir gosterge olarak goriilmiis. Ozellikle CRP
degerindeki artiy CPV enfeksiyonlu kdpeklerde mortalitenin giiclii bir 6ngoriiciisti

olarak kabul edilmis.
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McClure ve ark. (2013) yaptiklar1 calismada, CPV enfeksiyonlu kdpek
yavrularinda serum C-reaktif protein (CRP) konsantrasyonunun hastanede kalig
siiresi ve sonugla iligkisini degerlendirmislerdir. Bu caligma i¢in CPV ile dogal
enfekte olan 79 yavru képek kullanmislar. Yavru kopeklerin tamamina destekleyici
bakim verilmis. Serum C-RP konsantrasyonu hastaneye ilk yatis anindan itibaren
oOlgtildiikten sonra 48 saat boyunca her 10-12 saatte bir ve hastaneden taburcu
edilene veya hastanin 6liimiine kadar her 24 saatte bir 6l¢iilmiis. Bu sekilde degisik
zaman araliklarindaki sonuglarla CRP konsantrasyonu arasindaki iligkiler ya da
zamanla CRP konsantrasyonundaki degisiklikler ¢oklu lojistik regreyon yoluyla
degerlendirilmis. Tiim degerlendirmeler sonucu elde ettikleri bulgular; kabul
sirasinda ve 12-24 saat sonrasinda serum CRP konsantrasyonlari, 6liim olasiliklar
ile pozitif olarak ve hastaneye kabulden 12 ve 24 saat sonra ise CRP
konsantrasyonlarinin yavrularin hayatta kalma siireleri ile negatif olarak
iligkilendirilmis. Hayatta kalanlar arasinda ise hastalarin hastanede kalig siireleri
boyunca yatistan itibaren 12-24 ve 36. saatler i¢inde CRP konsantrasyonlari ile
pozitif olarak iligkili oldugu ileri siiriilmiis. Sonucta CRP konsantrasyonunun
hastaneye yatistan 24 saat sonrasinda hayatta kalanlarla 6len hayvanlari ayirt
etmedeki duyarliligi ve 6zgiilliigii sirasiyla %86,7 ve %78,7 olarak bildirilmis ve
bu degerler orta derecede dogru kabul edilmis.

Nandi ve ark. (2009), yaptiklari ¢alismada 2006 yilinda CPV siipheli olan
36 kopegi incelemis. Viriisiin VP2 genini bir pargasi farkli yontemlerle (PCR,
kisitlama endoniikleaz, DNA sekans analizi) analiz edilmis. Bu 36 o6rnektan 16
tanesi geleneksel PCR ile CPV-2a/2b suslar1 i¢in pozitif bulunmus. 6 adet pozitif
ornek i¢in DNA dizilimi yapilmig ve bu orneklerden de 3 tanesi CPV-2c olarak
tespit etmisler. Timurkan ve Oguzoglu’nun (2015), Tiirkiye’de CPV enfeksiyonlu
kopeklerde CPV’nin molekiiler karakterizasyonu {izerine yaptig1 calismada;
Nisan/2009 ve Subat/2010 yillar1 arasinda CPV enfeksiyonunun klinik belirtilerini
gosteren ve klinik belirti gdstermeyen 65 numue toplamis ve daha sonra bu

numeleri PCR kullanarak CPV igin test etmis. Toplanan 65 numuneden 25 tanesi
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CPV pozitif (%38,4 oraninda) ¢ikmis. Pozitif numuneler daha sonra sekans analizi
ile test edilmis ve sonug¢ olarak CPV-2a (17/25, %68) ve CPV-2b (8/25, %32)
suslarinin Tiirkiye’deki kopeklerde var oldugunu bildirmisler.

Karapmar ve ark. (2018), CPV enfeksiyonu siipheli kdpeklerden aldiklar:
kan ve rektal swap Ornekleri ile PCR teknigini kullanarak hem CPV enfeksiyonu
varligimi belirlemek hem de viriislerin yerel karakterizasyonunu yapmak amaciyla
yaptiklar1 calismada, klinik olarak CPV enfeksiyonu belirtilerini gosteren
kopeklerden aldiklar1 76 adet rektal swap 6rneginden 57 adedi (%75), 62 adet kan
orneginden ise 40 adedi (%64) PCR yontemi ile pozitif olarak belirlenmis. Segilen
pozitif ornekler ile sekans analizi yapilarak viriisiin molekiiler karakterizasyonu
gerceklestirilmis. Elde ettikleri sekans sonucu bilgilerini degerlendirdiklerinde
orneklerin CPV-2a ve CPV-2b suslar1 oldugunu ve bu suslarin kendi aralarinda
benzerlik gosterdiklerini belirlemigler. Daha sonra elde ettikleri virlis susu
sekanslarn1 Genbankasindan sagladiklar1 diger suslarla karslagtirarak 9699-100
oraninda homoloji gosterdigini belirlemislerdir. Litster ve ark. (2012), ELISA test
kitinin dogrulugunu aragtirmak amaciyla bir c¢alisma yapmiglar. Yaptiklar1 bu
calismada hayvan barinaklarinda bulunan kopeklerden alinan kan serumlarmi
kullanip bir referans laboratuvari tarafindan belirlenmis olan CPV hemagliitinasyon
inhibisyon titreleri ile karsilagtirmali olarak ELISA testinin tanisal dogrulugunu
belirlemislerdir. Caligma ELISA test kiti hem saha hem de laboratuvar sartlarinda
kullanilmig ve ¢ift numunelerde ekstra yikama adimi kullanmis ve bu sekilde
islemislerdir. Saha kosullarinda ELISA test kitinin verdigi sonuglarda CPV igin
%92,3 duyarlilik ve %93,5 ozgiillik olarak ol¢iilmiis ve bu degerler ile saha
kosullar1 i¢in test kitinin dogru sonuglar verecegini bildirmislerdir. Caligma
sonunda; ELISA testinin her hasta hayvanda kullanilmasi ile serum CPV
asilamasina yonelik kararlar alinmasina fayda saglarken, popiilasyon yonetimi i¢in
hayvan barinaklarinda antikor durumunu belirlemek agisindan da faydal

olabilecegini gostermisler.
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Decaro ve ark. (2003), canine parvoviriisiine (CPV) karsi immiinglobulin
M (IgM) antikorlarin1 saptamak amaciyla nokta enzim baglantili ELISA ¢aligmast
yapmiglardir. 100 kopekten aldiklari 6rnekleri CPV’ye karsi IgM antikorlarinin
titrelerini Immunocomb ELISA kiti ile 6l¢miis ve immiinfloresan antikor testinden
(IFA) elde ettikleri sonugclarla karsilastirmislar. Nokta enzim baglantu ELISA
yontemi sonuclar1 ile IFA sonuclar1 arasinda giiglii bir korelasyon oldugunu
(p<0.001) bildirmisler. Ayrica nokta enzim baglantili ELISA kitini polivalent bir
as1 ile agilanmis olan 10 yavruda CPV karsi immunglobulin G (IgG) ve IgM
antikor seviyelerini degerlendirmek icin kullanmislar ve CPV’ye karsi olusan
yiiksek IgM antikor seviyelerinin ilk olarak asilanmayi takiben 7 giin sonra
gerceklestigini tespit etmis ve 9 giin sonunda tiim yavrularda CPV’ye kars1 yiiksek
IgG antikor titreleri oldugunu bildirmisler.
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4. MATERYAL VE METOD

4.1. Materyal
4.1.1. Diski ve Kan Orneklerinin Toplanmasi

Calisma sirasinda halsizlik, durgunluk, istahsizlik, yiliksek ates, kusma,
ishal / kanli ishal semptomlar1 gosteren ve dogal nedenli viral enfeksiyon siiphesi
ile muayene edilen hi¢ asilanmamis 52 kopek incelenmistir. Kopeklerin yas, 1rk,
cinsiyet, sahiplilik durumu ve sahiplenildigi yer bilgileri kaydedilmistir.
Kopeklerden hematoloji icin 5 ml. EDTA’l1 tam kan, seroloji ve CRP testleri i¢in 8
ml serum Ornekleri jugular ve sefalik venadan alinmis ve soguk zincirde muhafaza
edilmistir. Molekiiler inceleme igin kopeklerden steril svaplar kullanilarak
rektumdan diski 6rnegi toplanmistir. Molekiiler testler i¢in alina diski 6rnekleri -20
°C’de, serolojik ve biyokimyasal analizler i¢in toplanan ornekler testler yapilana
kadar -80 °C’de saklanmustir.

Seroloji ve biyokimya testleri i¢in kuru serum tiiplerine alinan érnekler 30
dakika oda sicakliginda pihtilagma tamamlanincaya kadar dik olarak bekletilmis ve
10 dakika siiresince 2000 d/d’da santrfiij edilmistir. Elde edilen serumlar soguk

zincirde muhafaza edilerek ¢alisilana kadar -80 °C’de saklanmustir.

4.2. Metod
4.2.1. Hematolojik Degerlendirme
Ayni1 giin i¢inde tam kan sayimi Mindray Veteriner Otoanilizor cihaz1 ve
kan sayim kitleri kullanilarak, hamatokrit ol¢iimleri Niive otomatik hematokrit
santrflij cihaz1 kullanilarak yapilmistir ve semikantitatif trombosit sayimi i¢in lam
frotileri hazirlanarak havada kurutulmustur. Tam kan saymmi, hematokrit ve
trombosit sayimi sonrasi lokosit (WBC), lenfosit (LYM), eritrosit (RBC),
hemoglobin (HGB), hematokrit (HCT) ve trombosit (PLT) sayimlar1 yapilmistir.
Trombosit sayimmi i¢in periferal kan Orneklerinden lam frotileri

hazirlanmigtir. Havada kurutulan froti 6rnekleri fikse edilmeden iizerlerine 1
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damla yeni metilen mavisi damlatilarak ve iizerlerine lamel kapatilarak ‘islak
preparat’ seklinde hazirlanmis ve incelenmistir. Toplam 10 immersiyon sahasi
incelenmistir. Bu preparat kalici degildir ve olgun eritrositleri veya eozinofil
graniilleri boyamaz. Her immersiyon sahasindaki mavi-mor boyanmis trombosit
sayilar1 belirlenmis ve referans deger tablosu ile karsilastirilarak semikantitatif
trombosit sayimi islemi yapilmistir (Turgut, 2000).

Kapiller santrifiij testi Niive NF 048 cihazinda 12.000 devir/dakika hizinda
otomatik olarak yapilmistir, cihaz otomatik saatlidir, kapiller tiiplerin konacagi
yerler bulunmaktadir, mikro hematokrit tiipler kullanilmigtir (kapiller boru
seklindedir ve icleri ¢ok ince heparin kati ile kaplanmistir) ve sonuclar cihazla
birlikte bulunan okuma skalas1 ile karsilagtirilarak degerlendirilmistir (belirli
oranda 0 — 100 aras1 birimli cetvel). Kapiller tiip O6rnegi periferik kan alinan
tiiplerden ¢ekilen kanla % oraninda kanla doldurulmustur. Tiipiin kansiz olan ucu
macunla kapatilmistir. Tiipler karsilikli olarak ve kapali uglar1 digsa gelecek bigimde
santrifiij cihazina yerlestirilmistir. Kapak kapatilarak cihazin otomatik olarak
calismasi saglanmigtir. Test sonrasinda sekilli hiicrelerin merkez kag¢ kuvvetinin ve
Ozgiil agirliklarmin etkisiyle tiipin dip kisminda belirli bir yer kapladiklar1 ve
serumun {istte kaldigr gdzlemlenmistir. Degerlendirme sirasinda tiim kan hacmi
100 kabul edilir ve ve kapiller tiip okuma skalasina yerlestirilir ve okuma

yapilmustir.

4.2.2. ELISA Yontemi ile Canine Anti-Parvoviriis IgM ve IgG Antikor
Seviyesi Ol¢iim Testleri

ELISA yontemi ile yapilan CPV Ab IgM ve IgG serolojik testleri icin ticari
bir firmadan (Shanghai Coon Koon Biotech Co., Ltd, IgM Cat No: CK-bio-20590,
IgG Cat No: CK-bio- 20589) temin edilen Canine Anti-Parvoviriis IgM ve IgG
antikor (Canine Parvoviriis Ab IgM ve IgG) ELISA test kitleri kullanilmstir. Test

kiti calisilana kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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ELISA testi: Kalitatif enzim immunoassay yontemini kullanmaktadir.
Saglanan mikrotitre plakasi antijen ile Onceden kaplanmis, numune eklenmis,
sirastyla yaban turbu peroksidaz enzimi (horse radish peroxidase, HRP) eklenmis,
inkiibe edilmis ve iyice yikanmistir. Durdurma Soliisyonu rengi maviden sarrya
degistirir ve renk yogunlugu spektrofotometre kullanilarak 450 nm'de 6l¢iilmiistiir.
Kalibrasyon standartlart numunelerle ayni anda test edilmistir ve bir CUT OFF
degeri elde edilmistir. Daha sonra CUT OFF degeriyle karsilagtirarak, 6rneklerde
Parvoviriis Ab IgM ve IgG'nin var olup olmadigina karar verilmistir.

Test yontemi: Ureticinin uygulama talimatlarina uyuldu.

1. Test yontemine baslamadan Once tiim reaktifler hazirlandi. Tim
Standartlar ve Numuneler Microelisa Stripplate'e iki kopya halinde
eklendi.

2. Pozitif ve Negatif kuyucuga ayr1 ayr1 50ul Pozitif kontrol ve Negatif
kontrol eklendi. Test numunesi 10 uL eklendi, ardindan numune
kuyucuguna 40 puL 6rnek seyreltici soliisyon eklendi.

3. Her kuyucuga 100 pL HRP-konjugat reaktifi eklendi, yapiskan bir
seritle kapatildi ve 60 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.

4. Her kuyucuk aspire edildi ve toplam bes yikama i¢in islem doért kez
daha tekrarlayarak yikandi. Her kuyucuk yikama soliisyonuyla (400
nL) yikandi. Her adimda sivinin tamamen ¢ikarilmasi i¢in mikroplate
tabla ters ¢evrilerek lavaboya sert¢e vurularak igindekilerin tamamen
dokiilmesi ve ortamdan uzaklsatirilmalar1 saglandi. Son yikamadan
sonra, kalan yikama soliisyonu aspire edilerek cikarildi. Plaka ters
cevildi ve temiz kagit havlularin tizerinde kurulandi.

5. Her kuyuya kromojen soliisyonu A 50 uL ve kromojen soliisyonu B
50 pL eklendi. Yavasca karigtirildi ve 37 °C'de 15 dakika inkiibe

edildi ve 1s1iktan korundu.
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6. Her kuyuya 50 pL durdurma soliisyonu eklendi. Kuyulardaki
renklerin maviden sartya degistigi gézlemlendi.
7. Optik Yogunlugu (O.D.) 6lgmek icin hemen BioTek ELX 800

mikrotitre plaka okuyucu cihazi kullanarak 450 nm'de okutuldu.

Sonucun belirlenmesi:

1. Testin gecerliligi: Pozitif kontrol kuyucugunun ortalamasinin >1.00;
Negatif kontrol kuyusunun ortalamasmnin <0.15 oldugu gorildii ve
testin gegerli oldugu anlagildu.

2. Kiritik (CUT OFF) degerinin hesaplamasi:

Kritik deger = Negatif kontrol kuyucugunun ortalamasi + 0.15

Negatif Sonug: Ornek OD < Kritik (CUT OFF) degeri Negatif olarak
degerlendirildi.

Pozitif Sonug: Ornek OD > Kritik (CUT OFF) degeri Pozitif olarak
degerlendirildi.
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4.2.3. ELISA Yontemi ile Canine Serum C-Reaktif Protein Ol¢iim Testi

Serum C-reaktif protein seviyesi kdpek igin tiir spesifik olan ve ticari bir
firmadan temin edilen (Shanghai Coon Koon Biotech Co., Ltd, Cat No:CK-bio-
18804) canine CRP ELISA Kkiti ile incelenmistir. Test kiti ¢calisilana kadar +4 °C’de
muhafaza edilmistir. Testin duyarlilig1 (sensitivite) 0,1 mg/L ve standart egri aralig1
ise (Standard Curve Range) 1 mg/L-24 mg/L olarak firetici firma tarafindan
verilmistir. Test kdpek serum, plazma, tiikiiriik, idrar, doku homojenati, hiicre
kiiltiirii siipernatanlar1 ve diger biyolojik sivilarda kopek C-Reaktif Protein (CRP)
konsantrasyonlarinin kantitatif tespiti igin tiretilmistir.

Test Prensibi: ELISA Kiti, ¢ift antikorlu sandvi¢ teknolojisi enzim
baglantili immiinosorbent testi (ELISA) prensibine dayali olarak Kopek C-Reaktif
Proteini (CRP) seviyesini test etmek icin kullanildi. Tim kit reaktifleri
buzdolabindan ¢ikarildi ve kullanmadan 6nce oda sicakligina (20-25 °C) ulagsmalar
beklendi. Objektif antikorla 6nceden kaplanmis kuyucuklara standart ve numune
eklendi, ardindan bir immiin kompleksi olusturmak i¢in HRP-Konjugat reaktifi
eklendi, inkiibasyon ve yikama yoluyla, baglanmamis enzimin ¢ikarilmasi yapildi
ve ardindan substrat A ve B eklendi ve ardindan ¢dzeltinin asit etkisi ile Once
maviye ve sonunda sartya doniismesi gozlemlendi. Renk derinligi veya isik, C-
Reaktif Protein (CRP) konsantrasyonu ile pozitif korelasyon gostermektedir.

Test prosediirii:

1. Test prosediiriine baslamadan 6nce tiim reaktifleri hazirlandi. Tiim
standartlar ve numuneler Microelisa Stripplate'e iki kopya halinde
eklendi.

2. Standart eklendi: Standart kuyular1 ayarlandi, numune kuyulart test
edildi. Standart kuyuya standart 50 pL eklendi.

3. Numune Eklendi: Numune kuyucuguna 10 pL. mumune eklendi,
ardindan numuneyi test etmek i¢in numune seyrelticisi 40 puL eklendi.

Bos kuyucuga hicbir sey eklenmedi. Her kuyucuga 100 pL HRP-
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10.

konjugat reaktifi eklendi (Standart kuyucuklar ve test numune
kuyucuklari), ardindan sizdirmaz plaka membrani ile kapatildi, hafifce
salland1 ve 37 °C'de inkiibasyonda 60 dakika karistirildi.

Yikama soliisyonunun hazirlanmasi: Yikama konsantrasyonu igin
(20X) daha sonra kullanmak tizere distile su ile seyreltildi.

El ile yikama: Sizdirmazlik filmi dikkatlice ¢ikarildi, sivi bosaltildi,
kurutuldu, her kuyu yikama soliisyonuyla dolduruldu, 1 dakika
kenarda bekletildi, ardindan sivi bosaltildi ve bu islem 5 kez
tekrarlandi, kurutuldu. (Otomatik yikama: Her kuyucuk 350 pL
yikama soliisyonuna enjekte edildi, 1 dakika islatildi, plaka 5 kez
yikandi)

Renk gelistirme: ilk olarak her kuyucuga 50 pL kromojen soliisyonu
A eklendi, ardindan her birine de 50 pL kromojen soliisyon B eklendi.
Karigtirmak i¢in yavasga sallandi. Renk gelisimi i¢in 1giktan uzakta 37
°C'de 15 dakika inkiibe edildi.

Durdurma: Reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyuya 50 pL durdurma
soliisyonu eklendi ve mavi rengin hemen sartya donistigi
gbzlemlendi.

Degerlendirme: Bos kuyucuk sifirin olarak degerlendirildi, her
kuyucugun absorbansi (OD) 450 nm dalga boyunda tek tek olgtildii;
bu islem durdurma soliisyonu eklendikten hemen sonra 15 dakika
icinde yapildu.

Standart egrinin dogrusal regresyon denklemini hesaplamak icin
standartlarin konsantrasyonlarina ve karsilik gelen OD degerlerine
gore hesaplama yapildi. Daha sonra numunelerin OD degerine gore
ilgili numunenin konsantrasyonu hesaplandi.

ELISA test kiti ile birlikte gonderilen standart ¢dzeltisinin 2 kath
sulandirmalar ile 6rneklerin optik dansitelerinin karsilastirilmasi ile

kantitatif 6l¢iim yapabilmek icin CurveExpert Professional (version
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2.6.5) kullanildi. Standart ve blank gozlerin okunan optik dansiteleri y
eksenini, karsilik gelen madde miktar1 (ng/dl, mg/dl) ise x eksenini
olusturacak sekilde programa girilen veriler ile Lowess Smooting ve
Bleasdale metodlart ile egriler olusturuldu. Egrilerin dogrulugunun
teyit edilmesi igin girilen standart verileri olusturulan egri tizerinde
test edildi ve sapma gostermeksizin standart miktarini veren ve en az

970/1000 skora sahip egriler analiz igin kullanildi.

Orneklerin okunan optik dansiteleri, test prosediiriinde tarif edildigi gibi
diizeltildikten sonra (blank adsorbansimin 6rnek adsorbansina etkisinin
hesaplanmasi) her bir 6rnek optik dansitesinin egri tizerinde karsilik geldigi madde
miktar1 hesaplandi. Geriye doniik kontrol i¢in de x ekseninin y fonksiyonu olarak
madde miktarlar girilerek karsilik geldigi optik dansitenin geri elde edilmesi ile

Ol¢timler dogrulandi.

oA i

~ 3, -
! A

o ,/"3

Sekil 4.2. ELISA yontemi ile Canine C-Reaktif Protein élgﬁm calismalari.
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4.2.4. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Testleri
4.2.4.1. RT-PCR i¢in Sablon (Template) DNA Hazirlama Metodu

Digki ornekleri, ishalli kopeklerin rektumundan steril bir svapla alindi ve
fosfat tamponlu salin (PBS) i¢inde homojenize edildi (% 10 w/v).

Diska siispansiyonlari, bir mikrofiijde yiiksek hizda kisa bir santrifiijleme
ile berraklastirildi ve 200 ml siipernatan alikotlari, daha once tarif edildigi gibi,
PCR inhibitérlerini etkisizlestirmek ve buz iizerinde sogutma i¢in 10 dakika islem
gorerek DNA hazirlanmasi i¢in kullanildi.

Bu yontemin, Taq polimeraz inhibitorlerini ortadan kaldirdigi
gosterilmistir (Decaro 2007).

DNA polimeraz aktivitesinin kalint1 inhibitdrleri, geleneksel veya gercek
zamanli PCR tahlilleri ile amplifikasyondan énce DNA ekstraktlarinin distile su

iginde 1:10 oraninda seyreltilmesiyle etkisiz bir konsantrasyona diigiirilmiistiir.

4.2.4.2. RT-PCR icin Primerler ve Prob Tasarimi

Bu amagla Decaro ve ark. (2007) kullandiklar1 yontem kullanilan probe
modifiye edilerek takip edildi. Yontemde kullanilan FAM-TAMRA probe yerine
FAM-BHQ-1 probe kullanilmistir. Primerler ve prob Macrogen, Seoul, Giiney
Kore firmasi tarafindan iiretildi. TagMan probu, 50 ucunda floresan raportér boya
6-karboksifloresein  (FAM) ve 30 wucunda  sOndiriici boya  6-
karboksitetrametilrhodamin (BHQ-1) ile etiketlendi.

Applied Biosystems TagMan Gen Ekspresyon testleri, gen ekspresyonunun
kantitatif ger¢cek zamanli PCR analizi i¢in kullanilmistir ve bir ¢ift etiketlenmemis
PCR primeri ve 5 'ucunda bir boya etiketi (FAM) ve 3 'ucunda floresan olmayan
sondiiriicii (NFQ) kiiciik bir oluk baglayicis1 (MGB) olan bir TagMan probundan
olusmaktadir.

Literatiir bilgiye istinaden TAMRA boyasi, emisyon maksimum degeri 560
nm'den az olan floroforlar i¢in etkili bir sondiiriicii olarak bilinmektedir. Daha uzun

dalga boyu emisyonlarina sahip boyalar TAMRA tarafindan etkili bir sekilde
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sondiiriilemeyebilmektedir. Ek olarak, TAMRA’nin, kanallar arasindaki karigma
nedeniyle veri analizini zorlastiran kendi floresansina sahip oldugu bilinmektedir.
Bunun aksine, Black Hole Quencher® boyalar1 floresan sinyali olmayan gergek
"koyu" sondiiriiciiler olarak bilinmektedir. Kullanimlari, qPCR tahlillerinin
tasarimini, uygulamasini ve yorumlanmasint basitlestirdigi bildirilmektedir.
Ayrica, BHQ® boyalarmin, spektral olarak farkli genis bir muhabir yelpazesinin
kullanilmasini saglamak i¢in 480-580 nm (BHQ-1), 559-670 nm (BHQ-2) ve 620-
730 nm (BHQ-3) arasinda genis bir absorpsiyona sahip olduklari bilinmektedir.
Cok katli deney tasarimlarinda boyalar. Bazi boya eslesmelerinde FRET su verme,
statik sondiirme mekanizmasiyla desteklenmektedir. Spesifik olarak, hidrofobik ve
elektrostatik etkilesimler, gelismis sondiirme ve gelistirilmis sinyal-giiriiltii oranlar1
icin molekiil i¢i bir dimer olusturmak tizere BHQ boyalarinin belirli habercilerle
birlesmesini kolaylastirmaktadir. Bu nedenle, BHQ boyalari, emisyon spektrumu
BHQ absorpsiyon smirlarinin 6tesinde olan bazi floroforlar1 sondiirebildigi
bilinmekte olup tiim bu nedenlerle ¢aligmalarda TAMRA yerine BHQ-1 prob

kullanilmagtir.

4.2.4.3. Standart DNA Hazirlama

Ekstraksiyon iglemleri pozitif kontrol (CPV-2) ile birlikte yiiriitiildi.
Toplanan digki 6rneklerinden ‘QIAamp DNA Stool Mini Kit’ (QIAGEN, 51504,
Almanya) kullanilarak viral DNA ekstraksiyonu yapildi. Bu amagla;

1. 180-220 mg kadar disk1 6rnegi 2ml’lik steril santrifiij tiipiine aktarildi.

2. Herbir diski 6rneginin tizerine Miktar>200 pL olacak sekilde PBS
ilave edildi. Daha sonra diski Ornekleri homojen dagilimin
gerceklesmesi i¢in 1 dk boyunca vortekslendi.

3. 2 ml’lik yeni santrifijj tiiplerine ilk olarak 20 uL Proteinase-K eklendi

ve lizerine 200 pL miktarnda siipernatant eklenerak tekrar homojen
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10.

11.

12.

dagilim i¢in 1 dk boyunca vortekslendi. Geriye kalan digki peletleri
atildi.

Yeni bir 2 mI’lik santrifiyj tiiplerine 100 unL BUFFER VXL ve iizerine
2uL cRNA eklendi.

cRNA’l1 tiipler i¢cine proteinase-K’l1 drnekten 200 pL ekleyerek kisa
stireli santrifiij sonrasinda 15 dk oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi.

15 dk sonra lizata 350 pL buffer ACB eklenerek vortekslendi ve kisa
stireli santrifiij edildi.

2ml’lik steril toplama tiiplerine yerlestirilmis spin collum tiipliniin
kapaklar1 etiketlendi. Son adimda elde edilen lizat spin colluma
dikkatlice konuldu. Kapak kapatilarak 8000 devirde 1 dk santrifiij
yapildi. Sonra spin collum tiipii yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine
yerlestirildi. Eski toplama tiipii atild1.

Spin collumun kapag agilarak 600 puL buffer AW1 ilave edildi. Kapak
kapatilarak tekrar 8000 devirde 1 dk santrifiij yapildi. Daha sonra spin
collum yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi. Eski toplama tiipii atildi.
Spin collumun kapag dikkatlice agilarak 600 pL buffer AW2 ilave
edildi, kapak kapatilarak 8000 devirde 1 dk santrifiij yapildi. Toplama
tiipii filtrat ile birlikte atildi.

Daha sonra spin collum yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirildi
ve 14000 devirde 2 dk santrifiij edildi.

Spin collum etiketlenmis yeni 2 ml lik mikrosantrifiij tiipiine transfer
edildi. Spin collumun kapag dikkatlice agilarak igerisine 100 pl
Buffer AVE’i dogrudan QIAamp membranin iizerine ilave edildi.
Kapag kapatip 1 dk oda 1s1sinda inkiibe ettikten sonra DNA eliisyonu
icin 14000 devirde 1 dk santrifiij edildi.

Ekstraksiyon iglemi sonucunda elde edilen DNA ekstraksiyon iiriinleri

PCR’da kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.
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4.2.4.4. Pozitif Kontrol CPV DNA
Pozitif kontrol olarak kullamilmak iizere Konya Selguk Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dal1 6gretim tiyeleri Prof.Dr.Atilla Simgek

ve Dr. Irmak Dik’ten temin edilen Canine Parvoviriis DNA’s1 kullanildi.

4.2.4.5. Gercek Zamanh PCR

Gergek zamanli PCR (RT-PCR) testleri Step One Plus (Applied
Biosystems) RT-PCR cihazi kullanilarak yapilmistir ve veriler cihazin yazilimi ile
analiz edilmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.3. Step One Plus RT-PCR cihazi

CPV standart diliisyonlarinin ve DNA sablonlarinin kopyalar1 es zamanl
olarak gergek zamanli analize tabi tutulmustur. Calismada kullanilan 6rneklerde
CPV varligimin Real Time PCR ile tespit edilebilmesi i¢in Decaro ve ark. (2007)
calismasindaki gibi asagidaki primerler (Cizelge 4.1) kullanilmistir;
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Cizelge 4.1. RT-PCR i¢in kullanilan primerler
CPV primer F | 5-AAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTA-3’

CPV primer F | 5-AAATTTGACCATTTGGATAAACT-3’
CPV probe 5-FAM-TGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACC-BHQ1-3’

Real Time reaksiyonlarinin gergeklestirilebilmesi i¢in asagidaki bilesenler

(Cizelge 4.2) her bir 6mek igin 8’li strip tliplere (optik kapakli) aktarilmigtir.

Cizelge 4.2. RT-PCR reaksiyonlari igin kullanilan bilegenler ve miktarlari

Bilesen Hacim/Reaksiyon
2x QuantiNova Probe PCR Master Mix 10.0 pl

Primer F 1.0 ul

Primer R 1.0 ul

Probe 0.25 pl

DNA 5.0 pl

Rox passive dye 1.0 ul
Nuclease-free su 1.75 ul

Toplam 20 ul

Real Time PCR reaksiyonlar1 1s1 dongiileri Decaro ve ark. (2007) protokolii
modifiye edilerek gore agsagidaki gibi (Cizelge 4.3) kullanilmistir;
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Cizelge 4.3. RT-PCR reaksiyonlari 1s1 dongiileri

Basamak Siire Sicaklik
Enzim aktivasyonu 5 dk 95°C
Denaturasyon* 30 sn 95°C
Annealing* 45 sn 51°C
Extension* §30 sn 60°C
* 40 dongu § Gergek zamanli okuma bu basamak

sonunda yapilmistir

4.2.5. Cahsmalar Sirasinda Uyulan Genel Biyogiivenlik Onlemleri

Calismalar sirasinda laboratuar 6nliigii, CE belgeli, 3 katmanli cerrahi
tip yliz maskesi ve tek kullanimlik eldiven kullanildi ve COVID-19
giivenlik mesafesi kurallarina uyularak c¢alisildi.

Tezgahlar ve ekipman ¢alisma oncesi ve sonrast %70 etanol sliisyonu
ile silinerek temizlendi. Laboratuvar zemini %5 lik sodyum hipoklorit
soliisyonu ile silindi.

Test yontemi uygulanirken tek kullanimlik eldivenler giyildi.
Ozellikle bilinen higbir test yontemi, fare kanindan tiiretilen iiriinlerin
bulasici ajanlar yaymayacagina dair tam bir gilivence sunamadigi
bilinmektedir. Bu nedenle, tiim kan tiirevleri potansiyel olarak bulasici
kabul edilmistir ve iyi laboratuvar uygulamalar takip edilmistir.

Tiim 6rnekler viriisleri etkisiz hale getirecek sekilde imha edilmistir.
Stvi Atik Imhasi: Bu amagla %5,25 Sodyum Hipoklorit %1
konsantrasyonunda diliie edilerek kullanilmistir. Imha edilmeden
once, virlsleri etkisiz hale getirmek i¢in tiim atiklarin en az 30 dakika
bu soliisyonda bekletilmesine izin verilmistir.

Substrate sliisyonu kolayca kontamine olabilmektedir. Ureticinin

tavisyesine gore mavi renge doniigiimiin kontaminasyon isareti oldugu
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bildirildiginden dolay1 kullanmadan 6nce mavimsi renk olusumunun
olmadigr gbzlemlenmistir. Ayrica Substrat B’nin, 1518a duyarli oldugu

bilindigi i¢in uzun siire 151ga maruz kalmasi onlenmistir.

4.2.6. istatitik Analizleri
Calisgmanin verileri MS Excel programinda istatistik ham verisi olarak
tablolar haline getirilmis ve daha sona SPSS 17 istatistik programi ile analiz

edilmistir. Elde edilen veriler Cizelge 5.1 ve Cizelge 5.2 de verilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMA

5.1. Epidemiyolojik Verilere Ait Bulgular

Aragtirmada calisma grubunu, Adana Biiyiiksehir Beldiyesi ve Osmaniye
Belediyesi Hayvan Barinaklar1 ve 6zel veteriner hekim muayenehanelerine
getirilen ve dogal nedenli canine prvoviral enfeksiyon belirtisi ve ishal saptanan 52
kopek olusturmaktadir. Orneklemeler Haziran 2020 ve Ocak 2021 yillar1 arasinda
yapilmigtir. Hasta kopeklerden EDTA’IWT kan, serum ve rektal diski 6rnekleri
toplanmustir. Cizelge 5.1, 52 kopegin; yas, 1rk, cinsiyet bulgularinin yani sira ilk
muayenelerinde saptanan Klinik belirtiler agisindan dagilimini1  vermektedir.
Tedaviye alinan kopeklerin tamami 1-12 aylik olup, 27 erkek, 25 disidir.
Kopeklerin 31’1 sahipli degil iken, 21°si sahipsizdir. Aralarindan 29 unun (%55,8)
Canine Parvoviriis enfeksiyonlu oldugu RT-PCR ile molekiiler test yontemi ile ve

27’sinin (%51,9) serolojik olarak ELISA yontemi ile yapilan testlerle saptanmustir.

Cizelge 5.1. Kopeklerin 6zelliklerine iligskin betimleyici istatistikler

Gruplar Sayi (adet) | Yiizde (%)
1-3 aylik 39 75
Yas araligi 4-6 aylik 11 21,16
27 aylik 2 3,84
Kangal 11 21,15
Mix 21 40,39
Golden retriever 5 9,62
German pointer 4 7,69
German Sepherd 3 577
Irk Terrier 1 1,92
' Setter 1 1,92
Cane corsa 2 3,85
Beagle 1 1,92
Alabay 1 1,92
Maltese 1 1,92
Tea cup 1 1,92
Cinsiyet Erkek 27 51,92
Disi 25 48,07
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o Evet 29 55,77
CPV Pozitif Hayir 23 44,23
Hasta Erkek - e
j Erkek 10 43,48
Saghkh Disi 13 56,52
Sahipsiz Evet = e
p Hayir 31 59,62
Kusma Evet > i
Haylr 15 28,85
ishal Evet 22 =

Hayir 3 0

. Evet 39 s

Kanli ishal Hayir 13 25
Evet 49 94,23
Serbest dolagim Hayir 3 5,77
_ Evet 44 84,62
Dehidrasyon Hayir 8 15,38
Ate Evet 38 73,08
$ Hayir 14 26,92
Evet 44 84,62

Halsizlik 7
alsizli Hayir 8 15,38
Anemi Evet > e
Hayir 17 32,69
Evet 43 82,69

Mukozal solgunluk ’
ukozal solgunlu Hayir 9 17,31

5.2. Hematoloji Testlerinin Sonuclari
5.2.1. Istatistik Analizlerin Sonuclar

Cizelge 5.2. WBC, RBC, HGB, HCT, PLT ve LYMPH degerlerinin irklar
arast istatistiksel olarak fakliliklar goriilmiistiir 0,05<p (n:3).
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Cizelge 5.2. Hematoloji test sonuglarinda irklar arasi goriilen istatistiksel

farkliliklar

Kok WBC RBC HGB HCT PLT LYMPH
SEE‘E@T_’;E <6,710%L <56101%L <129 g/L <37%  <200109L <44 10°L

Kangal 1 10,5£0,32  5,20:0,25"  10,7:0,21"  34,2£0,35  35542,14° _ 10,05°
Kangal.2 6,6:0,05" 574014  14,6:0,319 39,240,42°  374%2,31°  1,4+0,00"
Kangal.3  5096£0,07" 6,57+0,27° 15440,24° 41,9¢0,14° 1424134 1,730,217
Kangal.4 6,6:0,08" 574018  14,6:0,17¢ 39,240,34°  174+1,289  1,4+0,00™
Kangal.5 55:¢0,11°  4,55:¢0,18° 11,3:0,3¢' 20,9:027™  163:1,36'  0,00£0,00
Kangal.6 3,140,08°  4,61:0,23"  9,5:28"  20+0,37°  148+1,21%  0,80,02°
Kangal.7 51+0,04°  554%0,319  13,1+,289  38,24¢0,19°  104%1,09° 1,620,090
Mix. 1 10,5:0,15  4,68:0,14'  12,8+0,04" 24,5:0,25"  112+1,43'  2,3%0,149
Mix.2 6,30:0,09"  4,79:0,21%  11,3%0,17'  26:0,18"  105:1,48°  2,9+0,19°
Mix.3 20,740,14°  473:0,24'  12,3:t028  34:0,290  173:1,28%" 510,31
Mix. 4 20,42:0,31° 14,7840,38° 10,1:0,11° 31,130,19' 367+2,05°  3,33£0,11°
Mix.5 24,77£0,11° 4,310,050  9,840,10°  27,8:0,37" 196+1,09°  2,06+0,08'

Mix.6 11,32:0,19' 506:0,21'  11,840,28% 32,7+0,27%  163%1,34 1%0,05°
Mix.7 21,08:0,25¢  4,21+0,14"  87:0,36? 26,1%024"  179+1,28'  1,43+0,21™
Mix.8 12,57+0,279 4,33:0,12°  9,90,28'  28,1%0,29°  171#1,32"  1,95:0,18'
Mix.9 11,08:0,17'  4,62:0,07"  9,6£0,24'  29,2+027"  147+1,05¢  1,2540,13"
Mix. 10 14,47:0,32'  4,0240,06°  8,4%0,34°  26,5:0,245 137:0,96"  1,4+0,09™

G.Sepherd.1 5,1+0,14° 5,57+0,289  14,6+0,38  36,7+0,28"  177+1,64" 1,5+0,12
G.Sepherd.2 23,6+0,19° 6,69+0,13*  17,6£0,35" 48,2+0,34®°  180+1,46' 4,56+0,42°
G.Sepherd.3 5,2+0,14% 3,3+0,09 8,9+0,19"  23,240,28Y 156+1,54' 0,7+0,05°

Pointer.1 11,1+0,271' 3,37+0,09" 9,9+0,14' 18,8+0,28*  128+1,28" 2,240,119
Pointer.2 2,9+0,05° 6,46+0,32¢  18,4+0,32% 47,840,35*  272+1,63¢ 1+0,24°
Pointer.3 42,5+0,28% 5,86+0,28°  13,7+0,19°  36,3+0,399 54+1,26" 940,152

G.Rertiever.1 ~ 0,98+0,17Y 6,47+0,39¢  13,4+0,42" 37,620,39°  122+1,28° 0,79+0,24°
G.Retriever.2  5,32+0,08®°  4,83+0,14' 12,6+0,18'  35,9+0,28"  117+1,24° 0,98+0,31°
G.Retriever.3 9,9+0,28% 4,67+0,14™ 8,8+0,09"  27,14+0,34°  124%1,64° 3,3+0,08¢
Cane Corsa 2,5+0,14 3,86£0,05'  11,1+0,09™ 20,5+0,38  176%1,34% 1,3+0,08™"
Alabay 12+0,25" 2,5+0,34% 9,2+0,18Y 10+0,18* 94+1,42" 1,2+0,05"
Maltese 7,7£0,17' 2,66+0,28”  10,6+0,28° 18,8+0,217 78+1,58" 2,7£0,17"

WBC (referans degeri = < 6,7 10%L) = m,n,0,0,r,s,t,v < referans degeri <

a’b’C’d’e’f’g’h’I’i,k,l (p<0’05)
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RBC (referans degeri = <5,6 10'%/L)= gh,ik,I,mn,0,0,r,s,t,u,v,y,z <referans
deger<a,b,c,d,e,f (p<0,05)

HGB (referans degeri = < 12,9 g/L) = ,h,1,i,k,I,m,n,0,0,r,s,t,u,li,v,y,z < referans
deger < a,b,c,d,e,f,g (p<0,05)

HCT (referans degeri = <37 %) = f,g,h,1,1,k,1,m,n,0,6,r,s,t,u,v,y,z < referans deger
<a,b,c,d,e (p<0,05)

PLT (referans degeri = <200 10%L) = e, f,g,h,1,i,k,],m,n,0,0,r,s,t,u,v,y,z < referans
deger < a,b,c,d (p<0,05)

LYMPH (referans degeri= <4,4 10%L) = d,e, f,gh1ik]lmn,o0,0,r,s,tuv,y,z <
referans deger < a,b,c (p<0,05)

Bu calismada incelenen hasta kopeklerden alinan kanlar veteriner
otoanalizor, otomatik hematokrit santrfiij cihazi ve lam frotisi yeni metilen mavisi
boyamasi ile incelendiklerinde hasta kopeklerde yaygin lenfopenia (%89,6),
l16kopenia (%44,8), anemia (%68,9), diisiik hematokrit (%82,8) saptanmustir.

Castro ve ark. (2013) Brezilya’da yaptiklar1 bir ¢alismada 1 yasindan
kiigiik ve CPV enfeksiyonlu kdpeklerden alinan kanlari hematolojik incelemisler
ve inceleme sonunda hasta hayvanlarda anemia, lenfopenia ve 16kopeni goriilme
yiizdelerini sirasi ile %61,5, %77 ve %46,1 olarak hesaplamiglardir.

Ukrayna’da Terzungwe (2018) farkli irklardan ve 6 haftaliktan 6 ay yasa
kadar olan CPV enfeksiyonlu 29 kopeklerle yaptigi calismada %20,7 anemia, %31
l6kopeni, %27,6 lenfopenia oldugunu saptadiklarim agiklamislardir.

Alves ve ark. (Brezilya,2020) CPV enfeksiyonlu 1 yastan kiiciik 103
kopekle yaptiklar1 ¢aligmada hasta kopeklerin %75’inde siddetli 16kopeni
gormiiglerdir. Lokopeni olan hastalarin ise %40,4°liik bir kisminin 6ldiigiini
bildirmislerdir.

Arslan ve ark. (2017) CPV enfeksiyonlu kopeklerin kan parametreleri
iizerine yaptig1 calismada HCT 936,97 olarak hesaplanmis ve bu yiizde kontrol

grubundan daha diisiik bulduklarint agiklamiglardir.
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Yapilan ¢aligmalarin tiimiinde hematolojik incelemeler sonucunda eritrosit
(RBC), lenfosit (LYMP), hematokrit (HCT) ve Iokosit (WBC) yikimlanmasi
sonucu hasta hayvanlarin Oliimilyle sonuglanabilecek hastaliklar olustugu
bildirilmektedir. CPV etkeni bagirsak epitelleri, kemik iligi gibi hizli ¢ogalma
Ozelligine sahip dokulara yerlesir. Bunun sonucunda enfeksiyonlu hastalarda
viriisiin lenfopoetik sistem ve kemik iligindeki myoproliferatif hiicreleri
yikimlamasi sonucu lenfopeni, panldkopeni, anemi ve immunsupresyon gelisir.
Yapilan c¢alismalarda da gorildiigii gibi CPV enfeksiyonu 6zellikle yavru
kopeklerde oliimle sonuglanan bir enfeksiyondur. Bunun sebebi yavru kopeklerin
asilanma durumlari, agilanmis annelerden dogmus olsa bile maternal antikorlarin
yeterince olusamamasi veya koruyuculuk diizeyini uzun siire silirdiirememesi
olabilir. Fiziksel ve hematolojik bulgularin iliskisi, parvoviriislii kopekler icin
prognostik bir faktdr olarak ¢ok faydalidir. Siddetli anemi, lenfopeni, 16kopeni
veya bu kosullardan en az ikisine sahip hastalar, nemli 6l¢iide daha yiiksek 6liim

riskine sahip olduklar1 bilinmektedir.

5.3. ELISA testleri bulgular:
27’sine ELISA serolojik olarak CPV tanmist konulmustur. Ik muayene
sirasinda viral enfeksiyon ile klinik bulgular1 uyumlu olan kopekler ELISA
yontemleri ile serolojik olarak incelenmis ve CPV pozitif olanlar belirlenmistir
ELISA yontemi ile yapilan serolojik muayene sonrasi 52 kdpekten 27’sinin

CPV ile enfekte olduklar1 saptanmustir.

5.3.1. Canine Anti-Parvoviriis IgM Antikor Seviyesi Ol¢iimlerinin Sonuclari:
IgM test sonuclarm belirlemek amaciyla Optik Yogunlugu (O.D.) 6l¢gmek
icin mikrotitre plakalari BioTek ELX 800 mikrotitre plaka okuyucu cihazi

kullanarak 450 nm'de okutuldu.
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Sonuglar pozitif kuyucuk ortalamasinin 2,256 oldugu ve iiretici tarafindan
verilen test protokoliinde belitildigi gibi >1.00 degeri olan testin gecerliligi

kosulunu sagladig: belirlendi.

CUT OFF degeri hesaplamasi: Uretici tarafindan verilen formiil uyguland.
Kritik deger = Negatif kontrol kuyucugunun ortalamasit + 0.15.

Kritik deger = 0,065 + 0,15 = 0,215

Negatif Sonug: 0,215 degerinden diisiik olan o6rnekler Negatif olarak
degerlendirildi.

Pozitif Sonug: 0,215 degerinden yiiksek olan ornekler Pozitif olarak
degerlendirildi.

29 ornekten 27 sinin Canine Anti-Parvoviriis IgM antikor seviyesi

yoniinden pozitif oldugu saptandi.

5.3.2. Canine Anti-Parvoviriis IgG Antikor Seviyesi Ol¢iimlerinin Sonuclari:
IgG test sonuglarini belirlemek amaciyla Optik Yogunlugu (O.D.) 6lgmek
icin mikrotitre plakalar1 BioTek ELX 800 mikrotitre plaka okuyucu cihazi
kullanarak 450 nm'de okutuldu.
Sonuglar pozitif kuyucuk ortalamasimin 2,618 oldugu ve iiretici tarafindan
verilen test protokoliinde belitildigi gibi >1.00 degeri olan testin gecerliligi
kosulunu sagladig: belirlendi.

CUT OFF degeri hesaplamasi: Uretici tarafindan verilen formiil uyguland.

Kritik deger = Negatif kontrol kuyucugunun ortalamasi + 0.15.

Kritik deger = 0,077 + 0,15 = 0,227

Negatif Sonug: 0,227 degerinden diisiik olan 6rnekler Negatif olarak
degerlendirildi.

Pozitif Sonug: 0,227 degerinden yiiksek olan Ornekler Pozitif olarak

degerlendirildi.
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29 ornekten 27 sinin Canine Anti-Parvoviriis IgG antikor seviyesi
yOniinden pozitif oldugu saptandi.

Babaloa ve ark. (2016) Nijerya’da asilanmis ve asilanmamis 48 kopekle
CPV enfeksiyonuna karsi IgG antikorlarinin bagisiklik ve seropozitifliginin
degerlendirilmesi iizerine yaptiklar1 ¢aligma sonunda Orneklenen kopeklerden
%79,2 (38 kopek) gibi yiiksek diizeyde anti-CPV antikor titresi ve %20,8 (10
kopek) diisiik diizeyde anti-CPV antikor titresi elde ederek Nijeryanin Abeokuta
kentindeki kopekler arasinda kdpek parvoviriisiine karst IgG antikorlarinin
varligini dogrulamislardir.

Waner ve ark. (2004) serum IgM ve IgG Rapid Dot ELISA kullanilarak
dogal olarak enfekte kopeklerde CPV-2 tanisi iizerine yaptiklari ¢alismada tiim
kopeklerin IgM ve IgG antikorlarina sahip olduklarini bildirmislerdir. Dogal olarak
enfekte kopeklerde IgM antikorlarinin titrelerinin, kantitatif olarak daha yiiksek
oldugunu séylemislerdir.

Yaptigimiz bu g¢aligmada Canine Anti-Parvoviriis IgM pozitif kuyucuk
ortalamasiin 2,256, Canine Anti-Parvoviriis IgG pozitif kuyucuk ortalamasinin
2,618 oldugu belirlendi. Calisma sonunda 29 &rnekten 27 sinin Canine Anti-
Parvoviriis IgM ve IgG Antikor seviyeleri agisindan pozitif oldugu saptanmustir.

Yapilan c¢alismalarda Canine Anti-Parvoviriis IgM ve IgG antikor
seviyeleri agisindan pozitif oldugu saptanmistir. IgG antikor seviyesiyesinin
pozitifligi kopeklerde CPV enfeksiyonuna karsi bagisiklik sisteminin yanit

verdigini gostermektedir.

5.3.3. Canine Serum C-Reaktif Protein Degerlerinin Hesaplanmasi.

ELISA test kiti ile birlikte gonderilen standart cdzeltisinin 2 kath
sulandirmalar1 ile orneklerin optik dansitelerinin karsilastirilmas: ile kantitatif
Ol¢lim yapabilmek i¢cin CurveExpert Professional (ver.2.6.5) kullanildi. Standart ve
blank gozlerin okunan optik dansiteleri y eksenini, karsilik gelen madde miktar

(ng/dl, mg/dl) ise x eksenini olusturacak sekilde programa girilen veriler ile
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Lowess Smooting ve Bleasdale metodlar1 ile egriler olusturuldu. Egrilerin
dogrulugunun teyit edilmesi igin girilen standart verileri olusturulan egri lizerinde
test edildi ve sapma gostermeksizin standart miktarin1 veren ve en az 970/1000
skora sahip egriler analiz i¢in kullanildi.

Orneklerin okunan optik dansiteleri, test prosediiriinde tarif edildigi gibi
diizeltildikten sonra (blank adsorbansimin Ornek adsorbansina etkisinin
hesaplanmasi) her bir 6rnek optik dansitesinin egri lizerinde karsilik geldigi madde
miktar1 hesaplandi. Geriye doniik kontrol i¢in de x ekseninin y fonksiyonu olarak
madde miktarlar1 girilerek karsilik geldigi optik dansitenin geri elde edilmesi ile

Olciimler dogrulandi.

X OOFPERREAL©
@x 200+« NXUM

Top Results
T

Sekil 5.1. Canine Serum C-Reaktif Protein Olgiim Test Sonucu Hesaplamasi

Elde edilen sonuglara gére CRP degerlerinin en yiiksek 6,05 g/ ve en
diisiik 3,27 g/L oldugu ve ortalama degerinin 4,66 g/L. oldugu saptandi.

C-reaktif protein (CRP), kopeklerde karacigerde iiretilen 6nemli bir
akut faz proteinidir. Saglikli kopeklerde konsantrasyonlar oldukga diistiktiir

ancak akut iltithaplanmaya yanit olarak hizla belirgin artislar (50 katin iizerinde)
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meydana gelir. Inflamasyonun ¢oziilmesiyle konsantrasyonlar da hizla azalr,
bu nedenle zaman igindeki seri degisikliklerin izlenmesi, belirli bir hayvandaki
inflamasyonun ¢oziilmesini veya kotiilesmesini belgelemeye yardimer olabilir.
Akut faz proteinleri, dogustan gelen bagisiklik tepkisinin bir pargasi olarak
kabul edilir ve antibakteriyel etkilere sahiptir. Nitekim CRP, Pneumococcus'un
bakteri hiicre duvarindaki techoik aside (C-polisakkarit olarak da bilinir)
baglanma kabiliyetiyle adlandirilmistir. CRP, hiicre duvarina baglanarak klasik
komplement yolunu (C1q) aktive ederek bakteriyel opsonizasyona yol agar ve
bu da fagositler tarafindan temizlenmesini destekler. Aymi zamanda,
fosfatidilkolin ve zar lipidleri ve hasarli hiicrelerdeki DNA dahil olmak tizere
diger ligandlara da baglanir.

C-reaktif protein, her biri yaklasik 20 kDa'lik 5 alt birimden olusur ve
bir pentamer olusturur. Karacigerde interlokin-1, interlokin-6 ve tiimor nekroz
faktorii-a gibi inflamatuar sitokinlere yanit olarak iiretilir. Elektroforetogramin
gama bolgesinde hareket eder, ancak konsantrasyonlar, belirgin artislar
meydana geldiginde bile elektroforetogramda degisikliklere neden olmak igin
cok diisiik oldugu literatiir bilgide bildirilmistir.

CRP'yi 06lgmek i¢in ELISA, immiinotiirbidometrik testler, lateks
agliitinasyon ve zamanla ¢ézlimlenmis immiinoflorometrik test dahil olmak
tizere timi immiinolojik temelli olan c¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu
calismada kopek tiiriine spesifik olarak iiretilen canine CRP ELISA kiti
kullanilmstir.

Bu ¢alisma sonunda Canine Serum C-Reaktif Protein degerlerinin en
yiksek 6,05 g/L ve en diisiik 3,27 g/L oldugu ve ortalama degerinin 4,66 g/L
oldugu saptandi. Mcclure ve ark. (2013) Canine parvoviriis ile enfekte olmus
yavru kopeklerde sonucu tahmin etmek igin serum C-reaktif protein

konsantrasyonunun kullanimimin degerlendirilmesi {izerine yaptiklari ¢alismada
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CRP konsantrasyonunu 9,73 g/L (97,3 mg/L) olarak hesaplamislardir.
Hindenberg ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢calismada CRP konsantrasyonunu 4 ile
281 mg/l arasinda degisen degerlerde bulmuslardir. Bu ¢alismanin bulgular
Mcclure ve ark. (2013) bulgular ile benzerlikler gostermektedir.

Yiiksek CRP konsantrasyonlarinin patofizyolojik bir bulgu olarak
genellikle ¢esitli  kosullarda 6zellikle de bakteriyel enfeksiyonlarda
inflamasyonun hassas bir belirteci olarak kabul edildigi bilinmektedir, ayrica
cesitli kanser tiirlerine sahip kopeklerde, ozellikle hematopoietik kokenli
(lenfoma, 16semi, kronik lenfositik 16semi, akut lenfoid ve miyeloid 16semi)
yiiksek CRP konsantrasyonlar1 bildirilmistir. Ek olarak travma (ameliyat
sonrasi gibi), enfeksiydz veya enfeksiyoz olmayan nedenlere bagli enflamasyon
ve konjestif kalp yetmezligi dahil olmak fizere g¢esitli hakaret tiirleriyle
artabilecegi de bilinmektedir (Cornell eClinPath, 2021). Kopeklerde CRP
konsantrasyonlar1 degerinin enflamasyona bagli olarak lokal veya sistemik
enflamasyonla non-spesifik olarak artabilecegi ¢esitli arastiricilar tarafindan
onceki calismalarda bildirlmistir (Christensen ve ark. 2014, Torrente ve ark.
2015). 116 kopek iizerinde yapilan bir prospektif calismada (Torrente ve
ark.2015), sistemik inflamatuar yanit sendromu veya sepsisli kopeklerde (165 +
82 mg / L), lokalize inflamasyona (108 + 70 mg / L) gore dnemli 6l¢iide daha
yiiksek ortalama konsantrasyonlar goriildiigiinii bildirmislerdir.

Sasaki ve ark. (2002) viral enfeksiyonlar ile bakteriyel enfeksiyonlar
arasinda CRP konsantrasyonlarmin farkliliklarinin  belirlenebilmesi i¢in
yaptiklar1 bir calismada hastaliin erken evresinde inflamatuar belirtegleri
Olgerek bakteriyel ve viral enfeksiyonu ayirt etmek igin bir yontem bulmay1
amagcladiklarini belirtmislerdir. Patojenin izolasyonu veya pozitif seroloji ile
teshis edilen bakteriyel ve viral enfeksiyon sikayeti olan g¢ocuklardan elde
edilen serumlarda C-reaktif protein (CRP), serum amiloid A (SAA) ve 2'-5'-
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oligoadenilat sentetaz (2-5A sentetaz) dahil olmak iizere akut faz proteinlerinin
aktivitesini incelediklerini ve CRP ve SAA diizeylerindeki artiglarin genellikle
birbirine  paralel oldugunu saptadiklarin1  bildirmislerdir.  Bakteriyel
enfeksiyonlarin akut asamasinda, CRP seviyeleri orta veya yliksek derecede
artigin1 ve 2-5A sentetaz seviyeleri normal iken, viral enfeksiyonlarda CRP
seviyelerin normal veya hafif arttigim1 ve 2-5A sentetaz seviyelerinin arttigini
bildirmiglerdir. Bakteriyel ve viral enfeksiyonu daha iyi ayirt etmek igin,
diferansiyel indeks olarak CRP'nin (mg/L) 2-5A sentetaz (pmol/dl) x10 oranini
kullandiklarin1 ve bakteriyel enfeksiyonlarda bu indeksin degerleri 3,9 ile 50
arasinda degisirken ve 0 ile 0,9 arasinda degisen viral enfeksiyonlardaki
degerlerden daha yiiksek bulundugunu bildirmislerdir. Sonug olarak hastaligin
akut fazinda (baslangicindan itibaren 5 giin i¢cinde) hem CRP hem de 2-5A
sentetaz Ol¢limiiniin, enfeksiyonun bir bakteri veya virlis kaynakli olup
olmadigini belirlemek igin degerli oldugunu 6nermislerdir. Literatiir bilgi CRP
seviyelerinin hastaligin hangi giiniinde 6rneklemeye dahil edildigi ile yakin
iligkili oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada incelenen hasta kopeklerin
enfeksiyonun ilk 5 gilinii igerisinde Orneklemeleri yapilmigtir ve CRP
degerlerinin en yiiksek 6,05 g/L ve en disiik 3,27 g/L oldugu ve ortalama
degerinin 4,66 g/L saptanmasi ile Sasaki ve ark. (2002) bulgular ile ortiistiigii

anlasilmustir.

5.4. Real Time PCR (RT-PCR) Testi Sonuclar:

Caligmada incelenen 52 kopek digkisindan ekstraksyon ile izole edilen
DNA o6rneklerinden yapilan RT-PCR test sonuglari sonrasi 29 kopegin digkisinda
Canine Parvoviriise ait DNA saptanmistir ve pozitif sonu¢ olarak

degerlendirilmistir (%55,8).
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Sekil 5.2. Canine parvoviriis RT-PCR test sonucu (CPV pozitif) (
kontrol, 4 negatif kontrol)

<« pozitif

Sekil 5.3. Canine parvoviriis RT-PCR test sonucu (CPV negatif) (TPozitif kontrol,
negatif kontrol, «— pozitif 6rnek, —» negatif 6rnek)

Bu calismada elde edilen bulgular %55,8 oraninda CPV pozitifligi
oldugunu gostermektedir. Ulkemizde gegmis yillarda yapilan az sayida
caligmalarda farkli sonuglar alindifi gesitli arastiricilar tarafindan bildirilmistir.
Sahna ve ark. (2008) Kayseri’de ishalli sokak kopeklerinden toplanan diski

orneklerinin PCR testi ile incelenmesiyle yaptiklar1 ¢alisma sonrast %76,5

54



5. BULGULAR ve TARTISMA Pinar PALANCI

oraninda CPV-2 saptadiklarini, Dik (2017) ise 2017 yilinda CPV-2ab’ye
spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR analizleri sonucunda ishalli
kopeklerde %66 oraninda pozitiflik elde ettiklerini bildirmiglerdir. Her iki
calismanin bulgular bu ¢alismanin bulgularindan daha yiiksek bulunmustur.
Dik’in 6rneklem sayisinin bu ¢aligmadaki 6rneklem sayisindan fazla olmasi bu
farkliliga neden olmus olabilir.

Bu c¢alismanin bulgularindan daha diisiik olarak kopeklerin diski
orneklerinin PCR ile incelenmesi sonucu yapilan farkli ¢aligmalarda, Timurkan ve
Oguzoglu (2015) Ankara’da CPV-2 yoniinden %38,4 oraninda pozitiflik tespit
edildigini, Yilmaz ve ark. (2005) ve Yesilbag ve ark (2007) Bursa bolgesinde
sirastyla %35 ve %35,5 oranlarinda CPV-2 pozitifligi saptadiklarini bildirmislerdir.
Calismalar arasinda farkliliklar olmasinin kdpeklerin yasam ortamlari, maternal
antikor ve kolostruma bagli koruyuculuk eksikligi ve diger bireysel faktorlere bagh
olabilecegi nedeniyle olustugu kanisina vartlmistir. Sonug¢ olarak yapilan
calismalarin viriisiin varliginin iilkemizde kdpekler arasinda yiiksek oranda devam
ettirdigini gostermesi agisindan 6nemli bulunmusgtur.

Elbaz ve ark. (2021) Misir’da yaptiklar bir ¢alismada topladiklart 50
ornekten 35'inde (%70) hizli bir antijen tarama testi olarak immiino-
kromatografi Ag (IC-Ag) kullandiklarint ve CPV-2 igin pozitif sonuglar elde
ettiklerini, oysa ki ayn1 drneklerin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) testi ile
incelendiklerinde 42 ornekte (%84) CPV-2 DNA tespit etiklerini
bildirmislerdir. Hirasawa ve ark. (1996) Japon kdpeklerinde canine parvoviriis
tip 2 (CPV-2) prevalansi ve viriis suslart arasindaki genomik varyasyonlari
incelemis ve 74 digki numunesiyle yapilan PCR testi sonucunda viriis pozitiflik
oranint %54,1 olarak saptadiklarini bildirmislerdir. Awad ve ark. (2019)
Misir'da  CPV  enfeksiyonunun prevalans: iizerine yaptiklar1 bir diger
arastirmada calisma popiilasyonu arasinda CPV-2b enfeksiyonu prevalansini %

55.56 olarak saptadiklarini bildirmislerdir. Bu ¢aligmada RT-PCR ile yapilan
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testler sonrasi1 %55,8 oraninda pozitiflik bulunmustur. Elde edilen sonuglar Elbaz
ve ark. (2021) bulgularina gore diisiik olmakla birlikte Hirasawa ve ark. (1996) ve
Awad ve ark. (2019) calisma bulgulartyla biiyiilk benzerlikler gosterdigi
belirlenmistir ve calisma bdlgelerinin diinyanin farkli noktalarinda olmasina
ragmen benzerlikler igermesi CPV enfeksiyonunun diinya genelinde yayginligi

bilgilerini destekledigi kanisina varilmistir.

56



6. SONUC VE ONERILER Pinar PALANCI

6. SONUC VE ONERILER

Bu galigma viral hayvan hastaliklarinin tanisi igin veteriner laboratuvar
uygulamalar1 sirasinda Biyoteknolojinin kullanilmasi ile 6nemli veriler igermesi ve
yontem olarak referans almabilecek calisma metotlar1 gelistirmesi agisindan
Ozgilindiir. Calisma sonrasi elde edilen veriler iilkemiz ve diinya genelinde yapilan
calismalar ile karsilastirilmistir. Calisma multi ve interdisipliner c¢alismalarin
yapilmast ve Onemini ortaya koymasi agisindan Ozgiin olup oOnemli veriler
icermektedir. Bir yiiksek lisans tezi olmasima ragmen RT-PCR ile molekiiler,
ELISA ile serolojik ve hematolojik testler olarak 3 farkli yontem kullaniimistir.

RT-PCR calismalarinda bu ¢alismaya 6zgiinliik katan uygulama ile Decaro
ve ark. (2007) kullandiklar1 yontemde kullanilan probe modifiye edilerek FAM-
TAMRA probe yerine FAM-BHQ-1 probe kullanilmigtir. TagMan probu, 50
ucunda floresan raportor boya 6-karboksifloresein (FAM) ve 30 ucunda sondiiriicii
boya 6-karboksitetrametilrhodamin (BHQ-1) ile etiketlenmistir.

Bu calismada RT-PCR ile yapilan testler sonrast %55,8 oraninda pozitiflik
bulunmustur. Elde edilen sonuglar iilkemiz ve diinya genelinde yapilan
calismalarin bulgulariyla karsilsastirilarak benzerlik ve farkliliklart ortaya
konulmus ve nedenleri iizersinde tartistlmistir. Bulgular ¢alisma bdolgelerinin
diinyanin farkli noktalarinda olmasma ragmen benzerlikler icermesi CPV
enfeksiyonunun diinya genelinde yaygmligi bilgilerini destekledigi kanisina
varilmigtir. Caligmalar arasinda farkliliklar olmasinin kopeklerin yasam ortamlari,
maternal antikor ve kolostruma bagli koruyuculuk eksikligi ve diger bireysel
faktorlere bagli olabilecegi nedeniyle olustugu kanisina varilmistir. Sonug olarak
yapilan caligmalarin viriisiin varliginin iilkemizde ve diinya genelinde kopekler
arasinda yiiksek oranda devam ettirdigini gOstermesi ac¢isindan Onemli
bulunmustur.

Bu tez caligmasi sirasisinda yapilan galismalarda Canine Anti-Parvoviriis

IgM ve IgG antikor seviyeleri agisindan pozitif oldugu saptanmistir. IgM antikor
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seviyelerinin pozitifliginin aktif enfeksiyonu gosterdigi ve 1gG antikor
seviyesiyesinin pozitifliginin ise kopeklerde CPV enfeksiyonuna kargi bagigiklik
sisteminin yanit verdigini gostermesi agisindan énemli bulgular olarak saptanmistir
ve literatiir bilgi ile benzerlikler igermesi agisindan 6nemlidir.

Hematolojik degerlendirmede tam kan sayimi sonrasinda 16kosit (WBC),
lenfosit (LYM), eritrosit (RBC), hemoglobin (HGB), hematokrit (HCT) ve
trombosit (PLT) sayimlar1 yapilarak sonuglar degerlendirilmistir. Hematolojik ve
biyokimyasal parametreler tek baslarina parvoviral enfeksiyonu tanimlamak igin
yeterince spesifik degildir, ancak ayirici tantya yardimer olarak 6nemlidir ve ayrica
hastanin tedaviye yanitin1 degerlendirmek ve prognozu tahmin belirleyebilmek i¢in
Klinik olarak 6nemli bilgiler saglayabilmektedirler. Bu nedenle bu caligmanin
amaglari arasinda yer almislardir. CPV enfeksiyonunun laboratuvar sonuglarmin
Klinik viroloji agisindan onemli ve taniya yardimci belirtegleri ve belirleyicileri
olarak yararliliklarini aragtirmak ve serolojik ve molekiiler y¢ntemler ile CPV
enfeksiyonu tanisi konan kopeklerde klinik, hematolojik ve biyokimyasal bulgulari
karakterize etmek amaglanmustir. Hasta kopeklerde 16kopeni (%44,8), lenfopeni
(%89,6), anemi (%72,4), hemoglobinemi (%68,9), disiik hematokrit (%75,8) ve
trombositopeni (%86,2) saptanmustir.

Serum C reaktif protein (CRP) degeri Ol¢limleri sonrasi hastaligin akut
fazinda (baslangicindan itibaren 5 giin iginde) 6lglimiiniin, enfeksiyonun bir bakteri
veya virlis kaynakli olup olmadigimi belirlemek igin degerli oldugunu kanisina
vartlmigtir. Literatiir bilgi benzer sekilde CRP seviyelerinin hastaligin hangi
giiniinde 6rneklemeye dahil edildigi ile yakin iligkili oldugunu desteklemektedir.
Bu calismada incelenen hasta kopeklerin enfeksiyonun ilk 5 giinii igerisinde
orneklemeleri yapilmistir ve CRP degerlerinin en yiiksek 6,05 g/L ve en diisiik 3,27
g/L oldugu ve ortalama degerinin 4,66 g/L saptanmasi ile benzer sonuglar
aciklayan arastiricilarin bulgular ile ortiistiigii anlagilmstir.

Sonug¢ olarak bu calismada elde edilen sonuglar CPV enfeksiyonunun

tanisinda hematolojik verilerin ve serum CRP degerlerinin hastaligin tanisinda,
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hastanin tedaviye yanitinda ve hayatta kalma oranlariin takip edilebilmesinde tek
baslarina spesifik bulgu olarak degerlendirilmememsi gerektigi ve sonuglarin tani
icin kesinlik icermemekle birlikte hastaligin prognozunun belirlenebilmesi
acisindan 6nemli yardimer veriler icerdikleri anlasilmistir. ELISA ve RT-PCR
sonuglar1 arasinda farklilik olmadigi ve CPV klinik belirtileri gdsteren 2 kopegin
ELISA ile serolojik olarak negatif olduklar1 halde RT-PCR testi ile pozitif sonug
verdikleri saptanmistir. CPV enfeksiyonu tanisinda ELISA yonteminin kolay
ulagilabilir, giivenli, pratik ve ekonomik bir test oldugu ve RT-PCR’m ise hizh
sonug¢ veren ve giivenilir bir test oldugu ve serolojik sonuglarin dogrulayici tanisi

icin kullanilmasi gerektigi kanisina varilmstir.
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