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ONSOz

Ulkemizde pet hayvanciliginin giderek artan dnemiyle kedi besleme hayatimizda
daha genis yer almaya baslamig, ayni zamanda kedilerde gorulebilen énemli viral
etkenlerden olan Feline Corona Virus (FCoV) enfeksiyonlari da artan insidensi
sebebiyle 6nem kazanmistir. Gerek hayvan sagligi agisindan enfeksiyonun
durumunun aydinlatiimasi amaciyla vyapilacak taramalarla asiI programlarinin
olusturulmasinda ve gerekse klinisyen veteriner hekimlere tanisal anlamda destek
olabilmek amaciyla bu enfeksiydz virusun tespiti ve biyotiplerinin [(Feline Enterik
Corona Virus (FECV) ve Feline infeksiydz Peritonitis Virus (FIPV)] ayrimi oldukga
anlaml hale gelmistir. Ozellikle FIPV enfeksiyonu; klinisyenleri ve kedi sahiplerini
ilerleyici semptomlari ve kotl prognozu sebebiyle yakindan ilgilendirmekte, olumle

sonuglanan klinik gelisim nedeniyle de hayvan saglhgini direkt olarak etkilemektedir.

Nukleik asit olarak RNA tagiyan tum viruslar, proof-reading mekanizmasinin
eksikliginden dolayr mutasyonlara fazlasiyla aciktirlar. Coronaviridae ailesi hemen
hemen tim hayvan tirlerinde farkh karakterde hastalik yapabilme yetenegine sahip,
RNA o6zellikli genomu sayesinde antijenik shift ve drift mekanizmalarini hizli ve etkin
olarak kullanarak mutasyona ugrayabilen viruslara sahiptir. Aile igerisinde yer alan
feline coronaviruslar da patojenitelerini bu yolla arttirabilmektedirler. Ornegin
kedilerde basit enteritis enfeksiyonuna neden olan FECV’lar bagirsak epiteline
affinite duyarken, gecirdigi mutasyonlar sonucu makrofajlara affinite duymaya

baslayarak 6lumcul seyreden FIP enfeksiyonuna da sebep olabilirler.

Bu calismada; FCoV enfeksiyonlarinin hem serolojik hem de 3° UTR ve M gen

bolgesi hedef alinarak uygulanan RT-PCR ve sekans analizi kullanilarak molekuler



Vi

temelli arastiriimasi ve bu sayede tim dunyada evcil ve yaban hayattaki kedigillerde
yaygin olarak gorulen hastaligin; Turkiye'deki saglhkli gorunumld, ishal semptomlu ve
klinik olarak FIP tanisi konulmus evcil kedi populasyonlarindaki epidemiyolojik
durumunun aydinlatilmasi konu edinilmistir. Ayrica saptanan bazi FCoV’larin dizin

analizleri yapilarak molekuler karakterizasyonlarina ait bulgular da elde edilmigtir.

Bu calisma siresince Ankara Universitesi Veteriner Fakiltesi Viroloji Anabilim
Dal’'nin tim olanaklarindan faydalanmami saglayan, Viroloji Anabilim Dali Bagkani
ve danisman hocam Prof. Dr. Yilmaz AKCA’ya; Viroloji Anabilim Dali eski baskani
Prof. Dr. ibrahim BURGU'ya, Viroloji Anabilim Dali dégretim Uyeleri Prof. Dr. Feray
ALKAN, Prof. Dr. Aykut OzZKUL, Prof. Dr. Seval BILGE DAGALP, Dog. Dr. M. Taner
KARAOGLU ve destegini hic esirgemeyen ve elestirileri hep yol gdsterici olan Dog.
Dr. T. Cigdem OGUZOGLU ve tez izleme komitesi (yesi Prof. Dr. Hakan
YARDIMCl’ya, zorluklarin altindan beraber kalktigimiz birlikte gahgtigim tum doktora
ogrencisi ve arastirma gorevlisi arkadaslarima, her zaman destek, anlayis ve
kosulsuz sevgileri i¢in aileme ve galisma suresince tum kahrimi geken esim Evren
ILERI ve calisma arkadasim Bige ARKUN'a, kedilerden érnekleme yapmama olanak
saglayan tum veteriner hekimlere ve hasta sahiplerine ve bizimle olan ve olmayan

batln kedilerime en igten tesekkurlerimi sunarim.
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1. GIRIS

1.1.Genel Bilgiler

Coronaviruslar; insan ve birgok hayvan turinde, sindirim sistemi basta olmak
Uzere solunum sistemi, dolasim sistemi gibi farkli sistemlerde enfeksiyon
meydana getirebilen ya da jeneralize enfeksiyon sonrasi tim organizmada

kalici hasarlara neden olabilen enfeksiyoz ajanlardandir.

Kedilerde Feline Coronavirus (FCoV) enfeksiyonu ilk kez 1940’li yillarda
Nepal'de Bonaduce (1942) tarafindan tespit edilmis, 1963 yilinda Holzworth
tarafindan ‘kedilerin 6nemli bir hastaligr olarak tanimlanmigtir. Etken, “virus
benzeri partikil” olarak 1971’de Hardy ve ark. (Barnett, 1993) tarafindan
elektron mikroskobik olarak gosterilmis; Montali ve Strandberg (1972) ise

hastaligin kuru ve yas formu olarak iki formu oldugunu bildirmigtir.

FCoV’larin dinyadaki evcil ve vahsi kedilerde yaygin olan, sindirim kanalinda
bulunan apatojen formu olarak tanimlanan Feline Enterik Corona Virus
(FECV), organizmay! diger antijenlere (Feline Herpes Virus, Feline
Calicivirus, Feline Leukemia Virus, Feline Immunodeficiency Virus, cesitli
bakteriyel etkenler vb.) karsi duyarli hale getirmektedir. Hastaligin
1960’lardan sonra artan insidensi ve yeni tanisal tekniklerin gelismesine
paralel olarak; arastirmacilar tarafindan Coronaviruslarin hizli adaptasyon ve
mutasyon kabiliyetleri dogrultusunda FECV’tan mutasyonla (de Groot ve ark.,
1987) olustugu ortaya konulan, élimcul sistemik bir enfeksiyon tablosuna
neden olan Feline Infectious Peritonitis Virusu (FIPV) tanimlanmisglardir. Bu
hastaligin seyrinde birgok faktorin yani sira immun sistemin de etkili oldugu

bilinmektedir.



Enfeksiyonun semptoma dayali isminin verilmesine neden olan FIPV'unun
cografik olarak da degisiklik gosterip gostermedigine yoénelik arastirmalara
zemin hazirlayan genomik karakterizasyon c¢aligsmalari, hastaligin
patogenezine 1sik tutucu bilgilerin kazaniimasina yardimci olmustur (Lin ve
ark., 2009). Gunumizde FCoV’larin tam genomuna yodnelik sekanslar
tanimlanmistir (Hsieh ve ark., 2010). Yapilan bu calismalarda FCoV’larin
genomunda mutasyonlardan oldukc¢a az etkilenen korunakli bdlgeler oldugu
saptanmistir.  Ancak FCoV’ta bu boélgelerde olusacak mutasyonlar;
enfeksiyonun seyrinde (patogenetik) veya virusun antijenik karakterinde

(filogenetik) degisikliklere sebep olabilmektedir (Lin ve ark., 2009).

1.2 Literatiir

1.2.1. Etiyoloji

1.2.1.1. Taksonomi

Uluslararasi Virus Taksonomi Komitesi (International Commitee on
Taxonomy of Viruses = ICTV) tarafindan hazirlanan IX. raporuna goére
Nidovirales takimi iginde yer alan Coronaviridae familyasi Coronavirinae ve
Torovirinae olmak Uzere 2 alt aileden olugsmaktadir. Torovirinae alt ailesi
icinde tek ve cift tirnaklilari enfekte edebilen Torovirus cinsi ve bazi balik
tirlerinde (Blicca bjoerkna L.) tespit edilmis olan Bafinivirus cinsi
bulunmaktadir (Murphy, 1994). Coronavirinae alt ailesi iginde ise memeli ve
kanath tarlerini etkileyen viral enfeksiy6z ajanlar bulunmaktadir. Bunlar
arasinda ekonomik 6nem arz eden kanatlilarin enfeksiy6z bronsitis virusu,
domuzlarin bulasici gastroenteritis virusu, Canine Coronavirus, FCoV,
tavsanlarin miyokarditis etkeni, sicanlarin sialodakriadenitis virusu, farelerin

hepatitis virusu gibi etkenler bulunmaktadir (Murphy, 1999) (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Nidovirales takimi ve alt aileleri.
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Coronavirinae alt ailesinde bulunan Coronavirus cinsi ise alfa- (eski Grup 1),
beta- (eski Grup 2) ve gammacoronavirus (eski Grup 3) olmak Uzere 3 cinse
ayrilmaktadir (Cizelge 1.2). Eski siniflandirmaya goére Grup 1 kendi icinde
ikiye ayrilmaktadir (1a,1b). Deltacoronavirus alt cinsi, sadece kanatlilari

enfekte eden viruslari icermekte olup, dérdinci bir grup olarak ICTV

NIDOVIRALES

ARTERIVIRIDAE

ARTERIVIRUS

RONIVIRIDAE

OKAVIRUS

CORONAVIRIDAE

CORONAVIRINAE
ALPHACORONAVIRUS
ALPHACORONAVIRUS 1

Canine Coronavirus

Feline Coronavirus

Feline coronavirus genotip 1(Enteric)
Feline coronavirus genotip 2 (Infectious Peritonitis)
Porcine Respiratory coronavirus
Transmissible gastroenteritis virus

HUMAN CORONAVIRUS 229E

HUMAN CORONAVIRUS NL63
MINIOPTERUS BAT CORONAVIRUS 1
RHINOLOPHUS BAT CORONAVIRUS HKU2
SCOTOPHILUS BAT CORONAVIRUS 512
PORCINE EPIDEMIC DIARRHEA VIRUS
BETACORONAVIRUS
GAMMACORONAVIRUS

TOROVIRINAE

TOROVIRUS

BAFINIVIRUS

tarafindan onaylanmayi beklemektedir.



Cizelge 1.2: Coronavirus alt tipleri ve etkiledikleri tirler ve hastaliklar

ICTV 2009 RAPORU | HASTALIK TUR
Alfa coronavirus Kdpek Coronavirus Hastalgi Canine
Feline Enterik Corona Ve Feline Enfeksiy6z Peritonitis | Feline
Domuzlarin Solunum Sistemi Hastaligi Porcine
Domuzlarin Bulasici Gastroenteritis Hastalig Porcine
Beta coronavirus Porcine Hemagliitinasyon Yapan Ensefalomeylitis Porcine
Bovine Coronavirus Bovine
Human OC43 Human
Gama coronavirus Enfeksiydz Bronsitis Virus Avian

Domestic animals,

Alfacoronaviruslar igerisinde kopek, kedi, domuz, yarasa ve insanlarin

Coronavirus etkenleri bulunmaktadir. Betacoronaviruslar icerisinde fare,
sigan, siIgir, at, yarasa ve insanlarin coronavirus etkenleri yani sira SARS
virusu ve iligkili oldugu yarasa, misk kedisi, gelincik benzeri tirler ve porsuk
coronavirus etkenleri bulunmaktadir. Gammacoronaviruslar igerisinde ise
kanathlarin ve balinalarin coronaviruslari yer almaktadir. Ancak bu cins
Coronavirinae alt ailesiyle filogenetik olarak iligkili olsa da, virion morfolojisi,
genom organizasyonu, gen kompozisyonu, replikasyonu veya biyolojik
dongusu bakimindan diger Coronaviruslardan ayriimaktadir (Murphy, 1994).
Yapilan arastirmalar tim Coronavirus soylarinin dogal konaklarinin yarasalar

oldugunu gostermigtir (Christian and Scotti, 1994) (Sekil 1.1-1.3).
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FCoV'lar serotipik olarak ikiye ayrilmaktadirlar. Bunlardan tip 2 FCoV suslari;
S geni analizi ydninden canine suslariyla iligkili, E geninin analizi ydoninden
ise tip 1 feline suslari ile yakin iligkili bulunmustur. Canine ve tip 1 Feline
suslart genomlarinin  3'UTR bolgelerindeki karsilastirmalar sayesinde
homolog rekombinasyon sonucu tip 2 feline suslarinin ortaya ciktigi ifade
edilmistir (Vennema ve ark., 1998). Bazi yabani kedilere ait CoV suslari avian
suslarina yakin bulunmus olup Grup 3 igerisinde klasifiye edilmig, bunun

turler arasi evrimi gosterdigi 6ne surtlmastir (Woo ve ark., 2009).

a G2

¢js HCov-0C43

Sekil 1.2. Coronavirus gruplari G3 | IBV

(Woo ve ark., 2009)
HCoV-229E

IV 70N

Group ia 1b 2a 2b 2c 2d 3a 3 3c

Sekil 1.3. Coronavirus evrimi ve olasi tirler arasi gegisler (Woo ve ark., 2009)



1.2.1.2. Morfoloji Ve Genom Yapisi

Coronavirinae alt ailesindeki tim viruslar is1, yag ¢dzucu, non-iyonik deterjan,
formaldehit, oksitleyici ajanlar ve UV’ye duyarhdirlar. Bu viruslar spesifik
intraselliler membrandan tomurcuklanma sonucu kazanilan lipoprotein
tabiatta bir zarla cevrilidirler (Sekil 1.4). Bu alt ailenin tum Uyeleri kure
seklinde olup elektron mikroskobik olarak 60-220 nm buyuklige sahiptirler
(Thiel, 2007).

Coronavirinae genomu linear, pozitif iplik¢ikli, kepli ve poliadenile RNA
icermektedir. Su ana kadar bilinen en buyluk RNA viruslari bu alt ailededir
(Thiel, 2007).

Murine Hepatitis Virus (MHV)

Spike glycoprotein
trimer (S)

Nucleoprotein (N)
and RNA genome

Membrane protein
(M)

A=~ Hemagglutinin-esterase
- . ~) dimer (HE)

~
& — Envelope small membrane protein
pentamer (E)

Sekil 1.4. Coronavirus virion yapisinin sematik goriintisi (Hulo C. ve ark., 2011)

Coronavirinae genomlari 5’ ucunda 200-600 baz, 3’ ucunda 200-500 baz
uzunlukta translate olmayan bodlgeler (Untranslated Region -UTR-) ile
sinirhdir. Bu bdlgeler ve internal kodlama dizinleri, genom replikasyonu ve
kapsidasyondan sorumludur. Alt ailedeki viruslarin hepsinde acik okunabilir
bdélge (Open Reading Frame -ORF-) ve bu bdlgede tim Uyelerde ayni
sirayla: ORFla ve 1b (Replikaz), S (Spike), E (Envelope), M (Matrix), N



(NUkleokapsit) proteinleri bulunmaktadir (Thiel, 2007).

ORF1b’den itibaren 5 — 3’ ydnunde bulunan yapisal proteinlerin aralarinda
en az sekiz aksesuvar (yardimci) protein bulunmaktadir (Thiel, 2007).
Bunlarin dogal enfeksiyon sirasinda viral replikasyondan sorumlu olduklari ve
horizontal gen transferi ile kazanildiklar bildirilmis olup, bu proteinlerin yeni
tur ve alt turlere adaptasyon sirasinda kaybedilmesi ve in vitro ortamda
bunlara ihtiya¢ duyulmamasi sebebiyle Coronaviruslarin evriminde dnemli

olmadiklari gorusu hakim olmustur (Murphy ve ark., 1995).

3’ Translate Edilmeyen Bolge (Untranslated Region-UTR)

Coronaviruslar genomlarinin iki ucunda, genom replikasyonu icin gerekli
promotorlari bulunduran ve 0.2-0.5 kb (5’'UTR) ile 0.3-0.5 kb (3’'UTR)
arasinda degisen translate olmayan bdlgeler bulunmaktadir. Bu bdlgelerdeki

birincil yapi, alt gruplar arasinda zayif olarak korunmus haldedir.

Coronaviruslarin  3'UTR bodlgesi yaklagik 55 nUkleotidlik korunmusg
pseudoknot yapisina sahiptir (Sekil 1.5). Bu yapi viral genomun replikasyonu

icin gereklidir (Williams ve ark., 1999).
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1.2.1.3. Coronaviridae Ailesi Viral Proteinleri

Coronaviridae alt ailesinde sirasiyla spike (S), envelope (E), matriks (M),
nikleokapsit (N) ve hemaglitinin esteraz (HE) vyapisal proteinleri
bulunmaktadir (Sekil 1.6) (Murphy, 1994).

Pol Spike/NSP3 Mem NSP 7b
: B MR [
Pol replicase ORF1ab Spike u NSP7
NSP3 membrane
ol Scale (kilcbases) 1'0 2{) 3'0

Sekil 1.6: FCoV genomu. Yapisal proteinler koyu gri, yapisal olmayanlar agik gri olarak
gOsterilmistir (Brown ve ark., 2009).

1.2.1.3.1 Spike (S) Proteini

Coronaviridae Uyelerinin S proteini 1200-1600 aminoasit iceren tip |
membran glikoproteinidir. Sapli topuz formda, 12-24 nm uzunlukta, elektron
mikroskobik olarak ta¢ seklinde g¢ikintilar halinde goérinen S proteini,

Coronavirus ailesine, “Corona=Tag¢” adinin verilmesinden sorumludur. Bu



protein virusun tir ve doku spesifitesini belirlemektedir (Haijema ve ark.,
2003; Rottier ve ark., 2005). S proteini yuksek oranda N-glikoziledir. Konakgi
hicreye giriste gorevli olup, hucresel membrana baglanan reseptordur ve
sinif | fUzyon proteinlerinin 6zelliklerini tagimaktadir. S proteinindeki yapisal,
fonksiyonel dizin benzerlikleri Coronaviridae ailesindeki, Toro-, Bafini-, ve
daha az olarak da Coronaviruslarin ayni evrimsel koékenden geldigini
dugundurmektedir (Murphy, 1994).

Coronaviridae S proteini virion biogenezi sirasinda proteolitik catallanma
sonucu S1 ve S2 alt dnitelerine ayrilarak homotrimerler olusturur.
Homotrimerlerin distal kismi S1 alt Gnitelerinden olusup reseptdr baglanma
noktalari olarak gérev yaparken, S2 alt Unitelerinin karboksi uglari virion
membranina baglanmistir. Virionda S1 alt Unitesinin N ucundaki altili
tekrarlayan bolge olan HR1, internal fizyon peptidinin agagisina dogru iken;
N ucundaki diger altili tekrarlayan bolge olan HR2, transmembran domaininin
yukarisina dogrudur. S2 proteininin altili tekrarlayan bolgeleri hlicreye giris
sirasinda bir takim yapisal degisikliklere ugrayarak membran flizyonunu
gerceklestirirler. S proteini, konakg¢ida hudcresel kosullu immun  yaniti
indukleyerek antikor (6zellikle nétralizan) olusumundan sorumludur (Thiel,
2007).

1.2.1.3.2. Envelope (E) Proteini

Coronaviridae ailesi Uyelerinden sadece Coronavirus cinsinde tespit edilmis
olan E proteini; kuguk ve pentamerik yapidaki bir integral membran
proteinidir. lyon degisimi ve/veya membran gegirgenligini arttiran (viroporin)
aktivitelerine sahiptir. Virion basina 20 kopya sayisiyla mindr yapisal bilesen
olup, viral morfogenezde rol aldigi dusundlmektedir (Thiel, 2007). Ayrica
SARS virusunda virulansi etkiledigi de bildirilmigtir (Frenkel ve ark. 1989;

Junge ve Liebermann, 1990).
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1.2.1.3.3. Matriks (M) Proteini

Coronaviridae ailesinde Matriks (M) proteini integral tip Il membran proteini
yapisindadir ve enfekte hicrede en fazla bulunan proteindir. M proteininin
Corona-, Toro- ve Bafinivirus alt cinsleri icin sekanslari ve yapisi farklihk
goOstermektedir. Bu viruslarda M proteini membrani Ug¢ kez sararken, virionun
icine ve disina dogru endo- ve ektodomainler olusturarak virionun stabil bir
yapida kalmasini saglar. Elektron mikroskopide Coronavirus zarinin kalin
goérinmesinin sebebi de endo- ve ektodomainin tabaka gseklindeki

goruntusudur. M proteini kapsitin olusumunda gorev almaktadir (Thiel, 2007).

1.2.1.3.4. Nukleokapsit (N) Proteini

Coronaviridae ailesi nukleokapsit (N) proteini oldukga basit RNA baglayan
fosfoprotein yapidadir. Kapsitlenme ve genomun paketlenmesinde goérevlidir.
Ancak Coronavirinae alt ailesinde bu gorevlerinin yani sira RNA sentez ve
translasyonunda rol aldigi, RNA chaperone aktivitesi gosterdigi ve Interferon
Tip | antogonisti olarak davrandigi bilinmektedir (Thiel, 2007; Murphy, 1994)

1.2.1.3.5. Hemagglutinin Esteraz (HE) Proteini

Betacoronaviruslarin bazilarinda ve Toroviruslarda hemagglutinin esteraz
(HE) adh ikinci bir homodimerik yapida tip | membran glikoproteini
bulunmaktadir. Gdrevi, reversible membran atagmanidir. Nidovirales aileleri
arasindaki Corona ve Toroviruslardaki HE protein genleri birbirlerine daha
fazla (%30) benzerlik goésterirlerken, ayni viruslar icin S ve M protein
genlerinin benzerlikleri daha az oranda bulunmugtur. Bu durum, anilan aileler

arasinda daha yakin bir iligkiyi, yani ortak atayi géstermektedir (Thiel, 2007).
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Corona ve Torovirus soylarinin S ve M proteinlerini ortak atalarindan
kazandidi; HE proteinini ise Influenza C virusunun flizyon proteinine olan
benzerligi tespit edildiginden bu proteinin ayni konagin Corona/Toro virus ve
Influenza C virusu ile miks enfeksiyonunu takiben sonradan kazanildigi 6ne

surtlmastir (Murphy, 1999).

1.2.1.3.6. Yapisal Olmayan Viral Proteinler

Bu proteinlerin gorevleri tam olarak anlagilamamis olmakla beraber viral
replikasyonda, tir ve organ spesifitesinde rol aldiklari dusunilmektedir
(Siddell, 1995).

1.2.1.4. Viral Replikasyon

Coronaviridae ailesindeki etkenlerin replikasyonu, enfekte hulcrenin
sitoplazmasinda meydana gelir. FCoV’un konakg¢i hucreye girisinde hucresel
reseptor glikoproteini olarak kazanilan S proteini 6nemli rol oynar. Virusun S
proteini hicrenin plazma membranindaki Aminopeptidaz N (APN)
reseptorune affinite duyar, virus bu reseptore tutunur. Virus zari ile hicre
plazma membraninin flzyonu sonrasi virusun clathrin ve caveole bagimsiz
endositozunu takiben viral genom hucre igerisine alinir (Sekil 1.7) (Van
Hamme ve ark., 2008).

Genomik RNA’'nin, mRNA olarak goérev yapmasiyla 0Once polimeraz
sentezlenir. Viral RNA bagimli RNA polimeraz vasitasiyla pozitif iplikten
negatif iplikgik kodlanir. RNA polimeraz, tam boydaki komplementer negatif
iplikgikli RNA'y1 ve 3’ koterminal nested setli 6zel subgenomik mRNA’lari

transkribe eder. Bu nested setler farkli uzunluktaki 5-7 adet Ust Uste gelen
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mRNA’dan olusup 3’ uglari ve 5’ lider sekanslari ortak dizinler olustururlar.
Bunlar lider dizin mekanizmasini kullanan devamli olmayan transkripsiyon
arinleridir. Nested set mRNA'larla beraber bunlarin komplementeri
subgenomik negatif iplikgikli RNA’larin da enfekte hilcrelerde bulunmasi
henldz tam anlamiyla agiklanamamistir. Bu subgenomik RNA’larin 5’ ve 3’
terminal dizinleri genomik RNA ile benzer olup, bunlarin replikonlar olarak

fonksiyon gosterdigi dustunulmektedir (Thiel, 2007).

Genomun 5’ ucunda kismi olarak ust Uste gelmis 2 blyik ORF bulunur. ORF
1a ve 1b olarak adlandirilan bu dizinler birleserek replikaz genini olusturur ve
replikasyon kompleksinde rol oynayan yapisal olmayan proteinlerin ve birgok
enzimin kodlanmasi, kompozisyonu ve fonksiyonunda goérev alir. Virion
RNA’si ORF1a ve ORF1b icin mRNA olarak goérev yapar. Ancak ORF1b
ekspresyonu, programlanmis bir ribozomal frame-shifting (¢cergevesel kayma)
sonucunda gergeklesir. ORF1a’dan poliprotein (pp) 1a sentezlenir. Ancak
vakalarin %20-30’'unda ribozomlar ORF1a sonlanma kodonuna varmadan,
ORF1a/1b Ustuste gelmis bélime kayarak ORF1b sentezine devam eder. Bu
frame shifting 6zel 7 nukleotidlik ‘kaygan’ dizinde gergeklesip 3’ uca dogru
uzayarak poliprotein pp1ab sentezine sebep olur. Olusan pp1ab, RNA
bagdimli RNA polimeraz olarak adlandirilir. Negatif iplik¢ikli komplementer
RNA'nin 3" ucundaki lider sekans, transkripsiyon sonrasi keplenerek
genomdan ayrilir. Bu lider sekans komplementer sekansa kalibin 5’ ucuna
kadar slUrecek c¢ogalma igin promoter ve transkripsiyon baskilayici olarak
c¢alisan intergenik sekanslardan baglanir. Boylece nested set igindeki bir
sonraki kicik mRNA paylasiimaz. Sadece bu paylagsiimayan gen bdlgesi
translate olur ve bu strateji birgok viral proteinin istenilen miktarda

uretilmesini saglar (Thiel, 2007).

Coronaviruslarin; sentezi, oligomerizasyonu ve bir¢cok zarf glikoproteininin

transportu alisiimisin disinda 6zellik gdsterir. Ornegin; bazi Coronaviruslarin
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M proteini, N-bagimli glikanlar yerine O-bagimh glikanlari igerir. Bu durum
proteini endoplazmik retikulumun bosluguna direkt iliskilendirir. Virusa ait S
proteini konakgi hucrenin endoplazmik retikulumunda sentezlenir ve Golgi
kompleksine glikozillenmis homotrimer olarak transport edilir. Endoplazmik
retikulumdaki membran bagimh polizomlarda translate olan M proteini ise
Golgi kompleksinde toplanir. Virionlar plazma membranindan degil,
endoplazmik retikulumdan tomurcuklanip, plazma membranina vezikuller
icerisinde tasinir. Sitoplazma icindeki buyuk vezikuller iginde toplanan
virionlar, bu vezikullerin hlicresel plazma membrani ile kaynasmasi sonrasi
ekzositoz ile disariya atilirlar ancak bu viruslarin gogu, hucrenin dis yuzeyine
yapisik halde kalir (Thiel, 2007; Leukert, 2002).
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Sekil 1.7. Human Coronavirus replikasyonun sematik gérinimi (Bergmann ve ark., 2006)
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1.3. Klinik Bulgular ve Patogenez

1.3.1. Feline Coronavirus Enfeksiyonu

FCoV evcil kedilerin yani sira aslan, ¢ita, leopar, jaguar, vasak gibi vahsgi
kedilerin de dahil oldugu Felidae ailesinin birgok Uyesinde enfeksiyon
meydana getirebilmekte, ayrica gelinciklerde de benzer hastalik tablosu
sekillendirebilmektedir (Evermann ve ark., 1989). FCoV’larin patogenezinde
en 6nemli virulens faktérii makrofajlari enfekte edebilme yetenegidir (Rottier
ve ark., 2005). Yapilan galismalar FCoV’larin birden fazla serotipi (serotip 1
ve 2) ve biyotipi/patotipi (FIPV ve FECV) oldugunu ortaya koymustur.

Serotip ayrimi; noétralizasyon testi yani sira S proteini aminoasit dizin
analizlerine goére de yapilmistir (Motokawa ve ark., 1995; Motokawa ve ark.,
1996). Serotip 2'nin; FCoV serotip 1 ile Canine coronaviruslarin
rekombinasyonu sonucunda ortaya ¢iktigi bildirilmistir (Herrewegh ve ark.,
1998). Serotiplerin hucre kdlturinde UGreme Ozellikleri ve Canine
Coronavirusa antijenik yakinliklar birbirinden farkhidir (Pedersen ve ark.,
1984). FCoV Serotip 1, canine kdokenli antiserumlarla kros ndtralizasyon
vermezken; Serotip 2 vermektedir. Serotip 1 saha enfeksiyonlarinda
dominant tip (Vennema ve ark., 1998) iken, FCoV Serotip 2'nin in vitro Ureme
kabiliyeti olusu, arastirmalarin gogunda bu serotipin kullaniimasina olanak
saglamistir. FCoV Serotip 2; bagirsak, akciger ve bdbrek epitellerinde
bulunan htiicre ylzeyi metalloproteazi olan APN’ye affinite duyarken; Serotip
1’in reseptord henuz belirlenememistir (Hohdatsu ve ark., 1998). Ancak APN
Uzerine yapilan bircok calisma (Kolb ve ark., 1998), belirli bdlgelerdeki
(6zellikle C terminal ugta) mutasyonlarin tirler ve hatta serotipler arasi
tropizmi bile etkileyebilecegini goéstermigstir. Serotiplerin affinite duyduklari
hicre reseptorleri farkl olsa da (Hohdatsu ve ark., 1998; Tresnan ve ark.,

1996), her iki serotipte de hastalik patogenezlerine goére 2 biyotip ya da
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patotip bulunur (Pedersen ve ark., 1984):
-Feline enfeksiy6z peritonitis virus (FIPV)

-Feline enterik corona virus (FECV)

1.3.1.1. Feline Enterik Coronavirus (FECV) Enfeksiyonu

Enterik Coronavirus fekal-oral bulasma ile duyarh bireylere nakledilir. Geng
hayvanlarda 3-4 gun suren ishal ile karakterize iken, daha yasli hayvanlarda
cogunlukla asemptomatik olarak seyreder. Etken; kalin bagirsak, ileum ve
rektum epiteline affinite duyar (Herrewegh ve ark., 1997) ve bu bolgelerde 18
aya kadar persiste kalarak sagcilabilir (Pedersen ve ark., 1981b). Enterik
coronaviruslar zayif virulense sahip olsalar dahi, intestinal kanaldaki epitel
hacrelerinde primer replikasyonlarini gergeklestirebilmektedirler (Rottier ve
ark., 2005). Enterik coronaviruslara kan dolasiminda (Meli ve ark., 2004,
Vogel ve ark.,, 2010) ve lenf nodlllerinde rastlanmasina ragmen
enfeksiyonun patogenezi sadece sindirim sistemi semptomlari ile sinirli
kalmaktadir. Etkene kan dolagsiminda rastlanabilmesinin sebebi; etken
sacihminin enfekte epitel hucresinin apikal degil basolateral yuzeyinden, yani
kan dolasimina daha yakin bélgeden olusu seklinde agiklanmaktadir (Rottier,
1999). Kedilerin etkeni hayatlari boyunca surekli, donem donem veya sadece
enfeksiyon boyunca sactigi bildiriimistir (Pedersen, Allen, ve Lyons, 2008).
Bu sacilim karakterinin belirlenmesinde enfekte kedinin immun durumu,
olusan antikorlarin titresi ve hayvanin yasi gibi faktorler etkili olsa da, bu
fenomende rol oynayan butin sebepler henliiz tam olarak anlasilamamistir
(Pedersen ve ark., 2008). Bununla birlikte; FECV ile persiste enfekte
kedilerde, virusun S proteininde olusan mutasyonlarin, virusun immun
sistemden kacabilmesini sagladi§i 6ne surtlmastir (Herrewegh ve ark.,
1997). Bir sus ile enfekte olan kedinin, yagsami suresince baska bir sus ile de
enfekte olmasi mumkundur. Olusan reenfeksiyonun virus sacilimina etkisi
oldugu diasunulmektedir (Addie ve ark., 2003).
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1.3.1.2. Feline Enfeksiyoz Peritonitis Virus (FIPV) Enfeksiyonu

FIP; 1963 yilinda Holzworth tarafindan ‘kedilerin énemli bir hastaligr’ olarak
tanimlanmistir (Holzworth, 1963). Etken, “virus benzeri partikil” olarak Hardy
ve ark. (1971) tarafindan elektron mikroskopik olarak tespit edilmis, Montali
ve Strandberg (1972) ise hastaligin kuru ve yas olmak uzere iki formu
oldugunu bildirmiglerdir. Yapilan arastirmalara dayanilarak, FIPV’'nun
FECV’tan mutasyonla olustugu teorisi, ki bu teori “internal mutasyon teorisi”
olarak anilir (Vennema ve ark., 1998), bilim ¢evrelerinde kabul gormektedir.
Bu calismalarda FECV ile persiste enfekte olan kedilerde, ayni virusun ikincil
patotipi olan FIP virusunun mutasyonla olustugu, spesifik mutasyonlar
bildiriimemekle birlikte bu mutasyonlarin 6zellikle viral spike geninde, 3c ve
7b genlerinde olustugu tespit edilmistir (Vennema ve ark., 1998). Bu durum,
bir virusun farkli genetik yapiya sahip varyantlarinin varligini aciklayan
‘Quasispecies teorisi’ ile uyumludur. ikinci bir hipotez ise, hastaligin klinik
seyrinde birgok faktorin yanisira virulensleri farkli iki farkl virusun sirkile
oldugu yonundedir (Dye ve Siddell, 2007).

FIP enfeksiyonunda mutant virusun diger kedilere bulagsmasi konusunda
farkli gorusler bulunmaktadir. Vennema ve ark. (1998) FIP virusuyla enfekte
kedilerin hem FIP virusunu ve hem de FECV sacabildiklerini, FECV'un ise
duyarl kedilerde enfeksiyona neden olarak FIP enfeksiyonu gelisimi igin
predispozisyon olusturabildigini, FIP virusunun ise saglikh kedilerde
enfeksiyona neden olmadigini ve dolayisiyla ‘FIP virusu, kediden kediye
bulasmaz’ gorugunu bildirmelerine karsin; Addie ve ark. (1996) FIP virusunun

da duyarh hayvanlarda enfeksiyona neden olabildigini bildirmektedirler.

FIPV’'nun enterik coronaviruslarin mutasyona ugrayarak makrofaj tropizmi

kazanmasi sonucu olustugu gorust birgok arastirmaci tarafindan
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desteklenmistir (Vennema ve ark., 1998; Rottier ve ark., 2005). Bu

mutasyonlarin sebepleri arasinda;

oHayvanin yasi,

oHayvanin irki (bazi kedi irklarinda yatkinlik),

oHayvanin FCoV enfeksiyonlarina kargl immun durumu/antikor titresi,
oHayvanin FIV, FeLV gibi immmunsupresif etkenlerle birlikte
enfeksiyonu,

oHayvanin yasadigi ortam (¢oklu/tekli),

oHayvanin bulundugu ortamdaki enterik corona susu/ yeni susun
girisi,

oCerrahi girisimler, gebelik gibi stres faktorleri ve

oMevsim sayilimaktadir.

Etkenin tropizma degdisiminin, lenf yumrularinda virus replikasyonu sirasinda
olusan mutasyon sonucu oldugu dastnulmektedir (Thiel, 2007). Mutant
coronaviruslar, aktif kan dolasimindaki monositleri ve dokulardaki
makrofajlari enfekte etme yetenegi kazanmaktadirlar. Bu durum daha cok
antijenik drift mekanizmasiyla olusan mutant virusun birgok sistemi etkileyen
FIP hastaligini sekillendirmesi ile sonuglanmaktadir. Enfeksiyonun, insanlarin
deng hummasi enfeksiyonuna benzer bir immun aracili patogenez izledigi
bildirilmistir (Halstead, 1979; Halstead ve ark., 1983). Kedinin immun sistemi,
enfeksiyonun Kuru (non-effisiv/iparansimatoz) veya Yas (effusiv/non-
paransimatoz) formda seyretmesini belirlemektedir (Murphy, 1999). FIP
enfeksiyonunun olumcul seyretmesi sebebiyle FCoV hakkinda yapilan

arastirmalarin gogu bu mutant virusa yonelmistir.

FIP’te inkubasyon suresi deneysel enfeksiyonlarda 2-14 gun arasinda olsa
da (Pedersen ve ark., 1981a) dogal enfeksiyonlarda bu sire bilinmemektedir
(Pedersen, 2009). Hastaligin ilk semptomlari; dalgal ates, istahsizlik, kilo

kaybi ve durgunluktur. FIP’e yonelik semptomlar ise etkenin hangi dokulari
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etkiledigi ve formu ile iligkilidir. Siklikla bdbrek disfonksiyonu sonrasi
sekillenen peritonitis, enfeksiyona ismini veren klinik formu gelistirmektedir
(Pedersen, 2009).

FIP; antikor iligkili asiri duyarhlik reaksiyonu ve antikor bagimli patojenite
artisi (Weiss ve Scott, 1981; Stoddart ve Scott, 1989) yapabilen ender
viruslardan biri olarak tanimlanmaktadir. Virusun hucreye girisinden sorumlu
APN reseptoru, antijen-antikor kompleksine bagli patojenite artisindan
sorumlu degildir (Takano ve ark., 2008). Antikor iligkili hipersensitivite
reaksiyonunda, hucresel immunite yeterli yaniti olusturamadan antikor yaniti
gelisir. Hastaligin yas formunda, enfekte kedilerde bu tip bir yanit s6z
konusudur. Yas form; genellikle 2 yas alti kedilerde peritoneal ve pleural
bosluklarda sivi toplanmasiyla karakterizedir. Antijen-antikor kompleksinin
kilcal damarlarda yogunlasmasi ve buna bagl olarak bu bodlgelerde
trombositlerin ~ yigilmasi  sonucu  sekillenen Dissemine Intravaskiiler
Koagulasyon (DIC) bu sivi toplanmasinin en 6nemli nedenidir (Weiss ve
Scott, 1981). Peritoneal sivi toplanmalari palpasyonda agrisiz ve fluktuandir.
Perklsyonda sivi hareketi net sekilde hissedilebilmektedir. Biriken sivi altin
sarisi renkte, berrak veya musindz ve bulanik karakterde olabilmektedir.
Pleural sivi birikimine bagh nefes almada zorluk, hiriltih solunum, peritoneal
sivi birikimine bagh erkek hayvanlarda skrotal buyume bulgulari klinik
semptomlar arasinda yer almaktadir. Yavru kedilerde pleuritis, hepatitis ve
brongitis sonucu 06lum meydana gelmektedir. Hastaliktan etkilenmis
hayvanlarda antijen-antikor kompleksinin eklemlerde de toplanmasi sonucu
synovitis ve topallik gorulebilmektedir (Pedersen, 2009). Son yillardaki bazi
calismalarda, arastiricilar vaskulitis bolgelerinde antijen-antikor kompleksinin
varhgini tespit edemeyerek (Kipar ve ark., 2005), hastaligin patogenezinde
rol alan antijen-antikor komplekslerinden daha farkli olasiliklar Uzerinde

durmaya baslamiglardir (Takano ve ark., 2011).



19

Hastaligin kuru formu, genellikle 10 yas ve Uzeri kedilerde ¢esitli organlarda
pyogranilamatéz lezyonlarla karakterizedir. Bu formun paransimatéz form
olarak da anilmasinin sebebi, pleural veya peritoneal dokulardan paransime
dogru ilerleyen lezyonlar gézlenmesidir. Bu formun sekillenmesinde de yine
immun sistem etkilidir. Dokulardaki enfekte makrofajlardan salinan
kemotaktik faktérler sonucu, enfekte hlicreler kedinin hiicresel yanit diizeyine
bagll olarak yangi hicreleri tarafindan ¢evrelenirler (Takano ve ark., 2009).
Bu reaksiyon perivaskuler bdlgelerde yogunlasir. Biriken yangi hicreleri lokal
doku nekrozuna ve fonksiyonel yetersizlige neden olur. Bu bdlgeler zamanla
kronik pyogranulomatoz lezyonlara donuserek lokalize oldugu organin
gbrevini yapamamasina ve organ yetmezligine sebep olmaktadir.
Makroskobik olarak organlarin parensim dokularinda gri-beyaz noduller

gorulmektedir.

Abdominal bdlgede o6nce bdbrekler ve mezenterik lenf yumrulari, daha az
olarak da karaciger ve diger lenf yumrulan etkilenir. Sekum ve kolonun
etkilenmesi ceoco-colic lenfadenopatiye yol agabilir. Buna bagh olarak ortaya
cikan Ulseratif kolitis kuru FIP’in tipik bir bulgusudur. Diski kanli ve mukusla
kapli olarak atilabilir.Pleuranin ve akcigerlerin paransimatoz lezyonlarinin

ilerlemesi ile perikardin etkilenmesi sonucu kalp krizi sekillenebilir.

Merkezi sinir sistemi (MSS) bulgulari 2 yas alti kedilerde seyreden kuru form
FIP’te daha sik gorUlmektedir (Marioni-Henry ve ark., 2004). Omuriligin
etkilenme duzeyine gore On ayaklarda hissizlik, inkoordinasyon, asiri
duyarlilik, ataksi ve tremorlar, brachial, trigeminal, fasiyal ve siyatik sinirlerde
iletim bozukluklari gorulebilir. Beynin choroid ve ependima tabakalarinin
etkilenmesine bagl olarak hidrosefalustan, karakter degisikliklerine kadar
bircok semptoma rastlanabilir. Cerebellar-vestibular lezyonlar sonucu olugsan
nistagmus, kafanin yana yatmasi, kendi etrafinda dénme gibi bulgular

sekillenebilmektedir (Holliday, 1971; Marioni-Henry ve ark., 2004; Timmann
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ve ark., 2008).

Kuru form FIP’te gdzlerde uveitis ve chorioretinitis sonrasi irisin renk
degistirmesi enfeksiyonun erken bulgulari arasindadir (Slauson ve Finn,
1972). Fibrin, makrofaj ve diger yangisal hicrelerden kaynaklanan keratik
birikimler korneanin arka yuzinde yogunlasarak, FIP igin karakteristik bir
tablo olusturmaktadir. iristeki graniilamatéz lezyonlar ise pupilde sekil
degisikliklerine sebep olabilmektedir (Pedersen, 2009). Anhidrozis, miyozis,
enoftalmus, pitozis ve heterokromi (iki goz renginin farkl olmasi) olusumuna
sebep olan ve pupil, ust gbz kapagi, fasial ter bezleri ve fasial damarlara
giden sempatik liflerde lezyon biciminde aciklanan “Horner sendromu”
(Negrin ve ark., 2010) FIP ile enfekte hayvanlarda gorilen énemli bir
bulgudur. Bu hastalikta daha c¢ok tersier goz kapaginin kapanmasi
karakteristiktir (Pedersen, 2009). Ayrica ¢ok yaygin olmamakla birlikte FIP’te
papulld deri lezyonlari da rapor edilmigtir (Declercq ve ark., 2008).

FIP’in 5-10 yas arasi kedilerde insidansi dusuktir. Bunun sebebi bu yas
araligindaki kedilerde hucresel immun yanitin iyi dizeyde olmasidir. FIP’li
kedilerde bir immun supresyon bulgusu olan lenfopeni karakteristiktir.
Enfekte tim kediler sekonder bakteriyel enfeksiyonlara karsi direngsizdirler.
Cerrahi girisimler gibi stres faktorleri de etken-konak arasindaki dengeyi
bozarak, FIP’in semptomlarinin ortaya c¢ikmasina sebep olabilmektedir.
Yapilan deneysel calismalarda FIP ile enfekte kedilerin farkli bir
immunosupressif virus ile siper enfeksiyonunda, virusun aktive oldugu ve

klinik semptomlarin ortaya ¢iktigi bildirilmigtir (Pedersen ve ark., 2008).


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Miyozis&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Enoftalmus&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Pitozis&action=edit&redlink=1
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1.4. immunoloji

1.4.1. Pasif immunite

Kedilerde maternal antikorlar 5-6 haftalik yasa kadar FCoV’a karsl immunite
saglamaktadir (Addie ve Jarrett. 1992). Maternal antikor seviyeleri 6-8
haftalik yastan itibaren dismekte olup, bu dénemden sonra tespit edilemez
(Pedersen ve ark., 1981).

1.4.2. Aktif immunite

1.4.2.1. Hicresel immunite

Deneysel olarak coronavirus ile enfekte edilmis kedilerden hastalik
semptomlarini gostermemis olanlarda semptomatik olanlara nazaran daha
yuksek bir hucresel immun yanit oldugu ortaya konulmustur (Thiel, 2007) .
Sitokinler, viral patogenezde cok farkli gorevler Ustlenebilirler. Ornegin
interferon gama (IF-y) ve TUumor Nekrotizan Faktor alfa (TNF-a) sitotoksik T

hicrelerini uyararak MHC ekspresyonunu arttirir (Roitt ve ark., 1993).

FIP enfeksiyonunda interleukin-12 (IL-12) ve IF-y dizeyleri digser (Kiss ve
ark., 2004). Hem kan dolasimindaki hem de lenfoid dokulardaki T lenfositler
ve lenfoid dokulardaki B lenfositlerin sayilarinda énemli bir azalma sekillenir
(Kipar ve ark., 2001). Her ne kadar FIPV’'unun T ve B lenfositler Uzerine
direkt bir etkisi bulunmasa da, indirekt etkilenmeyle bu hiicrelerin apoptosisi
sonucu sayilarindaki degisim aciklanabilmektedir. Artan makrofajlarda

bulunan virus, kan dolagsimiyla vicuda yayilmaktadir. Enfekte monosit ve
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makrofajlar klcguk capli damarlarin endoteline yapisarak bu bolgelerde

yiginlara, yangiya ve koagulasyona sebep olurlar.

1.4.2.2. Humoral immunite

FECV’un fekal-oral yolla alimi sonrasi, permisif intestinal hicreye girisinin
ardindan, interferon ve interleukinler gibi kemotaktik faktorler ortama
salinarak yangi hucreleri bdlgeye toplanir. Kedinin immun durumu
enfeksiyonu kontrol altina almakta en 6nemli faktérdir. Enfeksiyon immun
yaniti yuksek olmayan kedilerde hafif ishal meydana getirirken, immun
yanitin kuvvetli oldugu durumlarda subklinik seyreder. Ayrica B lenfositler
tarafindan salinan IgG ve IgA’lar kediyi Enterik Coronavirus enfeksiyonuna
badisik  kilarken, reenfeksiyon durumlarinda hastaligin  subklinik

seyretmesine de olanak saglarlar.

FECV’a karsi olusan antikorlar enfeksiyonu takip eden 14-21. glnde tespit
edilmeye baslar. Virusun sindirim kanalinda enfeksiyon meydana getirmesi
sebebiyle bu antikorlar ¢ogunlukla IgA yapisindadirlar ve sistemik antikor
titresi genellikle disuk kalir. FECV’a karsi olusan antikor titrelerinin hastaligin
patogenezini belirledigi yoninde calismalar bulunmaktadir (Herrewegh ve
ark, 1997). Antikorlar organizmada bulunmasina ragmen, persiste
enfeksiyona bagl olarak virusun 300 gune kadar sagilmaya devam ettigini
goOsteren calismalar mevcuttur (Herrewegh ve ark, 1997). Spike proteinine
kargi  olusan antikorlarin, notralizasyondaki gorevi tam  olarak

anlasilamamisgtir.

FECV’a karsi olusan antikorlar FIP i¢in koruyucu dedildir. Hatta bu olusan
antikorlar 6lumcul bile olabilmektedir. FCoV antikorlarina sahip kedilerde FIP
enfeksiyonu daha agir olarak seyretmektedir. Deneysel olarak yapilan bir

calismada; rekombinant asi susu ile asilanan kedilere challenge olarak
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verilen mutant FIP virusu bu kedilerde 7 glnlik inkubasyon sonunda ciddi
Klinik bulgulara neden olurken, asilanmayan gruptaki kedilerde challenge
virus 28 gun sonra bile ciddi bir klinik tablo olugturamamistir (Vennema,
1990). FCoV ile ilgili ilerleyen galismalarda olusan bu tablonun immun

kompleks bagimli sitotoksik reaksiyon (Tip 3) oldugu bildirilmigtir.

Tip 3 asin duyarliik reaksiyonu ‘Klasik Arthus Tip’ cevap olarak da
adlandirihr. Tim viral enfeksiyonlarda goézlenen kan dolasimindaki antijen-
antikor komplekslerinin akibeti, antikorlarin antijenlere oranina baglidir. Eger
antikorlar virionun tim antijenik determinantlarini kapatacak kadar fazlaysa,
antijen-antikor kompleksleri makrofajlar tarafindan yok edilirler. Eger antikor
ve antijen sayilari esitse, énce Oriumcek agi benzeri yapilar olusturulup
sonrasinda daha buyUuk yiginlara donuserek retikiloendotelyal sistem
tarafindan yok edilirler. Ancak bazi persiste enfeksiyonlarda, virionlar kan
dolasimina katilmaya devam ettikleri sturece ya Ozellikle noétralizan antikor
yanitinin yetersiz kalmasindan ya da antikor aviditesinin duguk olmasindan
dolayr antijen-antikor kompleksleri haftalar, hatta aylar boyunca
glomertllerde birikmektedir. Bu birikim zamanla glomeruler infiltrasyona ve
kronik bébrek yetmezligine yol acar. Dolagimdaki immun kompleksler sadece
bdbreklerde degil, bircok organ ve dokuda birikerek makrofajlarin bu
bolgelerde yogunlasmasini ve komplementin aktive olmasini saglarlar.
Komplementin varligi ile kemotaksis baglatilir ve nétrofillerin bolgeye gelmesi
saglanir. Olusan antikorlarin bir gbérevi de opsonizasyondur, yani viruslarin
makrofajlara alinimi ve yikimlanmasini saglarlar. Makrofajlar antijen-antikor
kompleksleriyle karsilastiklarinda TNF-a, IL-1, Platelet aktive edici faktor,
nitrik oksit ve oksijen radikallerini salgilamaya baglarlar. IL-1 ve TNF-a damar
endotelinin permeabilitesini bozarak noétrofil I16kositler ve fibrinin bolgeye gog¢
etmesine neden olur. Fibrin bdbrekler, akciger, bobrek Ustl bezi gibi birgok
dokuda birikmeye baglayarak koagulasyona (DIC) neden olur. Nétrofiler
degranulasyon, serbest radikaller, proteazlar ve nitrik oksit doku hasarina ve

vaskulitise sebep olarak FIP’teki makroskobik bulgularin olugsmasini
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saglarlar. Bu reaksiyonlar sonucu gelisen asites tipik bulgudur. Sistemik
immun kompleks reaksiyonlari pihtilasma olayindaki enzimleri aktive ederek
histamin salgilanmasina ve vaskuler permeabilite artisina sebep olurlar.
Antijen-Antikor bagimli kompleksler sonucunda meydana gelen sitotoksik etki

olumle sonug¢lanmaktadir.

1.5. FCoV Enfeksiyonlarinin Tanisi

FCoV tanisi i¢cin 1960’lardan gunumuze bir¢cok test gelistirilmistir. FIP
hastaliginin teshisi igin hi¢ bir yontem tek basina yeterli olmadigindan, tim
testler ve klinik semptomlar birlikte degerlendiriimelidir. Bu sebeple hastaligin
patogenezinin anlasiimasinda laboratuvar bulgularinin  yanisira klinik

bulgularinin da degerlendiriimesi 6nemlidir.

1.5.1 Nekropsi

Nekropsi, 0Ozellikle FIP enfeksiyonu tanisi igin ‘gold standart’ kabul
edilmektedir. Diger tim testlerde oldugu gibi klinik bulgularla eslestirilerek
kullaniimahldir. Peritoneal ve pleural bosluklardaki organlarda serozadan
paransime dogru ilerleyen yangisal lezyonlar, pyogranulomat6z degisiklikler,

efflzyon ve fibrin birikimi FIP’i cagristirmaktadir.



25

1.5.2. Viral Tani

Kronik FECV enfeksiyonlarinda virus intestinal kanalin yanisira diger organ
ve dokularda da immunohistokimyasal ve hatta molekiler yontemlerle tespit
edilebilmektedir (Herrewegh ve ark., 1997; Meli ve ark., 2004). Ancak
replikasyonu gosteren mRNA'lar sadece virusun persiste kaldigl yerde
bulunmaktadir. Aynen FIPV gibi FECV da kanda monosit ve makrofajlarda

bulunabilmektedir.

1.5.2.1 Virus izolasyonu

Virus izolasyonu amaciyla kedi kokenli hicre kulturleri kullaniimaktadir. Bu
amacla Felis catus whole fetus-4 (Fcwf-4), Crandell Feline Kidney (CrFK) gibi
hicre hatlari kullanildigi gibi, FCOV ile enfekte hayvanlarin makrofaj hiicre
kiltdrlerinde de virus izolasyonu yapilmaktadir. FCOV serotipleri arasinda in
vitro Ureme kabiliyetleri gibi, enterik ve mutant tipteki viruslarin Uretilme
kabiliyetleri de farkhlik gésterir. Ozellikle saha suslarinin Uretilmesinde bazi
gugclukler ile karsilasildigi bildiriimis olup enterik kdkenli olan suslarin hicre
kultarlerinde Uretilemedigi, mutant tipteki saha suglarinin ise zorlukla Uredigi
ifade edilmigtir (Pedersen, 2009). Hem zaman gerektirmesi, hem de yasanan

guglikler nedeniyle tani amagli virus izolasyonu tercih edilmemektedir.

1.5.2.2 immunohistokimyasal Yéntemler

Direkt tani amaciyla Ozellikle efflizyon sivilarindan yapilan yayma
preparatlarda direkt immunfloresans ve doku 6rneklerinde immun peroksidaz

testleri tercih edilmektedir. Bu teknikler serotipler arasindaki antijenik yakinlik
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nedeniyle olusan c¢apraz noétralizasyona bagli olarak, serotiplerin ayriminda
sorunlu olmakla birlikte, bu sorun amaca yodnelik antikor/konjugatlarinn
kullanimiyla giderilebilmektedir. Ancak bu yontemler biyotiplerin birbirinden

ayrimina olanak vermez (Hartmann, 2005).

1.5.2.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Dizin Analizi

Teknolojinin gelismesiyle c¢ok c¢esitli PCR teknikleri FCoV tanisinda
kullaniimaya baglanmigtir. Molekuler olarak FECV ve FIPV birbirinden heniz
ayrilamasa da bu mutasyonlari bulmayi hedefleyen pek ¢ok sayida PCR,
arastiricilar tarafindan ortaya konulmaya devam etmektedir. Bu amacla;
korunakli ve korunakli olmayan bolgelere spesifik primerlerin kullanildigi gok
sayilda PCR tirG bulunmaktadir. En c¢ok kullanilan nested PCR olup,
sensitivitesi ve spesifitesi digerlerine gére daha yuksek oldugu igin yaygin
kullanim alani bulmustur. 3' UTR bolgesi (Herrewegh ve ark, 1995), ORF1ab,
3abc, 7b (Brown ve ark., 2009), M (Brown ve ark., 2009) ve S (Simons ve
ark., 2005) bolgelerine yonelik PCR’lar gelistirilmis olup, hepsinin birbirlerine

goOre avantaj ve dezavantajlari mevcuttur.

FECV ve FIPV’larinin her ikisinin de kan hucrelerinde tespit edilebilmesi
sebebiyle arastiricilar sayisal, matematiksel, orantisal, kantitatif bir
replikasyonun Uzerinde durmaya baglamiglardir. 7b (Gut ve ark., 1999), M
(Hornyak ve ark., 2012), N (Dye ve ark., 2008) genleri kullanilarak real-time
PCR teknikleri gelistirilmistir.

Ayrica gunumuzde virusun arzu edilen gen bolgelerininin sekans analizlerinin
yapilabilirligi, filogenetik analiz imkanini sunmaktadir. Bunun sonucunda

FCoV’larda serotip ayrimi yapilabilmekte, diger hayvan turlerini etkileyen
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coronaviruslar ile evrimsel benzerlik ve farkliliklari molekuler diizeyde ortaya

konabilmektedir.

1.5.3 Serolojik Tani

1.5.3.1 ELISA

FCoV’larin serolojik tanisinda kullanilmakta olan birgok ELISA teknigi
bulunmaktadir. Bunlardan bazilari 7b geni proteinini hedeflerken, bazilari
viral glikoproteinleri hedeflemektedir. 7b’nin 6nceleri sadece FEC virusunda
bulundugu disuntlmis (Vennema ve ark., 1998) ancak ilerleyen teknikler ile
tum virus suslarinda varligi tespit edilmigtir. Son yillarda geligtirilen yeni
ELISA kitleri tim viral glikoproteinleri hedefler sekilde dizayn edilmis olmakla
birlikte, her iki biyotipi birbirinden ayirmada yetersiz kalmaktadirlar.
Arastiricilar  bu noktada antikor varligindan ziyade, antikor titrelerini
onemsemislerdir. DUsuk titrede antikora sahip kedilerde Enterik Coronavirus
ile enfeksiyon olasihigindan bahsedilmekteyken, daha yuksek titredeki antikor
varhginda asemptomatik/semtomatik FIP enfeksiyonundan s6z etmek

mumkun olabilmektedir (Pedersen, 2009).

Serolojik ydntemler olarak virus nétralizasyon testi, immun Floresans Testi
(IFA) ve ELISA’'nin diagnostik anlamda karsilagtirmasini yapan arastiricilar;
ELISA’'nin FCoV’larinin hepsini, serotip ayrimi (serotip 1 ve 2) yapmaksizin
pozitif bulmasi sebebiyle hassasiyetinin daha ylksek oldugunu

savunmugslardir (Pratelli, 2008).
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1.5.3.2. Virus Notralizasyon Testi

FCoV enfeksiyonunun serolojik tanisinda kullanilan virus nétralizasyon testi
“gold standart” olup, bu testlerle hem enfeksiyon varliginin belirlenmesi ve
hem de serotip ayrimi yapilmaktadir. Ancak her iki serotipte de hem FECV
hem de FIP virusu ile enfeksiyon mumkun oldugundan, bu test ile de biyotip
tayini yapilamamaktadir (Shiba ve ark., 2007). Ozellikle S proteininin
noétralizan antikor yapimini uyarmasi sebebiyle test edilen antikorlarin gogu S
glikoproteini epitoplarina 6zgudur. Ayrica hucre kultirine adapte virus
uretimi gerektirdiginden virus notralizasyon testlerinin uygulanabilmesi igin

uygun ve deneyimli bir laboratuvar ortami gereksinimi bulunmaktadir.

1.5.4. Hematolojik Bulgular

FCoV enfeksiyonlarinda hematolojik ve klinik biyokimya bulgulari oldukca
degiskendir. Kandaki ilk bulgular I6kositoz seklindedir; sonralari ndotrofil
sayisinda dusus gorulur. Orta dizeyde |6kopeni de gozlemlenebilmektedir.
Kan serumunda Ozellikle alanine transaminase (ALT), glutamat-
dehydrogenase (GLDH), siklikla aspartate transaminase (AST), alkalen
phosphatase (ALP) ve bilirubin degerleri yukselir (McReynolds ve Macy,
1997). Bobrek bozukluklarinda Ure ve kreatinin kan plazma konsantrasyonlari

oldukga yUksektir.

Albumin/globulin (A/G) oranlarinin cut-off degerinin = 0.8 olmasi, yas form
FIP icin karakteristik bulgudur. Effizyon sivisindaki A/G < 0.4 ise FIP olma
ihtimalinin yuksek oldugu bildirilmistir (Shelly ve ark. 1988).
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Bu calismada; FCoV enfeksiyonlarinin hem serolojik hem de 3' UTR ve M
gen bolgesi hedef alinarak uygulanan RT-PCR ve dizin analizi kullanilarak
molekuler temelli arastiriimasi ve bu sayede tum dunyada evcil ve yaban
hayattaki kedigillerde yaygin olarak gorulen hastaligin; Tarkiye’'deki saglikli
gbrinumlu, ishal semptomlu ve klinik olarak FIP tanisi konulmus evcil kedi
populasyonlarindaki  epidemiyolojik  durumunun aydinlatiimasi  konu
edinilmigtir. Ayrica saptanan bazi FCoV’larin dizin analizlerinin yapilmasi ile
molekuler karakterizasyonlarina ait bulgularin da elde edilmesi

hedeflenmistir.
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2.  GEREG VE YONTEM

2.1 Gereg

2.1.1. Orneklenen Hayvanlar

Bu calismada, 2010-2012 vyillari arasinda Ankara Universitesi Veteriner
Fakultesi Klinikleri ve Ozel veteriner Kliniklerine getirilen klinik olarak saglikli
gérunuimlt (asemptomatik) ve/veya klinik bulgulu (diyare, asites, Horner
Sendromu, merkezi sinir sistemi bulgulari, biylime geriligi, kilo kaybi,
gingivitis, korneada ulcus, korllk, otitis, dermatitis, lenfadenopati, politiri,
dizlri, polidipsi, halsizlik, dehidrasyon, istahsizlik, Uust solunum yolu
enfeksiyonu sonucu konjuktival ve nasal akinti, pleuritis vb.) velveya
hemogram ve biyokimyasal degisiklikleri (lenfopeni, nétrofili, |6kopeni,
hepatitis, ikterus) bilinen 152 kediden alinan kan ve rektal suruntl ornekleri
(Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu Karari No: 2011-105-385

(Ek 1)) kullanildi. Orneklenen kedilerin sahipleri tarafindan doldurulan anket
formlarina gore edinilen yas, irk, cinsiyet, saglik durumu, ¢oklu veya tekli
barinma, asi durumu (FCoV harici enfeksiyonlara karsi) bireysel bilgileri Ek
2.’de, s0z konusu bilgilerle hazirlanan genel tablolar Cizelge 2.1. ve Resim
2.1-7.’de sunulmustur. Tlrkiye’de FCoV’a kars! ruhsatlandiriimig ticari agi
bulunmamakdir. S6z konusu kedilere uygulanan asilar Feline Herpesvirus,
Feline Calicivirus, Feline Leukemia Virus, Feline Panleukopenia Virus ve

Rabies Virus enfeksiyonlarina yoneliktir.
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Cizelge 2.1. Orneklenen kedilere (n=152) iliskin bilgiler

Anket Verileri Sayi

Disi 74
Cinsiyet

Erkek 78

0-12 ay yas 82

vas 13-24 ay yas 29

2 yas ve Usti 41

Sokak 46

Yasam Ev 39
kosullari

Ev-Adopted 66

Tekli 63

Barinma Coklu 87
kosullari

Bilinmeyen 2

Asi Aslli 83

durumu Asisiz 68

Asemptomatik 70

Hemogram
Klinik . \_/e 6
bulgular Klinik Biyokimyasal

Bulgulu Asites 16

ishal 28

Diger 35
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Orneklenen kedilerde gozlenen FCoV enfeksiyonuna spesifik bazi klinik

bulgular asagidaki resimlerde sunulmustur.

/«l“‘ ;

’,, 7 [
"/‘u-

Resim 2.1. Siddetli pleuritisi bulunan bir kediden alinan efflizyon sivisi (FIP pozitif)

Resim 2.2. Kuru form FIP’te gériilen Horner sendromu

Resim 4

Resim 2.3. Yas form FIP’te gorulen efflizyon ve fibrin birikimleri

Resim 2.4. Antijen antikor kompleksine bagli grantlomatoz birikimler

| o

Resim 2.5. Boébrekte kanama
Resim 2.6. Dalakta kanama odaklari ve granilomatoz lezyonlar
Resim 2.7. Gingivitis
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2.1.2. Caligmada Kullanilan Kitler

2.1.2.1. Antikor ELISA Kiti

FCoV’a spesifik antikorlarin tespiti amaciyla ticari olarak temin edilen ELISA

kitleri (EVL Laboratories, Hollanda, Cat No: F1005-AB02) kullanildi.

2.2. YOntem

2.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

2.2.1.1. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

2.2.1.1.1. Loékosit Orneklerinin Hazirlanmasi

EDTA igceren antikoagulanli tuplere (Vacutainer, Almanya) alinan kan
ornekleri +4°C’de, 1500 rpm’de, 10 dakika slre ile santrifij edildi. Lokosit
tabakasi nukleik asit varhgini arastirmak tzere 350 pl alinarak RNAase ve
DNAase yoksun bir tupe aktarildi. Geri kalan miktar ise sahit numune olarak
-80°C ‘de saklandi.

2.2.1.1.2. Plazma Orneklerinin Hazirlanmasi

Laboratuvara serum ornegi gonderilmeyen hayvanlarin plazma ornekleri
serolojik testlerde kullaniimak amaciyla stoklandi. Bu amagla EDTA igeren

tuplere (Vacutainer, Almanya) alinan kan érnekleri +4°C’de 1500 rpm’de 10
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dakika sure ile santriflij edildi. Santriflij ile ayrilan kan plazmasindan 100 ul

steril tiplere aktarilarak test asamasina kadar -80°C ‘de saklandi.

2.2.1.1.3. Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Silikonlu tuplere (Greiner, Almanya) alinan kan érnekleri pihtilagmayi takiben
+4°C’de 3000 rpm’de 10 dakika sure ile santrifuj edildi. Santrifuj ile ayrilan

kan serumu steril tUplere ayrilarak test asamasina kadar -80°C ‘de saklandi.

2.2.1.2. Rektal Siiriintii Orneklerinin Hazirlanmasi

Rektal suruntt ornekleri, icerisinde 2 ml 25000 U/ml Penisillin ve 20 mg/ml
streptomisin igeren Fosfat Tampon Tuz Solusyonu (PBS) bulunan, sellloz
fiber kaph ticari surintii gubuklar (Cultiplast-LP, italya) kullanilarak toplandi.
Laboratuvarda suruntu tupleri vorteks yardimiyla karistirildiktan sonra
tampon sivi 1,5 ml’lik Dnase Rnase ari tlplere alindi. +4°C ‘de 3000 rpm’de
10 dakika santriflj edildi. Supernatanttan nukleik asit varligini arastirmak
amaciyla 350 pl alinarak 1.5 ml’lik tiplere aktarildi, geri kalan miktar sahit

numune olarak -80°C ‘de saklandi.

2.2.2. Molekiiler Teshis Ve Karakterizasyon

Arastirma materyalini olusturan toplam 152 hayvandan saglanan kan ve
rektal sdruntd orneklerinin  tmU GAPDH (Gliseraldehit 3- fosfat
dehidrogenaz), M ve 3’ UTR yoninden PCR’a tabi tutuldu. Bu amagla,
Herrewegh ve ark. (1995) 3’ UTR bdlgesine ve Simons ve ark. (2005) M
geni bdlgesine yonelik kullandiklari primerler 6zel bir firmaya (IDT, ABD)

sentezlettirilerek kullanildi.
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2.2.2.1. Viral Nukleik Asidin Hazirlanmasi ve RNA Ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyonu amaciyla ticari bir kit (High Pure Viral RNA Ekstraksiyon

Kiti, Roche, Almanya) uretici firmanin énerdigi protokole gore kullanildi.

2.2.2.2. Viral RNA’niIn Reverz Transkripsiyonu (RT)

Elde edilen RNA, komplementer DNA (cDNA) sentezi i¢in kalip olarak
kullanildi. Bu amagla Reverse Transkriptase enzimi igeren ticari bir kit (First
Strand cDNA sentez kiti, Fermentas, Litvanya) kullanildi. Yapilan karigimlarin
icerikleri ve uygulanan is1 dénguleri Cizelge 2.2 ve 2.3.'de verildi. Tim bu

islemler icin termal gevirici cihaz (Biometra, Almanya) kullanildi.

Cizelge 2.2. RT-PCR Karigimlari ve Bilesenleri

KARISIM 1 KARISIM 2
Bilesenler Miktar (pul) Bilesenler Miktar (ul)
RNA Ekstrakti 3 5X RT Tampon 2
2
Hegzamer 0.5 dNTP (10 mM) 1
Primerler
Deiyonize Su (18 3 MMLV Reverz 0.5
MOhm/cm)

Toplam Hacim 6.5 Toplam Hacim 3.5
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Cizelge 2.3. cDNA sentezi igin uygulanan is1 dénguleri

Uygulanan isi Suresi
70°C 5 dakika
25°C 10 dakika
37°C 60 dakika
70°C 5 dakika

2.2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
Reverse transkripsiyonu takiben drneklerin tima; kedi GAPDH geni (internal
kontrol), FCoV M geni ve 3’ UTR gen bolgesi spesifik primerler (Cizelge 2.4)

kullanilarak PCR igslemine tabii tutuldu.

Cizelge 2.4. PCR’da Kullanilan Primer Dizinleri ve Elde Edilen Uriin Buyuklikleri

Primer Adi Dizin Uriin
Biyiklugi

FCoV 3 UTR 1. TurF GGCAACCCGATGTTTAAAACTGG

(P205)

FCoV3 UTR 1. TurR CACTAGATCCAGACGTTAGCTC 223 bp

(P211)

FCoV 3 UTR 2. Tur F CCGAGGAATTACTGGTCATCGCG

(P276)

FCoV 3 UTR 2. TurR GCTCTTCCATTGTTGGCTCGTC 177 bp

(P204)

FIP M Geni F GTGCTAGATTTGTCTTCGGACACC

FIP M Geni R TAATGCCATACACGAACCAGCT 295 bp

Feline GAPDH Geni F CCATGGAGAAGGCTGGGG

Feline GAPDH Geni R CAAAGTTGTCATGGATGACC 195 bp

F: Forward

R: Reverse
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Her bir 6rnege DNA amplifikasyonu amaciyla M geni ve GAPDH geni spesifik
primerler ile konvansiyonel PCR uygulanirken; 3'UTR geni spesifik primerler
ile nested PCR reaksiyonu uygulandi. PCR karigimlarinin bilegimi ve isi

donguleri sirasiyla Cizelge 2.5. ve 2.6.’"de sunulmustur.

GAPDH geni primerleri, FCoV M geni primerleri ve 3° UTR gen bdlgesi dig
primerleriyle hazirlanan 30 pl.lik karigimlar, 94°C’de 5 dakikalik denaturasyon
basamagindan sonra, 56°C’de 45 sn, 72°C’de 45 sn, 94°C’de 45 snlik 35
donguden sonra 56°C'de 1 dakika, 72°C'de 10 dakika son uzama
basamagindan olusan is1 déngllerine maruz birakildi. FCoV 3" UTR gen
bdlgesi i¢ primerleriyle hazirlanan PCR karisimi ise 94°C’de 5 dakikalik
denatlrasyon basamagindan sonra, 62°C’de 45 sn, 72°C’de 45 sn, 94°C’de
45 snlik 35 donglden sonra 62°C’de 1 dakika, 72°C’de 10 dakika son uzama

basamagindan olugan 1s1 dongulerine maruz birakildi.

Cizelge 2.5. PCR Karigiminin Bilesimi

PCR Karigimi
Bilesen Miktar (pl) Konsantrasyon
cDNA 3
Taq DNA Polimeraz 0.25 3U
10X Tampon 3 1X
MgCI2 (25mM) 2.4 2.0 mM
dNTP (10mM) 0.5 0.04uM
Primer F (10pmol) 0.5 0.32uM
Primer R (10 pmol) 0.5 0.32uM
Deiyonize Su (18MOhm/cm) 19.85

Toplam Reaksiyon Hacmi 30 ul



Cizelge 2.6. PCR Karigimina Uygulanan Isi Donguleri
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o INTERNAL

FCOV TESPITI KONTROL
fosamagin 13 UTR 1. Tur |3 UTR2. Tur  |M gen e gen
Sgri:;‘;grasyon 95° C 5 dk 95°C5dk | 95°C5dk | 95°C5dk
Yapisma 55° C 45 sn 62° C 45 sn 55°C45sn | 55°C45sn
Uzama 72° C 45 sn 72° C 45 sn 72°C45sn | 72°C45sn
Denatiirasyon 95° C 30 sn 95° C 30 sn 95°C30sn | 95°C 30sn
Final uzamasi | 72° C 10 dk 72°C10dk |[72°C10dk | 72°C10dk

2.2.2.4. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforez Yéntemi ile

Goriuntiilenmesi

Elde edilen amplikonlar 0.5 pg/ml etidyum bromid (Sigma, ABD) iceren %1'lik
Agaroz (Prone, EU) jelde, 0.5 X TAE (Tris-Asetik Asit-EDTA) tamponu
icerisinde 8 volt/cm elektrik akimi uygulanarak 30 dakika sure ile
elektroforeze tabii tutuldu. PCR Urunleri, 6X yukleme boyasi (10 mM Tris-
HCI, %0.03 bromophenol blue, %60 gliserol, 60 mM EDTA) kullanilarak jele
yerlestirildi. Urlin bUyUklGginin belirlenebilmesi icin PCR drtnleri ile birlikte 1
gl 100 bp’lik DNA merdiveni (Fermentas, Litvanya) jele yuklendi. Jelin
goruntulenmesi amaciyla UV transilluminator (Vilber Lourmat, Fransa) ve jel

dokumantasyon sistemi (Kodak, Gel Logic 100, ABD) kullanildi.
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2.2.2.5. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

FCoV 3 UTR gen bolgesi hedef alinarak uygulanan PCR sonucunda
amplifiye olmus DNA'yI iceren PCR karisimlari bir ticari kit (High Pure PCR
clean/extraction kit, Roche, Almanya) yardimiyla dretici firma tarafindan
bildirilen prosedure gore temizleme ve saflagtirma islemine tabi tutuldu. Elde

edilen DNA, dizin analizinde kullanildi.

2.2.2.6. Dizin Analizi

Dizin analizi Beckman Coulter (ABD) CEQ 8000 Genetik Analiz Sistemi
kullanilarak gergeklestirildi. Saf olarak elde edilmis DNA oOrnekleri, ayni
firmanin Dye Terminator Cycle Sequencing (DTCS) kiti kullanilarak (Cizelge
2.8) termal ceviricide (Biometra, ABD), 96°C de 20 sn, 50°C de 20 sn ve
60°C de 4 dakikallkk 30 doéngliden olusan dizin reaksiyonuna sokuldu.
Dizinleme reaksiyon kit ve reaksiyon karisimlari Cizelge 2.7 ve 2.8.da
sunulmustur. Reaksiyon urtnleri CEQ 8000 Genetik Analiz Sistem cihazinda
kapiller elektroforez yontemi ile analiz edildi. Elde edilen dizinlerin ham
analizi uretici firma (Beckman- Coulter) tarafindan saglanan yazilim ile

gerceklestirildi.
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Cizelge 2.7. Dye Termination Cycle Sequencing (DTCS) kit karigimi.

DTCS Kit Karigimi
Bilesen Miktar (ul)
10X Reaksiyon Tamponu 2
dNTP Karisimi
DdUTP
DAGTP
DACTP
DdATP

R N N P N PP

DNA Polimeraz Enzimi

TOPLAM HACIM 11

Cizelge 2.8. DNA dizinleme reaksiyon karigimi.

DNA Dizinleme Reaksiyon Karigimi

Bilesen Miktar (ul)
DNA Kalibi 1-7
Primer (10pmol) 2
DTCS Karigsimi 11
Deiyonize Su Toplam hacmi 20 pl'ye

Toplam Reaksiyon Hacmi 20ul

2.2.2.7. Dizin Analizi Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Dizinler, http://ncbi.nim.nih.gov adresinden saglanan BLAST (Basic

Local Alignment Search Tool) programinda Gen Bankasindaki ayni tirden
veriler ile karsilastirildi. Karsilastirma sonrasi Gen Bankasindan saglanan
dizinler de kullanilarak BioEdit (version 7.0.5.3) programinda tum dizinler ilgili

gen bolgeleri yoninden c¢oklu hizalamaya tabii tutuldu. Elde edilen nukleotit


http://ncbi.nlm.nih.gov/
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dizinlerinin kodladigi amino asit dizinleri Bioedit programi kullanilarak

olusturuldu.

2.2.2.8. Filogenetik Degerlendirme

Ulkemizden elde edilen FCoV suslari ve dinyada bulunan diger FCoV
suslarinin arasindaki genetik yakinhidin ortaya konulmasi amaciyla, bu
calismada elde edilen FcoV saha viruslarinin 3’ UTR gen bdlgesine ilgili
dizin analizi nukleotit ve amino asit dizinleri kullanilarak genetik analizler
gergeklestirildi. Dizin analizi Gran kalitesi kriter alinarak secilen 12 kediye ait
kan ve rektal surtntl 6rnegi, 20 kediye ait kan veya rektal surinti drnegi
olmak Uzere toplam 32 hayvana ait 44 Ornek Uzerinden gergeklestirildi.
Filogenetik analizler internet kullanim izni olan MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis software version 5.0) (Tamura ve ark., 2007)
yazihmi yardimiyla elde edildi. Bu amacla gerek bu arastirmadan elde edilen
ve gerekse Gen bankasindan indirilen FCoV 3'UTR dizinleri ¢oklu
kargilastirma iglemi ile hizalanarak Neighbour Joining analizine tabi tutuldu.
Bu islem gerceklestirilirken 1000 replikasyon ve 111 tesadufi egsleme ile
bootstraping yapilarak analiz duyarhlastirnildi. Bootstraping degerleri

filogenetik agag¢ Uzerinde gdsterildi.
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2.2.3. Serolojik Teshis

2.2.3.1. ELISA

Derin dondurucuda saklanan serum/plazma o6rnekleri, oda i1sisinda ¢ozuldu.
Her bir géze bir adet numune konulmak kaydiyla test protokolline gére 1:30
oraninda ayri bir tablette sulandirilan érnekler, test kitinde bulunan ve yine
1:30 oraninda sulandirilan pozitif ve negatif kontroller ile birlikte 100’er pl’lik
hacimde ELISA tableti gozlerine aktarildi. Tabletler 60 dakika sure ile bantla
kapatilarak inkibe edildi, sure sonunda yikama solusyonu ile 4 kez yikandi.
Tam go6zlere 100’er pl anti-feline antikorlari igeren konjugat eklendikten sonra
tabletler 60 dakika sure ile 37°C’de inkibasyona birakildi. Sire sonunda
gozler 4 kez vyikandi. Test prosedurune gore hazirlanan substrat
solusyonundan 100’er ul gbézlere konulup, tabletler 10-15 dakika oda isisinda
inkiibe edildi. Sure sonunda 50 pjl durdurma solusyonu her bir gbéze
eklenerek 450 nm’lik dalga boyundaki mercek kullanilarak ELISA okuyucuda
okutuldu. Sonugclar Uretici firma tarafindan bildirilen prosedure gore
yorumlanarak 0.350 OD degerinden yukari olan o6rnekler antikor varligi

agisindan pozitif kabul edildi.



3.1. Virolojik bulgular

3.

3.1.1 RT-PCR Bulgulan
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BULGULAR

Orneklenen hayvanlarin kan ve rektal swap érneklerine FCoV 3'UTR (p205-

p211 1. tur, p276-p204 2. Tur) ve M geni hedef alinarak ve internal kontrol

kontrol olarak da GAPDH geni spesifik primerler kullanilarak uygulanan RT-

PCRs sonucunda hedeflenen buyuklikte (Sekil 3.1) trlin olusumuna gore

hazirlanan, kan ve rektal swap orneklerine iligkin veriler

3.1. ve 3.2.de sunuldu.

Cizelge 3.1. Kan drneklerinin RT-PCR sonuglari

sirasiyla Cizelge

GAPDH(+) GAPDH () Test Edilen
M M geni M M geni M M geni

geni Negatif TOPLAM | geni Negatif TOPLAM| geni Negatif TOPLAM

Pozitif | Y Pozitif | Y Pozitif | €9
SUTR | 59 | 51 79 0 9 9 28 | 60 88
Pozitif
SUTR | o3 | 35 55 0 9 9 23 | a1 64
Negatif
TOPLAM| 51 83 134 0 18 18 51 | 101 152
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Cizelge 3.2. Rektal surintd drneklerinin RT-PCR sonuglari

GAPDH(+) GAPDH () Test Edilen
M M geni M M geni M M geni

geni Negatif TOPLAM | geni Negatif TOPLAM| geni Negatif TOPLAM

Pozitif| "9 Pozitif | "9 Pozitif |\ C9
3 UTR
ozt | 10 20 30 1 64 65 11 84 95
3 UTR
Negatit | 13 20 1 36 37 8 49 57
TOPLAM| 17 33 50 2 100 102 19 | 133 152

! |

500 bp -_.

100 bp

Sekil 3.1. Hedeflenen bolgeye gore yapilan PCR gérintileri ve pozitif Griinler

1: Merdiven (100 bp’lik), 2: GAPDH pozitif 6rnek, 3: M geni pozitif drnek, 4: 3’ UTR pozitif
ornek, 5: GAPDH pozitif drnek, 6: M geni negatif érnek, 7: 3’ UTR pozitif 6rnek, 8: Merdiven
(100 bp’lik)

Arastirma kapsaminda degerlendirilen toplam 152 kedinin GAPDH PCR

sonuglari goz ardi edilerek kan ve rektal suruntlu orneklerine iligkin verileri,
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enfeksiyonunun patogenezine iligskin olarak yapilacak degerlendirmelere

kolaylik saglamak amaciyla Cizelge 3.3.’de sunuldu.

Cizelge 3.3. Orneklenen kedilerin (n=152) kan ve rektal siriintilerine uygulanan PCR

sonuglari
Rektal Surintu
M geni Pozitif M geni Negatif
3'UTR 3'UTR 3'UTR 3'UTR
Poz Neg Poz Neg Toplam
. 3'UTR poz 5 5 15 3 28
c =
55
- s a [3'UTR neg 1 2 8 12 23
N
3'UTR poz 1 1 44 14 60
=
o ®
o0
s 2 |3'UTR neg 4 YOK 17 20 a1
Toplam 11 8 84 49 152

Cizelge 3.1°’de bildirildigi Uzere, test edilen 152 kedinin kanlarinin 134°G
(%88.2) GAPDH primerleri ile, 51/152 (%33.5) M geni ile 88/152 (%57.8) ise
3" UTR primerleri ile pozitif bulundu. Elde edilen bireysel veriler
degerlendirildiginde, internal kontrol olarak kullanilan GAPDH geni yonunden
negatif olan 18 (%11.8) adet kediden 9 ‘unun (%50) 3'UTR primerleri ile
pozitif oldugu gorilda. Bu olgularin bir kisminin (n= 3) dizin analizi sonuglari
elde edildiginden (Cizelge 3.6) bu durumun teknik hata, vb. nedenlerden
kaynaklanabilecegi dusunulmekle beraber, epidemiyolojik degerlendirmelerin
guvenilirligini arttirmak adina istatistik analizlerin bu érnekler hari¢ tutularak,

toplam 134 kedi Uzerinden gergeklestiriimesi uygun goruldu.

Cizelge 3.2'de bildirildigi Uzere, test edilen 152 kedinin rektal surunti
orneklerinin 50’si (%32.8) GAPDH primerleri ile, 19'u ise (%12.5) M geni ile
ve 95 (%62.5) 3° UTR primerleri ile pozitif bulundu. Rektal suruntu

orneklerinde de internal kontrol olarak kullanilan GAPDH geni negatif
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olmasina ragmen M geni pozitif sonug veren iki érnekten her ikisinin de kan
orneklerinde GAPDH, M ve 3'UTR genlerine yonelik yapilan PCR’larin pozitif
sonu¢ verdigi goruldu. Rektal surintl orneklerinde internal kontrolin
pozitifliginin az olmasinin 6nemli dl¢cide Orneklerdeki epitel sayisinin
azhgindan kaynaklandidi  dastnitldi. Bu nedenle  epidemiyolojik
degerlendirmeler yapilirken, toplam 152 kedinin rektal surintu drneklerine ait
M ve 3" UTR gen bdlgesi i¢in uygulanan PCR sonuglari kullanildi. Sonug
olarak, kan orneklerine uygulanan PCR'da GAPDH geni negatif bulunan
kediler ve rektal surtnti orneklerine iliskin GAPDH geni negatifligi gdz ardi
edilerek hazirlanan, toplam 152 kediye ait kan ve rektal suruntl orneklerine
iliskin PCR sonuglari Cizelge 3.3. ‘de ve kan drneklerine uygulanan PCR’da
GAPDH geni negatifligi géz 6ninde bulundurularak ancak rektal surunti
ornedi GAPDH geni negatifligi géz ardi edilerek hazirlanan, toplam 134
kediye ait kan ve rektal sirinti orneklerine iliskin PCR sonugclari Cizelge
3.4.’te sunuldu. S6zkonusu 134 kediye ait yag,barinma sekli, klinik bulgu, vb.
gibi bilgiler ise Cizelge 3.5’de sunuldu.

Cizelge 3.4. Kan GAPDH geni pozitifligi kriter alinan kedilerin (n=134) kan ve rektal surinti

ornegi PCR sonuglari

Rektal Surinti
M geni Pozitif M geni Negatif
3'UTR 3'UTR [3'UTR 3'UTR
Poz Neg Poz Neg Toplam
3'UTR Poz 5 5 15 3 28
z e
R
s & | 3UTR Neg 1 2 8 12 23
C
©
x 3' UTR Poz 1 1 37 12 51
=
o ©
o0
s 2| 3'UTR Neg 3 YOK 14 15 32
Toplam 10 8 74 42 134
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Cizelge 3.5. Kan GAPDH geni pozitifligi kriter alinan kedilere (n=134) ait veriler

Anket Verileri (n=134) Sayi FCoV (+) | Mgeni (+)
o Disi 65 56 21
Cinsiyet
Erkek 69 63 30
0-12 ay yas 78 68 34
Yas 13-24 ay yas 26 24 10
2 yas ve Ustl 30 27 7
Sokak 42 38 17
Yasam Ev 32 30 13
kosullar
Ev-Adopted 60 51 21
TeKili 55 49 25
Barinma Coklu 78 69 26
kosullari
Bilinmeyen 1 1
Aslli 69 65 31
Asi durumu
Asisiz 65 54 20
Asemptomatik 60 51 16
Hemogram
Klinik bulgul ve ° 4 ?
inik bulgular ivoki
g Klinik Blyoklmyasal _
Bulgulu Asites 16 16 13
ishal 26** 22 8
Diger 30 28 13

*: Hayvanlardan birinde hem ascites hem hepatitis
**: Hayvanlardan birinde hem ishal hem USYE

Kan GAPDH pozitif 134 hayvandan 15 adedi (15/134, %11,2) hem M geni
hem de 3'UTR bdlgesi primerleri ile kan ve rektal suruntl dérneklerinde negatif
sonug verdi. Bu kediler, RT-PCR sonuglarina goére FCoV enfeksiyonu
yonunden negatif olarak kabul edildi. Geri kalan 119 hayvanin FCoV ile
enfekte oldugu tespit edildi. FCoV enfekte olanlarin 68 (68/119, %57,1)
adedi; kan orneklerinde M geni primerleri ile negatif, kan ve/veya rektal swap

orneklerinde ise 3’'UTR primerleri ile pozitif bulundu. FCoV enfekte olanlarin



48

51 (51/119, %42,8) adedi kan o6rneklerinde M geni primerleri ile pozitif
reaksiyon verirken, bunlardan 29 adedi 3’'UTR primerleri ile pozitif, 22 adedi

ise negatif olarak tespit edildi (Cizelge 3.4.)

3.1.2. PCR sonuglarn ve Bireysel verilerin (yags, barinma, vb)

Degerlendiriimesi

Orneklenen kedilerin anket sorularina alinan cevaplar i1siginda yas, irk,
cinsiyet, bakim kosullari (ev/sokak- tekli/coklu), asili olup olmadiklari, klinik
bulgulu olup olmadiklarina dair veriler istatistiksel olarak dederlendirildi. Buna
gore, tekli veya c¢oklu bakim kosullarina sahip kedilerde hastalik
semptomlarinin varhigi/yoklugu yoéninden yapilan Ki-kare testi sonucunda,
¢coklu ortamda yasayanlarin daha ¢ok asemptomatik oldugu ve tekli bakim
kosullarina sahip olanlarin ise daha ¢ok asites klinik bulgusunu goésterdikleri

ortaya ¢ikti. Bu durum istatistiksel olarak anlamli bulundu (p= 0.046).

FCoV enfeksiyonunun tanisinda klinik bulgularin 6nemi gézardi edilimemekle
birlikte, laboratuvar bulgulari i1siginda enfeksiyonun epidemiyolojisine iligkin
degerlendirmelerin yapilmasi uygun goruldd. Bu noktada yapilan analizlerde
yas (p= 0.117), cinsiyet (p= 0.345) ve irk (p= 0.730) Ozellikleri agisindan
istatistiksel olarak RT-PCR ile pozitif tespit edilen hayvanlari éne ¢ikaracak

herhangi bir anlamli farkhlik bulunamadi.

Hayvanlarin klinik bulgulu olup olmadiklari ile RT-PCR sonucunda FCoV
enfeksiyonu yoénunden pozitiflik durumlari arasindaki iliski Ki-kare testi ile
sorgulandiginda kanda mRNA’si pozitif olan hayvanlarin klinik semptomlu
olduklari belirlendi ve bu durum anlamli bulundu (p= 0.042). M geni primerleri

ile FCoV enfeksiyonu pozitif bulunan kedilerde gozlenen klinik semptomlarin
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cesitliliginin  sorgulandig1 istatistiksel degerlendirmede, diger Kklinik
semptomlara gére hastaligin karakteristik bulgusu olan asites yogun bulundu
(p=0.001).

Orneklenen hayvanlardan klinik bulgu géstermeyen 60 hayvanin 35’inin, kan
ve/veya rektal suruntl ornekleri 3’UTR primerleri ile pozitif (35/60, %58,3)
oldugu belirlenmis ve bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.042).
Bu durum asemptomatik kediler arasinda FCoV enfeksiyonunun yaygin

olabilecegi gorusuni dogurdu.

3.1.3. Dizin Analizi ve Filogenetik Degerlendirme

PCR sonucunda 3’'UTR bdlgesi yonunden kuvvetli pozitiflik tespit edilen 32
kediye ait toplam 44 materyal (12 hayvana ait kan ve rektal surtintu érnegi,
20 hayvana ait kan veya rektal strintd érnegi) dizin analizine alindi (Cizelge
3.6., Ek-3) Elde edilen dizinlerin filogenetik analizleri, Maksimum-Likelihood
(ML) ve Neighbour-Joining (NJ) olmak uzere iki farkli metod kullanilarak
gerceklestirildi. ML metodu ile gizilen ancestral agacta (Sekil 3.3.); test edilen
orneklerin biri (Kedi adi: Zilli) harig timunun FCo viruslar ile ayni dalda yer

aldiklari belirlendi.

Kan ve rektal surinti 6rneklerinde 3’'UTR bolgesi yoninden kuvvetli pozitiflik
veren 12 kediye ait veriler ile hazirlanan filogenetik agac¢ (Sekil 3.2. )'de
sunuldu. Sézkonusu hayvanlarin kan ve rektal surintl oérneklerinden elde
edilen Urunlerin nikleotid dizinleri arasindaki benzerlik ve farkliliklarin
belirlenebilmesi amaciyla nikleik asit homolojileri karsilastirildi (Sekil 3.5).
Ayrica nukleotid dizinlerindeki mutasyonel farkliliklarin amino asit

degisikliklerine neden olup olmadigi arastirildi (Sekil 3.3.). Bu analizler
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sonucunda 12 iftli 6rnegin 9 adedinde mutasyonel farkliliklar oldugu
belirlendi. Geri kalan 3 adedinde ise 3'UTR bdlgesi sekans analizleri
yonunden herhangi farklilik tespit edilemedi ve bu hayvanlarda 6rnekleme
doneminde FCoV’larin hem kanda bulunduklari ve hem de gaita yoluyla

saclimakta olduklari kanaatine varildi.
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Cizelge 3.6. FCoV 3’UTR boélgesi dizin analizi yapilan hayvanlarin PCR ve ELISA sonuglari

. Rektal stirlintu
No Ornek Adi Semptom Kan dérnekleri ornekleri

Antikor

M| 3 M | 3 | ELsA

GAPDH | geni | UTR | GAPDH | geni | UTR | sonuglan
1|TR-FCOV-12  Pina Asemptomatk | s + i . N
2| TRFCOV-14  srma | Asemptomatik |, N . I p
3 | TR-ECOV- 16 rfindik Lenfadenopati + ) . N i N N
4| TRFCOV-19  Tagkin | Asemptomatik | ; + + i ) N
*5 | TR-FCOV-22  Halit Diger + - + + ; + N
6| TR-FCOV-30  Karamel Ishal + - + + ; ; p
7 | TR-FCOV- 31 Arsiz Ascites + + - + - + N
8|TRFCOV-32  Bala Asemptomatik | -] s ; N p
9| TR-FCOV-33  Otrakgi Ishal + + + + - ; TE.
*10 | TR-FCOV-50 __ Pati Asemptomatik | s - A p
11 | TR-FCOV-51  Hira Ishal + + |+ + 5 - N
12 | TRFCOV-54  Biber | Asemptomatik |, - - ] - N
13 | TRFCOV-55  Kibrit | Asemptomatik | I ) A b
14 | TR-FCOV-58  Maria Hepatitis - - - - ) p
15 | TRFCOV-66  Zilli 2 Politiri/dipsi - A ] o TE.
*16 | TRFCOV-78  Kuki | Asemptomatik v | - A N
17 | TRFCOV-83  Petc Asites + 4 ; + P N
*18 | TRFCOV-84  Bilent | ASeMPtomatik | S| s - R - N
19| TR-FCOV-86  Dudu Ishal s S i - N
20 | TR-FCOV-90  Ziggy Asemptomatik | ; ; + P N
*21 | TR-FCOV-91  Esen Diger . S - I p
22 | TR-FCOV-95  EIf Asemptomatik | S| s . N p
*23 | TR-FCOV- 99 Karakas Asites ¥ | o+ - R - p
*24 | TR-FCOV-114 _ Garfield Diger + - + + - + N
25 | TRFCOV- 117 menekse | SeMPromatik |, A ] N p
*26 | TR-FCOV- 118 Miril Horner send. + + + - - + N
%27 | TRFCOV- 119 Mincir | Asemptomatik |, S| s - R - N
*28 | TR-FCOV- 120 Kirgil Ishal + - + - - + p
*29 | TR-FCOV- 123 Nurtop Diger + N - s p
*30 | TRFCOV- 141 prens | Asemptomatik | S| s - A p
31| TR-FCOV- 147 Gimis-V Ishal + - + ; ; + p
32 | TR-FCOV- 150  Ates Asites ¥ | o+ - " p

* 12 adet hayvan hem kan hem rektal siiriintii 6rnegi

(T.E.= Test edilmedi, P=Pozitif, N=Negatif)

olarak ciftli tes

t edilmistir.
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s M Garfield-kan-F
7| @ Prens-rs-f
S [ Patikan-3UTR-204-rev
*| @ Prens-kan-f
1 Miril-rs f
& @ mincir-rs
WV Kircil-rs-f

V Kuki-rs-f
EU186072-Feline-coronavirus-isolate-Black
JN183883-Feline-coronavirus-Uus4
JIN183882-Feline-coronavirus-Uu47
GQ233036-Feline-coronavirus-isolate-UPM28C-08
B Nurtop-kan-f

4|7 [ Halit-kan-3UTR-204-rev
63 | O Halit-rs-3UTR-204-rev

A Halit-kan-FCOV

< Miril-kan-f
JQ408981-DF-2
HQO012370-Feline-coronavirus-uu24

DQ811785-TGEV-Miller-M6
B Garfield-rs-F
ol DQ811789-TGEV-virulent-Purdue
NC 002306-Feline-infectious-peritonitis-virus
FJ938051-Feline-coronavirus-RM
V Kuki-kan-f

A Karakas-kan-276
462' A\ Karakas-rs-276

FJ938058-Feline-coronavirus-uu16
@ Bulent-kan-F
DQO010921-FIPV-79-1146
3] HQ012367-Feline-coronavirus-Uu17
JN183883-UU54
WV Kircil-kan-f

@ Bulent-rs-F

” O Esen-kan-F

O Esen-rs-F

GQ152141-Feline-coronavirus-strain-FCoV-NTU156-P-2007

JQ404410-Canine-coronavirus-strain-TN-449
A Halit-rs-FCOV

M Nurtop-rs-f

O Pati-rs-3UTR-204-rev

@ Mincir-kan

0.005

Sekil 3.2. Ayni hayvana ait kan ve rektal siiriintii 6rneklerinde saptanan FCoV’larin filogenetik

analizi
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; 1|o 20 30 40 S0
DQ010921~FIPV-79-1146 LLLYRMVSTCHRRYK(QPYC [LI;SLDLIHOC'I“FREV'RSAHT;(JQHK;
Bulent-kan Ve e v VT [ e KA iWuansiensdes
Bulent-rs inhssanneDesdivodulihesomvia N AR Wi i ria aia
Esen-kan resinavace D e dolsnensiennsne RoA®, L eeWeoeTenens oo
Esen-rs T Bousneuloliwsisaenginas B W s W o ww iy
Garfield-kan Kisarsuseadvaness Bl onssauses I TR
Garfield-rs Lovsososnssssssssdolosacitvass Wi AR, ST N
Halit-kan S ———— —— N1 | ——— Kol goo
Halit-rs Nsaaisba s anshie i fel sendiedne WRR, o0
Karakas-kan Keosssosssso sesasedofessciennss d hd, . %, ,
Karakas-rs = L..i.iececsecansens ol ssncinanas W, o Wavalsssnana
Kircil-kan sasasmensnnEedessdolsmenparnsensMhsaeesR
Kircil-rs S A BT | | e ARy e W
Kuki-kan PPRAPYRBRPRI R APt (S (R e R R, LW i
Kuki-rs VEsenasesasnibberdrlenscosesn N AR W i essssa oo
Mincir-kan PR, ) SO ) T (———— R AR ocnaWesionaneanus
mincir-rs sede b sibie s QBN s e oih e s ees Wl suaWsaesonscea
Miril-kan U IR P LT DI, | e o s RN N S i ol
BrEll=-r9 = sessssnesrses PR, | | KRN aaa Nednsmwsnmes
Nurtop-kan SRR S i S e o B e R W AR, oW
Nurtop-rs Xesssvessse sssessdolecceneense 8 | PRSI
Pati=Kan = ceeeececsses CTRTTY 1 /| (TR TR UG LI L) AR
Pati-rs b SAPIE IR O D [ | A B A «
Prens-kan T ONTIET. - ( [ ——— [ .
Prens-rs T T TN T UNY ¢ | e SN R AR, e
Arsiz-rs Selunaeasenn sansssdelaniibaanes W AN Gra N iae paanie
Ates-kan sesuess s PRTNPRTIRY . < ([p———— (5 | [N
Bala-kan N s s e v Ty (T I KoM D Woisnisvninsvanis
Biber-rs sevinedsiavaveasc el anessiinseMaRRy 5 WE
Dudu-rs SR Sars ea se e S ol oavivicnns BBk WNeveisnasnes
Elf-kan Xaoiaiame e s ERATE (5 AP - 5 USSP P, SR i
Gumus-rs T T SR v o dB N veio ubh CEva WAoo Wi
Hira-kan === L. ieeeieens SRR [ (P g R
Itir-kan Rbssaasesashsbdsidolosieeaens o L P
Karamel-kan Lorswisaanamnnanes s Sl ns e s % 8 (e
Kibrit-kan TN 7 O g T IrY T Ko RkR, 500 Was
Maria-kan FARPOAR PP PRE L At | § [P At B LIS i
Menekse-kan ve08seRscsReoNesodelsensonenee 51 JUTSTO R
Otrakci-kan Aath e A adiea s o) asenres SecaWalWyedMWoownanacinas
Petcity-rs seWsassansnnnsss ot ensvidineals R rsaaWaas T oasiin i
Pina-kan RS SRCIRT [ (RN N AYS eoWNsosoinnse R.
Simma-rs () BOSRE SHOECE M [ (|17 BTN LI LS ¢
Taskin-kan P ewpey (1) [ AR e asanaane w3
Ziggy-rs secescssene sosscodolesccncnnee LIS | TP e oo
Zilli-rs Zeosaosassnpeesss ' [ T RoW W . PiiWavesonanans

Sekil 3.3. Dizin analizi yapilan FCoV’ larin referans sekansa gore aminoasit farkliliklari
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Nurtop-rs-f
Halit-rs
Nurtop-kan-f
Kuki-rs-f
Kuki-kan-f
Kircil-kan-f
Halit-rs-FCOvVv
Halit-kan-FCOVv
Garfield-rs-F

Bulent-kan-F
DQ811787-PRCV-ISU-1
DOQO10921-FIPV-79-1146
AYO994055-FIP
HQ462571-TGEV-WH-1
FJ897746-FCoV-UPM2C-07
DO848678-FCoVv-ClJde
DQ286389-FCoV-DF-2
HQ392472-FCoV-UU30
EU186072-FCoV-Black
GOQ233036-FCov-uPM28C-08
FJ938051-FCoV-RM
GQAa77367CCoV-NTU336-F-2008
FJI897753-FCoV-UPM9C-09
FJ938057-FCoV-UuU1s
GUS553362-FCoVv-UuU23
HOQO12369-FCoVv-uu21
JN183882-FCoVv-uu4a7
JN183883-FCoVv-Uus4a
DO811789-TGEV-virulent-Purdue
M Ziggy-rektal-f
M Taskin-kan-f
- tir-kan-f
—| ™ budu-rektal-f
MW sBala-kan-f
m Arsiz-gaita-f
W Pati-rs

B Bulent-rs-F

W Esen-kan-F

M Esen-rs-F

, Eifkan-f

MW Petcity-rektal-f
o/ m <arakas-kan-27e
M Karakas-rs-276
B Miril-kan-f

m Karamel-kan-f
L M Otrakci-kan-f
Gumus-rektal-r
Garfield-kan-F

Pati-kan
24

Prens-rs-f
Ates-kan-r
Kibrit-kan-r

Maria-kan-f

Kirci

rs-f

DE811785-TGEV-Miller-M6
- M Pina-kan-f

is

— . Hira-kan-r

m Biber-gaita

-l Menekse-FECOV-f
— Hl Mincir-kan

L sirma-rektal-r

NC-001451-Avian-IBV-ref-seq

. Zilli-kan-f
az NC-002645-HCoVrefseq-229E
JQ765573-HCOV-NL63-DEN-2005-1062
T JQO023161-pedw-virulent-DR13
JQO23162-pedv-attenuated-DR13
NC 003436-pedv
L— NC-008315-BATCOV-133-2005-refseq

EE)

NC 016994-Night-heron-coronavirus-HKU19

NC 016993-Magpie-robin-coronavirus-HKU18-refseq
NC 016992-Sparrow-coronavirus-HKU17
DQA415909-HCOV-HKU1lstrain-N13genotypeA
AF220295-BCoV-Quebec
°3 DQO011855-VWS572-Porcine
FJ415324-HCoV-enteric4408
AY391777-HCoVv-OCa3
EF424619-BCoOV-E-AH187
EF424623-US-OH3-2003-Giraffe
EF424621-US-OH1-2003-antelope
NC-003045-BCoV

Sekil 3.4. Dizin analizi yapilan 6rneklerin filogenetik analizi
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Sekans analizi yapilan drneklerde mutasyonlarin sebep oldugu amino asit
degisikliklerini gosteren grafikte (Sekil 3.3) 44 saha orneginin 12’sinde FIPV
79-1146 nolu virus komple genomu referenz alindiginda 3’'UTR bdlgesinin
19. Amino asitinin Sistein (Cys-C)‘den Tirozin (Try-Y)‘e degistigi dikkat ¢ekici
bulundu. Sistein ve tirozin polar, yuksuz, reaktif aminoasitler olmalari
sebebiyle bir¢ok proteinin G¢ boyutlu yapisinin olusturulmasinda belirleyici rol

oynarlar.

Orneklenen ve sekansi yapilan 3 kedi (Mincir, Miril ve Kirgil) ayni evde
beslenen hayvanlar olup, bu hayvanlarin Gglnun rektal strlntl érneklerinde
de anilan aminoasitlerin (C—Y) israrli degisimi gézlendi. Ancak bu bdlgede

olan degisimlerin anlamli olup olmadidi ileri arastirmalarin konusudur.

3.1.4. Dizin Analizi ve Filogenetik Verileri Elde Edilen Hayvanlara iligkin
Serolojik Veriler

Ciftli sekansi yapilan 6rneklerden 6’si FCoV antikorlari yéninden pozitif
bulundu. M geni yéninden RT-PCR ile pozitif oldugu belirlenen toplam 10
hayvandan biri antikor ELISA ile test edilemezken, 7’sinin kaninda FCoV
antikoru negatif, 2’sinde pozitif bulundu. Ayrica M geni yonunden RT-PCR ile
negatif, ancak 3'UTR ydnunden pozitif bulunan ve filogenetik analiz yapilan
22 adet hayvandan 14’Unun kaninda FCoV antikorlarinin pozitif oldugu tespit
edildi.
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3.2. Serolojik Bulgular

3.2.1. ELISA sonuglan

Orneklenen 152 kediden 142 kedinin serum ve/veya plazma 6rnegi elde

edilmis olup ELISA testinde bu drnekler kullanildi.

Serum veya plazma 6rnegi kullanilarak FCoV antikoru varligi yonunden test
edilen 142 kediden 59 adedi, %41,5, pozitif bulundu. Turkiye'de FCoV
enfeksiyonuna karsi uygulanmakta olan ticari bir asi bulunmadigindan,
belirlenen seropozitiflik dogal enfeksiyonun goéstergesi olarak degerlendirildi.
Elde edilen serolojik veriler, 6rneklenen hayvanlarin anket formlarinda yer
alan veriler 1s1ginda incelendiginde, c¢esitli karma asilarin (Felocell®,
Tricattrio® ...vb.) uygulandidi kedilerde, asi uygulamasi yapilmamis olanlara
oranla, FCoV enfeksiyonuna karsi gelisen antikor yanitin daha yuksek oldugu
tespit edildi ve bu durum istatistiksel olarak da anlaml bulundu (p=0.011).

ELISA testi sonuglarinin yas gruplarina goére degerlendirimesinde FCoV
negatif hayvanlar siklikla 0-1 yas arasinda bulunurken (50/83), pozitif
hayvanlarin 13 ayliktan buyuk kediler oldugu belirlendi (32/59) (p=0.023).

Hayvanlarin diger enfeksiyonlara karsi asili olup olmama durumuyla hastalik
semptomlari arasinda bir iligki olup olmadigi Ki-kare testi ile sorgulandiginda;
FCoV harici enfeksiyonlara karsi asili hayvanlarin daha ¢ok asites gosterdigi,
asisiz olanlarin ise gogunlukla asemptomatik olduklari ortaya konulup bu
durum istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.034). FCoV antikorlari varligi

saptanan kedilerin, FCoV enfeksiyonlari haricinde asilanmis olmalari Ki-kare
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testi ile anlamli bulundu (p=0.011).

3.3. RT-PCR ve ELISA sonuglarinin beraber degerlendirilmesi

RT-PCR sonugclarina gore feline GAPDH pozitif olmayan 18 6rnegin 8 adedi
FCoV antikorlari ydonunden pozitif, 8 adedi antikor negatif bulundu. Bunlardan
2 adedi ise ELISA testine tabii tutulamadi.

Feline GAPDH pozitif olup RT-PCR ile negatif olan 15 6rnekten ise sadece 5
adedinin antikor ELISA ile de negatif oldugu belirlenirken, 8 6rnek antikor

pozitif bulundu. Geri kalan 2 6rnek ise test edilemedi.

Bu calismada FCoV enfeksiyonu hem virolojik hem de serolojik olarak
degerlendiriimis olup, arastirilan kediler arasinda enfeksiyonun prevalansi
%96 (127/132) olarak tespit edildi.

Cizelge 3.7: FCoV RT-PCR pozitif o6rneklerin antikor sonuglariyla beraber

degerlendirildigindeki rektal striinti FCoV pozitif/ negatifliklerinin sayisal verileri

| ANTIKOR POZITIF | ANTIKOR NEGATIF | TEST EDILEMEYEN |
KANM | KANM | KANM | KANM | _KANM | KANM

(+) () (+) () (+) ()
R.S. M

VE/VEYA 3' 17 19 19 35 0 2
UTR (+)
R.S. M

VE/VEYA 3' 3 6 10 4 2 2
UTR (-)

TOPLAM 20 25 29 39 2 4
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Cizelge 3.7.de de goéruldugu Uzere antikor pozitif olup rektal strinti érnegi
M ve/veya 3’ UTR primerleri ile pozitiflik vermis érnek sayisi 36 iken (36/45,
%80), antikor negatif olup rektal surintu 6rneginde M ve/veya 3° UTR
primerleri ile pozitiflik vermis drnek sayisi 54(54/68, %79)'tur. Rektal struntu
orneginde M ve/veya 3’ UTR primerleri ile pozitiflik veren kediler sagici kabul

edilmiglerdir.
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4. TARTISMA

Dunya Uzerinde 8 milyar insan ve 600 milyondan fazla evcil kedi ayni habitati
paylasmaktadir. Arkeolojik verilere gore yaklagik 9500 yil 6nce baglayan
evcillestirme sonucunda kediler ve insanlar birbirleriyle olduk¢a yakinlagarak,
ayni yasami paylasmaya donudsen bir slreci beraberce gecirmiglerdir.
Gunumuzde giderek artan pet hayvani beslemesi de bu birlikteligin bir
sonucudur. Bu yasam birlikteligi, hayvan saghgi ile ilgili konulari gindeme
getirmis ve veteriner hekimlerin birgcok hastalik yani sira 6zellikle kedilerde

goOzlenen viral hastaliklar konusuna da egilmelerini saglamistir.

FCoV'lar, evcil ve yabani kedigiller icin yagam kalitesini ve suresini direkt ya
da indirekt etkileyen 6nemli viral enfeksiyonlara neden olmaktadirlar.
Ozellikle apatojen formdan patojen olan mutant forma gegisleri hakkinda,
tanimlandiklari zamandan gunUmuze kadar sayisiz arastirmaya konu
edilmislerdir. Kedilerin tekli bakim kosullarinda tutulmalari durumunda
kullanimi tercih edilmeyen bir agi Uretilmis olmakla birlikte, agi kullanildiginda
hastalik insidensinin azaldigina dair veriler fazla sayida degildir. Ancak FIP
insidensinin FECV/FIPV mutasyon oranindan direkt etkilendigi bildirilmistir
(Vennema ve ark.,1998). Bu baglamda; bu calismada Turkiye'deki cesitli
yas, Irk, cinsiyet, farkli yasam kosuluna sahip, klinik bulgulu ve FCoV harici
diger etkenlere kargi asi durumlari bildirilen kedi populasyonlarinda FCoV
enfeksiyonlarinin varhdi, tipi (FECV/FIPV), viral insidensi ve seroprevalansi
sorgulandi. Ayrica RT-PCR ile pozitif bulunan bazi saha o6rneklerinin

dinyadaki hemcinsleri ile molekller dizeyde karsilastirmasi yapildi.

Bu calismada FCoV enfeksiyonu hem virolojik hem de serolojik olarak

degerlendiriimis olup, arastirilan kediler arasinda enfeksiyonun prevalansi
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%96 (127/132) olarak tespit edildi. Enfeksiyonun Turkiye’de evcil kediler
arasinda oldukga yuksek prevalansta bulunmasini destekleyen calismalar

(Oguzoglu ve ark.,2010) ile uyumlu sonuglar elde edilmistir.

FCoV enfeksiyonlarinin tanisinda nested RT-PCR teknidi kullanilarak
gerceklestirilen bir galismada (Herrewegh ve ark., 1995), FIP’te monosit ve
makrofajlarin enfeksiyonunu “anahtar patojenik olay” olarak ifade etmis ve
avirulent FCoV’larin sindirim sisteminde lokalize oldugu, intestinal epitelyum
ve bolgesel lenf yumrularindan ileriye gidemedigi belirtiimistir. FCoV
genomunun 3’'UTR bodlgesine yonelik primerleri tasarlayan arastirmacilar
(Herrewegh ve ark., 1995) asemptomatik FCoV taslyicilarinin
belirlenmesinde ve enfeksiyonun tanisinda bu testin kullanilabilecegini ifade
etmiglerdir. Coronaviruslar hakkinda yapilan bir baska caligmada (Williams
ve ark., 1999); pozitif iplikli RNA viruslarinin 3'UTR’lerindeki sekonder ve
tersiyer yapilarin RNA replikasyonu, transkripsiyonu ve translasyonunda rol
aldigi, ayrica bu bdlgede yer alan pseudoknot yapinin ve konserve sag tokasi
Ozelliginin filogenetik analizde kolaylik sagladigi bildirilmistir. Bu g¢alismada
hem tani hem de molekuler karakterizasyon amaciyla Herrewegh ve ark.’nin
(1995) onerdigi 3’UTR bolgesine spesifik primerler kullanildi. Calismada
kullanilan kan ornekleri GAPDH negatif bulunan kediler hari¢ tutularak
degerlendirilen 134 kedinin 119'u (%88,80) 3'UTR ve M geni primerleri
kullanilarak yapilan RT-PCR ile FCoV enfeksiyonu yonunden pozitif bulundu.

Mutant FCo virusun yeni bir tropizm kazanarak monosit ve makrofajlarda
yuksek titrede replike oldugu bilinmektedir (Stoddart ve Scott, 1989). Yapilan
calismalarda (Lai ve Cavanagh, 1997; Zhang ve ark., 1994) FCoV suslarinin
makrofajlari enfekte edebilme kabiliyetinin virulensle iligkisi; avirulent
FCoV’larin daha az sayida hucreyi enfekte ettigi ve virulent viruslara gore
daha dusuk titrede kaldigi seklinde belirtilmistir. Avirulent FCoV’lar, viral

replikasyonun saglanmasinda ve diger makrofajlara yayillimda &éncudurler.
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Simons ve ark. (2005) monosit ve makrofajlarin enfeksiyonunun FIP tanisi
icin  6nemli oldugunu ifade ederek, PCR temelli bir tani teknigi
geligtirmiglerdir. FCo virusla enfekte hucrelerde subgenomik mRNA’lar
sentezlenmektedir. Her bir mRNA, genomun 5 ucundan alinmig 60-98
nakleotidlik bir lider sekansa sahiptir. Simons ve ark. (2005) PCR temelli bu
tani tekniginde UrlGn buyUklGgi 295 baz cifti olan spesifik primerler
kullanmiglardir. Bu primerler FCoV M genine yonelik olup, mRNA'nin lider
sekansini (Lai ve Cavanagh, 1997) ve bu genin korunakli bdlgesini
icermektedir. Bu primerler kullanilarak tip Il ve tip | FCoV yani sira; canine ve
porcine kdkenli Coronaviruslar da tespit edilebilmistir. Ayrica arastirmacilar
MRNA temelli PCR tanisinin, genomik RNA tanisini saglayan 6nceki CoV
RT-PCR’larina gére daha uygun bir metot oldugunu belirtmislerdir. Bu test,
sadece replike olan virusu tanimasi nedeniyle daha spesifik ve gekirdekli kan
hlcrelerinden analiz yapilmasi sebebiyle de daha sensitif olarak bildirilmis,
ayrica RNA izolasyonunun etkin sekilde gergeklestigini gostermek icin ve
ayni zamanda verimliligi kontrol etmek amaciyla kedi genomuna yodnelik
GAPDH primerleri ile birlikte kullaniimigtir. Bu c¢alismada da FIP
enfeksiyonunun varligi Simons ve ark.’nin (2005) bildirdigi M geni spesifik
primerler ve GAPDH primerleri kullanilarak arastirildi. Arastirilan 134 adet
kedi kan 6rneginin 51'i (%38,06) M geni primerleri kullanilarak yapilan RT-
PCR ile pozitif bulundu.

Calismada FCoV enfeksiyonlarinin tespiti icin RT-PCR ile 3’'UTR’ye yonelik
primerler kullanilarak yapilan virolojik tanida %78,35 (79/134) oraninda
pozitiflik belirlenmisg olmasina ragmen, sadece M geni spesifik primerler
kullanimi ile %38,06’lik pozitifik saptanmasi; tek bir primer ciftinin
kullaniminin tanisal anlamda yanhg negatifliklere neden olabilecedi sonucunu

ortaya koymaktadir.
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FIP’te 6lim oranlarinin ¢ogunlukla 3-16 ay yash kedilerde goruldigu tespit
edilen calismalara (Foley ve ark., 1997; Pedersen, 2009) atfen enfeksiyonun
siklikla 2 yasin altindaki kedilerde goruldigu bilinmektedir. Foley ve ark.
(1997) kastre edilmemis erkek, gen¢ ve safkan kedilerde yaptiklari
arastirmada FIP enfeksiyonunun daha fazla oranda goraldiguna
belitmislerdir. Yapilan bir bagka calismada (Norris ve ark., 2005) ise
orneklenen kediler arasinda yas ve irk yonunden herhangi bir predispozisyon
olmadidi ifade edilmistir. Bu c¢alismada orneklenen kedilerin yas, irk ve
cinsiyet durumlarinin her biri teker teker degisken olarak tutuldugunda FCoV
enfeksiyonlarinin goérilme sikligi ile aralarinda anlamh bir istatistiki ilgi
bulunamamistir. Bununla birlikte, bu ¢alismada kullanilan materyal sayisinin
diger calismalara gére az olmasinin g¢alisma sonuglarini sinirlandirmis
olabilecegi ve ayrica o6rnekleme grubundaki irklarin dagiliminin Gniformite

gOstermemesinin bu verinin olusumunda 6nem tagiyabilecegi disunulmustur.

FIP enfeksiyonunun ¢oklu ve tekli bakim kosullarindaki sikligi hakkinda farkl
bildirimler bulunmaktadir. Ancak arastirmacilar tarafindan kabul gdéren
durum; FECV enfeksiyonunun ¢oklu bakim kosullarinda naklinin kolayligidir.
Bu sekilde bakilan FECV  sacicilarinin  belirlenip,  ortamdan
uzaklastiriimalarinin FIP enfeksiyonu riskini azalttigi ifade edilmektedir (Foley
ve ark., 1997). Bu arastirmada kedilerin bakim kosullari ve FCoV
enfeksiyonu varligi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir
(p=0,351). Ancak ¢oklu ortamda yasayan kedilerde daha ¢ok asemptomatik
FCoV enfeksiyonu tespit edildigi, bunun yani sira tekli bakim kosulunda
asites klinik bulgusunun 6ne ¢iktigi ve 6zellikle semptom gdstermeyen FCoV
tasiyicilarinin ¢oklu bakim kosullarinda yaygin bulunduklar tespit edilmis ve
bu bulgular istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p=0.013). Bu bulgular,
Tarkiye’deki FCoV M geni mRNA'’sI arastirilan evcil kedilerde yapilan bir
baska galigmanin (Can-Sahna ve ark.) sonuglari ile arz etmektedir.
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Yas form FIP’in karakteristik klinik semptomu olan asites, bu ¢alismada da
FIP’li hayvanlarin gosterdigi en tipik klinik bulgu olarak 6ne c¢ikmaktadir.
Asites bulgusunun FIP enfeksiyonu igin diger klinik semptomlara gore
istatistiki olarak da fark yaratan bir semptom oldugu tespit edilmistir
(p=0.001). Ancak asemptomatik hayvanlarda da FCoV nikleik asiti tespiti
yapiimis oldugundan, bu enfeksiyonun tanisi yonunden klinik bulgu varliginin

baglayiciliginin diger tanisal testlerle desteklenmesi gerektigi dugtnulmuastur.

Kedilerin diger enfeksiyonlara karsi asili olup olmama durumu ile hastalik
semptomlari arasinda Ki-kare testi ile yapilan degerlendirmede asili
hayvanlarin daha c¢ok asites goOsterdidi, asisiz olanlarin ise daha ziyade
asemptomatik olduklari ortaya kondu (p=0.034). Bununla beraber FCoV
harici diger etkenlere karsi asili olma durumu ve antikor pozitifligi Ki-kare testi
ile karsilastirildiginda, FCoV’a karsi antikor pozitif tespit edilen kedilerin
cogunlukla baska ajanlara karsi asili olduklari ve bunun istatistiksel olarak
onemli bir farkhlik oldugu belirlendi (p=0.011). Ayrica yapilan anketlerden
edinilen bilgiye gore FCoV antikorlari yonunden arastirilan 142 kedinin
77’sinin diger enfeksiyonlara karsi asilandigi ve bunlardan 40‘nin FCoV

antikorlari yonunden de pozitif oldugu tespit edildi (p=0.006).

Tespit edilen bu anlamli farklilik; enfeksiyon spekturumu arastiriimadan once
kedileri diger enfeksiyonlara kargi asilamanin FCoV enfeksiyonlarinda antikor
titresini arttirici yonde etkisinin olup olmadidi, varsa nasil etki ettigi seklinde
bir soruyu ortaya c¢ikarmaktadir. FIP; T hucre yaniti aracii humoral
immunitenin oldugu bir enfeksiyon tablosuna sahiptir (Pedersen ve Black,
1983). Bu nedenle T hucre yanitini baskilayan birgcok enfeksiyon (6rnegin
FeLV) FIP’in klinik insidansini arttirici yonde etki etmektedir (Cotter ve ark,
1975; Hardy, 1982, Pedersen ve ark., 1977). Yapilan ¢alismalarda kedilerde
FCoV’a kars! antikor artisinin, Arthus tipi asiri duyarhlik reaksiyonuna sebep

olarak yas form FIP gelisimini hizlandirabildigi ifade edilmistir. Bu ¢alismada
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FCoV enfeksiyonu harici etkenlere karsi (6rnegin FelLV, FHV, FCaV, FPV
vb.) asilanma durumu ve bu kedilerin kan serumlarinda FCoV antikorlarinin
anlamli diuzeyde yuksek bulunmasi arasinda bir korelasyon olup olmadigi
sorusu, s6z konusu hayvanlarin agilama oncesi enfeksiyon ge¢misleri de
bilinmediginden cevaplanamamis, ancak Coronavirus antikor titreleri yuksek
kedilerde FIP enfeksiyonunun gelisme riskinin ylksek oldugunu gdsterir
calismalar (Pedersen, 2009) da dikkate alindiginda konunun ileride deneysel
enfeksiyon temelli calismalarla daha detayli arastirimasi gerekliligi

ongorulmustdr.

Yapilan bazi c¢alismalarda; virus sacilimi ile Coronavirus antikor titresi
arasinda bir baglanti oldugu bildirilmistir (Pedersen, 2009). Buna goére
laboratuvar sonuglari arasinda farklar olmakla birlikte; antikor titreleri 21:100
olan kedilerin, <1:25 antikor titresine sahip olanlara gore virus sac¢ilimina
daha yatkin olduklari tespit edilmigtir. FCoV antikorlarinin FECV ve FIPV
enfeksiyonlari arasinda bir ayrim yapamadigi da bildiriimigtir (Pedersen,
2009). Her ne kadar 1:1600’den buyuk antikor titreleri FIPV enfeksiyonunu
cagristirsa da, saglikli gorunimla ancak FCoV ile enfekte bir ¢ok kedide de
tespit edilen yUksek antikor titreleri yaniltici olabilmekte ve bu anlamda dugsuk
bir tanisal degere sahip kabul edilmektedir (Paltrinieri ve ark., 1998; Sparkes
ve ark., 1991). Ayrica antikor titrelerinin subklinik agamadan klinik agsamaya

gegerken progressiv sekilde arttigi bildirilmistir (Pedersen, 1987, 2009).

Bu calismada antikor ELISA testi sonuglarinda 1:30’luk sulandirmalarda OD
degeri 1.000’den buyuk 21 drnegin RT-PCR sonugclar karsilastirildiginda, 7
kan o6rnegdinin GAPDH ve M geni primerleri ile pozitif (7/21, %33,3) oldugu
(yani FIPV ile enfekte), ve bunlarin 6 adedinin rektal swap 6rneklerinin M
ve/lveya 3’'UTR primerleri ile de pozitif olmasi sebebiyle virus sagicisi
olduklari kanaatine variimistir. Geri kalan 14 o6rnekten 11 adedi (11/21,

%52,4) kan velveya rektal suruntilerinde 3'UTR primerleri ile pozitif
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bulunmus bunlardan da 9 tanesi rektal strinti 6rneklerinde pozitif tespit
edilerek CoV sacicisi olduklari disunudlmustir. Ancak bu 6rneklerden 3
tanesinin kan GAPDH PCR’lar1 negatif sonug verdi. Antikor titresi yuksek 21
ornekten sadece 3 adedi (3/21, %14,2) RT-PCR ile negatif tespit edildi. Bu
sonuglar, antikor titresi ylksek olan kedilerde virus saciiminin yuksek

olabilecegi hipotezi ile paralel (15/21, %71) bulundu.

Bu calismada antikor negatif olarak degerlendirilen 83 adet 6rnedin RT-PCR
sonuglarina bakildiginda, bunlardan 29 adedinin (29/83, %34,9) M geni
primerleri ile pozitif bulundugu (yani FIPV ile enfekte), bu pozitif 6rneklerin 19
adedinin de rektal strintilerinde M ve/veya 3’'UTR primerleri ile pozitif olusu
nedeniyle virus sacicisi olduklari tespit edildi. Pedersen (2009), FIP
enfeksiyonunun yas formundaki kedilerde 6lime yakin dénemde antikor
titrelerinde ani dususler tespit edildigini bildirmis olup, RT-PCR ile pozitif
bulunan ancak antikor yaniti negatif olan bu 29 hayvandaki FIP
enfeksiyonunun ileri donemlerde ve hatta son dénemde oldugu ihtimalini akla
getirdi. FIPV pozitif olan bu 29 hayvanin klinik bulgularinin asemptomatik
(n=9), asites (n=6), gingivitis (n=1), horner sendromu (n=2), ishal (n=4),
kronik zayiflamal/yuksek ates (n=1), korluk (n=1), tetrapleji (n=1), istahsizlik
(n=1), Ust solunum yolu enfeksiyonu (n=1) ve inkoordinasyon (n=2) oldugu
dikkate alinirsa; hastaligin son dénemlerinde sadece yas formda degil kuru
formda da antikor titrelerinin dusebileceg@ini ortaya koydu. Ayrica bu 29
kediden 26’sinin 2 yasin altinda olusu ilgi ¢ekici bir veri olarak bulundu.
Marioni-Henry ve ark.’nin (2004) merkezi sinir sistemi bulgulari olan 2 yas alti
kedilerde siklikla FIP pozitifligi tespit ettikleri bir ¢alismadaki verilerle bu

calismadaki veriler uyum gosterdi.

Antikor negatif olan 6rneklerden 44’G (31/83, %37) yapilan RT-PCR’da
sadece 3’'UTR primerleri ile pozitiflik vermis olup, bu érneklerden 38’i rektal

suruntt érneklerinde pozitiflik verdiginden virus sagicisi olarak kabul edildiler.



67

Antikor negatif olan kedilerin 10 adedi (10/83) RT-PCR ile de negatiflik
verdiginden bu hayvanlarin FCoV enfeksiyonu ydninden negatif oldugu
kabul edildi. Bu sonuglara gore; antikor yanit olarak negatif bulunan ancak
RT-PCR ile pozitif tespit edilen hayvanlarin; bu enfeksiy6z ajanla kargilasmis
oldugu ve enfeksiyonun erken doéneminde o&rnekleme yapildigi seklinde
yorumlandi. Calismada kediler bir kere 6rneklendigi ve enfeksiyon takibi
yapilmadigindan, bu kedilerdeki klinik FCoV enfeksiyonunun akibeti konusu

aydinlatilamamistir.

Bu ¢alismada sekanslari yapilan tim 6rnekler filogenetik analiz sonuglarina
gore FCoV olarak tanimlandi. S6z konusu analizlerde, 12 kediye ait kan ve
rektal stranti ornekleri ile 20 kediye ait kan veya rektal strintl 6rnekleri
olmak lizere toplam 32 kediye ait 44 sekans dizini arastirild. ilgili gen bolgesi
yonunden yapilan arastirmalarda; orneklerin blyuk cogunlugunda ve 6zellikle
de 9 adet kan ve rektal struntu ¢iftinde nikleotid dizeyinde heteroloji tespit
edilmis olup, bu 6rneklerin sekans analizlerinde aminoasit farklliklarina yol
acabilecek mutasyonlar oldugu belirlendi. Hatta bu mutasyonel farkliliklarin
bir sonucu olarak dizin analizi yapilan bir ornegin (Zilli) filogenetik agacta

avian suglarina daha yakin yer aldigi gézlendi.

Ulkemizdeki kedilerden elde edilen CoV’larin molekiiler karakterizasyonunun
hedeflendigi bu ¢alismada, sekans analizi sonuglarina gére FCoV oldugu
belirlenen oOrnekler; canine ve porcine kokenli Grup 1 Coronaviruslari ile
yakin, Grup 1 Coronaviruslar igerisinde yer alan insan ve Grup 2
Coronaviruslar iginde yer alan insan ve bovine kokenli etkenler ile de daha

uzak genetik iligkili bulundu.
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Avian suslarla yakin antijenik iligkili bulunan bir sekansin ait oldugu kedinin
(zilli, iran kedisi, 6 yas), asir zayiflama, poliiri ve polidipsi sikayeti ile klinige
basvurulduktan bir ay sonra 6tenazi yapildigi bilgisi alindi. Bu kedinin evde
beslendigi, sahiplerinin kedinin hastalandigi dénemde gribal enfeksiyon
semptomlu oldugu, evde ayni dénemde bir muhabbet kusunun da dldugu
bilgileri not edilmistir. Klinige bir ay sonra getirildiginde solunum yetmezligi ve
hafif epileptik nobetler gegirdigi de bildirilmistir. Sekans sonuglari ile klinik
tablo ve anamnez arasinda bir iligki olabilecedi dustinulmuas, ancak ne evdeki
bireylerden ne de oOlen kugtan 6rnekleme yapilmadigindan bu konuda kesin
bir veri elde edilememistir. Woo ve ark. (2009) bu tir 6rneklerin tlrler arasi
gegise kanit teskil edecegini bildirmis olup, bu 6rnek ve benzerlerinin ileri

arastirmalarin konusu oldugu kanaatine varildi.

Test edilen bazi kedilerin (6rnegin Taskin, Ziggy) rektal surtuntu érnekleri M
geni primerleri ile pozitif bulunmus olmasina ragmen, ayni kedilerin kan
orneklerinin M geni ydninden negatif oldugu tespit edildi. Bu durum;
hayvanlarin bagirsak epitelinde virusun replike oldugu, ancak kan
dolasiminda bulunmadigi seklinde yorumlandi. Bu calismada; M geni
primerleri sadece kan oOrneklerinde degil, rektal surinti oOrneklerinde de
pozitif bulgular verdi. Kan érneklerinde FIP virusunun tespiti icin Simons ve
ark. (2005) M genine yonelik tasarladiklari tani metoduna benzer sekilde,
Herrewegh ve ark. (1997) FCoV’larin mRNA’sinin tespiti igin N genine
yonelik tasarlamis olduklari primerler ile gastrointestinal kanalda viral
replikasyonu tespit etmisler ve virusun tipini belirlemek yerine, enfeksiyon
varligini bulmayi hedef edinmislerdir. Bu ¢alismadaki kan 6rnekleri M geni
primerleri ile negatif bulunurken, ayni kedilere ait rektal suruntl orneklerinin
pozitif bulunmasi, Herrewegh ve ark.’nin (1997) calismasi ile uyumlu olup,
gastrointestinal kanalda viral replikasyonun tespitinin mumkin oldugunu
goOstermektedir. Bu yonuyle Simons ve ark.’nin (2005) tasarladiklart M geni
primerlerinin  sadece kan ornekleri i¢cin  kullaniimasinin  FCoV

enfeksiyonlarinin tanisi igin yetersiz oldugu, RT-PCR ile rektal sdruntu
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orneklerinin de test edilmesi gerektigi, bu tlir olgularda sonuglarin antikor
ELISA testleri ile de desteklenmesi gerektigi ve bu hayvanlarin dizenli

araliklarla takiplerinin yapilmasinin uygun olacagi kanaatine varildi.
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5.  SONUG VE ONERILER

Gergeklestirilen galisma, 2010-2012 yillari arasinda 6érneklenen 152 adet
evcil kedide CoV enfeksiyonu yayginligini, seroprevalansini ve sirkile olan

viruslarin molekuler karakterizasyon sonuglarini igermektedir.

Bu calismadaki verilere gore;

-FCoV enfeksiyonlarinin Ulkemizdeki kedilerde oldukga yaygin bulundugu,

-Coklu  bakim  kosullarinda  asemptomatik  FCoV  tasiyicilarinin
belirlenmesinde RT-PCR’da sadece M geni primerlerinin yeterli olmadigi,

3'UTR’ye yonelik primerlerin de kombine kullaniminin gerektigi,

-FCoV enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda kan ve rektal surintu

orneklerinin beraberce kullaniimasi gerektigi,

-Coronaviruslarin 3'UTR bdlgesine yonelik olan primerler kullanilarak elde
edilen PCR Uurunlerinin sekans analizi sonucunda, Ulkemizde seyretmekte
olan FCoV suslarinin dinyada sirkile olan diger feline coronaviruslar gibi

alpha coronaviruslar ile oldukga yakin antijenik iligkide oldugu,

- FECV’'un mutant formu FIPV'nun da bu calisma sonuglarina gore
ulkemizdeki kedilerde %33,55 oranda gdzlenen ve sistemik enfeksiyona

neden olan FCoV turu oldugu tespit edildi.

Bu sonuglara gore ;

- FCoV disindaki viral etkenler yonunden asi uygulanmis kedilerde FCoV
antikorlarinin istatistiksel olarak yuksek bulunmus olmasi, bu kediler i¢in FIP
enfeksiyonunun gelisme riski olabilecedi ihtimalini kuvvetlendirdiginden,

FCoV harici viruslarla enfeksiyon/agilama ile FIP gelisiminin tetiklenmesinin
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mumkin olup olmadiginin deneysel enfeksiyon temelli ¢alismalarla daha

detayh arastiriimasi,

- Bu calismada molekuler karakterizasyon amaciyla kullanilan 3’'UTR
bdlgesinden elde edilen saha viruslarina ait dizinler antijenik farkhliklari
ortaya koymakla birlikte, analizi yapilan bolge oldukga kuguktir. CoV’larin S,
7ab ve 3abc bdlgelerindeki molekller analizlerin gerek serotip ayrimi ve
gerekse saha viruslarinin patojenite 6zelliklerinin daha detayli ortaya
konulabilmesine olanak saglayacagindan; ilerideki calismalarda kullanimi

onerilmektedir.
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OZET

Tirkiye’deki Evcil Kedilerde Feline Coronavirus Epidemiyolojisi Ve
Molekiiler Karakterizasyonu

Bu calismada, evcil kedilerin 6énemli hastaliklarindan birine sebep olan FIP ve bu
virusun 6ncul formu olan FECV enfeksiyonlarinin yayginhiginin arastiriimasi ve
sahadaki suslarin 3'UTR gen bolgesi hedef alinarak molekiiler karakterizasyonun
yapilmasi amaglanmigtir.

Calismada 152 kedi kullanildi. Olgular yas,irk, cinsiyet, bakim ve besleme kosullari,
asili olup olmama durumlari ve klinik bulgular yéninden anket sorulari esliginde
degerlendirildi.

Bu veriler 1s1ginda kedilerde FCoV enfeksiyonlarinin yaygin oldugu,viruslarin yas ya
da cinsiyet ayrimi gdézetmedigi, evde yada sokakta bakilan kedilerin hepsinde her iki
enfeksiyonun da gorilebildigi ancak birden fazla kedinin bulundugu ortamlarda FIP
enfeksiyonun daha c¢ok asemptomatik seyrettigi, FIP enfeksiyonunda diger
arastirmacilarca belirtildigi Uzere ascites bulgusunun siklikla gézlendigi ortaya
konulmustur.

ELISA sonuglar ile yas, irk, cinsiyet, bakim ve besleme kosullari arasinda bir
korelasyon bulunmasa da asili hayvanlarin FCoV’a kargi olusan antikor titrelerinin
daha yuksek oldugu gordlmuastar.

Uygulanan PCR’lar sonucunda FCoV tanisinda 3’'UTR primeri ile beraber M geni
primerlerinin daha net sonug verdigi belirlenmigtir. Dizin analizlerine gore Turkiye'de
sirkiile etmekte olan FCoV’lar diinyadaki diger FCoV'lar ile benzerlik gostermistir.
Ancak saha suslarindan elde edilen bir 6rnegin filogenetik agacgta Avian Coronavirus
suslarina yakin yer bulmasi evrimsel temelde degerlendirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: ELISA, Epidemiyoloji, Feline Coronavirus, Molekuler, Molekler
filogeni, RT-PCR
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SUMMARY

Feline Coronavirus Epidemiology And Molecular Characterization
Among Domestic Cats In Turkey

In this study, enlucidating not only the prevalance of FIP, a devastating disease of
cats, and its precursor form FECV but also molecular characterization of the viruses
with 3’ UTR based RT-PCR and sequencing were aimed.

During this study 152 cats were sampled. Cats were grouped according to the
information collected from the questionnaires filled by the owners on age, breed,
gender, housing, environment and vaccination status.

These questionnaires revealed that FCoV infection was seen widespread in cat
populations, diseases could be caused by both of the viruses regardless of age,
gender and housing (indoor /outdoor). Likewise other researhes ascites is the
common clinical symptom of FIP. On the contrary cats living in multicat households
were usually asymptomatic

ELISA results and age, breed, gender housing and environment was not correlated
with one another, but on the other hand higher antibody titres against FCoV were
shown in vaccinated animals.

The PCR results indicated that not only the 3' UTR primers but also the M gene
primers should be used in order to determine the FCoV. The sequence analysis
pointed out the FCoV’s in Turkey, were genetically related to the other FCoV’s
worldwide. On the other hand, in the phylogenetic tree, a sample were positioned
closer than avian coronaviruses instead of feline, supposing the evolutionary
aspects of the viruses.

Key words: ELISA, Epidemiology, Feline Coronavirus, Molecular, Molecular
phylogeny, RT-PCR
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Ek 2. Orneklenen Hayvanlarin Yas, Irk, Cinsiyet, Saglik Durumlari, Tekli/Coklu Yasam Kosullari Ve Asi Durumlari
SAYI'| TRNO ORNEK ADI | YAS(AY) | CINSIYET IRK SEMPTOM EV/SOKAK | COKLU/TEKLI ASI
1| TR-FCOV-001 |iRMIK 19 D TEKIR SAGLIKLI SOKAK COKLU VAR
2| TR-FCOV- 002 | CEViZ 11 D SARMAN SAGLIKLI SOKAK GOKLU VAR
3 | TR-FCOV- 003 | PUSKUL 9 E SARMAN ISHAL EV TEKLI VAR
4 | TR-FCOV-004 | C-GUMUS 1 D TEKIR SAGLIKLI EV-ADOPTED COKLU YOK
5| TR-FCOV- 005 | C-TULAY 2 D TEKIR SAGLIKLI EV-ADOPTED COKLU YOK
6 | TR-FCOV- 006 | C-PAMUK 1 D TEKIR SAGLIKLI EV-ADOPTED COKLU YOK
7| TR-FCOV- 007 | C-BONCUK 2 D TEKIR SAGLIKLI EV-ADOPTED COKLU YOK
8 | TR-FCOV- 008 | C-GULLU 1 D TEKIR SAGLIKLI EV-ADOPTED COKLU YOK
9| TR-FCOV- 009 | C-PASAKLI 1 E TEKIR SAGLIKLI EV-ADOPTED GOKLU YOK
10 | TR-FCOV- 010 | SAHIN 12 E TEKIR SAGLIKLI EV-ADOPTED COKLU YOK
11 | TR-FCOV- 011 | KANCA D TEKIR ASCITES EV-ADOPTED COKLU YOK
12 | TR-FCOV- 012 | PINA 2 D SARMAN SAGLIKLI EV-ADOPTED TEKLI YOK
13 | TR-FCOV- 013 | TOPAC 40 D TEKIR SAGLIKLI SOKAK COKLU YOK
14 | TR-FCOV- 014 | SIRMA 130 D SARMAN SAGLIKLI SOKAK GOKLU YOK
15 | TR-FCOV- 015 | SAPSI 18 E SARMAN SAGLIKLI SOKAK COKLU YOK
16 | TR-FCOV- 016 | ITIR-FINDIK 8 D SARMAN | LENFADENOPATI | EV-ADOPTED TEKLI YOK
17 | TR-FCOV- 017 | BULUT 7 E TEKIR SAGLIKLI EV-ADOPTED TEKLI YOK
18 | TR-FCOV- 018 | iISTANBUL-1 15 D IRAN ASCITES EV TEKLI VAR
19 | TR-FCOV- 019 | TASKIN 72 E iRAN SAGLIKLI EV-ADOPTED COKLU YOK
20 | TR-FCOV-020 | ZEYNEP 60 E TEKIR ISHAL EV-ADOPTED TEKLI YOK
21| TR-FCOV-021 | ISTANBUL-2 90 E IRAN LOKOPENI SOKAK TEKLI VAR
IYILESMEYEN
22 | TR-FCOV-022 | HALIT 15 D TEKIR YARA SOKAK TEKLI YOK
23 | TR-FCOV- 023 | ZILLI 18 TEKIR SAGLIKLI SOKAK COKLU YOK
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24 | TR-FCOV- 024 | SUTLAC 18 TEKIR SAGLIKLI SOKAK GOKLU YOK
25 | TR-FCOV- 025 | LEYLA 20 D TEKIR SAGLIKLI EV-ADOPTED TEKLI YOK
SCOTTISH
26 | TR-FCOV- 026 | MERLIN 9 E FOLD SAGLIKLI EV BILINMIYOR VAR
ISHAL, BURUN
27 | TR-FCOV- 027 | EREN 10 E TEKIR AKINTISI EV-ADOPTED TEKLI YOK
28 | TR-FCOV- 028 | PIRPIR 10 E TEKIR SAGLIKLI SOKAK COKLU YOK
ISTAHSIZLIK,
29 | TR-FCOV- 029 | VET DORA 125 E IRAN DEHIDRASYON EV COKLU VAR
30 | TR-FCOV- 030 | KARAMEL 3 E SiYAM ISHAL EV GOKLU YOK
31 | TR-FCOV- 031 | ARSIZ 10 E SiYAM SAGLIKLI EV COKLU VAR
32 | TR-FCOV-032 | BALA 9 D TEKIR SAGLIKLI EV-ADOPTED TEKLI VAR
33 | TR-FCOV- 033 | OTRAKCI 8 E TEKIR ISHAL EV-ADOPTED TEKLI VAR
BOLGESEL TUY
34 | TR-FCOV- 034 | MANTAR 2 D TEKIR DOKULMELERI SOKAK COKLU YOK
35| TR-FCOV- 035 | BAMBI 18 D TEKIR KIiLO ALAMAMA | EV-ADOPTED TEKLI VAR
36 | TR-FCOV-036 | GRI CUCE 3 D TEKIR ISHAL SOKAK COKLU YOK
37 | TR-FCOV- 037 | MASUK 3 E TEKIR ISHAL SOKAK COKLU YOK
38 | TR-FCOV- 038 | ASKIM 70 D IRAN SAGLIKLI EV TEKLI VAR
39 | TR-FCOV-039 | ZEYTIN MOR 19 E SiYAH SAGLIKLI SOKAK COKLU YOK
40 | TR-FCOV- 040 | TEKIR 20 E TEKIiR SAGLIKLI SOKAK COKLU YOK
41 | TR-FCOV- 041 | TEKGOZ 16 E TEKIR SAGLIKLI SOKAK COKLU YOK
42 | TR-FCOV- 042 | ZORRO-2 9 ] TEKIR ISHAL EV-ADOPTED TEKLI VAR
43 | TR-FCOV- 043 | PEYNIR 12 D ANKARA SAGLIKLI EV-ADOPTED GOKLU VAR
44 | TR-FCOV- 044 | PEKMEZ 20 ] ANKARA SAGLIKLI EV-ADOPTED COKLU VAR
45 | TR-FCOV- 045 | ONYX 12 ] SIYAH SAGLIKLI SOKAK COKLU VAR
46 | TR-FCOV- 046 | HURREM 60 D ANKARA LENFOPENI SOKAK COKLU YOK
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47 | TR-FCOV- 047 | ANIL 65 E ANKARA ISHAL EV-ADOPTED TEKLI YOK
48 | TR-FCOV- 048 | PULSAR 6 E SARMAN SAGLIKLI EV TEKLI VAR
49 | TR-FCOV- 049 | SiLA 12 D IRAN PLEURITIS EV TEKLI VAR
50 | TR-FCOV- 050 | PATI 7 D TEKIR SAGLIKLI EV-ADOPTED COKLU VAR
51 | TR-FCOV- 051 | HIRA 2 D IRAN ISHAL EV TEKLI VAR
52 | TR-FCOV- 052 | ONUR EREN 5 D BSH ASCITES EV COKLU VAR
53 | TR-FCOV- 053 | BETUL 36 E IRAN SAGLIKLI EV TEKLI VAR
54 | TR-FCOV- 054 | BIBER 15 D TEKIR SAGLIKLI EV TEKLI YOK
55 | TR-FCOV- 055 | KIBRIT 10 E SiYAM SAGLIKLI EV TEKLI VAR
56 | TR-FCOV- 056 | SULE 120 E TEKIR ISEYEMEME EV-ADOPTED TEKLI VAR
57 | TR-FCOV- 057 | AMANDA 90 D SiYAM GINGIVITIS EV-ADOPTED COKLU VAR
58 | TR-FCOV- 058 | MARIA 50 D IRAN HEPATITIS EV TEKLI VAR

TETRAPLEJI
59 | TR-FCOV- 059 | GINGER 2 E TEKIR TREMOR SOKAK COKLU YOK
60 | TR-FCOV-060 | DOORJEE 11 E TEKIR ISHAL EV TEKLI VAR
61 | TR-FCOV-061 | OZCAN 37 D SIYAH SAGLIKLI EV-ADOPTED TEKLI YOK
62 | TR-FCOV- 062 | CIMCIME 6 D TEKIR ISHAL EV-ADOPTED COKLU YOK
63 | TR-FCOV- 063 | BEYAZ 5 D ANKARA ISHAL EV-ADOPTED COKLU YOK
64 | TR-FCOV- 064 | GAMZE 5 E iRAN ISHAL EV TEKLI YOK
65 | TR-FCOV-065 | TUYTUY 10 E IRAN SAGLIKLI EV TEKLI VAR
66 | TR-FCOV- 066 | ZILLIi2 75 D IRAN POLIURI POLIDIPSI | BILINMIYOR | BILINMIYOR | BILINMIYOR
67 | TR-FCOV- 067 | NEZIHA 60 D SARMAN SAGLIKLI SOKAK GOKLU VAR
68 | TR-FCOV- 068 | ISIL 8 D TEKIR HALSIZ ISTAHSIZ | EV-ADOPTED COKLU YOK
69 | TR-FCOV- 069 | SHILA 13 E SARMAN ASCITES EV-ADOPTED TEKLI VAR
70 | TR-FCOV- 070 | POTUK 2 D TEKIR USYE EV-ADOPTED TEKLI VAR
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71 GOZ BURUN
TR-FCOV- 071 | BATMAN 2 E TEKIR AKINTISI EV-ADOPTED TEKLI VAR
HALSIZLIK
72 | TR-FCOV- 072 | PUSKUL 3 E TEKIR DEHIDRASYON EV-ADOPTED TEKLI VAR
73 | TR-FCOV- 073 | GUNGOR 3 D TEKIR SAGLIKLI EV-ADOPTED TEKLI VAR
74 | TR-FCOV- 074 | TOSKAR 25 D SiYAH ISHAL EV-ADOPTED TEKLI VAR
75 | TR-FCOV- 075 | 0.0ZDEMIR 16 E TEKIR ISHAL SOKAK COKLU YOK
76 | TR-FCOV-076 | MIRMIR 15 E TEKIR OKSURUK SOKAK GOKLU VAR
77 | TR-FCOV- 077 | YAVRU(VTM) 3 D TEKIR SAGLIKLI SOKAK COKLU YOK
78 | TR-FCOV- 078 | KUKI 2 D SARMAN SAGLIKLI EV-ADOPTED TEKLI YOK
KORNEADA
79 | TR-FCOV- 079 | TORAMAN 60 IRAN UuLCUS SOKAK GOKLU VAR
80 | TR-FCOV- 080 | BEBI$ 4 TEKIR GINGIVITIS SOKAK GOKLU YOK
MAYIS ASCITES
81 | TR-FCOV- 081 | FARUK 60 D TEKIR HEPATITIS EV-ADOPTED TEKLI VAR
82 | TR-FCOV- 082 | SANS 18 D IRAN SAGLIKLI SOKAK COKLU VAR
83 | TR-FCOV- 083 | PETCITY 10 D TEKIR ASCITES SOKAK COKLU YOK
84 | TR-FCOV-084 | BULENT 60 E TEKIR SAGLIKLI SOKAK TEKLI VAR
85 | TR-FCOV- 085 | YASEMENT 7 D IRAN USYE iSHAL SOKAK TEKLI VAR
86 | TR-FCOV- 086 | DUDU 4 D TEKIR ISHAL EV-ADOPTED COKLU VAR
87 | TR-FCOV- 087 | POFUR 4 E TEKIR ISHAL SOKAK COKLU YOK
88 | TR-FCOV- 088 | YODA 18 E iRAN IKTERUS EV TEKLI VAR
89 | TR-FCOV- 089 | HAVUG 3 D SARMAN ISHAL SOKAK COKLU YOK
90 | TR-FCOV-090 | ZIGGY 8 E TEKIR SAGLIKLI SOKAK COKLU YOK
KANLI DISKI
91 | TR-FCOV- 091 | ESEN 15 SARMAN | KUSMA HALSIZLIK | EV-ADOPTED GOKLU VAR
92 | TR-FCOV-092 | AYSE 6 D TEKIR ISHAL EV-ADOPTED COKLU VAR
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93 | TR-FCOV- 093 | BONZO 4 E TEKIR ISHAL EV-ADOPTED GOKLU VAR
94 | TR-FCOV- 094 | MUCIZE 72 D TEKIR SAGLIKLI EV-ADOPTED COKLU YOK
95 | TR-FCOV- 095 | ELF 72 D TEKIR SAGLIKLI EV-ADOPTED GOKLU YOK
96 | TR-FCOV- 096 | GiZEM 2 E ANKARA SAGLIKLI EV-ADOPTED COKLU YOK
97 | TR-FCOV- 097 | BUSO 78 E TEKIR SAGLIKLI EV-ADOPTED COKLU YOK
98 | TR-FCOV- 098 | RAGIP 48 E TEKIR SAGLIKLI EV-ADOPTED TEKLI VAR
99 | TR-FCOV- 099 | KARAKAS 120 D TEKIR ASCITES EV-ADOPTED TEKLI VAR

LENFOPENI
NOTROFILI
100 | TR-FCOV- 100 | DUMAN 30 E IRAN IKTERUS EV TEKLI VAR
ESRA(ELIF-
101 | TR-FCOV- 101 | PALSI) 5 E TEKIR INKOORDINASYON SOKAK COKLU YOK
102 | TR-FCOV- 102 | EFE 125 E SARMAN LENFOPEN] EV-ADOPTED TEKLI VAR
103 | TR-FCOV- 103 | BICIK 28 E TEKIR ISEYEMEME EV-ADOPTED TEKLI VAR
104 | TR-FCOV- 104 | TARCIN 7 D SARMAN SAGLIKLI EV-ADOPTED TEKLI YOK
105 | TR-FCOV- 105 | BUCAK 12 D TEKIR SAGLIKLI SOKAK COKLU YOK
106 | TR-FCOV- 106 | N. YAMAN 6 E TEKIR ISHAL EV-ADOPTED TEKLI VAR
107 | TR-FCOV- 107 | PAREL 6 E TEKIR OTITIS EV-ADOPTED TEKLI VAR
108 | TR-FCOV- 108 | P.UGUR 5 D TEKIR ASCITES SOKAK COKLU YOK
109 | TR-FCOV- 109 | MiYAV 9 E VAN SAGLIKLI SOKAK COKLU YOK
AYFER
110 | TR-FCOV- 110 | ERGUN 10 E TEKIR ASCITES EV-ADOPTED TEKLI YOK
111 | TR-FCOV- 111 | OGRENCI 5 D TEKIR | INKOORDINASYON | EV-ADOPTED TEKLI YOK
112 | TR-FCOV- 112 | BAMBAM 18 E VAN SAGLIKLI EV-ADOPTED TEKLI YOK
113 | TR-FCOV- 113 | FELIS 15 E TEKIR LENFADENOPATI SOKAK COKLU VAR
114 | TR-FCOV- 114 | GARFIELD 30 E SARMAN uyuz SOKAK COKLU YOK
115 | TR-FCOV- 115 | CIHAN 16 E TEKIR ASCITES SOKAK GOKLU YOK
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116 | TR-FCOV- 116 | KOMUR 15 E SIYAH SAGLIKLI SOKAK GOKLU YOK
117 | TR-FCOV- 117 | MENEKSE 18 D TEKIR SAGLIKLI SOKAK COKLU YOK
118 | TR-FCOV- 118 | MIRIL 36 E SIYAH HORNER SND. EV GOKLU VAR
119 | TR-FCOV- 119 | MINCIR 14 D TEKIR SAGLIKLI EV COKLU VAR
120 | TR-FCOV- 120 | KIRCIL 14 D TEKIR ISHAL EV COKLU VAR
121 | TR-FCOV- 121 | GIY 24 D TEKIR ASCITES SOKAK TEKLI VAR
122 | TR-FCOV- 122 | KOPUK 6 E TEKIR SAGLIKLI SOKAK COKLU YOK
DERI
123 | TR-FCOV- 123 | NURTOP 150 D SiYAM DOKUNTULERI SOKAK TEKLI VAR
124 | TR-FCOV- 124 | KARA 11 E TEKIR GOZ AKINTISI SOKAK GOKLU VAR
SCOTTISH
125 | TR-FCOV- 125 | YULAF 10 E FOLD ASCITES EV TEKLI VAR
126 | TR-FCOV-126 | TIRSIK 30 E SARMAN SAGLIKLI EV-ADOPTED TEKLI VAR
127 | TR-FCOV- 127 | GOSA 8 D TEKIR ASCITES EV-ADOPTED TEKLI VAR
128 | TR-FCOV- 128 | AMY 5 D BSH SAGLIKLI EV GOKLU VAR
129 | TR-FCOV- 129 | GEORGE 10 E BSH SAGLIKLI EV COKLU VAR
130 | TR-FCOV- 130 | ASLI ATAC 8 E TEKIR KORLUK EV-ADOPTED TEKLI VAR
ULKER
131 | TR-FCOV- 131 | ERKUL 120 D TEKIR HORNER EV-ADOPTED TEKLI VAR
132 | TR-FCOV- 132 | SiMSiM 10 D SiYAM SAGLIKLI EV-ADOPTED COKLU YOK
133 | TR-FCOV- 133 | TOM 30 D TEKIR SAGLIKLI EV-ADOPTED COKLU YOK
SCOTTISH
134 | TR-FCOV- 134 | CAPKIN 5 E FOLD SAGLIKLI EV COKLU VAR
135 | TR-FCOV- 135 | SUZIE 6 D IRAN BUYUME GERILIiGI EV COKLU VAR
136 | TR-FCOV- 136 | PLEJIK 5 E TEKIR | INKOORDINASYON SOKAK COKLU YOK
137 | TR-FCOV- 137 | PAMUK 76 E IRAN SAGLIKLI EV COKLU VAR
138 | TR-FCOV- 138 | NAZ 75 D TEKIR SAGLIKLI EV COKLU VAR
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139 | TR-FCOV- 139 | ARAP 76 D SivyAM SAGLIKLI EV COKLU VAR
140 | TR-FCOV- 140 | MiCO 72 E TEKIR SAGLIKLI EV COKLU VAR
141 | TR-FCOV- 141 | PRENS 72 E IRAN SAGLIKLI EV COKLU VAR
142 | TR-FCOV- 142 | BONCUK 132 D TEKIR SAGLIKLI EV COKLU VAR

DUMAN ZAYIFLAMA,
143 | TR-FCOV- 143 | (AYDIN) 10 E TEKIR YUKSEK ATES EV TEKLI VAR
144 | TR-FCOV- 144 | KOKER 11 E SiYAM SAGLIKLI EV COKLU VAR
145 | TR-FCOV- 145 | CALYPSO 2 E TEKIR SAGLIKLI EV-ADOPTED TEKLI VAR
146 | TR-FCOV- 146 | SIMBA 30 E VAN ISHAL EV-ADOPTED COKLU VAR
147 | TR-FCOV- 147 | GUMUS-VTM 9 D IRAN ISHAL EV-ADOPTED TEKLI VAR
148 | TR-FCOV- 148 | FULYA 16 E BSH ISHAL EV TEKLI VAR
149 | TR-FCOV- 149 | SEZAR 15 E IRAN SAGLIKLI EV TEKLI VAR
150 | TR-FCOV- 150 | ATES 5 D IRAN ASCITES EV TEKLI VAR
151 | TR-FCOV- 151 | YUMAK 9 E TEKIR ISHAL EV-ADOPTED COKLU YOK
152 | TR-FCOV- 152 | MISKET 7 D TEKIR ASEMPTOMATIK | EV-ADOPTED COKLU YOK
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EK-3 Dizin analizi yapilan 6rneklerin niikleotid verileri

>Bulent-kan
TGCCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGC
AACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGATT
TAGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGA
AGAGC

>Bulent-rs
CGCGGTCTCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTGATAGGAGGTA
CAAGCAACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCT
AGATTTAGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAA
TGGAAGAGC

>Esen-kan
TGTCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTGATAGGAGGTACAAGC
AACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGATT
TAGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTACGACGAGCCAACAATGGA
AGAGC

>Esen-rs
GCGCTGCCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTGATAGGAGGTAC
AAGCAACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTA
GATTTAGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAAT
GGAAGAGCAAA

>Garfield-kan
CTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAGTAGGAGGTACAAGCAACCCT
ATTACATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGATTTAGTACT
TTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGAAGAGCAA
CG

>Garfield-rs
CTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGCAACCCT
ATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGATTTAGTAAT
TTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGAAGAGC

>Halit-kan
GCCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGCA
ACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGATTT
AGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGAA
GAGC

>Halit-rs
TGTCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGC
AACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGATT
TAGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGA
AGAGCTAACGTCTGGATCTA
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EK-3 Dizin analizi yapilan érneklerin nikleotid verileri (devam)

>Karakas-kan
CTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGCAACCCT
ATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGTTAGATTTAGTAAT
TTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTACGACGAGCCAACAATGGAAGAGC

>Karakas-rs
GTCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGCA
ACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGTTAGATTTA
GTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTACGACGAGCCAACAATGGAAG
AGC

>Kircil-kan
GCTGCCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAA
GCAACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGA
TTTAGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGG
AAGAGC

>Kircil-rs
ATCACGCTGCCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGG
TACAAGCAACCCTATTACATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATG
CTAGATTTAGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAAC
AATGGAAGAGCTAACGTCTGGATCTAGTG

>Kuki-kan
GTCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGCA
ACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGATTT
AGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGAA
GAGC

>Kuki-rs
CTGTCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAG
CAACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGAT
TTAGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGA
AGAGCTAACGTCTGGATCT

>Mincir-kan
GCCTACTCTTGTACATAATGTTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACGAGCA
ACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAACGCTAGATTT
AGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGAA
GAGC
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EK-3 Dizin analizi yapilan érneklerin nikleotid verileri (devam)

>Mincir-rs
CCTACTCTCTTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGCAA
CCCTATTACATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGATTTA
GTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGAAG
AGCTAACGTCTGGATCTAGTGAGCGATGACCCGTAATTCCTCGGAAAGA
CCAGCTTTAAACATCGGGTTGCC

>Miril-kan
CGCGCTGCCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTA
CAAGCAACCCTGTTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCT
AGATTTAGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAA
TGGAAGAGC

>Miril-rs
CGCTGCCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACA
AGCAACCCTATTACATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAG
ATTTAGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATG
GAAGAGC

>Nurtop-kan
CTGCCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAG
CAACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGAT
TTAGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGA
AGAGC

>Nurtop-rs
ACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGCAACCC
TATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGATTTAGTAA
TTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGAAGAGC

>Pati-kan
GGCAACCCGATGTTTAAAACTAGTCTTTTCCGAGGAATTACTGGTCATC
GCGCTGTCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTAC
AAGCAACCCTATTACATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTA
GATTTAGTAACTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTA

>Pati-rs
CAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGCAACCCTATTGCATA
TTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGATTTAGTAATTTAGAGA
AGTTTAAAGATCCGCTAC

>Prens-kan
GCCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGCA
ACCCTATTACATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGATTTA
GTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGAAG
AGC
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>Prens-rs
GCCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGCA
ACCCTATTACATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGATTTA
GTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGAAG
AGC

>Arsiz-rs
GCTGCCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAA
GCAACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGA
TTTAGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGG
AAGAGCAAACGTCTGGATCTAGTGATCACCCGATGGTT

>Ates-kan
CGACAACCCGATGTTTAAAACTGGTTTTTCCGAGGAATTACTGGTCATC
GCGCTGTCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTAC
AAGCAACCCTATTACATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTA
GATTTAGTAATTTAGAGAAGTT

>Bala-kan
ATGACGGCTCATAGCGCTGCCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTG
TAATAGGAGGTACAAGCAACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGA
TTTGGCAATGCTAGATTTAGTAATTTAGAGGAGTTTAAAGATCCGCTATG
ACGAGCCAACAATGGAAGAGCTAACGT

>Biber-rs
CCGAGGAATTACTGGTCATCGCGCTGTTTACTTTTGTACAGAATGGTAA
GCACGTGTAATAGGAGGTACAAGCAACCCTATTGCATATTAGGAAGTTT
AGATTTGATTTGGCAATGCTAGATTTAGTAATTTAGAGAAGTTTAAA

>Dudu-rs
GCCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGCA
ACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGATTT
AGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGAA
GAGCTAACGTC

>Elf-kan
CTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGCAACCCTAT
TGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGTTAGATTTAGTAATTT
AGAGAAGTTTAAAGATCCGCTACGACGAGCCAACAATGGAAGAGC

>Gumus-rs
TTTCCGAGGAATTACTGGTCATCGCGCTGTCTACTCTTGTACAGAATGG
TAAGCACGTGTAATGGGAGGTACAAGCAACCCTATTACATATTAGGAAG
TTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGATTTAGTAATTTAGAGAAGTTTAAAG
ATCC
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>Hira-kan
CCGAGGAATTACTGGTCATCGCGCTGTCTACTCTTGTACAGAATGGTAA
GCACGTGTAATAGGAGGTACAAGCAACCCTATTGCATAGTAGGAAGTTT
AGACTTGATTTGGCAATGCTAGATTTAATGATTTAGA

>[tir-kan
TTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGCAACCCTATT
GCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGATTTAGTAATTTA
GAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGAAGAGC

>Karamel-kan
TACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGCAACCCTATTACA
TATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAGTGCTAGATTTAGTAATTTAGA
GAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGAAGAGC

>Kibrit-kan
CCGAGGAATTACTGGTCATCGCGCTGTCTACTCTTGTACAGAATGGTAA
GCACGTGTAATAGGAGGTACAAGCAACCCTATTACATATTAGGAAGTTT
AGATTTGATTTGGCAATGCTAGATTTAGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGAT
CC

>Maria-kan
ATGCCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAG
CAACCCTATTACATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGAT
TTAGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGA
AGAGC

>Menekse-kan
GAATTACTGGTCATCGCGCTGTCTACTCTTGTCCAGAATGATAAGCACG
TGTAAGAGGAGGTAGAAGCAACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTT
GATTTGGCAATGCTAGATTTAGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTA
TGACGAGCCAACAATGGAAGAGCAAACG

>0Otrakci-kan
TGCCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGC
AACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGAGTTGGCAGTGCTAGATT
TAGTAATTTAGAGAAGGTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGA
AGAGC

>Petc-rs
TGTCTACTCTTGGTAAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGC
AACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGTTAGATTT
AGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTACGACGAGCCAACAATGGAA
GAGCAAAC
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>Pina-kan
GCGCTGCCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTAC
AAGCAACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGALtttgGCAATGCTAGA
TTTAGTATTCTCGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATG
GAGGAGCTAACGTCTGGATCTAGTGA

>Sirma-rs
CCGAGGAATCACTGGTCAGCGCCCTGTGTTCTCTTGCACAGAAGGGTA
AGCACGTGCAATAGGAGGTACAAGCTACCCTATTGCATATTAGGAAGTT
TAGATTTGATTTGGCAATGCTAGATTTAGTAATTTAGAGAAGT

>Taskin-kan
CGCTGCCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACA
AGCAACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAG
ATTTAGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATG
GAAGAGC

>Ziggy-rs
TGTCTACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGC
AACCCTATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCAATGCTAGATT
TAGTAATTTAGAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGA
AGAGCAAACGTCTGGATCTAGTGA

>Zilli-kan
ACTCTTGTACAGAATGGTAAGCACGTGTAATAGGAGGTACAAGCAACCC
TATTGCATATTAGGAAGTTTAGATTTGATTTGGCGATGCTAGATTTAGTA
ATTCACAGAAGTTTAAAGATCCGCTATGACGAGCCAACAATGGAAGAGC
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