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ONSOZ

Parazitizm, biiyiik biyolojik fenomenlerin itici giiciidiir. Genomdan ekosistem
seviyesine, bir virus, nematod ya da bir parazit DNA's1 ile karsilasmadan hayatini
devam ettirebilen bir bagisiklik sistemi veya organizma yoktur. Her ne kadar bu
parazitler, enfekte ettikleri organizmayi kendi yararlarina kullansalar da zamanla
yavas yavas bu yapmin deregiilasyonuna sebep olurlar ve etkileri, uzun vadede

bireylerin yasamlarini sonlandirabilir.

Bu tez konusu; kedilerde ayn1 zamanda bir mikro parazit olan Retroviruslarin
(Feline Immunodeficiency Virus-FIV, Feline Leukemia Virus-FeLV, Feline Foamy
Virus-FFV) ilkemizdeki kedilerde varligi/yayginligt hakkindaki bilgilerin
arastirilmasina yonelik olup; molekiiler veriler 1s18inda sahada sirkiile olan
Retrovirus tipleri, virus-konakei iligkisi yoniinden tekli veya birlikte bulunmasinin
klinik tabloya etkileri, enfekte kedilerdeki yas, cinsiyet, Retrovirus dahili veya harici
diger enfeksiyonlar yoniinden asili ve/veya asisiz olma durumlari, klinik tablolu
velveya saglikli goriiniimlii gibi kriterler goz Oniine alinarak anilan olgularin

istatistiksel olarak anlamli olup olmadig1 yoniinden bir aragtirmay1 igermektedir.

Toplamda 200 evcil kedinin Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu izni (No: 2015-17-192) ile orneklendigi bu aragtirma kapsaminda; FIV
yoniinden %10.5, FeLV yoniinden %14, FFV yoniinden %10 pozitiflik tespit edilmis
olup, tez Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Miidiirliigii’niin

1610239003 proje numarasi ile desteklenmistir.

Doktora egitimim boyunca Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji
Anabilim Dali Laboratuvarlarini kullanim izni veren ve akademik olarak her tiirli
destegini esirgemeyen Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim
Dali Bagkani Prof. Dr. Yilmaz AKCA’ya, tez ¢alismalarim dahil akademik hayata
gectigim giinden bu yana desteklerini ve yardimlarmi higbir zaman esirgemeyen

damisman hocam Prof. Dr. Tuba Cigdem OGUZOGLU’na, lisansiistii egitimim
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stiresince yardimlarini esirgemeyen degerli Viroloji Anabilim Dali iiyeleri, Prof. Dr.
Feray ALKAN’a, Prof. Dr. Aykut OZKUL’a, Prof. Dr. Seval BILGE DAGALP’g,
Prof. Dr. Mehmet Taner KARAOGLU’na; ayrica tez izleme komitesi ve tez savunma
sinavi jiiri iiyesi Prof. Dr. Hakan YARDIMCI’ya, tez savunma sinavi jiiri iiyesi
olmakla beraber akademik hayata geciste ve her tirlii platformda destegini
esirgemeyen Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim
Dali Bagkanm1i Prof. Dr. Mehmet Tolga TAN’a, c¢alismalarimda ¢ok degerli
bilgilerinden ve katkilarindan dolay1 ve tez savunma sinavi jiiri tiyesi Mustafa Kemal
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali Bagkan1 Prof. Dr. Veysel
Soydal ATASEVEN’e ve tez calismamin istatiksel degerlendirmesinde
desteklerinden dolay1 Prof. Dr. I. Safa GURCAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarmm.

Ayrica doktora egitimim boyunca beraber mesai paylastigim ve akademik
hayatta daha nice beraber ayni platformlar1 paylasacagimiza inandigim; basta Ars.
Gor. Dr. Niivit COSKUN ve Ars. Gor. Dr. Firat DOGAN olmak iizere, Ars. Gor. Dr.
Ayse Zeynep AKKUTAY a, Ars. Gor. Dr. Ilke Karayel HACIOGLU’na ve anabilim
dali tiim arastirma gorevlileri ile lisansiistii 6grencilerine; ayrica Mihrime TUSUZ

olmak tizere anabilim dalimizin idari personeline tesekkiirii bir borg bilirim.

Hayatimin her asamasinda oldugu gibi akademik siire¢te de bana karsiliksiz
maddi manevi desteklerinden dolayr Babam Veteriner Hekim Haci KOC’a ve
Annem Ayse Goniil KOC’a, kendi yogun akademik calismasi yani sira bana her
zaman varligimi hissettirip destegini hicbir zaman esirgemeyen kardesim Hande

KOC’a

Ve son olarak herseyden degerli, biiyilk fedakarlik gostererek kendi
kariyerinden vazgegen ve benim bu yolda sorunsuzca ilerlememi saglayan, esim
Zerrin KOC’a; hayatin asil anlamlar1 olduguna inandigim ve ister istemez bu siiregte
thmal ettigim evlatlarim Ege KOC ve Talya KOC’a sabirlari, destekleri ve sevgileri

i¢cin sonsuz ve hi¢ bitmeyen tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Retroviruslar kesfedildigi giinden bugiine; yapisi, genetik kompozisyonu,
replikatif 6zellikleri ve birgok memeli tiiriinii enfekte edebilmesi agisindan kendine
has ozellikleri olan virus ailelerinin basinda gelmektedir. Retroviruslar 7-12 kb
biiyiikliigiinde linear, tek iplikgikli, segmentsiz, pozitif polariteli bir RNA genomuna
sahip olup, bu yapilar1 onlara diger virus ailelerinden farkli bir replikasyon stratejisi
ile ¢ogalma imkani tanimaktadir. Tez ¢alismasinda yer alan Feline Retroviruslarin
genomik biyiikliikleri incelendiginde ise; FIV ve FFV 10-12 kilobaz (kb), FeLV ise
8-10 kblik bir genoma sahip olduklar bildirilmistir (ICTV 9th Report, 2011/Updated
in 2017,Singapore, Erisim Tarihi: 4 Ocak 2018). Diger pozitif iplik¢ikli RNA
viruslart MRNA’y1 kalip olarak kullanip, transkripsiyon ve translasyonu direkt
yapabilirken; Retroviral RNA, igerdigi Reverz Transkriptaz (RT) enzimi ile dnce ¢ift
iplik¢ikli DNA’ya déniisiir ve olusan viral DNA yine virus yapisindaki /ntegraz (IN)

enzimi ile konak¢1 genomuna entegre olmaktadir.

Retroviruslar; hem insan hem de hayvan sagligi acisindan biiyilk 6nem arz
eden enfeksiy6z ajanlardir. Bu viruslardan en 6nemlisi Human Immunodeficiency
Virus (HIV) 1984°’te kesfedilmis olmasina ragmen, giiniimiizde de insanlart enfekte
eden yaygin viruslarin basinda gelmektedir. Veteriner hekimlik alaninda, kedileri
enfekte edebilen Retroviruslar arasinda HIV’na benzerlik gosteren ve HIV
caligmalarinda prototip olarak kullanilan Feline Immunodeficiency Virusun (FIV)
1986 yilinda Amerika’da ilk bildirimi yapilmistir (Pedersen, 1987). Kedileri enfekte
eden diger Retroviruslardan Feline Leukemia Virus 1964 yilinda (Jarrett ve ark.,
1964), Feline Foamy Virus 1969 yilinda (Riggs ve ark., 1969) tanimlanmislardir.

Bu tez; konusu itibariyle kedileri enfekte edebilen retroviruslari igermekte
olup, bilimsel ¢alismalarda insan retroviruslar ile iliskilendirilmis kedi kokenli bu

retroviruslar ¢izelgede (Cizelge 1.1) belirtilmistir.



Cizelge 1.1. Kedi kokenli retroviruslar ve insan enfeksiyonlarindaki homologlari.

Kedi kiokenli Retroviruslar Insan Homologlar

Feline Leukemia Virus (FeLV) Human T-Cell Leukemia Virus (HTLV)

Feline Immunodeficiency Virus (FIV- | Human Immunodeficiency Virus (HIV-AIDS)
FAIDS)
Feline Foamy Virus (FFV) Human Foamy Virus (HFV)

Morfolojik olarak zarli ve ikozahedral simetriye sahip olan Retroviruslar, gag
ve envelope gen bolgeleri yanisira, kendine 6zgii enzimlerini sentezlemek i¢in hayati
Ooneme sahip bir genom bdlgesi (pol) bulundururlar. Bu protein (pol) bolgenin
icerdigi enzimler; virulensde gorev alan reverz transkriptaz (RT), integraz (IN),
proteaz (PRO) olarak agiklanmaktadir (Weiss ve ark., 2006). Giiniimiizde rekombine
hale getirilmis olan bu enzimler molekiiler biyoteknoloji alaninin g¢esitli branslarinda;
arastirma ve tam1 amach olarak da siklikla kullanilmaktadirlar. Bu doktora tez
caligmasinda, kedi kdkenli Retroviruslarin molekiiler karakterizasyonunda kullanilan
gag ve env bolgelerinden koken alan primerler kullanilarak; Tiirkiye’deki evcil
kedilerden elde edilen suslar, diinyadaki hem cinsleri ile karsilagtirilmistir. Boylelikle

bu cografyaya ait suglarin genetik yapilar1 ortaya konulmustur.

Retroviruslar Retroviridae familyast altinda 7 genusa ayrilmaktadir:
Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus,
Gammaretrovirus, Lentivirus ve Spumaviruslar genuslaridir (ICTV 9th Report,
2011/Updated in 2017,Singapore, Erigsim Tarihi: 4 Ocak 2018). Bu genuslar iginde
farkli tiirlerde enfeksiyon meydana getiren bircok Retrovirus bulunmaktadir. Feline
kokenli olan ve tez ¢alismasinda da arastirilan Retroviruslar ve ait olduklar1 genuslar,

asagidaki cizelgede (Cizelge 1.2.) taksonomik olarak sunulmustur.



Cizelge 1.2. Uluslarasi Virus Taksonomi Komitesi (ICTV)’nin Temmuz 2017 de Singapur’da yapmis
oldugu toplant1 sonras1 acgiklanan genel retrovirus ve feline orijinli retroviruslarin taksonomisi (ICTV
9th Report, 2011/Updated in 2017,Singapore, Erigim Tarihi: 4 Ocak 2018).

—Aile: Retroviridae
—Alt Aile: Orthoretrovirinae
+Genus: Alpharetrovirus
+Genus: Betaretrovirus
+Genus: Deltaretrovirus
+Genus: Epsilonretrovirus
—Genus: Gammaretrovirus
Tiir: Feline leukemia virus (FeLV)
—Genus: Lentivirus
Tiir: Feline immunodeficiency virus (FIV)

—Alt Aile: Spumaretrovirinae

—Genus: Felispumavirus
Tiir: Feline foamy virus (FFV)

En 6nemli yapisal degisim ise esey hiicrelerini enfekte edip, kedilerin nesilden
nesile aktardig1 ve konak¢1 genomuna entegre olup onunla evrimlesen endojen FeLV
(enFeLV)’tur. S6z konusu enFeLV ilk defa 1986 yilinda Soe ve ark. tarafindan
bildirilmis ve glinlimiize kadar kedi saglig1 lizerine etkileri aragtirilmistir. Ancak agik
ve net olarak bir etkisinden bahsedilememistir. Baz1 ¢alismalarda mutasyona ugrama
ve ekzojen varyant ile enfeksiyon sonucu siiperenfeksiyon varsayimi yapilmistir
(Krunic ve ark., 2015). FFV ise kesfinden bu yana in vitro ortamlarda sitopatojenik
etki gosterse de, in vivo sartlarda tek basina boyle bir etki sergilememesinden dolay1
giinlimiizde klinik anlamda dikkat ¢ekmeyen bir viral ajandir (Rethwilm ve Bodem,
2013 ve Riggs ve ark., 1969). Ancak bazi ¢alismalarda hem immunsupressif etki,
hem de kronik progressif arthritis klinik tablosu ile FFV ile iliskilendirilmistir
(German, 2008 ve Pedersen, 1980).

Bu tez konusu; tlkemizdeki evcil kedilerde klinik/subklinik enfeksiyonlara
neden olan immunsupressif Retrovirus enfeksiyonlarindan FIV, FeLV ve FFV

enfeksiyonlariin molekiiler metotlarla arastirilmasima yonelik olup, elde edilen



bulgular 6rneklenen hayvanlarin yas, cinsiyet, hastalik durumu, asili/asisiz oluslar
gibi ¢esitli verileri ile istatistiksel olarak sorgulanmistir. Orneklemeler; Ankara
Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu'nun 14.10.2015 tarih ve 2015-17-192
(Ek-1) sayil1 izni ile yapilmustir.

1.2. Amac ve Kapsam

Retroviruslar, RNA niikleik asidine sahip, i¢erdikleri reverz transkriptaz enzimi
nedeniyle aynt zamanda DNA pargaciklarini da bulunduran, konakg¢r genomuna
entegre olarak nesilden nesile aktarilma potansiyeli tasiyan, immunsupresif ve
onkojenik virus ailelerinden olmasi sebebiyle Viroloji biliminin dnemli etkenleri

arasinda sayilmaktadir (Weiss, 2006 ve O’brien ve ark., 2012).

Kedilerde enfeksiyona neden olan Retroviruslar olarak baslica; Feline
Immunodeficiency Virus (FIV), Feline Leukemia Virus (FeLV) ve Feline Foamy
Virus (FFV) yer almaktadir. Feline Retroviruslar kedilerde meydana getirdigi direkt
etkileri yanisira, immunsupressif Ozelliklerinden dolayr hayvan sagligini dolayh
olarak da etkileyen, sekonder enfeksiydz ajanlara karsi organizmayi agik hale getiren
ve yasam siiresini kisaltan ajanlar olarak, Veteriner Hekimler tarafindan kedi saglig

kapsaminda g6z 6nlinde bulundurulmasi gereken énemli patojenlerdir.

FeLV ve FIV kedi saglhig: agisindan siirekli giindemde olan viral ajanlar olup
klinik ve virolojik anlamda dinamiktirler. Ozellikle FeLV kedi popiilasyonlar: igin
20-30 sene oOncesine kadar olimciil ve enfeksiyoz bir virus olarak tanimlanirken,
gelisen tekniklerle klinik enfeksiyona neden olan etkenlerin eksojen viruslar oldugu,
endojen viruslarin varligmin belirlenmesiyle de eksojen viruslarin yayginliginin
beklendigi kadar fazla olmadigi belirlenmistir. (Anai ve ark., 2012; Hartmann, 2012
ve Krunic ve ark., 2015). Retroviruslarin dinamik viruslar olmasi sebebiyle FFV
enfeksiyonunun da ilerleyen yillarda kediler arasinda yaygin ve klinik goriintimlii bir

hastaliga donlisme potansiyeli mevcuttur.



Ulkemizdeki kedilerde Retrovirus enfeksiyonlarinin varligi ve yaygmligi
hakkinda yapilan ¢aligmalarda FIV ve FeLV enfeksiyonlar1 az sayidaki aragtirmaya
konu olmakla birlikte, FFV enfeksiyonunun varhigi agisindan yapilmis bir
arastirmaya rastlanmamustir. Bu ti¢ enfeksiy6z ajanin kedi popiilasyonlarinda birlikte
goriilmesine/arastirilmasina yonelik kapsamli bir veri de bulunmamaktadir. Anilan
bu sebeplerden otiirii, kedileri enfekte eden Retroviruslarin iilkemizde varligir ve
yaygiliginin arastirilmasi onem arz etmektedir. Ayrica, kedi kdkenli Retroviruslarin
molekiiler olarak identifiye edilmesi, bu suslarin mevcut klinik durum ve patogenez
ile iliskilendirilmesi de gerek duyulan veriler arasindadir. Filogenetik analizlerle hem
cografik hem de yapisal anlamda s6z konusu viruslarin sergiledigi benzerlik ve
farkliliklarin ne kadar anlamli oldugu da global olarak dikkat ceken bilimsel
arastirma konularini olusturmakta olup, bu tez calismasinin kapsaminda anilan bu

konular irdelenmistir.

Giiniimiizde pet hayvanciligimin giderek artan yayginlhig; Alem: Animalia,
Sube: Chordata, Simif: Mammalia, Takim: Carnivora, Familya/Aile: Felidea, Cins:
Felis, Tur: Felis catus/Felis silvestris catus olarak smiflandirilan kedilerin, evde
beslenmesini ve sahiplenilmesini saglamig olup, yasam kalitesini direkt etkileyen
Feline kokenli Retroviral enfeksiyonlarin arastirilmasi gerekliligini de beraberinde
getirmistir. Bu 6nem kapsaminda Feline retroviruslar iizerine yapilan bu molekiiler
caligma, iilkemiz adina bazi retroviral ajanlar yoniinden ilk tespitlerin de bulundugu

sonuglarin elde edilmesine olanak saglamstir.

Birbirinden farkli {i¢ genusta yer alan FI-, FeL- ve FF-Viruslari; tipki farkl
genuslarda yer almalar1 gibi replikasyon, patogenez, konakgi ile etkilesim ve klinik
goriinimlerinde de bazi farkliliklar gostermektedir. Bu boliimde tez konusu olarak
arastirtlan kedi kokenli Retrovirus enfeksiyonlarindan ti¢li hakkinda genel bilgiler

sunulmustur.



1.3. Feline Immunodeficiency Virus (FIV)

1.3.1. Etiyoloji

Feline Immunodeficiency Virus (FIV) Orthroretrovirinae alt ailesi ve
Lentivirus genusu iginde yer almaktadir. Evcil ve vahsi kedi tiirlerinin en yaygin
immunsupresif  viral  etkenlerindendir.  Ozellikle insanlardaki ~ Acquired
Immunodeficiency Virus (AIDS) hastaligi etkeni Human Immunodeficiency Virus
(HIV)’a benzemesinden 6tiirii ve simdiye kadar yapilan ¢alismalara gore zoonoz
karakterde olmayisi nedeniyle HIV enfeksiyonunun patogenez mekanizmasi
caligmalarinda “prototip” virus olarak tercih edilmektedir (Asquith ve ark., 2014;
2015; Bienzle, 2014; Eckstrand ve ark., 2017, Hosie ve ark., 2017; Meeker ve
Hudson, 2017 ve Policicchio ve ark., 2016).

FIV ilk olarak; Pedersen tarafindan 1986’da Amerika’da tespit edilmistir
(Pedersen, 1987 ve Kenyon ve Lever, 2011). Pedersen ve ark. (1987), virusun kedi
T-lenfositlerine yiiksek affinite gostermesi ve 6zellikle bu hiicreleri etkilemesinden
dolay1 virusa ilk olarak “Feline T-Lenfotropik Virus” ismini vermistir. Ancak zaman
icerisinde hem molekiiler hem de patogenez olarak HIV’una benzerligi ortaya
konmus ve FIV adimi alarak ve kedilerde meydana getirdigi hastaliga da Feline
Acquired Immunodeficiency Syndrome (FAIDS) adi verilmistir (Kenyon ve Lever,
2011). FIV’1n, yapilan paleovirolojik ¢alsmalar sonucunda yaklasik 3 milyon yil
once Afrika’da vahsi felidae’ler arasinda ortaya ¢iktigi ve Orta Dogu {izerinden tim
diinyaya yayildig1 varsayilmaktadir. Bu yayilimin evcillestirme ile daha da hizlandigi
diistiniilmektedir (Pecon-Slattery ve ark., 2008). Evcil kedilerde yiiksek patojeniteye
sahip olan FIV’nun, yillarca siire gelen virus-konakei iliskisine bagl olarak
giiniimiizde vahsi kediler arasinda asemptomatik ya da ¢ok hafif klinik bulgulu
seyrettigi de tespit edilmistir. Ancak bu durumun s6z konusu iliski sonrasi ortaya
cikip ¢ikmadigi ya da baska etmenlerin tekil veya ¢ogul olarak etkisi/etkileri olup
olmadig1 halen aydinlatilamamis arastirma konularidir (Pecon-Slattery ve ark., 2008

ve Troyer ve ark., 2008).



FIV genom biiyiikligii; suslar arasinda farklilik gostermekle beraber, yaklasik
9400 baz ciftidir (Miyazawa ve ark., 1994). FIV genomik yapisinda; diger
Retroviruslar gibi gag, pro/pol, env genlerini barindirmaktadir. Bunun yanisira virus
kendine 6zgii aksesuar genlere de sahiptir ve bu aksesuar genler sayesinde virusun
antijenik ozellikleri artmaktadir (Miyazawa ve ark., 1994). FIV aksesuar genlerine
ornek olarak; orfA (Transkripsiyon faktorii) ve vif (virus infectivity factor; hiicresel
A3 (APOBEC3G) restriksiyon proteinine karsi) genleri verilebilir. Diinyada yapilan
arastirmalarda kullanilan ve tez galismasinda da arastirilmasi hedeflenen temel gen

bolgeleri ise sunlardir (Kenyon ve Lever, 2011 ve Miyazawa ve ark., 1994):

o !gag: group-spesific antigen (kapsid protein p24)

o !pro/pol: protease, Reverse Transcriptase (RT) , Integrase (IN), RNase H
2 env: envelope (viral protein gpl20; transmembran protein (TM)
gp41kodlanir)

Bu temel genlerin yanisira vif geni son yillarda dikkatleri {lizerine ¢ekmistir.
Ozellikle direkt patojenite iizerine etkili olmasi ve hiicresel bir takim antiviral
proteinler (APOBECs, TRIMs vs.) ile etkilesime girerek onlar1 notralize etmesinden
dolay1; hem molekiiler hem de patogenez calsmalarinin 6nemli bir etmeni olmustur.
vif geninin ekspresyonunun, virusun replikasyon giicii ile de baglantili oldugu
belirtilmektedir (Yoshikawa ve ark, 2017; Zielonka ve ark., 2010 ve Zielonka ve
ark., 2011). Vif geninin yanisira, OrfA geni de replikasyon igin hayati dneme sahip
konumdadir. orfA, 77 adet multifonksiyonel amino asit kodlamaktadir ki; bu
aminoasitler HIV’nun patogenezinde (hiicre siklusunu yonetmek, hiicre i¢i reseptor
ifadeleri, norovirulans etki gibi) gorev alan tat, Vpr, Vpx, Nef gibi aksesuar genlerin

yaptig1 gorevleri; FIV patogenezinde iistlenmektedir (Troyer ve ark., 2013).

1 Bu gen bolgeleri mutasyon en az gegiren ve genel anlamda korunmus gen bélgeleridir. Kodlanan
proteinler virulans ve tanida dnemlidir.
2 9p120 ve gp41 FIV alt tiplerinin farklihigindan sorumlu baslica genlerdir.
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Sekil 1.1. FIV farkli alt tiplerine ait sitopatojenite durumu. Ge¢misten giiniimiize A, D, C alt
tiplerinde sitopatojenite durumu devam ederken B alt tipinde sitopatojenite de gerileme olmast s6z
konusudur. Bu, vif geninin atteniiasyona ugramasinin durumdan sorumlu olup olmadigi bakimindan
tam olarak belli degildir

Yakin zamana kadar molekiiler ¢alismalarda ¢ok fazla irdelenmeyen vif bolgesi
son zamanlarda konake1 hiicre ile yakin iliskisi olmasindan otiirli 6ne ¢ikmistir. Bu
bolge de olabilecek bir mutasyon virusun ¢ok farkli bir sekilde ifade olmasina, alt tip
degisikligine, enfekziyozite giiclinlin degisimine, klinik goriiniimde farklilik ortaya
citkmasmma neden olabilir. Buna iliskin olarak yeni yapilan bir arastirmada
(Yoshikawa ve ark., 2017) vif molekiiler yapisi arastirilmis ve farkli alt tipler de
farklilik igerip igcermedigi sorgulanmistir. Arastirmacilar tarafindan ortaya atilan
hipotezde; konakg1 hiicrei¢i antiviral proteini olan A3 replikasyon agamasinda vif
ifadesini engelleyerek degredasyona ugratmakta ve olusan yeni virion partikiillerinde
vif gen bolgesinin notralize olmasindan o6tiirli bazi  virion partikiillerinde
bulunmadigi, bazilarinda da gen bolgesi bulunsa bile eksprese olamadigi
belirtilmistr. Bu durumun da hastaligin enfeksiyozitesi, prognozu ve klinik durumu
ile direkt alakali oldugu vurgulanmistir. Hipotez kapsaminda bazi FIV alt tiplerinin
A3 etkisiyle hiicrei¢i replikasyon asamasinda vif gen bolgesinin ekspresyonunun
engellenerek degrede olmasi sonucunda olusan yeni virion partikiillerinin vif gen
bolgesinin bulunmadigia/eksprese olamadigina ve buna baglh olarak virusun yeni
konaklarda subklinik enfeksiyon asamasinda kalmasina yol actigi vurgulanmistir

(Sekil 1.1).
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Sekil 1.2. FIV genomunun organizasyonu (Zhang ve ark. 2018 yaymindan uyarlanmustir.)

FIV provirus genomunun u¢ kisimlarinda “Long Terminal Repeats (LTRs)”
bolgeleri bulunur. LTR; U3 (unique 3’ end), R (repeat) ve U5 (unique 5’ end)
kodlanmayan gen bolgelerini icerir (Sekil 1.2). U3 bolgesi enfekte hiicrelerde viral
gen ifadesinin diizenlenmesinde yer alan promotor ve gii¢lendirici elementleri

barindirmaktadir (Miyazawa ve ark., 1994).

FIV’nun molekiiler olarak yapisi incelendiginde tipik lentivirus yapisiyla
kargilasilmaktadir. FIV, sferikal yapida olup 120 nm c¢apinda ¢ift kopyali tek
iplik¢ikli RNA genomuna sahiptir (Kenyon ve Lever, 2011).

Yukarda da belirtildigi gibi ii¢ ana retroviral gene sahiptir, bunlar yapisal gag,
enzimatik pol ve zarf env genleridir. Gag proteini, niikleokapsid NC (p7), matrix MA

(p17) ve kapsit CA (p24) yapilarini biinyesinde bulundurur (Kenyon ve Lever, 2011).

Virusun i¢ bolgesi viral RNA’y1 ¢evreleyen p24 proteininden ibarettir ve
niikleokapsid proteinin zinc-finger motiflerine baglanir (Elder ve ark., 1992). MA
proteini ise dis yiizeyi olusturur ve lipid zara komsudur. Protease PR (p13), reverse
transcriptase RT (p51), integrase IN (p31) ve deoxyuridine pyrophosphatase DU
(p14) viral kapsit i¢inde yeralir ve pol’un enzimatik tiriinleridir. (Talbott ve ark.,
1989).

RT enzimi viral RNA’dan DNA olugmasini saglar ve konakc¢ida replikasyonu
kolaylastirir. Integrase -IN ise replikasyon sirasinda olusan proviral DNA konakgi

hiicre genomundaki DNA’una integrasyonundan sorumludur. (Goff, 1990).



Sekil. 1.3. FIV vironunun Kesiti ve birimleri. (Lecollinet ve Richardson, 2008)’dan uyarlanmigtir.

FIV dahil tiim lentiviruslarda en 6nemli gen bdlgesi envelope (env) gen
bolgesidir. Clinkii bu gen bolgesi konake1 hiicreyle birebir baglantiya gecen ayrica
konake1 sistemlerde immuniteyi uyaran 6nemli proteinler sentez eder. Bu baglamda
karsilikli etkilesimleri de oldukca yiliksek seviyededir. Bu ylizden FIV zaman
icerisinde mutasyona ugrayarak farkli konformasyonlara doniismiis ve env bazli
molekiiler alt gruplara ayrilmistir. Bu olay i¢in env poliprotein prekiirsorleri graniillii
endoplazmik retikulumda tiretilir ve glikozillenir (Leonard ve ark, 1990). Daha sonra
soz konusu env prekiirsorii ayrilir, nihayetinde yiizey-(SU) ve transmembran-(TM)
alt birimleri ortaya ¢ikar (Sekil 1.3). Bu iki glikoprotein 6zellikle virus penetrasyonu
ve replikasyonunda 6nemlidir. SU glikoproteini direkt hiicre ylizeyinde CD134 ve
CXCR4 kemokin reseptorii ile baglanti kurarak penetrasyonda ilk olay:
gergeklestirir. TM ise hem SU glikoproteinin stabilitesini saglar hem de biinyesinde
ifade edilen 340 amino asit ile penetrasyonda énemli rol oynar (Willett ve ark. 2008,
Samman ve ark, 2010) (Sekil 2.2).

1.3.2. Retrovirus Replikasyon Siklusu

FIV, replikasyon siklusu olarak farklilik gostermesi yaninda genel retrovirus
replikasyonunu meydana getirir. FIV replikasyon siklusunda ilk olarak env alt birimi

olan gp120 proteini yardimiyla birincil reseptor olan CD134’e baglanir ve konakgi
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hiicre ile ilk baglant1 kurulmus olur. insan ve primatlarda HIV/SIV enfeksiyonunda
ise virus CD134 yerine CD4 reseptoriinii birincil reseptor olarak belirler ve ona
baglanir. CD134 reseptoriiniin iki farkli sistin zengin reseptorleri mevcuttur. Bu
reseptorlerin adi CRD1 ve CRD2’dir. Bu reseptorler 6zellikle FIV patogenezi
acisindan olduk¢a oOnemlidir. Ayrica bu durum sirasinda CD134 reseptoriine
yardimct kemokin reseptorleri de gorev yapabilir. Bu kemokin reseptorleri CXCR4
veya CCRS olabilir ancak yapilan aragtirmalarda CXCR4 FIV enfeksiyonlarinda
daha ¢ok ifade oldugu saptanmustir (de Parseval ve ark., 2006). Bu reseptorleri en
cok tasityan hiicreler lenfoit, makrofaj ve lenfosit/makrofaj benzeri hiicreler ile
dendritik hiicrelerdir. O yiizden replikasyon siklusunda ilk hedef hiicreler bu
hiicrelerdir. Env alt birimlerinin hiicre reseptorleri ile baglantiya gegmek igin farkli
gorevler iistlendigi 6ngoriilmektedir. Ozellikle V3 ve V5 loop bolgeleri &ne
cikmaktadir ki V3, CD134 ve CXCR4 ile yapilan ilk baglantiya gegen birim; V5 ise
virusun notralizasyonunda ya da noétralizasyondan kagista gorev yaptigi
belirtilmektedir. Ozellikle yeni N-glikolizasyon bdlgelerinin ortaya ¢tkmasinda etkin
oldugu vurgulanmistir (Kraase ve ark., 2010). Bunun disinda yer alan V1, V2 ve V4
bolgeleri yine glikolizasyonda gorev aldigi belirtilmektedir. Bu durumda mutasyon

gelisimi ve buna bagli konakgi/virus iligkisinin farklilasmasina neden olur.

Hiicreye giren ve zarfindan arinan virusun tek iplik¢ikli genomu c¢ift hale
gelmek igin “Reverz Transkripsiyon” (RT) islemini baglatir. Bu islem tRNA’nin viral
genomun “Birincil Baglanma Bolgesine” (PBS) baglanmasiyla baglar ve islem
sonrast U5 ve R ye ait kalip DNA olusur (Sekil 1.4./A). Retroviruslar sahip oldklart
RNaz H aktivitesi ile US ve R bolgesine ait RNA iirlinleri tamamiyla ortadan kaldirir
ve olusan tek iplik¢ikli kisa DNA kalir (Sekil 1.4./A). Bu yeni olusan DNA iplik¢igi
de genomik RNA’nm 3’ ucuna komplementer sekans araciligiyla baglanir ki bu
RNA, DNA polimerizasyon isleminde bir kalip gorevi gostermektedir (Sekil 1.4./B).
Geriye, genomun merkezinde bulunan polypurin yolaklarinda (PPT) RNaz H
degredasyonuna direng gosteren RNA fragmanlart kalir ve kalan bu fragmanlar
ikinci iplik¢ik olsumunda adeta bir primer gorevi goriirler (Sekil 1.4./C). PPT den

baslayan polimerizasyon islemi sonrasi ikinci DNA fragmani da olusur (Sekil
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1.4./D). Bu islem sonrasinda RNaz H tRNA’y1 degrede eder ve olusan ikincil DNA
fragmani 3’ ucundan baglayarak komplementer eslenigi ile baglanir (Sekil 1.4./E-F).

Baglanma sonrasinda cPPT bolgesinde yeralan gag, pro/pol, vif ve orfA ile ug
kisimlarinda LTR bélgelerinin bulundugu proviral DNA meydana gelmis olur (Sekil
1.4./F) (Arts ve ark., 1998 ve Miller ve ark., 2001). FIV, HIV-I’'nun RT islemi
sirasinda kullandigr ayni tRNA’y1 kullanir. Fakat tRNA ile RT isleminin nasil
basladig1i tam olarak aydinlatilamamistir. Genel goriis olarak, tRNA’nin ilgili
genomun 5’ ucundaki U5 boliimiine baglanarak RT isleminin baslatildigidir (Arts ve
ark., 1998 ve Miller ve ark., 2001).

& m
R u PBS
(-)DNA 3 5 tRNA

BNA G ¢ o e s LITITI
gag pol env PPTU3 R

B FER \ R Us  PBS @
11|
gag pol env PPT U3 R
PBS
Cc 3 / R us  PBS tRNA

gag pol env PPTU3 R

PBS l
D tRANA

JLLLLI]
gag pol env PPTU3 R us PBS

A PBS
PBS l =

PPT

gag pol env /UB R us PBS

l
: l

U3 R us PBS gag pol env PPT U3 R us
———)

LTR LTR

Sekil 1.4. Reverz transkripsiyon isleminin sematik goriiniimii. Basamaklar (A>F) ana metin igerisinde
anlatilmistir. RNase H, Riboniiklez H; tRNA, transfer RNA; PBS, Prime Binding Site; PPT,
Polypurine Tract. Sarafianos ve ark. (2001)’dan uyarlanmigtir.
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RT isleminin ardindan olusan proviral DNA integrasyon asamasina geger.
Integrasyon prosesi ii¢ asamda gergeklesir. Ilk olarak proviral DNA’nin 3’ ucundan
iki niikleotid ayrilir ve kapsit (CA) uzantis1 uzaklasir. Ikinci olarak proviral DNA 3’
ucu hedef konak¢t DNA’sinin 5” ucuna baglanir. Son olarak birlesme yerleri hiicresel
DNA tamir enzimleri tarafindan tamir edilir (Shibagaki ve ark., 1997). S6z konusu
proviral DNA, yeni olusacak FIV RNA’lar1 i¢in adeta bir fabrika gorevi goriir ve
translasyonu destekler.

Entegrasyon saglandiktan sonra FIV’una ait viral proteinlerin {iretimi,
birlestirilme ve nihayetinde hiicreden sagilimi meydana gelir. Uretilen viral
proteinler sonrasinda hiicre plazma membrani ile birlesme olur. Bu olay dinamikleri
incelendiginde gag prekiirsor proteinleri olayr yonetir. gag’in 6nemli bdlgeleri
matrix (MA), kapsid (CA), niikleokapsid (NC) ve C-terminal peptit (p2) her biri bu
proseste gorevlidir. MA boélgesi gag’t plazma membranina yonlendirir ve virionlarda
env ile baglantt kurmasina izin verir. CA viral RNA ve pol tarafindan kodlanan
enzimleri ¢evreleyen konik c¢ekirdegin olusumunu ilerletir. NC alani, viral RNA
icindeki bir veya daha fazla paketleme sinyalini (V) tanir ve birlesmekte olan
virionun i¢ine hareket etmesine aracilik eder. FIV’in gag bdlgesi ¥ iceren tiim
retroviruslart paketleyebilir ki bu durum Y boélgesinin retrovirus replikasyon

siklusunda 6nemli bir rol oynadigini ortaya koymaktadir (Browning ve ark., 2001).

Retroviral replikasyon dongiisiinde son olarak hiicreden ¢ikis s6z konusudur.
FIV diger retroviruslarda oldugu gibi tomurcuklanma yolu ile hiicreden ¢ikar. Islem
gag ile iliskilidir ve FIV’na ait spesifik bir sekilde gergeklesir. gag yapisinda bulunan
p2 peptit ve korunmus PSAP motifi “endozomal dagitim kompleksine bagh
transport” (ESCRT) islevi ile direkt baglantiya gecer. Virionun tomurcuklanmasi i¢in

bu esas teskil etmektedir (Luttge ve ark., 2008).

Virion maturasyonu ise virionun hiicreden ¢ikmasindan kisa bir siire sonra

baglar. Bu olay viral proteaz ile iligkili olup, gag-pol poliproteinlerine ait
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prekiirsorlerin ayrilmasini ve her olgun proteinin formasyonunu kapsamaktadir.
Maturasyon morfoloji dagisimine bagli bir olaydir (6rnegin, virionun tamamen
infeksiyoz hale gelmesi). Maturasyon islemi sonrasi virus diger hiicreleri enfekte

edebilecek titreye ulasir (Laco ve ark., 1997).

1.3.3. Epidemiyoloji

FIV, kediler arasinda horizontal ve vertikal yolla bulagabilmektedir. Kediler,
toplu yasam habitat1 kullandiklarindan horizontal bulas vertikal bulasa gore daha sik
goriilmektedir. Horizontal geciste 6zellikle enfekte eriskin erkek kediler 6nemli olup,
iistiinliik kurma cabasiyla meydana gelen kavgalarda, 1sirma ve tirmalama sonucu
enfekte salgilarin portantrelerden invaze olmasi seklindedir. Ayrica FIV alt tiplerinin
vertikal bulasmayla gecebilecegi vurgulanmistir. Deneysel olarak 1995 yilinda ilk
vertikal bulas saptanmig, dogal bulagsma ise ilk olarak pumalarda daha sonra da
kedilerde saptanmistir (O’neil ve ark., 1995; Burkhard ve Dean, 2003 ve de Oliveira
Medeiros ve ark., 2012).

FIV suslar1i molekiiler karakterizasyon sonucu A, B, C, D, E olmak iizere 5 ana
genotipe ayrilmistir. Ancak son yapilan molekiiler ¢alismalarda F ve Yeni Zelanda
kokenli UNV-Z alt tiplerinden de bahsedilmektedir. Bu genotiplendirmede env
geninin V3-V5 bolgelerindeki molekiiler degisiklikler alt tipler arasindaki farkliligin
olusmasindaki en 6nemli faktorlerdendir. (Nishimura ve ark, 1998 ve Vahlenkamp
ve ark, 1999). Ayrica yapilan ¢esitli molekiiler caligmalar ile alt tiplerin olusumu
filocografik temele de dayandirilmistir (Beczkowski ve ark., 2014 ve Beczkowski ve

ark., 2015) (Sekil 2.2). Buna gore;

- FIV-A alt tipi Ingiltere’de saptanan tek alt tip iken, ayni alt tip Amerika ve
Avustralya’da da goriilmektedir (Sodora ve ark., 1994).

- FIV-B Amerika’nin dogu kisminda ve Giiney Avrupa’da olduk¢a yaygindir
(Bachmann ve ark., 1997).
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- FIV-C Kaliforniya, Kanada ve Tayvan’da (Kann ve ark.,2006; Sodora ve ark,
1994),

- FIV-D ise Japonya’da daha yaygin olarak goriilmekteyken (Kakinuma ve
ark., 1995),

- FIV-E ise Arjantin ‘de goriilen en yaygin alt tiptir (Pecoraro ve ark., 1996).

5
B,C AB

AB B B BE A.B.C.D

A
E,B A

Sekil 1.5. FIV alt tiplerinin diinyadaki yayilimi (Hosie ve ark, 2009’dan uyarlanmistir) (Tirkiye’de
goriilen alt tipler mavi ile belirtilen B ve E alt tipleridir (Oguzoglu ve ark., 2010).

FIV, dinyanin birgok yerinde oldukga yaygm olup, yapilan yakin tarihli
prevalans calismalarinda pozitiflik oram1 %4 ile %14 arasinda bildirilmistir
(European Advisory Board on Cat Diseases-ABCD-Manuals, Erisim Tarhi:
12.10.2017). Tirkiye‘de ise ilk seroprevalans g¢alismasi Yilmaz ve ark (2000)
tarafindan yapilmustir. Istanbul bélgesinde yapilan bu galismada FIV seroprevalansi
%23 bulunmustur. Van kedileri {lizerine yapilan ¢alismada ise ELISA ile antijen
varligina bakilmis ve %3 bulunmustur (Yiiksek ve ark, 2005). Aydin ve Izmir
bolgesinde yapilan diger bir seroprevalans calismasinda ise FIV antikor varligi
%19,5 olarak saptanmistir (Erol ve Pasa, 2013). Seroprevalans ¢alismasi en ayrintili
olarak Oguzoglu ve ark. (2013) tarafindan yapilmistir. Calismada %9,5 oraninda bir
seropozitiflik tespit edilmis, asili hayvanlarda seroprevalans orani1 %40 iken, asisiz
kedilerde bu oran %42,4 bulunmustur. Bu durum asilamanin ne kadar etkin oldugu

konusunda soru isaretleri ortaya koymustur. Tiirkiye’de FIV enfeksiyonunun varlig
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ve molekiiler genotiplendirilmesine iligkin Oguzoglu ve ark (2010) tarafindan
yapilan bir ¢alisma bulunmaktadir. Buna gore; ii¢ FIV pozitif kedide env genine
yonelik sekans sonuglar1 filogenetik analizde diinyadaki diger alt tiplerle
karsilastirildiginda iki 6rnegin alt tip B’de yer aldigi, diger 6rnegin ise alt tip E’de

yer aldig1 belirlenmistir.

1.3.4. Patogenez/Klinik

Meydana gelen yaralanmalar sonucu virusun direkt kontakt yol ile saglikli
hayvana naklini takiben, primer enfeksiyon periferal lenf dokularinda olusur,
prekiirsor haldeki timositlerin enfeksiyonu gerceklesir ve CD4+ T lenfositleri enfekte
hale gelir. Enfeksiyon nedeniyle CD4+/CD8+ T lenfosit orani tersine donmeye
baslar. CD8+ reseptoriine sahip olan sitotoksik T lenfositler kazanilmis antiviral
immunite en Onemli rolii oynamaktadir. Ayrica FIV ile enfekte lenfositler
genomlarinda provirus olarak etkeni tasidiklarindan, slow-latent tipte bir
enfeksiyonun baslamasina neden olurlar. FIV bu 6zelligi sayesinde sinir sisteminde
bulunan dendritik hiicreleri, CD134 reseptorine ve CXCR4 ko-reseptoriine
baglanarak enfekte eder, boylece kan-beyin bariyerini dendritik hiicrelerde gizlenmis
olarak gecirir ve norotropik etki sebebiyle merkezi sinir sistemi enfeksiyonu
gerceklesmis olur (Fletcher ve ark, 2011). Tabii her FIV susu norolojik olarak bir
patogenez izlemez. Bunun sebebi bireyin immun sistemi, virusun yapisi/titresi ve
aralarindaki iliskinin siirekli degisken olmasidir. FIV organizmaya genellikle en fazla
kan ve mukoza yoluyla girer ki bunlar genelde kavga/dogum sonrasi agilan
portantreler, vajinal/oral/rektal mukozalardir. Ayrica iatrojenik olarak kan
transfiizyonu, enfekte enjektor kullanimi veya uygun kosullarda yapilmayan cerrahi
operasyonlarda risk faktoriidiir (Eckstrand ve ark., 2017)

FIV, yapilan deneysel patogenez caligmalarinda bir¢ok dokuyu enfekte eder.
Ozellikle organizmaya girdigi en yakin lenf nodiilleri ilk hedeftir. Burda replikasyon
olan virus kemik iligi dahil bir ¢ok lenfoid dokuyu ve organi enfekte eder. Bunlar

lokal lenf nodiilleri, dalak, bagirsak lamina propriasi, Peyer plaklar1 (lenfoid
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follikiiller), timus, kemik iligi ve karacigerde bulunan Kupffer hiicreleri gibidir.
Ancak noropatogenez her zaman olusmayabilir. Ancak bazi viruslar norolojik
hiicrelere affnite gostererek astrosit ve mikroglialar1 enfekte etmektedir. Buna neden
olan viruslar genel olarak replikasyon kompetent provirus olusturan FIV suslaridir.
Burada 6nemli olan bir diger nokta CD134 reseptoriine ait CRD2 alt reseptoriidiir.
Yapilan ¢aligmalar sonrasinda CRD2’ye baglanan viruslarin genel olarak replikasyon
giicii yiiksek olup norolojik patoloji meydana getirdigi ve hastaligin prognotik olarak
olumsuz seyrettigi vurgulanmig, CRD2 bagimsiz viruslarin ise daha zayif daha hig
replikasyon giici olmayan proviruslar meydana getirdigi vurgulanmistir.
Aragtirmacilar bu durumun env geninden ileri geldigini belirtip molekiiler agidan da
B alt tiplerinin CRD2’ye bagimli olmayip replikasyon kompetentliginin disiik
oldugunu belirtmislerdir (Beckowzki ve ark., 2014; Rogers ve ark., 2002; ve Willett
ve Hosie, 2013).

FIV ile enfekte kedilerde klinik bulgu olarak; mukozal bolgelerde erezyonlar,
oral kavite, diseti ve burun i¢inde kanamalari, stomatitis ve gingivitis olgular1 da
siklikla bildirilmektedir. Norotropizm nedeniyle konviilsiyon, tremor, ataksi,
inkoordinasyon vb. bulgular gériilmektedir. Ayrica yapilan ¢aligmalarda alt tipler ile
klinik semptomlarin iligkilendirildigi goriilmistiir (Vahlenkamp ve ark, 1999).
Ornegin; A ve C subtiplerinde bulunan viruslarin kedilerde nérolojik enfeksiyonlara
neden oldugu belirtilmistir. B subtipinin ise genel olarak asemptomatik veya c¢ok
hafif seyirli bir hastalik yaptig1 belirtilmistir (Vahlenkamp ve ark, 1999). D ve E alt
tiplerinin ise tam olarak bir klinik bulgu ile eslestirlmemesi yaninda, rekombinasyon
sonucu ortaya cikan viruslar oldugundan birey immun sistemi ve hiicreigi
dinamiklere gore farkli klinik tablolarin  olusabilecegi iizerinde durulmaktadir

(Beckowzki ve ark., 2014).

FIV CD4+/CD25+ T lenfositleri enfekte ettikten sonra prodiiktif hastalik
olusur ve hizli bir sekilde diger dokulara da yayilim gosterir. Ancak CD4+/CD25- T
hiicrelerin enfekte edilmesi sonrasinda virus bu hiicrelerde latent hale gelir ve

provirus olarak konak¢i genomuna entegre olur. Bu hiicrelerde yavas bir sekilde
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replikasyonunu gergeklestiren virus bireyin antiviral cevabma gore hastalik

olusumunu gergeklestirir (Eckstrand ve ark., 2017)

1.3.5. Tam

FIV enfeksiyonunun tanisinda en ¢ok molekiiler (PCR, Real-Time PCR) ve
serolojik (ELISA) teknikler kullanilmaktadir. Bu iki test metodunun uygulanmasi
tanida giivenilirligi %95 seviyesinin {stline tasimaktadir. Hizli ve kolay
uygulanmasindan dolay1 hizli test kitleri (SNAP) tiim diinyada FIV tanisinda yogun
olarak kullanilmaktadir. Genellikle bu test kitleri kombo olarak tretilir (FIV, FeLV
combo SNAP kit). Bu test kitlerinin handikap1 ise p17 ve p24 proteinlerini ifade eden
gag gen bazh iretilmeleri nedeniyle endojen retroviruslarla da reaksiyona girip
yanlig sonug¢ verebilmeleridir. Bu yiizden farkli zaman dilimlerinde alinan kan
numunelerinde yapilacak testler ve ekstra olarak uygulanacak serolojik bir test FIV
enfeksiyon varliginin konfirmasyonu agisindan 6nem tasimaktadir. Ayrica son
yapilan g¢aligmalara gore p24’iin yaninda gp40 proteinin de yer aldigi hizli tani
kitlerinin asili/asisiz/hasta ayirimini daha iyi yapabildigi vurgulanmaktadir (Westman
ve ark., 2016). Molekiiler tan1 yontemleri yani sira Western Blot yontemi de sikga

kullanilmaktadir.

FIV’nun serolojik olarak arastirilmast diinyanin ve Tiirkiye’nin ¢esitli
yerlerinde ve farkli zaman dilimlerinde yapilmistir. Arastirmacilar FIV, FeLV gibi
hastaliklarin ~ seroprevalansinin ~ belirlenmesinin ~ 6zellikle  hastaligin  hangi
bolgelerdeki kedileri etkiledigini ve diger teknikler (6rn; PCR) ile elde edilen
pozitifliklerin dogru olup olmadigin1 anlamada yardim ettigi kanaatindedirler (Little
ve ark, 2011). Ayrica asili/asisiz hayvanlarin antikor varliginin arastirilmasinda en

onemli yontemdir.

FIV’nun replikasyon komponent provirus olup olmadigin1i anlamak igin

ayrintili laboratuvar calismasma gereksinim vardir. Bunun i¢in en sik kullanilan
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metot ise ex vivo virusun elde edildikten sonra replikasyonun saglanmasi ve elde
edilen viruslarin daha sonra SPF (spesific pathogen free) ortama verilerek etkisinin
gozlemlemesidir. Bu metot genellikle arastirma amacli olup, pratik uygulama

alaninda kullanilmaz. Ancak viral patogenez agisisindan “altin standart test”’tir

(Eckstrand ve ark., 2017).

1.3.6. Destekleyici Tedavi

FIV enfeksiyonu kediler arasinda yaygin olsa da mortalite oran1 bakimindan
yiiksek bir deger gostermez. Bu yilizden FIV olan kedilerde iyi bakim kosullar1 ve
diizenli yasam sayesinde enfeksiyon asemptomatik veya subklinik olarak uzun yillar
boyunca seyredebilir. Bu yiizden bagisiklik sistemini baskilayacak durumlardan
kaginilmalidir. Avrupa Kedi Hastaliklar1 Danisma Kurulu (ABCD)’nin hazirlamig
oldugu teknik nota gore FIV pozitif kediler cogunlukla ev ortaminda yasamali ve iyi-
bakim besleme saglanmalidir. Ayrica ¢ok gerekli olan durumlar harig, hekim
denetiminde ve takibinde as1 yaptirilmasi gerektigi vurgulanmaktadir (European
Advisory Board on Cat Diseases-ABCD-Manuals, Erisim Tarhi: 02.03.2018).

Ayrica  giiniimiizde  bagisikhik  sistemini  desteklemek ~ amaciyla
immunmodulatéreler de kullanilmaktadir. Ozellikle parapox ovis igeren preparatlar
giinlimiizde bir¢cok hasta kedide basar1 ile uygulanmis ve prognozu da diizelmistir.
Bunlara bagl olarak kediye ait kan degereleri takip edilerek islemler uygulanmalidir
(European Advisory Board on Cat Diseases-ABCD-Manuals, Erisim Tarhi:
02.03.2018).

1.3.7.Korunma

Giliniimiizde FIV’a kars1 kullanilan sadece iki adet ticari inaktif as1 vardir. Bu

asilarin biri diinya ¢apinda en yaygin kullanilanidir. %80 etkinlik gosterdigi ve bu
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etkisinin en ¢ok A alt tipine karsi bagisiklik olustugu saptanmistir. Diger aginin
etkinligi hakkinda ise net bir bilgi bulunmamaktadir. Insan hekimliginde de HIV
kars1 kullanilan dort ticari asi bulunmaktadir. Ancak etkinlik calismalarinda ¢ok
degisken sonuglar alinmis hatta bazi denemelerde hi¢ antikor pozitiflik elde
edilememistir (Bkz. Tartisma 53.sayfa). Giiniimiizde FIV ve HIV as1 ¢alismalar1 bir
arada ylriitilmektedir. Capraz denemeler ve hayvan modellemesi bakimindan FIV

cok onemlidir (Beczkowski ve ark, 2015).

Genel olarak FIV agsisi iizerine yapilan calismalarda arastirmacilar, asilamanin
onemli oldugunu belirtmekte ancak asi1 oncesi genel saglik kontrollerinin mutlaka
yapilmasi hususunda 6neri de bulunmaktadir (Beckowzki, 2013; Little ve ark., 2011
ve Westman ve ark., 2016). Ozellikle yapilan rutin kontroller sonrasinda mevcut
herhangi bir retroviral enfeksiyon varliginda, diger virus asilarinin yapilmamasi
yoniinde bir goriis hakimdir. Ayrica yasam statiileri de bu durum sonrasi 6nem arz
etmektedir. Diger bir deyisle predispoze kedilerin sahada sirkiile olan suslarla
karsilasmamasi adina sokak kedilerinden izole bir sekilde yasamasi dnerilmektedir.
Ayrica siireli immunmodulator kullanilmas:t ve kaliteli bakim/besleme FIV ile
enfekte kedilerin hem yasam siiresi hem kalitesi tizerine olumlu etkileri mevcut olup,
uygulanmasi otoriteler tarafindan onerilmektedir (Beckowzki, 2013; Little ve ark.,

2011 ve Westman ve ark., 2016).

1.4. Feline Leukemia Virus (FeLV)

1.4.1.Etiyoloji

Feline Leukemia Virus (FeLV), Orthroretrovirinae alt ailesi iginde yer alan
Gammaretrovirus genusunda bulunur. FeLV, FIV ile beraber evcil ve/veya vahsi
kedilerde immunsupresyona neden olan en 6nemli viral ajanlardandir. FeLV, FIV ve
FFV’dan farkli olarak daha temel genom yapisina sahiptir. Genel olarak

Retroviruslarda oldugu gibi linear, pozitif polariteli, ¢ift kopyali, tek iplik¢ikli 8.4 kb.
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biiyiikliigiinde RNA genomuna ve zarli, ikosahedral bir simetriye sahiptir. Aksesuar
proteinlerinin olmamasinin sonucunda gerek hiicre i¢i gerekse sistemik immun yanit
bakimindan FIV ve FFV’ye oranla virus etkilerinin daha kolay bir sekilde bertaraf
edilebildigi belirtilmektedir. Ancak FeLV’un siire gelen evrimsel siiregte esey
hiicrelerine entegre olan ve nesilden nesile aktarilan endojen varyant: (enFeLV)
olmasindan dolay1, asilama sonucu ¢ok farkli etkilerin ortaya c¢ikabilecegi
belirtilmistir (Anai ve ark., 2012; Hartmann, 2012 ve Krunic ve ark., 2015). Ozellikle
asillama veya baska hastaliklarin immun sistemi baskilamasi sonucu lenfomalara,
lenfadenopatilere, sarkomalara neden olabilecegi vurgulanmistir (Anai ve ark., 2012
ve Krunic ve ark., 2015). Tiimoér olugsmasina neden oldugu igin “Oncovirus” lar
icinde de yer almaktadir. Temel molekiiler yapisinda bulunan genler ve kodladiklar

proteinler asagida belirtilmistir:

o env gen bolgesi; yiizey (SU) glikoproteini 3gp70’i ve transmembran (TM)
pl15E ‘yi

o pol gen bolgesi; RT, proteaz ve IN

o gag gen bdlgesi: internal virion proteinleri olan pl5c, pl12, 3p27 ve pl10’u
kodlar.

FeLV ‘nun 4 temel alt tipi mevcuttur. Bunlar; FeLV A, B, C ve T “dir. Diinya
tizerinde en yaygin olan alt tip FeLV-A alt tipidir. Genellikle asemptomatik seyreder
ve en bulasict alt tiptir. FeLV-B neoplastik olusumlara ve tiimor gelismesine neden
olur. FeLV-C ise tiim kan hiicrelerini enfekte eder ve genel bir anemiye neden olur.
FeLV-T enfeksiyonunda ise sadece T-lenfositler enfekte edilir. CD4+/CD8+ orani
diiser ve immunsupresyon bu formda daha hizli olusur. (Merck Manual, Erisim
Tarihi: 07.07.2017). Genel olarak FeLV-A, -B ve —C ekzojen FeLV olarak
nitelendirilmistir (Chiu ve ark., 2018). Ayrica son yillarda kedi endojen retroviruslari
ile yakin iligkili yeni alt tip olarak FeLV-D ortaya konmustur (Anai ve ark., 2012 ve
Miyake ve ark., 2016). Bu tipler arasinda 6zellikle FeLV B alt tipi ile ilgili ayrintili
molekiiler calismada benzerlik {izerine matriks tablosu olusturulmus ve basta ERV-

DC olmak iizere tiim enFeLV’lar ile yakinlik gosterdigi saptanmistir (Sekil 1.6.)

3 P27 klinik tanida kullanilan gen bolgesiyken, gp70 virus alt tiplerinin identifiye edilmesinde
onemlidir.
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(Anai ve ark., 2012). Biitiin bu alt tipler disinda FeLV-A/C rekombinant alt tipinden
bahseden c¢aligmalar vardir, ancak bu durum heniiz global literatiire girmemistir

(Chiu, 2018).

FelV-D | Panis ety )
FelV-B %
Felv.T— -
: °
™
FelLV-A —74
(3¢
63
: 58
FeLV-C— : 53
A 48
FelV-B
enFelV|
FelV-D Felv-B| FelV-A | FelV-B _ enFelV

FelV-T FeLV-C

Sekil 1.6. enFeLV ve FeLV-B’nin yakinlhigini gosteren matrix tablosu (Koyu kirmizi ile igaretli olan
kisimlar yiliksek niikleotit benzerligini, koyu mavi olan kisimlar ise yiiksek niikleotit farkliligini
gostermektedir).

1.4.2. Epidemiyoloji

FeLV, FIV gibi toplu yasam alanini paylasan kediler arasinda ¢ok goriiliir.
Enfekte kedilerden; akintilar, kavga veya ¢iftlesme ile virus nakledilebilmektedir.
Ozellikle esey hiicrelerini enfekte etmesinden otiirii  (sperm, ovum) yeni
jenerasyonlara aktarimin vertikal yolla olabildigi belirtilmistir. Ancak vertikal gecis
sonras1 enfeksiyon olusup olusmayacagi veya hangi durumlarda s6z konusu olacagi
konular1 halen arastirilmaktadir. Ozellikle enFeLV ve ekzojen feline leukemia virus
(exFeLV) etkilesim meydana gelerek mi, Yyoksa farkli mekanizmalarla mi

tiimorogenesis olustugu giiniimiizde arastirilmaktadir (Krunic ve ark., 2015).
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1.4.3. Patogenez/Klinik

Patogenez genellikle iki asamadan olusur. ilk asamada birinci viremi meydana
gelir ve eger immun sistem yeterli diizeyde yanit gelistirebilirse bu asamada
enfeksiyon ortadan kaldirilir. Ancak birinci viremi sirasinda immun sistem yeterli
diizeyde yanit olusturamazsa, primer lenfoid dokulara giden virus buradaki
hiicrelerde (genellikle olgunlasmamis CD4+ T lenfosit hiicreleri) “provirus” olarak
persiste kalir. Immun yanitin durumuna gore farkli enfeksiyon cesitleri meydana
getirir. Yapilan caligmalarda virusun kediyi ilk enfekte ettigi zaman CD4+ T lenfosit
sayist oldukca yiiksek ve IL-2 (interleukin) ifadesi yeterli diizeyde ise virus ilk
girdigi yerdeki immun yanitla bertaraf edilebildigi belirtilmistir. Giiniimiizde halen
immun sistem ve FeLV arasinda nasil bir etkilesim oldugu 6nemli bir arastirma
konusudur. Kesin olan durum ise kedilerin bireysel immun sistem diizeyidir. Immun
sistemin faaliyetine, hastaligin patogenez ve klinik durumuna gore FeLV

enfeksiyonlar1 ayr1 ayri isimlendirilmistir (Hartmann, 2012):

v Abortif

v Regressif

v' Progressif

v" Fokal enfeksiyonlardir.

Abortif ve fokal enfeksiyonlar en az goriilen klinik hastaliklardir.

Abortif enfeksiyonda; viicuda giristeki bolgesel lenfoid dokular1 enfekte eden
virusun giiclii humoral ve hiicresel yanitla viremi donemine gegememesi sonucu
hastalik sekillenmemesi s6z konusudur. Kan parametreleri ya hi¢ degismez ya da ¢cok
hafif degisiklikler vardir. FeLV antijenini ya da proviral DNA’y1 saptamak neredeyse
imkansizdir. Boyle bir enfeksiyonla ¢ok nadir karsilasilmaktadir (Major ve ark.,

2010).
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Fokal enfeksiyon ise sadece tek bir dokuda meydana gelen tipidir. Bulgular;
g0z, sidik kesesi veya meme bezlerinde ortaya ¢ikabilir. Ortaya ¢ikma ihtimali ¢cok
diistiktiir. Tespiti zordur; hem serolojik hem molekiiler teknikler birlikte
kullanilmalidir (Levy ve ark., 2008).

Regressif enfeksiyonda ise virus viremi gegirir ve basta kemik iligi olmak
tizere lenfoid dokularda “provirus” olarak latent kalir. Bu tip enfeksiyonda ilk 3
haftalik donem gegici bir viremi olur. Bu dénemde ates, halsizlik, istahsizlik gibi
genel semptomlar goriiliir. Lenfoid dokularda latent hale geldikten sonra hastalik
olusturmaz, yani proviral DNA’dan protein sentezlenmez. Fakat bazi
immunsupresyon doénemlerinde provirus reaktive olup hastalik ve tlimorogenesis
olusturabilir. Hastaligi tespit etmek zordur; dokulardan alinacak biyopsi, kan

ornekleri molekiiler ve serolojik testte tabii tutulmalidir (Pepin ve ark., 2007).

Progressif enfeksiyonda ise enfekte olan bireyin hem lenfoid, hem de kan
hiicrelerinde persiste bir enfeksiyon olusur. Ilk viremi sonrasi yaklasik bir sene
semptom goriilmezken, daha sonra onkolojik semptomlar ortaya ¢ikar.
Lenfadenopatiler, lenfoma, sarkoma olusumlarina neden olur. Kisa bir siire i¢erisinde
Olim goriilebilmektedir. Tanis1 diger formlara nazaran daha iyi orandadir. Hem
molekiiler olarak provirusu hem de serolojik olarak antikor tespiti yapilabilir (Pepin

ve ark., 2007).

FeLV ile enfekte olan kedilerde stomatit, gingivit, diseti semptomlarina ek
olarak ates, halsizlik, diare, anisocoria (gbz bebeklerinde bozukluk), tekrarlayan
bakteriyel/viral enfksiyonlar, deri ve kil dokiintiileri gibi semptomlar da goriilebilir
(Hartmann, 2012).
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1.4.4. Tam

Tanida en ¢ok kullanilan yontemler ELISA, PCR ve immunfloresans
teknikleridir. ELISA ve immunfloresans igin en énemli gen bolgesi p27°dir. Bu gen
bolgesinin tespiti FeLV icin spesifite gostermektedir. FIV tanmisinda bahsedildigi
tizere kliniklerde hizli tan1 kiti olan kombo SNAP kitleri ¢cok yogun kullanilmaktadir.
Tan1 da Oonemli olan hayvanin yas, immun sistem durumu ve test sonucunun
karsilastirilmali degerlendirilmesidir. Biitiin bu faktorler g6z oniinde bulundurularak
European Advisory Board on Cat Diseases in hazirlamis oldugu kilavuzun takibi
tavsiye edilmektedir (European Advisory Board on Cat Diseases-ABCD-Manuals,
Erigim Tarhi: 22.11.2017) (Cizelge 1.3).

FeLV, PCR tanisinda en ¢ok kullanilan hedef gen bolgeleri U3 ve LTR’dir. Tez
calismasinda da tan1 amagl olarak bu gen bdlgeleri kullanilmis olup, molekiiler

karakterizasyon amaciyla farkli gen bolgeleri de karakterize edilmeye calisilmigtir.

Cizelge 1.3. FeLV i¢in tanida ABCD (European Advisory Board on Cat Diseases) hazirlanan kilavuza
gore tanisal diagram.

Yas Ilk test sonucu Yasam Stili/Durumu Degerlendirme Sonug¢
Tovlu Yasam Test Tekrari Son test sonucu
Negatif P y 4-6 hafta sonra kesinlik gosterir.
<12 haftalik Tekil yagsam Enfekte degil . _
. Izole edilip her 6
. Anne ile (kolostral . . .
Pozitif . FelLV ile Enfektedir. | ayda bir muayeneye
yolla enfeksiyon) -
tabii tutulur.
FeLV enfeksiyonun
goriildiigii hayvan Test Tekrar Son test sonucu
Negatif popiilasyonunda 6-8 hafta sonra kesinlik gosterir.
yasama
>12 hafialik Belirti e Enfekte degil
Semp ml':; (ﬁosmen FeLV ile Enfektedir.
Pozitif Degisken klinik Test Tekrar Son test sonucu
goriiniim 6-8 hafta sonra kesinlik gosterir.

Tiirkiye’de hastaligin varligt ve yayginligi birgok arastirmaci tarafindan

arastirilmistir. ik ¢alisma 2000 senesinde FeLV nu tespit etmeye yonelik Ag ELISA

ile yapilmistir. Test sonucu testte tabii tutulan hayvanlarin %5.8 inde FeLV
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antijenine rastlanilmistir (Y1lmaz ver ark., 2000). 2010 senesinde yapilan diger bir
calismada ise % 3,8 FeLV antijen pozitiflik ve % 7,5 FeLV antikor pozitiflik tespit
edilmistir. (Oguzoglu ve ark., 2010). 2013 senesinde Aydin’da yapilan c¢alismada
FeLV antijen % 7,6 ve FeLV antikor ise % 58,1 tespit edilmisken; ayni sene
Ankara’da yapilan diger bir ¢alismada antijenik yonden % 20,5’luk bir oran
bulunmustur (Erol ve Pasa, 2013 ve Oguzoglu ve ark., 2013).

1.4.5. Korunma

Asilama korunma yontemleri igerisinde 6nemli yere sahiptir. Ulkemizde de
kullanilan ticari asmnin etkinligi; yapilan bir calismada FeLV icin %85 olarak
belirtilmistir (Merck Manual, Erisim Tarihi: 15.03.2018). As1; Tirkiye’de ¢ogu 6zel
veteriner kliniklerinde ve hastanelerinde as1 programina alinmistir. Ancak asilama
sonrasi koruyucu antikor varliginin arastirilmasi veya regressif enfeksiyonun olusup
olusmadiginin takibi yapilmamaktadir. Ayrica asilama oOncesi hastalik teshisine
yonelik testlerin yapilmasi 6nem arz etmektedir. Aksi takdirde asinin koruyucu
ozelliginden ¢ok, hastaligin agirlagmasina sebebiyet verebilecegi hususu

unutulmamalhidir (Hartmann, 2012 ve Merck Manual, Erisim Tarihi: 15.03.2018).

Ayrica FIV enfeksiyonunda belirtildigi tizere FeLV enfeksiyon sahip kedilerin
immun  sistemini  desteklenmesi amaciyla immunmodiilatér miistahzarlar
uygulanabilinmektedir (European ABCD Guidelines, Erisim Tarihi: 03.11.2017).
Ancak enFeLV patogenez ve klinik olarak aydinlatilamadigindan korunma veya

tedavi anlaminda herhangi bir uygulama yapilmamaktadir.
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1.5. Feline Foamy Virus (FFV)

1.5.1. Etiyoloji

Feline Foamy Virus (FFV) Spumaretrovirinae alt ailesi altinda Felispumavirus
genusunda yeralmaktadir. Spuma latince “kopiik” anlamina gelmektedir. Patolojik
olarak mikroskobik bakisinda hiicre kiiltlirlerinde meydana getirdigi sitopatojenik
etkinin kopiik seklinde goriilmesinden 6tiirii ingilizce karsiligi olan “foamy” kelimesi
virus identifikasyonunda kullanilmigtir (Alke ve ark., 2001; Boneva ve ark, 2007 ve
Lukic ve ark., 2013).

Foamy viruslar, kompleks Retroviruslardandir. Yapisinda Bet, Tas gibi
aksesuar proteinler bulunmaktadir. Onceleri fonksiyonlar1 ¢ok bilinmeyen bu
proteinlerin, virusun replikasyonunda biiyiik rol oynadig1 anlasilmistir. Yapilan bir
caligmada Bet proteininin bel 2 bélgesinin olusmasini engelleyerek meydana getirilen
rekombine virusun kedi bobrek hiicresinde ve insan lenfosit orijinli hiicrede (293T)
etkinliginin 10 kat azaldigi saptanmistir (Alke ve ark., 2001). Ayrica Bet aksesuar
proteinin bir Ozelligi de restriksiyonel antiviral bir protein olan APOBEC3G
(cystidine deaminase, A3) proteinini noétralize etmesi ve enfeksiyon meydana
getirmesidir (Lukic ve ark., 2013). Bir 6rnek 6zellikleri yaninda; inokule edildigi in
vivo ortamlarda patojenite olusturmayan in vitro ortamlarda ise hiicre oliimlerine,
proliferatif sitopatojenik etkilere neden olan FFV’un dikkate ve takibe alinmasi

gerektigini gdstermektedir.

1985 yilinda yapilan bir serolojik arastirma sonucu giiniimiizde de kabul edilen
2 serotip (FUV7 ve 951) elde edilmistir (Flower ve ark., 1985). Bu viruslar, daha
sonra yapilan serolojik arastirmalarda referenz olarak kabul edilmislerdir. Serotiplere
paralel olarak; genotiplendirmede de 2 ana referenz sus saptanmistir. Bunlar FUV ve
F17 suslanidir. Genotiplendirmede env gen bolgesinin farkliliginin temel tegkil ettigi

vurgulanmistir (Winkler ve ark., 1998). En son yapilan calismalarda molekiiler
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olarak genotiplendirilen viruslar FUV ve F17/951 benzeri viruslar (FUV-like,
F17/951-like) olarak siniflandirilmiglardir (Phung ve ark., 2001; Kehl ve ark., 2013).

1.5.2. Epidemiyoloji

FFV’nin bulagmasi hakkinda net bilgi mevcut olmayip, FIV ve FeLLV gibi toplu
yasam alanlarindaki  horizontal bulagsmalar sonucu enfeksiyon olustugu
diisiiniilmektedir. Horizontal bulagmada en biiyiik risk faktoriiniin kediler arasindaki
kavga sonucu meydana gelen yaralarin oldugu vurgulanmaktadir. Ayrica Human ve
Simian Foamy viruslarda oldugu gibi vertikal bulasmanin da olabilecegi belirtilmistir
(Rethwilm ve Bodem, 2013).

1.5.3. Patogenez/Klinik

Feline Foamy Virus, in vivo sartlarda apatojen olarak degerlendirilmesinden
dolay1 patogenez mekanizmasi net olarak aydinlatilamamistir. Feline Foamy Virus
genellikle kedilerde asemptomatik goriilse de bazi caligmalar kronik progressif
polyartritise ve trombosit sayisinda degisiklige neden olabilecegini belirtmektedir.
Ayrica FIV ile beraber ko-enfeksiyon meydana getirme olasiligi da oldukea yiiksek
oldugu vurgulanmistir (Pedersen ve ark., 1980; Winkler ve ark., 1999). FFV’un
patojenitesi hakkinda; German ve ark.’nin (2008) yaptigi calismada, sekiz kedi
FFV’un referenz suslarindan biri olan FUV ile enfekte edilerek; hem klinik hem de
ayrintili laboratuvar analizlerine tabii tutulmuslardir. Calisma sonucu yedi kedide
klinik olarak herhangi bir semptom goriilmezken, bir kedide polyarthritis gelistigi
goriilmistiir. Ayrica bu kedide glomerulonefritis gelistigi, trombosit sayisinda
diisiikliik oldugu saptanmistir. FFV’un gen terapisinde kullanilan vektorlerden biri
olduguna dikkat ¢ekilerek, sanildigi kadar apatojen bir etken olmadig1 ve hakkinda
tekrar diistiniilmesi gerektigini vurgulamislardir. Bir baska calismada, FIV ile
beraber ko-enfeksiyon meydana getirme olasiliginin oldukca yiiksek oldugu

vurgulanmistir (Liu ve ark., 2013).
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Foamy virus bircok memeli tiirinde saptanmistir. Ornek olarak; Human
Foamy Virus (HFV), Simian Foamy Virus (SFV), Bovine Foamy Virus (BFV),
Equine Foamy Virus (EFV)’lar verilebilir. Gliniimiize kadar basta FFV olmak tizere
non-primat Foamy viruslarin zoonoz karakter géstermesi agisindan tespit edilmis bir
vak’a bildirilmemistir. (Callahan ve ark., 1999; Boneva ve ark.,2007; Engel ve ark.,
2013).

1.5.4. Tam

FFV i¢in giiniimiizde kullanilan tani teknikleri sunlardir (Rethwilm ve Bodem,
2013):

v Virus izolasyonu; Crandell Rees Feline Kidney (CRFK), Feline T-

lymphoblastoid cell lines (MYA-1 ve FL74) vb.
4 Molekiiler olarak; PCR, Real-Time PCR

2.3.5.Korunma

Bu enfeksiyona ait herhangi bir asi bulunmamaktadir. Patolojik mekanizmasi
ayrintili - calisilmadigindan ve ¢ogu arastirmaci tarafindan apatojen olarak

nitelendirildiginden herhangi bir 6zel korunma yontemi uygulanmamaktadir.
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Bu tez calismasinda;

Orneklenen kedilerde Feline Retroviruslarin tek veya coklu varligi ve

yayginligiin aragtirilmasi,

Feline Retrovirus enfeksiyonu pozitif bireylerin istatistiksel yonden
degerlendirmelerinin yapilabilmesi i¢in yas, cinsiyet, irk, ast durumu ve

klinik bulgu varligr/yoklugu gibi verilerle karsilastiriimast,

Feline retrovirus enfeksiyonlar1 yoniinden pozitif bulunan 6rneklerdeki farkli

gen bolgelerinin molekiiler virolojik metotlar kullanilarak arastirilmast,

Hedef gen bolgeleri yoniinden yapilan dizin analizlerinin diinyadaki diger

izolatlar ile karsilastirilarak benzerlik ve farkliliklar1 ortaya konulmasi,

Kedilerde subklinik seyreden enFeLV ve FFV enfeksiyonlarinin iilkemizde

varliginin ve yayginliginin ortaya konulmast,

hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.1. Gereg¢

Doktora tez ¢alismasi kapsaminda, 6zel klinik ve hastanelerden olmak iizere,
Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu Karar1 (No: 2015-17-192) (Ek-1)
ve Aydinlatilmig Onam Formu ile toplamda 200 kediden; 198 adet periferal kan, 1
adet asites sivist ve 2 adet doku Ornegi alindi. Etilendiamin Tetraasetik Asit
(EDTA)’l1 kan tiiplerine alinan tam kanlar Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Viroloji Anabilim Dali’na soguk zincir altinda ulastirildi. Kan numuneleri +4 °C’de,
asites ve doku ornekleri -20 °C*‘de muhafaza edildi. Orneklerin alindig1 kedilere ait

bilgiler (yas, cinsiyet, 1irk, klinik bulgular, as1 durumlari, yasam ortamlari)
kaydedildi.

2.1.2. Virus ve internal Kontroller

PCR optimizasyonunda; Oguzoglu ve ark. (2010)’nin g¢alismalarinda elde
ettikleri FIV pozitif numunelere ait virus niikleik asit ekstraktlar1 pozitif kontrol
olarak kullanildi. FeLV ve FFV’nin PCR testlerinde ise kedi kokenli internal kontrol
(16S rRNA) kullanildi.

2.1.3. Tez Calismasinda Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeleri

Tez calismasinda kullanilmaya yonelik temin edilen kimyasal ve sarf

malzemeleri asagida listelendi.

v 5 mI’lik vakumlu EDTA kan tiipii
v' Taq DNA Polymerase Kiti
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N N N N N N N U N N N N

2.14.

NN

2.15.

100 bp DNA Ladder

Pipet tip blue

Pipet tip yellow

Pipet p10

Microcentrifuge tube 1,5 ml
PCR-CP transp 0,2 ml

dNTp mix

Microcentrifuge tube 2,2 ml DNase RNAse free
Nitril eldiven medium

Agaroz Jel

Water Molecular biology grade
PBS Solution w/o Ca2+,Mg2+
PP-Tube sterile 15 ml

PP-Tube sterile 50 ml

Kitler

Tez caligmasinda kullanilan kitler asagida belirtilmistir.

Viral Niikleik Asit Ekstraksiyon Kiti
GeneReleaser

PCR Clean-Up Kit

cDNA Synthesis Kit

PCR Gel Extraction Kit

Cihazlar

Tez calismasindaki arastirmalar AU Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali

envanterinde bulunan cihazlar ile yapilmistir:
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Sigma Mikro Santrifiij 1-14k (Michael Christ design)

Vera Scientific Vortex

Biometra 96-well Gradient Thermal Cycler (Analytik Jena, Almanya)
Kyratec 96-well Gradient Thermal Cycler (Kyratec Inc., Avustralya)
Metis Lab Biyogiivenlik II Kabini

Cleaver® Scientific Elektroforez Seti

Kodak 1D Gel Logic Kamera

UV Tranilluminator

+4 °C Buzdolab1

-20 °C Derin dondurucu

-80 °C Derin dondurucu

LS VR N N N N N SR N NN

2.2. Yontem

2.2.1. Kan Numunelerinin Hazirlanmasi

Orneklenen kanlar +4 °C’de 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonras1 plazma, 16kosit kisimlar1 ayr1 ayri stok tiiplere alinarak teste alinincaya dek -
80 °C’de depolandi. Viral niikleik asit izolasyonu amaciyla 0,5 ml alinarak 1,5

mililitrelik ependorf tiiplere aktarildi.

2.2.2. Organ ve Asites Numunelerinin Hazirlanmasi

Soguk zincirde laboratuvara ulastirilan organ numuneleri, Viroloji Anabilim
Dalinda bulunan biyogiivenlik kabininde (Metis Safe, Tiirkiye) islenerek Fosfat
Buffered Saline (PBS w/o Ca2+, Mg2+) igerisinde homojenize edilmistir. Homojenize
edilen doku 15 ml’lik tiiplerde 3000 devirde +4 °C’de 15 dakika boyunca santrifijj

edildi. Santifiij sonrasi elde edilen siipernatanttan viral niikleik asit izolasyonu

33



amaciyla 0,5 ml miktarda 1.5 mI’lik ependorf tiipe aktarildi. Arta kalan sahit numune

ise -80 °C derin dondurucuda muhafaza edildi.

Asites numunesi ise niikleik asit izolasyonu amaciyla direkt 0,5 ml tiipe alindi.

Arta kalan numuneler; sahit numune olarak -80 °C derin dondurucuya kaldirilds.

2.2.3. Viral Niikleik Asit izolasyonu

Proviral DNA/viral RNA ekstraksiyonu amaciyla ticari bir kit (Exgene™ Viral

Niikleik Asit Izolasyon Kiti, GeneAll®, Giiney Kore) iiretici firmanmn o6nerdigi

protokole gore kullanildi. Bu Kite ait uygulama protokolii asagida belirtilmistir.

Ekstraksiyon yapilacak her bir numune i¢in 1.5 ml’lik mikrotiiplere 10 pl
proteinase K konuldu.

Bu tiiplere ekstaksiyon i¢in ayrilan numunelerden 200 pl konuldu.

Her tiipe 200 ul BL buffer eklendi.

7 pl carrier RNA eklendi ve homojen bir karigim i¢in tiipler vortekslendi.
Karisim 56 °C’de 10 dk bekletildi.

Stire sonunda RB1 bufferdan 400 pl eklendi.

Karigim kit i¢indeki micro S columnlara aktarildi.

10000xg ‘de 1 dk boyunca santrifiij edilerek niikleik asitin filtreye takilmasi
saglandi.

Daha sonra 500 pl BW buffer eklendi.

10000xg ‘de 1 dk boyunca santrifiij yapildi.

700 ul TW buffer eklendi.

10000xg ‘de 1 dk boyunca santrifiij yapildi.

Etanolii tamamen uzaklastirmak i¢in 14800 rpm’da 1 dk. Bos olarak santrifiij
yapildi.

Steril ve temiz 1.5 mllik DNase v RNase tiiplere alinan filtrelere 35 pl su
(nuclease free) konuldu.

1 dk oda sicakliginda bekletilen filtreler daha sonra 14800 rpm’da 1 dk.
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santrifiij edildi.

% Tipe alinan niikleik asit, PCR islemine kadar -80 °C’de bekletildi.

2.2.4. Viral RNA’nin Reverz Transkripsiyonu (RT)

Elde edilen viral RNA, ekzojen FeLV tanisi i¢in komplementer DNA (cDNA)

sentezi yapildi. Bu amagla Reverse Transkriptase enzimi igeren ticari bir kit (First

Strand cDNA sentez kiti, Fermentas/Thermo®, Litvanya) kullamldi. Yapilan

karigimlarin igerikleri ve uygulanan 1s1 dongiileri Cizelge 3.1 ve 3.2 'de verildi. Tim

bu islemler icin termal dongii cihaz1 (Biometra, Almanya) kullanildi.

Cizelge 2.1. Reverse Transkriptaz Polimeraz Chain Reaksiyonu (RT-PCR) igin mix

hazirlanmasi.
Mix 1 Mix 2
Molekiiler Diizeyde Deiyonize su 3ul 5 X Reaksiyon Buffer 2 ul
Random Primer 0.5 pl 10 mM dNTp mix 1ul
Viral RNA 3ul Reverse Transcriptase Enzim 0.5 ul
Toplam 6.5 ul Toplam 3.5ul
Toplam reaksiyon hacmi 10 pl
Cizelge 2.2. RT-PCR uygulama protokolii
Is1 Siire Protokol
70 °C 5 dk. Mix 1
25°C 10 dk.
37°C 60 dk. Mix1+Mix2
72 °C 5 dk.
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2.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

2.2.5.1. FIV Tams1 ve Molekiiler Karakterizasyonuna Yonelik PCR

FIV tanis1 ve molekiiler karakterizasyonu amaciyla nested-PCR uygulanmustir.
FIV env geninin V3-V6 (Endo ve ark., 1997) hedef gen boélgesini gogaltan primer
giftleri  kullanilmigtir.  Ayrica  molekiiler  karakterizasyon  ¢aligmalarinin
cesitlendirilmesi amaciyla gag ve vif gen bolgesini hedefleyen primerlar da
sentezlenmistir. Ayrica Vif aksesuar geninin tespiti ile replikasyon kompetant FIV’lar
da ayirt edilmistir. PCR testinde bu gen bolgelerini tanimaya yonelik sentezlenmis ve
dizayn edilmis primer sekanslari ile reaksiyon kosullarina ait ayrintili bilgiler Cizelge

2.3, 2.4 ve 2.5’de sunulmustur.

Cizelge 2.3. FIV tanisi ve molekiiler karakterizasyonu i¢in kullanilan primer dizinleri

Biilge Primer Ad1 Dizini (5’2 3?) Referans
FIV F1 GAGTAGATACWTGGTTRCAAG
env VV3-V6 FIV F2 CATCCTAATTCTTGCATAGC (Endo ve ark.,
(859 bp) FIV F3 CAAAATGTGGATGGTGGAAY 1997)
FIV F4 ACCATTCCWATAGCAGTRGC
Komple gag FiGag 1 AATGGCCATTAAGAGATGTAG Bu calismada
(1609 bp) FiGag 2 TGCTTGCTGCATTTGATTCA tasalanmistir
G1F GGGGGATCCAACAAGGTAGGAGAGATTC
Partial gag G2R CTCAAGCTTATAGGGTGTCCATTTACAAA (Kakinuma ve
(855 bp) G3F GGGAGATCTAAGGAAATTGATATGGCAA ark., 1995)
G4R CTCAAGCTTGCATTTTATATCCTGGTG
vif Vif-1 AAGATTGGCAGGTAAGTA Bu calismada
(615 bp) Vif-2 CGTTGATTACAGCATCCTC tasalanmustir

Cizelge 2.4. FIV’a ait PCR analizinde kullanilan karigimin komponent miktarlar

Komponent Miktar Konsantrasyon
5 X Green ®Flexi Buffer 4 ul 1X
MgCl2 25 mM 2 ul 2,5mM
Nucleotide Mix 10 mM 0.5 ul 0.25 mM dNTP
Forward Primer 1l 0.5 uM
Reverse Primer 1l 0.5 uM
Tag DNA Polymerase 0.1 ul 0.5u
Proviral DNA 2 ul -
Molekiiler Deiyonize su 9.4 ul -
TOPLAM 20 nl
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Cizelge 2.5. FIV’a ait ilgili primerlara ait PCR dongii protokolleri

env V3-V6 ve Komple . -
gag bélgeleri icin . Mg.gg bo!ges1 vif bolgesi icin
— . . icin optimize edilen 1. —. .
optimize edilen 1. ve optimize edilen PCR
ve 2. Tur PCR N
2. Tur PCR e o Dongiisii
o Dongiileri
Dongiileri
Baslangig 94 °C > 5dk 94°C > 5dk 94 °C > 5dk
Denaturasyonu
94 °C > 45sn 94 °C > 45 sn
Déngii (35 50 °C > 45sn 55°C > 45sn 94 °C - 40 sn
siklugs) 72°C > 1dk 18 sn 72°C > 1dk 26 sn 58 °C > 40sn
(1At 3sn her siklus (1At 2sn her siklus 72°C > 1dk20sn
igin) igin)
Son Uzama 72°C > 5dk 72°C > 5dk 72°C > 5dk

2.2.5.2. Feline Leukemia Virus (FeLV) tanisi ve molekiiler karakterizasyonuna yonelik

PCR

FeLV tanist ve molekiiller karakterizasyonu amaciyla nested-PCR
uygulanmistir. FeLV u3-ltr gen bolgesini ¢ogaltan primer giftleri (Miyazawa ve
Jarrett, 1997) kullanilmistir. Ayrica molekiiler karakterizasyon ¢alismalarinin
cesitlendirilmesi amaciyla gag gen bdlgesini hedefleyen primerler de tasarlanmistir.
Ayrica FeLV’un endojen varyanti ile ayrimint yapmak ve internal kontrol i¢in farkl
primer giftleri (Herring ve ark., 2001) de sentezlenmistir. PCR testinde bu gen
bolgelerini tamimaya yonelik sentezlenmis ve dizayn edilmis primer sekanslart ile

reaksiyon kosullarina ait ayrintili bilgiler Cizelge 2.6, 2.7 ve 2.8’de sunulmustur.
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Cizelge 2.6. FeLV tanis1 ve molekiiler karakterizasyonu i¢in kullanilan primer dizinleri

_Bilge Primer Ad1 Dizini (5’ 3°) Referans
U3F1 ACAGCAGAAGTTTCAAGGCC
U3-LTR GR1 GACCAGTGATCAAGGGTGAG (Miyazawa ve
(601 bp) U3F2 GCTCCCCAGTTGACCAGAGT Jarrett, 1997)
GR2 GCTTCGGTACCAAACCGAAA
Komple gag | FeGag 1 TAGCCAGCTACTGCAGTGGTG Bu calismada
(1537 bp) FeGag 2 CAGCCCACATTCATCATTAC tasalanmistir.
U3-ltr FeLV-F GCCAGCTACTGCAGTGGTGTCAT
(495 bp) FeLV-R CTGGGGGTTGGGGGTCTTTATCC (Herring  ve
165 RNA 16s-AR CTGGGGGTTGGGGGTCTTTATCC ark, 2001)
(600 bp) 16s-BR CGCGTCTGAACTCAGATCACGT

Cizelge 2.7. PCR analizinde kullanilan karisimin komponent miktarlari.

Komponent Miktar Konsantrasyon
5 X Green GoTaq G2

®Flexi Buffer il X
MgCl2 25 mM 2 ul 25mM
r:cli/lR Nucleotide Mix 10 0.5 ul 0.25 mM dNTP
Forward Primer 1ul 0.5 uM
Reverse Primer 1l 0.5 uM
GoTaq® G2 Flexi DNA 0.1 ul 05u
Polymerase

Proviral DNA 2 ul

Mo_leku_ler Diizeyde 9.4 ul

Deiyonize su

TOPLAM 20 pl -

Cizelge 2.8. lgili primerlara ait PCR dongii protokolleri

US-LTR (nested) .| Us-lir ve 16sRNA
bolgelesi i¢cin Komple gag bolgesi — ce.
L . . . — . bolgeleri i¢cin
optimize edilen 1. ve icin optimize edilen obtimize edilen PCR
2. Tur PCR PCR Déngiisii primize editet
P Dongiisii
Dongiileri
Bagslangig 94 °C - 5 dk 94 °C - 5 dk 94 °C > 5dk
Denaturasyonu
94 °C - 45sn 94 °C > 45sn 94 °C - 40 sn
Déngit (35 50 °C - 45 sn 57°C > 45sn 60 °C > 40 sn
siklu%;) 72°C>1dk18sn | 72°C>1dk18sn | 72°C > 1dk 20 sn
(1At 3sn her siklus (1At 2sn her siklus (1At 2sn her siklus
igin) igin) igin)
Son Uzama 72°C > 5dk 72°C > 5dk 72°C > 5dk
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2.2.5.3. Feline Foamy Virus (FFV) tamisi ve molekiiler karakterizasyonuna

yonelik PCR

FFV tanis1 ve molekiiler karakterizasyonu amaciyla PCR uygulanmistir. FFV
gag geninin NC bolgesini ¢ogaltan primer ¢ifti tan1 amaciyla (Winkler ve ark, 1998)
kullanilmistir. Ayrica molekiiler karakterizasyon calismalarinin c¢esitlendirilmesi
amactyla gag gen bolgesini hedefleyen primerlar da tasarlanmistir. Ayrica FFV’un
replikasyon kompetan olup olmadigi ayrimini yapmak i¢in aksesuar gen bet ‘e karsi
primer c¢ifti de tasarlanmistir. PCR testinde bu gen boélgelerini tanimaya yonelik
sentezlenmis ve dizayn edilmis primer sekanslari ile reaksiyon kosullarina ait

ayrintil bilgiler Cizelge 2.9, 2.10 ve 2.11°de sunulmustur.

Cizelge 2.9. FFV tanis1 ve molekiiler karakterziasyonu i¢in kullanilan primer dizinleri

Biilge Primer Ad1 Dizini (5’2 3?) Referans
gag NC 2610S AACAGCAACACTCTGATGTTCCCG (Wink|er ve ark.,
(455 bp) 3065AS TTGCTGCCTAACAGGTTCTTCTC 1998)
(1650 bp) | FoGag 2 GCTGCGGATTTCTTCTAAAA tasarlanmistir.
bet bet-F ATGGCTTCAAAATACCCGGAAGAAG Bu  cahsmada
(1350 bp) | pet-R TTCAGAGTCAGATGACTCAGATGTTG tasalanmistir.

Cizelge 2.10. FFV’ye ait PCR analizinde kullanmilan karigimin komponent miktarlar

Komponent Miktar Konsantrasyon
5 X Green GoTaq G2

®Flexi Buffer 4ul 1X
MgCl2 25 mM 2 ul 2,5mM
;C;/Flz Nucleotide Mix 10 0.5 ul 0.25 mM dNTP
Forward Primer 1 pl 0.5 uM
Reverse Primer 1 pl 0.5 uM
GoTaq® G2 Flexi DNA 0.1 ul 05u
Polymerase

Proviral DNA 2 ul

Mo_leku_ler Diizeyde 9.4 pl

Deiyonize su

TOPLAM 20 ul
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Cizelge 2.11. FFV’ye ait ilgili primerlara ait PCR dongii protokolleri

gag NC bolgesi icin bet bolgesi icin Komple gag bolgesi
optimize edilen PCR | optimize edilen PCR icin optimize edilen
Dongiisii Dongiisii PCR Dongiisii
Baslangi¢ 94 °C > 5dk 94 °C > 5dk 94 °C > 5dk
Denaturasyonu
Déngii (35 94 °C > 45sn 94 °C > 45sn 94 °C > 40 sn
siklugs) 58 °C = 45sn 55°C > 45sn 50°C > 40sn
72°C > 1dk 18 sn 72°C > 1dk 18 sn 72°C > 1dk30sn
Son Uzama 72°C > 5dk 72°C > 5dk 72°C > 5dk

2.2.6. PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Elde edilen amplikonlarin goriintiilenmesi amaciyla, ethidium bromide igeren
(Sigma, ABD) %1,5’1ik agaroz jel (Prona, EU) hazirlandi. Tank tamponu ve agaroz
jel hazirlanmasinda 10xTAE (Tris Asetat - Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA))
tamponu kullanildi. 0,5xTAE soliisyonu icinde 1s1 yardimiyla (mikro dalga firin)
¢oziilen agaroz, sogutulduktan sonra, iizerine 0,5 pg/ml oraninda ethidium bromide
(Sigma, ABD) konuldu ve karistirildi. Jel taraklar yerlestirilmis olan jel kiivetine bu

karigim dokiildii. 20 dakika sonra donmus olan jel elektroforez tankina yerlestirildi.

Elde edilen PCR iiriinleri yiikleme boyasi (6x Loading Dye, Jena, Almanya) ile
karistirilarak jele yiiklendi. Uriin biiyiikliigiiniin yaklasik olarak belirlenebilmesi igin
100 bp’lik marker (Jena Bioscience, Almanya) sollisyonundan en distaki
kuyucuklara 1 pl yiiklendi. Uriinler yaklasik 20 dakika, 16 Volt/cm elektrik akimima
tabi tutuldu. Jel goriintiileme sistemi (Kodak, Gel Logic 100) kullanilarak PCR

sonucu olugan amplikonlar UV 1g1k altinda goriintiilendi.
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2.2.7. Amplikonlarin Purifikasyonu

Amplikonlar goriintiilendikten sonra dizin analizine gonderilebilmesi icin

saflagtirma islemine gecildi. Saflastirmada iki yontem kullanildi. PCR sonucu

beklenen biiyiikliikteki tek ve temiz bir bant elde edilmisse ticari “clean-up” kiti

(Expin™, GeneAll, Giiney Kore) buna karsin beklenen bantin altinda veya iistiinde

farkli bantlarda var ise, ticari “gel extraction” kiti (Expin™, GeneAll, Giiney Kore)

kullanilmistir. S6z konusu kitin protokolii asagida belirtilmistir.

Jel Ekstraksiyon

%1 lik agaroz jelden ilgili bant steril
bisturi yardimiyla kesilerek darasi
alman ependorf tiiplere alind1.

Agirliklan Slciilen bantlarin
agirliginin 3 kat1 miktarinda “Gel
solubilization” soliisyon konuldu.

56°C’de 10’ beklemeden sonra,
ependorf tliplindeki jelin tamamen
eridigi gorildii.

Clean-up

"  PCR reaksiyonu sonucu tiip sivi
miktarinin 3 kat1 “Binding
Buffer” konuldu.

= Filtrelere alinan sivilar 10000xg devirde 1 dk santrifiij edildi.

= Santrifiij sonrasi siizilen kisim atildi. Filtre lizerine 500ul BW yikama

soliisyonu kondu ve tekrar 10000xg de 1 dk santrifiij yapildi.

= Santrifiij sonrasi sliziilen kisim atildi. Filtre iizerine 700pul TW yikama

soliisyonu kondu ve tekrar 10000xg de 1 dk santrifiij yapildi.

= Santrifiij sonrasi siiziilen kisim atildi. Etanoliin iyice u¢masi ise filtreler bos

olarak10000xg de 1 dk santrifiij edildi.
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= Steril ependorfa alinan filtrelere daha oOnce 70°C’de 1sitilan “elution

buffer’dan 35 ul eklendi.

» [ dk oda sicakliginda standa bekleyen tiipler daha sonra 10000xg de 1 dk
santrifiij edildi.

» Elde edilen amplikonlar kontrol icin tekrar agaroz jelde yiiriitiildli, uygun

olanlar sekans a nalizine kadar -20°C’de sakland:.

2.2.8. Dizin Analizi

Saflagtirilan {iriinler kontrol edildikten sonra, tez projesi kapsaminda saglanan
hizmet alimi ile ticari bir firmaya (BM Labosis, Ankara) dizin analizine
gonderilmistir. Dizin analizi Sanger metoduna gore yapilmis olup kullanilan cihaz

ABI 3130xI DNA Analyzer (Applied Biosystem, ABD)’dur.

2.2.9. Molekiiler in silico analiz, Karakterizasyon ve Filogenetik Agac

Olusturulmasi

Analiz sonrast elde edilen dizinler, ilk ulastiginda konfirmasyon amaciyla
National Center for Biotechnology Information (NCBI)’in veritabaninda yer alan
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) programina (Camacho ve ark., 2009)
yiiklendi. Boylece dizin analizi konfirmasyonu saglanarak molekiiler karakterizasyon

islemlerine geg¢ildi.

Oncelikle sekans analizi sirasinda histogramlarin diizgiinliigiinii ve derinligini
kontrol etmek i¢cin Molecular Evolutionary Genetic Analysis version 6.0 (MEGA
6.0v) (Tamura ve ark., 2013) programinin Tracer bolimi kullanildi. Yapilan
diizeltmeler sonrasinda ayni1 gen bdlgelerine ait dizinler ¢coklu hizalama i¢in “Clustal

W Alignment” islemine tabi tutuldu. Hizalama sonrasi dizin uzunluklarini esitlemek
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icin uzun olan dizinlerin 5° ve 3’ uglarindan kesildi. Niikleotid bazli degisiklikler

izlendi ve karsilastirma yapildi.

Filogenetik analiz icin, elde edilen sekanslarimizin yanma yine NCBI'in
altinda yeralan GenBank (Benson ve ark., 2014) veritabanindan referans dizinler
alindi. Bioedit Programindan Clustal W ydntemi ile hizalama islemi yapildiktan
sonra filogenetik analize gecildi. Oncelikle en iyi modelleme i¢in “Find best DNA
models” islemi yapildi. Bu islem sonucunda FIV env, gag, vif ve enFeLV LTR
bolgeleri i¢in en uygun modelin GTR+G+I modellemesi oldugu saptandi. Modelleme
sonrast Maximum Likelihood (ML) agaci olusturmak i¢in programda Maximum
Likelihood istatistik metodu, Kimura-2 parametre modeli, GTR+G+I modellemesi ve
1000 bootstrap tekrar1 secildi. Islem sonucunda filogenetik agaclar elde edilmistir.

Filogenetik agacta iizerinde genotiplendirme yapilmistir.

Niikleotid bazli farklilik ve benzerlik matriksi olustirmak amaciyla SDT v1.2
(Muhire ve ark., 2014) ve MatGat 2.0 (Campanella ve ark., 2003) programi
kullanilmigtir. Elde edilen veriler yiizdelik bazda Excel ve Matriks tablosu olarak

elde edilmistir.

Ayrica tez calismasi sirasinda molekiiler ve filogenetik degerlendirme yapilan
tim sekanslar GenBank (Benson ve ark., 2014) veritabanina Banklt arayiizii
kullanilarak girilmistir. Elde edilen “Accession Number” bilgisi Ek.2’de

sunulmustur.
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3. BULGULAR

3.1. FIV Tamsi ve Molekiiler Karakterizasyon Sonug¢lari

FIV tanisi i¢in sentezlenen env ve gag primerler: ile yapilan PCR sonucunda
21 (%10,5) numunede beklenen nested- PCR (859 bp) iiriinii elde edilmistir. Elde
edilen bazi FIV pozitif numunelere ait PCR goriintiisii Sekil 3.1°de sunulmustur.
Ayrica vif gen bolgesine yonelik tasarlanan primerler ile yapilan PCR sonucunda

sadece iki drnekten sekans elde edilmistir.

859 bp

Sekil 3.1. FIV env V3-V5 bolgesine ait PCR goriintiisii. FIV tanist ve molekiiler karakterizasyonunda
kullanilan F1/F2 ve F3/F4 primerleri elde edilen PCR bant goriintiileri.

Yapilan molekiiler degerlendirme sonucu sekanslarimiz env ve gag bolgesine
gore B alt tipine parafiletik yakinlik gostermistir ancak kendi aralarinda ayr1 bir
kiime olusturmuslardir. Ayrica sekans analizi sonrasi yapilan benzerlik oranlarini
gosterir tabloda (Sekil 3.2)’de sunulmustur. Tez ¢alismasindaki sekanslardan
FIVITR/BTK/55/890 ve FIV/TR/BTK/65/Cugu ise Tiirkiye’de daha once bildirilen
suslara yakin ¢ikmistir. Ozelikle bu iki 6rnek diger tez ¢alismasina ait 6rneklerden

niikleotit ifadesi anlaminda da farklilik gostermistir (Sekil 3.2 ve 3.3).
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Caligmada yer alan diger bir FIV karakterizasyon geni olan gag yapilan
denemeler sonrasi komple olarak elde edilememistir. Kismi gag bdlgesini tantyan
primerlerle ise env gen bolgesi elde edilen 21 adet 6rnegin hepsinde 855 bp
bliytikliigtinde amplikonlar elde edilmis olup molekiiler karakterizasyonu yapilmustir.
Molekiiler karakterizasyon isleminden sonra ortaya g¢ikan filogenetik agagta B alt
tipiyle yakin iliskili olarak ayr1 iki ana dalda yer almistir (Sekil 3.4 ve 3.5). Dortli
olarak  bir dal olusturan  FIV/TR/BTK44/1382, FIV/TR/BTK/55/890,
FIV/TR/BTK/65/Cugu ve FIV/TR/BTK66/Gozde 6rnekleri daha 6nce Duarte ve ark.
(2006) tarafindan Portekiz’de bildirimi yapilan RP1 ve PP2 suglar1 ile yakinlik
gostermistir (Sekil 3.5). Ayrica SDT programi kullanilarak elde edilen gag gen

bolgesine ait benzerlik tablosu (Sekil 3.3)’da sunulmustur.

Tez calismamizda env ve gag bolgeleri yoniinden 21 adet sekans elde
edilmigken vif yoniinden sadece iki ornekte pozitiflik tespit edilmistir. Bunlar env
gen bolgesinde ayr1 bir alt dal olusturan TR/BTK/55/890 ve TR/BTK/65/Cugu’dur.
GenBank veritabaninda Brezilya’dan bildirilen 2017 yilina ait sekanslar ile

caligmamizda elde edilen kismi vif dizinleri yakinlik gostermistir (Sekil 3.6).
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Standart Sapma Oranlari

M36968_PPR
M25381_Petaluma
D37824_Aomori_2
D37821_Sendai_2
D37819_Yokohama
AY139110_TX200
AY139111_TXTG
AB027298_TI1
AB027301_TI4
D37822_Fukuoka
D37818_Shizuoka
AB027304_LP24
AB027303_LP20
AB027302_LP3
FIVITRIBTK72/Z
FIV/TR/BTK12/Mia
FIV/TR/BTK62/Taylan933
FIVITRIBTK71/Y
FIVITR/BTK52/Fox
FIVITR/BTK29/3686
FIVITR/BTK55/890
FIV/TR/BTK61/Simi
FIV/TR/BTK64/Bocuk
FIVITR/BTKB3/Citir
FIVITR/IBTK51/Pala
FIV/TR/BTK65/Cugu
FIV/TR/BTK37/Dizel
FIVITR/BTK57/Sinsa
FIVITR/BTK93/1677
FIVITR/BTK44/1382
FIVITR/BTK69/1
FIVITR/BTK66/Gozde
FIVITR/BTK155/KediPgs
FIV/TR/BTK68/Poncik
FIV/ITR/BTK67/Mocha

I IIFRR

BBI8I2BIII I IIISBERRVB

79
80
80
79
72
80
80
79
79
82
81
80
81
81
81
80
80
81
70
80
81
80
81
78
81
79
81
81
80
81
81
81
81

2R RRIRRREIEEEEREISS

\ Benzerlik skalasi

84-75

Sekil 3.2. FIV env gen yoniinden Maximum-Likelihod (ML) bazli miikleotid benzerlik tablosu (MatGat 2.0)
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Sekil 3.3. FIV gag geni baz alinarak yapilan uzak ve yakin suglarin gosterildigi matrix tablosu (SDT Viral sequence nucleotide identity v1.2)
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TR-D (HMB39738)
TR-Mo (HM639740)

54
Al
100 L A FIV/TR/BTKES/Cog
® RP1 (AJ304988)
100 - @ PP2 (AJ304985)

100 | P17BC1 (KP264330)

P17CCA3 2011.37 (KP264326)
M14CC183 2011.06 (KP264531)
RalyM2 (X59501)

LP9 (D84497)

00 [ Aomori-2 (D37817)

AOM34 (AB514971)

OSK2 (AB515192)

KOC23 (AB515096) B
Sendai 2 (D37814)
TOT1 (GU0B6SEE)
TYO16 (AB515270)
TY1 (D67084)

53

100 (— TX78 (AY139102)

_‘jmzs avisosd

94 Maryland (AF452126)

100 | FIV (DB4500)
79| 1Lp24 (Deas00)

LP20 (DB84498) E
LP3 (D84496)
TR-Mi (HM8239739) | TR-2010 E?
Fukuoka (D37815)

Shizuoka (D37811) D
58 VND-1 (AB083502)

TKP88 (EF153977)
100 ' TKP 152 (GQ357640)

34
150 02LisP (DQO72566) | F
—| PPR (M36968)
= — ( )
19K32 (M73965)

100
Wo (L06312)

Max (GQ357642)

" 2Z2(X57001) A
o¥ Ca2 (DQBT3714)

45 Petaluma (M25381)

40 Dixon (LO0G0S)

Sendai 1(D37813)

100

005

Sekil 3.4. FIV envelope gen bolgesi yoniinden filogenetik agag. Filogenetik analiz yapilirken Maximum-
Likelihood istatistik metodu, Kimura-2 modeli ve 1000 bootstrap tekrar1 tercih edilmistir. Buna gore elde
edilen sekanslar Tiirkiye’de daha dnce yapilan ¢alismadaki sekanslar gibi FIV- genotip B’de yer almustir.
“A” sekil ile gosterilen viruslar bu ¢alismada kazanilan alttiplerdir.
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B FIV/TR/IBTK72/Z

B FIV/TR/BTK69/1

B FIV/TR/IBTK71/Y

B FIV/TR/BTK61/Simi
M FIV/TR/BTKB3/Citir

B FIV/TR/BTK51/Pala
B FIV/TR/BTK52/Fox

M FIV/TR/BTK57/Sinsa

B FIV/TR/BTK37/Dizel

M FIV/TR/BTK155/KediPgs
M FIV/TR/BTK62/Taylan933
B FIV/TR/BTK12/Mia

B FIV/TR/BTK68/Poncik
W FIV/TR/BTK29/3686

M FIV/TR/BTK64/Bocuk

33

Turkish FIV (17)

50

66

W FIV/TR/BTK93/1677
e [l FIV/TR/BTK67/Mocha
Maryland

XTG

ITTO002PIU
ITTO003PIU
TX200

53

USIL2489
Sendai 2

28

28

39

89

o3 Yokohama

55 Aomori 2
LP20
LP3 E

54

91 Lp24

B FIV/TR/BTK55/890

99 l
W FIV/TR/BTK65/Cugu

W FIV/TR/BTK44/1382
W FIV/TR/BTK66/Gozde

99

48
=
RP1
Shizuoka
99 D
Fukuoka

Portekiz B Alt tipi

Turkish FIV (4)

99| T
91
114

86 Dixon

T X68019 GAG gene
s PPR San Diego isolate A

66 Petaluma
58 Sendai 1

0.02

Sekil 3.5. FIV kismi gag (p24) baz alan filogeni analizi. Filogenetik analiz yapilirken Maximum-
Likelihood istatistik metodu, Kimura-2 modeli ve 1000 bootstrap tekrari tercih edilmistir. gag analzine
gore de ¢alismamizin elde edilen sekanslari FIV- genotip B’ye daha yakin yer almustir.

gosterilen virus bu ¢aligmada kazanilan alttipdendir.

“m” sekil ile
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100

53
LC179607.1TM1
90
LC177505.1 1
LC177505.21

49

47
KX668637.1 RS08
KX668643.1 RS14
KX668639.1 RS10
KX668641. RS12
KX668640.1 RS11
94 k= KX668632.1 RS03
- KX668633.1 RS04
L KX668634.1 RS05
9} KX668636.1 RS07
KX668630.1 RS
L KX668638.1 RS09
KX668635.1 RS06
KX668631.1 RS02
B FIV/TR/BTKSS/890

B FIV/TR/BTKES/Cugu

99

88

53 91
] 100 . KX668642.1 RS13
LC179609.1 Shizuoka
LC179610.1 Shizuoka clone: 2
LC179611.1 Shizuoka clone: 3
1001) c179612.1 Shizuoka clone: 4
LC079040.1 Shizuoka
42p LC177498.1 Paddy-Gammer clone: 5
69 ) L.C177497.1 Paddy-Gammer clone: 1
100 § ave00517.1 FIv-C28
LC179608.1 Paddy-Gammer clone: 2
Y 55 M25381.1 Petaluma
M36968.1 PPR (San Diego isolate)

LC177510.1 N91clone: 1
LC177511.1 N81 clone: 5(2)

LC177509.1 TM3 clone: 4
LC177508.1 TM3 clone: 2
LC177507.1 TM3 clone: 1
LC177506.1 Kyo-1 clone: 1

MF370550.1 cat/Brazil/Pequeno 2013

M36968.1 PPR (San Diego isolate)

- | @ AF200477 Human HIV vif

Sekil 3.6. FIV vif gen bolgesini baz alan filogeni analizi. Filogenetik analiz yapilirken Maximum-
Likelihood istatistik metodu, Kimura-2 modeli ve 1000 bootstrap tekrari tercih edilmistir. vif analizine

[T 1}

gore de ¢alismamizin elde edilen sekanslar1 FIV- genotip B’de yer almistir. “m” sekil ile gosterilen virus
bu caligmada kazamilan alttipdendir. Ayrica dis grup olan Human HIV Vvif en alttayeralmustir.
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3.2. FeLV tamisi ve molekiiler karakterizasyonu

FeLV ekzojen varyantini tespit etmek amaciyla tasarlanan ve sentezlenen
primerler ile beklenen amplikonlar eclde edilememistir. Ancak FeLV endojen
varyantina karsi yapilan PCR sonucunda 28 o6rnek pozitif olarak tespit edilmistir.
Elde edilen 600 bp biyiikligindeki amplikonlar (Sekil 3.7) dizin analizine
gonderilmistir. Sekans analizi sonrasi s6z konusu sekanslar BLAST kullanilarak
konfirme edilmis ve daha sonra molekiiler karakterizayon amaciyla filogenetik analiz

yapilmustir.

600 bp

Sekil 3.7. enFeLV i¢in ilk asamada elde edilen pozitif PCR sonucu

Tez galismamizin sekanslari ti¢ grup halinde Gup-2’nin altinda AGTT-benzeri
grup igerisinde yeralmistir. Mavi grup ve mor alt grup enFeLV suslarina daha
yakinken, yesil grup FeLV-D grubuna ait provirus ile yakin bulunmustur. Ayrica
FIV/TR/BTK12/Mia etiketli 6rnek ise FeLV-A FAIDS (M18247) referans susu ile

ayni daldan koken alarak monofiletik olarak yakin konulanmiglardir.
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92 1 M25425 Cat enFelV
33 [1 GU300823 Fca146312
32|L GU30095 Fca14622

GU300959 Fca9212
GU301064 Fsi729
GU300878 Fni1435
23| 5,1 GU301008 Fni6210
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GU300832 Fca9312
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S

o

KY750993 BJ/2016/13
KY751004 HLJ/DQ/2016/05
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enFelV/TR/BTK67/Mocha

GRUP-2
2
2
%
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Sekil 3.8. enFeLV 3’ LTR bazl filogenisi. Polani ve ark. (2010) yilinda yaptig1 siniflandirma baz
alinarak yapilmigtir. Buna gore tez ¢alismamizin sekanslart {i¢ grup halinde AGTT-benzeri grup
icerisinde yeralmigtir. Mavi grup ve mor alt grup enFeLV suslarina daha yakinken, yesil grup FeLV-D
grubuna ait provirus ile yakin bulunmustur.
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3.3. FFV tanis1 ve molekiiler karakterizasyonu

FFV tanis1 amaciyla sentezlenen primerler ile 455 bp biiyiikliigiinde PCR
riinii elde edilmis olup, 20 numunede tespit edilmistir. Elde edilen PCR pozitif
numunelere ait amplikon bant goriintiileri Sekil 3.9’de sunulmustur. Dizin analizi
sonrast degerlendirmede gag gen bolgesinde yer alan NC boliimii BLAST programi
ile konfirme edilmistir. Kismi gag gen bolgesi ile elde edilen 6rnekler komple gag
bolgesi yoniinden de pozitif elde edilmistir. Ancak GenBank veritabaninda sinirli
veri olmasindan Otliri molekiiler karakterizasyon uygulamalarinda kismi gag
bolgesine ait sekanslar kullanilmistir. Molekiiler karakterizasyon sonrasinda tiim
FFV sekanslarimiz %95-99 benzerlikle ayni dal iizerinde yeralmistir. Bunun yaninda
dis dallar incelendiginde tez galismasindaki sekanslarm Ingiltere orijinli Chatul-3

(AJ564746) susuna yakinlik gosterdigi saptanmustir (Sekil 3.10).

Ayrica replikasyon-kompetan FFV’ler de bulunan bet gen bolgesi (1350 bp) de
PCR sonucu ti¢ ornekte elde edilmistir. Bu ii¢ drnege ait sekans analizi sonucu elde
edilen sekanslar birbirlerine olduk¢a benzer olup konsensus sekans, bet sekansi
mevcut olan GenBank veritabanindaki FFV referans suslari ile karsilastirilmistir. bet
geni yoniinden de tez ¢alismamizdaki sekanslar, Chatul-3 (AJ564746) ile benzerlik
gostermistir (Sekil 3.11).

455 bp

Sekil 3.9. FFV — NC bolgesi yonelik PCR goriintiisii. (455 bp biiyiikliikteki amplikonlar)
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Chatul-2

FsFV
Chatul-3

Turkish FFV strains

S7801
NC 001871 FFV
AJ223851 FFV
2842428 FFV

— Coleman

80 L HFFV
FFVpc-X103
FFVpe-X102

— BFV 3026
7L gy

— Human Spumavirus

97 L— SFV Cy5061

Feline Foamy Virus

Sekil 3.10. FFV kismi gag gen boélgesi yoniinden filogenetik agag. Filogenetik analiz yapilirken
Maximum-Likelihood istatistik metodu, Kimura-2 modeli ve 1000 bootstrap tekrari tercih edilmistir.

Tiirkiye FFV suslar1 Ingiltere orijinli suslara yakinlik gostermektedir.
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AJ564746 Chatul-3
AJ564745 Chatul-2
KC292054 FFVpc-X102
KC292055 FFVpc-X103
AB052796 57801
AB052797 Coleman

TR-FFV-2018-Con
U85043 FeSV

AJ564746 Chatul-3
AJ564745 Chatul-2
KC292054 FFVpc-X102
KC292055 FFVpc-X103
AB052796 57801
AB052797 Coleman
’1TR-FFV-2018-Con
US5043 FeSV

AJ564746 Chatul-3
AJ564745 Chatul-2
KC292054 FFVpc-X102
KC292055 FFVpc-X103
AB052796 S7801
AB052797 Coleman
R-FFV-2018-Con
U85043 FeSV

Sekil 3.11. FFV bet bolgesinin aminoasit diizeyinde farkliligini arastirilmasi. Clustal W sonrasi elde edilen alignment goriintiisii.
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Chatul-3 ‘e yakinlik gostermektedir.

Bu gen bolgesine gore de en ¢ok
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3.4. Elde Edilen Epidemiyolojik Veriler Ve Istatistiksel Analizleri

Tez galismasinda elde edilen veriler Microsoft Excel (Microsoft Office 2016)

programina kaydedilerek hem yilizde bazinda degerlendirmenin yapilmasina hem de

Lojistik Regresyon Analizi i¢in uygun data haline getirilmesine olanak saglanmustir.

Calismamizda Feline retrovirus pozitif bulunan kedilere ait bireysel 6zelliklerini

iceren veri, bu verilere gore ylizde ve lojistik regresyon analizi sonucu elde edilen p-

degeri cizelgesi asagida sunulmustur (Cizelge 3.1).

4Cizelge 3.1. Risk faktorleri ve sonuglar1 gdsteren cizelge. Tez ¢alismasinda elde edilen pozitifliklerin
toplam populasyondaki (n=200) c¢esitli degiskenlere goére (cinsiyet, yas, ik, saglik ve asi durumu)

dagilimlari.

FIv enFelLV FFV
Cinsiyet
Disi (n=95) 11 (%11.5) 12 (%12.6) 6 (%6.3)
Erkek (n=105) 10 (%9.5) 16 (%15.2) 14 (%13.3)
p-value >0.05 >0.05 <0.05
Yas (ay)
0-6 (n=102) 2 (%1.9) 8 (%7.8) 6 (%5.8)
7-12 (n=44) 6 (%13.6) 8 (%18.2) 6 (%13.6)
13-48 (n=50) 11 (%22) 10 (%20) 8 (%16)
>48 (n=4) 2 (%50) 2 (%50) -(%0)
p-value >0.05 >0.05 >0.05
Irk
Saf (n=15) 11 (%73.3) 7 (%46.6) 6 (%40)
Melez (n=185) 10 (%5.4) 21 (%11.3) 14 (%7.6)
p-value <0.05 >0.05 <0.05
Saghk durumu
Saghkli (n=161) 4 (%2.48) 11 (%6.8) 9 (%5.6)
Hasta (n=39) 17(%43.6) 17 (%43.6) 11 (%28.2)
p-value <0.05 <0.05 >0.05
Ast durumu
Asilt (n=60) 14 (%23.3) 18 (%30) 10 (%16.6)
Asisiz (n=140) 7 (%5) 10 (%7.1) 10 (%7.1)
p-value <0.05 <0.05 >0.05

4 P degeri <0.05 ise anlaml1, >0.05 ise anlamsiz.
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Kedilerde bulunan retrovirus enfeksiyonlarmin  molekiiler teknikler
kullanilarak arastirilmasint konu alan bu tez kapsaminda elde edilen molekiiler
epidemiyolojik sonuglar c¢alisma popiilasyonu iginde ve yiizde olarak asagida

irdelenmistir;

Sekil 3.12. Calismada retrovirus enfeksiyonu pozitif ¢ikan kedi dagilimina ait diagram

v Bu calisma sonucunda kedilerde FIV enfeksiyonunun varligi %10,5
(21/200) olarak tespit edilmistir. FIV pozitif kedilerde; gingivitis ve/veya oral-
nasal yaralar 6ne ¢ikan klinik bulgulardandir (12/21; %357,1). Ayrica en az bir
klinik bulgu gosteren kedi orani ise %80,9 (17/21) olarak tespit edilmistir.
Klinik bulgu gostermeyen ve as1 6ncesi rutin kontrol amagh 6rneklenen ve FIV

pozitif bulunan kedi sayisi ise 4/21 (%19) olarak saptanmustir.

v Calismada 200 numunenin higbirinde exFeLV saptanmamis buna
karsin %14 oraninda (28/200) enFeLV pozitiflik saptanmistir. Ulkemizde
FeLV’nun endojen varyantinin yayginliginin ekzojen varyantindan fazla
oldugu ortaya ¢ikmistir. Ayrica ¢oklu retrovirus enfeksiyonlari bakimindan
enFeLV pozitif saptanan kedilerin dort tanesinde (4/28; %14) hem FIV hem de
FFV pozitifligi saptanmistir.
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v FFV, c¢aligmamizdaki kedilerin 20 tanesinde pozitif olarak tespit
edilmistir (20/200; %10). FFV c¢alismasinda klinik semptom goriiliip
goriilmemesi 6nemli bir veri olup, klinik bulgu gosteren FFV pozitif kedi sayisi

7 (7/20; %35) olarak tespit edilmistir.

v Coklu enfeksiyon olarak saptanan sonuglar asagidaki sekilde
belirtilmistir. FIV ve FFV nin beraber goriildiigli vaka sayis1 7 (7/200; % 3,5);
FIV ve enFeLV’nun beraber goriildiigli vaka sayis1 14 (14/200; % 7); enFeLV
ve FFV ‘nun beraber goriildigii vaka sayist ise 10 (10/200; % 5) olarak
saptanmustir. Ug enfeksiyonun tek bir kedide goriildiigii vaka sayis1 ise 4

(4/200; % 2)’tiir.

v Calismada onceden bagka viral etkenler yoniinden agilanmis hayvan
sayist olduk¢a azdir (60/200; %30). Bunun sebebi; bilingli hayvan sahiplerinin

asilama oncesi rutin kontrol amach ¢alismaya katilmasidir (131/200; % 65,5).

v Calismada molekiiler ve filogenetik olarak degerlendirilen tim
sekanslar i¢in GenBank veritabanindan “Accession Number” alinmistir. S6z
konusu veriler EK-2’de sunulmustur. Ayrica ¢alismada feline retrovirus pozitif

cikan kedilere ait 6zellikler Ek-3’de sunulmustur.

Microsoft Excel (Microsoft Office 2016)’de islenen veriler, ayrintili istatiksel
degerlendirme amaciyla SPSS (The Statistical Package for the Social Sciences)
programi (Norusis, 2008) ile Lojistik Regresyon Analizine tabi tutulmustur. Elde

edilen sonuglar ayrintili olarak ¢izelgelerde (Cizelge 3.2., 3.3. ve 3.4.) sunulmustur.
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3.4.1 FIV i¢in Lojistik Regresyon Analiz Sonucu

Cizelge 3.2. FIV enfeksiyonun risk faktorleri ile yapilan Lojistik Regresyon Analiz Sonuglari

B | S.E.| Wald | Df | Sig. |Exp(B) Klasifikasyon Tablosu
Yas(l) |,720 |,952| 571 | 1 |,450] 2,054 Beklenen
__ [zlenen FIV
Cinsiyet(1) |,506 |,717| 498 | 1 |,480| 1,659 YokVarl
- Yiizde
Irk(1) 3,003,821 (14,192| 1 1000/22.036 || FE2"F IV yok 12791 0 12000
Asi Durum(1) |1,363|,807 [2,855| 1 |,091] 3,908 1 Var | 10|11 52,4
Klinik Bulgu(1)[ 3,804,904 (17,698 1 |,000|44,877 To.plam 95,0
Yiizde
Sabit  |-5,720|1,41016,451] 1 |,000| ,003 a. Bsik Deger ,500

Yas ve cinsiyetin modele etkisi 6nemli olmamakla birlikte; 1rk, ast durumu ve

klinik bulgunun etkisi 6nemli bulunmustur. Saf irklarda FIV goriilme riski melezlere

gore 22 kat daha fazla, asililarda FIV goriilme riski asisiz olanlara gore 3,9 kat daha

fazla, klinik bulgusu olan hayvanlarda FIV goriilme riski klinik bulgusu

gozlemlenmeyenlere gore 44,9 kat daha fazla bulunmustur (p<0.05).

3.4.2. enFeLV icin Lojistik Regresyon Analiz Sonucu

Cizelge 3.3. enFelLV enfeksiyonun risk faktorleri ile yapilan Lojistik Regresyon Analiz Sonuglari

B |S.E.Wald| Df | Sig. | Exp(B) Klasifikasyon Tablosu
Yas(l) | .299 |576 270 | 1 | 604 | 1,349 Beklenen
_ Izlenen enFeLV
Cinsiyet(1) | -,275 468 ,346 | 1 | 556 | ,759 Yok[Var
Yiizde
Irk(1) | ,763 [628/1,474] 1 | 225| 2144 BasenFeLV Yok |168| 4 | 97.7
\Ast Durum(1)| 1,363,508/ 7,216 1 | ,007 | 3,909 1 var 120! 8 | 286
Klinik
1,932|56011,890 1 | ,001 | 6,903 "
Bulgu(1) Toplam Yiizde 88,0
Sabit  |-3,113|677]21,135 1 |,000 | ,044 2 Esik Doger 500
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As1 durumu ve klinik bulgunun enFeLV iizerine etkisi anlamli bulunmustur.
Asililarda enFeLV goriilme riski asisiz olanlara gore 3,9 kat daha fazla, klinik

bulgusu olan hayvanlarda enfelv goriilme riski klinik bulgusu gézlemlenmeyenlere

gore 6,9 kat daha fazla bulunmustur.

3.4.3. FFV i¢in Lojistik Regresyon Analiz Sonucu

Cizelge 3.4. FFV enfeksiyonun risk faktorleri ile yapilan Lojistik Regresyon Analiz Sonuglari

B |[S.EWald| Df | Sig. | Exp(B) Klasifikasyon Tablosu
Yas(l) |-.256 587 ,191 | 1 |,662| 774 Beklenen
_ [zlenen FFV
Cinsiyet(1) |-,950 [5413,081| 1 |,079| ,387 Y oklVar
Yiizde
Irk(1) [1,475(656/5,062| 1 |,024 | 4,372 Bas FFV Yok 1179l 1 1994
Ast Durum(1)| 492 |557] ,779 | 1 | 378 | 1,635 1
Var | 17| 3| 150
Klinik

,743 1,6211,430| 1 |,232 | 2,102

Bulgu(1) Toplam Yiizde 91,0

Sabit -2,266|,61513,559 1 | ,000 | ,104

a. Esik Deger ,500

FFV enfeksiyonu bakimindan irk faktoriintin etkisi istatistik olarak anlamli

bulunmustur. Safkan irklarda FFV goriilme riski melez irklara gore 4,3 kat daha

fazladir.
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3.4.4. Coklu (Multi) Enfeksiyon icin Lojistik Regresyon Analiz Sonucu

Cizelge 3.5. Coklu enfeksiyonlarin risk faktorleri ile yapilan Lojistik Regresyon Analiz Sonuglari

Klasifikasyon Tablosu

B |S.E.|Wald | Df | Sig. | Exp(B)

Yas(1) ,175 |,664/ ,070 | 1 |,791| 1,192
Cinsiyet(1) |-,446 |548 ,662 | 1 | ,416 | ,640
Irk(1) 2,163(64411,273 1 |,001 | 8,700
\4st Durum(1) 1,081 590/ 3,350| 1 |,067 | 2,947
B}:IIgi;TJi(kl) 2,138 608/12,372| 1 | ,000 | 8,484
Sabit -3,433|,79518,644 1 | ,000 | ,032

Beklenen
Izlenen Coklu
Y ok[Var
'Yiizde
Bas Coklu Yok |175[ 11994
1
Var |15 9 (375
Toplam Yiizde 92,0

a. Esik Deger ,500

Coklu (Multi) enfeksiyon durumu istatiksel olarak degerlendirilmesiyle; 1rk,

ast durumu ve klinik bulgunun model {izerinde anlamli etkileri oldugu saptanmustir.

Saf irkta ¢oklu enfeksiyon goriilme riski meleze gore 8,7 kat ytiksek, asili olanlarda

olmayanlara gore 2,9 kat yiiksek, klinik bulgu goriilenlerde goriilmeyenlere gore 8,48

kat yiiksek saptamistir.
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4. TARTISMA

Kedi Retrovirus enfeksiyonlari; gerek Veteriner Virologlar ve gerekse
Klinisyen Veteriner Hekimler acisindan 6neme sahip hastaliklar olup, iilkemizdeki
evcil kedilerde varligi ve yayginligi konular1 sinirh sayida ¢alismada bildirilmistir.
Bu tez c¢alismasinda; kedileri enfekte edebilen ii¢ Retrovirus (FIV, FeLV, FFV)
enfeksiyonunun tlkemizdeki evcil kedilerde varligi, anilan bu ii¢ enfeksiyonun
birlikte goriilme sikligi, drneklenen hayvanlarin bilgileri dogrultusunda istatistiksel
olarak elde edilen sonuglarin anlamli olup olmadigi konular1 ve elde edilen pozitif
suslarin molekiiler teknikler kullanilarak diinyadaki hem cinsleri ile karsilagtirilmasi
hedeflenmistir. Ayrica Feline Foamy Virus enfeksiyonunun {ilkemizdeki evcil
kedilerde varligi bu ¢alisma kapsaminda ilk kez bildirilmis olup, anilan basliklar

caligmaya 0zgilinliglinii veren konularin baginda gelmektedir.

Ulkemizde evcil kedilerin sayis1 hakkinda herhangi kesin bilgi bulunmamakla
birlikte, giderek artan pet hayvanciligi ve sokak hayvanlarinin sahiplenilmesi
olgulari; dikkate deger Ol¢iide kedi popiilasyonu oldugu gergegini géstermektedir.
Bilimsel anlamda retrovirus enfeksiyonlarinin insanlarda da homologlarinin
bulunmasi, kedilerdeki retroviruslar ile molekiiler farkliliklarinin az olmasi sebebiyle
anilan bu kedi kokenli Retroviruslarin laboratuvar kosullarinda insan Retrovirus
caligmalarinda “prototip” olarak tercih edilmesine imkan tanimaktadir. Ayrica
tilkemizdeki kedilerde bulunan Retroviruslarin molekiiler yapilarinin arastirilmasi;
diinyadaki hem cinsleri ile antijenik yakinlik/uzakliklarinin belirlenmesini de
miimkiin kilmaktadir. Bu baglamda bu tez ile iilkemize ait sinirl sayidaki molekiiler
veriye katki saglayabilecek, anilan {i¢ enfeksiydz ajan hakkinda ileriye yonelik

caligmalara temel teskil edebilecek verilerin eldesi de gergeklestirilmistir.

Tez galismasi, toplamda 200 kedi 6rnegini kapsamakta olup, bunlardan 21’inde
FIV, 28’inde enFeLV, 20’sinde FFV varhig: tespit edilmistir. Ulkemizdeki evcil
kedilerde; FIV ve FeLV enfeksiyonlarinin prevalansina yonelik molekiiler bazli tek

bir caligma bulunmakla birlikte (Oguzoglu ve ark., 2013), yogunlukla serolojik bazli
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calismalar yapilmistir (Y1ilmaz ve ark., 2000, Erol ve Pasa, 2013, Oguzoglu ve ark.,
2013). Ulkemizdeki kedilerde FFV enfeksiyonunun bildirimine yonelik ise herhangi
bir calismaya rastlanmamistir. Turkiye‘de Kkedilerdeki retrovirularla ilgili ilk
seroprevalans calismasinda (Yilmaz ve ark., 2000), istanbul bolgesinde FIV
seroprevalanst %23 bulunmustur. Bir baska ¢alismada, Van kedilerinde ELISA ile
FIV antijen varligi %3 bulunmustur (Yiiksek ve ark, 2005). Aydin ve Izmir
bolgesinde yapilan diger bir seroprevalans calismasinda ise FIV antikor varligi
%19,5 olarak saptanmistir (Erol ve Pasa, 2013). Niikleik asit varligi yoniinden
yapilan tek prevalans ¢alismasi olarak, 200 kedide yapilan bir arastirmada (Oguzoglu
ve ark., 2013); %20,5 FeLV yoniinden ve %9,5 FIV yo6niinden antijenik pozitiflik
tespit edilmis, ayrica yiiksek oranda FIV ve FeLV enfeksiyonlarinin ayni bireyde
birlikte varligi da belirlenmistir. Oguzoglu ve ark. (2013) bu ¢alismada; yas (eriskin)
ve yasam kosullarinin (sokak kedisi) bu enfeksiyonlarin Tiirkiye’deki evcil kedilerde
varligr yoniinden risk olusturabilecegini belirtmis olup, asilama o6ncesinde bu
hastaliklara yonelik enfeksiyon tablosunun aydinlatilmasi gerekliligi iizerinde

durulmustur.

Bu tez ¢alismasinda FIV agisindan tespit edilen %10,5’1uk (21/200) prevalans
degeri, onceki prevalans c¢alismasi ile (%9,5) (Oguzoglu ve ark, 2013) uyumlu
bulunmustur. Ayrica bu tez caligmasinda bulunan, baska hastaliklara kars1 asilanmis
hayvanlarda FIV pozitifligi %66,7 (14/21) ve FeLV pozitifligi %64,2 (18/28)
oranlari, yine anilan ¢alisma ile (FIV %40, FeLV %42) (Oguzoglu ve ark 2013)
uyum gostermektedir. Bu bulgular 1s18inda; evcil kedilerin rutin kontroller sirasinda
diger hastalik etkenlerine kars1 asilama yapilmadan 6nce mutlak surette FIV ve FeLV
enfeksiyonlart yoniinden virolojik olarak taranmasi gerektigi kanaatine varilmistir.
Asilama Oncesi enfeksiyon tablosunun aydinlatilmasi, immunsupresif retrovirus
enfeksiyonlarinin varligi durumunda, gerek immun sistem tizerine negatif etkilerin
azaltilmas1 ve gerekse var olabilecek diger enfeksiydz ajanlarin ortaya cikisim

onlemek adina 6nem tagimaktadir.

FIV pozitifligi belirlenen hayvanlarin klinik tablo agisindan degerlendirilme
yapildiginda, klinik bulgulu hayvanlarda FIV niikleik asit varlig1 %80 (17/21) olarak
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tespit edilmigtir. Anilan klinik bulgular oral ve nasal bolgedeki yaralar seklinde
siklikla belirlenmis olmakla birlikte, iki kedide (FIV/TR/BTK.55/Pala ve
FV/TR/BTK67/Mocha) herhangi Kklinik bulgu tespit edilmemistir. Yapilan lojistik
regresyon analizinde de klinik bulgulu kedilerde subklinik olanlara gére enfeksiyona
rastlanma riskinin 44,9 kat daha fazla oldugu saptanmis ve bu durum istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.001). Bu sonuglar, yapilan bir¢ok prevalans
calismasi ile uyum gostermektedir (Courchamp ve ark., 2000, Hosie ve ark., 2009 ve
Westman ve ark., 2016).

Bu tez calismasindaki diger 6nemli veri; 6rneklenen hayvanlarin irklari ile FIV
pozitifligi arasinda bir baglanti oldugu konusudur ki, saf irklarda FIV pozitifligi
oraninin melezlere gore 22 kat fazla oldugu saptanmistir (p<0.001). FIV ile ilgili
caligmalarda enfeksiyonun 1k yatkinligi hakkinda yapilan istatistiksel degerlendirme
olduk¢a azdir. Oguzoglu ve ark. (2013) yaptigi prevalans caligmasinda 1rk
faktoriiniin istatistiksel degerlendirmede anlamli olmadigir vurgulanmistir. Yapilan
calismalarda; FIV enfeksiyonunda irklar aras1 herhangi yatkinlik bildirilmemis olup,
onem arz etmeyen bir veri oldugu vurgulanmistir (European ABCD Manual, Erigim
Tarihi: 19.03.2018; Gleich ve ark., 2009 ve Norris ve ark., 2007). Gleich ve ark.
(2009)’nin yaptig1, 6 yillik bir siirecte 17 bin kedide yapilan retrospektif bir
calismada; saf irklarda FIV goriilme oraninin daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Bu
baglamda; tez ¢alismasinda 6rneklenen 200 hayvandan 15°i saf irka sahip olup, FIV
pozitifligi dikkate alindiginda karsilagilan %73.3°liik (11/15) orann istatistiksel
olarak anlamli oldugu ortaya ¢ikmaktadir (p<0.001). Bu durum Gleich ve ark.

(2009)’nin ¢aligsmasi ile uyumludur.

Ulkemizde kedilerde FeLV ile ilgili olarak tespit edilen endojen varyant (%14)
diinya genelinde yapilan bir¢ok arastirma ile uyum goétermektedir (Anai ve ark., 2012
ve Hartmann, 2012). EnFeLV’nun klinik bulgulu kedilerde daha sik gdzlemlenmesi,
Ozellikle son yillarda yapilan ¢alismalarda da bildirilmistir (Arnaud ve ark.,2007;
Kawamura ve ark., 2015 ve Ramirez ve ark., 2016). Tez calismasinda da klinik
bulgulu kedilerde enFeLV pozitif ¢ikma ihtimalinin 6,9 kat daha fazla oldugu
saptanmustir (p<0.001). Bu durum 6zellikle Krunic ve ark. (2015) ve Ramirez ve ark.
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(2016)’nin yaptig1 benzer g¢alismalar ile uyumludur. FIV/TR/BTK51/Pala isimli
ornek, klinik prognozu en olumsuz ve ii¢ retrovirus enfeksiyonu ile es zamanl
enfekte olan bir olgudur. S6z konusu ornek; filogenetik olarak FeLV-FAIDS
(M18247) FeLV-A alt tipinde yer alan referenz sus ile yakin iliskili olarak
belirlenmistir. Bu durum, enFeLV klinik duruma etkisi oldugu hipotezini de
desteklemektedir. Tiirkiye’de molekiiler bazli bir ¢alismada (Oguzoglu ve ark., 2013)
%20.5 FeLV pozitiflik oran1 saptanmig, ancak ekzojen ve endojen FeLV ayrimi
yapilmamustir.  Klinik bulgu ile enFeLV enfeksiyonu arasindaki iliskinin varlig
acisindan ilkemiz orijinli herhangi bir karsilastirma yapilamamistir. Bu tez
calismasinda; endojen FeLV ile enfekte bireylerde klinik bulgu yoniinden istatistiksel
degerlendirme 6nemli (p<0.05) bulunmus olup, %60,7°lik (17/28) bir oranda klinik
bulgulu kedilerde FeLV enfeksiyonunun varligi tespit edilmistir. Bu durum,
enFeLV’un tek basina (8/28) veya viral (FIV ile birlikte 10/28, FFV ile birlikte 6/28,
FIV/FFV ile birlikte 4/28) ya da sekonder diger enfeksiydz ajanlarla birlikte
organizmay1 zayif hale diislirdiigi ve klinik bulgu olusumuna neden olabildigi

seklinde yorumlanmistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmede, diger hastaliklara karsi asili olan
hayvanlarda enFeLV varlig1 agisindan anlamli bir farklilik oldugu ortaya ¢ikmigtir
(P<0,01). Asili kedilerin enFeLV ile enfekte olma orant %64,2 (18/28) bulunurken,
bu sonu¢ diger ¢aligmalarla uyum gostermistir (Miyazawa ve ark., 2010, ve
Yoshikawa ve ark., 2014). Bu ¢alismalarda; as1 tiretiminde kullanilan hiicrelerin kedi
orijinli olmast ve bu hiicrelerin kedi genomu kaynakli endojen FeLV ile enfekte
olmas1 ihtimali iizerinde durularak, asilarin zararsizlik kontrollerinin yapilmasi
gerekliligi vurgulanmistir. Bu enfeksiyon riski sadece as1 kaynakli olmayip, ayni
zamanda asilanacak kedilerin enfeksiyon panellerinin aydinlatilmasini takiben bu
rutin asilarin uygulanmasi da 6nem arz etmektedir. Burada unutulmamas: gereken
diger 6nemli nokta; retroviruslarin genoma entegre olma kabiliyetleridir ki, FeLV
agilarinin uygulanabilirligi bu baglamda kisitlilik olusturmaktadir. Krunic ve ark.
(2015)’nin yapt1g1 bir calismada asilama Oncesi enFeLV varligi bilinen bir kedide
asillama sonrasi tlimor olusumu izlenmis, tiimor gelisiminde direkt etkili olup

olmadig1 anlagilmamakla birlikte, enFeLV entegre provirusunun aktifleserek klinik
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enfeksiyon getirebilecegi ihtimaline vurgu yapilmigtir. Bu tez c¢alismasindaki
bulgulara gore; bireyler asilanmadan Once retroviruslar dahil tiim mikrobiyel ajanlar
yoniinden enfeksiyon spekturumu aydinlatilmali, kedilerin yasam ortamlar1 dikkate
almarak FIV, FeLV agisindan asilamanin gerekliligi sorgulanmali ve klinisyen

Veteriner Hekimlerin bu konuda bilgilendirilmelidir.

Feline Foamy Virus (FFV) enfeksiyonu; tilkemizde evcil kedilerde varlig1 ve
yaygmhigr agisindan arastirilmamis bir enfeksiyon olup, diinyada yayginligi
acisindan aslinda hi¢ de kiiglimsenemeyecek oranlarda kedi popiilasyonlarinda
varligi bildirilmis bir hastalik etkenidir (Winkler ve ark., 1998; Winkler ve ark.,
1999; Nakamura ve ark., 2000 ve Romen ev ark., 2006). Tez ¢alismasinda 200
kedinin 20’sinde (%10) FFV pozitifligi saptanmis olup, ¢oklu enfeksiyon tablosu
olarak bakildiginda FIV ile birlikte yedi kedide, enFeLV ile birlikte 6 kedide varlig
tespit edilmistir. Yapilan bir¢ok Seroprevalans c¢alismasinda %30-%80 arasinda
degisen pozitiflik oranlar1 bildirilmis olmakla birlikte (Bleiholder ve ark., 2011), bu
tez calismasindaki pozitiflik oraninin anilan caligmalara gore daha diisiik oldugu
goriilmektedir. Bu tez calismasindaki pozitiflik FFV niikleik asitinin tespitine dayali
olup, antikor varligina dayali ¢alisma sonuglarindan daha diisiik antijenik pozitiflik

saptanmis olmas1 olagan olarak degerlendirilmistir.

FFV enfekte kedilerin irk Ozellikleri istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)
bulunmus olup, 6zellikle hibrid irklarda FFV enfeksiyonu varliginin %70 (14/20)
oldugu tespit edilmistir. Irk disinda herhangi degiskenin FFV enfeksiyonu iizerine
etkisi tespit edilmemistir. Irk olarak melez kedilerde FFV’nun daha yaygin oldugu ve
safkan irklara gore 4,3 kat daha fazla goriildiigii ortaya konmustur. Bu sonuglara gore

melez wrklar i¢in bir irk yatkinliginin s6z konusu olabilecegi diistiniilmektedir.

Erkek kedilerde (n=14) FFV pozitifligi disilere (n=6) gore daha yiiksek tespit
edilmis olup, %70’lik bu oran istatistiksel olarak da anlamli (p<0.05) bulunmustur.
FFV enfeksiyonunun yayginligi yoniinden Winkler ve ark. (1999) tarafindan yapilan
bir ¢alismada, disi kediler erkeklere oranla daha yiiksek pozitiflige sahip bulunmus
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olup, ayn1 habitat1 paylasan enfekte disilerin 6zellikle sekretlerle bu ajani rahatlikla
yayabilecegini belirtmislerdir. Bu tez c¢alismasinda FFV yoniinden erkeklerde
bulunan yiiksek pozitiflik dikkat ¢ekici olup, etkenin esey hiicreleri ile taginmasi
hakkinda yapilacak ilerideki ¢alismalarda virusun sperma ile naklinin miimkiin olup
olmadiginin arastirtlmasi onerilmektedir. Boylelikle vertikal nakilde hangi cinsiyetin

onemli olabilecegi konusu da aydinliga kavusabilecektir.

FFV’li kedilerdeki klinik bulgular iizerine yapilan birkag¢ arastirmada (Arzi ve
ark., 2015 ve German ve ark., 2008) polyartrit olgusu belirtilmistir. Tez ¢aligmasinda
FFV pozitifligi belirlenen kedilerde klinik bulgu olarak gingivitis ve oral yaralarin
agirhikli (8/11) oldugu, digerlerinin (n=9) subklinik enfekte olduklar1 tespit
edilmistir. U¢ hayvandaki bulgular ise; ates, halsizlik, karinda s1v1 birikimi seklinde
not edilmistir. Gingivitis ve oral yaralar (%72,7) one ¢ikan klinik bulgular olup, FFV
ile ilgili ilerideki galigmalarda sorgulanmasinin énemli olacagi kanaatine varilmistir.
Bu baglamda, klinisyen Veteriner Hekimler agisindan bu bulgularin FFV

enfeksiyonunu da akla getirmesi adina 6nem arz edecegi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada FIV, enFeLV ve FFV dort kedide ayni anda tespit edilmistir.
Kedilerde klinik bulgu anlaminda dordiinde de gingivitis tablosu mevcuttur. Sadece
bir kedide (FIV/TR/BTK67/Mocha) kan degerlerinde disiiklik (l6kopent,
trombositopeni, lenfositopeni) mevcuttur. Weissl ve Ark. (2012)’nin yaptig1 benzer
caligmada; osteoporotik kedilerde feline retroviruslar arastirilmis ve en yiiksek
oranda FFV varligi saptanmistir. Bu durum feline retroviruslarin farkli klinik
bulgular ile seyredebildigine isaret etmektedir. Bu tez ¢alismasinda {i¢ retrovirus
yoniinden pozitif bulunan dort hayvanin; ti¢i saf 1rk ve tigii asili olduklarindan, ¢oklu
retroviral enfeksiyonlar diisliniildiigiinde, anilan bu Ozelliklerin dikkate alinmasi

Onerilmektedir.

Aragtirilan ii¢ virusa ait filogenetik analiz sonuglar1 bu boliimde tartisilmistir:
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FIV molekiiler karakterizasyon c¢alismalarinda; genellikle iki hedef gen
kullanilmaktadir. Bunlar env ve gag gen bdlgeleridir. Retroviruslar icin gag gen
bolgesi mutasyonel anlamda daha stabil iken, FIV tanis1 ve karakterizasyonunda env
gen bolgesi tercih edilmektedir. Ozellikle yiiksek degiskenlik gdsteren bolge olan
V3-V6 molekiiler ¢alismalarda en ¢ok hedeflenen bolgelerin basini ¢ekmektedir
(Miyazawa ve ark., 1994). Bu tez ¢alismasinda, FIV pozitif 6rneklerde 3 farkli gen
bolgesine (gag, env, vif) yonelik molekiiler karakterizasyon yapilmistir. Ulkemize ait
suslar env ve gag gen bolgeleri filogenetik analizine gore genetik grup olarak B alt
tipine yakin yeralmis olmakla birlikte, ayr1 bir kiime olusturmuslardir. ABD, Avrupa
ve Dogu Akdeniz’de B alt grubunun daha yogun oldugunu vurgulayan ¢alismalar ile
bu sonuglar uyum gostermektedir (Duarte ve Tavares, 2006; Oguzoglu ve ark., 2010;
Perharic ve ark., 2016; Steinrigl ve Klein, 2003 ve Weaver, 2010). Oguzoglu ve ark.
(2010)’nin yaptig1 calismada yer alan TR-Mo ve TR-D suslarinin env geninin V3-V5
bolgesine yonelik filogenetik analizinde B alt tipine yakin oldugu belirtilmistir. Bu
tez ¢alismasina ait FIV pozitif 6rneklerin, TR-Mo ve TR-D suslar ile birlikte B alt
tipine yakin ayr1 bir parafiletik dal olusturduklar1 belirlenmistir. Elde edilen bu
sonuclar; tilkemizde sirkiile olan rekombinasyon acisindan dinamik suslarin varligina
bir kanit olup, bugiine dek bildirilmis 5 temel alt grup disinda farkliliga sahip bir FIV

alt tipinin var olabilecegi hipotezini kuvvetlendirmektedir.

Tez galigmasinda env ve gag gen bolgeleri yanisira Vvif gen bolgesi de
arastirilmistir. vif onemli bir aksesuar gen olup virusun hiicreigi antiviral faktorii olan
APOBEC3G (A3) proteinin etkisini notralize ettigi literatiir bilgide verilmistir (Gu
ve ark., 2016, Sims ve ark., 2017 ve Yoshikawa ve ark., 2017). Yoshikawa ve ark.
(2017)’nin hipotezlerinde 6zellikle ¢alisma yaptiklar1 FIV-B alt tiplerinde enfeksiyon
sirasinda Vvif gen bolgesinin eksprese olmadigi, buna bagli olarak patojenite
olusturamadig1 belirtilmistir. Tez c¢aligmasindaki vif gen bolgesi ile yapilan
molekiiler analizler sonucunda Yoshikawa ve ark. (2017)’nin yaptig1 calismaya
uyumlu olarak sadece iki 6rnekte vif gen bdlgesi yoniinden pozitiflik elde edilmistir.
FIV pozitifligi env ve gag bazl primerler ile 21 adet kedide tespit edilirken, vif geni
ile sadece 2 kediden pozitiflik elde edilmis olmasi nedeniyle bu bdlgenin tanisal

amagch kullanimim kisitladigi kanaatine varilmistir.
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Bu sonug ayni zamanda su olguyu da ortaya ¢ikarmaktadir: 21 FIV pozitif
susun sadece 2 tanesinde aksesuar proteinlerden olan Vif geni varligindan bahsetmek
miimkiinken, geri kalan 19 susta bu gen bdlgesinin eksikliginin s6z konusu
olabileceginden hareketle, vif gen bolgesi primerleri ile herhangi {irin eldesi
gerceklesmemistir. Bu 2 adet vif gen bolgesi pozitifligin elde edildigi kedinin klinik
bulgular1 da olduk¢a farklilik arz etmektedir. FIV/TR/BTK55/890 etiketli kedide
nobet tarzi norolojik bulgular1 takiben beden 1sis1 artisi ve agiz bolgesinde ilag
sagaltimina cevap vermeyen yaralar bildirilmekteyken, FIV/TR/BTK65/Cugu olanda
da ataksi ve tremorlara ilaveten inkoordinasyon ve goriis bozuklugu bilgileri not
edilmistir. Bu klinik bulgularin sonucu olarak; suslardaki vif gen bolgesinin nétralize
edilmemis olmasi durumunun, virus suslarinin virulenz durumunu yakindan
etkilemis olabilecegi ve enfeksiyonun patogenezini arttirici yonde etki yapabilecegi
kanaatine varilmistir. Nitekim; Vvif geni FI-Viruslarinin patojenitesi ile yakindan ilgili
bir gen bolgesi oldugundan ve enfekziyodzite giiciiniin degisiminden, klinik
goriinimdeki farklilik ortaya cikmasma kadar birgok olguya neden oldugundan
literatiir bilgi olarak bahsedilmektedir (Gu ve ark., 2016, Sims ve ark., 2017 ve
Yoshikawa ve ark., 2017). Bu iki 6rnekte de goriildiigii gibi klinik olarak norolojik
bulgular ile seyreden FIV olgularinda vif geni sekanslarinin elde edilmesi ve diger
hem cinsleri ile karsilastirilmasi 6nem arz etmektedir. Ozellikle cografik farkliliklar
yoniinden alt tip degisimi veya yeni alt tiplerin ortaya ¢ikist olgularinda da bu gen
bolgesine ait sekans dizinlerinin karsilastirilmasinin 6nemli olacagi kanaatine

varilmistir.

FIV suslarinin vif gen bolgesi bakimindan filogenetik analiz ¢alismalari sinirh
sayida olup, bu tez calismasi Vvif gen bdlgesi verileri agisindan global anlamda
literatiir bilgiye katki saglayacagi diistinlilmektedir. Bu baglamda; {ilkemiz orijinli
FIV pozitif vif geni sekans dizinleri kullanilarak yapilan filogenetik analiz sonuglari,
Brezilya’dan bildirilen 2017 GenBank verileri (Accession No. KX668630-43) ile
yakinlik gostermistir. Filogenetik analizde kullanilan full genomlar ile yapilan
karsilagtirmada ise, tilkemiz orijinli FIV suslarun “B” alt tipine yakin olduklar1 bir

kere daha teyit edilmis olup, Aomori-2 referenz susu ile yakin olmakla birlikte ayni
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clusterda fakat ayr1 bir dal olusturduklar tespit edilmistir. Buna ek olarak; HIV vif
bolgesi molekiiler olarak FIV vif’e benzese de; yapilan analizde filogenetik agidan
Tirk FIV suslar1, hem insan orijinli hem de kedi orijinli tiim suslardan ayr1 bir dalda

yer alarak, kendileri bir grup olusturmuslardir.

FeLV enfeksiyonu yoniinden elde edilen verilere bakilacak olursa; endojen ve
ekzojen virus kavrami hakkindaki literatlir bilgiye gore siklikla kedi genomuna
entegre olan ve parazitik olarak organizmada varligini gizleyebilen bir genomik
yapidan s6z edilmektedir. Endojen bu partikiil, komple virus genomu olarak
bulunmamakla birlikte, FeLV genomuna farkli genom parcaciklarinin entegre oldugu
yapt yanisira, komple virion olarak bulunmayan bu yapinin digsaridan alinabilecek
aktif viral partikiiller sonras1 gelisebilecek rekombinasyonlarla enfeksiydz hale
donlismesi veya ekzojen virusun disardan alinmasi ile mevcut bulunan endojen
virusun  kullanilarak kendi replikasyonunu gergeklestirmesi séz  konusu
olabilmektedir (Anai ve ark., 2012 ve Chiu ve ark., 2018). Bu tez g¢alismasinda
herhangi ekzojen FeLV tespit edilmemekle birlikte, endojen FeLV enfeksiyonu %14
(28/200) olarak belirlenmistir. FeLV arastirmasi i¢in iki farkli gen bolgesi (kismi
envelope ve 3’- LTR) kullanilmistir. Bu iki bolge genomik yapida birbirini takip
eden durumda olup, genelde konak¢1 genomunda kalip halde bulunmaktadir (Anai ve
ark., 2012 ve Polani ve ark., 2010). Ulkemizde daha énce GenBank veri tabaninda
herhangi FeLV niikleotid dizisi bulunmamakla birlikte, bu tez ¢alismasi sonucu
olarak GenBank veritabanina girilen 28 adet endojen FeLV kismi envelope ve 3’-

LTR bolgesine ait dizinler diinyadaki hem cinsleri ile karsilastirilmistir.

EnFeLV’larin alt genomik iiniteleri kedi kromozomlarinda dagmik olarak
bulunduklarindan tiim diinyada bu varyantla (endojen) ilgili filogenetik c¢alismalar
siirh sayidadir. Roca ve ark. (2004) enFeLV’leri genel olarak 2 gruba ayirmustir. Bu
tez kapsaminda elde edilen endojen FeLV sekanslari ve diinyadaki hem cinsleri
kullanilarak yapilan filogenetik analizde Grup 2 de yeralmistir. Tiirkiye’deki evcil
kedilerden elde edilen bu oOrneklerin, Amerikan orijinli enFeLV-AGTT susu ile
yiiksek oranda (%99) benzerlik gosterdigi tespit edilmis olup, AGTT-like grupta yer
aldig1 saptanmistir. Elde edilen sekanslar, kedi genomunda entegre halde bulundugu
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tespit edilen ve bir endojen virus susu olan RD114’le, karsilagtirildiginda molekiiler
bazda herhangi bir benzerlik bulunamamigtir. Bu durumun Tiirkiye orijinli endojen

suglar i¢in 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir.

EnFeLV pozitif 6rneklerden elde edilen sekanslarin 24’, filogenetik analiz
sonucunda 3 ayri kiime olusturarak parafiletik dallarda (Bkz. sayfa 50 mavi, yesil,
mor grup) yer alirken, dort adet sekans bu gruplardan farkli dallarda yerlesmistir.
Ozellikle FeLV/TR/BTK12/Mia isimli érnege ait sekans, bir referenz sus olan ve
FeLV-A alt tipinde yer alan FeLV-FAIDS (M18247) ile monofiletik dalda
yeralmigtir. Bu Tiirkiye susu ile ekzojen FeLV-FAIDS susu arasindaki benzerlik
anlamli olup, ozellikle endojen ve ekzojen FelL-Viruslart arasindaki genetik
aktarimlar1 vurgulayan caligmalarla da uyumlu oldugu goriilmiistiir (Polani ve ark.,
2010, Stewart ve ark., 2011; Anai ve ark., 2012; Watanabe ve ark., 2013; Kamawura
ve ark. 2015; ve Ramirez ve ark., 2016).

FFV enfeksiyonu ile ilgili olarak GenBank veritabaninda az veri mevcut
oldugundan, bu durum elde edilen Tirkiye orijinli sekanslarin diinyadaki hem
cinsleri ile ayrintili karsilagtirilmasina imkan tanimamigtir. Ancak olusturulan
filogenetik agagta bu caligmaya ait tiim FFV sekanlarinin ayni dalda bulundugu ve
Ingiltere orijinli Chatul-3 susuna yakinlik gosterdigi saptanmistir. Chatul-3 susu,
FUV-like FFV olmasindan (Roy ve ak., 2003) &tiirii, tez ¢alismasinda elde edilen

sekanslarin genotipik olarak FUV-like viruslar arasinda oldugu kanaatine vartlmustir.

Bu tez calismasindan elde edilen tiim kedi kdkenli Retroviruslara yonelik genel
bir degerlendirme yapilacak olursa; pozitiflik saptanan virus enfeksiyonu
siralamasinin; en ¢ok enFeLV (%14) > FIV (%10,5) > FFV (%10) oldugu tespit
edilmistir. Retroviruslarda bulunan aksesuar genlerin en az bulundugu virus grubu
dikkate alindiginda, bu siralamanin enFeLV < FIV < FFV olacag1 ger¢eginden
hareketle, mutasyonlarin en ¢ok rastlanabilecek virus grubu olan enFeLV suslarinin
iilkemizdeki bu yogunlugunun yeni tipte rekombinant viruslarin olusumuna bir

potansiyel teskil edebilecegi kanaatine varilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

v" Diinyada ve lilkemizde pet hayvani sayisinin artisi ve ekonomik sektor
yaratmasi nedeniyle daha onceleri fazla arastirilmayan enfeksiydz ajanlarin
da Onemi artmistir. Bu durum, yasam habitatin1 sahipleriyle paylasan
kedilerin saglik durumlarin1 6nemli olgiide etkileyen viral ajanlardan olan

feline Retroviruslarin arastirilmasini giindeme getirmektedir.

v" Ulkemizde sirkiile olan kedi kokenli Retroviruslarin varligmi/yaygmligini ve
molekiiler tiplerinin belirlenmesini konu alan bu tez, Veteriner Hekimlerin
tanisal alanda ihtiyag duydugu bu enfeksiy6z hastaliklar hakkindaki sorulara
cevap verecek bilgilerin toplanmasina imkan saglamistir. Ayrica bu ¢aligma
sonuclari;  gelecekte bu  enfeksiyonlarla miicadele seceneklerinin
sunulmasinda 6nem arz eden temel bilgileri icermektedir. Bu sonuglara gore;
%14 FeLV, %10.5 FIV, %10 FFV enfeksiyonlarinin iilkemizdeki kedilerde

varlig1 belirlenmistir.

v Bu tez bulgular1 kapsaminda, FIV enfeksiyonunun rutin tanisinda gag ve env
genleri yanisira, PCR pozitif olgularda vif geni karakterizasyonunun da
yapilmasi Onerilmektedir. Boylelikle tlilkemizde sirkiile olan FIV suslarinin
patogenez Ozellikleri ve virus susu-klinik bulgu iligkisi hakkinda bilgi sahibi

olunabilecegi kanaatine varilmistir.

v Retroviruslar, dinamik olarak baskalasim gegiren bir virus ailesinde
olduklarindan ve konak¢1 genomuna entegre olabildiklerinden, bu ¢alismada
belirlenen endojen FeLV varyantinin varligi 6nem arz etmekte olup, mutant
tiplerin ortaya ¢ikisin1 etkileyebilecek olan bu durumun ilerideki

calismalarda dikkate alinmasi 6nerilmektedir.
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v" Mevcut bilgilere gére FFV enfeksiyonuna yonelik {ilkemizde yapilmis
herhangi bir arastirma bulunmamaktadir. Bu calisma, FFV enfeksiyonu
varligina yonelik ilk bulgular1 icermektedir. Ayrica FFV; tek basina kedileri
enfekte edebildigi gibi, FIV ve FeLV gibi diger feline Retroviruslarla birlikte
de bulunabilmektedir. Bu ¢alisma sonugclari; tani laboratuvarlarinin arastirma

panellerinde bu enfeksiyonun da bulunmasi gerekliligini gostermektedir.

v' Bu c¢alisma sonucunda bir Oneri olarak; FFV enfeksiyonunun vertikal
naklinin arastirilmasinda erkek kedilerin roliiniin degerlendirilmesi igin, elde
edilecek sperm oOrneklerinin  kullaniminin  6nemli oldugu kanaatine

varilmistir.

v" FFV, ayni insanlardaki homologu olan HFV gibi, canlida nasil bir hastaliga
neden oldugu tam aydinlatilamamig virus enfeksiyonlarindan olup, ileride
gerceklestirilebilecek  deneysel enfeksiyonlar ile hastaligin  olusum
mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik aragtirmalara temel teskil edecek

veriler sunulabilecegi diisiiniilmektedir.

v" Ogzellikle klinikler ve hayvan hastanelerinde Veteriner Hekimlerin asilama
programi oncesinde sadece FIV ve FeLV degil, FFV enfeksiyonu yoniinden
de varliginin arastirilmasi ve durumun bu dogrultuda degerlendirilmesi

gerekliligi 6ngoriimiizdiir.
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OZET

Kedilerde Goriilen Retrovirus Enfeksiyonlarimin (FIV, FeLV, FFV) Molekiiler
Olarak Arastirilmasi

Gerek hayvan sagligina direkt etkileri ve gerekse immunsupresyon nedeniyle
apatojen formda bulunan sekonder etkenlerin siddetli enfeksiyonlara doniisiimiini
tetikleyen Retrovirus enfeksiyonlari, kedilerde de 6nem arz eden viral ajanlardandir.
Feline Retrovirus enfeksiyonlarinin (Feline Immunodificiency Virus-FIV, Feline
Leukemia Virus-FeLV ve Feline Foamy Virus-FFV) iilkemizdeki evcil kedilerde
varlig1 ve yayginliginin arastirilmasinin hedeflendigi bu tez, 200 adet evcil kediden
alman kan Orneklerinde, anilan {i¢ farkli virusa karsi niikleik asit tespitine dayali
molekiiler teknikler kullanilarak gergeklestirilmistir.

Saptanan pozitiflikler biiylikten kii¢tige dogru sirastyla %14 FeLV, %10.5 FIV,
%10 FFV seklinde olup, elde edilen amplikonlar dizin analizine tabii tutulmustur.
llgili dizinler Gen bankasina kaydedilmis olup, ayn1 zamanda diinyadaki hem cinsleri
ile filogenetik analiz kullanilarak karsilastirilmistir. Tez bulgular1 olarak; FeLV
enfeksiyonuna neden olabilecek varyantlardan sadece endojen olan tespit edilirken,
FIV suslarinin B alt tipine yakin olmakla birlikte beraberce farkli bir alt grup
olusturduklar1 belirlenmistir. Ulkemizde kedilerde FFV enfeksiyonunun varlig1 ise
ilk kez bu arastirma ile gerceklestirilmistir.

Elde edilen bulgular; iilkemizde Veteriner Viroloji alaninda kedilerde bulunan
Retroviruslar hakkinda simirli molekiiler bilgiye katki saglamaktadir. Viral
enfeksiyoz ajanlar olarak 6nem arz eden kedi kokenli Retrovirus enfeksiyonlarinin
arastirilmasina olanak saglamasi ve gerekse hayvan sagligi acgisindan kayda deger
verilerin elde edildigi bu tez; global literatiir bilgisine ve konu ile ilgili yeni
calismalarin planlanmasina da katki saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Feline Immunodeficiency Virus (FIV), Feline Leukemia Virus
(FeLV), Feline Foamy Virus (FFV), Molekiiler Karakterizasyon, Tiirkiye
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SUMMARY

Molecular Investigation of Retrovirus Infections (FIV, FeLV, FFV)
in Cats

Retrovirus infections, both of which are direct effects on animal health and
which trigger the conversion of secondary agents, which are in apathogenic form due
to immunosuppression, to severe infections, are also important viral agents in the cat.
This thesis, which aims to investigate the presence and prevalence of Feline
retrovirus infections (Feline Immunodeficiency Virus-FIV, Feline Leukemia Virus-
FeLV, and Feline Foamy Virus-FFV) in domestic cats in our country, is based on
nucleic acid detection against three different viruses molecular technigues.

The detected positivities were high to low, 14% FeLV, 10.5% FIV, 10% FFV,
respectively, and the obtained amplicons were subjected to index analysis. The
relevant sequences were recorded in the GenBank and were also compared using
phylogenetic analysis with both sexes in the world. As thesis findings; It was
determined that FIV strains from a different subgroup together with being close to B
subtype, while only endogenous strains were identified from the variants that could
cause FeLV infection. The presence of FFV infection in cats in our country was the
first time that this research has been carried out.

Obtained Findings, for our country, provides a considerable contribution
limited preexisting molecular information about Retroviruses in the cats in the field
of Veterinary Virology. This thesis, which provides an opportunity to investigate cat-
related retrovirus infections that are important as viral infectious agents and which
provides livelihoods in terms of animal health, contributed to the knowledge of the
global literature and the planning of new studies on the subject.

Keywords: Feline Immunodeficiency Virus (FIV), Feline Leukemia Virus (FeLV),
Feline Foamy Virus (FFV), Molecular Characterization, Turkey
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Ek-2. Sekanslara ait GenBank Accession Numaralari

FIV
FIV env sequences Accession FIV gag sequences Accession
no. no.
FIVITR/BTK29/3686 MH287063 FIVITR/BTK29/3686 MH325051
FIV/TR/BTK64/Bociik MH287064 FIV/TR/BTK64/Bociik MH325052
FIVITR/BTK44/1382 MH287065 FIVITR/BTK44/1382 MH325053
FIV/TR/BTK66/Go6zde MH287066 FIV/TR/BTK66/Go6zde MH325054
FIVITR/BTK55/890 MH287067 FIVITR/BTK55/890 MH325055
FIVITR/BTK65/Cugu MH287068 FIVITR/BTK65/Cugu MH325056
FIVITR/IBTK93/1677 MH287069 FIVITR/BTK93/1677 MH325057
FIV/TR/BTK67/Mocha MH287070 FIV/TR/BTK67/Mocha MH325058
FIVITR/BTK12/Mia MH287071 FIVITR/BTK12/Mia MH325059
FIV/TR/BTK68/Pongik MH287072 FIV/TR/BTK68/Pongik MH325060
FIVITR/BTK62/Taylan933 | MH287073 FIVITR/BTK62/Taylan933 | MH325061
FIVITR/BTK37/Dizel MH287074 FIV/TR/BTK37/Dizel MH325062
FIV/ITR/BTK155/KediPgs | MH287075 FIVITR/BTK155/KediPgs | MH325063
FIVITR/IBTK72/Z MH287076 FIVITR/BTK72/Z MH325064
FIVITR/BTK61/Simi MH287077 FIVITR/BTK61/Simi MH325065
FIV/TR/BTK63/Citir MH287078 FIV/TR/BTK63/Citir MH325066
FIVITR/BTK69/1 MH287079 FIVITR/BTK69/1 MH325067
FIVITR/IBTK71/Y MH287080 FIVITR/IBTK71/Y MH325068
FIVITR/BTK51/Pala MH287081 FIVITR/BTK51/Pala MH325069
FIVITR/BTK52/Fox MH287082 FIVITR/BTK52/Fox MH325070
FIV/TR/BTK57/Sinsa MH287083 FIV/TR/BTK57/Sinsa MH325071
FIV vif sequences Accession
no.
FIVITR/BTK55/890 MH351794
FIV/TR/BTK65/Cugu MH351795
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enFeLV FFV

enFeLV env-LTR Accession FFV gag/pro-pol Accession
sequences no. sequences no.
enFeLV/TR/BTK87/2023 MH325023 FFV/TR/BTK12/Mia MH351774
enFeLV/TR/BTK67/Mocha MH325024 FFV/TR/BTK13/Webo MH351775
enFeLV/TR/BTK197/Pato-293 | MH325025 FFV/TR/BTK37/Dizel MH351776
enFeLV/TR/BTK57/Sinsa MH325026 FFV/TR/BTK44/1382 MH351777
enFeLV/TR/BTK141/3668 MH325027 FFV/TR/BTK48/Gofret MH351778
enFeLV/TR/BTK79/1887 MH325028 FFV/TR/BTK51/Pala MH351779
enFeLV/TR/BTK52/Fox MH325029 FFV/TR/BTK63/Citir MH351780
enFeLV/TR/BTK144/3740 MH325030 FFV/TR/BTK67/Mocha MH351781
enFeLV/TR/BTK71/Y MH325031 FFV/TR/BTK79/1887 MH351782
enFeLV/TR/BTK93/1677 MH325032 FFV/TR/BTK87/2023 MH351783
enFeLV/TR/BTK165/Pegasos | MH325033 FFV/TR/BTK97/Poki MH351784
enFeLV/TR/BTK198/Pato-org | MH325034 FFV/TR/BTK109/Hugo MH351785
enFeLV/TR/BTK65/Cugu MH325035 FFV/TR/BTK119/Hiro MH351786
enFeLV/TR/BTK12/Mia MH325036 FFV/TR/IBTK126/Zeus MH351787
enFeLV/TR/BTK72/Z MH325037 FFV/TR/BTK138/3686 MH351788
enFeLV/TR/BTK195/F5 MH325038 FFV/TR/BTK155/KediPgs | MH351789
enFeLV/TR/BTK61/Simi MH325039 FFV/TR/BTK163/6518 MH351790
enFeLV/TR/BTK119/Hiro MH325040 FFV/TR/BTK165/Pegasos | MH351791
enFeLV/TR/BTK62/Taylan933 | MH325041 FFV/TR/IBTK172/286 MH351792
enFeLV/TR/BTK145/Hulya MH325042 FFV/TR/BTK189/3549 MH351793
enFeLV/TR/BTK155/KediPgs | MH325043

enFeLV/TR/BTK68/Poncik MH325044

enFeLV/TR/BTK69/1 MH325045

enFeLV/TR/BTK97/Poki MH325046

enFeLV/TR/BTK55/890 MH325047

enFeLV/TR/BTK109/Hugo MH325048

enFeLV/TR/BTK51/Pala MH325049

enFeLV/TR/BTK196/F6 MH325050
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Ek-3. Feline Retrovirus pozitif bulunan kedilere ait 6zellikler (yas, cinsiyet, irk, asi
ve Klinik durumu vs.)

Tezkod NVAd Yas et ik Ast  Klinik Bl Klinik Numune o enrelv PRV
Kod (ay) durumu Var/yok Tiiri
TR/BTK12 Mia 8 Erkek Sarman Var Var Disetinde kanama Kan POZITIF _ POZITIF _ POZITiF
TR/BTK13 Webo 3 Erkek Mix Yok Yok Klinik Bulgu Yok. Kontrol Kan Negatif Negatif POZITIF
TR/BTK37 Dizel 45 Disi Mix Var Var Gingivitis Kan POZITIF _  Negatif POZITiF
TR/BTK44 1382 22 Erkek iran Yok Var Gingivitis Kan POZITIF_  Negatif POZITiF
TR/BTK48  Gofret 14 Erkek Mix Yok Yok Ates, halsizlik Kan Negatif Negatif POZITiF
) Gmﬂglwtl‘s‘, Nobet tarzi Kan+Rektal . .
TR/BTK51 Pala 37 Erkek Mix Var Var naérolojik tutulum, Swap POZITIF POZITIF POZITIF
intermitant ates
- . Huzursuzluk, istahsizlik, . X
TR/BTK52 Fox 49 Disi Persian Var Var gingivit Kan POZITIF  POZITIF Negatif
TR/BTK55 Milezza 890 48 Disi Persian Var Yok Klinik Bulgu Yok. Kontrol Kan POZITIF  POZITiF Negatif
TR/BTK57 Sinsa 19 Erkek  Scottish fold Var Var Dil izrinde yara Kan POZITIF __ POZITIF _ Negatif
TR/BTK61 Simi 12 Disi Scottish fold Yok Var Gingivit Kan POZITIF _ POZITIF _  Negatif
TR/BTK62 Taylan933 22 Erkek Mix Var Var iyilesmeyen diseti Kan POZITIF  POZITIF  Negatif
kanamalari
TR/BTK63 Citir 16 Erkek Sarman Var Var Oral yaralar, |6kopeni Kan POZITIF = Negatif POZITIF
TR/BTK64 Bocuk 7 Disi Mix Yok Yok Klinik Bulgu Yok. Kan POZITIF Negatif Negatif
TR/BTK65 Cugu 40 Disi Mix Var Var Diabet Kan POZITIF___ POZITiF
TR/BTK66  Gbdzde 8 Disi Tekir Yok Var istahsizlik, huzursuzluk Kan POZITIF _ Negatif  Negatif
Gingivitis, istahsizlik,
TR/BTK67  Mocha 25 Erkek iran Var Var Trombosit-graniilosit Kan POZITIF  POZITIF  POZITIF
dusuk, lokopeni,
|lenfositosis, RBC yiiksek
TR/BTK68  Pongik 37 Disi Mix Var Var B semptomlar, Kan POZITIF | Negatif  Negatif
gorme bozuklugu
TR/BTK69 1 23 Disi Mix Var var ~ A@zveburungevresinde POZITIF  POZITIF  Negatif
yogun yaralar
TR/BTK71 Y 3 Erkek Mix Yok Yok Klinik Bulgu Yok. Kan POZITIF _ POZITIF _ Negatif
TR/BTK72 z 8 Erkek Mix Var Yok Klinik Bulgu Yok. Kan POZITIF _ POZITIF
TR/BTK79 1887 3 Erkek Mix Var Yok Klinik Bulgu Yok. Kan Negatif ~ POZITIF  POZITiF
TR/BTK87 2023 3 Erkek Mix Yok Yok Klinik Bulgu Yok. Kontrol Kan Negatif ~ POZITIF  POZITiF
TR/BTK93 1677 5 Erkek Mix Var Var Ha'S'Z"k‘y i'r"j;"r't fenzeri Kan POZITIF  POZITIF  Negatif
TR/BTK97 Poki 4 Disi Mix Yok Yok Klinik Bulgu Yok. Kontrol Kan Negatif ~ POZITIF  POZITiF
TR/BTK109  Hugo 12 Erkek Mix Var Yok Klinik Bulgu Yok. Kontrol Kan Negatif ~ POZITIF  POZITiF
TR/BTK119 Hiro 2 Erkek Mix Yok Yok Klinik Bulgu Yok. Kontrol Kan Negatif  POZITIF  POZITiF
TR/BTK126 Zeus 14 Erkek Mix Var Yok Klinik Bulgu Yok. Kontrol Kan Negatif Negatif POZITIF
TR/BTK138 3686 32 Disi Siyam Yok Var Diset yaralari Kan POZITIF  Negatif  POZITiF
TR/BTK141 3668 12 Erkek Mix Yok Var Karinda s birikmesi, Kan Negatif = POZITIF  Negatif
WBC disuk
TR/BTK144 3740 8 Disi Mix Yok Yok Karinda sivi birikmesi Kan Negatif POZITIF Negatif
TR/BTK145 Hilya 3704 5 Disi Mix Var Yok Karinda sivi birikmesi Kan Negatif ~ POZITIF Negatif
TR/BTK147 3698 18 Erkek Mix Var Var Karinda sivi birikmesi Kan Negatif POZITIF Negatif
TR/BTK155 Kedi Pgs 8 Disi Tekir Yok Var Gingivit Kan POZITIF  POZITIF  POZITiF
TR/BTK163 6518 12 Disi Mix Var Yok Klinik Bulgu Yok. Kontrol Kan Negatif Negatif POZITIF
TR/BTK165 Pegasos 3 Disi Mix Yok Yok Klinik Bulgu Yok. Kan Negatif ~ POZITIF  POZITiF
TR/BTK172 286 11 Erkek Mix Yok Yok Klinik Bulgu Yok. Kontrol Kan Negatif Negatif POZITIF
TR/BTK189 3549 8 Erkek Mix Var Yok Klinik Bulgu Yok. Kontrol Kan Negatif Negatif POZITIF
TR/BTK195 F5 19 Erkek Mix Var Yok Klinik Bulgu Yok. Kan Negatif POZITIF Negatif
TR/BTK196 F6 7 Erkek Mix Yok Yok Klinik Bulgu Yok. Kan Negatif POZITiF Negatif
Karinda ve goguste sivi
TR/BTK197 Pato-293 45 Disi Mix Var Var birikmesi, asfeksiye bagl Kan Negatif POZITiF Negatif
ex
TR/BTK198 Pato-org 32 Disi Mix Var Var ishal, kusma, sivi alamama Kan Negatif ~ POZITIF Negatif
TOPLAM: 21 28 20
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