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ONSOZz

Bu ¢alismada parvo viral (canine parvoviral, CPV) enfeksiyonlu kdpeklerde
NMR-bazli metabolomikler hastalarn hayatta kalma ©6ngorusi icin ilk defa

degerlendirildi.

Bu c¢alismanin amaci, CPV hastaligi hakkinda metabolomik dizeyde bir
anlayis elde etmek ve hastalikli kopeklerde sagkalim 6ngoriisiinii metabolomikler
uzerinden degerlendirmekti. Akut CPV enfeksiyonunda sonug¢ 0Ongorusinde
fizyopatolojik degisiklikleri hedefleyen bir dizi biyobelirtecin degerlendirilmesi,
herhangi bir spesifik biyobelirtece gore daha faydali olacaktir. Bu biyobelirtegler
dizisi, farkl patojenlerle enfekte olmus hastalar1 ayirt etmek, bu enfeksiyonlara karsi
ast kaynakli korunmayi Ongdrmek ve bagisiklik hakkinda fikir vermek igin
kullanilabilmektedir. Kii¢iik molekiil agirlikli metabolitler (<1500 dalton) dizisi olan
metabolomikler, NMR spektrometresi ile Avrupa Birligi destekli olarak italya’nin
Floransa Universitesi NMR merkezi (CERM)’de olculdi.

Hastalig1 dogrulamak igin hizli fekal CPV antijen ve Polymerase chain reaction
(PCR) testleri uygulandi. Hastalara rutin tedaviler uygulanirken hematolojik ve
biyokimyasal profillerle birlikte kardiyak troponinin seviyeleri de belirlendi.
Hastalardan tedavi sonrasi iyilesenler (30) ve 6lenler (10) de oldu. Labaratuvar
analizlerden literatir verilerle uyumlu ve gelisen bulgular elde ederken bu ¢alismayla
ilk defa analiz edilen NMR bazli metabolomiklerin CPV enfeksiyonu icin

yasayabilirlik 6ngoriisiinde faydali olabilecegi gosterilmistir.

Sunulan bu calisma Avrupa Birligi Horizon 20 (Propasal ID: 18103)

kapsaminda desteklenmistir.
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T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Bazh Metabolomik Degerlendirmeler

Rumeyhisa Ozlem BICiCi

Veterinerlik i¢ Hastalhiklar1 Anabilim Dal
YUKSEK LISANS TEZi/KONYA-2023

Bu caligmada butin dinyada yaygin olan parvoviral enteritli kdpeklerin yasayabilirlik
ongoriisiinde ilk defa NMR bazli metabolomik dl¢iimler degerlendirilmistir. Bunun i¢in 10 saglikli, 30
hasta, 10 6len kdpek kullanildi. Hastaligin tanisinda fekal hizl antijen testi ile dogrulanmasinda da PCR
testi yapildi. Hasta skorlamasi ile birlikte hematolojik (kan gazlari ve tam kan) ve kardiyak troponini de
kapsayan biyokimyasal analizler yapildi. Hastalarm sagitiminda Olen hastalar patolojik olarak da
incelenmistir. NMR (Nukleer Manyetik Rezonans) bazli metabolomik él¢tiimler Avrupa Birligi destekli
Arastirma Alt Yapilar1 kapsaminda Italya’nin Floransa Universitesi NMR merkezinde dlciilmiis ve
istatistik analizleri yapilmigtir.

Hastalarda klinik tablo, hematolojik ve biyokimyasal analizler ile ELISA bazli kardiyak
troponin bulgular literatir verilerle blyik oranda benzerlikler ve kiigik farkliliklar gostermistir. Bu da
calismada kullanilan kdpeklerin 1rk, yas ve cinsiyet bakimindan bir drneklilik olmayisina atfedilebilir.
IV siv1 ile birlikte bagirsak etkili genis spektrumlu antibiyotik, antiemetik, antasit, antianflamatuvar,
antioksidan ilaclardan olusan destekleyici tedaviyi takiben 30 hasta iyilesti ve 10 hasta 24-48 saat i¢inde
o6ldi. Patolojik bakilarda hakim tablo, ¢oklu organ yetmezligi idi.

NMR bazli suda eriyen metabolitlerden saglikli gruba gore diger gruplarda diisiik olanlar
(fruktoz, glikoz, sitrat, gliserat, karnitin, gliserin, format, laktat, kreatinin) ve yliksek olanlar (tirozin,
fenilalanin, izol6sin, izovalerat, glikolat, kolat) vardi. Yagda eriyen metabolitlerden de ayni sekilde
yiiksek olanlar (total kolesterol cesitleri, yag asidi ¢esitleri, serbest kolesterol ve sfingomiyelin) ve
dusiik olanlar (fosfogliserid ve doymus kolesterol) vardi. Bitlin bunlardan enerji acigi, yag
mobilizasyonu, glikoneogenezis ve TCA sikliisti eksikligi, karaciger basta olmak iizere ¢oklu organ
yetmezligi gelistigi anlasilmaktadir. Hastalikta yasayabilirlik ongoriisiinde bu suda ve yagda eriyen
metabolitler faydali olabilecektir.

Kopek parvoviral enteritisi gibi kritik hastaliklarda patojenik mekanizmalarin daha iyi
anlagilmasinda ve prognostik degerlendirmede NMR bazli metabolomiklerin &lgtilmesi, klasik
hematolojik ve biyokimyasal analizlere gore ¢ok daha faydali bir metot olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Anahtar sozcukler: Kopek; metabolomik; parvoviral enteritis

Parvoviral Enteritli Kdpeklerde Klinik Labaratuvar ve Nukleer Manyetik Rezonans (NMR)



SUMMARY
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Clinical Labaratory and Nikleer Magnetic Rezonance (NMR) Based Metabolomic
Evaluation in Dogs with Parvoviral Enteritis

Rumeyhisa Ozlem BICiCi

Department of Veterinary Internal Medicine
MASTER THESIS / KONYA- 2023

In this study, NMR-based metabolomic measurements were evaluated for the first time in
predicting the viability of dogs with parvoviral enteritis, which is common all over the world. For this,
10 healthy, 30 sick and 10 dead dogs were used. PCR test was also performed to confirm the diagnosis
with fecal rapid antigen test. Along with patient scoring, hematological (blood gases and whole blood)
and biochemical analyzes including cardiac troponin were performed. The patients who died during the
recovery of the patients were also examined pathologically. NMR (Nuclear Magnetic Resonance) based
metabolomics were measured and statistical analyzes were made at the NMR center of Florence
University, Italy, within the scope of European Union supported Research Infrastructures.

The clinical picture, hematological and biochemical analyzes and ELISA-based cardiac
troponin findings in the patients showed great similarities and minor differences with the literature data.
This can be attributed to the lack of uniformity in terms of breed, age and gender of the dogs used in the
study. 30 patients recovered and 10 patients died within 24-48 hours following supportive treatment
consisting of intestinal-acting broad-spectrum antibiotics, antiemetics, antacids, anti-inflammatory and
antioxidant drugs together with IV fluid. The predominant picture in pathological examinations was
multiple organ failure.

Among the NMR-based water-soluble metabolites, the other groups had lower (fructose,
glucose, citrate, glycerate, carnitine, glycerine, formate, lactate, creatinine) and higher (tyrosine,
phenylalanine, isoleucine, isovalerate, glycolate, cholate) compared to the healthy group. Fat-soluble
metabolites were likewise high (total cholesterol variants, fatty acid variants, free cholesterol, and
sphingomyelin) and lower (phosphoglycerides and saturated cholesterol). From all these, it is
understood that energy deficit, fat mobilization, gluconeogenesis and TCA cycle deficiency, and
multiple organ failure, especially the liver, develop. These water- and fat-soluble metabolites may be
useful in predicting viability in the disease.

Measuring NMR-based metabolomics is a much more useful method than classical
hematological and biochemical analyzes in better understanding of pathogenic mechanisms and
prognostic evaluation in critical diseases such as canine parvoviral enteritis.

Key Words: Dog; Parvo viral enteritis; Metabolimic



1.GIRIS

Kdpeklerde parvoviral enteritis, bitiin dunyada kdpeklerin en virulent ve yaygin
bagirsak hastaliklarindan biri olmaya devam ederken agresif tedaviye ragmen yavru
kdpeklerde Oonemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. Kopek parvovirisu (CPV)-2
suslarina karsgi asilamanin gelistirilmesine ve uygulanmasma ragmen, hastalik hala
veteriner hekimlik ve ekonomik ac¢idan Onemini korumaktadir. CPV-2 cok yiuksek
morbidite oram1 (%100) ve mortalite orani (yavrularda %91, yetiskinlerde %210) ile
kopeklerin baslica patojenik enterik viruslarindan biridir. CPV akut, bulasici viral bir
hastalik olup cogunlukla 6-20 aylik kopekleri etkilemektedir. Alt1 aydan kiiclik asisiz
kopek yavrularmin enfekte olma ve hastalanma riskleri yiiksektir. Geng kopeklerde
morbidite ve hemorajik enterit, I6kopeni, sepsis ve kardiyovaskiler bozulmaya neden
olmaktadir. CPV bakteriyel translokasyonu ve siddetli immunosupresyonu artirdigi igin
yiiksek prevalans ve mortalite orani ile seyreden siddetli bir durum olan sepsisi predispoze
eder. Kopek sahiplerinin bilingclenme ve rutin asilama uygulamalarindaki artisa ragmen

CPV’un ¢oklu variantlar1 yliziinden CPV’ye bagli morbidite ve mortalite hala kalicidir.

CPV’nin olas1 teshisini i¢in tek basina fiziksel muayene ve klinik belirtilerin tanisal
dogrulugu sadece %58'dir. Hastaligin kesin tanis1 ELISA, PCR, elektron mikroskobu,
hemaglutinasyon ve viriis izolasyonunu igeren cesitli tespit yontemleri kullanilarak digkida
veya orofaringeal swaplardan virls partiktllerinin belirlenmesine baghdir (Mazzaferro,
2020).

CPV’un prognozu degisken olup birkag¢ faktére baghdir. Yas, ik, asilama ge¢cmisi,
eszamanli hastalik, medikal mudahelede zamanlama, saglanan medikal bakim seviyesi
prognoz uUzerine etkili olabilir. Hospitalizasyonun ilk 24 saati sirasinda gesitli 16kosit
parametrelerindeki tepkiler hayatta kalma ile ilgili olmaktadir. CPV ile enfekte kopek
yavrularinda tedavinin baslamasindan 72 saat sonra kanda total 16kosit sayis1 ve notrofil
sayisi ile serumda CK-MB, bagirsak yag asidi baglayici protein-2, seruloplazmin, albumin
ve kortizol konsantrasyonlar1 hastalik sonucunu 6ngoride prognostik olarak kullanilabilir
(Eregowda ve ark 2021).

Giinlimiizde hastaligin tedavisi, hidrasyonu yenilemek i¢in sivi verilmesini, erken
beslenme destegini, antiemetikleri, genis spektrumlu antibiyotikleri ve ampirik

antiparaziterleri kapsamaktadir. Hospitalizasyon tedavisi, altin standart olarak kalsa da



evde tedavi protokollerinin hayatta kalma basar1 oranmin %80'den fazla oldugu
belirtilmistir. Tedavi edilmeyen CPV vakalarinin mortalite oran1 %90’a yaklasirken agresif
destekleyici bakimla birlikte hospitalizasyonda bu oran %10’a diismektedir. CPV
enfeksiyonunu takiben hastanin hayatta kalabilmesi, yeterli antikor iiretimi ve bunu takiben

lenfoid ve intestinal kript hiicrelerinin iyilesmesine baghdir.

Viriisler, konak¢1 hiicreye asir1 bagimliliklar1 ile mikroorganizmalar arasinda
farklidir. Agikgasi, son birkac yilda biyik ilerleme kaydedildiyse de viral enfeksiyonlar en
zor ve zahmetli problemler arasindadir. Tibbi virolojinin birgok yoni artik anlagilmakla
birlikte digerleri yavas yavas agikliga kavusturulmakta olup daha pek ¢ogu hala belirsizdir.
Viriislerin 6zellikleri hakkinda bilgi ve konakgilari ile kurduklari etkilesimler, patolojik
stireclerin klinik yonetimi igin hala kritiktir. Simdiye kadar metabolomik teknigin, viral
hastaliklar1 arastirmak igin uygun bir secenek oldugu kabul edilir (Noto ve ark 2014). Son
yillarda Covid 19 igin de metabolomik bir¢cok ¢alisma yapilmistir.

Bu caligma, parvoviral enteritisli kdpeklerin hayatta kalma 6ngorustinin NMRbazli
metabolomiklerle degerlendirildigi ilk ¢alismadir. Calisma, Avrupa Birligi Instruct-ERIC
pan Europen Research Infrastructure kapsaminda kabul edilmistir. Calismada yer alan
metabolomikler, Floransa Universitesi CERM (The Centro Risonanze Magnetiche, NMR

merkezi)’de (Italya) 6l¢iildii.



2. KANIN PARVOVIRUS (CPV)

Kanin parvoviral enteritis duyarli kopeklerde yiksek morbidite ve mortalite ile
seyreden enteropatojenik bir hastaliktir. Hastaliga Kanin parvovirus’un ii¢ farkli alt susu
(CPV-2a, 2b ve 2¢) neden olmaktadir. Enfeksiyon daha ¢ok enfekte hayvanlarmdiskilariyla
kontamine olan gidalarin saglikli ve duyarli hayvanlar tarafindan agiz yoluyla alinmasi
sonucu sekillenmektedir. Hastalik 6 ayliktan kiiglik olan yavrukdpeklerde yiksek morbidite
ve mortalite ile seyredebilmektedir. Ayrica immun sistemi ¢esitli nedenlerde baskilanmis
olan erigkin kopeklerde enfeksiyon ortaya ¢ikabilmektedir. Hastaligin tedavisinde sivi
sagaltimi, antibiyotik uygulamalar1 gibi semptomatik tedavilerin yani sira immun sistemin
giiclendirilmesi icin ¢esitli ilaclar veya bagisiklig: tetikleyen preparatlar kullanilmaktadir.
Tedavinin yaninda korunma agisindan hijyen kurallarina uyulmasi, saglikli hayvanlarin
hasta hayvanlardan izole edilmesi, asilama prosediirlerine uyulmas: hastaligin

onlenmesinde ve yayilimmin azaltmasinda son derece 6nemlidir (Aydin ve Kirbas, 2021).

Enterovirtslerde (canine parvovirus, canine coronavirus, canine astrovirus ve
canine calicivirus) gozlenen sik mutasyonlarin neden oldugu asi basarisizligini 6nlemek adi
gegen enterik viriislerin molekiiler analizleri esastir. Canine coronavirus Ve canine
astrovirus gibi diger enterik virtislerin, ayn1 hayvanda koenfektan olarak bulunabildikleri,
hastaligin siddetini artrrabildikleri ve bazi durumlarda insanlar i¢in zoonotik bir risk
olusturabildikleri g6z ardi edilmemelidir (Zobba ve ark 2021). Dahavirllent CPV susu (tip-
2), 40 yildir genetik degisiklikler ge¢irmis ve sonraki gelismelerle birlikte antijenik olarak
farkl alt tipleri (CPV-2a, CPV-2b ve CPV-2c) ortaya ¢ikmistir (Polat ve ark 2019).

2.1. Patofizyoloji

CPV-2 suslari, enfeksiyona yoOnelik stratejilerinde son derece giicliidiir; evcil
kopekler (rakun, kedi, cakal, kurtlar) disindaki memeli konakg¢ilar1 da enfekte edebilir,
cevrede her yerde bulunurlar ve uygun sartlarda 1 yildan fazla yasayabilirler (Sykes, 2014,
Mylonakis ve ark 2016). Oronazal maruziyet ve enfeksiyon, hassas veya zayif asili
kopeklerde, enfekte hayvanlarin kusmugu veya diskisiyla dokiilen CPV-2'nin yutulmasi

yoluyla meydana gelir. Sonra viris ilk olarak orofaringeal ve mezenterik



lenf diigtimlerinde ve timusta ¢ogalir, enfekte hayvanlar maruz kaldiktan sonra 1 ila 5gtin
icinde viremik hale gelir (Goddard ve Leisewitz, 2010). Daha sonra, CPV-2, bagirsak epitel
kriptlerinin hizla boliinen hiicrelerini, kemik iligini, dil epitelini, agiz boslugunu ve
kardiyak miyositlere ek olarak akciger, dalak, karaciger ve bobrekleri hedefler (Ford ve ark
2017). Kopeklerin yaygmn olarak asilanmasindan once CPV-2, miyokardit, enfekte
hayvanlarda yaygin bir 6liim nedeniydi ve hala bugiin nadiren meydana gelmektedir (Sime
ve ark. 2015; Strom ve ark 2015 Ford ve ark 2017). Maruziyetin ve degisebilen bir kulucka
donemin (4 ila 14 gun arasinda) ardindan virlis sagilmasi, genellikle klinik kusma
belirtilerinin baglamasindan birka¢ giin iginde hemorajik diyareden 6nce olusur (Smith-
Carr ve ark 1997; Decaro ve ark 2005; McCaw ve Hoskins, 2006). Bagirsak mukozasi
enterosit dongiisii bozuldugu i¢in soyulur, bu da bagirsak villuslarmm korelmesine neden
olur, ek olarak kusma ve hemorajik ishalin klinik belirtilerine neden olan besin
malabsorpsiyonu ve enterik bakteriyel translokasyon gelisir. Timusta viral enfeksiyon timik
korteksin yikimina ve¢gokmesine neden olur. Kemik iliginde 16kosit prokiirsorlerinin yikimi
ile birlikte, enfekte hayvanlarda énemli 16kopeni ile sonuglanir (Decaro ve Buonavoglia,
2012). Bagirsak bakterilerinin translokasyondan kaynaklanan bakteriyemi ile birlikte
bagisiklik eksikligi, etkilenen hayvanlar1 yiksek septik sok gelistirme, sistemik
enflamatuar yanit sendromu, ¢oklu organ yetmezligi ve tedavi edilmezse 6liim riski altina
sokar. Nadir bulgular olarak yavru kopeklerde gok sekilli eritema (Woldemskelvd. 2011),
I6koensefalopati (Schaudien, 2010) ve periventrikiler ensefalitle birlikte porensefali
(Marenzoni ve ark 2019), ayrica CPV-2 ile enfekte kedilerde (Decaro ve ark 2011; Miranda

ve ark 2014) klinik hastalik ve intrakraniyal apseler belirtilmistir.

2.2. Klinik bulgular

Diski testine ek olarak, fiziksel muayene bulgulari, hasta eskali, klinisyenin siiphe
indeksi ve diger teshis testleri destekleyici olabilir, ancak CPV enfeksiyonu igin
patognomonik degildir. Parvoviral enteritisin en yaygin klinik belirtileri letarji, istahsizlik,
kusma ve ishaldir. Ishalin gorinimi yumusaktan mukoide, sulu ve hemorajige kadar
degisebilir. Bagirsak mukozal yilizeyin siyrintis1 digkiya kirmizi jelatinimsi bir géruniim
verebilir. Gastrointestinal sivi kayiplart ile birlikte, hizli bir sekilde hipovolemik soka
ilerleyen interstisyel dehidrasyon meydana gelebilir. Enterosit besin absorpsiyonu eksikligi,
sistemik bakteriyemi ve hepatik ve kas glikojen depolar1 eksikligi ile birlikte onemli

hipoglisemi ile sonuglanabilir ve noroglikopeni



ve nobetler de meydana gelebilir. Ayrica sistemik inflamasyon ve bakteriyemi,
hipotansiyon ve organ yetmezligi ile septik soka neden olabilir. Klinik belirtilerin siddeti
yasa, koruyucu antikor titresine ve siiresine gore degisebilir. Klinik belirtiler ve fiziksel
muayenenin tanisal dogrulugu, parvoviriis siipheli tanis1 koymak i¢in tek basina sadece
%358'dir. Stiphe indeksi her bir hastanin yasina ve asilanma durumuna gore artabilir.
Fiziksel muayene ile mukozal solukluk, gecikmis kapiller dolum zamani, ates veya
hiotermi ve abdominal rahatsizlik belirlenebilir. Ince bagirsak invaginasyonu meydana
gelebilir ve bu da agrili, sert, tibiler bir yumusak doku Kitlesi olusturabilir ve karin
palpasyonunda tespit edilebilir (Rallis vd. 2000; Faz vd. 2019). Klinik belirtilerin varlig: ve
siddeti ile hastanede gerekli olan strenin uzunlugudngorulebilir (Kalli ve ark 2010).

2.3. Tam Kan Sayim

Viriis saldirilar1 kemik iligi, timus ve diger lenfoid dokularin aktif olarak ¢ogalan
hicrelerini replike ederek CPV'li hastalarda total l16kosit sayis1 velokonotropeni varligi bir
Ozellik olarak kabul edilir. Lenfopeni, etkilenen yavrularin yani sira CPV’li kdpeklerle
birlikte koronaviris ile enfekte yavrularda ortaya ¢ikabilir(Castro ve ark 2013). Bu nedenle,
etkilenen hastalarda CPV teshisini daha fazla desteklemek igin diger testlerle birlikte
kullanilir. Hastalik sirasinda sitopeni varhigi, CPV'de sonucunu 6ngoriide yararh olabilir.
Bir calismada CVP’li 6len ve sag kalanlararasinda n6tropeni farki olmadigi belirlendi. Ayn1
calismada, hasta kabiilii ve 48 saatlik hastanede yatista total l6kosit sayisiin 4500/mL'den
yiiksek olusu ve basvuru sirasinda ve sonrasinda lenfosit sayismin 1000/mL'den biiylik

olusu ile sagkalimin gucli bir sekilde iliskili oldugu 6ngoriilmistiir (Goddard ve ark 2008).

2.4. Diagnostik Testler

CPV-2 ile enfeksiyondan sonraki 3 giin i¢inde, hayvanlar viriisii digkilartyla
yayabilir (Johnson ve Smith, 1983), enfeksiyondan 4 ila 7 giin sonra ise en yiiksek sagilma
meydana gelir (Pollack ve Carmichael, 1982). Viral bulasmanin ve enfeksiyonun dogru
tespiti, hastaneler, barmaklar ve iireme kuliibelerinde bulasici hayvanlar1 izole ederek
hastaligin yayilmasini azaltmaya yardimci olmak igin ¢ok dnemlidir, ¢linku fekal enzyme-
linked immunoabsorbent assay (ELISA) metodu ile pozitif ve negatif hayvanlarda klinik
bulgular benzerdir (Decaro ve Buonavoglia 2012; Proksch ve ark 2015). CPV-2

enfeksiyonunu tespit etme metodolojisi bu nedenle



yaygm oOlarak erisilebilir ve dogru olmalidir. Antemortem, CPV-2 diskida, orofaringeal
strunttide veya tim kanda saptanabilir (Meunier vd. 1985; Smith-Carr veark 1997; Decaro
ve ark 2005). Kesin tani, diskida veya orofaringeal siiriintiilerde ELISA dahil gesitli tespit
yontemleri (polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), elektron mikroskobu, hemaglutinasyon ve
virs izolasyonu gibi) virts partikullerinin belirlenmesine baglidir (Maarkovich ve ark
2012; Decaro ve ark 2013). Bu siralar, viriis tespiti icin DNA tabanli PCR, en hassas ve
spesifik olan ancak Kklinik ortamda hemen mevcut olmayan yontemler olarak
diistiniilmektedir (Decaro ve ark 2013). Elektron mikroskobu, hemaglitinasyon ve viris
izolasyonu gibi diger yontemler yalnizca sinirlt olarak 6zel labaratuvarlarda mevcuttur ve
daha kolay bulunabilen ELISA veya PCR yontemleri kadar hassas degildir (Decaro ve ark
2013).

PCR-pozitif CPV-2a, CPV-2b ve CPV-2c'yi karsilastiran bir ¢alismada yaygin olarak
kullanilan ELISA'nin virtisi CPV 2a, CPV-2b ve CPV-2c icin sirastyla %80,4,

%78.0, %77,0 oraninda saptadig1 gosterildi (Decaro, vd. 2010). ELISA'nin duyarlilig: ve
ozgiilliigii PCR ile karsilastird1 bir duyarlilik %81,8 bulundu (Maarkovich ve ark 2012).
Hem CPV-2b hem de CPV-2c'nin saptanma hassasiyeti istatistiksel olarak farkli degildi, bu
da PCR'ye ek olarak ELISA'nin CPV-2c'yi tespit edebildigini gdsterir. Hemaglitinasyon ve
PCR ile karsilastirildiginda ELISA'nin duyarliligi ve 6zgiilliigi, tiim CPV-2 suslar1 igin
PCR (%100 duyarlilik) ile karsilastirildiginda ELISA igin %86,3 ve hemaglitinasyon igin
%65,3 duyarhilik belirlenmistir (Decaro ve ark 2013). Klinik enfeksiyon belirtileri olan
ELISA-pozitif bltin hayvanlar, gercekpozitif olarak kabul edilmelidir. Modifiye canli viriis
ile yapilan yeni asilama, 10 glini¢inde hatali pozitif sonuglara neden olabilir; ancak yakin
zamanda asilanmis kusma ve ishal belirtileri olan yavru kopeklerde, ¢ogu vaka saha CPV
susu ile gercek enfeksiyona maruzdur veya asinin kendisinden ziyade baska bir
gastrointestinal enfeksiyona yakalanmistir (Decaro ve ark 2007). Fekal ELISA testinin
hatali negatif olabilmesinin bir¢ok nedeni vardir. Fekal CPV viral yiikkleme, serum antikor
titreleri ve test icin Kklinik belirtilerin zaman karsilastirildi ve karakteristik olarak hatali
negatif diski ELISA'st olan kopeklerde fekal ELISA’si CPV pozitif kopeklerle
karsilastirildiginda daha diisiik fekal virtis yiki, diisik digkilama sikligi ve daha yiksek

serum antikor titreleri vardi (Proksch ve ark 2015).



2.5. Tamisal Goruntiilleme

Tanisal gorintiileme, CPV'den etkilenen hayvanlar igin biyiik olciide spesifik
degildir. Erken saatlerde karin grafileri normal goriinebilir, sonra ince bagirsagin gaz veya
stvi ile dolgunlugu ile birlikte ileus belirtileri radyografide yansitilabilir (Farro 1982).
Bulgular1 dogrulanmis CPV enfeksiyonlu 40 vyavruda abdominal ultrasonografi
nonspesifikti, midenin tum bodlgelerinde gaz ve sivi dolgunlugu, ince ve kalin bagirsaklarda
etkisiz peristaltizm, anekoik peritoneal efiizyon, duodenumda hiperekoik beneklenme
gOrulebilir (Stander ve ark 2010). Bununla birlikte, ultrasonografi gastrointestinal yabanci
cisim, obstriiksiyon veya invaginasyon gibi diger kusma ve ishal nedenlerini ve antiemetik
ilaglarm uygulanmasma ragmen inat¢i rahatsizlik veya siddetli kusmayi ekarte etmede
yararhidir. Ultrasonografik anormalliklerin derecesi, CVP’li kopeklerde hastaligin siddeti
ile pozitif iligkilidir (Stander ve ark 2010).

2.6. Endokrin ve Diger Biyomarkirlar

CPV ile enfekte kopeklerde gesitli klinikopatolojik biyobelirtecler arastirilmistir.
Diger kritik hastaliklarda gozlemlendigi gibi, CPV ile enfekte olan hayvanlarda stres
tepkisi ve kortizol konsantrasyonlar1 artar ve hastanede yatistan 24 ve 48 saat sonra
olimlerin habercisi olabilen 6tiroid hasta sendromu gelisir (Schoeman ve ark 2007;
Schoeman ve Herrtage 2008). Dogal olarak olusan enfeksiyonda, hayvanin nétropenik
oldugu siire boyunca endojen kopek graniilosit koloni stimiile edici faktor (G-CSF)
dizeylerinin arttigr bulunmustur (Cohn ve ark 1999). Kdpeklerde diger kritik hastaliklarda
oldugu gibi, serum magnezyum seviyeleri siklikla azalir; ancak bu bulgu hastalik sonucu ile
iliskili degildir. C-reaktif protein, (Kocaturk ve ark 2010; McClure ve ark 2013) total
kolesterol, yiiksek yogunluklu lipoprotein, serum trigliserid (Yilmaz ve Senturk, 2007),
lipid peroksidaz, ¢inko (Panda vd. 2009), pankreatik lipaz ve plazma sitriilin seviyelerinin
de (Otto ve ark 1997; Dossin ve ark 2011; Kalli ve ark 2017) CPV enfeksiyonuna yanit
olarak degistigi belgelenmistir. Bu testler, morbidite veya mortaliteyi 6ngoride tek basina
yararli degildir; ancak, bunlarlaenfeksiyonun siddeti 6ngoriilebilir (Schoeman ve ark 2007;
Kocaturk ve ark 2010; McClure ve ark 2013). Ek olarak, vaskiiler endotel hasari, sistemik
inflamasyon, pihtilagma aktivasyonu ve hipovoleminin yani sira yangisal biyobelirte¢lerin
varlig1 siklikla hastalar1 hiper pihtilagabilir bir duruma yatkin hale getirir (Otto ve ark

2000).Bu olasilik, intraventz kateterlerin bakimimnda ve tromboflebit gelisiminde bir faktor



olabilecegi gibi siddetli vakalarda organ hasari sonucuna katkida bulunabilir. CK-MB ve
BNP diizeylerindeki artis durumunda, histopatolojik bulgulara bakarak uzun siireli akut
miyokardit ve hemorajik parvoviral enteritin birlikte olabilecegi dikkate alinmalidir (Er ve
Ok 2015; Gulersoy ve ark 2020).

2.7. Tedavi

Parvoviral enterit tedavisi, buyuk 6lcude klinik kusma ve diyare iyilesene kadar
destekleyicidir. Genel olarak, klinik belirtilerdeki iyilesme siklikla 16kosit sayisinda geri
dontisim ile birliktedir, ancak, aspirasyon pnomonisi, devam eden hipoglisemi,
hipoalbuminemi ile birlikte 6dem veya invaginasyon gibi olumsuz durumlarin gelisimidaha
yuksek morbidite ve daha uzun hastanede yatis slresi ile sonucglanabilir. Parvoviriis
tedavisinde hayvan sahipleri i¢in 6nemli zorluklar ve sinirlayici faktorler hastaneye yatis ve
tedavi maliyetidir. Parvoviriis vaka kiumeleri, sosyoekonomik olarak ayricalikli olmayan
bolgelerde belgelenmis (Brady ve ark 2012, Kelman ve ark2019), belki de asilama igin
egitim ve maddi yetersizlikle bu yavrularda hastaliga yakalanma riski daha yuksektir.
Etkilenmis bir hayvanm hastaneye kabul edilip edilmeyecegi karari, ayakta tedavi veya
Otenazi yerine altm standart olup biyik 6l¢tide hayvan sahibinin bakim masraflarin1 6deme

kabiliyetine ve istekliligine baglidir.

2.7.1. Vaskiler Ulasim ve Sivi Tedavisi

CPV tedavisi i¢in altmn bakim standardi, intravaskiiler sivi voliimiini eski haline
getirmek icin IV sivilarin uygulanmasini iceren en agresif tedavi olup interstisyel sivi
kayiplarini tekrar doldurur ve hidrasyonu korur. Siviyt en aza indiren yardimei tedaviler
antiemetikler ve gastroprotektan ajanlar olup, analjezi ve beslenme saglarlar. Sekonder
bakteriyel enfeksiyonun antibiyotiklerle énlenmesi de dnemlidir. Sivi tedavisinin temel
dayanagi oncelikle damar yolu agilmasidir. En hipovolemik veya interstisyel dehidre
hastalarda, bu bazen zor olabilir ve intraosse0z yerlestirilmesini gerektirebilir. Kusmuk ve
diski ile bir kateterin yiksek kontaminasyon riski nedeniyle juguler kateter yerlestirilmesi
tercih edilir. Juguler kateter yerlestirme sadece IV sivilarin verilmesini saglamakla kalmaz,
ayni zamanda perkiitan venipunktur ihtiyact olmadan glikoz, asit-baz ve elektrolit izleme
icin kan ornegi toplama i¢in fayda saglar. En hipovolemik hastalarda, juguler kateter ile

ayn1 basar1 derecesi ile intraossedz erisim daha hizli olabilir (Allukian ve ark 2017) ve



voliimiin ikamesi igin baslama zamani agisindan dikkate alinmalidir. Gerektiginde
intravendz olarak verilebilecek herhangi bir sivi intraosse0z kateter yoluyla da
uygulanabilir (Hughes ve Beal 2000, Macintire 2008). Vaskiiler erisim saglandiktan sonra
dengeli bir izotonik kristaloid sivi verilmelidir. Ik sivi uygulama hacmi ve hiz1 blyik
Olcide sunlara baghdir: interstisyel dehidratasyonun derecesi ve hipovoleminin olup
olmadigi. Eger bir hasta klinik hipovolemi belirtileri gosteriyorsa (tasikardi veyabradikardi,
hipotermi, gecikmis kapiller dolum siiresi, hipotansiyon) IV sivi, artimli boluslar (20

mL/kg) olarak uygulanmalidir.

Daha dogru ve Onerilen bir yaklasim hastanin interstisyel hidrasyon eksikligini ve
bunu bir sonraki 12 ila 24 saatte devam eden kayiplar1 hesaplamak, bakim (idame) sivis1
gereksinimlerini de g6z 6ninde bulundurmaktir. Stvi kaybini izlemenin basit bir yontemi
hastay1 tartmaktir, ¢linkid 1 gr vicut agirligi 1 mL sivi kaybina esittir. Bir kezintravaskler
ve interstisyel hacim geri yiiklendiginde, devam eden sivi kazanci veya kaybi1 suna esittir:
stvinin tiglinei araliginin olusmamasi kosuluyla hastanmn viicut agirligi. CPV enteritli
hastalarda gozlenen sivi-elektrolit ve asit-baz dlzensizlikleri icin kristaloid sivilar
kullanilabilir. Hastalarin ¢ogunda normal asit-baz durumu olmakla birlikte, kusmukla
hidroklorik asit kaybmin derecesi hipokloremik metabolikalkaloz gelisimine neden olabilir
(Decaro ve ark 2007). Bireysel hastanin serum potasyum konsantrasyonuna gore
desteklenebilir (Heald vd. 1986, Ford ve ark 2017). Hipoglisemi yaygmdir, serum glukoz
konsantrasyonu sik sik izlenmelidir ve gerektiginde takviye edilir. Serum glukoz dizeyi 60
mg/dL’nin altina diiserse IV (veyaintraosse6z) dekstroz bolusu (1-2 mL/kg %25 dekstroz)

uygulanmalidir, ardindan Kristaloid sivilara %2.5 ila %5 dekstroz ilave edilir.

2.7.2. Antiemetikler

CPV'li hastalarda kusmay1 azaltmak sivi tedavisi ve enteral beslenmeye ek olarak
antiemetik kullanimi da Onemlidir. Prospektif bir calismada, CPV enteritli yavru
kopeklerde antiemetik kullaniminin, hastanede kalma suresinin arttidigi belirlenmistir
(Mantione ve Otto 2005). Randomize, prospektif metoklopramid (8 saatte bir 0,5 mg/kg
IV), ondansetron (8 saatte bir 0,5 mg/kg 1V) ve maropitan (1 mg/kg subkutan her 8 saatte,
24 saat), karsilastirildigin CPV’li kopeklerde kusma olaylarinda basarili bir sekilde
kullanilabilir. Bu ilaglar kusmanm siddetini ve sikligini azaltmada ayni derecede etkili
bulunmustur (Yalcin ve Keser 2017). Baska bir ¢aligmada, ondansetron (her biri 0.5 mg/kg
V) veya maropitant (1 mg/kg v her 24



saat) ile tedavi edilen CPV'li yavru kopeklerde hastanede kalis siiresi, antiemetik ihtiyaci,
kusma siresi veya goniillii gidaya gegis giinleri arasinda fark olmamistir (Sullivan ve ark
2018).

2.7.3. Antimikrobiyal Kullamim

CPV enteritli hastalar, villoz kollaps ve koruyucu immun fonksiyon eksikligi
nedeniyle bagirsaktan bakteriyel translokasyon agisindan yiksek risk altindadir. Cesitli
bakteriler (Escherichia coli, Clostridium difficile, Salmonella spp) CPV enteritli septik
hastalarda belirlenmistir (Sykes, 2010, Duijvestijn ve ark 2016, Silva ve ark 2017).
CPV'den etkilenen hastalarm tim durumlarinda genis spektrumlu antibiyotikler onerilir.
Kusma ve ishal nedeniyle devam eden sivi kayiplari, hipotansiyon ve sepsis potansiyeli ile
birlestiginde, CPV enteritli kopeklerde akut bobrek hasari gelisme riski yiiksektir. Bir
calismada kan fiire nitrojeni, kreatinin, idrar 6zgil agirhgi ve protein/kreatinin orani
degerlendirilmis ve BUN'da degisiklik gézlenmezken kreatinin, protein/kreatinin orani ve
idrar 6zgiil agirhigi daha yiiksek bulunmustur. CPV'li kdpeklerde glomeriler hasar ve renal
tibller hasarin digerbiyobelirtecleri dnemli 6lcude artmistir, bu da gizli akut bobrek hasari
gelistigine igaret eder (Van den Berg ve ark 2018). Ciinkii ¢ok sayida genis spektrumlu
antimikrobiyalkombinasyonlar bulundugu i¢in, CPV enteritli hastalarda nefrotoksisite riski
tasiyan antibiyotikler (aminoglikozit gibi) onerilmez. CPV enteritli yavru kdpeklerde
genellikle gastrointestinal parazitizm dahil olmak Uzere komorbiditeler bulunur. Bunu g6z
oniinde bulundurarak, kopek yavrusu oral tedavileri tolere edebilir oldugunda antiparazit

tedavisine baslanmalidir (Brunner ve Swango 1985).

2.7.4. Enteral Besleme

Enteral beslenme, enterosit atrofisini dnlemeye yardimc1 olmak ve besin saglamak
icin gereklidir. CPV enteritli yavru kdpeklerde enteral beslenmenin erken saglanmasinin
hasta morbiditesini ve hastanede kalis siiresini azalttigi gézlenmistir (Mohr ve ark 2003).
Bireysel bir hastanin enerji ihtiyacinin hesaplanmasi igin basit, dogrusal bir formiil sudur:
REE (istirahat enerji harcamasi)=Kcal/giin (30 X viicut ag/kg) + 70. Bireysel hastalarin
REE'leri hastanede yatis sirasinda gunden gune degisebildigi icin (O’Toole ve ark 2004)
keyfi hastalik, hasar ve enfeksiyon faktorlerinin toplanmast dogru degildir ve genellikle
tavsiye edilmez. CPV'li hastalarda nazogastrik tiip yerlestirilmesi enteral beslenme

saglamanin yani sira karin
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rahatsizligin1 ve kusmay1 veya regiirgitasyonu onlemek icin gastrik aspirasyona izin verme
araci olabilir. Bir ¢calismada (Chih ve ark 2018) tedavi protokolleri olanhastalarda gastrik
aspirasyon dahil asit-baz durumunda ¢ok az degisiklik oldugu veya hi¢ degisiklik
olmadigin1 bildirilmistir. Siv1 enteral diyetler hastanin REE’sinin %25'iile baglanabilir, bu
da klinisyenin tercihine ve hastane kaynaklarina bagli olarak aralikli boluslar veya strekli
enfuzyonlar seklinde uygulanir. CPV ile enfekte hastalara kalori ve besin saglamak igin
agresif erken girisimsel beslenme faydali ve tercih edilenbir yontem oldugu igin parenteral
beslenme stratejilere artik ihtiya¢ yoktur (Mylonakisve ark 2016).

2.7.5. GOzlem

CPV'li hastalarin izlenmesi, interstisyel ve intravaskiiler hacim durumlarmin, kan
basinglarinin, kan glukoz dizeylerinin, asit-baz ve elektrolit durumlarmin, rahatlik
diizeylerinin ve bulant1 derecelerinin dikkatli ve sik bir sekilde degerlendirilmesini icerir.
Kirby'nin 20 Izleme kuralini kullanarak (Purvis ve Kirby 1994) klinisyenler, bakimin
onemli yonlerini gézden kagirmadan hastanin durumunu izlemek igin bir kontrol listesi

olarak kullanabilirler.

2.7.6. Antiviral stratejiler

Oncelikle insan gribinin tedavisinde kullanilan antiviral bir ila¢ olan oseltamivir, bir
nérominidaz inhibitori olarak CPV enteritli yavru kopeklerde c¢alisilmistir (Savigny ve
Macintire 2010, Papaioannou ve ark 2013). Calisma viicut agirhgmin arttigini ve lokosit
sayisinin korunmasmi belgelemesine ragmen oseltamivir ile tedavi edilen hayvanlarda
hiicre saymmlari, morbidite, hastanede kalis siiresi ve mortalitede degisiklik olmamistir
(Savigny ve Macintire 2010, Papaioannou ve ark 2013). interferonlarin rolii CPV enteritli
kopekler igin olast antiviral tedavi icin arastirilmistir. Rekombinant kedi omega-
interferonunun (3 gin boyunca 1-5 X 10° IU/kg/giin 1V) ates, kusma, ishal ve &liim
insidansini azalttig1 ve istahi iyilestirdigi gozlenmistir (Ishiwata ve ark 1998, De Mari ve
ark 2003).

2.7.7. Onkotik destek

Besinlerin enteral alimmin olmamasi ve albumin sentezi yerine akut faz
proteinlerinin tiretimi ile birlikte ishalli digkida siv1 kaybinin tiimii, CPV enteritli hastalarda

onemli  derecede hipoproteinemiye neden olabilir.  Dogal veya sentetik
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kolloidler seklinde onkotik destek saglama karar1 genellikle klinisyen tercihine, iiriin
mevcudiyetine ve hasta boyutuna ve ihtiyacina baghdir. Serum alblimin konsantrasyonu
2,0 g/dL'nin altina diistiiglinde hasta morbidite ve mortalitesi artabilir (Mazzaferro ve ark
2020). Albumin ayn1 zamanda serbest radikallerin temizlenmesine ve ilag taginmasina da
katkida bulunarak CPV'li yavru kopeklerde albimin replasmanini zorunlu hale getirir.
Alblimin, taze veya taze donmus plazma veya konsantre alblimin rtinleri uygulanarak geri
yuklenebilir. Serum alblimin konsantrasyonunu 0,5 g/dL artrmak i¢in yaklasik 20 mL/kg
plazma verilmelidir. Anekdot raporlari, taze donmus plazma uygulamasmimn (6,6-11 mL/kg
IV veya intraperitoneal, 12 saat arayla 3 doz), maruz kalan kopeklerde siddetli enfeksiyonu
onlemede profilaktik olabilecegini diisiindiirmektedir (Dodd 2012). Koépeklere 06zgii
alblimin konsantresi de uygulama icin mevcuttur ve konsantre insan albimin Grtnlerinin
uygulanmasiyla gézlenen onemli bir bagisiklik uyarmm riski olmadan serum albiminini
eski haline getirmek icin uygun maliyetli bir yontemdir (Cohn ve ark 2007, Martin ve ark
2008, Mazzaferro ve ark 2020). Daha fazla onkotik destek gerekirse, klinisyenin tercihine

bagli olarak hidroksietil nisasta (20-30 mL/kg/giin) uygulanabilir.

2.7.8. immun Plasma

Annenin pasif bagisikligindan tiretilen dolasimdaki antikorlardaki disiis, CPV
enfeksiyonuna yakalanma riskine katkida bulunan onemli bir faktordiir. Dolasimdaki
parvoviriise baglanan antikorlar ile parvoviriisiin baglanma yetenegi teorik olarak notralize
edilebilir ve hiicrelere hiicumu, enfeksiyonu ve ¢ogalma yetenegi etkili bir sekilde azaltilir
(Bragg ve ark 2012). Dolasimdaki antiparvoviris antikorlarini arttirmastratejileri, potansiyel
tedavi olarak arastirilmistir (Meunier ve ark 1985, Macintire ve ark 1999, Bragg ve ark
2012). Kopek CPV-hiperimmin plazmasinin deneysel enfekte kopeklere CPV
inokilasyonundan hemen sonra uygulanmasi, kusma ve diyare insidansini azaltmis ve
sagkalimda iyilesme saglamistir (Meunier ve ark 1985). Randomize bir prospektif
calismada, CPV ile dogal enfeksiyonlu hayatta kalan kopeklerden elde edilen tek doz 12
mL immun plazma, 16kosit sayismi ve viicut agwrhigmi iyilestirmede veya viremi ve
hastanede kalis siiresini azaltmada basarili olmamistir (Bragg ve ark 2012). Feline
antiparvovirus antikorlar1 ile gastrointestinal belirtiler, fekal viral yiik, etken sagilmasi,
hastanede kalig siiresi, morbidite veya mortalitenin azaltilmasinda basarisiz olmustur
(Gerlach ve ark 2017). Dogal olusan CPV enteritinde liyofilize immunoglobulin G, klinik
belirtileri ve hastanede kalma siiresini azaltmistir (Macintire ve ark 1999). Immun

plazmanm parenteral tedavisinin kesin olmayan sonuglarina ragmen CPV antikorlarmin
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erken enteral uygulamasi, deneysel CPV'li yavru kopeklerde klinik belirtileri azaltmada

etkili olmustur (Van Nguyen ve ark 2006).

2.8. Prognoz

Hayatta kalma prognozu, genellikle tedavinin basladigi zamanda Klinik belirtilerin
siddetine baghdir. Hipovolemi ve zayif perfuzyonu gosteren Klinik belirtiler, ates, diisiik
protein C seviyesi, artmis kortizol seviyesi, diisiik tiroksin ile birlikte 1000/mL'den az
lenfosit sayis1 ve hipoalbuminemi yiiksek mortalite ile iliskilendirilmistir (Kalli ve ark
2010). Hastanin geldigi zaman lenfopeni ve hipoalbuminemi varsa yatis slresinin ve
hastanede kalis siiresinin artmasiyla iligskilendirilmistir (Kalli ve ark 2010). Genel olarak,
hayatta kalma prognozu, tedavi tiirii ve tedaviye bireysel hasta yanitina gore %60 ila %90
arasinda degisir (Prittie 2004, Kalli ve ark 2010, Miranda ve ark 2015). Komorbiditeler
(kdpek koronavirlisi ve gastrointestinal parazitizm gibi) hasta morbidite ve mortalitesini
artirmustir. Tedavi olmadan prognoz koétudir ve %90'dan fazlasinda 6lum meydana gelir
(Prittie 2004).

13



3. METABOLOMIKLER

Yiiksek verimli, kantitatif Olciimlerdeki son teknolojik gelismeler, molekiiler
diizeyde sistemler yaklasimlarinin uygulanmasini saglamistir. Birka¢ omik yaklasimi
(genomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik) bir sistemdeki molekillerin artan
kapsamlilik, dogruluk ve hassasiyetle tanimlanmasina ve 6l¢tilmesini saglamaktadir. Omik
yaklagimlarm gelistirilmesi, uygulanmasi ve yorumlanmasi ile elde edilen veri setlerinin
hesaplamali entegrasyonu ve modellemesi, her biri, onu mimkun kilan teknoloji ile gelisen
ve biyiyen kendi uzmanlik alanini1 olusturmaktadir. Bu yaklagimlarin kapsami, boyutu ve
devam eden evrimi g6z oniune alindiginda, etkili ve surekli iletisim ve veri toplama,
dizenleme ve yayma icin net birplan gerektiren sistem biyolojisinin dogasinda ekip bilimi
ve disiplinler aras1 is birligi yer almaktadir. Sistem biyolojisi yaklasimlari, karmasik
biyolojik olaylarin anlagilmasina ve hipoteze dayali sorgulanmasina yardimci olmak i¢in

sistemlerin kapsamli, tarafsiz modellenmesini saglar (Eckhardt ve ark 2020).

Enfeksiy6z hastaliklar bitlin diinyada en énemli 61um nedenlerindendir. Enfeksiyoz
hastaliklara yanit olarak bir insan/hayvan ve mikrobiyal metabolik agm tanimu,
metabolomik arastirmanin amacidir. Metabolik aglar, metabolitler tiretimi ile temsil edilen
genomik ve proteomiklerin fonksiyonel ifadesi olup kesinlik hekimlik modellerinde faydali
ve saglam bir ara¢ olusturur. Bu agidan, durumu iyilestirecek prosese yardimci olmak i¢in
enfeksiydz hastaliklarda erken bir teshis, zamaninda tedavi ve yakindan takip gerekir, bu
yuzden metabolomikler hastalarinmetabolomlarina dayali tedaviye yardim edecek dstun bir
ara¢ olarak ortaya ¢ikmaktadir (Bueno 2021, Azad ve ark 2023). Parvoviral enteritisli
kdpeklerde yapilanproteomik bir ¢alismada tiikiiriik proteinlerinin fizyopatolojik degisikleri
yansittigt ve bu hastalik icin potansiyel bir biyobelirtegler kaynagi olabilecegi
belirtilmektedir (Franco-Martinez ve ark 2018). Metabolitlerin tanimlanmasina yonelik
yaklagimlar, erken biyokimyasal yolaklardan modern ylksek boyutlu metabolomiklere
giden yolun degerlendirilmesi, tanimlamak igin gucli bir arag, saglik ve hastahigin
biyobelirteclerini karakterize eder (Diray-Arce ve ark 2020). Biyolojik matrislerde bircok
NMR spektroskopisinin uygulamasi, nicel olarak tanimlanan metabolomik alanindadir, bu
da fizyopatolojik durum veya genetik degisime canli sistemlerindinamik multiparametrik
metabolik cevabmin kantitatif 0lcimu demektir (Eckhardt veark 2020). Bu teknik, global
metabolik degisikliklerin degerlendirilmesinde umut verici bir ara¢ olarak kabul
edilmektedir ve digerlerinin yani sira hastaliklar1 ayirt etmek, hastalik siddetini belirlemek

ve terapOtik yanit1 degerlendirmek igin klinik tani siirecinde ¢ok yararli olabilir.
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Metabolomikler, insanlardaki Covid-19 dahil ¢esitli viral hastaliklarda (dengue serotype 4,
chronic viral hepatitis C) ¢alisilmistir (Santos ve ark 2017, Hasan ve ark 2021). Kritik
cocuk hastalarda post operatif non-enfeksiy0z yangi enfeksiyonlulardan (bakteriyel ve
viral), ayrica sepsis ve enfeksiyon da birbirinden NMR bazli metabolomiklerle iyi ayirt
edilmektedir (Grauslys ve ark 2019).

Metabolomikler ¢esitli enfeksiytz hastaliklart arastrmak igin kullanilmaktadir.
Metabolomiklerin en yaygin uygulamasi prognostik ve diyagnostik amaclar igin, 6zellikle
hastaliga 6zgili biyobelirteglerin taranmasi igindir (Tounta ve ark 2021). Metabolomikler,
hastaligin sonucunu kisa siirede daha kesin bir sekilde tahmin etmede 6nemli rol
oynayabilirler. Bir islevsellik modeli olarak metabolomiklerle, mikroorganizmalar ve
konakg¢1 arasindaki etkilesimlerin klinik seyri dngorulebilir, bu da enfeksiydz prosesin
tedavisi sirasinda karar verme analizinin temeli olarak bir metabolik akislar agi veya

fluksozom olusturmay1 saglayabilir(Bueno 2021).

3.1. Metabolomik ve Viral Enfeksiyonlar

Birka¢ viral enfeksiyona konak¢mnin dogustan gelen bagisiklik tepkisi iyi
calisilmistir. Herpesviridae viriislar ailesine karst immiinometabolik yanit en c¢ok
caligilanidir; Ancak Epstein-Barr virsu, influenza virusi, rinovirtsler, Flaviviridae, hepatit
B ve C virtsler, insan immin yetmezlik virlisi ve daha yeni olarak SARS- CoV-2 gibi
diger bir¢ok viriise yanit da arastirilmistir. Viral enfeksiyonlar sirasinda, konak¢i metabolik
yanit1 artan viriona replikasyon hizina uyum saglamak i¢in viriis tarafindan manipiile edilir.
Bunu, aerobik glikoliz dahil enerji Ureten metabolizmadan konakg1 hiicrelerini anaerobik
glikolizden daha etkili enerji Uretim araglarina degistirerek yapar (Mayer ve ark 2019).
Bununla birlikte, daha yakin zamanlarda, viralenfeksiyon hastaliklar tizerine inflamasyonun
ve inflamatuar metabolitlerin ve lipitlerin roliinii anlamada ilerleme saglanmistir. Onemli
bir ¢caligma dengue viriisii enfeksiyonunda metabolom ve lipidom arastirilmistir. Calisma,
yag asidi biyosentezi, yag asidi beta-oksidasyon, ¢oklu doymamus fosfolipid hidrolizi, lipoliz,
ve glikoliz gibi yolaklar idantifiye edilmistir. Viral enfeksiyonlar, konak¢i hiicre
metabolizmasinda hiicresel yeniden programlama ile sonuglanan degisikliklere neden olur.
COVID-19'dakonakg¢1 metabolitlerinin diizensizligi, teshis ve bakim dahil gesitli yonlerden
arastirtlmigtir (Gowda ve ark 2023). Metabolomik/proteomik capraz tanimlama, hastalik
yollarini tanimlar. COVID-19 hastaliginin siddeti, kandaki ¢esitli belirteclerle iliskilidir.
COVID-19 hastaliginin siddeti, kiiclik bir metabolit seti ile dogru bir sekilde ongorulebilir.
COVID-19 hastalar1 gesitli yolaklarda serum degisiklikleri gosterir. Covid-19"un molekuler
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seviyede fizyopatolojisini daha iyi anlasilmasi ile kisa ve uzunsureli hedefli terapiler ortaya
konabilir (Buykozan ve ark 2022).

3.2. Viral Enfeksiyonlar — Biyobelirtecler

Biyobelirtegler, bollugu olarak kullanilabilen metabolitler oldugundan belirli
hastalik durumlarinin veya asamalarinin gostergeleri olmustur. Bunlar viral hastaliklari
teshis etmek ve ilerlemesini degerlendirmek igin kullanilmistir. Bunlar1 hastalikla ilgili
degisiklikleri, genellikle konak¢min immiin yanitinin ve enfeksiyona yanit olarak ana

biyokimyasal yollarin diizensizliginin sonucudur (Tounta ve ark 2021).

Bu ¢alismanin amaci, CPV hastaligi hakkinda metabolomik dlizeyde bir anlayiselde
etmek ve hastalikli kopeklerde sagkalim Ongoriisiinii metabolomikler {izerinden
degerlendirmektir. Akut CPV enfeksiyonunda sonu¢ o©ngorisinde fizyopatolojik
degisiklikleri hedefleyen bir dizi biyobelirtecin degerlendirilmesi, herhangi bir spesifik
biyobelirtece gore daha faydali olacaktir. Bu biyobelirtegler dizisi, farkli patojenlerle
enfekte olmus hastalar1 aymt etmek, bu enfeksiyonlara karsi asi kaynakli korunmayi
ongoérmek ve bagisiklik hakkinda fikir vermek i¢in kullanilabilmektedir. Kicuk molekil
agirhikli metabolitler (<1500 dalton) dizisi olan metabolomikler, NMR spektrometresi ve
Kitle spektrometresi (Mass Spectrometry) ile 6lculebilmektedir. Metabolomik alan
erisilebilirlik, kullanilabilirlik ve karmagiklik acisindan gelistikce, saglik ve hastalik
biyolojisine iliskin derin kavrayislar elde etmek i¢in metabolomik veriler klinik ve diger

sistemler biyolojisi verileriyle giderek daha fazla entegreedilecektir.

Hipotezimiz sudur: (1) NMR bazli metabolomikler CPV enfeksiyonu igin
yasayabilirlik 6ngorisiinde faydali olabilir, (2) Pozitif prediktif deger ve cut-off deger, NMR
bazli biyobelirteclerin spesifitesi ve sensivitesi ile birlikte tedaviye cevapta yasayanlar ve

dlenler arasinda farklilik olusturabilecektir
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Hasta Secimi ve Gruplar

Zayiflik, istah azalmasi, ishal/hemorajik ishal, kusma, atesi olan veya olmayan
dehidratasyon anemnezli toplam kirk (40) CPV’li kopek (yaslar1 1.5 ile 4 ay arasinda) bu
calismaya dahil edildi. Hastalarda klinik belirtiler: temperatiir (<37.3, 37.4-39.4, 39.5—
39.9, 40.0-40.4, >40.6), diskida mukus, sulu digk1, kanh digki, anoreksi, depresyon, letarji,
kusma, Oksiirlik) daha once agiklanan yonteme gore (Van Nguyen vd. 2006) skorlanda.
Calismaya dahil edilecek kopekler CPV enfeksiyonuna karsi asilanmamisti. Tedavide IV
stvilar (gerektikge kristaloid + kolloid sivi + K ilavesi) ile birlikte genis spektrumlu
antibiyotikler (sefiksim 30 mg/kg, IV+ metronidazol 5-7 mg/kg 1V), antiemetik (maropitant
0.1 mg/kg), antianflamatuvar (meloksikam 0.06 mg/kg SC) ve antioksidan (asetilsistein 20
mg/kg 1V) uygulandi. Tedavi edilenlerdentamamen iyilesenlerle tedaviye cevap vermeyip
Olenler not edildi. CPV’li hastalardan iyilesen grup 30, 6liimle sonuglanan grup 10 ve

kontrol grubu da saglikli (ayn1 yas grubu) 10 kdpekten olustu.

Tablo 1. CVP’li kdpeklerde Klinik skor 6lguimi.

Klinik belirti Skor
Temperatur
<37.3
37.4-39.4
39.5-39.9
40.0-40.4
>40.6
Diskida mukus
Sulu diski
Digkida kan
Anoreksi

Letarji

Depression

Vomiting

Rl R R R R W N R W N R o -

Coughing
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4.2. CPV Enfeksiyonunun Tanisi

4.2.1. Hizh CPV Antijen Test Kiti

Fekal 6rneklerde CPV enfeksiyonun tanisi, hizli CPV antijen test kit kullanildi.

4.2.2. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Steril bir swapta toplanan digki 6rnekleri hemen fosfat tamponlu salin (1x PBS;pH
7.3 £ 0.1) igeren bir tiipe daldirilacak ve sonraki analize kadar -20 °C'de saklandi. Fekal
ornekler 8000 rpm'de 4 °C'de 5 dakika santrifiijlendi ve 200 pL siipernatant alinarak
deoksiriboniikleik asit (DNA) ekstraksiyonu igin islendi. Total genomik DNA, dretici
firmanm talimatlarma gore QlAamp DNA Mini Kit kullanilarak toplanan tiim digki
orneklerinden ekstrakte edildi. CPV-2 enfeksiyonunun teshisi, daha once agiklanan
yonteme gore (Buonavoglia vd. 2001) 583 bp'lik VP2 gen fragmanini hedefleyen PCR
primerleri [Forward SSCAGGAAGATATCCAGAAGGA3’ ve Reverse S GGTGCTA
GTTGATATGTAATAAAC A 3’) kullanilarak disk1 6rnegindeki viral genomun
dogrudan tespiti ile gerceklestirildi (Buonavoglia vd.2001)

4.3. Kan Ornegi Toplama, Hematolojik ve Biyokimyasal Analizler

Kan numuneleri, vena brachialis’ten hasta kabulinin 0 ve 72. saatlerde
antikoagiilan igeren ve igermeyen tiplere farkli analizler i¢in toplandi. Hematolojik
analizler tam kan sayimi: WBC, lenfositler, monositler, neutrofiller, bazofiler, eozinofiller,
RBC, MCV, MCHC, PCV, Hb, RDW, PLT, MPV, PDW, PCT K3-ETDA’l kan
orneklerinde; kan gazlar1 analizi: pH, POz, PCO,, HCO3, BE and O saturasyonu heparinli
kan oOrneklerinde hemen oOlglldi. Serum o6rnekleri, antikoagulansiz kan 6rneklerinin
pihtilasmasindan sonra 5000 rpm'de 20 dakika santrifiijlenerek elde edildi ve oto-analizor
ile biyokimyasal profil (BUN, kreatinin, AST, ALT, ALP, GGT, LDH, amilaz, glikoz, total
bilirubin, direkt bilirubin, kolesterol, trigliserit, total protein, aloumin, fosfor, kalsiyum ve

magnezyum) ic¢in analiz edildi.
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4.4. Kardiyak Troponin I (cTnl) Degerleri

Serum c¢Tnl degerleri Diagnostic Products Corporation Immulite ELISA ile
belirlendi. Bu tahlil, tatminkar kesinlik degerleri gosterilerek daha dnce dogrulandi (Apple
vd. 2008).

4.5. istatistiksel Analizler

Saglikli, hayatta kalan ve élen gruplar arasinda klinik skor ve hemato- biyokimyasal
parametlerindeki farkliliklar icin one-way varyans analizi yapildi. Yasayanlar ve 6lenler
arasinda en 1yi farklilik igin prognostik bir cut-off deger receiver operating characteristic
curve (ROC) analizi ile belirlendi. Egri altinda kalan saha, sensitivite ve spesifisite her
deger i¢in hesaplandi. Iyilesen grup icin pozitif prediktif deger (PPV), her bir belirtec igin
tedavinin baslamasindan 72 saat sonra, PPV = TP/(TP + FP) *100 formiilii kullanilarak
hesaplandi; burada TP gergek pozitifler ve FP hatalipozitiflerdir. Veri analizi SPSS strim
20 istatistiksel paket kullanilarak yapildi. Grafikler GraphPad Prism 6.0'da ¢izildi. Tim
karsilastirmalar i¢in p < 0.05 degerleri anlamli kabul edildi (Eregowda vd. 2021).

4.6. NMR (Niikleer Manyetik Rezonans) Bazh Metabolomiklerin Ol¢iimii ve

Degerlendirilmesi

Bu kisimda yer alan metabolomik o6lgiimler, Avrupa Birligi (Horizon 2020)
Arastirma alt yapilar1 programmdan destekli olarak italya’da Floransa Universitesi CERM
(NUkleer Manyetik Rezonans Merkezi)’de yapildu.

4.6.1. H-NMR Spektroskopi i¢in Ekstrakt Hazirlanmas::

Serum Ornekleri (0 ve 72. saatler), buz Uzerinde c¢ozdiruldu ve ikili metanol-
kloroform ekstraksyonu (hidrofilik ve lipofilik fraksiyonlarin protein presipitasyonu ve
seperasyonu igin) oOnceki modifiye metodla elde edildi. Bu, makromolekilleri (6r.
proteinler) elimine ederek suda ve yagda c¢oziilebilen metabolitleri i¢in birlesik bir
metabolik profil olusturdu. Kisaca, 0.5 ml’lik donmus serum 6rnekleri, 1 ml kloroform
/ metanol (1/1 oraninda) ile karistirildi ve santrifiij edildi. Siipernatant (organik faz)
toplanacak ve pelet 0.5 ml kloroform:metanol ile tekrar suspanse edilip santrifiije edildi.
Stpernatantlar birlestirildi ve kalan suda c¢o6zulebilir metabolitleri organik fazdan

temizlemek igcin 0.5 ml donmus su eklendi. -20°C derecede 15 dakika
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tutulduktan sonra, istte kalan kisim alind1 ve kalan kisma 1 ml su eklendi (peletten kalan
suda ¢Ozulebilir metabolitleri peletten yikamak igin) ve 6rnek santrifilj edildikten sonra 24
saatte liyofilize edildi.

Su bazli ekstraktlar 0.5 ml D20O’da ¢6zdiiriildi, santrifiij edilecek ve 5 mm’likNMR
tuplerine transfer edildi. Lipid bakimindan zengin metanol/kloroform fraksiyonu (diisiik
sicakliga maruz kaldiktan sonraki dip faz) oda isisinda buharlastirildi; lipid bazhi
ekstraktlar, 0.6 ml déteryumlu kloroform / metanol (1/2 oraninda) ile ¢bzdurildi, santrifije
edildi ve 5 mm’lik NMR tiplerine transfer edildi.

4.6.2. Serum Ekstraktlarinda Kalitatif ve Kantitatif H-NMR Spektroskopisi:

Su bazli serum numunelerini hazirlamak i¢in, kurutulmus numuneler 700 uLL 2H20
(%99.9 atom D, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) icinde ¢6zuldi ve 1 dakika
santrifiije edilerek homojenlestirildi. Her numune, 70 pL potasyum fosfat tamponu (pH 7.4;
1.5 M K2HPO04, %100 (v/v) 2H20, 2 mM NaN3, 5.8 mM doteryumlu TMSP) ile
karigtirtlmigtir. NMR analizi i¢in, her karisimdan 600 pL, 5 mm NMR tiplerine (Bruker
BioSpin s.r.l.) aktarildi.

Lipid serumla kurutulmus ekstraktlar ise 700 pL CDCI3 (%99.8 atom % D, Sigma
Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) i¢inde ¢6ziildii ve homojenligi saglamak i¢in 1 dakika
vortekslendi. Analiz i¢in, her numuneden 600 uL'lik kistmlar 5 mm NMRtuplerine (Bruker

BioSpin s.r.1.) yerlestirildi.

600.13 MHz proton Larmor frekansinda calisan 600 MHz'lik bir spektrometre
(Bruker BioSpin s.r.I; Rheinstetten, Almanya), her numune igin tek boyutlu (1D) 1H-NMR
spektrumlar1 elde etmek icin kullanildi. Ekipman, bir z ekseni gradyan bobini ve 5 mm
PATXI 1H-13C-15N igeren bir prob ile kuruldu. Ayrica numuneleri buzdolabinda tutan
otomatik bir numune degistiriciye ve otomatik ayarlama ve eslestirme Unitesine (ATM)
sahipti. Minimum sicaklik dalgalanmalarini saglamak i¢in(numunede £0.1K dahilinde), bir
BTO 2000 termokupl kullanildi. Olgtimleri gergeklestirmeden 6nce, NMR tiipleri, sicakligin

dengelenmesi i¢in minimum 5 dakikasureyle 310K'de NMR prob kafasinin i¢inde tutuldu.

Nuclear Overhauser Etkisi  Spektroskopisi  puls dizisi (NOESY  1Dpresat;
noesygpprld.com; Bruker BioSpin) (Mckay 2011) hem suda hem de lipidde cdzinir
numuneler igin tek boyutlu 1H-NMR spektrumlar1 elde etmek i¢in kullanildi. Edinme
parametreleri 98304 veri noktasi, 18028 Hz spektral genislik, 2,73 s edinme siresi, 4
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s gevseme gecikmesi, 0,01 s karistirma siiresi ve 64 tarama iceriyordu. 600 MHz
spektrometrenin yapilandirmasi ve ayarlari hakkinda daha fazla ayrinti igin, Onceki
yayinlara (Basoglu vd. 2016, 2017, 2018 ve 2020) basvurulabilir.

4.6.3. NMR surecindeki spektrumlar:

Fourier doniisiimiinii gergeklestirmeden Once, serbest indiiksiyon bozunmalari, 0.3
HZ'lik bir ¢izgi genigletme faktoriine karsilik gelen tistel bir fonksiyonla ¢arpildi. Ortaya
¢ikan spektrumlar, faz ve temel bozulmalar i¢in otomatik olarak diizeltildi ve TopSpin 3.2
yazilimi (Bruker BioSpin) kullanilarak kalibre edildi. 5.24 ppm'deki anomerik glikoz ikilisi
sinyali, serum su bazli ekstraktlarmin diizeltilmesi i¢in bir referans olarak kullanilirken,
7.20 ppm'deki kloroform teklisi, organik fraksiyonlar icin bir referans gorevi gordu.

Her suda ¢dziiniir ID 1H-NMR spektrumu, 0.02-10.0 ppm araliginda 0.02 ppm
kimyasal kaydirma kaplarma bolindi. Karsilik gelen spektral alanlari, AMIX yazilimi
(stirim 3.9.15, Bruker BioSpin) kullanilarak entegre edildi. Kalint1 H20 sinyalini igeren
4,62 ve 4,775 ppm arasindaki bdlgeler, cok degiskenli analizi dogru bir sekilde
gerceklestirmek igin haric tutuldu. Sistemin boyutu 483 goze distiriildii.

Her bir yagda ¢oziiniir ID 1H-NMR spektrumu, toplam 315 g6z icin multivariate
analizi dogru sekilde gerceklestirmek Uzere 0,02-6,5 ppm araliginda 0,02 ppm kimyasal
kaydirma kaplarina boliindii. Ozellik tammmadan o6nce, spektrumlara total integral

normallestirme uygulandi.

Metabolitler ve lipidlerin belirlenmesi ve kantifikasyonuSerum suda ¢ozunur
ckstraktlarm 1H NOESY spektrumundaki metabolitleri belirlemek ve 6lgmek icin saf
organik bilesiklerin 1H NMR spektrumlarindan olusan bir kitaplik (BBIOREFCODE,
Bruker BioSpin) ve mevcut literatiir kullanildi. Tiim spektrumlarda toplam 28 metabolit net
bir sekilde tanimland1 ve kantifiye edildi (istege bagh birimlerde goreli yogunluklar).Serum
yagda ¢oziinen ekstraktlarm 1H NOESY spektrumundaki NMR sinyalleri i¢in belirlemeler
literatiire dayalidir. Edinilen tiim spektrumlarda toplam 17 lipid 6zelligi belirlendi ve
kantifiye edildi (keyfi birimlerde goreli yogunluklar).

Metabolitlerin ve lipid 0Ozelliklerinin nispi konsantrasyonlarmi (istege bagh
birimlerde ifade edilir) belirlemek igin, standart ¢izgi-sekil analiz yontemlerini kullanarak

NMR piklerini entegre eden sirket i¢inde gelistirilmis bir R betigi kullanildi.
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4.6.4. istatistiksel analiz

Multivariate analiz

Random Forest (RF) algoritmasi (Ali vd. 2012, Chen vd. 2013, Amaratunga ve ark.
2008) dort grubun (saglikli kontrol (S), hasta 0 zamaninda (H Oh), hasta 72. saatte(H 72h)
ve 6lii (non-survivor) (O)) tiim metabolik ve lipidik profillerinin ikili siiflandirmas igin
kullanild1. Asagidaki karsilastirmalar yapildi: S —H 0 saat, S —H 72 saat,S - O, H 0 saat - O,
H 72 saat - O ve H Osaat — H 72 saat gruplar1.

Univariate analiz

DOort grup arasindaki farklar1 degerlendirmek igin, non-parametrik Wilcoxon Rank-Sum
test (Wilcoxon 1945, Neuhduser 2011) kullanildi. Ek olarak, HOh ve H 72h gruplari
arasindaki ikili farkliliklar1 incelemek i¢in non-parametrik Wilcoxon signed- rank test
kullanildi. Bu pilot ¢alismada, olas1 biyobelirteclerin tanimlanmasini saglamak igin yiksek
tip I hata riski pahasina ¢oklu testler igin ayarlamalar1 analizimize dahil etmemeyi sectik.

Yazilhim

TUm hesaplamalar R'de (suriim 4.0.3) yapilmistir (Ali ve ark 2012, Tippmann 2015).
RF siniflandirma modelleri olusturmak i¢in, R paketi Random Forest (Breiman2001, Ali ve
ark. 2012)'de uygulanan “randomForest” fonksiyonu, varsayilan parametreler kullanilarak

1000 agagtan olusan bir karar ormani olusturmak i¢in kullanildi.
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5. BULGULAR

5.1. Klinik Bulgular

CPV enfeksiyonundan siiphelenilen yavru kopeklerdeki baskin klinik belirtiler;
halsizlik, anoreksi, kanli veya kansiz ishal, kusma, tasikardi, atesle birlikte veya ates
olmadan belirgin dehidrasyondu. 40 képegin timd, baslangigta hizli CPV antijen tespitkiti ve
ardindan VP2 genini hedefleyen PCR ile dogrulandigi CPV enfeksiyonu agisindan pozitif
bulunmustur (Sekil 1). Calismaya katilan ve CPV gastroenterit tedavisi géren bu 40 CPV
pozitif yavru kbpekten 30'u hayatta kaldi, 10'u ise 24-48 saaticinde 6ldu.

s, ()

Sekil 1. Hizli CPV antijen tespit Kiti sonuglarina iki 6rnek: negatif (Ustte tek cizgili)
ve pozitif (altta cift cizgili).

5.2. Klinik Skor

Hayatta kalanlarin ve lenlerin ortalama klinik skoru, 0. ve 48. saatlerde saglikli kontrol
grubundan 6nemli dlciide (P < 0.05) daha yuksekti (Tablo 2 ve 3). Hayatta kalanlarin ortalama
klinik skoru, bagvurudan 72 saat sonra 6nemli dl¢iide azald1 (P < 0.05), ancak degerler, 6lenlerde
0 saat ile 48 saat arasinda 6nemli 6lgiide farklilik gostermedi. 48. saatte,6lenlerin ortalama klinik
skoru hayatta kalanlarla karsilastirildiginda 6nemli 6lgiide (P < 0.05) daha yiksekti (Tablo 2 ve
3).
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Tablo 2. Klinik muayene bulgular1 karsilastiriimasi.

Saglikh Hasta Hasta Olen P
Parametreler (n10) 0saat 7258t | (1:10) | Degeri
(n:30) (n:30)
Temperattr
skoru
2'inde sicaklik 0 0 0 0
<37.3 (0-0)b (0-2)b (0-0)b (0-1)a 0.000
29'unda 37.4-39.4
3'linde 39.4-39.9
6'sinda 40.0-40.4
Diski skoru 11'inde
sulu diski4'unde 0 3 0 3
mukuslu disk: (0-0)c (2-3)a (0-3)b (3-3)a 0.000
25'inde kanli digk1
Anoreksi skoru 38 0 1 0 1
inde anoreksi (0-0) (1-1) (0-0) (1-1) ’
Depresyon skoru 0 1 0 1
40’inde depresyon (0-0) (1-1) (0-0) (1-1) ’
Letarji skoru 0 1 0 1 )
40°1nda letarji (0-0) (1-1) (0-0) (1-1)
Kusma skoru 0 1 0 1 )
40’mda kusma (0-0) (1-1) (0-0) (1-1)
Okslrik skoru 0 0 0 0
0 (0-0) (0-0) (0-0) (0-0) 1.000
a,b,c: Gruplararasi istatistiksel farkliligi gostermektedir.
Tablo 3. Klinik skor karsilastirmasi.
Saglikl Saglhikl Hasta Hasta Olen 2?1'32;
0. saat 72. saat 0. saat 72.saat | O.saat saat.
(n:10) (n:30) (n:30) (n:30) (n:10) (n:13)
Saghk 0.730 = 0.650 = 11.225+ | 4975+ | 12.121 +| 11.1970
skoru 0.275a 0.163a 0.119b 0.472c 0.325¢c | £0.462c

a,b,c: Gruplararasi istatistiksel farkliligi gostermektedir.

5.3. Hematolojik Bulgular

Hematolojik parametrelerden WBC seviyesi, saglikli ve hasta grubun 0. ve 72,
saatlerinde normal referans sinirlar icinde yer alirken 6len grupta en diisiik ve referans
degerin de altinda bulunmustur. Notrofil (graniilosit) seviyesi de dlen grupta 6nemli oranda
diistik idi. Baska bir ifade ile Olen grupta lokopeni ve nétropeni gozlendi. MCHC
seviyeleri, butin gruplarda referans degerlerin altinda bulundu. Kan pH seviyesi,
istatistiksel olarak en diisikk olarak bulunsa da referans degerler igin de kalmistir
(Tablo 4 ve 5). WBC ve notrofil cut-off degerler kullanilarak yasayabilirlik pozitif prediktif
degerler srayla (<6.03 x10%L) ve (<1.41 x10%L) olmustur. Bunlar, prognostik acidan

onemli indikatorler olabilir.



Tablo 4. Kan gazlar1 analiz sonuglars.

Parametreler Szz?ilok)" H(?Stigar\? P Hf;sz'fasg;l:p Olg?: for)u P P degeri
(n:30) (n:30)
7.39 7.35
pH 7%5’& (7.29?.7?4?7)a,b (7.21l§954)a ;_742% 0.023
POz (mmHg) (23?13?2) (2301-'5;33) (21.3?-%39.7) (24.?;3%542.1) 0.944
pCO: (mmHg) (3%.13?27) (zgs.glgi.g) (30.:?2?8.9) (29.:—%4.6) 0.695
HCOs (MEqlL) (182.'25-929) (17?22-;7.7) (14.253-211.1) (15%1-'287.3) 0.089
BE (mEall) (-ajgig.a) (-3.'5?31) (-11-.08.?8.4) (-9?2#51.7) 0.125
$Oz (%) (zg?élzi) (24.;1?92.94) (265.;23.1) (20?856.4) 0.753
a,b,c: Gruplararas: istatistiksel farkliligr gostermektedir.
Tablo 5. Hemogram analizi sonuglari.
Parametreler S(ra1§1|(l)()l : HaSéég;;tp l_l(’jl782t.a s%gftp Ol?g :%l;p P degeri
(n:30) (n:30)
; 13.55 ¥ oo 10.10 477
i 1(773277)61 (1.68-41.99)a,b 35(.%3'?%)8@ 1(E;L.§§)_b 0048
Lym (x10°L) (2%%%2) (o.sﬁg.ss) (O.éi75]:61) (0.627'-778.72) 0.112
Mon (x10°/L) (0.%17-?.9) (o.olé-27lo.1) (O.O:L?;?AZGS) (0.0%-131.55) 0.545
9 6.01 371 2.96 0.66
o) | G | ool | G, | Gk | oo
RBC (mm?) (5.058-7;57) (2.8%?9%3) (4.3??3.23) (4.9%?544) 0.059
MCV (um?) (616.3;?3.3) (4331%80.2) (43.66-778.4) (62.6223'788.2) 0.954
27.8 26.4
MCHC (g/d) g’é; (17.82—1.356)a,b (10.2232—é3£95.6)b é%‘_’é?é 0.001
PCV (%) (313.'47#22.6) (224.%%2.7) (24—3881.6) (35.51-772.4) 0.074
Hb (g/dl) (7-1171.Sa,b (6.8?fé.zg)b,c (3.58—i7;6)c (9.71-ié?6)a 0.000
RDW (fl) (9.%-11'471.1) (s.é-lé;.s) (8.171—555.4) (8.%-11%.5) 0.683
PLT (u1) (414?255) (2137-421?0) (31cﬁg§5) (25-03322) 0.767
MPV (1) 10.6 113 10.75 10.6 0.179
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(9.1-11.9) (7.3-12.4) (9.4-13) (6-11.2)
8.15 9.9 9.1 8.9

PDW (0-11.1) (0-11) (0-11.3) (0-11.5) 0.754
0.2 0.2 0.18 0.21

PCT (%) (0.05-0.54) | (0.02-0.53) | (0.03-0.41) | (0.02-0.33) | 0694

a,b,c: Gruplararasi istatistiksel farklihigi gostermektedir.

5.4. Biyokimyasal Bulgular

Biyokimyasal parametrelerden AST, BUN ve kolesterol seviyeleri, gruplar

aras1 farkliliklarla birlikte 6len grupta en yiiksek bulunmustur. Bu parametreler de

prognostik agidan 6nemli olabilecegi ifade edilebilir. Total protein konsantrasyonu

biitiin gruplarda referans degerlerin altinda kalmistir. Bu parametre, 6len grupta en

yiiksek olsa da bu artig relatif olabilir. Albumin, Ca, Na, ve Cl seviyelerinde gruplar

arast istatistiksel farklar olsa da bunlar referans degerler arasinda kalmistir (Tablo 6).
AST, BUN ve kolesterol cut-off degerler (>33 U/L, >13.35 mg/dL ve >250 (mg/dL)
kullanilarak yasayabilirlik pozitif prediktif degerler sirayla 68.9 %, 85.2% ve74.2%,

olmustur. Bunlar da prognostik agidan 6nemli indikatorler olabilir. Biyokimyasal

parametrelerin ROC analizi Sekil 2.’de gorulmektedir.
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Tablo 6. Biyokimyasal analiz sonuglar.

Hasta grup

Hasta grup

Parametreler S(?]g_lllg;l 0.saat 72. saat OI?:_ gggjp P degeri
) (n:30) (n:30) )
13.45 13.7 122 294
BUN(mg/dl) |11 868)ab | (7.4723)ab | (5.1-46)b | (5-70.4)a 0.023
Kreatinin 0.6 0.5 0.5 0.5 0174
(mg/dl) (0.4-1.3) (0.3-1.4) (0.3-3.7) (0.3-2.3) :
305 30 22 24
AST (UIL) (13-43)b | (12-109)ab | (9-73)b (18-129)a 0.002
23 245 17 28
ALT (UL (10-45) (8-125) (8-68) (8-101) 0.090
209.5 315.5 2845 326
ALP (UL) (32-790) | (120-1305) | (129-876) | (159-625) 0.619
5 45 45 4
GGT (U/L) “s) >10) 212 o 0.238
95 1905 1525 181
LDH (U/L) (37-446) (51-821) (47-513) (76-643) 0.139
. 405 485 507 522 (127-
Amilaz (UL) | o75.1518) | (134-1852) | (101-3208) 2410) 0.511
142 1425 129 123
Glukoz (mg/dl) | (114 193) (22-188) (22-185) (66-190) 0.393
Total bil 05 0.7 0.7 0.7 0376
(mg/dl) (0.3-1.2) (0.2-2.8) (0.2-2.8) (0.2-1.7) :
Direkt _ bil 0.15 03 03 0.2 0,140
(mg/dl) (0.1-0.5) (0.1-L5) (0.1-1.5) (0-1.2) :
Kolesterol 253.5 248.5 222 337 0.002
(mg/dl) (187-365)a,b | (30.3-519)ab | (100-385)b | (197-477)a :
Trigliserit 34 59 58 92 0.000
(mg/dl) (11-12)b | (15-152b | (20-133)b | (64-195)a :
Total pro 4.55 4.75 3.95 5.3 0.002
(g/dl) (39610a | (064ab | (2852b | (34-6.1)a :
. 27 2.45 2.15 25
Albumin (ofdl) | 553314 | (1.7-32)ab | (1429b | (15-32)ab 0.000
7.75 7.9 7.85 105
Fosfor (mg/dl) | 350200 | (43142 | (5698b | (4.9-136)a 0.004
Kalsiyum 11.8 10.1 9.8 10.1 0.004
(mg/dl) (9.7-165)a | (6.6-143)b | (7314b | (7.1-12.1)b :
Magnezyum 2.2 1.7 1.8 2 0078
(mg/dl) (15-2.4) (11-2.5) (0.9-2.5) (1.6-3.1) :
Potasyum 3.75 3.8 3.95 3.3 0121
(MEg/L) (3.3-4.7) (2.2-5.1) (2.1-5.5) (2-4.2) :
Sodyum 1515 146.5 146 144 0,007
(mmol/l) (148-157)a | (122-152)b | (140-155)b | (127-154)b :
1115 110.5 110 105
Klor (/1) (105-117)a | (83-119)ab | (100-119)a | (84-113)b 0.011

a,b: Gruplararasi istatistiksel farkliligi gostermektedir.




AST

ROC Curve
2in
g s
§
B i
Ly
) By P o o ]
1 - Spacificiy
Dragonal yagrande 3w praduces by fap
Cholesterol
ROC Curee
1ir
(1,

Lo
[ n <t [ M 13
1- Spasificity
Mgmaal s gty ey pesdlanid o) ik
WEC
ROE Curit
il -)_
I_'_f_ rd
A
e
—F /
i i
,-'ff
! 4 .-"-'
# yd
i s
ri
ey rd
i
G
£
Fi
Ly __‘_-'f
A
IV
./Jz
B o= @ ) ] 1]
1= Specifeny

Sekil 2. Yagayan ve 0len kdpeklerin ayrimu i¢in notrofil sayisi, WBC, AST, BUN ve

kolesterol ROC analizi.

BLIN
RGEC Curee
[T
gli"
H
- s
[
e : E - :
L] L H 2] RE tL] m
1~ Bpacificty
Deageral pegramcts oy jeedaind by tei.
Granulooyte
ROC Curve
(Lo
'Em
i
W [
=
" 3 [ i 1 13
1- Spacificity
(earaad £awariy oy pradecsd of hec



5.4.1. istatistiksel Analiz:

Tiim veriler SPSS 21.00 (Windows igin SPSS) istatistik yazilimi1 kullanilarak
degerlendirildi. Tum verilerin parametrik olup olmadigmni belirlemek igin bir drneklem
Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi. Parametrik olmayan veriler, Mann-Whitney U,
Kruskal-Wallis testi ile medyan (min, maks) olarak sunuldu. Bir varyans kullanarak,
medyanlardaki farkliliklar1 test ederek gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

olup olmadigin1 belirlemek icin tek yonlit ANOVA testi kullanildi.

5.5. ELISA cTnl bulgulan

Serum cTnl degerleri Diagnostic Products Corporation Immulite ELISA ile
belirlendi.Kardiyak troponin (cTnl) seviyesi, gruplar aras: farli olmasa da ROC analizinde
sensitivite saglikli grupla 6len grup arasinda 6nemli (%85), hasta grupla 6len grup arasinda
orta seviyede 6nemli (%68.3) ve saplikli grupla hasta grup arasinda da diisiik seviyede
onemli (%60) bulunmustur. Bana ragmen gruplar arasi spesifisite ise diisiik bulunmustur
(Tablo 7). Buna gore kardiyak troponinin sensitivitesi sagliklidan hastalara ve onlardan da
Olime dogru yiikselmektedir. Baska c¢alismalarda (Ince vd. 2019; Ince vd. 2021) da
hasta ve Olenler seviyeleri bakimindan bir fark

saglkli, gruplar arasinda cTrl

bulunmamustir.

Tablo 7. Kardiyak troponin dlizeyinin gruplararasi karsilastirmasi.

Saghkh Hasta Grup Hasta Grup Olen Grup
Grup 0. saat 72. saat 0. saat
Parametre n:10 n:30 n:30 n:13 P degeri
median median median median
(min, max) (min, max) (min, max) (min, max)
:fg;‘c’)'nyf’r‘]k 11.1 11.22 11.03 10.35 0,366
(ng/mL) (4.53,15.67) | (6.96,22.98) | (0.02,18.71) | (4.67,26.56)

5.5.1. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS 25.00 (Windows icin SPSS) istatistik yazilimi kullanilarak
yapildi. Tiim verilerin parametrik veya non-parametrik olup olmadigini belirlemek icin tek
orneklem Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi. Parametrik veriler Student t-testi, varyans
analizi icin One-way ANOVA, Tukey ve Mann Whitney U, Kruskal-Wallis testi
kullanilarak ortanca (min-max) olarak sunuldu. Hayvanlarm hem hastaligini teshis etmek

hem de hastalarm akibetini belirlemek i¢in diagnostic cut-offdegerlerini belirlemek igin
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Receiver operating characteristic curve (ROC) analizi kullanildi. ROC analizi
kapsaminda egri altinda kalan alan (AUC), standart hata (std. error), cut-off, sensitivite ve
spesifite dikkate alinmistir. 0,5'lik AUC degeri, ayrim olmadigini gosterir (teste dayali
olarak hastaligi veya durumu olan ve olmayan hastalar1 teshis etme yetenegi gibi), 0,7 ila
0,8 kabul edilebilir olarak kabul edilir, 0,8ila 0,9 mikemmel olarak kabul edilir ve 0,9'dan
fazlas1 olaganiistii olarak kabul edilir (Hosmer ve Lemeshow 2000) bagirsak hasarinin
varhigin1 ve/veya hasarm ciddiyetinibelirtmek i¢in. Tum veriler igin istatistiksel anlamlilik
p<0,05 olarak kabul edildi.

5.6. PCR Bulgulan

CPV-2 i¢in kullanilan PCR primer ¢iftleri CPV-2a, 2b,2¢ varyantlarmi tespit
edebilmek-tedir. Yapilan tek basamakli Konvansiyonel PCR testinde 681bp’lik bdlgede
band gosteren numunelerin CPV-2 yoninden varlig1 dogrulandi. Sonug olarak, 53 6rnegin
(43+10) ekstrak-siyon ve PCR testleri yapildi. Toplamda 39 diski 6rnegi CPV-2 yéninden
(+) bulundu. 6 nu-marali numune siipheli (+)’ dir (Sekil 3 ve Sekil 4).

M 14 15 167 17 18- 192052122223 24 25- 26" 27-'.28 2930 31- M

— ke e |

Sekil 3. 4, 5, 15 numarali numuneler CPV-2 yoninden (-), No 6 siipheli, diger
ornekler (+). M: 100bp Marker.
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M 32 33 34 =35 36 37 38 39 40 4 42 43 (-Kont) M

M K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 K10 M

Sekil 4. Numune no 32-43 arasi (+). (-Kont): Negatif Kontrol. K1-K10 seklinde
isimlendirilmis olan digk1 6rneklerinde non-Spesifik baglanmalar goriildii, ancak 681
bp lik bolgede band sekillenmedi. K1-K10 CPV-2 yoniinden varligi tespit edilemedi.

5.7. NMR Bulgulan

5.7.1 Su Bazh Ekstraktlar

Farkli dért grubun Sagilkli, Hasta 0.saat, Hasta 72. saat, Olen (S, H Oh, H 72h, O)
tum metabolik profillerden ayirt edilip edilemeyecegini arastirmak i¢in RF siniflandirma
algoritmas1 uygulandi. Her ikili karsilastirma i¢in RF siniflandirmasinin sonuglar1 sirasiyla
Sekil 5'de verilmistir. Genel olarak, farkli gruplar arasinda ayrimyapmak icin son derece
saglam siniflandirma modelleri elde ettik: S — H Oh (Dogruluk = %85), S - H 72h (Dogruluk
= %80), S - O (Dogruluk = %91,3), H Oh - O (Dogruluk) = %62,8), H 72h - O (Dogruluk =
%76,7) ve H Oh —H 72 h (Dogruluk = %76,7).

Su bazli ekstraktlarm tiim 1H NOESY spektrumlarinda toplam 28 metabolit
kantifiye edildi (Tablo 8). Dért grup (Saglikli, Hasta 0 saat, Hasta 72.saat, Olen) arasindaki
metabolitlerin varyasyonlarini degerlendirmek igin univariate analiz yapildi. Tirozin,
fenilalanin ve kolat sagliklilara gore hastalarda (H O saat ve H 72 saat) dahaytksekti. Sitrat
sagliklilara gore diger 3 grupta, ayrica hastalara (H 72 saat) gore 6lenlerde daha diisiiktii.
Izoldsin de sagliklilara gore hastalarda yiiksekti (H 0 saat ve H 72 saat), fakathastalara (H O
saat) gore Olenlerde daha diisiiktii. Glikoz, fruktoz ve gliserat sagliklilara gore diger
gruplarda daha diisiiktii. Format, karnitin ve glisin, sagliklilara gére hem hastalarda (H 0
saat) hem Olenlerde disiiktu. Glutamat, glikolat ve izovalerat hem sagliklilarla Glenler
arasinda hem hastalarla (H 72 saat) Olenler arasinda farkli idi. Kreatinsadece hastalara gore
(H 0 saat) 6lenlerde daha ytuksekti (Tablo 9).

31



5.7.2. Lipid Bazh Ekstraktlar

Farkli dért grubun (S, H 0 saat, H 72 saat, O) tiim metabolik profillerden ayirt edilip
edilemeyecegini arastirmak i¢in RF smiflandirma algoritmas: uygulandi. Her ikili
karsilastirma i¢in RF smiflandirmasmin sonuglari sirasiyla Sekil 6'de verilmistir. Genel
olarak, farkli gruplar arasinda ayrim yapmak igin son derece saglam smiflandirma
modelleri elde ettik: S — H 0 saat (Dogruluk = %87,5), S - H 72 saat (Dogruluk = %100), S
- O (Dogruluk = %100), H 0 saat - O (Dogruluk) = %88,4), H 72 saat — O (Dogruluk
= %86,1) ve H 0 saat — H 72 saat (Dogruluk = %90).

Lipid bazli ekstraktlarin tiim 1H NOESY spektrumlarinda toplam 17 lipid kantifiye
edildi(Tablo 8). Dort grup (Saglikh, Hasta O.saat, Hasta 72.saat, Olen) arasinda
metabolitlerdeki varyasyonlar1 degerlendirmek icin univariate analiz yapildi. Serbest
kolesterol sagliklilara gore diger 3 grupta daha ylksekti. Doymus kolesterol sagliklilara
gore hastalarda (H 72 saat) daha diisiiktii. Faty acyl chain CH2CO, sfingomyelin ve gliserol
backbone C-1, H2 C-3 H3 sagliklilara gore hastalarda (H 72 saat) ve o6lenlerde, ayrica
hastalara (H O saat) gore dlenlerde daha yuksekti (Tablo 11).
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Tablo 8. *H NMR spectroscopy ile kantifiye edilen serum metabolitleri ve lipid

parametreleri. Her parametre igin the mean =+ standard deviation (SD) rapor edildi.

Saghkli grup Hasta grup Hasta grup Alen grup
(n:10) 0. _saat 72._saat (n:13)
(n:30) (n:30)
Metabolitler
(relative intensities in arbitrary units)

Glikoz 7.06+1.21 5.36+1.98 5.85+2.14 5.33+2.52
Mannoz 0.52+0.09 0.49+0.12 0.49+0.15 0.56+0.19
Tirozin 3.5440.43 4.35+0.71 3.95+0.71 3.9940.9

Fenilalanin 0.3740.05 0.46+0.1 0.46+0.17 0.47+0.13
Cholate 0.03+0.03 0.06+0.09 0.1+0.11 0.05+0.08
2-hidrosibutirat 0.11+0.15 0.14+0.18 0.23+0.49 0.09+0.09
Izovalerasyon 0.22+0.12 0.31£0.16 0.32+0.17 0.43£0.16
Ldsin 0.36+0.23 0.41+0.4 0.58+0.73 0.53+0.56
izoldsin 0.33+0.38 0.87+0.41 0.85+0.55 0.58+0.49
Valin 0.1+0.05 0.15+0.15 0.14+0.16 0.17+0.25
3-hidrosibutirat 0.23+0.2 0.29+0.4 0.32+0.38 0.26+0.54
Asetat 3.9+0.9 3.34+0.6 4.71+8.28 3.66+0.68
Glutamat 0.48+0.37 0.28+0.26 0.4+0.32 0.2+0.24

Piroglutamat 0.07+0.03 0.06+0.02 0.06+0.03 0.06+0.03
Sitrat 1.85+1.69 0.66+0.31 0.94+0.38 0.66+0.36
Kreatin 1.15+0.66 1.53+0.84 1.18+0.85 2.36£1.57
Kreatinin 0.97+0.5 0.64+0.28 0.76+0.57 0.94+0.67
Dimetilsulfon 0.32+0.29 0.59+0.47 0.49+0.42 0.57+0.56
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Kolin 1.17+0.29 1.17+0.54 1.25+0.58 1.42+0.57
Karnitin 0.38+0.11 0.25+0.16 0.3+0.17 0.26+0.13
Betain + TMAO 22.78+15.73 21.43+13.52 18.69+9.02 19.08+10.94
Glisin 1.5+0.37 1.06+0.27 1.07+0.44 1.07+0.49
Gliserat 3+0.56 2.11+0.93 2.32+0.94 2.05+1.17
Glikolat 0.77+0.58 1.23+0.89 140.75 2.13+1.79
Fruktoz 3.53+0.5 3.05+0.52 3.03+0.64 2.80+0.81
Laktat 17.83+3.7 14.55+2.98 12.68+2.99 14.86+3.86
Formate 0.9+0.18 0.7+0.13 0.83+0.21 0.69+0.24
Alanin 0.3+0.14 0.34+0.14 0.33+0.24 0.52+0.52
Lipid parametreleri

(relative intensities in arbitrary units)
Total kolesterol C-18 H3 14.16+1.05 12.51 +£2.52 12.64+2.64 14.71+2.45
Yagh asil zincir (CHz)n 286.35+12.25 |276.14+25.8 268.48+31.42 | 274.07+25.47
Total_kolestrol 14.15+1.03 11.83+3.39 13.01+4.13 10.77+4.52
Yagl asil zincir -CH,CH 20.79+1.67 19.19+3.86 19.35+2.93 20.69+2.79
Yagli asil zincir -CH,CO 18.59+6.45 20.3147.5 23.78+6.34 28.07+5.41
Yagli asil zincir CHCH,CH | 23.194+2.31 25.69+3.13 24.12+3.28 24.75+3.31
Fosfolipitler n(CHs)s 40.37+3.05 38.96+4.97 36.7+3.79 36.4+3.77
Serbest_kolestrol_X 2.09+0.6 2.49+0.49 2.92+0.46 2.78+0.36
Gliserol omurgas1 C-1 H2 C-3
H2 0.38+0.17 0.53+0.24 0.64+0.2 0.77+0.25
Esterlenmis kolestrol C-3H | 3.43+0.25 2.68+0.85 2.87+0.63 3.14+0.53
Fosfogliseritler 5.29+0.41 5.28+0.47 5.02+0.53 4.89+0.5
Yagli asil zincir -HC=CH- 42.6542.42 44.04+4.77 42.59+5.1 44.23+5.27
Sfingomiyelin_CH=CH 0.68+0.11 0.77+0.23 0.92+0.15 0.89+0.14
Serbest kolestrol C-3 H 0.24+0.13 0.34+0.23 0.43+0.34 0.37+0.21
Total kolestrol C-26 H3 C-27
H3 10.72+0.9 9.48+2.03 9.78+2.21 11.16+1.84
Yagh asil zincir CHz (CHz)n | 2.26£0.32 2.28+0.42 2.32+0.38 2.2240.21
Esterlenmis kolestrol C-19 H3 | 1.35+0.09 1.11+0.23 1.13+0.26 1.22+0.22
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Tablo 9. Univariate analizi, dort grup arasinda lipid varyasyonlar1 incelemek icin
yapild1. Istatistiksel onemli P-degerleri (< 0.05) koyu gosterildi.

Svs HO.saat) |S Vs H72.saat [Svs O HO.saatvs O |H72.saat vs O
Glikoz 0.01 0.02 0.02 0.76 0.30
Mannoz 0.56 0.47 0.74 0.36 0.31
Tirozin 0.001 0.01 0.09 0.47 0.59
Fenilalanin 0.006 0.04 0.07 0.70 0.59
Cholate 0.20 0.04 0.75 0.37 0.08
2-hidrosibutirat 0.84 0.74 0.90 0.62 0.58
Izovalerasyon 0.14 0.05 0.004 0.05 0.03
Ldsin 0.93 0.58 0.90 0.96 0.62
Izolésin 0.002 0.006 0.15 0.04 0.17
Valin 0.10 0.65 0.27 0.42 0.70
3-hidrosibutirat 0.61 0.87 0.28 0.36 0.06
Asetat 0.13 0.07 0.60 0.16 0.15
Glutamat 0.11 0.62 0.04 0.20 0.03
Piroglutamat 0.67 0.61 0.31 0.26 0.42
Sitrat 0.0006 0.01 0.002 0.78 0.03
Kreatin 0.07 0.79 0.06 0.14 0.01
Kreatinin 0.04 0.16 0.65 0.21 0.38
Dimetilsilfon 0.09 0.31 0.25 0.56 0.79
Kolin 0.91 0.82 0.31 0.12 0.39
Karnitin 0.009 0.09 0.01 0.88 0.36
Betain + TMAO | 0.96 0.72 0.56 0.28 0.82
Glisin 0.002 0.012 0.01 0.70 0.74
Gliserat 0.002 0.005 0.008 0.74 0.32
Glikolat 0.06 0.41 0.04 0.16 0.04
Fruktoz 0.02 0.03 0.003 0.12 0.18
Laktat 0.03 3.29E-05 0.10 0.88 0.11
Formate 0.003 0.29 0.04 0.30 0.05
Alanin 0.61 0.64 0.29 0.44 0.10

S: Saglikli, H: Hasta, O: Olen



Tablo 10. Pairwise univariate analizi, hasta grubun 0 ve 72. saatleri arasinda
metabolitlerin varyasyonlarini incelemek i¢in yapildi. Istatistiksel onemli P-degerleri
(< 0.05) koyu gosterildi.

H (0 Saat) vs H (72 Saat)
Glikoz 0.26
Mannoz 0.78
Tirozin 0.03
Fenilalanin 0.42
Cholate 0.09
2-hidrosibutirat 0.27
Izovalerasyon 0.92
L&sin 0.38
[zol6sin 0.93
Valin 0.35
3-hidrosibutirat 0.28
Asetat 0.76
Glutamat 0.13
Piroglutamat 0.96
Sitrat 0.004
Kreatin 0.06
Kreatinin 0.28
Dimetilsilfon 0.41
Kolin 0.54
Karnitin 0.19
Betain + TMAO 0.98
Glisin 0.52
Gliserat 0.34
Glikolat 0.15
Fruktoz 0.72
Laktat 0.02
Formate 0.01
Alanin 0.23

H:hasta



Tablo 11. Univariate analizi, dort grup arasinda lipid varyasyonlar1 incelemek icinyapilds.
Istatistiksel Onemli P-degerleri (< 0.05) koyu gosterildi.

SvsH SvsH SvsO H(O.saat) | H (72saat)

(0.saat) (72.saat) vs O vs O
Total kolesterol C-18 H3 0.07 0.15 0.21 0.007 0.02
Yagh asil zincir (CHz)n 0.35 0.05 0.23 0.50 0.76
Total_kolestrol 0.06 0.38 0.07 0.32 0.12
Yagh asil zincir -CH,CH 0.19 0.21 0.83 0.12 0.09
Yagh asil zincir -CH,CO 0.35 0.03 0.001 0.0007 0.03
Yagh asil zincir CHCH,CH 0.04 0.21 0.31 0.57 0.66
Fosfolipitler n(CHs)3 0.38 0.002 0.006 0.05 0.74
Serbest_kolestrol_X 0.04 0.0001 0.003 0.12 0.42
Gliserol omurgas: C-1 H2 C-3 H2 | 0.10 0.0002 0.0003 0.02 0.12
Esterlenmis kolestrol C-3 H 0.0009 0.02 0.19 0.14 0.23
Fosfogliseritler 0.84 0.18 0.13 0.005 0.47
Yagh asil zincir -HC=CH- 0.29 0.75 0.21 0.80 0.24
Sfingomiyelin_CH=CH 0.33 0.0002 0.001 0.01 0.40
Serbest kolestrol C-3 H 0.21 0.15 0.23 0.67 0.96
Total kolestrol C-26 H3 C-27 H3 | 0.13 0.27 0.31 0.02 0.06
Yagh asil zincir CHz (CHz)n 0.99 0.23 0.83 0.82 0.26
Esterlenmis kolestrol C-19 H3 0.001 0.03 0.21 0.28 0.46

S: saglikh, H: hasta, O:6len
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Tablo 12. Pairwise univariate analizi, hasta grubun 0 ve 72. saatleri arasindaki lipid
varyasyonlarini incelemek icin yapildi. Istatistiksel onemli P-degerleri (< 0.05) koyu
gosterildi.

H 0 saat vs H 72 saat

Total kolesterol C-18 H3 0.84
Yagh asil zincir (CH)n 0.15
Total_kolestrol 0.33
Yagh asil zincir -CH,CH 0.83
Yagh asil zincir -CH,CO 0.09
Yagh asil zincir CHCH,CH 0.15
Fosfolipitler n(CHs)s 0.02
Serbest_kolestrol_X 0.002
Gliserol omurgasiC-1 H2 C-3 H2 0.12
Esterlenmis kolestrol C-3 H 0.64
Fosfogliseritler 0.009
Yagli asil zincir -HC=CH- 0.31
Sfingomiyelin_ CH=CH 0.0001
Serbest kolestrol C-3 H 0.49
Total kolestrol C-26 H3 C-27 H3 0.58
Yagl asil zincir CH; (CHz)n 0.43
Esterlenmis kolestrol C-19 H3 0.69




° i P L ®
o ° - ° 9 ° °
e ° PR °
%% o o *,‘ ° o o 8
D/ wgs - Jess .
L]
o ‘ﬁ, o8 ?
o o} o & ° e o \d
o
-
)
Omes o ~ "G - o
Accuracy: 85% Accuracy: 80% Accuracy: 91.3%
00 O |
i o° L @
° °
0° .. 0©° @ °
o ‘ o o ° O" o o
o ®, © on [ «® BogP g
) (+} 6 % L) > & a
<88° el e D % 00 o o°® o © %o
% o°° o0 © 0. @ ° oo 0%
o °° o° ° o000
o 5 02 1 ) ® g
ot > .
.‘)I. - g r.l’..
Drersor T Dmersont o4 2o
Accuracy: 62.8% Accuracy: 76.7% Accuracy: 76.7%

Sekil 5. Random Forest (RF) modeli puan grafikleri. Her nokta, farkli gruplar
tarafindan renklendirilen tek bir su bazli serum metabolik profilini temsil eder: A) S
(yesil noktalar) - H Oh (mor noktalar) gruplari; B) S (yesil noktalar) ve H 72h (mavi
noktalar) gruplari; C) S (yesil noktalar) - O (kirmizi1 noktalar) gruplari; D) H Oh (mor
noktalar) - O (kirmiz1 noktalar) gruplari; E) H 72h (mavi noktalar) ve O (kirmizi
noktalar) gruplari; F) H Oh (mor noktalar) ve H 72h (mavi noktalar) gruplari.
Gergeklestirilen her RF modeli i¢in ayrim dogrulugu da rapor edildi.
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Sekil 6. Random Forest (RF) modeli puan grafikleri. Her nokta, farkli gruplar
tarafindan renklendirilen tek bir lipid ¢6ziiniir serum lipid profilini temsil eder: A) S
(yesil noktalar) - H Oh (mor noktalar) gruplari; B) S (yesil noktalar) ve H 72h (mavi
noktalar) gruplari; C) S (yesil noktalar) - O (kirmizi1 noktalar) gruplari; D) H Oh (mor
noktalar) - O (kirmiz1 noktalar) gruplari; E) H 72h (mavi noktalar) ve O (kirmizi
noktalar) gruplari; F) H Oh (mor noktalar) ve H 72h (mavi noktalar) gruplari.
Gergeklestirilen her RF modeli i¢in ayrim dogrulugu da rapor edildi.

5.8. Patolojik Bulgular

Farkli saat dilimlerinde oOliimii gerceklesen hastalarin nekropsileri yapildi.
ediyordu (Sekil 7). Trakeada kdpukli bir sivi gozlendi. Akcigerlerin konjesyone oldugu ve
kesit yizunden kopukli bir sivi sizdigi gorildi. Kalpte ventrikillerde pihtilagsmig kan
belirlendi ve epikartta degisen derecelerde solgun alanlara rastlandi (Sekil 8 ve Sekil 19).
Karacigerler konjesyone, kenarlar kit ve hacimce biiylimiis olarak gozlenirken yiizeyinde
yer yer solgun alanlar belirlendi (Sekil 10). Mide kivrimlarinin kalinlastigi ve mukozasinin
hiperemik oldugu saptandi ve bazi vakalarda hafif siddette gastrit tablosu gozlendi.
Bagirsaklarda, duodenum ve jejenumda fibrinli, ileum ve sekumda ise hemorajik enterit

tablosu gozlendi (Sekil
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11). Ileum ve sekumdaki Peyer plaklarinin belirginlestigi saptandi
hacimce biiytimiis idi (Sekil 12).

. Bobreklersolgun,

Sekil 8. Kalp distan gorinta.
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Sekil 11. Baglrsaklar.
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Sekil 12. Bobrekler.
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6. TARTISMA

Kopek parvovirisi yavru kopeklerde hemorajik enterit, 16kopeni, sepsis ve kalp
hastaligina neden olan bulasict bir hastaliktir. CPV enteritinin dykiisii, sunumu ve klinik
faktorlerin yani sira bazi hematolojik, biyokimyasal ve endokrin parametreler de tanisal ve
tanisal biyobelirtecler olarak kullanilabilir (Schoeman ve ark 2013). Fizik muayene, hasta
Oykusu, doktorun siiphe degerlendirmesi ve diger tanisal testler destekleyici olabilir ancak
CPV enfeksiyonunun tanisint koymayabilir. Parvovirlis enteritinin en yaygin klinik
belirtileri uyusukluk, anoreksi, kusma ve ishaldir. Fizik muayenede mukozal solukluk,
kilcal damar dolumunda gecikme, ates veya hipotermi, karin agrisi saptanabilir (Rallis ve
ark 2000; Faz ve ark 2019). Ayrica belirtilerin varhigi, siddeti ve hastaneye yatis siiresi de
tahmin edilmektedir (Kalli ve ark 2010). Bu galismadaki klinik bulgular yukarida
belirtilenlerle tutarhdir.

Hipoalbiminemi ve hipokolesterolemi gibi biyokimyasal parametreler, CPV
enteritinin tamisal ve prognostik biyobelirtecleri olarak kullanilabilir (Mylonakis ve ark2016,
Schoeman ve ark 2013). Daha da 6nemlisi, CPV sonuglarinin dogruluk tahmini,antitrombin,
serum AST ve serum lipaz gibi otomatik degiskenlerin se¢imine dayaniyordu ve Franzo ve
ark. (2020) tarafindan da bildirildigi gibi sonuglar ¢ok iyiydi. Incelenen cesitli
biyokimyasal parametreler arasinda, 6lenlerde, incelenen diger gruplarla karsilastirildiginda
dikkate deger derecede yiiksek AST, BUN ve kolesterol seviyeleri sergilendi. Bu
parametrelerin sonuglarin tahmin edilmesinde 6nemli bir rol oynadig1 varsayilmaktadir.
Sonuglar, 33 U/L'nin GzerindekiAST seviyelerinin, 13,35 mg/dL'yi asan BUN seviyelerinin
ve 250 mg/dL'nin Uzerindeki kolesterol seviyelerinin CPV sonuglarmi tahmin etmede
makul gostergeler olabilecegini gdstermektedir. ROC egrisi analizinden duyarlilik (%),
Ozgullik (%) vepozitif 6ngoru degeri (%) kullanilarak yapilan ileri analiz, kandaki BUN
konsantrasyonunun bu agidan en etkili biyobelirte¢ oldugu sonucuna varilmustir.

Kardiyak troponin (cTnl) ol¢iimii klinik ¢aligmalarda faydalidir (Oikonomidis ve
ark 2023). Diger caligmalarda (Ince ve ark 2019, ince ve ark 2021) saglikli, hasta ve 6l
kopekler arasinda cTnl duzeyleri agisindan bir fark bulunmamistir. Bu ¢alismada cTnl
dizeyleri, gruplar arasinda farklilik géstermedi.

Fonksiyonel bir model olarak metabolomik, mikrop-konake1 etkilesimlerinin klinik
yonlerini tahmin edebilir (Bueno 2022). Enflamasyonun, enflamatuar metabolitlerin ve

lipitlerin bulasici hastaliklardaki rolinin anlasilmasinda ilerleme
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kaydedilmistir (Tounta ve ark 2021). Metabolomik, idiyopatik hayvan hastaliklarinin
arastirtlmasinda biyobelirte¢ kesfini kolaylastirmak ve hastalik patogenezine iliskin
anlayisimizi gelistirmek i¢in buytk bir potansiyele sahiptir (Tran ve ark 2020). Sepsis,
morbidite ve mortalite ile iliskili karmasik bir tan1 ve tedavi alanidir. Parvoviriis enteriti,
bagirsak enfeksiyonunu ve siddetli bagisiklik tepkilerini tesvik ettiginden sepsis igin
onemlidir (Alves ve ark 2020). CPV ile enfekte kopeklerin metabolik ve lipidomik
profilleri, metabolik degisiklikleri tanimlayabilir ve konak¢inin enfeksiyonatepkisi hakkinda
onemli bilgiler saglayabilir (Montague 2022). Bu ¢aligmada, enfekte olmus hasta ve 6len
kopeklerde, saglikli grupla karsilastirildiginda daha diisiik glikoz, friktoz. sitrat, glutamik
asit, ve gliserik asit seviyeleri vardi. TCA dongusu enfeksiyon ve replikasyonun yani sira
enfeksiyon ve bagisikligin da merkezinde yer alir. Viral replikasyon glukoz, glutamin TCA
dongiilerine baglidir(Mayer ve ark 2019). Enfeksiyon konakgida hastaliga neden olabilir ve
TCA dongusuniin metabolik ara maddeleri, 6zellikle sitrat ve siiksinat bu strece dahil olur
(Sanchez-Garcia ve ark 2021). Sitrat ayrica karbonhidrat ve yag asidi metabolizmasi ile de
ilgilidir (Williams ve O'Neill 2018). Yag asidi sentezi, virtsiin girisini, gen ekspresyonunu
ve replikasyonunu, toplanmasmi ve enfekte olmus hicrelerden salinmasini
kolaylastirdigindan viriisiin yasam dongtisii icin dnemlidir (Chukkapalli ve ark 2012). Bu
caligmada sitrat suda ¢ozliniir serum ekstraktinda tespit edilen en dikkat ¢ekici metabolit
olmustur. Hastalarda ve dlenlerde saglikli gruba kiyasla ve ayrica Olenlerde 72. saatte
hastalara gore daha diisiik bir konsantrasyon seviyesine sahiptir.

Hayvanlarda izoldsin, nétrofillerin ve lenfositlerin biyime regilasyonu, konagin
dogal ve adaptif bagisikligini diizenleyebilen konak savunma peptitlerinin ekspresyonu ve
antikorlarin salinmasi dahil olmak lzere bagisiklik sisteminde 6nemlibir rol oynar (Rivas
ve ark 2011, Gong ve ark 2016, Gu ve ark 2019). Diyetteki L- izoldsin buyimeyi ve
bagisiklig1 gelistirebilir; bu, L-izolésin tedavisinin vicudu iyilestirmesi ve bagisiklik
sistemini domuz rotavirisindeki Model Tanima Reseptorleri (PRR'ler) sinyal yolunu
aktive edecek sekilde degistirmesinden kaynaklanabilir (Mao ve ark 2018). Bu ¢alismada
izolosin, hastalarda saglikligruba kiyasla, 6lenlerde saglikli gruba kiyasla ve ayrica 0. saatte

hastalara gore Olenlerde daha yiiksek seviyelere sahip olma egilimindedir.
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Format, tek karbon metabolizmas1 bozukluklariyla iliskili bazi hastaliklarda rol
oynayabilecegine inanilan toksik bir molekildur (Lamarre ve ark 2013). Mevcut durumda,
format 0. saatte hastalarda ve Olenlerde sagliklilarla karsilastirildiginda diisiik oldugu
bulundu.

Fenilalanin metabolizmasindaki degisiklikler, akut bobrek hasarmm neden oldugu
sepsis ile iliskilidir. Sepsisteki ¢coklu omik agdaki ana degisiklikler; inflamatuar yanit,
trombosit degrantlasyonu, bagisiklik sistemindeki miyeloid aktivasyonu, fenilalanin,
tirozin ve triptofan biyosentezi ve arginin biyosentezidir. Ayrica 3- hidroksibutirilkarnitin
ve L-heksanoilkarnitin gibi enerji metabolizmasi olan bazi yag asitleri lipid sinyal
iletiminde 6nemli rol oynar (Chen ve ark 2022). Bu ¢alismada hastalarda fenilalanin ve
tirozin diizeyleri 0. ve 72. saatlerde artt1. Istatistikselbir fark olmasa da bunlar dlenlerde de
yuksekti.

Karnitin, enerji liretimine ve yag asitlerinin metabolizmasina yardimei olan dnemli
bir besindir. Karnitin eksikligi, karnitinin anormal diizenlenmesi nedeniyle endokrin
hastaliklarma, kardiyomiyopatiye, seker hastaligina, yetersiz beslenmeye, yaslanmaya,
mide agrisina, karaciger sirozuna vb. neden olabilir. Klinisyenler, tiamin eksikligi riski
tastyan tim sepsis hastalarida tiamin kullanimini, septik sok hastalarinda ise L-karnitin ve
C vitamini kullanimin1 degerlendirebilir (Belsky ve ark 2018, Alhasaniah 2023). Karnitin,
enerji liretimine ve yag asidi metabolizmasina yardimei olan 6nemli bir temel besindir. Bu
caligmada 0. saatte hastalarda ve dlenlerde karnitinin diisiik oldugu bulundu.

Glisin'in inhibitor nérotransmitter fonksiyonu 6zellikle retina, beyin ve omurilikte
onemlidir. Bu rolde iyonotropik glisin reseptérlerini aktive ederek, klorir iyonlarmnin
girisini kolaylastirarak ve bdylece néronal membranlar1 hiperpolarize ederek c¢alisir
(Rusakov 2018). Kantlar, glisinin basit ve karmasik hastaliklarda yasami uzatabilen ve
saghgi iyilestirebilen gerontolojik bir ajan oldugunu gdstermektedir (Johnson ve Cuellar
2023). Bu ¢alismada 0. saatte hastalarda ve 6lenlerde glisinin diisiik oldugu bulundu.

Enfeksiydz ensefalomiyelit sirasindaki néronal hasar, dogrudan enfeksiyz ajandan
veya dolayli olarak konagin bagigiklik sisteminden kaynaklanabilir. Glutamat gibi uyarici
amino asit norotransmiterlerinin asir1 salinimi, ndérodejeneratif hastaliklarda ve felgte néron
olimiine de katkida bulunabilir. Noroadaptif Sindbis virtisii, anormal glutamat reseptori
uyarimina ve ndronal hasara yol agan norotoksik yollar1 aktive eder (Nargi-Aizenman ve

ark 2004). Onceki calismalar, notrofillerin
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glutamat reseptorlerini eksprese ettigini ve bu hiicrelerin glutamati serbest birakabildigini
bildirmisti, ancak dogrudan notrofil-notrofil iletisimine dair kanitlar zordu (Kopach vd,
2017). Bu galismada, saglikli ve hasta 72. saatte karsilastirildiginda Olenlerde glutamatin
diistik oldugu bulundu.

Yukarida bahsedilen suda c¢ozindr spektral bilgilerin tamami kullanilarak, farkli
gruplar arasinda ayrim yapmaya yonelik saglam siniflandirma modelleri elde edildi; bu da
CPV enfeksiyonun kdpek metabolomunu 6nemli dlgiide etkiledigini ortaya koydu.

Fosfolipidler biyolojik sistemlerin 6nemli bilesenleridir. Fosfolipidlerin yag asil
zinciri bilesimi, membranlarin biyofiziksel 6zelliklerini belirler ve biyolojik siiregler
uzerindeki etkilerini etkiler (Wang ve Tontonoz 2019). Gliserofosfolipitler, hiicre zarlarinin
lipit bariyerinin ¢ogunu olusturan fosfogliseritlerdir (Opgenorth vd. 2020). Hiicre
zarlarindaki fizyolojik serbest kolesterol/fosfolipit oranlari, zar akiskanliginin korunmasi
icin gereklidir (Jacobo-Alvera ve ark 2021). Hedeflenmemis lipidomik analiz, sepsisli
kopeklerde farkli tipteki sfingomiyelinler, lisofosfatidilkolin molekdlleri ve lipofosfoserin
molekiillerinin farkli oldugunu gostermektedir (Montague ve ark 2022). Sfingomiyelin ve
asit sfingomiyelinaz, cesitli virslerin (yani adenovirlis, Ebola virlsu, rinoviris ve
parvoviriis) neden oldugu enfeksiyonlar1 azaltabilir. (Pakkanen 2009, Pastenkos ve ark.
2019, Avota ve ark 2021).

Bu ¢alismada 72. saatte hastalarda ve Olenlerde sfingomiyelin diizeyinin saglikli
gruba gore daha yiksek oldugu, ayrica 0. saatte hastalara gore Olenlerde daha yiiksek
oldugu belirlendi. Ayrica yag asil zinciri CH2CO, gliserol omurgas1 C-1 H2 C-3 H3 ve
serbest kolesterol de hastalarda ve olenlerde daha yiiksekti. Olenlerde fosfogliseridler ve
fosfolipidlern(CH3)3 de azalmistir.

Yukarida bahsedilen lipitte ¢oziinen parametreler prognostik degere sahip olabilir
ve CPV'de sonucun uygun bir dngoricusu olabilir.

Suda ¢6zlinen spektrumlar icin bildirildigi gibi, yagda ¢6ziinen spektrumlar iginde
farkli gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli ve saglam bir ayrim dogrulugu vardir.
Butiin  bunlar, ¢alisgmada ele alinan kopeklerin farkli patofizyolojik kosullarinda

metabolomun nasil buylk 6lglide degistigini bir kez daha vurgulamaktadir.
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7. SONUC VE ONERILER

Bu projede, parvoviral enteris gibi 6lumcil bir kdpek hastaliginda yasayabilirlik
6ngorusi icin klinik, labaratuvar, patolojik ve ilk defa NMR bazli metabolomik ol¢timler
ve degerlendirmeler yapilmigtir. NMR bazli metabolomikler disindaki bulgular yaklagik
benzerlikler ve farkliliklar gézlense de NMR bazli suda ve yagda eriyen metabolitlerin
genel olarak degerlendirilmesi ile 6nemli enerji agigive buna bagl yag mobilizasyonunun
gerceklestigi, hiicre membran koruyuculugu eksikligi, karaciger yetmezligi basta olmak
Uzere c¢oklu organ yetmezliginin gelistigi ifade edilebilir. Hastalarda karbonhidrat
metabolizmasin1 dogrudan ilgilendiren glikoz, fruktoz, sitrat, karnitin, format glisin ve
gliserat seviyelerinde azalma ile kreatin seviyesinde artis; yag metabolizmasi ile ilgili total
ve serbest kolesterol ile yag asitleri, sfingomiyelin seviyelerinde artis ve doymus
kolesterol, fosfogliserid, seviyelerinde azalig, yasayabilme Ongoriisiinde degerli olabilir.
Kritik hastaliklarda yasayabilirlik 6ngorisiinde NMR bazli 6lgtimler 6nemli olmaktadir.

CPV’li kritik ve 6liimcul hastalarm prognostik degerlendirilmesinde NMR bazli

metabolomik analizlere yer verilebilir.
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