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OZET

Kedilerde Feline Coronavirus Enfeksiyonunun Virolojik ve Serolojik Arastirilmasi

Feline coronavirus enfeksyonu kedi sagligini etkileyen onemli viral bir hastaliktir.
Bu caligmada, kedilerde feline coronavirus enfeksiyonu (FCoV) virolojik ve
serolojik yontemler kullanilarak varligi arastirildi. Bu amagla evde pet hayvam
olarak beslenen s6z konusu enfeksiyona karsi agilanmamis farkli irk, cinsiyet, yas ve
sosyal ¢evrede bulunan klinik bulgu gosteren veya géstermeyen alt1 ay yasdan biiyiik
60 kediden hem kan ve hem de diski Orneklemesi yapildi. Toplanan kan
numunelerine FCoV antikor (Ab) rapid test ve indirekt Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) yontemleri uygulanarak FCoV antikorlar1 yoniinden
kontrol edildi. Benzer sekilde ayni kedilerden alinan diski numuneleri de FCoV
antijen (Ag) rapid test yontemi kullanilarak FCoV antijen varligi yoniinden kontrol
edildi. Analizleri yapilan 60 kedi kan serumu numunesinin rapid test-Ab yontemi ile
21’1 (%35), indirekt ELISA yontemiyle ise 41’1 (%68,33) seropozitif olarak
belirlendi. Genel olarak farkli yas guruplarinda ve cinsiyet bazinda tespit edilen
antikor pozitiflik oranlar1 arasindaki farkliligin istatistiksel olarak énemsiz (P>0.05)
oldugu tespit edildi. Ancak ELISA ile tespit etigimiz seropozitifligin 2 yas ve alt1 ile
3 yas ve ilstli olarak istatistik degerlendirilmesinde anlamli (P<0,05) farkliligin
oldugu belirlendi. Benzer sekilde indirekt ELISA yontemi ile rapid test-Ab yontemi
sonucunda belirlenen antikor pozitiflik oranlar1 arasindaki farkliligin da istatistiksel
olarak 6nemli (P<0.001) oldugu tespit edildi. Toplanan 60 adet diski 6rneginde de
FCoV varligi rapid test-Ag yontemi ile arastirildi ve 1 numune (%1,67) antijen
pozitif bulundu. Bu arastirma sonucunda sahipli kedilerde FCoV enfeksiyonunun
varlig/yaygiligi hem virolojik hem de serolojik olarak ortaya konulmustur. Ayrica
FCoV enfeksiyonunun serolojik tanisinda indirekt ELISA ydnteminin rapid test-Ab
yontemine gore daha duyarli ve giivenilir oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antijen, Antikor, ELISA, Feline Coronavirus, Kedi, Rapid Test



ABSTRACT
Virological and Serological Investigation of Feline Coronavirus Infection in Cats

Feline coronavirus infection is an important viral disease affecting feline health. In
this study, feline coronavirus infection (FCoV) in cats was investigated using
virological and serological methods. For this purpose, both blood and stool samples
were taken from 60 cats aged six months or older with or without clinical signs in
different races, sexes, ages and social environments, which were not vaccinated
against the aforementioned infection, which were kept as pets at home. Collected
blood samples were checked for FCoV antibodies by applying FCoV rapid test-
antibody (Ab) and indirect Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) methods.
Similarly, stool samples taken from the same cats were checked for the presence of
FCoV antigen using the FCoV rapid test-antigen (Ag) method. Of the 60 cat blood
serum samples analyzed, 21 (35%) were determined to be seropositive by rapid test-
Ab method and 41 (68.33%) by indirect ELISA method. In general, the difference
between the antibody positivity rates detected in different age groups and on the
basis of gender was found to be statistically insignificant (P>0.05). However, there
was a statistically significant (P<0.05) difference in the statistical evaluation of
seropositivity determined by ELISA as 2 years and younger and 3 years and older.
Similarly, the difference between the antibody positivity rates determined as a result
of the indirect ELISA method and the rapid test-Ab method was found to be
statistically significant (P<0.001). The presence of FCoV in 60 stool samples
collected was investigated by rapid test-Ag method and 1 sample (1.67%) was found
to be antigen positive. As a result of this research, the presence/prevalence of FCoV
infection in owned cats was revealed both virologically and serologically. In
addition, the indirect ELISA method was found to be more sensitive and reliable than
the rapid test-Ab method in the serological diagnosis of FCoV infection.

Keywords: Antigen, Antibody, ELISA, Feline Coronavirus, Feline, Rapid Test



1. GIRIS

Feline Coronavirus kediler i¢in ¢ok sik kargilagilan bir hastalik etkenidir. Virus
kediden kediye fekal yolla geger, yayilma yoluysa genelde digkidir. Kedilerin yaris1 bu
virusla neredeyse hayatlarinda bir kez karsilasmaktadir. Bu oran kedilerin toplu yasadig1
yerlerde (¢oklu kedi beslenen evlerde ve sokak hayvanlarinda) daha da artmaktadir.
Belirtiler genelde ishal,halsizlik ve ates seklinde olmaktadir. Mutasyona ugramadan
o6ldiiriicli olma riski neredeyse bulunmamaktadir. Kedilerin kolayca atlattig1 bu hastalik,
virusun mutasyon gecirmesiyle 6liimciil FIP'e doniismektedir. Coronavirus ile enfekte
olan kedilerin %92 - %98'i basit belirtilerle hastalig1 atlatirken geri kalanlarda hastalik,
belirtildigi gibi heniiz kesinlesmis tedavisi olmayan oldiiriicii FIP'e c¢evirmektedir.
Guncel literatiire gdrese bu mutasyonun nasil gerceklestigine dair hala kesin bilgi

bulunmamaktadir.

Feline infeksiydz peritonitis (FIP), mutasyona ugramis coronaviruslar
tarafindan olusturulan, oldukg¢a 6ldiiriicii bir hastaliktir (Addie, 2012; Hartmann,
2005; Hartmann, 2010). Coronavirus, ¢ok sayida kedilerin barindigi evlerde
%090’1n lizerinde, tek basina yasayan kedilerde ise %50 oraninda goriilmesine
ragmen, FIP’in goriilme orani %5 civarindadir (Hartmann, 2010). FIP’de
gozlenen klinik belirtiler, etkenin viriilansina, virusun dozuna, enfeksiyonun
alim yoluna, konak¢inin immun sistemine, eslik eden diger enfeksiyonlara ve
kedinin daha 6nce koronaviruse maruz kalip kalmadigina gore degismektedir
(Addie, 2012; Lappin, 2014). Solunum sistemi enfeksiyonlari, Feline Leukemia
Virus (FeLV) ve Feline Immunodeficiency Virus (FIV) enfeksiyonlari, virusun
sacilimi1 ve klinik belirtileri siddetlendirmektedir. Kedilerin yaklasik yarisi
etkeni 2 yasindan Once almasina ragmen, hastalik herhangi bir yasta
olusabilmekte ve 6zellikle 10 yas sonrasinda daha ¢ok goriilebilmektedir (Addie,
2010; Hartmann, 2010; Lappin, 2014). Saf 1tk kediler ise, melezlere gore daha
risk altindadir (Hartmann, K., 2010, Hartmann, K., 2010).

Kedilerde enterik coronavirus enfeksiyonlarinda, hareketlerini kisitlayici
bir diyare tablosu goriilmektedir ancak FIP’li kedilerde klinik belirtiler siddetli
ve ¢esitlidir (Pedersen, 2014; Tekes ve Thiel, 2016). FIP, efiisiv (islak) ve efiisiv
olmayan (kuru) formda farkli belirtiler olusturmaktadir. Efiisiv FIP, bircok kan


https://tr.wikipedia.org/wiki/D%C4%B1%C5%9Fk%C4%B1

damarmi etkileyerek viicut bosluklarinda sivi ve plazma proteinleri birikimine
neden olurken, eflisiv olmayan FIP’te organlarda, pyograniilamatdz lezyonlara
rastlanmaktadir. Genelde, hastalik ortaya ¢ikmadan birka¢ ay dnce yeni bir eve
tasinma, sahip degistirme ya da hastalik gibi stres yaratan durumlarin oldugu

bildirilmistir (Hartmann, K., 2005, Hartmann, K., 2010, Pedersen, NC., 2014).

Planlanan bu arastirmada farkli 1k, cinsiyet, yas ve sosyal cevrede
bulunan klinik bulgu gosteren veya gostermeyen sahipli kedilerde Feline
Coronavirus (FCoV) enfeksiyonunun virolojik ve serolojik varligmin tespit
edilmesi ve soz konusu hastaligin yayginligi hakkinda bilgi edinilmesi

amaclanmustir.



2. ENFEKSiYOZ HASTALIKLA iLGILI GENEL BiLGILER

2.1. Etiyoloji

Uluslararas1 Virus Taksonomi Komitesi (International Commitee on
Taxonomy of Viruses = ICTV) tarafindan hazirlanan guncel rapora gore
Nidovirales takimi i¢inde yer alan Coronaviridae familyas: Letovirinae,
Pitovirinae ve Orthocoronavirinae olmak lzere 3 alt aileden olusmaktadir. FCoV
Orthocoronavirinae alt familyasinda, Alphacoronavirus cinsi icerisinde yer alan
Tegacovirus alt cinsinde bulunan Alphacoronavirus | turd icerisinde
simiflandirilmaktadir (Tablo 2.1) (ICTV, 2020).

Tablo 2.1. Coronaviridae ailesindeki kedilerde enfeksiyonlara neden olan

coronaviruslarin bulundugu Alphacoronaviruslari (ICTV, 2020)

TAKIM: Nidovirales
ALT TAKIM: Cornidovirineae
AILE: Coronaviridae

ALT AILE: Orthocoronavirinae
CINS: Alphacoronavirus
ALT CINS: Tegacovirus
TUR: Alphacoronavirus 1

ALT TUR: Canine coronavirus

ALT TUR: Feline coronavirus
GENOTIP: Feline coronavirus genotip 1 (enteric )
GENOTIP: Feline coronavirus genotip 2 (infectious peritonitis)

ALT TUR: Swine enteric coronavirus

ALT TUR: Transmissible gastroenteritis virus

FCoV’lar serotipik olarak ikiye ayrilmaktadirlar. Bunlardan tip 2 FCoV
suslar;; S geni analizi yoniinden canine suslariyla iligkili, E geninin analizi
yoninden ise tip 1 feline suslart ile yakin iliskili bulunmustur. Canine ve tip 1
Feline suslar1 genomlarmin 3’UTR bdlgelerindeki karsilastirmalar sayesinde
homolog rekombinasyon sonucu tip 2 feline suslarinin ortaya c¢iktig1 ifade
edilmistir (Vennema ve ark., 1998). Bazi yabani kedilere ait CoV suslar1 avian
suslarina yakin bulunmus olup Grup 3 igerisinde klasifiye edilmis, bunun tiirler

arasi evrimi gosterdigi one siiriilmiistiir (Woo ve ark., 2009).




Coronaviruslar zarfli, pleomorfik viruslardir. Pleomorfik oluslari
sebebiyle virion g¢aplart 60 -160 nm arasinda degismektedir. RNA genomu tek
sarmallidir (ssRNA). Peplomerler zarftan olusturur. Peplomerler uglar1 genis ve
viriona bir ta¢ goriintiisii verirler ( Corona=Tag ). Coronaviruslarin ¢ogu barsak
kanal1 epitel hiicrelerine ve solunum yoluna tropizm gostermektedir. Enfekte
hayvanlarda baslica solunum yolu infeksiyonlar1 ve bagirsak yangilarina neden
olurlar. Ayrica bazi coronavirus infeksiyonlarinda serozitis, ensefalitis ve
hepatitis de sekillenmektedir. Coronaviruslarin replikasyon siklusu sitoplazmada
gerceklesir. Penetrasyondan sonra virion igerisindeki pozitif polariteli genomik
RNA serbest kalir ve RNA polimeraz sentezlendikten sonra negatif polariteli
yeni bir RNA transkribe edilir ve bundan da subgenomik mRNA larin serisi,
yeni genomik RNA ve rehber RNA sentez edilir. Yapisal olmayan NS2 ve NS4
proteinlerinin yanisira yapisal (M, E, HE, S ve N) proteinler sentezlenir. Golgi
aparat1 ve endoplasmik reticulumda olgun viriona doniistiikten sonra hiicrelerden

serbest kalirlar. (Frank Fenner ve ark, 1999).
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Sekil 1.1. Coronavirus virion yapisinin sematik goriintiisii (Hulo ve ark., 2011)

Yapilan ¢alismalar FCoV’larin birden fazla serotipi (serotip 1 ve 2) ve

biyotipi/patotipi (FIPV ve FECV) oldugunu ortaya koymustur.



Serotip ayrimi; noétralizasyon testi yani sira S proteini aminoasit dizin
analizlerine gore de yapilmistir (Motokawa ve ark., 1995; Motokawa ve ark.,
1996). Serotip 2’nin; FCoV serotip 1 ile Canine coronaviruslarin
rekombinasyonu sonucunda ortaya ¢iktigi bildirilmistir (Herrewegh ve ark.,
1998). Serotiplerin hiicre kulturunde Greme Ozellikleri ve canine coronavirusa
antijenik yakinliklar1 birbirinden farklidir (Pedersen ve ark., 1984). FCoV
serotip 1, canine kokenli antiserumlarla capraz notralizasyon vermezken; serotip
2 vermektedir. Serotip 1 saha enfeksiyonlarinda dominant tip (Vennema ve ark.,
1998) iken, FCoV serotip 2’nin in vitro tireme kabiliyeti olusu, arastirmalarin
cogunda bu serotipin kullanilmasina olanak saglamistir. FCoV serotip 2
bagirsak, akciger ve bobrek epitellerinde bulunan hiicre yiizeyi metalloproteazi
olan Amino Peptidaz N’ye (APN) affinite duyarken, serotip 1’in reseptdrii heniiz
belirlenememistir (Hohdatsu ve ark., 1998). Ancak APN iizerine yapilan bircok
calisma (Kolb ve ark., 1998), belirli bolgelerdeki (6zellikle C terminal ucta)
mutasyonlarin tiirler ve hatta serotipler arasi tropizmi bile etkileyebilecegini
gostermistir. Serotiplerin affinite duyduklar hiicre reseptorleri farkli olsa da
(Hohdatsu ve ark., 1998; Tresnan ve ark., 1996), her iki serotipte de hastalik
patogenezlerine gore 2 biyotip ya da 15 patotip bulunmaktadir (Pedersen ve ark.,
1984)

2.2. Epidemiyoloji

Kedilerde Feline Coronavirus (FCoV) enfeksiyonu ilk kez 1940’l1
yillarda Nepal’de Bonaduce (1942) tarafindan tespit edilmis, 1963 yilinda
Holzworth tarafindan ‘kedilerin 6nemli bir hastaligi’ olarak tanimlanmustir.
Etken, “virus benzeri partikiil” olarak 1971°de Hardy ve ark. (Barnett, 1993)
tarafindan elektron mikroskobik olarak gosterilmig; Montali ve Strandberg

(1972) ise hastaligin kuru ve yas formu olarak iki formu oldugunu bildirmistir.

FCoV’larin diinyadaki evcil ve vahsi kedilerde yaygin olan, sindirim
kanalinda bulunan apatojen formu olarak tanimlanan Feline Enterik Corona
Virus (FECV), organizmay:1 diger antijenlere (Feline Calicivirus, Feline

Leukemia Virus, Feline Herpes Virus, Feline Immunodeficiency Virus, cesitli



bakteriyel etkenler vb.) kars1 duyarli hale getirmektedir. Hastaligin 1960’lardan
sonra artan insidanst ve yeni tanisal tekniklerin gelismesine paralel olarak;
arastirmacilar tarafindan Coronaviruslarin hizli adaptasyon ve mutasyon
kabiliyetleri dogrultusunda FECV’den mutasyonla (de Groot ve ark., 1987)
olustugu ortaya konulan, 6liimciil sistemik bir enfeksiyon tablosuna neden olan
Feline Infectious Peritonitis Virusu (FIPV) tanimlanmislardir. Bu hastaligin
seyrinde bircok faktoriin yani sira immun sistemin de etkili oldugu

bilinmektedir.

Enfeksiyonun semptoma dayali isminin verilmesine neden olan FIPV
cografik olarak da degisiklik gosterip gostermedigine yonelik aragtirmalara
zemin hazirlayan genomik karakterizasyon caligsmalari, hastaligin patogenezine
151k tutucu bilgilerin kazanilmasina yardimer olmaktadir (Lin ve ark., 2009).
Gilintimiizde FCoV tam genomuna yonelik sekanslar tanimlanmistir (Hsieh ve
ark., 2010). Yapilan bu ¢alismalarda FCoV genomunda mutasyonlardan oldukga
az etkilenen korunakli boélgeler oldugu saptanmistir. Ancak FCoV’da bu
bolgelerde olusacak mutasyonlar enfeksiyonun seyrinde (patogenetik) veya
virusun antijenik karakterinde (filogenetik) degisikliklere sebep olabilmektedir
(Lin ve ark., 2009).

2.3. Patogenez

FCoV evcil kedilerin yani sira aslan, ¢ita, leopar, jaguar, vasak gibi vahsi
kedilerin de dahil oldugu Felidae ailesinin bircok tyesinde enfeksiyon meydana
getirebilmekte, ayrica  gelinciklerde de  benzer hastalik  tablosu
sekillendirebilmektedir (Evermann ve ark., 1989). FCoV’larin patogenezinde en

onemli virulans faktorii makrofajlar1 enfekte edebilme yetenegidir (Rottier ve
ark., 2005).

Feline Coronaviruslarin neden oldugu enfeksiyonlar:
-Feline enfeksiy0z peritonitis virus (FIPV)

-Feline enterik corona virus (FECV)



2.3.1. Feline Enterik Coronavirus (FECV) Enfeksiyonu

Enterik coronavirus fekal-oral bulasma ile duyarli bireylere
nakledilmektedir. Gen¢ hayvanlarda 3-4 giin suren ishal ile karakterize iken,
daha yasl hayvanlarda ¢ogunlukla asemptomatik olarak seyretmektedir. Etken
kalin bagirsak, ileum ve rektum epiteline affinite duymaktadir (Herrewegh ve
ark., 1997) ve bu bolgelerde 18 aya kadar persiste kalarak sagilabilmektedir
(Pedersen ve ark., 1981b). Enterik coronaviruslar zayif virulense sahip olsalar
dahi, intestinal kanaldaki epitel hiicrelerinde primer replikasyonlarini
gerceklestirebilmektedirler (Rottier ve ark., 2005). Enterik coronaviruslara kan
dolasiminda (Meli ve ark., 2004; Vogel ve ark., 2010) ve lenf nodullerinde
rastlanmasina ragmen enfeksiyonun patogenezi sadece sindirim sistemi
semptomlari ile sinirli kalmaktadir. Etkene kan dolagiminda rastlanabilmesinin
sebebi etken sacilimmin enfekte epitel hiicresinin apikal degil basolateral
yuzeyinden, yani kan dolasimma daha yakin bolgeden olusu seklinde
aciklanmaktadir (Rottier, 1999). Kedilerin etkeni hayatlar1 boyunca siirekli,
dénem donem veya sadece enfeksiyon boyunca sactigi bildirilmistir. Bu sa¢ilim
karakterinin belirlenmesinde enfekte kedinin immun durumu, olusan antikorlarin
titresi ve hayvanin yasi1 gibi faktorler etkili olsa da bu fenomende rol oynayan
biitiin sebepler heniiz tam olarak anlasilamamistir (Pedersen ve ark., 2008).
Bununla birlikte FECV ile persiste enfekte kedilerde, virusun S proteininde
olusan mutasyonlarin, virusun immun sistemden kacabilmesini sagladigi one
sirtilmiistiir (Herrewegh ve ark., 1997). Virusun bir susu ile enfekte olan
kedinin, yasami siiresince baska bir sus ile de enfekte olmasi miimkiindiir.
Olusan reenfeksiyonun virus sagilimina etkisi oldugu diistiniilmektedir (Addie
ve ark., 2003).

2.3.2. Feline Enfeksiydz Peritonitis Virus (FIPV) Enfeksiyonu

FIP, 1963 yilinda Holzworth tarafindan ‘kedilerin 6nemli bir hastaligr’
olarak tanimlanmistir. (Holzworth, 1963). Etken ilk kez “virus benzeri partikiil”
olarak Hardy ve ark. (1971) tarafindan elektron mikroskopik olarak tespit

edilmis, Montali ve Strandberg (1972) ise hastaligin kuru ve yas olmak iizere iki



formu oldugunu bildirmislerdir. Yapilan arastirmalara dayanilarak, FIPV’ nun
FECV’tan mutasyonla olustugu teorisi, ki bu teori “internal mutasyon teorisi”
olarak anilmaktadir (Vennema ve ark., 1998), bilim c¢evrelerinde kabul
gormektedir. Bu calismalarda FECV ile persiste enfekte olan kedilerde, aym
virusun ikincil patotipi olan FIP virusunun mutasyonla olustugu, spesifik
mutasyonlar bildirilmemekle birlikte bu mutasyonlarin 6zellikle viral spike
geninde, 3¢ ve 7b genlerinde olustugu tespit edilmistir (Vennema ve ark., 1998).
Bu durum, bir virusun farkli genetik yapiya sahip varyantlarinin varligimi
aciklayan ‘Quasispecies teorisi’ ile uyumludur. Ikinci bir hipotez ise, hastaligin
klinik seyrinde bir¢cok faktdriin yanisira virulansleri farkli iki farkli virusun

sirkiile oldugu yoniindedir (Dye ve Siddell, 2007).

FIP enfeksiyonunda mutant virusun diger kedilere bulagmasi1 konusunda
farkli goriisler bulunmaktadir. Vennema ve ark. (1998) FIP virusuyla enfekte
kedilerin hem FIP virusunu hem de FECV sacabildiklerini, FECV’un duyarl
kedilerde enfeksiyona neden olarak FIP enfeksiyonu gelisimi ig¢in
predispozisyon olusturabildigini, FIP virusunun ise saglikli kedilerde
enfeksiyona neden olmadigini ve dolayisiyla ‘FIP virusu, kediden kediye
bulagsmaz’ goriisiinii bildirmelerine karsin; Addie ve ark. (1996) FIP virusunun
da duyarli hayvanlarda enfeksiyona neden olabildigini tespit etmislerdir.

FIPV’nun, enterik coronaviruslarin mutasyona ugrayarak makrofaj
tropizmi kazanmasi sonucu olustugu goriisii bircok arastirmaci tarafindan
desteklenmistir (Vennema ve ark., 1998; Rottier ve ark., 2005). Bu

mutasyonlarin sebepleri arasinda;

Hayvanin yasi,

Hayvanin 1rki (bazi1 kedi irklarinda yatkinlik),

Hayvanin FCoV enfeksiyonlarina kars1 immun durumu/antikor titresi,
Hayvanin FIV, FeLV gibi immunsupresif etkenlerle birlikte enfeksiyonu,
Hayvanin yasadigi ortam (coklu/tekli),

Hayvanin bulundugu ortamdaki enterik corona susu/ yeni susun girisi,

Cerrahi girisimler, gebelik gibi stres faktorleri ve

N N N N N R

Mevsim sayilmaktadir.



Etkenin tropizm degisiminin, lenf yumrularinda virus replikasyonu
sirasinda olusan mutasyon sonucu oldugu disiindlmektedir (Thiel, 2007).
Mutant coronaviruslar, aktif kan dolagimindaki monositleri ve dokulardaki
makrofajlar1 enfekte etme yetene§i kazanmaktadirlar. Bu durum daha ¢ok
antijenik drift mekanizmasiyla olusan mutant virusun bircok sistemi etkileyen
FIP hastaligin1 sekillendirmesi ile sonuglanmaktadir. Enfeksiyonun, insanlarin
deng hummasi enfeksiyonuna benzer bir immun aracili patogenez izledigi
bildirilmistir (Halstead, 1979; Halstead ve ark., 1983). Kedinin immun sistemi,
enfeksiyonun kuru (non-effisiv/parangimatoz) veya yas (effiisiv/non-
paransimatoz) formda seyretmesini belirlemektedir (Murphy, 1999). FIP
enfeksiyonunun oliimciil seyretmesi sebebiyle FCoV hakkinda yapilan

arastirmalarin ¢ogu bu mutant virusa yonelmistir.

FIP’te inkubasyon siresi deneysel enfeksiyonlarda 2-14 giin arasinda
olsa da dogal enfeksiyonlarda bu siire bilinmemektedir. Hastaligin ilk
semptomlari; dalgali ates, istahsizlik, kilo kayb1 ve durgunluktur. FIP’e yonelik
semptomlar ise etkenin hangi dokulart etkiledigi ve formu ile iligkilidir. Siklikla
bobrek disfonksiyonu sonrasi sekillenen peritonitis, enfeksiyona ismini veren

klinik formu gelistirmektedir (Pedersen, 2009).

FIP etkeni antikor iligkili asir1 duyarlilik reaksiyonu ve antikor bagiml
patojenite artig1 yapabilen ender viruslardan biri olarak tanimlanmaktadir (Weiss
ve Scott, 1981; Stoddart ve Scott, 1989). Virusun hiicreye girisinden sorumlu
APN reseptorii, antijen-antikor kompleksine bagl patojenite artisindan sorumlu
olmamaktadir (Takano ve ark., 2008). Antikor iligkili hipersensitivite
reaksiyonunda, hiicresel immunite yeterli yaniti olusturamadan antikor yaniti
gelismektedir. Hastaligin yas formunda, enfekte kedilerde bu tip bir yanit s6z
konusu olmaktadir. Enfekte tiim kediler sekonder bakteriyel enfeksiyonlara karsi
direngsizdirler. Cerrahi girisimler gibi stres faktorleri de etken-konak arasindaki
dengeyi bozarak, FIP’in semptomlarinin ortaya ¢ikmasina sebep olabilmektedir.
Yapilan deneysel calismalarda FIP ile enfekte kedilerin farkli bir
immunosupressif virus ile stiper enfeksiyonunda, virusun aktive oldugu ve klinik

semptomlarin ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Pedersen ve ark., 2008).



Virus, kediler arasinda digkiyla bulagmaktadir. Virus agiz yolu ile
almimin takiben 24 saat iginde tonsiller ve ince bagirsaklara ulasabilmekte ve
14 giin i¢cinde sekum, kolon, mezenterik lenf nodiilleri ve karacigeri enfekte
edebilmektedir. Digki ile virus yayiliminin 2 giin-10 aya kadar degisen siirelerde
devam ettigi bildirilmistir (Addie, DD., 2012, Hartmann, K., 2010, Hartmann,
K.,2010). Enterik koronaviruslerin bulasmasinda ortak mama, su ve kum
kaplarinin kullaniminin 6nemi biyiiktiir. Enterik koronavirus enfeksiyonunu
geciren kediler tamamen saglikli goriinebilirler ancak bu kedilerin bir kisminda
koronavirus mutasyona ugrayarak FIP’e neden olan forma doniisebilmektedir.
Bu kedilerde immun yanit gelismeyenlerde efiisiv FIP belirtileri ortaya ¢ikarken,
bir kisminda kismi yanit geliserek efiisiv olmayan FIP belirtileri olugsmaktadir.
Bazi kedilerde ise yaslilik, diger enfeksiyonlar, stres gibi nedenler immun
sistemi baskilayana kadar hastalik gozlenmemektedir. Bir kisim kedi ise,
enfeksiyon ile gecici enfekte olurken, bir kismi da saglikli goéziikkmelerine
ragmen yasam boyu tasiyicit kalmaktadirlar (Addie, DD., 2012, Hartmann, K.,
2010, Lappin, MR., 2014).

Kedilerde enfeksiyonun gelisimi asagidaki denklemle seklinde sematize

edilebilmektedir;

Alinan FCoV miktar1 + alinan FCoV’un viriilensi + viral mutasyon +

kedinin immun sistemi + genetik faktorler + stres = FIP
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2.4.  Klinik Bulgular

2.4.1. Efusiv Form (Yas Formu)

Enfekte kedilerde istah normal ya da azalmis olabilmektedir. Gogiis ya
da karin boslugunda biriken sivi (Resim1.1), dispne ya da tasipneye yol acarken,
skrotal genisleme ve ikterus ile de karsilagilabilmektedir. Kan damarlari
etkilenmistir, viicut bosluklarinda sivi ve plazma proteinleri birikimi goriiliir,
kisaca pyogranulomatéz vaskulitis gozlenmektedir. Abdominal palpasyonda
genellikle genislemis lenf yumrular1 fark edilitken, bdbrek boyutlarinda
dizensizlik gordlebilmektedir. Akcigerler etkilenmigse dispne 6n planda
gozlenirken, goglis radyografisinde desenli goOriinim  dikkat  g¢ekici

olabilmektedir (Addie, DD., 2012, Hartmann, K., 2010, Hartmann, K., 2010.)

Yas form genellikle 2 yas alt1 kedilerde peritoneal ve pleural bosluklarda
stvi  toplanmasiyla Kkarakterizedir.  Antijen-antikor kompleksinin  kilcal
damarlarda yogunlasmasi ve buna bagl olarak bu bolgelerde trombositlerin
yigilmast sonucu sekillenen Dissemine Intravaskiiler Koagulasyon (DIC) bu siv1
toplanmasinin en 6nemli nedeni olmaktadir (Weiss ve Scott, 1981). Peritoneal
sivi toplanmalar1 palpasyonda agrisiz ve fluktuandir. Perkiisyonda sivi hareketi
net sekilde hissedilebilmektedir. Biriken sivi altin saris1 renkte, berrak veya
miisindz ve bulanik karakterde olabilmektedir. Pleural siv1 birikimine bagli nefes
almada zorluk, hiltili solunum, peritoneal sivi birikimine bagli erkek
hayvanlarda skrotal biiyiime bulgular1 klinik semptomlar arasinda yer
almaktadir. Yavru kedilerde pleuritis, hepatitis ve bronsitis sonucu Olim
meydana gelmektedir. Hastaliktan etkilenmis hayvanlarda antijen-antikor
kompleksinin eklemlerde de toplanmasi sonucu synovitis ve topallik
goriilebilmektedir (Pedersen, 2009). Son yillardaki baz1 caligmalarda,
aragtiricilar vaskulitis bolgelerinde antijen-antikor kompleksinin varligini tespit
edemeyerek (Kipar ve ark., 2005), hastaligin patogenezinde rol alan antijen-
antikor komplekslerinden daha farkli olasiliklar {izerinde durmaya baslamiglardir

(Takano ve ark., 2011).

11



Sekil 1.2: Efsiv form klinik goruntisu

2.4.2. Efusiv Olmayan Form (Kuru Form)

Enfeksiyonu alimdan haftalar, hatta aylar sonra, ates, halsizlik ve

istahsizlik gbzlenebilir (Hartmann, K., 2010, Pedersen, NC., 2014).

Okiiler belirtiler: En yaygin bulgu, irisin renk degisikligi ile seyreden
iritis tablosudur ve gozde dumanli bir goriintii ile karsilagilmaktadir. Retinal
hemoraji ve ayrilma, hipertansiyonun belirtisi olabilmektedir (Addie, DD., 2012,
Lappin, MR., 2014, Pedersen, NC., 2014).

Norolojik belirtiler: Opistotonus, 6n bacaklarda ekstensiyon, arka
bacaklarda fleksiyon, nistagmusu izleyen ataksi ve nobet belirtileri ile
karsilagilabilmektedir. irinli olmayan meningitis, aciklanamayan ates, davranis

degisiklikleri, nobet, paraliz, inkoordinasyon, tremor ve hiperesteziye Yol

acabilmektedir (Addie, 2012; Diaz ve ark., 2009; Doenges ve ark., 2016).
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Kutanoz lezyonlar: Boyun ve lateral goglis duvarinda, cevresi sinirlt
intradermal papiiller ve kasintili olmayan kutanodz lezyonlar olusturabilmektedir
(Addie, DD., 2012, Lappin, MR., 2014). Kolonik ya da intestinal lokalizasyon:
Konstipasyon, kronik ishal ya da kusmaya neden olmaktadir (Addie, DD., 2012,
Hartmann, K., 2010).

Neonatal 6liimler: Yavrularda erken 6liimiin en yaygin ikinci nedenidir

(Addie, DD., 2012, Diaz JV., Poma R., 2009, Pedersen, NC., 2014).

Hastaligin kuru formu, genellikle 10 yas ve iizeri kedilerde cesitli
organlarda pyograniilamatoz lezyonlarla karakterizedir. Bu formun parangimatoz
form olarak da anilmasinin sebebi, pleural veya peritoneal dokulardan paransime
dogru ilerleyen lezyonlar gozlenmesidir. Bu formun sekillenmesinde de yine
immun sistem etkilidir. Dokulardaki enfekte makrofajlardan salinan kemotaktik
faktorler sonucu, enfekte hiicreler kedinin hiicresel yanit diizeyine bagl olarak
yangt hiicreleri tarafindan gevrelenirler (Takano ve ark., 2009). Bu reaksiyon
perivaskiiler bolgelerde yogunlasmaktadir. Biriken yangi hiicreleri lokal doku
nekrozuna ve fonksiyonel yetersizlige neden olmaktadir. Bu bdlgeler zamanla
kronik pyograniilomatoz lezyonlara doniiserek lokalize oldugu organin gorevini
yapamamasina ve organ yetmezligine sebep olmaktadir. Makroskobik olarak

organlarin parensim dokularinda gri-beyaz noduller goriilmektedir.

Abdominal bolgede dnce bobrekler ve mezenterik lenf yumrulari, daha
az olarak da karaciger ve diger lenf yumrularn etkilenmektedir. Sekum ve
kolonun etkilenmesi ceoco-colic lenfadenopatiye yol agabilmektedir. Buna baglh
olarak ortaya ¢ikan iilseratif kolitis kuru FIP’in tipik bir bulgusudur. Digki kanl
ve mukusla kapli olarak atilabilmektedir. Pleuranin ve akcigerlerin paransimatz
lezyonlarinin ilerlemesi ile perikardin etkilenmesi sonucu kalp krizi

sekillenebilmektedir.

Merkezi sinir sistemi (MSS) bulgular 2 yas alt1 kedilerde seyreden kuru
form FIP’te daha sik goriilmektedir (Marioni-Henry ve ark., 2004). Omuriligin

etkilenme duizeyine gore 6n ayaklarda hissizlik, inkoordinasyon, asir1 duyarlilik,
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ataksi ve tremorlar, brachial, trigeminal, fasiyal ve siyatik sinirlerde iletim
bozukluklar1 goriilebilmektedir. Beynin choroid ve ependima tabakalarinin
etkilenmesine bagli olarak hidrosefalustan, karakter degisikliklerine kadar bir¢ok
semptoma rastlanabilmektedir. Cerebellar-vestibular lezyonlar sonucu olusan
nistagmus, kafanin yana yatmasi, kendi etrafinda donme gibi bulgular
sekillenebilmektedir (Holliday, 1971; Marioni-Henry ve ark., 2004; Timmann ve
ark.,2008)

Kuru form FIP’te gozlerde iiveitis ve chorioretinitis sonrasi irisin renk
degistirmesi enfeksiyonun erken bulgular1 arasindadir (Slauson ve Finn, 1972).
Fibrin, makrofaj ve diger yangisal hlcrelerden kaynaklanan keratik birikimler
korneanin arka yliziinde yogunlasarak, FIP i¢in karakteristik bir tablo
olusturmaktadir.  Iristeki graniilamatdz lezyonlar ise pupilde sekil
degisikliklerine sebep olabilmektedir (Pedersen, 2009). Anhidrozis, enoftalmus,
pitozis, miyozis ve heterokromi (gozun iki renginin farkli olmasi) olusumuna
sebep olan ve iist goz kapagi, pupil, fasial ter bezleri ve yilizeysel damarlara
giden sempatik liflerde lezyon biciminde agiklanan “Horner sendromu” (Negrin
ve ark., 2010) FIP ile enfekte hayvanlarda gorilen 6nemli bir bulgudur. Bu
hastalikta daha cok tersier gz kapaginin kapanmasi karakteristiktir (Pedersen,
2009). Ayrica ¢ok yaygin olmamakla birlikte FIP’te papiillii deri lezyonlar1 da
rapor edilmistir (Declercq ve ark., 2008).
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Sekil 1.3. Kuru form FIP’te gbriilen Horner sendromu ( Akin ve ark., 2011)

Sekil 1.4. Siddetli pleuritisi bulunan bir kediden alinan effiizyon sivist (FIP
pozitif) (Akin ve ark., 2011)

15



- - J ‘
‘:-J ‘ d
Sekil 1.5. Yas form FIP’te goriilen effiizyon ve fibrin birikimleri (A) , Antijen
antikor kompleksine bagli graniillomatoz birikimler (B) ( Akin ve ark., 2011)

Sekil 1.6. Bobrekte kanama (A), Dalakta kanama odaklar1 ve graniilomatoz

lezyonlar (B) (Akin ve ark., 2011)
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Sekil 1.7. Gingivitis (Aki ve ark., 2011)

25. Tam

FCoV tanisit i¢in 1960’lardan giiniimiize bircok test gelistirilmistir. FIP
hastaliginin teshisi i¢in higbir yontem tek basma yeterli olmadigindan, tim
testler ve klinik semptomlar birlikte degerlendirilmelidir. Bu sebeple hastaligin
patogenezinin  anlagilmasinda laboratuvar bulgularinin  yanisira  klinik

bulgularinin da degerlendirilmesi 6nemlidir.

FIP’in 5-10 yas aras1 kedilerde insidans1 diisiiktiir. Bunun sebebi bu yas
araligindaki kedilerde hiicresel immun yanitin iyi diizeyde olmasidir. FIP’li

kedilerde bir immun supresyon bulgusu olan lenfopeni karakteristiktir.

Efiisiv FIP tanisi, klinik muayene temelinde, eflisiv olmayana gore daha
kolay konulabilir. Her iki formda da lenfopeni dikkat cekicidir. Kronik
inflamasyonla iligkili non-regeneratif anemi ve trombositopeniye siklikla
rastlanmaktadir. Serum gamma glubulin seviyesi artmustir. Efiisiv formda
kavitelerde biriken sivi temiz, berrak ancak yiiksek protein igeren bir sivi olup

sitolojik muayene ve Rivalta testi yapilmalidir. Rivalta testi i¢in %8’lik asetik
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asit 5 ml su ile karigtirllmali ve i¢ine 1 damla efiizyon sivisi eklenmelidir. Damla
solusyonda goriinmezse test negatiftir, aksine damla kaybolmaz ve tip iginde
yuzmeye devam ederse sonug pozitif olarak kabul edilmelidir. Serebrospinal sivi
(CSF) muayenesinde, sivida artmis protein ve yangi hiicresi birikimi yiiksek
vizkoziteye neden olabilir. Koronavirusii tespit etmeye yarayan hizli testlerden
antikor seviyesi Olgiimii yapanlar, bagirsaktaki koronavirusiin de tespitini
yapacagindan mutasyona ugramis olani saptayamaz, bu nedenle tiim diinyada
cok sayida kedi gereksiz yere Otenazi edilmektedir. (Addie, DD., 2012,
Hartmann, K., 2010 Lappin, MR., 2014,).

Nekropsi, 6zellikle FIP enfeksiyonu tanist i¢in ‘altin standart’ kabul
edilmektedir. Diger tiim testlerde oldugu gibi klinik bulgularla eslestirilerek
kullanilmalhidir. Peritoneal ve pleural bosluklardaki organlarda serozadan
paransime dogru ilerleyen yangisal lezyonlar, pyogranulomatoz degisiklikler,

efflizyon ve fibrin birikimi FIP’i ¢agristirmaktadir.

2.5.1. Viral Tam

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

bulunabilmektedir.

Virus izolasyonu amaciyla kedi kokenli hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir.
Bu amagla felis catus whole fetus-4 (Fcwf-4), Crandell feline kidney (CrFK)
gibi hiicre hatlar1 kullanildig1 gibi, FCOV ile enfekte hayvanlarin makrofaj hiicre
kiiltirlerinde de virus izolasyonu yapilmaktadir. FCOV serotipleri arasinda in
vitro Ureme kabiliyetleri gibi, enterik ve mutant tipteki viruslarin iiretilme
kabiliyetleri de farklilik gostermektedir. Ozellikle saha suslarmin iiretilmesinde
baz1 giicliikler ile karsilagildig1 bildirilmis olup enterik kokenli olan susglarin

hiicre kiiltiirlerinde tretilemedigi, mutant tipteki saha suslarinin ise zorlukla
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tiredigi ifade edilmistir (Pedersen, 2009). Hem zaman gerektirmesi hem de

yasanan giicliikler nedeniyle tan1 amagli virus izolasyonu tercih edilmemektedir.

Direkt tan1 amaciyla ozellikle effiizyon sivilarindan yapilan yayma
preparatlarda direkt immunfloresans ve doku 6rneklerinde immun peroksidaz
testleri tercih edilmektedir. Bu teknikler serotipler arasindaki antijenik yakinlik
nedeniyle olusan capraz ndtralizasyona bagli olarak, serotiplerin ayriminda
sorunlu olmakla birlikte, bu sorun amaca yonelik antikor/konjugatlarinin
kullanimiyla giderilebilmektedir. Ancak bu yontemler biyotiplerin birbirinden

ayrimina olanak vermemektedir (Hartmann, 2005).

Teknolojinin gelismesiyle ¢ok ¢esitli PCR teknikleri FCoV tanisinda
kullanilmaya baslanmistir. Molekiiler olarak FECV ve FIPV birbirinden hen(z
ayrilamasa da bu mutasyonlar1 bulmayr hedefleyen pek ¢ok sayida PCR,
arastiricilar tarafindan ortaya konulmaya devam etmektedir. Bu amagla;
korunakli ve korunakli olmayan bdolgelere spesifik primerlerin kullanildig1 ¢cok
sayida PCR tiiri bulunmaktadir. En ¢ok kullanilan nested PCR olup, sensitivitesi
ve spesifitesi digerlerine gore daha yiiksek oldugu i¢in yaygin kullanim alani
bulmustur. 3’ UTR bolgesi (Herrewegh ve ark, 1995), ORF1ab, 3abc, 7b (Brown
ve ark., 2009), M (Brown ve ark., 2009) ve S (Simons ve ark., 2005) bolgelerine
yonelik PCR’lar gelistirilmis olup, hepsinin birbirlerine gore avantaj ve

dezavantajlar1 mevcuttur.

FECV ve FIPV’lerinin her ikisinin de kan hiicrelerinde tespit
edilebilmesi sebebiyle arastiricilar sayisal, matematiksel, orantisal, kantitatif bir
replikasyonun iizerinde durmaya baslamislardir. 7b (Gut ve ark., 1999, Hornyak
ve ark., 2012,Dye ve ark., 2008) genleri kullanilarak real-time PCR teknikleri

gelistirilmistir.

Ayrica giinlimiizde virusun arzu edilen gen bdlgelerininin sekans
analizlerinin yapilabilirligi, filogenetik analiz imkanini sunmaktadir. Bunun

sonucunda FCoV’larda serotip ayrimi yapilabilmekte, diger hayvan tiirlerini
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etkileyen coronaviruslar ile evrimsel benzerlik ve farkliliklart molekdler diizeyde

ortaya konabilmektedir.
2.5.2. Serolojik Tam

FCoV’larin serolojik tanisinda kullanilmakta olan bir¢ok ELISA teknigi
bulunmaktadir. Bunlardan bazilar1 7b geni proteinini hedeflerken, bazilar1 viral
glikoproteinleri hedeflemektedir. 7b’nin onceleri sadece FEC virusunda
bulundugu diisiiniilmiis (Vennema ve ark., 1998) ancak ilerleyen teknikler ile
tiim virus suslarinda varligi tespit edilmistir. Son yillarda gelistirilen yeni ELISA
kitleri tiim viral glikoproteinleri hedefler sekilde dizayn edilmis olmakla birlikte,
her iki biyotipi birbirinden ayirmada yetersiz kalmaktadirlar. Arastiricilar bu
noktada antikor varligindan ziyade, antikor titrelerini 6nemsemislerdir. Diistik
titrede antikora sahip kedilerde Enterik Coronavirus ile enfeksiyon olasiligindan
bahsedilmekteyken, daha yiiksek titredeki antikor varliginda
asemptomatik/semtomatik  FIP  enfeksiyonundan s6z etmek mimkin
olabilmektedir (Pedersen, 2009).

Serolojik yontemlerden virus noétralizasyon testi, indirekt immun
floresans testi (indirekt IFA) ve ELISA’nin enfeksiyonun teshisinde
karsilastirmasin1 yapan arastiricilar; ELISA’nin FCoV’larin hepsini serotip
ayrimi (serotip 1 ve 2) yapmaksizin pozitif bulmasi sebebiyle hassasiyetinin

daha yiiksek oldugununu rapor etmislerdir (Pratelli, 2008).

FCoV enfeksiyonunun serolojik tanisinda kullanilan virus nétralizasyon
testi “’altin standart’” olup, bu testlerle hem enfeksiyon varliginin belirlenmesi
ve hem de serotip ayrimi yapilmaktadir. Ancak her iki serotipte de hem FECV
hem de FIP virusu ile enfeksiyon mimkiin oldugundan, bu test ile de biyotip
tayini yapilamamaktadir (Shiba ve ark., 2007). Ozellikle S proteininin nétralizan
antikor yapimini uyarmasi sebebiyle test edilen antikorlarin cogu S glikoproteini
epitoplarina  6zgidiir. Ayrica hiicre kiltliriine adapte virus  Uretimi
gerektirdiginden virus nétralizasyon testlerinin uygulanabilmesi igin uygun ve

deneyimli bir laboratuvar ortam1 gereksinimi bulunmaktadir.
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2.5.3. Hematolojik Bulgular

FCoV enfeksiyonlarinda hematolojik ve klinik biyokimya bulgulari
oldukca degiskendir. Kandaki ilk bulgular l6kositoz seklindedir, sonralari
notrofil sayisinda dislis goriilmektedir. Orta diizeyde 16kopeni de
gozlemlenebilmektedir. Kan serumunda 0Ozellikle alanine transaminase (ALT),
glutamat-dehydrogenase (GLDH), siklikla aspartate transaminase (AST), alkalen
phosphatase (ALP) ve bilirubin degerleri yiikselir (McReynolds ve Macy, 1997).
Bobrek bozukluklarinda iire ve kreatinin kan plazma konsantrasyonlar1 oldukca

yuksektir.

Albumin/globulin (A/G) oranlarinin degerinin > 0.8 olmast, yas form FIP
icin karakteristik bulgudur. Effiizyon sivisindaki A/G < 0.4 ise FIP olma
thtimalinin yiiksek oldugu bildirilmistir (Shelly ve ark. 1988).

Planlanan bu aragtirmada farkli irk, cinsiyet, yas ve sosyal g¢evrede
bulunan klinik bulgu gosteren veya gostermeyen, alti ay yasdan biiyiik, soz
konusu enfeksiyona karst asilanmamis kedilerde (sahipli/sahipsiz) Feline
Coronavirus (FCoV) enfeksiyonunun virolojik ve serolojik varliginin tespit
edilmesi ve s0z konusu hastaliin yayginligi hakkinda bilgi edinilmesi
amaclanmistir. Ayrica bu hastalikla ilgili elde edecegimiz verilerin lkemiz ve

diinya literatiir bilgilerine de katki saglanacagi diisiiniilmektedir.

Elde edilecek wveriler 1s1ginda, kedilerde FCoV enfeksiyonun
varhigi/yaygmligi belirlenmesi ile enfeksiyon ile miicadele konusunda bilimsel
yaklasimda bulunulacak ve hayvan sagligmin korunmasi saglanacaktir. Bu
sayede hayvanlarin tedavi giderleri azaltilarak sahiplerine ekonomik katki da

saglanmis olunacaktir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Arastirmada Orneklenen Hayvanlar

Planlanan bu arastirmada, Antalya ve Burdur illerindeki kliniklere gelen
farkli 1rk, cinsiyet, yas ve sosyal ¢evrede bulunan, klinik bulgu gdsteren veya
gostermeyen kedilerde Feline Coronavirus (FCoV) enfeksiyonu virolojik ve
serolojik olarak c¢alisilmistir. Bu amagla klinik semptom gosteren veya
gostermeyen, soz konusu enfeksiyona kars1 asilanmamis sahipli 60 kediden steril

kaplara/tiiplere disk1 ve kan numuneleri toplandi.

Bu arastirmanin yapilabilmesi icin gerekli izin, Burdur Il Tarim ve
Orman Miidiirliigii’'nden alind1 (Tarih: 03.09.2019, Say1: 71037622-325.04.02-
E.2656969).

Arastirmada Kullanilan Orneklerin Toplanmasi

Aragtirmada kullanilan kan numuneleri vena cephalica antebrachii’den
steril koagulanli tiiplere, digski Grnekleri ise rektumdan usulune uygun sekilde
diski1 numune kaplarina alinarak soguk zincir sartlarinda laboratuvara getirildi.
Kan numuneleri 3000- 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildikten sonra ayrilan
serum kismi steril ependorflara aktarilarak test asamasina kadar -80°C’de, diski

numuneleri ise yine ayni sartlarda test asamasina kadar -80°C’de saklandi.

Antalya ve Burdur illerindeki kliniklerden alinan, farkli ik ve
cinsiyetteki kedi kan numunelerinin 24’1 erkek, 36’s1 disi toplam 60 kediden
ornekleme yapildi (Tablo 3.1.). Numune alinan kedilerin yaslar1 6 ay ile 15,5 yas
araligindaydi. Ornekleme sirasinda klinik semptom gosteren hayvanlarin hangi
bulgular gosterdikleri ayrintili bir sekilde kaydedildi ve sahipli hayvanlarin

sahiplerinden alinan anamnez bilgileri dogrultusunda kayitlar tutuldu.
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3.2.  YoOntem

3.2.1. indirekt ELISA Yontemi

Kedilerden alinan kan numunelerinden elde edilen serumlarda, ELISA
yontemi kullanilarak FCoV’a kars1 olusan spesifik antikorlarin varlig1 arastirildi.
Bu amagla AGROLABO ticari firmasinin tirettigi FCoV Ab ELISA 96 test Kiti
kullanildi. Uretici firmanin bildirdigi prosediire uygun olarak test yapildi ve
sonuglar spektrofotometrik olarak absorbans degerleri okunmak suretiyle

degerlendirildi.

Test, dolayl1 bir enzim baglantili immiinosorbent tahlili (indirek ELISA)
olarak gergeklestirildi. Kan serum numuneleri FCoV antijeni ile kapl
mikrotitrasyon pleytlerinin gozlerine konulmaktadir. Kan serumu 6rnegi, viruse
kars1 spesifik antikorlar icerdiginde, mikro kuyucuklarda adsorbe edilen FCoV
antijeni ile baglanir. Sonraki asamada baglanmamis, spesifik olmayan
reaktanlarin uzaklastirilmasi i¢in yikama islemi gergeklestirilir. Bunu takiben
FCoV antikorlar1 ile kompleks olusturabilen HRP (Horseradish Peroxidase)
konjugati ortama ilave edilir. Substrat (TMB 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine)
soliisyonu eklenmeden Once yikama islemi yapilarak ortamdaki baglanmamis
antikorlar uzaklastirilir. Test serumlarinda spesifik FCoV immiinoglobulinleri
mevcutsa, konjugat, viral antijeni i¢ceren kuyucuklara baglanir ve enzim katalize
ugrar, renksiz kromojen pigmentli bilesige doniisiir. Daha sonra reaksiyon stop
soliisyonu eklenerek durdurulmakta ve sonugclar fotometrik olarak (fotometrede
450 nm) pleytin her bir kuyucugunun optik dansitesi (OD) oOl¢iilerek kantitatif

degerler elde edilir.

Indirekt ELISA yonteminin temel olarak calisma prensibini
inceledigimizde, direkt ELISA’dan farkli olarak burada iki farkli antikor
kullanilir. Birincisi primer antikor olarak adlandirilir ve kati faza sabitlenen
antijenlere spesifiktir. Ikincisi sekonder antikordur ve enzim isaretli olup primer
antikora baglanir (konjugat). Bu yontemde saptanmak istenen molekul serum

veya herhangi bir ¢ozelti icerisindeki antikorlardir. Doksan alti kuyucuklu sabit
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faz antijen ile kaplanir. Blok tampon c¢ozelti ile baglanmamis bolgeler
doyurularak bloke edilir. Daha sonra ortama test edilmek istenen 6rnek eklenir
ve bu Ornek igerisinde bulunan primer antikorlarin ylizeyde bulunan antijenler
ile baglanmasi saglanir. Belirli bir slireden sonra baglanmayan primer
antikorlarin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in yikama yapilir. Primer antikora
spesifik, enzim ile isaretlenmis sekonder antikor kuyucuklara eklenir. Belirli bir
siireden sonra baglanmayan sekonder antikorlarin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in
yikama islemi tekrarlanir. Kullanilan enzimin substrati ortama eklenerek renk
olusumu gozlenir ve spektrofotometrik olarak tayin edilir. Bu yodntemde
sekonder antikora bagli bulunan enzim genellikle HRP’dir ve enzim-substrat
etkilesimi ortama kemiluminesan substrat (ECL) eklenerek gozlemlenir. Diger
bir secenekte ise primer antikora baglanan biotin ve sekonder antikora baglanan
streptavidin molekiilleri kullanilir. Streptavidin molekiilii biotine gii¢lii bir
sekilde baglanir. Her iki durumda da substratlar, kuyucuklarin i¢inde bulunan
antikor miktarina dogrudan karsilik gelen 6lgiilebilir bir renk degisimi

olustururlar (Sekil 3.1).

Suh-stra'leD
Substrate Bt ?

Substrate LF c )
C " Seconda ny

anubody
p— conugate
Frimary Praim:a
ry
anhhugy antibody
conjugate Capture \
antibody

Direct Assay Indirect Assay Capture Assay
“Sandwich"

Sekil 3.1. ELISA yontemlerinin sematize goriintiisii (Anonim, 2022a)

Kullandigimiz ELISA kitinin igerigi; FCoV antijen ile kaplanmis pleyt,
peroksidaz konjugat (100X), pozitif kontrol serum, negatif kontrol serumu, sera
diluent, yikama soliisyonu (10X), stop soliisyonu ve substrat soliisyonundan

olusmaktadir.

Test, iiretici sirketin (AGROLABO) bildirdigi kit prosediiriine uygun

sekilde yapildi. Buna gore kan serumu numuneleri ve test Kiti reaktifleri
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uygulama oncesi oda 1sisina ¢ikarilarak 30-45 dakika tutulduktan sonra kisa bir
vorteks yapildilar.

Test sirasinda pleyt kuyucuklarmin yikanmasinda kullanilacak olan
konsantre yikama soliisyonu 1/10 oraninda olacak sekilde distile su ile
sulandirilarak yeteri miktarda hazirlandi.

Kullanilacak pleytler usuliine uygun olarak ambalajlarindan ¢ikarilarak
numaralandirildi. Mikropleytin A1 kuyucuguna 100 pl pozitif kontrol, A2
kuyucuguna 100 pl negatif kontrol ve c¢alisilacak diger kuyucuklara 1/200
oraninda sera diluentle sulandirilmis kan serumu numunelerinden 100 pl
eklendi. Mikropleyt, lizeri yapiskan bir filmle kapatilarak oda 1sisinda 30 dak.
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda pleytin tiim kuyucuklar1 1/10
distile ile sulandirilmis yikama soliisyonu (300 pl) ile 4 kez tekrarlanarak
yikama yapildi. Daha sonra 1/100 oraninda prosediire uygun olarak diluent
soliisyonu ile sulandirilmis konjugatdan pleytin biitiin kuyucaklarina 100 pl
olacak sekilde eklendi ve lizeri yapiskan bir film tabaka ile kaplanarak oda
1sisnda 15 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi bittikten sonra
yikama islemi tekrarlandi ve daha sonra kuyucugun herbirine 100 pl substrat
sollisyonu eklenerek oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda, her goze
100 pl stop soltsyonu ilave edilerek reaksiyon durduruldu ve ELISA pleytleri,
450 nm dalga boyunda filtrenin kullanildigi ELISA okuyucusunda (Mindray
MR-96A, Hamburg-Almanya) degerlendirildi. Elde edilen absorbans degerleri
kitin protokoliinde belirtildigi sekilde hesaplandi.

3.2.2. FCoV Ag Rapid testi

Toplanan digk: 6rneklerinde FCoV’a spesifik antijenlerin tespiti amaciyla
ticari Rapid FCoV Ag test kiti kullanildi. Test, iiretici firmanin bildirdigi
prosediire gore yapildi ve sonuglar degerlendirildi. Testin Ticari ismi ASAN
EASY Test FCoV Ag Feline Coranavirus Antijen Test’dir. Asagida testin
yapilisin1 ve yorumlanmast gosteren tablolar bulunmaktadir (Sekil 3.2) (Sekil
3.3).
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Numune Yorumiswn

Sekil 3.2. FCoV Ag rapid test prosediriniin gorseli (Anonim, 2022b).
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Sekil 3.3. Rapid FCoV Ag testinin yorumlanmasi (Anonim, 2022b).

3.2.3. FCoV Ab rapid testi

Toplanan kan serumu 6rneklerinde FCoV’a spesifik antikorlarin tespiti
amaciyla ticari Rapid FCoV Ab test kiti kullanildi. Test, iiretici firmanin
bildirdigi prosediire gore yapildi ve sonuglar degerlendirildi. Testin Ticari ismi
ASAN EASY Test FCoV Ab Feline Coranavirus Antikor Test’dir. Asan Easy
Test® FCoV Ab, kedilerin serum, plazma veya tam kaninda Feline Corona
virus’a karst gelismis antikorun hizli ve kantitatif olarak tespiti ig¢in

immunokromatografik bir test kitidir (Sekil 3.4) (Sekil 3.5).
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Sekil 3.4. FCoV Ab rapid test prosedirinin gorseli (Anonim, 2022c).
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Sekil 3.5. FCoV Ab rapid test sonucunun degerlendirilme gorseli (Anonim,
2022a)

3.2.4.Sonuclarin Degerlendirilmesi

ELISA yonteminin gegerliligi; negatif kontrol optik dansite (ODnc)
degerinin 0.600'den blylk (>0.600) ve pozitif kontrol optik dansite (ODec)

degerinin negatif kontrol optik dansite (ODnc) degerine oraninin 0.500'den

kiigiik (<0.500) olmasina baghdir.

(ODpc) + (ODnc)
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Orneklerin degerlendirilmesinde; 6rnegin kondugu kuyucugun optik
dansite (ODsample) degeri negatif kontrol optik dansite (ODnc) bollnerek 100 ile
carpild1 ve test prosediiriine gore sonuclar degerlendirildi. Bu islem her 6rnek
icin ayr1 ayr1 hesaplandi ve kit protokoliinde belirtilen degerlere gore her bir

ornegin durumu tespit edildi (pozitif/negatif).
SIN % = (ODSampIe - ODNC) x 100

Sonuglarin yorumlanmasi; numunenin dogrulanmis OD degeri negatif
kontrol OD degerinin 4 kat1 seklinde hesaplanan cut-off degerinin altinda bir
sonug veriyorsa negatif, cut-off degerinin iizerindeki degerler ise pozitif olarak
kabul edildi.

Rapid FCoV Ag test prosediiriinde, kedi diski numunelerinden yapilan
testteki degerlendirmede test kontrol ¢izgisinin yaninda testin pozitif ¢iktigini
gosteren antijen varhigi ¢izgisi ile diskida antijen varlig1 belirlendi ve numuneler

FCoV spesifik antikor pozitif olarak kabul edildi.

Rapid FCoV Ab test prosediiriinde, kedi serum numunelerinden yapilan
testteki degerlendirmede kontrol testi ¢izgisinin yaninda testin pozitif ¢iktigini
gosteren antikor varligi ¢izgisi ile kanda antikor varligi belirlendi ve numuneler

FCoV acisindan pozitif olarak kabul edildi.

3.2.5. istatistik Degerlendirme

Aragtirmada elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS 21 paket
programi kullanilarak yapildi (IBM SPSS Software, USA). ELISA ve Rapid
Test Ab/Ag kullanilarak kan serumu ve diski Orneklerinde yapilan analizler
sonucunda disi ve erkeklerde farkli yas gruplarinda belirlenen pozitiflik
oranlarindaki farkliliklarin istatistiksel 6nemini belirlemek ic¢in Ki-Kare (chi-
square -y2) testi kullanildi. Yine rapid test-antikor ve ELISA ile belirlenen
pozitif oranlarindaki farkliliginda istatistiksel 6nemi Ki-Kare testi ile arastirildi.
Sonugta P<0,05 degeri ile elde edilen veriler anlamli (6nemli) olarak kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Aragtirmada indirekt ELISA teshis yontemiyle analiz edilen 60 kedi kan
serumunda FCoV enfeksiyonunun seroprevalans oran1 %68,33 (41/60), FCoV
antikor rapid test yontemiyle ise seroprevalans oran1 %35 (21/60) olarak tespit
edildi. Aynm1 kedilerden alinan digki 6rneklerine uygulanan FCoV antijen rapid
test ile de FCoV antijen orant %1,67 (1/60) olarak belirlendi. Numunelere ait

optik dansite degerleri asagidaki tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Kan ve diski 6rnekleri toplanan kedi numunelerinin bilgileri ve test

sonuglar
RapidRapid Klinik
No Ha)z(ainln Cinsiyet Yas Irk Test Test ELAIS A GOrinim Semptomlar
! Ag Ab (Islak FIP)
1 Tonik E 6 Ay Scottish - + & + asites
2 Lego E 6 Ay Tekir - - - - diare
3 Boncuk D 2 Yas Tekir - + + - sinirsel sem.
4 Mia D 5Yas Tekir - + + - sinirsel sem.
5 Hera D 1 Yas Sarman - + + + asites
6 Kizim D 7Ay Sarman + + + + diare
7 Harley D 3Yas Tekir - - - - diare
8 Gece D 1 Yas British - - - - diare
9 Maske D 5Yas Tekir - - - - diare
10 Ampite E 4 Yas Birman - - - - sinirsel sem.
11YavruAliBey D 6 Ay Tekir - + + - diare
12 Kizim D 12 Yas 3Renk - - - - diare
13 Behlul E 1 Yas British - + - + asites
14  Talya D 2 Yas Chincila - - - - diare
15 Vita D 3Yas Tekir - + - - diare
16 Merkir E 3Yas Tekir - + - - sinirsel sem.
17 Jrinek E 1 Yas Smokin - - - - diare
18  Minik D 2 Yas Scottish - - + - irisitis
19  Oscar E 3Yas Tekir - + - + asites
20 Kizim D 7Ay Tekir - - + - diare
21 Lupin D 7Ay Sarman - + + - sinirsel sem.
22 Bal E 2 Yas British - + + - diare
23 Corap E 3Yas Chincila - + + - sinirsel sem.
24 Pitir D 3Yas Tekir - - + - diare
25 Arap E 1 Yas Tekir - + + - diare
26  Patron E 2Yas Tekir - - + - diare
27  Tontik D 1 Yas Tekir - - + - kusma
28  Melek D 6 Ay Tekir - - + - diare
29  Benek E 2Yas Tekir - - + - halsizlik
30 Maya D 3Yas British - + + + asites
31 Mercimek E 9Ay Tekir - - + - diare
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Tablo 4.1. (Devam) Kan ve digk1 6rnekleri toplanan kedi numunelerinin

bilgileri ve test sonuglari

32 Doha E 15 Ay Siyam - + - kusma
33 Kaju D 2 Yag Scottish - + - diare

34 Minnak D 4 Yag British - + - diare

35 Mia D 6 Ay  Tekir - + - siddetli ates
36  Tarcin E 8 Yas Tekir - + - diare

37 Patis E 3 Yas Sarman - + - diare

38  Colak E 14 Ay Chincila - + - sinirsel sem.
39 Pinky D 7Ay  Tekir - + - diare

40 Ask D 2 Yag Scottish - + - kusma
41  Toffie D 2 Yag Chincila - - - diare

42  Sakura D 1.5Yas Tekir - + - diare

43  Misaka D 1.5 Yas Tekir - + - sinirsel sem.
44 Jovi D 2Yas Tekir - + - diare

42  Sakura D 1.5Yas Tekir - + - diare

43  Misaka D 1.5 Yas Tekir - + - sinirsel sem.
44 Jovi D 2Yas Tekir - + - diare

45  Kabak D 5Yas Tekir - - - kusma
46  Dadan D 3Yas Tekir + + + asites

47  Susuz E 55 Ay Tekir + + + asites

48 Cakmak D 7 Ay  Tekir - + - diare

49  Dadan D 1 Yas Tekir + - - diare

50  Aytop E 5Yas Tekir + + - sinirsel sem.
51 Mercimek D 1 Yas Tekir - + - diare

52 Tursu D 1 Yas Tekir - - - halsizlik
53  Bilgin E 1.5 Yas Tekir - - - kusma
54 Max E 9Yas Tekir - - - siddetli ates
55 Batu E 1.5 Yas Tekir + + - diare

56  Aytop 2 D 1 Yas Tekir + + - diare

57 Aytop 3 E 7Ay  Tekir - + - diare

58  Feyza E 15.5Yas Tekir - - - diare

59  Degerli E 3Yas Tekir - + + asites

60  Sahine D 1.5yas Scottish - + - sinirsel sem.

D: Disi, E: Erkek
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Tablo 4.2. Optik dansite bulgulari

Pozitif Kontrol OD 1.933 -
Negatif Kontrol OD - 0.147
Cut Off Degeri 0.588

Numune No Pozitif Negatif
1 1.133

2 0.189
3 0.216
4 0.637

5 0.894

6 0.072
7 1.032

8 0.224
9 0.191
10 0.397
11 0.507
12 0.435
13 0.550
14 1.807

15 0.239
16 0.450
17 0.106
18 1.119

19 1.454

20 1.066

21 1.495

22 0.797

23 1.394

24 1.802

25 1.591

26 1.047

27 1.929

28 2.126

29 1.830

30 1.014

31 1.462

32 1.418

33 1.220

34 1.831

35 1.966

36 1.177

37 1.231

38 2.217

39 1.788
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Tablo 4.2. (Devam) Optik dansite bulgulari

40 2.035
41 0.146
42 1.867
43 1.664
44 0.645
45 0.258
46 1.545
47 1.770
48 0.835
49 0.141
50 1.080
51 1.272
52 0.106
53 0.057
54 0.398
55 0.758
56 2.007
57 1.352
58 0.376
59 1.164
60 1.295

Calismada ELISA yontemiyle tespit edilen FCoV antikor pozitifliginin
cinsiyete gore dagilimina baktigimizda, erkek kedilerde %64 (16/25), disi
kedilerde 1se %71,42 (25/35) oraninda oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.3. Kedilerde ELISA yontemiyle tespit edilen FCoV seropozitifligin

cinsiyete gore dagilim oranlar

Cinsiyet Ornek Sayis1 (n) FCoV Ab

n (+) % n (-) %
Erkek 25 16 %64 9 %36
Disi 35 25 %71,43 10 %28,57
Toplam 60 41 9068,33 19 931,67
Ab: Antikor

Tez calismamizda FCoV antikor rapid test yontemiyle kedilerde
belirlenen antikor pozitifliginin erkek kediler de %40 (10/25), disi kedilerde ise
%31,43 (11/35) oraninda oldugu belirlendi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.4. Kedilerde FCoV antikor rapid test yontemiyle tespit edilen FCoV

seropozitifligin cinsiyete gore dagilim oranlari

Cinsiyet Ornek Sayisi (n) FCoV Ab

n (+) % n(-) %
Erkek 25 10 %40 15 %60
Disi 35 11 %31,43 24 %68,57
Toplam 60 21 %35 39 %65
Ab: Antikor

Arastirmamizda FCoV antijen rapid test teknigiyle analizlerini
yaptigimiz 60 diski 6rneginden sadece 7 ay yasindaki disi bir kediye ait
numunede antijen pozitifligi (%1,67) tespit edilmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.5. Kedilerde FCoV antijen rapid test yontemiyle tespit edilen FCoV

antijen pozitifligin Cinsiyete gore dagilim oranlari

Cinsiyet Ornek Sayis1 (n) FCoV Ag

n() % n(-) %
Erkek 25 0 0 25 100
Disi 35 1 2,86 34 97,14
Toplam 60 1 1,67 59 98,33
Ag: Antijen

Arastirmada indirekt ELISA kullanilarak kedilerde tespit edilen FCoV
seropozitifligi 6 ay-1 yas arasi kedilerde %73,91 (17/23), 2 yasindaki kedilerde
%82,35 (14/17), 3 yasindaki kedilerde %60 (6/10), 4 yasindaki kedilerde %50
(1/2), 5 yasindaki kedilerde %50 (2/4), 6 ve iizeri yash kedilerde ise %25 (1/4)
oranlarinda bulundugu belirlendi (Tablo 4.4).
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Tablo 4.6. ELISA sonucunda tespit edilen FCoV seropozitifliginin yas

gruplaria gore dagilimi

Yas Ornek  sayisi FCoV Ab
(n)

n(+) % n(-) %
6 ay-1yas 23 17 73,91 6 26,1
2 17 14 82,35 3 17,65
3 10 6 60 4 40
4 2 1 50 1 50
5 4 2 50 2 50
>6 4 1 25 3 75
Toplam 60 41 68,33 19 31,67
Ab: Antikor

Tez ¢aligmasinda rapid test yontemi ile FCoV antikor pozitif oraninin

kedilerde yaglara gore dagilimina baktigimizda, 6 ay-1 yas arasi kedilerde
%43,48 (10/23), 2 yasindaki kedilerde %17,65 (3/17), 3 yasindaki kedilerde
%60 (6/10), 4 yasindaki kedilerde %0 (0/2), 5 yasindaki kedilerde %50 (2/4) ve

6 ve lizeri yash kedilerde ise %0 (0/4) oraninda oldugu tespit edilmistir (Tablo

4.5).

Tablo 4.7. Rapid test (antikor) sonucunda tespit edilen FCoV seropozitifliginin

yas gruplarma gore dagilimi

Yas Ornek sayisi (n) FCoV Ab

n (+) % n(-) %
6ay-1yas 23 10 4348 13 56,52
1-2 17 3 17,65 14 82,35
3 10 6 60 4 40
4 2 0 0 2 100
5 4 2 50 2 50
>6 4 0 0 4 50
Toplam 60 21 35 39 65

Arastirmamizda rapid test (antijen) yoOntemiyle sadece 7 ay yasda

bulunan disi bir kedide FCoV antijen varlig1 tespit edilmistir. Antijen pozitif

bulunan bu hayvan klinik goériiniim olarak FIP 1slak formunu gostermekteydi ve
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indirekt ELISA ile rapid test (antikor) yontemleriylede seropozitif oldugu
belirlendi (Tablo 4.6).

Tablo 4.8. Rapid test (antijen) sonucunun Orneklemdeki yas gruplarma gore

dagilimi
Yas Ornek Sayis1 (n) FCoV Ag

n (+) % n(-) %
6 ay-lyas 23 1 435 22 95,65
1-2 17 0 0 17 100
3 10 0 0 10 100
4 2 0 0 2 100
5 4 0 0 4 100
>6 4 0 0 4 100
Toplam 60 1 1,67 59 98,33
Ag: Antijen

45. Istatistik Degerlendirme Sonuglar

Calismamizda hayvanlardan alinan kan 6rneklerinden ELISA ile yapilan
analizler sonucunda seropozitif-seronegatif degisimde disi ve erkekler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (y2= 0,372; P=0.542). Kan
orneklerinde Rapid antikor testi ile yapilan analizde (y2= 0,471; P>0.05) ve
diskida yapilan Rapid antijen testinde disi ve erkeklerde belirlenen seropozitif
degerler arasinda anlamli bir fark saptanmamustir (x2= 0,726; P>0.05). Yine hem
antikor hem de antijen pozitif oranlarinin genel yas gruplarindaki dagilimlarinin
istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu (P>0,05) tespit edildi. Ancak ELISA ile tespit
etigimiz seropozitifligin 2 yas ve alti ile 3 yas ve Ustl olarak istatistik
degerlendirilmesinde anlamli (P<0,05) farkliligin oldugu belirlendi (y2= 4,660;
P=0.031). Arastirmamizin temelini olusturan Rapid antikor test ile ELISA
sonuglarindaki seropozitif degerlerin istatistiksel analizinde ise gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli P<0,001 fark bulunmustur (y2= 13,348).
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5. TARTISMA

Coronaviruslar hem insanlarda hem de hayvanlarda hafiften baslayip son
derece siddetli ve oldiriicii enfeksiyonlara kadar degisen bir hastalik tablosu
sekillendirebilmektedir. Bu etkenin mutasyon Kabiliyeti ve tiirler arasinda
bulasma yeteneginin olmasi nedeniyle bu virusa karsi koruma/korunma ve
kontrol yontemlerinin uygulanmasi oldukca giictiir. Son zamanlarda insanlarda
coronavirus kaynakli olarak ortaya ¢ikan Middle East Respiratory Sendrome
(MERS), Severe Acute Respiratory Sendrome (SARS) ve Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-COV-2 / COVID-19)
enfeksiyonlart ile bu virus familyasi dikkatleri {izerine ¢cekmis ve halk sagligi

yoniinden ciddi bir risk olusturdugunun farkina varilmstir.

Feline Coronavirus (FCoV) enfeksiyonlar1 diinya genelinde yabani ve
evcil kedilerde sekillenen oldukga bulasici bir viral hastaliktir. Kedilerin,
ozellikle toplu olarak barindig1 bolgelerde (kirsal bolgeler, sokaklar, bariaklar
vb.) olduk¢a yaygindir. Enfeksiyon, geng ya da eriskin ayirt etmeksizin, her yas
grubundaki kedilerde gorulir. Etken kedilerde enterit ve kilo kayb1 basta olmak
tizere c¢esitli klinik semptomlar olusturmaktadir. Bazi durumlarda FCoV ile
enfekte kediler hafif bir enfeksiyon tablosu ile hastaligi gecirip yillarca
yasayabilmektedir. Ancak hastalik feline infeksiyoz peritonitise (FIP) doniiserek
Klinik belirtiler ortaya ¢iktiginda, mortalite orani belirgin sekilde yiikselir
(Pedersen, 2014). Virusun heniliz tam olarak bilinmeyen bir nedenle mutasyon
gecirmesiyle FIP hastaligi meydana gelir. FIP enfeksiyonu temelde kuru form ve
yas form olmak Ulzere iki ¢esit klinik seyir gosterir. FIP hastaliginin tanisi
anamnez, klinik semptomlar, fiziksel muayene, laboratuvar test sonuglari ve
gorunttleme teknikleri ile konulmaktadir. Hastaligin teshisini ve klinik seyrini
destekleyecek Klinik bulgular arasinda karin boslugunda asir1 vizkdz sivi
birikimi ile karakterize eksudatif asites, plevral efuzyonlu dispne, ikterus,
hiperalounemi, hiperbilirubintri, bobreklerde ve/veya mezenterik lenf
diigiimlerinde fark edilebilir kitleler, bazi norolojik belirtilerin  gorulmesi

sayilabilir (Tasker, 2018). Bununla birlikte mortalite oraninin yiiksekligi goz
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Ontine alindiginda hem veteriner hekimler hem de hasta sahipleri icin kesin

laboratuvar tan1 yontemlerinin varligi nem arz etmektedir.

Bu amagla teshis yontemlerinin gelistirilmesi, arastirilmasit ve
giivenilirligi {izerine yogun olarak ¢alisilmaktadir. Enfeksiyonda dogru bir teshis
koyulabilmesine yonelik suregte klinik semptomlarin degerlendirilmesinin
yaninda; Vvirolojik, serolojik ve molekiler teknikler ile histopatolojik
degerlendirmeler yer almaktadir (Tasker, 2018; Zhao ve ark., 2019). Bu
yontemlerin yani sira giinlimiizde FCoV antikorlarini ve antijenlerini tespit
etmek i¢in hizli immun test kitleride gelistirilmis ve kullanima sunulmustur.
Ancak yapilan giincel ¢alismalarla birlikte bu testlerin varligiyla beraber

giivenilirlikleri ile ilgili soru isaretleri artmaya baslamistir.

Diinya genelinde yapilmis olan FCoV seroprevalans arastirmalarinda
tilkeler arasinda oransal degisiklikler tespit edilmistir. Bell ve ark. (2006)’nin
Avusturalya’da 306 kedi numunesi iizerine indirekt ELISA yontemi kullanarak
yaptiklart ¢alismada genel seropozitiflik oranin1 %34 (104/306) olarak
bildirilmistir. Italya’nin Puglia bélgesindeki 120 kediden ornekleme yapan
Pratelli (2008), elde edilen numuneleri 6nce viris notralizasyon yontemi
kullanarak test etmis ve 120 6rnekten 96 tanesini pozitif olarak tespit etmistir.
Daha sonra negatif sonuc veren ornekleri ELISA yontemi ile de test ederek iki
negatif drnegin pozitif oldugu sonucuna ulasmistir. Boylelikle elde ettigi genel
seropoztiflik oranimi %82 olarak raporlamistir. Tharaguchi ve ark. (2012)
Japonya’da 2001-2010 yillar1 arasinda 17.392 kedi kan serum 6rnegini test etmis
ve 6.433 serum numunesinde pozitif sonug elde ederek seropozitiflik oranini
%37 olarak bildirmiglerdir. Miirniece ve ark. (2021)’nin Letonya’da yapmis
oldugu bir diger calismada ise 40 kedi numunesinden 33 tanesinin pozitif oldugu
belirlenmis ve seropoztifilik oran1 %82,5 olarak belirlenmistir. Cave ve ark.
(2004)’da immunfloresan yontemi kullanarak Birlesik Krallik’ta 2214 kedi
numunesini incelemis ve seropozitifligi %?25,6 (566/2214) olarak tespit
etmiglerdir. FCoV seroprevalanst yoniinden evcil kediler ile birlikte vahsi
kedilerin de test edildigi ortak bir ¢alisma Suba ve ark. (2016) tarafindan
Filipinler’de gerceklestirilmistir. Kirk iki kedi ve 9 kaplan numunesinin ELISA
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yontemi kullanilarak degerlendirildigi bu ¢alismada, kediler igin seropozitiflik
oran1 %86 (36/42), kaplanlar igin ise seropozitiflik oran1 %100 (9/9) olarak
bildirilmistir.

FCoV enfeksiyonu {lizerine iilkemizde de c¢esitli caligmalar yapilmistir.
Oguzoglu ve ark. (2016)’nin 53 kedi numunesini antikor ELISA yoOntemi ile
degerlendirdigi bir ¢alismada 37 numunenin pozitif oldugu sonucu elde edilmis
ve genel seropozitiflik oran1 %69,8 olarak bildirilmistir. 2013 yilinda ilerinin
yapmis oldugu diger bir ¢alismada 142 kedi numunesinde FCoV seroprevalans
orant %41,5 (59/142) olarak belirlenmistir. Bursa’da FCoV seroprevalansina
yonelik ELISA testi kullanilarak yapilan bagka bir ¢alismada 100 kedi
numunesindeki genel seropozitiflik orant %26 (26/100) olarak bildirilmistir
(Pratelli ve ark., 2009). FCoV’a yo6nelik yapilan bir prevalans calismasinda ise
Can-Sahna ve ark. (2007) RT-PCR yontemi kullanarak 25’1 saglikli 1°1 hastalik
semptomlar1 gosteren 26 kedi numunesini incelemis, 14 tanesinin pozitif sonug

verdigini belirlemis ve antijen pozitiflik oranin1 %54 olarak bildirmistir.

Arastirmamizda indirekt ELISA yontemiyle analiz ettigimiz sahipli 60
kediye ait kan serumu numunesinin FCoV enfeksiyonu seroprevalans orani
%68,33, rapid test yontemiyle FCoV enfeksiyonu antikor orani %35 ve rapid test
yontemiyle FCoV antijen orani ise %1,67 olarak belirlendi. Calismamiz
sonucunda elde ettigimiz veriler Pratelli (2008), Mirniece ve ark. (2021), Suba
ve ark. (2016) ve Oguzoglu ve ark. (2016)’nin yapmis oldugu caligmalar ile
benzerlik gostermektedir. Fakat Bell ve ark. (2006), Tharaguchi ve ark. (2012),
Ileri (2003) ve Cave ve ark. (2004)’nin yaptig1 ¢alismalara nazaran yiiksek bir
oran elde edilmistir. Bunun sebebinin ¢alismamizdaki kedilerin yas araliginin
yogun olarak enfeksiyon i¢in riskli kabul edilen yas araliginda bulunmasindan

kaynaklandig: diistiniilmiistiir.

Ayrica caligmamizda ELISA yontemiyle tespit edilen FCoV
seropozitifliginin cinsiyete gore dagilimina baktigimizda, erkek kedilerde %64
(16/25), disi kedilerde ise %71,42 (25/35) oraninda oldugu tespit edilmistir.

Cinsiyete gore seropozitiflik degerleri istatistiksel olarak incelendiginde
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calismamizda anlamli bir fark gézlemlenmemistir. Bu sonucumuz literatiirdeki
diger caligmalar ile de paralellik gostermektedir. Barlough ve ark. (1986)
tarafindan yapilan bir arastirmada kinetik temelli-ELISA ile cinsiyetler
arasindaki antikor verileri incelenmis ve anlamli bir fark bulundurmadiklari
tespit edilmistir (Barlough vd., 1986). Yine Bell ve ark. (2006), Tharaguchi ve
ark. (2012) ve Mirniece ve ark. (2021)’nin yapmis oldugu ¢alismalar cinsiyet
bazinda degerlendirildiginde istatistiksel olarak seropozitiflik oranlarinin
Onemsiz oldugu bildirilmistir. Viral prevalans iizerine yapilan farkli ¢alisma
metotlarinda da cinsiyetler arasinda FCoV agisindan anlamli farklilik
bulunmadig1 ortaya koyulmustur (Loock vd., 2021). Ulkemizdeki calismalar
referans alindiginda Oguzoglu ve ark. (2016)’nin yapmis oldugu calismada
seroprevalansin cinsiyet bazinda degerlendirilmesinde istatistiksel analizin
anlamsiz oldugu tespit edilmis ve bizim g¢alismamizin sonucuna paralellik

gosterdigi gorilmiistiir.

Bir diger parametremiz olan hizli antikor test kiti sonuglar
incelendiginde yukaridaki bulgularimiza paralel olarak cinsiyetler arasinda
anlamli  bir fark bulunmamistir (p>0,05). 2009-2014 yillar1 arasinda
Istanbul’daki bir cerrahi klinigine getirilen 169 kedide hizli antikor test kiti
kullanilarak FCoV’a yoOnelik bir seroprevalans calismasi yapilmis ve %37
(60/169) oraninda seropozitiflik belirlenmistir. Ayn1 ¢alismanin istatistiksel
degerlendirmelerinde yas ve cinsiyet bazinda yapilan degerlendirmenin 6nemsiz
oldugu bildirilmistir (Tekelioglu ve ark., 2014). Seropozitiflik oraninin ve
cinsiyet farkliliklarinin hizli antikor test kiti kullanilarak degerlendirildigi
calismalarin az sayida olmasi, arastirma verilerimizi daha da anlaml
kilmaktadir. Calismaya katilan hasta sayisinin yiiksek oldugu ve deney
gruplarindaki hayvan sayilarinin esit oldugu daha genis kapsamli ileri
zamanlarda yapilacak c¢alismalar, konu hakkinda daha anlamli veriler elde

edilmesine olanak saglayacaktir.

Cinsiyet bazinda belirledigimiz seroprevalans oraninin yani sira digki
numunesiyle yapilan hizli antijen test kiti ile tespit ettigimiz FCoV antijen

pozitifligini cinsiyete gore degerlendirdigimizde, antikor sonuglarimiz ile tutarh
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olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p> 0,05). Bu alanda da yapilan
caligmalarin kisith olmasi bulgularimizi 6nemli hale getirmektedir. Sinirh
sayidaki diski 6rneginin ¢alisildig: literatiir bilgileri incelendiginde Vojtkovska
ve ark. (2022) da RT-PCR ile cinsiyetler arasinda anlamli bir fark olmadigin
ortaya koymustur. Kullanilan laboratuvar analiz yonteminin ve ¢aligmaya katilan
hasta sayisinin farkli olmasi ¢aligmalar1 birbirinden ayirmasina ragmen arastirma
sonuglarimizin diger ¢alismalarla paralellik gostermesi ileri arastirmalara 11k

tutmaktadir.

Calismamizin baska bir perspektifi olan ELISA ve hizli antikor testine ait
seropozitiflik oranlar1 karsilastirildiginda ise daha once yapilmis arastirmalar
destekleyecek sekilde anlamli farklilik oldugu goriilmektedir. Addie ve ark.
(2015) tarafindan yapilan ve FCoV tanisinin hangi yontemle daha efektif
oldugunun arastirildigni bir ¢alismada IFA, ELISA ve hizli test Kkitleri
karsilastirilmistir. Elde edilen pozitif sonuglara gore testin hassasiyet oran1 IFA
testinde %100, ELISA testinde %100 ve hizli test kitlerinde ise %64,1- %84,6
oraninda oldugu belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda pozitiflik ya da negatiflik
durumu oOnceden bilinmeyen ve rastgele ¢alismaya alinan ornekler iizerine
yapilan degerlendirmede hassasiyet oranlari Rapid Ab’de %35 ve indirekt
ELISA yonteminde ise %68,33 oraninda pozitiflik elde edilmistir ve pozitif
sonug¢ oranlart arasindaki farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu ortaya
konulmustur. Bir bagka ifade FCoV Ab rapid test ile negatif bulunan 20 kan
serumu numunesi ELISA yontemi ile pozitif oldugu tespit edilmistir. Bu veriler
sonucunda ELISA yonteminin laboratuvar teshisinde rapid antikor testlerine

nazaran daha etkili ve yiiksek giivenilirlikte sonuglar verdigi kanisina varilmistir.

Ornek alinan kedilerin yaslar1 incelendiginde, farkli yas gruplarindaki
hayvanlar ¢alismaya dahil edilse de 6 ay- 2 yas araligindaki kedilerde belirlenen
antikor pozitiflik oranlarmin diger yas gruplarinda (3>) belirlenen pozitif
oranlart arasindaki farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir ve
sonu¢ diinyadaki diger caligmalarla tutarlilik gostermektedir (Cave ve ark.,
2004). Bu durum geng¢ kedilerde immun sistemin tam olarak gelismemis veya

hastaliklara duyarli olmasiyla agiklanabilir ve bu yas grubundaki kedilerde
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FCoV taramasiin yapilmasi hastaligin erken teshisinde faydali olabilir
(Hartmann, 2005). Bu arastirmalara benzer sekilde Ileri (2013)’nin yapmus
oldugu c¢alismada da &rneklenen numunelerin  genel seropozitiflik
incelemelerinin yan1 sira yas bazli incelenmesinde elde edilen verilerin
istatistiksel degerlendirme sonucunda anlamli oldugu tespit edilmis ve bir yas
uzerindeki kedilerin, bir yasin altindakilere nazaran daha az pozitiflik verdigi

bildirilmigtir.

FCoV’un bireyler arasinda fekal-oral yolla hizli bir sekilde bulagmasi
kedilerin ortak barimmma alanlar1  kullanmasindan dolay1r  hastaligin
seroprevalansint 6nemli Olgiide arttirmaktadir. Calismamizda kullandigimiz
numune Orneklemeleri tek kedili ya da birden c¢ok kediye sahip evlerden
satilanmugtir. LiteratUr bilgileri bu agidan incelendiginde karsilastirildiginda, Bell
ve ark. (2006)’nin Orneklemelerini tek kedili evlerden ve cok kedili evlerden
yaparak degerlendirmisler ve sonug olarak tek kedili evlerde %24 (33/140), cok
kedili evlerde ise %44 (59/135) oranlarinda seropozitiflik rapor etmislerdir. Elde
ettikleri sonuclarin istatistiki degerlendirmesini yaptiklarinda ise aralarinda
farkin 6nemli oldugu sonucuna ulagmiglardir. Yine Pratelli ve ark. (2009)
tarafindan yapilan bir arastirmada sokakta barinan ve evde barman kedilerin
pozitiflik oranlar1 karsilagtirilmis ve elde edilen %21’°lik total pozitifligin
%62’sinin sokak kedilerine, %4 linlin de ev kedilerine ait oldugu bildirilmistir.
Bizim arastirmamizdaki Orneklenen hayvanlarin sahipli olmasina ragmen
cevreyle ve diger kediler ile siirekli irtibat halinde olmalari, sahiplerinin mevcut
kedilerine ek olarak bilinmeyen kaynaklardan yeni kedi sahiplenmeleri gibi
hususlar géz Oniine alindiginda elde ettigimiz seroprevalans degeri ¢ok kedili
evlerde ve sokak Kkedilerini kapsayan calismalarda elde edilen oranlar ile

paralellik géstermistir.

FCoV enfeksiyonunun kedi sagligini ve refahin1 6nemli 6lglde etkiledigi
calismamizla da desteklenmektedir. Haliyle veteriner hekim Kliniklerine ve
hayvan hastanelerine gelen hastalarda dogru ve hizli bir teshis koyulabilmesi,
tedavi stirecinin dogru bir sekilde yiiriitiilebilmesi agisindan 6nem tasimaktadir.

Bu bakimdan degerlendirdigimizde g¢alismamizin sonucunda ELISA testinin,
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hizli tan1 yontemlerine gore oldukea giivenilir sonuglar verdigini ortaya koyarak,

hastaligin dogru teshis edilmesine 6nemli katki saglayacagini gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

FIP hastaliginin kesin teshisi; hastaligin karmasik patogenezi, var olan
virusun mutasyon sonucu hastalia neden olmasi, semptomlarinin spesifik
olmamasi gibi nedenlerden dolay1, klinik uygulamalarda zorlu bir sirece
doniismektedir. Birgok farkli bulgunun bir araya getirilerek degerlendirilmesinin
yani sira hastaligin kesin teshisinde laboratuvar test sonuclari ana kriter

olmaktadir.

Calismamiz pozitif vakalar tespit etmede ELISA testinin hizli testlerden
(Ab) daha duyarli oldugunu ortaya koymustur. Siipheli vakalarda ELISA
yonteminin tercihi hekime dogru tedavi protokoliinii zamaninda baglatma imkan1
verirken, hastay1 da sonucu net olmayan birgok farkli islemden kurtararak fazla
strese girmesinin 6nine gecgecektir. FCoV mutasyonu sonucu meydana gelen
FIP hastaliginin tedavisi maddi ve manevi zorlu bir siireci icermektedir ve bu
nedenle teshis siirecine katki saglayan tiim diagnostik testler biiyiikk 6nem arz
etmektedir. Hizli testler her ne kadar klinik pratiginde daha kolay uygulansa da
sensitivitelerinin diisiik olmas1 ve ELISA gibi daha glivenilir yontemlerin varligi

hastaligin teshisindeki etkinliklerini tartismali hale getirmektedir.

Aragtirmamiz sonucunda FCoV enfeksiyonunun ev kedilerinde yaygin
oranda bulundugu ve kedi saglig1 agisindan risk teskil ettigi belirlendi. Bu agidan
koruma ve kontrol tedbirlerine 6nem verilmesinin yararli olacagi kanaatine
vartlmistir. Bu baglamda s6z konusu enfeksiyona karst as1 uygulamalarinin

yapilmasi fayda saglayacaktir.

Tiirkiye’de mevcut durumda FCoV enfeksiyonu {izerine yapilmis olan
seroprevalans ¢aligmalarinin olduk¢a az olmasit ve hizli test Kkitlerinin
etkinliginin olas1 diger teshis yontemleri ile karsilastirilarak elde edilen verilerin
kisitli olmasindan dolay1 ¢alismamizin sonucunun bu alanda literatiire katki
saglayacagl kanisina varilmistir. Ayni zamanda ¢alismamiz sonucunda
edindigimiz bilgiler gelecekteki FCoV’a yonelik calismalarin temeline de 151k

tutacaktir.
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