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ARASTIRMA

Mersin ilinde Feline Panleukopenia Viriis (FPLV)
Enfeksiyonunun Tespiti ve Filogenetik Analizi

Feline Panleukopeni (FPL) kedilerin genellikle gastroenteritis ve l16kopeni ile karakterize olan ve
tum dunyada yayginlik gésteren viral bir hastaliktir. Viris evcil ve vahsi kedigillerde enfeksiyon
olusturur. Bu galismada klinik olarak sindirim sistemi bulgulari gosteren 16 kediye ait digki 6rnegi
Feline Panleukopeni viris (FPLV) enfeksiyonu yoninden, virsun VP2 genini hedefleyen
konvansiyonel PZR yéntemi ile tarandi ve pozitif bulunan 7 érnegdin dizi analizi yapildi. Elde edilen
dizi analizi sonuglari ile Genbank’ tan elde edilen referans suslar karsilastirildi. Yapilan filogenetik
analiz sonucunda bir érnek G1 ve alti 6rnek G3 genotipi iginde yer aldi. G1 genotipi olan érnegin
uzak dogu suslar (Cin, Japonya ve Kore), G3 genotipi olan érneklerin ise Portekiz ve Turkiye
suslari ile ayni grupta yer aldiklari goruldi. G2 genotipi incelenen 6rnekler arasinda tespit edilmedi.
FPLV yoénunden pozitif bulunan érnekler referans susla (Genbank numarasi: M38246) aminoasit
degisimleri yonunden karsilastirildiginda; 7 6rnekten 1‘inde 311. aa'te (D—N) ve 354. aa'te
(Y—N), digerinde ise 354. aa'te (Y—N) degisimleri gorlildi. Bu calisma Mersin ilinde FPLV
genotiplerinin (G1 ve G3) varligini ortaya koyan ilk galismadir.

Anahtar Kelimeler: Feline Panlékopeni, polimerize zincir reaksiyonu, VP2 geni, filogenetik analiz

Detection and Phylogenetic Analysis of Feline Panleukopenia Virus (FPLV)
Infection in Mersin Province

Feline Panleukopenia (FPL) is a viral disease of cats which is usually characterized by
gastroenteritis and leukopenia and it is prevalent all over the world. The virus causes infection in
domestic and wild felines. In this study, 16 stool samples obtained from cats showing clinical signs
of gastroenteritis were screened using conventional PCR method targeting the VP2 gene of the
virus for FPLV infection and sequence analysis was performed for seven positive samples. The
results of the sequence analysis were compared with the reference strains obtained from Genbank.
Phylogenetic analysis showed that one sample located in G1 genotype and others located in the
G3 genotype. The G1 genotype sample was closely related with FarEast strains (China, Japan and
Korea), the G3 genotype samples located in the same group with Portugal and Turkey strains. The
G2 genotype was not detected among the cats sampled. FPLV-positive samples were compared
with reference strain (GenBank number: M38246) for amino acid changes; 1 out of 7 samples
showed changes in 311.aa (D — N) and 354 aa (Y — N) and the other was 354 aa (Y — N). This
study is the first report on the presence of FPLV genotypes (G1 and G3) in Mersin.

Key Words: Feline panleukopenia, polymerase chain reaction, VP2 gene, phylogenetic analysis

Girig

Feline panleukopeni virlis (FPLV) ya da feline parvo viriis (FPV) yiiksek ates,
depresyon, istah kaybi, dehidrasyon, kusma, I6kopeni ve diyare ile karakterize olan evcil
ve vahsi kedilerin (Mustelidea, Procyonidea ve Viverridea ailelerinde yer alan) oldukga
bulasici olan viral bir hastaligidir (1,2). FPLV, Parvoviridea ailesinde Parvovirinae alt
ailesinde, Protoparvovirus cinsinde, Carnivore protoparvovirus 1 taksonu igerisinde yer
alir. VirUs kuguk, zarfsiz ve tek iplikli; yaklasik 5kb uzunlugunda bir genoma sahip olan
bir DNA virtstudur. FPLV’Un kedilerde hastalik yaptigi 20. ylzyilin baglarindan itibaren
bilinmektedir (3). Canine parvovirus type 2 (CPV- 2) ve FLPV yaklasik olarak %98
genom benzerligine sahip olan, birbirleriyle yakin iligkili iki viristur. CPV-2 ilk olarak
1970’lerin sonlarinda tespit edilmistir. Yapilan bazi ¢alismalar (4-6) FPLV’in mink ve
tilki gibi yabani karnivorlar araciligi ile kdpek konaklarina gegctigini géstermistir. CPV-2
DNA virGisii olmasina ragmen, genomunda meydana gelen nispeten hizli mutasyonlar
sonucunda simdilerde CPV-2a, CPV-2b ve CPV-2c¢ olarak bilinen ¢ antijenik tipi ortaya
cikmistir. FPLV ile CPV-2’nin VP2 kapsid proteini arasinda alti ya da yedi amino asit
degdisimi vardir (7). CPV- 2 genetik tipleri arasinda da 426. amino asitteki tek nokta
mutasyonu ile 3 farkl tip olusmustur. Bu genetik tipler (CPV-2a/2b/2c) kedilerde
FPLV’den klinik olarak ayirt edilemeyen gastroenteritis tablosu olusturabilirler (8).

Parvoviruslarin sahip oldugu major kapsid proteini VP2, viristin antijenik
Ozelliklerini ortaya koyar. VP2 proteini Uzerinde yer alan aminoasit rezidileri yeni
konaklara virisun adaptasyonunda (297,300, 305, 323 ve 568 pozisyonlarinda) énemli
rol oynar (8-10).
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FPLV klinik olarak siddetli depresyon, abdominal
agri, kusma, dehidrasyon, siddetli I6kopeni ve ishal ile
seyreder ve sik sik 6limlere neden olur (11). FPLV’in
en yaygin bulasma yolu enfekte kedilerin diski, idrar ve
kanlariyla duyarli hayvanlarin dogrudan temasidir.
Hastaligin akut déneminde tim vucut sivilariyla virls
sacihmi gergeklesir. Ginumuizde c¢esitli asilar (kedi
karma asilari ve FPL igin olan asilar) ile hastalik
engellenmektedir. Ancak asilanmayan populasyonlarda
hastalik siddetli ve yikici etkilere neden olur. Hastaliktan
etkin korunma yolu asilamadir. Kediler sekiz haftalik
olduktan sonra asilama programi uygulanir (2, 12).
Turkiye’de ticari olarak kullanilan asilar sirasiyla,
zayiflatilmig feline rhinotracheitis virls ve calicivirus
kapsayan Felocell (Zoetis) ve Johnson Snow Leopard
FPLV ve =zayiflatilmig feline rhinotracheitis virus
kapsayan Purevax PCP (Merial)dir.

Turkiye'de klinik olarak enfeksiyonun varligi
bilinmesine ragmen FPLYV ile ilgili yapilan serolojik (13)
ve molekuler (10, 14) ¢alismalarin sayisi sinirlidir.

Bu c¢alismanin amaci, Mersin ilinde FPLV’in
varligini distinduren;

i-klinik  bulgulu kedilerde FPLV enfeksiyonunu
ortaya koymak,

ii-saptanan virislerde kismi VP2 geninin genetik
analizini yapmak ve

iii-Turkiye’'de tespit edilen suslar ve asi suslariyla
benzerlik/farklihdi ortaya koymaktir.

Gereg ve Yontem

Gaita Orneklerinin Toplanmasi: Bu calismada,
2017 yihinda Mersin ilinde Petical Hayvan hastanesine
gelen kusma ve ishal gikayeti olan (n=16) kedilere ait
taze diski 6rnekleri toplandi. Hayvanlardan alinan taze
digki Ornekleri calisma asamasina kadar -20 °C’de
saklandi. Yaglari 1 ay ile 24 ay arasinda degisen
kedilerin 8 adeti erkek ve 8 adeti disiydi. Orneklenen
kedilerin sadece 1 adeti asilanmis diderlerine asi
yapllmamisti (Hayvanlarin asilanma durumu ile ilgili
bilgiler hayvan hastanesi kayitlarindan elde edildi). Her
bireye ait érnek tipi, yas, irk, asilanma durumu, cinsiyet
ve klinik bulgular Tablo 1’de verilmigtir.

Tablol. FPLV kismi VP2 geninin aminoasit degisimleri
Aa.no 297 300 305 311 323 426 434 440 445 454
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Degisim olan aminoasit reziduleri siyah italik olarak
gOsterilmistir
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Viral DNA izolasyonu ve Polimerize Zincir
Reaksiyonu (PZR): Kedilere ait taze diskilar 2 mL
phosphate buffer saline (PBS, pH; 7.2) ile kanstinihp
vortekslendi. Bu karisim daha sonra 10.000 rpm’de 10
dk. santrifij yapilarak Ustteki sipernatant alindi. Viral
DNA eldesi 200 pL supernatantdan High Pure Viral
Nucleic Acid Kiti (Roche Diagnostics, Mannhaeim,
Almanya) kullanilarak gerceklestirildi. Ozetle, 200 uL
stpernatantin tzerine 200 pL lizis buffer (carrier RNA +
binding buffer) ve 50 pL proteinaz K solisyonu
eklenerek hucresel ve protein yapilarinin pargalanmasi
igin 72 °C’de 10 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu
takiben 100 pL daha lisiz buffer eklenen 6rnekler
vortekslendikten sonra filtreli tlplere eklenerek santrifij
islemi gerceklestirildi. Filtrelerdeki kalintilarin
uzaklastirilmasi igin inhibitdr uzaklastirici buffer (500 pL)
eklenerek tekrar santrifij islemi yapildi. Yikama
solisyonu (450 pL) ile art arda 2 defa yapilan yikama
islemlerinin ardindan, elisyon soliisyonu (50 pL) ile
filtreler muamele edilerek santrifiij yapildi. Altta toplanan
viral DNA’lar kullanima kadar —20 °C’de saklandi. PZR
islemi icin FPLV’in VP2 geninin kismi bdlgesini (630 baz
Gifti) hedefleyen H - forword (5'-
CAGGTGATGAATTTGCTACA-3) ve H- reverse (5-
CATTTGGATAAACTGGTGGT-3’) primerleri kullanildi
(5). Her 6rnek igin amplifikasyon hacmi 30 pL olacak
sekilde; 3 pL DNA, 0.25 pLTaq DNA polimeraz (5
U/MuL, Thermo Scientific, Amerika), 3 pL10xbuffer (20
mM, Thermo scientific, Amerika) 2 pyL MgCl, (25 mM,
Thermo Scientific, Amerika), her bir primerden 1 yL (10
pmol), dNTP (10 mM) solisyonundan 1 pL (Thermo
Scientific, Amerika) ve ddH.O’dan 18.75 pL alarak PZR
karisimi hazirlandi.  Amplifikasyon  islemi igin
MiniAmpPlus Thermal cycler (Thermo Scientific,
Amerika) cihazi kullanildi. Elde edilen PZR drlnleri
etidyum bromur (EtBr) ile boyanmis %1’lik agaroz jelde
yurutllerek deg@erlendirildi. Sekans islemi i¢in érneklerin
saflastinimasi  QlAick PCR Purification kiti(Qiagen,
Almanya) kullanilarak Uretici firmanin o6nerisine gore
yapildi.

Sekans Analizi: Dizi analizi, Uretici  firmanin
onerdigi sekilde ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystem, Amerika) sisteminde, PZR
isleminde kullanilan primerler (Hforward ve Hreverse)
kullanilarak gerceklestirildi. Elde edilen viral dizinler Gen
Bankasi’'ndaki referans suslarla karsilastirildi. Bu amagla
BioEdit version 7.0.5 ve Clustal W programlari kullanildi.
Filogenetik analiz MEGA v6.0 programi ile
gerceklestirildi (Sekil 1) (15). Bu amagla neighborjoining
methodu kullanildi (Bootstrap degeri 1000 tekrar olarak
hesaplandi) (16).

Bulgular

Mersin ilinden toplanan 16 kediye ait taze digki
orneginden FPLV eldesi icin PZR islemi gerceklestirildi.
16 ornegin 7(%43)‘'sinde FPLV DNA'si tespit edildi.
FPLV enfeksiyonu yoniinden negatif ¢cikan 8 érnek, klinik
bulgularinin nedeni igin tekrar incelenmedi. Yaslari 2 ay
ile 8 ay arasinda dagihm gosteren pozitif 6rneklerin
4(%57)U disi ve 3(%42)U erkek kedilere aitti. Pozitif
tespit edilen drneklerden yalnizca biri (145 no’lu 6rnek)



Cilt : 32, Sayi : 3

FPLV enfeksiyonu igin asilanmisgdi. FPLV pozitif
orneklerinin yapilan dizi ve filogenetik analiz sonucunda
bir 6rnek Uzakdogu (Cin, Japonya ve Kore) suslari ile
G1 grubunda ve alti adetinin Turkiye ve Portekiz soylari
ile G3 genotipinde yer aldigi gérilda. Calismada G2
genotibi tespit edilmedi (Sekil 1). Referans  sus
(Genbank numarasi: M38246) ile elde edilen saha
orneklerinin kismi VP2 proteini Uzerindeki amino
asitlerin  kargilastinimasi sonucunda degisimler tespit
edildi. 297, 300, 305, 426, 434, 440 ve 445 numaral
rezidilerin korunmus oldugu gérulirken, 311 (D—N) ve
354 (Y—N) numarali amino asit rezidilerinde mutasyon
tespit edildi (Tablo 2).

Tartigsma

Kedi panlékopenisi evcil ve vyabani kedileri
etkileyen oldukga bulasici ve élumcul sonuglari olan bir
hastaliktir (2). Kediler hem FPLV hemde CPV-2
genotipleri ile enfekte olabilirler. FPLV genetik olarak
daha stabil bir yapiya sahip iken, CPV-2 yapisinda
meydana gelen mutasyonlar sonucunda kedilerde de
enfeksiyon olusturan genotipler (CPV-2a/2b/2c) ortaya
cikmistir. FPLV ve CPV-2 genotipleri genetik olarak
yuksek homolojiye sahip olmakla birlikte, VP2 kapsid

proteini diizeyinde birbirlerinden 5 ile 7 aminoasit
farkhhgina sahiptirler. Bu aminoasit degisimleri
dolagimda olan genotiplerin  birbirinden ayrimini

saglamaktadir (7, 8, 17, 18).

Bu galismada, gastroenteritis bulgulari gésteren 16
kediye ait taze digki 6rnegi FPLV varligi agisindan
molekuler dizeyde incelendi. 16 kediden 7(%43)‘sinin
FPLV yonunden pozitif oldugu tespit edildi. Bu kedilerin
yaslari 12 ayin altindaydi. Afyonkarahisar'da yapilan bir
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Sekil 1. FPLV kismi VP2 geninin filogenetik analizi (Bu
calismada elde edilen konsensus dizinler i¢i dolu siyah
eskenar dortgenle belirtiimistir)

Tablo 2. Calismada 6rneklenen kedilerin yil, 6rnek tipi, cinsiyet, irk, asilama durumu ve klinik bulgulari

Ornek Yil Ornek tipi Yas Cinsiyet Irk Asillanma Klinik bulgular
no (ay) durumu
1 2017 Taze digki 3 Disi Karigik Asilanmamis ishal
2 2017 Taze digki 1 Erkek Karigik Asilanmamis Depresyon, Istahsizlik
4 2017 Taze digki 6 Disi Karigik Asilanmamis ishal, istahsizlik
6 2017 Taze digki 4 Erkek Tekir Asilanmamis Kusma, depresyon
7 2017 Taze digki 2 Erkek Tekir Asilanmamis istahsizlik
8 2017 Taze digki 24 Disi Karigik Asilanmamis ishal
9 2017 Taze digki 3 Disi Tekir Asillanmamig ishal
10 2017 Taze digki 12 Erkek Karisik Asllanmamig ishal
12 2017 Taze digki Erkek Ankara kedisi Asllanmamig Depresyon, Istahsizlik
14 2017 Taze digki 4 Disi British shorthair Asilanmamig ishal, istahsizlik
20 2017  Taze diski Erkek iran kedisi Asllanmamig ishal
60 2017 Taze digki 3 Disi Karigik Asilanmamig ishal
71 2017 Taze digki 24 Erkek Karisik Asllanmamig ishal
100 2017 Taze digki 7 Erkek Tekir Asillanmamig ishal
135 2017 Taze digki 2 Disi Tekir Asillanmamig ishal
145 2017 Taze digki 5 Disi Karigik Asilanmis Kusma, depresyon
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galismada (13) FPLV yoninden seropozitif bulunan
kedilerin buydk oranda 2 vyasin altinda oldudu
bildirilmistir. 3 yas ve daha buyuk kedilerde antikor tespit
edilmemistir. Dolasiyla hastalik erken yaslardaki kedileri
daha c¢ok etkilemektedir. Yine c¢alismada cinsiyetler
acisindan  FPLV  pozitif  kediler incelendiginde
4(%57)nun  disi ve 3(%42)Unin erkek oldudu
gorilmustir. Son donemde yapilan calismalarda (13,
20) FPLV’un disi ve erkeklerde gorilme sikhigi arasinda
belirgin bir fark gértilmemistir. Dolasiyla her iki cinsiyette
hastalik gortlme orani benzer olmaktadir. 2015 ile 2016
yillari arasinda Erzurum’da vyapilan bir c¢alismada
kedilerin %10 (5/50)u PZR ile FPLV pozitif olarak
bulunmustur (14). Calismada daha az sayida kedinin
incelenmesine ragmen PZR pozitifligi %43(7/16) olarak
tespit edilmisti. Bu farkliigin nedeni; Mersin'de
Erzurum’a gore iklim gartlarinin iiman olmasi nedeniyle
enfekte kedilerin cevrede daha aktif olmalar diger
kedilerle temas etme olasiliklarini artiriyor olabilir. Bu
durumun nedenlerinin agiklanmasi igin daha ¢ok bireyin,
asilama durumlarinin, kedi populasyonunun ve diger
cevresel faktorlerin incelenmesi faydali olacaktir.

FPLV yoniinden poztif yéniinden bulunan érneklere
ait filogenetik analiz (Sekil 1) sonucunda bir 6rnegin G1
ve alti ornegin ise G3 genotip grubu icinde yer aldigi
gorildi. Yapilan filogenetik analize gore elde ettigimiz
G1 soyu Uzakdogu soylariyla daha yakin iligkilidir. Bu
sonu¢ daha Once yapilan g¢alismalarla (14) uygunluk
gOstermektedir. Bu durumun iki nedeni olabilir; birincisi,
Ulkeler ve kitalar arasindaki hayvan hareketleri viral
etkenlerin yeni cografik alanlarda goriilmesine neden
olmaktadir. Mira ve ark. (19) Tayland ‘dan italya’ya gelen
bir kdpekte Asya kokenli CPV-2c genotipini tespit
etmiglerdir. Yapilan genom analizinde Avrupa soylarinda
olmayan ve Asya soylarinda bulunan amino asit
degisimleri g6zlenmistir. Bir baska c¢alismada ise
Misirda tespit edilen FPLV’lerin %100 oraninda Portekiz
isolatlariyla benzer olduklar tespit edilmistir (20).
Calismada tespit edilen G1 soyunun Ulkemize hayvan
transportuyla veya ticaretiyle gelmis olmasi miumkunddr.
Bununla beraber ulkemizde FPLV’Un molekiler ve
epidemiolojik calismalarinin artmasi ile dolagimda olan
genotiplerin tespit edilmesi ve genomlarinin incelenmesi
daha aydinlatici sonuglar ortaya koyacaktir. ikincisi ise,
CPV-2'nin genomunun hizli evrimlesmesi sonucunda
farkl genotipler ortaya ¢ikmistir. Ancak FPLV genomu
daha stabil bir yapiya sahiptir (14). FPLV’'in VP2 geni
dizeyinde yapilan amino asit analizlerinin referans susla
yapilan karsilastirmalari, bu rezidilerin degismedigini
gOstermektedir. Nitekim calismada elde edilen pozitif
orneklerin referans soyla karsilastirimasi sonucunda
blylk oranda amino asit rezidilerinin korundugu
gorilmustir. Pakistan’da Ahmed ve ark. (21) sahadan
elde edilen FPLV’lerin filogenetik ajacta Portekiz, Giney
Afrika ve Amerika’daki viral soylarla ayni dalda
kimelendigini ve bunun soylar arasindaki yakin atasal
iliskiden kaynaklandigini belirtmislerdir. Bu yakin atasal
iliski virisun genom yapisinin oldukca korunmus
oldugunu da goéstermektedir. Sonug¢ olarak ¢alismada
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elde edilen G1 genotipinin Asya kdkenli soylarla yakin
iliskili ¢ikmasinin  diger bir nedenide FPLV’in
genomunun oldukga stabil olmasi ile agiklanabilir. Bu
durumun daha iyi anlasilmasi igin global olarak daha
fazla Ornegin incelenmesi gerekebilir. Bununla beraber
G3 genotipinde yer alan alti 6rnek ise Avrupa ve Turkiye
soylariyla daha yakin iligkilidir.

Calismadaki aminoasit karakterizasyonu daha
once Turkiye'de rapor edilmemis aminoasit degisimini
gostermistir. Bu degisim 454 (Y—N) numaral rezidide
gOrulmektedir. Bu aminoasit rezidusi kapsid ylzeyinde
bulunan bir nokta oldugu ic¢in virlisun antijenik yapisi
Uzerine etkisi olabilir. Bunun yaninda 311 numaral
aminoasit rezidusinde D—N degisimi gdzlenmistir
(Tablo 1). Bu degisim daha 6nce yapilan calismalarda
bildirilmistir (10). Asi kaynakli enfeksiyonlar, modifiye
canh agsilarin kullanimindan sonra gorilebilir. G3
genotipinde yer alan saha 6rnegi (145 numaral kedi)
FPLV enfeksiyonuna kargi asilanmigtir. Duzenli olarak
asllanan kedilerde FPLV salginlari rapor edilmistir (17,
18). Son dénemde yapilan bir calisma (22) FPLV karsi
asilanmis kedilerin %37’sinde enfeksiyonun olustugunu
gOstermistir. Kedi yavrularinin sahip olduklari maternal
antikorlarinin etkinliginin 16 haftaya kadar uzamasi
yapilan asilamalarin etkisiz kalmasina sebep olabilir.
Diger bir neden ise kapsid proteininde meydana gelen
mutasyonlarin bagisiklik sisteminden kagislara neden
olmasidir (3). Evde barinan kedilerin sahiplerinin ihtiyac
olmadigini dustunerek daha az oranda asilama
yaptirmalarida etkili olmaktadir (20). Calismada pozitif
bulunan yedi 6rnek asi soylarindan (Felocell, Purevax)
farkh gruplar icinde yer almislardir. Sonug¢ olarak asi
kaynakli bir enfeksiyon s6z konusu degildir. Aydin ve
Timurkan (14) yaptiklari calismada tespit ettikleri FPLV
genotipleri asi soylarinin digindaki G1 grubunda yer
almistir. Bir baska calismada (10) G3 genotipleri ve
kopek  kaynakli  enfeksiyon tablosu  kedilerde
bulunmustur. Mersin ilinde yapilan ¢alismada ise G1 ve
G3 genotipleri iginde yer alan FPLV’leri karakterize
edilmistir.

Sonug olarak, sinirli sayida molekiler galismanin
olmasina ragmen yapilan saha calismalar Turkiye'nin
farkh bolgelerinde farkl genotiplerin dolagimda oldugunu
gOstermistir. Calismamizda ise ayni bolgede G1 ve G3
genotipleri ilk olarak bildirilmigtir. Segmentli genoma
sahip virlslarda siklikla tespit edilen reassortment
mutasyonu DNA genoma sahip virtslarda gérilmemekle
birlikte, intramolekiler rekombinasyon olayi ¢ift iplikli
DNA virtslarinda gérilebilir. Dolayisiyla farkli genotipe
sahip bu virlslarin ayni cografyada olmasi bu durumu
akla getirebilir. Bu ylizden molekiler epidemiyolojik ve
genetik galismalar durmadan sirekli devam etmelidir.
Bu sonuglarin 1siginda Tirkiye’de FPLV genotiplerinin
cesitliliginin daha fazla arastinimasi gerekli oldugu
gorilmektedir. Epidemiolojik ve molekiiler ¢alismalarin
isiginda kullanilan asilarin yeniden olusturulmasi ile
asilarin  koruculugunun ve etkinliginin  artinimasi
saglanabilir.
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