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OZET
Feline Koronavirusun (FCoV) Molekiiler Tekniklerle Karsilastirmali Analizi

Feline Koronavirus (FCoV) enfeksiyonu, kedilerde oliimciil Feline Infeksiydz
Peritonit (FIP) hastaligina yol agabilen 6nemli bir viral problemdir. Bu ¢alismanin
amaci, FCoV enfeksiyonunun tanisinda kullanilan iki farkli molekiiler teknigin;
virusun S2 gen bdlgesini hedef alan yeni gelistirilmis Loop Mediated Isothermal
Amplification (LAMP) ve standart nested PCR (nPCR) yontemlerinin tanisal
performanslarii karsilastirmal1 olarak analiz etmektir. Bu kapsamda, 50 FIP siipheli
ve 10 saglikli kediden alinan asites, kan ve rektal siiriintii olmak tizere toplam 60 klinik
ornek her iki molekiiler yontemle analiz edilmistir. Incelenen 60 6rnegin 15’1 (%25)
nPCR ile pozitif bulunurken, LAMP yontemiyle 23 (%38,3) drnekte FCoV pozitifligi
saptanmigtir. Gelistirilen LAMP testi nin, nPCR referans alindiginda tanisal
sensitivitesi %100, spesifisitesi ise %82,2 olarak hesaplanmigtir. Nested PCR’1n
LAMP’e gore sensitivitesi %65,2, spesifisitesi %100 olarak hesaplanmistir. LAMP
testi, nPCR ile pozitif bulunan tiim 6rnekleri dogru bir sekilde tespit etmenin yan sira,
nPCR’mm saptayamadigi 8 ek pozitif vaka daha belirlemistir. Ayrica, testin
kolorimetrik ve florimetrik sonuglarinin tiim 6rneklerde birbiriyle tam uyumlu oldugu
gozlemlenmistir. Sonug¢ olarak, gelistirilen LAMP yontemi FCoV RNA'sinin
saptanmasinda nPCR'a gore iistiin bir sensitivite gdstermis olup, 6zellikle pratik
kolorimetrik formati sayesinde klinik ve saha kosullar1 i¢in nPCR'a kiyasla daha hizls,
hassas ve uygulanabilir bir alternatif olma potansiyeli tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Feline infeksiydz Peritonit, FIP, Feline Koronavirus, FCoV,
Molekiiler Tani, Nested PCR, LAMP.



ABSTRACT
Comparative Analysis of Feline Coronavirus (FCoV) by Molecular Techniques

Feline Coronavirus (FCoV) infection is a significant viral problem in cats, as it can
lead to the fatal disease Feline Infectious Peritonitis (FIP). The aim of this study was
to conduct a comparative analysis of the diagnostic performance of two different
molecular techniques for the detection of FCoV: a newly developed Loop-Mediated
Isothermal Amplification (LAMP) assay targeting the S2 gene region of the virus, and
the standard nested PCR (nPCR) method. For this purpose, a total of 60 clinical
samples—comprising ascites fluid, blood, and rectal swabs from 50 FIP-suspected and
10 healthy cats—were analyzed by both molecular methods. Of the 60 samples
examined, 15 (25%) were found to be positive by nPCR, whereas the LAMP assay
detected FCoV positivity in 23 (38.3%) samples. When nPCR was used as the
reference method, the developed LAMP test was calculated to have a diagnostic
sensitivity of 100% and a specificity of 82.2%. Conversely, when LAMP was
considered the reference, the sensitivity of nPCR was calculated to be 65.2%, with a
specificity of 100%. The LAMP assay correctly identified all samples that were
positive by nPCR and, additionally, identified 8 more positive cases that nPCR failed
to detect. Furthermore, it was observed that the colorimetric and fluorometric results
of the LAMP test were in complete agreement across all samples. In conclusion, the
developed LAMP method demonstrated superior sensitivity compared to nPCR for the
detection of FCoV RNA. Its practical colorimetric format, in particular, suggests that
this assay holds the potential to be a faster, more sensitive, and feasible alternative to
nPCR for clinical and field conditions.

Keywords: Feline Infectious Peritonitis, FIP, Feline Coronavirus, FCoV, Molecular
Diagnosis, Nested PCR, LAMP.
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1. GIRIS

Coronaviridae ailesi, tiirler aras1 bulasma ve yiiksek mutasyon potansiyeli ile
hem insan hem de hayvan sagligini tehdit eden, RNA genomuna sahip 6nemli bir viriis
ailesidir (Peck ve ark, 2015). Son yirmi yilda insanlarda ortaya ¢ikan Orta Dogu
Solunum Sendromu (MERS), Siddetli Akut Solunum Sendromu (SARS) ve 6zellikle
tiim diinyay1 etkisi altina alan COVID-19 pandemisi, bu viris ailesinin kiiresel 6l¢cekte
ne denli ciddi bir risk tasidigini ve bu viriislere kars1 yeni tan1 ve kontrol stratejilerinin
gelistirilmesinin ne kadar hayati oldugunu agik¢a ortaya koymustur (Peck ve ark,
2015; Sweet ve ark, 2022). Bu ailenin bir iiyesi olan Feline Koronavirus (FCoV),
veteriner hekimlik alaninda 6nemli bir yere sahip olup, kedilerde yol actig1 Feline

Infeksiydz Peritonit (FIP) hastalig1 ile dikkat cekmektedir.

FCoV, diinya genelindeki kedi popiilasyonlarinda oldukca yaygin (endemik)
bir patojendir (Addie ve ark, 2009). Genellikle kedilerde sadece hafif ve gegici enterit
tablosuyla veya belirti gostermeden seyreden bu enfeksiyon, viriisiin konak¢i i¢inde
spontan mutasyonlara ugramasiyla dliimeiil bir hastalik olan FIP'e déniisebilmektedir
(Kipar ve Meli, 2014; Pedersen, 2014). FIP, klinik belirtileri ortaya ciktiginda
mortalitesi neredeyse %100 olan, Ozellikle gen¢ kedilerde ve cok kedili yasam
ortamlarinda (barimaklar, kedi evleri) goriilen 6nemli bir hastaliktir (Pedersen, 2014;

Sweet ve ark, 2022).

FiP'in bu &liimciil dogasi, hastaligin erken ve dogru teshisini kritik hale
getirmektedir. Ancak mevcut tan1 yontemleri yeterli degildir ve 6nemli zorluklar
barindirmaktadir. FIP tanisi, canli bir hayvanda tek bir teste dayandirilamaz, bircok
hastalig1 taklit edebilen klinik bulgular1 nedeniyle veteriner hekimler i¢in zorludur ve
karmagik bir siire¢ gerektirir (Hartmann, 2005; Tasker, 2018). Serolojik testler, kediler
arasinda yaygin FCoV maruziyeti nedeniyle FiP'e 6zgii degildir ve tanisal degeri sinirli
kalmaktadir (Tasker, 2018). Kesin tani ise, genellikle invaziv bir yontem olan veya
post-mortem uygulanan immiinohistokimya (IHC) ile lezyonlu dokularda wviral
antijenin gosterilmesine dayanmaktadir (Hartmann, 2005). Bu durum, FIP siiphesi

olan vakalarda, 6zellikle hastalifin erken evrelerinde, veteriner hekimler i¢in biiyiik



bir tanisal zorluk yaratmaktadir. Bu boslugu doldurmak amaciyla, viral niikleik asidi

dogrudan tespit eden molekiiler yontemler 6n plana ¢ikmaktadir.

Standart RT-PCR ve nested PCR gibi yontemler uzun yillardir kullanilmakla
birlikte, zaman alici olmalar1 ve 06zel laboratuvar altyapisi gerektirmeleri gibi
dezavantajlara sahiptir. Son yillarda, bu limitasyonlar1 agmay1 hedefleyen, sonuglari
daha hizli veren ve saha kosullarina daha uygun olan izotermal amplifikasyon
teknikleri gelistirilmistir (Stranieri ve ark, 2017). Bu tekniklerden biri olan Loop
Mediated Isothermal Amplification (LAMP), FCoV tanisinda umut vadeden yeni bir
yaklagim olarak dikkat ¢cekmektedir (Stranieri ve ark, 2017; Tasker, 2018).

Bu tez ¢alismasinin amaci, FIP siipheli kedilerden toplanan cesitli klinik
orneklerde (asites sivisi, kan ve rektal siirlintii) FCoV varliginin tespiti i¢in, viriisiin
S2 gen bolgesini hedef alan 6zgiin tasarimli bir LAMP y6ntemini (hem florimetrik
hem de kolorimetrik) gelistirmek ve bu yontemin tanisal performansini, literatiirde
kabul gormiis standart bir nested PCR yontemi ile karsilastirmali olarak
degerlendirmektir. Calismamizin hipotezi, stratejik primer tasarimi ile optimize edilen
LAMP testinin, nPCR yontemine kiyasla daha yiiksek bir analitik duyarlilik sunacagi

ve FIP tanisinda daha pratik bir alternatif olabilecegidir.



2. GENEL BIiLGILER

Kedilerde olduk¢a yaygin olan Feline Koronavirus (FCoV) enfeksiyonu
genelde ishal gibi hafif bagirsak belirtilerine neden olur. Bununla beraber, FCoV
enfeksiyonlarinin yaklasik olarak %10'luk bir kismi, kediler i¢in dliimciil bir hastalik
olarak tarif edilen Feline Infeksiyoz Peritonit (FIP) ile sonuglanmaktadir (Tasker,

2018).

Feline Infeksiyéz Peritonit (FIP) 1963 yilinda Holzworth’un, bu hastalig1
“kediler i¢in 6nemli bir sorun” olarak tanimlamastyla bilimsel literatiire girmistir fakat
baslangicta FIP’in bulasic1 6zelligi fark edilse de, hastaligin hangi 6zgiil patojenden
kaynakli oldugu o donemde saptanamamistir. Hastaligin  etiyolojisinin
aydinlatilmasindaki énemli gelisme, Ward'in FIP virusu (FIPV) igeren dokulardaki
partikiillerin Coronaviridae ailesi 1lyelerine olan benzerligini fark etmesiyle
gerceklesmistir. 1972 yilinda ise Montali ve Strandberg, FIPV enfeksiyonunun
graniilomatéz (kuru, parankimatdz) veya effiiziv (islak, non-parankimatéz) olmak
tizere iki farkli formda seyredebilecegini ilk kez rapor etmislerdir. Bu temel kesifler,
FIP'in giiniimiizdeki patogenezi, teshisi ve tedavisine yonelik yapilan modern

calismalarin temelini olusturmustur (Pedersen, 2009).

2.1. Etiyoloji

Coronaviridae ailesine ismini elektron mikroskobu altindaki karakteristik
goriiniimii, vermistir. Latincede 'ta¢' veya 'hale' anlamina gelmekte olan corona
kelimesinden tiiretilen bu isim, virionlarin yiizeyinde bulunan projeksiyonlarin
olusturdugu ve gilinesin korona tabakasini andiran imgeye atifta bulunmaktadir.
Standart virolojik taksonomiye uygun olarak, bir virus ailesini tanimlayan "-viridae"
ekinin de eklenmesiyle ailenin tam bilimsel ad1 olusturulmustur (Peck ve ark, 2015;

Woo ve ark, 2023)

Feline Koronavirus'un (FCoV) Uluslararasi Virus Taksonomi Komitesi
(ICTV) tarafindan belirlenen siniflandirma sistemine dayanan giincel taksonomik

konumu su sekildedir. (Tablo 2.1) (ICTV, 2024).



Tablo 2.1. Coronaviridae ailesindeki kedilerde enfeksiyonlara neden olan
coronaviruslarin bulundugu Alphacoronaviruslar1 (ICTV, 2024)

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

Bu sisteme gore FCoV; Nicoviridae takimi icerisinde yer alan Coronaviridae
familyasina ait Orthocoronavirinae alt familyasindaki Alphacoronavirus cinsinin
Tegacovirus alt cinsinde bulunan Alphacoronavirus 1 tiirli  igerisinde

siniflandirilmaktadir (ICTV, 2024).

Feline Koronavirus (FCoV) zarfli ve tek sarmall1 bir RNA virusudur (Pedersen,
2014). Patobiyolojik ozelliklerine gore iki temel biyotipe ayrilan Feline
Koronavirus'in (FCoV), genelde hafif klinik bulgularla sonuglanan formu, Feline
Enterik Koronavirus (FECV) olarak adlandirilir (Leibowitz ve ark., 2011; Sweet ve
ark, 2022). Diger biyotipi FECV’nin spontan mutasyonlarindan meydana gelen feline
infectious peritonitis virustur (FIPV) ve bu etken kedilerde sistemik Feline infeksiyoz
Peritonit hastaligina neden olmaktadir. (Pedersen, 2014; Sweet ve ark, 2022). RNA
virusleri, RNA'ya bagimlt RNA polimerazlarinin (RdRp) kopyalama sirasindaki diisiik
dogrulugu (fidelity) nedeniyle dogalarindan dolay1r yiliksek mutasyon oranlarina

sahiplerdir. Bu da, virus popiilasyonlarinin hizla evrimlesmesine ve yeni konak



tiirlerine adapte olabilen yeni fenotipler gelistirmesini miimkiin kilmaktadir (Peck ve

ark, 2015).
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Sekil 2.1. FCoV genomunun yapisim1i ve farkli RT-PCR testleri tarafindan
hedeflenebilen gen bolgelerini (Spike, M, N, 7b vb.) gosteren sematik goriintii.
(Tasker, 2018)

FCoV'un (Sekil 2.1) konak hiicrelerini enfekte etme ve hastaliga yol agma
kabiliyetinin temelinde, viriisiin ylizeyinden disartya dogru uzanan ve ona 6zgii "tag"
seklini veren Spike (S) glikoproteini bulunmaktadir (Li, 2016). Yaklasik olarak 180
kDa biiyiikliiglinde olan bu protein, virusun konak hiicreye girigini yonetmektedir ve
virolojik olarak S1 ve S2 olmak iizere iki temel alt birime ayrilir (Li, 2016; Tasker,
2018). S proteininin yani sira ii¢ temel yapisal protein daha icerir. Bunlar; viriislin bir
araya gelmesi ve formunu olusturmasinda gorev alan Membran (M) ve Zarf (E)
proteinleri ile viral genomu bir kilif gibi sararak paketleyen Niikleokapsid (N)
proteinidir (Li, 2016; Peck ve ark, 2015). FCoV'un bu yiiksek mutasyon yetenegi, bir
RNA viriisii olmasinin ve genomunu kopyalayan RNA polimeraz enziminin diisiik

dogrulugunun bir sonucudur (Peck ve ark, 2015).
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Sekil 2.2. Koronavirus virion yapisinin sematik goriintiisii (Gao, 2023)
2.2. Epidemiyoloji

Feline Infeksiyoz Peritonit (FiP), diinya ¢apinda hem evcil hem de yabani
kedigilleri hasta eden, ilerleyici ve ¢ogu zaman 6liimciil sonuglar doguran sistemik bir
hastaliktir (Hartmann, 2005). Hastaligin epidemiyolojisi, FCoV'un (Sekil 2.2) olduk¢a
bulasici yayilim dinamikleri ve virusun konakg1 viicuttaki mutasyonunu tetikleyen risk
faktorleri ile sekillenir (Addie ve ark, 2009). FIP kedilerde siklikla gdzlenen ve gok
kedili ortamlarda yasayan kedilerin %90’ min enfekte oldugu bir hastalik etkenidir
(Tasker, 2018).

FCoV enfeksiyonu, diinya ¢apinda yaygin olmakla birlikte neredeyse tiim kedi
popiilasyonlarinda endemik olarak bulunmaktadir (Sweet ve ark, 2022). Kedilerin
yasam kosullar1 ve popiilasyon yogunluguna bagl olarak virusun ne siklikla goriildiigii
biiyiik farkliliklar gosterebilmektedir. Tek basma yasamakta olan kedilerde
seroprevalans %10-50 arasinda degismekte iken ¢ok kedili evler, barmaklar gibi
ortamlarda bu oran %80-100'e kadar cikabildigi sOylenmistir (Hartmann, 2005;
Tasker, 2018). Tasker (2018), calismasinda FCoV ile enfekte kedilerin FiP gelistirme

oraninin yaklasik %5-10'u kadar oldugunu sdylemistir.



FCoV'un baslica bulagsma yolu fekal-oral yoldur. Bu durumda virus, enfekte
kedilerin digkisiyla disar1 atilir ve saglikli kediler tarafindan agiz yoluyla alinir
(Tasker, 2018). Ortak kum kaplari, virusun yayilmasinda kritik bir rol iistlenmektedir.
Virus yayilmasi enfeksiyondan sonraki ilk hafta i¢inde baglamaktadir ve bazi kedilerde
Omiir boyu siirebilmektedir. Bu siirekli virus yayan kediler, popiilasyondaki
enfeksiyonun devamliligi icin ana kaynak olarak degerlendirilmektedir (Foley ve ark,

1997).

Pedersen (2014), yaptig1 calismada vakalarin en ¢ok goriildiigii yas araligini 4-
16 aylik kediler olarak belirtmistir. Yapilan ¢aligmalarda melez kedilerin safkan
kedilere gore FIP gelistirme olasil1ig1 daha diisiik oldugunu ayrica Abyssinian, Bengal,
Birman, Himalayan ve Ragdoll gibi safkan irklarin daha biiyiik risk altinda oldugu
belirtilmistir (Pesteanu-Somogyi ve ark, 2006). Kalitsal yatkinhigin, FIP vakalarmin
yaklagik olarak %50'sinde rol oynadig1 tahmin edilmektedir (Pedersen, 2009).

2.3. Patogenez

Feline Infeksiydz Peritonit (FiP) patogenezi, virus ve konakci arasindaki
karmagik etkilesimlere dayanmaktadir. Bu hastaligin gelisimi, biiyiik 6l¢iide kedinin
bagisiklik yanitinin 6zelliklerine ve giiciine baghdir (Kipar ve Meli, 2014; Sweet ve
ark, 2022). Hastalik, kedilerde sikca rastlanan ve genelde sindirim sisteminde hafif
belirtilerle kendini gosteren Feline Enterik Koronavirus'in (FECV), konakei
organizmasinda internal mutasyona ugrayarak Feline Enfeksiy6z Peritonit Virusii
(FIPV) ad1 verilen patojenik bir forma ddniismesiyle baslar (Pedersen, 2014). Bu
doniisiim, FIP'in gelisiminde dnemli bir rol oynamaktadir ve viruse, hastaligin viicutta
yayilmasint saglayan makrofajlart ve monositleri enfekte etme yetenegi kazandirir

(Rottier ve ark, 2005; Tasker, 2018).

2.3.1. Viral Mutasyon ve Makrofaj Tropizminin Kazanilmasi

Internal mutasyon hipotezi, FIP patogenezinin temeli olarak bilinen bir teoridir
(Vennema ve ark, 1998). Yaygin sekilde bulunan Feline Enterik Koronavirus (FECV)
bu hipoteze gore enfekte kedilerin organizmalarinda ¢esitli mutasyonlar

gecirmektedir. Ozellikle virusun hiicrelere tutunmak icin ihtiya¢ duydugu Spike (S)



proteini bu mutasyonlardan etkilenir ve bu degisiklikler S proteininde virusun hedef
olarak aldig1 hiicre tipini yani hiicre tropizmini degistirmektedir (Rottier ve ark, 2005).
Kan dolasim yollar ile tim viicuda yayilabilen makrofajlar sayesinde virus bu
hiicreleri birer “tasiyic1” veya “Truva at1” gibi kullanabilir olmaktadir ve sistemik bir
enfeksiyona neden olur ayrica bu yontem ile viicudun diger organlarina (karaciger,

bobrekler, merkezi sinir sistemi, gozler vb.) ulasabilmektedir (Kipar ve Meli, 2014).

Bu degisimin sayesinde virus, monositleri ve makrofajlar1 giiclii bir sekilde
enfekte etme yetenegi kazanmaktadir (Pedersen, 2009; Rottier ve ark, 2005; Tasker,
2018).

2.3.2. Immiin Sistemin Rolii ve Hastaligin Sekillenmesi

Kipar ve Meli (2014), yaptiklari ¢alismalarinda FIP’in en hasar verici etkisinin,
viriisiin dogrudan yol a¢tig1 hiicre hasarindan (sitopatik etkiden) ziyade, konagin
viriise karst olusturdugu etkisiz ve asir1 bagisiklik yanitindan kaynaklandigini
belirtmislerdir. Virusa karsi iiretilen antikorlarin hastaligin gelisimini engellemek
yerine daha da kétiilestirmesi FIP patogenezinin en dikkat ¢ekici ydnlerinden biri

olarak belirtilmistir (Pedersen, 2009).

FIPV'ye karsi olusan antikorlar, dogrudan viriis partikiillerine tutunur.
Antikorla kaplanmis bu viriisler, daha sonra makrofaj yilizeyindeki Fc reseptorlerine
baglanir ve bu baglanma sayesinde kolayca hiicre igine alinir (Pedersen, 2009). Bu
olay, "Antikora Bagimli Enfeksiyon Gii¢clenmesi" (ADE) olarak isimlendirilmektedir
ve virusun makrofajlar i¢erisindeki replikasyonunu arttirarak daha siddetli bir hastalik

tablosuna yol agmaktadir (Pedersen, 2009; Sweet ve ark, 2022).

FiP'in temelinde yatan patolojinin vaskiilit yani damar iltihab1 oldugu
belirtilmistir (Sweet ve ark, 2022). Enfekte olan makrofajlar cogunlukla kiiciik
toplardamarlarin etrafinda toplanarak kompleman sisteminin aktive olmasina sebeb
olur ve bolgenin ndtrofil ve lenfosit gibi bagisiklik hiicrelerince zenginlesmesiyle
siddetli bir inflamatuar reaksiyon tektiklenir. Bu tepki, damar duvarlarinda hasara

(nekrotizan flebit) ve plazmanin damar dis ortamina sizmasina yol acar. Hastaligin



1slak formunda viicut bosluklarinda goriilmekte olan protein agisindan zengin bu sivi
plazmanin damar dis ortamima sizmasindan meydana gelmektedir. Bu hiicresel
odaklarin "piyograniilom" adi1 verilen tipik FIP lezyonlarmi meydana getirdigi

sOylenmistir (Pedersen, 2009).

2.4. Klinik Formlarin immiinolojik Temeli ve Detaylar

Feline Infeksiydz Peritonit (FIP) gelisiminde konagin bagisiklik sistemi kritik
bir rol oynar (Kipar ve Meli, 2014). T hiicreleri araciligiyla ortaya ¢ikan etkili bir
hiicresel bagisiklik yanit1, FIP’e kars1 koruyucu bir rol oynarken; bu yanitin zayif veya
yetersiz olmasi hastaligin gelismesine yol agmaktadir (Kipar ve Meli, 2014; Sweet ve

ark, 2022).

Feline Infeksiydz Peritonit (FIP), temel olarak iki ana klinik formda
seyretmektedir. Bunlar islak (effiiziv) ve kuru (non-effiiziv) formlardir (Kipar ve Meli,
2014). FIP'e kars1 gelismis olan bagisiklik yanitinin kalitesi, hastaligin hangi klinik
formda (1slak veya kuru) ortaya ¢ikacagini belirleyen en 6nemli unsurdur (Pedersen,

2009).

2.4.1 Efiisiv Olmayan Form (Kuru Form)

Konagi viruse karsit kisith ancak etkisiz bir hiicresel bagisiklik yaniti
gelistirdigi durumlarda sekillenmekte olan forma Efiisiv Olmayan Form (Kuru Form)
denmektedir (Pedersen, 2009). Bu kismi bagisiklik yaniti, virusun kontrolsiiz bir
sekilde yayilmasmi engelleyerek yaygin vaskiilit ve sivi sizintisini sinirlandirir.
Bununla birlikte viriisle enfekte makrofajlarin ¢evresinde toplanan bagisiklik hiicreleri
organlarin parankiminde daha organize ve kati piyograniilom yapilarinin olugsmasina
yol acar. Bagisiklik sisteminin virusu belirli bir bolgede hapsetme ve sinirlama gabasi

bu lezyonlarin olusumuna sebeb olur (Pedersen, 2009; Rottier ve ark, 2005)

Hastaligin kuru formu genellikle haftalar veya aylar siiren, sinsi ve yavas bir
sekilde ilerleyen kronik bir hastaliktir (Tasker, 2018). Klinik belirtiler, etkilenmis olan

organ veya organ sistemlerine bagli olarak oldukc¢a degiskenlik gosterebilmektedir. Bu



degiskenlikten dolay1 kuru formun tanisini 1slak forma goére daha zor olabilir (Sweet

ve ark, 2022).

Bu formda lezyonlar ¢ok ¢esitli organlar1 etkileyebilir ama 6zellikle merkezi
sinir sistemi (MSS) ve gozler en ¢ok etkilenen bolgelerdir. Kuru form vakalarinin
onemli bir miktarinda norolojik belirtiler gézlemlenmektedir (Kipar ve Meli, 2014;
Sweet ve ark, 2022). Lezyonlar beyin zarlarinda (meningitis), beyin ventrikiillerinin
astarinda (ependimit) ve beyin parankiminde olusabilir (Pedersen, 2009). En ¢ok
gbzlemlenen norolojik belirtiler arasinda ataksi (dengesizlik), nistagmus (goz
titremesi), nobetler, davranis degisiklikleri ve arka bacaklarda fel¢ (paraparezi) yer
alabilmektedir (Tasker, 2018). Beyin-omurilik sivisi (BOS) analizinde genelde
yiikselmis protein seviyeleri ve hiicre sayisi (pleositoz) saptanmistir (Ives ve ark,
2013). Ataksi (dengesizlik), kafa egikligi, nistagmus (goz titremesi), ndbetler ve
davranig degisiklikleri gibi merkezi sinir sistemi bulgular1 sik¢a rapor edilmistir

(Sweet ve ark, 2022; Tasker, 2018).

En sik rastlanan goz bulgular1 arasinda anterior ve/veya posterior uveitis
(g6zlin i¢ katmanlariin iltihab1) ve korioretinit yer almaktadir. Bu durum, iris rengi
degisimine, korneada birikintilere (keratik presipitatlar) ve bulanik bir goriiniime yol
acabilmektedir (Sweet ve ark, 2022; Tasker, 2018). Goziin arka kisminda ise

korioretinit (retina ve koroid tabakasinin iltihab1) goriilebilmektedir (Pedersen, 2009).

Abdominal bolgede fiziksel muayene esnasinda bobreklerde biiylime ve
diizensizlik (renomegali) veya mezenterik lenf dugiimlerinde biiylime palpe
edilebilmektedir (Tasker, 2018). Bu dokular ultrasonografik muayenede kitle benzeri
yapilar olarak goriilebilir (Kipar ve Meli, 2014). Nadiren, deride kasintisiz papiiller

veya nodiillerle karakterize kutandz (deri) lezyonlar da bildirilmistir (Tasker, 2018).

2.4.2. Efiisiv Form (Islak Form)

Hastaligin 1slak formu, konagin virilise kars1 zayif veya etkisiz bir hiicresel
bagisiklik yaniti vermesi durumunda ortaya ¢ikar (Pedersen, 2009). T hiicreleri, viriisle

enfekte olmus makrofajlar etkili bir sekilde yok edemez ve konak giiglii bir hiimoral
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(antikor) yanit gelistirir. Bu slirecte iretilen antikorlar, “Antikora Bagimli
Giliglendirme” (ADE) mekanizmasi aracilifiyla viriisiin  makrofajlara  girisini
kolaylastirmakta ve hastaligin seyrini agirlastirmaktadir (Kipar ve Meli, 2014;
Pedersen, 2009; Sweet ve ark, 2022). Kontrolsiiz viral replikasyon ve asir1 immiin
yamt, FIP patolojisinin temelinde yer alan yaygin ve agir bir damar iltihabi (vaskiilit)
tablosunu tetiklemektedir (Hartmann, 2005; Rottier ve ark, 2005). Hasar goren
damarlardan protein ve fibrin bakimindan zengin plazmanin viicut bosluklarina
sizmast, 1slak form FiP'in en belirgin 6zelligi olan efiizyonlarin olusmasia yol agar

(Pedersen, 2009).

Islak FiP, genellikle hizl1 bir sekilde gelisen ve FIP vakalarmin en yaygin
goriilen tlirli olarak bilinir; baz1 aragtirmalara gore vakalarin %80'ine kadarini
olusturdugu belirtilmistir. Hastaligin seyri ¢ogunlukla birkag giin ya da hafta igerisinde
hizla ilerler ve prognozu oldukga kétiidiir (Tasker, 2018).

S1v1 birikimi en sik karin boslugunda (asites) goriiliir ve bu durum kedilerin
karinlarinda belirgin bir sislige neden olmaktadir. Goglis boslugunda meydana gelen
stv1 birikimi, plevral eflizyon olarak adlandirilir ve bu da solunum giigliigiine, yani
dispneye yol acabilir (Pedersen, 2009). Ayrica, perikardiyal boslukta (kalp zari
cevresinde) veya erkek kedilerde testisleri ¢evreleyen tunikalarda da sivi birikimi
gozlenebilir, ancak bu durumlar daha seyrektir (Tasker, 2018). Genel klinik bulgular
arasinda tedaviye yanit vermeyen dalgali ates, istahsizlik (anoreksi), kilo kayb1 ve
belirgin letarji (durgunluk) yer alabilmektedir (Riemer ve ark, 2016; Sweet ve ark,
2022).

Bu s1v1 tipik olarak saman sarisi renginde, berrak veya hafif bulanik, viskoz
(yumurta aki kivaminda) ve yapiskan bir yapidadir (Kipar ve Meli, 2014). Diisiik
Albumin/Globulin orani (<0,4) ve yiiksek protein icerigi (3,5 g/dL) ile karakterizedir
(Norris ve ark., 2005). Rivalta testi gibi basit testler, sivinin bu eksudat (iltihapl s1v1)

niteligini dogrulamada yardimei olabilir (Sweet ve ark, 2022).

Efiizyonun yani sira, 1slak form FIP vakalarinda sarilik (ikterus) sikca

karsilagilan bir bulgudur ve bu genellikle serum bilirubin seviyelerindeki artistan
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kaynaklanir (Norris ve ark, 2005). Nekropsi bulgularinda ise, karin ve gogiis
organlarinin serozal ylizeylerinde (dis zarlarinda) fibrin iplik¢ikleriyle birlikte, kiigiik

beyaz-gri renkli piyograniilomatdz odaklar gézlenmektedir (Pedersen, 2009).

2.5. Tam

FiP tanisi, veteriner hekimligin en zorlu alanlarindan birini olusturur; bir
hayvanda hastalig1 kesinlikle dogrulayacak tek bir test bulunmamaktadir (Hartmann,
2005; Sweet ve ark, 2022). FiP’in klinik belirtileri ve laboratuvar bulgular1 birgok
baska hastalikla (6rn: lenfoma, toksoplazmoz, sistemik mantar enfeksiyonlari,
lenfositik kolanjit) karistirilabilen "taklit¢i" bir hastaliktir. Bu sebeble ne yazik ki tani
slireci yalnizca bir test sonucuna indirgenemez. Bunun yerine, bir ¢ok bulgunun bir
araya getirilmesiyle olusturulan kapsamli bir kanitlar setine dayanir. Bu biitiinsel
yaklasim, hayvanin anamnezi, fiziksel muayene bulgulari, klinikopatolojik, virolojik
ve molekiiler testlerin dikkatlice degerlendirilmesi sayesinde tamamlanabilir (Tasker,

2018).

2.5.1 Klinik, Patolojik ve indirekt Tam1 Yaklagimlari

Pedersen (2014), yaptig1 calismasinda FIP siiphesi, ¢ogunlukla 4-36 aylik
kedilerde, kedi evleri veya barmaklar gibi kedi sayisinin ¢ok oldugu yerlerden gelen,
antibiyotiklere yanit vermeyen inatci ve atesi belirli araliklarla yiikselip normale dénen
bir kedi dykiisii ile ortaya cikar ayrica karinda siskinlik (asites), solunum giicliigii
(plevral eflizyon), sarilik, uveitis veya cesitli norolojik belirtiler bu silipheyi

kuvvetlendirir demistir.

FiP’in sistemik inflamatuar karakterini hematoloji ve serum biyokimyas1 gibi
temel bulgular ortaya koymaktadir. En yaygin gozlenen bulgular arasinda, hastaligin
kronik dogasina bagli gelisen non-rejenaratif anemi, belirgin lenfopeni ve nétrofili yer
almaktadir (Hartmann, 2005; Riemer ve ark, 2016). Biyokimyasal incelemelerde ise,
tipik olarak hipoalbuminemi ile birlikte seyreden poliklonal hiperglobulinemi 6ne
cikmaktadir (Pedersen, 2014; Riemer ve ark, 2016). Genis kapsamli bir retrospektif
calismada, FIP vakalarmin %89’unda hiperglobulinemi ve %64,5inde

hipoalbuminemi bildirilmistir (Riemer ve ark, 2016). Bunun dogal sonucu olarak,
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Albumin/Globulin (A/G) oraninin 0,4’{in altina inmesi, FIP tanis1 i¢in yiiksek diizeyde
anlamli kabul edilmektedir (Norris ve ark, 2005). Ayrica hastaligin 1slak formunda,
karaciger enzimlerinde belirgin bir artis olmaksizin goriilen hiperbilirubinemi de

karakteristik bir bulgu olarak tanimlanabilir (Riemer ve ark, 2016).

Islak FiP siiphesinde, efiizyon sivisinin elde edilmesi tan1 i¢in olduk¢a 6nemli
bir adimdir. Bu sivinin analizi i¢in Rivalta testi (Sekil 2.3) uygulamak pratik bir
yaklagimdir (Tasker, 2018). Pozitif bir Rivalta testi, sivinin protein acisindan zengin
bir eksudat oldugunu gostermektedir ve %93 gibi yliksek bir negatif prediktif degere
sahiptir (Fischer ve ark, 2012).

Sekil 2.3. Pozitif rivalta testi. (Tasker, 2018)

Biyokimyasal analiz genellikle sivinin yiiksek protein igerigini (35 g/L)
gosterirken, sitolojik incelemede diisiik hiicresellik (<5000 hiicre/uL) ve baskin olarak

makrofajlar ile non-dejeneratif notrofillerin goériilmesi tipiktir (Hartmann, 2005).

2.5.2. Dogrulayici, Virolojik ve Molekiiler Tam Yaklasimlar

FiP’in kesin ve giivenilir tanisi, etkilenen dokulardan alman biyopsi
orneklerinin incelenmesine dayanmaktadir (Hartmann, 2005; Paltrinieri ve ark, 1999).
Histopatolojik olarak, lezyonlar damarin c¢evresinde bulunan piyograniilomlar

seklinde ortaya c¢ikar (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Efiisiv olmayan form FIP olgusunda, bébrek parankimindeki tipik
piyograniilomatdz lezyon. (Pedersen, 2009)

Taninin kesinlesmesi bu lezyonlar i¢indeki makrofajlarda FCoV antijeninin,
spesifik monoklonal antikorlar (6rn: FiPV3-70) kullamlarak immiinohistokimya
(IHC) ile gosterilmesiyle olur (Sekil 2.5). Bu test oldukc¢a 6zgiil olsa da, invaziv olmasi

veya genellikle post-mortem uygulanmasi en biiyiik kisitlamasidir (Hartmann, 2005).

Sekil 2.5. Bir piyograniilom i¢indeki makrofajlarda FCoV antijeninin immiinofloresan
boyama ile parlak yesil renkte pozitif olarak saptandigini gosteren mikroskobik
goriintli (Pedersen, 2009)

FCoV antikor testleri (IFA, ELISA), bir kedinin FiP’e sahip oldugunu kesin

olarak belirtmez. Bu testler yalnizca kedinin FCoV ile karsilagtigini
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gosterebilmektedir. Ozellikle ¢ok sayida kedinin bulundugu ortamlarda yasayan
saglikli kedilerin biiyiik bir kismi1 zaten seropozitif durumdadir. Bu sebeble antikor

testleri FIP tanis1 koymak icin yeterince giivenilir degildir (Tasker, 2018).

Giiniimiizde FIP siiphesinde en giiclii kanitlar1 sunan ydntemler, viral niikleik
asit tespitine dayanan molekiiler tekniklerdir (Tasker, 2018). Orneklerde viriisiin
genetik materyali olan RNA'y1 belirlemek i¢in ters transkriptaz PCR (RT-PCR)
yontemi kullanilir. FCoV genomu iizerindeki farkli gen bolgeleri (6rn: 7b geni, M geni
veya S geni) hedeflenebilir (Sekil 2.1). RT-PCR testleri, viriisiin replikasyonu
sirasinda bol miktarda {iretilen subgenomik mRNA'lar1 da saptayabilen ve 3' ucuna
yakin M veya N genlerini hedefleyen primerler kullandiginda bu testler daha hassas
sonuglar verebilmektedir. Bu testler FCoV'u saptar ancak FIPV ve FECV arasinda
ayrim yapamamaktadir (Sangl ve ark, 2020; Tasker, 2018).

RT-PCR'nin tanisal degeri en fazla olan orneklerdir. Efiizyon veya BOS
stvisinda FCoV RNA'sinin tespit edilmesi, 6zellikle yiiksek viral yiik durumunda, FIP
acisindan oldukea kuvvetli bir kanit olarak goriilmektedir. Calismalar, bu 6rneklerde
testin Ozgiilliigiiniin %100’e yakin olarak olciildiigiinii gdstermektedir (Doenges ve
ark, 2016; Longstaff ve ark, 2017). Buna karsilik kanda (serum, plazma veya
16kositler) RT-PCR uygulanmasi FIP tanis1 i¢in giivenilir kabul edilmemektedir. FiP'li
kedilerde viremi her zaman saptanamayabilir ve saglikli FCoV tasiyicisi kedilerde de
gecici viremi goriilebilmektedir (Can-Sahna ve ark, 2007). Diskida RT-PCR yapilmasi
FIP tanisi igin anlamli degildir ve kedinin o donem FCoV sagtigin1 gdstermektedir
(Pedersen, 2009). Son donemlerde, klinik ortamlarda daha hizli sonuglar elde etmeyi
hedefleyen LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification) gibi yeni yontemler
ortaya ¢ikmistir (Stranieri ve ark, 2017; Tasker, 2018).

FIP tanisinda molekiiler yontemlerin en gelismis ve en ¢ok tartisilan alani,
virlistin genetik yapisindaki belirli degisikliklerin incelenmesine yoneliktir. Bu
incelemelerin odak noktasinda viriisiin konak hiicreye girisini ve hiicre tropizmini
belirleyen Spike (S) glikoproteini yer almaktadir (Li, 2016). S proteini, virusun konak
hiicreye girisini yoneten kilit bir yapidir ve reseptdr tanimadan sorumlu S1 ile

membran fiizyonundan sorumlu S2 alt birimlerinden olusur. Virusun hiicreye

15



girebilmesi igin, S1/S2 birlesme noktasinda ve S2 alt birimi i¢indeki S2' fiizyon
peptidinin baginda olmak iizere iki ayr1 bolgede proteolitik olarak pargalanmasi biiyiik
bir dneme sahiptir (Longstaff ve ark, 2017). FIP patogenezinin, zararsiz FECV'nin S
geninde meydana gelen mutasyonlarla basladigi ve bu mutasyonlarin viriise
makrofajlar1 enfekte etme yetenegi kazandirdigi diisliniilmektedir (Rottier ve ark,
2005). Bu baglamda, S proteinin flizyon peptidini kodlayan bolgedeki M1058L ve
S1060A gibi spesifik amino asit degisikliklerinin, FIP'e 6zgii birer "molekiiler imza"
olabilecegi hipotezi ortaya atilmistir (Chang ve ark, 2012). Sonrasinda gergeklestirilen
incelemelerde bu mutasyonlarm FiP hastaligina 6zgii olmadigini, viriisiin bagirsak
disina ¢ikip sistemik olarak yayilma yetenegi ile baglantili oldugunu gostermistir. Bu
mutasyonlar sistemik FCoV enfeksiyonu olan anca FIP gelisimi gozlenmeyen saglikli
kedilerde de bulunabildigi sdylenmistir (Porter ve ark, 2014). Bu sebeble, Spike geni
mutasyon analizi tek basina FIP tanis1 koyduramamaktadir ve RT-PCR'a ek olarak
yapilmasinin tanisal faydasi kisithdir. Bir ¢alismada, FCoV RNA's1 tespit edildikten
sonra yapilmis olan mutasyon analizinin taninin dogrulugunu belirgin bir sekilde
artirmadig1, aksine diislik viriis yilikii gibi faktorler nedeniyle testin hassasiyetini

diisiirebilecegi gosterilmistir (Felten ve ark, 2017).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerecler
3.1.1. Ornekler

Bu c¢alismada, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi (MAKU) Hayvan
Hastanesi'ne getirilen toplam 60 kediden (50'si klinik olarak Feline Infeksiyoz
Peritonit siipheli ve asisiz, 10'u saglikli) toplamda 25 adet asites sivisi, 23 adet kan
ornegi ve 12 adet rektal siiriintii temin edilmistir. Ornekler test edilinceye kadar —80°C
derin dondurucuda saklanmustir. Ornekleme calismalar;, her yas araligindan,
cinsiyetten ve irktan olusan kedilerden yapilmistir (Tablo 3.1). Ornekler test edilinceye
kadar -80°C derin dondurucuda saklanmistir. Calisma igin etik kurul belgesi Burdur
Mehmet Akif Ersoy Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan 29.11.2023 tarih ve 1223 sayili kararinca alinmistir.

Tablo 3.1. Orneklenen kedilerin 1rklara gore dagilinmi

Irk Cinsiyet Yas (ay) Adet
Melez Erkek (6-48) 17
Melez Disi (3-48) 13
Ankara Erkek (6-18) 2
Ankara Disi (7-36) 3
Scottish cat Erkek (3-36) 6
Scottish cat Disi (6-24) 3
British cat Erkek (3-48) 4
British cat Disi (5-48) 7
Van Erkek (7-36) 3
Van Disi (6-24) 2
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3.1.2. PCR Materyalleri
3.1.2.1. Kontrol Viruslar

FCoV PCR testleri i¢in pozitif kontroller hedef gen fragmentleri
SUGENOMIK BIYOTEKNOLOJi firmasma (Ankara) sentetik olarak sentez

ettirilmistir ve bu sentetik fragmentler testlerde pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

3.1.2.2.Viral RNA izolasyonu

3.1.2.2. Total RNA izolasyonu igin ticari trizol soliisyonuna (GeneAll®
RiboExTM, Giiney Kore) ek olarak kloroform (Sigma, ABD), izopropil alkol (Sigma,
ABD) ve etanol (Sigma, ABD) gibi saf kimyasallar kullanildi. Ticari firmanin 6nerdigi
RNA ekstraksiyon prosediirleri sogutmali santriifiij (Hettich, Almanya) ile yiiriittildi.

3.1.2.3. cDNA Sentezi

Izole edilen viral RNA’lardan cDNA elde edilmesi amaciyla ticari bir kit olan
ABScript III RT Master Mix for qPCR (Katalog No: RK20428; ABclonal, Gliney

Kore) kullanilmigtir.

3.1.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu amacla A.B.T.TM 2X PCR MasterMix (with BlueDye) (A.B.T. Laboratory
Industry, cat no: P01-02-05; Tirkiye) kullanildi. Kitin igeriginde; soliisyonlar sirasiyla
5X Green Go Taq Flexi Buffer, MgCl12 (25mM), dNTP (10mM), Go Taq Flexi DNA

Polymerase bulunmaktadir. PCR mixi test prosediiriine gore hazirlandu.

3.1.2.5. Primerler

Saglikl1 ve FIP siipheli asisiz kedilerden toplanan rektal siiriintii, kan, asites
ornekleri de FCoV varligimin nested yontemi ile belirlenmesinde kullanilan
primerlerin dizilimleri, segildikleri gen bolgesi ve PCR {irlinlerinin bant biiyiikliikleri

asagidaki tabloda belirtilmistir (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. Nested PCR ¢alismalarinda kullanilan primerler (Herrewegh ve ark. 1995).

Hedef Sekans Uriin Fragment
Virus Biiyiikliigii
P205 5'-
(Forward) GGCAACCCGATGTTTAAAAC
TGG-3'
FCoV
(1 .Round) P211 5 223 bp
(Reverse) CACTAGATCCAGACGTTAGC
TC -3'
P276 5'-
(Forward) CCGAGGAATTACTGGTCATC
FCoV Gl
(2.Round) P204 51 177bp
(Reverse) GCTCTTCCATTGTTGGCTCGT
C3'

3.1.3. LAMP Materyalleri

Tez calismasinda kullanilan kolorimetrik ve florimetrik LAMP teknigi
SUGENOMIK BIYOTEKNOLOIJI firmas: ile birlikte tasarlanmis ve gelistirilmistir.

Tamami ile bu ¢aligsma i¢in gelistirilmis 6zgiin bir tekniktir.

3.1.3.1. LAMP Primerleri

Calismada kullanilan LAMP primerleri 6zgiin  olarak SUGENOMIK
BIYOTEKNOLOII firmas: ile birlikte tasarlanmistir. FCoV *un S2 gen bolgesini
hedef alan 1ii¢ cift primer dizayn edilmistir. Gelistirilen FCoV LAMP primerleri
asagidaki tabloda sunulmustur (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Gelistirilen FCoV LAMP primerleri (S2 gen bolgesi)

Primer Ad1  Niikleotid Dizisi (5'-3")

F3 GCTCTATCTGCACAAGCA

B3 ACTAATTGCACGTCTGTCA

FiP CCGTGTGATTTACAAACTCAAACATTAACGATGAAATA
GTTGGAGCT
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Tablo 3.3. (Devam) Gelistirilen FCoV LAMP primerleri (S2 gen bolgesi)

BIP CACGTAGGTCAACAGTCGAAACACGATGTGTCATTATT
CCACTT
LB GTACAAACCTACACTATGCCGCA

3.2. Yontem
3.2.1. Rektal Siiriintii Orneklerinin ve Asites Sivisinin Hazirlanmasi

Numuneler, steril ticari siirlintii cubuklar1 kullanilarak icerisinde antibiyotikli
PBS bulunan tiipler igerisine toplanmistir. Asites sivisi ise, akiskan ise direk olarak
ekstraksiyonda kullanildi; yogun ise, yogunluguna goére 1/2-1/4 oraninda PBS ile
sulandirilmistir.  Karistirier kullanilarak iyice homojenlestirildi ve ardindan tiim sivi,
steril 2 ml'lik mikrotiiplere aktarilmigtir. Santrifiij islemi, +4 °C'de 3000 devirde 20
dakika stiresince gergeklestirilmistir. Elde edilen supernatanlar, niikleik asit

ekstraksiyonu yapilana kadar -80 °C'de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

Kedilerden jugular venden alinan periferik kan Ornekleri, etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA) igeren tiiplere toplanmistir. Bu kan Ornekleri, 2000
devir/saniye hizinda 10 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Lokosit tabakas1 ayrildi ve
steril 2 ml'lik tiiplere, icerisinde Biochrom marka Phosphate-Buffered Saline (PBS)
bulunan mikrotiiplere aktarildi. Sonra, 4°C 'de 10 dakika siireyle 2000 devir/saniye
hizinda tekrar santrifiij edildi. Dipte biriken l6kositler tekrar toplanmis ve ilizerlerine
PBS eklenerek 2000 devir/saniye hizinda 10 dakika siireyle 4°C 'de yeniden santrifiij
edildi. Bu islem bir kez daha tekrarland1 ve dipte kalan 16kositlerin {izerine 1 ml
antibiyotikli PBS ilave edildi. Lokosit drnekleri niikleik asit ekstraksiyonu yapilincaya
kadar -80 °C’de stoklanmustir.

3.2.3. RNA izolasyonu

Viral niikleik asit izolasyonu Riboex Total RNA isolation solution (GeneAll®,
cat no: 301-001; Giiney Kore) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu soliisyon ile
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inokulumlardan viral RNA ekstrakte edilmistir. Bu amacla -80°C’ de saklanan

inokulumlar ¢ikarilmis ve ¢ézlinmesi i¢in oda 1sisinda bekletilmistir. Kit prosediiriine

gore RNA ekstaksiyonu yapilmistir. Buna gore;

(O8]

e S A

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.

Her bir inokulumdan 250ul alinarak steril ependorflara alindi.
Ependorflara 750l trizol solusyonu eklendi.

Ependorftaki karisimlar 5 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi ve -80°C’de
donduruldu.

Dondurulmus karisimlar oda 1sisinda ¢ozdiirtildii.

Ependorflara 200ul chloro

form ilave edildi ve 15sn ¢alkalandiktan sonra 2dk oda 1sisinda inkiibe edildi.
Ependorflar +4°C’de 12.000 x g’de 15 dk sanrifiij edildi.

Akuatik faz temiz ependorflara alindi.

Ependorflarin tizerine 500ul isopropanol eklendi ve 10dk oda 1sisinda inkiibe
edildi.

Ependorflar +4°C’de 12.000 x g’de 10 dk sanrifiij edildi.
Supernatantlar atild1.

Peletlerin iizerine 1000ul %75’lik etanol eklendi ve vortexlendi.
Ependorflar +4°C’de 7500 x g’de 5 dk sanrifij edildi.

Supernatantlar atildi.

Ependorflar +4°C’de 7500 x g’de 5 dk sanrifiij edildi.

Supernatantlar atildi.

Peletler 5-10 dk kurumaya birakildi.

Ependorflara 30ul RNase-free su ilave edildi ve blok 1siticida 58°C’de
¢Ozdurildi.

Viral niikleik asit ekstraktlari testin yapilacagi zamana kadar -80°C’de

saklanmustir.

3.2.4. cDNA Sentezi

RNA o6rneklerinden cDNA sentezi, kullanilan ticari kitin (ABScript III RT

Master Mix for qPCR) prosediiriine uygun olarak gergeklestirilmistir. Reaksiyon

karigimi ve 1s1l dongii kosullar1 asagida belirtildigi sekilde uygulanmastir.
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Tablo. 3.4. ¢ DNA sentezi kit bilesenleri

Bilesenler Miktar
5X ABScript III RT Mix* 400 uL
Niikleazsiz Su 2x1,25mL

Tablo. 3.5. c DNA sentezi reaksiyon karigimi

Master Miks (Her bir ornek icin) Miktar

5X ABScript III RT Mix 4 uL
Toplam RNA 10pg—1pug
Niikleazsiz Su lul

Toplam 20pl

Tablo 3.6. c DNA sentezi i¢in 151 dongtileri

Sicaklik (C) Zaman (dk)
55 15

85 5

4 Bekletme

3.2.5. Nested Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Nested PCR)
3.2.5.1. Nested PCR Birinci Asama

Sentezlenen DNA’lar template olarak nested PCR’1in birinci asamasinda
kullanilmistir. Test prosediiriin den asagida bahsedilmistir. Her bir 6rnek i¢in Sul
RNA’nin {izerine belirtilen sekilde hazirlanan PCR reaksiyon karisimindan 15ul ilave
edilmistir (Tablo 3.7). PCR i¢in belirtilen sicaklik, zaman ve siklus sayisi
uygulanmistir (Tablo 3.8).
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Tablo. 3.7. PCR Mix karisimi1 Master Miks

Master Miks (Her bir ornek icin) Miktar
PCR PreMix 10ul
RNA Sul
Primer F (10pmol) Tul
Primer R (10pmol) Tul
RNase-free su 3ul
Toplam 20pl

Tablo 3.8. PCR i¢in Is1 dongiileri

Sicaklik (C) Zaman (dk) Siklus
45 30 1

94 5 1

94 1 40

55 1 40

72 1 40

72 1 5

3.2.5.2. Nested PCR ikinci Asama

Nested PCR Ikinci Asama FCoV i¢in; Nested PCR’1n birinci asasindan alinan
PCR iiriinleri ile Nested PCR’1n ikinci agamasi i¢in Tablo. 3.7°de belirtilen karisim

hazirlanmis ve Tablo 3.8°de belirtilen sicaklik, zaman ve siklus sayisi uygulanmistir.

3.2.6. LAMP Reaksiyon Calismalari

LAMP mastermiks ve primer miks bilesenlerinin optimum konsantrasyonunun
belirlenmesi amaciyla oncelikle, literatiirde kabul gormiis primer konsantrasyonlari
dikkate alinarak 10X konsantrasyonda primer miks bileseni elde edilmistir. Tablo
3.9°de gosterildigi gibi F3, B3, FiP, BIP, LF ve LB primerlerinin konsantrasyonlari
optimize edilmistir. FCoV’un tespitinde yararlanmak iizere hazirlanilan tiim primer

setleri i¢in ayn1 miktarlar kullanilmistir. Laboratuvarimiza liyofilize halde gelen

23



primerler konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde sulandirildiktan sonra belirli
hacimlerde karigtirllmiglardir. Primer miks bileseni i¢in kullanilan primerler ve

kullanilan miktarlar Tablo 3.9’da gosterilmistir.

Tablo 3.9. Primer miks bileseni i¢in kullanilan primerler ve kullanilan miktarlar

LAMP Ik Kullanilan IOX Primer Miks Master Miks
Primer Konsantras Hacim Icerisindeki Icerisindeki
Adr yon Konsantrasyon Konsantrasyon
F3 100 uM 1,25 ul 2 uM 0,2 uM
B3 100 uM 1,25 ul 2 uM 0,2 uM
LB 100 uM 5ul 8 uM 0,8 uM
FIB 100 uM 10 pl 16 uM 1,6 uyM
BIP 100 uM 10 pul 16 uyM 1,6 uM
ddH>O - 35 ul - -

LAMP calismalarinda, BST DNA polimeraz, reaksiyon tampon c¢ozeltisi,
dNTP, LAMP 6zgiin primerler, boya ve magnezyum siilfat tek bir mastermiks olarak
formiilize edilmistir. LAMP ¢alismalarinda floresan oOl¢limlerde kullanilan master
miks bilesenleri Tablo 3.10°da LavaLAMP™ DNA (LGC Biotechnology, Cat No:
30096-1 ve 30076-1), ANTP (Thermofisher, Cat No: R0180) ve Green Fluorescent
Dye (LGC Biotechnology, Cat No: 30078-1) komponentleri kullanilarak optimize

edilmistir.
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Tablo 3.10. Florimetrik ve kolorimetrik LAMP master miks igerisinde kullanilan

komponentler
Bilesen Baslangic Hacim Son
Konsantrasyonu Konsantrasyon
10X BST3 Buffer 10X 2,5 ul 1X
BST 3 Pol DNA Enzyme 8 U/ul 1 ul 0,32 U
Magnesium Sulfate 100 mM 1,25ul 5SmM

dNTP Miks 2,5 mM (each) 8 ul 0,8 mM
Green Fluorescent Dye 50X 0,5 ul 1X
(florimetrik) veya Neutral red

(kolorimetrik, kolorimetrik test

icin malachite green boyasi da

degerlendirilmistir)

ddH20 - 425ul -
TOPLAM 17,51 -

LAMP reaksiyonu i¢in gereken bilesenler literatiirde kabul gormiis

konsantrasyonlar dikkate alinarak elde edilmistir. LAMP bileseni i¢in kullanilan

primer miks, master miks ve kullanilan viral DNA miktarlar1 Tablo 3.11‘de

gosterilmigtir. LAMP testi, 65 °C’de 45 dakika siireyle inkiibe edilerek uygulanmis ve

her 60 saniyede bir FAM okuma 6l¢iimii alinmistir.

Tablo 3.11. LAMP bilesenleri

LAMP/LAMP Bileseni Hacim
LAMP Master Miks 17,5 ul
Primer Miks 2,5
Viral RNA S5ul
Toplam 25l
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4. BULGULAR
4.1. Nested PCR Bulgular

Calismada incelenen toplam 60 kediye ait 6rneklerin nested PCR ile analizi
sonucunda, 15 ornekte (%25) FCoV RNA's1 pozitif olarak saptanmistir. Pozitiflik
saptanan bu O6rneklerin 9’unun asites sivisi, 5’inin rektal siirlintii ve 1’inin ise kan
ornegi oldugu belirlenmistir. Asagida, nested PCR jel goriintiileri (Sekil 4.1) ve nested
PCR test sonuglari (Tablo 4.1) kolorimetrik ve florimetrik LAMP sonuglari ile birlikte

verilmektedir.

1 20 3Em4ms 6 7 8 9 10 11 1238
PK NK

6E/ a8 O 108 115AI2818
PK NK

Sekil 4.2 iki pozitif asites 6rnegine ait Nested PCR 2. raund jel resmi
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Tablo 4.1. Nested PCR kolorimetrik ve florimetrik LAMP test sonuglar1

FIP Siipheli Nested Florimetrik Kolorimetrik
Hayvanlar PCR Lamp Lamp

1 - - -
2 - - -
3 - - -
4 + + +
5 - - -
6 - - -
7 + + +
8 - - -
9 - - -
10 - - -
11 + + +
12 - - -
13 - + +
14 + + +
15 - - -
16 + + +
17 - - -
18 + + +
19 + + +
20 - - -
21 - - -
22 - - -
23 - - -
24 - + +
25 - - -
26 + + +
27 - + +
28 + + +
29 - - -
30 - - -
31 + + +
32 - - -
33 - + +
34 + + +
35 - - -
36 - - -
37 - + +
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Tablo 4.1. (Devam) Nested PCR kolorimetrik ve florimetrik LAMP test
sonugclari

38 - - -
39 -
40 +
41 - - -
42 - - -
43 +
44 -
45 - - -
46 + + +
47 - - -
48 + + +
49 - - -
50 + s +
51 - - -
52 - - -
53 - - -
54 - - -
55 - - -
56 - - -
57 - - -
58 - - -
59 - - -
60 - - -

Sonuglara gore Nested PCR’1in LAMP’e gore sensitivitesi %65,2, spesifisitesi
%100 olarak belirlenmistir Ayrica, LAMP testinin kolorimetrik ve florimetrik
formatlarinin sonuglari paralel bulundugundan, Sensitivite ve Spesifisite tablolarinin
sunumunda tekrardan kaginmak ve verileri daha sade bir sekilde yansitmak amaciyla,
her iki yontemin bulgular birlestirilerek tek bir "LAMP" baslig1 altinda sunulmustur
(Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Nested PCR’1n LAMP’e gbre Sensitivite ve Spesifisite oranlari

LAMP
+ - Toplam  Sensitivite Spesifisite
Nested + 15 ) 15
PCR
} 8 37 45 %65,2 %100
Toplam 23 37 60

4.2. Florimetrik LAMP Sonugclari

FIP siipheli asis1z ve saglikli toplam 60 kediye ait 6rneklerin florimetrik LAMP
teknigi ile analizi sonucunda, toplam 23 6rnekte (%38,3) FCoV RNA's1 pozitif olarak
saptanmistir.Pozitif bulunan bu 6rneklerin 12'si asites sivisi, 8'1 rektal siiriintii ve 3'l
kan ornegidir. Ayrica, LAMP ile pozitif saptanan bu 23 6rnegin 15'inin nested PCR
ile de uyumlu olarak pozitif sonug verdigi goriilmistiir. Asagidaki gorselde (Sekil 4.3)

florimetrik LAMP sonuglar1 sunulmaktadir.

Sekil 4.3. Florimetrik FCoV LAMP Sonucu
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4.3. Kolorimetrik LAMP Sonuclar

Kolorimetrik LAMP teknigi ile toplam 60 6rnek incelenmistir. Elde edilen
sonuglarin, florimetrik LAMP testi bulgulariyla tamamen uyumlu oldugu gortilmiistiir.
Bu dogrultuda, incelenen 60 6rnegin 231 (%38,3) FCoV yoniinden pozitif olarak
tespit edilmistir. Her iki testle ayni Ornekler FCoV yoniinden pozitif olarak
bulunmustur (Tablo 4.1). Asagidaki gorsel (Sekil 4.4) kolorimetrik olarak yapilan
LAMP sonuglarini gostermektedir.

Sekil 4.4. Kolorimetrik FCoV LAMP Sonucu

LAMP testi sonucu elde edilen LAMP firtinleri agorose jel de yiiriitiilerek
saglamas1 yapilmistir. Asagida verilen jel goriintiisti (Sekil 4.5) ve yukarida verilen
(Sekil 4.4) kolorimetrik LAMP gorseli incelenecek olursa sonuglar paralellik

gostermektedir.
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M c34 c45 c46 c47 c47.2 PK NK

Sekil 4.5. LAMP {iriinleri agoroz jel goriintiisii

Sonuglara gore LAMP’in Nested PCR’a gore sensitivitesi %100, spesifisitesi
%82,2 olarak bulunmustur. Ayrica, LAMP testinin kolorimetrik ve florimetrik
formatlarinin sonuglar1 paralel bulundugundan, sensitivite ve spesifisite tablolarinin
sunumunda tekrardan kaginmak ve verileri daha sade bir sekilde yansitmak amaciyla,
her iki yontemin bulgular: birlestirilerek tek bir "LAMP" baglig1 altinda sunulmustur.
(Tablo 4.2).

Tablo 4.3. LAMP’in Nested PCR’a gore Sensitivite ve Spesifisite oranlari

Nested PCR
+ - Toplam  Sensitivite Spesifisite
+ 15 8 23
LAMP i 0 37 37 %100 %822
Toplam 15 45 60
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5. Tartisma

Bu ¢alismada, Feline Koronavirus’un (FCoV) molekiiler tanisinda, viriisiin S2
gen bolgesine 6zgii tasarlanan bir Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP)
yontemi ile standart bir nested PCR (nPCR) yOnteminin sonuglart karsilastirilmistir.
Toplam 60 kediye (50 FiP siipheli, 10 saglikl1) ait klinik 6rneklerin analizi sonucunda,
nPCR ile 15 (%25) ornek pozitif saptanirken, gelistirilen LAMP yontemi ile 23
(%38,3) ornekte pozitiflik tespit edilmistir.

Iki yontemin sonuglar1 birbirleriyle kiyaslandiginda, gelistirilen LAMP
testinin, nPCR tarafindan pozitif olarak saptanan 15 6rnegin tamamin tespit ederek
%100’lik bir duyarhilik gosterdigi belirlenmistir. Buna karsilik nPCR, LAMP
tarafindan saptanan 23 pozitif 6rnegin 15’ini tespit edebilmis ve duyarliligi %65,2
olarak hesaplanmistir. LAMP testinin, nPCR’1n tespit edemedigi ek 8 ornekte daha
pozitif sonu¢ vermesi, bu ¢alismada kullanilan yontemin FCoV RNA’sini1 saptamada
daha yiiksek bir duyarliliga sahip oldugunu net bir sekilde gostermektedir. Bu durum,
ozellikle diisiik viral yiike sahip veya nPCR’1n tespit sinirinin altinda kalan siipheli
vakalarin atlanmasii onlemede LAMP yonteminin ne kadar degerli olabilecegini

gostermektedir.

Calismamizda elde edilen bulgular, FCoV tanisinda LAMP yontemini arastiran
diger caligmalarla karsilastirildiginda, hem teknolojinin potansiyelini dogrulayan
benzerlikler hem de gelistirdigimiz testin 0zglin basarisint 6ne c¢ikaran Onemli
farkliliklar gostermektedir. Bizim ¢alismamizda, 60 klinik 6rnekte LAMP pozitifligi
23 (%38,3), nPCR pozitifligi ise 15 (%25) olarak saptanmis; bu dogrultuda
gelistirdigimiz LAMP testi, nPCR’a gore %100 sensitivite ve %82,2 spesifisite
gdstermistir.Bu sonuglar, literatiirdeki diger LAMP calismalariyla onemli paralellikler

tasimaktadir.

Techangamsuwan ve arkadaslar1 (2013), FIP siipheli kedilerden alinan asites
stvist Orneklerinde 3° UTR bolgesini hedefleyen bir RT-LAMP testi ile 63 6rnegin
28’inde (%44) pozitiflik, RT-PCR testi ile 63 6rnegin 24’tinde (38%) pozitiflik
saptamiglardir ve LAMP'in RT-PCR'a kiyasla %100 sensitivite ve %89,7 spesifisite
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gosterdigini bildirmislerdir. Benzer sekilde, Khumtong ve arkadaslar1 (2025) FiP
stipheli kedilerden alinan efiizyon sivis1 orneklerinde N genini hedefleyen bir RT-
LAMP testi ile 77 ornegin 17’sinde (%22,1) pozitiflik saptarken, referans yontem
olarak kullandiklar1 qPCR ile de yine 77 6rnegin 17’sinde (%22,1) pozitiflik tespit
etmiglerdir. Onlarin ¢alismasinda LAMP testi, qPCR'a kiyasla %100 sensitivite ve
%100 spesifisite gostermistir. Bu durum, bizim g¢alismamizda nPCR'a karsi elde
ettigimiz %100'lik sensitivite bulgumuzla tam bir uyum ic¢indedir ve LAMP

teknolojisinin ne kadar giivenilir oldugunu bir kez daha teyit etmektedir.

Glinther ve arkadaslar1 (2018) tarafindan yapilan ¢alismada FCoV tanisi i¢in
M genini hedefleyen iki farkli ticari (kullanima hazir) RT-LAMP kitini, tanis1 kesin
olarak dogrulanmis 34 FIP'li ve 37 kontrol kedisinden alman 71 efiizyon sivisi
orneginde test etmislerdir. Kullandiklar: ilk ticari kit ile FIP vakalarini saptamada
%35,3 sensitiviteye ulasirken, daha iyi performans gosteren ikinci kit %58,8'e
cikabilmistir. Bu, test ettikleri en iyi kitin bile kesin FIP tanis1 almis vakalarin
%A40'imdan fazlasin1 gézden kagirdigi anlamina gelmektedir. FCoV tespiti igin LAMP
yontemi gelistiren bir diger arastirmaci Stranieri ve arkadaslari (2017) ise,
gelistirdikleri RT-LAMP testinin, referans aldiklar1 RT-nPCR'a kiyasla %100
spesifisiteye fakat %54,5 diisiik bir sensitiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu
sonug, bizim ¢alismamizda nPCR'a kars1 elde ettigimiz %100 sensitivite ile tam bir
zithk olusturmaktadir. Benzer sekilde Rapichai ve arkadaslari (2022) tarafindan
yapilan ¢aligma da ORF1a/1b gen bolgesini hedefleyen RT-LAMP testi ile 81 klinik
ornegin 61’inde (%75,3) pozitiflik saptarken, standart RT-PCR ile aynm1 6rneklerin
64’tnde (%79) pozitiflik tespit etmislerdir. Bu bulgular 1s18inda, kendi LAMP
testlerinin RT-PCR'a kiyasla sensitivitesini %94, spesifisitesini ise %94,12 olarak
hesaplamislardir. Bu ¢arpici zitlik, LAMP yOnteminin basarisinin tesadiifi olmadigini
ve dogrudan primer tasariminin kalitesine ve hedeflenen gen bolgesinin uygunluguna
bagli oldugunu kanitlamaktadir. Stranieri ve arkadaslarimin testindeki diisiik
duyarhilik, biiyiik olasilikla tasarladiklar1 primer setinin FCoV RNA'sin1 verimli bir
sekilde cogaltamamasindan kaynaklanmaktadir. Buna karsilik, bizim S2 genini
hedefleyen primer setimizin gosterdigi yliksek performans, standart nPCR'in bile

tespit edemedigi pozitif vakalar1 saptamamizi saglamistir. Bu durum, basarili bir
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LAMP testi gelistirmenin anahtarinin, optimize edilmis ve yiiksek verimlilige sahip

bir primer seti tasarlamaktan gectigini net bir sekilde ortaya koymaktadir.

Bu calismada incelenen ornek tipleri arasinda, pozitif sonuglarin biiylik bir
kisminin asites sivist (n=12) ve rektal siiriintii (n=8) orneklerinden elde edildigi
goriilmiistiir. Kan 6rneklerinde ise sadece 3 pozitif sonug saptanmustir. FIP tanisinda
asites sivilarinin yiiksek viral ylik igermesi nedeniyle en degerli 6rnek tipi oldugu,
literatiir bilgisiyle ortiismektedir. Nitekim Longstaff ve arkadaslar1 (2017) ile Doenges
ve arkadaslar1 (2016) da FCoV tanisinda asites ve beyin omurilik sivisi gibi 6rneklerde
yiiksek saptama oranlari bildirmislerdir. Kan 6rneklerindeki diisiik pozitiflik orani ise,
FiP olgularinda vireminin her zaman saptanamayabilecegini bildiren ¢alismalarla

uyumludur.

Calismamizin dikkat ceken bir diger bulgusu ise, kolorimetrik ve florimetrik
LAMP sonuglarinin birbiriyle tam uyumlu olmasidir. Bu 6zellik, gelistirilen testin
Ozellikle saha ve klinik kosullarda hizli bir tarama araci olarak kullanilabilme

potansiyelini artirmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak, bu ¢alismada, FiP siipheli kedilerden alman klinik 6rneklerde
Feline Koronavirus (FCoV) varliginin tespiti amaciyla, viriisiin S2 gen bolgesini hedef
alan 6zgiin bir LAMP yontemi gelistirilmis ve bu yOntemin tanisal performansi,
standart bir nested PCR (nPCR) metodu ile karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.
Elde edilen sonuglar neticesinde gelistirilen florimetrik ve kolorimetrik LAMP
testlerinin, referans olarak kabul edilen nPCR yontemine kiyasla FCoV RNA'sini
saptamada daha yiiksek bir tanisal duyarlilia sahip oldugu kanitlanmistir. Bu
caligmanin sonuglarina gore gelistirilen LAMP testinin, 6zellikle pratikligi ve hizli
sonu¢ vermesi nedeniyle, kolorimetrik formatinin veteriner kliniklerinde ve barmak
gibi saha kosullarinda FIP siipheli vakalarm hizli taranmasi ve on tanisi igin
kullanilabilecegi dngoriilmektedir. LAMP’in tanisal giiciinii daha iyi degerlendirmek
amaciyla, daha genis bir hasta popiilasyonu ile ek validasyon ¢alismalarinin yapilmasi
gerekmektedir. Gelecekteki caligmalarin, LAMP testini, RNA izolasyonu gibi
laboratuvar gerektiren adimlari basitlestirecek veya ortadan kaldiracak "direkt" 6rnek
analiz protokolleri ile birlestirerek, tamamen bir "hasta basi test" (point-of-care)
formatina doniistiirme potansiyeli lizerine odaklanmasi, yontemin pratik degerini daha
da artiracaktir. Calismamizda FIP semptomlar1 gosteren 50 kedinin sadece 23'iinde
FCoV tespit edilmesi, klinik bulgularin tek basina tani icin yeterli olmadigin1 ortaya
koymaktadir. Bu sonug, FIP siipheli hayvanlarda tedaviye baslamadan énce bulgularin

laboratuvar testleri ile desteklenmesi gerektigi gergegini gozler oniine koymaktadir.
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