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OZET

YERLI CANINE PARVOVIRUS IZOLATLARININ IDENTIFIKASYONU VE
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Hanne Nur KURUCAY
Ondokuz May1s Universitesi
Lisanstistii Egitim Enstitusi

Veterinerlik Virolojisi Ana Bilim Dali
Doktora, May1s/2023
Danisman: Prof. Dr. Semra GUMUSOVA

Siddetli gastrointestinal sistem semptomlar1 ile seyreden, olduk¢a bulasici ve
olumcul bir enfeksiyona neden olan Canine Parvovirus tip-2 (CPV-2), llkemizde ve
diinyada 0Ozellikle geng yastaki kopeklerde yaygin olarak goriilmektedir. Karadeniz
bolgesinde CPV-2 varliginin ilk kez arastirilmasi ve molekiiler karekterizasyonun
yapilmasi amaci ile planlanan bu tezde Samsun Ondokuz Mayis Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi kliniklerine kusma ve ishal sikayeti ile
getirilen kopekler érneklendi. Bu amacla CPV-2 siipheli 45 adet kopekten alinan kan,
digki, rektal swap ve doku ornekleri Real-Time PCR yontemi ile incelendi ve test
sonucunda 24 adet Ornekte viral niikleik asit varlig1 saptandi.Pozitif tespit edilen
orneklerinVero hiicre hattinda yapilan etken izolasyon calismalarinda 8 adet drnekte
virus izolasyonu gerceklestirildi. Ayrica Yeni nesil dizileme (NGS) yontemi ile 6
adet izolatin tim genom sekans analizleri yaptirilarak izolatlarin CPV-2a varyantinda
oldugu tespit edildi ve hem ulkemizde hem de diinyada daha dnce tespit edilen CPV-
2 izolatlar1 arasindaki yeri ortaya konuldu

Anahtar Sozcukler: CPV-2, izolasyon, Kopek, NGS, Real-Time PCR



ABSTRACT

IDENTIFICATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF NATIVE
CANINE PARVOVIRUS ISOLATES

Hanne Nur KURUCAY
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Veterinary Virology
Ph.D., May/2023
Supervisor: Prof. Dr. Semra GUMUSOVA

Canine Parvovirus type-2 (CPV-2) causes a highly contagious and fatal
infection with severe gastrointestinal system symptoms commonly found in our
country and worldwide, especially in young dogs. This thesis aims to investigate the
presence of CPV-2 and to make its molecular characterization in the Black Sea
region for the first time; for this purpose, dogs brought to the animal hospital of the
Ondokuz Mayis University Veterinary Faculty in Samsun city with complaints of
vomiting and diarrhea were sampled. Consequently, blood, stool, rectal swap
samples, and tissue samples were taken from 45 dogs suspected of CPV-2 and
analyzed by Real-Time PCR test; the presence of viral nucleic acid was also detected
in a total of 24 samples as a result of the test. Virus isolation for the causative agent
was attempted on the Vero cell lines, and eight positive samples were isolated. In
addition, whole genome sequence analyses of six isolates were performed with the
New Generation Sequencing (NGS) method. It was determined that our isolates were
classified with the CPV-2a genotype and placed among the previously detected CPV-
2 isolates circulated locally and globally.

Keywords: CPV-2, Dog, Isolation, NGS, Real Time PCR



ON SOZ VE TESEKKUR

Bilgi ve destegiyle doktora egitimimi tamamlamami saglayan cok degerli
danisman hocam Saym Prof. Dr. Semra GUMUSOVA’ya, Ondokuz Mayis
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Veterinerlik Virolojisi Anabilim Dali Ogretim
Uyeleri hocalarrm Saym Prof. Dr. Zafer YAZICI’ya, Saym Prof. Dr. Harun
ALBAYRAK a, Saymn Dr. Ogr. Uyesi Ciineyt TAMER e, laboratuvar ¢alismalarinda
emegi gecen calisma arkadaslarim Aras. Gor. Bahadir MUFTUOGLU na, Aras. Gor.
Seda GOZEL’e, Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii Viroloji laboratuvarinda gérev
yapan Serdar YILDIRIM’a ve Hakan TUTUNCU ye, tesekkiir ederim. Tez siirecinde
her zaman beni destekleyen, yanimda olan ve buginlere gelmeme vesile olan annem
Yasemin KURUCAY’a, babam Hiiseyin KURUCAY’a ve kardeslerim Meva Nur
OZERDEM, Muhammed KURUCAY, Ali Can KURUCAY’a ayrica sevgilerimi
sunarim.

Bu c¢alisma, PYO.VET.1904.21.012 proje numarast ile Ondokuz Mayis
Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri Komisyonu Baskanligi tarafindan

desteklenmistir.

Hanne Nur KURUCAY

Vi



ICINDEKILER

TEZ KABUL VE ONAY | oottt i
BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK BEYANTI ........ccoovviiiiniiniiiieieienssesssssssssesssssssnns i
TEZ CALISMASI OZGUNLUK RAPORU BEYANI ........ocoiiiiieieieeeeeeee e ii
(@ )74 = [OOSR UTURR TR iii
ABSTRACT oottt et b et R ettt e et et et re s iv
ONSOZ VE TESEKKUR .....cooooiieeeeeeeeeeeeeeeet ettt n s sn s anen e v
ICINDEKILER .........oooviiteieeeeeee ettt sttt an e Vi
SIMGELER VE KISALTMALAR .....cooiiiioiieeeeeeeeeeeee e en e st Vii
SEKILLER DIZINT ....coooooiiieeeoeeeeeeeeeee ettt sttt viii
TABLOLAR DIZINT ....coooiiiiiiii s ix
O € 1 23 £SO 1
O O € 1= o (=T I = 1 (o SR 1
0 i (Yo ] (o] | S 2
1.3. Viral REPIKASYON .....c.ooiiiiiiiicii s 3
1.4.  Canine Parvovirus Tip 2 'nin Kokeni ve EVIimi ......c..ccooviiiiiiiiiincccnee e 4
0 T = o TTo (=12 1)V ] (o] SRS 5
1.6.  Risk Faktorleri ve Bulasma.........cccovcueeiiiiiiiiieiiie i cniee st s e e 6

O O 1 (00 [=T 1< PPV PR 7
1.8, KHNIK BEIITHEE ....c.oiiiecie ettt s ne 8
1.9.  Patolojik Degisiklikler ve HiStopatoloji........ccvvuiririiiiiiiiiiciie e 9
1.10. TESIIS .ttt e nrae s 10
1.10.1.  Geleneksel Teghis YONIEMICTT ..ocuvevviiveiiiiiiieiiie i 10
1.10.2. Molekiiler TeshisS YONtEMICTT ..vvevveeivviiiiiiieiieesieessiie e siee e sire e e siee e sae e 13
1.11. TRAAVI ...ttt ettt ettt et r et et nene s 15
1.12. KOoruma Ve KONIOI ....cc.oiiiiieeceeece e 16
1.13. AAMAG ..ttt b e b et b e b e b nreenrne s 18

2. MATERYAL VE METOD.......ccot ittt sttt seene s 19
2.1 MALEIYAL ... 19
2.1.1. OrneKIENen NAYVANIAL ............ccceveveverieeeeeesteeeeee e 19

2.1.2. DNA Ekstraksiyonu, Konvansiyonel PCR, Real-Time PCR Kiti, Primerler ve
Prob 20

2.1.3. HUCIE KUITUIT. ...ttt 21

2.2, MEIOL.....oiii 21
2.2.1.  Orneklerin hazirlanmasi ve homejenizat olusturulmasi ..............ccevevveverernnnn. 21
2.2.2.  DNA EKSIraKSIYONU ..o 22
2.2.3. Real-TIME PCR ..o 23
2.2.4.  KonvansSiyonel PCR ...t 23
2.2.5. Hiicre Kiiltiirii ve Virus 1zolasyonu ...........cccccveevriiiiiereriessseeeseeeeve s 24
2.2.6. Genom Analizi ve Filogenetik Agac Olusturma.........ccoccovivviveniniecrinienienene 25

3. BULGULAR ...ttt 26
3.1, Real-Time PCR SONUGIAIT......cccveiiiiiiiieieeieie st ste s sie e sre e seeeees 26
3.2, Virls I1Z0laSYOnU ......c.ccuiveiiiviiiireiieieieee et 27
3.3.  Sekans Analizi ve Filogenetik Analiz Sonuglari............ccooevvriviiiiinicnnc 28

4. TARTISMA ...ttt 33
5. SONUC VE ONERILER ............c.cccccoviiiiiiiiesieeeeeeeeesesst s eses s sennens 38
KAYNAKLAR .ttt n e nn e 39
EKLER .t 46
EK 1. TR.CPV.SaMSUN.OL....c.ooiiiiiiiiiiiiii it 46
EK 2. TR.CPV.SaMSUN.02.......cociiiiiiiiieit ittt 49
EK 3. TR.CPV.SAMSUN.03.......ooiiiiiiiiiriie et 52
EK 4. TR.CPV.SaMSUN.O4.......cooiiiiiiiiieit et 55
EK 5. TR.CPV.SaMSUN.05.......oeiiiiiiiiiiii it 58
EK 6. TR.CPV.SAMSUN.0B........ceiiiiiiiieiiiiiie et 61
OZ GECMIS......cooooeieeeeeeee ettt 65



SIMGELER VE KISALTMALAR

A : Adenin

aa : Amino asit

Asn : Asparjin

Asp . Aspartik Asit

ag . Attogram

bc : Baz cifti

BFPV : Blue Fox Parvovirus

BLAST : Basic Local Alignment Search Tool

C . Sitozin

CPE : Sitopatik etki

CPV : Canine parvovirus

CPV-2 : Canine parvovirus tip 2

CRFK : Crandell Feline Kidney

CRP : C-reaktif protein

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle Medium
ELISA : Enzyme linked Immuno Sorbent Assay
F : Forward

FBS : Fotal Bovine Serum

fg : Femtogram

FPV : Feline Panleukopeni virus

G : Guanin

Glu : Glutamik Asit

HA : Hemaglitinasyon

HI : Hemaglutinasyon Inhibisyon

ICTV : Uluslararasi Virus Taksonomi Komitesi
IEM : Immun Elektron Mikroskop

IFAT : Immunfloresan Antikor Testi

LAMP : Loop-Mediated Isothermal Amplification
MDCK : Madin-Darby Canine Kidney

MEGA : Molecular Evolutionary Genetics Analysis
MEV : Mink Enteritis Virus

NCBI : National Central for Biotechnology Information

viii



nt
ORF
PBS
PCR
pH
PNA
PSR
QCM

RBC
RFLP
RNA
RPA
RPV
rt-PCR
SAT
SIT

UTR
uv

Vero

: Nukleotid
: Agik Okuma Bolgesi
: Phosphate Buffer Saline

: Polymerase Chain Reaction

: Power of Hydrogen

: Peptide Nucleic Acid

: Polymerase Spiral Reaction

- Quartz crystal microbalance

. Reverse

: Red Blood Cell

: Restriction Fragment Length Polymorphism

: Ribo Nikleik asit
: Recombinase Polymerase Amplification

: Rakun Parvovirus

: Real Time Polymerase Chain Reaction

: Slide Aglutinasyon Testi
: Slide Inhibisyon Testi

: Timin

- Untranslated Region

: Ultraviyole

: African Green Monkey



SEKILLER DIZINi

Sekil 1.1. Parvovirusun Genomik DNA’s1 ve transkripSiyon Stratejisi ........c.cuvvrererinienrieninenenesnnnns 3
Sekil 1.2. Canine Parvovirus Tip 2’de ki genetik ve antijenik degigiklikler ...........c.ccvvvnviiiiiiiiinnnne 5

Sekil 1.3. CPV-2 varyantlarinin VP2 426.amino asit pozisyonuna gore diinya ¢apindaki dagilimi. ... 6

Sekil 2.1. Vero hicre KUIUIT (40X) ....voveieeiesise ettt sre e e e e e seesresresreeneas 21
Sekil 3.1.Pozitif 6rneklerin Real Time PCR SONUGIAIT ......ccuviiiiiiiiiiiiicie e 26
Sekil 3.2. Pozitif drneklerin CPE gOrUNtUIEII........ccccveiviec e 28
Sekil 3.3. Hiicre kiiltiirlinde firetilen 6rneklerin 1500 bg¢ biiyiikliigiindeki konvansiyonel PCR
GOPUNTUIETT .ttt b et b bttt r e e bt sr et e 28
Sekil 3.4. Elde edilen pozitif 6rnekler ve genbank verileri ile olusturulan filogenetik agag. ............... 31



TABLOLAR DiZINi

Tablo 2.1. Orneklenen Hayvanlara Tliskin Bil@iler ..........ccccoucueiireiiicieiiicieiccece e, 19
Tablo 2.2. Teshiste kullanilan primer-prob'a iligkin bil@iler ...........cooeiirireiinieneiiee e 20
Tablo 2.3. Real Time PCR mikS DIlESENIETT .. .cviiviiieiviieeieieiesesie st se ettt e 23
Tablo 2.4. Konvansiyonel PCR miKs bile§enleri.........ccouiiriiiierieiiiiieiieeesiesee e 24
Tablo 3.1. Real-Time pozitif orneklerin daBilimi.........ccoerieiiiierieiiieneie e 26
Tablo 3.2. Real-Time pozitif drneklerin cinsiyete gore dagilimi .........coeveiiiereiiieneineneseeee, 27
Tablo 3.3.Real-Time pozitif 6rneklerin yas gruplarina gore dagilimi.........ccccevereririeneienienerenieneeneen, 27
Tablo 3.4. Real-Time pozitif 6rneklerin agt durumlarima gore dagilimi.........c.cooeevreneiiienniieneeee, 27
Tablo 3.5. Real-Time pozitif 6rneklerin klinik belirtilere gore dagilimi..........ccocovevrevieiincncicnennnen 27

Xi



1. GIRIS
1.1. Genel Bilgiler

Parvoviruslar karnivorlar, domuzlar ve ¢esitli kemirgenler de dahil olmak Uzere
pek ¢ok hayvan tiiriinii enfekte eden enfeksiyoz ajanlardir (Hoelzer and Parrish, 2010).
Kdpeklerde tespit edilen parvoviruslar, canine parvovirus tip 1 (CPV-1) ve canine
parvovirus tip 2 (CPV-2) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Canine parvoviruslarin
(CPV) kokeni kesin olarak bilinmemekle birlikte, kedi panleukopeni virusunda (FPV)
meydana gelen bir mutasyonla ortaya ¢iktigi ve kopeklerde enfeksiyona neden oldugu
bildirilmistir (Ohshima and Mochizuki, 2009). Canine minute virus olarak da bilinen
CPV-1 ilk olarak 1967 yilinda klinik olarak saglikli képeklerin digki 6rneklerinde tespit
edilmis ve kopeklerin mide-bagirsak ve solunum yolu enfeksiyonlarinin nedeni olarak
gosterilmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda virusun gebe hayvanlarda fetal 6limlere
sebep oldugu da bildirilmistir (Manteufel, 2008 ; Mochizuki, 2002). CPV-1’in ortaya
cikisindan 10 yil sonra viral genomunda meydana gelen bir mutasyonla CPV-1’den
oldukga farkli bir varyant olan CPV-2 ortaya ¢ikmis ve pandemik boyutlarda salginlara
neden olmustur. Hastalik, kopeklerde hemorajik enterit ve miyokardite sebep olan,
oldukga bulasici ve genellikle 6liimle sonuglanan en 6nemli viral etkenlerden biri olarak
tanimlanmistir. CPV-2, tespit edildigi giinden itibaren tiim diinyada yuksek morbidite
(%100) ve %10’a varan mortalite oranlari ile kopeklerin enterik patojeni olarak kabul
edilmistir (Black et al., 1979; Mazzaferro, 2020). CPV-2’nin ortaya ¢ikmasindan kisa
bir siire sonra viral genomda gerceklesen antijenik drift seklindeki genetik degisiklikler
ile CPV-2a ve CPV-2b olarak adlandirilan yeni varyantlar ortaya ¢ikmistir. CPV-2a ve
CPV-2b giinlimiizde farkli kdpek popiilasyonlarinda dolagan baskin varyantlardir ve
diinya c¢apinda orijinal CPV-2 virusunun yerini tamamen almistir (Parrish et al., 1991).
2000 yilina gelindiginde ise Italya’da yeni bir antijenik varyant olan CPV-2C tespit
edilmis ve birgok iilkede de varlig1 bildirilmistir (Buonavoglia et al., 2001).

CPV-2, genellikle kusma ve ishal, 3 aylik yastan kii¢iik yavrularda miyokardit ve
kalp yetmezligi ile karakterize iki klinik formda goriilmektedir. Her yastaki kopekleri
etkileyebilmekle birlikte, siddetli enfeksiyon en ¢ok 6 hafta ile 6 ay arasindaki yavru
kopeklerde goriilmektedir. Melez irklarin saf irklara gére daha direngli oldugu bildirilse
de tiim wklar hastaliga duyarhdir ancak Rottweiler, Doberman Pinschers, ingiliz
Springer Spanieller, Amerikan Pit Bull Teriyerleri ve Alman Coban Kdpekleri CPV
enteriti i¢in daha yiiksek risk ile rapor edilen safkan irk kopeklerdir (Glickma et al.,
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1985; Houston et al., 1996). CPV ile enfekte olmus tiim kdpekler mutlaka klinik belirti
gostermeyebilir, ancak atesli donemde virusu diskiyla yayabilir ve serum antikor

titrelerinde 6nemli artiglar gosterebilirler (Stann et al.,1984).

Parvoviruslar ¢evre sartlarina karsi olduk¢a dayaniklidir. Virus pH ve sicaklik
degisimlerine, yag eriticilere ve birgok dezenfektana karsi direngli oldugu i¢in dis
ortamlarda uzun siire canli kalabilir (Muzyczka and Berns, 2001). CPV-2 oldukca
bulasicidir ve kopekler arasinda diskinin dogrudan veya dolayli temas: ile
yayilmaktadir. Yillar i¢inde, hastaligin hizli ve kesin teshisi i¢in hem serolojik hem de
molekiiler bir dizi tani testi gelistirilmistir. Enfeksiyonun onlenmesi amaciyla hem
inaktif hem de canli zayiflatilmig CPV-2 asilart gelistirilmistir ancak agilama sirasinda
maternal antikorlarin varligt ve yeni varyantlarin ortaya ¢ikmasit nedeniyle as1

basarisizliklari bildirilmistir (Buonavoglia et al., 2001).
1.2. Etiyoloji

Parvoviridae ailesi omurgali ve omurgasiz konakgilarda enfeksiyona neden olan
Parvovirinae, Densovirinae ve Hamaparvovirinae olmak (zere ¢ alt aileye
ayrilmaktadir. Parvovirinae alt ailesi icerisinde Amdoparvovirus, Artiparvovirus,
Aveparvovirus, Bocaparvovirus, Copiparvovirus, Dependoparvovirus,
Erythroparvovirus, Loriparvovirus, Tetraparvovirus Protoparvovirus genuslari yer
almaktadir. CPV-2, Parvoviridae ailesinin Parvovirinae alt ailesinin Protoparvovirus
genusu igerisinde yer almaktadir (ICTV, 2021). Virus zarfsiz, ikosahedral simetrili,
25nm ¢apinda, negatif polariteli, tek iplik¢ikli, lineer DNA yapisindadir. Viral genomda
iki acik okuma bolgesi (ORF) bulunmaktadir. Viral genom yaklasik 5200 niikleotitten
olusur ve bu niikleotitler VP1, VP2 ve VP3 olmak iizere 3 yapisal, NS1 ve NS2 olmak
tizere de 2 yapisal olmayan protein kodlamaktadir (Parrish, 1999). VP1, VP2
proteininin tamamini ve ek bir N-terminal bolge icermektedir. VP2, viral kapsidin
%90’m1 olusturur ve konakg1 proteazlari vasitasiyla VP3’e boliintir. Konakgr araligt ve
virus-konak etkilesiminde rol oynamaktadir. X 1smm1 kristalografisi araciligiyla,
parvovirus kapsidinin VP1, VP2 ve VP3 proteinlerinin kombinasyonunun 60 kopyasi
tarafindan olusturuldugu bulunmustur. Kapsid proteinleri kapsid yiizeyinin ¢ogunu
olusturmak tiizere etkilesime giren esnek halkalara sahip 8 iplikli antiparalel -barrel
alanindan olusan yiiksek oranda korunmus merkezi ¢ekirdege sahiptir (Decaro and
Buonavoglia, 2012; Reed et al.,1988).



1.3. Viral Replikasyon

Canine parvovirus genomunun replikasyon mekanizmasi, doner sac¢ tokasi
(Rolling-hairpin) replikasyonu olarak tanimlanmaktadir, olduk¢a karmasiktir ve bazi
ayrintilar hala tam olarak anlagilamamistir. Viral replikasyon hiicrenin cekirdeginde
gerceklesir. Replikasyon sadece mitozun S fazindan bulunan hiicrelerde meydana gelir.
Viral genom, her iki ucunda hairpin (sa¢ tokasi) yapilari olusmasini saglayan
palindromik dizilere sahiptir. Bu yapilar DNA replikasyonunda gorev alir ve viral
DNA’nin yeni olusan virionlar iginde paketlenmesini kolaylastirir. Plazma zarindaki
reseptor baglanmasi ile duyarli hiicrelerde viral enfeksiyon baslar ve virionlar daha
sonra endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinir. Hiicresel DNA polimerazlar, viral DNA'y1
kopyalayarak ¢ift sarmalli bir DNA ara iriinii olusturur ve bu daha sonra viral
mRNA'larin transkripsiyonu i¢in bir sablon olarak kullanilir. Genomun 5’ ucunda
kodlanan mRNAlar, yapisal proteinlerin sentezini yoOnetir. Genomun 3’ ucunda
kodlanan, yapisal olmayan proteinlerden olan NS1 proteini, replikasyon sirasinda viral
DNA'min 5’ ucuna baglanir, replikasyon ve DNA paketlenmesi sirasinda bir sarmal
gorevi gorur ve hiicre dongiisiiniin G1 fazinda hiicre béliinme dongiisiiniin durmasina
neden olarak hiicresel DNA replikasyonuna miidahale eder. Iki agik oluma gergevesinde
kodlanan NS2 proteini ise viral gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir

(Fenner’s Veterinary Virology, 2016).
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Sekil 1.1. Parvovirusun Genomik DNA’s1 ve transkripsiyon stratejisi (Ndiana et al.,2021)
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1.4. Canine Parvovirus Tip 2 ’nin Kokeni ve Evrimi

CPV-2 ilk olarak 1977 yilinda evcil kdpeklerde gastroenterit ve miyokardit ile
karakterize yeni bir virus olarak ortaya cikmistir. 1978 yilinin baglarinda Asya,
Avustralya, Yeni Zelanda, Amerika ve Avrupa’ya kadar yayilmustir (Parrish, 1999).
Molekiiler caligmalar CPV-2’nin 1978 ve 1979 yillarinda kdpeklerde kiiresel olgekte
yayilmasindan birkag¢ y1l 6nce ortaya ¢iktigini gostermektedir (Shackelton et al., 2005).
Filogenetik analizler CPV-2’nin, Feline panleukopeni virus (FPV), Mink enteritis virusu
(MEV), rakun parvovirus (RPV) ve blue fox parvovirus (BFPV) gibi diger viruslarla
yakin iligkili olup tek bir ortak atadan geldigini gostermektedir (Truyen, 2006). CPV-
2’nin FPV’de meydana gelen bir mutasyon sonucunda virusun kopek hicreleri
tizerindeki CPV reseptdrii olan transferrin reseptoriinii baglama yetenegi kazanmasi ile
ortaya ciktig1 tespit edilmistir (Truyen,1999). Bu mutasyonlar ile CPV-2 ile FPV
arasinda 6-7 amino asit (aa) degisikligi ortaya ¢ikmis ve bu degisiklikler VP2 geninde
3025, 3065, 3094, 3753, 4477 ve 4498.niikleotit pozisyonlarinda meydana gelmistir. Bu
degisikliler neticesinde virusun konak spektrumuna kopekler dahil olmus ve ayni
zamanda virus kedilerde replike olma yetenegini kaybetmistir. FPV ve CPV-2 arasinda,
VP2 proteini Uzerindeki 93(Lys—Asn), 103(Val —Ala) ve 323.aa (Asp —Asn)
degisiklikleri kopeklere adaptasyon ile (Chang et al., 1992; Truyen et al., 1995) ; 80
(Lys —Arg), 564(Asn —Ser) ve 568(Ala —Gly) aa degisiklikleri ise kedilerdeki
cogalma yeteneginin kaybi ile iliskilendirilmistir (Truyen et al., 1994). CPV-2’nin
ortaya ¢ikmasindan kisa bir siire sonra virusta meydana gelen antijenik ve genetik
degisiklikler ile CPV-2a olarak adlandirilan yeni bir varyant ortaya ¢ikmis ve kisa bir
slire igerisinde hizli bir sekilde yayilarak orijinal virusun yerini almistir (Parrish et al.,
1988). Bu yeni varyant orijinal virustan 5-6 aa degisikligi icermektedir. Bu degisiklikler
VP2 proteininde 87(Met—Leu), 101(lle—Thr), 300(Ala—Gly), 305(Asp—Tyr) ve
555'te(Val—Ile) meydana gelmistir. 87, 300 ve 305. aa degisiklikleri ile virus yeniden
kedilerde replike olma yetenegi kazanmistir. (Parrish et al., 1991; Truyen et al., 1996;
Tsao et al., 1991). CPV-2a’nin ortaya ¢ikmasindan kisa bir siire sonra 1984 yilinda
Amerika’da CPV-2b ve ardindan 2000 yilinda Italya’da CPV-2c olarak adlandirilan iKi
yeni varyant daha tespit edilmistir (Buonavoglia et al., 2001; Parrish et al., 1991). CPV-
2a, CPV-2b ve CPV-2¢ arasindaki antijenik degisiklikler 426.aa’te ortaya ¢ikmuistir.
426.aa CPV-2a'da Asparjin (Asn), CPV-2b'de Aspartik Asit (Asp) ve CPV-2c'de
Glutamik Asit (Glu) olarak degismistir (Nandi and Kumar, 2010). Bu degisikliklere ek



olarak virusun VP2 proteininde 297.aa’te (Ser—Ala) meydana gelen bir mutasyon hem
2a hem de 2b varyantlarinda tespit edilmis ve bu varyantlar New CPV-2a ve New CPV-
2b olarak isimlendirilmistir (Martella et al., 2005; Ohshima et al., 2008).

Giliniimiizde, li¢ antijenik varyant da diinya capinda kopek popiilasyonlarinda
goriilmiis ve farkli konakeilar1 enfekte ettigi tespit edilmistir. Su anda dolasimda
bulunan antijenik varyantlar, birgok ticari asida da halen kullanilan orijinal tip CPV-

2'nin yerini tamamen almistir (Decaro and Buonavoglia, 2012).
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Sekil 1.2. Canine Parvovirus Tip 2’de ki genetik ve antijenik degisiklikler (Miranda and Thompson,
2016).

1.5. Epidemiyoloji

CPV-2, tespit edildigi giinden itibaren hizli bir sekilde yayilmis, Afrika, Asya,
Avustralya, Amerika ve Avrupa'dan CPV-2 enfeksiyonu bildirimleri yapilmistir.
Guntimizde , CPV-2 varyantlar1 5 kitaya yayilmis ve toplam 50 iilkede rapor edilmistir.
CPV-2a (VP2 426Asn) 37 ulkede, CPV-2b (VP2 426Asp) 31 llkede ve CPV-2c (VP2
426Glu) 21 iilkede bildirilmistir. Bu ii¢ varyantin, basta Avrupa ve Giiney Amerika
ilkeleri olmak iizere 15 iilkede ortak bir sekilde dolasimda oldugu tespit edilmistir
(Miranda and Thompson, 2016).



Sekil 1.3. CPV-2 varyantlarinin VP2 426.amino asit pozisyonuna gore diinya ¢apindaki dagilimi.
(Turuncu renkli yerler her {i¢ varyantin varligini, yesil, li¢ varyanttan ikisinin varligini, sar1 ise ii¢ CPV
varyantindan birinin varh@im gostermektedir) (Miranda and Thompson, 2016).

Epidemiyolojik caligmalar CPV-2a’nin Avustralya, Avrupa ve ¢ogu Asya
ilkesinde baskin varyant oldugunu goéstermektedir (Chou et al., 2013; Meers et al.,
2007; Timurkan ve Oguzoglu, 2015).

CPV-2b, diinyada oldukga yaygm goriilen bir varyanttir ve Irlanda, Birlesik
krallik ve ABD’de baskin varyant oldugu bildirilmistir (Decaro et al., 2007; Dogonyaro
etal., 2013; Hong et al., 2007; McElligott et al., 2011; Nandi and Kumar, 2010; Soma et
al., 2013).

CPV-2c italya’da tespit edildikten sonra kisa zamanda CPV-2b’nin yerini almustir.
Fransa, Portekiz ve Belgika’da yaygin olarak tespit edilmistir. Avrupa’da yapilan
epidemiyolojik calismalar CPV-2¢’nin Italya, Almanya ve Ispanya’da baskin varyant
oldugunu gostermistir. Yapilan son epidemiyolojik ¢alismalar CPV-2¢’nin Asya, Gliney
Amerika, Kuzey Amerika ve Afrika’da baskin varyant haline geldigini gostermistir

(Decaro et al., 2007; Decaro et al., 2011; Hao et al., 2022).
1.6. Risk Faktorleri ve Bulasma

CPV-2 her yas, cinsiyet ve irktan kopeklere bulasabilen bir enfeksiyondur. Yavru
kopekler enfeksiyona daha duyarlidir. Bu duyarlilik anneden alinan sistemik kolostrum
diizeyi ile yakindan iliskilidir. Yavru kopekler, kolostrum ile antikorlarin biiyiik
¢ogunlugunu yasamin ilk birka¢ saatinde alirlar. Kolostrum 6nemli miktarda CPV-2

antikoru igerdiginden, bagirsak enterositlerini kaplayarak veya CPV-2 partiktllerini



yakalayarak potansiyel olarak CPV-2’nin bagirsak replikasyonuna miidahale edebilir ve
boylece bagirsak mukozasinda virusun replikasyonunu onleyebilir. Kolostrumun
koruma seviyesi igerdigi antikor miktarma ve yavru kopeklerin bireysel tiiketimine
baghdir. Dolayisiyla yetersiz diizeyde kolostrum tiiketimi yavru kdpekleri enfeksiyona
yatkin hale getirmektedir. Bunlarin yani sira asir1 kalabalik ortamlar ve endoparazitler
de CPV-2 enfeksiyonuna predispozisyon yaratan faktorlerdir (Mila et al., 2014; Prittie,
2004; Tuteja et al.,2022). Ingiliz Springer, Rottweiler, Alman Coban Kopegi, Doberman
Pinscher, American Pit Bull teriyeri, Labrador retriever gibi bazi saf kan irklar melez
irklara gére CPV-2 enfeksiyonuna daha yatkindir. Ozellikle Rottweiler’lar ve Doberman
Pinschers'lar da gorilen kalitsal immun yetmezlik ve Von Willebrand hastaligi CPV-2
enfeksiyonuna duyarliligin nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Brunner,
1985). Yapilan tiim arastrmalar 6 ayliktan kiigiikk kopeklerde CPV-2’ye karsi
duyarliligin arttigimi gostermektedir. Erkek kopeklerde disi kdpeklere oranla hastaligin
goriilme siklig1 daha fazladir (Prittie, 2004).

CPV-2 enfeksiyonlar1 enfekte diski veya kontamine yiizeyler (mama kaplari,
oyuncaklar, toprak, ayakkabilar, giysiler vb.) ile agizdan temas yoluyla bulasir.
Hastaligin temel bulas kaynagi enfekte kopeklerin digkilaridir. Digkinin yani sira
kopeklerin yogun olarak bulundugu yerler; hayvan barinaklari, parklar ve oyun alanlari,
evcil hayvan diikkanlar1 ikincil bir enfeksiyon kaynagini olusturmaktadir. Virus ¢evre
sartlarina karsi ¢ok dayanikli ve dezenfektanlara karsi direnglidir. Kosullar uygunsa
digkiyla kirlenmis zeminde 5 ay veya daha uzun sure kalabilmektedir (Nandi and
Kumar, 2010).

1.7. Patogenez

Parvoviruslar fekal-oral yol ile organizmaya girmektedir. Virus organizmaya
girdikten sonra klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasi yaklasik 3-7 gun strmektedir. CPV-2
Ozellikle hizli boliinen geng hiicreleri hedef almaktadir. Virus oral yolla alindiktan sonra
ilk olarak orofarenkste ve lokal lenfoid dokularda viral replikasyon meydana gelir.
Viremi, enfeksiyondan sonraki iic ila besinci giinlerde ortaya ¢ikar, bu siirecte
dolasimda onemli miktarda virus partikult bulunur. Sonraki 3-4 gun iginde virus,
akciger, dalak, karaciger, bobrekler, bagirsak kriptleri, kemik iligi, ve kalp miyositleri
gibi hizli boliinen hiicreleri igeren organlara giderek buralarda biylk eozinofilik
intrantikleer inkliizyon cisimcikleri olusturur (Nandi and Kumar, 2010). Yavru

kopeklerde en fazla lenfoid dokular, bagirsak epiteli, kemik iligi ve kalp
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etkilenir. Ozellikle 2-3 haftalik seronegatif yavrularda virusun kalp kaslarinda
cogalmasina bagli olarak oOliimciil miyokardit vakalar1 goriilebilmektedir. Ancak
glinlimiizde yavru kopeklerin ¢ogu anneden aldiklar1 maternal antikorlar (MDA) ile
korundugu i¢in bu form nadir olarak goriliir (Carr-Smith et al., 1997). Virus, enfekte
16kositlerden yayildiktan sonra bagirsak kriptlerinin germinal epiteline girer ve burada
¢ogalarak kan yoluyla bagirsak mukozasina ulasir. Bagirsak epitel hiicreleri, Lieberkuhn
kriptlerinde olgunlasir ve kriptlerin germinal epitelinden villuslara go¢ eder. Bu
hiicrelerin temel islevi, besinlerin emilimine yardimci olmaktir. Virus, Lieberkuhn
kriptlerini enfekte ederek villoz ¢okmeye neden olur ve bdylece bagirsagin emme
kapasitesini sekteye ugratir. Enterosit dongiisliniin bozulmasi bagirsak villuslarinin
korelmesine neden olur, bu da besinlerin malabsorpsiyonu ve enterik bakteriyel
translokasyonun yani sira kusma ve hemorajik diyare gelisimine neden olur. Timustaki
viral enfeksiyon, timik korteksin yikimina sebep olur. Kemik iligindeki 16kosit
onctllerinin yikimi ile birlikte bu bulgu, enfekte hayvanlarda 16kopeni ile sonuglanir.
CPV-2 ile enfekte kopekler, bakterilerin neden oldugu ikincil enfeksiyonlara
yatkindir. Vill6z kollaps, enflamasyon ve nekroz, genellikle sepsis ile iliskili olarak
enterik mikrobiyal floranin bozulmasina neden olur. Enfekte kdpeklerde, enfeksiyondan
4-7 giin sonra saptanabilir diizeyde virus sagilimi baslar (Mazzaferro, 2020; Ogbu et al.,
2017; Tuteja et al., 2022).

1.8. Klinik Belirtiler

CPV-2 ile enfekte hayvanlarda goriilen ilk klinik belirtiler spesifik degildir.
Belirtiler genellikle enfeksiyonun 3 ile 5. giinlerinde ortaya ¢ikmakta ve yaklasik 5-7
giin sirmektedir. Enfekte hayvanlarda ilk belirtiler ates, anoreksi ve depresyondur.
Yavru kdpeklerin biiylik ¢ogunlugunda ilk belirtilerin goriilmesinden sonraki 24-48 saat
icinde kusma ve ishal gelisir. Digkinin rengi ve yogunlugu enfeksiyonun siddetine gore
asir1 sivi veya kanl olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Gastrointestinal sistem
yoluyla ortaya ¢ikan biiyiik s1vi ve protein kayiplari ciddi dehidratasyon ve hipovolemik
sokla sonuglanabilir (Macintire and Smith-Carr, 1997). Fiziksel muayenede
mukozolarda solgunluk, kapillar dolum siiresinde uzama, diisiik nabiz/hipotansiyon,
ekstremitelerde soguma, abdominal bdlgede hassasiyet gibi belirtiler goriilebilir. Ince
barsaklarda invajinasyon sekillenebilir ve buna bagl olarak abdominal palpasyonda
agrili, sert, tlibliler yumusak doku kitlesi hissedilebilir (Mazzaferro, 2020). CPV-2
enfeksiyonu ile iligkili en yaygin hematolojik bulgu lenfopenidir. Serum biyokimya


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/villi
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/microflora

analizlerinde goriilen anormallikler spesifik degildir ve siddetli dehidrasyon ve doku
hipoperfiizyonuna ek olarak prerenal azotemi ve hepatoseliiler enzim degerlerinde
yukselmeler tespit edilebilir. Gastrointestinal sistemde goriilen sivi ve protein
kayiplarina bagli olarak hipoalbuminemi ve yetersiz beslenme ve/veya altta yatan
sepsis ile iligkili hipoglisemi gorllebilir (Pollock and Coyne, 1993). Klinik belirtilerin
siddeti ve hastaligin mortalite oran1 hayvanin yasina, maternal antikor titresine, asi
durumuna, sekonder enfeksiyonlarin varligina ve maruz kalinan virus miktarina gore
degisebilir. Baz1 siddetli enfeksiyonlarda virusun barsak mukozasina zarar vermesi ile
sekonder bakteriyel enfeksiyonlarin gelisimi tespit edilmis ve CPV-2 ile enfekte
hayvanlarin akciger ve karacigerlerinden Escherichia coli izole edilmistir. Ayrica,
salmonella, clostridium ve campylobacter tiirleri ile sekonder bakteriyel enfeksiyonlarin
CPV enfeksiyonu ile ortaya ¢iktigi ve dogrudan septisemi ve/veya endotoksemi ile
sonuclanabilecegi bildirilmistir (Geetha, 2015; Mazzaferro, 2020). CPV'nin ikinci ve
gunimuizde nadiren goriilen formu, 3 ayliktan kiiciik yavrulari etkileyebilen kardiyak
sendrom veya miyokardittir. Ozellikle yavru hayvanlarda gérilen bu formda solunum
giicliigii, akut kalp yetmezligi ve kardiyojenik sok nedeniyle dliimler tespit edilmistir

(Hayes et al., 1979).
1.9. Patolojik Degisiklikler ve Histopatoloji

Canine parvovirus enfeksiyonlarinin makroskobik bulgular1 olduk¢a degiskendir
ve spesifik degildir. Lezyonlar genellikle gastrointestinal sistemde jejenum ve ileumda
gorulir, duodenum ve kolon fazla etkilenmez. Etkilenen bdlgeler hemorajiktir.
Mezenterik lenf diigiimlerinde biiyiime ve 6dem gozlenir. Hastaligin akut doneminde
lenf nodiillerinin korteksinde multifokal petesiyel kanamalar goriiliir. Geng kopeklerde
timik kortikal nekroz ve atrofi sik goriilen bulgulardandir. Miyokardit vakalarinda, sol
atriyum ve ventrikiilde belirgin genisleme goriilmektedir. Trakea ve bronslarda beyaz
koptiklii sivi bulunabilir. Degisken derecelerde asit ve plevral efiizyonla birlikte

pulmoner 6dem ve karacigerde pasif konjesyon goriilmektedir (Robinson et al., 1980).

Enterik formda mikroskobik lezyonlar kript epitel hicrelerin  nekrozunu
icermektedir. Barsak liimenleri genisler ve nekrotik hiicreler ile doludur. Villus ve
lamina propria, kript epitellerinin kayb1 ve villoz epitel hiicrelerinin dokiilmesine bagh
olarak ¢okebilir. Enfeksiyonun erken evrelerinde payer plaklarinda ve mezentrik lenf
nodlarinin germinal merkezlerinde lenfositlerin nekrozu gorilmektedir (Cooper et al.,
1979).



1.10.  Teshis

Canine parvovirus enfeksiyonlarinin teshisi fiziksel muyane bulgulari, klinik
belirtiler, kan parametleri, serum biyokimya analizleri ile digkida ve orofarengeal
strtntilerde CPV-2 antijenlerinin veya viral niikleik asitin aranmasina yonelik olarak
gerceklestirilebilir. CPV-2 enfeksiyonunun klinik belirtileri nonspesifiktir ve genellikle
anoreksi, uyusukluk, halsizlik, depresyon, mukoitten hemorajige kadar degisebilen kotii
kokulu ishal, kusma, dehidratasyon ve ates ile iliskilendirilmistir (Houston et al., 1996;
Kalli et al., 2010).

Kan tablosunda, kemik iligi prekiirsorlerinin ve lenfoid dokularin yikima bagh
olarak notropeni ve lenfopeni CPV-2'de 6ne ¢ikan hematolojik bulgulardir. Bunlarin
yani sira anemi, trombositopeni, pansitopeni, notrofilik l16kositoz ve monositoz da
gorulebilmektedir (Goddard et al., 2008; Sykes, 2014). Serum biyokimya analizlerinde
spesifik olmamakla birlikte hipoproteinemi, hipoalbiminemi, hipoglisemi (veya hafif
ila orta derecede hiperglisemi) gortlmektedir. Son zamanlarda Akut faz proteinleri gibi
invaziv olmayan belirteclerin CPV-2'nin hastalik siddetini ve prognozunu belirlemedeki
performansi da ele alimmustir. CPV-2 'li kopeklerde C-reaktif protein (CRP),
haptoglobin ve seruloplazminin 6nemli 6l¢lide arttig1r ve alblimin konsantrasyonunun
diistiigii tespit edilmesine ragmen, yalnizca CRP hastaligin siddeti ve sonucu (hayatta
kalma veya 6liim) ile iliskilendirilmistir (Mann et al., 1998; Mylonakis et al., 2016)
(Kocaturk vd., 2010). Tim bu kilik bulgular CPV-2’nin teshisine yardimci olmakla
birlikte hastaligin kesin teshisi Enzyme linked Immuno Sorbent Assay (ELISA),
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), elektron mikroskop, hemaglutinasyon, virus
izolasyonu, floresan antikor, latex agliitinasyon gibi cesitli test yontemleri kullanilarak
direkt viral antijenlerin veya viral DNA’nin tespit edilmesi ile gerceklestirilmektedir.
Gunumuzde virus tespitinde DNA tabanli PCR yontemleri en hassas ve spesifik testler
olarak kabul edilmektedir (Lambe et al., 2016).

1.10.1. Geleneksel Teshis Yontemleri
Elektron Mikroskobi

Elektron mikroskop ile negatif boyama teknigi kullanilarak parvovirus virionlari
morfolojik olarak tespit edilebilmektedir. Testin duyarligini arttirmak ve daha spesifik
olarak virusu tanimlamak i¢in CPV-2’ye 6zgii antikorlar ile immun elektron mikroskop
(IEM) teknigi kullanilabilir. Bu yontemin dezavantaji ise tespit i¢in yliksek viral yiik
gerektirmesi ve oldukga pahali olmasidir (Schmitz et al., 2009).
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Virus Izolasyonu

Hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonu tani i¢in altin standart yontemdir. Madin-Darby
Canine Kidney (MDCK), Crandell Feline Kidney (CRFK) ve Afrika yesil maymun
bobrek (Vero) hiicre hatlar1 CPV-2’nin izolasyonunda siklikla kullanilan hiicre
hatlaridir. CPV-2 bu hicrelerde Urerken hiicrelerde yuvarlaklasma ve inkliizyon
cisimcikleri ile karakterize morfolojik degisiklikler olusturabilmektedir (Lambe et al.,
2016; Amthal, 2014; Yanni, 2012). Bunlarin disinda képek tiimor dokusundan koken
alan A-72 hiicre hatti CPV-2’nin izolasyonunda yiiksek duyarlilik saglamis ve ilk
izolasyondan itibaren belirgin sitopatik etkiler olusturmustur. Ancak bu hiicre hatti
bilinmeyen bir timoér dokusundan kdken aldigi igin as1 liretiminde tercih edilmemelidir.
Virus izolasyon yontemi spesifik olmakla birlikte pahali, zahmetli ve uzun inkubasyon

stireleri gerektirdigi igin olduk¢a zaman alicidir (Tuteja et al., 2022).
Hemaglatinasyon Testi (HA)

Hemaglitinasyon testi, CPV-2 teshisinde kullanilan basit ve hizli bir test
yontemidir. Test virus yiizey reseptorlerinin, 6zgiin hayvan tiirlerine ait kirmizi kan
hiicrelerini (RBC) baglayarak kiimelestirmesi ve ¢oktiirmesi prensibine dayanmaktadir.
Testte domuz, rhesus maymunu, keci, kedi ve kopek eritrositleri kullanilabilmektedir.
Genellikle 96 kuyucuklu pleytlerde gerceklestirilen testte, virus slispansiyonunun bir
seri sulandirilmasi yapilip belirli miktardaki kirmizi kan htcreleri ile muamele edilir
(Tuteja et al., 2022). Birgok O6rnegin hizli tespitine imkan saglayan hemagliitinasyon
testinin stirekli eritrosit kaynagi gerektirmesi ve bazi CPV-2’lerin hemagliitinasyon
aktivitesinin bulunmamasi gibi nedenler kullanimini siirlandirabilmektedir (Cavalli et

al., 2001; Desario et al., 2005).
Slide inhibisyon-Slide aglttinasyon Testi (SIT-SAT)

Hemaglitinasyon testine benzer prensipte, CPV-2’nin hem antijen hemde antikor
tespiti icin SIT-SAT yontemi olarak bilinen ikiz test teknigi gelistirilmistir. Antikor
tespiti igin slide inhibisyon testi (SIT), antijen tespiti igin slide aglutinasyon testi (SAT)
gelistirilmistir. SAT yoOntemi, siipheli ornegin seri olarak sulandirilmasi ve ardindan
virus yuzey reseptorinden olusan sabit miktarda RBC ile inkiibasyona birakilmasi ile
gerceklestirilmektedir. Siipheli 6rnekte bulunan virus partikiilleri, RBC ile baglanir ve
gozle goriilebilien bir ag yapisi olusturur. Slide inhibisyon testi, viral antikorlarin virusa

baglanma ve virusun RBC'ye baglanmasini onleme prensibine dayanmaktadir. Test
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duyarli, uygun maliyetli ve kolay uygulanabilir olmasi gibi avantajlara sahiptir
(Marulappa and Kapil, 2009).

Immun Floresan Antikor Testi (IFAT)

IFAT ile CPV-2’ye 6zgii antikorlar, floresan boya ile etiketlenerek virusa 6zgi
antijenler tespit edilir. Test direkt ve indirekt olarak iki farkli sekilde uygulanabilir.
Direkt yontemde aranan antijene spesifik etiketli antikorlar kullanirken indirekt
yontemde antijene ikincil antikor olarak tanimlanan anti-virus antikorlar1 baglanir. Test
hassas ve giivenilir olmakla birilikte pahalli ve uzman personel gerektirmektedir

(Lambe et al., 2016).
Lateks Aglutinasyon Testi

Lateks agliitinasyon testi viicut sivilarindan antijen veya antikor tespit etmek icin
kullanilan bir testtir. Bu testte, antikor kapli lateks mikro boncuklar, CPV-2 antijeni ile
agliitine edilebilir. Pozitif sonug, mikro boncuklarin mikrobiyal antijen veya antikor ile
kiimelenmesi ile karakterize edilen aglitinasyon reaksiyonu ile tespit edilmektedir.
(Bodeus et al., 1988).

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Enzim immunoassay yontemi olarak bilinen ELISA testi hem antijen hem de
antikor tespit etmek amaciyla yaygin olarak kullanilan bir testtir. Test antijen ile antikor
arasindaki etkilesime dayanmaktadir (Kumar et al., 2010). Siipheli 6rneklerden CPV-
2’nin tespitini yapmak amaciyla direkt ve indirekt olmak iizere ¢esitli ELISA teknikleri
gelistirilmigtir. Test temel olarak CPV'nin hemaglutinin proteininin farkli epitoplarini
tantyan ve aynit zamanda virusu nétralize eden CPV'ye 06zgii fare monoklonal
antikorlarinin kullanimina dayanmaktadir. Direkt ELISA teknigi ile CPV-2 antijenleri
tespit edilebilirken, indirekt ELISA teknigi ile kopek serumlarinda CPV-2 antikorlarinin
varlig1 ortaya konulabilmektedir. ELISA testi, hizli sonug veren ve oldukg¢a yiiksek
duyarliliga sahip bir test olmas1 sebebiyle rutin teshiste siklikla tercih edilebilmektedir
(Rimmelzwaan et al., 1990).
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Immunokromotografi testi

Immunokromotografi testi, herhangi bir cihaz gereksinimi olmadan saha
ortaminda da kullanilabilen test teknigidir. Test, serit seklinde iiretilen kromotografik
kagit tlizerinde antijen-antikor komplekslerinin varligma gore sonug¢ vermektedir.
Antijen veya antikordan herhangi biri kromotografik kagit {izerine sabitlenirken bir
digerinin serbest kalmasi saglanir, bu sirada olusan antijen-antikor kompleksinin
varligma gore test sonucu yorumlanmaktadir (Costa et al., 2014). immunokromotografi
testi, nispeten daha basit, hassas, hizli sonug¢ veren bir test olmasi sebebiyle parvovirus
enfeksiyonlarin teshisinde kullanilmakta ve her ii¢ CPV-2 (CPV-2a-2b-2¢) varyantini
da tespit edebilmektedir (Ogbu et al., 2017).

1.10.2. Molekiiler Teshis Yontemleri

CPV-2’nin teshisi icin gelistirilen molekiiler tabanl testler direkt viral DNA’nin
saptanmasina yonelik olarak tasarlanan, % 66-100 arasinda degisen Ozgiilliige sahip
oldukca hassas testlerdir (Tuteja et al., 2022).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, farkli kaynaklardan c¢esitli patojenlerin tespit edilmesi ve miktarinin
belirlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan bir in vitro sistemdir. PCR tabanli testler
spesifik primer ciftleri kullanarak viral DNA’y1 tespit ettikleri i¢in oldukg¢a hassasdir.
PCR ile CPV-2’nin teshisi i¢in korunmus bdlge olan VP2 gen bolgesine gore tasarlanan
spesifik primer ¢iftleri kullanilarak gen amplifikasyonu gergeklestirilmektedir. Bu
yontem ayni zamanda farkli CPV-2 varyantlarinin tespitine de olanak tanir. Zaman
icerisinde Nested PCR ,touchdown PCR ve yalitilmis izotermal PCR gibi farkli PCR
metodlart da gelistirilmistir (Khatri et al., 2017). Nested PCR, iki ¢ift primer
kullanilarak daha spesifik sonu¢ almak icin gelistirilmis bir yontemdir. Konvansiyonel
PCR ile jel elektroforezde 10 femtogram (fg) viral partikil tespit edilirken Nested PCR
ile 100 attogram (ag) kadar viral partikul tespit edilebilmektedir (Hirasawa et al., 1994).

Real-Time PCR

Real-Time PCR, hedef genin 1 saat veya daha kisa siirede tespit edilmesi igin
gelistirilmis bir test yontemidir. Test, slipheli numunelerdeki CPV-2’nin tespiti igin
TagMan prop teknolojisini kullanarak virusun kisa siirede ve kesin olarak tespitini
yapmaylr miimkiin kilar. Konvansiyonel PCR’a gore ¢ok daha kisa silirede sonug
vermektedir. Hem nitel hem de nicel analizler yapabilmekte ve jel elektroforeze gerek

kalmadan sonug vermektedir (Gonuguntla et al., 2016). Real-Time PCR teknolojisi ile
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ayn1 zamanda her bir antijenik tipe kars1 spesifik proplar kullanarak CPV-2 varyantlari
arasinda ayrim yapabilmek de mumkindur. Ancak maliyeti yuksektir ve profesyonel
anlamda laboratuvar gerektirmektedir (Decaro et al., 2006).

Dongii Aracih izotermal Amplifikasyon Testi (LAMP)

LAMP, DNA polimeraz enzimi ile dort primer seti kullanilarak viral DNA’nin
amplifiye edilmesi prensibine dayanmaktadir. CPV-2’nin teshisi i¢in VP2 gen bolgesini
amplifiye eden iki set i¢ ve dis primer kullanarak digki 6rnerklerinde CPV-2 DNA’s1
dogrudan saptanabilmektedir. Reaksiyon 60 dakika icinde tamamlanabilmektedir.
LAMP testi, spesifiktir, hizli sonu¢ verir ve uygun maliyetlidir ancak birden fazla
primer setine ihtiya¢ duyma ve yorumlama igin uzman bilgisi gerektirme gibi

sinirlamalart bulunmaktadir (Mukhopadhyay et al., 2012).
Polimeraz Spiral Reaksiyon (PSR)

PSR, DNA polimeraz enzimi ile sarmal bir DNA yapisinin olusturulmasi
prensibine dayanmaktadir. PSR tekniginde kullanilan primerler spiral benzeri bir
amplikon yapmaya yardimci olan eksojen dizilerden olusur. Amplifikasyon yontemi
izotermal kosullar altinda gerceklestirilir, olduk¢a hizli ve spesifiktir. Amplifikasyondan
sonra sinyal yogunlugu indirgeyici bir boya kullanilarak izlenebilmektedir (Liu et al.,
2015). Gupta ve ark (2017) CPV-2’nin teshisi i¢in tasarladiklar1 PSR testinde testin
hassasiyetini 5x10® ng DNA olarak tespit etmisler ve geleneksel PCR ile
karsilagtirdiklarinda 10 kat daha hassas oldugunu tespit etmislerdir (Gupta et al., 2017).

Rekombinaz Polimeraz Amplifikasyon Testi (RPA)

RPA, oligoniikleotid primerler kullanarak kompleks olusturmak ve hedeflenen
DNA’da homolog bir sekans ile baglanmak i¢in rekombinaz enzimi kullanan izotermal
PCR testidir (Tuteja et al., 2022). RPA testi 3 temel protein ile gergeklestirilmektedir.
Bunlar; rekombinaz, tek sarmalli baglanma proteini (SSB) ve DNA polimerazdir. SSB
proteini, DNA’ya baglanir, ortaya ¢ikan dongliyii stabilize eder ve primerler DNA
polimeraz ile amplifikasyonu baslatir. CPV-2'nin spesifik teshisi i¢in bazik niikleotit
analogu (tetrahidrofuran kalintisi) igeren nfo probu (46-52 niikleotit uzunlugunda)
kullanilarak RPA bazli yanal akis seridi (LFS-RPA) gelistirilmistir. Kullanilan proplarin
5’ uglar1 FAM ile isaretlidir. Amplikonlar anti-FAM altin konjugatlari ve biyotin ligand
molekiilleri kullanilarak yanal akis seridinde ¢iplak gozle tespit edilebilmektedir (Liu et
al., 2018).
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PCR-Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (PCR-RFLP)

PCR-RFLP, restriksiyon enzimleri ile DNA’nin farkli biiyiikliikte pargalara
ayrilarak jel elektroforezde goriintiilenmesi teknigidir. Bu teknikte dncelikle hedeflenen
bolge PCR ile amplifiye edilir sonra RFLP islemi gergeklestirilir. Rsa-1 ve Hph-I
enzimleri kullanilarak CPV-2a ve CPV-2b’nin ayrimi, (Sakulwira et al., 2001)
Pabs/Pabas ve Mbo II restriksiyon enzimi kullanilarak CPV-2b ve CPV-2¢’nin ayrimi
RFLP ile gergeklestirilmistir (More et al., 2012).

Peptit NUkleik Asit Testi (PNA)

PNA testi, CPV-2’nin antijenik olarak ayrimini yapabilmek i¢in gelistirilmistir.
PNA testi, seker ve fosfat yerine psddo peptit iskeletinden olusan niikleik asit analogu
kullanan oligonukleotit amplifikasyon yontemidir. PNA oligonikleotitleri daha yiksek
hibridizasyon 0Ozelligine sahiptir ve hem biyolojik hem de kimyasal olarak daha
kararlidir. CPV-2a, CPV-2b ve CPV-2c¢ arasinda ayrim yapabilen bir peptit niikleik asit
dizisi gelistirilmis ve %90.4 oraninda 6zgiil oldugu tespit edilmistir (An et al., 2012).

Kuvars Kristal Mikro Terazisi (QCM)

QCM, antijen-antikor etkilesimleri ile iligkili frekans degisikliklerini 6lgmek i¢in
gelistirilmis yeni bir cihazdir. QCM biyosensorii kuvars kristal rezonatoriin
frekansindaki degisikligi olgerek birim alan basina kitle 6lgmekte ve antijen-antikor
etkilesimlerini saptamaktadir. CPV-2’nin teshisi amaciyla yeni bir biyosensor
gelistirilmistir. Biyosensor, CPV-2’ye 6zgii antikorlar1 altin kapli bir kuvars ylzey
lizerinde hareketsiz hale getirip baglanmasi igin ProLinker™B icermektedir. Antijen-
antikor etkilesimlerinin neden oldugu kuvars kristal ylizeyindeki kiitle degisikligi,
frekansta Olculebilir bir degisiklik olusturmaktadir. QCM biyosenséri PCR ile
karsilastirildiginda %95.4 duyarli ve %98 spesifik bulunmustur (Kim et al., 2015).

1.11. Tedavi

CPV-2 enfeksiyonunun tedavisi blylk olglide destekleyicidir. Tedavinin en
onemli amaci kaybedilen sivi-elektrolit dengesinin dizenlenmesidir. Tedavinin ana
bilesenleri; s1v1 tedavisi, antibiyotik tedavi, antiviral tedavi, antiemetik tedavi ve diyet

yonetimini icermektedir (Mylonakis et al., 2016).

CPV-2 ile enfekte hayvanlarda hidrasyon ve onkotik destegin siirdiiriilmesi, asit-

baz, elektrolit dengenin dizeltilmesi son derece o6nemlidir. Bunun icgin tedavide
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intravendz yolla siv1 verilmesi altin standart yontemdir. Ilk tercih edilen sivi, dengeli
elektrolit ¢ozeltileridir. Hipoalbuminemi ve hipoglisemiye bagli olarak olusan protein
kayiplart i¢in %6 hetastarch gibi sentetik kolloidler tercih edilmektedir (Prittie, 2004).
CPV-2 ile enfekte kdpeklerde serum potasyum seviyesi de kademeli olarak azalmakta
ve hipokalemiye neden olmaktadir. Bu durumda sivi tedavisine potasyum kloriir de
eklenmektedir. Ozellikle kiigiik 1rk kdpeklerde goriilen hipoglisemiye kars1 serumlar
dekstoz soliisyonlar ile desteklenmektedir (Mylonakis et al., 2016). Parvoviral enteritli
hayvanlarda hemorajik ishal ve mukozal bariyer hasarina bagli olarak bakteriyel
enfeksiyon sekillenebilmektedir. Bu durumla miicadelede ampisilin ve sefoksitin gibi 3-
laktam antibiyotikler ile gentamisin tlrevi antibiyotikler kullanilmaktadir (Judge, 2015).
Siddetli kusma durumlarinda yaygin olarak klorpromazin ve metoklopramid gibi
antiemetik ilaclar kullanlabilir. Klorpromozin, beyindeki dopamin reseptérinu bloke
ederek ¢alisan bir fenotiyazin tiirevidir. Metoklopramid, beyindeki kemoreseptor tetik
bolgesini bloke eden ve gastrointestinal sistemin motilitesini arttiran dopamin

antogonisti antiemetiktir (Macintire, 2008).

Antiviral tedavide rekombinant kedi interferon-o, oseltamivir ve asiklovir
degerlendirilmistir. Interferon-o ve asiklovir ile yapilan tedaviler olumlu sonug
vermistir ancak oseltamivirin etkinligi ile ilgili kesin veriler bulunmamaktadir (Albaz et

al., 2015; De Mari et al., 2003; Savigny and Macintire, 2010).

Siddetli enfeksiyonlarda uzun siiren anoreksi, protein kayiplart ve beslenme
intoleransi goriilmektedir. Istah1 arttirmak ve kalori ihtiyacini karsilamak amaciyla oral
yolla probiyotik, yag asitleri, esansiyel amino asitleri igeren destek sivilar
verilmektedir. Bu besinler ayn1 zamanda gastrointestinal sistemin biitiinliigliniin
korunmasina da yardimci olarak iyilesme hizini etkilemektedir (Tenne et al., 2016).
Erken donem enteral beslenmenin mukozal buttnligiin korunmasma yardimer oldugu
ve bakteriyel translokasyon riskini azalttigi bildirilmistir. Bu amagla hazirlanan diyet
formiilasyonlar1 nazogastrik, nazofarengeal sonda veya 0&zafagostomi tiipi ile

verilebilmektedir (\Van Schoor and Schoeman, 2014).
1.12.  Koruma ve Kontrol

Parvoviruslar olduk¢a bulasict ajanlardir. Virus c¢evre sartlarina karst ¢ok
dayaniklidir ve her yerde bulunabilmektedir. Diskida ve toprakta bir yildan uzun siire
yasayabilmektedir. Virusun dayanikli dogasi gz oniine alindiginda virusa maruz kalan
tiim yiizeylerin dezenfeksiyonu son derece onemlidir. Virus zarfsiz yapida oldugu igin

16



yaygin olarak kullanilan dezenfektanlara, kuarterner amonyum bielsiklerine direnebilse
de sodyum hipoklorit soliisyonlar1 (%0.75) dezenfeksiyonda oldukga etkilidir (Cavalli
et al., 2018; Mia and Hasan, 2021).

CPV-2 enfeksiyonunu atlatan kopekler virusu birka¢ giun boyunca sacmaya
devam etmektedir. Enfeksiyonu 6nlemenin en iyi yollarindan biri risk altinda bulunan
kopekleri ayirmaktir. CPV-2 enfeksiyonlarinin kontrolii kiiresel bir zorluk olsa da
enfeksiyonu en aza indirmenin en 6nemli kriteri agilamadir (Decaro et al., 2020). CPV-
2’ye kars1 gelistirilen asilar ¢ogunlukla modifiye canli virus asilar1 ve nadiren de inaktif
asilardir. Modifiye edilmis canli asilar konake1 iginde ¢ogalarak, herhangi bir doku
hasar1 veya klinik belirtiye neden olmadan uzun siireli bagisiklik olusturabilecegi i¢in
daha yaygin olarak tercih edilmektedir. Glinlimiizde mevcut asilarin bazilari orijinal tip

CPV-2yi igerirken bazilart CPV-2b suslarini igermektedir (Mia and Hasan, 2021)

CPV-2’ye karsi koruma igin tavsiye edilen asilama protokolii, 6-8. haftada
baglanip 16-18 haftaya kadar 2-3 haftada bir ve ardindan yillik tekrar olarak
onerilmektedir. 16 haftadan biiyiik kopeklerde ilk kez as1 yapilacaksa 2-4 hafta arayla 2
doz seklinde uygulanmasi tavsiye edilmektedir. Yiiksek riskli irklarda koruma igin ek
olarak asilama siiresinin 20 haftalik yasa uzatilmasi, son asilamadan birkag¢ hafta sonra
antikor titrelerinin degerlendirilmesi ve yilda 2 kez rapel doz yapilmasi onerilmektedir

(Day et al., 2016).

Asilamada dikkat edilmesi gereken en 6dnemli nokta maternal antikorlardir. Yavru
kopekler, yasamin ilk birka¢ haftasinda anneden kolostrum yoluyla alinan antikorlar
tarafindan korunur. Bu antikorlarin titresi ile enfeksiyona direng¢ arasinda giiclii bir
korelasyon vardir. Asilamanin ne zaman gerekli oldugunu ve CPV-2 enfeksiyonuna
kars1 koruma saglamada ne kadar etkili olacagini belirlemek icin hemagliitinasyon
inhisyon (HI) antikor titre testi kullanilmaktadir. 1:80 veya daha yiksek HI titresi
koruyucu olarak kabul edilirken HI titresi <1:80 olan yavru kopekler enfeksiyona
duyarhidir ve asilanmalari gerekmektedir. Bu sebeple basarili asilama, yalnizca
seronegatif yavrularda veya c¢ok diisiik antikor titrelerine sahip yavrularda glvenle

gerceklestirilebilmektedir (Nandi and Kumar, 2010; Pratelli et al., 2000).
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1.13.  Amag

Tiirkiye’de CPV-2’nin varligina yonelik cesitli ¢aligmalar yapilmis olmasina
ragmen Tirkiye’nin Karadeniz Bolgesi’nden CPV-2’nin molekiiler karakterizasyonuna
yonelik bir ¢alisma daha Once bildirilmemistir. Bu doktora tez ¢alismasi ile Samsun
Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi kliniklerine kusma
ve ishal sikayeti ile getirilen kopeklerde CPV-2 varliginin arastirilmasi, etkenin
izolasyonu ve genetik karakterizasyonun yapilmasi amaglanmistir. Boylece bdlgede
sirkille olan virus varyanti1 hakkinda bilgi sahibi olunacak ve olasi mutasyon bolgeleri
tespit edilerek hem tilkemizdeki hem de diinyadaki canine parvoviruslar arasindaki yeri

de ortaya konulacaktir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

2.1.1.Orneklenen hayvanlar

Calismamizda Agustos-2020 ile Agustos-2022 ddéneminde Samsun Ondokuz
Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi kliniklerine kusma ve ishal
sikayeti ile getirilen, asili ve asisiz her yas ve irktaki kopeklerden kan, diski ve rektal

swap Ornekleri ile ayni sebeplerden 6len hayvanlara yapilan nekropsilerden alinan organ

numuneleri toplanmaistir.

Tablo 2.1. Orneklenen Hayvanlara Iligkin Bilgiler

Orneklenen Hayvanlara iliskin Bilgiler Say1
Ornek Gaita 7
Kan 23
Rektal swap 7
Organ (Barsak Parcast) 8
Cinsiyet Disi 17
Erkek 28
Yas 0-6 Ay 42
6-12 Ay 3
As1 Durumu Asil 2
Asisiz 43
Klinik Belirti Kusma ve ishal 31
Hemorajik Ishal 8
Barsakta Hemoraji 6
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2.1.2.DNA Ekstraksiyonu, Konvansiyonel PCR, Real-Time PCR Kiti,

Primerler ve Prob

DNA ekstraksiyonu igin, ticari olarak temin edilen ekstraksiyon kiti (Invitrogen
Genomik DNA Ekstraksiyon kiti, Kat. No: K1820-02) kullanilarak iiretici firmanin
talimatlart dogrultusunda kan, diski, swap ve organ numunelerinden viral nikleik asit

ekstraksiyonu yapildi.

Real-Time PCR (rt-PCR) ve konvansiyonel PCR icin, ticari olarak temin edilen
PCR kitleri (Biorad iTaq Universal Probes One-Step kit, Kat. No: 1725141, Thermo
SCIENTIFIC Taq DNA Polymerase kit, Kat. No: #EP0402) kullanilarak viral niikleik
asit tespiti yapildi. Real Time PCR reaksiyonunda Decaro ve ark.’in (2005) CPV-2’nin
VP2 genine gbre tasarladiklar1 primer ciftleri ve probu ticari olarak dizdirilerek
kullanild1. Konvansiyonel PCR icin Pereira ve ark. (2000) (Forward) ile Buonavoglia ve
ark.’mn (2001) (Reverse) tasarladiklar1 primerler kullanildi. Kullanilan primer ve prob

dizilimine iligkin bilgiler Tablo 2.2’de belirtilmistir.

Tablo 2.2. Teshiste kullanilan primer-prob'a iligkin bilgiler

Amlikon

Yoéntem Primer 5’ => 3’ Dizilim Referans
Biiyiikliigii
CPV-2 AAACAGGAATTAACTATACTA
Forward ATATATTTA
Real-Time CPV-2 AAATTTGACCATTTGGATAAA - (Decaro
PCR Reverse  CT © vd.2005)
FAM-
CPV-2
Prob TGGTCCTTTAACTGCATTAAA
ro
TAATGTACC- TAMRA
CPV-2Pabs  GAAGAGTGGTTGTAAATAATT (Pereira  vd.
(Forward) 2000)
1500 bg
PCR (Buonavoglia
CPV- GGTGCTAGTTGATATGTAATAAA vd.2001)
2555rev CA
(Reverse)
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2.1.3. Hicre Kultura

Virus izolasyonu i¢in Samsun Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Viroloji Anabilim Dali Laboratuvart hiicre koleksiyonunda mevcut olan MDCK ve
Vero hiicre hatt1 kullanildi. Virus izolasyonu amaciyla hiicre hattinda, % 1 antibiyotik
(210000 1U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin Gibco, Kat. No: 15140-122) ile % 10
fotal bovine serum (FBS) (Gibco, Kat. No: A4736201) iceren Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM) (Gibco, Ref: 41966-029) besiyeri kullanildi.
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2.2. Metot

2.2.1.Orneklerin hazirlanmasi ve homojenizat olusturulmasi

CPV-2 siipheli hayvanlardan alinan kan, gaita, rektal swap ve organ numuneleri

viral niikleik asit teshisi ve virus izolasyonu yapmak amaciyla 6n hazirliga tabi tutuldu.

Kan ornekleri, antikoagulanl tiiplere alindiktan sonra +4 *°C’de 2000 devirde 10
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda dibe ¢oken kanin sekilli elemanlar ile istte
kalan plazma kismi arasinda bulunan 16kosit tabakas1 ince bir pipet yardimi ile alinarak
2 ml PBS (Phosphate Buffer Saline) (Gibco, Kat No: 14190-094) soltsyonu bulunan
tiiplere aktarildi. Burada pipet ile karistirilarak 3 kez yikama islemi yapildi. Son yikama
isleminden sonra lokositler 1 ml PBS bulunan tiiplere aktarildi ve viral niikleik asit

tespiti ile virus izolasyon ¢aligmalarinda kullanilmak tizere -20 °C’de muhafa edildi.

Gaita ornekleri steril kaplara alindiktan sonra antibiyotik iceren PBS soliisyonu
icerisinde sulandirilip karistirilarak homojen hale getirildi. Elde edilen homojenizat
steril bir kaba siiziilerek biiylik partikiillerden arindirildi Siiziilen 6rnekler +4 °C’de
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3000 devirde, 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra iistteki sivi kisim
(supernatant) viral nikleik asit tespiti ve virus izolasyon g¢alismalarinda kullanilmak
uzere -20 °C’de muhafa edildi.

Rektal swap ornekleri steril swaplar ile alindiktan sonra 2 ml PBS soliisyonu
igerisine konulup vorteks yardimiyla karistirildi. +4 °C’de 3000 devirde, 30 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrast siipernatant niikleik asit tespiti ve virus izolasyon

calismalarinda kullanilmak iizere -20 °C’ye kaldirildi.

Parvovirus siiphesiyle 6len hayvanlarda nekropsi islemi yapildiktan sonra alinan
barsak pargalar1 ve lenf yumrular bistiiri yardimiyla kii¢lik parcalara ayrildi ve bir tiipte
toplandi, tlizerine %1 oraninda antibiyotik (Gibco, Cat. No: 15140-122, ABD) iceren
PBS eklendi. Doku pargalayici cihaz (Qiagen, Kat No: 69989, Hilden, Almanya)
yardimiyla homojenize hale getirildi. +4 “C’de 3000 devirde, 30 dakika santrifiyj edildi.
Santrifiij isleminden sonra siipernatantlar ayrildi ve niikleik asit tespiti ve virus

izolasyon ¢aligmalarinda kullanilmak tizere -20 °C’ye kaldirild1.
2.2.2.DNA Ekstraksiyonu

Ticari olarak temin edilen Invitrogen Genomik DNA Ekstraksiyon kiti, (Kat. No:
K1820-02) kullanilarak, iiretici firmanin talimatlart dogrultusunda viral niikleik asit

ekstraksiyonu yapildi. Bu amacla;

Homojenizat siipernatantlarindan ve kan orneklerinden 200 pl alimarak 2 ml’lik
tuplere konuldu. Tuplere 20 pl Proteinase K soliisyonu eklendi. Uzerine 20 pl RNase A
soliisyonu eklenerek vorteks islemi yapilarak karigtirildi ve 2 dakika oda 1sisinda
bekletildi. Daha sonra 200 pl PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer ilave edilerek
vorteks islemi yapildi ve 55°C de 10 dakika inkubasyona birakildi. Inkubasyonun
ardindan 200 pl %96 etil alkol eklenerek 5 saniye vorteks islemi yapildi. Bu igerikten

640 pl alinarak filtreli spin kolonlara aktarildi. Spin kolon, santrifiij cthaziyla (Sigma 1-

14 Mini Centrifuge, Almanya) 10000 rpm de 1 dk santrifiij edildi. Alt kisimdaki
sliziilmiis s1v1 bulunan tiip atildi. Spin kolonlar yeni bos tiiplere yerlestirildi. Filtreli spin
kolonlara 500 pl “Wash Buffer 1” eklendi ve 10000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Alt
kisimda bulunan tiip uzaklastirild: ve filtreli spin kolon yeni tiiplerine yerlestirildi. 500
ul “Wash Buffer 2” eklendi ve bu kez 16000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Bu asamadan
sonra altta bulunan tiip atildi ve filtreli spin kolon, 1,5 ml’lik RNase ve DNase

icermeyen yeni steril tiiplere yerlestirildi. 70 pl PureLink Genomic Elution Buffer
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eklendi ve 1 dakika oda 1sisinda inkube edilip 16000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Filtreli spin kolon atildi. Altta kalan DNA igeren 1,5 ml’lik tiip alinarak PCR

reaksiyonunda kullanilmak tizere -20 °C de muhafaza edildi.
2.2.3.Real-Time PCR

Real Time PCR icin ticari olarak temin edilen Biorad, iTagq Universal Probes One-
Step kiti kullanilarak mastermiks hazirlandi. PCR islemi Biorad CFX Connect Real
Time System (Biorad, North Carolina, ABD) cihazinda gergeklestirildi.

Tablo 2.3. Real Time PCR miks bilesenleri

Master Miks Hacim
2X Master Mix 10 pl
Forward Primer (10uM) 1ul
Reverse Primer (10puM) 1ul
Probe (10uM) 0,5 ul
Distile Su 25l
DNA 5ul
Toplam 20 ul

Tablo 2.3.’te belirtilen oranlarda PCR master miksi hazirlanip 0,2 pl hacimli
tiiplere 15°er pl dagitildiktan sonra her tiipe 5’er pul 6rnek DNA’s1 ve kontrol tiiplerine
pozitif ve negatif kontrol eklendi. Daha sonra kapaklari kapatilarak Real-Time PCR
cihazina yerlestirildi. Isil kosullar 95°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon, 95°C’de 15
saniye, 52°C’de 30 saniye, 72°C’de 1 dakika siireli program 39 dongii tekrarlanacak

sekilde ayarlandi. Sonuclar gercek zamanli olarak bilgisayar ekraninda takip edildi.

2.2.4. Konvansiyonel PCR

Konvansiyonel PCR igin ticari olarak temin edilen Thermo SCIENTIFIC Taq
DNA Polymerase kiti kullanilarak PCR miksi hazirlandi. PCR islemi Cleaver Scientific,
GTCI96S Thermal Cycler, cihazinda yapildi.
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Tablo 2.4. Konvansiyonel PCR miks bilesenleri

Master Miks Hacim
10X Taq Buffer 5ul
Forward Primer (10uM) 2 ul
Reverse Primer (10puM) 2 ul
dNTP mix (10mM) 1ul
Tag DNA Polymerase 1ul
Distile Su 34 ul
DNA 5 ul
Toplam 50 wl

PCR miksi her bir 6rnek icin tablo 2.4’te belirtilen miktarlarda hazirlandi ve 0,2
ml hacimdeki PCR tiiplerine 45’er pl paylastirildiktan sonra her tiipe 5’er pl 6rnegin
DNA’s1 eklendi. Pozitif ve negatif kontrollerde ayni sekilde eklendi. Kapaklar
kapatilan tiipler PCR cihazina (Cleaver Scientific, GTC96S Thermal Cycler)
yerlestirildi. Reaksiyon; 94°C’de 6 dakika on denatiirasyon asamasindan sonra, 94°C’de
45 saniye, 50 °C’de 45 saniye, 72 °C’de 45 saniye’lik 40 dongii tekrarindan sonra
72°C’de 10 dk siiren son uzama bolimii ile tamamlandi. Reaksiyon bittikten sonra

sonuglarin degerlendirilmesi jel goriintiileme cihazinda gerceklestirildi.

Goriintiileme icin oncelikle %1 yogunlukta agaroz jel hazirlandi. Bu amagla 100
gr Tris-asetik asit-EDTA (TAE) soliisyonu ile 1 gr agaroz erlen mayer iginde karistirilip
mikrodalga firinda sitildi. Mikrodalgadan alinip sogumaya birakildi. Soguduktan sonra
icine 0,5 pg/ml etidyum bromiir ilave edildi ve jel tablasina dokiilerek donmasi
beklendi. PCR son iiriiniinden 10 pl alinarak 6X boya (Thermo, 6x Loading Dye, Kat
No: R0611) ile karistirildi. Bu karigim hazirlanan agaroz jel kuyucuklarina aktarildi ve
40 dakika 80 Voltta yatay elektroforeze (Cleaver Scientific, CS-300V, ingiltere) tabi
tutuldu. Elektroforez islemi bittikten sonra transilluminator cihazinda (Vilber lormat,

Sigma, Almanya) UV isik altinda DNA bantlar1 degerlendirildi.
2.2.5. Hiicre Kiiltiirii ve Virus izolasyonu

-80°C’de stoklanan MDCK ve Vero hiicre kiiltiirleri, igerisinde %20 Fotal sigir
serumu ve %1 antibiyotik bulunan 5 ml DMEM hiicre iiretme vasati ile 25 cm? yiizey
alanina sahip hiicre kiiltiirii flasklarina ¢6ziildii ve 37°C’ye ayarh etlivlerde giinliikk

takibi yapildi. Hiicreler flask tabanini kapladiktan sonra 1 flasktan 2 flask olacak sekilde
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subkiiltire edildi. 24 saat sonra flask yiizeyini %80 oraninda kaplayan hiicreler virus

ekimi i¢in ayrild.

PCR testi sonucunda CPV-2 yo0nlnden pozitif tespit edilen orneklerin
homojenizatlarindan hazirlanan siipernatantlar 0,2 pm ¢apindaki membran filtrelerinden
stizulerek steril edildi. Elde edilen siipernatant ekim i¢in ayrilan hiicrelere adsorbsiyonlu
yontemle inokiile edildi. Bu amagla, hiicrelerin igerisindeki vasat dokiildii ardindan
flask hacminin %1°’i olacak sekilde steril hale getirilen siipernatant eklendi ve 1 saat
37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan flasklara 5 ml DMEM besi yeri eklendi
ve 37°C’ lik %5 CO2’li etiivlerde inkiibasyona birakildi. Virus ekili hiicreler her giin
mikroskop altinda sitopatik etki (CPE) yoniinden takip edildi. Hiicreler 5 giiniin
sonunda -80°C’lik derin donduruculara kaldirildu.

2.2.6. Genom Analizi ve Filogenetik Aga¢ Olusturma

Calismada elde edilen izolatlardan 6 adedi (3 sitopatojen, 3 non-sitopatojen) icgin
tiim genom sekans analizi yapilmak iizere hizmet alimi1 yapildi. izolatlarin sekas analizi
Yeni Nesil Dizileme (NGS) Illumina/WGS metodu ile yapildi. Elde edilen veriler
genbankta bulunan referans sekans ve benzer sekans 6rnekleri ile karsilagtirildi. Coklu
dizi hizalama, ClustalW algoritmas: ile MEGA 11 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis-MEGA) programi kullanarak yapildi. Konsensus verileri ve genbank dizileri
icin en iyi DNA/Protein modeli olarak Tamura-3 gama distrubuted (TN93+G) metodu
secildi ve filogenetik agag, MEGA11 programinda 1000 tekrarli bootstrap ile Neighbor-
Joining (NJ) yontemi kullanilarak olusturuldu. Elde edilen veriler ile genbankta bulunan

diger veriler ve referans verilerinin protein ve niikleotid farkliliklar1 incelendi.
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3. BULGULAR

3.1. Real-Time PCR Sonuclari

Calismada toplanan 45 adet 6rnegin DNA ekstraksiyonlar1 yapildiktan sonra tablo
2.3’te verilen master miks ve belirtilen 1s1l kosullarda rt-PCR iglemi yapildi. 24 adet
ornek (%53.3) pozitif tespit edildi. Pozitif orneklere iliskin veriler Sekil 3.1.’de
belirtildi.

Sekil 3.1.Pozitif 6rneklerin Real Time PCR sonuglar1 (PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol)

Amplification

14 1

12+

10 +

RFU (1073)

Yapilan PCR testi sonucunda numune tiirline gore pozitiflik dagilimi
incelendiginde gaita drneklerinin 6 adedi (% 85.7), kan 6rneklerinin 5 adedi (% 21.7),
rektal swap Orneklerinin 7 adedi (%100) ve organ orneklerinin 6 adedi (%75) pozitif
tespit edildi (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Real-Time pozitif 6rneklerin dagilimi

Ornek Say1 PCR (+) PCR(+) %
Gaita 7 6 85.7
Kan 23 5 21.7
Rektal swap 7 7 100
Organ (Barsak Pargasi) 8 6 75
Toplam 45 24 53.3

Pozitif tespit edilen orneklerin cinsiyete gore dagilimi incelendiginde 17 adet
ornegin disi (%100),7 adedinin de (%25) erkek oldugu tespit edildi (Tablo 3.2.).
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Tablo 3.2. Real-Time pozitif 6rneklerin cinsiyete gore dagilimu

Cinsiyet Say1 PCR (+) PCR(+) %
Disi 17 17 100
Erkek 28 7 25

Pozitif tespit edilen 24 6rnegin yas gruplar1 ve ast durumlart incelendiginde 23
adet (%54.1 )6rnegin 0-6 ay, 1 adedininde (%33.3) 6-12 aylik oldugu tespit edilirken 22
adet (% %51.1) 6rnegin asisiz, 2 adet (%100) 6rnegin ise asili hayvanlara ait oldugu
tespit edildi (Tablo 3.3, Tablo 3.4).

Tablo 3.3.Real-Time pozitif 6rneklerin yas gruplarma gore dagilimi

Yas Say1 PCR (+) PCR(+) %
0-6 Ay 42 23 54.7
6-12 Ay 3 1 33.3

Tablo 3.4. Real-Time pozitif 6rneklerin agi durumlarina gére dagilimi

As1 Durumu Say1 PCR (+) PCR(+) %
Asilt 2 2 100
Asis1z 43 22 51.1

Son olarak pozitif olgularin klinik belirtileri incelendiginde 10 adet (%32.2) Ornekte
kusma ve ishal, 8 adet (%100) ¢rnekte hemorajik ishal ve 6 adet (%100) 6rnekte
barsakta hemoraji bulgulari gézlendi (Tablo 3.5.).

Tablo 3.5. Real-Time pozitif 6rneklerin klinik belirtilere gore dagilimi

Klinik Belirti Say1 PCR (+) PCR(+) %
Kusma ve ishal 31 10 32.2
Hemorajik Ishal 8 8 100
Barsakta Hemoraji 6 6 100

3.2. Virus izolasyonu

rt-PCR ile pozitif tespit edilen 6rneklerin MDCK hiicre hattinda yapilan izolasyon
caligmas1 sonucunda pozitiflik tespit edilemedi . Vero hiicre hattinda yapilan izolasyon
calismalar1 sonucunda 8 adet 6rnegin 3 adedi hiicrede CPE meydana getirerek iirerken

5 adedinin ise CPE olusturmadan iiredigi belirlendi (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Pozitif 6rneklerin CPE goérintuleri (A: Vero hiicre kontrol, B: TR.CPV.Samsun01, C:
TR.CPV.Samsun03, D: TR.CPV.Samsun05)

Sekil 3.3. Hiicre kultirinde retilen 6rneklerin 1500 bg biiyiikliigiindeki konvansiyonel PCR goriintiileri
(M: 100 bg¢’lik DNA Ladder, PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol)

3.3. Sekans Analizi ve Filogenetik Analiz Sonuglari

Pozitif tespit edilen ve hiicre kiiltiiriinde izolasyonu yapilan 6rneklerden 6 adedi
(3 adet sitopatojen ,3 adet non-sitopatojen 0rnek) secilerek yeni nesil dizileme yontemi
ile tim genom sekans analizleri yapildi. Sekans analizi sonucunda elde edilen veriler
MEGA 11 programu ile diizenlendi. NCBI BLAST programi kullanilarak genbankta yer

alan CPV-2 verileri ile aralarindaki benzerlikler karsilastirildi. Sekans analizi yapilan
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orneklerin CPV-2’nin hangi varyantina ait oldugu VP2 proteininin 426. amino asitine
gore tespit edildi (Nandi & Kumar, 2010). Buna gore 426. pozisyonda bulunan
aspargine (Asn) amino asiti Orneklerin 2a varyantina ait oldugunu gosterdi. Analizi
yapilan 6rneklerimiz ile genbankta yer alan, hem Tiirkiye’den hem de diinyanin farkli
yerlerinden bildirilen CPV-2 dizinlerinden 60 adet segilerek filogenetik agag
olusturuldu. Orneklerin degerlendirilmesi, coklu hizalama yapilip hizalamanin disinda
kalan alanlar kesilerek yapildi.

BLAST analizi sonucunda izolatlarimizin %99.72 Amerika CPV-2a (M19296.1)

%98.87 Cin CPV-2a (OP985292.1),%98.43 Brezilya CPV-2c (KY073269.1), %98.37
Amerika CPV-2b (M38245.1), %98.99 Japonya CPV-2b (LC270891.1), %98.93 Italya
FPV (KX434461.1) ve %98.87 iran CPV-2b (MW653252.1) dizileri ile benzer oldugu
tespit  edildi. Sekans analizi yapilan izolatlarnmiz =~ TR.CPV.Samsun.01,
TR.CPV.Samsun.02, TR.CPV.Samsun.03, TR.CPV.Samsun.04, TR.CPV.Samsun.05,
TR.CPV.Samsun.06 olarak isimlendirildi ve genbanka yiiklenip sirasiyla OR066200,
OR066201,0R066202,0R066203,0R066204 ve OR066205 olarak numaralandirildi
(Sekil 3.3).
Orneklerin diger sekans verileriyle olan niikleotit farkliliklar1 incelendiginde; NS1 ve
NS2 proteinlerinde, TR.CPV.Samsun.04, TR.CPV.Samsun.05 ve TR.CPV.Samsun.06
numarali izolatlarin 165(A—G), TR.CPV.Samsun.04 numarali izolatin 237(G—A),
TR.CPV.Samsun.02 numarali izolatin 285(A—G), 315(T—C), 411(G—A),
TR.Samsun.CPV.06 numarali izolatin 499(T—C), TR.CPV.Samsun.01,
TR.CPV.Samsun.03 ve TR.CPV.Samsun.04 numarali izolatlarin 657(T—C),
TR.CPV.Samsun.02 numarali izolatin 867(G—A), TR.CPV.Samsun.06 numaral
izolatin 1377(T—C), TR.CPV.Samsun.02 numarali izolatin 1631(A—T), 1634(A—T),
1674(A—G), TR.CPV.Samsun.01, TR.CPV.Samsun.03 ve TR.CPV.Samsun.04
numarali  izolatlarin  1745(T—C), TR.CPV.Samsun.01, TR.CPV.Samsun.02,
TR.CPV.Samsun.03 ve TR.CPV.Samsun.04 numarali izolatlarin 1747(G—A),
TR.CPV.Samsun.05 numarali izolatin 1790(T—C), TR.CPV.Samsun.04 numarali
izolatin ~ 1800(G—A), tim izolatlarm  1923(G—A), TR.CPV.Samsun.0Ol,
TR.CPV.Samsun.03 ve TR.CPV.Samsun.04 numarali izolatlarin 1965(T—C) niikleotit
pozisyonlarinda baz degisiklikleri tespit edildi.

VP1 proteini tlizerinde TR.CPV.Samsun.03 ve TR.CPV.Samsun.04 numaral
izolatlarin 4(G—C), TR.CPV.Samsun.02, TR.CPV.Samsun.05 ve TR.CPV.Samsun.06
numarali izolatlarin 48(A—G), TR.CPV.Samsun.02,TR.CPV.Samsun.05 numarali
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izolatlarin  66(A—G) ve 67(G—A), TR.CPV.Samsun.02, TR.CPV.Samsun.05 ve
TR.CPV.Samsun.06 numarali izolatlarin 75(A—G) niikleotit pozisyonlarinda baz
degisiklikleri tespit edildi. Son olarak VP2 proteini iizerinde ise, TR.CPV.Samsun05
numarali izolatin 18(T—A), TR.CPV.Samsun.06 numarali izolatin 31(G—T),
TR.CPV.Samsun.01 TR.CPV.Samsun.02, TR.CPV.Samsun.03, TR.CPV.Samsun.04 ve
TR.CPV.Samsun.06 numarali izolatlarin 534(T—C),TR.CPV.Samsun.05 numarali
izolatin 546(T—C), tim izolatlarda 732(T—C), TR.CPV.Samsun.01
TR.CPV.Samsun.02, TR.CPV.Samsun.04 ve TR.CPV.Samsun.06 numarali izolatlarin
756(A—G), TR.CPV.Samsun.05 numarali izolatin 760(T—C),tim izolatlarin
800(T—A), TR.CPV.Samsun.05 numarali izolatin, 831(T—C), TR.CPV.Samsun.06
numarali izolatin 948(A—G), 1041(G—A), TR.CPV.Samsun.02 ve
TR.CPV.Samsun.06 numarali izolatlarin 1099(T—G), TR.CPV.Samsun.06 numarali
izolatin  1335(T—C), 1516(T—C), 1659(T—C) ve TR.CPV.Samsun.03 ile
TR.CPV.Samsun.05 numarali izolatlarin 1752(T—C) niikleotit pozisyonlarinda baz
degisiklikleri tespit edildi.
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MW653249.1 Iran CPV- 2a

MT629886.1 CPV-2a
MH106698.1 China CPV-2a

L————— MT840286.1 Nigeria CPV-2a
0P985292.1 China CPV-2a
OM640097.1 Canada CPV-2a
MK144546.1 South Korea CPV- 2a
MT981022.1 Italy CPV-2a
JQ268283.1 China CPV-2a
7 KF366250.1 India CPV-2a
LC270891.1 Japan CPV-2b
LC270892.1 Japan CPV-2b
LC270892.1 1Japan CPV-2b
MW653252.1 Iran CPV- 2b
MF177275.1 Ecuador CPV-2¢
OP093954.1 Brazil CPV-2b
—mo| OP093953.1 Brazil CPV-2b
OM721656.1 Turkey CPV-2b
MW539053.1 Turkey CPV-2b
OM721655.1 Turkey CPV-2b
MZ362881.1 Australia CPV- 2b

ON733252.1 Hungary CPV-2b
” I—

ON677437.1 Italy CPV-2b

MT840289.1 Nigeria CPV-2¢

MW589466.1 Thailand CPV-2¢c

MH660909.1 Mongolia CPV- 2¢
OK094438.1 Vietnam CPV-2c

MG013488.1 China CPV-2¢c

MF805789.1 China CPV-2¢
MW589468.1 Thailand CPV-2¢

—‘{— EU659120.1 USA CPV-2b
92

FJ222822.1 CPV-2b vaccine (strain SAH)

JNO033694.1 Russia CPV-2b
OM640101.1 Canada CPV-2a

—[:OKOQ4441 -1 Vietnam CPV-2¢c
82

MW889101.1 Peru CPV- 2b

MW?732023.1 Saint Kitts and Nevis CPV-2a
—wmozs 1 Saint Kitts and Nevis CPV-2a
MN451679.1 USA CPV-2¢
MT981024.1 ltaly CPV-2c
KY073269.1 Brazil CPV-2c

MF177229.1 Albania CPV-2¢
MT458229.1 Chile CPV-2¢c
MT458227.1 Chile CPV-2¢
MF177249.1 Argentina CPV- 2¢

MF177285.1 Uruguay CPV-2¢

MN451666.1 France CPV-2b
M74849.1 CPV-2 vaccine (isolate 39)

MN451660.1 USA CPV-2a

r— OM640099.1 Canada CPV-2a

MN451667.1 France CPV-2a

OM638042.1 Italy FPV
E KX434461.1 Italy FPV

‘OM638043.1 Egypt FPV

M38245.1 USA CPV-2b

ON479058.1 CPV-2 vaccine (strain 154)
EU659117.1 USA CPV-2a

‘ON479057.1 CPV-2 vaccine (strain NL-35-D)

ON479059.1 CPV-2 vaccine (strain CPV780916)
M19296.1 USA CPV-2a

TR.CPV. 05 A
TR.CPV. 06 A
TR.CPV.Samsun.02 A
TR.CPV.Samsun.01A
TR.CPV.Samsun.03 A
TR.CPV.Samsun.04 A

0.0000

Sekil 3.4. Elde edilen pozitif 6rnekler ve genbank verileri ile olusturulan filogenetik agac. Agag
olusturulurken DNA/Protein modeli olarak Tamura-3 gama distrubuted (TN93+G) metodu,1000 tekrarlt
bootstrap ile Neighbor-Joining (NJ) yontemi kullanilmigtir. 70 ve {izeri bootstrap degerleri gosterilmistir.
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Amino asit degisiklikleri agisindan incelendiginde ise NS1 ve NS2 proteinlerinde
TR.CPV.Samsun.02  numarali  izolatta 544.aa (Y—F), 545.aa (E—V),
TR.CPV.Samsun.01, TR.CPV.Samsun.03 ve TR.CPV.Samsun.04 numaral1 izolatlarda
582.aa (L—S), TR.CPV.Samsun.01, TR.CPV.Samsun.02, TR.CPV.Samsun.03 ve
TR.CPV.Samsun.04 numarali izolatlarda, 583.aa (K—E), TR.CPV.Samsun.05 numarali
izolatta 597.aa (L—P), amino asit degisiklikleri gozlendi. VP1 proteini Uzerinde,
TR.CPV.Samsun.03 ve TR.CPV.Samsun.04’te 2.aa (A—P), TR.CPV.Samsun.02 ve
TR.CPV.Samsun.05’te 23.aa (D—N) amino asit degisiklikleri gozlendi. Son olarak
VP2 proteininde ise TR.CPV.Samsun.06’da 1l.aa (G—C), tim izolatlarda
267.aa(F—Y),TR.CPV.Samsun02 ve TR.CPV.Samsun.06’da 367.aa (Y—D) amino
asit degisiklikleri gozlendi.

32



4. TARTISMA

Viruslarin yeni konakg¢ilarda enfeksiyona neden olmasi, insanlar ve diger
hayvanlar icin surekli bir tehdit olusturmaktadir. Cogu zaman, yeni ortaya g¢ikan
viruslar, farkli konakgilarda replikasyonu arttiran ve bulasmayi kolaylastiran adaptif
mutasyonlar kazanir. Bununla birlikte, ilgili mutasyonlarin hangi oranda ortaya ¢iktigi,
konak¢1 adaptasyonu, konak ici genetik ¢esitliligi ve evrimsel iligskisi tam olarak
tamimlanamamustir (Antia et al., 2003; Parrish et al., 2008). Canine parvoviruslar, birden
fazla konake1 tiiriinde ortaya ¢ikma ve tiirler arasi bulagmayla ilgili evrimsel engelleri

asan son derece basarili viral patojenlerdir (Parrish, 1999).

CPV-2 ilk olarak 1970'lerin ortalarinda kopeklerde bildirilmis ve kisa bir siire
icerisinde genetik degisiklige ugrayarak CPV-2a tespit edilmis ve ardindan 2b/2c/new
2a/new2b olmak iizere antijenik ve genetik olarak farkli alt tipleri ortaya ¢ikmistir
(Buonavoglia et al., 2001; Parrish, 1999; Parrish et al., 1988). Varyantlar arasindaki
antijenik ve genetik degisiklikler ayn1 zamanda konakg1 araliklarindaki degisiklikler ile
de iliskilendirilmistir. Ortaya ¢ikisindan kisa bir siire sonra hizla yayilarak neredeyse
pandemik boyutlara ulasmistir. Gilinlimiizde Diinya genelinde artik orijinal CPV-2’nin
nadir olarak goriildiigii buna karsin 2a/2b/2¢ varyantlarinin orijinal virusun yerini aldigi

bildirilmistir (Hoelzer and Parrish, 2010; VVoorhees et al., 2019).

Parvoviruslar akut gastroenteritin ana nedenlerinden biridir ve virus nedenli
enteritler diinya genelinde hem evcil hemde vahsi hayvanlar icin biiylik problem teskil
etmektedir. Enfeksiyon ancak erken ve agresif bir sekilde tedavi edildiginde hayatta
kalma oranlar1 %80-95'e kadar c¢ikabilmektedir. Tedavi edilmeyen, CPV ile enfekte
kopeklerin hayatta kalma oranlart %9.1'e kadar diisebilmektedir (Goddard and
Leisewitz, 2010; Prittie, 2004). CPV-2, ozellikle geng yastaki kopeklerde siddetli
enfeksiyona neden olsa da son yillarda yetiskin kopeklerdeki vaka sayilarinda da artislar
bildirilmistir. Parvovirus enfeksiyonlarini kontrol altina almanin en 6nemli yolu etkili
agilama protokollerinin gelistirilmesi ile miimkiin olmaktadir. Giinimizde hem canli
attentie hemde inaktif CPV-2 asilar1 mevcuttur. Bu asilar hastaligi kontrol etmeye
yardimct olmakla birlikte, asilanmig hayvanlarda dahi CPV-2 enfeksiyonlari
sekillenebilmektedir (Nandi et al., 2013). Mevcut asilarin farkli CPV varyantlari
tizerindeki etkinligi ile ilgili bircok goriis farklilig1 vardir. Bazi aragtirmacilar mevcut
agilarin tim CPV varyantlarina kars1 etkili oldugunu diisiinse de (Larson and Schultz,

2008; Spibey et al., 2008) bazilar1 asilarin belirli bolgelerde hastaligin prevalansina
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bagli olarak 2a/2b/2c¢ varyantlari ile degistirilmesi gerektigini diistinmektedir (Decaro et
al., 2007; Decaro et al., 2008).

CPV-2’nin farkli antijenik varyantlar1 farkli iilkelerde degisen oranlarda
yaygindir. Etkili asilama c¢aligmalar1 ve kontrol Onlemlerine ragmen Canine
parvoviruslar 40 yil1 agskin bir stiredir kiiresel boyutta varligini siirdiirmektedir (Miranda

and Thompson, 2016).

Tiirkiye’de canine parvoviruslar ile ilgili ilk ¢alisma 1981 yilinda yapilmistir. Bu
calismada 1980-1981 yillar1 arasinda, toplam 19 kopekte (18 yavru, 1 eriskin) CPV-
2’nin makroskobik ve mikroskobik bulgular1 dikkate alinarak CPV-2 tespit edilmistir
(Berkin vd., 1981). Tiirkiye’de son yillarda CPV-2’nin molekiiler karakterizasyonuna
yonelik caligmalar da hiz kazanmig ve farkli CPV-2 varyantlari tespit edilmistir. CPV-
2’nin molekiiler karakterizasyonuna yonelik ilk ¢alisma Yilmaz vd. (2005) tarafindan
gerceklestirilmistir. Bu c¢alismada Bursa ilindeki hemorajik enteritisli kopeklerden
alinan 6rneklerin 21 adedinde CPV-2’nin varligini tespit ederek, 9 adet 6rnegin CPV-2a
ve 7 adet ornegin CPV-2b varyantinda oldugu ortaya konulmustur (Yilmaz vd., 2005).
Ardindan Yesilbag vd. (2007), 32 adet CPV-2 pozitif kopekte yaptiklar ¢alismada 17
ornegin CPV-2a ve 10 6rnegin CPV-2b varyantinda oldugunu belirtmislerdir (Yilmaz
vd., 2007). Timurkan ve Oguzoglu (2015), 2009-2010 yillar1 arasinda 25 adet CPV-2
pozitif kopekte yaptiklari ¢calismada 17 adet CPV-2a ve 8 adet CPV-2b varyantlarinin
dolagimda sirkiile oldugunu bildirmislerdir (Timurkan ve Oguzoglu, 2015). Ayrica
Mersin ilinde 20 adet gastroenteritisli kopek iizerinde yapilan bir ¢aligmada 7 adet
kopegin CPV-2b varyantinda oldugu tespit edilmistir (Dinger, 2017). Van ilinde CPV-
2’li kopeklerde yapilan bir ¢alismada ise CPV-2a ve CPV-2b varyantlarinin bdlgede
sirkiile oldugu bildirilmistir (Karapinar vd., 2018). Tiirkiye’nin Giineydogu bdlgesinde
yapilan bir ¢aligmada da 18 adet CPV-2 pozitif kopekte 1 adet CPV-2a, 16 CPV-2b ve 1
CPV-2c varyanti tespit edilmistir (Polat vd., 2019). Ankara’da 5 adet CPV-2 pozitif
kopek tizerinde yapilan bir galismada CPV-2b varyantinin varligi saptanmistir (Akkutay
Yoldar ve Koc, 2020). Burdur yoresinde ise 35 adet CPV-2 siipheli kopekte farkli PCR
teknikleri ile yapilan baska bir ¢calismada CPV-2a, CPV-2b ve CPV-2c varyantlarinin
varlhigt bildirilmistir (Hasircioglu ve Aslim, 2022). Abayl vd. (2022) Ankara, Elazig,
Kocaeli ve Kayseri illerinden topladiklar1 6rnekler ile yaptiklar1 ¢alismada CPV-2b’nin
varhigin ortaya koymuslardir (Abayli vd., 2022). Temizkan ve Temizkan (2023), 2020-
2022 yillar1 arasinda Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden topladiklar1 6rneklerde yaptiklart
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calismada CPV-2a ,CPV-2b ve CPV-2c varyantlarinin dolasimda sirkiile oldugunu
bildirmiglerdir (Temizkan ve Temizkan, 2023).Tiirkiye nin farkli illerinden toplanan
630 tilki digkis1 6rneginde CPV-2’nin varhiginin arastirildigi calismada ise 2 adet
ornekte pozitiflik tespit edilmis ve yapilan sekans analizi sonucunda 6rneklerin CPV-2b

varyantina ait oldugu bildirilmistir (Kurucay vd., 2023).

Calismamizin 6rnekleme asamasit 2020-2022 yilllar1 arasinda Ondokuz Mayis
Universitesi Veteriner Fakiiltesi kliniklerine kusma ve ishal siiphesiyle getirilen
kopekler ile ayni1 sebeplerden 6len kopekler ile yapilmis ve toplamda 45 adet siipheli
ornek toplanmistir. Toplanan 6rneklere yapilan rt-PCR testi sonucunda 24 adet érnek
CPV-2 yoniinden pozitif tespit edilmis ve 8 adet Grnegin Vero hucre kultirinde
izolasyonu yapilmistir. Elde edilen izolatlardan 6 adedinin NGS yontemi ile tim genom
sekans analizi yapilip, izolatlarin CPV-2a varyantinda oldugu tespit edilmistir. Izole
edilen orneklerin BLAST analizinde %99.72 Amerika %98.87 Cin,%98.43 Brezilya,
%98.99 Japonya, %98.93 italya ve %98.87 iran’da bildirilen sekans verileriyle benzer
oldugu bulunmustur. izolatlarm kendi aralarinda ise %99 oraninda benzerlik tespit
edilmistir. Yapilan filogenetik analiz sonucunda CPV-2a, CPV-2b ve CPV-2c
varyantlarinin agag¢ {izerinde birbirlerine yakin olarak yer aldigi gurilmektedir. Bu
durumun, varyantlarin ayriminda tek bir amino asit degisikligin referans alinmasinin bir

sonucu oldugu goriisiindeyiz.

CPV-2’nin major kapsid proteini olan VP2, virusun konakg¢1 aralig1 ve patojenik
potansiyelinden sorumludur (Decaro and Buonavoglia, 2012). VP2 proteini Uzerindeki
amino asit degisiklikleri incelendiginde CPV-2’yi FPV’den ayiran 80(K—R),
93(K—N), 564(N—>S), 568(A—G) amino asitlerde meydana gelen evrensel
mutasyonlar izolatlarimizda tespit edilmistir. Orijinal CPV-2’nin CPV-2a/2b/2c
varyantlarindan ayriminda 426.amin0 asit pozisyonu dikkate alinmaktadir (Nandi and
Kumar, 2010). Elde ettigimiz sekans verilerinin amino asit pozisyonlar1 incelendiginde
426.pozisyonda aspargine (Asn) amino asitinin varhigt CPV-2a varyantina isaret
etmektedir. Buna karsin CPV-2a/2b/2¢ varyantlarinin tamaminda ortak olan 87(M—L),
101(I-T), 300(A—G), 305(D—Y) amino asit ikameleri izolatlarimizin higbirinde
tespit edilememis ve izolatlarimizin bu bolgedeki amino asit pozisyonlar: orijinal CPV-
2 ile ayni bulunmustur. Giiniimiizde orijinal CPV-2’nin artik dolasimda nadiren
bulundugu ve CPV-2a/2b/2c/new2a/new2b varyantlarinin artik diinya genelinde sirkiile

oldugu bilgisinden yola ¢ikarak izolatlarimizda geriye doniik mutasyon sekillendigi
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diisiincesi akla gelmektedir. Ozellikle CPV-2a varyantinda tespit edilen 555(V—1I) aa.
degisikliginin izolatlarimizda olmamasi, bu bolgede orijinal CPV-2 ve diger CPV-2
varyantlarinda oldugu gibi 555V aa.’nin yer almasi diisiincemizi destekler niteliktedir.
Ayrica virusun antijenitesinde rolii oldugu diisiiniilen ve birgok CPV2a/2b/2c
varyantinda da bildirilen 440(T—A) aa degisikligi de izolatlarimizda tespit
edilememistir (Timurkan ve Oguzoglu; Zhou et al., 2017). Tiim aa. degisikliklerinden
farkli olarak VP2 proteini {izerinde 11(G—C), 267(F—Y) ve 367(Y—D) olmak Uzere 3
aa degisikligi tespit edilmistir. Bu degisikliklerden 11(G—C) ve 367(Y—D)’nin
viriilens tizerine herhangi bir etkisinin olup olmadig1 veya yeni bir varyant 6zelligi olup
olmayacagi ile ilgili heniiz bir bilgi bulunmamaktadir. 267(F—Y) aa degisikliginin ise,
324(Y—I) ve 440(T—A) aa degisiklikleri ile birlikte bulundugu durumda asi
basarisizliklari ile iligkili olabilecegi bildirilmistir (Zhou et al., 2017). Ancak yalnizca
267(F—Y)’ nin rolii ile ilgili bir bilgi bulunmamaktadir.

Tiirkiye’de CPV-2’ye kars1 inaktif ve modifiye canli asilar kullanilmaktadir. Bu
asilar CPV-2 ve CPV-2b varyantlarin1 igermektedir. Tiirkiye’de ve Diinya’da daha
onceden yapilmis olan calismalarda asili hayvanlarda CPV-2’nin varlig1 tespit edilmistir
(Hasircioglu, 2022; Mittal, 2014; Yip et al., 2020). Calismamizda pozitif tespit ettigimiz
ornekler arasinda 2 hayvanin asili olmasi asilarin etkinligi ile ilgili sorunlart bir kez
daha akla getirmektedir. Asilarin etkinligi, yavrudaki maternal antikor seviyesi,
uygulanan as1 susu ve uygulama protokiiline gore farkli nedenlere bagli olarak
degisebilmektedir. Bu anlamda, asilamanin dogru zamanda yapilmasinin maternal
antikorlar ile ilgili olusabilecek riskleri en aza indirecegini ve as1 suslarimin dolasimda
sirkiile olan virus varyantina gore se¢ilmesi ile as1 basarisizliklarinin  Oniine

gecilebilecegini diisiinmekteyiz.

Yaptigimiz ¢aligmada pozitif tespit edilen olgularin cinsiyetleri incelediginde disi
kopeklerde hastaligin goriilme oranimmin erkek kopeklere gore yiliksek oldugu tespit
edildi. Buna karsin yapilan ¢aligmalarin bir kisminda hastaligin cinsiyete gore goriilme
oraninda anlamli bir fark goriilmedigi (Castro et al.,2007; Zhao et al.,2016; Mech et al.,
2008) bir kisminda ise erkek hayvanlarda daha yiliksek oranda goriildiigi tespit
edilmistir (Kalli et al.,2010; Aktas vd., 2011; Hasircioglu ve Aslim).

Calismamizda pozitif tespit edilen 6rnek materyallerinin dagilimi incelendiginde
rektal swap ve gaita 6rneklerinde pozitiflik oraninin kan ve doku 6rneklerine gore daha

yiiksek oldugu goriildii. Benzer sonuglar Segev et al., (2022), Karapinar vd., (2018) ve
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Gargari (2015)’nin ¢alismalarinda da goriilmiistiir. Bu ¢alismalarda da rektal swap ve
gaita Orneklerinin kan Orneklerine gore daha yiiksek oranda pozitif bulundugu tespit
edilmistir.

Ayrica CPV-2’nin oOzellikle 6 ayliktan kiiciik koOpeklerde ylksek oranda
enfeksiyon olusturdugu bilgisi gbz Oniine alindiginda (Cubel and Garcia, 2000; Aktas
vd., 2011; Pandya et al.,2017) 6rnekleme yapilan hayvanlarda CPV-2 yoninden pozitif
tespit edilen vakalarin 0-6 ay arasindaki yavrularda goriilmiis olmast CPV-2 ile ilgili

bilgilerimizi destekler niteliktedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Canine Parvoviruslar tespit edildigi glinden giiniimiize kadar hem evcil hemde
yabani hayvanlar i¢in biiyiik bir tehdit olusturmaktadir. Virusun cevresel sartlara
dayaniklilig1, viral genomunda siklikla meydana gelen genetik ve antijenik degisiklikler
ve tlrler aras1 bulagsma yetenegi enfeksiyonun kontrol edilmesini zorlastirmaktadir.
Virusun hizli evrimi ayn1 zamanda daha tehlikeli olabilen antijenik varyantlarin ortaya
¢ikmasina neden olabilmektedir. Hastalig1 kontrol etmenin en gilivenli yolu asilamadir.
Ancak virusun siirekli mutasyona ugramasi ile ortaya ¢ikan yeni varyantlar mevcut

asilarin etkinligini diigiirmektedir.

Bir enfeksiyonla micadelede en 6nemli noktalar, virusun oncelikle kokenini
anlayabilmek, dolasimda sirkiile olan suslar1 ortaya c¢ikarmak ve enfeksiyonun
bolgedeki durumu hakkinda bilgi sahibi olabilmektir. Bu anlamda yaptigimiz tez
caligmas1 Samsun ilinde enfeksiyonun epidemiyolojisi ve sirkiile olan virusun genomik
Ozelliklerini ortaya koymasi agisindan 6nem tasimaktadir. Bu ¢alisma ile ayn1 zamanda
tespit ettigimiz viruslarin Tiirkiye’de ve Diinya’da bildirilen diger izolatlar ile

farkliliklar1 da ortaya konulmustur.

Tim bu verilerden yola ¢ikarak CPV-2 enfeksiyonuyla etkili bir miicadele igin
dolagimda sirkiile olan varyantlarin tespit edilmesi, bunun i¢in de epidemiyolojik
caligmalarin periyodik olarak devam ettirilmesi, mevcut as1 suslarinin giincel varyatlarla

degistirilmesi ve agilama politikasinin revize edilmesi 6nerilmektedir.
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EKLER

Ek 1. TR.CPV.Samsun.01 (Genbank No: OR066200)
ATTCTTTAGAACCAACTGACCAAGTTCACGTACGTATGACGTGATGACCCGC
TGCGCGCGCTGCCTACGGCAGTCACACGTCATACGTACGCTCCTTGGTCAGT
TGGTTCTAAAGAATGATAGGCGGTTTGTGTGTTTAAACTTGGGCGGGAAAA
GGTGGCGGGCTAATTGTGGGCGTGGTTAAAGGTATAAAAGACAAACCATAG
ACCGTTACTGACATTCGCTTCTTGTCTTTGACAGAGTGAACCTCTCTTACTCT
GACTAACCAACCATGTCTGGCAACCAGTATACTGAGGAAGTTATGGAGGGA
GTAAATTGGTTAAAGAAACATGCAGAAAATGAAGCATTTTCGTTTGTTTTTA
AATGTGACAACGTCCAACTAAATGGAAAGGATGTTCGCTGGAACAACTATA
CCAAACCAATTCAAAATGAAGAACTAACATCTTTAATTAGAGGAGCACAAA
CAGCAATGGATCAAACCGAAGAAGAAGAAATGGACTGGGAATCGGAAGTT
GATAGTCTCGCCAAAAAGCAAGTACAAACTTTTGATGCATTAATTAAAAAA
TGTCTTTTTGAAGTCTTTGTTTCTAAAAATATAGAACCAAATGAATGTGTTT
GGTTTATTCAACATGAATGGGGAAAAGATCAAGGCTGGCATTGTCATGTTTT
ACTTCATAGTAAGAACTTACAACAAGCAACTGGTAAATGGCTACGCAGACA
AATGAATATGTATTGGAGTAGATGGTTGGTGACTCTTTGTTCGGTAAACTTA
ACACCAACTGAAAAGATTAAGCTCAGAGAAATTGCAGAAGATAGTGAATG
GGTGACTATATTAACATACAGACATAAGCAAACAAAAAAAGACTATGTTAA
AATGGTTCATTTTGGAAATATGATAGCATATTACTTTTTAACAAAGAAAAAA
ATCGTCCACATGACAAAAGAAAGTGGCTATTTTTTAAGTACTGATTCTGGTT
GGAAATTTAACTTTATGAAGTATCAAGACAGACAAATTGTCAGCACACTTT
ACACTGAACAAATGAAACCAGAAACCGTTGAAACCACAGTGACGACAGCA
CAGGAAACAAAGCGCGGGAGAATTCAAACTAAAAAGGAAGTGTCAATCAA
ATGTACTTTGCGGGACTTGGTTAGTAAAAGAGTAACATCACCTGAAGACTG
GATGATGTTACAACCAGATAGTTATATTGAAATGATGGCACAACCAGGAGG
TGAAAATCTTTTAAAAAATACACTTGAAATTTGTACTTTGACTTTAGCAAGA
ACAAAAACAGCATTTGAATTAATACTTGAAAAAGCAGATAATACTAAACTA
ACTAACTTTGATCTTGCAAATTCTAGAACATGTCAAATTTTTAGAATGCACG
GATGGAATTGGATTAAAGTTTGTCACGCTATAGCATGTGTTTTAAATAGACA
AGGTGGTAAAAGAAATACAGTTCTTTTTCATGGACCAGCAAGTACAGGAAA
ATCTATCATTGCTCAAGCCATAGCACAAGCTGTGGGTAATGTTGGTTGTTAT
AATGCAGCAAATGTAAATTTTCCATTTAATGACTGTACCAATAAAAATTTAA
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TTTGGATTGAAGAAGCTGGTAACTTTGGTCAACAAGTTAATCAATTTAAAGC
AATTTGTTCTGGACAAACAATTAGAATTGATCAAAAAGGTAAAGGAAGTAA
GCAAATTGAACCAACTCCAGTAATTATGACAACTAATGAAAATATAACAAT
TGTGAGAATTGGATGTGAAGAAAGACCTGAACATACACAACCAATAAGAG
ACAGAATGTTGAACATTAAGTTAGTATGTAAGCTTCCAGGAGACTTTGGTTT
GGTTGATAAAGAAGAATGGCCTTTAATATGTGCATGGTTAGTTAAACATGG
TTATGAATCAACCATGGCTAACTATACACATCATTGGGGAAAAGTACCAGA
ATGGGATGAAAACTGGGCGGAGCCTAAAATACAAGAAGGTATAAATTCACC
AGGTTGCAAAGACTCAAAGACGCAAGCGGCAAGCAATCCTCAGAGTCAAG
ACCAAGTTCTAACTCCTCTGACTCCGGACGTAGTGGACCTTGCACTGGAACC
GTGGAGTACTCCAGATACGCCTATTGCAGAAACTGCAAATCAACAATCAAA
CCAACTTGGCGTTACTCACAAAGACGTGCAAGCGAGTCCAACGTGGTCCGA
AATAGAGGCAGACCTGAGAGCCATCTTTACCTCTGAACAATTGGAAGAAGA
TTTTCGAGACGACTTGGATTAAGGTACGATGGCACCTCCGGCAAAGAGAGC
CAGGAGAGGTAAGGGTGTGTTAGTAAAGTGGGGGGAGGGGAAAGATTTAA
TAACTTAACTAAGTATGTGTTTTTTTATAGGACTTGTGCCTCCAGGTTATAA
ATATCTTGGGCCTGGGAACAGTCTTGACCAAGGAGAACCAACTAACCCTTC
TGACGCCGCTGCAAAAGAACACGACGAAGCTTACGCTGCTTATCTTCGCTCT
GGTAAAAACCCATACTTATATTTCTCGCCAGCAGATCAACGCTTTATAGATC
AAACTAAGGACGCTAAAGATTGGGGGGGGAAAATAGGACATTATTTTTTTA
GAGCTAAAAAGGCAATTGCTCCAGTATTAACTGATACACCAGATCATCCAT
CAACATCAAGACCAACAAAACCAACTAAAAGAAGTAAACCACCACCTCATA
TTTTCATCAATCTTGCAAAAAAAAAAAAAGCCGGTGCAGGACAAGTAAAAA
GAGACAATCTTGCACCAATGAGTGATGGAGCAGTTCAACCAGACGGTGGTC
AACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCTACAGGATCTGGGAACGGGTCTGGAG
GCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCA
ATAATCAGACGGAATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAG
CAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAGAAAGTGAAAATTATA
GAAGAGTGGTTGTAAATAATATGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGG
CTTTAGATGATATTCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGC
AAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGAGATTGGCAACTAATTGTTAAT
ACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAATGTTG
TTTTAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAA
TAATGATTTAACTGCATCATTGATGGTTGCATTAGACAGTAATAATACTATG
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CCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGGA
AACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATT
AATACCATCTCATACTGGAACTAGTGGCACACCAACAAATATATACCATGG
TACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTACACTATTGAAAATTCTGTGCCAGTG
CACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTATTTTGATT
GTAAACCATGTAGACTAACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCT
TACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAATCTGAAGGAGCTACTAACTTTGG
TGATATAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAA
TACAAACTATATTACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTAT
AGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCCATTTAAAACAC
CTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACATATGAAAATCAAGCAGCA
GATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACC
ACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACA
GGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCT
GTAACGAATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACA
GGAATTAACTATACTAATATATTTAATACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAA
ATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTGA
TACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAAT
AATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAAT
ATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTT
TTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACT
TGGAATCCAATTCAACAAATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATG
TACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAAATCTCAACTAG
CACCTAGAAAATTATATTAACATACTTACTATGGTTTTTATGTTTATTACATA
TCAACTAGCACCTAGAAAAATTATATTAACATACTTACTATGGTTTTTATGT
TTATTACATATTATTTTAAGATTAATTAAATACAGCATAGAAATATTGTACT
TGTACTTGATATAGGATTTAGAAGTTTGTTATATGGTATACAATAACTGTAA
GAAATAGAAGAACATTTAGATCATAGTTAGTAGGTTTGTTAGATGGTATAC
AATAACTGTAAGAAATAGAAGAACATTTAGATCATAGTTAGTAGGTTTGTT
ATATGGTATACAATAACTGTAAGAAATAGAAGAACATTTAGATCATAGTTA
GTAGTTTGTTTTATAAAATGTATTGTAAACCATTAATGTATGTTGTTATGGTG
TGGGTGGTTGGTTGGTTTGCCCTTAGAATATGTTAAGGACCAAAAAAATCA
ATAAAAGACATTTAAAACTAAATGGCCTCGTATACTGTCTATAAGGTGAAC
TAACCTTACCATAAGTATCAATCTTTGCGCCCTAATTTAACAAATGAATATG
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ATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTTTTG
GTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTG
GAATCCAATTCAACAAATGAGTATCAATGTAGATAACCAATTTAACTATGT
ACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAAATCTCAACTAGC
ACCTAGAAAATTATATTAACATACTTACT

Ek 2. TR.CPV.Samsun.02 (Genbank No: OR066201)
ATTCTTTAGAACCAACTGACCAAGTTCACGTACGTATGACGTGATGACGCGC
TGCGCGCGCTGCCTACGGCAGTCACACGTCATACGTACGCTCCTTGGTCAGT
TGGTTCTAAAGAATGATAGGCGGTTTGTGTGTTTAAACTTGGGCGGGAAAA
GGTGGCGGGCTAATTGTGGGCGTGGTTAAAGGTATAAAAGACAAACCATAG
ACCGTTACTGACATTCGCTTCTTGTCTTTGACAGAGTGAACCTCTCTTACTCT
GACTAACCAACCATGTCTGGCAACCAGTATACTGAGGAAGTTATGGAGGGA
GTAAATTGGTTAAAGAAACATGCAGAAAATGAAGCATTTTCGTTTGTTTTTA
AATGTGACAACGTCCAACTAAATGGAAAGGATGTTCGCTGGAACAACTATA
CCAAACCAATTCAAAATGAAGAACTAACATCTTTAATTAGAGGAGCACAAA
CAGCAATGGATCAAACCGAAGAAGAAGAAATGGACTGGGAATCGGAAGTT
GATAGTCTCGCCAAAAAGCAAGTACAAACTTTTGATGCATTGATTAAAAAA
TGTCTTTTTGAAGTCTTTGTCTCTAAAAATATAGAACCAAATGAATGTGTTT
GGTTTATTCAACATGAATGGGGAAAAGATCAAGGCTGGCATTGTCATGTTTT
ACTTCATAGTAAAAACTTACAACAAGCAACTGGTAAATGGCTACGCAGACA
AATGAATATGTATTGGAGTAGATGGTTGGTGACTCTTTGTTCGGTAAACTTA
ACACCAACTGAAAAGATTAAGCTCAGAGAAATTGCAGAAGATAGTGAATG
GGTGACTATATTAACATACAGACATAAGCAAACAAAAAAAGACTATGTTAA
AATGGTTCATTTTGGAAATATGATAGCATATTACTTTTTAACAAAGAAAAAA
ATTGTCCACATGACAAAAGAAAGTGGCTATTTTTTAAGTACTGATTCTGGTT
GGAAATTTAACTTTATGAAGTATCAAGACAGACAAATTGTCAGCACACTTT
ACACTGAACAAATGAAACCAGAAACCGTTGAAACCACAGTGACGACAGCA
CAGGAAACAAAGCGCGGGAGAATTCAAACTAAAAAGGAAGTGTCAATCAA
ATGTACTTTACGGGACTTGGTTAGTAAAAGAGTAACATCACCTGAAGACTG
GATGATGTTACAACCAGATAGTTATATTGAAATGATGGCACAACCAGGAGG
TGAAAATCTTTTAAAAAATACACTTGAAATTTGTACTTTGACTTTAGCAAGA
ACAAAAACAGCATTTGAATTAATACTTGAAAAAGCAGATAATACTAAACTA
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ACTAACTTTGATCTTGCAAATTCTAGAACATGTCAAATTTTTAGAATGCACG
GATGGAATTGGATTAAAGTTTGTCACGCTATAGCATGTGTTTTAAATAGACA
AGGTGGTAAAAGAAATACAGTTCTTTTTCATGGACCAGCAAGTACAGGAAA
ATCTATCATTGCTCAAGCCATAGCACAAGCTGTGGGTAATGTTGGTTGTTAT
AATGCAGCAAATGTAAATTTTCCATTTAATGACTGTACCAATAAAAATTTAA
TTTGGATTGAAGAAGCTGGTAACTTTGGTCAACAAGTTAATCAATTTAAAGC
AATTTGTTCTGGACAAACAATTAGAATTGATCAAAAAGGTAAAGGAAGTAA
GCAAATTGAACCAACTCCAGTAATTATGACAACTAATGAAAATATAACAAT
TGTGAGAATTGGATGTGAAGAAAGACCTGAACATACACAACCAATAAGAG
ACAGAATGTTGAACATTAAGTTAGTATGTAAGCTTCCAGGAGACTTTGGTTT
GGTTGATAAAGAAGAATGGCCTTTAATATGTGCATGGTTAGTTAAACATGG
TTTTGTATCAACCATGGCTAACTATACACATCATTGGGGAAAAGTGCCAGA
ATGGGATGAAAACTGGGCGGAGCCTAAAATACAAGAAGGTATAAATTCACC
AGGTTGCAAAGACTTAAAGACACAAGCGGCAAGCAATCCTCAGAGTCAAG
ACCAAGTTCTAACTCCTCTGACTCCGGACGTAGTGGACCTTGCACTGGAACC
GTGGAGTACTCCAGATACGCCTATTGCAGAAACTGCAAATCAACAATCAAA
CCAACTTGGCGTTACTCACAAAGACGTGCAAGCGAGTCCAACGTGGTCCGA
AATAGAGGCAGACCTGAGAGCCATCTTTACTTCTGAACAATTGGAAGAAGA
TTTTCGAGACGACTTGGATTAAGGTACGATGGCACCTCCGGCAAAGAGAGC
CAGGAGAGGTAAGGGTGTGTTAGTGAAGTGGGGGGAGGGGAAGAATTTAA
TGACTTAACTAAGTATGTGTTTTTTTATAGGACTTGTGCCTCCAGGTTATAA
ATATCTTGGGCCTGGGAACAGTCTTGACCAAGGAGAACCAACTAACCCTTC
TGACGCCGCTGCAAAAGAACACGACGAAGCTTACGCTGCTTATCTTCGCTCT
GGTAAAAACCCATACTTATATTTCTCGCCAGCAGATCAACGCTTTATAGATC
AAACTAAGGACGCTAAAGATTGGGGGGGGAAAATAGGACATTATTTTTTTA
GAGCTAAAAAGGCAATTGCTCCAGTATTAACTGATACACCAGATCATCCAT
CAACATCAAGACCAACAAAACCAACTAAAAGAAGTAAACCACCACCTCATA
TTTTCATCAATCTTGCAAAAAAAAAAAAAGCCGGTGCAGGACAAGTAAAAA
GAGACAATCTTGCACCAATGAGTGATGGAGCAGTTCAACCAGACGGTGGTC
AACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCTACAGGATCTGGGAACGGGTCTGGAG
GCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCA
ATAATCAGACGGAATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAG
CAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAGAAAGTGAAAATTATA
GAAGAGTGGTTGTAAATAATATGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGG
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CTTTAGATGATATTCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGC
AAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGAGATTGGCAACTAATTGTTAAT
ACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAATGTTG
TTTTAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAA
TAATGATTTAACTGCATCATTGATGGTTGCATTAGACAGTAATAATACTATG
CCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGGA
AACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATT
AATACCATCTCATACTGGAACTAGTGGCACACCAACAAATATATACCATGG
TACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTACACTATTGAAAATTCTGTGCCAGTG
CACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTATTTTGATT
GTAAACCATGTAGACTAACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCT
TACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAATCTGAAGGAGCTACTAACTTTGG
TGATATAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAA
TACAAACTATATTACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTAT
AGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCCATTTAAAACAC
CTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGCA
GATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACC
ACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACA
GGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCT
GTAACGAATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACA
GGAATTAACTATACTAATATATTTAATACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAA
ATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTGA
TACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAAT
AATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAAT
ATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTT
TTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACT
TGGAATCCAATTCAACAAATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATG
TACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAAATCTCAACTAG
CACCTAGAAAATTATATTAACATACTTACTATGGTTTTTATGTTTATTACATA
TCAACTAGCACCTAGAAAAATTATATTAACATACTTACTATGGTTTTTATGT
TTATTACATATTATTTTAAGATTAATTAAATACAGCATAGAAATATTGTACT
TGTATTTGATATAGGATTTAGAAGTTTGTTAGATGGTATACAATAACTGTAA
GAAATAGAAGAACATTTAGATCATAGTTAGTAGGTTTGTTAGATGGTATAC
AATAACTGTAAGAAATAGAAGAACATTTAGATCATAGTTAGTAGGTTTGTT
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ATATGGTATACAATAACTGTAAGAAATAGAAGAACATTTAGATCATAGTTA
GTAGTTTGTTTTATAAAATGTATTGTAAACCATTAATGTATGTTGTTATGGTG
TGGGTGGTTGGTTGGTTTGCCCTTAGAATATGTTAAGGACCAAAAAAATCA
ATAAAAGACATTTAAAACTAAATGGCCTCGTATACTGTCTATAAGGTGAAC
TAACCTTACCATAAGTATCAATCTTTGCGCCATAATTTAACAAATGAATATG
ATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTTTTG
GTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTG
GAATCCAATTCAACAAATGAGTATCAATGTAGATAACCAATTTAACTATGT
ACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAAATCTCAACTAGC
ACCTAGAAAATTATATTAACATACTTACT

Ek 3. TR.CPV.Samsun.03 (Genbank No: OR066202)
ATTCTTTAGAACCAACTGACCAAGTTCACGTACGTATGACGTGATGACGCGC
TGCGCGCGCTGCCTACGGCAGTCACACGTCATACGTACGCTCCTTGGTCAGT
TGGTTCTAAAGAATGATAGGCGGTTTGTGTGTTTAAACTTGGGCGGGAAAA
GGTGGCGGGCTAATTGTGGGCGTGGTTAAAGGTATAAAAGACAAACCATAG
ACCGTTACTGACATTCGCTTCTTGTCTTTGACAGAGTGAACCTCTCTTACTCT
GACTAACCAACCATGTCTGGCAACCAGTATACTGAGGAAGTTATGGAGGGA
GTAAATTGGTTAAAGAAACATGCAGAAAATGAAGCATTTTCGTTTGTTTTTA
AATGTGACAACGTCCAACTAAATGGAAAGGATGTTCGCTGGAACAACTATA
CCAAACCAATTCAAAATGAAGAACTAACATCTTTAATTAGAGGAGCACAAA
CAGCAATGGATCAAACCGAAGAAGAAGAAATGGACTGGGAATCGGAAGTT
GATAGTCTCGCCAAAAAGCAAGTACAAACTTTTGATGCATTAATTAAAAAA
TGTCTTTTTGAAGTCTTTGTTTCTAAAAATATAGAACCAAATGAATGTGTTT
GGTTTATTCAACATGAATGGGGAAAAGATCAAGGCTGGCATTGTCATGTTTT
ACTTCATAGTAAGAACTTACAACAAGCAACTGGTAAATGGCTACGCAGACA
AATGAATATGTATTGGAGTAGATGGTTGGTGACTCTTTGTTCGGTAAACTTA
ACACCAACTGAAAAGATTAAGCTCAGAGAAATTGCAGAAGATAGTGAATG
GGTGACTATATTAACATACAGACATAAGCAAACAAAAAAAGACTATGTTAA
AATGGTTCATTTTGGAAATATGATAGCATATTACTTTTTAACAAAGAAAAAA
ATCGTCCACATGACAAAAGAAAGTGGCTATTTTTTAAGTACTGATTCTGGTT
GGAAATTTAACTTTATGAAGTATCAAGACAGACAAATTGTCAGCACACTTT
ACACTGAACAAATGAAACCAGAAACCGTTGAAACCACAGTGACGACAGCA
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CAGGAAACAAAGCGCGGGAGAATTCAAACTAAAAAGGAAGTGTCAATCAA
ATGTACTTTGCGGGACTTGGTTAGTAAAAGAGTAACATCACCTGAAGACTG
GATGATGTTACAACCAGATAGTTATATTGAAATGATGGCACAACCAGGAGG
TGAAAATCTTTTAAAAAATACACTTGAAATTTGTACTTTGACTTTAGCAAGA
ACAAAAACAGCATTTGAATTAATACTTGAAAAAGCAGATAATACTAAACTA
ACTAACTTTGATCTTGCAAATTCTAGAACATGTCAAATTTTTAGAATGCACG
GATGGAATTGGATTAAAGTTTGTCACGCTATAGCATGTGTTTTAAATAGACA
AGGTGGTAAAAGAAATACAGTTCTTTTTCATGGACCAGCAAGTACAGGAAA
ATCTATCATTGCTCAAGCCATAGCACAAGCTGTGGGTAATGTTGGTTGTTAT
AATGCAGCAAATGTAAATTTTCCATTTAATGACTGTACCAATAAAAATTTAA
TTTGGATTGAAGAAGCTGGTAACTTTGGTCAACAAGTTAATCAATTTAAAGC
AATTTGTTCTGGACAAACAATTAGAATTGATCAAAAAGGTAAAGGAAGTAA
GCAAATTGAACCAACTCCAGTAATTATGACAACTAATGAAAATATAACAAT
TGTGAGAATTGGATGTGAAGAAAGACCTGAACATACACAACCAATAAGAG
ACAGAATGTTGAACATTAAGTTAGTATGTAAGCTTCCAGGAGACTTTGGTTT
GGTTGATAAAGAAGAATGGCCTTTAATATGTGCATGGTTAGTTAAACATGG
TTATGAATCAACCATGGCTAACTATACACATCATTGGGGAAAAGTACCAGA
ATGGGATGAAAACTGGGCGGAGCCTAAAATACAAGAAGGTATAAATTCACC
AGGTTGCAAAGACTCAAAGACGCAAGCGGCAAGCAATCCTCAGAGTCAAG
ACCAAGTTCTAACTCCTCTGACTCCGGACGTAGTGGACCTTGCACTGGAACC
GTGGAGTACTCCAGATACGCCTATTGCAGAAACTGCAAATCAACAATCAAA
CCAACTTGGCGTTACTCACAAAGACGTGCAAGCGAGTCCAACGTGGTCCGA
AATAGAGGCAGACCTGAGAGCCATCTTTACCTCTGAACAATTGGAAGAAGA
TTTTCGAGACGACTTGGATTAAGGTACGATGCCACCTCCGGCAAAGAGAGC
CAGGAGAGGTAAGGGTGTGTTAGTAAAGTGGGGGGAGGGGAAAGATTTAA
TAACTTAACTAAGTATGTGTTTTTTTATAGGACTTGTGCCTCCAGGTTATAA
ATATCTTGGGCCTGGGAACAGTCTTGACCAAGGAGAACCAACTAACCCTTC
TGACGCCGCTGCAAAAGAACACGACGAAGCTTACGCTGCTTATCTTCGCTCT
GGTAAAAACCCATACTTATATTTCTCGCCAGCAGATCAACGCTTTATAGATC
AAACTAAGGACGCTAAAGATTGGGGGGGGAAAATAGGACATTATTTTTTTA
GAGCTAAAAAGGCAATTGCTCCAGTATTAACTGATACACCAGATCATCCAT
CAACATCAAGACCAACAAAACCAACTAAAAGAAGTAAACCACCACCTCATA
TTTTCATCAATCTTGCAAAAAAAAAAAAAGCCGGTGCAGGACAAGTAAAAA
GAGACAATCTTGCACCAATGAGTGATGGAGCAGTTCAACCAGACGGTGGTC
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AACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCTACAGGATCTGGGAACGGGTCTGGAG
GCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCA
ATAATCAGACGGAATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAG
CAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAGAAAGTGAAAATTATA
GAAGAGTGGTTGTAAATAATATGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGG
CTTTAGATGATATTCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGC
AAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGAGATTGGCAACTAATTGTTAAT
ACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAATGTTG
TTTTAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAA
TAATGATTTAACTGCATCATTGATGGTTGCATTAGACAGTAATAATACTATG
CCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGGA
AACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATT
AATACCATCTCATACTGGAACTAGTGGCACACCAACAAATATATACCATGG
TACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTACACTATTGAAAATTCTGTGCCAGTG
CACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTATTTTGATT
GTAAACCATGTAGACTAACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCT
TACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAATCTGAAGGAGCTACTAACTTTGG
TGATATAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAA
TACAAACTATATTACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTAT
AGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCCATTTAAAACAC
CTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACATATGAAAATCAAGCAGCA
GATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACC
ACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACA
GGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCT
GTAACGAATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACA
GGAATTAACTATACTAATATATTTAATACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAA
ATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTGA
TACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAAT
AATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAAT
ATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTT
TTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACT
TGGAATCCAATTCAACAAATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATG
TACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAAATCTCAACTAG
CACCTAGAAAATTATACTAACATACTTACTATGGTTTTTATGTTTATTAAAT
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ATCAACTAGCACCTAGAAAAATTATACTAACATACTTACTATGGTTTTTATG
TTTATTACATATTATTTTAAGATTAATTAAATACAGCATAGAAATATTGTAC
TTGTATTTGATATAGGATTTAGAAGTTTGTTATATGGTATACAATAACTGTA
AGAAATAGAAGAACATTTAGATCATAGTTAGTAGGTTTGTTTTATGAAATAC
AATAACTGTAAGAAATAGAAGAACATTTAGATCATAGTTAGTAGGTTTGTT
ATATGGTATACAATAACTGTAAGAAATAGAAGAACATTTAGATCATAGTTA
GTAGTTTGTTTTATAAAATGTATTGTAAACCATTAATGTATGTTGTTATGGTG
TGGGTGGTTGGTTGGTTTGCCCTTAGAATATGTTAAGGACCAAAAAAATCA
ATAAAAGACATTTAAAACTAAATGGCCTCGTATACTGTCTATAAGGTGAAC
TAACCTTACCATAAGTATCAATCTTTGCGCCCTAATTTAACAAATGAATATG
ATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTTTTG
GTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTG
GAATCCAATTCAACAAATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTA
CCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAAATCTCAACTAGCA
CCTAGAAAATTATACTAACATCCCTAGA

Ek 4. TR.CPV.Samsun.04 (Genbank No: OR066203)
ATTCTTTAGAACCAACTGACCAAGTTCACGTACGTATGACGTGATGACCCGC
TGCGCGCGCTGCCTACGGCAGTCACACGTCATACGTACGCTCCTTGGTCAGT
TGGTTCTAAAGAATGATAGGCGGTTTGTGTGTTTAAACTTGGGCGGGAAAA
GGTGGCGGGCTAATTGTGGGCGTGGTTAAAGGTATAAAAGACAAACCATAG
ACCGTTACTGACATTCGCTTCTTGTCTTTGACAGAGTGAACCTCTCTTACTCT
GACTAACCAACCATGTCTGGCAACCAGTATACTGAGGAAGTTATGGAGGGA
GTAAATTGGTTAAAGAAACATGCAGAAAATGAAGCATTTTCGTTTGTTTTTA
AATGTGACAACGTCCAACTAAATGGAAAGGATGTTCGCTGGAACAACTATA
CCAAACCAATTCAAAATGAAGAGCTAACATCTTTAATTAGAGGAGCACAAA
CAGCAATGGATCAAACCGAAGAAGAAGAAATGGACTGGGAATCAGAAGTT
GATAGTCTCGCCAAAAAGCAAGTACAAACTTTTGATGCATTAATTAAAAAA
TGTCTTTTTGAAGTCTTTGTTTCTAAAAATATAGAACCAAATGAATGTGTTT
GGTTTATTCAACATGAATGGGGAAAAGATCAAGGCTGGCATTGTCATGTTTT
ACTTCATAGTAAGAACTTACAACAAGCAACTGGTAAATGGCTACGCAGACA
AATGAATATGTATTGGAGTAGATGGTTGGTGACTCTTTGTTCGGTAAACTTA
ACACCAACTGAAAAGATTAAGCTCAGAGAAATTGCAGAAGATAGTGAATG
GGTGACTATATTAACATACAGACATAAGCAAACAAAAAAAGACTATGTTAA
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AATGGTTCATTTTGGAAATATGATAGCATATTACTTTTTAACAAAGAAAAAA
ATCGTCCACATGACAAAAGAAAGTGGCTATTTTTTAAGTACTGATTCTGGTT
GGAAATTTAACTTTATGAAGTATCAAGACAGACAAATTGTCAGCACACTTT
ACACTGAACAAATGAAACCAGAAACCGTTGAAACCACAGTGACGACAGCA
CAGGAAACAAAGCGCGGGAGAATTCAAACTAAAAAGGAAGTGTCAATCAA
ATGTACTTTGCGGGACTTGGTTAGTAAAAGAGTAACATCACCTGAAGACTG
GATGATGTTACAACCAGATAGTTATATTGAAATGATGGCACAACCAGGAGG
TGAAAATCTTTTAAAAAATACACTTGAAATTTGTACTTTGACTTTAGCAAGA
ACAAAAACAGCATTTGAATTAATACTTGAAAAAGCAGATAATACTAAACTA
ACTAACTTTGATCTTGCAAATTCTAGAACATGTCAAATTTTTAGAATGCACG
GATGGAATTGGATTAAAGTTTGTCACGCTATAGCATGTGTTTTAAATAGACA
AGGTGGTAAAAGAAATACAGTTCTTTTTCATGGACCAGCAAGTACAGGAAA
ATCTATCATTGCTCAAGCCATAGCACAAGCTGTGGGTAATGTTGGTTGTTAT
AATGCAGCAAATGTAAATTTTCCATTTAATGACTGTACCAATAAAAATTTAA
TTTGGATTGAAGAAGCTGGTAACTTTGGTCAACAAGTTAATCAATTTAAAGC
AATTTGTTCTGGACAAACAATTAGAATTGATCAAAAAGGTAAAGGAAGTAA
GCAAATTGAACCAACTCCAGTAATTATGACAACTAATGAAAATATAACAAT
TGTGAGAATTGGATGTGAAGAAAGACCTGAACATACACAACCAATAAGAG
ACAGAATGTTGAACATTAAGTTAGTATGTAAGCTTCCAGGAGACTTTGGTTT
GGTTGATAAAGAAGAATGGCCTTTAATATGTGCATGGTTAGTTAAACATGG
TTATGAATCAACCATGGCTAACTATACACATCATTGGGGAAAAGTACCAGA
ATGGGATGAAAACTGGGCGGAGCCTAAAATACAAGAAGGTATAAATTCACC
AGGTTGCAAAGACTCAAAGACGCAAGCGGCAAGCAATCCTCAGAGTCAAG
ACCAAGTTCTAACTCCTCTAACTCCGGACGTAGTGGACCTTGCACTGGAACC
GTGGAGTACTCCAGATACGCCTATTGCAGAAACTGCAAATCAACAATCAAA
CCAACTTGGCGTTACTCACAAAGACGTGCAAGCGAGTCCAACGTGGTCCGA
AATAGAGGCAGACCTGAGAGCCATCTTTACCTCTGAACAATTGGAAGAAGA
TTTTCGAGACGACTTGGATTAAGGTACGATGCCACCTCCGGCAAAGAGAGC
CAGGAGAGGTAAGGGTGTGTTAGTAAAGTGGGGGGAGGGGAAAGATTTAA
TAACTTAACTAAGTATGTGTTTTTTTATAGGACTTGTGCCTCCAGGTTATAA
ATATCTTGGGCCTGGGAACAGTCTTGACCAAGGAGAACCAACTAACCCTTC
TGACGCCGCTGCAAAAGAACACGACGAAGCTTACGCTGCTTATCTTCGCTCT
GGTAAAAACCCATACTTATATTTCTCGCCAGCAGATCAACGCTTTATAGATC
AAACTAAGGACGCTAAAGATTGGGGGGGGAAAATAGGACATTATTTTTTTA
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GAGCTAAAAAGGCAATTGCTCCAGTATTAACTGATACACCAGATCATCCAT
CAACATCAAGACCAACAAAACCAACTAAAAGAAGTAAACCACCACCTCATA
TTTTCATCAATCTTGCAAAAAAAAAAAAAGCCGGTGCAGGACAAGTAAAAA
GAGACAATCTTGCACCAATGAGTGATGGAGCAGTTCAACCAGACGGTGGTC
AACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCTACAGGATCTGGGAACGGGTCTGGAG
GCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCA
ATAATCAGACGGAATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAG
CAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAGAAAGTGAAAATTATA
GAAGAGTGGTTGTAAATAATATGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGG
CTTTAGATGATATTCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGC
AAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGAGATTGGCAACTAATTGTTAAT
ACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAATGTTG
TTTTAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAA
TAATGATTTAACTGCATCATTGATGGTTGCATTAGACAGTAATAATACTATG
CCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGGA
AACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATT
AATACCATCTCATACTGGAACTAGTGGCACACCAACAAATATATACCATGG
TACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTACACTATTGAAAATTCTGTGCCAGTG
CACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTATTTTGATT
GTAAACCATGTAGACTAACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCT
TACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAATCTGAAGGAGCTACTAACTTTGG
TGATATAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAA
TACAAACTATATTACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTAT
AGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCCATTTAAAACAC
CTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACATATGAAAATCAAGCAGCA
GATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACC
ACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACA
GGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCT
GTAACGAATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACA
GGAATTAACTATACTAATATATTTAATACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAA
ATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTGA
TACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAAT
AATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAAT
ATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTT
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TTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACT
TGGAATCCAATTCAACAAATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATG
TACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAAATCTCAACTAG
CACCTAGAAAATTATATTAACATACTTACTATGGTTTTTATGTTTATTACATA
TCAACTAGCACCTAGAAAAATTATATTAACATACTTACTATGGTTTTTATGT
TTATTACATATTATTTTAAGATTAATTAAATACAGCATAGAAATATTGTACT
TGTACTTGATATAGGATTTAGAAGTTTGTTAGATGGTATACAATAACTGTAA
GAAATAGAAGAACATTTAGATCATAGTTAGTAGGTTTGTTTTATAAAATGCA
TTAACTGTAAAATATAGTAGAACATTTATATCATATTTAGAAGGTTTGTTAT
ATGGTATACAATAACTGTAAGAAATAGAAGAACATTTAGATCATAGTTAGT
AGTTTGTTTTATAAAATGTATTGTAAACCATTAATGTATGTTGTTATGGTGTG
GGTGGTTGGTTGGTTTGCCCTTAGAATATGTTAAGGACCAAAAAAATCAAT
AAAAGACATTTAAAACTAAATGGCCTCGTATACTGTCTATAAGGTGAACTA
ACCTTACCATAAGTATCAATCTTTGCGAAATAATTTAACAAATGAATATGAT
CCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTTTTGGT
GGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGA
ATCCAATTCAACAAATGAGTATCAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACC
AAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAAATCTCCACTAGCACC
TAGAAAATTAAATTAACATCTCTAGA

Ek 5. TR.CPV.Samsun.05 (Genbank No: OR066204)
ATTCTTTAGAACCAACTGACCAAGTTCACGTACGTATGACGTGATGACCCGC
TGCGCGCGCTGCCTACGGCAGTCACACGTCATACGTACGCTCCTTGGTCAGT
TGGTTCTAAAGAATGATAGGCGGTTTGTGTGTTTAAACTTGGGCGGGAAAA
GGTGGCGGGCTAATTGTGGGCGTGGTTAAAGGTATAAAAGACAAACCATAG
ACCGTTACTGACATTCGCTTCTTGTCTTTGACAGAGTGAACCTCTCTTACTCT
GACTAACCAACCATGTCTGGCAACCAGTATACTGAGGAAGTTATGGAGGGA
GTAAATTGGTTAAAGAAACATGCAGAAAATGAAGCATTTTCGTTTGTTTTTA
AATGTGACAACGTCCAACTAAATGGAAAGGATGTTCGCTGGAACAACTATA
CCAAACCAATTCAAAATGAAGAGCTAACATCTTTAATTAGAGGAGCACAAA
CAGCAATGGATCAAACCGAAGAAGAAGAAATGGACTGGGAATCGGAAGTT
GATAGTCTCGCCAAAAAGCAAGTACAAACTTTTGATGCATTAATTAAAAAA
TGTCTTTTTGAAGTCTTTGTTTCTAAAAATATAGAACCAAATGAATGTGTTT
GGTTTATTCAACATGAATGGGGAAAAGATCAAGGCTGGCATTGTCATGTTTT
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ACTTCATAGTAAGAACTTACAACAAGCAACTGGTAAATGGCTACGCAGACA
AATGAATATGTATTGGAGTAGATGGTTGGTGACTCTTTGTTCGGTAAACTTA
ACACCAACTGAAAAGATTAAGCTCAGAGAAATTGCAGAAGATAGTGAATG
GGTGACTATATTAACATACAGACATAAGCAAACAAAAAAAGACTATGTTAA
AATGGTTCATTTTGGAAATATGATAGCATATTACTTTTTAACAAAGAAAAAA
ATTGTCCACATGACAAAAGAAAGTGGCTATTTTTTAAGTACTGATTCTGGTT
GGAAATTTAACTTTATGAAGTATCAAGACAGACAAATTGTCAGCACACTTT
ACACTGAACAAATGAAACCAGAAACCGTTGAAACCACAGTGACGACAGCA
CAGGAAACAAAGCGCGGGAGAATTCAAACTAAAAAGGAAGTGTCAATCAA
ATGTACTTTGCGGGACTTGGTTAGTAAAAGAGTAACATCACCTGAAGACTG
GATGATGTTACAACCAGATAGTTATATTGAAATGATGGCACAACCAGGAGG
TGAAAATCTTTTAAAAAATACACTTGAAATTTGTACTTTGACTTTAGCAAGA
ACAAAAACAGCATTTGAATTAATACTTGAAAAAGCAGATAATACTAAACTA
ACTAACTTTGATCTTGCAAATTCTAGAACATGTCAAATTTTTAGAATGCACG
GATGGAATTGGATTAAAGTTTGTCACGCTATAGCATGTGTTTTAAATAGACA
AGGTGGTAAAAGAAATACAGTTCTTTTTCATGGACCAGCAAGTACAGGAAA
ATCTATCATTGCTCAAGCCATAGCACAAGCTGTGGGTAATGTTGGTTGTTAT
AATGCAGCAAATGTAAATTTTCCATTTAATGACTGTACCAATAAAAATTTAA
TTTGGATTGAAGAAGCTGGTAACTTTGGTCAACAAGTTAATCAATTTAAAGC
AATTTGTTCTGGACAAACAATTAGAATTGATCAAAAAGGTAAAGGAAGTAA
GCAAATTGAACCAACTCCAGTAATTATGACAACTAATGAAAATATAACAAT
TGTGAGAATTGGATGTGAAGAAAGACCTGAACATACACAACCAATAAGAG
ACAGAATGTTGAACATTAAGTTAGTATGTAAGCTTCCAGGAGACTTTGGTTT
GGTTGATAAAGAAGAATGGCCTTTAATATGTGCATGGTTAGTTAAACATGG
TTATGAATCAACCATGGCTAACTATACACATCATTGGGGAAAAGTACCAGA
ATGGGATGAAAACTGGGCGGAGCCTAAAATACAAGAAGGTATAAATTCACC
AGGTTGCAAAGACTTAGAGACGCAAGCGGCAAGCAATCCTCAGAGTCAAG
ACCAAGTTCCAACTCCTCTGACTCCGGACGTAGTGGACCTTGCACTGGAACC
GTGGAGTACTCCAGATACGCCTATTGCAGAAACTGCAAATCAACAATCAAA
CCAACTTGGCGTTACTCACAAAGACGTGCAAGCGAGTCCAACGTGGTCCGA
AATAGAGGCAGACCTGAGAGCCATCTTTACTTCTGAACAATTGGAAGAAGA
TTTTCGAGACGACTTGGATTAAGGTACGATGGCACCTCCGGCAAAGAGAGC
CAGGAGAGGTAAGGGTGTGTTAGTGAAGTGGGGGGAGGGGAAGAATTTAA
TGACTTAACTAAGTATGTGTTTTTTTATAGGACTTGTGCCTCCAGGTTATAA
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ATATCTTGGGCCTGGGAACAGTCTTGACCAAGGAGAACCAACTAACCCTTC
TGACGCCGCTGCAAAAGAACACGACGAAGCTTACGCTGCTTATCTTCGCTCT
GGTAAAAACCCATACTTATATTTCTCGCCAGCAGATCAACGCTTTATAGATC
AAACTAAGGACGCTAAAGATTGGGGGGGGAAAATAGGACATTATTTTTTTA
GAGCTAAAAAGGCAATTGCTCCAGTATTAACTGATACACCAGATCATCCAT
CAACATCAAGACCAACAAAACCAACTAAAAGAAGTAAACCACCACCTCATA
TTTTCATCAATCTTGCAAAAAAAAAAAAAGCCGGTGCAGGACAAGTAAAAA
GAGACAATCTTGCACCAATGAGTGATGGAGCAGTACAACCAGACGGTGGTC
AACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCTACAGGATCTGGGAACGGGTCTGGAG
GCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCA
ATAATCAGACGGAATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAG
CAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAGAAAGTGAAAATTATA
GAAGAGTGGTTGTAAATAATATGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGG
CTTTAGATGATATTCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGC
AAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGAGATTGGCAACTAATTGTTAAT
ACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAATGTTG
TTTTAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAA
TAATGATTTAACTGCATCATTGATGGTTGCATTAGATAGTAATAATACCATG
CCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGGA
AACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATT
AATACCATCTCATACTGGAACTAGTGGCACACCAACAAATATATACCATGG
TACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTACACTATTGAAAATTCTGTGCCAGTA
CACCTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTATTTTGATT
GTAAACCATGTAGACTAACACACACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCT
TACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAATCTGAAGGAGCTACTAACTTTGG
TGATATAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAA
TACAAACTATATTACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTAT
AGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCCATTTAAAACAC
CTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACATATGAAAATCAAGCAGCA
GATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACC
ACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACA
GGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCT
GTAACGAATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACA
GGAATTAACTATACTAATATATTTAATACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAA
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ATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTGA
TACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAAT
AATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAAGTTGCGCCTAATTTAACAAATGAAT
ATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTT
TTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACT
TGGAATCCAATTCAACAAATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATG
TACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAAATCTCAACTAG
CACCTAGAAAATTATACTAACATACTTACTATGGTTTTTATGTTTATTACATA
TCAACTAGCACCTAGAAAAATTATATTAACATACTTACTATGGTTTTTATGT
TTATTACATATTATTTTAAGATTAATTAAATACAGCATAGAAATATTGTACT
TGTATTTGATATAGGATTTAGAAGTTTGTTAGATGGTATACAATAACTGTAA
GAAATAGAAGAACATTTAGATCATAGTTAGTAGGTTTGTTAGATGGTATAC
AATAACTGTAAGAAATAGAAGAACATTTAGATCATAGTTAGTAGGTTTGTT
ATATGGTATACAATAACTGTAAGAAATAGAAGAACATTTAGATCATAGTTA
GTAGTTTGTTTTATAAAATGTATTGTAAACCATTAATGTATGTTGTTATGGTG
TGGGTGGTTGGTTGGTTTGCCCTTAGAATATGTTAAGGACCAAAAAAATCA
ATAAAAGACATTTAAAACTAAATGGCCTCGTATACTGTCTATAAGGTGAAC
TAACCTTACCATAAGTATCAATCTTTGCGCCCTAATTTAACAAATGAATATG
ATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTTTTG
GTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTG
GAATCCAATTCAACAAATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTA
CCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAAATCTCAACTAGCA
CCTAGAAAATTATACTAACATACTTACT

Ek 6. TR.CPV.Samsun.06 (Genbank No: OR066205)
ATTCTTTAGAACCAACAAACCAAATTCACGTACGTATGACGTGATGACCCG
CTGCGCGCGCTGCCTACGGCAGTCACACATCATACGTACGCTCCTTGGTCAG
TTGGTTCTAAAGAATGATAGGCGGTTTGTGTGTTTAAACTTGGGCGGGAAA
AGGTGGCGGGCTAATTGTGGGCGTGGTTAAAGGTATAAAAGACAAACCATA
GACCGTTACTGACATTCGCTTCTTGTCTTTGACAGAGTGAACCTCTCTTACTC
TGACTAACCAACCATGTCTGGCAACCAGTATACTGAGGAAGTTATGGAGGG
AGTAAATTGGTTAAAGAAACATGCAGAAAATGAAGCATTTTCGTTTGTTTTT
AAATGTGACAACGTCCAACTAAATGGAAAGGATGTTCGCTGGAACAACTAT
ACCAAACCAATTCAAAATGAAGAGCTAACATCTTTAATTAGAGGAGCACAA
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ACAGCAATGGATCAAACCGAAGAAGAAGAAATGGACTGGGAATCGGAAGT
TGATAGTCTCGCCAAAAAGCAAGTACAAACTTTTGATGCATTAATTAAAAA
ATGTCTTTTTGAAGTCTTTGTTTCTAAAAATATAGAACCAAATGAATGTGTT
TGGTTTATTCAACATGAATGGGGAAAAGATCAAGGCTGGCATTGTCATGTTT
TACTTCATAGTAAGAACTTACAACAAGCAACTGGTAAATGGCTACGCAGAC
AAATGAATATGTATTGGAGTAGATGGTTGGTGACTCTTTGTTCGGTAAACCT
AACACCAACTGAAAAGATTAAGCTCAGAGAAATTGCAGAAGATAGTGAAT
GGGTGACTATATTAACATACAGACATAAGCAAACAAAAAAAGACTATGTTA
AAATGGTTCATTTTGGAAATATGATAGCATATTACTTTTTAACAAAGAAAAA
AATTGTCCACATGACAAAAGAAAGTGGCTATTTTTTAAGTACTGATTCTGGT
TGGAAATTTAACTTTATGAAGTATCAAGACAGACAAATTGTCAGCACACTTT
ACACTGAACAAATGAAACCAGAAACCGTTGAAACCACAGTGACGACAGCA
CAGGAAACAAAGCGCGGGAGAATTCAAACTAAAAAGGAAGTGTCAATCAA
ATGTACTTTGCGGGACTTGGTTAGTAAAAGAGTAACATCACCTGAAGACTG
GATGATGTTACAACCAGATAGTTATATTGAAATGATGGCACAACCAGGAGG
TGAAAATCTTTTAAAAAATACACTTGAAATTTGTACTTTGACTTTAGCAAGA
ACAAAAACAGCATTTGAATTAATACTTGAAAAAGCAGATAATACTAAACTA
ACTAACTTTGATCTTGCAAATTCTAGAACATGTCAAATTTTTAGAATGCACG
GATGGAATTGGATTAAAGTTTGTCACGCTATAGCATGTGTTTTAAATAGACA
AGGTGGTAAAAGAAATACAGTTCTTTTTCATGGACCAGCAAGTACAGGAAA
ATCTATCATTGCTCAAGCCATAGCACAAGCTGTGGGTAATGTTGGTTGTTAT
AATGCAGCAAATGTAAATTTTCCATTTAATGACTGTACCAATAAAAATTTAA
TTTGGATTGAAGAAGCTGGTAACTTTGGTCAACAAGTTAATCAATTTAAAGC
AATCTGTTCTGGACAAACAATTAGAATTGATCAAAAAGGTAAAGGAAGTAA
GCAAATTGAACCAACTCCAGTAATTATGACAACTAATGAAAATATAACAAT
TGTGAGAATTGGATGTGAAGAAAGACCTGAACATACACAACCAATAAGAG
ACAGAATGTTGAACATTAAGTTAGTATGTAAGCTTCCAGGAGACTTTGGTTT
GGTTGATAAAGAAGAATGGCCTTTAATATGTGCATGGTTAGTTAAACATGG
TTATGAATCAACCATGGCTAACTATACACATCATTGGGGAAAAGTACCAGA
ATGGGATGAAAACTGGGCGGAGCCTAAAATACAAGAAGGTATAAATTCACC
AGGTTGCAAAGACTTAAAGACACAAGCGGCAAGCAATCCTCAGAGTCAAG
ACCAAGTTCTAACTCCTCTGACTCCGGACGTAGTGGACCTTGCACTGGAACC
GTGGAGTACTCCAGATACGCCTATTGCAGAAACTGCAAATCAACAATCAAA
CCAACTTGGCGTTACTCACAAAGACGTGCAAGCGAGTCCAACGTGGTCCGA
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AATAGAGGCAGACCTGAGAGCCATCTTTACTTCTGAACAATTGGAAGAAGA
TTTTCGAGACGACTTGGATTAAGGTACGATGGCACCTCCGGCAAAGAGAGC
CAGGAGAGGTAAGGGTGTGTTAGTAAAGTGGGGGGAGGGGAAAGATTTAA
TGACTTAACTAAGTATGTGTTTTTTTATAGGACTTGTGCCTCCAGGTTATAA
ATATCTTGGGCCTGGGAACAGTCTTGACCAAGGAGAACCAACTAACCCTTC
TGACGCCGCTGCAAAAGAACACGACGAAGCTTACGCTGCTTATCTTCGCTCT
GGTAAAAACCCATACTTATATTTCTCGCCAGCAGATCAACGCTTTATAGATC
AAACTAAGGACGCTAAAGATTGGGGGGGGAAAATAGGACATTATTTTTTTA
GAGCTAAAAAGGCAATTGCTCCAGTATTAACTGATACACCAGATCATCCAT
CAACATCAAGACCAACAAAACCAACTAAAAGAAGTAAACCACCACCTCATA
TTTTCATCAATCTTGCAAAAAAAAAAAAAGCCGGTGCAGGACAAGTAAAAA
GAGACAATCTTGCACCAATGAGTGATGGAGCAGTTCAACCAGACGGTTGTC
AACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCTACAGGATCTGGGAACGGGTCTGGAG
GCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCA
ATAATCAGACGGAATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAG
CAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAGAAAGTGAAAATTATA
GAAGAGTGGTTGTAAATAATATGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGG
CTTTAGATGATATTCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGC
AAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGAGATTGGCAACTAATTGTTAAT
ACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAATGTTG
TTTTAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAA
TAATGATTTAACTGCATCATTGATGGTTGCATTAGACAGTAATAATACTATG
CCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGGA
AACCAACCATACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATT
AATACCATCTCATACTGGAACTAGTGGCACACCAACAAATATATACCATGG
TACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTACACTATTGAAAATTCTGTGCCAGTG
CACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTATTTTGATT
GTAAACCATGTAGACTAACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCT
TACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAATCTGAAGGAGCTACTAACTTTGG
TGATATAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTGACTCAAATGGGAAA
TACAAACTATATTACTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTAT
AGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCATCTACACAAGGGCCATTTAAAACAC
CTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGCA
GATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACC
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ACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACA
GGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCT
GTAACGAATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACA
GGAATTAACTATACCAATATATTTAATACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAA
ATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTGA
TACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAAT
AATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAAGTTGCGCCTAATCTAACAAATGAAT
ATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTT
TTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACT
TGGAATCCAATTCAACAAATGAGTATCAATGTAGATAACCAATTTAACTAT
GTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAAATCTCAACTA
GCACCTAGAAAATTATATTAACATACTTACTATGGTTTTTATGTTTTTTTAAT
TTCCACTACCACCTGGAAAAATTAAATTAAAAAACTTACTATGGTTTTTATG
TTTATTACATATTATTTTAAGATTAATTAAATACAGCATAGAAATATTGTAC
GCGTATTTGATATAGGATTTAGAAGTTTGTTAGATGGTATACAATACCTGTA
AGAAATAGAAGAACATTTAGATCATAGTTAGTAGGTTTGTTATATGATATA
AAATAACTGTAAGAAGTAGTAGAACATTTATATCATAGTTAGTAGGTTTGTT
ATATGGTATACAATAACTGTAAGAAATAGAAGAACATTTAGATCATAGTTA
GTAGTTTGTTTTATAAAATGTATTGTAAACCATTAATGTATGTTGTTATGGTG
TGGGTGGTTGGTTGGTTTGCCCTTAGAATATGTTAAGGACCAAAAAAATCA
ATAAAAGACATTTAAAACTAAATGGCCTCGTATACTGTCTATAAGGTGAAC
TAACCTTACCATCAGTATCAATCGTTGCGCCCTAATTTAACAAATGAATATG
ATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTTTTG
GTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTG
GAATCCAATTCAACAAATGAGTATCAATGTAGATAACCAATTTAACTATGT
ACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTATATGAAAAATCTCAACTAGC
ACCTAGAAAATTATATTAACATCTCTAGA
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