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Kopek genclik hastaligi virusunun prevalansi ve seroepidemiyolojisi
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Ozet: Calismada, Kopek Genglik Hastaligi 6n tanisi olan 157 adet hayvandan alinan nazal, konjunktival ve rektal siiriintii, gai-
ta, 10kosit ve organ numuneleri K&pek Genglik Hastalig1 virus niikleik asit varlig1 yoniinden Reverz Transkriptaz Polimeraz Zincir
Reaksiyonu ile test edildi. Testler sonucunda 51 hayvanda Kopek Genglik Hastalig1 virusu tespit edildi. Bu hayvanlara ait farkli kli-
nik ornekler pozitiflik yoniinden degerlendirildi. Ayrica pozitiflik tespit edilen 47 olguya ait kan serum ornekleri IgM ve 1gG varligi
yoniinden incelendi. Degerlendirmeler sonucunda klinik drneklerde en yiiksek pozitiflik oraninin nazal siiriintii 6rneklerinde oldugu
saptand1. Serolojik degerlendirmeler sonucunda hayvanlarin genelinin akut enfeksiyon déneminde oldugu belirlendi. Asilandig1 bildi-
rilen 21 olguda ise enfeksiyonun gelistigi tespit edildi.

Anahtar sozciikler: Kopek Genglik Hastali1, Reverz Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR),IgM, IgG, ELISA

Canine Distemper Virus Prevalence and Seroepidemiology
Summary: Nasal, conjunktival and rectal swabs, feces, leucocyte and organ samples were obtained from 157 animals clinically
suspected Canine Distemper infected. Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction were performed for the detection of viral
nucleic acid. According to the test 51 cases were found positive. The positivity rates among different clinical samples were
exemined. Besides, existence of IgM and IgG in sera samples from CDV positive 47 cases were evaluated. It was found that, among
clinical samples collected form CDV positive cases nasal swabs had higher viral nucleic acid detection rates than other specimens.
Results obtained by ELISA IgM showed that most cases are at the acute phase. Twenty-one cases, known to be vaccinated, were

found positive.
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Giris

Canine Distemper (CD) veya Kopek Genglik
Hastalig1 olarak da bilinen enfeksiyon bir ¢ok evcil
ve vahsi karnivor tiirlinde yaygin olarak goriilen
onemli viral enfeksiyonlar arasinda yer alir
(Mochizuki ve ark., 1999). Enfeksiyon diinya ¢a-
pinda olduk¢a yaygindir ve 6zellikle immiinolojik
olarak zayif popiilasyonlarda yiiksek bulasma ve
Olim oranina sahiptir. 16.ylizildan itibaren varligi
bilinen bu hastaligin etkeninin bir virus oldugu, ilk
olarak 1906 yilinda Carré tarafindan tespit edilmis-
tir (Appel ve Summers, 1999). Képek Genglik Has-
talig1 Virusu (CDV), Paramyxoviridae ailesi iginde
bulunan Morbillivirus genusuna dahildir ve bu
genusun diger iiyeleri ile oldukca yakin genetik ve
dolayisiyla antijenik iliskiye sahiptir (Mochizuki ve
ark., 1999; von Messling ve ark., 2001). CDV’ nin
genetik materyali segmentsiz, tek zincirli, lineer ve
negatif polariteli bir RNA molekiiliidiir. Viral ge-
nom uzunlugu 15.690 baz ciftidir (bp) (Sidhu ve
ark., 1993b). Viral genomda toplam 6 gen bolgesi
bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla, Niikleokapsid Pro-
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teini (N), Fosfoprotein (P), Matriks Proteini (M),
Fiizyon Proteini (F), Hemagliitinin Proteini (H) ve
Polimeraz Proteini (L) gen boélgeleridir (Abraham
ve Banerjee, 1976; Sidhu ve ark., 1993b; Whelan ve
ark., 2004). H proteini CDV’nin iki yiizey protei-
ninde biridir ve virusun hiicresel reseptorlere tu-
tunmasini saglar. Bununla birlikte H proteini viral
tropizmin ve sitopatojenitenin baslica belirleyicisi
olarak ifade edilmektedir (Haas ve ark.,1997; von
Messling ve ark., 2001).

CDV’ nin hedefi tiim viicutta bulunan lenfoid
doku ve mukdz membran hiicreleridir. Viral
affiniteye bagl olarak solunum, sindirim ve merke-
zi sinir sistemi enfeksiyonlar1 ile birlikte bazi du-
rumlarda deri dokiintiileri ve hiperkeratozun da es-
lik ettigi akut, subakut ya da kronik bir enfeksiyon
tablosu gelisir (Appel ve Summers, 1995;
Mochizuki ve ark., 1999). CD’ nin erken klinik tes-
hisi zordur ¢linkii enfeksiyonun baglica semptomlari
olan burun akintisi ve ishal diger solunum ve sindi-
rim enfeksiyonlarinda da goriilmektedir. Hastaligin
teshisi ancak ilerleyen donemlerde ortaya gikan
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kordinasyon bozuklugu, myoklonus ve
konviilziyonlar ile karakterize sinir sistemi bulgula-
rina dayanilarak yapilmaktadir. Enfekte hayvanlar-
da uygun tedavi seceneklerinin saptanmasi agisin-
dan erken teshisin bilylik énemi vardir (Cho ve
Park, 2005).

Bu ¢aligmada, farkli klinik orneklerde CDV
niikleik asit varliginin aragtirilmasi ve CD pozitif
oldugu belirlenen olgulara ait kan serum ornekle-
rinde IgM ve IgG yoniinden serolojik bir degerlen-
dirmenin yapilmasi amag¢lanmustir.

Materyal ve Metot
Orneklenen hayvanlar

Calismada oOrneklenen hayvanlar, 2004-2006
yillar1 arasinda, Ankara Universitesi Veteriner Fa-
kiiltesi Klinikleri ve Patoloji Anabilim Dali, &zel
veteriner klinikleri ve hayvan barmaklarindan temin
edildi. Orneklemede yiiksek ates, solunum, sindirim
ve/veya sinir sistemi enfeksiyonlarina ait bulgular
gosteren ya da enfeksiyon riski olan hayvanlar ile
birlikte barmdirilan hayvanlar kullanildi. Bu dogrul-
tuda CDV enfeksiyonu 6n tanisi konulan gesitli yas
grubu ve wrktan 157 adet farkli hayvandan alinan
ornekler reverz transkriptaz polimeraz zincir reaksi-
yonuna (RT-PZR) tabi tutuldu.

Serum ornekleri

Serolojik testlerde kullanilmak amactyla, Anka-
ra Universitesi Veteriner Fakiiltesi Klinikleri, 6zel
veteriner klinikleri ve hayvan barinaklarindan sag-
lanan ve CDV pozitifligi saptanan 47 olguya ait kan
serum 6rnegi kullanildi.

Nazal ve konjunktival siiriintii
orneklerinin hazirlanmasi

Nazal ve konjunktival siiriintii 6rnekleri, igeri-
sinde Fosfat Tamponlu Tuz soliisyonu (PBS) bulu-
nan, rayon (seliiloz fiber) kapl ticari swap ¢ubuklar
(Cultiplast-LP, Italya) kullanilarak toplandu.
Laboratuvarda swap tiipleri karigtirici (vorteks) ile
karistirildiktan sonra tiip igerisindeki sivi steril tiip-
lere alindi, +4°C’ de 3000 rpm’ de, 20 dakika sant-
rifiij edildi. Santrifiij sonunda, niikleik asit varligini
aragtirmak i¢in 400pl 6rnek 1.5 ml’lik tiipe aktaril-
di.

Gaita orneklerinin hazirlanmasi

Gaita 6rnekleri, PBS ile 1/10 oraninda siispanse
edildi, +4°C de, 3000 rpm’de, 20 dakika santrifiij

edildikten sonra siipernatant steril bir stok tiipiine
alindi. Gaita Orneklerinin elde edilemedigi durum-
larda ise rektal stiriintii 6rnekleri kullanildi. Rektal
siiriintii  6rneklerinin  hazirlanmasinda nazal ve
konjunktival siiriintli 6rneklerinde bildirilen yontem
kullanildi. Niikleik asit varligmi arastirmak igin,
400ul 6rnek 1.5 ml’lik bir tiipe aktarildi.

Lokosit 6rneklerinin hazirlanmasi

EDTA iceren antikoagulanh tiiplere
(Vacutainer, Almanya) alinan kan ornekleri 2000
rpm’ de 10 dakika siire ile santrifiij edildi. Ayrilan
I6kosit tabakasi icerisinde 1ml PBS bulunan steril
bir tiipe aktarild1 ve 2000 rpm’ de 10 dakika siire ile
tekrar santrifiij edilerek 16kosit yikama iglemine tabi
tutuldu. Bu iglem 3 defa tekrarlandi. Son yikamada
elde edilen Iokosit tabakast 1ml PBS igeren steril
stok tiiptine aktarildi. Niikleik asit varligini arastir-
mak i¢in, 400 ul 6rnek 1.5ml’lik bir tiipe aktarildi.

Organ orneklerinin hazirlanmasi

Organ orneklerinden alinan yaklasik 1gr doku
-20°C de bir kere dondurulup ¢déziildiikten sonra
homojenizator yardimiyla (Braun, Almanya) par¢a-
land1. Elde edilen homojenizat, +4°C de, 3000 rpm’
de, 20 dakika santrifiij edildi. Organ homojenizatlar
steril stok tiiplerine aktarildi. Niikleik asit varligim
aragtirmak i¢in, 400ul 6renk 1.5ml’lik bir tiipe akta-
rildi.

Serum orneklerinin hazirlanmasi

Silikonlu tiiplere (Greiner, Almanya) alinan
kan 6rnekleri pihtilasmayi takiben 3000 rpm’ de 10
dakika siire ile santriflij edildi. Santrifiij ile ayrilan
kan serumu, steril tiiplere aktarildi. Test agamasina
kadar -20°C de saklandi.

RNA ekstraksiyonu

RNA  ekstraksiyonunda Chomczynski ve
Sacchi (1987) tarafindan tanimlanan Asit Guanidin
tiyosiyanat-Fenol ekstraksiyon metodu kullanildi.
Bu amagla 400pul klinik 6rnek ve 400ul soliisyon D
(4.2M Guanidin tiyosiyonat, 0.75M Sodyum Sitrat
dihidrat, 0.33M N-Lauril sarcosin ve 360ul 2-
merkaptoetanol) karisimi 1.5 ml’lik tlip igerisinde
bir araya getirildi ve karistirildi. Karisimin iizerine
300ul asit fenol (pH 4), kloroform-izoamilalkol
[Ch/IsoA (49:1)] ve 100ul 3M sodyum asetat (pH
5.2) ilave edildi ve homojen bir karigim elde edilene
kadar 15 saniye siire ile karistirildi. Tiipler masaiistii
santrifiiide, oda 1sinda, 12000 rpm de 10 dakika
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santrifiij edildi. Santrifiij sonunda olusan 3 fazin en
iist fazindan 700 pl yeni bir tiipe aktarildi ve iizerine
esit hacimde -20°C’ye sogutulmus 2-izopropanol
ilave edildi ve kanstirildi.  Niikleik  asit
presipitasyonu i¢in karisim en az 1 saat siire ile -80
°C de bekletildi. Siire sonunda donmus olan kari-
simlar oda 1sinda eritildikten sonra, 14000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi. Coken RNA pelleti, %70’
lik etanol ile yikandi ve 37°C lik etiivde kurutuldu.
Kurutulan pelletler 20 pl deiyonize su (18
Mohm/cm) (Applichem, Almanya) ile ¢oziildii.

Reverz transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PZR)

Ekstraksiyon sonunda elde edilen RNA,
komplementer DNA (cDNA) sentezi i¢in kalip ola-
rak kullanildi. Bu amagla RT-PZR, Ozkul ve ark.
(2004) tarafindan tanimlanan yontem ile sirasiyla
10ul ve 50ul’ lik hacimlerde gergeklestirildi. iki
asamada yapilan cDNA sentezi, iki farkli karisim-
dan olusan ve birbirini takip eden iki reaksiyon so-
nucu gerceklestirildi. ilk basamakta, 3ul RNA,
0.5pul hekzamer primer ve 3.5ul deoiyonize su bile-
senlerinden olusan karisim I hazirland1 ve termal
cevirici cihazda (Biometra, Almanya) ikincil RNA
yapilariin agilmasi i¢in, 70°C de 5 dakikalik 1s1
dongiisii uygulandi. Cihazdan alinan tiipler buz akii-
lerinde sogutuldu. Bunu takiben 0,5u1 MMLV
reverz transkriptaz (RT), 2ul 5X RT buffer ve 1pl
dNTP bilesenlerinden olusan karisim II hazirlandi.
Sogutulmus karisim I’ in {izerine karisim II’ den
3.5ul eklendi ve 25°C de 5 dakika, 37°C de 1 saat
ve 70°C de 5 dakika basamaklarindan olusan 1s1
dongiileri sonunda tek iplikli cDNA sentezi gercek-
lestirildi. Takiben DNA’nin standart PZR yoluyla
cogaltilmas1 asamasina gecildi. H proteini gen bol-
gesinin kismi amplifikasyonu amaciyla elde edilen
cDNA, FF1-HR2 primer cifti ile PZR’ye tabi tutul-
du. Arastirmada kullanilan primer dizinleri ve ilgili
genler iizerindeki yerlesimleri Cizelgel’ de sunul-
mustur.

DNA amplifikasyonu i¢in tanimlanan 50 pl lik
PZR karisimi 3ul ¢cDNA, 0,5ul Taq DNA
polimeraz, Sul 10X Taq buffer, 4ul MgCl, (25mM),
0,8ul NPT (10mM), 0,8ul primer ve 35,1ul
deiyonize su kullanilarak hazirlandi. Termal ¢evirici
cihazinda bulunan karigim tiiplerine 94°C de 4 da-
kikalik denatiirasyon basamagini takiben 56°C de
45 saniye, 72°C de 2 dakika ve 94°C de 30 saniye-
lik 35 dongiiden olusan ¢ogaltma basamagi ve 50°C

de 1 dakika, 72°C de 10 dakikalik son uzama basa-
magindan olusan 1s1 dongiileri uygulandi. Reaksi-
yon sonunda agaroz jelde DNA iirlinlerinin gogii
saglandi ve olusan bantlar UV transilliminator
(Vilber Lourmat, Fransa) ve jel dokiimantasyon sis-
temi (Kodak, Gel Logic 100, ABD) yardim ile go-
rlntiilendi.

Cizelge 1: PZR’ de kullanilan primer dizinleri, yerlesim-
leri ve elde edilen iiriin biiyiikliikleri.

Primer | .. . ., s Bolge{Uriin Biiyiik-
Kodu |00 (5" —=3) (nt) [iigii (bp)
CDV
FF1 TCGAAATCCTATGTGAGATCACT 6897

1301
CDV
HR2 GTTCTTCTTGTTTCTCAGAGG 3198

RT-PZR ile pozitif oldugu saptanan 8 olguda
her iki antikorun da varligina rastlanamadi ve bu ol-
gularin 7’ sinin CD sonucunda &ldiigii belirlendi.
S6z konusu grup igerisinde bulunan hayvanlarin agi-
lanmadig1 belirtildi. Olgularin 15’ inin ise her iki
antikor varlig1 yoniinden pozitif oldugu saptandi an-
cak, sonuglar 6liim oranlan diizeyinde iliskilendiri-
lemedi.

Anamnez kayitlarindan, 47 olgudan 21’inin
CD’ ye kars1 asilanmis oldugu belirlendi. Bu olgu-
lardan 19 unda IgM ve 12 sinde IgG varlig1 tespit
edilemedi. Bu grup igerisinden 12 olgunun CD so-
nucunda 6ldigi belirlendi. 5 olguda (Olgu 8, 24,
31, 34 ve 39) her iki antikorun varligina ragmen
hastaligin 6liim ile sonuglandigi belirlendi. 4 olguda
ise hayvanlarin son durumlarina ait bilgi saglana-
madi.

Cizelge 2: Olgulara ait IgM ve IgG ELISA sonuglari.

Olgu No IgM IgG Dsgll\JIM
Olgu 1 - + 0
Olgu 2* + ] O
Olgu 3 + - 0
Olgu 4* + - Y
Olgu 5* + + B
Olgu 6 - - 0
Olgu 7* + - 0
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Olgu 8*

Olgu 9

Olgu 11*

Olgu 12*

Olgul3*

Olgu 14*

Olgu 15

Olgu 16*

Olgu 17*

Olgu 18

Olgu 19

Olgu 20

Olgu 21*

Olgu 22*

Olgu 23*

Olgu 24*

+ |+ |+

Olgu 25

Olgu 26

Olgu 27*

Olgu 28*

Olgu 29*

o+ [+ |+

Olgu 30

Olgu 31*

Olgu 32

Olgu 34*

Olgu 35

Olgu 36

Olgu 37

Olgu 38

Olgu 39*

Olgu 42

Olgu 44

Olgu 45

el B B B o T A o

Olgu 46

IR |ITB|IO|O|O || O <O OO OO K| KOO OO OO O || H OO K| K| KBS

Olgu 47

+

+

Y

*: Asilanmis oldugu beyan edilen olgular. Y: Yasiyor

O: Enfeksiyona bagh 6liim

B: Bilinmiyor

Tartisma

Calismada, fakli klinik 06rneklerde CDV
niikleik asiti varlig1 yoniinden yapilan degerlendir-
meler sonucunda, 45 olguya ait nazal siiriintii 6rne-
ginden 37 adedinde (%82,2), 42 adet konjunktival
stiriintii 0rneginden 26 adedinde (%61,9) ve 37 adet
16kosit oOrneginden 13 adedinde (%35,1) viral
niikleik asit varligi tespit edilmistir. Karsilagtirma
sonunda en yiiksek pozitiflik oraninin nazal siiriintii
orneklerinde bulundugu belirlenmistir.  Nazal
siirlintli  Orneklerinde saptanan yiiksek pozitiflik
oranlart ile olgularin genelinde teshis edilen solu-
num sistemi enfeksiyon bulgularinin birbiri ile para-
lel olduklar goriilmiistiir.

Kim ve ark. (2006) yaptiklar1 ¢alismada, de-
neysel olarak CDV ile enfekte kopeklerde, hastali-
gin erken tanisinda RT-PZR ydntemi ile nazal ve
konjunktival stiriintii, 16kosit ve idrar 6rneklerinde
viral niikleik asit varligmi degerlendirmisler ve
konjunktival siiriintii 6rneklerinde viral niikleik
asitin enfeksiyondan sonraki 1-14. giinler, nazal
stirintii 6rneklerinde de bu siirenin 3-14. giinler ara-
sinda degisen oranlarda tespit edilebildigini bildir-
mislerdir. Lan ve ark. (2005) yine deneysel olarak
enfekte kopeklere ait nazal siiriintii 6rneklerinden
RT-PZR yontemi ile enfeksiyonu takiben 28. giine
kadar viral niikleik asit varliginin tayin edilebilece-
gini ortaya koymustur. Kim ve ark. (2006) virusun,
diger dokulara oranla, kandan daha hizli elimine
edilmesinden dolay1 16kosit orneklerinde viral
niikleik asit tayinin diger klinik orneklere oranla
daha zor ve riskli girisimleri gerektirdigi i¢in de da-
ha az pratik oldugunu vurgulamslardir.

Humoral immiin yanit hastaliktan korumada ve
iyilesme siirecinde oldukea etkilidir. (Ho ve Babiuk,
1979). Bu sebepten CDV’ ye karst gelisen antikor
diizeyleri ve tiirliniin tespiti, hayvanin immiinite du-
rumunun ve/veya asi etkinliginin belirlenmesinde
bliyiikk 6neme sahiptir (Mochizuki ve ark., 2002).
Calismada elde edilen ELISA sonuclarina ait deger-
lendirmede, akut enfeksiyon varligimi gosteren IgM
antikoru, olgularin %64’ {in de tespit edilmistir. [gG
varliginin ise %41 lik bir oranda kaldig: belirlen-
migtir. I[gM ELISA sonuglarina dayanilarak, olgula-
rin genelinin enfeksiyonun erken doneminde bulun-
dugu anlasilmaktadir. IgM varlig1 saptanan 30 ol-
gudan, 17 sinin akut enfeksiyon dénemini atlatama-
diklar1 ve enfeksiyon sonucunda 6ldiigii belirlen-
mistir. Sekiz olguda ise her iki antikorun da varligi-



Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Derg, 18, 2007 9

na rastlanamamis ve bu olgularin 7 sinin CD sonu-
cunda 6ldigi saptanmistir. Asilanmis oldugu bildi-
rilen 21 olgudan 8 olguda ise IgG varlig1 tespit edi-
lememistir. Bu olgulardan elde edilen sonuglar, asi-
lama ile yeterli bir bagisik yanita ulasilamadigim
gostermektedir.

von Messling ve ark., (1999) yaptiklan c¢alig-
mada, IgM pozitif ancak IgG negatif olgulara ait 16-
kosit orneklerinde saptanan viral niikleik asittin
s0zkonusu hayvanlarin viremi déneminde oldugu-
nun bir gostergesi olabilecegini bildirmislerdir. Bu
caligmada, 6 olguya (olgu 2,3,4,7,28 ve 44) ait so-
nuglarin von Messling ve ark., (1999) sonuglar ile
paralel oldugu ve bu olgularin kisa siiren viremi do-
nemlerinde Orneklenmis olabilecegini diistindiir-
mektedir. Bu sonuglarin hastaligin erken teshisi agi-
sindan da 6nem tasidigi bilinmektedir (Lan ve ark.,
2005; Amude ve ark., 2006).

Gilintimiizde CD’nin tek uygulanabilir ve etkili
kontrol yontemi as1 ile immiinizasyondur. Hastalik,
1950’ lerde kullanilan inaktif asilar ve takip eden 10
yillik siire¢ igerisinde gelistirilen ve gliniimiizde de
kullanilmaya devam edilen modifiye canli asilar ile
kontrol altinda tutulmaya ¢alisilmaktadir (Chappuis,
1995). Calisma dahilinde asilanmis hayvanlarda da
CD enfeksiyonunun gelistigi belirlenmistir. Bu se-
bepten dolayi, CD’ ye karsi asilanmig hayvanlarda
da enfeksiyon geligebildigi i¢in, agilanmis hayvanla-
rin koruyucu bagisik diizeyi ifade edip etmediginin
sorgulanmalidir. Ayrica, as1 uygulamasinda asilama
takvimine uyulmasi ve asilama takvimi olusturulur-
ken maternal antikorlarin varliginin dikkate alinma-
s1 gerekmektedir.
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