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OZET

FELINE IMMUNODEFICIENCY VIRUS (FIV)’UN “ENV” GEN BOLGESIi BAZLI
FiLOGENETIK ANALIZi VE
IN-SILICO KARAKTERIZASYONU

Sarsilmaz, B. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Viroloji
(Veteriner) Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2023.

Amag: Feline immunodefiency virus (FIV) kedilerin dmir boyu persiste kalabilen ve ilerleyici
immun sistem hasarina yol agan bir virustur. Enfekte kedilerde goriilen klinik semptomlar
oldukga farkli olup biitiin bir yasamini normal olarak siirdiirebilir. Ancak FIV enfeksiyonuna
bagl sekillenen sekonder enfeksiyonlar nedeniyle dliimler gergeklesebilir. Retroviruslar, sahip
oldugu revers transkriptaz enzimi sayesinde RNA yapisindaki genomunu konak¢t DNA’sina
entegre edebilir. Bu 6zelligi retroviruslarin patogenezini oldukca kompleks hale getirmektedir.
Reverz transkripsiyon islemi sirasinda hata oraninin yiiksek olmasi nedeniyle mutasyonlara ¢ok
stk rastlanilir. Bu mutasyonlardan dolay1 retroviruslar yiiksek oranda genetik farkliliklar
gostermektedir. Bu calismamizda, Aydin ve Izmir illerinden toplanan numunelerde FIV’un
‘env’ gen bazli varlig1 aranmis pozitif bulunan numunelerin filogenetik analizi yapilmistir.
Gere¢ ve YoOntem: Calisma kapsaminda klinik olarak FIV siipheli olup olmamasina
bakilmaksizin 70 kediden toplam 70 EDTA’l1 kan numunesi alinmistir. PCR ile pozitif oldugu
tespit edilen ornekler sekans analizi i¢in gonderilmistir. Elde edilen sekans verileri ile
Maximmum-Likelihood (ML) metodu ile filogenetik olarak degerlendirilmistir. Ayrica amino
asit ifadelerine bakilan sekanslarda kritik noktalardaki amino asit degisiklikleri belirlenmistir.
Bulgular: Toplanan 70 numuneden 4 tanesinde (%6) FIV pozitifligi saptanmigtir. Pozitif
bulunan numunelere Sanger Dideoxy Sequencing metodu kullanilarak yapilan sekanslama
islemi sonrasinda, elde edilen diziler ML metoduyla filogenetik olarak incelenmis ve FIV alt
tip B grubuna dahil oldugu belirlenmistir. Yine yapilan incelemelerde 453, 455, 456, 540, 541,
542, 559, 560 ve 561. amino asitlerde dnemli farkliliklar 6n plana ¢ikmustir.

Sonug: Calisma sonucunda, FIV pozitif bulunan numunelerin, FIV alt tip B grubunda oldugu
ortaya konmustur. Bu bilgi literatiir bilgisiyle ortiismektedir. Ayrica elde edilen sekanslarin
daha 6nce ayni1 grupta bildirilen sekanslarla yiiksek oranda benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.

RPD4 programi ile yapilan rekombinasyon taramasi sonucunda elde edilen iki 6rnegin sekans



verilerinde rekombinasyon meydana geldigine dair bulgulara rastlanilmistir. Bu ¢aligmanin

sonuglari, tilkemizde farkli FIV alt tiplerinin gdzlenebilecegini isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Env, feline immunodefiency virus, in-silico, retrovirus, molekiler

filogeni.
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ABSTRACT

“ENV” GENE REGION BASED PHYLOGENETIC ANALYSIS OF FELINE
IMMUNODEFICIENCY VIRUS (FIV) AND
IN-SILICO CHARACTERIZATION

Sarsilmaz, B. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institue, Virology

(Veterinary) Departmant, Master Thesis, Aydin, 2023.

Objective: Feline immunodeficiency virus (FIV) is a virus that can persist for life in cats and
causes progressive immune system damage. The clinical symptoms seen in infected cats are
quite different, they can live a normal life. However, deaths due to secondary infections due to
FIV infection may occur. Due to the reverse transcriptase enzyme that retroviruses have, they
can integrate their RNA genome into the DNA genome, and this feature makes retroviruses a
very complex structure. Because of the high error rate during the reverse transcription process,
mutations are very common. Because of these mutations, retroviruses show high genetic
differences. In this study, FIV 'env' gene-based, presence will be searched in samples collected

from Aydin and izmir provinces, and phylogenetic analysis of positive samples will be made.

Material and Methods: Within the scope of the study, a total of 70 EDTA blood samples were
taken from 70 cats to determine whether they were clinically suspected of FIV. In order to be
investigated molecularly, PCR test was applied, and the results were sent for sequencing.
Sequence data obtained with the necessary programs were evaluated. The obtained sequence
data were evaluated phylogenetically by Maximum-Likelihood method. In addition, amino acid
changes at critical points were noted in the sequences in which amino acid expressions were
examined.

Results: FIV positivity was detected in 4 of 70 collected samples (F4, F23, F45 and F50
samples) (6%). The sequences obtained after sequencing using the Sanger Dideoxy Sequencing
method on the samples with positive results were found to be included in the FIV subtype B
group in the phylogenetic analysis performed by the ML method. Again, important changes in
amino acids 453, 455, 456, 540, 541, 542, 559, 560 and 561 came to the fore.

xii



Conclusion: As a result of this study, it was revealed that the samples that we found FIV
positive according to the information obtained were in the FIV subtype B group. This
information coincides with the literature information. In addition, it was observed that the
sequences obtained were highly similar to those previously reported in the same group. The
recombination status for FIV subtype B has been previously mentioned in the literature
information. Recombination signals were obtained in two sequences that we obtained as a result
of the recombination screening we performed in the RPD4 program. The results of this study

indicate that different FIV subtypes could be observed in our country.

Keywords: Env, feline immunodeficiency virus, in-silico, retrovirus, molecular phylogeny.
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1.GIRIS

Feline immunodeficiency virus (FIV)’un, tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de varlig
bilinen bir gercektir. Retroviruslar, gerek vyapisal 0Ozellikleri, gerekse replikasyon
mekanizmalariyla, ¢ok farkli ve essiz viruslardir. Diinyada FIV iizerine yapilmis pek ¢ok
calisma ve yayimn bulunmaktadir. Daha once ¢iftlik hayvanlart hekimligi golgesinde kalan pet
hekimligi, Ulkemiz pet sektdriiniin son yillardaki hizli gelisimi ile birlikte daha ¢ok ilgi
gormeye baslamis, FIV’in de aralarinda bulundugu pet enfeksiyonlar: 6nem kazanmustir.

Immiin yetmezlik benzeri sendromlu bir kedide 1986'da kesfedilmesinden bu yana FIV,
kedigiller familyasinin puma (Puma Concolor), aslan (Panthero Leo), leopar (Panthera) gibi
evcil olmayan g¢esitli tiyelerinden de izole edilmistir. Bu evcil olmayan tlrlerde FIV, evcil
kedilere (Felis catus) gore daha az patojenik 6zellik gostermektedir (Peterson ve digerleri, 1987,
Perharic ve digerleri, 2016).

Son yillarda arkadas hayvan olarak hayatlarimiza giren kedilerin bizlerle beraber
yasamaya baglamasiyla birlikte, kedigil hastaliklar1 ve buna olan ilgi artmis, Ulkemizdeki
durumu netlesmeye baglamistir. Yapilan arastirmalardan elde edilen bilgilere gore iilkemiz
smirlar igerisinde ¢ok sayida hastaligin bulundugu ve belirlenen hastaliklara karsi verilen
miicadelenin yetersiz oldugu belirlenmistir. Geligsmis diinya iilkelerinde barinak sistemlerinin
ve karantina islemlerinin ¢ok giiclii olmasi, hasta ya da hastalik sliphesi olan hayvanlarin
kesinlikle diger hayvanlardan ayr1 tutuluyor olmasi, bu iilkelerde pek ¢ok hastaligin azalmasina
ve hatta bitmesine yol agarken, iilkemizde barinak kosullarmin elverigsiz olmasi, “sokak
hayvani” olarak tabir edilen evsiz hayvanlarin kontrolsiiz bir sekilde gogalmasi, pek ¢ok saglik
sorununu da beraberinde getirmektedir (Beczkowski ve digerleri 2022; Frankenfeld ve
digerleri, 2019).

Sahipsiz hayvanlarin arasinda dolasan hastaliklardan sadece dis ortamla temasi olan
hayvanlar degil, dis ortama ¢ikmadigi halde sahibinin tasiyicilik yapmasiyla pek ¢ok evcil
hayvan da etkilenebilmektedir. Bu hastaliklar igerisinde FIV, retroviruslarin sebep oldugu ve
tizerine ¢ok calisilmasi gereken hastaliklardan bir tanesi olarak gosterilebilmektedir. FIV’in
diger tiim viral hastaliklar gibi gerekli ilgiyi gormesi ve lizerine yapilan ¢caligmalarin arttirilmasi
gerekmektedir (Beczkowski ve digerleri, 2022).

Bu nedenle Aydin ve Izmir bélgelerindeki, kediler iizerinde FIV un molekiiler olarak

incelenmesi, in-silico ortamda arastirilmasi tez ¢alismasinin ana amaci olmustur. Bu tez



caligmasi ile elde edilen molekiiler dinamik sonuglar1 giincel veri saglamakla beraber, FIV un
tilkemizdeki alt tip durumunu gilincellemesi hedeflenmistir.

Bu c¢aligmada FIV’un env gen bolgesi hedeflenerek yapilan ¢aligmalar sonucunda elde
edilen yeni verilerin geneteik olarak arastirilmasi, Onceki veriler ile karsilagtirilmasi
amaclanmistir. Elde edilen yeni verilerin rekombinasyon durumlarinin arastirilmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Etiyoloji

Feline immunodefiency virus (FIV), Retroviridae ailesi icerisinde yer alan,
Orthoretrovirinae alt ailesine ait Lentivirus genusunda smiflandirilan bir virustur (Tablo 1)
(Penzes ve digerleri, 2020; Uluslararast Virus Taksonomisi Komitesi, 2018). Dunya genelinde
yaygin olarak gorillen bir virus olup, Ulkemizde de varligi belirlenmistir. Feline
immunodefiency virus, hayvanlar arasinda en yaygin sekilde isirilma yaralar1 ile bulasg
gostermektedir. Bunun disinda viicut sivilarinin bulasmasi, tiikiiriik bezi salgisi, anneden uterus
araciligiyla fetusa bulasma ya da dogum sonrasi emzirme yoluyla bulasmasi da mumkandir

(Addie ve digerleri, 2009).

Retroviridae ailesi iki alt aileye (Orthoretrovirinae ve Spumaretrovirinae) ve yedi cinse
ayrilmistir (Tablo 1). Retroviruslarin siniflandirilmasi, virionun ultrastriiktiirel goriiniimiine
dayanan eski bir siniflandirma semasiyla yapilmis ve giinlimiizde hala kullanilmaktadir. Bu
semalandirmaya gore dort farkli virus partikiilii, A-B-C ve D tip retrovirus olarak adlandirilir.
Diger siniflandirma semalari, bireysel retroviruslarin horizontal ve vertikal gegisine veya
bunlarin enfekte hiicreleri doniistiirme yeteneklerine (onkojenik retroviruslar) dayanmaktadir.
Su anda, retroviruslarin en yaygin olarak kabul edilen taksonomik siniflandirmasi, genomik
dizilerine dayanmaktadir; viruslar boylece evrimsel akrabaliklarina gore gruplandirilmaktadir

(Knipe ve digerleri, 2007; MacLachlan ve digerleri, 2011).

Orthoretrovirinae alt ailesi ayrica Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus,
Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus ve Lentivirus olmak iizere altt cinse ayrilirken,
Spumaretrovirinae alt familyas1 Spumavirus cinsini bulundurmaktadir (Tablo 1). Bu cinslerin
besinde yer alan viruslar potansiyel olarak onkojeniktir (eski taksonomiye gore onkoviruslar
olarak bilinirken), Lentivirus ve Spumavirus cinslerine dahil olan iiyeler onkojenik degildir.
Lentivirus enfeksiyonlari, ilk enfeksiyon ile hastaligin ortaya ¢ikmasi arasinda uzun bir kulugka

donemi ile karakterize edilir (Latince "lenti", "yavas" anlamina gelir) (Yusuf ve digerleri,

2014).

FIV, ikozahedral simetrili, zarfli ve 105-125 nm c¢apindadir. Viral zarf {izerinde
glikoprotein yapisinda kisa 1sinsal ¢ikintilar bulunur. Genom ortalama 9400 baz

uzunlugundadir ve env, gag ve pol proteinlerini igerir. Her bir gen bolgesi farkli gorevier
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ustlenmektedir. FIV’e ait env alt birimi konakgiya ait CD134 reseptoriine baglanir. Bu durum
HIV’de CD134 yerine CD4 reseptoriidiir. Env bolgesinin alt birimleri, reseptorle baglantiya
gecerken farkli gorevler tistlenmektedir. V3 bolgesi, CD134 ile ilk baglantiyr kurmaktadir, V5
bolgesi, Virusun nétralizasyonunda ya da nétralizasyondan kagista gérev yapmaktadir, V1, V2,
V4 bolgeleri, glikolizasyonda gorev almaktadir. Gag bolgesi ise cekirdek proteinlerinin
kodlanmasinda gorev alir. Pol bolgesi, integraz, proteaz, reverz transkritaz enzimlerini
kodlamakla gorevlidir. Env bolge tizerinde meydana gelen degisimler alt tip olusumunda rol
almaktadir. Env gen bolgesinde meydana gelen degisimler sadece yeni alt olusumuna degil ayni
zamanda konakgiya ait savunma sistemlerinden de kaginilmasina sebep olmaktadir. RNA’nin
DNA ’ya doniistiiriiliip konakg hiicresine entegrasyonunu saglamak igin diger retroviruslar gibi
FIV’°da da reverz transkriptaz enzimi bulunmaktadir. Bu entegrasyon sayesinde viral genom
konak¢i DNA’sinda persiste kalabilmekte ve yeni olusan nesillere aktarilabilmektedir
(Pedersen ve digerleri, 1991). Diinya genelinde siiregelen env gen bazli filogenetik analizler
sonucu 5 ana genotipe ayrildigi ortaya konmus ve bu genotipler FIV-A, -B, -C, -D, -E olacak
sekilde isimlendirilmistir (Ko¢ ve Oguzoglu, 2020). Tiirkiye’de yapilan molekiiler caligsmalar
sonucunda tiplendirilen FIV suslarinin genellikle FIV-B alt tipinde yer aldig1 vurgulanmigtir
(Kog¢ ve Oguzoglu, 2020; Muz ve digerleri, 2021; Oguzoglu ve digerleri, 2010). Env gen
bolgesinde meydana gelen degisimler sonucunda ortaya ¢ikan bu alt tipler, ortaya ¢ikan klinik

bulgularda degisikliklerin goriilmesine yol agmaktadir.

Tablo 1. Retrovirus ailesinin, alt aile ve genuslari.

Aile Retrovirus
Alt Aile Orthoretrovirinae Spumaretrovirinae
Genus Alpharetrovirus Bavispumavirus
Betaretrovirus Equispumavirus
Deltaretrovirus Felispumavirus
Epsilonretrovirus Prosimiispumavirus
Gammaretrovirus Simiispumavirus
Lentivirus




Son yillarda yapilan c¢alismalarda F alt tipi ve UNV-Z alt tiplerinden de
bahsedilmektedir (Kog, 2018). Genotiplendirmedeki ayrim, env genindeki V3-V5 bdlgelerinde
meydana gelen degisimler, alt tipler arasindaki farkliliklarin olusmasinda énemli bir faktordir

(Kog, 2018; Beczowski ve digerleri 2014).

Resim 1. Retrovirus Elektronmikroskobu goriintisu (Purcell D., 1999).

Envelope RNA Genome

RT Reverse Transcriptase Matrix MA

Capsid CA

Sekil 1. Genel retrovirion yapisi ve bilesenleri (Knipe ve digerleri, 2001).

FIV genomu 3 ana genden olusur; c¢ekirdek proteinleri kodlayan gag: matris (MA),
kapsid (CA, p24) ve niikleokapsid (NC) icerir. Anahtar enzimleri kodlayan pol: integraz (IN),
proteaz (PR) ve ters transkriptaz (RT) icerir ve zarf glikoproteini (Env), bir diizenleyici (rev)
ve 2 yardimci geni (vif, orf-a) kodlayan env. Genler, provirus i¢indeki uzun terminal tekrarlar

(LTR'ler) ile sinirlandirilmistir.
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Resim 2. FIV'in genomik organizasyonu (Beczkowski ve digerleri, 2022).

2.2. Epidemiyoloji

FIV ilk izole edildigi 1987 yilindan beri tiim cografyalarda ve tiim kedigillerde tespit
edilebilmektedir ve hastaligin prevalansi %2-44 arasinda degiskenlik gosterebilmektedir (Tan,
2021). Enfeksiyon genellikle bes yas iizerindeki erkek kedilerde 1sirilma yaralarina bagl olarak
disi kedilere oranla daha fazla goriilmektedir (Yimaz ve digerleri, 1995). Isirilma
yaralanmalariin disinda; veneral yolla, intrauterin, perinatal ya da yeni doganlarda enfekte
anne siitii ile bulagsmada gerceklesebilir. Etken, enfekte kedilerin kan, serum, plazma,
serebrospinal siv1 ve tiikiiriik bezlerinden izole edilebilmektedir (Knipe ve digerleri, 2007; Tan,
2021; Bayraktar, 2006).

FIV, bes ayn alt genotipe ayrilmakta ve bu genotipler A, B, C, D ve E seklinde
adlandirilmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda F alt tipi ve UNV-Z alt tiplerinden de
bahsedilmektedir (Beczowski ve digerleri 2014). Genotiplendirmedeki ayrim, env genindeki
V3-V5 bolgelerinde meydana gelen degisimler, alt tipler arasindaki farkliliklarin olugmasinda

onemli bir faktordir (Kog, 2018).

Feline immunodefiency virus genotipleri diinya genelinde farkli bolgelerde yayilim
gostermektedir. Tiirkiye’de ilk seroprevalans ¢alismasi Yilmaz (2000) tarafindan yapilmistir.
Istanbul bolgesinde yapilan bul ¢alismada FIV seroprevalansi %23 olarak tespit edilmistir. Van
kedileri iizerinde ELISA ile yapilan baska bir ¢alismada ise seroprevalans %3 olarak
bulunmustur (Yiiksek ve digerleri, 2005). Aydin ve Izmir illerinde yapilan diger bir
seroprevalans g¢alismasi sonucunda FIV antikor varligi %19,5 olarak belirnemistir (Erol ve
Pasa, 2013). En ayrintili seroprevalans ¢aligmasi Oguzoglu ve digerleri (2013) tarafindan
gerceklestirilmistir, bu ¢alismada prevalansin %9,5 oldugu tespit edilmistir. Evcil kedilerin
sahipleriyle kurulan duygusal baga bagli olarak kitalar arasi seyahat etmesi, ticaret gibi
sebeplere bagli olarak yavas yavas alt tiplerin farkli bolgelerde de ortaya ¢ikmasi ihtimali

vardir.



FIV’in alt tipleri diinyanin farkli bolgelerinde goriilmektedir, tip A, Avustralya, Birlesik
Krallik, Giliney Afrika, Amerika Birlesik Devletleri'nin bat1 kiyis1 ve Japonya'nin bazi
bolgelerinde siklikla goriilmektedir. Tip B, giiney Avrupa, Brezilya, Kanada, Amerika Birlesik
Devletleri ve Japonya'daki kedilerde tanimlanmustir. Alt tip C, Yeni Zelanda ve Kanada'da izole
edilmis, D ve E alt tiirleri ise yalnizca Japonya ve Arjantin'de tanimlanmstir. Ulkemizde FIV
alt tiplerinden B tespit edilmistir. Yapilan son ¢alismalarda alt tip E’nin varlig1 da tGlkemizde

saptanmistir (Oguzoglu ve digerleri 2010; Kog, 2018)

B,C A
AB

AB B B AB,C.D

E,B A
AC

Resim 3. FIV alt tiplerinin kiiresel dagilimi (Beczkowski ve digerleri, 2022).

Hastaligin yayilmasindaki en 6nemli faktor, sokakta yasayan ve kisirlastirilmamis kedi
popiilasyonlart olup, FIV’in yayilmasini arttirmaktadir. Yine ayni sekilde barmak ve bakim
evlerinde kisirlagtirilmadan bir arada tutulan kediler arasinda da yayilim gostermektedir. Evde
kontrollt olarak beslenen kediler arasinda yayilma, sokak ve barinaklardaki kedilere oranla
daha diisiiktiir, ancak enfekte anneler tarafindan, anne siti ile bulasma gergeklesebilmektedir.
Virus spermden izole edilebilmektedir, ancak cinsel yolla bulasma olduguna dair bir bildirim
yapilmamistir (Litster, 2014). Diger bir bulagma tiirii ise her ne kadar tilkemizde nadirde olsa
kan naklidir. Nakil yapilacak kedilerden donér olanin FIV agisindan test edilmelidir. Kan

naklinde dondr kedi FIV pozitifse bulagsma gerceklesmektedir (Pennisi ve digerleri, 2015).



2.3. Patogenez/Klinik

FIV enfeksiyonun birincil hedefi, aktive edilmis CD4+ T lenfositleridir. Bu hiicreler,
humoral ve hiicresel bagisikligin olugsmasini saglayan, bagisiklik olusmasi i¢in énemli gorevi
olan T hucreleri olarak islev gormektedir. FIV zarf glikoproteini gp120, hiicre yiizeyindeki bir
birincil reseptér olan CD134 molekilline baglanmaktadir (Hosie ve digerleri, 2009). RNA
genomunun bir DNA kopyasina (veya provirusa) transkripsiyonuna aracilik eden viral reverz
transkriptaz, olas1 hatalara agiktir. Bu hatalar sonucunda FIV hizla mutasyona ugrar ve biiyiik
bir genetik ¢esitlilik gosterir. Viral varyantlar, immun sistemden kacabilir, molekiiler teshis
tekniklerinin ve asilarin gelistirilmesine engel olmaktadirlar (Hosie ve digerleri 2009).

Enfeksiyon, eger enfekte edilen hiicre aktif bir hiicre degilse latent olarak devam eder.
Latent olarak enfekte olan hiicreler ‘rezerv’ gorevi goriirler ve notralizan antikorlardan kaginir.
Bu kag¢is mekanizmasi etkili bir a1 gelistirilmesine engel olmaktadir (Addie ve digerleri, 2009).

Deneysel enfeksiyondan sonraki ilk birka¢ gun icinde FIV, dendritik hicrelerde,
makrofajlarda ve CD4+ T lenfositlerde c¢ogalmaktadir ve 2 hafta iginde plazmada
gorulmektedir. Hem plazmadaki virus seviyeleri hem de kan mononukleer hicrelerindeki
proviral DNA miktarlar1 artar ve maruziyetten 8-12 hafta sonra zirveye ulagmaktadir. Bu
donemde istahsizlik, depresyon ve ates gibi hafif ve orta siddette klinik belirtiler goriilebilir ki,
bu bulgular oldukga siradan olup, pek ¢ok viral ve bakteriyel enfeksiyonda gorulmektedir. Bu
bulgular genellikle hizla azalirken, lenf nodiillerindeki aktif germinal hiicrelerin sayisinin ve
boyutunun artmasina bagli olarak generalize lenfadenopati gibi belirtiler haftalarca veya
aylarca devam edebilmektedir. Plazma viral yiikiindeki azalma, yillarca siirebilir. Bu durum
'asemptomatik’ fazin baslangicidir. Kediler uzun yillar bu durumda yasayabilmektedirler
(Hartmann ve digerleri, 2009).

Replikasyon, ‘hiicreye baglanma ve penetrasyon’ asamasinda, virion zar glikoproteinin
hiicre reseptdriine baglanmasiyla baslamaktadir. Her retrovirus genusunun baglandigi spesifik
hiicresel reseptorler vardir. Kedi immun yetmezlik virusu ve insan immun yetmezlik virusu gibi
immun yetmezlik indukleyen lentiviruslar, ilgili konakgilarinin (kediler ve insanlar) hem
monosit/makrofajlar1 hem de CD4+ T hiicrelerini baglayabilir, penetre olabilir ve enfekte
edebilir, bir inflamasyon indikleyici caprine arthritis encephalitis virusu gibi virusler, CD4+ T
hiicrelerini degil, yalnizca ke¢i monosit/makrofajlarini enfekte edebilmektedirler. Viral zarin
hiicre membranina tutunmasi ve flizyon olayindan sonra viral niikleokapsidin sitoplazmaya
girisine izin verilir. Nadiren reseptor aracili endositozla da hiicre girisi mevcuttur. Belirli bir

retrovirusla enfekte hiicreler, genellikle bir bagka retrovirusla siiperenfeksiyona karsi oldukca
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direnglidir. FIV’e ait farkli suslar replike olurken farkli hiicreleri tercih ederler. Bu farklilik,
hastaligin klinik tablosunda bireysel farkliliklar gosterebilir (Tan, 2021). FIV, 6zelikle CD4+,
CD8+ T lenfositleri, B lenfositleri, makrofajlar, astrositler ve mikroglia hiicrelerinde cogalma

egilimine sahiplerdir (Tan, 2021).

Virionlar spesifik hiicre reseptorlerine zar glikoproteinleri vasitasiyla adsorbe olur.
Fiizyon, penetrasyon ve soyunma sonrasi virion RNA’siin viriona bagli reverz transkriptaz
tarafindan cift iplikli bir DNA kopyast meydana getirilmesi asamalar1 gergeklestirilir. Cift
iplikcikli DNA, nukleusa hareket eder ve iki long terminal repeat (LTR) ile ug uca sirkile olur
ve bu molekiillerin birkag1 hiicre DNA’siin ¢esitli yerlerinde provirus olarak entegre olur.
Hiicresel RNA polimeraz tarafindan transkripsiyon 5° LTR de baglatilir ve 3> LTR de
sonlandirilir. Olusanlar yeni virion RNA’laridir (Shelton ve digerleri, 1990; Beatty ve digerleri,
1998).

Retroviruslarin replikasyonunda reverz transkripsiyon islemlerinde sik olusan hatalar,
yiiksek mutasyon oranlariyla sonuclanmaktadir (her jenerasyonda 10%-10°). Degisik retrovirus
genomlart ile ikili enfekte edilmis hiicrelerde ¢ok sik rekombinasyonlar sekillenir. Mutasyon
ve rekombinasyonun birlikte goriilme siklig1 herhangi bir diger hayvan virusundan ¢ok daha
fazladir. Akut olarak transforme edici onkojenik retroviruslar tarafindan meydana gelen tiimor

tipleri, bu degiskenligin sebebini agiklamaktadir (Shelton ve digerleri, 1990).

Viruslarin hayvanlarda enfeksiyon olusturabilmesi i¢in, dnce dogal bariyerleri gegip,
sonra spesifik ve non-spesifik immun cevaptan kurtulmalart gerekmektedir. Her virusun
kendine 06zgli kacis mekanizmalart vardir. Retroviruslarinda konak¢r  savunma
mekanizmalarindan kagisin1 saglayan bazi kagis mekanizmalari mevcuttur. Non-litik
enfeksiyonda virus, konake¢i hiicresine minimum hasar vererek immun sistemden kagabilir.
Hiicresel yayilim gosteren viruslar, sadece hiicre i¢i ortamda kalarak, hiicre dis1 ortamda etkili
olan immun yanittan korunmus olurlar. immun sistem hiicrelerini enfekte ederek immun
sistemden kaginmis olurlar. Antijenik degisime ugrayan viruslar, meydana gelen mutasyon
sebebiyle immun yanittan kacgabilirler. Baz1 retroviruslere kars1 immuntolerans sekillenebilir.
Bu immuntolerans sayesinde immun sistemden kacabilirler. Retroviruslar tarafindan en gok
kullanilan kagis mekanizmalarindan bir tanesi de konak¢i genomuna entegrasyondur.
Enfeksiyon sonrasinda viral RNA, reverz transkriptaz enzimiyle DNA’ya ¢evrilip konak
genomuna entegre olabilmekte, bu sekilde persiste kalarak immun sistemden kacabilmektedir

(Yesilbag, 2017).



FIV enfeksiyonlarinda klinik olarak orijini belirli olmayan ates ndbetleri, 16kopeni,
lenfoadenopati, anemi, uyusukluk, agirlik kayb1 ve spesifik olmayan davranis degisiklikleri
gozlenebilmektedir. Bu safhada firsat¢1 enfeksiyonlar bulunmamaktadir. Ancak hastalik
siirecinde cogunlukla mantar ve sekonder bakteriyel enfeksiyonlar saptanmaktadir. Ozellikle
agiz, dis dokusu dis etleri, yiiz ve dilde sekonder enfeksiyonlara bagli lezyonlara sik

rastlanmaktadir (Yesilbag ve digerleri, 2021; Bayraktar ve digeleri, 2006).

FIV enfeksiyonunun klinik gelisimi bes asamadan olugmakta ve birinci agamada spesifik
olmayan; ates, depresyon, lenfadeniti gibi klinik belirtiler gézlenebilmektedir. Ikinci asamada
1-5 y1l siirebilen, asemptomatik seyir goriilmektedir. Uciincii asama aylar ya da yillar siirebilir
ve non-spesifik belirtiler ile karakterizedir. Dorduncli asamada (ARC, AIDS-iliskili kompleks)
sekonder enfeksiyonlar mevcut olup, birka¢ ay ile bir yil kadar siirer. Yine birkag ay siren
besinci asama firsatci enfeksiyonlarin baglamasi ile karakterizedir (Flemming ve digerleri 1991;
Shelton ve digerleri, 1990). FIV ile enfekte kediler hastalik fazinin gelisimine bagl olarak
degisken klinik belirtiler gostermektedir (Beatty ve digerleri, 1991). Son fazda, enfekte kediler
agir anemi, firsatg1 enfeksiyonlar ve tiimorler gibi bagisikligin zayifladigina dair semptomlar
gostermektedir. Kedilerdeki FIV enfeksiyonu, B lenfositlerin spesifik olmayan poliklonal
aktivasyonunun aracilik ettigi IL-6 tretimindeki artis ile sonuglanir. FIV ile enfekte
semptomatik kedilerin polimorf kan hiicreleri (PMBC), mitojenlere karsi yanitta olusan IL-2
tiretimdeki azalmanin aksine IL-1, IL-6 ve TNF-a iiretimde 6nemli bir artis gosterir. FIV ile
deneysel olarak enfekte edilmis kedilerde, virusla dogal olarak enfekte olanlardaki gibi serum
TNF-a diizeylerinin arttig1 goriilmektedir (Bayraktar ve digerleri, 2006).

Klinik muayene sirasinda enfekte kedilerde higbir semptom goriilememekte bu nedenle
hastaligin belirlenmesi zor olabilmektedir. Bununla birlikte, standart ve uzun streli tedavilere
yanit vermeyen refrakter enfeksiyonlarda FIV'den sliphelenmek mantikli bir yaklasim olarak
gorulebilmektedir.

Env gen bolgesinde meydana gelen degisimler sonucu sekillenen yeni alt tiplere gore,
enfekte kedide goriilen klinik semptomlar degisiklik gdstermektedir. Ornegin; FIV alt tip A ve
FIV alt tip C ile enfekte olan bir kedide noreolojik enfeksiyonlara sebep olmaktadir. FIV alt tip
B ile enfekte olan kediler asemptomatik olarak seyretmektedir. FIV alt tip D ve FIV alt tip E

ise tam olarak bir klinik bulgu ile eslestirilememistir (Beckowzki ve digerleri, 2014).
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Resim 4. FIV pozitif bir kedide gingivostomatitis (Beczkowski ve digerleri, 2022).

FIV ile enfekte olmus kedilerde FIV ile seyreden farkli viral, paraziter, bakteriyel ve
fungal hastaliklar bildirilmis, bu hastaliklarin ayrimi zor olsa da FIV hicbir zaman goz ardi
edilmemelidir (Pennisi ve digerleri, 2009). Kedilerde gozlemlenen inat¢1 deri hastaliklari,
demodikoz ya da pedikiloz goriildiigii durumlarda FIV enfeksiyonu olabilme ihtimali
unutulmamalidir (Hosie ve digerleri 2009). B hiicreli lenfosarkomlar, miyeloproliferatif
hastalik ve skuamoz hiicreli karsinom gibi ¢esitli neoplastik durumlar FIV enfeksiyonu ile
iligkili olarak bildirilmistir (Callanan ve digerleri, 1996).

Kronik gingivostomatit, FIV ile enfekte olan kedilerde en sik goriilen belirtilerden bir
tanesidir ve kedinin yagsam kalitesini ciddi oranda bozmaktadir (Tenerio ve digerleri, 1991).

Norovirulan suslarla deneysel olarak enfekte edilen kedilerde dogrulandig: gibi, merkezi
sinir sistemi tutulumu ve periferik noéropati, erken subklinik olaylardir (Ryan ve digerleri,
2005). Davranis degisiklikleri, ndbetler, bozulan uyku diizenleri, bozulmus 6grenme ve parezi
de bildirilmistir (Phillips ve digerleri, 1996).

Enfekte kedilerde ireme bozuklulari meydana gelebildigi bildirilmistir (\Weaver ve
digerleri, 2005). FIV ile enfekte kedilerde siddetli proteiniiri ile iligkili glomeriiler ve
tubulointerstisyel lezyonlardan kaynaklanan bdbrek tutulumu sik goriilmektedir (Poli ve

digerleri, 1995).
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Anti Env antibodies

Anti p24 antibodies

g > < 1
Acute stage Chronic stage Terminal stage Death
(2-12wk) (several years) (several weeks)

Sekil 2. FIV enfeksiyonun klinik seyri (Beczkowski ve digerleri, 2022).

2.4. Tam

FIV’in teshisinde klinik bulgular incelenerek bir sonuca ulagilmasi miimkiin degildir.
Persiste bir enfeksiyon olmasi nedeniyle teshis i¢in kandan virus izolasyonu ile teshisi
miimkiindiir. FIV i¢in immun sistem tarafindan olusturulmus antikorlarin tespiti ile de FIV
teshis edilebilir. Bu antikorlar immunflorasan testi ve ELISA ile tespit edilebilir. Pratik olarak
kullanilan hizl test kitleri de mevcuttur. Ancak spesifite ve sensitivite olmamasi sebebi ile
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ya da diger serolojik testlerle desteklenmelidir (Tan, 2021,
Yusuf, 1999).

FIV tamis1 direkt ve indirekt tam1 olacak sekilde iki temel grup seklinde
incelenebilmektedir, direkt yontemlerin arasinda virus izolasyonu ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) gosterilebilmektedir.

Virus izolasyonu en giivenilir teshis yontemlerinden bir tanesi seklinde gosterilmektedir
ancak rutinde kullanilamamasi ve uygulanmasinin giicliigii nedeniyle pratik bir yontem
olmadig1 belirtilmistir (Hosier ve digerleri, 2009). Virus izolasyonu igin, taze heparinize kan
orneklerinden ayrilan periferik kan lenfositleri (buffy coat), primer kedi T hicrelerine inokule
edilmekte, 2-3 hafta inkubasyondan sonra kiiltiir sivilarindaki viral nikleoprotein seviyeleri
Olculerek virus cogalmast dogrulanmaktadir (Hosier ve digerleri, 2009). Bir diger direkt teshis
yontemi ise PCR olup, bu yontem ile proviral DNA saptanabilmektedir fakat PCR’1n serolojik
testlere gore duyarliligi diisiiktiir. (Beczkowski ve digerleri, 2022; Bienzle vedigerleri, 2004;
Hosier ve digerleri, 2009).
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Indirekt tan1 yontemi ise virusa karsi olusmus antikorlarin tespitine dayanir. FIV
enfeksiyonu i¢in kullanilan serolojik testlerde viral yapisal proteinleri (kapsit proteini p24 ve
gp4l gibi) taniyan anti-antikorlar kullanilmaktadir. Serolojik teshiste kullanilan Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) ve immunokromatografik yontemler (Lateral Flow
Test) bu prensibe dayali olarak dizayn edilmektedir. Rutin kullanilan ELISA Kitleri de p24 ve
transmemran proteinini saptayan antikorlarinin  varhigmin tespit edilmesine dayali
caligmaktadir. Lateral flow testinde ise yalnizca transmembran proteininden daha kisa peptitleri
taniyan antikorlarin varligi tespit edilir (Hosier ve digerleri, 2009; Lutz ve digerleri, 1988). Bu
testin avantaji hizli sonug¢ vermesi ve maliyetinin diisiik olmasidir (Akata ve digerleri, 2014).
Western blot analizi (WB), FIV serolojisi i¢in "altin standart" olarak kabul edilmekte ve siipheli
sonuglart dogrulamada kullanilmaktadir. Western blot analizinde purifiye edilen virus dnce jel
elektroforezi ile onu olusturan proteinlere ayrilir ve bireysel FIV proteinleri, antikorlar
tarafindan tespit edilir (Lutz ve digerleri, 1988).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi molekiiler tan1 yontemleri, sahip olduklar
avantajlardan dolay1 serolojik ydntemlere gore daha sik tercih edilir. Periferal kandaki
monositik hiicrelerde proviral DNA’nin saptanmasi, antikor varligindan ya da viremiden
bagimsiz olarak virusun saptanmasina olanak tanimaktadir. PCR tekniginin sensitivitesi son
derece yiksek olup, teorik olarak 105 hicrede bulunabilecek tek bir DNA molekiiliiniin
saptanmasina olanak tanir (Saiki ve digerleri, 1988). Periferal kandaki monositik hiicrelerde ve
taze veya formol ile fikze edilmis dokularda FIV’i saptamak igin bir¢ok deneysel ¢alismada
PCR kullanilmigtir (Bayraktar, 2006).

Yeni dogan yavrularda anneden gegen antikorlar (maternal derived antibodies-MADS)
bes aya kadar varligini siirdiirebilir. Bu yiizden 5 ayliga kadar olan kedi yavrularina uygulanan
testler hatali sonuglar verebilir. Bu durumdan kaginmak igin testler altinci aydan sonra
tekrarlanmalidir (MacDonald ve digerleri, 2004). Immunokromatografik hizli test kitleri,
siklikla pratik hayatta kullanilmaktadir. FIV tanisi i¢in kullanilan SNAP Kombo FeLV Ag/FIV
Ab Testi (IDEXX Laboratories, Inc, Westbrook, ME, ABD) olduk¢a duyarli ve spesifiktir
ancak dogal enfeksiyon ile asilamanin neden oldugu antikorlarin ayrimini yapamamaktadir.
Antigen Rapid FIV Ab/FeLV Ag Test Kiti (Bionote, Inc, Hwaseong-si, South Korea) ve
WITNESS FeLV-FIV Test Kiti (Zoetis, Inc, Flor- ham Park, NJ, USA) FIV ile enfekte olanlar1
ayirt edebilir (Hosier ve digerleri, 2009).
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2.5. immunite

Etkenin alinmasinin ardindan alinan virus miktarina bagh olarak, genellikle viremiyi
takiben 2-4 hafta icinde plazmada anti FIV antikorlar1 tespit edilebilir. Yine ayni sekilde etkenin
alinmasini takip eden 1 hafta sonra FIV spesifik T hiicreleri saptanabilmektedir. Ancak tiim bu
viicut savunma mekanizmalarinin olusturdugu yanitlara ragmen etken, enfekte ettigi kedilerde
persiste olarak kalmaktadir bu durum FIV ile miicadeleyi oldukca gii¢ bir hale getirmektedir.

Enfeksiyon riski yiiksek olan kedilerden (kisirlastirilmamis, basibos, erkek) ve bu
kedilerin bulundugu ortamlardan evcil kedilerin uzak tutulmasi en iyi koruma yoludur.
Retroviruslarin biyolojik 6zellikleri nedeniyle as1 gelistirmek oldukea giictiir. Ancak ¢alismalar
devam etmekte olup, piyasada 2002 yilindan bu yana kullanilmakta olan Fel-O-Vax FIV asisi,
alt tip A (Petulama susu) ve alt tip D (Shizuoka susu) inaktivasyonu araciligiyla elde
edilmektedir. 2002 yilindan giiniimiize kadar kullanilmakta olan bu as1 alt tip B’ye kars1 6nemli
bir koruma saglayamamaktadir. Bununla birlikte, asilama yapilmis kedilerde herhangi bir
stipheli hastalik durumunda FIV icin yapilacak serolojik testler asilamaya bagl pozitiflik
vereceginden, asilama karar1 klinisyen veteriner hekim tarafindan verilmektedir (Kusuhara ve
digerleri, 2005; Levy ve digerleri, 2008). FIV enfeksiyonlarinda etkenin tamamen bertaraf
edilmesi miimkiin olmadig: i¢in, koruma en 6n planda yer almaktadir. Hasta hayvanlara
uygulanacak tedavinin baslica prensipleri ise sekonder enfeksiyonlarla miicadele ve
bagisikligin desteklenmesidir. Antiviral tedavi olarak zidovudine (ZDN) kullanim1 denenebilir.
Ancak en nihayetinde kullanilan ilaglar veya asilar FIV’e karsi tam anlamiyla bir koruma ya da
tedavi saglayamamaktadir (Tan, 2021). Brezilya’da yapilan as1 calismalarinda, koruyucu
immun yanit alinabilen as1 prototiplerinin gelistirilmeye baslandig1 bildirilmektedir (Andrade

ve digerleri, 2022).

2.6. Destekleyici Tedavi

FIV enfeksiyonunda, enfekte olan kedilerde erken teshis ve destekleyici tedavilerin
uygulanmas1 oldukca onemlidir. Sekonder olarak bakteriyel enfeksiyonlar geciren kedilerde
antibiyotik kullanimi olduk¢a 6nemlidir (Hosie ve digerleri, 2009). Filgastrim (rekombinant
insan sitokini) notrofil sayisinin artmasini saglarken, ayn1 zamanda viral yiikte de artisa sebep

olabilmektedir (Arai ve digerleri, 2000; Philips ve digerleri, 2006). insiilin benzeri biiyiime
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faktorii 1, timik bliyimeyi uyarir ve T hiicre fonksiyonunu uyarmaktadir ve FIV tedavisinde

onerilmektedir (Woo ve digerleri, 1999)

Insanlarda HIV tedavisi i¢in giinimiizde kullanilan antiviral ajanlar, kediler i¢in olduk¢a
toksik olup, insanlarda alinan etki maalesef kedilerden alinamamaktadir (Hatmann ve digerleri,
1995). Bu ajanlardan AZT (3'-azido-2',3'-dideoksitimidin), reverz transkriptazi bloke eden bir
timidin tarevidir. AZT, FIV replikasyonunu inhibe ederek viral yiki azaltabilir. Tedaviye
devam edildigi siirece, kedilerin klinik durumunda diizelme ve yasam Xkalitelerinde artma

go6zlenebilmektedir (Hosie ve digerleri, 2009).

Son yillarda kullanilmaya baslanan interferonlar, tiire 6zgu antiviral, immuinomodulator ve
anti-tumor sitokinlerdir olup, kedi interferon-omega enfekte kedinin yasami boyunca antikor

olusturmadan kullanilabilmektedir (Mari ve digerleri, 2004).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Calismada Kullanilan Kan Ornekleri

Bu tez ¢alismasinda Aydin ve Izmir illerindeki veteriner kliniklerinden, klinik belirtisi
aranmaksizin toplam 70 kediden kan numunesi toplanmistir. Kan alma islemi vena cephalica
antebrachii’den, Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA)’l1 tiiplere yapilmistir. Ayrica hayvan
sahipleri numune alinirken bilgilendirilmis olup, izinleri ile islem yapilmistir (BILGI ONAM
FORMU). Elde edilen kan numuneleri soguk zincir altinda Aydin Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali’na ulastirililda.

Tez ¢alismasinda kullanilan kan &rnekleri Izmir ve Aydin illerindeki kliniklere getirilen
kedilerden alinmistir. Toplanan 70 numunenin 17 adedi sahipsiz sokak hayvanlarindan alinmis
olup, 53 adedi ise sahipli kedilerden alinmistir. Calismada kullanilan sahipli kedilerin diizenli
olarak muayene edildigi ve as1 programlarinin aksatilmadigi belirlenmistir. Toplanan
numunelere ait bilgiler ek 1°de sunulmustur. Yas araliklar1 4 ayliktan 18 yasa kadar degisen bu
kedilerin sahipleri, klinik ziyaretlerini diizenli araliklarla yapmalarina ragmen, kedilerindeki

FIV durumu hakkinda bilgi sahibi olmadiklar1 belirlenmistir.

3.1.2. Cihazlar

Calisma siiresince Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji

Anabilim Dali’nda asagida bulunan cihaz ve ekipmanlar kullanilmigtir.

e +4°C buzdolabi (Beko, Tiirkiye)

e -20°C derin dondurucu (Beko, Turkiye)

e -80°C derin dondurucu (Nive, Turkiye)

o Elektroforez Sistemi (Major Science Mini 300, Tayvan)

o Elektroforez goruntileme sistemi (BLook, Tayvan)

e Sogutmali Santrifiij (Beckman Coulter allegra X-22, Almanya)
e Vortex (Nuve, Turkiye)

e Mikrodalga firin (Beko, Tiirkiye)
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Mini Santrifij (ALFAGEN, Trkiye)

Etlv (Nive, Tlrkiye)

Biyoguvenlik kabini (Nive MN 120, Turkiye)

Corbett Research CG1-96 pcr thermal cycler (Avustralya)
Miulab PR-96E Gradient Thermal Cycler (Cin)

Bireysel giivenlik ekipmalari (maske, onliik, gozItk...)
Nitril eldiven

Otomatik pipet (Thermo Scientific)

Eppendorf Tlpd

Resim 5. Calismada kullanilan sogutmali santrifiij cihazi.
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Resim 7. Calismada kullanilan thermal cycler cihazi.
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Resim 8. Calismada kullanilan elektroforez cihaz1 ve kiiveti.

3.1.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Tez galismasinda asagidaki kimyasal maddeler ve sarf materyaller kullanilmistir.

Sol-D

Asit-Fenol

Koloroform

Na-Acetate (pH 4,2)
[zopronil alkol

%70 ETOH

Distile su

100 bp DNA ladder
SAfeView (Agaroz jel boyasi)
dNTp mix

Magnezyum Klorlr (MgClI2)

Tag enzim ve taq buffer (Thermo scientific)
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e DNA Jel yiikleme boyas1 (6X) (Thermo Scientific)
e Tris-Asetik Asit EDTA (TAE)

e Agaroz jel hazirlama tozu

e 10xXTAE
e (,5XTAE
3.2. Yontem

3.2.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Kliniklerden toplanan numuneler, en kisa zamanda ve soguk zincir altinda ADU
Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali’na ulagtirildi. Getirilen 6rnekler 1:5 oraninda fosfat
tampon soltsyonu (PBS) ile diliie edilerek 3000 RPM devirde 15 dakika boyunca santrifije
yerlestirildi. Santrifiijlenen numunelerin siipernatant1 ayri tiipe alinip genom ekstraksiyonu
islemine hazir hale getirilir. Ekstraksiyon islemine hazir hale getirilen 6rnekler numune
alinmasi tamamlanincaya kadar Anabilim Dali Laboratuvarinda bulunan -80°C derin

dondurucuda saklanmas1 gerekmektedir.

3.2.2. Molekdler Virolojik Karakterizasyon

Yeter sayida numuneye ulasildiktan sonra Anabilim Dali molekiiler laboratuvarinda
virusun proviral DNA’sin1 elde etmek amaciyla once in-house yontemle DNAekstraksiyonu

islemi (Fenol-Kloroform ekstraksiyonu) uygulandi.

e Ekstraksiyon islemi ic¢in -80°C ‘de muhafaza edilen numuneler oda sicakliginda
coziilmeye birakildi, ¢oziinme islemi tamamlandiktan sonra ivedilikle ekstraksiyon
islemine baslandi.

e Ekstaksiyon i¢in 400 pl numuneden alinip eppendorf tiiplerine konuldu.

e 400ml numunenin tzerine yine ayn1 miktarda (400 pl) soliisyon-D konuldu.

e Birbirine iyice karigsmasi igin 10 saniye vortexlenen tiipler tek tek stantlara
yerlestirilerek, kapaklar1 yeniden acildi.

e Tiiplere sirasiyla 300 pl Asit fenol, 300 pl kloroform ve 100 pul 3M NA Acetate (pH
4,2) eklendi.
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Biitiin kimyasallarin iyice karisabilmesi i¢in her tip teker teker 15 saniye boyunca
vortexlendi.

Tum tlpler vortexlendikten sonra gruplar halinde 10 dakika boyunca 12.000rpm’de
devirde santrifdj edildi.

Cihazin haznesinin kapasitesinden dolay1 santrifiij islemi toplam dort grupta yapildi.
Santrifiij islemi tamamlandiktan sonra eppendorf tiiplerinde alt kismi koyu kahve-
kirmizi iistii ise berrak sekilde iki katmanli bir goriintli ortaya cikti.

Bu iki katmandan tstte kalan berrak sividan 700 pl dikkatli bir sekilde alinarak yeni
eppendorf tiipune gegirildi.

Eppendorf tiipiliniin dibinde kalan koyu renkli kisim, eppendorf tiipiiyle beraber tibbi
atik kutusuna atild1.

Bu islem tiim eppendorf tiipleri i¢in tekrarlandi.

Yeni tiipe alinan 700 pl berrak sivinin tizerine -20°C’de bekletilen 700 pl izopropil alkol
eklendi.

Birbirlerine iyice karigmasi igin 15-20 saniye boyunca vortexlendi.

Berrak bir goriiniime sahip bu karisim, 24 saat boyunca -80°C’de bekletildi.

24 saat -80°C’de bekletilen karisim oda sicakliginda ¢oziinmeye alindu.

Coziinme islemi tamamlandiktan sonra ekstarksiyon islemine ivedilikle devam edildi
Oda 1s1sina gelen karisim yine dort grup halinde 10 dakika boyunca 12.000RPM devirde
santriftj edildi.

Bu santrifiij islemi sirasinda eppendorf tiipleri santrifiijiin haznesine konulurken kapak
yonlerinin ayni, kapak uglarinin haznenin i¢ tarafina bakacak sekilde olmasina 6zen
gosterildi.

Santrifiij islemi tamamlandiktan sonra tiim eppendorf tiipleri yeniden stantlara alindu.
Yapilan son santrifiij isleminden sonra eppendorf tiiplerinin altinda peletlerin olustugu
gbzlendi, her zaman peletin varligi gozle goriilemedigi i¢in tiim tiipler tek tek kontrol
edildi.

Tiim eppendorf tiiplerinde olusmas1 beklenen peletin olustugu gézlemlendi.

Olusan pelete miidahale etmeden, tiipteki biitiin sUpernatant tibbi atiga dokiildii.
Ayrilan siipernatant, -20°C’de muhafaza edilen %70 ETOH ile yikandi.

Yikama islemi, 300 pl %70 ETOH eklenen tlplerin 12000RPM devirde 5 dakika

boyunca santrifiij edilmesiyle yapildu.
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Santrifiij islemi tamamlandiktan sonra eppendorf tiipleri tek tek stantlara alindi ve
kapaklar1 agildi.

Eppendorf tiplerindeki 300 ul %70 ETOH aspire edildi.

Aspirasyon isleminden sonra peletlerin goriiniirliikleri kontrol edildi ve tiim tiiplerdeki
peletlerin daha net bir sekilde goriindiigii gézlemlendi.

Kapaklar1 acik bir sekilde etiive alinan eppendorf tiipleri yaklasik olarak 30-45 dakika
boyunca +37°C’de kurutuldu.

Kurutma islemi tamamlandiktan sonra tiim tiiplere tek tek 20 pl distile su ilave edildi
ve kapaklar1 kapatildi.

Kapaklar1 kapatildiktan sonra ekstraksiyon iglemi tamamlanmis oldu ve bir sonraki

asama olan polimeraz zincir reaksiyonu i¢in tiim tiipler biyogiivenlik kabinine alindu.

3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Yapilan calismada FIV tanisin1 koymak ve molekiiler karakterizasyonunu saglamak

amactyla nested-PCR yontemi uygulanmustir. Iki basamakli olarak uygulanan bu PCR

yonteminde, molekiiler karakterizasyonun belirlenmesi amaciyla env gen bolgesi hedef

alinmistir. Hedef alinan bolge i¢in daha 6nce Endo ve digerleri (1997) tarafindan tasarlanan

primerler kullanildu.

Tablo 2. PCR i¢in gerekli olan komponentler ve miktarlari.

Komponent Miktar
Distile su (DW) 14,2 ul
10 x buffer 2 ul
MgCI2 0.15 ul
Ncleotid mix (dNTp) 0.5ul
Forward primer 0.5 ul
Reverse primer 0.5 ul
Taq DNA Polymerase (DreamTaq) 0.15 ul
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Endo ve digerleri (1997) tarafindan tasarlanmis olan bu primerler, env gen bdélgesini
hedeflemektedir ve 859 bp’lik bir bolgede c¢alismaktadir. ik tur igin
GAGTAGATACWTGGTTRCAAG ve CATCCTAATTCTTGCATAGC seklindedir. Ikinci
turda kullanilan primerler ise CAAAATGTGGATGGTGGAAYC ve
ACCATTCCWATAGCAGTRGC seklindedir.

Thermal cycler cihazindan once, biyogiivenlik kabininde tablo 2’de nevi ve miktarlari
komponentler PCR tiiplerine alinarak, ilk tur i¢in FIV 1 ve FIV 2 primerleri kullanilmustir.
Toplamda her bir PCR tiipiinde 18 pl olacak sekilde alinan tiim komponentlerin iizerine, daha
onceden ekstraksiyon islemini yapilan numunelerden 2 ul eklenerek, her bir PCR tlplne bir
numune alinarak numaralandirildi (6rn: f1, 2, f3...).

Numaralandirma isleminin ardindan PCR tiiplerini thermal cycler cihazina yuklendi ve
ilk tur icin cihaz calistirildi. FIV igin olan thermal cycler 1s1 dereceleri, siiresi ve siklus sayisi
tablo 3’te verilmistir.

[lk tur tamamlandiktan sonra PCR tiipleri thermal cycler’dan ¢ikartilarak, ikinci tur icin
hazirland1. Ilk turda izlenen adimlar takip edilerek ikinci tur icin kullanildi. Biyogiivenlik
kabininde, tablo 2’de gosterilen komponentler, verilen miktarlarda PCR tiplerine konularak
ikinci basamak primerleri FIV 3 ve FIV 4 eklenmistir. PCR tlpleri ikinci tur oldugunu
belirtecek sekilde numaralandirildi (6rn: fines, f2nes, f3nes..). Ilk turda tiiplere verilen
numaralara karsilik gelecek sekilde birinci turdan elde edilen PCR drdnleri, bu turda numune
yerine kullanilmigtir. Her bir ikinci tur PCR tlpune 2 pl birinci tur PCR uruniin eklenmistir.
Ikinci tur i¢in hazirlanan PCR tiipleri, thermal cycler cihazina yiiklendi ve birinci turdaki gibi

tablo 3’te verilen sekilde cihaz ¢alistirildi.

Tablo 3. FIV igin thermal cycler 1s1, siire ve siklus sayilari.

Birinci Tur ikinci Tur

Is1 Sure Is1 Sure

Baglangi¢ Denatiirasyonu 94°C 5dk 94°C 5dk

94°C 45sn 94°C 45sn

Dongl 50°C 45sn 50°C 45sn
35 Siklus 72°C 1dk 18sn (Her 72°C 1dk 18sn (Her
siklusta +3sn) siklusta +3sn)

Son Uzama 72°C 5dk 72°C 5dk
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3.2.4. PCR Urunlerinin Agaroz Jel ile Elektroforezi

Thermal cycler’daki islemlerin ardindan PCR {irtinlerini gérintuleyebilmek i¢in Agaroz
Jel Elektroforezi hazirlig1 yapildi. Agaroz jel hazirlamak igin, 1s1ya dayanikli beherglas icersine
toz agardan hassas tart1 ile 0,40 gr konuldu. Uzerine beherglas derecelerinden kontrol ederek
40 ml 0,5XTAE (Tris-Asetik Asit-Ethylen Diamin Tetra Acetic Asit (EDTA)) eklendi.
Ardindan beherglas biitiin toz partikiiller eriyip seffaf bir goriintii saglayincaya kadar (3-4 dk)
mikrodalgada 600w giigte 1s1tild1. Isinip berrak bir hal alan agar tizerine gérunti alabilmek igin
5 pl /100ml oraninda jel boyasi olan Safe View (SAfe View Classic, ABM, Richmond, Canada)
eklendi. Jel boyasi eklendikten sonra sivinin dokiilecegi kiivet hazirlandi. Pargalar1 birlestirilen
kiivete son olarak jel taraklar1 eklendi ve hazirlanan sicak haldeki jel tankin i¢ine dokiildii.
Yaklagsik olarak 20 dakika sogumasi ve donmasi beklenen jelden jel taraklari ¢ikartildi. Tanka
10xTAE dolduruldu. Kiivet uygun bir sekilde elektroforez tankina yerlestirildi. Yerlestirme
islemi tamamlandiktan sonra jel taraginin olusturdugu kuyucuklara {iriin yiikleme islemine
gecildi.

Elektroforez tank kiivetinin boyutlarindan dolayi jel hazirlama, jele yiikleme islemi ve
goriintiileme islemleri toplamda bes turda gerceklestirildi.

Elektroforez tankindaki jele iiriinleri yiiklemek i¢in uygun boyutta bir parafin kagit
kesildi. Parafin kagidin iizerine 19 damla jel yiikleme boyasi (6X Thermo Scientific Loading
Dye) kondu. Elde edilen PCR Urlnlerinin her birinden 2 ul alinarak bu boya ile pipetasyonu
yapildi. Pipetasyonun ardindan en bastan birinci kuyucuk bos kalacak sekilde dikkatlice
kuyucuklara dolduruldu. Son iki kuyucuga pozitif ve negatif 6rnekler koyuldu. Bu ¢aligmada
pozitif ve negatif kontrol olarak, Kog ve Oguzoglu (2020) tarafindan elde edilen pozitif ve
negatif numuneler kullanildi. Bos birakilan ilk kuyucuga ise, tirtin biiyiikligiinii gortnttlemeye
yardimci olacak 100 base pair’lik merdivenden (Referans) (ThermoFisher 100bp plus, MA,
USA) 2 pl dolduruldu. Doldurma islemi tamamlandiktan sonra tank kapagi kapatilarak
elektroforez cihazi ¢alistirildi.

Elektroforez cihaz1 25 dakika boyunca 100 Volt/cm elektrik akiminda calisti. Siire
sonunda cihazdan alinan jel goriintiileme cihazina (BLook, GeneDirex, Tayvan) aktarildi.

Mavi 151k altinda, pozitif kontrol, negatif kontrol ve merdivenin ilerlemesi baz alinarak

ornekler degerlendirildi.
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3.2.5. Sekans Analizi

PCR islemi sonucunda pozitif oldugu belirlenen numunelerin sekans islemi hizmet alimi

yoluyla yapildi. Sekans analizi Sanger Dideoxy Sequencing metodu kullanilarak yapilmustir.

3.2.6. Molekdler in silico Analiz, Karakterizasyon ve Filogenetik Agac

Olusturulmasi

Sekans analizinden gelen sonuglardaki ham verinin (Raw Data) FINCH TV isimli
bilgisayar programi ile kontrolleri yapildi. Zayif okunan histogramlar ile terminal
bolgelerindeki yanlis okunan bolgeler diizeltildi. Diizeltme islemi i¢in gerekli referanslar,
“GenBank” isimli web sitesindeki “Basic Local Aligment Search Tool” (BLAST) uzantisiyla
temin edildi. ilgili referanslara gore sekanslardaki hatalar diizeltildi. Diizelttigimiz sekanslar
FASTA formatinda (.fas, .fasta) kaydedildi.

Finch TV’de diizenlenen sekanslarin “accesion” numaralarini almak i¢in, yine genbank
isimli web sitesindeki “Banklt” arayiizli kullanilarak sekanslar diizenlendi ve sisteme girildi.
Banklt arayiiziine sekans girme adimlari:

e Istenen kisisel bilgileri dolduruldu,

e Makale basligi, yayinda emegi gegen kisilerin bilgileri girildi,

e Sekanslama metodu isaretlendi (Sanger Dideoxy Sequencing),

e Sekanslarin molekiiler tipi olarak genomic RNA ve viral bir sekans oldugu tanimlandi,

e (ogaltilan gen bolgesisin ad1 ve bu sekansa verilmek istenen isim yazildi,

e Finch tv’de diizenlenen sekans dizilimi girildi.

e Sekansi diizenleyen birincil kisi oldugumuz belirtildi

e Sekansi alan kisinin bilgileri, alindig1 tarihi, alinan yer, sekansa verilen isim ve sekansin
ait oldugu konakg1 “.text” formatinda sisteme yiiklendi.

Sistemin bir sonraki istedigi bilgi olan kodon tespiti igin, dosya halinde ylkleme
secenegi tercih edildi ve Kog¢ T. (2018) tarafindan daha once hazirlanmis olan veri dosyasi
guincelleyerek kullanildi. Bu dosyadaki verilerle sisteme, hangi sekans araliginin hangi kodonu
ifade ettigi verisi yiiklemis oldu. Bu asama tamamlandiktan sonra sistem sekansin hangi
bolgede ifade oldugunu ve ne kadarinin ifade oldugunun bilgisini gosterdi, kontrol edip

sistemin son agamasina gegildi.
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Son asamada girilen tim verilerin kontrolli yapildi, giris sonlandirilarak genbank
sistemine sekanslar yiiklemis oldu.

Genbank tarafindan kontrolleri tamamlandiktan sonra, sekansimiza ait “accession”
numaralari tarafimiza ulastirildi.

Genbank web sitesinin Blast uzantisindan daha once ¢lde ettigimiz referans sekanslari
ile ¢alismada elde ettigimiz ve finch tv programinda diizenleyip accesion numaralarini alinan
sekanslarin hizalamasi yapildi. Bu islem, BioEdit (Hall, 1999) programina fasta formatinda
yuklenen veriler ile gerceklestirildi. Hizalama islemi Clustal W algoritmasi kullanilarak yapildi.
Hizalama isleminin ardindan terminal ucglardaki ortiismeyen kisimlar trimlenerek, ¢oklu
hizalama (multiple aligment) saglandi. Hizalama islemi tamamlandiktan sonra filogenetik
agaclandirma ve translasyonel analiz yapabilmek adina fasta formatinda veri dosyasi olarak
kaydedildi. Kaydedilen veri dosyasi, filogenetik aga¢ olusturmak i¢in “Molecular Evolutionary
Genetics Analysis” (MEGA v.11 2021) programina yiiklendi.

Filogeni olusturmada en giivenilir algortimalarin basinda Maximum-likelihood
algoritmasi gelmektedir. Maximum-likelihood agaci olusturmak icin MEGA v11.0’da “best-
fitting” model aramasi sonrasi filogenetik agacin “Hasegawa-Kino-Yano” modeli ve “uniform
rates” heterojenitesi kullanilmigtir. Optimal taksonomiyi olusturabilmek icin 1000
bootstrapping replikasyonu kullanildi. “Best-fitting modeli” veya “find best model” MEGA
programi i¢inde bulunan bir uygulamadir. Maximum-likelihood agaci olusturmadan Once
yapilmasi en dogru aga¢ yapisini olusturmak i¢in gereklidir.

BioEdit programinda hizalama islemi tamamlandiktan sonra, sekans i¢in “Toggle
Translation” islemi yapilmistir. Bu islem sayesinde niikleotitlerin hangi amino asitleri ifade
ettigi tespit edilmistir. Ayrica bu islem sayesinde meydana gelen amino asit degisiklikleri
incelenmistir.

Yine BioEdit programinda hizalanan sekanslarin Potansiyel rekombinasyon durumu
RDP4 (Recombination Detection Programe v.4, 2021, Amerika) programi kullanilarak
aragtirtlmistir (Martin ve digerleri, 2015). RDP4 programi ile potansiyel rekombinasyon ve
sekanslari, RDP, GENECOV, Bootscan, MAXCHI, CHIMAERA, SISCAN, ve 3SEQ

algoritmalar1 kullanilarak gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Yapilan calisma kapsaminda, izmir ve Aydin bélgelerindeki kliniklerden toplam 70
kediden 6rnek alindi. Toplanan bu numunelere FIV env gen bolgesi igin sentezlenen primerlele
nested-PCR (859 bp) islemi yapildiktan sonra iglerinden 4 tanesinden (%6) pozitiflik alind:.

Toplanan 70 numuneden pozitiflik veren 4 tanesi sekanslanarak alinan veriler
degerlendirildi. Sekanslama islemiyle pozitif ¢ikan numunelerin pozitiflikleri pozitif olduklar

dogrulandi.

Resim 9. PCR drinlerinin, negatif kontrol, pozitif kontrol ve merdivenin elektroforez

sonrast mavi 151k altindaki goriintiisii.

Filogenetik aga¢ olusturmak i¢in maximun-likelihood metodu kullanildi. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda elde edilen sekanslarimiz env gen bolgelerine gore FIV tip B’ye
yakinlik gostermistir. Elde ettigimiz FIV/TR/Batur/2022/1 (OP414770), FIV/TR/Batur/2022/3
(OP414771), FIVITR/Batur/2022/4 (OP414772) ve FIVITR/Batur/2022/5 (OP414773) Tirk

izolatlar1 grubu igerisinde yer almaktadir.
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Sekil 3. FIV parsiyel env geni maximum-likelihood agaci. Tez ¢alismasi kapsaminda elde

edilen yeni sekanslar filogenetik agacgta B alt tipinde “e®” ile isaretlenmistir.
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Ewent Found Recomb. Major Minor Detection methods

number in parent parent R G B M © & T
1 1 Fukuoka (D3TE15) Shizvoka (D3TET1 Sendai 2 (DATE14) -+ + o+ 0+ o+
2 1 Sendai 2 (DATE14) Aomeori-2 (DITEIT) Unknown -+ o+ o+ o+ o+ o+
& ] Maryland {AF452128) Undoreosn Petaluma (M25381) - + o+ - + o+ o+
g & Aomori-2 (DATEIT) FIV/TR/Batur/ 2022 Sendai 1 (D2TE13) -+ + o+ o+ o+ 0+
10 2 FIViTR/Batur/2022/Bo0s Sendai 1 (D3TE1Z M14CC183_2011.08 [KP26452 -+ o+ o+ o+ -+
11 1 FINITR/ABTKSS/820 FINVTR/Batuwr2022/Boosd Undcnown -+ o+ o+ o+ o+ %
12 1 RP1 {AJ2045E8) FIV/ITR/BTHA4/1382 Unknown -+ 0+ -+ o+ o+
13 2 FIV/TR/BTH44/1382 RP1 (AJ304588) Sendai 1 (D3T813) - -+ o+ -+ o+
14 & FIN TR/ Batur/2022/Boosd Maryland (AF45212 Sendai 1 (DATE13) - - = - -+ o+
16 1 Sendai 1 (D3TE13) Petaluma (M25381) Maryland (AF452125) = = = = = & =
17 1 FIV/TR/BTH 4441382 FIV/ITR/BTHZS/ 3588 FIVTR/Batur/2022/Boos1 -+ - -+ o+
18 1 Maryland (AF452128) Sendai 1 (D3TE13) Unkonown - -+ o+ o+ -+
19 5 FIVTR/BTKES/BSD FIVTR/BTKEZ TaylanS2d Unknown -+ o+ -+ o+
20 5 FIV/ TR/ Batur/ 2022/ Bocs TR-D (HME3STE TY'O16 (ABE1E2TD) -+ o+ - -+ o+
21 2 Fukuoka (DATE15) Unknown Petalsma (M25381) e
2 1 Fukuoka {D2TE15) Sendai 1 (DATE13) FIN TR Bartur/ 2022/ Boosd - - = - -+ -

sekanslarinin belirlenmesi.

Sekil 4. RDP4 programu ile potansiyel rekombinasyon algoritmalarinin ve

RDP4 programi kullanilarak yapilan analiz sonucunda, RDP, GENECOV, Bootscan,
MAXCHI, CHIMAERA, SISCAN, and 3SEQ metotlarindan FIV/TR/Batur/2022/Boos3

sekansi i¢in 5 ve FIV/TR/Batur/2022/Boos]1 i¢in 4 metotla rekombinasyon sinyalleri alinmistir.
Sekildeki listede her metod i¢in metodun basharfi kullanilmigtir. FIV/TR/Batur/2022/Boos3
sekans1 icin 5 (G, B, M, C ve T) ve FIV/TR/Batur/2022/Boos1 i¢in 4 metot (G, B, S ve T) la

rekombinasyon sinyalleri alinmigtir (Sekil.3).
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Sekil 5. FIV/TR/Batur/2022/B00s3 i¢in potansiyel rekombinant suslar kirmizz ile
isaretlenmistir.
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Yapilan ¢alismada, in-silico olarak RPD4 programinda 7 farkli algoritmayla yapilan
rekombinasyon taramalarinin sonucunda FIV/TR/Batur/2022/Boos3 (OP414771) ve
FIV/TR/Batur/2022/Boos1 (OP414770) sekanslarindan rekombinasyon sinyalleri alinmistir.

Bu algoritmalara gore FIV/TR/Batur/2022/Boos3 i¢in 5 farkli algoritma ile yapilan
rekombinasyon taramasmnda Sendai 1 (D37813) referans susu “major parent” ve

M14CC183_2011.06 (KP264531) referans susu “minor parent” olarak saptanmistir (Sekil.4).
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Sekil 6. FIV/TR/Batur/2022/Boos]1 i¢in potansiyel rekombinant suslar kirmizi ile
isaretlenmistir.

FIV/TR/Batur/2022/Boos| sekanst i¢in ise TR-D (HM639738) ve TYO16 (AB515096)
suglari ata sug olarak saptanmustir. (Sekil 5).

Amino asit ifadeleri incelendiginde yeni sekanslar genel olarak referans B alt tiptekiler
ile benzerlik gostermektedir (Sekil 6). Buna karsin FIV/TR/Batur/2022/Boosl diger
sekanslardan dikkat ¢cekecek diizeyde farklilik gostermektedir. 453R, 4558S, 456A; 540R, 541P,
542T; 5598, 560 H, 561D degisimleri 6n plana ¢ikmaktadir. Sekil 6’da sar1 fon ile isaretli

kisimlar farklilik yiiksek gosteren alanlardir.
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Sekil 7. Env geninin parsiyel V3-V5 domainin amino asit ifadelerinin karsilastiriimasi.
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5. TARTISMA

Kedilerde enfeksiyona yol agan viral ajanlardan en onemlisi olan FIV, diger diinya
tilkelerinde oldugu gibi iilkemizde de goriilmektedir. Klinik belirti gdstermeden seyretmesi ve
bakim, besleme kosullarinin yetersizligi durumunda prognozunun kotii seyretmesi,
retroviruslar icinde FIV’in en tehlikeli ajanlardan biri oldugunu diisiindiirebilir. Ulkemizde
kedilerde enfeksiyona yol agan hastaliklarin varligi bilinmektedir, bu enfeksiyonlar tzerine
yapilan ¢aligmalar olduk¢a az ve elde edilen veriler oldukga sinirlidir. Yapilan bu ¢alismada,
arastirtlan ve secimleri rastgele yapilan kiigiik bir grup kedide 4/70 (%6) FIV pozitif vaka
bulunmustur. Bu pozitif vakalardan PCR ile elde edilen sekanslarla vakalarin dogrulugu
kesinlestirilmistir. Kiiglik bir grupta yakalanan bu pozitiflik yuzdesi daha biiyiik ¢aligmalarla
aragtirilirsa tilkemizdeki yayginligi net bir sekilde ortaya konulacaktir. FIV ilk kez 1986 yilinda
izole edildiginden beridir kedilerde enfeksiyona yol agmaktadir, as1 calismalari devam etmekte
olup hentiz tum alt tipleri kapsayan total bir as1 gelistirilememistir (Pedersen ve digerleri, 1987).

Yapilan ¢alisma sonuncunda elde edilen sekanslarin tamami1 ML filogenisine gore FIV
alt tip B olarak saptanmistir. Bu bilgi daha dnceden elde edilen alt tiplerin cografik olarak
gbzlemlendigi bilgileriyle uyumlu ¢ikmistir (Perharic ve digerleri, 2016).

ML filogenisi genel olarak cografi bir siniflandirmay1 saglamistir, bu siniflandirmaya
gore calismamizda elde ettigimiz sekanslar tiirk alt tipleri grubunda yer almaktadir ve onceki
sekanslarla yiiksek oranda benzerlik gostermistir (Perheric ve digerleri, 2016, Kog ve
Oguzoglu, 2020). Tiim bunlarin 15181nda FIV alt tiplerinin gergekten cografik bir dagilima sahip
oldugunu diisiinmekteyiz (Perheric ve digerleri, 2016, Kog ve Oguzoglu, 2020). Tiim bunlarin
1s181nda FIV alt tiplerinin gercekten cografik bir dagilima sahip oldugu dogrudur.

Yapilan bu calismada rastgele secilen ve klinik belirti gostermeyen 70 kediden 4
tanesinde bulunan pozitiflik, tlkemizdeki FIV varligmin aktif bir sekilde devam ettigini
gostermektedir. Diinyanin pek ¢ok yerinde goriilen FIV, diinyanin farkli cografik bolgelerinde
farkl alt tipleriyle varligin1 devam ettirmektedir (Perharic ve digerleri, 2016; Westman ve
digerleri, 2021).

Retrovirusler gerek cogalma mekanizmalar1 ve latent enfeksiyon olusturmalariyla,
gerekse mutasyona olan yatkinliklarindan dolay:r FIV’e kars1 yapilan as1 ¢aligmalarina zorluk
cikartmaktadirlar (Westman ve digerleri, 2021). Alt tip sayisinin fazla olmasi ve son yillarda
bu bes alt tipe ek olarak, Yeni Zellanda’da goriilmeye baslanan UNV-Z ve Amerika Birlesik

Devletleri’nde goriilmeye baslanan alt tip F’de literatlire eklenmesiyle (Jimenez ve digerleri,
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2022; Kog ve digerleri, 2018), FIV ile miicadele daha da zor bir hal almistir. Bu kadar ¢ok alt
tip olusmasiin en énemli sebebi env genin V3-V5 bdlgelerinde meydana gelen molekuler
degisikliklerdir (Nishimura ve digerleri, 1998; Vahlenkamp ve digerleri, 1999). Meydana gelen
bu mutasyonlara virusun replikasyon stratejisine bagli olarak, en yatkin gen bolgesi olan V3-
V5 gen bélgesidir ve bu bolge ML filogenetik aga¢1 i¢in bir koken olusturmaktadir (Endo ve
digerleri, 1997).

Viral hastaliklarin tlimiinde oldugu gibi FIV ile miicadelede de asilama ¢ok dnemli bir
faktordiir ancak gilinlimiizde kullanilan asilar tiim alt tiplere karsi koruma saglayamamaktadir.
FIV’e kars1 2004 yilindan giiniimiize kadar kullanilan Fel-O-Vax® (FIV; Boehringer Ingelheim
Animal Health) sadece alt tip A ve alt tip D’ye kars1 aktif bir koruma saglamaktadir (Cheang
ve digerleri, 2022). Bu aginin temelini olusturan alt tip A, FIV-Petalaluma’dan, alt tip D ise
FIV-Shizuka’dan koken almaktadir (Pu ve digerleri, 2004). Alt tip B diinya genelinde yaygin
olmasiyla birlikte, kullanilan Fel-O-Vax asisinin bu alt tip lizerinde bir koruyuculugu mevcut
degildir. Bu bilgiler dogrultusunda, 2010 yilinda Diinya Kii¢iik Hayvan Veteriner Hekimler
Birligi (WSAVA) tarafindan, Asilama Yonergeleri listesinde, Fel-O-Vax® FIV asisi
“Onerilmeyen as1” olarak listeye alinmistir (Westman ve digerleri, 2021).

FIV’in diinya iizerindeki yaygmligindan dolayr FIV {izerine yapilan caligmalar
diinyanin her yerinde devam etmektedir, arastirmacilar kendi bdlgesinde gordlen alt tiplere
yogunlasmaktadirlar. Ozellikle alt tip B nin pek ¢ok bolgede gériilmesi alt tip B igin yapilan
caligmalara yogunluk verilmesine sebep olmaktadir. FIV icin yapilan ¢alismalarda bu konuya
en ¢ok ilgi duyan Ulkelerden bir tanesi de Avustralya’dir, ada {ilkesi olmasi ve ada sinirlar
igerisinde FIV alt tip A’nin yaygin bir sekilde goriinmesi bu bolgede yapilan ¢alismalara
yogunluk kazandirmistir. Piyasada kullanilan Fel-O-Vax FIV agisina klinisyen hekimlerin
erismesi oldukga rahattir ve rutin agilama programlarinda tercihe bagli olarak kullanilmaktadir.
Avustralya diger pek ¢ok hastalikla miicadele ettigi gibi FIV ile de siki bir sekilde mucadele
etmektedir. Ozellikle iilkeye evcil hayvanlarin girisine higbir sekilde izin vermeyerek yeni alt
tiplerin gorulmesinin énune gegilmektedir. Bu ve bunun gibi pek ¢ok 6nlemin disinda FIV
tizerine 6nemli ¢aligmalar yapilmaktadir.

Son yillarda iilke genelinde barinak, bakim evi ve disarida gezebilen evcil kediler
lizerine yapilan calismalarda iilkede hala FIV pozitif hayvanlar oldugu raporlanmigtir. Ulke
genelinde %15 oraninda FIV enfekte kedi oldugu diisiiniilmektedir. Gegtigimiz yil iilke
genelindeki barinaklarda yapilan calismalarda; barinaklarda rutin olarak hizli test kitleriyle FIV
taramasi yapilmis olup, yapilan bu taramalardan pozitif ¢ikan kedilere sadece %35°lik bir

oranda dogrulama testleri uygulandig ve bu ¢aligmaya katilan barinak, bakim evi gibi alanlarin
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%23,5’inde pozitif ¢ikan kedilerin 6tenazi ile uyutuldugu ortaya ¢ikmistir (Cheang ve digerleri,
2022). Bu ve bunun gibi pek ¢ok ¢alisma Avustralya’nin cografi avantajlari dogrultusunda
kazanmis olduklar1 avantajlar1 kaybetmemek adina yaptiklart ¢aligmalardir. Sahip olduklar
cografik avantaji korumak icin genel prognoza bakilmaksizin 6tenazi uygulamasi etik degerler
acgisindan tartismali bir konudur.

Diinyanin genelinde yaygin olan ve lilkemizde de goriilen FIV alt tip B i¢cinde pek ¢ok
farkli iilkede farkli ¢alismalar yapilmaktadir. Brezilya’da, Andrade ve digerleri tarafindan
(2022) yapilan as1 protatipi ¢alismasinda, FIV alt tip B’nin env gen bolgesinin V1-V3 bolgesini
ifade eden, rekombinant viral vektdr modifiye as1 virusu Ankara (MVA) kullanilarak FIV alt
tip B i¢in bir prototip olusturulmustur.

FIV alt tip B i¢in yapilan ilk c¢alismalarda, spesifik antikorlarla hiimoral bagisiklik
olusturmasina odaklanilmistir. Ancak bu bakis agisinin FIV i¢in tamamen dogru olmadigi
ortaya konulmustur (Huisman ve digerleri, 2004; Wang ve digerleri). Yapilan ¢alismalarda,
sitotoksik T hiicre yanitinin (CTL), hiicresel bagisiklik olusunda enfeksiyondan kisa bir stire
sonra sekillenen akut fazdaki virus replikasyonunu kontrol etmek i¢in gerekli oldugunu
gostermistir (Westman, 2019). Gugli hiicresel ve humoral tepkileri induklemek icin, ilgili
proteinleri major doku uyumlulugu yoluyla endojen antijen isleme yollarina, kompleks I ve
II'ye (MHC-I ve MHC-I11) hedeflemek icin 6zel antijen verme sistemleri gerekebilir (Andrade
L. ve digerleri, 2022). Bu ¢alismada kullanilan rekombinant viral vektor teknolojisi, dogru bir
yaklasim sergilemektedir. Bu viral vektorler ifade edilen proteinlere karsi CTL tepkisini
indiikleme yetenegine sahiptir (Huisman ve digerleri, 2004).

Rekombinant vektor kullanimi pek ¢ok avantaja sahiptir; bagisiklik kazandirilmis
konak¢inin hiicreleri iginde yiiksek seviyelerde rekombinant antijen iretimi, vektorin
proteinlerinin potansiyel adjuvan etkisi, 6zel sogutma ekipmani olmadan depolamaya izin veren
liyofilizasyon kapasitesi ve genis ¢apta sadece hiimoral degil ayn1 zamanda hiicresel tepkileri
de indiikleme yetenegine sahiptir (Roca ve digerleri, 2004; Souza Ve digerleri, 2005). Yapilan
bu caligmada, daha diisiik maliyette olmasindan kaynakli deney fareleri kullanilmigtir. Calisma
sonucunda, as1 prototipinin fareler tizerinde hiicresel ve hiimoral bagisiklik tepkilerini aktive
edebildigi gozlemlenmistir. Gelistirilen bu prototipin liyofilizasyondan sonra biyolojik
0zelliklerin korunmasi ve en sik kullanilan test kitleri ile test edildiginde agilanmis hayvanlarda
yanlis pozitif sonuglar vermemesi en biiylik avantajlarindandir. Caligmanin sonucunda
olusturulmus immunojenin klinik degerlendirmesini desteklemektedir (Andrade ve digerleri,
2022).
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Bu calismalar dogrultusunda diinyanin farkli yerlerinde FIV ile miicadelede farkli
yontemler ve yaklagimlar izlendigi gozlemlenmektedir. Yapilan tiim calismalar asilamanin
oneminin FIV ile miicadelede ne kadar onemli oldugunu ortaya koymaktadir ve yapilan
calismalarin biiyiik cogunlugunun FIV alt tip B’ye kars1 etkili bir ag1 bulmaya yonelik oldugunu
gostermektedir.

Rekombinasyon durumu FIV alt tip B i¢in daha 6nceki yayinlanan literatiir bilgilerinde
bildirilmistir (Bachman ve digerler, 1997). Ancak iilkemizde daha 6nce sekans bilgileri
paylasilan sekanslar {izerinde rekombinasyon arastirilmasi yapilmamistir. Bu tez ¢alismasinda
in-silico olarak RDP4 programinda 7 farkli algoritma kullanilarak yapilan rekombinasyon
taramasi soncunda FIV/TR/Batur/2022/Boos3 ve FIV/TR/Batur/2022/Boos] sekanslarinda
rekombinasyon sinyalleri alimmustir (sekil 3, sekil 4 ve sekil 5).

RDP4 programinda FIV/TR/Batur/2022/Boos3 i¢in; RDP, GENECOV, Bootscan,
MAXCHI, CHIMAERA, SISCAN ve 3SEQ metotlart kullanilarak yapilan rekombinasyon
taramasi sonuncunda, FIV/TR/Batur/2022/Boos3 sekansi i¢in; GENECOV (G), Bootscan (B),
MAXCHI(M), CHIMAERA(C) ve 3SEQ (T) algoritmalarinda rekombinasyon sinyalleri
alimmustir (sekil 3 ve sekil 4).

Yapilan algoritmik taratmada FIV/TR/Batur/2022/Boos3 sekanst i¢in Sendai 1
(D37813) referans susu “major parent” olarak belirlenirken, M14CC183 2011.06 (KP26453)
referans susuysa “mindr parent” olarak belirlenmistir. Sonu¢ olarak bu suslar
FIV/TR/Batur/2022/Boos3 susuna koken teskil eden ata suslardir (Sekil 4).

Sendai 1 (D37813) susunun FIV alt tip A grubunda olmasi ve
FIV/TR/Batur/2022/B00s3 i¢in “major parent sus” olmasi oldukg¢a dikkat ¢eken bir durumdur.
Bu durum FIV alt tip A ve FIV alt tip B suslar1 arasinda bir rekombinasyonun varligini isaret
etmektedir. Bu olas1 rekombinasyonun iilkemiz cografyasinda bir sirkiilasyona girmis
olabilecegine dair kanit niteliginde olan bu ¢alisma, sonraki gelecek arastirmacilara bir kaynak
niteliginde olmalidir ve bu alt tip A/B rekombinasyonunun varligini bilinerek ¢alismalarina yon
vermelidirler.

Yine RPD4 programinda FIV/TR/Batur/2022/Boos1 sekansi i¢in; RDP, GENECOV,
Bootscan, MAXCHI, CHIMAERA, SISCAN, ve 3SEQ metotlar1 kullanilarak yapilan
rekombinasyon taramasi sonuncunda, FIV/TR/Batur/2022/Boos] sekansi i¢in; GENECOV
(G), Bootscan (B), SISCAN (S) ve 3SEQ (T) algoritmalarindan rekombinasyon sinyalleri
alimmistir (Sekil 3 ve sekil 5).

Bu algoritmalar dogrultusunda, FIV/TR/Batur/2022/Boosl sekansi i¢in; TR-D
(HM639738) susu “major parent” sus olarak belirlenirken, TYO16 (AB515279) susu “mindr
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parent” sus olarak belirlenmistir. Sonug¢ olarak FIV/TR/Batur/2022/Boos1 sekansi, TR-D ve
TYO16 suslarindan koken almistir.

Oguzoglu ve digerleri tarafindan (2010) yilinda yapilan ¢alismada, TR-D (HM639738)
tilkemizde ilk kez FIV alt tip B’nin varlig1 ortaya konmustur, sekiz yasindaki erkek bir kediye
ait olan bu ornek literatiir bilgisi i¢in 6nemli bir kaynak olmustur. Bu ¢aligmanin sonucunda
TR-D ve elde edilen diger suslardan TR-MO aymi dalda ve alt tip B igindeki Tiirk alt tipleri
grubu icerisinde yer almistir. Yine aym ¢alismadan elde edilen TR-MI susu ise alt tip E’ye
komsu olarak bulunmustur. Oguzoglu ve digerleri (2010) yaptiklar1 bu ¢alisma sonucunda
Turkiye’deki FIV alt tiplerinin dagilimlar1 hakkinda literatiire 6nemli katkilar saglamiglardir.
Edindikleri bilgiler, Yilmaz Tarafindan (2000) yapilan prevalans g¢alismalariyla uygunluk
gostermektedir.

FIV/TR/Batur/2022/Boosli¢in mindr parent olan TYO16 (AB515270) susu ise, ilk kez
Nakamura ve digerleri tarafindan (2010) Japonya’da yapilan karakterizasyon c¢alismalari
sonucunda literatiire eklenmistir.

TR-D ve TYOI16 rekombinasyonlart dogrultusunda FIV/TR/Batur/2022/Boos] susu
ortaya ¢ikmis olabilir.

Bu ¢aligmalar dogrultusunda, yapilan tez ¢alismasinda, iizerinde ¢alisilan 70 kediden
(41 tanesi erkek-29 tanesi disi) bulunan dort pozitifliginde erkek kedi olmasi, daha onceki
yapilan prevalans ¢aligmalartyla uygunluk gostermistir, yine F50 numune kodlu Sokak Kedisi-
10 numunesinin digindaki F23, F45 ve F50 numune kodlu kedilerin tamaminin 2 yasinin
istiinde olmasi ve kisirlastirilmamis olmasi bu prevalans calismalariyla uygunluk
gostermektedir (Oguzoglu ve digerleri 2010, Yilmaz ve digerleri, 2000; Ravi ve digerleri,
2010).

Bu bilgiler dogrultusunda, tilkemizde olasi farkli FIV alt tiplerinin arastirilmasi biiyiik
onem arz etmektedir, bu arastirmalar sonucunda iilkemiz alt tipleri icin as1 caligmalari
gerceklestirilebilir ve bu diinyada FIV i¢in kullanilan agilarin Tiirkiye’deki potansiyel koruma
yuzdeleri hesaplanabilir. FIV icin arastirilmalarin genisletilmesi bu bakimdan biiyiik bir 6neme
sahiptir.

Yapilan tez ¢aligsmasi kapsaminda, RPD4 programiyla yapilan env geninin parsiyel V3-
V5 domainin amino asit ifadelerinin karsilastirilmasi sonucunda FIV/TR/Batur/2022/Bo0s3
sekansinda ortaya c¢ikan bazi degisiklikler gdze carpmaktadir. 455 sirada ifade edilen ve
bulunan diger FIV/TR/Batur/2022/4 ve FIV/TR/Batur/2022/5 suslariyla ayni sekilde yine
Sendai 1 susu ile ayn1 amino asit olan Treonin (T) farklilig1 gbze ¢arpmaktadir. 458 numaral

amino asit FIV/TR/Batur/2022/Boos3 susunda diger suslardan farkli olarak Valin’nin (V)
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varligi gbze ¢arpmaktadir. 558 numarali amino asitte, FIV/TR/Batur/2022/4 ve
FIV/TR/Batur/2022/5 olmasmna ragmen FIV/TR/Batur/2022/Boos3’te T amino asiti
kaybolmustur, ayni numarali bolge Sendai 1 susunda da FIV/TR/Batur/2022/Boos3’te oldugu
gibi bostur.

Yine yapilan tez calismasi kapsaminda ayni programda yapilan, rekombinasyon
taramasinda FIV/TR/Batur/2022/Boos] i¢in gbze ¢arpan amino asit degisiklikleri mevcuttur.
431 sirasinda ifade edilen amino asit diger suslarda mevcut olmayan Alanin (A) varlig: dikkat
cekmektedir. 431 numarali amino asitte meydana gelen bu olay, Sendai 1 (D37813) susunda,
ISAZA114 (MW653955) susunda ve SY1 (GQ357641) susunda da goriilmektedir. 437 sirada
meydana gelen izoldsin (1) eklenmesi dikkat cekmektedir, bu durum; VND-1(AB083502), LP3
(D84496), PP2 (AJ304985), FIVITR/BTKG68/Poncik, FIV/TR/BTK65/Cuqu,
FIVITR/BTK12/Mia, FIVITR/BTK55/890, Sendai 1 (D37813), 19k32 (M73965), Shizuka
(D37811), LP24 (D84500), LP20 (D84498), Fukuoka (D37815), TY1 (D67064) ve RP1
(AJ304988) suslart ile benzerlik gdstermektedir. 453 numarali amino asitte meydana gelen
degisimde, bulunan suslarda asparajin (N) olan bolge, FIV/TR/Batur/2022/Boos1’de arjinin (R)
olarak goruntulenmektedir, IrianPetHos114 (MZ476768), TKP152 (GQ357640), TKP88
(EF153977), Maryland (AF452126), SY1 (GQ357641), TY1 (D67064) ve TYO16 (AB515270)
suslarinda da ayni bolgede R’nin varligir dikkat cekmektedir. 454 numarali amino asit
bolgesinde, FIV/TR/Batur/2022/Boos3, FIV/TR/Batur/2022/4 ve FIV/TR/Batur/2022/5
sussarinda 16sin’nin (L) varlig1 dikkat ¢ekerken FIV/TR/Batur/2022/Boos1’de ayni bélgede L
goriilmemektedir. 456 numarali amino asit bolgesinde ise, bulunan diger suslarda glisin (G)
olan bdlge, FIV/TR/Batur/2022/Boos1’de alanin (A) olmustur, TKP152 (GQ357640), TKP88
(EF153977) ve PP2 (AJ 304985) suslart i¢inde ayni degisim s6z konusudur. 559 numarali
amino asit bolgesinde  bulunan  diger suslarda treonin (T) olan  bolge
FIV/TR/Batur/2022/Boos1’de serin (S) olmustur, ISAZA114 (MW653955), Ca2 (DQ873714)
ve LP3 (D844496) suslarinda da serinin varlig1 gozlemlenmistir. 595 numarali amino asit
bolgesine FIV/TR/Batur/2022/Boos1 susunda prolin (P) eklendigi goriintiilenmistir. Son olarak
609 numaral1 amino asit bolgesine FIV/TR/Batur/2022/Boos1 susunda fenilalanin (F) eklendigi
goriilmiistiir, aynt durum; TY1 (D67064), TOT1 (GU066868), M14CC183-2011.06
(KP264531), TYO16 (AB515270), PC17CC43-2011.37 (KP264326), P17BC1 (KP264330) ve
Aomori-2 (D37817) suslarinda da goriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan tez ¢calismasina gore sahipli kedilerin agilama programina FIV hizli test kitleri
entegre edilip, diizenli klinik takibi yapilan evcil kedilerin FIV statiileri takip edilmelidir.
Sahipsiz hayvan barinaklarina gegici ya da kalici1 olarak gelen tiim kedilerin piyasadaki hizli
test kitleriyle FIV statiisii aragtirilmal1 ve pozitif ¢ikan kedilerin, negatif olan kedilerle temasi
engellenmelidir. Bu alinacak kiigiik 6nlemler sayesinde klinik diizeyde FIV enfeksiyonu takip
edilebilir ve gerekli dnlemler alinabilir. Barinak ve bakim evlerinden sahiplenilen kedilere, ilk
glin muayenesi uygulanmali ve eger sahiplenen kisinin evinde farkli ve FIV negatif bir kedi
varsa ona gore bir sahiplendirilme programi izlenilmelidir. Geligmis tilkelerin hayvan seyahat
ve barinak takip sistemleri, iilkemiz i¢in uyarlanmalidir, lilkeye girig-¢ikis yapmak isteyen bir
kedi ya da kopekten kuduz titrasyon testi disinda bir belge istenmemektedir, bu da {ilkemizde
yeni alt tiplerin gorilmesine yol acabilir. Bu durumun oniine gegmek adina iilke giris
cikislarinda hayvanlar1 daha genis capli bir test prosediirii ile arastirilip gerekli karantina
uygulamalari gerceklestirilmelidir.

Diinya genelinde FIV iizerine yapilan ¢alisma sayisi oldukga fazladir, bu ¢alismalar
karakterizasyondan as1 iiretimine kadar genis caplidir. Ulkemizde yapilan calismalar oldukca
yakin tarihli olup bu ¢aligmalar sadece virusun tespiti ve susunun belirlenmesinden ileriye
gidememektedir. Tez kapsaminda yapilan in-silico analizler, tlkede sirkiile olan FIV alt tip A
virusu ile rekombinasyon sonucu ortaya ¢ikan muhtemel B alt tipine ait yeni susun, gelecek
arastirmalara farkl bir bakis acis1 saglayacaktir.

Son yillarda evde beslenen kedilerin sayisal olarak artmis olmasi, bununla beraber tilke
genelinde sahipsiz diye nitelendirilen kedilerin sokak hayvanlarmin kontrolsiiz bir sekilde
cogalmasi ve bu sokak hayvanlarinin herhangi bir kontrole tabi tutulmamasi maalesef {ilke
genelindeki virus sirkiilasyonunu arttirmaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda sokak hayvanlarina,
sadece FIV enfeksiyonu i¢in degil, viral agidan tiim enfeksiyonlarin takibi yapilmalidir.

Son yillarda artis gosteren sahipsiz kedilerin, popiilasyonunda erkek kediler arasi
kavgalarin yasanmasi ¢ok olasidir. Bu kavgalar neticesinde olas1 FIV yayilimi gerceklesebilir.
Bu yayilimin Oniine ge¢mek adina sahipsiz hayvanlara kisirlagtirilma yapilmalidir.
Belediyelerin ilgili birimlerinde gorevli veteriner hekimlerin bu durumlar i¢in daha siki 6zen
gostermeleri gerekmektedir.

Yapilan tez calismasinda elde edilen FIV alt tip A iilkemiz smirlari i¢inde ilk defa

rekombinasyon sinyali vermistir, buna gore iilkemizde FIV alt tip A goriilme ihtimali yok
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degildir. Bu alt tipin varlig1 genis bir c¢alismayla arastirilip kesin olarak bir sonuca
ulastirilmalidir. Akademik olarak oldukga iyi bir noktada olan iilkemizde, alt yapis1 miimkiin

olan laboratuvarlarda en kisa siirede, FIV alt tip B i¢in as1 ¢calismalar1 baslatilmalidir.
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Ek 1. Toplanan numunelerimize ait yas, cinsiyet, fertilite ve kod bilgileri.

EKLER

Numune

Kodu Kedini Adi Cinsiyet Yas Fertilite PCR SONUCU
F1 Mars Erkek 1 Yas Kisir Degil NEGATIF
F2 Sokak Kedisi 1 Disi 3 Yas Kisir NEGATIF
F3 Yuppy Erkek 4 Yas Kisir NEGATIF
F4 Karabdcek Erkek 9 Yas Kisir POZITIiF
F5 Sokak Kedisi 2 Disi 7 Ayhk Kisir Degil NEGATIF
F6 Sokak Kedisi 3 Erkek 8 Aylik Kisir Degil NEGATIF
F7 Balim Erkek 1 Yas Kisir NEGATIF
F8 Minibar Erkek 1,5 Yas Kisir Degil NEGATIF
F9 Gofret Erkek 3 Yas Kisir Degil NEGATIF
F10 Sokak Kedisi 4 Erkek 6 Aylik Kisir Degil NEGATIF
F11 Mars Erkek 1 Yas Kisir Degil NEGATIF
F12 Lina Disi 5 Yas Kisir Degil NEGATIF
F13 Kopiik Disi 1 Yas Kisir NEGATIF
F14 Marvin Erkek 12 Yas Kisir Degil NEGATIF
F15 Karabdcek Erkek 9 Yas Kisir NEGATIF
F16 Bambam Erkek 5 Yas Kisir Degil NEGATIF
F17 Mercan Disi 10 Yas Kusir Degil NEGATIF
F18 Sokak Kedisi 5 Erkek 2 Yas Kusir Degil NEGATIF
F19 Minnos Disi 2,5 Yas Kisir Degil NEGATIF
F20 Corap Disi 4 Aylik Kisir Degil NEGATIF
F21 Sokak Kedisi 6 Erkek 6 Aylik Kisir Degil NEGATIF
F22 Berlin Erkek 3,5 Yas Kisir NEGATIF
F23 Kral Erkek 2 Yas Kisir Degil POZITIF
F24 Agusto Erkek 1,5 Yas Kisir Degil NEGATIF
F25 Lilya Disi 1,5 Yas Kisir Degil NEGATIF
F26 Mia Disi 8 Aylik Kisir Degil NEGATIF
F27 Lili Disi 6 Aylik Kisir Degil NEGATIF
F28 Fatos Disi 4 Aylik Kisir Degil NEGATIF
F29 Sokak Kedisi 7 Erkek 2 Yas Kisir Degil NEGATIF
F30 Robin Erkek 2,5 Yas Kisir NEGATIF
F31 Kofte Disi 1 Yas Kisir NEGATIF
F32 Ares Erkek 2 Yas Kisir NEGATIF
F33 Paj Erkek 8 Yas Kisir NEGATIF
F34 Bozyakali Disi 3 Yas Kisir Degil NEGATIF
F35 Sokak Kedisi 8 Erkek 2 Yas Kisir Degil NEGATIF
F36 Solcay Erkek 2 Yas Kisir Degil NEGATIF
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F37 Duman Erkek 5Yas Kisir Degil NEGATIF
F38 Duman Disi 8 Yas Kisir NEGATIF
F39 Citir Disi 3 Yas Kisir Degil NEGATIF
F40 Pasa Erkek 11 Aylik Kisir NEGATIF
F41 Hamdusg Erkek 1 Yas Kisir Degil NEGATIF
F42 Findik Disi 8 Yas Kisir NEGATIF
F43 Leo Erkek 6 Ayhk Kisir Degil NEGATIF
F44 Findik Disi 5 Yas Kisir NEGATIF
F45 Yakisiklt Erkek 3 Yas Kisir Degil POZITIF
F46 Minik Erkek 7 Aylik Kisir Degil NEGATIF
F47 Sokak Kedisi 9 Disi 8 Yas Kisir NEGATIF
F48 Biyikh Disi 2 Yas Kisir Degil NEGATIF
F49 Sakiz Disi 2 Yas Kisir Degil NEGATIF
F50 Sokak Kedisi 10 Erkek 9 Ayhk Kisir Degil POZITIF
F51 Cadi Disi 4 Yas Kisir NEGATIF
F52 Surup Disi 2 Yas Kisir NEGATIF
F53 Sokak Kedisi 11 Erkek 4 Yas Kisir Degil NEGATIF
F54 Kirpik Erkek 12 Yas Kisir NEGATIF
F55 Sokak Kedisi 12 Erkek 5 Yas Kisir Degil NEGATIF
F56 Tekir Disi 15 Yas Kisir NEGATIF
F57 Sokak Kedisi 13 Disi 1 Yas Kisir Degil NEGATIF
F58 Mavis Erkek 2,5 Yas Kisir Degil NEGATIF
F59 Tomiko Disi 1 Yas Kisir Degil NEGATIF
F60 Girgir Erkek 15 Yas Kusir Degil NEGATIF
F61 Sokak Kedisi 14 Disi 1,5 Yas Kisir NEGATIF
F62 Ramses Erkek 19 Yas Kisir Degil NEGATIF
F63 Lokum Erkek 12 Yas Kisir Degil NEGATIF
F64 Sokak Kedisi 15 Erkek 1,5 Yas Kusir Degil NEGATIF
F65 Minik Erkek 11 Aylik Kisir NEGATIF
F66 Gece Disi 4 Aylik Kisir Degil NEGATIF
F67 Bicik Disi 18 Yas Kisir Degil NEGATIF
F68 Luna Disi 6 Aylik Kisir Degil NEGATIF
F69 Puf Erkek 8 Yas Kisir Degil NEGATIF
F70 Sokak Kedisi 16 Disi 2 Yas Kisir Degil NEGATIF
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Ek 2. AYDIN ADU-HAYDEK KARARI
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“Feline immunodeficiency virus (FIV)’UN “Env” gen bolgesi bazli filogenetik analizi ve
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calismada, bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiz atif yaptigimi bildiririm.
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AKADEMIK YAYINLAR

1. PROJELER

Feline immunodeficiency virus (FIV)'un "env" gen bolgesi bazli filogenetik analizi ve in-
silico karakterizasyonu
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