Ankara Univ Vet Fak Derg, 54, 55-59, 2007

Dogal enfekte kopek parvovirus enfeksiyonunda patolojik bulgular ve
viral antijenin floresan antikor teknigi ile demonstrasyonu
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Ozet: Bu caligmada klinik olarak kopek parvovirus enfeksiyonu siipheli 10 adet kopekte karsilagilan patolojik bulgular tanim-
land1 ve viral antijenlerin dokulardaki dagilimi indirek floresan antikor teknigi ile belirlenerek hastaligin tanisi kesinlestirildi. Tiim
olgularda histopatolojik bulgular, karakteristik parvoviral enteritis lezyonlari ile drtiismekteydi. Immunofloresan pozitif reaksiyonlara
ince ve kalin bagirsaklar, mezenteriyel lenf yumrulari, dalak, karaciger ve kalpte rastlandi. Akcigerlerde patolojik bulgular tanim-
lanmasina karsin, viral antijen saptanmadi. Pozitif reaksiyonlarin siddeti, lezyonlarin siddetiyle ters orantiliydi. Siddetli lezyonlarin
g0riildiigi 3 olguda ince bagirsaklarda, 5 olguda da mezenteriyel lenf diigiimlerinde viral antijene rastlanmadi. Sonug olarak, 6zellik-
le siddetli lezyonlarin goriildiigii olgularda kesin taninin ortaya konabilmesi i¢in, biitiin organlarin immunohistokimyasal olarak
incelenmesi gerekmektedir.

Anahtar sdzciikler: Iimmunohistokimya, képek parvovirus, patoloji, poliklonal antikor.

Pathological findings and demonstration of viral antigen by flourescein antibody technique in
naturally infected dogs with canine parvovirus

Summary: In the present study, the pathological findings were described in 10 dogs clinically suspected with canine
parvovirus, and the disease was proved by defining viral antijen in the tissue sections by fluorescein antibody technique. In all the
cases histopathological lesions were characteristical for the parvoviral enteritis of the dogs. IF positive reactions were present in the
small and large intestines, mesenterial lymph nodes, spleen, liver and heart. Despite the presence of the pathological lesions, viral
antigens were not present in the lungs. The intensity of the IF positive reactions and severity of the lesions were inversely
proportional. Viral antigens were not present in the small intestines (3 cases), and mesenterial lymph nodes (5 cases) of which severe
lesions were evident. In conclusion, it is necessary that immunohistochemical application should be carried out in all the organ for
definite diagnosis of the canine parvovirus infection.
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Giris

Kopek parvovirus enfeksiyonu (KPE); kopeklerin,
akut, fibrinli nekrotik veya hemorajik enteritis ile seyre-
den viral bir hastaligidir (1,2,16). Hastalik lezyonlar ilk
kez 1978 yilinda 4-8 haftalik kdpek yavrularinda bildi-
rilmistir (7). Daha sonra diinyanin pek ¢ok bolgesinde ve
Tiirkiye’de hastalik tanimlanmistir (1-4,11-13). Hastalik-
ta parvoviral enteritis alisilagelen form olmakla beraber,
ozellikle yeni dogan kdpek yavrularinda nonsuppuratif
myokarditis ile karakterize myokardiyal form da goriiliir
(8,9,17). Enfeksiyona ozellikle maternal bagisikligr dii-
siik olan kopek yavrular1 duyarlidir (4,15).

Siddetli nekrotik enteritis, nonsupuratif
myokarditis, bagirsak kript epitelinde, myositlerde ve
damar endotelinde intraniiklear bazofilik ya da amfofilik
inkliizyon cisimcikleri karakteristik bulgulardir (8-
10,13). Ug-sekiz haftalik képek yavrularinda gozlenen
kalp formunda, ani dliimler sekillenir (8,9).

KPE’nun tanisi genelde klinik bulgular (6,12)
anatomopatolojik ve histopatolojik lezyonlara (1,2,11-
15) dayandirilir. Hastaligin kesin tanisi, dokularda viral
antijenin immunohistokimyasal metotlarla saptanmasi
(14,18), serum notralizasyon testi (5) ve doku kiiltiiriinde
virus izolasyonu ile gergeklestirilmektedir (10).

Calismada klinik olarak kopek parvoviral enteritisi
tanist konulan ancak tedaviye cevap vermeyip dlen olgu-
larda, hastaliktaki anatomopatolojik ve histopatolojik
lezyonlarin tanimlanmasi, kdpek parvovirus viral antije-
ninin dokularda tesbiti ve dagilimi indirek floresan anti-
kor teknigi ile saptanmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot
Caligma materyalini, klinik olarak KPE tanis1 konu-
larak tedavi goren, ancak tedaviye yanit vermeyerek dlen
4-17 haftalik yasta 10 kopek yavrusu olusturdu. Olen
hayvanlarin nekropsileri sistemik olarak gerceklestirildi.
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Hayvanlar 1°den 10’°a kadar numaralandirildi ve her
hayvandan bagirsak, karaciger, akciger, kalp, dalak, lenf
yumrular1 ve beyinden alinan doku &rnekleri % 10°luk
tamponlu formalin solusyonunda tespit edildi. Ornekler
rutin olarak parafinde bloklandi, 4-6 um kalinliginda
alman kesitler haematoxylin-eosin (HE) ile boyanarak
151k mikroskobunda degerlendirildi.

Immunohistokimyasal yéntem

Indirek floresan antikor teknigi (FAT) icin, poly-L-
lysine ile kapli lamlara 4-6 um kalinliginda alinan kesit-
ler ksilol ve alkol serilerinde deparafinize ve rehidre
edidi. Antijenik yapilarin agiga ¢ikarilmasi amaciyla, 10
dakika 37 °C’de % 0,1 proteinase-K ile muamele edildi.
Phosphate-buffered solution (PBS; pH 6) ile 15 dakika
yikama igleminden sonra, dokular 1:64 oraninda sulandi-
rilmig  poliklonal rabbit anti-parvovirus serumu ile
37 °C’de 1 saat siire ile inkiibe edilerek 15 dakika PBS
ile yikandi. Kesitler, goat anti-rabbit gamma globulin-
fluorescein isothiocyanate konjugati ile 37 °C’de, 45
dakika siireyle inkube edildi. PBS ile 20 dakika yikanan
kesitler phosphate-buffered glycerol (pH 9.0) ile kapatil-
di. Biitiin inkubasyon iglemleri nemli kameralarda ger-
ceklestirildi. Kontrol olarak, kesitlere primer antikor
yerine normal tavsan serumu damlatildi. Dokulardaki
immunreaksiyon, floresan mikroskopta (Leica DMLB)
degerlendirildi.

Bulgular

Nekropsi bulgulari

Genel olarak hayvanlarda gozler ¢okiik, deri elasti-
kiyeti kaybi ile karakterize dehidrasyon bulgular1 vardi.
Anal bolgeler sulu diski ile kirlenmisti. Bagirsaklar

konjestif ve siskin goriinlimdeydi. Mukoza belirgin se-
kilde siskindi. iki hayvanin (Olgu no: 6 ve 8) ince bagir-
saklar1 ve sekumunda siddetli kanamalar vardi. iki hay-
vanda (Olgu no 1 ve 2) ise kanamalar yalnizca ileosekal
bolgede cizgisel tarzdaydi. Diger hayvanlarin bagirsakla-
rinda, sulu, akiskan ¢orba kivaminda bir igerik mevcuttu.
Ozellikle ileum ve sekum boliimlerinde Peyer plaklari
6demli ve belirgindi.

Histopatolojik bulgular

Histopatolojik degisikliklerin siddeti ve organlara
gore dagilimi  Tablo 1°de gosterildi. Damarlar
hiperemikti. Ince bagirsaklarn ozellikle jejenum ve
ileum boliimlerinde villuslar kiitlesmis ve epitelleri kis-
men ya da tamamen dokilmiistii. Propria mukozada
yogun mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 belirlendi. 4, 6
ve 8 nolu hayvanlarda bu infiltrasyonlarin yaninda
notrofil infiltrasyonlar: da goriildii. Bagirsak bezlerinde
atrofi ve bazilarinda kistik dilatasyonlar gbze carpti.
Bunun yaninda 3, 5 ve 7 nolu hayvanlarda ise, propriya
mukozada belirgin fibrosit proliferasyonlari da dikkati
cekti (Sekil 1 a). Peyer plaklar1 genislemis, merkezi ki-
simlar1 bosalmig ve retikulum hiicre proliferasyonu goze
carpmaktaydi (Sekil 1 b). 5 nolu hayvanda ise Peyer
plaklarinda lenfositlerin karyoreksise ugradigi dikkati
cekti. Mezenteriyal lenf yumrular: ve dalakta, siniizoidler
genislemis ve 6demli olup, limenleri makrofajlar, do-
kiilmiis endotel hiicreleri ve daha az olarak da nétrofiller
ile dolu idi. Karacigerde tiim olgularda konjesyon ve
parankim dejenerasyonu dikkati ¢ekti. iki olguda (Olgu
no; 2, 4) belirgin perivaskiiler mononiiklear hiicre
infiltrasyonu goriildii. Tim olgularda akcigerlerde
konjesyon, perivaskiiler ve peribrongioler 6dem dikkati

Tablo 1. Histolojik lezyonlarin ve viral antijenlerin organlara gore dagilimi.

Table 1. Distribution of the histological lesions and viral antigens.

Olgular Histolojik lezyon/ IF reaksiyon
No Irk Yas (hafta) ve Ince Mezenteriyal Kalin Dalak Karaciger Kalp Akciger
cinsiyet bagirsaklar  lenf yumrular1  bagirsaklar
1  Melez 12/D* -+ ++/+ +/- ++/+ +H+ ++ +/-
2 Kangal 10/E** +++/- +4+/- ++/+ +H+/+ +/A+++ +/- +/-
3 Melez 11/D A +4/- +/- FH+++ +/- +/++ +/-
4 Cocker 16/D A+ +/++ +/+ +/+++ +A++ +/- +/-
5  Terrier 8/E A+ /- ++/- -+ +/- +/- +/-
6 Coli 11/D +++/- /- ++/- -+ +/- +/++ ++/-
7  Terrier 8/E 4+ +/++ -+ +/A+++ ++/+ 4+ ++/-
8  Melez 4/D +++/- +++/- ++/+ ++/+ +/- +H+/++ ++/-
9  Melez 7/D +/+++ +/++ ++ +H/++ ++/+ 4+ +/-
10 Melez 5/E ++/+ ++H+ +/+ ++H/+ +++/+ /4 ++/-

*:Disi, **: Erkek

Patolojik degisiklikler: - : hastaliga iliskin degisiklik yok, + : hafif siddette hastalik lezyonlari, ++ siddetli hastalik lezyonlari,
+++ : gok siddetli lezyonlar / Immunfloresan degerlendirme sonuglart; - : negatif immunohistokimyasal reaksiyon,
+: zay1f pozitif reaksiyon, ++: giiglii pozitif reaksiyon ve +++: ¢ok gii¢lii pozitif immunoreaksiyon.
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proliferasyonu. Olgu no; 7, ileum, HE x 180. (b) Peyer plaginda lenfoid bosalma ve retikiiler hiicre proliferasyonu. Olgu no; 3, ileum,
HE x 180.

Figure 1. (a) Blunting in the villi, and atrophy of the intestinal glands, monocytic infiltration and fibrocytic proliferation in the
lamina propria. Case number; 7, ileum, HE x 180. (b) Lymphocytical emptying and reticular cell proliferation in Peyer’s patch. Case
number; 3, ileum, HE x 180.
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Sekil 2. (a) Epitel hiicrelerinde IF pozitif reaksiyonlar (oklar). Olgu no; 3, jejunum, FAT x300. (b) Lenfositlerde IF pozitif reaksiyon-
lar (oklar). Olgu no; 9, ileum, FAT x300. (c) Kas dokusunda gii¢lii IF pozitif reaksiyonlar (oklar). Olgu no; 4, ileum, FAT x300. (d)
Hepatositlerde viral antijenler (oklar). Olgu no; 2, Karaciger, FAT x300.

Figure 2. (a) IF positive reaction in the epitelial cells(arrows). Case number; 3, jejunum, FAT x300. (b) Fluoresceint labelling in the
lymphocytes (arrows). Case number; 9, ileum, FAT x300. (c) Strong IF positive reaction in the smooth muscle tissue (arrows). Case
number; 4, ileum, FAT x300. (d) Viral antigen in the hepatocytes (arrows). Case number; 2, liver, FAT x300.
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cekti. Dort olguda (Olgu no; 1,7,8,10), interalveoler
septal doku mononiiklear hiicre infiltrasyonlar ve fibrozis
nedeniyle kalinlasmigti. Tiim olgularin myokardiumunda
konjesyon goriildii. Iki olguda (Olgu no; 8, 10) fokal
mikrohemorajilerin yanisira, miyositlerde multifokal
nekroz goze carpti.

immunohistokimyasal bulgular

Viral antijenin dokularda dagilim: ve siddeti olgula-
ra gore belirgin farkliliklar gosterdi (Tablo 1). Viral anti-
jeni belirleyen floresan pozitif (IF) reaksiyonlar, bagir-
saklarin epitel hiicrelerinde ve kript Limenlerinde de
dokiilmiis epitel hiicrelerinde belirgin sekilde goze carpti
(Sekil 2 a). Viral antijen, Peyer plaklarinda lenfositlerde
ve ender olarak da retikulum hiicrelerinde dikkati ¢ekti.
Diger yandan, viral antijen propria mukozada damar
endotelleri, tek tiikk de mononiiklear hiicrelerde rastlandi
(Sekil 2 b). Pozitif reaksiyon, 3 ve 4 nolu hayvanlarin
bagirsaklarinin kas katmaninda da belirlendi (Sekil 2 c).
Buna karsin, 2, 6 ve 8 nolu hayvanlarin bagirsak kesitle-
rinde goriilmedi. Viral antijenin en belirgin sekilde tesbit
edildigi diger organ da dalakti. Dalakta, pozitif reaksi-
yonlar Ozellikle kortikal bdlgedeki lenfositlerde ve
retikulum hiicrelerindeydi. Mezenteriyal lenf yumrula-
rinda ise viral antijen, yalnizca 6 ve 8 nolu hayvanlarin
lenfositlerinde dikkati cekti. Karacigerde IF pozitiflik
hepatositlerde ( Olgu no; 2 ve 4) ve Kupffer hiicrelerinde
(Olgu no; 1,2,4,7,9,10) goriildii (Sekil 2 d). Kalpte pozitif
reaksiyon, ¢cogunlukla myositlerde ( Olgu no; 3,6,7-10)
ve tek tiik damar endotellerinde (Olgu no; 3,7) dikkati
cekti. Akcigerlerde ve beyinde pozitif reaksiyonlara
rastlanmadi.

Tartisma ve Sonuc¢

KPE’nin tanisi, klinik-patolojik bulgular ve virus
izolasyonuna dayanir (1,2,5,6,11,13). Enterik formda
Ozellikle ince bagirsaklarda villoz atrofi, villuslardan
kriptlere kadar uzanan bolgede epitel hiicrelerinde nek-
roz, kript lumenlerinde nekrotik hiicre kirintilari, propria
mukozada mononiiklear hiicre infiltrasyonu seklinde
tanimlanan lezyonlar patolojik taninin temel dayanagini
olusturur (1,2,4,11,15,18). Calismada incelenen kdpek-
lerdeki patolojik degisiklikler, hastaligin karakteristik
bulgular1 olarak kabul edilen bu verilerle uyumluydu.
Akut epitel nekrozunun bulundugu boélgelerde saglam
kalan kript epitellerinde bazofilik ya da amfofilik,
inkliizyon cisimciklerine, ¢alismada rastlanmadi. Hasta-
lik, karakteristik bulgularin goriillmedigi olgularda,
hemagliitinasyon inhibisyon (5) testi virus izolasyonu ve
hasta hayvanlarin digkilarmin elektron mikroskopta nega-
tif boyama teknigi ile incelenmesiyle teshis edilir
(7,10,12). Caligmada immunfloresan teknigi kullanilarak
kopek parvovirus antijenlerinin dokularda gosterilmesiy-

le hastalik teshis edilmistir. Incelenen olgularda floresan
pozitif reaksiyon, bagirsaklarda epitel hiicrelerinde,
Peyer plaklari, mezenteriyal lenf diigiimleri ve dalakta
lenfositlerde ve retikulum hiicrelerinde, hepatositler ve
Kupffer hiicrelerinde, kardiyak myositlerde ve enterik
myositlerde ve damar endotellerinde goriildii. KPE’nin
tanisinda kript epilellerinde inkliizyon cisimciklerinin
goriilmesi tani i¢in dnemli bir bulgudur. Ancak sunulan
olgularda oldugu gibi, klinik bulgularin sekillenmesi ve
enfekte hiicrelerin erimesiyle inkliizyon cisimciklerini
gormek c¢ogunlukla olanaksizdir (1,11,12). Caligmada
ozellikle bagirsaklar, lenf diiglimleri ve dalakta
immunfloresan pozitif reaksiyonun siddeti yangisal reak-
siyonun siddetiyle ters orantili olarak degismekteydi.
Hastalikta, kript epitellerinin yikimlanma derecesi ve
lenfosit proliferasyon oranina bagli olarak virus miktar
degismektedir (5,15). Nitekim siddetli olgularda 6zellikle
bagirsaklarda pozitif reaksiyonun siddetinin azalmasi,
hastalik ilerledik¢e viral proliferasyonun yavaslamastyla
iligkili olabilir.

Immunohistokimyasal teknikler kullanilarak yapilan
calismalarda, viral antijenlerin 6zellikle mitotik aktivitesi
yiiksek epiteliyal, endoteliyal ve lenfoid hiicrelerde go-
rildigi bildirilir (14,18). Bazi deneysel c¢aligmalarda
viral antijene, bagirsaklarda karaciger’in Kupffer hiicre-
lerinde rastlanirken karaciger paransimi, bobrek ve akci-
gerlerde viral antijenlere rastlanilmadigi bildirilmektedir
(14). Myokardiyal lezyonlu KPE ile dogal enfekte kopek-
lerde, pekgok ¢alismada akcigerde lezyonlar bulunmasina
karsin viral antijenlere rastlanilmadigi belirtilmektedir
(14, 17). Viral antijenlerin bulunmamasina ragmen, akci-
ger lezyonlarmin myokardiyal yikim sonucu, pulmoner
vaskiiler yatakta hemodinamik yapinin bozulmasina bagl
oldugu one siiriilmektedir (17). Buna karsin dogal
enfekte  kopekleri igeren bir c¢alismada (18),
immunohistokimyasal olarak alveoler makrofajlarda ve
pnomositlerde viral antijene rastlandigi rapor edilmekte
ve bu durumun boyamadan 6nce dokularin tesbiti sira-
sinda sekillenen antijen-formol kopriilerinin enzimatik
kirilimi sonrasi, antijenik yapimin serbest kalmasi ile
teknigin daha hassas hale getirilmesine baglanmaktadir.
Ancak bu galismada da antijenik yapinin agiga ¢ikarilma-
st amaciyla % 0,1°lik proteinase-K uygulanmasina rag-
men akcigerlerde viral antijen dikkati gekmemistir. Ince-
len olgularda da, akciger lezyonlar1 olasilikla sekonder
olarak sekillenmisti.

Calisma sonucunda, asil lezyonlarm sekillendigi
bagirsaklar, mezenteriyal lenf yumrular1 ve dalakta IF
pozitif reaksiyonlarin siddeti yangisal degisikliklerin
siddeti ile belirgin olarak azalmasi ya da goriilememesi,
KPE’nin kesin tanisinin biitiin organlarda
immunohistokimyasal incelemeyi gerektirdigi sonucunu
dogurmaktadir. Bunun yaninda, antijenik yapmin zayif-
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lad1g1 ya da ortadan kalktig1 bu hastalikta, hastaligin tani-
sagaltimina 151k tutacak ilave caligmalarin yapilmasina,
dokularda parvovirusun spesifik viral nukleotidlerini
hedef alan in-situ hibridizasyon (in-situ PCR) testi ile
antijenik  yaprtyr hedef alan immunohistokimyasal
metodlarin karsilagtirilmali olarak incelenmesine gerek-
sinim vardir.
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