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ÖNSÖZ 

 

Kuduz, insan ve hayvan sağlığını etkileyen zoonoz tabiatlı, önemli ve ölümcül 

bulaşıcı hastalıklardan biridir. Dünya çapında her yıl binlerce kişinin kuduz 

enfeksiyonundan öldüğü bilinmektedir. Ülkemizde de kuduz enfeksiyonu endemik 

olarak seyretmektedir. Enfeksiyon bulaşı kuduz hayvan tarafından ısırılma/çizik ya da 

enfekte salya ile direk mukoza teması sonucu gerçekleşir. Klinik semptomların ortaya 

çıkmasından sonra kuduza bağlı ölüm oranı %100'dür. Kuduz vakaları sonucu 

meydana gelen insan ölümlerinin hemen hemen çoğu (%99’a kadar) enfekte 

köpeklerin ısırmasıyla bulaşan klasik kuduz virusundan kaynaklanmaktadır.  

 

İnsanlarda kuduzun önlenmesi için en etkili ve ekonomik yöntem; enfeksiyon 

zincirinde önemli yere sahip olan karnivorlara yönelik toplu kuduz aşılama 

kampanyalarıdır. Ülkemizde kuduz aşılaması için yurtdışından ithal edilen paranteral 

ve oral aşılar ile karnivorların aşılamaları yapılmaktadır. Yerli kuduz aşısı üretiminin 

ülkemizin dışa bağımlılığını azaltıcı ve ekonomik açıdan fayda sağlayacağı 

gerçeğinden hareketle, ileride kullanılacak olası aşı adayı suşların belirlenmesine 

temel basamak olan saha viruslarının hücre kültürüne adaptasyon çalışmalarının 

yapılması önem arz etmektedir. Bu bağlamda Ankara Üniversitesi Sağlık Bilimleri 

Enstitüsü Viroloji Anabilim Dalı bünyesinde yürütülen bu doktora tezi planlanmış 

olup, TAGEM tarafından (TAGEM/HSGYAD/A/20/A5/P06/1858) desteklenmiş ve 

01.01.2020- 2022 tarihleri arasında gerçekleştirilmiştir. 

 

Doktora eğitimim boyunca bilgi ve tecrübeleriyle bana yol gösteren yalnızca tez 

çalışmamda değil her konuda yardım ve desteğini hiçbir zaman esirgemeyen sevgili 

danışman hocam Prof.Dr. Tuba Çiğdem OĞUZOĞLU’na, Ankara Üniversitesi 

Veteriner Fakültesi Viroloji Anabilim Dalı Başkanı Prof. Dr. Aykut ÖZKUL’a, 

Viroloji Anabilim Dalı Öğretim Üyeleri Prof. Dr. Feray ALKAN, Prof. Dr. Seval 

BİLGE DAĞALP, Prof. Dr. Mehmet Taner KARAOĞLU, Doç. Dr. Ayşe Zeynep 
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 CVS               Challenge Virus Strain 

 SAD                                                       Street Alabama Dufferin 

 PV                                                          Pasteur Virus 

dFAT                                                      Direkt Floresan Antikor tekniği  
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 CO2                                                       Karbondioksit 

ATCC                                                     American Type Culture Collection  
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MEM                                                      Minimum Essential Medium   

FITC                                                       Fluorescein isothiocyanate  

FAVN                                                     Floresan Antikor Virus Nötralizasyon 
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TBE                                                        Tris Borate 
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1.GİRİŞ 

 

 

1.1. Genel Bilgiler 

 

 Geçmişi insanlık tarihi kadar eskilere dayanan (M.Ö. 3500), Lyssavirus’ların 

neden olduğu Kuduz, sıcak kanlı memeli hayvanlar ve insanlar başta olmak üzere 

oldukça geniş bir konakçı spekturumuna sahip, merkezi sinir sistemini etkileyerek 

ölümcül ensefalite yol açan zoonoz viral bir enfeksiyondur. Fransız bakteriyolog Louis 

Pasteur’ün 1885'te enfekte sinir dokudan geliştirdiği liyofilize aşı ile başlayan Kuduz 

enfeksiyonu ile mücadele programları günümüzde de yürütülmesine rağmen, hastalık 

halen insan ve hayvan sağlığı açısından ciddi bir tehdit oluşturmaktadır. Dünya 

çapında her yıl binlerce kişinin ölümüne neden olan Kuduz enfeksiyonunun %99’dan 

fazlası enfekte köpek temaslı bulaş hikayesi olan “Klasik Kuduz Virusu’ndan” 

(RABV) kaynaklanmaktadır (Alaifan ve Altamimi, 2019; Kassiri ve ark., 2018; Kuduz 

saha rehberi 2019; Obonyo ve ark., 2016 ve Sami ve Ennaji, 2020). Dünya Hayvan 

Sağlığı Örgütü (OIE-WOAH) ve Dünya Sağlık Örgütü (WHO) listesinde yer alan bu 

enfeksiyöz ajan, “Tek Sağlık” konsepti anlayışını harekete geçirerek Birleşmiş 

Milletler Gıda ve Tarım Örgütü (FAO) ve Kuduz Kontrolü için Küresel İttifak 

(GARC) kuruluşlarının da dahil olduğu işbirliği programının oluşumuna da aracılık 

etmiştir. Bu bağlamda; 2030 yılına kadar “köpek aracılı Kuduz enfeksiyonu ile sıfır 

insan ölümü” sloganı ile “United Against Kudues’’ olarak bilinen, küresel anlamda bir 

ortaklık gerçekleştirilmiştir. Kuruluşun hedefleri doğrultusunda; köpek 

popülasyonlarının yönetimi ile enfeksiyon bulaşını önlemek, köpeklerin aşılanması ile 

sürü bağışıklığını sağlamak, maruziyet sonrası profilaksi ve bakım hizmetleri 

sağlamak gibi çok yönlü stratejiler planlanmıştır (https://www.who.int/news-

room/commentaries/detail/new-global-strategic-plan-to-eliminate-dog-mediated-

rabies-by-2030; WHO, 2018c). 

 

https://www.who.int/news-room/commentaries/detail/new-global-strategic-plan-to-eliminate-dog-mediated-rabies-by-2030
https://www.who.int/news-room/commentaries/detail/new-global-strategic-plan-to-eliminate-dog-mediated-rabies-by-2030
https://www.who.int/news-room/commentaries/detail/new-global-strategic-plan-to-eliminate-dog-mediated-rabies-by-2030
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Bu enfeksiyonla mücadele kapsamında alınması gereken kontrol önlemlerinin 

belirlenmesi için, yüksek yayılım potansiyeline sahip sirkülasyondaki Kuduz saha 

virus varyantlarının genotiplendirilmesi büyük önem taşımaktadır (Denduangboripant 

ve ark., 2005 ve Smith ve ark., 1991). Ülkemizde Kuduz hastalığının sürveyansı ve 

moleküler karakterizasyonu ulusal referans merkez olan Etlik Veteriner Kontrol 

Merkez Araştırma Enstitüsü sorumluluğundadır (Aylan ve ark., 1998).  

 

 Kuduza karşı etkin bir tedavi yöntemi bulunmadığından hedef hayvan türünün 

aşılanması, etken yayılımının engellenmesi bakımından mücadele programlarının 

temel basamağını oluşturmaktadır (Garg, 2014). Ülkemizde Kuduz eradikasyonuna 

yönelik mücadele programında, 3 aylıktan büyük evcil karnivorlara ithal inaktif Kuduz 

aşısı, yaban hayattaki karnivorlara ise oral yolla havadan yapılan aşılama programında 

canlı aşı uygulaması (bait) yapılmaktadır. 

 

 Tüm dünyada Kuduz enfeksiyonuna karşı immun koruma sağlamak amacıyla 

kullanılan tüm Kuduz aşıları, filogrup 1 içerisinde bulunan Klasik Kuduz virusundan 

(RABV) (Genotip 1) köken almaktadır (OIE, 2013). Ancak farklı filogruplarda yer 

alan Lyssaviruslarının farklı coğrafyalarda enfeksiyonun yayılımından sorumlu 

olabileceği unutulmamalıdır. Ayrıca filogruplar arasındaki kros nötralizasyonun düşük 

ve/veya hiç olmayabileceği ihtimalleri de gözardı edilmemelidir. Bu nedenle etkin ve 

etkili korunmayı sağlayabilmek için o coğrafyaya ait saha viruslarının genetik ve 

antijenik farklılıklarının ortaya konulması önem arzetmektedir.   

 

Bu sebeple, ülkemizde sirküle olan yerel saha izolatlarından kazanılacak 

inaktif Kuduz aşısının evcil hayvanlarda kullanımı ile söz konusu enfeksiyona karşı 

oluşacak immun yanıtta daha etkili olacağı düşünülmektedir. Bu doktora tez konusu 

kapsamında; ülkemizde sirküle olan 5 farklı coğrafi bölgeden (Akdeniz, Marmara, İç 

Anadolu, Doğu Anadolu ve Güneydoğu Anadolu), 5 farklı hayvan türüne (Sığır n:8, 

Tilki n:4, Köpek n:3, Eşek n:2, Porsuk n:1) ait 18 adet Kuduz pozitif saha örneğinin 

moleküler karakterizasyonları N ve G gen bölgelerinin tüm genom analizi ile 
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değerlendirilmiş olup, tüm saha örnekleri 3 farklı hücre kültürü (BHK-BSR (Clone13), 

VERO (E6) ve Murine Neuroblastoma (Na 42/13)) kullanılarak seri pasajlara 

alınmıştır. Çalışma sonucunda izolat kazanımı (n=3) gerçekleştirilmiştir. Buna ek 

olarak, farklı ticari aşılarla aşılanmış kedi ve köpeklerden Etlik Veteriner Kontrol 

Merkez Araştırma Enstitüsü bünyesinde araştırılmak üzere gönderilen 72 adet kan 

serumu örneği tez çalışması için ayrılmış olup, gerek kuduz referans virusları gerekse 

bu çalışmada kazanılan saha izolatları ile teste alınarak antikor miktarları 

araştırılmıştır. Elde edilen saha izolatına karşı tespit edilen antikor yanıtın, referans 

viruslarla yapılan nötralizasyon test sonuçlarıyla uyumlu olduğu belirlenmiştir. 

Böylelikle ileride söz konusu saha izolatlarının referens suş adayı olabilme kapasiteleri 

sorgulanmıştır. Aynı zamanda, saha suşlarının hücre kültürlerine adaptasyonu ile elde 

edilen izolatların, ileride olası aşı çalışmalarında kullanılabilmesine imkan 

sağlanmıştır. 
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            1.2. Amaç ve Kapsam  

 

 Ülkemizde varlığı uzun yıllardan beri bilinen Kuduz virusuna ait ilk filogenetik 

bilgi, Avrupa genelinde yapılan bir araştırmada Türkiye’den iki örneğin kısmi genom 

analizlerinin yapılmasıyla edinilmiştir (Bourhy ve ark., 1999). Ayrıca Türkiye’de 

varlığını sürdüren Kuduz virusunun Orta Doğu ve Doğu Avrupa viral popülasyonları 

arasında aracı bir pozisyonda yer aldığı verisi de bir başka literatür bilgisinde 

sunulmuştur (Johnson ve ark., 2010c). Sekans analizleri ile Kuduz virusunun 

ülkemizde üç dallı yayılım gösterdiği sonucuna varılarak suşların coğrafik orijinleri 

ile ilişkili olarak Doğu, Batı ve Kafkas olarak adlandırlmıştır (Johnson ve ark., 2003). 

Batı dalı; ülkemizin batısındaki illerde (İstanbul, İzmir, Manisa ve Bursa gibi) bulunan 

suşlardan oluşmaktayken (Johnson ve ark., 2003), zaman içerisinde hastalığın önceden 

görülmediği güney ve doğu illerine doğru yayılım gösterdiği belirlenmiştir (Johnson 

ve ark., 2006). Doğu dalı; Türkiye’nin doğu illerinde (güneyde Gaziantep ve kuzeyde 

Ardahan dahil) bulunan suşları barındırmakta olup (Johnson ve ark., 2003), bu grupta 

yer alan örneklerin Orta Doğu bölgesinde bulunan ülkelerden elde edilenlerle yakınlık 

gösterdiği bildirilmiştir (Johnson ve ark., 2003 ve Johnson ve ark., 2013).  Doğu ve 

Batı dalında yer alan Kuduz viruslarının ana rezervuarı evcil köpekler olmakla birlikte, 

her iki dala ait örnekler tilkilerden de izole edilmiştir (Johnson ve ark., 2010c ve 

Johnson ve ark., 2013). Doğu grubu içerisinde yer alan Ardahan ilinden bazı örnekler, 

sınır komşusu Gürcistan örnekleri ile yakın ilişkili bulunarak Kafkas dalı olarak 

adlandırılmıştır (Johnson ve ark., 2013; Johnson ve ark., 2003). Ülkemizde Kuduz 

virusu saha suşlarının coğrafi kökenlerine (Doğu/Batı/Kafkas) göre adlandırıldığı 

çalışmalar bildirilmiş olup (Johnson ve ark., 2003), güncel nomenklatür Uluslararası 

Virus Taksonomisi Komitesi’ne (ICTV) göre filogenetik olarak yapılmaktadır. 

Ülkemizdeki Kuduz virusu saha suşlarının mevcut durumuna ait son makale 2022 

yılında yayınlanmış olup, bu doktora tez çalışmasında kullanılan örnekleri 

kapsamaktadır. Buna göre elde edilen tüm saha suşlarının Cosmopolitan dalında yer 

aldığı tespit edilmiştir (Tatan Atıcı ve Oğuzoğlu, 2022).  

 

 



  

5 
 

Bu tez çalışmasının amaç ve kapsamı aşağıda özetlenmiştir:  

1. Türkiye orijinli Kuduz saha suşlarından farklı hücre hatları kullanarak izolat 

kazanılması,   

2. Ülkemizde 2013 ve 2020 yılları arasında sirküle olan Kuduz virusu saha 

örneklerinin Nükleoprotein (N) ve Glikoprotein (G) gen bölgelerinin tüm 

genom analizlerinin yapılması,  

3. Evcil ve vahşi hayvan orjinli kuduz virusu saha suşlarının filogenetik analizler 

sayesinde moleküler karakterizasyonlarının gerçekleştirilmesi, 

4. Hücre hatlarına adaptasyonları gerçekleştirilen Kuduz saha izolatlarının, 

aşılanmış hayvanlardan elde edilen serum örneklerinde kuduz virusu spesifik 

antikor varlığını tespit edebilme yeteneklerinin sorgulanması ve referenz 

virusların nötralizasyon aktiviteleri ile karşılaştırılması, 

5. Elde edilen izolatların ileride olası referenz suş olarak kullanılabilmesi 

potansiyellerinin araştırılması, 

6. Farklı hücre kültürlerine adapte edilebilen izolatların tüm N ve G gen 

bölgelerindeki nükleotid değişimlerinin aminoasit düzeyinde farklılaşmaya 

neden olup olmadıklarının tespit edilmesi ve değerlendirilmesi 

7. Bu kapsamda Ülkemiz orijinli saha izolatlarının yerli Kuduz aşısı üretimine 

katkı sağlayabilmesi adına yeni araştırma projelerine hammadde (aşı suşu) 

olarak hizmet etmesi hedeflenmiştir. 
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            1.3. Etiyoloji  

 

Kuduz virusu taksonomik düzene göre; Mononegavirales takımı, 

Rhabdoviridae ailesi içerisinde Alpharhabdovirinae alt ailesinde yer alan Lyssavirus 

genusunda bulunur (de Melo ve ark., 2020; Dietzgen ve ark., 2012 ve Müller ve ark., 

2015) (Şekil 1.1). Tüm Mononegavirales takımı virusları tek parçalı genoma sahip 

olup (Orchid fleck virus istisna duruma sahiptir (Kondo ve ark., 2006)), uzunlukları   ̴

9 kb ile  ̴ 19 kb arasında değişmektedir (Conzelmann, 1998; Lamb, 2013; Pringle, 1997 

ve Whelan ve ark., 2004). Bu ortak tek parçalı genom yapısı; etkili enfeksiyon 

oluşturmak için gereken miktarda viral protein sentezinde görev alır. Bu takımda 

bulunan sekiz viral aile ve yüzden fazla virusun tamamı, konakçı hücreden köken alan 

zarf ile çevrili olup, korunaklı transkripsiyon mekanizması sayesinde virusa ait temel 

gen düzeninin korunmasını sağlar (Amarasinghe ve ark., 2017; Assenberg ve ark., 

2010 ve Kuhn ve ark., 2013). 
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     Şekil 1.1. Mononegavirales Taksonomik Düzeni 

     (https://ictv.global/taxonomy Erişim Tarihi: 18 Ağustos 2022). 

 

 

Rhabdoviridae ailesi içinde omurgalılar, omurgasızlar ve bitkilerde çoğalan 18 

tür virus bulunmaktadır. Lyssavirus (Kuduz virusu ve Kuduz benzeri viruslar), 

Vesiculovirus (vesicular stomatitis virusları ve benzeri viruslar), Ephemerovirus 

(bovine ephemeral fever virusu ve benzeri viruslar) ve Tibrovirus gensunda bulunan 

etkenler memelileri enfekte ederken, Tupovirus kuşlar için patojendir (Calisher ve 

Ellison, 2012 ve Da Poian ve ark., 2005). Novirhabdovirus (aquatic vertebralıların 

infeksiyöz hematopoetik nekrozisi virusları ve benzeri viruslar), Perhabdovirus ve 

Sprivivirus balıkları, Cytorhabdovirus, Nucleorhabdovirus, Dichorhavirus ve 

Varicosavirus bitkileri enfekte etmektedir (Calisher ve Ellison, 2012 ve Falzarano ve 

ark., 2006). Almendravirus, Sigmavirus, Ledantevirus, Peropuvirus ve Hapavirus ise 

https://ictv.global/taxonomy
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eklembacaklı popülasyonu için patojen olan virus türleridir (Blasdell ve ark., 2015; 

Contamine, 2008; Contreras ve ark., 2017 ve Wang ve ark., 2017) (Şekil 1.2). 

 

 

             Şekil 1.2. Mononegavirales sınıfının filogenisi (Ortega ve ark., 2018). 

 

 

Rhabdoviruslar yaklaşık 70 nm çapında ve 170 nm uzunluğunda zarflı RNA 

viruslardır. Helikal simetriye sahip nükleokapsit glikoprotein peplomerli lipid zar ile 

çevrelenerek viriona mermi/koni şeklini vermektedir (Şekil 1.3). Kuduz virusu 4,6 x 

106 kDa moleküler ağırlıkta, negatif polariteli, tek sarmallı (ssRNA), 11-12 kb 

uzunluğunda ve segmentsiz tek parçalı genoma sahiptir (Doymaz, 2000; White ve 

Fenner, 1994 ve Zakowski ve Wagner, 1980). Virus konakçı dışında canlı kalabilen 

yapıya sahip değildir. Lipid solventlere (sabun solüsyonları, eter, kloroform, aseton), 

% 45-70’ lik etanole, iyodin preperatlarına ve kuaterner amonyum bileşiklerine karşı 
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hassas olup, güneş ışığı, ısı ve UV ile kolayca inaktive edilebilmektedir (Leung ve 

ark., 2007; Meslin ve ark., 1996 ve Murphy ve ark., 1999;). Rhabdovirus virionları 

oldukça iyi korunmuş 5 majör protein ihtiva etmektedir ve Lyssavirus cinsinde 

sırasıyla 3’-N-P-M-G-L-5’proteinleri şeklindedir (White ve Fenner, 1994 ve Yousef 

ve ark., 2012).  

 

 

 

Şekil 1.3. Rabies Virus Genomu (Davis ve ark., 2015). 

 

 

Lyssavirus genom organizasyonunda viral RNA ile N, P ve L proteinleri 

Ribonükleoprotein (RNP) kompleksi oluşturur. Konak hücre sitoplazmasında 

genomik transkripsiyon ve replikasyondan sorumlu olan bu kompleks viral membran 

proteinleri G ve M ile çevrilidir. Glikoproteini kodlayan G geni viral zarf yüzeyi 

üzerinde konumlanır ve virus nötralize edici antikorları etkili bir şekilde uyarabilir 

(Albertini ve ark., 2006; Albertini ve ark., 2011b; Drings ve ark., 1999; Fooks ve ark., 

2014; Jackson, 2002 ve Zhu ve Guo, 2016). Glikoprotein (G), virusun konak hücreye 
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girişine aracılık eden hedef hücre (miyositler, nöronlar ve  tükrük bezi asinüsleri) 

reseptörlerine bağlanmasından sorumlu olmanın yanısıra RABV’nin patojenite ve 

nörovirulansında da önemli rol oynamaktadır (Etessami ve ark., 2000; Nagaraja ve 

ark., 2018; Wunner, 2002 ve Yousef ve ark., 2012). Nöral hücre adezyon molekülü 

(NCAM) (Thoulouze ve ark., 1998), p75 nörotrofin reseptörü (P75NTR) (Tuffereau 

ve ark., 1998 ve Tuffereau ve ark., 2001) ve Asetilkolin reseptörleri (nAchR) (Lentz 

ve ark., 1982) gibi birkaç reseptörün Kuduz virusunun hücreye bağlanma ve girişinde 

rol oynadığı görülür (Assenberg ve ark., 2010). Son yıllarda merkezi sinir sisteminde 

bol miktarda bulunan Metabotropik glutamat reseptör alt tipi 2'nin (mGluR2), 

glikoprotein ile etkileşime girerek virusun hücreye girişine aracılık eden yeni bir 

reseptör olduğu tespit edilmiştir (Wang ve ark., 2018). G proteini aynı zamanda 

hayvanlarda kuduz enfeksiyonuna karşı tam koruma sağlanması için gerekli olan 

hücresel ve humoral immun yanıt ile doğuştan gelen immun yanıtın uyarımı için 

önemli bir belirleyicidir (Davis ve ark., 2015 ve Zhang ve ark., 2013). Bu yapısal 

proteinin moleküler yapısında meydana gelen herhangi değişiklik Kuduz virusunun 

immunolojik karakteri, antijenitesi ya da patojenitesinde bir değişikliğe neden 

olabilmektedir.  

 

 

     Şekil 1.4. Rabies virus genom yapısı (http://www.cdc.gov/rabies/transmission/virus.html). 

 

524 amino asite sahip olan trimerik yapıdaki G proteini sinyal peptid (19 aa), 

ektodomain (1-439 aa), transmembran domain (440-461 aa) ve sitoplazmik uç (462-

505 aa) olmak üzere dört alandan oluşmaktadır (Badrane ve Tordo, 2001; Fernando ve 

ark., 2016; Jaiswal ve ark., 2018; Kuzmina ve ark., 2013a; Kuzmina ve ark., 2013b ve 

Wunner ve ark., 1988). Ektodomain ve sitoplazmik alan virusun patojenitesi ve bağışık 

http://www.cdc.gov/rabies/transmission/virus.html
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yanıttan kaçınmadan sorumlu bölgelerdir (Coulon ve ark., 1998; Huang ve ark., 2017; 

Prehaud ve ark., 2010 ve Virojanapirom ve ark., 2012). Ektodomain, reseptör tanıma 

ve membran füzyonunda sorumlu bölgeler ile nötralize edeci antijenik altı alana 

sahiptir;  antijenik bölge I (226-231 amino asit arasında hem linear hem 

konfirmasyonal epitoplar barındırır)  (Marissen ve ark., 2005), antijenik bölge II (34 

ila 42 amino asit – (IIb) ve 198 ila 200 amino asit – (IIa) arasında konfirmasyonel 

epitoplara sahiptir), antijenik bölge III (330 ila 338 amino asit arasında), antijenik 

bölge IV (251. amino asit), G1 olarak da adlandırılan küçük bölge “a” (342-343 amino 

asit) ve G5 antijenik bölgesi (261-264 amino asitleri arasında lineer bir epitoptur ve 

antijenik bölge VI’ ü de içinde barındırır) olarak adlandırılmaktadır. Antijenik bölge 

III virülans ile ilişkili bölge olarak tanımlanmaktadır. Bu bölgede meydana gelen 

amino asit değişimleri viral patojenitede farklılıklar ve nötralizan antikorlara karşı 

direnç oluşumunda etkilidir (Badrane ve ark., 2001a; Benjathummarak ve ark., 2016; 

Kuzmina ve ark., 2013b; Lafon ve ark., 1983; Seif ve ark., 1985 ve Wang ve ark., 

2019b). Ektodomain bölgedeki amino asit farklılıklarından dolayı Lyssavirus 

genusundaki tüm kuduz virusu suşları antijenik olarak benzerlik göstermezler. Bu 

sebeple farklı filogruplarda yer alan kuduz virusuna ait anti serumlar ile cros 

nötralizasyon göstermezler (Warrell ve Warrell 2004; Singh ve ark., 2017).   

 

 

             Şekil 1.5. Kuduz Virusu Glikoprotein geni diyagramı (Kuzmina ve ark. 2013b’den alınmıştır). 

 

 

Matriks proteini (M) viral zarfın altında bulunur ve zar ile nükleokapsid 

arasında köprü görevi görmektedir. Nükleokapsidi yoğunlaştırırak mermi şeklindeki 

Lyssavirus virionu görünümünü verir. Aynı zamanda çift katmanlı lipid tabaka ve 

glikoprotein ile de ilişkilide olan M proteinin (Albertini ve ark., 2011b; Dancho ve 

ark., 2009; Manie ve ark., 2000; Mebatsion ve ark., 1999 ve Solon ve ark., 2005) virus 



  

12 
 

oluşumu ve tomurcuklanmada önemli rol oynadığı düşünülmektedir (Assenberg ve 

ark., 2010 ve Wunner, 1991).  

 

 Nükleoprotein (N), Lyssavirus proteinleri içinde en fazla korunaklıklı yapıya 

sahip olan ve 450 amino asitten oluşan fosforile bir proteindir. Lyssavirus genusundaki 

farklı kuduz virus suşları N proteinleri bakımından yüksek derecede homoloji 

göstermektedir.  Yapısında pek çok antijenik ve immunodominant alan içeren N gen 

bölgesi; Lyssavirusların grup spesifitesinin belirlenmesi, virusun transkripsiyon ve 

replikasyon basamaklarında önemli bir role sahiptir (Hazar ve ark., 2000; Nandi ve 

Kumar, 2011; Wunner, 1991 ve Yang ve ark., 1998). Nükleoprotein, viral etken ile 

enfeksiyon sırasında doğuştan gelen bağışıklık tepkisinin baskılanmasında hayati bir 

role sahiptir ve kuduz virusunun beyin ve merkezi sinir sisteminde yayılmasına izin 

verir (Masatani ve ark., 2010; Masatani ve ark., 2011 ve Masatani ve ark., 2013). 

Kuduz virusuna spesifik temel işlemlerin sürdürülebilmesi için N gen bölgesinin 

yüksek korunaklı bölge olması esastır ancak kısa segmentlerdeki amino asit 

farklılıkları genotipler arasında genetik çeşitliliğe sebep olmaktadır (Kuzmin ve ark., 

2005 ve Wunner, 2007). N genine ait nükleotid sekans bilgileri kuduz virusunun 

dünyada coğrafik dağılımının belirlenmesi, genetik tiplendirme ve evrimsel çalışmalar 

için moleküler marker olarak kullanılmaktadır (Bourhy ve ark., 1993 ve David ve ark., 

2000). 

 

 N proteini üzerindeki antijenik bölge I ve IV ile antijenik bölge II ve III'ün 

sırasıyla lineer ve konformasyona bağlı epitoplardan oluşmaktadır (Goto ve ark., 2000 

ve Minamota ve ark., 1994). Antijenik bölge I (374~383 amino asit) ve III (313~337 

amino asit), RNA genom enkapsidasyonu ve viral replikasyon için gerekli olan aktif 

bir sitoplazmik ribonükleaz kompleksinin oluşumunda rol oynamaktadır (Yang ve 

ark., 1998 ve Yang ve ark., 2011). N geninde antijenik bölge IV 359-366 ve 375-383 

amino asit pozisyonları arasında iki bağımsız epitop olarak belirlenmiş ve T hücresi 

epitopu olarak da tanımlanmaktadır (Goto ve ark., 1995; Goto ve ark., 2000; Minamoto 

ve ark., 1994 ve Mochizuki ve ark., 2011). 



  

13 
 

Fosfoprotein (P), polimeraz L için katalitik olmayan bir kofaktör olmanın 

yanısıra  konak interferon aracılı antiviral savunmanın bozulmasında görev almaktadır 

(Rieder ve Conzelmann, 2011). 299 amino asitten oluşan P proteini yapısal olarak üç 

bölgeden oluşmaktadır; N-terminali (PNTD), proteinin merkezi (PCED) ve C-terminali 

(PCTD) (Gerard ve ark., 2009; Ivanov ve ark., 2010 ve Jacob ve ark., 2001). 

 

 L geni, transkripsiyon ve replikasyon için gerekli çoklu enzimatik aktiviteleri 

gerçekleştirilmesinden sorumludur (Abraham ve ark., 1975; Barr ve ark., 1997; Barr 

ve Wertz 2001; Grdzelishvili ve ark., 2005; Hercyk ve ark., 1988; Li ve ark., 2006 ve 

Moyer ve Banerjee, 1975). RNA bağımlı RNA polimeraz olarak işlev gören  ve 

Lyssavirus genom yapısında en büyük alana sahip L proteini; şablon bazlı RNA 

sentezinin katalizlenmesi, mRNA kaplama, 5ˈ ucunun metilasyonu ve 3ˈ ucunun 

poliadenilasyonu aktivitelerinden sorumludur (Grdzelishvilli ve ark., 2005; Ivanov ve 

ark., 2011; Li ve ark., 2006 ve Ogino ve ark., 2005). Yaklaşık 220-250 kDa olan L 

proteini Lyssaviruslar arasında oldukça iyi korunmuş yapıda ve çoklu L işlevlerinin 

her birinden ayrı ayrı sorumlu olan 6 bölgeye sahiptir (I-VI). 544-564 amino asitleri 

arasındaki  II. bölge RNA bağlama bölgesi olarak işlev görürken 727-732 amino 

asitleri arasındaki III. Bölge RNA polimerazın aktif bölgesi olarak tanımlanmaktadır 

(Conzelmann, 1995; Mochizuki ve ark., 2011; Poch ve ark., 1990 ve Schnell ve Svenda 

ve ark., 1997). Glisin açısından zengin bir alana sahip olan VI. bölge 1.705-1.709 

amino asitleri arasında bulunmakta ve poliadenilasyon veya protein kinaz aktiviteleri 

ile ilişkilidir (Mochizuki ve ark., 2011 ve Poch ve ark., 1990).  

 

 

            1.4. Sınıflandırma 

 

 Avrupa ve Afrika’da 1956 yılında Kuduz-ilişkili ilk virus izolasyonu ardından 

yapılan çalışmalar neticesinde; ölümcül enfeksiyon sebebi olarak tek bir viral etkenin 

sorumlu olmadığı ve RABV’un Kuduz hastalığına sebep olan Lyssaviruslardan 

yanlızca biri olduğu anlaşılmıştır (Badrane ve ark., 2001 ve Calisher ve Ellison, 2012). 
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Günümüzde ise Lyssaviruslar, anti nükleokapsid monoklonal antikorların panelleri ile 

reaksiyonda olan antijenik örnekler, genetik mesafeler ve immünolojik özellikler gibi 

sınır kriterlerine göre Uluslararası Virus Taksonomisi Komitesi (ICTV) tarafından 

farklı virus türlerine ayrılmışlardır (http://www.who-rabies-bulletin.org/site-

page/classification). Lyssavirus sınıflandırması moleküler tekniklerle yapılmakta 

olup, ‘‘genotip’’ terimi kullanılmaktadır (Bourhy ve ark., 1993 ve Kissi ve ark., 1995). 

Nükleoprotein gen dizinindeki amino asit benzerliklerine göre Lyssaviruslar 7 

genotipe ayrılmaktadır (Bourhy ve ark., 1993 ve Gould ve ark., 1998). Genotip 1 

olarak adlandırılan Kuduz virusu, dünya genelinde çoğunluğu karnivorlar olmak üzere 

çeşitli evcil ve vahşi memeliler ile Amerikan yarasalarında bulunmaktadır (Badrane 

ve ark., 2001a). Genotip 2, Lagos Bat Virusu; Genotip 3, Mokola Virus,; Genotip 4, 

Duvenhage Virus; Genotip 5, European Bat Lyssavirus tip 1; Genotip 6, European Bat 

Lyssavirus tip 2; Genotip 7, Australian Bat Lyssavirus olarak raporlanmıştır (Bourhy 

ve ark., 1993 ve Gould ve ark., 1998). Günümüzde, Lyssavirus taksonomisine dahil 

olan farklı coğrafik bölge ve rezervuarlardan izole edilmiş 17 tür Kuduz ve Kuduz 

benzeri virus olarak tanımlanmaktadır (Çizelge 1.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/classification
http://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/classification
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Çizelge 1.1. Günümüzde lyssavirusların çeşitliliği ve taksonomisi 

(https://talk.ictvonline.org/taxonomy/). 

 

Türler (ICTV) Kısaltma Potansiyelvektör(ler) / rezervuar(lar) Dağılımı 

Rabies virus RABV Karnivorlar (Dünya genelinde); Yarasalar 

(Amerika) 

Dünya genelinde 

(bazı adalar hariç) 

Lagos bat virus LBV Meyve yiyen yarasalar 

(Megachiroptera) 

Afrika 

Mokola virus MOKV Böcek yiyen sivri fare (Soricidae) Sahraaltı Afrika 

Duvenhage virus DUVV Böcek yiyen yarasalar Güney Afrika 

Avrupa yarasa 

lyssavirus 1 

EBLV-1 Böcek yiyen yarasalar 

(Eptesicusserotinus) 

Avrupa 

Avrupa yarasa 

lyssavirus 2 

EBLV-2 Böcek yiyen yarasalar 

(Myotisdaubentonii, M. dasycneme) 

Avrupa 

Avustralya yarasa 

lyssavirus 

ABLV Meyve / böcek yiyen yarasalar 

(Megachiroptera/Microchiroptera) 

Avustralya 

Aravan virus ARAV Böcek yiyen yarasalar 

(Myotisblythi) 

Orta Asya 

Khujand virus KHUV Böcek yiyen yarasalar 

 (Myotismystacinus) 

Orta Asya 

Irkut virus IRKV Böcek yiyen yarasalar 

 (Murinaleucogaster)  

Doğu Sibirya 

Batı Kafkas yarasa 

virus 

WCBV Böcek yiyen yarasalar 

(Miniopterusschreibersi) 

Kafkas Bölgesi 

Shimoni yarasa 

virus 

SHIBV Hipposideroscommersoni Doğu Afrika 

Bokeloh yarasa 

lyssavirus 

BBLV Böcek yiyen yarasalar 

Myotisnattereri 

Avrupa 

Ikoma virus IKOV Afrika Misk Kedisi 

(Civettictis civetta’den izole edilmiş) 

Afrika 

Tayvan yarasa 

Lyssavirus  

TWBLV Pipistrellus abramus Asya 

(Tayvan) 

Gannoruva yarasa 

Lyssavirus 

GBLV Meyve yiyen yarasalar 

(Pteropusgiganteus) 

Asya 

Lleida yarasa 

Lyssavirus# 

LLBV Böcek yiyen yarasalar 

(Miniopterusschreibersi) 

Avrupa 

(İspanya) 
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 Finlandiya’da tespit edilen  Kotalahti yarasa Lyssavirus (KBLV) (Calvelage 

ve ark., 2021) Uluslararası Virus Taksonomisi Komitesi (ICTV) tarafından 

sınıflandırılmamış Lyssavirus olarak  tanımlanmaktadır 

(https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/negative-sense-rna-

viruses/w/rhabdoviridae/795/genus-lyssavirus). 

 

 

 Matlo yarasa Lyssavirus (Güney Afrika) (Coertse ve ark., 2020), Frog Lyssa-

Like Virus  (FLLV), Anole Lyssa-Like Virus (ALLV) (Horie ve ark., 2020) ve  

Lyssavirus Ozernoe (Rusya) (Leonova ve ark., 2013) ise son dönemlerde farklı 

bölgelerden ilk kez teşhis edilen ve henüz taksonomiye dahil olmayan Lyssavirus 

türleridir. 

 

 Lyssavirusların tam genom analizlerinin yapıldığı bir çalışmada, genomik 

uzunluklarının 11918 nt.(GT7) ile 12016 nt.(GT2) arasında çeşitlilik göstermekle 

birlikte, genotiplerin tümünün yapısal olarak aynı genomik organizasyona sahip 

olduğu belirtilmiştir (Çizelge 1.2). Sözkonusu çeşitliliğe P proteini nükleotid 

uzunluğunun değişkenliğinin neden olduğu bildirilmiştir (Delmas ve ark., 2008; 

Kuzmin ve ark., 2005; Marston ve ark., 2007 ve Wu ve ark., 2007). Lyssavirus 

genusundaki virusların, virionun içerdiği beş gen bölgesi bakımından benzerlik oranı 

sırasıyla N>L>M>G>P (%95,2; 94,2; 92,3; 85,8; 81,5) şeklinde amino asit benzerliği 

olarak sıralanmaktadır (Delmas ve ark., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/negative-sense-rna-viruses/w/rhabdoviridae/795/genus-lyssavirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/negative-sense-rna-viruses/w/rhabdoviridae/795/genus-lyssavirus
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Çizelge 1.2. Lyssavirus cinsinin 7 genotipini temsil eden 24 genomun kodlama potansiyeli, genom 

boyutu (nükleotitlerde) ve G+C içeriği (Delmas ve ark., 2008). 

 

 

 Lyssavirus türleri  genetik, immünojenik ve patojenik özelliklerine göre iki 

filo gruba ayrılır (Badrane ve ark., 2001). Filogrup 1, Rabies lyssavirus, Duvenhage 

lyssavirus, Avrupa yarasa lyssaviruses tip 1 ve 2, Bokeloh yarasa lyssavirus, 

Avustralya yarasa lyssavirus, Aravan lyssavirus, Khujand lyssavirus ve Irkut 

lyssavirusu kapsamaktadır (http://www.who-rabies-bulletin.org/site-

page/classification). Filogrup 1 içinde bulunan tüm Lyssavirus üyelerinin ana 

rezervuarı yarasalardır; yalnızca klasik kuduz virusu (genotip 1) karnivorlara adapte 

olmuştur ve rezervuar konakçı olarak bu türde yer alan hayvanlar vasıtasıyla yayılım 

gösterir (Rupprecht ve ark., 2017).  Filogrup 2 üyeleri arasında Lagos yarasa 

lyssavirus, Mokola lyssavirus ve Shimoni yarasa lyssavirus yer almaktadır. Batı 

Kafkasya yarasa lyssavirus, Ikoma lyssavirus ve Lleida yarasa lyssavirus ise bu iki 

filogruptan ayrı olarak bağımsız filogruplar oluşturmaktadır (http://www.who-rabies-

bulletin.org/site-page/classification). Filogenetik olarak ilişkili görünseler de, genetik 

sapmanın miktarı, çapraz nötralizasyonun olmaması ve bu viruslara ait sınırlı 

izolasyonların raporlanması bu bağımsız filogrupların tam olarak resmi 

adlandırılmasını önlemektedir (Calisher ve Ellison, 2012; Horton ve ark., 2014; 

Kuzmin ve ark., 2005 ve Shipley ve ark., 2019 ) (Şekil 1.6). Aynı filogrup içerisinde 

yer alan Lyssaviruslarda önemli serolojik nötralizasyon vardır, ancak filogruplar 

arasında çapraz nötralizasyon çok sınırlı ölçüde veya yoktur (Dietzgen ve ark., 2012; 

Evans ve ark., 2012 ve Fooks ve ark., 2014). 

 

http://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/classification
http://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/classification
http://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/classification
http://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/classification
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              Şekil 1.6. Lyssavirus filogenetik ilişkileri (Shipley ve ark., 2019). 

 

            1.5. Epidemiyoloji 

 

 Uzun yıllardan beri etkin aşısı ve spesifik immünglobülini olmasına rağmen 

kuduz halen tüm dünyada yaygın olarak görülen en ölümcül zoonotik hastalıktır. 

Hastalık, katı karantina tedbirleri ve sıkı eradikasyon önlemlerinin bulunduğu bazı 

ülkelerde ya da etkenin yayılmasına engel teşkil eden dağlar, nehirler gibi doğal 

bariyerlerin bulunduğu nadir bölgelerde görülmemektedir (Barecha ve ark., 2017). 

Çoğunluğu ada konumunda olan İngiltere, Japonya ve Avusturalya gibi ülkeler 

‘‘kuduzdan ari’’ olarak sınıflandırılmıştır (De-Serres ve ark., 2008).  

 

 Tüm memeliler kuduz virusuna duyarlı olsa da, hastalık oluşumu için ana 

rezervuar olarak sadece birkaç hayvan türü önem arzetmektedir (Lackay ve ark., 2008; 

Pal ve ark., 2013 ve Sudarshan ve ark., 2007). Bir bölgede enfeksiyonun yayılmasında 

ana vektör kabul edilen hayvan türlerine bağlı olarak üç kuduz modeli tanımlanmıştır 
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(Barecha ve ark., 2017). Birincisi ana rezervuar olarak köpeklerin en baskın olduğu 

kentsel kuduz döngüsüdür. Aşısız ve başıboş köpeklerin fazlaca bulunduğu Afrika, 

Asya, Orta ve Güney Amerika bölgelerinde bu döngü ile enfeksiyon yayılımı 

görülmektedir. Kuzey Amerika ve Avrupa’da köpek döngüsü elimine edilmesine 

rağmen nadiren de olsa vahşi yaşam ile aşısız köpeklerin etkileşimi kuduz vakalarının 

görülmesine sebebiyet vermektedir 

(https://www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdfs/rabies.pdf-21.10.2021). İkinci yayılım 

türü, yaban hayatı (sylvatic cycle)  kuduz döngüsüdür. Kurt, çakal, tilki, kokarca, 

firavun faresi gibi hayvanların vektör olarak önemli bir rol oynadığı bu döngü Avrupa 

ve Kuzey Amerika’da yaygın olarak görülmektedir. Genellikle vahşi karnivorlar ve 

sokak köpeklerinin sık teması nedeniyle zaman içerisinde bu döngünün yerini kentsel 

kuduz döngüsüne bıraktığı gözlemlenirken  bazı ülkelerde kentsel kuduz döngüsü ile 

birlikte karışık seyir göstermektedir (Quinn ve ark., 2002, 

https://www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdfs/rabies.pdf-21.10.2021). Üçüncü döngü 

ise yarasa kaynaklı yayılımdır. Bu grup evcil ve yabani hayvanlar olmak üzere birçok 

hayvan türünü etkilemekle birlikte özellikle Latin Amerika’da önem arzetmektedir 

(Kuzmin ve ark., 2011). Yarasalar, birincil konağı henüz belirlenmemiş olan MOKV 

ve IKOV dışındaki tüm Lyssavirus türleri için rezervuar olarak tanınmış olup dünya 

çapında yayılım sergilemektedir (Ma ve ark., 2018). Kuduz virusunun moleküler 

karakterizasyonu, belirli bir bölgede sirküle olan virus varyantının belirlenmesinin 

yanısıra köpek ve/veya yaban hayatı ve/veya yarasa aracılı kuduz varlığı açısından da 

hastalığın epidemiyolojisi hakkında önemli bilgiler sağlar (Sinclair ve ark., 2015 ve 

WHO, 2018c). 

https://www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdfs/rabies.pdf-21.10.2021
https://www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdfs/rabies.pdf-21.10.2021
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Şekil 1.7. Tüm dünyada yarasa Lyssavirus izolatlarının coğrafik olarak dağılımı (Banyard ve ark., 

2011). (Ülkeler yarasalarda farklı Lyssavirus türlerinin görülmesine göre taralı alanlarla 

belirlenmiştir. Yanlızca tek izolatların tespit edildiği alanlar sembolle gösterilmiştir).  

 

 Filogrup 1 içerisinde yer alan Klasik Kuduz virusu (RABV), Avrupa yarasa 

virusu 1 (EBLV-1) ve 2 (EBLV-2), Bokeloh yarasa virusu (BBLV), İrkut (IRKV), 

Aravan (ARAV) ve Khujand (KHUV) virusu ile Filogrup 3’ de yer alan Batı Kafkas 

yarasa virusu (WCBV) Avrasya'daki yarasalardan izole edilmiştir (Freuling ve ark., 

2011 ve Marston ve ark., 2017a). Avustralya'da tanımlanan tek Lyssavirus, yarasa 

popülasyonlarında dolaşan ve filogrup 1 sınıfında yer alan Avustralya yarasa 

lyssavirus'udur (ABLV) (Hayman ve ark., 2016). Afrika'da ise Filogrup 1’den 

Duvenhage virus, Filogrup 2’den Lagos yarasa (LBV), Mokola (MOKV) ve Shimoni 

yarasa virusu (SHIBV) (Kuzmin ve ark., 2009) ve Filogrup 3’den Ikoma virus (IKOV) 

(Marston ve ark., 2012a) olmak üzere üç filogrupdan da Lysavirus türleri 

bulunmaktadır (Nel ve ark., 2007).  
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  Şekil 1.8. Memeli kuduz rezervuarlarının ve vektörlerinin küresel dağılımı 

(https://caninerabiesblueprint.org/4-2-1-Assessing-the-science?lang=en). 

 

 Kuduz virusu için karnivor grubuna dahil olan farklı hayvan türleri rezervuar 

olarak hizmet eder; Kuzey Amerika’da rakunlar (Procyon lotor), çizgili kokarcalar 

(Mephitis mephitis), çakallar (Canis latrans), gri tilkiler (Urocyon cinereoargenteu) 

ve kırmızı tilkiler (Vulpes vulpes), Avrasya’da rakun köpekleri (Nyctereutes 

procyonoides) ve kırmızı tilkiler (Vulpes vulpes), Kuzey kutup bölgesinde kutup 

tilkileri (Alopex lagopus,), Karayipler ve Güney Afrika bölgesinde ise firavun faresi 

(Herpestidae family) karasal vahşi yaşam rezervuarlarıdır (Banyard ve ark., 2011 ve 

Banyard ve ark., 2013). Birçok Avrupa ülkesinde ana rezervuar kızıl tilkilerin yanısıra 

en yaygın olarak enfekte olan yaban hayatı türleri porsuklar ( Meles meles ) ve 

sansarlardır ( Martes foina, Martes martes ) (Čač ve ark., 2003 ve Slavica ve ark., 

2010). Asya ve Afrika gibi gelişmekte olan ülkelerde hem insanlar hem de hayvanlar 

için köpekler ana rezervuardır (Lackay ve ark., 2008; Pal ve ark., 2013 ve Sudarshan 

ve ark., 2007).  Afrika, Asya ve Orta Doğu'daki ülkelerin çoğunluğunda, aşısız sokak 

köpek ve kedileri ile yayılım gösteren hastalık hala yıkımlara yol açmaktadır (Fooks 

ve ark., 2014). 
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 Asya kıtasında yer alan Japonya, Maldivler, Kore Cumhuriyeti ve Singapur 

kuduzdan ari olan ülke durumunda iken, Hindistan ise tüm dünyada kuduza bağlı insan 

ölümlerinin en yüksek görüldüğü ülke durumundadır (Wallace ve Blanton, 2020). 
Enzootik RABV bulaşı Asyanın bozkır bölgelerinde kızıl tilkiler (Vulpes vulpes), 

Uzak Doğu Rusya ve Kuzey Çin'de rakun köpekleri (Nyctereutes procyonoides), 

Güney Çin ve Tayvan'da yaban gelinciği porsukları (Melogale moschata) arasında 

belgelenmiştir (Wang ve ark., 2014). Asya kıtasında (Rusya) ilk kez tanımlanan 

ölümcül insan Lyssavirus enfeksiyonu olan Ozernoe suşu yarasa ısırığı sonucu 

gerçekleşmiştir (Leonova ve ark., 2013). 

 

 Çoğu Avrupa ülkesinde 1970'lerin sonlarına doğru oral aşılama ile kuduz 

virusu etkin bir şekilde kontrol altına alınmaya başlanmış, 1990'larda ise belirli 

ülkelerde etkeni tamamen ortadan kaldırma başarısı elde edilmiştir. Avrupa Birliği 

destekli oral aşılama projesi sonucunda Orta Avrupa yaban hayat (silvatik) 

kuduzundan ari hale getirilmiştir (Lojki´c ve ark., 2021 ve Müller ve ark., 2014). 
Köpek aracılı kuduz ise Kuzey Amerika, Batı Avrupa, Avustralya, Japonya ve 

Kanada’dan tamamen elimine edilmiş durumdadır ve köpeklerden insanlara bulaş 

vakaları görülmemektedir (Johnson ve ark., 2010b; Melo ve ark., 2020 ve WHO, 

2018b).  

 

 Orta Doğudaki ülkelerin birçoğu, enzootik köpek kuduzu kategorisine sahiptir. 

Bu bölgede kentsel ve sylvatic kuduz döngüleri birlikte karakterize edilmektedir 

(Horton ve ark., 2015). Bölgedeki en temel sorunlardan biri, kuduz virusu ile enfekte 

ve inkubasyon dönemindeki hayvanların kontrolsüz sınır ötesi hareketleriyle yer 

değiştirmesidir. Hayvan kuduz vakalarının çoğu bu bölgede köpeklerde, tilkilerde, 

altın çakallarda (Canis aureus) ve kurtlarda (Canis lupus lupus) yaygın olarak 

görülmektedir (Bannazadeh ve ark., 2018). Bu bölgede yer alan ülkelerde her yıl 

220’den fazla insanın kuduz enfeksiyonuna bağlı öldüğü tahmin edilmektedir. Ancak 

vakaların çok azı teşhis edilebilmekte veya uluslararası sağlık kuruluşlarına bildirilip 

kayıt altına alınmaktadır (Bengoumi ve ark., 2018). Bu güne kadar klasik kuduz virusu 

dışında bölgede sirküle olan farklı bir Lyssavirus türü tespit edilmemiştir. Özellikle 
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yarasalarla ilgili araştırmaların eksikliği bölgede var olan viral çeşitlilik hakkında 

kısıtlı bilgi sahibi olmaya sebebiyet vermektedir (Wunner, 2007).  

 

 Arap ülkelerinde enfeksiyonun yayılımında rol oynayan ana rezervuar 

köpeklerin yanısıra develerde, tilkilerde, sığırlarda, koyunlarda ve keçilerde de kuduz 

vakaları görülmektedir. Köpek ısırıklarından dolayı insanlar da ölümcül hastalığa karşı 

risk altındadır. Umman'da yapılan filogenetik analizler sonucu en fazla kuduz vakası 

tilkilerde rapor edilmiş ve etken yayılımında ana rezervuar olarak rol oynadığı 

bildirilmiştir (Alaifan ve Altamimi, 2019 ve Body ve ark., 2014). Bölgesel siyasi 

huzursuzluktan dolayı Filistin ve Suriye'den enfeksiyonun varlığına dair çok az 

erişilebilir bilgi mevcuttur. Irak ve Suriye’de, uygun veterinerlik tesislerinin 

bulunmamasının yanı sıra sıhhi ve belediye altyapısının ve sorumluluklarının azalması 

nedeniyle aşılanmamış köpeklerin sayısı artmaktadır. Bu durum dolayısıyla hastalığın 

görülme olasılığında artış olabileceğinden  şüphe edilmektedir (Bannazadeh ve ark., 

2018).  Kuduz Yemen’de endemiktir ve insan kuduz vakalarının çoğunluğundan evcil 

köpeklerin sorumlu olduğu görülmektedir (Taylor ve Knopf, 2015). Mısırda ise ana 

vektör olarak köpekler kabul edilirken kediler, ruminantlar, atlar, eşekler, kemirgenler 

ve firavun fareleride kuduzun yayılmasında önemli türler olarak görülmektedir (Matter 

ve ark., 2004). İran’da hem vahşi hayatta hem de evcil hayvanlarda endemik olarak 

seyir gösteren kuduz hastalığının ana kaynağı sokak köpekleri ve kurtlardır 

(Aikimbayev ve ark., 2014; Aylan ve ark., 2011 ve Picot ve ark., 2017). Arap 

Yarımadası'ndaki Katar ve Birleşik Arap Emirlikleri ve ada konumundaki Bahreyn ve 

Kıbrıs Ortadoğu'da kuduz enfeksiyonunun görülmediği nadir ülkelerdendir (Al 

Abaidani ve ark., 2015; King ve ark., 2004;  Memish ve ark., 2015 ve Yousaf ve ark., 

2012). İsrail’de kızıl tilkiler (Vulpes vulpes) ve altın çakallar (Canis aureus) bölgedeki 

slyvatik kuduz yayılımdan sorumlu türlerdir (Yakobson ve ark., 2006). Sınır komşusu 

İsrail ile bölgedeki kuduza karşı mücadele maksadıyla uçaklarla dağıtılan yemlerle 

ağızdan aşılama yoluyla mücadele eden Ürdün’de ise ana kaynak köpek ve çakallardır 

(Yakobson ve ark., 2017).  
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 Türkiye, coğrafik konumu itibarı ile Avrupa ve Asya kıtaları arasında bir köprü 

vazifesinde olması sebebiyle farklı evcil ve vahşi hayvan türlerine sahip bir ülkedir 

(King ve ark., 2004). Türkiye'de kuduz virusunun bulaşmasında ana vektör köpekler 

iken, ikinci vektör olarak ise tilkiler aracı rol oynamaktadır. İnsan kuduz vakaları 

genellikle bu hayvanların ısırıklarından kaynaklanmaktadır (Picot ve ark., 2017). 

Filogenetik çalışmalarda bu iki konakçıya ait izolatlar arasındaki yakın ilişki türler 

arası yayılımın yeni bir olgu olduğunu düşündürmektedir. Kesin olmamakla birlikte 

iki tür arasındaki enfeksiyon bulaş yönünün köpekten tilkiye doğru olduğu 

varsayılmaktadır (Johnson ve ark., 2003). Konak değiştirme olarak adlandırılan durum 

benzer şekilde İsrail’de tilki aracılı kuduzdan köpek aracılı kuduza geçiş şeklinde 

görülmekte olup, köpekler ve insan popülasyonu arasındaki yakın temas nedeniyle 

halk sağlığı için büyük bir endişe kaynağı oluşturmaktadır (David ve ark., 2009). 

Konakçı tipinin kombinasyonu, ülkenin topografisi ve sınırlar boyunca hayvan 

hareketleri Türkiye’deki kuduzun mevcut epidemiyolojisini şekillendirmektedir 

(Johnson ve ark., 2003 ve Johnson ve ark., 2013). Türkiye’de 1956 yılında yarasalar 

kuduz varlığı yönünden incelenmiş ve bir yarasada (Rhinolophus ferrumequinum) 

pozitiflik saptanmıştır. Bu çalışma ile ülkemizde ilk pozitif kuduz yarasa vakası rapor 

edilmiştir (Johnson ve ark., 2010c ve Tunçman, 1958). Daha sonraki yıllarda 

Türkiye’nin yakın komşuları olan Doğu Avrupa ülkeleri ve Rusya’ nın Güneyinden 

vaka bildirimleri devam etmiş ancak ülkemizde yeni bir yarasa vakasına dair bildirim 

yapılmamıştır (Amengual ve ark., 1977; Botvinkin ve ark., 2003 ve Johnson ve ark., 

2010c). 

 

 Azerbaycan'da kuduz yayılımı köpeklerde kuduz vakalarının görülmesinin 

ardından çakallar, tilkiler ve kurtlar aracılığıyla vahşi yaşamda enfeksiyonun gelişimi 

ile ikinci bir salgın evresini takip etmiştir (Zeynalova ve ark., 2015). Kurtlar, sosyal 

yapıları ve demografileri nedeniyle doğal bir kuduz rezervuar olarak kabul edilmezler 

(Hanlon, 2013), ancak insanlara enfeksiyonun bulaştırılmasında önemli bir kuduz 

vektörüdür. 19. yy sonlarına doğru kurt ısırıkları Rusya'daki insan kuduz vakalarının 

yarısından fazlasının nedeni olarak gösterilmiştir (Botvinkin ve ark., 2004). Köpek ve 

kurt popülasyonları arasındaki etkileşim sonucu günümüzde Suriye'de bir kurtta 
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köpeklerle ilişkili kuduz suşunun varlığı bildirilmektedir (Horton ve ark.,  2015 ve 

Kopaliani ve ark., 2014). 

 

 Lyssavirusların yarasalardan köken aldığı ve sınırlı memeli konakçılara sahip 

olduğu düşünülürken Frog Lyssa-Like Virus  (FLLV) ve Anole Lyssa-Like Virus 

(ALLV) sekans dizilerinin Lysavirus konakçısı olarak amfibiler ve sürüngenlerden 

eldesi bugüne kadar enfeksiyona maruz kalmış türler ile kıyaslandığında şaşırtıcı bir 

gelişme olarak nitelendirilmiştir (Oberhuber ve ark., 2021). Soğukkanlı hayvanlarda 

(Poikilotermik) Lyssavirus görülmesi kuduz virusu evrim teorilerinde mevcut 

görüşten farklı varsayımların olabileceğini akla getirmektedir. Benzer şekilde 

Lyssavirus genusu üyelerinin çok daha yaygın olabileceği ve düşünülenden çok daha 

eski zamanlarda varlığını sürdürmüş olabileceği düşünülmektedir (Oberhuber ve ark., 

2021). 

 

 OIE'de listelenmiş hastalıklar arasında yer alan kuduz enfeksiyonu bir bölgede 

görüldüğünde OIE Üyesi ülke hastalığın meydana geldiği hayvanlara ilişkin bilgileri 

bildirme yükümlülüğüne sahiptir (OIE, 1924). Üye Ülkeler tarafından sunulan bilgiler 

ışığında Dünya Hayvan Sağlığı Bilgi Sistemi (OIE-WAHIS) tarafından kuduz 

vakalarının epidemiyolojik durumunun uluslararası raporlaması yapılır ve çevrimiçi 

olarak halka açık erişime sahiptir (https://wahis.oie.int/#/home). 

 

https://wahis.oie.int/#/home
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Şekil 1.9. Kuduz için Dünya Hayvan Sağlığı Bilgi Veritabanı (World Animal Health İnformation 

Database-WAHIS-interface) version 1 (Jan-Jun 2019) 

(https://www.slideshare.net/ShubhamSaini176/rabies-a-fatal-zoonotic-threat). 

 

 

1.6. Bulaşma 

 

 Enfekte hayvandan insanlara Kuduz virusu ısırık, çizik, hasarlı cilt yüzeyinin 

yalanması  ve enfeksiyöz materyalin mukozal yüzeyler ile teması sonucu 

bulaşmaktadır (Fooks ve ark., 2014). 

 

 Organ ve doku transplantasyonu ile birkaç hastaya nakil sonrası kuduz 

enfeksiyonunun bulaştığı tespit edilmiştir. Kuduz enfeksiyonuna maruz kalan kişilerde 

hastalığın son evrelerinde virus birçok dokuda bulunduğu için nörolojik semptom ve 

bulgularla ölen insanlardan organ nakli yapılmadan önce detaylı araştırma 

yapılmalıdır. Özellikle gelişmekte olan ülkelerde kornea nakli kuduz enfeksiyonunun 

bulaşı için önem arzetmektedir (Maier ve ark., 2010; Melo ve ark., 2020 ve Srinivasan 

ve ark., 2005). 

 



  

27 
 

Isırık veya tükürük yoluyla insandan insana bulaşma ve enfekte hayvanların 

çiğ et veya sütlerinin tüketilmesi ile etkenin insanlara bulaşı teorik olarak mümkün 

olsada bu tür yayılımın doğrulandığı herhangi bir vaka gözlemlenmemiştir 

(https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/rabies). Enfekte hayvana ait çiğ 

süt tüketimi bağışıklık sistemi baskılanmış, ağızda, boğazda veya yemek borusunda 

açık yaralara, erozyonlara veya ülserasyonlara neden olan durumlara sahip olan 

kişilerde hastalık bakımından yüksek risk 

oluşturmaktadır (https://www.cdc.gov/rabies/resources/news/2005-12-23.html). Bu 

bağlamda, kuduz bir hayvanın etini veya sütünü tüketilmesi kesinlikle 

önerilmemektedir (https://www.who.int/docs/default-source/ntds/rabies/rabies-

general-public-faqs.pdf). 

 

Yarasaların özellikle yüz bölgesi olmak başta olmak üzere intradermal (ID) 

ısırıklar ile kuduz virusunu bulaştırdığı görülmektedir. Aerosol iletim yolu da kuduz 

enfeksiyonunun bulaş yolları arasında bulunmasına rağmen hastalığın doğal bulaşma 

seyri içinde bu yolun etkili olmadığı görülmektedir (Johnson ve ark., 2010a). 

 

            1.7. Virus Replikasyon Mekanizması ve Patogenez 

 

            1.7.1.Virusun dokulara inokulasyonu 

 

 Kuduz virusunun bulaşmasında enfekte tükürüğün viral yükü ve ısırık şiddeti 

önemli rol oynamaktadır. Özellikle derin yaralanmalar, kas hücrelerinde virusun 

affinite gösterdiği nikotinik asetilkolin reseptörlerinin yoğun bulunması sebebiyle risk 

oluşturmaktadır. Konjuktival, oral ve genital mukozada virulent tükürük ile maruziyet 

kuduz virusu ile enfekte olmaya sebep olmaktadır. Kuduz virusunun aksonlarda 

3mm/sa hızında göç ettiği tahmin edilmektedir (Dietzschold ve ark., 2008 ve Finke ve 

Conzelmann, 2005). Ancak sinapslar arası yayılımı kolaylaştıran mekanizma hala tam 

olarak bilinmememektedir (Dietzschold ve ark., 2008). 

https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/rabies
https://www.who.int/docs/default-source/ntds/rabies/rabies-general-public-faqs.pdf
https://www.who.int/docs/default-source/ntds/rabies/rabies-general-public-faqs.pdf
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 Yarasalardan elde edilen RABV izolatları, epidermise yüzeysel olarak enjekte 

edildiğinde daha öldürücüdür, çünkü yarasa virusunun nöronal olmayan hücrelerde ve 

köpek RABV'lerinden daha düşük sıcaklıklarda daha hızlı çoğaldığı bilinmektedir  

(Singh ve ark., 2017).  

 

 

           1.7.2.Periferden sentral sinir sistemine virus göçü 

 

 İnkubasyon süresi bulaşan virus miktarına, virusun suşuna, inokulasyon 

bölgesinin MSS’ne yakınlığına, konakçının önceden var olan bağışıklığı ve 

yaralanmanın türüne bağlı olarak 2 haftadan birkaç aya kadar değişebildiği gibi nadir 

durumlarda yıllarca sürebilmektedir. Uzun inkubasyon süresi, kas hücreleri veya diğer 

hücre türlerinin nöromuskuler kavşağında virusun konumuna göre açıklanabilir. Baş 

ve boyun bölgesi yaralanmalarında çok daha kısa sürede kuduza bağlı klinik 

semptomlar görülmektedir (Asaye ve Getachew, 2014 ve 

(https://www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdfs/rabies.pdf-21.10.2021)). Hem deri 

hem de iskelet kasları farklı sinir tipleri (somatik veya visseral, motor veya duyusal) 

ile zengin olduğu için birçok nöronal terminallere sahiptir (Drake ve ark., 2015; 

Roosterman ve ark., 2006).  

 

 Lyssaviruslar iskelet kası liflerindeki gibi inokulasyon bölgesinde çoğalabilir 

ve nöromuskular kavşak yoluyla nöronlara penetre olabilmektedir (Charlton ve ark., 

1997 ve Lyles ve ark., 2013). Kuduz virusu ısırık bölgesindeki periferik sinir nöronuna 

girdikten sonra yayılmaya başlar. Periferik nöronlar Lyssavirus enfeksiyonuna duyarlı 

olmayan Schwann hücreleri ile kaplı durumda olmasına rağmen bazı nöron türlerinin 

uç kısımlarında bu hücrenin eksikliği kuduz virusunun sinir hücresine girişine imkan 

sağladığı düşünülmektedir (Begeman ve ark., 2017; Cauna ve ark., 1980;Charlton ve 

ark., 1996 ve Murphy ve ark., 1973). RABV'nin konak nöron membran reseptörleri ile 

nasıl etkileştiği ve semptomların ortaya çıkış mekanizmaları henüz tam olarak 

anlaşılmamıştır (Wang ve ark., 2018). Ancak RABV’nin konakçı hücresi içine 

https://www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdfs/rabies.pdf-21.10.2021
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girişinde anahtar model olarak hareket eden reseptörler mevcuttur: Nikotinik 

asetilkolin reseptörü (nAchR), merkezi sinir sistemi ve periferik sinir ağı içindeki 

nöronlar arası iletişimden sorumludur; nöral hücre adhezyon molekülü (NCAM), 

postsinaptik membrandaki nöromüsküler kavşaklarda derinlerde ve sinir uçlarında 

mevcuttur ve nörotrofin reseptör (p75NTR), hücresel ölüm, sinaptik iletim ve aksonal 

uzamada rol oynamaktadır (Dechant ve Barde, 2002 ve Lafon, 2005). Virionlar kuduz 

spesifik reseptörlere bağlandıktan sonra Kuduz virusu G proteini hücresel reseptörlerle 

etkileşime girerek virionun endositozisini tetikler (Etessami ve ark., 2000 ve Le Blanc 

ve ark., 2005). Endozomal vezikül, dyenin motorları kullanarak mikrotubül ağına bağlı 

retrograd aksonal akışla (akson terminalinden hücre gövdesine)  taşınır (Albertini ve 

ark., 2011a ve Albertini ve ark., 2011b).  

 

 

            1.7.3.Virus replikasyon siklusu 

  

 Virus parçacıkları nöronun hücre gövdesine ulaşmasıyla virion bileşenlerinin 

(transkripsiyon, replikasyon ve protein sentez) üretimini içeren aşama meydana gelir 

(Schnell ve ark., 2009). Endozomun düşük pH'sı, viral zarf ve endozomal membran 

arasındaki füzyon prosesini G proteini aracılığıyla katalizler ve nükleokapsid 

sitoplazmaya taşınırak (Finke ve Conzelmann, 2005; Gaudin, 2000 ve  Le Blanc ve 

ark., 2005) N proteini tarafından kapsitlenen (-) ssRNA genomu serbest bırakılır 

(Albertini ve ark., 2011a ve Albertini ve ark., 2011b). Tüm transkripsiyon ve 

replikasyon olayları sitoplazma içinde gerçekleşir (Negri,1903) ve intrasitoplazmik 

inklüzyonların (Negri cisimciği)  oluşumuna neden olur (Heinrich ve ark., 2010 ve 

Lahaye ve ark., 2009). Replikasyon siklusunun ilk aşaması viral genomun 

transkripsiyonudur. L-P kompleksi nükleotidin 3’ ucuna girer ve kısa bir RNA 

molekülünün üretimiyle transkripsiyon başlar (Albertini ve ark., 2008). 

Transkripsiyon durduktan sonra polimeraz mRNA’nın nükleoprotein transkripsiyonu 

ile yeniden başlar. Daha sonra mRNA’lar M, N, P, L ve G için üretilir ve beş viral 

proteinin translasyonu ile devam eder. RNA polimeraz aktivitesi, negatif iplikli RNA 
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genomu yapmak için bir şablon olan pozitif iplikli replikatif RNA (anti-genom) 

üretmek için transkripsiyondan replikasyona geçer. Sentezlenen viral RNA daha sonra 

NP kompleksi ve L ile birlikte ribonükleoprotein (RNP) oluşturmak üzere paketlenir. 

M proteini, RNP'yi yoğunlaştırmak ve onu G proteininin bulunduğu hücre zarında 

lokalize etmek için RNP kompleksi ile ilişki halindedir (Wunner, 2020). 

 

 

Şekil 1.10. Kuduz virusu yaşam döngüsü (Davis ve ark., 2015)’den alınmıştır. 

1.Virusun konakçı hücre reseptörlerine bağlanması, 2. Endositoz yoluyla virusun hücreye girişi, 

3.Virion zarının endozomal zar ile pH aracılı füzyonundan sonra virol genomun serbest bırakılması , 

4.Transkripsiyon, ve 5. Genom replikasyonu. Son aşamada virion bileşenlerinin üretilmesi ardından 

viral komponentlerin bir araya getirilmesi ve kuduz virusu virionlarının tomurcuklanması ve salınması 
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 RABV'nin ayrıca tüm memeli hücrelerinde yüksek oranda korunan ve özellikle 

nöronlarda önemli olabilecek doğuştan gelen bağışıklıktan kaçması gerekir. Bu 

nedenlerle, RABV, konak hücre savunmasında yer alan hücreler arası ve hücre içi 

sinyal yollarını doğrudan bozar. Bunlardan en iyi bilineni, doğuştan gelen bir 

bağışıklık kaçırma mekanizması olan RABV-P tarafından IFN sinyallemesinin 

bozulmasıdır (Davis ve ark., 2015). 

 

 

            1.7.4. Merkezi sinir sistemi istilası 

 

 Genel olarak, beynin kaba muayenesi meningeal damarlarda hafif bir tıkanıklık 

gösterir; mikroskobik inceleme genellikle hafif perivasküler kaflanma, sınırlı doku 

nekrozu, asidofilik intrasitoplazmik nöronal inklüzyonlar ve nadiren nöronofajiyi 

gösterir (Asaye ve Getachew, 2014). Hücresel düzeyde yapılan incelemeler sonucunda 

virusten etkilenen hücreler normal boyutta ve ölüm gerçekleştiği durumda bile 

sitopatik değişikliklerin ihmal edilebilir düzeyde olduğu görülmüştür (Jackson, 2002 

ve Juntrakul ve ark., 2005). 

 

 

           1.7.5.Merkezi sinir sisteminden sentrifugal salınım  

 

 Beynin enfeksiyonundan sonra, virus periferal sinir sistemi ve birkaç periferik 

organa sentrifugal olarak yayılım gösterir (Asaye ve Getachew, 2014).  Enfeksiyonun 

erken dönemlerinde gözlenen virusun tek yönlü (retrograd) yayılımının tersine, 

Merkezi sinir sisteminden tükürük bezlerine ulaşmak için RABV'nin otonomik 

duyusal gangliyonlar yoluyla anterograd bir şekilde hareket etmesi gerekir (Ugolini, 

2011). Enfeksiyon döngüsünün son aşamasında, tükrük bezlerine göç eden kuduz 
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virusu burada lokal replikasyon sonrasında etkeni başka konakçılara bulaştırmak için 

tükürükle saçılıma başlar (Asaye ve Getachew, 2014).  

 

 

            1.8. Klinik Bulgular 

 

 Kuduz, ensefalit ve paralitik klinik formun görüldüğü sinir sisteminin akut viral 

enfeksiyonudur. Kuduz virusunun biyolojisi üzerine pek çok araştırma yapılmış ancak 

enfeksiyonun ölümcül hastalık oluşturma mekanizması henüz anlaşılamamıştır. 

Semptom gösteren kuduz hastalarının postmortem muayeneleri sonucunda, 

beyinlerinde hafif histolojik lezyonların geliştiği ve önemli bir nöron kaybı olmadan 

ölümün gerçekleştiği gözlemlenmiştir (Jackson ve ark., 2008).  

 

 Viral etken ile mağruziyetten sonra görülen ilk klinik semptom ısırılan bölgede 

nöropatik ağrıdır. Bu semptoma, dorsal kök ganglionlarında virus replikasyonu ve 

hücresel bağışıklığın neden olduğu inflamasyon sebep olmaktadır (Mitrabhakdi ve 

ark., 2005) . 

 

 Hastalığın seyri sırasında ortaya çıkan nöronal disfonksiyon, belirli nöronal 

ağların veya yolların bozulmasının veya ortadan kaldırılmasının bir sonucu 

olabilir. RABV hücresel patogenezinin ve sinaptik bağlantısının daha iyi anlaşılması 

kuduz enfeksiyonu prognozunun daha iyi anlaşılmasına bakımından fayda 

sağlayacaktır (Davis ve ark., 2015). 

 

 Kuduz enfeksiyonundan muzdarip tüm canlılar türler arası küçük farklılıklarla 

birlikte genellikle merkezi sinir sistemi rahatsızlıklarına özgü tipik belirtiler gösterir. 

Enfeksiyon  sonucu meydana gelen klinik bulgular prodromal, saldırgan ve felç olarak 

adlandırılan üç fazdan oluşmaktadır (Slate ve ark., 2009).  
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 Kuduz klinik semptomlarının gözlemlendiği enfeksiyonun geç evresinde 

tükürük bezleri, deri, kıl folikülleri ve kas lifleri gibi çeşitli uç organlara etken iletimi 

sonucu kuduz virusu uç organlardan geri kazanılabilir (Jackson, 2002 ve Ugolini, 

2011). 

 

1. Prodramal (Sukünet) faz:  

 

 Birkaç saatten 36 saate kadar devam eden bu süreçte hayvanlarda bazen 

dışarıdan farkedilemeyecek biçimde küçük davranış değişiklikleri oluşabilir; 
evden uzaklaşma, halusinasyonlar, seste değişiklikler, hareket eden cisimlere 

sıçrama, klostrofobi, ısırık bölgesinde hipersestezi ve genellikle semptomlar 

ilerledikçe kaybolan ateş görülmektedir.  Hayvanlar daha sonra ya öfkeli 

(saldırgan) kuduz aşamasına geçebilir ya da ölüm gözlemlenebilir (Kuduz saha 

rehberi 2019 ve Ogunkoya, 2007). 

 

2. Saldırgan (Hareketli) faz: 

 

 Şiddetli bir saldırganlık ve hipereksitabiliteye eğilimin olduğu bir dönemdir. 

Etkilenen hayvanlar cansız nesneleri ve diğer hayvanları ısırmaya meyillidirler. 

Öfkeli form kedilerde köpeklerden daha sık gözlemlenmektedir. Tilkilerin ise 

hastalığın bu formunu nadiren sergilediği gözlemlenmiştir (Knobel ve ark., 2005 

ve Kuduz saha rehberi 2019). 

 

 

3. Felç (Paralitik) faz:  

 

 Yutak ve çiğneme kaslarının felç olması sonucu hayvan yutamaz ve bolca salya 

salgılamaya başlar. Ağız kısmında köpürmüş tükürük görünümü yaygındır. Yüz 

felci görülebilir veya alt çene düşebilir. Ataksi, koordinasyon bozukluğu ve artan 

spinal parezi veya felç bu formun tipik özelliğidir. Ölüm genellikle 2 ila 6 gün 
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arasında solunum yetmezliği sonucu gerçekleşir 

(https://www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdfs/rabies.pdf-21.10.2021). 

 

 

            1.9. Tanı 

 

 Klinik gözlem ve muayene sonucu, Kuduz enfeksiyonuna özgü davranış 

değişiklikleri veya yutma güçlüğü gibi oldukça karakteristik hastalık belirtileri olsa 

bile etken doğrulaması ile kesin tanı gereklidir (https://rbe.fli.de/site-page/diagnosis-

rabies). Kesin teşhis yalnızca ölüm sonrası yapılan testlerle doğrulanabilir (Wadhwa 

ve ark., 2017). Kuduz tanı yöntemlerinde kullanılan laboratuvar metotları için Dünya 

Sağlık Örgütü (DSÖ/WHO) ve Uluslararası Hayvan Sağlığı Örgütü (OIE) tarafından 

uluslararası bir standardizasyon sağlanmıştır (https://rbe.fli.de/site-page/diagnosis-

rabies; Calisher ve Ellison, 2012). Şüpheli insan numunelerinde intravitam tanı, 

tükürükte, innerve deri biyopsi örneklerinde veya saç köklerinde virus veya viral 

RNA'nın saptanmasına dayanır. Ancak virusun tükürükte aralıklı olarak saçılması ve 

uygulanan yöntemlerin tanısal sensitivesinin değişken olması nedeniyle sadece pozitif 

sonuçların doğruluğu kabul edilmektedir (https://rbe.fli.de/site-page/diagnosis-

rabies).  

 

 

           1.9.1.Antijen Tespiti 

           1.9.1.1.Direk Floresan Antikor Testi (DFAT) 

 

 Dünya Sağlık Örgütü ve Dünya Hayvan Sağlığı Örgütü kuduz hastalığı teşhis 

metotları içinde Direkt Floresan Antikor Testini (DFAT) ‘’altın standart’’ test olarak 

tanımlamaktadır (Dean ve Atanasiu, 1996; https://www.who-rabies-bulletin.org/site-

page/diagnosis-rabies). Kuduz enfeksiyonu sinir dokuda tahribata neden olduğundan 

kuduz antijenini test etmek için ideal doku beyin numunesidir 

https://www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdfs/rabies.pdf-21.10.2021
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(https://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/direct_fluorescent_antibody.html). %96 ve 

%99 arasında doğru sonuç veren DFAT, Negri cisimcikleri gibi nöronlarda intra-

sitoplazmik inklüzyonların floresan izotiyosiyanat işaretli antikor (FITC) ile 

işaretlenerek gösterilmesi temeline dayanan oldukça hassas ve spesifik bir testtir. Taze 

numunelerde 2 saatten daha kısa sürede güvenilir sonuçlar verir (OIE, 2018). Kuduz 

antijeninin dokuda tespiti için hızlı ve hassas bir yöntem olmasına rağmen testin 

doğruluğu beyin dokusunun kalitesine, yüksek kaliteli anti-kuduz teşhis 

konjugatlarının mevcudiyetine, floresan mikroskobuna erişilebilirliğe ve en önemlisi 

deneyimli bir teşhis uzmanı gibi parametrelere bağlıdır (Lembo ve ark., 2006). Beyin 

dokusunun yanı sıra, ense saçlı deri biyopsisi, kornea ve tükürük bezi örneklerinde de 

teste spesifik elma yeşili floresan parlama ile viral antijenlerin varlığı tespit 

edilebilmektedir (WHO, 2018). 

 

 DFAT testinden elde edilen sonuçların yetersiz olduğu durumlarda veya insan 

maruziyetinin olduğu tüm vakalarda, aynı numune üzerinde ilave testlerin yapılması 

veya diğer numuneler üzerinde DFAT testinin tekrarlanması önerilmektedir (OIE, 

2018). Alternatif test olarak Real-time PCR, DRIT, hemi-nested PCR ya da hücre 

kültüründe izolasyon kuduz virusunun teşhisi için kullanılan  metotlardır (Hoffman ve 

ark., 2010; Lembo ve ark., 2006 ve Rupprecht ve ark., 2018). Numunelerde otolizinin 

başladığı veya şüphelenildiği durumlarda da ilave testlerin yapılması özellikle önem 

arzetmektedir (OIE, 2018).   

 

 

           1.9.1.2.Direk Hızlı İmmünohistokimya Testi (dRIT) 

 

 Direk hızlı immunohistokimya testi, spesifite ve sensitivite bakımından Direkt 

Floresan Antikor Testine benzer özelliklere sahip olduğundan kuduz enfeksiyonunun 

rutin tanısında alternatif metot olarak kullanılabilir (Lembo ve ark., 2006). dRIT 

metotunda lyssavirus antijenleri streptavidin-biotin peroksidaz boyaması ile tespit 

edilebilmektedir (Coetzer ve ark., 2014; Madhusudana ve ark., 2012 ve Rupprecht ve 
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ark., 2014). Enfekte hayvanların beyin dokusunda gül kırmızısı renginde 

intrasitoplazmik inkluzyonların tespiti ile antijen tespiti yapılabilmektedir (WHO, 

2018). DFAT testi ile kıyaslandığında floresan mikroskobuna erişimi olmayan 

laboratuvarlarda testin değerlendirilebilir olması bu testin avantajıdır (OIE, 2018; 

https://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/diagnosis-rabies). Son on yılda Afrika, 

Asya ve tüm Amerika’da kuduz enfeksiyonunun tanısında yaygın olarak kullanılan bir 

metottur (WHO, 2018).  

 

 

           1.9.1.3. ELISA 

 

 Bir enzimle konjuge edilmiş antikor kullanılarak dokuda kuduz antijenini 

saptamayan immünosorbent tahlilinde ışık mikroskobu ile saptanabilen kalorimetrik 

substrat kullanılmaktadır (OIE, 2018; Nakane ve ark., 1966). İnsan temasının olduğu 

durumlarda diğer test metotları ile birlikte kullanımı önerilmektedir (OIE, 2018). 

 

 

           1.9.2.Virus İzolasyonu 

 

Hücre kültürleri (RTCIT- Rabies Tissue Culture Infection Test) veya 

laboratuvar hayvanları (MIT-Mouse Inoculation Test) kullanılarak canlı kuduz 

virusunun tespiti yöntemi, DFA ve dRIT gibi antijen saptama testleri ya da PCR 

testlerini doğrulamak maksadıyla kullanılmaktadır. İki metot kıyaslaması yapıldığında 

MIT kadar hassas olan hücre kültürü testlerinde (Robardet ve ark., 2011 ve Rudd ve 

Trimarchi, 1989) deney hayvanı kullanılmaması ve daha ekonomik olması bu metotun 

avantajları arasındadır (OIE, 2018). İlk başlarda hücre kültüründe kuduz virusunu izole 

etmek için BHK-21, civciv embriyo ve neuroblastoma hücresi gibi farklı hücre dizileri 

kullanılmış ancak neuroblastoma hücre kültürünün RABV saha izolatlarına karşı daha 

duyarlı olduğu anlaşılarak kuduz virusu izolasyonu için rutin kullanımına başlanmıştır 
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(Larghi ve ark., 1975; Portnoi ve ark., 1982; Rudd ve ark., 1980; Rudd ve Trimarchi 

1989; Smith ve ark., 1977; Smith ve ark., 1978 ve Umoh ve ark., 1983).  

 

            1.9.2.1. Fare inokulasyon testi (MIT) 

 

 İntraserebral olarak farelere patojen şüpheli inokulum verildikten sonra 28 gün 

boyunca hayvanlar günlük olarak gözlemlenir ve ölen fareler DFA veya dRIT testi 

kullanılarak kuduz yönünden incelemeye alınır. Yeni doğmuş ya da 3-4 haftalık fareler 

kullanılarak gerçekleştirilen testte pozitif olgularda farelerin kuduz spesifik 

semptomlar göstermesiyle ölüm gerçekleşir. Tek seferde bir fare beyninden büyük 

miktarda virusun izole edilmesi, daha ucuz ve daha hızlı sonuç vermesine karşın canlı 

hayvan deneyleri mümkün olduğunca tercih edilmemelidir (OIE, 2018). 

 

 

            1.9.2.2.Doku kültürü enfeksiyon testi (RTCIT) 

 

 Doku kültürü enfeksiyon testi, doku süspansiyonlarında ya da sıvı biyolojik 

materyallerde enfeksiyöz kuduz virusu (RABV) ya da diğer lysavirusların hücre 

kültürü teknikleri kullanılarak invitro olarak tepit edilmesini sağlar. İnsanlarda ve 

hayvanlarda kuduz enfeksiyonuna bağlı ölüm sonrası teşhis için beyin örnekleri 

yaygın olarak kullanılmaktadır ve DFAT için doğrulayıcı metot olarak kabul 

edilmektedir (WHO, 2018). 

 

 Test prosedürü kısaca; inokulasyon sonrası hücrelerdeki viral enfeksiyon 

spesifik inküzyonların oluşumuna neden olur ve genellikle enfeksiyondan 18-24 saat 

sonra hücre fiksasyonu ardından spesifik anti-rabies antikor floresan konjugat ile 

boyama yapılarak saptanması şeklindedir (Larghi ve ark., 1975; Smith ve ark., 1977; 

Smith ve ark., 1978; Sureau, 1986 ve Rudd ve ark., 1980). Hücre sitoplazmasında 
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parlak yeşil floresan inklüzyonlar floresan miksroskop yardımı ile tespit edilir (WHO, 

2018). 

 

 

            1.9.3. Nükleik asit tespiti 

            1.9.3.1. Reverz Transkriptaz Polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) 

 

 Ribonükleik asit kökenli lyssaviruslerin tespiti için PCR testleri hassas 

metotlardır. Viral nükleoproteini kodlayan N geninin fazla miktarda kopyalanması 

metotuna dayanmaktadır (OIE, 2018). Kuduz RNA'sı, ters transkriptaz (RT) 

kullanılarak bir DNA molekülüne kopyalanır ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 

kullanılarak amplifiye edilir 

(https://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/amplification_methods.html). Geleneksel (jel 

bazlı) panlyssavirus hemi-nested RT-PCR (hnRT-PCR) testi ve Real Time pan-

lyssavirus RT-PCR testi şüpheli numunelerdeki Lyssavirus RNA'sının tespiti için 

kullanılmaktadır. hnRT-PCR metotunun temel avantajı PCR sonucu elde edilen 

amplikonların genetik analiz çalışmalarında kullanılabilmesidir. Ancak değerlendirme 

kısmında elektroforez gibi ilave ekipman gerekliliği vardır.   Real Time PCR ise 

geleneksel metota göre daha hassas ve daha kısa zamanda analiz imkanı sağlamaktadır 

(OIE, 2018). 

 

 

           1.9.4.Serolojik testler 

 

 Kuduz enfeksiyonu durumunda, kan serumunda virusa özgü antikorlar klinik 

belirtilerin başlangıcından sonra geç dönemde ortaya çıktığı için insanlarda ve 

hayvanlarda kuduz teşhis metotu olarak serolojik yöntemler kullanıma uygun 

değildir. Esas olarak serolojik testler kuduz aşılarına karşı oluşan bağışıklık tepkisini 

https://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/amplification_methods.html
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değerlendirmek maksadıyla kullanılmaktadır. Virus nötralize edici antikor titreleri, 

Floresan Antikor Nötralizasyon Testi (FAVN) ve  Hızlı Floresan Odak İnhibisyon 

Testi (RFFIT) metotları kullanılarak değerlendirmeye alınır. Uluslararası ticaret ya da 

seyahat maksadıyla yurt dışına çıkacak evcil hayvanların kan serumları  

(https://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/diagnosis-rabies) ve oral aşılama 

kampanyalarından sonra immunizasyon takibi için nötralizasyon testleri 

uygulanmaktadır (OIE, 2018). Serumda kuduz antikor varlığının değerlendirilmesi 

açısından nötralizasyon testlerine bir alternatif olarak ELISA testi kullanılabilmektedir 

(Esterhuysen ve ark., 1995). ELİSA testi ile özellikle glikoprotein ve nükleoprotein 

olmak üzere kuduz virusu antijenlerine spesifik bağlanabilen antikorlar tespit 

edilebilmektedir (https://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/diagnosis-rabies). 

Daha kısa sürede sonuç verme ve canlı RABV veya hücre kültürü gerektirmeden 

uygulanabilme kolaylıklarına sahip ELISA testi, RFFIT ve FAVN testlerinin aksine 

nötralizasyon antikor ölçülemez, ancak serum numunesindeki spesifik olarak kuduz 

antijenlerine bağlanabilen antikor konsantrasyonunu tahmin edilebilir. Bu 

konsantrasyon, viruse karşı doğrudan bir koruma önlemi sağlamaz çünkü kaydedilen 

titre, viruse bağlanan ancak viruse karşı savunmaya katkıda bulunmayabilen 

antikorları da içermektedir (Esterhuysen ve ark., 1995). 

 

 

           1.9.5.Elektron mikroskobi 

 

 Elektron mikroskobu kullanılarak virusların yapısal bileşenleri ve 

inklüzyonları detaylı olarak gözlemlenebilir. Mikroskobik bakıda Kuduz virusu 

Rabdovirus ailesinde yer alması dolayısı ile mermi şeklinde parçacıklar şeklinde 

görülmektedir (https://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/amplification_methods.html). 

 

 

 

https://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/diagnosis-rabies
https://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/diagnosis-rabies
https://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/amplification_methods.html
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           1.9.6. Fixed Kuduz Virusu Suşları 

           1.9.6.1. Laboratuvar Suşları 

 

 Laboratuvar suşları olarak orijinal Pateur virus suşunun türevleri olan CVS 

(Challenge/Control Virus Strain) ve PMPV (Pitman-More Pasteur Virus) yaygın 

olarak kullanılmaktadır (Smith ve ark., 1993). CVS suşunun iki kararlı varyantı olan 

CVS-B2c ve CVS-N2c farelerde patojenite ve nöronlara etki bakımından farklılık 

göstermektedir (Morimoto ve ark., 1999).  Laboratuvar suşları teşhis metotu olarak 

virus nötralizasyon ve fokus inhibisyon testlerinde kullanılmakta olup aynı zamanda 

kuduz enfeksiyonuna karşı mücadelede kullanılan aşıların potens testlerinde 

kullanılmaktadır. 

  

           1.9.6.2.Aşı Suşları  

 

Louis Pateur tarafından 1985 yılında yapılan ilk kuduz aşısından bu yana kuduz 

enfeksiyonu ile mücedele için yapılan aşı çalışmalarında  önemli ilerlemeler 

kaydedilmiştir (Dietzschold ve ark., 2003). Geçmişten günümüze kadar Kuduz aşısı 

üretiminde kullanılan zayıflatılmış aşı suşları: Pasteur Virus (PV), Evelyn Rokitniki 

Abelseth (ERA), Street-Alabama-Dufferin (SAD), 3aG, Fuenzalida S-51 ve S-91, Ni-

Ce, SRV9, PM, Nishigahara, RC-HL, Kelev, Flury, “Shelkovo-51”, “O-73 Uz-

VGNKI”, “RV-71”, “Krasnopresnenskii-85” ve RV-97 suşudur (Borisov ve ark., 

2002; Fodor ve ark., 1994; Gruzdev ve Nedosekov, 2001; Ito ve ark., 2001ve Steck ve 

ark., 1982). 
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           1.10. Korunma 

 

 Köpek popülasyonunun %70'i aşılandığında bir bölgede kuduzun başarıyla 

kontrol altına alınabileceğini ve kuduz bulaşını önleyerek insan ölümlerinin 

engellenebileceği tahmin edilmektedir 

(https://www.cdc.gov/rabies/location/world/index.html). Yabani hayvanlarda 

kuduzun kontrol altına alınması için enfekte hayvanlardan sağlıklı hayvanlara bulaş 

zincirinin kırılması önem arzetmektedir. Kuduz riskli bölgelere aşılı yemler dağıtılarak 

vahşi vektörlerden kuduzun elimine edilmesinde etkili bir yöntemdir. Evcil 

hayvanların kuduz aşılamasıyla amaç, bireysel olarak hayvanları koruyarak kayıpları 

en aza indirmektir (Yang ve ark., 2013). 

 

  Son yıllarda hayvanlarda kuduzun önlenmesi veya kontrol altına alınması 

amacıyla dünya çapında güvenli ve etkili olan modifiye canlı aşı, inaktive kuduz aşısı 

ve oral modifiye canlı aşı gibi çeşitli kuduz aşıları geliştirilmiş ve immunizasyon 

sağlamak maksadıyla kullanılmıştır (Yang ve ark., 2013). Kuduz enfeksiyonunun 

kontrolü için kullanılan aşılar uygulama yollarına göre sınıflandırılabilir (WHO, 

2013). 

 

            1.10.1. Paranteral aşılar 

            1.10.1.1. Modifiye-canlı Enjektabl aşılar 

 

Embriyolu tavuk veya ördek yumurtaları üzerinde ardışık pasajlarla embriyolu 

yumurtalara adapte edilmiş modifiye kuduz suşlarından (örn. Flury suşu)  üretilmiştir 

(Briggs, 2011). SAD ya da ERA gibi hücre kültürüne adapte suşlardan da 

üretilebilirler. Bu aşılar kuduza neden olabildikleri için “güvenli” olarak kabul 

edilmediğinden evcil hayvanlarda kullanılmamaktadır (WHO, 2013). 

 

 

https://www.cdc.gov/rabies/location/world/index.html
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           1.10.1.2. İnaktif (monovalan veya kombine) Enjektabl Aşılar 

 

 İnaktif (ölü) aşılar güvenli ve ucuz olduğu için evcil hayvanlarda kullanımı çok 

yaygındır (OIE, 2013). Primer hücre ya da devamlı hücre hatlarında üretilebilen inaktif 

aşılar tek başına (monovalan) veya diğer hayvan hastalıkları için diğer viral 

antijenlerle kombinasyon halinde (kombine) kullanılabilirler (Briggs, 2011 ve WHO, 

2013). Challenge Virus Standart (CVS), Flury LEP, Flury HEP, Evelyn Rokitniki 

Abelseth (ERA), Vnukovo-32, Street Alabama Dufferin (SAD), Pasteur Virus (PV) ve 

Pitmann Moore (PM), gibi birçok kuduz virusu suşu inaktif hayvan kuduz aşıları 

üretimi için kullanılmaktadır (Reculard, 1996). 

 

           1.10.1.3. Rekombinant Vektör (monovalan/kombine) Enjektabl Aşılar 

 

 Kediler için kuduz glikoproteini eksprese eden bir Canarypox virus aşısı 

mevcuttur. Piyasada mevcut olan aşılar feline panlökopeni, feline calicivirus ve feline 

herpes virus ile kombine haldedir (WHO, 2013). 

 

           1.10.2.Oral aşılama  

 

 Oral aşılama kampanyalarında yem içerisindeki aşı içeriği, yemlerin dağıtım 

stratejisi, etkili ve güvenli bir aşısının kullanılması gibi faktörler aşı kampanyanın 

etkinliği üzerinde önemli role sahiptir (te Kamp ve ark., 2020). Gastro-intestinal 

sistemde kuduz virusu hızlı bir şekilde inaktive edileceği için aşı virusunun oral kavite 

içinde alınması virusa karşı bağışıklık tepkisinin gelişmesinde önem arzetmektedir 

(Baer ve ark., 1975). Özellikle Tonsilla palatina bölgesinin aşı suşunun tropizmi ve 

replikasyonu için en önemli bölge olduğu düşünülmektedir. Hayvan türleri arasında 

farenksin lenforetiküler dokusundaki morfolojik yapı bu bölgede virus alımı ve 

çoğalmasında türler arasında farklılıklara neden olarak aşıya karşı duyarlılık ya da 

direnç oluşuna sebep olamaktadır (Vos ve ark., 2017). Farklı konakçı türlerinde oral 

aşılama sonrası koruyucu immun yanıtı oluşturmak için gereken aşı titreleri farklılık 
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gösterdiğinden (Vos ve ark., 2017) oral aşılı baitler hedef olan hayvan türüne göre 

tasarlanmalıdır (Rosatte ve ark., 1992; WHO, 2012 ve WHO, 2018c). Tilki ve rakun 

köpekleri dışındaki rezervuar türlerde oral aşılı baitler ile kuduza karşı koruyucu bir 

bağışıklık yanıtı oluşturmada halen zorluklar yaşanmaktadır (Vos ve ark., 2017). 

Kuzey Amerika'da kızıl tilkilerde ( Vulpes vulpes ), boz tilkilerde ( Urocyon 

cinereoargenteus ) ve çakallarda ( Canis latrans ) (Macınnes ve ark., 2001; Sidwa ve 

ark., 2005 ve Velasco-Villa ve ark., 2017) ve Avrupa'da  kırmızı tilkiler ve rakun 

köpeklerde (Nyctereutes procyonoides ) oral aşılama başarılı olurken (Freuling ve 

ark., 2013 ve Müller ve ark., 2015) rakunlar ( Procyon lotor ) ve çizgili kokarcalar 

( Mephitis mephitis ) gibi bazı hedef türlerde oral bağışıklamanın verimsiz veya 

değişken etkinlikte olduğu gözlemlenmiştir (Maki ve ark., 2017 ve Slate ve ark., 

2009). Yaban hayatının oral aşılanması ya maksadıyla attenüe kuduz virusu  ya da 

rekombinant formda yüksek titreli modifiye edilmiş canlı virus aşıları kullanılmaktadır 

(Kieny ve ark., 1984). 

 

           1.10.2.1.Modifiye Canlı Aşı 

 

 Modifiye edilmiş canlı aşı suşlarının tümü 1935 yılında Amerika Birleşik 

Devletleri'nin Alabama eyaletinde kuduz bir köpekten izole edilen SAD (Street 

Alabama Dufferin)  suşundan türetilmiştir  (Fenje, 1960). 

 

            1.10.2.2. Rekombinant Canlı Aşı 

 

 Rekombinant vaccinia kuduz glikoprotein virus (V-RG), ERA suşunun 

glikoprotein geninin vaccinia suşuna (Kopenhag suşu)  dahil edilmesiyle 

geliştirilmiştir (Cliquet, 2008 ve Wiktor ve ark., 1984). Poxvirus gen ekspresyonu ile 

elde edilen V-RG'nin güvenlik ve etkinlik çalışmaları maksadıyla kuduz rezervuarı 

olarak rakunlar ve kızıl tilkiler ile aşılama çalışmaları yürütülmüştür (Blancou ve ark., 

1986; Rupprecht ve ark., 1986 ve Sami ve ark., 2020). 
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 Vahşi yaşamda kuduzları kontrol etmek için adenovirus vektörlü kuduz virusu 

(ERA) glikoprotein rekombinant aşısı (ONRAB®) geliştirilmiştir (Shen ve ark., 2012 

ve Sobey ve ark., 2019). Kanada'da kızıl tilki (Vulpes vulpes), rakun (Procyon lotor) 

ve çizgili kokarca (Mepthis mephitis) gibi yaban hayatı türlerinde oral aşılama 

maksadıyla kullanılmıştır (Fry ve ark., 2013).  

 

 OIE son yıllarda kuduz enfeksiyonunun kontrol stratejisinde köpeklerin 

paranteral aşılamasının yanısıra oral aşılama kampanyanlarına da dahil edilmesini 

desteklemektedir. Enfeksiyonun yayılmasında önemli rol oynayan serbest dolaşan ve 

yakalanamayan köpeklerin oral aşılama ile aşılanması köpek aracılı bulaş zincirinin 

elimine edilmesinde önem arzetmektedir (OIE, 2018). Ancak parenteral aşılama ile 

köpeklerde >% 95 oranında oluşan güçlü bağışık yanıt oral aşılama ile aynı oranda 

garanti edilememektedir. Bu sebeple sahipli ya da yakalanabilir köpekler için birincil 

bağışıklama yöntemi olarak paranteral aşılama önerilmektedir (WHO, 2018c). 

 

Kuduz enfeksiyonun yeniden ortaya çıkışının önlenebilmesi ancak bölgesel bir 

yaklaşımla sürekli oral aşılama programları uygulaması ile önlenebilmektedir. Bu 

sebeple 2021–2022 yıllarında Arnavutluk, Bosna-Hersek, Bulgaristan, Hırvatistan, 

Yunanistan, Macaristan, Karadağ, Polonya, Romanya, Sırbistan ve Slovakya için 

kuduz eradikasyon programları planlanmaktadır (Lojkić ve ark., 2021). Ülkemizde de 

kuduzla mücadele amacıyla yaban hayat için oral aşılama kampanyaları, evcil 

hayvanlar için ise paranteral aşılama çalışmaları devam etmektedir.  

 

Vampir yaraslarda kuduz kontrol yöntemi olarak, yakalanan yarasaların sırt 

kısımlarına uygulanan antikoagülan macun kullanımı ile yarasa popülasyonunun 

azaltılmasıdır. Serbest bırakılan yarasalar karşılıklı tımar yoluyla zehiri koloniye 

yayar. Ancak bu yöntem sınırlı alanlarda kısa süreli çözüm önerisi sunmaktadır 

(Johnson ve ark., 2014). 
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Kuduzla mücadele, bir bütün olarak düşünülmelidir. Şüpheli hayvanla temas-

sonrası profilaksi uygulanması, risk altındaki kişileri temas-öncesi profilaksiyle 

bağışıklama, rezervuar hayvanlarda enfeksiyonun kontrolü amacıyla aşılama 

(özellikle evcil köpekler) ve başıboş köpek popülasyonlarının kontrolü ve toplumsal 

farkındalık kuduzla mücadelede en önemli rol oynamaktadır 

(http://www.who.int/topics/rabies/en).  

 

 Bu bilgiler ışığında planlanan bu tez çalışmasında; 

 

 Türkiye orijinli saha örneklerinin dahil olduğu farklı Kuduz virusu suşlarının 

hücre kültürüne adaptasyonun sağlanması 

 

 2013-2020 yılları arasında evcil ve vahşi hayvan orjinli Kuduz virusu saha 

suşlarının Nükleoprotein (N) ve Glikoprotein (G) gen bölgelerinin tam genom 

analizlerinin yapılması 

 

 Hücre kültürüne adaptasyonu sağlanan Kuduz saha izolatlarının aşılanmış 

hayvanlardan elde edilen serum örneklerinde Kuduz spesifik antikor varlığını 

tespit edebilme özelliklerinin sorgulanması 

 

 Kullanılan farklı hücre kültürlerine virus adaptasyonu sonrası N bölgelerindeki 

baz değişimlerinin moleküler tekniklerle kontrolü 

 

 Ülkemiz orjinli saha izolatlarının yerli Kuduz aşısı üretimine katkı 

sağlayabilmesi için yeni projelere hammadde olarak hizmet etmesi 

hedeflenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

http://www.who.int/topics/rabies/en
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2.GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

           2.1.Gereç 

 

           2.1.1. Virolojik ve Serolojik Çalışmalarda Kullanılan Örnekler 

 

 Doktora tez çalışması, Etlik Veteriner Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü 

Etik Kurulu (Karar No:2018/09) (Ek-1) izni ve TAGEM (06.09.2019 tarihli AYK 

kararı, Destek no: HSGYAD/A/20/A5/P6/1856) proje desteği ile yapılmıştır. 

 

 Bu tez çalışmasında, saha izolatı kazanımı amacıyla 18 adet Kuduz virus 

pozitif beyin örneği ve serolojik çalışmalar amacıyla 72 adet evcil aşılı kedi ve 

köpeklerden elde edilen serum örnekleri kullanıldı (Gıda ve Kontrol Genel 

Müdürlüğü’nün 76899830-604.01.01[020]-E.3741514 sayılı izni).  

 

 Türkiye’nin farklı coğrafik bölgelerinden 2013-2020 yılları arasında Etlik 

Veteriner Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü’ne gönderilen ve -80 oC’de muhafaza 

edilen beyin örnekleri kullanıldı. Örneklerin alındığı iller ve hayvanlara ait bilgiler 

Çizelge 2.1’de verildi. 

 

  Serolojik değerlendirme amacıyla Etlik Veteriner Kontrol Merkez Araştırma 

Enstitüsüne gönderilen toplam 72 adet (köpek=43, kedi= 29) kan serum örneği 

kullanıldı. Kan serumları -20 oC’ de muhafaza edildi. Örneklere ait bilgiler Çizelge 

2.2’de verildi. 
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 EVKMAE Kuduz Teşhis Laboratuvarı bünyesinde bulunan referans Kuduz 

virusları PV (Pasteur Virus) ve CVS-11 (Challenge Standart Virus) hücre kültürü 

adaptasyon çalışması için kullanıldı. 

 

Çizelge 2.1. 18 adet Kuduz pozitif saha örneğine ait bilgiler.  

Konakçı türü İzolasyon Yılı Coğrafik lokasyonu Ait olduğu dal Örneklendirme 

ismi 

Sığır  2014 Hatay Kafkas 
1K 

Köpek 2014 Şanlıurfa Kafkas 
2K 

Eşek 2013 Şanlıurfa Kafkas 
 3K 

Köpek 2020 Ardahan Kafkas 
K1 

Köpek 2014 Sivas Doğu 
4D 

Tilki 2013 Kahramanmaraş Doğu 
5D 

Tilki 2013 Kahramanmaraş Doğu 
6D 

Sığır 2020 Balıkesir Batı 
D1 

Sığır 2020 Çanakkale Batı 
D2 

Sığır 2020 Çanakkale Batı D3 

Sığır 2020 Balıkesir Batı D4 

Tilki 2013 Balıkesir Batı 7B 

Porsuk 2013 Çanakkale Batı 8B 

Tilki 2014 Aksaray Batı 9B 

Eşek 2020 Mardin Doğu B1 

Sığır 2020 Hakkari Doğu B2 

Sığır 2020 Elazığ Doğu B3 

Sığır 2020 Diyarbakır Doğu B4 
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Çizelge 2.2. Kuduz antikor varlığı bilinen serum örneklerine ait bilgiler. 

  

Örnek 

Kodu 

Hayvan 

Türü 

Uygulanan 

Aşı Adı 

 Örnek 

Kodu  

Hayvan 

Türü 

 

Uygulanan 

Aşı Adı 

1 413 Köpek  A aşısı 37 66431 Köpek A aşısı 

2 452 Köpek  B aşısı 38 66455 Köpek E aşısı 

3 453 Köpek  B aşısı 39 554 Kedi E aşısı 

4 454 Köpek  B aşısı 40 603 Köpek D aşısı 

5 465 Köpek  C aşısı 41 604 Köpek D aşısı 

6 470 Kedi C aşısı 42 605 Köpek A aşısı 

7 472 Köpek  E aşısı 43 606 Köpek E aşısı   

8 483 Köpek  C aşısı 44 611 Kedi E aşısı 

9 484 Köpek D aşısı 45 65847 Kedi D aşısı 

10 489 Kedi E aşısı 46 65873 Köpek E aşısı 

11 490 Kedi A aşısı 47 65879 Kedi D aşısı 

12 537 Köpek  E aşısı 48 65887 Köpek D aşısı 

13 551 Kedi E aşısı 49 65910 Kedi A aşısı 

14 584 Kedi C aşısı 50 65911 Kedi A aşısı 

15 593 Kedi C aşısı 51 65955 Kedi E aşısı 

16 594 Köpek  C aşısı 52 65966 Köpek D aşısı 

17 595 Köpek  C aşısı 53 65994 Köpek A aşısı 

18 596 Köpek  C aşısı 54 65995 Köpek A aşısı 

19 48338 Köpek D aşısı 55 65996 Köpek A aşısı 

20 48869 Köpek E aşısı 56 66013 Kedi E aşısı 

21 49925 Köpek E aşısı 57 66014 Kedi E aşısı 

22 703 Köpek E aşısı 58 66025 Köpek E aşısı 

23 706 Kedi D aşısı 59 66026 Köpek E aşısı 

24 708 Kedi E aşısı 60 66028 Köpek C aşısı   

25 717 Köpek E aşısı 61 66046 Köpek D aşısı 

26 746 Köpek E aşısı 62 66095 Kedi E aşısı 

27 757 Kedi D aşısı 63 66133 Köpek B aşısı 

28 768 Köpek E aşısı 64 66139 Köpek A aşısı 

29 769 Kedi E aşısı 65 66178 Köpek E aşısı   

30 851 Kedi A aşısı 66 66190 Kedi E aşısı 

31 853 Köpek E aşısı 67 66228 Kedi E aşısı 

32 877 Köpek A aşısı 68 66229 Kedi E aşısı 

33 894 Köpek E aşısı 69 66913 Kedi A aşısı 
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34 66231 Kedi E aşısı 70 66923 Köpek E aşısı 

35 66337 Kedi E aşısı 71 66926 Kedi A aşısı 

36 66349 Köpek D aşısı 72 67149 Kedi D aşısı 

 

 

           2.1.2. Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler 

 

 Tez çalışmasında kullanılmak üzere temin edilen kimyasal ve sarf malzemeleri 

aşağıda listelendi. 

 

1. Phusion DNA polymerase  

2. 1000 bp DNA Ladder  

3. Pipet tip 

4. Pipet p10 

5. Pipet p100 

6. Pipet p300 (Çok kanallı) 

7. Steril tek kullanımlık pipet (5 ml ve10 ml) 

8. dNTP mix 

9. Nitril eldiven medium 

10. Agoroz jel 

11. Water Molecular biology grade 

12. PBS Solution 

13. MEM vasat (1X) 

14. DMEM vasat (1X) 

15. Fetal Bovine Serum 
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16. Tyrpsine-EDTA Solution %0,25 

17. 25 cm2 hücre kültürü flaskı 

18. 96 gözlü pleyt 

19. Lam ve lamel 

20. Kurutma kağıdı  

21. Fujirebio FITC Anti Rabies İmmunoglobulin  

22. Goat anti Mouse ıgG FITC  

23. 10X TBE Buffer  

 

            2.1.3.Kitler 

 

 Tez çalışmasında kullanılan kitler aşağıda belirtilmiştir. 

 

1. MagNa Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit (Roche) 

2. PCR Clean-Up Kit 

3. CDNA Synthesis Kit 

4. PCR Gel Extraction Kit 

 

            2.1.4. Cihazlar 

 

Tez çalışmasındaki araştırmalar Etlik Veteriner Kontrol Merkez Araştırma 

Enstitüsü Kuduz Teşhis Laboratuvarı bünyesinde bulunan cihazlar kullanılmıştır. 

 

1. Holten Biyolojik Güvenlik Kabini 
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2. MagNa Pure Compact (Roche, Germany)  

3. Bio-Rad Thermal Cycler (PTC 0220) (Bio-Rad, Meksika) 

4. Sartorius Hassas Terazi 

5. Mikrodalga Fırın   

6. Consort Elektroforez Sistemi (EV233) 

7. Etüv (CO2li) (ECO-170-230, Excella) 

8. Hettich Soğutmalı Santrifüj (Universal 320R 1406) 

9. NanoDrop Spektro-fotometre (ND-1000) 

10. Olympus Floresan Mikroskop 

11. Kodak Gel Logıc 2200 Imagıng System 

12. Daigger Vortex (G-560E) 

13. Applied Biosystems (Abi prism 3500 genetic analyzer) 

14. UV Transilluminator  

15. +4 °C Buzdolabı 

16. -20 °C Derin dondurucu 

17. -80 °C Derin dondurucu 
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           2.2. Yöntem 

           2.2.1. Floresan Antikor Testi (FAT) 

 

 Kuduz teşhisinde altın standart olan metot için 18 adet beyin numunesinin her 

biri bistirü ile küçük parçalara ayrıl. Kurutma kağıdına konan beyin doku parçasıyla 

lam üzerine bası uygulandı. Hazırlanan preparatlar -20°C’ de asetonda 30 dakika 

fikzasyona bırakıldı. Preparat üzerine FITC Anti-Rabies Monoklonal Globulin 

(FUJİREBİO® Diagnostic, Inc., USA) damlatılıp 30 dakika 37°C etüvde inkube 

edildi. Süre sonunda 1X PBS (pH 7,4)  ile 10 dakika yıkamanın ardından distile su ile 

yıkama yapılan preparatlar kurutuldu. İmmersiyon yağı damlatılan preparatların üzeri 

lamel ile kapatılırak floresan mikroskop altında floresan yeşil renkte kuduz spesifik 

antijenik yapılar (Negri cisimcikleri) gözlemlendi. FAT testi ile araştırmada kullanılan 

pozitif beyin örneklerinin doğrulaması yapıldı. 

 

            2.2.2. Hücre Kültürlerine Virus İnokulasyonu  

 

 Üç dala ait toplamda 18 adet kuduz pozitif beyin örneği Minimum Essential 

Medium (MEM) (Gibco, USA) içinde % 20' lik süspansiyon olarak hazırlanıp 

vortekslendi. Süspansiyon 3 000 rpm' de 10 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası 

süpernatant enjektör ve 0,2 µm filtre ile süzüldü. Her bir örneğe ait süpernatant BHK-

BSR (Clone13), VERO (CCL-81) ve Murine Neuroblastoma (Na 42/13) hücre 

hatlarına inokule edildi. Kuduz referans virus suşları CVS (Challenge virus standart) 

ve PV (Pasteur virus) de aynı hücre hatlarına inokulasyon yapıldı. Bu amaçla, saha 

örnekleri için enfeksiyon çokluğu (MOI) 1 olacak şekilde adsorbsiyonlu virus ekim 

metotu kullanılmış olup; %90 monolayer kaplı 25 cm2 doku kültürü şişelerinde 

gerçekleştirildi. Virusun üremesi için 37oC’de 72 saat inkubasyonun ardından doku 

kültürü şişeleri -80oC’de dondurulup 37oC’de çözdürme yapılarak 5000 rpm de 15 dk 

(+4 oC’de) santrifüj edildi. Elde edilen süpernatantlar steril tüplere porsiyonlanarak 
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-80 oC’de donduruldu.  Saha virus suşlarının hücre kültürüne adaptasyon ve izolasyonu 

maksadıyla yapılan 3 kör pasajın ardından floresan boyama ile üreme kontrolü yapıldı. 

Toplamda her örnek için en az 10 kör pasaj inokulasyona alındı. Kuduz referans virus 

suşları (PV ve CVS-11) ise 0,5 MOI olacak şekilde 0,25 ml’de sulandırma yapılarak 

72 saat inkubasyon periyodu ile 3 kör pasaj olacak şekilde BHK-BSR (Clone13), 

VERO (E6) ve Murine Neuroblastoma (Na 42/13) hücre hatlarına inokulasyonları 

gerçekleştirildi.  

 

            2.2.3. Monoklonal Antikorlar ile Virus Üreme Tespiti 

 

 Üreme kontrolü maksadıyla saha viruslarının hücre kültürüne 3. ve 6. 

Pasajlarından sonra floresan işaretli monoklonal antikorlar ile boyamaları yapıldı. 

Hücre kültürlerine adapte olup üreme gösteren viruslar; N gen için FITC Anti-Rabies 

Monoklonal Globulin (FUJİREBİO® Diagnostic, Inc., USA) ile boyanarak floresan 

parlamalar mikroskop altında gözlemlendi. Referanz viruslar için ise 1. ve 3. Pasaj 

sonunda infektivite kontrolü için aynı şekilde floresan boyamaları gerçekleştirildi. 

 

           2.2.4. Virus Titrasyonu 

 

 Floresan işaretli monoklonal antikor ile üremede pozitiflik tespit edilen saha 

örnekleri 6. pasajda, referenz kuduz virusu suşları ise 3.pasajda titrasyon testine alındı. 

Virus izolatlarının standardizasyonu amacıyla Frey ve Liess’in (1971) bildirdiği 

metota göre virusların 10 katlı dilusyonları hazırlandı ve 96 gözlü pleytlerde titrasyon 

testi yapıldı. Direkt Floresan Antikor Tekniği (dFAT) ile boyama yapılarak, Sperman-

Kärber metotu ile DKID50/ml’de olacak şekilde hesaplaması yapıldı. Virus tittrasyonu 

ile üç farklı hücre hattına  (Murine Neuroblastoma, BHK BSR Clone 13 ve VERO) 

inokulasyonu yapılan kuduz viruslarının enfeksiyözite güçleri belirlendi. 
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Spearman-Kärber metotu hesaplaması; 

                Log10 DKID50 / ml =  - [ X0 - d / 2 + d ( r / n) ] 

 

            X0 : İnokulasyon yapılan tüm konakçılarda pozitiflik tespit edilen en düşük sulandırma 

değerinin Log10 'u. 

 

          d : Sulandırma faktörünün Log10 'u. 

 

          n : Her sulandırma için kullanılan konakçı sistem sayısı. 

 

          r : X0 ve daha düşük sulandırmalarda tespit edilen pozitiflerin toplamı. 

 

 

 

            2.2.5. Floresan Antikor Virus Nötralizasyon (FAVN) Testi  

 

 Virus titrasyon testi ile titresi belirlenen hücre kültürüne adapte saha virusu ile 

daha önce kuduz aşısı ile aşılanmış ve kuduz antikor varlığı bilinen hayvanlara ait 72 

adet serum örneği FAVN testine alındı. Aynı şekilde, hücre kültürü adaptasyonları 

gerçekleştirilen kuduz referenz PV ve CVS virusları aynı serum örnekleriyle ayrı ayrı 

FAVN testine alındı ve serumların antikor titreleri IU/ml olarak hesaplandı.  

 

 Test Protokolü; Kuduz antikor tespiti için kullanılacak serum numuneleri 

56°C’de 30 dakika inaktive edildi. 96 gözlü mikropleytin tüm kuyucuklarına 100 μl 

MEM vasatı ilave edildi. Her serum örneği alt alta sıralı dört göz kuyucuğa 50 μl ilave 

edilerek çok kanallı pipet yardımıyla 1/3 den 1/729 dilüsyona kadar seyreltildi. Bu 

sulandırma işlemi test kontrolü olarak; virus titrasyon, OIE serum (referans serum), 

negatif ve pozitif kontrol serumlarının bulunduğu pleyt için de uygulandı.  Sulandırma 

işleminin ardından titresi bilinen ve standardize edilmiş virustan (100DKID50) her 

kuyucuğa 50 µl ilave edildi. Mikropleytler % 2,5 CO2’li inkübatörde 60 dk 35 oC’de 

inkübe edildi. İnkübasyon sonrası büyüme ortamında seyreltilmiş 100 µl hücre 
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süspansiyonundan her bir kuyucuğa 4x105 hücre/ml konsantrasyonda ilave edildi. 

Üzeri kapatılmış pleytler % 2,5 CO2’li 35oC’lik etüvde 48 saat inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyon sonunda etüvden alınan pleytlerden içerik uzaklaştırılarak %80’lik aseton 

ile 30 dk oda ısısında fiksasyon işlemi yapıldı ve ardından aseton uzaklaştırılarak 

pleytler kurumaya bırakıldı. Her bir göze çalışma dilusyonu üreticinin tavsiyelerine 

göre hazırlanan, FITC Anti-Rabies Monoklonal Globulin (FUJİREBİO® Diagnostic, 

Inc., USA) ilave edilerek 37oC’de 30 dk inkübasyona bırakıldı. İnkubasyon sonrası 

içerik dökülerek her kuyucuk iki kez PBS ve bir kez distile su ile yıkandı ve kurutma 

yapıldı. Sonuçlar 10X’lik oküler büyütme ile floresan mikroskop altında 

değerlendirilmeye alındı. Floresan parlamaların olmadığı kuyucuklar negatif olarak 

değerlendirildi. Bir veya daha fazla floresan hücre parlaması pozitif değerlendirilerek 

sonuçlar, Sperman-Kärber yöntemine (Kärber 1931) göre hesaplandı. Serum titreleri 

her testte yer alan Referans Serum titresi ile karşılaştırılarak ml başına IU olarak ifade 

edildi. Her testin geçerliliği virus titrasyon (DKID50), referans serum (D50) ve pozitif 

standart (D50)’dan elde edilen sonuçlar ve geriye titrasyon kontrolüne göre 

değerlendirildi (Cliquet ve ark., 1997 ve Smith ve ark., 1973).  FAVN testi sonucunda, 

referenz viruslarla ve saha suşu ile elde edilen seroloji sonuçlarının SN50 değerleri ile 

karşılaştırılarak genel serolojik değerlendirmeleri yapıldı. 

 

 Seroloji sonuçlarının istatistiksel yönden değerlendirilmesinde Kruskal-Wallis, 

Ki-Kare metotu, standart sapma, standart hata ve yüzde hesabı kullanıldı. 

 

 

            2.2.6. Viral Nükleik Asit İzolasyonu  

 

 Türkiye’nin farklı illerinden gönderilen kuduz pozitif beyin örneklerinin ve 

hücre kültürü inokulasyonu ile sonrası üremesinde pozitiflik alınan izolatların 

ekstraksiyonu, MagNa Pure Compact (Roche, Japan) cihazı ve MagNa Pure Compact 

Nucleic Acid Isolation Kit I (Roche, Almanya) kullanılarak üreticinin talimatları 

doğrultusunda gerçekleşirildi. RNA ekstraksiyonu sonunda elde edilen nükleik asit 
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miktarı NanoDrop TM spektrofotometre (ND-1000, Thermoscientific, USA) ile ölçümü 

yapıldı.  Moleküler çalışmada kullanılıncaya kadar ekstraktlar -20 oC’ de muhafaza 

edildi. 

 

 

2.2.7.Viral RNA’dan Reverz Transkriptaz Enzimi (RT) Yardımıyla 

Komplementer DNA (cDNA) Sentezi 

 

 Ekstraksiyon sonrasında elde edilen viral RNA’nın revers transkripsiyonu 

amacıyla Revert Aid ™ First Standart cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, 

USA) kullanıldı. Yapılan karışımların içerikleri ve uygulanan ısı döngüleri Çizelge 2.3 

ve 2.4’ de verildi. Tüm bu işlemler için termal döngü cihazı (Bio-Rad, Meksika) 

kullanıldı. 

 

 

Çizelge 2.3. Reverse Transcriptaz Polimeraz Chain Reaksiyonu (RT-PCR) için mix hazırlanması. 

 

Mix 1 Mix 2 

Moleküler Düzeyde Deiyonize Su 3 µl 5X Reaksiyon Buffer 2 µl 

Random Hekzomer Primer 0,5 µl 10 mM dNTP mix 1 µl 

Viral RNA 3 µl Reverse Transcriptase Enzim 0,5 µl 

Toplam 6,5 µl Toplam 3,5 µl 

Toplam reaksiyon hacmi  10 µl 
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Çizelge 2.4. RT-PCR uygulama protokolü. 

 

Isı Süre Protokol 

70 oC 5 dk. Mix 1 

 

25 oC 10 dk.  

Mix 1+ Mix 2 37 oC 60 dk. 

72 oC 5 dk. 

 

 

2.2.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

 

 RABV enfeksiyonunun moleküler karakterizasyonu amacıyla N (full 1536 bp)  

ve G (full 1778 bp) gen bölgeleri seçilmiş olup beyin örneklerine hedef gen bölgesini 

çoğaltan primerler ile RT-PCR uygulanmıştır. İlgili ürünlerin elde edilmesi amacıyla, 

Çizelge 2.5’ de bildirilen primerler kullanılarak Thermo Scientific Phusion DNA 

polymerase kullanılarak PCR reaksiyonu gerçekleştirildi. Çalışmada kullanılan gen 

bölgeleri (Şekil 2.1) için PCR karışım bileşenleri ve PCR döngüsüne ait zaman/siklus 

bilgileri Çizelge 2.6 ve 2.7’de gösterildi. 
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Çizelge 2.5. RABV tanısı ve moleküler karakterizasyonu için kullanılan primer dizinleri. 

 

Primerler Ürün 

Büyüklüğü 

Dizin (5’→3’) Referans 

NF(forward)  

1536 bp 

ACGCTTAACAACAAAAYCADAGAAG  

(Feng ve ark., 2019) NR(reverse) GGRTTGACGAARATCTTGCTCAT 

GF(forward)  

1778 bp 

CGCTGCATTTYATCAAAGTCAAG 

GR(reverse) TGMAYGGAGTTCAAGGAGGAC 

 

 

Şekil 2.1. Kullanılan primerlerin genler üzerindeki yerleri. 

 

 

Çizelge 2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) karışım bileşenleri. 

Bileşen  Miktar  

Moleküler Deiyonize Su  10µl  

MgCl2  0,6µl  

5X Phusion Buffer   4µl  

Primer- forward   1µl  

Primer- reverse  1 µl  

Phusion DNA polymerase  0,2 µl  

dNTP Mixture (10mM)  0,6 µl  

DMSO  0,6 µl  
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Çizelge 2.7. İlgili primerlara ait PCR döngü protokolleri. 

 N gen PCR Dögüsü G gen PCR Dögüsü 

Başlangıç 

Denaturasyonu 

98°C → 30 sn  98°C  →  30 sn 

Döngü  98°C → 10 sn 

52°C → 30 sn 35 siklus 

72°C → 45 sn 

 98°C→ 10 sn 

56,7°C → 30 sn 40 siklus 

 72°C→ 50 sn 

Son Uzama 72°C→ 10 dk  72°C→ 10 dk 

 

 

2.2.9. PCR Ürünlerinin Agaroz Jel Elektroforezi 

 

 PCR sonucunda elde edilen amplikonları görüntülemek için, GelRed® 

(Biotium, ABD)  içeren %1,5’ luk agaroz jel (Sigma, ABD) hazırlandı. Agaroz jelin 

hazırlanmasında ve tank tamponunda TBE (Tris Borate-Ethylene Diamine Tetra 

Acetic Acid (EDTA)) solüsyonu kullanıldı. Isı yardımıyla (mikro dalga fırın) solüsyon 

içinde çözünen agaroz, soğutulduktan sonra üzerine 0,5 µg/ml oranında GelRed® 

(Biotium, ABD)  konuldu ve karıştırıldı. Jel tarakları yerleştirilmiş olan jel küvetine 

bu karışım döküldü. 20 dakika sonra donmuş olan jel elektroforez tankına yerleştirldi. 

 

 Elde edilen PCR ürünleri yükleme boyası (6X Loading Dye, Thermo 

Scientific, Lithuania) ile karıştırılarak jele yüklendi. Ürün büyüklüğünün yaklaşık 

olarak belirlenebilmesi için 1000 bp’lik marker (Thermo Scientific, Lithuania) 

solüsyonundan en dıştaki kuyucuklara 1µl yüklendi. Ürünler yaklaşık 20 dakika, 16 

Volt/cm elektrik akımına tabi tutuldu. Jel görüntüleme sistemi (Kodak, Gel Logic 

1500) kullanılarak PCR sonucu oluşan amplikonlar UV ışık altında görüntülendi. 
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2.2.10. Amplikonların Purifikasyonu 

 

 Amplikonlar görntülendikten sonra dizin analizi yapılabilmesi için saflaştırma 

işlemine tabi tutuldu. PCR sonucunda beklenilen büyüklükte tek bir bant elde 

edilmişse “clean-up’’ kiti (DyeEx 2.0 spin kit, Qiagen) kullanıldı. Beklenen bant 

dışında farklı bantlar da var ise, ticari “gel extraction’’ kiti (QIAquick Gel Extraction 

Kit, Qiagen, USA) kullanıldı. Söz konusu kullanılan kite ait protokol aşığıda 

belirtilmiştir. 

 

Jel Ekstarksiyon Protokolü 

 

 Görüntülenen spesifik bant steril bisturi yardımıyla %1’ lik agaroz jelden 

kesilerek darası alınan ependorf tüplere konuldu. Ağırlıkları ölçülen bantların 

ağırlığının 3 katı miktarda “Buffer QG’’ solüsyon konuldu. 50 oC’ de 10 dk bekletilip 

eppendorf tüpteki jelin tamamen erimesi sağlandı. Numuneye 1 jel volumünde 

izoproponol eklenip karıştırıldı. Yıkama için QIAquick kolonuna 0,75 ml Buffer PE 

eklenip vakumlandı. QIAquick kolonu temiz 1,5 ml’lik mikrosantrifüj tüplerine 

alınarak 17.900xg (13000 rpm) devirde 1 dk santrifüj edildi. QIAquick kolonu temiz 

1,5 ml’lik mikrosantrifüj tüplerine alınır membran merkezine 50 µl Buffer PE eklendi 

ve  17.900xg (13000 rpm) devirde 1 dk santrifüj edildi. Elde edilen amplikonlar 

kontrol amacıyla tekrar agaroz jelde yürütüldü, uygun olanlar sekans analizine kadar -

20 oC’ de saklandı. 

 

 

Clean-up Protokolü 

 

 Filtreler kapakları gevşek şekilde oda ısısında 2300 rpm devirde 3 dk santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası süzülen kısım atıldı. Steril eppendorf tüplere alınan filtrelere 
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PCR ürünü ilave edilerek 2300 rpm devirde 3 dk santrifüj edildi. Elde edilen 

amplikonlar kontrol amacıyla tekrar agaroz jelde yürütüldü, uygun olanlar eppendorf 

tüp içinde sekans analizine kadar -20 oC’ de saklandı. 

 

 

 2.2.11. Dizin Analizi 

 

 Saflaştırılan PCR ürünlerine BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(Thermo Fisher Scientific, USA) kullanıldı. Boyalı nükleotidlerle işaretleme işlemi 

Çizelge 2.8’ de gösterilen reaksiyon karşımı ve ısı döngülerinde gerçekleştirildi. 

Sanger metotuna göre yapılan dizin analizi için ABI 3500 DNA Analyzer (Applied 

Biosystem, ABD) cihazı kullanıldı.  

 

Çizelge 2.8. DNA Dizi Analizi Reaksiyon Karışımı ve Isı Döngüsü. 

DNA Dizi Analizi Reaksiyon Karışımı  

Program ve Döngü Sayısı 
Bileşen Forward 

(µl) 

Reverse (µl) 

BigDye™ Terminator 3.1 

Ready Reaction Mix 

4  96 °C→ 1 dk 

96 °C→ 10 sn 

50 °C→ 5 sn      

60 °C→ 4 dk 

 4 °C→ Hold 

BigDye™ Terminator v1.1& v3.1 5X 

Sequencing Buffer 

 

2  

Forward Primer (3.2 µM) 2 - 

Reverse Primer  (3.2 µM) - 2 

Deiyonize su (RNase/DNase free) 2 2 

DNA 2 2 

Toplam  12 12 

25 siklus 
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2.2.12. Moleküler in slico analiz, Karakterizasyon ve Filogenetik Ağaç 

Oluşturulması 

 

Analiz sonrası dizinler National Center for Biotechnology Information 

(NCBI)’ ın veri tabanında yer alan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 

programına (Camacho ve ark., 2009) yüklendi. Dizin analizi konfirmasyonu 

sağlanarak moleküler karakterizasyon işlemleri gerçekleştirildi. 

 

Sekans analizleri sırasında histogramları kontrol etmek amacıyla Moleküler 

Evolutionary Genetic Analysis version 7.0 (MEGA v.7) (Kumar ve ark., 2016) 

programının ‘‘Tracer’’ bölümü kullanıldı. Aynı gen bölgesine ait dizilerin çoklu 

hizalaması ‘‘Clustal W Aligment’’ kullanılarak yapıldı. Hizalama sonrası dizinler 5’ 

ve 3’ uçlarından kesilerek uzunluk eşitlemeleri yapıldı. Nükleotid bazlı değişiklikler 

izlenerek karşılaştırma yapıldı. 

 

N ve G gen yönünden tam genom analizi yapılan örneklerin sekansları ile 

NCBI’ın altında yer alan GenBank veri tabanından referans dizinler ve diğer ülke 

suşları alındı (Benson ve ark., 2014). BioEdit programında Clustal W yöntemi ile 

hizalama işlemi yapılarak filogenetik analize geçildi. Modelleme için ‘‘Find best DNA 

models’’ işlemi yapıldı. Modelleme sonrası Maksimum Likelihood (ML) ağacı 

oluşturmak için programda Maximum Likelihood istatistiksel metotu, Kimura-2 

parametre modeli, 1000 bootstrap tekrarı seçildi. İşlem sonunda filogenetik ağaç elde 

edildi ve ağaç üzerinde tiplendirme yapıldı. N ve G gen sekans verileri kullanılark 

BioEdit programında RABV örneklerinin dizinlerine ait amino asit yapıları 

oluşturuldu (Hall, 1999). 
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3.BULGULAR 

 

 

3.1. Floresan Antikor Testi Sonuçları 

 

 Sahadan elde edilen 18 adet beyin numunesinden hazırlanan preparatlar 

floresan boyama yapılarak floresan mikroskop altında floresan yeşil renkte kuduz 

spesifik antijenik yapılar yönünden incelendi ve Negri cisimcikleri gözlemlendi (Şekil 

3.1). 

 

 

   

1K 2K 3K 

   

4D 5D 6D 

   

7B 8B 9B 
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K1 D1 D2 

   

D3 D4 B1 

   

B2 B3 B4 

Şekil 3.1. Kuduz virusu pozitif beyin örneklerinde floresan yeşil renkte negri cisimcikleri görüntüsü. 

 

 

3.2. Hücre Kültürüne Virus İnokulasyonu ve Monoklonal Antikor 

Boyama Sonuçları 

 

 18 adet saha suşunun hücre kültürü (Vero, BHK BSR Clone 13 ve Murine 

Neuroblastoma) adaptasyonu için gerçekleştirilen 3 kör pasaj ardından dFAT 

boyaması yapıldı; üç adet saha örneğinde (1K, 2K ve 8B) Murine Neuroblastoma 

hücre kültüründe floresan parlama görülmesi ile virusun üreme tespiti sağlandı 

(Çizelge 3.1). Enfeksiyözite gücünün arttırılması amacıyla 10 pasaj olacak şekilde 

hücre kültürü inokulasyonu yapıldı ve üreme kontrolünde pozitiflik veren 
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Neuroblastoma hücre hattındaki örnekler için 10. pasajda titre tayini yapıldı.  

Neuroblastoma hücre hattında iyi üreme gösteren bir adet saha örneği (1K) titre artışı 

maksadıyla 15 kere pasajlandı ve titre tayini yapıldı (Çizelge 3.3). 

 

 3 kör pasaj ardından dFAT boyamada üreme görülmeyen BHK-21 ve VERO 

hücre hattı için 3 kör pasaj daha yapılarak boyama ile üreme kontrol basamağı 

tekrarlandı. Toplamda 10 hücre kültürü pasajı yapılan ve floresan boyama sonucu 

ışıldama vermeyen örnekler için enfeksiyöz virus partikülü bulunmadığı veya BHK-

21 ve VERO hücre kültürüne adaptasyonunun gerçekleştirilemediği sonucuna varıldı.   

 

 Referenz Kuduz viruslarının (PV ve CVS) hücre kültürü (Vero, BHK BSR 

Clone 13 ve Murine Neuroblastoma) adaptasyonları da aynı metotla değerlendirildi. 

CVS suşu 1. Pasajda üç hücre kültüründe de üremede pozitiflik gösterdi. Ancak 

ilerleyen pasajlarda Vero hücre kültüründe üreme tespiti yapılamadı. PV suşu florasan 

boyama sonucunda BHK BSR Clone 13 ve Murine Neuroblastoma hücre kültüründe 

üreme sonucu parlama verirken Vero hücre kültüründe floresan parlama tespit 

edilemedi (Çizelge 3.2). Üreme kontrolünde pozitiflik veren hücre hattındaki referenz 

viruslar için 3. Pasajın sonunda titrasyon testi yapıldı (Çizelge 3.4).  
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Çizelge 3.1. Monoklonal antikor boyama sonucu hücre kültüründe üreme gösteren Kuduz saha virusları.  

Pozitif Saha 

Virusu  

Murine 

Neuroblastoma-

3.Pasaj Üreme 

Kontrolü 

Murine 

Neuroblastoma-

6.Pasaj Üreme 

Kontrolü 

BHK BSR 

Clone 13 -

3.Pasaj 

Üreme 

Kontrolü 

BHK BSR 

Clone 13 -

6.Pasaj 

Üreme 

Kontrolü 

Vero-

3.Pasaj 

Üreme 

Kontrolü 

Vero-

6.Pasaj 

Üreme 

Kontrolü 

1K-Kafkas 

Dalı + + ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ 

2K-Kafkas 

Dalı + + ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ 

3K-Kafkas 

Dalı ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ 

4D-Doğu Dalı ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ 

5D-Doğu Dalı ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ 

6D-Doğu Dalı ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ 

7B-Batı  

Dalı ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ 

8B-Batı  

Dalı + + ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ 

9B-Batı 

 Dalı ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ 

K1-Kafkas 

Dalı ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ 

D1- Batı Dalı ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ 

D2- Batı Dalı ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ 

D3- Batı Dalı ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ 

D4- Batı Dalı ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ 

B1- Doğu  

Dalı ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ 

B2- Doğu  

Dalı ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ 

B3- Doğu 

 Dalı ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ 

B4- Doğu  

Dalı ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ ꟷ 
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Çizelge 3.2. Monoklonal antikor boyama sonucu hücre kültüründe üreme gösteren referenz kuduz 

virusları. 

Refenz 

Virus 

Murine 

Neuroblastoma-

1.Pasaj Üreme 

Kontrolü 

Murine 

Neuroblastoma-

3.Pasaj Üreme 

Kontrolü 

BHK BSR 

Clone 13 -

1.Pasaj 

Üreme 

Kontrolü 

BHK BSR 

Clone 13 -

3.Pasaj Üreme 

Kontrolü 

Vero-

1.Pasaj 

Üreme 

Kontrolü 

Vero-

3.Pasaj 

Üreme 

Kontrolü 

CVS + + + + + ꟷ 

PV + + + + ꟷ ꟷ 

 

 

 

3.3. Virus Titrasyon Sonuçları 

 

 Hem saha (1K, 2K, 8B) hemde referenz (PV, CVS-11) virusların 96 gözlü 

pleytlerde floresan boyama sonucu parlama veren gözleri Sperman-Kärber metotu 

hesaplanarak DKID50/ml olacak şekilde titreleri belirlendi (Çizelge 3.3 ve 3.4). 

 

Çizelge 3.3. Saha virusları hücre kültürü pasajları sonunda yapılan titrasyon sonuçları (DKID50/ml). 

Pozitif Saha Virusu  

Murine 

Neuroblastoma-

10.Pasaj 

Titrasyon 

BHK BSR Clone 13 

-10.Pasaj Titrasyon 

Vero-

10.Pasaj 

Titrasyon 

Murine 

Neuroblastoma-

15.Pasaj 

Titrasyon 

1K-Kafkas Dalı 102.5 - - 107 

2K-Kafkas Dalı 101.5 - - - 

8B-Batı Dalı 100.5 - - - 
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Çizelge 3.4. Referenz Kuduz virusu ile hücre kültürü 3.pasaj sonunda yapılan titrasyon sonuçları 

(DKID50/ml). 

Hücre Hattı/İnokule Edilen Virus 1.Pasaj 2.Pasaj 3.Pasaj 

BHK BSR Clone 13  / PV 105.25 106 106.25 

BHK BSR Clone 13 / CVS 105.5 105.75 106.25 

VERO / PV _ _ _ 

VERO / CVS 102.75 101.75 _ 

Murine Neuroblastoma / PV 105.75 105.75 105.75 

Murine Neuroblastoma / CVS 107 107.25 108 

 

 

 

            3.4.Floresan Antikor Virus Nötralizasyon Testi Sonuçları 

 

 Titrasyon testi sonucunda en yüksek titreye sahip saha virusu ve referenz 

virusların (PV, CVS-11) 72 adet serum örneği ile ayrı ayrı değerlendirilmeye alındığı 

FAVN testleri sonunda; pleytler floresan mikroskopta 10x büyütme ile kontrol edildi,  

sonuçlar kayıt altına alınarak Spearman-Kaerber metotu ile hesaplamaları yapıldı. 

Bulunan değerler Referans Seruma göre IU/ml cinsinden hesaplandı (Çizelge 3.5). 

Aynı şekilde hücre kültürü adaptasyonları gerçekleştirilen Kuduz referenz PV ve CVS 

virusları aynı serum örnekleriyle ayrı ayrı FAVN testine alındı. Referenz viruslar ve 

saha suşu ile elde edilen seroloji sonuçlarının SN50 değerleri ile karşılaştırılarak 

Çizelge 3.5’te gösterildi.  
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Çizelge 3.5.  Kuduz antikor varlığı bilinen serum örneklerinin CVS, PV ve Saha suşu ile ayrı ayrı 

gerçekleştirilen FAVN testi sonucu. 

  Örnek 

Kodu 
Hayvan 

Türü 
Uygulanan 

Aşı Adı  

CVS Suşu ile 

FAVN Testi 

Sonucu 

PV  Suşu ile 

FAVN Testi 

Sonucu  

Saha Suşu 

ile  FAVN 

Testi 

Sonucu 

1 413 Köpek  A aşısı 23,4 IU 23,4 IU 5,9 IU 

2 452 Köpek  B aşısı 23,4 IU 17,8 IU 7,8 IU 

3 453 Köpek  B aşısı 23,4 IU 17,8 IU 4,5 IU 

4 454 Köpek  B aşısı 13,5 IU 7,8 IU 2,6 IU 

5 465 Köpek  C aşısı 7,8 IU 2,6 IU 5,9 IU 

6 470 Kedi C aşısı 10,3 IU 4,5 IU 3,4 IU 

7 472 Köpek  E aşısı   40,5 IU 17,8 IU 4,5 IU 

8 483 Köpek  C aşısı ≥70,1 IU 40,5 IU 30,8 IU 

9 484 Köpek D aşısı 17,8 IU 10,3 IU 4,5 IU 

10 489 Kedi E aşısı   30,8 IU 23,4 IU 5,9 IU 

11 490 Kedi A aşısı ≥70,1 IU 70,1 IU 5,9 IU 

12 537 Köpek  E aşısı   ≥70,1 IU 23,4 IU 17,8 IU 

13 551 Kedi E aşısı    30,8 IU 10,3 IU 7,8 IU 

14 584 Kedi C aşısı 4,5 IU 3,4 IU 1,1 IU 

15 593 Kedi C aşısı ≥70,1 IU 13,5 IU 17,8 IU 

16 594 Köpek  C aşısı 23,4 IU 2,6 IU 4,5 IU 

17 595 Köpek  C aşısı 13,5 IU 1,5 IU 5,9 IU 

18 596 Köpek  C aşısı 30,8 IU 23,4 IU 23,4 IU 

19 48338 Köpek D aşısı ≥40,5 IU 23,4 IU 7,8 IU 

20 48869 Köpek E aşısı   7,8 IU 2,0 IU 2,0 IU 

21 49925 Köpek E aşısı   ≥53,3 IU 23,4 IU 40,5 IU 

22 703 Köpek E aşısı   ≥53,3 IU 23,4 IU 30,8 IU 

23 706 Kedi D aşısı ≥53,3 IU ≥70,1 IU ≥40,5 IU 

24 708 Kedi E aşısı   ≥53,3 IU 40,5 IU 17,8 IU 

25 717 Köpek E aşısı   5,9 IU 0,7 IU 1,1 IU 

26 746 Köpek E aşısı   7,8 IU 5,9 IU 5,9 IU 

27 757 Kedi D aşısı 10,3 IU 4,5 IU 2,6 IU 

28 768 Köpek E aşısı   17,8 IU 7,8 IU 4,5 IU 

29 769 Kedi E aşısı   10,3 IU 7,8 IU 4,5 IU 

30 851 Kedi A aşısı ≥53,3 IU ≥ 53,3 IU ≥40,5 IU 

31 853 Köpek E aşısı   ≥53,3 IU 17,8 IU 7,8 IU 

32 877 Köpek A aşısı 0,5 IU 0,5 IU 2,6 IU 
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33 894 Köpek E aşısı   ≥40,5 IU 23,4 IU 10,3 IU 

34 66231 Kedi E aşısı   ≥70,1 IU ≥70,1 IU ≥40,5 IU 

35 66337 Kedi E aşısı   ≥70,1 IU 30,8 IU 23,4 IU 

36 66349 Köpek D aşısı ≥53,3 IU 17,8 IU 23,4 IU 

37 66431 Köpek A aşısı 17,8 IU 10,3 IU 3,4 IU 

38 66455 Köpek E aşısı   1,5 IU 0,5 IU 0,7 IU 

39 554 Kedi E aşısı   30,8 IU 23,4 IU 4,5 IU 

40 603 Köpek D aşısı 10,3 IU 4,5 IU 2,6 IU 

41 604 Köpek D aşısı 1,1 IU 0,3 IU 0,3 IU 

42 605 Köpek A aşısı 3,4 IU 2,6 IU 5,9 IU 

43 606 Köpek E aşısı   ≥70,1 IU 23,4 IU 23,4 IU 

44 611 Kedi E aşısı   ≥70,1 IU ≥70,1 IU ≥40,5 IU 

45 65847 Kedi D aşısı 17,8 IU 23,4 IU 5,9 IU 

46 65873 Köpek E aşısı   13,5 IU 5,9 IU 4,5 IU 

47 65879 Kedi D aşısı ≥53,3 IU 7,8 IU 4,5 IU 

48 65887 Köpek D aşısı 10,3 IU 3,4 IU 2,0 IU 

49 65910 Kedi A aşısı ≥53,3 IU 40,5 IU 13,5 IU 

50 65911 Kedi A aşısı ≥40,5 IU 13,5 IU 23,4 IU 

51 65955 Kedi E aşısı   ≥40,5 IU 23,4 IU 17,8 IU  

52 65966 Köpek D aşısı 5,9 IU 3,4 IU 4,5 IU 

53 65994 Köpek A aşısı 5,9 IU 2,6 IU 4,5 IU 

54 65995 Köpek A aşısı 13,5 IU 0,1 IU 5,9 IU 

55 65996 Köpek A aşısı 30,8 IU 5,9 IU 2,6 IU 

56 66013 Kedi E aşısı   17,8 IU 4,5 IU 2,6 IU 

57 66014 Kedi E aşısı   10,3 IU 7,8 IU 3,4 IU 

58 66025 Köpek E aşısı   1,5 IU 13,5 IU 2,0 IU 

59 66026 Köpek E aşısı   23,4 IU 0,9 IU 1,5 IU 

60 66028 Köpek C aşısı 17,8 IU 7,8 IU 3,4 IU 

61 66046 Köpek D aşısı 30,8 IU 7,8 IU 23,4 IU 

62 66095 Kedi E aşısı   1,5 IU ≥40,5 IU 1,1 IU 

63 66133 Köpek B aşısı 7,8 IU 1,14 IU 1,5 IU 

64 66139 Köpek A aşısı 10,3 IU 2,6 IU 2,6 IU 

65 66178 Köpek E aşısı   ≥53,3 IU 2,6 IU ≥40,5 IU 

66 66190 Kedi E aşısı   ≥53,3 IU ≥70,1 IU ≥40,5 IU 

67 66228 Kedi E aşısı   ≥70,1 IU ≥70,1 IU 7,8 IU 

68 66229 Kedi E aşısı   17,8 IU ≥53,3 IU ≥53,3 IU 

69 66913 Kedi A aşısı 3,4 IU 7,8 IU 1,1 IU 

70 66923 Köpek E aşısı   17,8 IU 1,5 IU 4,5 IU 

71 66926 Kedi A aşısı 13,5 IU 23,4 IU 4,5 IU 

72 67149 Kedi D aşısı ≥40,5 IU 7,8 IU 10,3 IU 
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3.5. Virolojik Kontrol Sonuçları 

 

3.5.1. Viral Nükleik Asit İzolasyon Sonuçları 

 

 Sahadan elde edilen 18 adet kuduz pozitif beyin örneği ve hücre kültürü 

inokulasyonu sonrası üremede pozitiflik alınan izolatların RNA ekstraksiyonu ile elde 

edilen nükleik asit miktarları NanoDrop TM spektrofotometre (ND-1000, 

Thermoscientific, USA) ile ölçüldü. Elde edilen ürünlerdeki nükleik asit miktarları 

Çizelge 3.7’ da gösterildi. 

 

Aşı İsmi Adet CVS suşu 
≥70,1 ≥53,3 ≥40,5 31 23 18 14 10 7,8 5,9 4,5 3,4 2,6 2 1,5 1,1 0,9 0,7 0,5 Titresiz

A aşısı 14 1 2 1 1 1 1 2 1 1 2 1

B aşısı 4 2 1 1

C aşısı 9 2 1 1 1 1 1 1 1

D aşısı 13 3 2 1 2 3 1 1

E aşısı 32 6 6 3 3 1 4 1 2 2 1 3

Aşı İsmi Adet PV suşu
≥70,1 ≥53,3 ≥40,5 31 23 18 14 10 7,8 5,9 4,5 3,4 2,6 2 1,5 1,1 0,9 0,7 0,5 Titresiz

A aşısı 14 1 1 1 2 1 1 1 1 3 1 1

B aşısı 4 2 1 1

C aşısı 9 1 1 1 1 1 1 2 1

D aşısı 13 1 2 1 1 3 2 2 1

E aşısı 32 4 1 2 1 8 2 1 1 3 2 1 1 1 1 1 1 1

Aşı İsmi Adet Saha İzolatı (1K)
≥70,1 ≥53,3 ≥40,5 31 23 18 14 10 7,8 5,9 4,5 3,4 2,6 2 1,5 1,1 0,9 0,7 0,5 Titresiz

A aşısı 14 1 1 1  4 2 1 3 1

B aşısı 4 1 1 1 1

C aşısı 9 1 1 1 2 1 2 1

D aşısı 13 1 2 1 1 1 3 2 1 1

E aşısı 32 1 5 1 2 3 1 3 2 6 1 1 2 1 2 1

Çizelge 3.6. Farklı Kuduz aşıları ile aşılanmış serum örneklerinin Referenz viruslar ve Saha izolatı ile 

FAVN testi değerlendirmelerinde antikor titre dağılımları. 
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    Çizelge 3.7. Saha virusları viral nükleik asit miktarı (ng/uL) 

    (* : hücre kültürü inokulasyonu sonrası elde edilen izolatlar). 

 

 

 

3.5.2. RT-PCR Sonuçları 

 

 RABV yönünden pozitif tespit edilen sahadaki hayvanlara ait beyin örnekleri 

full N ve G bölgelerine yönelik primerlerle, hücre kültürü adaptasyonu başarılı olan 

izolatlar (*1K-Kafkas, *2K- Kafkas, *8B-Batı) ise kısmi N gen bölgesine yönelik 

Rabies virus spesifik primer ile analize alınarak konvansiyonel PCR amplikonları elde 

edildi.  

  

 Aynı şekilde, hücre kültürü adaptasyonları gerçekleştirilen kuduz referenz 

suşların (PV ve CVS) seri pasajlar sonucu genetik yapısında herhangi bir değişim olup 

olmadığının belirlenmesi amacıyla kısmi N gen bölgesi bakımından konvansiyonel 

PCR yapıldı ve amplikonlar agaroz jelde görüntülendi.  

 

Örnek İsmi Viral Nükleik 

Asit Miktarı 

  

Örnek İsmi 

 

Viral Nükleik 

Asit Miktarı 

1 1K-Kafkas 11,5 14 D4- Batı 44,7 

2 2K-Kafkas 83,2 15 B1- Doğu 39,0 

3  3K-Kafkas 7,4 16 B2- Doğu 149,1 

4 4D-Doğu 29,3 17 B3- Doğu 62,4 

5 5D-Doğu 32,6 18 B4- Doğu 42,6 

6 6D-Doğu 45,2 19 *1K-Kafkas 26,2 

7 7B-Batı 67,3 20 *2K-Kafkas 9,6 

8 8B-Batı 28,3 21 *8B-Batı 26,4 

9 9B-Batı 51,5 22 *PV-BHK 18,6 

10 K1-Kafkas 70,8 23 *PV-Na 15,1 

11 D1- Batı 81,3 24 *CVS-BHK 12,9 

12 D2- Batı 19,6 25 *CVS-Na 21 

13 D3- Batı 18,5    
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                             Şekil 3.2. Saha viruslarına ait N gen amplikonlarına ait jel görüntüsü. 

 

 

 

Şekil 3.3. Saha viruslarına ait G gen amplikonlarına ait jel görüntüsü. 

 

 

3.5.3.Dizin Analizi ve Filogenetik Analiz Sonuçları 

 

 Konvansiyonel RT-PCR’da RABV yönünden pozitif olarak belirlenen 

örneklerden (Şekil 3.2 ve 3.3)  en iyi ürün veren 18 örnek dizin analizine alındı. 

Toplamda N gen bölgesine ait 15 örnek ve G gen bölgesine ait 16 örneğe ait RABV 

dizinlerinin GenBankasına kayıtları yapılarak erişim numaraları alındı. N gen bölgesi 

için 3 adet (3K, 6D ve 9B), G gen bölgesi için 2 adet (3K ve 9B) örneğin moleküler 

karakterizasyonları yapılamamıştır. GenBankasına girilen örneklere ait bilgiler 

Çizelge 3.8’ de verildi. 
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 Elde edilen dizinler GenBank’tan alınan diğer Rabiesvirus dizinleri ile 

karşılaştırıldı ve ülkemizde seyir gösteren RABV örneklerinin tamamının filogenetik 

olarak ‘‘Cosmopolitan’’ lineajında yer aldığı tespit edildi (Şekil 3.4 ve Şekil 3.5).  

 

Çizelge 3.8. RABV yönünden dizin analizi yapılan örneklere ait bilgiler. 

No Örnek 
ismi 

Dizin/Kod Şehir Yıl N gene 
Accession No 

G gene 
Accession No 

Tür 

1 K1 TR-Rabies-N-Dog-

2020-K1 

 

Ardahan 2020 MZ391102 MZ391117 Köpek 

2 D1 TR-Rabies-N-

Cattle-2020-D1 

 

Balıkesir 2020 MZ391106 MZ391121 Sığır 

3 D2 TR-Rabies-N-

Cattle-2020-D2 

 

Çanakkale  2020 MZ391103 MZ391118 Sığır 

4 D3 TR-Rabies-N-

Cattle-2020-D3 

 

Çanakkale 2020 MZ391104 MZ391119 Sığır 

5 D4 TR-Rabies-N-

Cattle-2020-D4 

 

Balıkesir 2020 MZ391105 MZ391120 Sığır 

6 B1 TR-Rabies-N-

Donkey-2020-B1 

 

Mardin 2020 MZ391112 MZ391127 Eşek 

7 B2 TR-Rabies-N-

Cattle-2020-B2 

 

Hakkari 2020 MZ391107 MZ391122 Sığır 

8 B3 TR-Rabies-N-

Cattle-2020-B3 

 

Elazığ 2020 MZ391108 MZ391123 Sığır 

9 B4 TR-Rabies-N-

Cattle-2020-B4 

 

Diyarbakır 2020 MZ391109 MZ391124 Sığır 
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 Bu çalışmada elde edilen RABV örnekleri N gen bölgesi bakımından 

GenBanktan elde edilen verilerle karşılaştırıldığında ülkemizde Cosmopolitan 

lineajının yaygın olarak Cosmopolitan ME1a, Cosmopolitan CA2 ve Cosmopolitan 

ME2 olmak üzere 3 alt linaja ayrıldığı görüldü. Yalnızca bir örneğin (K1- MZ391102) 

Cosmopolitan CA1 alt lineajında yer aldığı tespit edildi (Şekil 3.6). Bu çalışmadaki 

örnekler ile daha önce Türkiye’de tespit edilen (Marston ve ark., 2017b) Cosmopolitan 

ME1a grubunda yer alan RABV örneklerinin % 73 oranında benzer oldukları bulundu. 

Cosmopolitan CA1 alt lineajındaki Ardahan ilinden izole edilen örnek (K1- 

MZ391102) İran’da tespit edilen ‘‘Canis Lupus Familiaris’’ örneği ile %99 oranında 

benzer bulundu. Yine bu çalışmadaki Cosmopolitan ME2 alt lineajında yer alan 

10 1K TR-Rabies-N-2014-

Cattle-1K 

 

Hatay 2014 MZ391110 MZ391125 Sığır 

11 2K TR-Rabies-N-Dog-

2014-2K 

 

Şanlıurfa 2014 MZ391113 MZ391128 Köpek 

12 4D TR-Rabies-N-Dog-

2014-4D 

 

Sivas 2014 MZ391114 MZ391129 Köpek 

13 5D TR-Rabies-N-Fox-

2013-5D 

 

Kahramanmaraş 2013 MZ391115 MZ391130 Tilki 

14 6D TR-Rabies-Fox-

2013-6D 

Kahramanmaraş 2013 _ MZ391132 Tilki 

15 7B TR-Rabies-N-Fox-

2013-7B 

 

Balıkesir 2013 MZ391116 MZ391131 Tilki 

16 8B TR-Rabies-G-

Marten-2013-8B 

 

Çanakkale 2013 MZ391111 MZ391126 Sansar 
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örnekler ile daha önceden ülkemizde dizin analizi yapılan örnekler (David ve ark., 

2007 ve Troupin ve ark., 2016) yüksek düzeyde benzer oldukları tespit edildi. Tez 

çalışmasında 6D (TR-Rabies-Fox-2013-6D) örneğine ait N gene dizin verileri elde 

edilemedi.    

 

 Bu çalışmada elde edilen RABV örnekleri G gen bölgesi bakımından 

GenBankta yer alan diğer RABV verileri ile yakınlıklarını göstermek amacıyla çizilen 

filogenetik ağaç Şekil 3.7’de gösterildi. Bu gen bölgesine ait ülkemizde sirküle olan 

RABV dizinlerinin Cosmopolitan ME1a, Cosmopolitan ME2 ve Cosmopolitan CA2 

olmak üzere 3 alt lineaja ayrıldığı tespit edilmiştir. Aynı zamanda Etlik Veteriner 

Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü Kuduz Teşhis Laboratuvarı bünyesinde bulunan 

kuduz referans suşlarda (CVS ve PV) G gen bölgesi bakımından dizin analizine 

alınarak filogenitik ağaçta GenBanksında yer alan diğer RABV örnekleri ile 

yakınlıkları gösterildi (Şekil 3.7). 

 

 Sekans analizleri sonrası N ve G gen yönünden RABV örneklerinin amino asit 

(aa) benzerlik oranını gösteren tablo Şekil 3.4 ve Şekil 3.5’ te sunulmuştur. Tez 

çalışması ile elde edilen RABV saha örneklerinde N gen dizileri birbirleriyle %71.5-

99.4 aa homoloji sergiledi. Saha suşları ile GenBank izolatları karşılaştırıldığında 

%59.9-99.0 aa homolojisine sahip olduğu bulundu. Farklı küresel aşı suşları ile tez 

çalışmasındaki örnekler arasında N geninin filogenetik bir karşılaştırması % 58.1-93.8 

aa benzerlik ortaya koydu. G gen dizileri bakımından bakılan tez çalışmasındaki 

örnekler birbirleriyle %71.7-98.8 aa homoloji sergiledi. Ayrıca GenBanktan elde 

edilen KX148166 ile bu çalışmada elde edilen saha dizileri %88,5-98,3 aa 

homolojisine sahip oldukları tespit edildi. Benzer şekilde G gen dizileri saha örnekleri 

ile kuduz referans virus CVS (% 80,0- 94.4) ve PV (% 72.2- 97.2)  bakımından 

kıyaslandığında yüksek homoloji sergiledi. 

 

 Tez çalışmasındaki örnekler ile GenBanktan elde edilen RABV örneklerinde 

varyasyonlar yönünden N ve G gen bölgesindeki antijenik bölgeler amino asit 
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düzeyinde karşılaştırılarak benzerlik/farklılıkları Şekil 3.8 ve Şekil 3.9’da gösterildi. 

G gen bölgesi bakımından iki saha izolatı (1K ve 2K) ve bir saha örneğinin (B2), eski 

Cosmopolitan lineajı (KX148133) ile karşılaştırılmasında, antijenik bölge IIa ve III’de 

herhangi mutasyona rastlanmamıştır. D3 örneğinde 338.aa pozisyonunda Isoleucine 

(Ile) I  ―› Aspargine (Asn) N mutasyonu tespit edilmiş olup, aynı antijenik bölge 

içinde 331T (Threonine, Thr) mutasyonu görülmüştür. Antijenik bölge IIb içerisinde 

7G örneğinde 41S (Serine, Ser), 2K örneğinde 41V (Valine, Val) ve 42C (Cysteine, 

Cys) mutasyonu tespit edilmiştir. Antijenik bölge IIa içerisinde B1 örneğinde 199K 

(Lysine, Lys), B2 örneğinde 200T (Threonine, Thr) mutasyonu belirlenmiştir. N 

proteininin fosforilasyon bölgesi olan 389. aa bölgesinde hiçbir örnekte mutasyon 

görülmezken, antijenik bölge I ve III alanlarında K1, B1, B2, 1K, 2K, 4D, 5D ve 7B 

örneklerinde herhangi bir mutasyona rastlanmamıştır. Antijenik bölge I’de aa yapıda 

CVS suşunda 377S mutasyonunun varlığı dikkat çekerken aynı antijenik alan içinde 

D3 örneğinde 374T (Threonine, Thr) mutasyonu tespit edilmiştir. Antijenik alan III’ 

de yer alan amino asit değişimleri D2, D4, B3, B4 ve D1 örneklerinde Şekil 3.8’de 

gösterilmiştir. 
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                    Şekil 3.4. RABV örneklerinin N gen yönünden amino asit benzerlik ve farklılık tablosu. 
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Şekil 3.5. RABV örneklerinin tam G gen yönünden amino asit benzerlik ve farklılık tablosu. 
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 Bu çalışmada G gen bölgesi ektodomainde yer alan antijenik bölge II ve III de 

RABV patojenitesi üzerine etkili olan 242, 255, 268, 330 ve 333. amino asit 

pozisyonlarının bazılarında değişimler tespit edildi (Şekil 3.9). Benzer şekilde N gen 

bölgesi içinde kıyaslama yapılarak patojeniteden sorumlu NI ve NIII antijenik 

bölgelerdeki amino asit değişimlerinin tespiti yapıldı (Şekil 3.8). 

 

 Analizi yapılan Kuduz saha örneklerinin N ve G gen bölgelerine ait dizinler;  

amino asit farklılıkları ve benzerlikleri yönünden Referenz Kuduz virusu dizinleri ile 

karşılaştırıldı (Şekil 3.10 ve 3.11). 
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Şekil 3.10. Saha örnekleri ve Kuduz Refernz viruslara ait N gen bölgesi dizin analizlerinin a.a 

karşılaştırması. 
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Şekil 3.11. Saha örnekleri ve Kuduz Refernz viruslara ait G gen bölgesi dizin analizlerinin a.a 

karşılaştırması. 

 

 

 

 

Şekil 3.12. Seri pasajları yapılan saha ve referans virusların N gen filogenetik analizi. Filogenetik analiz 

yapılırken Maximum Likelihood istatistik metotu, Kimura-2 modeli ve 1000 bootstrap tekrarı tercih 

edildi.  ‘‘ ’’ şekli hücre pasajları sonrası CVS-11 virus, ‘‘ ’’ şekli hücre pasajları sonrası Pasteur 

virusa, ‘‘ ’’ şekli 1K saha örneğine ve  ‘‘ ’’ şekli Na hücre pasajı sonrası 1K saha izolatına ait bu 

çalışmada kazanılan dizinlerdir. 
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Şekil 3.13. Hücre kültürü adaptasyonu sonrası Saha izolatı (1K) ve Kuduz Referenz viruslara ait kısmi 

N gen bölgesi dizin analizlerinin a.a karşılaştırması. 

 

 Hücre kültürü adaptasyonu ardından genetik yapıda herhangi bir değişimin 

olup olmadığının belirlenmesi amacıyla kuduz referans viruslar (CVS-11 ve PV) ve 

saha izolatları (1K, 2K ve 8B) kısmi N gen bakımından moleküler analize alınarak 

filogenetik anilizi yapıldı (Şekil 3.12). Hücre kültür pasajı sonrasında viruslarda ortaya 

çıkan mutasyonlar tabloda gösterildi (Çizelge 3.9). 

 

    Çizelge 3.9. Hücre kültürü adaptasyonu ile saha izolatları ve referenz suşların mutasyonları. 

Virus Gen bölgesi Mutasyon Nükleotid Amino asit Değişimi 

1K N 13G > A E5K 

44A > T D15V 

524A > C K175T 

529A > C T177P 

534T >A F178L 

535G > C _ 

CVS-BHK N 534T > A F178L 

535G > A _ 

CVS-Na N 533T > A _ 

534T > A _ 

535G > T _ 

PV-BHK N 283T > G L95V 

533T > A F178Y 

535G > C _ 

PV-Na  N 283T > G  L95V 
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4.TARTIŞMA 

 

 

 Hem devlet desteği hem de Avrupa Birliği projesi ile finanse edilen evcil ve 

yaban hayattaki karnivorların aşılanması vasıtasıyla Ülkemizde etkin bir mücadele 

programı yürütülen Kuduz enfeksiyonu, gerek hayvan ve gerekse insan sağlığı 

açısından önemli viral zoonozlardan olup, bu vesile ile tek sağlık konseptinde 

değerlendirilen bir hastalıktır. Enfeksiyonla mücadelede kullanılan söz konusu aşıların 

yurt dışından ithalat yoluyla edinilmesi, yerel saha izolatı kazanımını zorunlu bir 

ihtiyaç haline getirmiş olup, bu doktora tezinin ana konusunu oluşturmaktadır. Bu 

bağlamda, öncelikli olarak farklı coğrafik bölgelere ve farklı hayvan türlerine ait 

Kuduz pozitif saha örneklerinden Türkiye orijinli yerel saha izolatlarının kazanımı 

sayesinde, Ülkemizin dışa bağımlılığını azaltacak aşı suşu adaylarının eldesi 

hedeflenmiştir. Ayrıca, Kuduz virusu N ve G gen bölgesine yönelik primerler 

kullanılarak iki gen bölgesine ait tam genomik moleküler karakterizasyonu yapılan 

saha izolatlarının arasından öne çıkan yerel suş kullanılarak yapılan nötralizasyon 

testleri ile de bu saha izolatının ticari Kuduz aşısı ile aşılanan hayvanların kan 

serumlarında nötralizan antikor tanıma kapasitesi sorgulanmıştır. Sonuç olarak; tıpkı 

referans viruslar gibi yerel saha izolatının da nötralizan antikorları tanıyabildiği tespit 

edilmiştir. 

 

 Lyssavirus tanısı için OIE tarafından Gold Standart test olarak tanımlanan 

Floresan Antikor Testi (FAT) (Dean ve ark., 1973 ve Marston ve ark., 2012b) ile 2013-

2020 yılları arasında Etlik Veteriner Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü Kuduz 

Teşhis Laboratuvarına gönderilen post-mortem beyin dokularından hazırlanan smear 

preparatlarda (n:18) viral antijenlerin tespitini takiben, doktora tezi materyalleri 

kazanıldı (Gıda ve Kontrol Genel Müdürlüğü’nün 76899830-604.01.01[020]-

E.3741514 sayılı izni). Türkiye’nin farklı coğrafik bölgelerinden 2013-2020 yılları 

arasında Etlik Veteriner Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü’ne gönderilen 18 adet 

(Sığır n:8, Köpek n:3, Tilki n:4, Porsuk n:1, Eşek n:2) kuduz pozitif saha beyin 
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örnekleri ve 2 adet (CVS-11, PV) Kuduz referenz suşları doktora tez çalışması 

kapsamında kullanılmıştır.  

 

 Ün ve ark. (2012) Türkiye’de Kuduz enfeksiyonunun yayılımında evcil 

hayvanların, özellikle de köpeklerin etkenin bulaştırılmasında, vahşi yaşamdan daha 

fazla payı olduğunu bildirmişler, ikinci vektör olarak ise tilkilerin özellikle ülkenin 

batı bölgesinde hastalığın yayılımında önemli rol aldığını belirtmişlerdir.  Bir başka 

çalışmada, Türkiye’deki sığırlardaki Kuduz pozitif vaka oranındaki artışa dikkat 

çekilerek, bu durumu yaban hayat Kuduz vaka sayılarının artışı ile  

ilişkilendirmişlerdir (Vos ve ark., 2014). T.C. Sağlık Bakanlığı Halk Sağlığı Genel 

Müdürlüğü’nün 2019 Kuduz Saha Rehberinde Kuduz enfeksiyonun hayvan türlerine 

göre dağılımında, hasta hayvanların % 90,17’sini evcil hayvanların oluşturduğu 

bildirilmiştir. Bu oranın % 43,62’sini köpekler ve % 36,63’ünü sığırlar oluşturmakta 

olup, bu 2 hayvan türü Türkiye’de en çok Kuduz vakalarının görüldüğü hayvan türleri 

olarak öne çıkmaktadır (https://hsgm.saglik.gov.tr/depo/birimler/zoonotik-vektorel-

hastaliklar-db/zoonotik-hastaliklar/2-Kuduz/6-Rehbler /Kuduz 

_Profilaksi_Rehberi.pdf). Türkiye’de insan Kuduz vakalarına yönelik bir çalışmada, 

kaynak olarak sığır gibi evcil hayvanların rolünün azımsanamayacak sayıda olduğu 

belirtilmiştir (Taşdemir ve ark., 2017).  

 

 Bu doktora tez çalışmasında Etlik Veteriner Kontrol Merkez Araştırma 

Enstitüsü Müdürlüğü’ne ülke genelinden gönderilen saha örneklerinden seçim 

yapılmış olup, 18 adet Kuduz pozitif örneğin 8’ini sığır orijinli örnekler 

oluşturmaktadır. Ülke coğrafyasındaki dağılımlarına göre; bu örnekler Hakkari (n=1), 

Hatay (n=1), Elazığ (n=1), Diyarbakır (n=1), Balıkesir (n=2) ve Çanakkale (n=2) 

illerinden gelmektedir. Bu bağlamda, Ülkemizin doğusu ve batısında sığırlarda Kuduz 

enfeksiyonunun yaygın olduğu kanaatine varılmıştır. Doktora tezi kapsamında; eşek 

(n=2) (Şanlı Urfa, Mardin) ve porsuk (n=1) (Çanakkale) gibi nadir kuduz pozitiflik 

tespit edilen türler de değerlendirilmiş olup, tür bazlı moleküler kıyaslama yapılmasına 

da imkan tanınmıştır.   

https://hsgm.saglik.gov.tr/depo/birimler/zoonotik-vektorel-hastaliklar-db/zoonotik-hastaliklar/2-Kuduz/6-Rehbler%20/Kuduz%20_Profilaksi_Rehberi.pdf).
https://hsgm.saglik.gov.tr/depo/birimler/zoonotik-vektorel-hastaliklar-db/zoonotik-hastaliklar/2-Kuduz/6-Rehbler%20/Kuduz%20_Profilaksi_Rehberi.pdf).
https://hsgm.saglik.gov.tr/depo/birimler/zoonotik-vektorel-hastaliklar-db/zoonotik-hastaliklar/2-Kuduz/6-Rehbler%20/Kuduz%20_Profilaksi_Rehberi.pdf).
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 Bu doktora tez çalışmasında, Kuduz virusu saha örnekleri ve referenz virusların 

moleküler karakterizasyonunu takiben, çeşitli hücre hatları kullanılarak virus 

izolasyonu çalışmaları eş zamanlı olarak planlanıp yürütülmüştür. Bu bölümde, 

öncelikle farklı hücre hatlarında virus izolasyonu çalışmalarının literatür eşliğinde 

tartışması yapılacak olup, ikinci kısımda moleküler karakterizasyon çalışmalarını 

takiben, son bölümde serolojik çalışma sonuçları tartışılacaktır.  

 

 Kuduz virusunun çeşitli hücre hatlarına adaptasyonunda dikkat edilmesi 

gereken husus, virus-spesifik reseptör bağlantısının sağlanmasıdır. Kuduz virusunun 

her hücre tipinde bulunan reseptörleri kullanma yeteneği kazanmasının mümkün 

olduğu araştırmacılar tarafından öne sürülmüş (Tuffereau ve ark., 1998) olsa da, saha 

RABV izolatlarının permanent hücre hatlarında zayıf bir şekilde replike olduğunu 

(Nolden ve ark., 2016 ve Takahashi ve ark., 1940) bildiren araştırmalar da 

bulunmaktadır. Hücre kültürü temelli çalışmalar; virus izolatlarının üretilmesinde 

kullanılmaktadır. Özellikle virusun köken aldığı konakçı dışındaki hücre hatlarının 

kullanılması veya doğal konakçıları dışındaki hayvanlarda seri pasajlara tabii 

tutulması ile attenüasyona uğrayabildiği gerçeğinden hareketle, sabit (fixed) virus 

suşlarının kazanımı gerçekleştirilmiştir (Nitschel ve ark., 2021). 1882’de izole edilen 

(tavşan orjinli) orijinal Pasteur Kuduz virusunun farelere adapte edilmesiyle 

geliştirilmiş Challenge Virus Standard (CVS-11) suşu, uluslararası organizasyonlar 

(OIE, WHO) tarafından da Kuduz aşısı üretimi ve challenge virus olarak kullanımı 

kabul edilmiş ve tam karakterize edilmiş referenz bir virus olarak bilinmektedir (Patel 

ve ark., 2015). Hindistan’da HEK-293, Na-2a ve BHK-21 hücre hatlarının Kuduz 

virusuna duyarlılıklarının karşılaştırıldığı bir çalışmada; CVS-11 virusunun BHK-21 

hücre hattına adapte olmadığı, saha viruslarının üretilmesinde BHK-21 hücre hattının, 

Na-2a ve HEK-293 hücre hatlarına göre daha düşük duyarlılıkta olduğu sonucuna 

varılmıştır (Madhusudana ve ark., 2010). Son yıllarda gerek insan ve gerekse hayvan 

aşılarının hazırlanmasında, Vero (insan aşıları için) ve BHK-21 (hayvan aşıları için) 

hücre hatları RABV  üretimi amacıyla kullanılmaktadır (Hurisaa ve ark., 2013; Kallel 

ve ark., 2003; Yu ve ark., 2012 ve Zavareh, 2000). WHO, Kuduz virusu izolasyonunda 
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Murine Neuroblastoma hücre hattının yüksek hassasiyete sahip olduğunu bildirmiştir 

(https://www.woah.org/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/3.01.18_RABIE

S.pdf). Bu doktora tez çalışmasında, referenz suş olan CVS-11 suşunun farklı hücre 

hatlarında (BHK-21, Vero ve Murine Neuroblastoma) yapılan seri pasajları sonunda, 

üreme kontrolü anti-nucleoprotein monoklonal antikor ile boyanarak yapılmış olup, 

ilgili titre değerleri Çizelge 3.4’te verilmiştir.  Buna göre, CVS-11 suşunun hem BHK 

hem de Murine neuroblastoma hücre hatlarına başarılı bir şekilde adapte olduğu ve 

ürediği görülmektedir. Hatta BHK-21 hücre hattında 10 6,25 DKID50/ml olan titrenin, 

Murine neuroblastoma hücre hattında 108  DKID50/ml titreye ulaştığı belirlenmiştir. Bu 

bağlamda, WHO manuelinde saha izolatları için önerilen Murine neuroblastoma hücre 

kültürü hattının CVS-11 referenz virusunun üretilmesinde de başarı ile 

kullanılabileceği gösterilmiştir. Aslında OIE tarafından CVS-11 virusunun üretimi için 

BHK-21 hücre hattı tavsiye edilmekte olup (OIE, 2018), bu tez çalışmasında Murine 

neuroblastoma hücre hattının da bu virusun üretilmesinde önemli bir alternatif 

olabileceği belirlenmiştir.  

  

 Bu çalışma kapsamında kullanılan diğer bir referenz virus olan PV suşunun 3 

farklı hücre hattından (BHK-21, Vero ve Murine Neuroblastoma) BHK-21’deki 

titresinin (106,25 DKID50/ml)  murine neuroblastomaya göre (105,75 DKID50/ml) daha 

yüksek olduğu belirlenmiştir (Çizelge 3.4). Rahpeyma ve ark. (2021)’nın MOI ve virus 

toplama zamanının virus üretimini etkilediğini rapor ettikleri çalışmadan hareketle, bu 

doktora tezinde kullanılan referenz virusların üretiminde üç pasaj yapılmış olup, PV 

suşu için üç pasaj sonucunda herhangi bir titre kaybı yaşanmaması nedeniyle Murine 

neuroblastoma hücre hattına inokulasyonlarda MOI ve inkubasyon periyodunda 

yapılabilecek kombinasyonlarla virus titresinin ileri pasajlarda arttırılabileceği 

kanaatine varılmıştır.  

 

 Hücre hatlarının çoğalma hızının, virus replikasyonu üzerinde doğrudan etkiye 

sahip olduğu, non-sitopatojen viruslardan olan Kuduz virusunun üretilmesi sırasında 

hücre hattının da gelişmeye devam ettiği bilinmektedir (Aga ve ark., 2021 ve Maria ve 

ark., 1988). Kuduz virusu fixed suşlarını (ERA ve PV) Vero ve BHK-21 hücre 

https://www.woah.org/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/3.01.18_RABIES.pdf
https://www.woah.org/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/3.01.18_RABIES.pdf
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kültürlerine pasajlayarak gelişim kinetiklerini değerlendirdikleri çalışmalarında, hücre 

hatlarının çoğalma hızları hesaplanmış olup, BHK-21’in 72 saatte, VERO’nun 72 

saatten fazla sürede bulundukları kabın yüzey alanını tamamıyla kapladıkları sonucuna 

varmışlardır. Rekombinant Kuduz virusu ERA suşunun 96 saatlik inkubasyon sonunda 

VERO hücre hattında, PV suşunun ise 72 saat inkubasyon süresi ile BHK-21 hücre 

hattında en iyi üreme gösterdiğini bildirmişlerdir (Aga ve ark., 2021). 

 

 Sokak Kuduz Virusu’nun izolasyonunda farklı hücre hatlarının duyarlılıkları 

üzerine yapılan çalışmalarda; bu virusun hücre kültürü hatlarına yavaş adapte olduğu, 

nöral kökenli murine neuroblastoma hücre hattının bu virusa duyarlı olduğu ve en 

üstün üreme yeteneğini bu hücre hattında gösterdiği belirtilmiş olup, virus izolasyonu 

için uygun üreme ortamlarından biri olarak da BHK-21 hücre hattı rapor edilmiştir 

(Larghi  ve ark., 1975; Meslin ve ark., 1996; Rudd ve ark., 1987 ve Smith ve ark., 

1977). Çin’de kuduz pozitif yaban gelinciğinin beyin homejenatı, önce fare beynine 

enjekte edilerek sokak virusu izole edilmiş, ardından BHK-21 hücre kültürüne 

adaptasyonu sağlanmış ve yerel saha suşundan inaktif kuduz aşısı üretimi için aday bir 

suş elde edilmiştir (Liu ve ark., 2012). Etiyopya’da yapılan benzer bir çalışmada, saha 

izolatlarından (Köpek beyni ve insan tükrüğü) karnivorlar için aşı geliştirmek 

amacıyla önce fare beyninde daha sonra BHK-21 hücre hattında adaptasyon ve 

izolasyon çalışmaları yapılmıştır (Aga ve ark., 2014). Uluslararası standartlara uygun 

bir insan Kuduz aşısı geliştirmek maksadıyla Tayland’da yapılan bir çalışmada, 50 

adet saha Kuduz virusundan (37 adet köpek, 13 adet insan orjinli) 5 tanesi 

Neuroblastoma hücre hattına adapte edilebilmiştir. Bunlardan sadece biri kuduz aşı 

adayı olarak Vero hücre kültürüne adapte edilebilmiştir (Nitatpattana ve ark., 2020).  

 

 Bu doktora tez çalışmasında, FAT ile pozitifliği tespit edilen 18 beyin örneği, 

üç farklı hücre hattına (BHK-21, Vero ve Murine Neuroblastoma) inokule edilmiş 

olup, yapılan testler sonucunda sadece murine neuroblastoma hücre hattının Kuduz 

saha örneklerinin izolasyon çalışmalarında kullanılabileceği sonucuna varılmıştır. Bu 

bağlamda, Kuduz virusu saha örneklerinden virus izolatı eldesi için murine 

neuroblastoma hücre hattının, yukarıda literatür bilgide verilen fare beyni 
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inokulasyonlarının alternatifi olabileceği kanaatine varılmıştır. Çalışmada kullanılan 

18 saha örneğinin sadece 3’ü izole edilebilmiş olup, bu sonuç benzer çalışmalarla da 

uyumlu bulunmuştur. 1K izolatı 2014 yılına ait sığır (Hatay), 2K izolatı 2014 yılına ait 

köpek (Şanlıurfa), 8B izolatı ise 2013 yılına ait sansar (Çanakkale) orijinli örnekler 

olup, filogenetik olarak Cosmopolitan lineajının CA2 ve ME alt lineajlarında yer 

almaktadırlar.  

 

 Doku kültürü enfeksiyon oranı, virus/hücre oranı arttıkça hücre büyümesinin 

daha yüksek oranda ve daha düşük inkübasyon süresi ile olması gerektiğini gösteren 

en önemli büyüme hızı belirteci faktörlerden biridir (Aga ve ark., 2021). CVS-11 

virusunun en yüksek titre değeri eldesi için BHK-21 hücresinde en iyi enfeksiyon 

zamanını 72 saat olarak belirleyen Rahpeyma ve Bashar (2021), aynı zamanda yüksek 

MOI ile inokulasyon yapılmasının hücre büyüme hızını etkileyeceği, bu bağlamda tüm 

hücrelerin aynı anda enfeksiyona uğramasının virusun sadece 1 virus replikasyon 

döngüsünü tamamlaması nedeniyle düşük virus titresine neden olacağını rapor 

etmişlerdir. Diğer yandan düşük MOI ile inokulasyon sonrası hücrelerde minimum 

enfeksiyon gelişmesiyle virusun büyüme kinetiğinin yavaşlayacağı ve virus hasadının 

gecikeceği de bildirilmiştir (Chapman ve ark., 1973). Başka bir çalışmada, yerel kuduz 

saha virusunun BHK-21 hücre kültürüne adaptasyonunda, 72 saat inkubasyon 

uygulanmıştır (Aga ve ark., 2014). Bir virusun enfekte edebileceği duyarlı hücre sayısı 

MOI kavramı içinde incelenmekte olup, bu tez çalışmasında hücre kültürü pasajlarında 

ilk inokulasyonda 1 MOI oranı kullanılırken, ileri pasajlamalarda virus titresini 

arttırmak için 0,5 MOI tercih edilmiştir. Bu çalışmada kullanılan referenz virusların 

da farklı hücre hatlarına adaptasyonu denenmiş, referenz virusların üretilmesinde 

inkubasyon süresi ilk 3 pasajda 72 saat olarak gerçekleştirilmiştir. İnokulasyon miktarı 

ise 0,5 MOI’dir. Vero hücre hattında, CVS-11 suşu ile giderek azalan bir titre eldesi 

gözlenmiş (Çizelge 3.4. 102,75 ve 101,75 DKID50/ml), üçüncü pasaj sonunda herhangi 

üreme tespiti yapılamamıştır. Benzer sonuç PV suşunda da belirlenmiş olup, üç kör 

pasajın hiç birinde virus üremesi tespit edilememiştir. Ayrıca Vero hücre hattında, 

hiçbir saha suşunun izolasyonu da mümkün olamamıştır. Bu bağlamda, Vero hücre 

hattının zayıf titreye sahip yerel saha izolatlarının kazanımı için uygun olmadığı 

kanaatine varılmıştır.  
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 Bu doktora tez çalışmasında, saha izolatlarının kazanımı için 1 MOI ve 72 

saatlik inkubasyon süresi uygulanmıştır. 18 saha örneğinden 3 adedi (1K, 2K ve 8B) 

murine neuroblastoma hücre hattında üretilebilmiştir (Çizelge 3.1). 

 

 Moleküler analizler sonunda elde edilen genetik veriler Lyssavirus türlerindeki 

farklılıkların kantitatif karşılaştırılmasına imkan vermektedir (Marston ve ark., 2007). 

Ülkemizde sirküle olan Kuduz viruslarının moleküler karakterizasyonu, virus 

varyasyonunun ülke coğrafyasındaki dağılımını göstermekte olup, hastalığın 

sürdürülmesine dahil olan rezervuar türlerin de tanımlanmasına yardımcı olması 

açısından önem arz etmektedir. Kuduzla mücadele programlarından en üst düzeyde 

fayda sağlayabilmek için rezervuar türlerin tanımlanması, viral etkenle mücadele 

stratejilerini belirlemekte oldukça faydalı veriler sunmaktadır. Türkiye’de sirküle olan 

Kuduz virusları ile ilgili ilk filogenetik analiz, Avrupa genelinde yapılan geniş çaplı 

bir araştırmada bildirilmiştir (Bourhy ve ark., 1999). Ülkemizde varlığını sürdüren 

Kuduz virusları için, Orta Doğu ve Doğu Avrupa viral popülasyonları arasında aracı 

bir pozisyonda yer aldığı sonucuna varılmıştır (Johnson ve ark., 2010c). Filogenetik 

analizler neticesinde coğrafik orijinleri ile ilişkili olarak ülkemizdeki Kuduz saha 

izolatları farklı 3 dala (Doğu, Batı ve Kafkas) ayrılmış olsa da (Johnson ve ark., 2003), 

klasifikasyon çalışmalarında ortak bir isimlendirme yapılan Bourhy ve ark. (2008)’nın 

çalışmasında, Kuduz virusu N ve G gen bölgeleri incelenerek farklı lineajlarda (Afrika 

2, Afrika 3, Kutupla ilişkili, Asya, Cosmopolitan ve Hindistan) adlandırılmışlardır. Bu 

tez çalışmasında, geçmiş yıllarda coğrafi kökene dayalı karakterize edilen Türk saha 

suşlarının da yeni isimlendirmeye göre moleküler karakterizasyonları yapılmış olup, 

tüm saha suşlarının Cosmopolitan alt lineajında oldukları belirlenmiştir (Tatan-Atıcı 

ve Oğuzoğlu, 2022).  Bu bağlamda, yıllar içinde enfekte yabani karnivorların 

Ülkemizin doğu ve batı bölgeleri arasındaki serbest hareketliliği, Kuduz saha suşları 

arasındaki coğrafik farklılığı ortadan kaldırmış olup, doğudaki suşların batıda, batıdaki 

suşların doğuda görülür olmasına neden olmuştur. Moleküler karakterize edilen saha 

suşlarına doğu/batı/kafkas isimlendirilmesi yerine, uluslararası literatürde kullanılan 

alt lineajlara ait lineaj sınıflandırmasının yapılmasının daha uygun olacağı kanaatine 
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varılmıştır. Bu tez çalışmasında karakterize edilen 18 adet Kuduz saha örneğinde, N 

ve G gen bölgelerine spesifik primerler kullanılarak anılan bu bölgelerin tam genomik 

analizi yapılmış, araştırılan tüm saha suşlarının Cosmopolitan lineajı içinde 

kümelendiği ve bu lineaj içinde ME1a, ME2, CA1 ve CA2 olarak isimlendirilen 4 alt 

lineaja ayrıldığı belirlenmiştir (Şekil 3.6 ve 3.7).  

 

 Cosmopolitan CA2 alt lineajına ait Kuduz virusunun varlığı İran, Irak, Rusya 

ve Azerbeycan gibi ülkelerde bildirilmiştir (Troupin ve ark., 2016 ve Zeynalova ve 

ark., 2020). Bu tez çalışmasında elde edilen dizin analizleri neticesinde Ülkemizin 

doğu bölgelerinde Cosmopolitan CA2 alt lineajı daha baskın tip olarak 

görülmekteyken, batı bölgelerinde bu lineaja ait verilere rastlanamamıştır (Tatan-Atıcı 

ve Oğuzoğlu, 2022). Türkiye’de hem yaban hayatı hem de karnivorlarda yaygın olarak 

görülen bir diğer alt lineaj ise Cosmopolitan ME1a’dır (Johnson ve ark., 2003 Johnson 

ve ark., 2013 ve Un ve ark., 2009).  Bu alt lineaj çoğunlukla İran ve Türkiye’den rapor 

edilirken, Irak, İsrail, Ürdün ve Gürcistan’da da bu linajın bölgede sirküle olduğuna 

dair bildirimler yapılmıştır (Al-Eitan ve ark., 2021; Bannazadeh Baghi ve ark., 2018; 

Horton ve ark., 2015 ve Marston ve ark., 2017b). Bu tez çalışmasında elde edilen 

verilere göre ülkemizin doğu kesimlerinde hem Cosmopolitan CA2 hem de 

Cosmopolitan ME1a alt lineajlarının birlikte sirküle olduğu sonucuna varılmıştır. 

Hayvan hareketlerine bağlı olarak bu alt lineajların tek bir noktada sabit kalmayıp, 

zaman içerisinde yer değişimlerinin meydana geldiği tespit edilmiştir (Tatan-Atıcı ve 

Oğuzoğlu, 2022). Bu bağlamda, Ülkemiz genelinde Cosmopolitan lineajındaki ME1a, 

ME2, CA1 ve CA2 alt lineajlarına ait RABV suşlarının sirküle olduğu ve literatür 

bilgide görüldüğü gibi bu lineajların Türkiye’nin sınır komşusu olan ülkelerde de 

bulunduğu görülmüştür. 

 

 Ardahan ilinden gelen bir köpeğe ait örnek, tiplendirmede önemli olan N gen 

bölgesi sekans değerlendirmesinde Cosmopolitan CA1 alt lineajındaki örneklerle 

kümelenmiştir (Şekil 3.6). Bu alt lineaj, bugüne kadar Türkiye’de bildirilmemiş olup, 

ilk kez varlığı bu doktora tez çalışması ile tespit edilmiştir. İran, Rusya ve Azerbeycan 

gibi ülkelerde Cosmopolitan CA1 alt lineajın varlığı 
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bildirilmektedir  (Hosseini Heydarabadi ve ark., 2020; Nadin ve Susan, 2020 ve 

Zeynalova, 2020). Johnson ve ark. (2003) tarafından yapılan çalışmada, Ardahan 

ilindeki Kuduz pozitif köpek numunelerinde yeni nomenklatüre göre CA2 ve ME1a 

alt lineajlarının varlığı birlikte tespit edilmiş olup, bölgedeki kontrolsüz hareketlerin 

varlığı ile ilişkilendirilmiştir. Literatür bilgideki bu farklı alt lineajlara ilave olarak, bu 

doktora çalışmasında Cosmopolitan CA1’in de varlığı ilk kez belirlenmiştir. Aynı 

bölgede 3 farklı alt lineaja ait virusun sirküle olma nedeninin, coğrafik konumla ilişkili 

olduğu kanaatine varılmıştır. İleride yapılacak survey çalışmalarında, bu bölgedeki 

yeni alt lineajların varlığının araştırılmasının Kuduz enfeksiyonunun epidemiyolojik 

durumunun aydınlatılmasında önem arz edeceği düşünülmektedir.  

 

 Cosmopolitan ME2 alt lineajının Türkiye’ye Avrupa’dan giriş yaptığı ve uzun 

yıllardan beri bölgede korunmuş halde varlığını sürdürdüğü düşünülmekte olup, hem 

yaban hayatta hem de evcil köpeklerde görülen ME2 alt lineajının türler arası konakçı 

değişimine maruz kalarak ülke genelinde yaygın olarak yayılım gösterdiği rapor 

edilmiştir (Horton ve ark., 2015; Marston ve ark., 2017b; Un ve ark., 2009 ve  Un ve 

ark., 2012). Bu tez çalışmasında elde edilen filogenetik analizlerde de farklı hayvan 

türlerinde ME2 alt lineajının ülkede yaygın olarak seyir gösterdiği görülmüştür.  

 

 Türkiye’de Kuduz virusu suşları hakkında yapılan ilk çalışmalarda rezervuar 

konakçının köpek olduğu ve köpeklerden tilkilere yayılım gösterdiği bildirilmiştir 

(Johnson ve ark., 2003). Tilki ve köpek türlerinden elde edilen viruslar arasındaki 

yüksek sekans özdeşliği, iletimin RABV genomundaki konakçıya özgü kalıntılara 

bağlı olmadığını göstermiştir (Marston ve ark., 2017b). Doktora tezinde çalışılan tilki 

(n:2) ve köpek (n:4) numunelerinin N gen bölgesi bakımından aa homolojileri % 80,4-

87,3 olarak belirlenmiş ve literatür verideki yüksek sekans özdeşliği ile uyumlu 

bulunmuştur.  

 

 Kuduz aşısı etkinliğinin, virus ve aşı suşları arasındaki genetik ve/veya 

antijenik farklılıklardan potansiyel olarak etkilenebildiği bildirilmiştir (Gao, 2018; 
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Mumford, 2007 ve Smith ve ark., 2004). Aşıların genellikle konakçıları filogrup I 

lyssaviruslarına (Brookes ve ark.,  2005; Brookes ve ark., 2006; Hanlon ve ark., 2005 

ve Nolden ve ark., 2014) karşı koruduğu, daha fazla genetik ve antijenik ıraksak olan 

filogrup II ve III lyssaviruslarına karşı ya az koruma sağladığı veya hiç koruma 

sağlamadığı bildirilmiştir (Badrane ve ark., 2001b; Hanlon ve ark., 2005 ve Horton ve 

ark., 2014). Mevcut kuduz aşıları, klasik RABV'lara karşı etkili koruma sağlamaktadır 

(Kaur ve ark., 2015). Ancak Sokak RABV izolatlarının G gen bölgesi sekanslarının 

bazı coğrafyalarda kullanılan mevcut aşı suşlarından farklılığı nedeniyle aşı ile 

korunmada potansiyel risk oluşabileceği belirtilmiştir (Ajorloo ve ark., 2018; 

Orlowska ve ark., 2014 ve Patel ve ark., 2015). Çok sayıda sokak virusunun aşı 

suşlarından antijenik olarak farklı olduğu gösterilmiş olup (Aghomo ve Rupprecht, 

1990a; Aghomo ve Rupprecht, 1990b;  Dietzschold ve ark., 1990; Okoh, 2000; Umoh 

ve ark., 1990; Wiktor ve Koprowski, 1980 ve Zanluca ve ark., 2011), aşıların sokak 

RABV varyantlarına karşı korumada daha az etkili olduğu bildirilmiştir (Sureau ve 

ark., 1983 ve Wiktor ve Koprowski, 1980). Bu doktora tez çalışmasında, Ülkemizde 

farklı coğrafik alanlarda sirküle olan Kuduz saha izolatları N ve G gen bölgeleri tam 

genom analizi ile moleküler olarak karakterize edilmiştir (Şekil 3.6 ve 3.7). Ayrıca 

küresel olarak ticari kullanımda olan aşı suşlarının ilgili sekansları ile amino asit 

düzeyinde de kıyaslamalar yapılmıştır (Şekil 3.4 ve 3.5).  

 

 Kuduz virusunun konakçı adaptasyon modelinde etkin rol alan N geni,  450 

amino asit kodlamakta ve yapısında 4 antijenik bölge bulundurmaktadır. Antijenik 

bölge I (374~383 aa) ve III (313~337 aa), RNA genomun enkapsidasyonunda ve viral 

replikasyon için gerekli olan aktif bir sitoplazmik ribonükleaz kompleksinin 

oluşumunda görev almaktadır (Sambrook ve Russel, 2001). Kuduz virusu 

transkripsiyon ve replikasyon mekanizmalarında önemli role sahip olan fosforilasyon 

bölgesi 389. aa pozisyonunda bulunmaktadır (Sambrook ve Russel, 2001 ve Wu ve 

ark., 2003). Değişikliklere karşı stabil bir yapıya sahip olan N proteini tüm Kuduz 

virusu suşlarında yüksek korunaklı bölge olarak tanımlanmaktadır. Ancak kısa 

segmentlerdeki aa farklılıkları Kuduz virusu genotipleri arasında genetik bakımdan 

çeşitliliğe sebep olabilmektedir (Kuzmin ve ark., 2005 ve Wunner, 2007). N gen 

bölgesine ait dizinlerin filogenetik analizinde, küresel aşı suşları ile tez çalışmasındaki 
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örnekler arasında % 58,1-93,8 aa’lik benzerlik olduğu belirlenmiştir (Şekil 3.4). 

Ayrıca doktora tez çalışmasında saha örneklerinin Antijenik bölge I ve III’deki aa 

benzerlik/farklılıkları Şekil 3.8’de gösterilmiştir. Ülkemizde sirküle olan Kuduz saha 

virusları aa bakımından kendi aralarında yüksek homoloji sergilemekle birlikte, refenz 

viruslar ile karşılaştırıldığında bazı değişiklikler olduğu dikkati çekmektedir (Şekil 

3.4). T hücre epitopu olarak da tanımlanan Antijenik bölge IV’te (359-366 aa ve 375-

383 aa) tez çalışmasında araştırılan tüm saha örneklerinin değişime uğramadığı, N 

protein yapının diğer bölgelerine kıyasla antijenik bölge IV’ün tüm örnekler için 

mutasyon bakımından korunaklı bölge olduğu değerlendirilmesi yapılmıştır (Şekil 

3.8).  

 

 G proteini, viral nörotropizmin ana belirleyicisidir. Bu proteindeki 

mutasyonlar, virusun hücre kültüründe çoğalma yeteneğini bozmadan 

nöroinvazivliğini azaltır veya ortadan kaldırır (Dietzschold ve ark., 1983; Seif ve ark., 

1985 ve Tuffereau ve ark., 1989a). RABV G proteini; sinyal peptid, ektodomain,  

transmembran alanı ve sitoplazmik kuyruk olmak üzere 4 kısımdan oluşur (Kuzmina 

ve ark., 2013b ve Wunner ve ark., 1988). G proteini üzerindeki ektodomain ve 

sitoplazmik yapı, Kuduz virusunun patojenitesi ve immun yanıttan kaçışı ile 

ilişkilendirilmektedir (Coulon ve ark., 1998; Huang ve ark., 2017; Prehaud ve ark., 

2010 ve Virojanapirom ve ark., 2012;). Ektodomain bölgesinde tanımlanan 4 majör, 1 

minör antijenik bölge bu yapı içerisinde yer almaktadır (Benmansour ve ark., 1991; 

Lafon ve ark., 1984 ve Luo ve ark., 2020). Söz konusu toplam 5 bölgeden G proteini 

üzerindeki 34-42 ve 198-200 aa’leri arasındaki bölgeler antijenik site II (Prehaud ve 

ark., 1988), 330-338 aa’ler arasındaki bölge ise antijenik site III olarak 

tanımlanmaktadır (Seif ve ark., 1985 ve Wunner ve ark., 1988). Doktora tez 

çalışmasında değerlendirilen Kuduz saha viruslarının G gen bölgesi antijenik 

alanlarında yer alan aa’lerin birkaçı dışında büyük oranda korunduğu tespit edilmiştir. 

GenBank’tan sağlanan 1993 yılına ait Türk saha izolatı (KX148166) ile tez 

çalışmasındaki örneklerin, antijenik bölge II ve III alanlarında yüksek homoloji 

gösterdiği (%88,5-98,3) belirlenmiştir. Ayrıca saha örneklerinin G gen dizilerinin de 

birbirleriyle yüksek aa homolojisi (%71,7-98,8) sergilemiş oldukları görülmektedir 

(Şekil 3.5). Aynı karşılaştırmalar tez kapsamında kullanılan referenz suşlar ile de 

https://www.embopress.org/doi/full/10.1093/emboj/17.24.7250#embj7591413-bib-0057
https://www.embopress.org/doi/full/10.1093/emboj/17.24.7250#embj7591413-bib-0057
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yapılmış olup, CVS-11 (%80-94,4) ve PV (%72,2-97,2) suşlarında da benzer sonuçlar 

tespit edilmiştir. Ektodomain bölgesinde %4,8’lik aa değişiminin viruslar arasında 1 

antijenik birimlik değişmesine neden olacağı ve bu oranın antikor titresinde ortalama 

2 kat değişim meydana getirebileceği rapor edilmiştir (Evans ve ark., 2012). Bu 

bağlamda, saha suşları arasında G gen bölgesinin bütünü açısından bazı farklılıkların 

olduğu ve referenz viruslar ile de karşılaştırılmasında bu değişimlerin varlığı 

görülmektedir. Bu durum, Türk saha izolatlarındaki söz konusu farklılıkların antijenik 

ünitenin değişimine ve dolayısıyla antikor titresinde de oransal değişimlere neden 

olabileceği şeklinde yorumlanmıştır.   

 

 G proteininin 164 ve 303 aa’leri arasındaki 9 bölgenin (164, 182, 200, 205, 

210, 242, 255, 268 ve 303) yetişkin farelerde virusun patojenitesinde önemli bir rol 

oynadığı belirtilmektedir (Takayama-Ito ve ark., 2004). Tez kapsamında 

değerlendirilen saha örneklerinde D3, 4D, ,5D, K1, B2 ve B3 örneklerinde literatür 

bilgide bahsi geçen bölgelerde aa farklılıkları dikkat çekmektedir. 

 

 Sokak kuduz viruslarının G protein bölgesindeki Arginin (R333)/ Proline 

(P333) mutasyonunun, Kuduz aşısının indüklediği antikorlarda  nötralizasyon 

duyarlılığını önemli ölçüde azalttığı bildirilmektedir. Ayrıca ortaya çıkan mutantların 

mevcut Kuduz aşısı etkinliğini potansiyel olarak düşürebileceğinden, yakından 

izlenmesi gerektiği düşünülmüştür (Wang ve ark., 2019a). Wang ve ark. (2019a) 

filogrup 1’de yer alan Lysaviruslar için R333 bölgesini yüksek oranda korunmuş aa 

sahip olduğunu bildirmiş olup, bu doktora çalışmasında da analiz edilen saha 

örneklerinde bu amino asit bölgesinde mutasyona rastlanmamıştır. Özellikle antijenik 

bölge III’ te yer alan mutasyonların aşı kaynaklı antiserumlara çok dirençli olduğu 

bildirilmiştir. D3 örneğinde 331. aa’de Serine (Ser)  S―› Threonine (Thr) T ve 338. 

aa’de İsoleucine (Ile) I ―› Aspargine (Asn) N aa mutasyonları tespit edilmiş olup, bu 

pozitif Kuduz saha örneğinde aşı suşlarına karşı nötralizasyon direnci varlığı/yokluğu 

ileride yapılacak deneysel çalışmalarla açıklığa kavuşturulması gerektiği kanaatine 

varılmıştır. Antijenik bölge II değerlendirilmeye alındığında ise; aa bölgesinde 2K 

örneğinde 41V (Valine) ve 42C (Cysteine) mutasyonları mevcutken 7B örneğinde ise 
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41S (Serine) mutasyonu görülmektedir. Aynı bölgede GenBank’tan elde edilen CVS-

11 suşu (GQ918139) içinde 40E (Glutamic acid) mutasyonu dikkat çekmektedir. 

Cosmopolitan ME2 dalında yer alan B1 ve B2 örneklerinde ise Antijenik bölge IIa 

üzerinde sırasıyla 199K (Lysine), 200T (Threonine) aa mutasyonları tespit edilmiştir. 

Ayrıca G proteini ektodomain bölge üzerinde yer alan aa yapıda D3 örneğinde 164G 

(Glycine) ve 268M (Methionine) mutasyonu görülmektedir.  

 

 Antikorlar ya da nöronal reseptörler tarafından tanınmayı sağlayan Antijenik 

bölge III (Benmansour ve ark., 1991) üzerinde yer alan Arginin 333'ün değişmesi, 

yetişkin hayvanlar için virulans kaybıyla sonuçlandığı bildirilmiştir (Dietzschold ve 

ark., 1983; Seif ve ark., 1985 ve Tuffereau ve ark., 1989a). Sözkonusu bu aa’teki 

değişim, Arginin (R333)/Aspartat (D333) şeklinde olduğunda, Kuduz virusunun 

patojenitesinde azalmaya neden olduğu bildirilmiştir, ki Filogrup II’de bu viruslar yer 

almaktadır. Bu değişim büyük olasılıkla filogrupların patojenitesinde azalmaya sebep 

olmakta ve mevcut kuduz aşılarının filogrup I Lyssavirus'a karşı neden daha iyi 

koruma sağladığını açıklamaktadır (Brookes ve ark., 2005; Brookes ve ark., 2006; 

Hanlon ve ark., 2005 ve Nolden ve ark., 2014;). Ayrıca Lysine (K330)’un varlığı, 

Kuduz virusunun virulensinde etkili bulunmuştur (Badrane ve Tordo, 2001 ve 

Tuffereau ve ark., 1989a). R333/K333 ve K330’a sahip Kuduz viruslarının nöronal 

reseptörlere bağlanabilme ve motonöronlarda yayılabilme potansiyellerinin değiştiği 

bildirilmiştir (Badrane ve Tordo, 2001; Coulon ve ark., 1998 ve Tuffereau ve ark., 

1998b). R333’e sahip suşun intrakraniyal (IC) inokülasyondan sonra yetişkin fareleri 

öldürdüğü, diğer aa’lere (Glutamik asit (Glu), İzolösin (Ile), Glisin (Gly), Metionin 

(Met) veya Serin (Ser)) sahip suşların ölümcül olmayan enfeksiyona neden olduğu 

bildirilmiştir (Seif ve ark., 1985 ve Tuffereau ve ark., 1989a). Bu tez kapsamında, tüm 

saha örneklerinde R 333’ün korunmuş olduğu ve literatür bilgiye dayanılarak tüm saha 

örneklerinin patojen suşlar olduğu kanaatine varılmıştır.   

 

 G proteini üzerinde N-glikosilasyon (NXT/S) bölgesi Kuduz virusunun hücre 

fonksiyonlarında, enfeksiyon, replikasyon, patogenez ve bağışıklıktan kaçınma gibi 

fonksiyonlarda önemli role sahip olmakla birlikte viral evrim sırasında kolayca 

https://www.embopress.org/doi/full/10.1093/emboj/17.24.7250#embj7591413-bib-0057
https://www.embopress.org/doi/full/10.1093/emboj/17.24.7250#embj7591413-bib-0064
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Brookes+SM&cauthor_id=16878476
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etkilenerek kaybolabilen bir bölgedir (Vigerust ve Shepherd, 2007). RABV'de iki N-

glikosilasyon bölgesi, Asn37 ve Asn319 yüksek oranda korunmuş bölgelerdir (Badrane 

ve Tordo, 2001). Düşük pH bağımlı füzyon ve virion üretimi gibi G proteini 

fonksiyonları bakımından önemli olan Asn319 RABV ve diğer Lyssaviruslarda 

korunurken (Badrane ve Tordo, 2001 ve Yamada ve ark., 2013a), Asn37 bazı saha 

izolatlarında bulunmamaktadır (Yamada ve ark., 2013b). Sokak virusu G proteininde 

Asn37 verimli çekirdek glikosilasyonunun virusun hücre kültüründe çoğalmasını 

arttırdığı bildirilmiştir (Yamada ve ark., 2013b). Çoğu sokak kuduz virusu G proteini 

iki N-glikosilasyon bölgesine (Asn37 ve Asn319) sahipken, fixed viruslar ek 

glikosilasyon bölgelerine (Asn158, Asn204 veya Asn247) sahiptir (Yamada ve ark., 

2012). Bu doktora tez çalışmasında Kuduz saha virusu ve fixed suşların Glikoprotein 

analizinde Asn37 N-glikolizasyonu görülmektedir.  Asn319 Lysaviruslarda genel 

olarak korunmuş yapıya sahip durumda olduğundan G proteini için önemli işleve sahip 

olduğu düşünülmektedir. Bu bölgede gerçekleşen mutasyonlar proteinde doğru 

katlanmayı önlemektedir (Badrane ve Tordo, 2001 ve Guadin, 1997). Tez 

çalışmasında, Asn319 N-glikolizasyonu bir örnek dışında (7B-TKP) tüm saha 

izolatlarında bulunmaktadır. Yamada ve ark. (2013b) CVS suşunda ilave Asn204 N-

glikosilasyonunun varlığının Kuduz virusuna biraz daha virülent özellik kazandırdığı 

bildirmişlerdir. Çalışmamızda tıpkı fixed virus CVS-11’de olduğu gibi 5D örneğinde 

de ilave Asn204 N-glikosilasyon bölgesi tespit edilmiştir. Bunlara ilave olarak bu tez 

çalışmasında kullanılan PV suşunun, tıpkı Ming ve ark. (2009)’nın bildirdiği 

çalışmadaki gibi, Asn 247 ve N-glikolizasyon bölgelerine sahip olduğu görülmüştür. 

Yamada ve ark. (2013a) hücreye adapte suşlarda G proteininde tek bir ilave N-

glikosilasyon (158, 194, 204 ve 247 pozisyonlarında) varlığının hücre adaptasyonu ile 

ilişkili olduğu bildirmiştir. Ancak tez çalışmasının hücre kültürü adaptasyon 

çalışmalarında 5D (Fox-Kahramanmaraş) izolatının 3 ayrı hücre kültüründe de üreme 

göstermemesi nedeniyle literatür bilginin aksine adaptasyonu sağlanamamıştır. 

Asn146'daki ilave N-glikanın, Neuroblastoma hücrelerinde sokak virusunun 

çoğalmasını arttırdığı bildirilmiştir (Yamada ve ark., 2013a). Ancak doktora tezinde 

çalışılan saha ve referenz suşlarda 146. Amino asit bölgesinde N-glikosilasyon 

bulunmamakla birlikte 3 saha virusunun (1K, 2K ve 8B) başarılı bir şekilde Murine 

Neuroblastoma hücre kültürüne adapte olup, üreme gösterdikleri belirlenmiştir. Bu 
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bağlamda, 146.aa’deki N-Glikozilasyon dışında, başka N-glikozilasyonların da 

(Asn37 ve Asn319) etkili olabileceği kanaatine varılmıştır. Sözü geçen bu iki 

glikozilasyon, hücre kültürüne adapte olan tüm saha izolatlarımızda (n=3) 

bulunmaktadır.  

 

 RNA virusları konak hücrelerde replikasyon sırasında mutasyona uğramaya 

meyillidir. Kuduz aşı suşları ve aşı geliştirme çalışmaları sırasında genomik 

mutasyonlar kuduz aşısı kalite kontrolü ve karakterizasyonu için önemli bilgi sağlar 

(Horiya ve ark., 2022). 1K izolatının Neuroblastoma hücre kültürü adaptasyonları 

ardından kısmi N gen bölgesi bakımından moleküler değerlendirilmesi yapılmıştır. 

Adapte izolat da aa bakımından nokta mutasyonlar (5., 15., 175., 177., 178.) dikkat 

çekmektedir (Çizelge 3.9). Aynı şekilde farklı hücre kültürüne adaptasyon basamakları 

tamamlanmış referenz suşlar değerlendirildiğinde; adapte virusların büyük oranda 

genomik kararlığını koruduğu ve birkaç nokta mutasyon dışında moleküler seviyede 

değişiklik görülmediği tespit edilmiştir (Çizelge 3.9 ve Şekil 3.13). 

 

 Nötralizan antikorlar virusun duyarlı olduğu hücre reseptörlerine bağlanmasını 

bloke ederek enfeksiyon oluşumunu önleyebilme yeteneğine sahiptirler. Kan 

serumunda nötralizan antikor tespiti, aşı ya da doğal enfeksiyon sonucu konakçıda 

oluşan spesifik bağışık yanıtın ana göstergesidir (Astawa ve ark., 2018). Kuduz 

virusuna karşı oluşan nötralizan antikorları saptamak ve seviyesini ölçmek için 

kullanılan RFFIT ve FAVN testleri, daha önce Kuduz enfeksiyonuna karşı aşılanmış 

ve/veya RABV ile enfekte olduğundan şüphelenilen deneklerden alınan biyolojik 

numuneler (serum, plazma ve serebrospinal sıvı) kullanılarak gerçekleştirilen, WHO 

ve OIE tarafından önerilen altın standart metotlardır (Ciconello ve ark., 2022). 

Uluslararası kuruluşlarca (WHO ve OIE) ≥ 0,5 IU/ml Kuduz virusu nötralizan antikor 

titresi, kuduz enfeksiyona karşı aşılamadan sonra minumum humoral yanıtın 

uyarılmasında yeterli olan seviye olarak kabul edilmektedir (Doornekamp ve  ark., 

2020; Manning ve ark., 2008; WHO, 2018 ve WOAH, 2022). Merkezi sinir sisteminin 

enfeksiyondan korunmasında Kuduz virusu nötralizan antikor titresinin; inokulum 

dozuna, aşı suşu ve virus arasındaki çapraz reaksiyonun derecesine, antikor yanıtın 
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baskın izotipine bağlı olduğu bilinmektedir (Ertl, 2018). Kuduz enfeksiyonuna karşı 

aşı ile bağışıklık sağlanmasında ana faktör, zarf proteini olan G proteinini nötralize 

edebilecek antikorların oluşumu ve  sitokin üretimini indükleyen CD4 +T hücrelerinin 

aktivasyonudur (Baer ve ark., 2007; Mifune ve ark., 1981; Wiktor ve ark., 1973 ve 

Wunderli ve ark., 1991;). Antikorun nötralize edici etkisi, aşılamadan sonra uyarılan 

humoral bağışıklık tepsinin yanısıra, IgG antikorunun değişken N-glikozilasyon 

bölgesinin antijene bağlanmasından ve antikorun karakteristik özelliklerinden de 

etkilendiği belirlenmiştir (Vigerust ve Shepherd, 2007; Ciconello ve ark., 2022). 

Antikorun nötralize edici aktivitesi, antikordaki N glikozilasyon bölgelerinin varlığına 

göre artabileceği ya da azalabileceği bilimsel çalışmalarla desteklenmiştir (Ciconello 

ve ark., 2022 ve Wright ve ark., 1991). 

 

 Doktora tez çalışmasında, Türkiye’de ticari olarak kullanılan 5 farklı kuduz 

aşısı ile aşılanmış ve Etlik Veteriner Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü Kuduz 

Teşhis Laboratuvarı FAVN testi sonucu 0,5 IU/ml üzerinde olan 72 adet serum 

numunesi kullanılmıştır. Tez çalışmasında titre düzeyleri belirlenen CVS-11, PV ve 

Saha izolatına (1K) karşı test edilen serum örneklerinin antikor pozitifliklerini 

gösteren veriler tabloda sunulmuştur (Çizelge 3.6). Tez çalışması kapsamında FAVN 

testinde kullanılan referenz viruslar ve Kuduz virusu saha izolatı arasındaki antijenik 

farklılıklar yukarıda belirtilmiş olup, sözkonusu farklılıkların, özellikle immun 

yanıttan sorumlu G proteininin ektodomain bölgesine lokalize olduğu görülmektedir. 

Bu antijenik düzeydeki çeşitlilik serolojik sonuçlarda da kendini göstermekte olup, 

testlerde kullanılan virusların pozitif serum örneklerindeki nötralizan antikor titrelerini 

tanıma kapasitesi açısından da bu farklılıklarla uyumlu benzer bulgular alınmasına 

neden olmuştur. Antikor titre değerlerinin, CVS-11 ve PV suşunda  ≥70,5 ile 0,5 

arasında dağılım gösterdiği, Saha suşunda ise ≥53,3 ile 0,7 IU/ml arasında olduğu 

belirlenmiştir. CVS-11 suşunun aşılı hayvanlardan alınan tüm serum örneklerindeki 

Kuduz spesifik nötralizan antikorları, 0,5 IU/ml üzerinde tanıdığı (72/72, %100) tespit 

edilmiştir (Çizelge 3.6). PV suşunun 72 serum örneğinden ikisinde herhangi titre 

tespiti yapamadığı (70/72, %97,22), saha izolatının ise sadece 1 serum örneğinde 

negatif sonuç verdiği (71/72, %98,61) belirlenmiştir (Çizelge 3.5 ve 3.6). Elde edilen 
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sonuçlara göre; nötralizan antikorları tanıma açısından CVS-11>Saha izolatı>PV suşu 

olmak üzere bir başarı ölçüsü belirlenmiştir. 

 

 A aşısı SAD Vnukova Kuduz virusu suşu içermekte olup, bu aşı suşu, test 

virusları ile heterolog suş oluşturmaktadır. A aşısı ile aşılanan hayvanlara ait serum 

örneklerinde (n=14), CVS-11 ve saha izolatı ile tüm örneklerde pozitiflik tespit 

edilirken, PV suşu 1 örnekte herhangi titre değeri tespit edememiştir. A aşısı ile aşılı 

örneklerin çoğunda (n:10, %71,42) en yüksek nötralizan antikor titresi CVS-11 suşu 

tarafından tespit edilmiştir. Söz konusu pozitiflikleri, diğer referenz virus PV’ye göre 

saha izolatının daha başarı ile tanıdığı görülmektedir. Üstelik saha suşu ile yapılan 

FAVN testi ile tespit edilen titre değerleri açısından da benzer başarı dikkat 

çekmektedir (1,1- ≥40,5 IU/ml). 

  

 B aşısı BHK hücresinde kültüre edilmiş CVS suşu içermektedir. FAVN 

testinde kullanılan CVS-11 suşu B aşısı ile homolog suş oluşturmakta olup, bu aşı ile 

aşılanmış hayvanlarda (n=4), CVS-11’e karşı daha yüksek nötralizasyon titresi 

bulunması beklenilen bir sonuçtur. B aşısı için hetrelog suş olan PV ve Saha suşu ile 

yapılan FAVN testinde daha düşük nötralizan antikor titreleri tespit edilmiş olmakla 

birlikte, her iki heterolog test virusu ile de tüm pozitiflikler tanımlanabilmiştir. 

Sonuçların istatistiksel yönden değerlendirilmesinde Kruskal-Wallis metotu 

kullanılmış olup, testte kullanılan 3 virusun da nötralizan antikorları tanıma başarısı 

benzer çıkmıştır (p>0,05).  

 

 C aşısı PV SVR289, D aşısı PV RIV ve E aşısı PV G52 suşlarını içermektedir. 

Her ne kadar PV referenz suşu bu aşılardaki virus suşları ile homolog suş olmasına 

rağmen, serum örneklerinde CVS-11 ile daha yüksek titre değeri tespiti yapılmıştır. C, 

D ve E aşıları ile aşılanmış hayvanlara ait toplamda 54 serum örneği bulunmaktadır. 

CVS-11 suşunda 7,8 IU/ml üzerinde antikor titresi %81,48 iken, bu oran PV suşunda 

%51,85 bulunmuştur. C, D ve E aşıları ile aşılı serum örneklerinde PV ve saha izolatı 

ile FAVN testi değerlendirmesinde her iki suşta da 1 örnekte koruyucu standart titre 
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değerinin altında nötralizan antikor seviyesi tespit edilirken, CVS-11 suşu ile yapılan 

nötralizasyon testinde tüm örneklerde koruyucu titre tespiti yapılmıştır. Bu durum; C, 

D ve E aşıları her ne kadar PV suşu ile homolog suş olsalar da üretim aşamasında farklı 

hücre kültürlerinde kültüre edilmiş olmaları ve seri pasajlar sonunda suşta meydana 

gelebilecek değişikliklerden kaynaklı referenz suşun nötralizasyon kinetiğinde 

farklılık oluşumuna sebep olabileceği şeklinde yorumlanmıştır. Aynı zamanda; 

serumların alındığı hayvanların geçmiş dönem aşı kayıtları bilinmediğinden, daha 

önce CVS ya da farklı suşta aşı ile aşılanmış olma olasılıkları da bu farklılığın 

sebeplerinden olabileceği şeklinde değerlendirilmiştir. Sonuçların istatistiksel yönden 

değerlendirilmesinde Ki-Kare metotu kullanılmış olup, 31 ila ≥ 70 IU/ml arasındaki 

nötralizan antikor değerlerini en başarılı şekilde CVS-11’in tanıdığı ve bu sonuçların 

anlamlı olduğu tespit edilmiştir (p<0,001). 0,5 ila 5,9 IU/ml arasındaki antikor 

değerlerini ise, bu çalışmada izolasyonu gerçekleştirilen Türk saha suşunun en başarılı 

şekilde tanıdığı ve bu sonuçların istatistiksel olarak da anlamlı olduğu belirlenmiştir 

(p<0.001). 

 

 Yerel RABV izolatlarının kullanımı ile heterolog suşlarda immunizasyon elde 

edildiği (Astawa ve ark., 2018), laboratuvara uyarlanmış sabit suşların hücre kültürü 

adaptasyonları sırasında çoklu mutasyonlar kazanabildiği rapor edilmiştir (Li ve ark., 

2021). G proteini ektodomain bölgesinde meydana gelen mutasyonlar suşların 

nötralizasyon kinetiklerinin farklılaşmasında önemli etki göstermektedir (Maillard ve 

Gaudin, 2002 ve Moore ve ark., 2005). Aşı çalışmalarında kullanılan challenge 

viruslarla homolog suşların kullanıldığı RFFIT testinde nötralizan antikor sonuçlarının 

%30 daha fazla ölçüldüğü, doğru bir spesifik antikor yanıt etkinliğini tespit etmek için 

heterolog suşlarla çalışılması gerektiği bildirilmiştir (Moore ve ark., 2005). Bu 

bağlamda, bu tez çalışmasında kullanılan saha izolatı, aşı suşları ve referenz viruslarla 

heterolog suş statüsünde olduğundan, referenz viruslara göre daha düşük nötralizan 

antikor titrelerini tanıyabilmesi söz konusu literatür bilgiye atfen anlamlı bulunmuştur. 

Saha suşu ile yapılan FAVN testi sonucunda antikor titreleri düşük tespit edilmiş olsa 

da, bu tez kapsamında elde edilen saha izolatının en az referenz viruslar kadar spesifik 

antikor yanıtı tanıyabilme kapasitesine sahip olduğu görülmüştür.  
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 

 Bu tez çalışması kapsamında Ülkemizde 2013 ve 2020 yılları arasında sirküle 

olan Kuduz virusu saha örneklerinin Nükleoprotein (N) ve Glikoprotein (G) gen 

bölgelerinin tüm genom düzeyinde moleküler analizleri yapılarak, Türkiye orijinli 

Kuduz saha suşlarından farklı hücre hatları kullanarak izolat kazanılması ve kazanılan 

izolatların aşılanmış hayvanlardan elde edilen serum örneklerinde Kuduz virusu 

spesifik antikor varlığını tespit edebilme yeteneklerinin sorgulanması ve referenz 

virusların nötralizasyon aktiviteleri ile karşılaştırılması hedeflenmiştir. Aşağıda tez 

kapsamında elde edilen sonuç ve öneriler listelenmiştir:  

 

 Bu çalışmada 18 adet pozitif Kuduz saha örneği, moleküler teknikler 

kullanılarak Kuduz Virusu N ve G gen bölgeleri yönünden karakterize edilmiştir. 

Cosmopolitan lineajında yer aldıkları tespit edilen saha suşlarının alt lineaj dağılımı 

ME2, ME1a, CA2 ve CA1 şeklinde bulunmuştur. 

 

 Bu tez kapsamında araştırılan 18 saha örneği çeşitli hayvan türlerinden elde 

edilmiştir. Sığır (n: 8), tilki (n: 4), köpek (n: 3) , eşek (n: 2) ve porsuk (n: 1) olmak 

üzere farklı hayvan türlerinin enfekte olduğu ve evcil köpeklerin yanı sıra, çiftlik 

hayvanlarından özellikle sığırlara tilki aracılı vahşi karnivor kuduzunun bulaştırıldığı 

dikkat çekici olarak bulunmuştur. 

 

 Kuduz virusunun N ve G gen bölgesi tüm genomik olarak araştırılmış olup, söz 

konusu saha izolatları ve GenBank veri tabanından alınan diğer lineajlara ait sekanslar 

kullanılarak filogenetik analizler yapılmıştır. Ayrıca nükleotid dizinleri aminoasite 

çevrilerek önemli antijenik bölgeler yönünden de analiz edilmiştir.  
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 Viral replikasyon ve genom enkapsidayonunda görevli N geni I ve III nolu 

anitjenik bölgeler yönünden izolatların kendi aralarında yüksek homoloji sergilemekle 

birlikte, refenz viruslar ile karşılaştırıldığında bazı değişiklikler olduğu dikkati çekici 

olarak bulundu. Saha örneklerinde antijenik bölge IV yönünden bir değişim olmadığı 

ve tüm örnekler için mutasyon bakımından korunaklı bölge olduğu belirlendi. 

 

 Viral nörotropizmin ana belirleyicisi ve nötralizan antikor yanıt oluşumundan 

sorumlu G proteininin III nolu antijenik bölgesindeki R333 nolu aa’in, tez kapsamında 

araştırılan tüm saha örneklerinde korunmuş olduğu ve bu suşların patojen oldukları 

tespit edilmiştir.  

 

 Saha suşlarının moleküler karakterizasyon çalışmalarının periyodik olarak 

yapılması ve sirkülasyondaki virusların çeşitliliğinin ortaya konulması açısından bu 

verilerin düzenli olarak takip edilmesi gerektiği bilinmektedir. Bu tez çalışması 

kapsamında Cosmopolitan lineajına ait Kuduz viruslarının Ülkemizde varlığı ve 

yaygınlığı hakkında moleküler kanıtlar elde edilmiş olup, mücadelede kullanılabilecek 

yerel aşı izolatının kazanımı gerçekleştirilmiştir.  

 

 Kuduz virusu izolasyonu çalışmalarında, Murine neuroblastoma hücre hattının, 

diğer devamlı hücre hatlarına (BHK-21, Vero) oranla daha duyarlı olduğu ve saha 

izolatlarının kazanımı için kullanımı önerilmektedir. 

 

 Doktora tezinin çıktısı olarak 3 saha izolatı kazanılmış olup, bunlardan biri seri 

pasajlar sonucunda 107 DKID50 bir titreye ulaşmış ve FAVN testinde kullanılmak 

üzere standardize edilmiştir. 
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 Genel olarak değerlendirmeye alındığında bu tez kapsamında kazanılan Kuduz 

saha izolatının referenz viruslar kadar nötralizan antikorları tanıma kapasitesine sahip 

olduğu belirlenmiş olup, söz konusu viruslar nötralizan antikorları tanıma bakımından 

CVS-11 (%100) > Saha virusu (%98)> PV (%96) şeklinde sıralanmıştır.  

 

 Kullanılan aşı suşlarının, FAVN testinde kullanılan viruslardan (Referenz 

viruslar ve saha izolatı) antijenik farklılıkları antikorların nötralizasyon kinetiğini de 

etkilemekte olup, bu sebeple yerel saha izolatı ile aşılama sonrası yapılacak serolojik 

değerlendirmelerin in vivo olarak tekrarlanması önerilmektedir.  
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ÖZET 

 

 

Kuduz Virusu Farklı Saha Suşlarının Hücre Kültürü Adaptasyonu ve 

Nötralizasyon Etkinliklerinin Araştırılması 

 

Kuduz virusu hem insan hem de hayvan sağlığını direkt etkileyen, önemli ve son 

konakçısının ölümüyle sonuçlanan zoonotik bir enfeksiyöz ajandır. Hastalık Antartika kıtası 

dışında dünya genelinde bulunmakta olup, yoğunluk Afrika ve Asya kıtalarının çeşitli 

bölgelerinden yıllık olarak bildirilmektedir. İnsan Kuduz vakalarının hemen hemen çoğu 

enfekte köpeklerin ısırması sonucu meydana gelmektedir. Bu bağlamda, enfeksiyon zincirinin 

kırılması adına karnivorların aşılanması hayati öneme sahiptir.  

 

Gerçekleştirilen bu çalışma bir doktora tezi olup; ülkemiz orijinli Kuduz virusuyla 

enfekte hayvanlardan elde edilen saha suşlarının hücre kültürü adaptasyonlarının sağlanmasını 

ve izolat kazanımını hedeflemiştir. Elde edilen izolat; sahadan gelen Kuduz antikoru pozitif 

serum örneklerindeki nötralizan antikorları tanıyabilme yeteneği yönünden test edilmiş olup, 

sonuçların karşılaştırılmasında homolog suşlar yanısıra heterolog referenz suşlar da 

kullanılmıştır. Ayrıca hücre kültürüne adapte edilen suşların, adaptasyon sonrası 

kazanabilecekleri olası farklılıklarının tespiti için, hem monoklonal antikorlarla hem de Kuduz 

virusunun nükleoprotein (N) gen bölgesi yönünden dizin analizi yardımıyla araştırılması 

gerçekleştirilmiştir. Çalışmada 18 saha örneği, moleküler teknikler kullanılarak karakterize 

edilmiş olup, 3 adedinin hücre kültüründe üretimleri gerçekleştirilmiştir.  

 

Bu çalışma sayesinde ülkemiz orijinli Kuduz virusu saha suşlarının kazanımı 

gerçekleştirilmiş olup, ileride yapılacak aşı çalışmalarında kullanılabilecek izolatların saha 

serum örneklerinde nötralizasyon aktiviteleri de test edilmiştir. Böylelikle Kuduz enfeksiyonu 

için yerli aşı üretimine dayalı yeni araştırma projelerine hammadde temini konusunda önemli 

kazanımlar gerçekleştirilmiş olup, öncül araştırma niteliğindedir.  

 

Anahtar Kelimeler: Kuduz, saha suşları, hücre kültürü adaptasyon, nötralizan antikor 

etkinliği 
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SUMMARY 

 

 

 

Investigation of Cell Culture Adaptation and Neutralization Efficiency of Different 

Field Strains of Rabies Virus 

 

Rabies virus is a zoonotic infectious agent that directly affects both human and animal 

health, which is important and resulting in the death of final host. Disease; except the Antarctic 

continent, is found throughout the world, and the large scala of infection is reported annually 

from various parts of Africa and Asia. Most of the human rabies cases are caused by the bite 

of infected dogs. In this context, vaccination of carnivores is of vital importance for breaking 

the chain of infection. 

 

This study is a doctoral thesis; the aims of this study are to provide the adaptation of 

cell culture of straines obtained from rabies-infected animals originating from our country and 

to obtain isolate. The obtained isolate; against the Rabies antibody from the field will be tested 

for the ability to recognise neutralising antibodies in positive serum samples, the comparison 

of the results will be used homologous strains as well as heterologous reference strains. 

Besides, to determine the possible differences of the strains that will be adapted to the cell 

culture after the adaptation period, we will investigate both the monoclonal antibodies and the 

rabies virus by using the nucleoprotein (N) gene regions specific primers. In the study, 18 field 

samples were characterized using molecular techniques, and 3 of them were produced in cell 

culture. 

 

 The results of this study are the preliminary research aiming to gain the isolates that 

can be used in future vaccination studies from the origin of our country. Thus, significant gains 

have been made in the supply of raw materials for new research projects based on domestic 

vaccine production for rabies infection, and it is a preliminary research. 

 

Keywords: Rabies virus, field strains, cell culture adaptation, neutralizing antibody activity 
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EKLER 

 

Ek-3.  Seroloji sonuçlarının istatistiksel sonuçları 

 

 

 

 

 

Kruskal Wallis

titre

Lower Bound Upper Bound

1,00 4 16,9500 7,43034 3,71517 5,1267 28,7733 7,80 23,00

2,00 4 11,2250 8,28749 4,14375 -1,9622 24,4122 1,10 18,00

3,00 4 4,1000 2,76043 1,38022 -,2925 8,4925 1,50 7,80

Total 12 10,7583 8,12454 2,34535 5,5962 15,9204 1,10 23,00

Minimum MaximumN Mean Std. Deviation Std. Error

95% Confidence Interval for Mean

Crosstabs yüksek antikor titrelerine

N Percent N Percent N Percent

sus * titre 162 100,0% 0 0,0% 162 100,0%

1,00 2,00

Count 27 27 54

% within sus 50,0% 50,0% 100,0%

Count 10 44 54

% within sus 18,5% 81,5% 100,0%

Count 9 45 54

% within sus 16,7% 83,3% 100,0%

Count 46 116 162

% within sus 28,4% 71,6% 100,0%

Value df

Asymp. Sig. (2-

sided)

Pearson Chi-Square 18,641a 2 ,000

Likelihood Ratio 18,043 2 ,000

Linear-by-Linear Association
14,664 1 ,000

N of Valid Cases 162

Case Processing Summary

Cases

Valid Missing Total

sus * titre Crosstabulation

titre

Total

sus 1,00

2,00

3,00

Total

Chi-Square Tests

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 15,33.
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Crosstabs orta titrelerde

N Percent N Percent N Percent

sus * titre 162 100,0% 0 0,0% 162 100,0%

1,00 2,00

Count 20 34 54

% within sus 37,0% 63,0% 100,0%

Count 25 29 54

% within sus 46,3% 53,7% 100,0%

Count 15 39 54

% within sus 27,8% 72,2% 100,0%

Count 60 102 162

% within sus 37,0% 63,0% 100,0%

Value df

Asymp. Sig. (2-

sided)

Pearson Chi-Square 3,971a 2 ,137

Likelihood Ratio 4,003 2 ,135

Linear-by-Linear Association
,987 1 ,321

N of Valid Cases 162

Case Processing Summary

Notes

Cases

Valid Missing Total

sus * titre Crosstabulation

titre

Total

sus 1,00

2,00

3,00

Total

Chi-Square Tests

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 20,00.

Crosstabs düşük titrelerde

N Percent N Percent N Percent

sus * titre 162 100,0% 0 0,0% 162 100,0%

1,00 2,00

Count 7 47 54

% within sus 13,0% 87,0% 100,0%

Count 18 36 54

% within sus 33,3% 66,7% 100,0%

Count 29 25 54

% within sus 53,7% 46,3% 100,0%

Count 54 108 162

% within sus 33,3% 66,7% 100,0%

Value df

Asymp. Sig. (2-

sided)

Pearson Chi-Square 20,167a 2 ,000

Likelihood Ratio 21,270 2 ,000

Linear-by-Linear Association
20,042 1 ,000

N of Valid Cases 162

sus * titre Crosstabulation

Case Processing Summary

Total

sus 1,00

2,00

3,00

Cases

Valid Missing Total

Total

Chi-Square Tests

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 18,00.

titre


