UNIva,

ST . _—
z % % TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI

SAGLIK BIiLIMLERI ENSTIiTUSU

1946

KUDUZ VIRUSU FARKLI SAHA SUSLARININ
HUCRE KULTURU ADAPTASYONU VE NOTRALIZASYON
ETKINLIKLERININ ARASTIRILMASI

Yesim TATAN ATICI
VIROLOJi ANABILIM DALI

DOKTORA TEZIi

DANISMAN
Prof. Dr. Tuba Cigdem OGUZOGLU

ANKARA
2022



ICINDEKILER

Etik Beyan

Kabul ve Onay
Icindekiler

Onsoz

Simgeler ve Kisaltmalar
Sekiller

Cizelgeler

1.GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

1.2. Amag ve Kapsam

1.3. Etiyoloji

1.4. Smiflandirma

1.5. Epidemiyoloji

1.6. Bulasma

1.7. Virus Replikasyon Mekanizmasi ve Patogenez
1.7.1.Virusun dokulara inokulasyonu

1.7.2. Periferden sentral sinir sistemine virus gocli
1.7.3. Virus replikasyon siklusu

1.7.4. Merkezi sinir sistemi istilasi

1.7.5. Merkezi sinir sisteminden sentrifugal salinim
1.8. Klinik Bulgular

1.9. Tam

1.9.1. Antijen Tespiti

1.9.1.1. Direk Floresan Antikor Testi (DFAT)
1.9.1.2. Direk Hizli Immiinohistokimya Testi (dRIT)
1.9.1.3. ELISA

1.9.2. Virus Izolasyonu

1.9.2.1. Fare inokulasyon testi (MIT)

1.9.2.2. Doku kiiltiirii enfeksiyon testi (RTCIT)
1.9.3. Niikleik asit tespiti

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

1.9.5. Elektron mikroskobi

1.9.6. Fixed Kuduz Virusu Suslari

1.9.6.1. Laboratuvar Suslar1

1.9.6.2. As1 Suslan

1.10. Korunma

1.10.1. Paranteral asilar



1.10.1.1. Modifiye-canli Enjektabl asilar 41

1.10.1.2. Inaktif (Monovalan/polivalan) Enjektabl Asilar 42
1.10.1.3. Rekombinant Vektor (Monovalan veya polivalan) 42
Enjektabl Asilar

1.10.2. Oral asilama 42
1.10.2.1. Modifiye Canl1 As1 43
1.10.2.2. Rekombinant Canl1 As1 43
2.GEREC VE YONTEM 46
2.1. Gereg

2.1.1. Virolojik ve Serolojik Calismalarda Kullanilan Ornekler 46
2.1.2. Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler 49
2.1.3. Kitler 50
2.1.4. Cihazlar 50
2.2. Yontem 52
2.2.1. Floresan Antikor Testi (FAT) 52
2.2.2. Hiicre Kiiltiirlerine Virus Inokulasyonu 52
2.2.3. Monoklonal Antikorlar ile Virus Ureme Tespiti 53
2.2.4. Virus Titrasyonu 53
2.2.5. Floresan Antikor Virus Nétralizasyon (FAVN) Testi 54
2.2.6. Viral Niikleik Asit izolasyonu 55
2.2.7. Viral RNA’dan Reverz Transkriptaz Enzimi (RT) 56
Yardimiyla Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

2.2.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 57
2.2.9. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi 59
2.2.10. Amplikonlarin Purifikasyonu 60
2.2.11. Dizin Analizi 61
2.2.12. Molekiiler in slico analiz, Karakterizasyon ve Filogenetik Agag 62
Olusturulmasi

3.BULGULAR 63
3.1. Floresan Antikor Testi Sonuglari 63
3.2. Hiicre Kiiltiiriine Virus inokulasyonu ve Monoklonal Antikor Boyama 64
Sonuglari

3.3. Virus Titrasyon Sonuglari 67
3.4. Floresan Antikor Virus Notralizasyon Testi Sonuglari 68
3.5. Virolojik Kontrol Sonuglar1 71
3.5.1. Viral Niikleik Asit Izolasyon Sonuglari 71
3.5.2. RT-PCR Sonuglar1 72
3.5.3. Dizin Analizi ve Filogenetik Analiz Sonuglari 73
4. TARTISMA 89
5.S0ONUC VE ONERILER 107
OZET 110
SUMMARY 111
KAYNAKLAR 112

EKLER 140



Ek-1 Etik Kurul Raporu
Ek-2 Doktora Tezinin Calisilmasina Tarim ve Orman Bakanlig1 Onay1
Ek-3 Seroloji sonuglarinin istatistiki sonuglari

OZGECMIS

140
141
142

144



ONSOZ

Kuduz, insan ve hayvan sagligini etkileyen zoonoz tabiatli, 6nemli ve dliimciil
bulagict hastaliklardan biridir. Diinya ¢apinda her yil binlerce kisinin kuduz
enfeksiyonundan 6ldiigii bilinmektedir. Ulkemizde de kuduz enfeksiyonu endemik
olarak seyretmektedir. Enfeksiyon bulas1 kuduz hayvan tarafindan isirilma/gizik ya da
enfekte salya ile direk mukoza temasi sonucu gercgeklesir. Klinik semptomlarin ortaya
cikmasindan sonra kuduza bagli 6lim oranm1 %100'diir. Kuduz vakalar1 sonucu
meydana gelen insan Oliimlerinin hemen hemen ¢ogu (%99’a kadar) enfekte

kopeklerin 1sirmasiyla bulasan klasik kuduz virusundan kaynaklanmaktadir.

Insanlarda kuduzun dnlenmesi i¢in en etkili ve ekonomik ydntem; enfeksiyon
zincirinde Onemli yere sahip olan karnivorlara yonelik toplu kuduz asilama
kampanyalaridir. Ulkemizde kuduz asilamas: icin yurtdisindan ithal edilen paranteral
ve oral agilar ile karnivorlarin agilamalar1 yapilmaktadir. Yerli kuduz asis1 tiretiminin
ilkemizin disa bagimliligin1 azaltici ve ekonomik ag¢idan fayda saglayacagi
gerceginden hareketle, ileride kullanilacak olasi as1 adayir suglarin belirlenmesine
temel basamak olan saha viruslarmin hiicre kiiltiirline adaptasyon caligmalarinin
yapilmasi énem arz etmektedir. Bu baglamda Ankara Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii Viroloji Anabilim Dali biinyesinde ytiriitiilen bu doktora tezi planlanmis
olup, TAGEM tarafindan (TAGEM/HSGY AD/A/20/A5/P06/1858) desteklenmis ve
01.01.2020- 2022 tarihleri arasinda gergeklestirilmistir.

Doktora egitimim boyunca bilgi ve tecriibeleriyle bana yol gosteren yalnizca tez
calismamda degil her konuda yardim ve destegini hi¢bir zaman esirgemeyen sevgili
danisman hocam Prof.Dr. Tuba Cigdem OGUZOGLU’na, Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali Baskam Prof. Dr. Aykut OZKUL’a,
Viroloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri Prof. Dr. Feray ALKAN, Prof. Dr. Seval
BiILGE DAGALP, Prof. Dr. Mehmet Taner KARAOGLU, Dog. Dr. Ayse Zeynep



AKKUTAY YOLDAR hocalarima doktora egitimim boyunca yardim ve katkilarindan
dolay1 tesekkiirlerimi sunarim. Doktora tez ¢alismam sirasinda yardimlarini
esirgemeyen Dog. Dr. Bahattin Taylan KOC’a ve Eda ERDEM SAHIKESEN’e ve
Viroloji Anabilim Dalinin tiim arastirma gorevlisi ile lisansiistii 6grencisi
arkadaglarima ve idari personeline, Doktora egitimim boyunca birlikte mesai yaptigim
VKMAE Kuduz Teshis Laboratuvari personeline; tezimin maddi olanaklarini
destekleyen TAGEM ve Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitlisii

Miidiirligii’ne tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak hayatimm her asamasinda maddi manevi desteklerinden dolay1
annem Zehra TATAN’a, ablam Yasemin Zeynep DENIZ’e ve her animda yoklugunu
hissettiim suan yanimda olamayan babam YAVUZ TATAN’a, doktora egitimim
boyunca sabr1 ve ilgisi i¢in esim Enes Gazi ATICI’ya ve bana annelik duygusunu

hissettiren bebegime sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Vi
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1.GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Gegmisi insanlik tarihi kadar eskilere dayanan (M.O. 3500), Lyssavirus’larin
neden oldugu Kuduz, sicak kanli memeli hayvanlar ve insanlar basta olmak {izere
olduk¢a genis bir konak¢1 spekturumuna sahip, merkezi sinir sistemini etkileyerek
oliimciil ensefalite yol agan zoonoz viral bir enfeksiyondur. Fransiz bakteriyolog Louis
Pasteur’iin 1885'te enfekte sinir dokudan gelistirdigi liyofilize as1 ile baslayan Kuduz
enfeksiyonu ile miicadele programlar1 giiniimiizde de yiiriitiilmesine ragmen, hastalik
halen insan ve hayvan sagligi acisindan ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Diinya
capinda her yi1l binlerce kisinin 6liimiine neden olan Kuduz enfeksiyonunun %99’dan
fazlas1 enfekte kopek temasl bulas hikayesi olan “Klasik Kuduz Virusu’ndan”
(RABV) kaynaklanmaktadir (Alaifan ve Altamimi, 2019; Kassiri ve ark., 2018; Kuduz
saha rehberi 2019; Obonyo ve ark., 2016 ve Sami ve Ennaji, 2020). Diinya Hayvan
Saghig Orgiitii (OIE-WOAH) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) listesinde yer alan bu
enfeksiydz ajan, “Tek Saglik” konsepti anlayisini harekete gegirerek Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Kuduz Kontrolii igin Kiiresel Ittifak
(GARC) kuruluslarinin da dahil oldugu isbirligi programinin olusumuna da aracilik
etmistir. Bu baglamda; 2030 yilina kadar “kdpek aracili Kuduz enfeksiyonu ile sifir
insan 6limii” slogani ile “United Against Kudues’’ olarak bilinen, kiiresel anlamda bir
ortaklik  gerceklestirilmistir.  Kurulusun  hedefleri  dogrultusunda;  kopek
popiilasyonlarinin yonetimi ile enfeksiyon bulasini1 6nlemek, kopeklerin agilanmasi ile
sirli bagisikligini saglamak, maruziyet sonrasi profilaksi ve bakim hizmetleri
saglamak gibi ¢ok yonlii stratejiler planlanmistir (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

Bu enfeksiyonla miicadele kapsaminda alinmasi gereken kontrol 6nlemlerinin
belirlenmesi igin, yiiksek yayilim potansiyeline sahip sirkiilasyondaki Kuduz saha
virus varyantlarinin genotiplendirilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir (Denduangboripant
ve ark., 2005 ve Smith ve ark., 1991). Ulkemizde Kuduz hastaligimin siirveyansi ve
molekiiler karakterizasyonu ulusal referans merkez olan Etlik Veteriner Kontrol

Merkez Arastirma Enstitiisii sorumlulugundadir (Aylan ve ark., 1998).

Kuduza kars1 etkin bir tedavi yontemi bulunmadigindan hedef hayvan tiiriiniin
asilanmasi, etken yayiliminin engellenmesi bakimindan miicadele programlarinin
temel basamagini olusturmaktadir (Garg, 2014). Ulkemizde Kuduz eradikasyonuna
yonelik miicadele programinda, 3 ayliktan biiyiik evcil karnivorlara ithal inaktif Kuduz
agsis1, yaban hayattaki karnivorlara ise oral yolla havadan yapilan asilama programinda

canli ag1 uygulamasi (bait) yapilmaktadir.

Tiim diinyada Kuduz enfeksiyonuna kars1 immun koruma saglamak amaciyla
kullanilan tiim Kuduz asilar, filogrup 1 igerisinde bulunan Klasik Kuduz virusundan
(RABV) (Genotip 1) koken almaktadir (OIE, 2013). Ancak farkli filogruplarda yer
alan Lyssaviruslariin farkli cografyalarda enfeksiyonun yayilimindan sorumlu
olabilecegi unutulmamalidir. Ayrica filogruplar arasindaki kros nétralizasyonun diisiik
ve/veya hi¢ olmayabilecegi ihtimalleri de gbzardi edilmemelidir. Bu nedenle etkin ve
etkili korunmay1 saglayabilmek icin o cografyaya ait saha viruslarinin genetik ve

antijenik farkliliklarinin ortaya konulmasi 6nem arzetmektedir.

Bu sebeple, ililkemizde sirkiile olan yerel saha izolatlarindan kazanilacak
inaktif Kuduz asisinin evcil hayvanlarda kullanimi ile s6z konusu enfeksiyona kars1
olusacak immun yanitta daha etkili olacag1 diisiiniilmektedir. Bu doktora tez konusu
kapsaminda; iilkemizde sirkiile olan 5 farkli cografi bolgeden (Akdeniz, Marmara, i¢
Anadolu, Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu), 5 farkli hayvan tiiriine (S18ir n:8,
Tilki n:4, Kopek n:3, Esek n:2, Porsuk n:1) ait 18 adet Kuduz pozitif saha drneginin

molekiiler karakterizasyonlar1t N ve G gen bdlgelerinin tiim genom analizi ile



degerlendirilmis olup, tiim saha 6rnekleri 3 farkli hiicre kiiltiirii (BHK-BSR (Clonel3),
VERO (E6) ve Murine Neuroblastoma (Na 42/13)) kullanilarak seri pasajlara
alinmistir. Calisma sonucunda izolat kazanimi (n=3) gerceklestirilmistir. Buna ek
olarak, farkli ticari asilarla asilanmis kedi ve kopeklerden Etlik Veteriner Kontrol
Merkez Arastirma Enstitiisii blinyesinde arastirilmak iizere gonderilen 72 adet kan
serumu O0rnegi tez ¢aligmasi i¢in ayrilmis olup, gerek kuduz referans viruslari gerekse
bu calismada kazanilan saha izolatlar1 ile teste alinarak antikor miktarlar
arastirilmistir. Elde edilen saha izolatina karsi tespit edilen antikor yanitin, referans
viruslarla yapilan nétralizasyon test sonuglariyla uyumlu oldugu belirlenmistir.
Boylelikle ileride s6z konusu saha izolatlarinin referens sus aday1 olabilme kapasiteleri
sorgulanmistir. Ayn1 zamanda, saha suslarinin hiicre kiiltiirlerine adaptasyonu ile elde
edilen izolatlarin, ileride olasi as1 c¢alismalarinda kullanilabilmesine imkan

saglanmstir.



1.2. Amac¢ ve Kapsam

Ulkemizde varlig1 uzun yillardan beri bilinen Kuduz virusuna ait ilk filogenetik
bilgi, Avrupa genelinde yapilan bir arastirmada Tiirkiye’den iki 6rnegin kismi genom
analizlerinin yapilmasiyla edinilmistir (Bourhy ve ark., 1999). Ayrica Tirkiye’de
varligini siirdiiren Kuduz virusunun Orta Dogu ve Dogu Avrupa viral popiilasyonlari
arasinda araci bir pozisyonda yer aldigi verisi de bir baska literatiir bilgisinde
sunulmustur (Johnson ve ark., 2010c). Sekans analizleri ile Kuduz virusunun
tilkemizde ti¢ dalli yayilim gosterdigi sonucuna varilarak suslarin cografik orijinleri
ile iligkili olarak Dogu, Bat1 ve Kafkas olarak adlandirlmistir (Johnson ve ark., 2003).
Bat1 dali; iilkemizin batisindaki illerde (istanbul, izmir, Manisa ve Bursa gibi) bulunan
suslardan olusmaktayken (Johnson ve ark., 2003), zaman igerisinde hastaligin 6nceden
goriilmedigi giiney ve dogu illerine dogru yayilim gosterdigi belirlenmistir (Johnson
ve ark., 2006). Dogu dali; Tiirkiye nin dogu illerinde (giineyde Gaziantep ve kuzeyde
Ardahan dahil) bulunan suslar1 barindirmakta olup (Johnson ve ark., 2003), bu grupta
yer alan 6rneklerin Orta Dogu bolgesinde bulunan iilkelerden elde edilenlerle yakinlik
gosterdigi bildirilmistir (Johnson ve ark., 2003 ve Johnson ve ark., 2013). Dogu ve
Bati1 dalinda yer alan Kuduz viruslarinin ana rezervuari evceil kopekler olmakla birlikte,
her iki dala ait 6rnekler tilkilerden de izole edilmistir (Johnson ve ark., 2010c ve
Johnson ve ark., 2013). Dogu grubu igerisinde yer alan Ardahan ilinden bazi 6rnekler,
sinir komsusu Giircistan Ornekleri ile yakin iligkili bulunarak Kafkas dali olarak
adlandirlmistir (Johnson ve ark., 2013; Johnson ve ark., 2003). Ulkemizde Kuduz
virusu saha suslarinin cografi kokenlerine (Dogu/Bati/Kafkas) gore adlandirildig:
caligmalar bildirilmis olup (Johnson ve ark., 2003), giincel nomenklatiir Uluslararasi
Virus Taksonomisi Komitesi'ne (ICTV) gore filogenetik olarak yapilmaktadir.
Ulkemizdeki Kuduz virusu saha suslarmm mevcut durumuna ait son makale 2022
yilinda yaymlanmis olup, bu doktora tez c¢alismasinda kullanilan 6rnekleri
kapsamaktadir. Buna gore elde edilen tiim saha suslarinin Cosmopolitan dalinda yer

aldig tespit edilmistir (Tatan Atic1 ve Oguzoglu, 2022).



Bu tez ¢alismasinin amag ve kapsami agagida 6zetlenmistir:

1.

Tirkiye orijinli Kuduz saha suslarindan farkli hiicre hatlar1 kullanarak izolat

kazanilmasi,

Ulkemizde 2013 ve 2020 yillar1 arasinda sirkiile olan Kuduz virusu saha
orneklerinin Niikleoprotein (N) ve Glikoprotein (G) gen bdlgelerinin tiim

genom analizlerinin yapilmasi,

Evcil ve vahsi hayvan orjinli kuduz virusu saha suslarinin filogenetik analizler

sayesinde molekiiler karakterizasyonlarinin gerceklestirilmesi,

Hiicre hatlarina adaptasyonlart gergeklestirilen Kuduz saha izolatlarinin,
astlanmis hayvanlardan elde edilen serum 6rneklerinde kuduz virusu spesifik
antikor varhigini tespit edebilme yeteneklerinin sorgulanmasi ve referenz

viruslarin nétralizasyon aktiviteleri ile karsilastirilmast,

Elde edilen izolatlarin ileride olasi referenz sus olarak kullanilabilmesi

potansiyellerinin aragtirilmasi,

Farkli hiicre kiiltiirlerine adapte edilebilen izolatlarin tim N ve G gen
bolgelerindeki niikleotid degisimlerinin aminoasit diizeyinde farklilagsmaya

neden olup olmadiklarinin tespit edilmesi ve degerlendirilmesi

Bu kapsamda Ulkemiz orijinli saha izolatlarinin yerli Kuduz agis1 iiretimine
katki saglayabilmesi adina yeni arastirma projelerine hammadde (as1 susu)

olarak hizmet etmesi hedeflenmistir.



1.3. Etiyoloji

Kuduz virusu taksonomik diizene gore; Mononegavirales takimi,
Rhabdoviridae ailesi igerisinde Alpharhabdovirinae alt ailesinde yer alan Lyssavirus
genusunda bulunur (de Melo ve ark., 2020; Dietzgen ve ark., 2012 ve Miiller ve ark.,
2015) (Sekil 1.1). Tiim Mononegavirales takimi viruslart tek pargali genoma sahip
olup (Orchid fleck virus istisna duruma sahiptir (Kondo ve ark., 2006)), uzunluklar1 ~
9 kb ile ~19 kb arasinda degismektedir (Conzelmann, 1998; Lamb, 2013; Pringle, 1997
ve Whelan ve ark., 2004). Bu ortak tek parcali genom yapisi; etkili enfeksiyon
olusturmak i¢in gereken miktarda viral protein sentezinde gdrev alir. Bu takimda
bulunan sekiz viral aile ve yiizden fazla virusun tamami, konake1 hiicreden koken alan
zarf ile gevrili olup, korunakli transkripsiyon mekanizmasi sayesinde virusa ait temel
gen diizeninin korunmasini saglar (Amarasinghe ve ark., 2017; Assenberg ve ark.,
2010 ve Kuhn ve ark., 2013).



= Eamily: Rhabdoviridae Order: Mononegavirales

+ Genus: Almendravirus  Subfamily: Alpharhabdovirinae

+ Genus: Alphanemrhavirus Subfamily: Alpharhabdovirinae
+ Genus: Alphapaprhavirus Subfamily: Alpharhabdovirinae
+ Genus: Alpharicinrhavirus  Subfamily: Alpharhabdovirinae
+ Genus: Amplylivirus  Subfamily: Alpharhabdovirinae -
+ Genus: Arurhavirus  Subfamily: Alpharhabdovirinae

+ Genus: Barhavirus Subfamily: Alpharhabdovirinae

+ Genus: Caligrhavirus Subfamily: Alpharhabdovirinae

+ Genus: Cetarhavirus  Subfamily: Alpharhabdovirinae -~
+ Genus: Curiovirus Subfamily: Alpharhabdovirinae

+ Genus: Ephemerovirus  Subfamily: Alpharhabdovirinae

+ Genus: Hapavirus Subfamily: Alpharhabdovirinae

+ Genus: Ledantevirus Subfamily: Alpharhabdovirinae

+ Genus: Lostrhavirus  Subfamily: Alpharhabdovirinae

+ Genus: Lyssavirus Subfamily: Alpharhabdovirinae Click for details
+ Genus: Merhavirus Subfamily: Alpharhabdovirinae

+ Genus: Mousrhavirus  Subfamily: Alpharhabdovirinae
+ Genus: Ohlsthavirus  Subfamily: Alpharhabdovirinae
+ Genus: Perhabdovirus Subfamily: Alpharhabdovirinae
+ Genus: Replylivirus Subfamily: Alpharhabdoviringe

T

+ Genus: Sawgrhavirus  Subfamily: Alpharhabdovirinae

+ Genus: Scophrhavirus  Subfamily: Alpharhabdovirinae

T

+ Genus: Sigmavirus Subfamily: Alpharhabdovirinae

+ Genus: Siniperhavirus  Subfamily: Alpharhabdaovirinae
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+ Genus: Sprivivirus  Subfamily: Alpharhabdovirinae
+ Genus: Sripuvirus Subfamily: Alpharhabdovirinae
+ Genus: Sunrhavires  Subfamily: Alpharhabdovirinae
+ Genus: Tibrovirus Subfamily: Alpharhabdovirinae
+ Genus: Tupavirus Subfamily: Alpharhabdovirinae
+ Genus: Vesiculovirus  Subfamily: Alpharhabdovirinae

+ Genus: Zarhavirus  Subfamily: Alpharhabdovirinae

Sekil 1.1. Mononegavirales Taksonomik Diizeni
(https://ictv.global/taxonomy Erigim Tarihi: 18 Agustos 2022).

Rhabdoviridae ailesi iginde omurgalilar, omurgasizlar ve bitkilerde ¢ogalan 18
tir virus bulunmaktadir. Lyssavirus (Kuduz virusu ve Kuduz benzeri viruslar),
Vesiculovirus (vesicular stomatitis viruslari ve benzeri viruslar), Ephemerovirus
(bovine ephemeral fever virusu ve benzeri viruslar) ve Tibrovirus gensunda bulunan
etkenler memelileri enfekte ederken, Tupovirus Kuslar icin patojendir (Calisher ve
Ellison, 2012 ve Da Poian ve ark., 2005). Novirhabdovirus (aquatic vertebralilarin
infeksiyoz hematopoetik nekrozisi viruslari ve benzeri viruslar), Perhabdovirus ve
Sprivivirus baliklari, 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

eklembacakli popiilasyonu i¢in patojen olan virus tiirleridir (Blasdell ve ark., 2015;
Contamine, 2008; Contreras ve ark., 2017 ve Wang ve ark., 2017) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Mononegavirales sinifinin filogenisi (Ortega ve ark., 2018).

Rhabdoviruslar yaklasik 70 nm ¢apinda ve 170 nm uzunlugunda zarfli RNA
viruslardir. Helikal simetriye sahip niikleokapsit glikoprotein peplomerli lipid zar ile
¢evrelenerek viriona mermi/koni seklini vermektedir (Sekil 1.3). Kuduz virusu 4,6 x
10° kDa molekiiler agirlikta, negatif polariteli, tek sarmalli (sSRNA), 11-12 kb
uzunlugunda ve segmentsiz tek parcali genoma sahiptir (Doymaz, 2000; White ve
Fenner, 1994 ve Zakowski ve Wagner, 1980). Virus konakg¢1 diginda canli kalabilen
yaptya sahip degildir. Lipid solventlere (sabun soliisyonlari, eter, kloroform, aseton),

% 45-70’ lik etanole, iyodin preperatlarina ve kuaterner amonyum bilesiklerine kars1



hassas olup, giines 15181, 1s1 ve UV ile kolayca inaktive edilebilmektedir (Leung ve
ark., 2007; Meslin ve ark., 1996 ve Murphy ve ark., 1999;). Rhabdovirus virionlari
oldukg¢a iyi korunmus 5 major protein ihtiva etmektedir ve Lyssavirus cinsinde
sirastyla 3’-N-P-M-G-L-5’proteinleri seklindedir (White ve Fenner, 1994 ve Yousef
ve ark., 2012).

Glycoprotein (G)

Matrix protein (M) (i

o

Nucleoprotein (N) 8

Phosphoprotein (P) &

Polymerase (L) .

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

Lyssavirus genom organizasyonunda viral RNA ile N, P ve L proteinleri
Riboniikleoprotein (RNP) kompleksi olusturur. Konak hiicre sitoplazmasinda
genomik transkripsiyon ve replikasyondan sorumlu olan bu kompleks viral membran
proteinleri G ve M ile gevrilidir. Glikoproteini kodlayan G geni viral zarf yiizeyi
iizerinde konumlanir ve virus nétralize edici antikorlari etkili bir sekilde 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 hiicreye



girisine aracilik eden hedef hiicre (miyositler, noéronlar ve tiikriik bezi asiniisleri)
reseptorlerine baglanmasindan sorumlu olmanin yanisira RABV’nin patojenite ve
norovirulansinda da 6nemli rol oynamaktadir (Etessami ve ark., 2000; Nagaraja ve
ark., 2018; Wunner, 2002 ve Yousef ve ark., 2012). Noral hiicre adezyon molekiilii
(NCAM) (Thoulouze ve ark., 1998), p75 norotrofin reseptorii (P7SNTR) (Tuffereau
ve ark., 1998 ve Tuffereau ve ark., 2001) ve Asetilkolin reseptorleri (NAChR) (Lentz
ve ark., 1982) gibi birkag¢ reseptoriin Kuduz virusunun hiicreye baglanma ve girisinde
rol oynadig1 goriiliir (Assenberg ve ark., 2010). Son yillarda merkezi sinir sisteminde
bol miktarda bulunan Metabotropik glutamat reseptor alt tipi 2'nin (mGluR2),
glikoprotein ile etkilesime girerek virusun hiicreye girisine aracilik eden yeni bir
reseptor oldugu tespit edilmistir (Wang ve ark., 2018). G proteini ayn1 zamanda
hayvanlarda kuduz enfeksiyonuna karsi tam koruma saglanmasi igin gerekli olan
hiicresel ve humoral immun yanit ile dogustan gelen immun yanitin uyarimi igin
onemli bir belirleyicidir (Davis ve ark., 2015 ve Zhang ve ark., 2013). Bu yapisal
proteinin molekiiler yapisinda meydana gelen herhangi degisiklik Kuduz virusunun
immunolojik Kkarakteri, antijenitesi ya da patojenitesinde bir degisiklige neden

olabilmektedir.

ag B0G 1GTG 6475

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

524 amino asite sahip olan trimerik yapidaki G proteini sinyal peptid (19 aa),
ektodomain (1-439 aa), transmembran domain (440-461 aa) ve sitoplazmik ug (462-
505 aa) olmak iizere dort alandan olusmaktadir (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 bagisik
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yanittan kaginmadan sorumlu bolgelerdir (Coulon ve ark., 1998; Huang ve ark., 2017,
Prehaud ve ark., 2010 ve Virojanapirom ve ark., 2012). Ektodomain, reseptor tanima
ve membran flizyonunda sorumlu boélgeler ile nétralize edeci antijenik alti alana
sahiptir,  antijenik bolge I (226-231 amino asit arasinda hem linear hem
konfirmasyonal epitoplar barindirir) (Marissen ve ark., 2005), antijenik bolge II (34
ila 42 amino asit — (l1b) ve 198 ila 200 amino asit — (Ila) arasinda konfirmasyonel
epitoplara sahiptir), antijenik bolge IIT (330 ila 338 amino asit arasinda), antijenik
bolge IV (251. amino asit), G1 olarak da adlandirilan kiigiik bolge “a” (342-343 amino
asit) ve G5 antijenik bolgesi (261-264 amino asitleri arasinda lineer bir epitoptur ve
antijenik bolge VI’ ii de i¢inde barindirir) olarak adlandirilmaktadir. Antijenik bolge
III viriilans ile iliskili bolge olarak tanimlanmaktadir. Bu bodlgede meydana gelen
amino asit degisimleri viral patojenitede farkliliklar ve nétralizan antikorlara karsi
direng olusumunda 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 bolgedeki amino asit farkliliklarindan dolayr Lyssavirus
genusundaki tiim kuduz virusu suslar1 antijenik olarak benzerlik gostermezler. Bu
sebeple farkli filogruplarda yer alan kuduz virusuna ait anti serumlar ile cros

notralizasyon gostermezler (Warrell ve Warrell 2004; Singh ve ark., 2017).

Ib lla 1 IV G5 m Gi
3442

198-200 226231 251 261-264 330338 342-343

I if o il e

Signal Transmembrane Cytoplasmatic
peptide domain domain
1-19 (440-461) (462-505)

Sekil 1.5. Kuduz Virusu Glikoprotein geni diyagrami (Kuzmina ve ark. 2013b’den alinmustir).

Matriks proteini (M) viral zarfin altinda bulunur ve zar ile niikleokapsid
arasinda koprii gorevi gormektedir. Niikleokapsidi yogunlastirirak mermi seklindeki
Lyssavirus virionu goriiniimiinii verir. Ayn1 zamanda cift katmanl lipid tabaka ve
glikoprotein ile de iliskilide 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

11



olusumu ve tomurcuklanmada 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir (Assenberg ve

ark., 2010 ve Wunner, 1991).

Niikleoprotein (N), Lyssavirus proteinleri i¢inde en fazla korunaklikli yapiya
sahip olan ve 450 amino asitten olusan fosforile bir proteindir. Lyssavirus genusundaki
farkli kuduz virus suslart N proteinleri bakimindan yiiksek derecede homoloji
gostermektedir. Yapisinda pek ¢ok antijenik ve immunodominant alan iceren N gen
bolgesi; Lyssaviruslarin grup spesifitesinin belirlenmesi, virusun transkripsiyon ve
replikasyon basamaklarinda 6nemli bir role sahiptir (Hazar ve ark., 2000; Nandi ve
Kumar, 2011; Wunner, 1991 ve Yang ve ark., 1998). Niikleoprotein, viral etken ile
enfeksiyon sirasinda dogustan gelen bagisiklik tepkisinin baskilanmasinda hayati bir
role sahiptir ve kuduz virusunun beyin ve merkezi sinir sisteminde yayilmasina izin
verir (Masatani ve ark., 2010; Masatani ve ark., 2011 ve Masatani ve ark., 2013).
Kuduz virusuna spesifik temel islemlerin siirdiiriilebilmesi i¢cin N gen bdlgesinin
yiikksek korunakli bolge olmasi esastir ancak kisa segmentlerdeki amino asit
farkliliklar1 genotipler arasinda genetik gesitlilige sebep olmaktadir (Kuzmin ve ark.,
2005 ve Wunner, 2007). N genine ait niikleotid sekans bilgileri kuduz virusunun
diinyada cografik dagiliminin belirlenmesi, genetik tiplendirme ve evrimsel ¢aligmalar
icin molekiiler marker olarak kullanilmaktadir (Bourhy ve ark., 1993 ve David ve ark.,
2000).

N proteini tizerindeki antijenik bolge I ve IV ile antijenik bolge II ve III'iin
sirastyla lineer ve konformasyona bagli epitoplardan olusmaktadir (Goto ve ark., 2000
ve Minamota ve ark., 1994). Antijenik bolge 1 (374~383 amino asit) ve 111 (313~337
amino asit), RNA genom enkapsidasyonu ve viral replikasyon i¢in gerekli olan aktif
bir sitoplazmik riboniikleaz kompleksinin olusumunda rol oynamaktadir (Yang ve
ark., 1998 ve Yang ve ark., 2011). N geninde antijenik bdlge IV 359-366 ve 375-383
amino asit pozisyonlar1 arasinda iki bagimsiz epitop olarak belirlenmis ve T hiicresi
epitopu olarak da tanimlanmaktadir (Goto ve ark., 1995; Goto ve ark., 2000; Minamoto
ve ark., 1994 ve Mochizuki ve ark., 2011).
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Fosfoprotein (P), polimeraz L i¢in katalitik olmayan bir kofaktdér olmanin
yanisira konak interferon aracilt antiviral savunmanin bozulmasinda gorev almaktadir
(Rieder ve Conzelmann, 2011). 299 amino asitten olusan P proteini yapisal olarak ii¢
bolgeden olusmaktadir; N-terminali (Pntp), proteinin merkezi (Pcep) ve C-terminali
(PcTp) (Gerard ve ark., 2009; Ivanov ve ark., 2010 ve Jacob ve ark., 2001).

L geni, transkripsiyon ve replikasyon icin gerekli coklu enzimatik aktiviteleri
gerceklestirilmesinden 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 bagimli RNA polimeraz olarak iglev goren ve
Lyssavirus genom yapisinda en biiyiik alana sahip L proteini; sablon bazli RNA
sentezinin katalizlenmesi, mRNA kaplama, 5° ucunun metilasyonu ve 3’ ucunun
poliadenilasyonu aktivitelerinden sorumludur (Grdzelishvilli ve ark., 2005; Ivanov ve
ark., 2011; Li ve ark., 2006 ve Ogino ve ark., 2005). Yaklasik 220-250 kDa olan L
proteini Lyssaviruslar arasinda oldukga iyi korunmus yapida ve ¢oklu L islevlerinin
her birinden ayr1 ayri sorumlu olan 6 boélgeye sahiptir (I-V1). 544-564 amino asitleri
arasindaki II. bolge RNA baglama bolgesi olarak iglev goriirken 727-732 amino
asitleri arasindaki I11. Bolge RNA polimerazin aktif bolgesi olarak tanimlanmaktadir
(Conzelmann, 1995; Mochizuki ve ark., 2011; Poch ve ark., 1990 ve Schnell ve Svenda
ve ark., 1997). Glisin agisindan zengin bir alana sahip olan VI. bélge 1.705-1.709
amino asitleri arasinda bulunmakta ve poliadenilasyon veya protein kinaz aktiviteleri

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

1.4. Siniflandirma

Avrupa ve Afrika’da 1956 yilinda Kuduz-iliskili ilk virus izolasyonu ardindan
yapilan ¢alismalar neticesinde; 6liimciil enfeksiyon sebebi olarak tek bir viral etkenin
sorumlu olmadigi ve RABV’un Kuduz hastaligina sebep olan Lyssaviruslardan

yanlizca biri oldugu anlasilmistir (Badrane ve ark., 2001 ve Calisher ve Ellison, 2012).
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Glintimiizde ise Lyssaviruslar, anti niikleokapsid monoklonal antikorlarin panelleri ile
reaksiyonda olan antijenik 6rnekler, genetik mesafeler ve immiinolojik 6zellikler gibi
sinir kriterlerine gore Uluslararast Virus Taksonomisi Komitesi (ICTV) tarafindan
farkli  virus tiirlerine ayrilmiglardir  (http://www.who-rabies-bulletin.org/site-
page/classification). Lyssavirus siniflandirmasi molekiiler tekniklerle yapilmakta
olup, ““‘genotip’’ terimi kullanilmaktadir (Bourhy ve ark., 1993 ve Kissi ve ark., 1995).
Niikleoprotein gen dizinindeki amino asit benzerliklerine goére Lyssaviruslar 7
genotipe ayrilmaktadir (Bourhy ve ark., 1993 ve Gould ve ark., 1998). Genotip 1
olarak adlandirilan Kuduz virusu, diinya genelinde ¢ogunlugu karnivorlar olmak iizere
cesitli evcil ve vahsi memeliler ile Amerikan yarasalarinda bulunmaktadir (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 raporlanmistir (Bourhy
ve ark., 1993 ve Gould ve ark., 1998). Giiniimiizde, Lyssavirus taksonomisine dahil
olan farkli cografik bolge ve rezervuarlardan izole edilmis 17 tiir Kuduz ve Kuduz

benzeri virus olarak tanimlanmaktadir (Cizelge 1.1).
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Cizelge 1.1. Giiniimiizde lyssaviruslarin gesitliligi ve taksonomisi
(https:/ftalk.ictvonline.org/taxonomyy/).

Tiirler (ICTV) Kisaltma Potansiyelvektor(ler) / rezervuar(lar)

Dagilim
Rabies virus RABV Karnivorlar (Diinya genelinde); Yarasalar Diinya genelinde
(Amerika)
(baz1 adalar harig)
Lagos bat virus LBV Meyve yiyen yarasalar Afrika
(Megachiroptera)
Mokola virus MOKV Bocek yiyen sivri fare (Soricidae) Sahraalti Afrika
Duvenhage virus DUVV Bocek yiyen yarasalar Giiney Afrika
Avrupa yarasa EBLV-1 Bocek yiyen yarasalar Avrupa
lyssavirus 1 ) .
(Eptesicusserotinus)
Avrupa yarasa EBLV-2 Bocek yiyen yarasalar Avrupa
lyssavirus 2 (Myotisdaubentonii, M. dasycneme)
Awvustralya yarasa ABLV Meyve / bocek yiyen yarasalar Avustralya
lyssavirus (Megachiroptera/Microchiroptera)
Aravan virus ARAV Bocek yiyen yarasalar Orta Asya
(Myotisblythi)
Khujand virus KHUV Bocek yiyen yarasalar Orta Asya
(Myotismystacinus)
Irkut virus IRKV Bocek yiyen yarasalar Dogu Sibirya
(Murinaleucogaster)
Bat1 Kafkas yarasa | WCBV Bocek yiyen yarasalar Kafkas Bolgesi
virus
(Miniopterusschreibersi)
Shimoni yarasa SHIBV Hipposideroscommersoni Dogu Afrika
virus
Bokeloh yarasa BBLV Bocek yiyen yarasalar Avrupa
lyssavirus ) ]
Myotisnattereri
Ikoma virus IKOV Afrika Misk Kedisi Afrika
(Civettictis civetta’den izole edilmis)
Tayvan yarasa TWBLV Pipistrellus abramus Asya
Lyssavirus
(Tayvan)
Gannoruva yarasa GBLV Meyve yiyen yarasalar Asya
Lyssavirus .
(Pteropusgiganteus)
Lleida yarasa LLBV Bocek yiyen yarasalar Avrupa
Lyssavirus” o o )
(Miniopterusschreibersi) (Ispanya)
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Finlandiya’da tespit edilen Kotalahti yarasa Lyssavirus (KBLV) (Calvelage
ve ark., 2021) Uluslararasi Virus Taksonomisi Komitesi (ICTV) tarafindan
siiflandirilmamis Lyssavirus olarak tanimlanmaktadir
(https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/negative-sense-rna-
viruses/w/rhabdoviridae/795/genus-lyssavirus).

Matlo yarasa Lyssavirus (Giiney 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 donemlerde farkli
bolgelerden ilk kez teshis edilen ve heniiz taksonomiye dahil olmayan Lyssavirus

tirleridir.

Lyssaviruslarin tam genom analizlerinin yapildig1 bir ¢alismada, genomik
uzunluklarinin 11918 nt.(GT7) ile 12016 nt.(GT2) arasinda cesitlilik gostermekle
birlikte, genotiplerin timiiniin yapisal olarak ayni genomik organizasyona sahip
oldugu belirtilmistir (Cizelge 1.2). Sozkonusu g¢esitlilige P proteini niikleotid
uzunlugunun degiskenliginin neden oldugu bildirilmistir (Delmas ve ark., 2008;
Kuzmin ve ark., 2005; Marston ve ark., 2007 ve Wu ve ark., 2007). Lyssavirus
genusundaki viruslarin, virionun icerdigi bes gen bolgesi bakimindan benzerlik orani
sirastyla N>L>M>G>P (%95,2; 94,2; 92,3; 85,8; 81,5) seklinde amino asit benzerligi

olarak siralanmaktadir (Delmas ve ark., 2008).
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Cizelge 1.2. Lyssavirus cinsinin 7 genotipini temsil eden 24 genomun kodlama potansiyeli, genom
boyutu (niikleotitlerde) ve G+C igerigi (Delmas ve ark., 2008).

Genotype 1 2 3 4 5 6 7 All genotypes
3'UTR 70 70 70 70 70 70 70 70

N protein 1353 1353 1353 1356 1356 1356 1353 1353-1356
N-P 90-94 101 100-102 90 90-96 101 93-94 90-102

P protein 894 918 912 897 894 894 894 894-918
P-M 87-90 75 80-83 83 83 88 &7 75-90

M protein 609 609 609 609 609 608 609 609

M-G 211-215 204 203-204 191 211 205-210 207-209 191-215

G protein 1575 1569 1569 1602 1575 1575 1578-1581 1569-1602
G-L 515-525 578-588 546-562 562-563 560 511-512 508-509 508-588

L protein 6384-6429 6384 6381-6384 6384 6384 6384 6384-6387 6381-6429
5'UTR 85-131 145 112-114 13 130-131 131 131 86-145
Genome 11923-11928 12006-12016  11940-11957  11975-11976  11966-11971  11924-11930 119138 11918-12016
G+C% 44,9-454 40,9-435 44,1-449 44,1-44,2 44,6-45,0 44.8 434-442 40,9-45,4
Upper and lower size ranges are indicated.

doi:10.1371/journal pone.0002057 1002

Lyssavirus tiirleri genetik, immiinojenik ve patojenik 6zelliklerine gore iKi
filo gruba ayrilir (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 kapsamaktadir (http://www.who-rabies-bulletin.org/site-
page/classification). Filogrup 1 iginde bulunan tiim Lyssavirus iiyelerinin ana
rezervuari yarasalardir; yalnizca klasik kuduz virusu (genotip 1) karnivorlara adapte
olmustur ve rezervuar konakei olarak bu tiirde yer alan hayvanlar vasitasiyla yayilim
gosterir (Rupprecht ve ark., 2017). Filogrup 2 iiyeleri arasinda Lagos yarasa
lyssavirus, Mokola lyssavirus ve Shimoni yarasa lyssavirus yer almaktadir. Bati
Kafkasya yarasa lyssavirus, lkoma lyssavirus ve Lleida yarasa lyssavirus ise bu iki

filogruptan ayr1 olarak bagimsiz filogruplar olusturmaktadir (http://www.who-rabies-

bulletin.ora/site-page/classification). Filogenetik olarak iliskili goriinseler de, genetik

sapmanin miktari, ¢apraz nétralizasyonun olmamasi ve bu viruslara ait smirh
izolasyonlarin raporlanmast bu bagimsiz filogruplarin tam olarak resmi
adlandirilmasin1 6nlemektedir (Calisher ve Ellison, 2012; Horton ve ark., 2014;
Kuzmin ve ark., 2005 ve Shipley ve ark., 2019 ) (Sekil 1.6). Aynm1 filogrup igerisinde
yer alan Lyssaviruslarda onemli serolojik ndtralizasyon vardir, ancak filogruplar
arasinda ¢apraz notralizasyon ¢ok sinirh 6l¢iide veya yoktur (Dietzgen ve ark., 2012;
Evans ve ark., 2012 ve Fooks ve ark., 2014).
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Sekil 1.6. Lyssavirus filogenetik iliskileri (Shipley ve ark., 2019).

1.5. Epidemiyoloji

Uzun yillardan beri etkin asis1 ve spesifik immiinglobiilini olmasina ragmen
kuduz halen tiim diinyada yaygin olarak goriilen en 6liimciil zoonotik hastaliktir.
Hastalik, kat1 karantina tedbirleri ve siki eradikasyon onlemlerinin bulundugu bazi
tilkelerde ya da etkenin yayilmasina engel teskil eden daglar, nehirler gibi dogal
bariyerlerin bulundugu nadir bélgelerde goriilmemektedir (Barecha ve ark., 2017).
Cogunlugu ada konumunda olan Ingiltere, Japonya ve Avusturalya gibi iilkeler

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

Tiim memeliler kuduz virusuna duyarli olsa da, hastalik olusumu icin ana
rezervuar olarak sadece birkag hayvan tiirli 5nem arzetmektedir (Lackay ve ark., 2008;
Pal ve ark., 2013 ve Sudarshan ve ark., 2007). Bir bolgede enfeksiyonun yayilmasinda

ana vektor kabul edilen hayvan tiirlerine bagl olarak {i¢ kuduz modeli tanimlanmigtir
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(Barecha ve ark., 2017). Birincisi ana rezervuar olarak kopeklerin en baskin oldugu
kentsel kuduz dongiisiidiir. Asisiz ve basibos kdpeklerin fazlaca bulundugu Afrika,
Asya, Orta ve Giliney Amerika bolgelerinde bu dongii ile enfeksiyon yayilimi
gorilmektedir. Kuzey Amerika ve Avrupa’da kopek dongiisii elimine edilmesine
ragmen nadiren de olsa vahsi yasam ile asisiz kopeklerin etkilesimi kuduz vakalarinin
goriilmesine sebebiyet vermektedir
(https://www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdfs/rabies.pdf-21.10.2021). ikinci yayilim
tirti, yaban hayati (sylvatic cycle) kuduz dongiistidiir. Kurt, ¢akal, tilki, kokarca,
firavun faresi gibi hayvanlarin vektor olarak dnemli bir rol oynadigi bu dongii Avrupa
ve Kuzey Amerika’da yaygin olarak goriilmektedir. Genellikle vahsi karnivorlar ve
sokak kopeklerinin sik temasi nedeniyle zaman igerisinde bu dongiiniin yerini kentsel
kuduz dongiisiine biraktigi gozlemlenirken bazi iilkelerde kentsel kuduz dongiisii ile
birlikte  karnistk  seyir  gostermektedir (Quinn ve ark., 2002,
https://www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdfs/rabies.pdf-21.10.2021). Ugiincii dongii
ise yarasa kaynakli yayilimdir. Bu grup evcil ve yabani hayvanlar olmak iizere bir¢ok
hayvan tiirlinii etkilemekle birlikte 6zellikle Latin Amerika’da dnem arzetmektedir
(Kuzmin ve ark., 2011). Yarasalar, birincil konagi heniiz belirlenmemis olan MOKV
ve IKOV disindaki tiim Lyssavirus tiirleri i¢in rezervuar olarak taninmis olup diinya
capinda yayilim sergilemektedir (Ma ve ark., 2018). Kuduz virusunun molekiiler
karakterizasyonu, belirli bir bolgede sirkiile olan virus varyantinin belirlenmesinin
yanisira kopek ve/veya yaban hayat1 ve/veya yarasa aracili kuduz varlig1 agisindan da
hastaligin epidemiyolojisi hakkinda 6nemli bilgiler saglar (Sinclair ve ark., 2015 ve
WHO, 2018c).
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Sekil 1.7. Tiim diinyada yarasa Lyssavirus izolatlarinin cografik olarak dagilimi (Banyard ve ark.,
2011). (Ulkeler yarasalarda farkli Lyssavirus tiirlerinin goriilmesine gére tarali alanlarla
belirlenmistir. Yanlizca tek izolatlarin tespit edildigi alanlar sembolle gdsterilmistir).

Filogrup 1 igerisinde yer alan Klasik Kuduz virusu (RABV), Avrupa yarasa
virusu 1 (EBLV-1) ve 2 (EBLV-2), Bokeloh yarasa virusu (BBLV), irkut (IRKV),
Aravan (ARAV) ve Khujand (KHUV) virusu ile Filogrup 3’ de yer alan Bati1 Kafkas
yarasa virusu (WCBV) Avrasya'daki yarasalardan izole edilmistir (Freuling ve ark.,
2011 ve Marston ve ark., 2017a). Avustralya'da tanimlanan tek Lyssavirus, yarasa
popiilasyonlarinda dolasan ve filogrup 1 smifinda 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 (MOKYV) ve Shimoni
yarasa virusu (SHIBV) (Kuzmin ve ark., 2009) ve Filogrup 3’den Ikoma virus (IKOV)
(Marston ve ark., 2012a) olmak iizere ii¢ filogrupdan da Lysavirus tiirleri
bulunmaktadir (Nel ve ark., 2007).
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Sekil 1.8. Memeli kuduz rezervuarlarinin ve vektorlerinin kiiresel dagilimi
(https://caninerabiesblueprint.org/4-2-1-Assessing-the-science?lang=en).

Kuduz virusu i¢in karnivor grubuna dahil olan farkli hayvan tiirleri rezervuar
olarak hizmet eder; Kuzey Amerika’da rakunlar (Procyon lotor), ¢izgili kokarcalar
(Mephitis mephitis), ¢akallar (Canis latrans), gri tilkiler (Urocyon cinereoargenteu)
ve kirmizi tilkiler (Vulpes vulpes), Avrasya’da rakun kopekleri (Nyctereutes
procyonoides) ve kirmizi tilkiler (Vulpes vulpes), Kuzey kutup bolgesinde kutup
tilkileri (Alopex lagopus,), Karayipler ve Giiney Afrika bolgesinde ise firavun faresi
(Herpestidae family) karasal vahsi yasam rezervuarlaridir (Banyard ve ark., 2011 ve
Banyard ve ark., 2013). Birgok Avrupa iilkesinde ana rezervuar kizil tilkilerin yanisira
en yaygin olarak enfekte olan yaban hayati tiirleri porsuklar ( Meles meles) ve
sansarlardir ( Martes foina, Martes martes ) (Ca¢ ve ark., 2003 ve Slavica ve ark.,
2010). Asya ve Afrika gibi gelismekte olan tilkelerde hem insanlar hem de hayvanlar
i¢in kopekler ana rezervuardir (Lackay ve ark., 2008; Pal ve ark., 2013 ve Sudarshan
ve ark., 2007). Afrika, Asya ve Orta Dogu'daki tilkelerin ¢ogunlugunda, asisiz sokak
kopek ve kedileri ile yayilim gosteren hastalik hala yikimlara yol agmaktadir (Fooks
ve ark., 2014).
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Asya kitasinda yer alan Japonya, Maldivler, Kore Cumhuriyeti ve Singapur
kuduzdan ari olan iilke durumunda iken, Hindistan ise tiim diinyada kuduza bagli insan
Oliimlerinin en yiiksek gorildiigii lilke durumundadir (Wallace ve Blanton, 2020).
Enzootik RABV bulasi Asyanin bozkir bélgelerinde kizil tilkiler (Vulpes vulpes),
Uzak Dogu Rusya ve Kuzey Cin'de rakun kopekleri (Nyctereutes procyonoides),
Giliney Cin ve Tayvan'da yaban gelincigi porsuklar1 (Melogale moschata) arasinda
belgelenmistir (Wang ve ark., 2014). Asya kitasinda (Rusya) ilk kez tanimlanan
Oliimciil insan Lyssavirus enfeksiyonu olan Ozernoe susu yarasa 1sirigl sonucu

gerceklesmistir (Leonova ve ark., 2013).

Cogu Avrupa iilkesinde 1970'lerin sonlarina dogru oral asilama ile kuduz
virusu etkin bir sekilde kontrol altina alinmaya baslanmis, 1990'larda ise belirli
iilkelerde etkeni tamamen ortadan kaldirma basarisi elde edilmistir. Avrupa Birligi
destekli oral asilama projesi sonucunda Orta Avrupa yaban hayat (silvatik)
kuduzundan ari hale getirilmistir (Lojki'c ve ark., 2021 ve Miiller ve ark., 2014).
Kopek aracili kuduz ise Kuzey Amerika, Bati Avrupa, Avustralya, Japonya ve
Kanada’dan tamamen elimine edilmis durumdadir ve kopeklerden insanlara bulag
vakalar1 goriilmemektedir (Johnson ve ark., 2010b; Melo ve ark., 2020 ve WHO,
2018Db).

Orta Dogudaki tilkelerin bir¢ogu, enzootik kopek kuduzu kategorisine sahiptir.
Bu bolgede kentsel ve sylvatic kuduz dongiileri birlikte karakterize edilmektedir
(Horton ve ark., 2015). Bolgedeki en temel sorunlardan biri, kuduz virusu ile enfekte
ve inkubasyon donemindeki hayvanlarin kontrolsiiz sinir 6tesi hareketleriyle yer
degistirmesidir. Hayvan kuduz vakalarimin ¢ogu bu bolgede kopeklerde, tilkilerde,
altin cakallarda (Canis aureus) ve kurtlarda (Canis lupus lupus) yaygin olarak
goriilmektedir (Bannazadeh ve ark., 2018). Bu bolgede yer alan iilkelerde her yil
220’den fazla insanin kuduz enfeksiyonuna bagl 6ldiigli tahmin edilmektedir. Ancak
vakalarin ¢ok azi teshis edilebilmekte veya uluslararasi saglik kuruluslaria bildirilip
kayit altina alinmaktadir (Bengoumi ve ark., 2018). Bu giine kadar klasik kuduz virusu

disinda bolgede sirkiile olan farkli bir Lyssavirus tiirii tespit edilmemistir. Ozellikle

22



yarasalarla ilgili arastirmalarin eksikligi bolgede var olan viral ¢esitlilik hakkinda

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

Arap lilkelerinde enfeksiyonun yayiliminda rol oynayan ana rezervuar
kopeklerin yanisira develerde, tilkilerde, sigirlarda, koyunlarda ve kegilerde de kuduz
vakalar goriilmektedir. Kopek 1siriklarindan dolayi insanlar da 6liimciil hastaliga karsi
risk altindadir. Umman'da yapilan filogenetik analizler sonucu en fazla kuduz vakasi
tilkilerde rapor edilmis ve etken yayilliminda ana rezervuar olarak rol oynadigi
bildirilmistir (Alaifan ve Altamimi, 2019 ve Body ve ark., 2014). Bolgesel siyasi
huzursuzluktan dolay:r Filistin ve Suriye'den enfeksiyonun varligina dair ¢ok az
erigilebilir bilgi mevcuttur. Irak ve Suriye’de, uygun veterinerlik tesislerinin
bulunmamasinin yani sira sihhi ve belediye altyapisinin ve sorumluluklarinin azalmasi
nedeniyle agilanmamis kopeklerin sayisi artmaktadir. Bu durum dolayisiyla hastaligin
goriilme olasiliginda artis olabileceginden siiphe edilmektedir (Bannazadeh ve ark.,
2018). Kuduz Yemen’de endemiktir ve insan kuduz vakalarinin ¢gogunlugundan evcil
kopeklerin sorumlu oldugu goriilmektedir (Taylor ve Knopf, 2015). Misirda ise ana
vektor olarak kdpekler kabul edilirken kediler, ruminantlar, atlar, esekler, kemirgenler
ve firavun fareleride kuduzun yayilmasinda 6nemli tiirler olarak goriilmektedir (Matter
ve ark., 2004). Iran’da hem vahsi hayatta hem de evcil hayvanlarda endemik olarak
seyir gosteren kuduz hastaliginin ana kaynagi sokak kopekleri ve kurtlardir
(Aikimbayev ve ark., 2014; Aylan ve ark., 2011 ve Picot ve ark., 2017). Arap
Yarimadasi'ndaki Katar ve Birlesik Arap Emirlikleri ve ada konumundaki Bahreyn ve
Kibris Ortadogu'da kuduz enfeksiyonunun goriilmedigi nadir iilkelerdendir (Al
Abaidani ve ark., 2015; King ve ark., 2004; Memish ve ark., 2015 ve Yousaf ve ark.,
2012). israil’de kizil tilkiler (Vulpes vulpes) ve altin ¢akallar (Canis aureus) bolgedeki
slyvatik kuduz yayilimdan sorumlu tiirlerdir (Yakobson ve ark., 2006). Sinir komsusu
Israil ile bolgedeki kuduza kars1 miicadele maksadiyla ucaklarla dagitilan yemlerle
ag1zdan asilama yoluyla miicadele eden Urdiin’de ise ana kaynak kdpek ve ¢akallardir

(Yakobson ve ark., 2017).

23



Tiirkiye, cografik konumu itibari ile Avrupa ve Asya kitalar1 arasinda bir koprii
vazifesinde olmasi sebebiyle farkli evcil ve vahsi hayvan tiirlerine sahip bir tilkedir
(King ve ark., 2004). Tiirkiye'de kuduz virusunun bulasmasinda ana vektor kopekler
iken, ikinci vektdr olarak ise tilkiler araci rol oynamaktadir. insan kuduz vakalari
genellikle bu hayvanlarin isiriklarindan kaynaklanmaktadir (Picot ve ark., 2017).
Filogenetik calismalarda bu iki konakgiya ait izolatlar arasindaki yakin iliski tiirler
aras1 yayilimin yeni bir olgu oldugunu diisiindiirmektedir. Kesin olmamakla birlikte
iki tiir arasindaki enfeksiyon bulas yoOniiniin kopekten tilkiye dogru oldugu
varsayilmaktadir (Johnson ve ark., 2003). Konak degistirme olarak adlandirilan durum
benzer sekilde Israil’de tilki aracili kuduzdan kopek aracili kuduza gegis seklinde
goriilmekte olup, kopekler ve insan popiilasyonu arasindaki yakin temas nedeniyle
halk saglig: i¢in biiyiik bir endise kaynagi olusturmaktadir (David ve ark., 2009).
Konakg1 tipinin kombinasyonu, {iilkenin topografisi ve simirlar boyunca hayvan
hareketleri Tiirkiye’deki kuduzun mevcut epidemiyolojisini sekillendirmektedir
(Johnson ve ark., 2003 ve Johnson ve ark., 2013). Tiirkiye’de 1956 yilinda yarasalar
kuduz varlig1 yoniinden incelenmis ve bir yarasada (Rhinolophus ferrumequinum)
pozitiflik saptanmistir. Bu ¢alisma ile tilkemizde ilk pozitif kuduz yarasa vakasi rapor
edilmistir (Johnson ve ark., 2010c ve Tungman, 1958). Daha sonraki yillarda
Tiirkiye’nin yakin komsulari olan Dogu Avrupa iilkeleri ve Rusya’ nin Giineyinden
vaka bildirimleri devam etmis ancak iilkemizde yeni bir yarasa vakasina dair bildirim
yapilmamistir (Amengual ve ark., 1977; Botvinkin ve ark., 2003 ve Johnson ve ark.,
2010c).

Azerbaycan'da kuduz yayilimi kopeklerde kuduz vakalarinin goriilmesinin
ardindan cakallar, tilkiler ve kurtlar aracilifiyla vahsi yasamda enfeksiyonun gelisimi
ile ikinci bir salgin evresini takip etmistir (Zeynalova ve ark., 2015). Kurtlar, sosyal
yapilar1 ve demografileri nedeniyle dogal bir kuduz rezervuar olarak kabul edilmezler
(Hanlon, 2013), ancak insanlara enfeksiyonun bulastirilmasinda 6nemli bir kuduz
vektoriidiir. 19. yy sonlarina dogru kurt 1siriklart Rusya'daki insan kuduz vakalarmin
yarisindan fazlasinin nedeni olarak gosterilmistir (Botvinkin ve ark., 2004). Kopek ve

kurt popiilasyonlar1 arasindaki etkilesim sonucu giiniimiizde Suriye'de bir kurtta
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kopeklerle iligkili kuduz susunun varligi bildirilmektedir (Horton ve ark., 2015 ve
Kopaliani ve ark., 2014).

Lyssaviruslarin yarasalardan koken aldigi ve siirli memeli konakgilara sahip
oldugu distiniiliirken Frog Lyssa-Like Virus (FLLV) ve Anole Lyssa-Like Virus
(ALLV) sekans dizilerinin Lysavirus konakgisi olarak amfibiler ve siirlingenlerden
eldesi bugline kadar enfeksiyona maruz kalmis tiirler ile kiyaslandiginda sasirtici bir
gelisme olarak nitelendirilmistir (Oberhuber ve ark., 2021). Sogukkanli hayvanlarda
(Poikilotermik) Lyssavirus goriilmesi kuduz virusu evrim teorilerinde mevcut
goriisten farkli varsayimlarin olabilecegini akla getirmektedir. Benzer sekilde
Lyssavirus genusu tiyelerinin ¢ok daha yaygin olabilecegi ve diisiiniilenden ¢ok daha
eski zamanlarda varligini siirdiirmiis olabilecegi diisiiniilmektedir (Oberhuber ve ark.,

2021).

OIE'de listelenmis hastaliklar arasinda yer alan kuduz enfeksiyonu bir bolgede
goriildiigiinde OIE Uyesi iilke hastaligin meydana geldigi hayvanlara iliskin bilgileri
bildirme yiikiimliiliigiine sahiptir (OIE, 1924). Uye Ulkeler tarafindan sunulan bilgiler
1s1¢inda Diinya Hayvan Sagligi Bilgi Sistemi (OIE-WAHIS) tarafindan kuduz
vakalarmin epidemiyolojik durumunun uluslararasi raporlamasi yapilir ve ¢evrimigci

olarak halka agik erisime sahiptir (https://wahis.oie.int/#/home).
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Sekil 1.9. Kuduz i¢in Diinya Hayvan Saglig1 Bilgi Veritaban1 (World Animal Health Information
Database-WAHIS-interface) version 1 (Jan-Jun 2019)
(https://www.slideshare.net/ShubhamSainil76/rabies-a-fatal-zoonotic-threat).

1.6. Bulasma

Enfekte hayvandan insanlara Kuduz virusu 1sirik, ¢izik, hasarl cilt yiizeyinin
yalanmast  ve enfeksiydz materyalin mukozal yilizeyler ile temasit sonucu

bulagmaktadir (Fooks ve ark., 2014).

Organ ve doku transplantasyonu ile birka¢ hastaya nakil sonrasi kuduz
enfeksiyonunun bulastigi tespit edilmistir. Kuduz enfeksiyonuna maruz kalan kisilerde
hastaligin son evrelerinde virus bir¢gok dokuda bulundugu i¢in ndrolojik semptom ve
bulgularla o6len insanlardan organ nakli yapilmadan Once detayli arastirma
yapilmalidir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde kornea nakli kuduz enfeksiyonunun
bulasi i¢in 6nem arzetmektedir (Maier ve ark., 2010; Melo ve ark., 2020 ve Srinivasan
ve ark., 2005).
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Isirik veya tiikiiriik yoluyla insandan insana bulasma ve enfekte hayvanlarin
¢ig et veya siitlerinin tiiketilmesi ile etkenin insanlara bulas1 teorik olarak miimkiin
olsada bu tiir yayilimin dogrulandigi herhangi bir vaka gozlemlenmemistir
(https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/rabies). Enfekte hayvana ait ¢ig
stit tiiketimi bagisiklik sistemi baskilanmis, agizda, bogazda veya yemek borusunda
acik yaralara, erozyonlara veya iilserasyonlara neden olan durumlara sahip olan
kisilerde hastalik bakimindan yiiksek risk
olusturmaktadir (https://www.cdc.gov/rabies/resources/news/2005-12-23.html). Bu
baglamda, kuduz bir hayvanin etini veya siitiinii tiiketilmesi Kkesinlikle

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

general-public-fags.pdf).

Yarasalarin 6zellikle yiiz bolgesi olmak basta olmak iizere intradermal (I1D)
wsiriklar ile kuduz virusunu bulastirdigi goriilmektedir. Aerosol iletim yolu da kuduz
enfeksiyonunun bulas yollar1 arasinda bulunmasina ragmen hastaligin dogal bulagma

seyri iginde bu yolun etkili olmadigi gériilmektedir (Johnson ve ark., 2010a).

1.7. Virus Replikasyon Mekanizmasi ve Patogenez

1.7.1.Virusun dokulara inokulasyonu

Kuduz virusunun bulagsmasinda enfekte tiikiiriigiin viral yiikii ve 1sirik siddeti
onemli rol oynamaktadir. Ozellikle derin yaralanmalar, kas hiicrelerinde virusun
affinite gosterdigi nikotinik asetilkolin reseptorlerinin yogun bulunmasi sebebiyle risk
olusturmaktadir. Konjuktival, oral ve genital mukozada virulent tiikiiriik ile maruziyet
kuduz virusu ile enfekte olmaya sebep olmaktadir. Kuduz virusunun aksonlarda
3mm/sa hizinda gog ettigi tahmin edilmektedir (Dietzschold ve ark., 2008 ve Finke ve
Conzelmann, 2005). Ancak sinapslar arast yayilimi kolaylastiran mekanizma hala tam
olarak bilinmememektedir (Dietzschold ve ark., 2008).
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Yarasalardan elde edilen RABYV izolatlari, epidermise yiizeysel olarak enjekte
edildiginde daha dldiiriictidiir, ¢linkii yarasa virusunun ndéronal olmayan hiicrelerde ve
kopek RABV'lerinden daha diistik sicakliklarda daha hizli ¢ogaldigi bilinmektedir
(Singh ve ark., 2017).

1.7.2.Periferden sentral sinir sistemine virus gocii

Inkubasyon siiresi bulasan virus miktarma, virusun susuna, inokulasyon
bolgesinin MSS’ne yakinligina, konak¢min oOnceden var olan bagisikligi ve
yaralanmanin tiiriine bagli olarak 2 haftadan birkag aya kadar degisebildigi gibi nadir
durumlarda yillarca siirebilmektedir. Uzun inkubasyon siiresi, kas hiicreleri veya diger
hiicre tiirlerinin néromuskuler kavsaginda virusun konumuna goére aciklanabilir. Bas
ve boyun bolgesi yaralanmalarinda ¢ok daha kisa siirede kuduza bagli klinik
semptomlar goriilmektedir (Asaye ve Getachew, 2014 ve
(https://www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdfs/rabies.pdf-21.10.2021)). Hem deri
hem de iskelet kaslar1 farkli sinir tipleri (somatik veya visseral, motor veya duyusal)
ile zengin oldugu i¢in bircok ndronal terminallere sahiptir (Drake ve ark., 2015;

Roosterman ve ark., 2006).

Lyssaviruslar iskelet kasi liflerindeki gibi inokulasyon bdlgesinde ¢ogalabilir
ve néromuskular kavsak yoluyla noronlara penetre olabilmektedir (Charlton ve ark.,
1997 ve Lyles ve ark., 2013). Kuduz virusu 1sirik bolgesindeki periferik sinir néronuna
girdikten sonra yayilmaya baslar. Periferik noronlar Lyssavirus enfeksiyonuna duyarl
olmayan Schwann hiicreleri ile kapli durumda olmasina ragmen bazi néron tiirlerinin
uc¢ kisimlarinda bu hiicrenin eksikligi kuduz virusunun sinir hiicresine girisine imkan
sagladig1 diisiiniilmektedir (Begeman ve ark., 2017; Cauna ve ark., 1980;Charlton ve
ark., 1996 ve Murphy ve ark., 1973). RABV'nin konak néron membran reseptorleri ile
nasil etkilestigi ve semptomlarin ortaya ¢ikis mekanizmalari heniiz tam olarak

anlagilmamistir (Wang ve ark., 2018). Ancak RABV’nin konak¢i hiicresi icine
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girisinde anahtar model olarak hareket eden reseptorler mevcuttur: Nikotinik
asetilkolin reseptorii (nAchR), merkezi sinir sistemi ve periferik sinir ag1 i¢indeki
noronlar arasi iletisimden sorumludur; noral hiicre adhezyon molekiilii (NCAM),
postsinaptik membrandaki néromiiskiiler kavsaklarda derinlerde ve sinir uglarinda
mevcuttur ve norotrofin reseptor (p75NTR), hiicresel 6liim, sinaptik iletim ve aksonal
uzamada rol oynamaktadir (Dechant ve Barde, 2002 ve Lafon, 2005). Virionlar kuduz
spesifik reseptorlere baglandiktan sonra Kuduz virusu G proteini hiicresel reseptorlerle
etkilesime girerek virionun endositozisini tetikler (Etessami ve ark., 2000 ve Le Blanc
ve ark., 2005). Endozomal vezikiil, dyenin motorlari kullanarak mikrotubiil agina bagl
retrograd aksonal akisla (akson terminalinden hiicre gévdesine) tasinir (Albertini ve
ark., 2011a ve Albertini ve ark., 2011b).

1.7.3.Virus replikasyon siklusu

Virus pargaciklart ndronun hiicre gévdesine ulagmasiyla virion bilesenlerinin
(transkripsiyon, replikasyon ve protein sentez) liretimini i¢eren asama meydana gelir
(Schnell ve ark., 2009). Endozomun diisiik pH's1, viral zarf ve endozomal membran
arasindaki flizyon prosesini G proteini araciligiyla katalizler ve niikleokapsid
sitoplazmaya tasinirak (Finke ve Conzelmann, 2005; Gaudin, 2000 ve Le Blanc ve
ark., 2005) N proteini tarafindan kapsitlenen (-) ssRNA genomu serbest birakilir
(Albertini ve ark., 2011a ve Albertini ve ark., 2011b). Tim transkripsiyon ve
replikasyon olaylar1 sitoplazma iginde gergeklesir (Negri,1903) ve intrasitoplazmik
inkliizyonlarin (Negri cisimcigi) olusumuna neden olur (Heinrich ve ark., 2010 ve
Lahaye ve ark., 2009). Replikasyon siklusunun ilk asamasi viral genomun
transkripsiyonudur. L-P kompleksi niikleotidin 3’ ucuna girer ve kisa bir RNA
molekiiliiniin  iiretimiyle transkripsiyon baglar (Albertini ve ark., 2008).
Transkripsiyon durduktan sonra polimeraz mRNA’nin niikleoprotein transkripsiyonu
ile yeniden baglar. Daha sonra mRNA’lar M, N, P, L ve G igin iiretilir ve bes viral

proteinin translasyonu ile devam eder. RNA polimeraz aktivitesi, negatif iplikli RNA
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genomu yapmak i¢in bir sablon olan pozitif iplikli replikatif RNA (anti-genom)
tiretmek i¢in transkripsiyondan replikasyona gecer. Sentezlenen viral RNA daha sonra
NP kompleksi ve L ile birlikte riboniikleoprotein (RNP) olusturmak iizere paketlenir.
M proteini, RNP'yi yogunlastirmak ve onu G proteininin bulundugu hiicre zarinda
lokalize etmek i¢in RNP kompleksi ile iligski halindedir (Wunner, 2020).
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Sekil 1.10. Kuduz virusu yasam dongiisii (Davis ve ark., 2015)’den alinmuistir.

1.Virusun konak¢1 hiicre reseptorlerine baglanmasi, 2. Endositoz yoluyla virusun hiicreye girisi,
3.Virion zarmin endozomal zar ile pH aracili fiizyonundan sonra virol genomun serbest birakilmasi ,
4.Transkripsiyon, ve 5. Genom replikasyonu. Son asamada virion bilesenlerinin iiretilmesi ardindan
viral komponentlerin bir araya getirilmesi ve kuduz virusu virionlarinin tomurcuklanmasi ve salinmasi
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RABV'nin ayrica tiim memeli hiicrelerinde yiiksek oranda korunan ve 6zellikle
noronlarda 6nemli olabilecek dogustan gelen bagisikliktan kagmasi gerekir. Bu
nedenlerle, RABV, konak hiicre savunmasinda yer alan hiicreler aras1 ve hiicre ici
sinyal yollarin1 dogrudan bozar. Bunlardan en iyi bilineni, dogustan gelen bir
bagisiklik kacirma mekanizmasi olan RABV-P tarafindan IFN sinyallemesinin

bozulmasidir (Davis ve ark., 2015).

1.7.4. Merkezi sinir sistemi istilasi

Genel olarak, beynin kaba muayenesi meningeal damarlarda hafif bir tikaniklik
gosterir; mikroskobik inceleme genellikle hafif perivaskiiler kaflanma, smirli doku
nekrozu, asidofilik intrasitoplazmik néronal inkliizyonlar ve nadiren ndronofajiyi
gosterir (Asaye Ve Getachew, 2014). Hiicresel diizeyde yapilan incelemeler sonucunda
virusten etkilenen hiicreler normal boyutta ve 6lim gergeklestigi durumda bile
sitopatik degisikliklerin ihmal edilebilir diizeyde oldugu gortilmistiir (Jackson, 2002
ve Juntrakul ve ark., 2005).

1.7.5.Merkezi sinir sisteminden sentrifugal salimim

Beynin enfeksiyonundan sonra, virus periferal sinir sistemi ve birkag periferik
organa sentrifugal olarak yayilim gosterir (Asaye ve Getachew, 2014). Enfeksiyonun
erken donemlerinde goézlenen virusun tek yonlii (retrograd) yayiliminin tersine,
Merkezi sinir sisteminden tiikiiriik bezlerine ulasmak i¢in RABV'nin otonomik
duyusal gangliyonlar yoluyla anterograd bir sekilde hareket etmesi gerekir (Ugolini,

2011). Enfeksiyon dongiisiiniin son asamasinda, tiikriik bezlerine go¢ eden kuduz
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virusu burada lokal replikasyon sonrasinda etkeni bagka konakgilara bulastirmak igin

tiikiiriikle sacilima baslar (Asaye ve Getachew, 2014).

1.8. Klinik Bulgular

Kuduz, ensefalit ve paralitik klinik formun goriildiigii sinir sisteminin akut viral
enfeksiyonudur. Kuduz virusunun biyolojisi tizerine pek ¢ok arastirma yapilmis ancak
enfeksiyonun olimciil hastalik olusturma mekanizmast heniiz anlasilamamustir.
Semptom gosteren kuduz hastalarmin - postmortem muayeneleri  sonucunda,
beyinlerinde hafif histolojik lezyonlarin gelistigi ve 6nemli bir néron kaybi olmadan

olimiin gerceklestigi gozlemlenmistir (Jackson ve ark., 2008).

Viral etken ile magruziyetten sonra goriilen ilk klinik semptom 1sirilan bolgede
noropatik agridir. Bu semptoma, dorsal kok ganglionlarinda virus replikasyonu ve
hiicresel bagisikligin neden oldugu inflamasyon sebep olmaktadir (Mitrabhakdi ve
ark., 2005) .

Hastaligin seyri sirasinda ortaya ¢ikan ndronal disfonksiyon, belirli néronal
aglarin veya yollarin bozulmasimmin veya ortadan kaldirilmasinin bir sonucu
olabilir. RABV hiicresel patogenezinin Ve sinaptik baglantisinin daha iyi anlagilmasi
kuduz enfeksiyonu prognozunun daha iyi anlasilmasina bakimindan fayda

saglayacaktir (Davis ve ark., 2015).

Kuduz enfeksiyonundan muzdarip tiim canlilar tiirler arasi kii¢iik farkliliklarla
birlikte genellikle merkezi sinir sistemi rahatsizliklarina 6zgii tipik belirtiler gosterir.
Enfeksiyon sonucu meydana gelen klinik bulgular prodromal, saldirgan ve felg olarak

adlandirilan {i¢ fazdan olusmaktadir (Slate ve ark., 2009).
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Kuduz klinik semptomlarinin goézlemlendigi enfeksiyonun ge¢ evresinde
tikiirtik bezleri, deri, kil folikiilleri ve kas lifleri gibi ¢esitli u¢ organlara etken iletimi
sonucu kuduz virusu ug¢ organlardan geri kazanilabilir (Jackson, 2002 ve Ugolini,
2011).

Prodramal (Sukiinet) faz:

Birka¢ saatten 36 saate kadar devam eden bu siiregte hayvanlarda bazen
disaridan farkedilemeyecek bi¢imde kiiclik davranis degisiklikleri olusabilir;
evden uzaklasma, halusinasyonlar, seste degisiklikler, hareket eden cisimlere
sigrama, klostrofobi, 1sirik bolgesinde hipersestezi ve genellikle semptomlar
ilerledikce kaybolan ates goriilmektedir. Hayvanlar daha sonra ya ofkeli
(saldirgan) kuduz asamasina gegebilir ya da 6liim gézlemlenebilir (Kuduz saha
rehberi 2019 ve Ogunkoya, 2007).

Saldirgan (Hareketli) faz:

Siddetli bir saldirganlik ve hipereksitabiliteye egilimin oldugu bir donemdir.
Etkilenen hayvanlar cansiz nesneleri ve diger hayvanlari 1sirmaya meyillidirler.
Ofkeli form kedilerde kdpeklerden daha sik gdzlemlenmektedir. Tilkilerin ise
hastaligin bu formunu nadiren sergiledigi gézlemlenmistir (Knobel ve ark., 2005
ve Kuduz saha rehberi 2019).

Felg (Paralitik) faz:

Yutak ve ¢igneme Kaslarinin felg olmasi sonucu hayvan yutamaz ve bolca salya
salgilamaya baslar. Agiz kisminda kopiirmiis tiikiirtik goriiniimii yaygindir. Yiiz
felci gorilebilir veya alt cene diisebilir. Ataksi, koordinasyon bozuklugu ve artan

spinal parezi veya felg bu formun tipik &zelligidir. Oliim genellikle 2 ila 6 giin
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arasinda solunum yetmezligi sonucu gergeklesir

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

1.9. Tam

Klinik gozlem ve muayene sonucu, Kuduz enfeksiyonuna 6zgii davranig
degisiklikleri veya yutma giicliigii gibi oldukc¢a karakteristik hastalik belirtileri olsa
bile etken dogrulamasi ile kesin tani gereklidir (https://rbe.fli.de/site-page/diagnosis-
rabies). Kesin teshis yalnizca 6liim sonrasi yapilan testlerle dogrulanabilir (Wadhwa
ve ark., 2017). Kuduz tan1 yontemlerinde kullanilan laboratuvar metotlari i¢in Diinya
Saglik Orgiitii (DSO/WHO) ve Uluslararast Hayvan Saghg Orgiitii (OIE) tarafindan
uluslararas1 bir standardizasyon saglanmistir (https://rbe.fli.de/site-page/diagnosis-
rabies; Calisher ve Ellison, 2012). Siipheli insan numunelerinde intravitam tani,
tikiirtikte, innerve deri biyopsi Orneklerinde veya sa¢ koklerinde virus veya viral
RNA'nin saptanmasina dayanir. Ancak virusun tiikiiriikte aralikli olarak sagilmasi ve
uygulanan yontemlerin tanisal sensitivesinin degisken olmasi nedeniyle sadece pozitif
sonuglarin  dogrulugu kabul edilmektedir (https://rbe.fli.de/site-page/diagnosis-
rabies).

1.9.1.Antijen Tespiti

1.9.1.1.Direk Floresan Antikor Testi (DFAT)

Diinya Saglik Orgiitii ve Diinya Hayvan Saglhig Orgiitii kuduz hastalig1 teshis
metotlar1 icinde Direkt Floresan Antikor Testini (DFAT) “’altin standart’ test olarak
tanimlamaktadir (Dean ve Atanasiu, 1996; https://www.who-rabies-bulletin.org/site-
page/diagnosis-rabies). Kuduz enfeksiyonu sinir dokuda tahribata neden oldugundan

kuduz  antijenini  test etmek icin ideal doku beyin numunesidir

34


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

(https://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/direct_fluorescent_antibody.html). %96 ve
%99 arasinda dogru sonu¢ veren DFAT, Negri cisimcikleri gibi ndronlarda intra-
sitoplazmik inkliizyonlarin floresan izotiyosiyanat isaretli antikor (FITC) ile
isaretlenerek gosterilmesi temeline dayanan oldukga hassas ve spesifik bir testtir. Taze
numunelerde 2 saatten daha kisa siirede giivenilir sonuglar verir (OIE, 2018). Kuduz
antijeninin dokuda tespiti i¢in hizli ve hassas bir yontem olmasina ragmen testin
dogrulugu beyin dokusunun Kkalitesine, yiiksek kaliteli anti-kuduz teshis
konjugatlarinin mevcudiyetine, floresan mikroskobuna erisilebilirlige ve en onemlisi
deneyimli bir teshis uzmani gibi parametrelere baglidir (Lembo ve ark., 2006). Beyin
dokusunun yani sira, ense sagli deri biyopsisi, kornea ve tiikiiriik bezi 6rneklerinde de

teste spesifik elma yesili floresan parlama ile viral antijenlerin varlig1 tespit

edilebilmektedir (WHO, 2018).

DFAT testinden elde edilen sonuglarin yetersiz oldugu durumlarda veya insan
maruziyetinin oldugu tim vakalarda, ayn1 numune iizerinde ilave testlerin yapilmasi
veya diger numuneler lizerinde DFAT testinin tekrarlanmasi Onerilmektedir (OIE,
2018). Alternatif test olarak Real-time PCR, DRIT, hemi-nested PCR ya da hiicre
kiiltiirtinde izolasyon kuduz virusunun teshisi i¢in kullanilan metotlardir (Hoffman ve
ark., 2010; Lembo ve ark., 2006 ve Rupprecht ve ark., 2018). Numunelerde otolizinin
basladig1 veya siliphelenildigi durumlarda da ilave testlerin yapilmasi 6zellikle 6nem

arzetmektedir (OIE, 2018).

1.9.1.2.Direk Hizh immiinohistokimya Testi (dRIT)

Direk hizli immunohistokimya testi, spesifite ve sensitivite bakimindan Direkt
Floresan Antikor Testine benzer 6zelliklere sahip oldugundan kuduz enfeksiyonunun
rutin tanisinda alternatif metot olarak kullanilabilir (Lembo ve ark., 2006). dRIT
metotunda lyssavirus antijenleri streptavidin-biotin peroksidaz boyamasi ile tespit

edilebilmektedir (Coetzer ve ark., 2014; Madhusudana ve ark., 2012 ve Rupprecht ve
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ark., 2014). Enfekte hayvanlarin beyin dokusunda giil kirmizisi renginde
intrasitoplazmik inkluzyonlarin tespiti ile antijen tespiti yapilabilmektedir (WHO,
2018). DFAT testi ile kiyaslandiginda floresan mikroskobuna erisimi olmayan
laboratuvarlarda testin degerlendirilebilir olmasi bu testin avantajidir (OIE, 2018;
https://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/diagnosis-rabies). Son on yilda Afrika,
Asya ve tiim Amerika’da kuduz enfeksiyonunun tanisinda yaygin olarak kullanilan bir
metottur (WHO, 2018).

1.9.1.3. ELISA

Bir enzimle konjuge edilmis antikor kullanilarak dokuda kuduz antijenini
saptamayan immiinosorbent tahlilinde 151k mikroskobu ile saptanabilen kalorimetrik
substrat kullanilmaktadir (OIE, 2018; Nakane ve ark., 1966). insan temasinin oldugu
durumlarda diger test metotlar1 ile birlikte kullanimi 6nerilmektedir (OIE, 2018).

1.9.2.Virus izolasyonu

Hiicre kiiltiirleri (RTCIT- Rabies Tissue Culture Infection Test) veya
laboratuvar hayvanlari (MIT-Mouse Inoculation Test) kullanilarak canli kuduz
virusunun tespiti yontemi, DFA ve dRIT gibi antijen saptama testleri ya da PCR
testlerini dogrulamak maksadiyla kullanilmaktadir. Iki metot kiyaslamasi yapildiginda
MIT kadar hassas olan hiicre kiiltiirii testlerinde (Robardet ve ark., 2011 ve Rudd ve
Trimarchi, 1989) deney hayvani kullanilmamasi ve daha ekonomik olmasi bu metotun
avantajlar1 arasindadir (OIE, 2018). Ilk baslarda hiicre kiiltiiriinde kuduz virusunu izole
etmek i¢in BHK-21, civciv embriyo ve neuroblastoma hiicresi gibi farkli hiicre dizileri
kullanilmis ancak neuroblastoma hiicre kiiltiiriinlin RABYV saha izolatlarina kars1 daha

duyarl oldugu anlasilarak kuduz virusu izolasyonu igin rutin kullanimina baslanmistir
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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)

intraserebral olarak farelere patojen siipheli inokulum verildikten sonra 28 giin
boyunca hayvanlar giinliik olarak gozlemlenir ve 6len fareler DFA veya dRIT testi
kullanilarak kuduz yoniinden incelemeye alinir. Yeni dogmus ya da 3-4 haftalik fareler
kullanilarak gerceklestirilen testte pozitif olgularda farelerin kuduz spesifik
semptomlar gostermesiyle oliim gerceklesir. Tek seferde bir fare beyninden biiyiik
miktarda virusun izole edilmesi, daha ucuz ve daha hizli sonu¢ vermesine karsin canli

hayvan deneyleri miimkiin oldugunca tercih edilmemelidir (OIE, 2018).

1.9.2.2.Doku Kkiiltiirii enfeksiyon testi (RTCIT)

Doku kiiltiirii enfeksiyon testi, doku siispansiyonlarinda ya da siv1 biyolojik
materyallerde enfeksiyéz kuduz virusu (RABV) ya da diger lysaviruslarin hiicre
kiiltiirii teknikleri kullanilarak invitro olarak tepit edilmesini saglar. Insanlarda ve
hayvanlarda kuduz enfeksiyonuna bagli 6liim sonrasi teshis i¢in beyin Ornekleri
yaygin olarak kullanilmaktadir ve DFAT i¢in dogrulayici metot olarak kabul
edilmektedir (WHO, 2018).

Test prosediirii kisaca; inokulasyon sonrasi hiicrelerdeki viral enfeksiyon
spesifik inkiizyonlarin olusumuna neden olur ve genellikle enfeksiyondan 18-24 saat
sonra hiicre fiksasyonu ardindan spesifik anti-rabies antikor floresan konjugat ile
boyama yapilarak saptanmasi seklindedir (Larghi ve ark., 1975; Smith ve ark., 1977,
Smith ve ark., 1978; Sureau, 1986 ve Rudd ve ark., 1980). Hiicre sitoplazmasinda
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parlak yesil floresan inkliizyonlar floresan miksroskop yardimu ile tespit edilir (WHO,

2018).

1.9.3. Niikleik asit tespiti

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

Riboniikleik asit kokenli lyssaviruslerin tespiti igin PCR testleri hassas
metotlardir. Viral niikleoproteini kodlayan N geninin fazla miktarda kopyalanmasi
metotuna dayanmaktadir (OIE, 2018). Kuduz RNA'si, ters transkriptaz (RT)
kullanilarak bir DNA molekiiliine kopyalanir ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
kullanilarak amplifiye edilir
(https://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/amplification_methods.html). Geleneksel (jel
bazli) panlyssavirus hemi-nested RT-PCR (hnRT-PCR) testi ve Real Time pan-
lyssavirus RT-PCR testi siipheli numunelerdeki Lyssavirus RNA'simnin tespiti i¢in
kullanilmaktadir. hnRT-PCR metotunun temel avantaji PCR sonucu elde edilen
amplikonlarin genetik analiz ¢alismalarinda kullanilabilmesidir. Ancak degerlendirme
kisminda elektroforez gibi ilave ekipman gerekliligi vardir. Real Time PCR ise
geleneksel metota gore daha hassas ve daha kisa zamanda analiz imkan1 saglamaktadir

(OIE, 2018).

1.9.4.Serolojik testler

Kuduz enfeksiyonu durumunda, kan serumunda virusa 6zgii antikorlar klinik
belirtilerin baslangicindan sonra ge¢ donemde ortaya ¢iktigi igin insanlarda ve
hayvanlarda kuduz teshis metotu olarak serolojik yontemler kullanima uygun

degildir. Esas olarak serolojik testler kuduz asilarina karsi olusan bagisiklik tepkisini

38


https://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/amplification_methods.html

degerlendirmek maksadiyla kullanilmaktadir. Virus notralize edici antikor titreleri,
Floresan Antikor Nétralizasyon Testi (FAVN) ve Hizli Floresan Odak Inhibisyon
Testi (RFFIT) metotlar1 kullanilarak degerlendirmeye alinir. Uluslararasi ticaret ya da
seyahat maksadiyla yurt disina ¢ikacak evcil hayvanlarin  kan serumlari
(https://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/diagnosis-rabies) ve oral asilama
kampanyalarindan sonra immunizasyon takibi i¢in notralizasyon testleri
uygulanmaktadir (OIE, 2018). Serumda kuduz antikor varliginin degerlendirilmesi
acisindan notralizasyon testlerine bir alternatif olarak ELISA testi kullanilabilmektedir
(Esterhuysen ve ark., 1995). ELISA testi ile 6zellikle glikoprotein ve niikleoprotein
olmak tiizere kuduz virusu antijenlerine spesifik baglanabilen antikorlar tespit
edilebilmektedir  (https://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/diagnosis-rabies).
Daha kisa siirede sonu¢ verme ve canli RABV veya hiicre kiiltiirii gerektirmeden
uygulanabilme kolayliklarina sahip ELISA testi, RFFIT ve FAVN testlerinin aksine
notralizasyon antikor 6l¢ililemez, ancak serum numunesindeki spesifik olarak kuduz
antijenlerine  baglanabilen antikor konsantrasyonunu tahmin edilebilir. Bu
konsantrasyon, viruse karst dogrudan bir koruma 6nlemi saglamaz ¢iinkii kaydedilen
titre, viruse baglanan ancak viruse karsi savunmaya katkida bulunmayabilen

antikorlar1 da igermektedir (Esterhuysen ve ark., 1995).

1.9.5.Elektron mikroskobi

Elektron mikroskobu kullanilarak viruslarin yapisal bilesenleri ve
inkliizyonlar1 detayli olarak gdzlemlenebilir. Mikroskobik bakida Kuduz virusu
Rabdovirus ailesinde yer almasi dolayist ile mermi seklinde parcaciklar seklinde

goriilmektedir (https://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/amplification_methods.html).
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1.9.6. Fixed Kuduz Virusu Suslari

1.9.6.1. Laboratuvar Suslan

Laboratuvar suslar1 olarak orijinal Pateur virus susunun tlirevleri olan CVS
(Challenge/Control Virus Strain) ve PMPV (Pitman-More Pasteur Virus) yaygin
olarak kullanilmaktadir (Smith ve ark., 1993). CVS susunun iki kararli varyanti olan
CVS-B2c ve CVS-N2c farelerde patojenite ve noronlara etki bakimindan farklilik
gostermektedir (Morimoto ve ark., 1999). Laboratuvar suslari teshis metotu olarak
virus noétralizasyon ve fokus inhibisyon testlerinde kullanilmakta olup ayni zamanda
kuduz enfeksiyonuna karst miicadelede kullanilan asilarin potens testlerinde

kullanilmaktadir.

1.9.6.2.As1 Suslarn

Louis Pateur tarafindan 1985 yilinda yapilan ilk kuduz asisindan bu yana kuduz
enfeksiyonu ile miicedele ig¢in yapilan as1 g¢aligmalarinda  Onemli ilerlemeler
kaydedilmistir (Dietzschold ve ark., 2003). Geg¢misten giiniimiize kadar Kuduz asis1
tiretiminde kullanilan zayiflatilmis as1 suslari: 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-517, “O-73 Uz-
VGNKI”, “RV-717, “Krasnopresnenskii-85” ve RV-97 susudur (Borisov ve ark.,
2002; Fodor ve ark., 1994; Gruzdev ve Nedosekov, 2001; Ito ve ark., 2001ve Steck ve
ark., 1982).

40



1.10. Korunma

Kopek popiilasyonunun %70'1 asilandiginda bir bolgede kuduzun basariyla
kontrol altina alinabilecegini ve kuduz bulasini Onleyerek insan Oliimlerinin
engellenebilecegi tahmin edilmektedir
(https://www.cdc.gov/rabies/location/world/index.html). Yabani hayvanlarda
kuduzun kontrol altina alinmasi i¢in enfekte hayvanlardan saglikli hayvanlara bulas
zincirinin kirtlmasi 6nem arzetmektedir. Kuduz riskli bolgelere asili yemler dagitilarak
vahsi vektorlerden kuduzun elimine edilmesinde etkili bir yontemdir. Evcil
hayvanlarin kuduz asilamasiyla amag, bireysel olarak hayvanlar1 koruyarak kayiplari

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

Son yillarda hayvanlarda kuduzun 6nlenmesi veya kontrol altina alinmasi
amaciyla diinya ¢apinda giivenli ve etkili olan modifiye canli as1, inaktive kuduz asisi
ve oral modifiye canli as1 gibi ¢esitli kuduz asilar1 gelistirilmis ve immunizasyon
saglamak maksadiyla kullanilmistir (Yang ve ark., 2013). Kuduz enfeksiyonunun
kontroli i¢in kullanilan asilar uygulama yollarina gore smiflandirilabilir (WHO,
2013).

1.10.1. Paranteral asilar

1.10.1.1. Modifiye-canh Enjektabl asilar

Embriyolu tavuk veya 6rdek yumurtalari tizerinde ardisik pasajlarla embriyolu
yumurtalara adapte edilmis modifiye kuduz suslarindan (6rn. Flury susu) iiretilmistir
(Briggs, 2011). SAD ya da ERA gibi hiicre kiiltiirine adapte suslardan da
tiretilebilirler. Bu agilar kuduza neden olabildikleri i¢in “giivenli” olarak kabul

edilmediginden evcil hayvanlarda kullanilmamaktadir (WHO, 2013).
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1.10.1.2. inaktif (monovalan veya kombine) Enjektabl Asilar

Inaktif (61ii) asilar giivenli ve ucuz oldugu i¢in evcil hayvanlarda kullanim1 ok
yaygindir (OIE, 2013). Primer hiicre ya da devamli hiicre hatlarinda iiretilebilen inaktif
asilar tek basma (monovalan) veya diger hayvan hastaliklar1 igin diger viral
antijenlerle kombinasyon halinde (kombine) kullanilabilirler (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 bir¢ok kuduz virusu susu inaktif hayvan kuduz asilari
tiretimi i¢in kullanilmaktadir (Reculard, 1996).

1.10.1.3. Rekombinant Vektor (monovalan/kombine) Enjektabl Asilar

Kediler i¢in kuduz glikoproteini eksprese eden bir Canarypox virus asisi
mevcuttur. Piyasada mevcut olan asilar feline panlokopeni, feline calicivirus ve feline
herpes virus ile kombine haldedir (WHO, 2013).

1.10.2.0ral asillama

Oral asilama kampanyalarinda yem igerisindeki as1 igerigi, yemlerin dagitim
stratejisi, etkili ve giivenli bir asisinin kullanilmasi gibi faktorler as1 kampanyanin
etkinligi tizerinde 6nemli role sahiptir (te Kamp ve ark., 2020). Gastro-intestinal
sistemde kuduz virusu hizli bir sekilde inaktive edilecegi i¢in as1 virusunun oral kavite
iginde alinmas1 virusa kars1 bagisiklik tepkisinin gelismesinde 6nem arzetmektedir
(Baer ve ark., 1975). Ozellikle Tonsilla palatina bolgesinin as1 susunun tropizmi ve
replikasyonu i¢in en énemli bolge oldugu diisliniilmektedir. Hayvan tiirleri arasinda
farenksin lenforetikiiler dokusundaki morfolojik yapi bu bolgede virus alimi ve
cogalmasinda tiirler arasinda farkliliklara neden olarak asiya karsi duyarlilik ya da
direng olusuna sebep olamaktadir (Vos ve ark., 2017). Farkli konakg tiirlerinde oral

asilama sonrasi koruyucu immun yanit1 olusturmak i¢in gereken asi titreleri farklilik
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gosterdiginden (Vos ve ark., 2017) oral asili baitler hedef olan hayvan tiiriine gore
tasarlanmalidir (Rosatte ve ark., 1992; WHO, 2012 ve WHO, 2018c). Tilki ve rakun
kopekleri disindaki rezervuar tiirlerde oral asili baitler ile kuduza kars1 koruyucu bir
bagisiklik yanitt olusturmada halen zorluklar yasanmaktadir (Vos ve ark., 2017).
Kuzey Amerika'da kizil tilkilerde ( Vulpes wvulpes), boz tilkilerde ( Urocyon
cinereoargenteus ) ve ¢akallarda ( Canis latrans ) (Macinnes ve ark., 2001; Sidwa ve
ark., 2005 ve Velasco-Villa ve ark., 2017) ve Avrupa'da kirmiz tilkiler ve rakun
kopeklerde (Nyctereutes procyonoides ) oral asilama basarili olurken (Freuling ve
ark., 2013 ve Miiller ve ark., 2015) rakunlar ( Procyon lotor ) ve ¢izgili kokarcalar
( Mephitis mephitis ) gibi bazi hedef tiirlerde oral bagisiklamanin verimsiz veya
degisken etkinlikte oldugu gozlemlenmistir (Maki ve ark., 2017 ve Slate ve ark.,
2009). Yaban hayatinin oral asilanmasi ya maksadiyla atteniie kuduz virusu ya da
rekombinant formda yiiksek titreli modifiye edilmis canli virus asilart kullanilmaktadir

(Kieny ve ark., 1984).

1.10.2.1.Modifiye Canh As1

Modifiye edilmis canli ast suslarmin timi 1935 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri'nin Alabama eyaletinde kuduz bir kopekten izole edilen SAD (Street
Alabama Dufferin) susundan tiiretilmistir (Fenje, 1960).

1.10.2.2. Rekombinant Canh As1

Rekombinant vaccinia kuduz glikoprotein virus (V-RG), ERA susunun
glikoprotein geninin vaccinia susuna (Kopenhag susu) dahil edilmesiyle
gelistirilmistir (Cliquet, 2008 ve Wiktor ve ark., 1984). Poxvirus gen ekspresyonu ile
elde edilen V-RG'nin giivenlik ve etkinlik ¢alismalar1 maksadiyla kuduz rezervuari
olarak rakunlar ve kizil tilkiler ile asilama ¢alismalar1 yiirtitiilmiistiir (Blancou ve ark.,
1986; Rupprecht ve ark., 1986 ve Sami ve ark., 2020).
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Vahsi yasamda kuduzlar1 kontrol etmek i¢in adenovirus vektorlii kuduz virusu
(ERA) glikoprotein rekombinant agis1 (ONRAB®) gelistirilmistir (Shen ve ark., 2012
ve Sobey ve ark., 2019). Kanada'da kizil tilki (Vulpes vulpes), rakun (Procyon lotor)
ve ¢izgili kokarca (Mepthis mephitis) gibi yaban hayati tiirlerinde oral asilama
maksadiyla kullanilmistir (Fry ve ark., 2013).

OIE son yillarda kuduz enfeksiyonunun kontrol stratejisinde kopeklerin
paranteral asilamasinin yanisira oral asilama kampanyanlarina da dahil edilmesini
desteklemektedir. Enfeksiyonun yayilmasinda 6nemli rol oynayan serbest dolasan ve
yakalanamayan kdpeklerin oral agilama ile asilanmasi kopek aracili bulag zincirinin
elimine edilmesinde 6nem arzetmektedir (OIE, 2018). Ancak parenteral asilama ile
kopeklerde >% 95 oraninda olusan gii¢lii bagisik yanit oral asilama ile ayn1 oranda
garanti edilememektedir. Bu sebeple sahipli ya da yakalanabilir kopekler i¢in birincil

bagisiklama yontemi olarak paranteral asilama 6nerilmektedir (WHO, 2018c).

Kuduz enfeksiyonun yeniden ortaya ¢ikisinin 6nlenebilmesi ancak bolgesel bir
yaklagimla siirekli oral agilama programlari uygulamasi ile onlenebilmektedir. Bu
sebeple 20212022 yillarinda Arnavutluk, Bosna-Hersek, Bulgaristan, Hirvatistan,
Yunanistan, Macaristan, Karadag, Polonya, Romanya, Sirbistan ve Slovakya igin
kuduz eradikasyon programlar planlanmaktadir (Lojki¢ ve ark., 2021). Ulkemizde de
kuduzla miicadele amaciyla yaban hayat icin oral asilama kampanyalari, evcil

hayvanlar i¢in ise paranteral asilama ¢aligmalar1 devam etmektedir.

Vampir yaraslarda kuduz kontrol yontemi olarak, yakalanan yarasalarin sirt
kisimlarina uygulanan antikoagiilan macun kullanimi ile yarasa popiilasyonunun
azaltilmasidir. Serbest birakilan yarasalar karsilikli timar yoluyla zehiri koloniye
yayar. Ancak bu yontem sinirli alanlarda kisa siireli ¢6ziim Onerisi sunmaktadir

(Johnson ve ark., 2014).
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Kuduzla miicadele, bir biitiin olarak diisiiniilmelidir. Siipheli hayvanla temas-
sonrasi profilaksi uygulanmasi, risk altindaki kisileri temas-oncesi profilaksiyle
bagisiklama, rezervuar hayvanlarda enfeksiyonun kontrolii amaciyla asilama
(6zellikle evcil kopekler) ve basibos kopek popiilasyonlarinin kontroli ve toplumsal
farkindalik kuduzla miicadelede en Oonemli rol oynamaktadir

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

Bu bilgiler 1s181nda planlanan bu tez ¢aligsmasinda;

v' Tiirkiye orijinli saha 6rneklerinin dahil oldugu farkli Kuduz virusu suslarinin

hiicre kiiltliriine adaptasyonun saglanmasi

v 2013-2020 yillar1 arasinda evcil ve vahsi hayvan orjinli Kuduz virusu saha
suslarmin Niikleoprotein (N) ve Glikoprotein (G) gen bdlgelerinin tam genom

analizlerinin yapilmasi

v' Hiicre kiiltiiriine adaptasyonu saglanan Kuduz saha izolatlarinin agilanmig
hayvanlardan elde edilen serum 6rneklerinde Kuduz spesifik antikor varligini

tespit edebilme 6zelliklerinin sorgulanmasi

v" Kullanilan farkl hiicre kiiltiirlerine virus adaptasyonu sonrasi N bolgelerindeki

baz degisimlerinin molekiiler tekniklerle kontrolii

v Ulkemiz orjinli saha izolatlarinin yerli Kuduz asis1 iiretimine katki
saglayabilmesi i¢in yeni projelere hammadde olarak hizmet etmesi

hedeflenmistir.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1.Gerec

2.1.1. Virolojik ve Serolojik Calismalarda Kullanilan Ornekler

Doktora tez calismasi, Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii
Etik Kurulu (Karar No:2018/09) (Ek-1) izni ve TAGEM (06.09.2019 tarihli AYK
karar1, Destek no: HSGY AD/A/20/A5/P6/1856) proje destegi ile yapilmistir.

Bu tez calismasinda, saha izolati kazanimi amaciyla 18 adet Kuduz virus
pozitif beyin 6rnegi ve serolojik ¢alismalar amaciyla 72 adet evcil asili kedi ve
kopeklerden elde edilen serum ornekleri kullanildi (Gida ve Kontrol Genel
Miidiirligii’niin 76899830-604.01.01[020]-E.3741514 sayil1 izni).

Tiirkiye’nin farkli cografik bolgelerinden 2013-2020 yillar1 arasinda Etlik
Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii’ne gonderilen ve -80 °C’de muhafaza
edilen beyin ornekleri kullanildi. Orneklerin alindig: iller ve hayvanlara ait bilgiler
Cizelge 2.1°de verildi.

Serolojik degerlendirme amaciyla Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma
Enstitiisiine gonderilen toplam 72 adet (kopek=43, kedi= 29) kan serum Ornegi
kullanildi. Kan serumlar1 -20 °C” de muhafaza edildi. Orneklere ait bilgiler Cizelge

2.2’de verildi.
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EVKMAE Kuduz Teshis Laboratuvari biinyesinde bulunan referans Kuduz
viruslart PV (Pasteur Virus) ve CVS-11 (Challenge Standart Virus) hiicre kiiltiirii

adaptasyon caligsmasi i¢in kullanildi.

Cizelge 2.1. 18 adet Kuduz pozitif saha 6rnegine ait bilgiler.

Konaker tiirii | Izolasyon Yii | Cografik lokasyonu | Ait oldugu dal | Orneklendirme

ismi
Sigir 2014 Hatay Kafkas 1K
Kopek 2014 Sanliurfa Kafkas 2K
Esek 2013 Sanliurfa Kafkas 3K
Kopek 2020 Ardahan Kafkas K1
Kopek 2014 Sivas Dogu 4D
Tilki 2013 Kahramanmaras Dogu 5D
Tilki 2013 Kahramanmaras Dogu 6D
S181r 2020 Balikesir Bat1 D1
Sig1r 2020 Canakkale Bati D2
Sig1r 2020 Canakkale Bati D3
Si1g1r 2020 Balikesir Bati D4
Tilki 2013 Balikesir Bat1 7B
Porsuk 2013 Canakkale Bati 8B
Tilki 2014 Aksaray Bati 9B
Esek 2020 Mardin Dogu Bl
Si1g1r 2020 Hakkari Dogu B2
S1g1r 2020 Elazig Dogu B3
S181r 2020 Diyarbakir Dogu B4
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Cizelge 2.2. Kuduz antikor varlig1 bilinen serum 6rneklerine ait bilgiler.
Ornek Hayvan
Ornek Hayvan | Uygulanan Kodu Tiirii Uygulanan
Kodu Tiiri As1 Adi As1 Adi
1 413 Kopek A asist 37 66431 Kopek A asist
2 452 Kopek B asis1 38 66455 Kopek E asis1
3 453 Kopek B agis1 39 554 Kedi E asisi
4 454 Kopek B agisi 40 603 Kopek D asist
5 465 Kopek C agsis1 41 604 Kopek D agsist
6 470 Kedi C agist 42 605 Kopek A agist
7 472 Kopek E asis1 43 606 Kopek E asisi
8 483 Kopek C agsis1 44 611 Kedi E asisi
9 484 Kopek D agist 45 65847 Kedi D asis1
10 489 Kedi E agisi 46 65873 Kopek E agisi
11 490 Kedi A asisi 47 65879 Kedi D agis1
12 537 Kopek E asis1 48 65887 Kopek D asis1
13 551 Kedi E asis1 49 65910 Kedi A asis1
14 584 Kedi C asis1 50 65911 Kedi A asis1
15 593 Kedi C asis1 51 65955 Kedi E asis1
16 594 Kopek C asis1 52 65966 Kopek D agsist
17 595 Kopek C asis1 53 65994 Kopek A asist
18 596 Kopek C asis1 54 65995 Kopek A asist
19 48338 Kopek D agist 55 65996 Kopek A asist
20 48869 Kopek E asis1 56 66013 Kedi E asis1
21 49925 Kopek E asis1 57 66014 Kedi E asis1
22 703 Kopek E asist 58 66025 Kopek E asist
23 706 Kedi D agis1 59 66026 Kopek E asis1
24 708 Kedi E asis1 60 66028 Kopek C asis1
25 717 Kopek E asis1 61 66046 Kopek D asist
26 746 Kopek E agis1 62 66095 Kedi E asis1
27 757 Kedi D agist 63 66133 Kopek B asisi
28 768 Kopek E asisi 64 66139 Kopek A asist
29 769 Kedi E agisi 65 66178 Kopek E agisi
30 851 Kedi A agisi 66 66190 Kedi E agis1
31 853 Kopek E asisi 67 66228 Kedi E asisi
32 877 Kopek A asisi 68 66229 Kedi E agis1
33 894 Kopek E agis1 69 66913 Kedi A asis1
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34 66231 Kedi E agisi 70 66923 Kopek E asisi
35 66337 Kedi E asisi 71 66926 Kedi A asis1
36 66349 Kopek D asis1 72 67149 Kedi D asis1

2.1.2. Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler

Tez ¢aligmasinda kullanilmak {izere temin edilen kimyasal ve sarf malzemeleri

asagida listelendi.

1. Phusion DNA polymerase

2. 1000 bp DNA Ladder

3. Pipet tip

4. Pipet p10

5. Pipet p100

6. Pipet p300 (Cok kanallr)

7. Steril tek kullanimlik 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.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Tyrpsine-EDTA Solution %0,25

25 cm? hiicre kiiltiirii flaski

96 gozlii pleyt

Lam ve lamel

Kurutma kagidi

Fujirebio FITC Anti Rabies Immunoglobulin
Goat anti Mouse 1g2G FITC

10X TBE Buffer

2.1.3.Kitler

Tez galigmasinda kullanilan kitler asagida belirtilmistir.

MagNa Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit (Roche)

PCR Clean-Up Kit

CDNA Synthesis Kit

PCR Gel Extraction Kit

2.1.4. Cihazlar

Tez cgalismasindaki arastirmalar Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma

Enstitiisii Kuduz Teshis Laboratuvari biinyesinde bulunan cihazlar kullanilmistir.

1.

Holten Biyolojik Giivenlik Kabini
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

MagNa Pure Compact (Roche, Germany)

Bio-Rad Thermal Cycler (PTC 0220) (Bio-Rad, Meksika)
Sartorius Hassas Terazi

Mikrodalga Firin

Consort Elektroforez Sistemi (EV233)

Etiiv (COz2li) (ECO-170-230, Excella)

Hettich Sogutmali Santrifiij (Universal 320R 1406)
NanoDrop Spektro-fotometre (ND-1000)

Olympus Floresan Mikroskop

Kodak Gel Logic 2200 Imaging System

Daigger Vortex (G-560E)

Applied Biosystems (Abi prism 3500 genetic analyzer)
UV Transilluminator

+4 °C Buzdolab1

-20 °C Derin dondurucu

-80 °C Derin dondurucu
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2.2. Yontem

2.2.1. Floresan Antikor Testi (FAT)

Kuduz teshisinde altin standart olan metot i¢in 18 adet beyin numunesinin her
biri bistirii ile kii¢iik parcalara ayril. Kurutma kagidina konan beyin doku pargasiyla
lam tizerine basi uygulandi. Hazirlanan preparatlar -20°C” de asetonda 30 dakika
fikzasyona birakildi. Preparat iizerine FITC Anti-Rabies Monoklonal Globulin
(FUJIREBIO® Diagnostic, Inc., USA) damlatilip 30 dakika 37°C etiivde inkube
edildi. Siire sonunda 1X PBS (pH 7,4) ile 10 dakika yikamanin ardindan distile su ile
yikama yapilan preparatlar kurutuldu. Immersiyon yag1 damlatilan preparatlarin iizeri
lamel ile kapatilirak floresan mikroskop altinda floresan yesil renkte kuduz spesifik
antijenik yapilar (Negri cisimcikleri) gozlemlendi. FAT testi ile arastirmada kullanilan

pozitif beyin 6rneklerinin dogrulamasi yapildi.

2.2.2. Hiicre Kiiltiirlerine Virus Inokulasyonu

Ug dala ait toplamda 18 adet kuduz pozitif beyin drnegi Minimum Essential
Medium (MEM) (Gibco, USA) icinde % 20' lik siispansiyon olarak hazirlanip
vortekslendi. Siispansiyon 3 000 rpm' de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
siipernatant enjektor ve 0,2 um filtre ile siiziildii. Her bir 6rnege ait siipernatant BHK-
BSR (Clonel3), VERO (CCL-81) ve Murine Neuroblastoma (Na 42/13) hiicre
hatlarina inokule edildi. Kuduz referans virus suglart CVS (Challenge virus standart)
ve PV (Pasteur virus) de ayni hiicre hatlarina inokulasyon yapildi. Bu amagla, saha
ornekleri i¢in enfeksiyon ¢oklugu (MOI) 1 olacak sekilde adsorbsiyonlu virus ekim
metotu kullanilmis olup; %90 monolayer kapli 25 cm? doku kiiltiirii siselerinde
gergeklestirildi. Virusun tiremesi i¢in 37°C’de 72 saat inkubasyonun ardindan doku
kiiltiri siseleri -80°C’de dondurulup 37°C’de ¢6zdiirme yapilarak 5000 rpm de 15 dk

(+4 °C’de) santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar steril tiiplere porsiyonlanarak
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-80 °C’de donduruldu. Saha virus suslarinin hiicre kiiltiiriine adaptasyon ve izolasyonu
maksadiyla yapilan 3 kor pasajin ardindan floresan boyama ile tireme kontrolii yapildi.
Toplamda her 6rnek i¢in en az 10 kor pasaj inokulasyona alindi. Kuduz referans virus
suslar1 (PV ve CVS-11) ise 0,5 MOI olacak sekilde 0,25 ml’de sulandirma yapilarak
72 saat inkubasyon periyodu ile 3 kor pasaj olacak sekilde BHK-BSR (Clonel3),
VERO (E6) ve Murine Neuroblastoma (Na 42/13) hiicre hatlarina inokulasyonlari
gergeklestirildi.

2.2.3. Monoklonal Antikorlar ile Virus Ureme Tespiti

Ureme kontrolii maksadiyla saha viruslariimn hiicre kiiltiiriine 3. ve 6.
Pasajlarindan sonra floresan isaretli monoklonal antikorlar ile boyamalar1 yapildi.
Hiicre kiiltiirlerine adapte olup iireme gosteren viruslar; N gen i¢in FITC Anti-Rabies
Monoklonal Globulin (FUJIREBIO® Diagnostic, Inc., USA) ile boyanarak floresan
parlamalar mikroskop altinda gézlemlendi. Referanz viruslar igin ise 1. ve 3. Pasaj

sonunda infektivite kontrolii i¢in ayn1 sekilde floresan boyamalar1 gergeklestirildi.

2.2.4. Virus Titrasyonu

Floresan isaretli monoklonal antikor ile tiremede pozitiflik tespit edilen saha
ornekleri 6. pasajda, referenz kuduz virusu suslari ise 3.pasajda titrasyon testine alind1.
Virus izolatlarmin standardizasyonu amaciyla Frey ve Liess’in (1971) bildirdigi
metota gore viruslarin 10 katli dilusyonlart hazirlandi ve 96 gozlii pleytlerde titrasyon
testi yapildi. Direkt Floresan Antikor Teknigi (dFAT) ile boyama yapilarak, Sperman-
Kaérber metotu ile DKIDso/ml’de olacak sekilde hesaplamasi yapildi. Virus tittrasyonu
ile ti¢ farkli hiicre hattina (Murine Neuroblastoma, BHK BSR Clone 13 ve VERO)

inokulasyonu yapilan kuduz viruslarinin enfeksiydzite giicleri belirlendi.
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Spearman-Karber metotu hesaplamast;

LogioDKIDsg/ml= -[ Xo-d/2+d(r/n)]

Xo : Inokulasyon yapilan tiim konakgilarda pozitiflik tespit edilen en diisiik sulandirma
degerinin Logio 'U.

d : Sulandirma faktoriiniin Logso 'u.
n : Her sulandirma i¢in kullanilan konakgr sistem sayisi.

I : Xove daha diisiik sulandirmalarda tespit edilen pozitiflerin toplama.

2.2.5. Floresan Antikor Virus Notralizasyon (FAVN) Testi

Virus titrasyon testi ile titresi belirlenen hiicre kiiltiiriine adapte saha virusu ile
daha 6nce kuduz asisi ile asilanmis ve kuduz antikor varligi bilinen hayvanlara ait 72
adet serum ornegi FAVN testine alindi. Ayni sekilde, hiicre kiiltiirii adaptasyonlari
gerceklestirilen kuduz referenz PV ve CVS viruslart ayni serum 6rnekleriyle ayr1 ayri

FAVN testine alind1 ve serumlarin antikor titreleri [U/ml olarak hesaplandi.

Test Protokolii; Kuduz antikor tespiti i¢in kullanilacak serum numuneleri
56°C’de 30 dakika inaktive edildi. 96 gozlii mikropleytin tiim kuyucuklarina 100 pl
MEM vasati ilave edildi. Her serum 6rnegi alt alta sirali dort g6z kuyucuga 50 pl ilave
edilerek ¢ok kanalli pipet yardimiyla 1/3 den 1/729 diliisyona kadar seyreltildi. Bu
sulandirma islemi test kontrolil olarak; virus titrasyon, OIE serum (referans serum),
negatif ve pozitif kontrol serumlarinin bulundugu pleyt i¢in de uygulandi. Sulandirma
isleminin ardindan titresi bilinen ve standardize edilmis virustan (100DKIDso) her
kuyucuga 50 pl ilave edildi. Mikropleytler % 2,5 CO2’li inkiibatorde 60 dk 35 °C’de

inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi bilyiime ortaminda seyreltilmis 100 ul hiicre
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siispansiyonundan her bir kuyucuga 4x10° hiicre/ml konsantrasyonda ilave edildi.
Uzeri kapatilmis pleytler % 2,5 CO2’li 35°C’lik etiivde 48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda etiivden alinan pleytlerden igerik uzaklastirilarak %80°’lik aseton
ile 30 dk oda 1sisinda fiksasyon islemi yapildi ve ardindan aseton uzaklagtirilarak
pleytler kurumaya birakildi. Her bir goze ¢alisma dilusyonu fireticinin tavsiyelerine
gdre hazirlanan, FITC Anti-Rabies Monoklonal Globulin (FUJIREBIO® Diagnostic,
Inc., USA) ilave edilerek 37°C’de 30 dk inkiibasyona birakildi. inkubasyon sonrasi
igerik dokiilerek her kuyucuk iki kez PBS ve bir kez distile su ile yikand1 ve kurutma
yapildi. Sonuglar 10X’lik okiiler biyiitme ile floresan mikroskop altinda
degerlendirilmeye alindi. Floresan parlamalarin olmadigi kuyucuklar negatif olarak
degerlendirildi. Bir veya daha fazla floresan hiicre parlamasi pozitif degerlendirilerek
sonuclar, Sperman-Kérber yontemine (Kérber 1931) gore hesaplandi. Serum titreleri
her testte yer alan Referans Serum titresi ile karsilastirilarak ml basina IU olarak ifade
edildi. Her testin gegerliligi virus titrasyon (DKIDsp), referans serum (D50) ve pozitif
standart (D50)’dan elde edilen sonuglar ve geriye titrasyon kontroliine gore
degerlendirildi (Cliquet ve ark., 1997 ve Smith ve ark., 1973). FAVN testi sonucunda,
referenz viruslarla ve saha susu ile elde edilen seroloji sonuglarinin SNsg degerleri ile

karsilastirilarak genel serolojik degerlendirmeleri yapildi.

Seroloji sonuglarinin istatistiksel yonden degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis,

Ki-Kare metotu, standart sapma, standart hata ve yiizde hesab1 kullanildi.

2.2.6. Viral Niikleik Asit Izolasyonu

Tiirkiye’ nin farkli illerinden gonderilen kuduz pozitif beyin drneklerinin ve
hiicre kiiltiirii inokulasyonu ile sonrasi iiremesinde pozitiflik alinan izolatlarin
ekstraksiyonu, MagNa Pure Compact (Roche, Japan) cihazi ve MagNa Pure Compact
Nucleic Acid Isolation Kit I (Roche, Almanya) kullanilarak fireticinin talimatlari

dogrultusunda gerceklesirildi. RNA ekstraksiyonu sonunda elde edilen niikleik asit
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miktar1 NanoDrop ™ spektrofotometre (ND-1000, Thermoscientific, USA) ile 6l¢iimii

yapildi. Molekiiler ¢alismada kullanilincaya kadar ekstraktlar -20 °C’ de muhafaza
edildi.

2.2.7.Viral RNA’dan Reverz Transkriptaz Enzimi (RT) Yardimyla
Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen viral RNA’nin revers transkripsiyonu
amaciyla Revert Aid ™ First Standart cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA) kullanild1. Yapilan karisimlarin igerikleri ve uygulanan 1s1 dongtileri Cizelge 2.3
ve 2.4’ de verildi. Tim bu islemler i¢in termal dongii cihaz1 (Bio-Rad, Meksika)
kullanildi.

Cizelge 2.3. Reverse Transcriptaz Polimeraz Chain Reaksiyonu (RT-PCR) i¢in mix hazirlanmast.

Mix 1 Mix 2
Molekiiler Diizeyde Deiyonize Su 3 ul 5X Reaksiyon Buffer 2 ul
Random Hekzomer Primer 0,5ul 10 mM dNTP mix 1 ul
Viral RNA 3ul Reverse Transcriptase Enzim 0,5 ul
Toplam 6,5ul  Toplam 3,5 ul
Toplam reaksiyon hacmi 10 ul
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Cizelge 2.4. RT-PCR uygulama protokolii.

Is1 Siire Protokol

70°C 5 dk. Mix 1
25°C 10 dk.

37°C 60 dk. Mix 1+ Mix 2
72°C 5 dk.

2.2.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

RABYV enfeksiyonunun molekiiler karakterizasyonu amaciyla N (full 1536 bp)
ve G (full 1778 bp) gen bolgeleri segilmis olup beyin 6rneklerine hedef gen bolgesini
cogaltan primerler ile RT-PCR uygulanmustir. Ilgili iiriinlerin elde edilmesi amaciyla,
Cizelge 2.5’ de bildirilen primerler kullanilarak Thermo Scientific Phusion DNA
polymerase kullanilarak PCR reaksiyonu gergeklestirildi. Calismada kullanilan gen
bolgeleri (Sekil 2.1) i¢in PCR karigim bilesenleri ve PCR dongiisiine ait zaman/siklus
bilgileri Cizelge 2.6 ve 2.7 de gosterildi.
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Cizelge 2.5. RABYV tanis1 ve molekiiler karakterizasyonu i¢in kullanilan primer dizinleri.

Primerler Uriin Dizin (5°—3)

Biiyiikliigii
NF(forward) ACGCTTAACAACAAAAYCADAGAAG
NR(reverse) 1536bp  GGRTTGACGAARATCTTGCTCAT
GF(forward) CGCTGCATTTYATCAAAGTCAAG
GR(reverse) 1778bp  1GMAYGGAGTTCAAGGAGGAC

|~
~ GE
® =

1,536bp 1,778bp

Sekil 2.1. Kullanilan primerlerin genler tizerindeki yerleri.

Cizelge 2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) karigim bilesenleri.

Bilesen Miktar
Molekiiler Deiyonize Su 10ul
MgCl, 0,6pl
5X Phusion Buffer 4ul
Primer- forward Tl
Primer- reverse 1 ul
Phusion DNA polymerase 0,2 pl
dNTP Mixture (10mM) 0,6 pl
DMSO 0,6 ul

Referans

(Feng ve ark., 2019)
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Cizelge 2.7. llgili primerlara ait PCR dongii protokolleri.

N gen PCR Dégiisii G gen PCR Dagiisii
Baslangic 98°C — 30 sn 98°C — 30sn
Denaturasyonu
Dongii 98°C — 10 sn 98°C— 10 sn
52°C — 30 sn 35 siklus56,7°C — 30 sn 40 siklus
72°C — 45 sn 72°C— 50 sn
Son Uzama 72°C— 10 dk 72°C— 10 dk

2.2.9. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonucunda elde edilen amplikonlar1 goriintiilemek i¢in, GelRed®
(Biotium, ABD) igeren %1,5” luk agaroz jel (Sigma, ABD) hazirlandi. Agaroz jelin
hazirlanmasinda ve tank tamponunda TBE (Tris Borate-Ethylene Diamine Tetra
Acetic Acid (EDTA)) soliisyonu kullanild1. Is1 yardimiyla (mikro dalga firin) soliisyon
icinde ¢oziinen agaroz, sogutulduktan sonra iizerine 0,5 pg/ml oraninda GelRed®
(Biotium, ABD) konuldu ve karistirildi. Jel taraklar1 yerlestirilmis olan jel kiivetine

bu karigim dokiildii. 20 dakika sonra donmus olan jel elektroforez tankina yerlestirldi.

Elde edilen PCR friinleri yiikleme boyasi (6X Loading Dye, Thermo
Scientific, Lithuania) ile karistirilarak jele yiiklendi. Uriin biiyiikliigiiniin yaklasik
olarak belirlenebilmesi i¢in 1000 bp’lik marker (Thermo Scientific, Lithuania)
soliisyonundan en distaki kuyucuklara 1ul yiiklendi. Uriinler yaklasik 20 dakika, 16
Volt/cm elektrik akimina tabi tutuldu. Jel goriintiileme sistemi (Kodak, Gel Logic

1500) kullanilarak PCR sonucu olusan amplikonlar UV 151k altinda goriintiilendi.
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2.2.10. Amplikonlarm Purifikasyonu

Amplikonlar gorntiilendikten sonra dizin analizi yapilabilmesi i¢in saflastirma
islemine tabi tutuldu. PCR sonucunda beklenilen biiylikliikte tek bir bant elde
edilmisse “clean-up’’ kiti (DyeEx 2.0 spin kit, Qiagen) kullanildi. Beklenen bant
disinda farkli bantlar da var ise, ticari “gel extraction’” kiti (QIAquick Gel Extraction
Kit, Qiagen, USA) kullanildi. S6z konusu kullanilan kite ait protokol asigida

belirtilmistir.

Jel Ekstarksivon Protokolii

Goriintiilenen spesifik bant steril bisturi yardimiyla %1’ lik agaroz jelden
kesilerek darasi alinan ependorf tiiplere konuldu. Agirliklar1 6lgiilen bantlarin
agirhi@inin 3 kat1 miktarda “Buffer QG’’ soliisyon konuldu. 50 °C’ de 10 dk bekletilip
eppendorf tiipteki jelin tamamen erimesi saglandi. Numuneye 1 jel volumiinde
izoproponol eklenip karistirtldi. Yikama i¢in QIAquick kolonuna 0,75 ml Buffer PE
eklenip vakumlandi. QIAquick kolonu temiz 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
alinarak 17.900xg (13000 rpm) devirde 1 dk santrifiij edildi. QIAquick kolonu temiz
1,5 mI’lik mikrosantrifij tiiplerine alinir membran merkezine 50 ul Buffer PE eklendi
ve 17.900xg (13000 rpm) devirde 1 dk santrifiij edildi. Elde edilen amplikonlar
kontrol amaciyla tekrar agaroz jelde yiiriitiildii, uygun olanlar sekans analizine kadar -

20°C’ de sakland.

Clean-up Protokolii

Filtreler kapaklar1 gevsek sekilde oda 1sisinda 2300 rpm devirde 3 dk santrifiij

edildi. Santrifiij sonrasi siiziilen kisim atildi. Steril eppendorf tiiplere alinan filtrelere
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PCR iiriinii ilave edilerek 2300 rpm devirde 3 dk santrifiij edildi. Elde edilen
amplikonlar kontrol amaciyla tekrar agaroz jelde yiiriitiildii, uygun olanlar eppendorf

tiip i¢inde sekans analizine kadar -20 °C’ de saklandi.

2.2.11. Dizin Analizi

Saflastirilan PCR firiinlerine BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Thermo Fisher Scientific, USA) kullanildi. Boyali niikleotidlerle isaretleme islemi
Cizelge 2.8 de gosterilen reaksiyon karsimi ve 1s1 dongiilerinde gerceklestirildi.
Sanger metotuna gore yapilan dizin analizi i¢in ABI 3500 DNA Analyzer (Applied
Biosystem, ABD) cihazi kullanildi.

Cizelge 2.8. DNA Dizi Analizi Reaksiyon Karigimi ve Is1t Dongiisii.

DNA Dizi Analizi Reaksiyon Karisim

Bilesen Forward Reverse (ul)
(1)

BigDye™ Terminator 3.1 4 96 °C— 1 dk
Ready Reaction Mix 96 °C— 10 sn
BigDye™ Terminator vl.1& v3.1 5X 2
Sequencing Buffer 50°C— 5sn

60 °C— 4 dk
Forward Primer (3.2 pM) 2 -

4 °C— Hold
Reverse Primer (3.2 uM) - 2
Deiyonize su (RNase/DNase free) 2 2
DNA 2 2
Toplam 12 12
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2.2.12. Molekiiler in slico analiz, Karakterizasyon ve Filogenetik Agac

Olusturulmasi

Analiz sonrast dizinler National Center for Biotechnology Information
(NCBI)’ n veri tabaninda yer alan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
programina (Camacho ve ark., 2009) vyiiklendi. Dizin analizi konfirmasyonu

saglanarak molekiiler karakterizasyon islemleri gerceklestirildi.

Sekans analizleri sirasinda histogramlar1 kontrol etmek amaciyla Molekiiler
Evolutionary Genetic Analysis version 7.0 (MEGA v.7) (Kumar ve ark., 2016)
programinin ‘‘Tracer’ bolimi kullanildi. Ayni1 gen boélgesine ait dizilerin ¢oklu
hizalamasi “‘Clustal W Aligment’” kullanilarak yapildi. Hizalama sonrasi1 dizinler 5’
ve 3’ uglarindan kesilerek uzunluk esitlemeleri yapildi. Niikleotid bazli degisiklikler

izlenerek karsilastirma yapildi.

N ve G gen yoniinden tam genom analizi yapilan 6rneklerin sekanslar1 ile
NCBI'n altinda yer alan GenBank veri tabanindan referans dizinler ve diger lilke
suslar1 alindi (Benson ve ark., 2014). BioEdit programinda Clustal W yontemi ile
hizalama islemi yapilarak filogenetik analize gecildi. Modelleme i¢in ‘‘Find best DNA
models’” islemi yapildi. Modelleme sonrast Maksimum Likelihood (ML) agaci
olusturmak i¢in programda Maximum Likelihood istatistiksel metotu, Kimura-2
parametre modeli, 1000 bootstrap tekrar1 secildi. Islem sonunda filogenetik aga¢ elde
edildi ve agag iizerinde tiplendirme yapildi. N ve G gen sekans verileri kullanilark
BioEdit programinda RABV oOrneklerinin dizinlerine ait amino asit yapilar

olusturuldu (Hall, 1999).
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3.BULGULAR

3.1. Floresan Antikor Testi Sonuclar:

Sahadan elde edilen 18 adet beyin numunesinden hazirlanan preparatlar

floresan boyama yapilarak floresan mikroskop altinda floresan yesil renkte kuduz

spesifik antijenik yapilar yoniinden incelendi ve Negri cisimcikleri gozlemlendi (Sekil

3.1).




Sekil 3.1. Kuduz virusu pozitif beyin 6rneklerinde floresan yesil renkte negri cisimcikleri goriintiisii.

B4

3.2. Hiicre Kiiltiiriine Virus inokulasyonu ve Monoklonal Antikor

Boyama Sonuglari

18 adet saha susunun hiicre kiiltiirii (Vero, BHK BSR Clone 13 ve Murine
Neuroblastoma) adaptasyonu igin gergeklestirilen 3 kor pasaj ardindan dFAT
boyamasi yapildi; li¢ adet saha 6rneginde (1K, 2K ve 8B) Murine Neuroblastoma
hiicre kiiltiiriinde floresan parlama goriilmesi ile virusun ireme tespiti saglandi
(Cizelge 3.1). Enfeksiyozite giicliniin arttirtlmasi amactyla 10 pasaj olacak sekilde

hiicre kiiltiiri inokulasyonu yapildi ve iireme kontroliinde pozitiflik veren
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Neuroblastoma hiicre hattindaki 6rnekler igin 10. pasajda titre tayini yapildi.
Neuroblastoma hiicre hattinda iyi tireme gosteren bir adet saha 6rnegi (1K) titre artist

maksadiyla 15 kere pasajlandi ve titre tayini yapildi (Cizelge 3.3).

3 kor pasaj ardindan dFAT boyamada tireme goériilmeyen BHK-21 ve VERO
hiicre hatt1 i¢in 3 kor pasaj daha yapilarak boyama ile tireme kontrol basamagi
tekrarlandi. Toplamda 10 hiicre kiiltiirii pasaji yapilan ve floresan boyama sonucu
1is1ldama vermeyen Ornekler i¢in enfeksiydz virus partikiilii bulunmadig veya BHK-

21 ve VERO hiicre kiiltiirline adaptasyonunun gerceklestirilemedigi sonucuna varildi.

Referenz Kuduz viruslarinin (PV ve CVS) hiicre kiiltiirii (Vero, BHK BSR
Clone 13 ve Murine Neuroblastoma) adaptasyonlari da ayn1 metotla degerlendirildi.
CVS susu 1. Pasajda {i¢ hiicre kiiltiirlinde de iiremede pozitiflik gosterdi. Ancak
ilerleyen pasajlarda Vero hiicre kiiltiiriinde iireme tespiti yapilamadi. PV susu florasan
boyama sonucunda BHK BSR Clone 13 ve Murine Neuroblastoma hiicre kiiltiirtinde
tireme sonucu parlama verirken Vero hiicre kiiltlirlinde floresan parlama tespit
edilemedi (Cizelge 3.2). Ureme kontroliinde pozitiflik veren hiicre hattindaki referenz

viruslar i¢in 3. Pasajin sonunda titrasyon testi yapildi (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.1. Monoklonal antikor boyama sonucu hiicre kiiltiiriinde tireme gosteren Kuduz saha viruslari.

Murine Murine BHK BSR BHK BSR Vero- Vero-
Neuroblastoma- | Neuroblastoma- | Clone 13 - Clone 13 - 3.Pasaj 6.Pasaj
Pozitif Saha | 3.Pasaj Ureme | 6.Pasaj Ureme 3.Pasaj 6.Pasaj Ureme Ureme
Virusu Kontrolii Kontrolii Ureme Ureme Kontrolii | Kontrolii
Kontrolii Kontrolii
1K-Kafkas
Dali + + — — — —
2K-Kafkas
Dali + + — — — —
3K-Kafkas
Dali — — — — — —
4D-Dogu Dali — — — — — —
5D-Dogu Dali — — — — — —
6D-Dogu Dali — — — — — —
7B-Bati
Dal — — — — — —
8B-Bati
Dal + + — — — —
9B-Bat1
Dali — — — — — —
K1-Kafkas
Dal — — — — — —
D1- Bat1 Dali — — — — — —
D2- Bat1 Dali — — — — — —
D3- Bat1 Dali — — — — — —
D4- Bat1 Dali — — — — — —
B1- Dogu
Dali — — — — — —
B2- Dogu
Dali — — — — — —
B3- Dogu
Dali — — — — — —
B4- Dogu
Dali — — — — — —
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Cizelge 3.2. Monoklonal antikor boyama sonucu hiicre kiiltiiriinde ireme gosteren referenz kuduz

viruslari.
Murine Murine BHK BSR BHK BSR Vero- Vero-
Refenz Neuroblastoma- Neuroblastoma- Clone 13 - Clone 13 - 1.Pasaj 3.Pasaj
Virus 1.Pasaj Ureme 3.Pasaj Ureme 1.Pasaj 3.Pasaj Ureme Ureme Ureme
Kontrolii Kontrolii Ureme Kontrolii Kontrolii Kontrolii
Kontrolii
CVS + ar ar ar “r —
PV + + + + — —

3.3. Virus Titrasyon Sonuglari

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

pleytlerde floresan boyama sonucu parlama veren gozleri Sperman-Kérber metotu

hesaplanarak DKIDso/ml olacak sekilde titreleri belirlendi (Cizelge 3.3 ve 3.4).

Cizelge 3.3. Saha viruslar hiicre kiiltiirii pasajlar1 sonunda yapilan titrasyon sonuglar1 (DKIDsg/ml).

Murine

Murine

Vero-
Pozitif Saha Virusu Neuroblasto_ma— BHK BS_R (_:Ione 13 10.Pasaj Neuroblastqma—
10.Pasaj -10.Pasaj Titrasyon Ti 15.Pasaj
. itrasyon )
Titrasyon Titrasyon
1K-Kafkas Dali 1022 - - 107
2K-Kafkas Dali 1015 - - -
8B-Bat1 Dali 1eZ= - - -
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Cizelge 3.4. Referenz Kuduz virusu ile hiicre kiiltiirii 3.pasaj sonunda yapilan titrasyon sonuglari
(DK|D50/m|).

Hiicre Hatti/Inokule Edilen Virus 1.Pasaj 2.Pasaj 3.Pasaj
BHK BSR Clone 13 / PV 105% 10° 10575
BHK BSR Clone 13/ CVS 105° 1057 10625

VERO/ PV _ B B

VERO/CVS 10275 10175 5
Murine Neuroblastoma / PV 1057 10575 10575
Murine Neuroblastoma / CVS 107 1072 108

3.4.Floresan Antikor Virus Nétralizasyon Testi Sonuc¢lar:

Titrasyon testi sonucunda en yiiksek titreye sahip saha virusu ve referenz
viruslarin (PV, CVS-11) 72 adet serum 6rnegi ile ayr1 ayr1 degerlendirilmeye alindig1
FAVN testleri sonunda; pleytler floresan mikroskopta 10x biiyiitme ile kontrol edildi,
sonuglar kayit altina alinarak Spearman-Kaerber metotu ile hesaplamalari yapildi.
Bulunan degerler Referans Seruma gore IU/ml cinsinden hesaplandi1 (Cizelge 3.5).
Ayni sekilde hiicre kiiltiirii adaptasyonlari gergeklestirilen Kuduz referenz PV ve CVS
viruslart ayn1 serum 6rnekleriyle ayr1 ayrt FAVN testine alindi. Referenz viruslar ve
saha susu ile elde edilen seroloji sonuglarinin SNsg degerleri ile karsilagtirilarak

Cizelge 3.5’te gosterildi.

68



Cizelge 3.5. Kuduz antikor varligi bilinen

gerceklestirilen FAVN testi sonucu.

serum Orneklerinin CVS, PV ve Saha susu ile ayr ayn

. CVSSusuile | PV Susu ile | gaha Sugu
ek payvan XZFKE”’"“ FAVN Testi | FAVN Testi | fle FAVN
Sonucu Sonucu Sonucu
1 413 Kopek A agist 2341V 234 1U 591U
2 452 Kopek B asist 2341V 17,81V 781U
3 453 Kopek B asis1 234 1U 17,8 1U 451U
4 454 Kopek B asis1 1351U 7,81U 261U
5 465 Kopek C asis1 781U 261U 591U
6 470 Kedi C agist 10,3 1U 451U 341U
7 472 Kopek E asis1 405 1U 17,8 1U 451U
8 483 Kopek C agis1 >70,1 IU 405 1U 30,8 1U
9 484 Kopek D asis1 17,8 1U 10,3 1U 451U
10 489 Kedi E asis1 30,81V 234 1U 591U
11 490 Kedi A agis1 >70,1 IU 70,11V 591U
12 537 Kopek E agist >70,1 TU 23,41U 17,8 1U
13 551 Kedi E asis1 30,81V 10,31V 781U
14 584 Kedi C asist 451U 341U 111U
15 593 Kedi C asist >70,1 IU 1351V 17,8 1U
16 594 Kopek C agist 2341V 261U 451U
17 595 Kopek C agist 1351V 151U 591U
18 596 Kopek C agis1 30,8 1U 234 1U 234 1U
19 48338 Kopek D agis1 >40,5 U 23,4 1U 781U
20 48869 Kopek E asis1 781U 2,01U 201U
21 49925 Kopek E asist >53,310 2341U 40,5 1U
22 703 Kopek E ag1s1 >53,3 IU 234 1U 30,8 1U
23 706 Kedi D asis1 >53,3 IU >70,1 IU >40,5 IU
24 708 Kedi E asist >53,31U0 40,51U 17,8 1U
25 717 Kopek E asis1 591U 0,71U 111U
26 746 Kopek E asis1 781U 591U 591U
27 757 Kedi D agis1 10,3 1U 451U 261U
28 768 Kopek E asis1 17,8 1U 781U 451U
29 769 Kedi E asis1 10,31V 781U 451U
30 851 Kedi A asist >53,3IU >53310 >40,5 TU
31 853 Kopek E asis1 >53,31U 17,8 1U 781U
32 877 Kopek A as1si 051U 051U 261U
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33 894 Kopek E asis1 >40,5 IU 2341U 10,3 1U
34 66231 Kedi E agist >70,1 IU >70,1 TU >40,5 IU
35 66337 Kedi E agist >70,1 IU 30,8 1U 2341V
36 66349 Kopek D agist >53,31U 17,8 1U 2341V
37 66431 Kopek A agist 17,8 1U 10,3 1U 341U
38 66455 Kopek E agsist 151U 051U 0,71U
39 554 Kedi E asis1 30,81V 234 1U 451U
40 603 Kopek D agist 10,3 1U 451U 261U
41 604 Kopek D asist 1,11V 0,31U 0,31U
42 605 Kopek A agist 341U 2,6 1IU 591U
43 606 Kopek E agist >70,1 IU 2341U 2341V
44 611 Kedi E agist >70,1 IU >70,1 IU >40,5 TU
45 65847 Kedi D asis1 17,8 1U 2341U 591U
46 65873 Kopek E asis1 1351V 591U 451U
47 65879 Kedi D agist >53,3 U 781U 451U
48 65887 Kopek D asis1 10,3 1V 341U 201U
49 65910 Kedi A asis1 >53,31U0 40,51U 1351V
50 65911 Kedi A asis1 >40,5 TU 1351U 2341V
51 65955 Kedi E agist >40,5 IU 2341U 17,8 1U
52 65966 Kopek D asis1 591U 341U 451U
53 65994 Kopek A asis1 591U 261U 451U
54 65995 Kopek A asis1 1351U 0,11U 591U
55 65996 Kopek A asis1 30,81V 591U 261U
56 66013 Kedi E asisi 17,8 1U 451U 261U
57 66014 Kedi E ag1s1 10,31V 781U 341U
58 66025 Kopek E asis1 151U 1351V 201U
59 66026 Kopek E asis1 2341V 091U 151U
60 66028 Kopek C agis1 17,81V 781U 341U
61 66046 Kopek D agis1 30,8 1U 781U 234 1U
62 66095 Kedi E asis1 151U >40,5 TU 111U
63 66133 Kopek B agist 781U 1,14 1V 151U
64 66139 Kopek A asis1 10,31V 261U 261U
65 66178 Kopek E asis1 >53,31U 261U >40,5 IU
66 66190 Kedi E asist >53,3IU >70,1 TU >40,5 TU
67 66228 Kedi E asist >70,1 IU >70,1 TU 781U
68 66229 Kedi E asis1 17,8 1U >53,3 U >53,31U
69 66913 Kedi A agis1 341U 7,81U 1,11V
70 66923 Kopek E asis1 17,8 1U 151U 451U
71 66926 Kedi A asisi 1351V 2341U 451U
72 67149 Kedi D agist >40,5 TU 781U 10,31V
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Cizelge 3.6. Farkli Kuduz asilari ile agilanmis serum 6rneklerinin Referenz viruslar ve Saha izolat1 ile

FAVN testi degerlendirmelerinde antikor titre dagilimlart.

Astismi  |Adet CVS susu
270,1|>53,32>40,5| 31| 23| 18| 14| 10| 7,8| 59| 4,5/ 3,4| 2,6] 2| 15| 1,1 0,9| 0,7| 0,5|Titresiz
A asisi 14 | 2| 1 1| 1f 1 2| 1 1 2 1
B agisi 4 2 1 1
C asisi 9 2 | 1} 1 1| 1| 1 1
D asisi 13 3] 2| 1 2 3 1 1
E asisi 32 6] 6| 3 31 1| 4 1| 2| 2| 1 3
Asiismi  |Adet PV susu
270,1|>53,3240,5| 31| 23| 18| 14| 10| 7,8| 59| 4,5/ 3,4| 2,6] 2| 15| 1,1 0,9| 0,7| 0,5|Titresiz
A agsisi 14 1| 1 1 2 1 1] 1 1 3 1
B asisi 4 2 1 1
C asisi 9 1 1 1 1 | 1| 2 1
D asisi 13 1 2l 1 1 3 2 2
E asisi 32 4 1| 2| 1| 8 2f 1| 1| 3] 2| 1 1| 1| 1 1| 1 1
Asiismi  |Adet Saha izolati (1K)
270,1|253,3240,5| 31| 23| 18| 14| 10| 7,8| 59| 4,5/ 3,4| 2,6] 2| 15| 1,1| 0,9| 0,7| 0,5|Titresiz
A asisi 14 1 1 1 4 2| 1| 3 1
B asisi 4 1 1 1 1
C agsisi 9 | 1] 1 2 1l 2 1
D agsisi 13 1 2 1 1| 1| 3 2l 1
E asisi 32 | s/ 1| 2| 3 1 3| 2| 6| 1| 1| 2| 1| 2 1

3.5. Virolojik Kontrol Sonuglari

3.5.1. Viral Niikleik Asit izolasyon Sonuglar

Sahadan elde edilen 18 adet kuduz pozitif beyin ornegi ve hiicre kiiltiirii
inokulasyonu sonrasi tiremede pozitiflik alinan izolatlarin RNA ekstraksiyonu ile elde
edilen niikleik asit miktarlar1 NanoDrop ™ spektrofotometre (ND-1000,
Thermoscientific, USA) ile 6lgiildii. Elde edilen iirtinlerdeki niikleik asit miktarlar

Cizelge 3.7’ da gosterildi.
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Cizelge 3.7. Saha viruslar1 viral niikleik asit miktar1 (ng/ul)

(* : hiicre kiiltiiri inokulasyonu sonrasi elde edilen izolatlar).

Ornek ismi Viral Niikleik Ornek ismi Viral Niikleik
Asit Miktari Asit Miktari
1 1K-Kafkas 11,5 14 D4- Bati 44,7
2 2K-Kafkas 83,2 15 B1- Dogu 39,0
3 3K-Kafkas 7.4 16 B2- Dogu 149,1
4 4D-Dogu 29,3 17 B3- Dogu 62,4
5 5D-Dogu 32,6 18 B4- Dogu 42,6
6 6D-Dogu 45,2 19 *1K-Kafkas 26,2
7 7B-Bati 67,3 20 *2K-Kafkas 9,6
8 8B-Bati 28,3 21 *8B-Bat1 26,4
9 9B-Bati 51,5 22 *PV-BHK 18,6
10 K1-Kafkas 70,8 23 *PV-Na 15,1
11 D1- Bat1 81,3 24 *CVS-BHK 12,9
12 D2- Bat1 19,6 25 *CVS-Na 21
13 D3- Bat1 18,5

3.5.2. RT-PCR Sonuclari

RABYV yoniinden pozitif tespit edilen sahadaki hayvanlara ait beyin ornekleri
full N ve G bolgelerine yonelik primerlerle, hiicre kiiltlirii adaptasyonu basarili olan
izolatlar (*1K-Kafkas, *2K- Kafkas, *8B-Bati) ise kismi N gen bolgesine yonelik
Rabies virus spesifik primer ile analize alinarak konvansiyonel PCR amplikonlari elde
edildi.

Ayni sekilde, hiicre kiiltiirii adaptasyonlar1 gerceklestirilen kuduz referenz
suslarin (PV ve CVS) seri pasajlar sonucu genetik yapisinda herhangi bir degisim olup
olmadigmin belirlenmesi amaciyla kismi N gen bolgesi bakimindan konvansiyonel

PCR yapildi ve amplikonlar agaroz jelde goriintiilendi.
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Sekil 3.2. Saha viruslarina ait N gen amplikonlarina ait jel goriintiisii.

n

Merdiven

VST HY
Merdive

1000 bp
500 bp

Sekil 3.3. Saha viruslarina ait G gen amplikonlarina ait jel goriintiisii.

3.5.3.Dizin Analizi ve Filogenetik Analiz Sonuclar:

Konvansiyonel RT-PCR’da RABV yoniinden pozitif olarak belirlenen
orneklerden (Sekil 3.2 ve 3.3) en iyi iiriin veren 18 6rnek dizin analizine alindi.
Toplamda N gen bolgesine ait 15 6rnek ve G gen bolgesine ait 16 6rnege ait RABV
dizinlerinin GenBankasina kayitlar1 yapilarak erisim numaralari alindi. N gen bolgesi
icin 3 adet (3K, 6D ve 9B), G gen bolgesi icin 2 adet (3K ve 9B) 6rnegin molekiiler
karakterizasyonlar1 yapilamamistir. GenBankasina girilen orneklere ait bilgiler

Cizelge 3.8’ de verildi.
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Elde edilen dizinler GenBank’tan alinan diger Rabiesvirus dizinleri ile

karsilastirildi ve lilkemizde seyir gosteren RABV 6rneklerinin tamaminin filogenetik

olarak ‘‘Cosmopolitan’’ lineajinda yer aldig tespit edildi (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5).

Cizelge 3.8. RABYV yoniinden dizin analizi yapilan 6rneklere ait bilgiler.

No

Ornek
ismi

K1

D1

D2

D3

D4

B1

B2

B3

B4

Dizin/Kod

TR-Rabies-N-Dog-
2020-K1

TR-Rabies-N-
Cattle-2020-D1

TR-Rabies-N-
Cattle-2020-D2

TR-Rabies-N-
Cattle-2020-D3

TR-Rabies-N-
Cattle-2020-D4

TR-Rabies-N-
Donkey-2020-B1

TR-Rabies-N-
Cattle-2020-B2

TR-Rabies-N-
Cattle-2020-B3

TR-Rabies-N-
Cattle-2020-B4

Sehir

Ardahan

Balikesir

Canakkale

Canakkale

Balikesir

Mardin

Hakkari

Elazig

Diyarbakir

Yil

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

N gene

MZ391102

MZ391106

MZ391103

MZ391104

MZ391105

MZ391112

MZ391107

MZ391108

MZ391109

G gene
Accession No Accession No

MZ391117

MZ391121

MZ391118

MZ391119

MZ391120

MZ391127

MZ391122

MZ391123

MZ391124

Tir

Kopek

Sigir

Sigir

Sigir

Sigir

Esek

Sigir

Sigir

Sigir
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10 1K TR-Rabies-N-2014- Hatay 2014 MZ391110 MZ391125 Sigir

Cattle-1K

11 2K TR-Rabies-N-Dog- Sanlurfa 2014 MZ391113 MZ391128 Kopek
2014-2K

12 4D TR-Rabies-N-Dog- Sivas 2014 MZ391114 MZ391129 Kopek
2014-4D

13 5D TR-Rabies-N-Fox-  Kahramanmaras 2013 MZ391115 MZ391130 Tilki

2013-5D

14 6D TR-Rabies-Fox- Kahramanmaras 2013 _ MZ391132 Tilki
2013-6D

15 7B TR-Rabies-N-Fox- Balikesir 2013 MZ391116 MZ391131 Tilki
2013-7B

16 8B TR-Rabies-G- Canakkale 2013 MZz391111 MZ391126 Sansar

Marten-2013-8B

Bu caligmada elde edilen RABV ornekleri N gen bolgesi bakimindan
GenBanktan elde edilen verilerle karsilastirildiginda iilkemizde Cosmopolitan
lineajinin yaygin olarak Cosmopolitan MEla, Cosmopolitan CA2 ve Cosmopolitan
ME2 olmak tizere 3 alt linaja ayrildig1 goriildii. Yalnizca bir 6rnegin (K1- MZ391102)
Cosmopolitan CA1 alt lineajinda yer aldig: tespit edildi (Sekil 3.6). Bu ¢alismadaki
ornekler ile daha 6nce Tiirkiye’de tespit edilen (Marston ve ark., 2017b) Cosmopolitan
ME1a grubunda yer alan RABV &rneklerinin % 73 oraninda benzer olduklart bulundu.
Cosmopolitan CA1 alt lineajindaki Ardahan ilinden izole edilen 6rnek (K1-
MZ391102) iran’da tespit edilen ‘‘Canis Lupus Familiaris>> 6rnegi ile %99 oraninda

benzer bulundu. Yine bu calismadaki Cosmopolitan ME2 alt lineajinda yer alan
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ornekler ile daha 6nceden tilkemizde dizin analizi yapilan 6rnekler (David ve ark.,
2007 ve Troupin ve ark., 2016) yiiksek diizeyde benzer olduklari tespit edildi. Tez
calismasinda 6D (TR-Rabies-Fox-2013-6D) 6rnegine ait N gene dizin verileri elde

edilemedi.

Bu calismada elde edilen RABV oOrnekleri G gen bolgesi bakimindan
GenBankta yer alan diger RABYV verileri ile yakinliklarini géstermek amaciyla gizilen
filogenetik agac Sekil 3.7°de gosterildi. Bu gen bolgesine ait lilkemizde sirkiile olan
RABY dizinlerinin Cosmopolitan ME1a, Cosmopolitan ME2 ve Cosmopolitan CA2
olmak iizere 3 alt lineaja ayrildig: tespit edilmistir. Ayn1 zamanda Etlik Veteriner
Kontrol Merkez Aragtirma Enstitlisii Kuduz Teshis Laboratuvari biinyesinde bulunan
kuduz referans suslarda (CVS ve PV) G gen bolgesi bakimindan dizin analizine
alimarak filogenitik agagta GenBanksinda yer alan diger RABV oOrnekleri ile
yakinliklar gosterildi (Sekil 3.7).

Sekans analizleri sonrasi N ve G gen yoniinden RABV 6rneklerinin amino asit
(aa) benzerlik oranimi gosteren tablo Sekil 3.4 ve Sekil 3.5 te sunulmustur. Tez
caligmasi ile elde edilen RABYV saha 6rneklerinde N gen dizileri birbirleriyle %71.5-
99.4 aa homoloji sergiledi. Saha suslar1 ile GenBank izolatlar1 karsilastirildiginda
%59.9-99.0 aa homolojisine sahip oldugu bulundu. Farkli kiiresel as1 suslari ile tez
caligmasindaki 6rnekler arasinda N geninin filogenetik bir karsilagtirmasi1 % 58.1-93.8
aa benzerlik ortaya koydu. G gen dizileri bakimindan bakilan tez calismasindaki
ornekler birbirleriyle %71.7-98.8 aa homoloji sergiledi. Ayrica GenBanktan elde
edilen KX148166 ile bu c¢alismada elde edilen saha dizileri %88,5-98,3 aa
homolojisine sahip olduklari tespit edildi. Benzer sekilde G gen dizileri saha 6rnekleri
ile kuduz referans virus CVS (% 80,0- 94.4) ve PV (% 72.2- 97.2) bakimindan
kiyaslandiginda yiiksek homoloji sergiledi.

Tez ¢alismasindaki 6rnekler ile GenBanktan elde edilen RABV 6rneklerinde

varyasyonlar yoniinden N ve G gen boélgesindeki antijenik bolgeler amino asit
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diizeyinde karsilastirilarak benzerlik/farkliliklar1 Sekil 3.8 ve Sekil 3.9°da gosterildi.
G gen bolgesi bakimindan iki saha izolat1 (1K ve 2K) ve bir saha 6rneginin (B2), eski
Cosmopolitan lineaj1 (KX148133) ile karsilastirilmasinda, antijenik bolge Ila ve I1I’de
herhangi mutasyona rastlanmamistir. D3 6rneginde 338.aa pozisyonunda Isoleucine
(lle) I —> Aspargine (Asn) N mutasyonu tespit edilmis olup, ayni antijenik bdlge
icinde 331T (Threonine, Thr) mutasyonu goriilmiistiir. Antijenik bélge IIb igerisinde
7G orneginde 41S (Serine, Ser), 2K 6rneginde 41V (Valine, Val) ve 42C (Cysteine,
Cys) mutasyonu tespit edilmistir. Antijenik bolge Ila igerisinde B1 6rneginde 199K
(Lysine, Lys), B2 orneginde 200T (Threonine, Thr) mutasyonu belirlenmistir. N
proteininin fosforilasyon bolgesi olan 389. aa bolgesinde hicbir 6rnekte mutasyon
goriilmezken, antijenik bolge I ve III alanlarinda K1, B1, B2, 1K, 2K, 4D, 5D ve 7B
orneklerinde herhangi bir mutasyona rastlanmamistir. Antijenik bolge I’de aa yapida
CVS susunda 377S mutasyonunun varligi dikkat ¢ekerken ayni antijenik alan i¢inde
D3 orneginde 374T (Threonine, Thr) mutasyonu tespit edilmistir. Antijenik alan III’
de yer alan amino asit degisimleri D2, D4, B3, B4 ve D1 orneklerinde Sekil 3.8°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.4. RABV o6rneklerinin N gen yoniinden amino asit benzerlik ve farklilik tablosu.
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Sekil 3.5. RABV orneklerinin tam G gen yoniinden amino asit benzerlik ve farklilik tablosu.

79



Sekil 3.6. N gen yoniinden RABV filogenetik analizi. Filogenetik analiz yapilirken Maximum Likelihood istatistik metotu, Kimura-2 modeli ve 1000 bootstrap tekrari

tercih edildi. <@’ sekli ile gosterilen viruslar bu ¢alismada elde edilen alttiplerdir. «“\/» sekli ile gosterilen viruslar daha 6nceki ¢aligmalarda Tiirkiye’de tespit edilen

RABYV dizinleridir.
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edildi. ‘B’ gekli ile gosterilen viruslar bu ¢alismada elde edilen alttiplerdir. ““Q”* sekli ile gosterilen viruslar daha onceki ¢alismalarda Tiirkiye’de tespit edilen RABV

dizinleridir.
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Bu calismada G gen bolgesi ektodomainde yer alan antijenik bolge II ve III de
RABV patojenitesi iizerine etkili olan 242, 255, 268, 330 ve 333. amino asit
pozisyonlarinin bazilarinda degisimler tespit edildi (Sekil 3.9). Benzer sekilde N gen
bolgesi icinde kiyaslama yapilarak patojeniteden sorumlu NI ve NIII antijenik

bolgelerdeki amino asit degisimlerinin tespiti yapildi (Sekil 3.8).

Analizi yapilan Kuduz saha 6rneklerinin N ve G gen bolgelerine ait dizinler;
amino asit farkliliklar1 ve benzerlikleri yoniinden Referenz Kuduz virusu dizinleri ile

karsilastirildi (Sekil 3.10 ve 3.11).
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Sekil 3.10. Saha ornekleri ve Kuduz Refernz viruslara ait N gen boélgesi dizin analizlerinin a.a
karsilastirmast.
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Sekil 3.11. Saha o6rnekleri ve Kuduz Refernz viruslara ait G gen bolgesi dizin analizlerinin a.a
karsilastirmasi.
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Sekil 3.12. Seri pasajlar1 yapilan saha ve referans viruslarin N gen filogenetik analizi. Filogenetik analiz
yapilirken Maximum Likelihood istatistik metotu, Kimura-2 modeli ve 1000 bootstrap tekrar1 tercih

edildi. <“® > gekli hiicre pasajlar1 sonras1 CVS-11 virus, « @ sekli hiicre pasajlar1 sonras1 Pasteur

virusa, <<l > sekli 1K saha 6rnegine ve *° L A8 sekli Na hiicre pasaj1 sonrasi 1K saha izolatina ait bu
¢alismada kazanilan dizinlerdir.
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Sekil 3.13. Hiicre kiiltiirii adaptasyonu sonrasi Saha izolat1 (1K) ve Kuduz Referenz viruslara ait kismi
N gen bolgesi dizin analizlerinin a.a karsilagtirmast.

Hiicre kiiltiirti adaptasyonu ardindan genetik yapida herhangi bir degisimin
olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla kuduz referans viruslar (CVS-11 ve PV) ve
saha izolatlar1 (1K, 2K ve 8B) kismi N gen bakimindan molekiiler analize alinarak
filogenetik anilizi yapildi (Sekil 3.12). Hiicre kiiltiir pasaji1 sonrasinda viruslarda ortaya

¢ikan mutasyonlar tabloda gosterildi (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9. Hiicre kiiltiirii adaptasyonu ile saha izolatlar1 ve referenz suslarin mutasyonlari.

Virus Gen bolgesi Mutasyon Niikleotid Amino asit Degisimi
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. TARTISMA

Hem devlet destegi hem de Avrupa Birligi projesi ile finanse edilen evcil ve
yaban hayattaki Karnivorlarin asilanmas1 vasitasiyla Ulkemizde etkin bir miicadele
programi yiriitilen Kuduz enfeksiyonu, gerek hayvan ve gerekse insan sagligi
acisindan Onemli viral zoonozlardan olup, bu vesile ile tek saglik konseptinde
degerlendirilen bir hastaliktir. Enfeksiyonla miicadelede kullanilan s6z konusu asilarin
yurt disindan ithalat yoluyla edinilmesi, yerel saha izolatt kazanimini zorunlu bir
ihtiya¢ haline getirmis olup, bu doktora tezinin ana konusunu olusturmaktadir. Bu
baglamda, oncelikli olarak farkli cografik bolgelere ve farkli hayvan tiirlerine ait
Kuduz pozitif saha 6rneklerinden Tiirkiye orijinli yerel saha izolatlarinin kazanimi
sayesinde, Ulkemizin disa bagimhiligimi azaltacak as1 susu adaylarmin eldesi
hedeflenmistir. Ayrica, Kuduz virusu N ve G gen bolgesine yonelik primerler
kullanilarak iki gen bolgesine ait tam genomik molekiiler karakterizasyonu yapilan
saha izolatlarinin arasindan 6ne cikan yerel sus kullanilarak yapilan nétralizasyon
testleri ile de bu saha izolatinin ticari Kuduz asis1 ile asilanan hayvanlarin kan
serumlarinda nétralizan antikor tanima kapasitesi sorgulanmistir. Sonug olarak; tipki
referans viruslar gibi yerel saha izolatinin da nétralizan antikorlar1 taniyabildigi tespit

edilmistir.

Lyssavirus tanisi i¢in OIE tarafindan Gold Standart test olarak tanimlanan
Floresan Antikor Testi (FAT) (Dean ve ark., 1973 ve Marston ve ark., 2012b) ile 2013-
2020 yillar1 arasinda Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Kuduz
Teshis Laboratuvarina gonderilen post-mortem beyin dokularindan hazirlanan smear
preparatlarda (n:18) viral antijenlerin tespitini takiben, doktora tezi materyalleri
kazanildi (Gida ve Kontrol Genel Miidirligi’niin  76899830-604.01.01[020]-
E.3741514 sayili izni). Tiirkiye’nin farkli cografik bolgelerinden 2013-2020 yillar
arasinda Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii’'ne gonderilen 18 adet

(Sigir n:8, Kopek n:3, Tilki n:4, Porsuk n:1, Esek n:2) kuduz pozitif saha beyin
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ornekleri ve 2 adet (CVS-11, PV) Kuduz referenz suslari doktora tez galigmasi

kapsaminda kullanilmistir.

Un ve ark. (2012) Tiirkiye’de Kuduz enfeksiyonunun yayiliminda evecil
hayvanlarin, 6zellikle de kopeklerin etkenin bulastirilmasinda, vahsi yasamdan daha
fazla pay1 oldugunu bildirmisler, ikinci vektor olarak ise tilkilerin 6zellikle iilkenin
bat1 bolgesinde hastaligin yayiliminda énemli rol aldigini belirtmislerdir. Bir baska
calismada, Tirkiye’deki sigirlardaki Kuduz pozitif vaka oranindaki artisa dikkat
cekilerek, bu durumu yaban hayat Kuduz vaka sayilarinin artist ile
iliskilendirmislerdir (Vos ve ark., 2014). T.C. Saglik Bakanlig1 Halk Sagligi Genel
Midiirligti’niin 2019 Kuduz Saha Rehberinde Kuduz enfeksiyonun hayvan tiirlerine
gore dagiliminda, hasta hayvanlarin % 90,17’sini evcil hayvanlarin olusturdugu
bildirilmistir. Bu oranin % 43,62’sini kopekler ve % 36,63 {inii sigirlar olusturmakta
olup, bu 2 hayvan tiirli Tiirkiye’de en ¢cok Kuduz vakalarinin goriildiigii hayvan tiirleri
olarak 6ne g¢ikmaktadir (https://hsgm.saglik.gov.tr/depo/birimler/zoonotik-vektorel-
hastaliklar-db/zoonotik-hastaliklar/2-Kuduz/6-Rehbler /Kuduz

Profilaksi_Rehberi.pdf). Tiirkiye’de insan Kuduz vakalarina yonelik bir ¢aligmada,

kaynak olarak sigir gibi evcil hayvanlarin roliinlin azimsanamayacak sayida oldugu

belirtilmistir (Tasdemir ve ark., 2017).

Bu doktora tez c¢alismasinda Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma
Enstitiisii Mudiirliigii'ne tiilke genelinden gonderilen saha orneklerinden sec¢im
yapilmis olup, 18 adet Kuduz pozitif Ornegin 8’ini siir orijinli Ornekler
olusturmaktadir. Ulke cografyasindaki dagilimlarina gore; bu drnekler Hakkari (n=1),
Hatay (n=1), Elaz1ig (n=1), Diyarbakir (n=1), Balikesir (n=2) ve Canakkale (n=2)
illerinden gelmektedir. Bu baglamda, Ulkemizin dogusu ve batisinda sigirlarda Kuduz
enfeksiyonunun yaygin oldugu kanaatine varilmistir. Doktora tezi kapsaminda; esek
(n=2) (Sanlh Urfa, Mardin) ve porsuk (n=1) (Canakkale) gibi nadir kuduz pozitiflik
tespit edilen tiirler de degerlendirilmis olup, tiir bazli molekiiler kiyaslama yapilmasina

da imkan taninmistir.
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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).

Bu doktora tez ¢calismasinda, Kuduz virusu saha 6rnekleri ve referenz viruslarin
molekiiler karakterizasyonunu takiben, c¢esitli hiicre hatlar1 kullanilarak virus
izolasyonu caligsmalari es zamanli olarak planlanip yiiriitilmiistiir. Bu bolimde,
oncelikle farkli hiicre hatlarinda virus izolasyonu calismalarinin literatiir esliginde
tartismast yapilacak olup, ikinci kistmda molekiiler karakterizasyon g¢alismalarini

takiben, son béliimde serolojik calisma sonuglar tartisilacaktir.

Kuduz virusunun cesitli hiicre hatlarina adaptasyonunda dikkat edilmesi
gereken husus, virus-spesifik reseptor baglantisinin saglanmasidir. Kuduz virusunun
her hiicre tipinde bulunan reseptdrleri kullanma yetenegi kazanmasinin miimkiin
oldugu aragtirmacilar tarafindan 6ne siiriilmiis (Tuffereau ve ark., 1998) olsa da, saha
RABYV izolatlarinin permanent hiicre hatlarinda zayif bir sekilde replike oldugunu
(Nolden ve ark., 2016 ve Takahashi ve ark., 1940) bildiren arastirmalar da
bulunmaktadir. Hiicre kiltiirii temelli ¢alismalar; virus izolatlarinin iiretilmesinde
kullanilmaktadir. Ozellikle virusun kdken aldigi konake1 disindaki hiicre hatlarmin
kullanilmast veya dogal konakgilar1 disindaki hayvanlarda seri pasajlara tabii
tutulmasi ile atteniiasyona ugrayabildigi gerceginden hareketle, sabit (fixed) virus
suslarinin kazanimi gergeklestirilmistir (Nitschel ve ark., 2021). 1882°de izole edilen
(tavsan orjinli) orijinal Pasteur Kuduz virusunun farelere adapte edilmesiyle
gelistirilmis Challenge Virus Standard (CVS-11) susu, uluslararasi organizasyonlar
(OIE, WHO) tarafindan da Kuduz asis1 iiretimi ve challenge virus olarak kullanimi
kabul edilmis ve tam karakterize edilmis referenz bir virus olarak bilinmektedir (Patel
ve ark., 2015). Hindistan’da HEK-293, Na-2a ve BHK-21 hiicre hatlarinin Kuduz
virusuna duyarliliklarinin karsilastirildig: bir ¢alismada; CVS-11 virusunun BHK-21
hiicre hattina adapte olmadigi, saha viruslarinin tiretilmesinde BHK-21 hiicre hattinin,
Na-2a ve HEK-293 hiicre hatlarina gore daha diisiik duyarlilikta oldugu sonucuna
vartlmistir (Madhusudana ve ark., 2010). Son yillarda gerek insan ve gerekse hayvan
asilarinin hazirlanmasinda, Vero (insan asilari i¢in) ve BHK-21 (hayvan asilar1 igin)
hiicre hatlar1 RABV {iretimi amaciyla kullanilmaktadir (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 hiicre hattinin yiiksek hassasiyete sahip oldugunu bildirmistir
(https://www.woah.org/fileadmin/Home/eng/Health standards/tahm/3.01.18 RABIE

S.pdf). Bu doktora tez ¢alismasinda, referenz sus olan CVS-11 susunun farkli hiicre
hatlarinda (BHK-21, Vero ve Murine Neuroblastoma) yapilan seri pasajlar1 sonunda,
tireme kontrolii anti-nucleoprotein monoklonal antikor ile boyanarak yapilmis olup,
ilgili titre degerleri Cizelge 3.4’te verilmistir. Buna gore, CVS-11 sugunun hem BHK
hem de Murine neuroblastoma hiicre hatlarina basarili bir sekilde adapte oldugu ve
tiredigi goriilmektedir. Hatta BHK-21 hiicre hattinda 10 82° DKIDso/ml olan titrenin,
Murine neuroblastoma hiicre hattinda 108 DKIDso/ml titreye ulastig1 belirlenmistir. Bu
baglamda, WHO manuelinde saha izolatlar1 i¢in dnerilen Murine neuroblastoma hiicre
kiltirii  hattinin  CVS-11 referenz virusunun iiretilmesinde de basar1 ile
kullanilabilecegi gosterilmistir. Aslinda OIE tarafindan CVS-11 virusunun iretimi i¢in
BHK-21 hiicre hatti tavsiye edilmekte olup (OIE, 2018), bu tez ¢alismasinda Murine
neuroblastoma hiicre hattinin da bu virusun iretilmesinde Oonemli bir alternatif

olabilecegi belirlenmistir.

Bu calisma kapsaminda kullanilan diger bir referenz virus olan PV susunun 3
farkli hiicre hattindan (BHK-21, Vero ve Murine Neuroblastoma) BHK-21’deki
titresinin (1025 DKIDso/ml) murine neuroblastomaya gore (10>’ DKIDso/ml) daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.4). Rahpeyma ve ark. (2021) nin MOI ve virus
toplama zamaninin virus Uretimini etkiledigini rapor ettikleri ¢alismadan hareketle, bu
doktora tezinde kullanilan referenz viruslarin iiretiminde ii¢ pasaj yapilmis olup, PV
susu i¢in li¢ pasaj sonucunda herhangi bir titre kayb1 yaganmamasi nedeniyle Murine
neuroblastoma hiicre hattina inokulasyonlarda MOI ve inkubasyon periyodunda
yapilabilecek kombinasyonlarla virus titresinin 1ileri pasajlarda arttirilabilecegi

kanaatine varilmistir.

Hiicre hatlarinin ¢ogalma hizinin, virus replikasyonu tizerinde dogrudan etkiye
sahip oldugu, non-sitopatojen viruslardan olan Kuduz virusunun {iretilmesi sirasinda
hiicre hattinin da gelismeye devam ettigi bilinmektedir (Aga ve ark., 2021 ve Maria ve
ark., 1988). Kuduz virusu fixed suslarimi (ERA ve PV) Vero ve BHK-21 hiicre
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kiiltiirlerine pasajlayarak gelisim kinetiklerini degerlendirdikleri ¢calismalarinda, hiicre
hatlarinin ¢ogalma hizlar1 hesaplanmis olup, BHK-21’in 72 saatte, VERO’nun 72
saatten fazla siirede bulunduklar1 kabin ylizey alanin1 tamamuyla kapladiklar1 sonucuna
varmiglardir. Rekombinant Kuduz virusu ERA susunun 96 saatlik inkubasyon sonunda
VERO hiicre hattinda, PV susunun ise 72 saat inkubasyon siiresi ile BHK-21 hiicre
hattinda en iyi tireme gosterdigini bildirmiglerdir (Aga ve ark., 2021).

Sokak Kuduz Virusu’nun izolasyonunda farkli hiicre hatlarinin duyarhliklar
lizerine yapilan ¢aligmalarda; bu virusun hiicre kiiltiirii hatlarina yavas adapte oldugu,
noral kokenli murine neuroblastoma hiicre hattinin bu virusa duyarl oldugu ve en
listiin tireme yetenegini bu hiicre hattinda gosterdigi belirtilmis olup, virus izolasyonu
icin uygun iireme ortamlarindan biri olarak da BHK-21 hiicre hatt1 rapor edilmistir
(Larghi ve ark., 1975; Meslin ve ark., 1996; Rudd ve ark., 1987 ve Smith ve ark.,
1977). Cin’de kuduz pozitif yaban gelinciginin beyin homejenati, 6nce fare beynine
enjekte edilerek sokak virusu izole edilmis, ardindan BHK-21 hiicre kiiltiiriine
adaptasyonu saglanmis ve yerel saha susundan inaktif kuduz asisi iiretimi i¢in aday bir
sus elde edilmistir (Liu ve ark., 2012). Etiyopya’da yapilan benzer bir ¢alismada, saha
izolatlarindan (Kopek beyni ve insan tiikriigli) karnivorlar icin as1 gelistirmek
amaciyla once fare beyninde daha sonra BHK-21 hiicre hattinda adaptasyon ve
izolasyon ¢alismalar1 yapilmistir (Aga ve ark., 2014). Uluslararas1 standartlara uygun
bir insan Kuduz asis1 gelistirmek maksadiyla Tayland’da yapilan bir ¢aligmada, 50
adet saha Kuduz virusundan (37 adet kopek, 13 adet insan orjinli) 5 tanesi
Neuroblastoma hiicre hattina adapte edilebilmistir. Bunlardan sadece biri kuduz as1

aday1 olarak Vero hiicre kiiltiiriine adapte edilebilmistir (Nitatpattana ve ark., 2020).

Bu doktora tez calismasinda, FAT ile pozitifligi tespit edilen 18 beyin 6rnegi,
ti¢ farkli hiicre hattina (BHK-21, Vero ve Murine Neuroblastoma) inokule edilmis
olup, yapilan testler sonucunda sadece murine neuroblastoma hiicre hattinin Kuduz
saha Orneklerinin izolasyon c¢alismalarinda kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Bu
baglamda, Kuduz virusu saha oOrneklerinden virus izolat1 eldesi i¢in murine

neuroblastoma hiicre hattinin, yukarida literatiir bilgide verilen fare beyni
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inokulasyonlarinin alternatifi olabilecegi kanaatine varilmistir. Calismada kullanilan
18 saha 6rneginin sadece 3’1 izole edilebilmis olup, bu sonug benzer ¢aligmalarla da
uyumlu bulunmustur. 1K izolat1 2014 yilina ait sigir (Hatay), 2K izolat1 2014 yilina ait
kopek (Sanliurfa), 8B izolat1 ise 2013 yilina ait sansar (Canakkale) orijinli 6rnekler
olup, filogenetik olarak Cosmopolitan lineajinin CA2 ve ME alt lineajlarinda yer

almaktadirlar.

Doku kiiltiirli enfeksiyon orani, virus/hiicre orani arttik¢a hiicre biiylimesinin
daha yiiksek oranda ve daha diisiik inkiibasyon siiresi ile olmasi1 gerektigini gosteren
en onemli bliylime hizi belirteci faktorlerden biridir (Aga ve ark., 2021). CVS-11
virusunun en yiiksek titre degeri eldesi icin BHK-21 hiicresinde en iyi enfeksiyon
zamanini 72 saat olarak belirleyen Rahpeyma ve Bashar (2021), ayn1 zamanda yiiksek
MOl ile inokulasyon yapilmasinin hiicre biiyiime hizini etkileyecegi, bu baglamda tiim
hiicrelerin ayni anda enfeksiyona ugramasinin virusun sadece 1 virus replikasyon
dongiisiinii tamamlamas1 nedeniyle diisiikk virus titresine neden olacagini rapor
etmislerdir. Diger yandan diisiik MOI ile inokulasyon sonrasi hiicrelerde minimum
enfeksiyon gelismesiyle virusun biiyiime kinetiginin yavaslayacagi ve virus hasadinin
gecikecegi de bildirilmistir (Chapman ve ark., 1973). Baska bir ¢alismada, yerel kuduz
saha virusunun BHK-21 hiicre kiiltiiriine adaptasyonunda, 72 saat inkubasyon
uygulanmistir (Aga ve ark., 2014). Bir virusun enfekte edebilecegi duyarli hiicre sayisi
MOI kavrami i¢inde incelenmekte olup, bu tez ¢alismasinda hiicre kiiltiirii pasajlarinda
ilk inokulasyonda 1 MOI orani kullanilirken, ileri pasajlamalarda virus titresini
arttirmak i¢in 0,5 MOI tercih edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan referenz viruslarin
da farkli hiicre hatlarina adaptasyonu denenmis, referenz viruslarin {iretilmesinde
inkubasyon siiresi ilk 3 pasajda 72 saat olarak gergeklestirilmistir. Inokulasyon miktart
ise 0,5 MOI’dir. Vero hiicre hattinda, CVS-11 susu ile giderek azalan bir titre eldesi
gdzlenmis (Cizelge 3.4. 10>” ve 101" DKIDso/ml), iigiincii pasaj sonunda herhangi
lireme tespiti yapilamamistir. Benzer sonu¢ PV susunda da belirlenmis olup, ti¢ kor
pasajin hi¢ birinde virus iiremesi tespit edilememistir. Ayrica Vero hiicre hattinda,
hicbir saha susunun izolasyonu da miimkiin olamamistir. Bu baglamda, Vero hiicre
hattinin zayif titreye sahip yerel saha izolatlarinin kazanimi i¢in uygun olmadig:

kanaatine varilmistir.
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Bu doktora tez calismasinda, saha izolatlarinin kazanimi i¢in 1 MOI ve 72
saatlik inkubasyon siiresi uygulanmustir. 18 saha 6rneginden 3 adedi (1K, 2K ve 8B)

murine neuroblastoma hiicre hattinda tretilebilmistir (Cizelge 3.1).

Molekiiler analizler sonunda elde edilen genetik veriler Lyssavirus tiirlerindeki
farkliliklarin kantitatif karsilastirilmasina imkan vermektedir (Marston ve ark., 2007).
Ulkemizde sirkiile olan Kuduz viruslarinin molekiiler karakterizasyonu, virus
varyasyonunun iilke cografyasindaki dagilimin1 gostermekte olup, hastaligin
stirdiiriilmesine dahil olan rezervuar tiirlerin de tanimlanmasina yardimci olmasi
acisindan 6nem arz etmektedir. Kuduzla miicadele programlarindan en iist diizeyde
fayda saglayabilmek i¢in rezervuar tiirlerin tanimlanmasi, viral etkenle miicadele
stratejilerini belirlemekte oldukea faydali veriler sunmaktadir. Tiirkiye’de sirkiile olan
Kuduz viruslar ile ilgili ilk filogenetik analiz, Avrupa genelinde yapilan genis ¢apl
bir arastirmada bildirilmistir (Bourhy ve ark., 1999). Ulkemizde varligini siirdiiren
Kuduz viruslari i¢in, Orta Dogu ve Dogu Avrupa viral popiilasyonlar: arasinda araci
bir pozisyonda yer aldig1 sonucuna varilmistir (Johnson ve ark., 2010c). Filogenetik
analizler neticesinde cografik orijinleri ile iliskili olarak iilkemizdeki Kuduz saha
izolatlar1 farkli 3 dala (Dogu, Bat1 ve Kafkas) ayrilmis olsa da (Johnson ve ark., 2003),
klasifikasyon ¢aligmalarinda ortak bir isimlendirme yapilan Bourhy ve ark. (2008) nin
calismasinda, Kuduz virusu N ve G gen bolgeleri incelenerek farkli lineajlarda (Afrika
2, Afrika 3, Kutupla iligkili, Asya, Cosmopolitan ve Hindistan) adlandirilmislardir. Bu
tez ¢aligmasinda, ge¢mis yillarda cografi kokene dayali karakterize edilen Tiirk saha
suslarinin da yeni isimlendirmeye gore molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmis olup,
tiim saha suslarmin Cosmopolitan alt lineajinda olduklart belirlenmistir (Tatan-Atici
ve Oguzoglu, 2022). Bu baglamda, yillar i¢cinde enfekte yabani karnivorlarin
Ulkemizin dogu ve bat1 bolgeleri arasindaki serbest hareketliligi, Kuduz saha suslar
arasindaki cografik farklilig1 ortadan kaldirmis olup, dogudaki suslarin batida, batidaki
suslarin doguda goriiliir olmasina neden olmustur. Molekiiler karakterize edilen saha
suslarina dogu/bati/katkas isimlendirilmesi yerine, uluslararasi literatiirde kullanilan

alt lineajlara ait lineaj siniflandirmasinin yapilmasinin daha uygun olacagi kanaatine
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varilmigtir. Bu tez ¢alismasinda karakterize edilen 18 adet Kuduz saha 6rneginde, N
ve G gen bolgelerine spesifik primerler kullanilarak anilan bu bdlgelerin tam genomik
analizi yapilmig, arastirilan tim saha suslarinin Cosmopolitan lineaji iginde
kiimelendigi ve bu lineaj i¢cinde MEla, ME2, CA1 ve CA2 olarak isimlendirilen 4 alt
lineaja ayrildig1 belirlenmistir (Sekil 3.6 ve 3.7).

Cosmopolitan CA?2 alt lineajina ait Kuduz virusunun varhig: iran, Irak, Rusya
ve Azerbeycan gibi iilkelerde bildirilmistir (Troupin ve ark., 2016 ve Zeynalova ve
ark., 2020). Bu tez calismasinda elde edilen dizin analizleri neticesinde Ulkemizin
dogu bolgelerinde Cosmopolitan CA2 alt lineaji daha baskin tip olarak
goriilmekteyken, bat1 bolgelerinde bu lineaja ait verilere rastlanamamistir (Tatan-Atici
ve Oguzoglu, 2022). Tiirkiye’de hem yaban hayati hem de karnivorlarda yaygin olarak
goriilen bir diger alt lineaj ise Cosmopolitan ME1a’dir (Johnson ve ark., 2003 Johnson
ve ark., 2013 ve Un ve ark., 2009). Bu alt lineaj cogunlukla Iran ve Tiirkiye’den rapor
edilirken, Irak, Israil, Urdiin ve Giircistan’da da bu linajin bolgede sirkiile olduguna
dair bildirimler yapilmistir (Al-Eitan ve ark., 2021; Bannazadeh Baghi ve ark., 2018;
Horton ve ark., 2015 ve Marston ve ark., 2017b). Bu tez ¢alismasinda elde edilen
verilere gore iilkemizin dogu kesimlerinde hem Cosmopolitan CA2 hem de
Cosmopolitan MEla alt lineajlarinin birlikte sirkiile oldugu sonucuna varilmistir.
Hayvan hareketlerine bagl olarak bu alt lineajlarin tek bir noktada sabit kalmayip,
zaman igerisinde yer degisimlerinin meydana geldigi tespit edilmistir (Tatan-Atic1 ve
Oguzoglu, 2022). Bu baglamda, Ulkemiz genelinde Cosmopolitan lineajindaki ME1a,
ME2, CAl ve CA2 alt lineajlarina ait RABV suslarinin sirkiile oldugu ve literatiir
bilgide goriildiigii gibi bu lineajlarin Tiirkiye’nin smir komsusu olan tilkelerde de

bulundugu goriilmiistiir.

Ardahan ilinden gelen bir kdpege ait drnek, tiplendirmede 6nemli olan N gen
bolgesi sekans degerlendirmesinde Cosmopolitan CA1 alt lineajindaki Grneklerle
kiimelenmistir (Sekil 3.6). Bu alt lineaj, bugiine kadar Tiirkiye’de bildirilmemis olup,
ilk kez varlig1 bu doktora tez galismasi ile tespit edilmistir. Iran, Rusya ve Azerbeycan

gibi iilkelerde Cosmopolitan CAl alt lineajin varlig
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bildirilmektedir (Hosseini Heydarabadi ve ark., 2020; Nadin ve Susan, 2020 ve
Zeynalova, 2020). Johnson ve ark. (2003) tarafindan yapilan calismada, Ardahan
ilindeki Kuduz pozitif kopek numunelerinde yeni nomenklatiire gére CA2 ve MEla
alt lineajlarmin varlig: birlikte tespit edilmis olup, bolgedeki kontrolsiiz hareketlerin
varligi ile iliskilendirilmistir. Literatiir bilgideki bu farkli alt lineajlara ilave olarak, bu
doktora calismasinda Cosmopolitan CA1’in de varligi ilk kez belirlenmistir. Ayni
bolgede 3 farklr alt lineaja ait virusun sirkiile olma nedeninin, cografik konumla iliskili
oldugu kanaatine varilmistir. Ileride yapilacak survey calismalarinda, bu bolgedeki
yeni alt lineajlarin varligimin arastirilmasinin Kuduz enfeksiyonunun epidemiyolojik

durumunun aydinlatilmasinda 6nem arz edecegi diisiiniilmektedir.

Cosmopolitan ME?2 alt lineajinin Tiirkiye’ye Avrupa’dan giris yaptig1 ve uzun
yillardan beri bolgede korunmus halde varligini siirdiirdiigii diistiniilmekte olup, hem
yaban hayatta hem de evcil kopeklerde goriilen ME2 alt lineajinin tiirler aras1 konakg1
degisimine maruz kalarak iilke genelinde yaygin olarak yayilim gosterdigi rapor
edilmistir (Horton ve ark., 2015; Marston ve ark., 2017b; Un ve ark., 2009 ve Un ve
ark., 2012). Bu tez ¢alismasinda elde edilen filogenetik analizlerde de farkli hayvan

tiirlerinde ME2 alt lineajinin iilkede yaygin olarak seyir gosterdigi goriilmiistiir.

Tiirkiye’de Kuduz virusu suslar1 hakkinda yapilan ilk calismalarda rezervuar
konak¢inin kopek oldugu ve kopeklerden tilkilere yayilim gosterdigi bildirilmistir
(Johnson ve ark., 2003). Tilki ve kopek tiirlerinden elde edilen viruslar arasindaki
yiiksek sekans 6zdesligi, iletimin RABV genomundaki konakg¢iya 6zgii kalintilara
bagli olmadigini gostermistir (Marston ve ark., 2017b). Doktora tezinde ¢alisilan tilki
(n:2) ve kopek (n:4) numunelerinin N gen bolgesi bakimindan aa homolojileri % 80,4-
87,3 olarak belirlenmis ve literatiir verideki yiiksek sekans o6zdesligi ile uyumlu

bulunmustur.

Kuduz asis1 etkinliginin, virus ve as1 suslari arasindaki genetik ve/veya

antijenik farkliliklardan potansiyel olarak etkilenebildigi bildirilmistir (Gao, 2018;
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Mumford, 2007 ve Smith ve ark., 2004). Asilarin genellikle konakgilart filogrup 1
lyssaviruslaria (Brookes ve ark., 2005; Brookes ve ark., 2006; Hanlon ve ark., 2005
ve Nolden ve ark., 2014) kars1 korudugu, daha fazla genetik ve antijenik iraksak olan
filogrup II ve III lyssaviruslarma karst ya az koruma sagladigi veya hi¢ koruma
saglamadigi bildirilmistir (Badrane ve ark., 2001b; Hanlon ve ark., 2005 ve Horton ve
ark., 2014). Mevcut kuduz asilari, klasik RABV'lara karsi etkili koruma saglamaktadir
(Kaur ve ark., 2015). Ancak Sokak RABYV izolatlarinin G gen bolgesi sekanslarinin
bazi cografyalarda kullanilan mevcut as1 suslarindan farkliligi nedeniyle asi ile
korunmada potansiyel risk olusabilecegi belirtilmistir (Ajorloo ve ark., 2018;
Orlowska ve ark., 2014 ve Patel ve ark., 2015). Cok sayida sokak virusunun asi
suslarindan antijenik olarak farkli oldugu gosterilmis 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), asilarin sokak
RABYV varyantlarina karsi korumada daha az etkili oldugu bildirilmistir (Sureau ve
ark., 1983 ve Wiktor ve Koprowski, 1980). Bu doktora tez ¢alismasinda, Ulkemizde
farkli cografik alanlarda sirkiile olan Kuduz saha izolatlar1 N ve G gen bdlgeleri tam
genom analizi ile molekiiler olarak karakterize edilmistir (Sekil 3.6 ve 3.7). Ayrica
kiiresel olarak ticari kullanimda olan as1 suslarinin ilgili sekanslar1 ile amino asit

diizeyinde de kiyaslamalar yapilmistir (Sekil 3.4 ve 3.5).

Kuduz virusunun konakg¢1 adaptasyon modelinde etkin rol alan N geni, 450
amino asit kodlamakta ve yapisinda 4 antijenik bolge bulundurmaktadir. Antijenik
bolge I (374~383 aa) ve 111 (313~337 aa), RNA genomun enkapsidasyonunda ve viral
replikasyon i¢in gerekli olan aktif bir sitoplazmik riboniikleaz kompleksinin
olusumunda gorev almaktadir (Sambrook ve Russel, 2001). Kuduz virusu
transkripsiyon ve replikasyon mekanizmalarinda énemli role sahip olan fosforilasyon
bolgesi 389. aa pozisyonunda bulunmaktadir (Sambrook ve Russel, 2001 ve Wu ve
ark., 2003). Degisikliklere karsi stabil bir yapiya sahip olan N proteini tiim Kuduz
virusu suslarinda yiiksek korunakli bolge olarak tanimlanmaktadir. Ancak kisa
segmentlerdeki aa farkliliklar1 Kuduz virusu genotipleri arasinda genetik bakimdan
cesitlilige sebep olabilmektedir (Kuzmin ve ark., 2005 ve Wunner, 2007). N gen

bolgesine ait dizinlerin filogenetik analizinde, kiiresel as1 suslar ile tez calismasindaki
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ornekler arasinda % 58,1-93,8 aa’lik benzerlik oldugu belirlenmistir (Sekil 3.4).
Ayrica doktora tez ¢aligmasinda saha Orneklerinin Antijenik bolge I ve III’deki aa
benzerlik/farkliliklar1 Sekil 3.8°de gosterilmistir. Ulkemizde sirkiile olan Kuduz saha
viruslar1 aa bakimindan kendi aralarinda yiiksek homoloji sergilemekle birlikte, refenz
viruslar ile karsilastirildiginda bazi degisiklikler oldugu dikkati ¢ekmektedir (Sekil
3.4). T hiicre epitopu olarak da tanimlanan Antijenik bolge IV’te (359-366 aa ve 375-
383 aa) tez calismasinda arastirilan tiim saha 6rneklerinin degisime ugramadigi, N
protein yapinin diger bolgelerine kiyasla antijenik bolge IV’iin tiim Ornekler ig¢in

mutasyon bakimindan korunakli bdlge oldugu degerlendirilmesi yapilmistir (Sekil
3.8).

G proteini, viral norotropizmin ana Dbelirleyicisidir. Bu proteindeki
mutasyonlar, virusun hiicre kiiltiirinde ¢ogalma yetenegini bozmadan
noroinvazivligini azaltir veya ortadan kaldirir (Dietzschold ve ark., 1983; Seif ve ark.,
1985 ve Tuffereau ve ark., 1989a). RABV G proteini; sinyal peptid, ektodomain,
transmembran alani ve sitoplazmik kuyruk olmak iizere 4 kisimdan olusur (Kuzmina
ve ark., 2013b ve Wunner ve ark., 1988). G proteini {izerindeki ektodomain ve
sitoplazmik yap1i, Kuduz virusunun patojenitesi ve immun yanittan kacisi ile
iliskilendirilmektedir (Coulon ve ark., 1998; Huang ve ark., 2017; Prehaud ve ark.,
2010 ve Virojanapirom ve ark., 2012;). Ektodomain bolgesinde tanimlanan 4 major, 1
mindr antijenik bolge bu yapi igerisinde yer almaktadir (Benmansour ve ark., 1991,
Lafon ve ark., 1984 ve Luo ve ark., 2020). S6z konusu toplam 5 bolgeden G proteini
tizerindeki 34-42 ve 198-200 aa’leri arasindaki bdlgeler antijenik site II (Prehaud ve
ark., 1988), 330-338 aa’ler arasindaki bolge ise antijenik site III olarak
tanimlanmaktadir (Seif ve ark., 1985 ve Wunner ve ark., 1988). Doktora tez
caligmasinda degerlendirilen Kuduz saha viruslarinin G gen bdlgesi antijenik
alanlarinda yer alan aa’lerin birkac1 disinda biiylik oranda korundugu tespit edilmistir.
GenBank’tan saglanan 1993 yilima ait Tiirk saha izolati (KX148166) ile tez
caligmasindaki Orneklerin, antijenik bolge II ve III alanlarinda yiiksek homoloji
gosterdigi (%88,5-98,3) belirlenmistir. Ayrica saha 6rneklerinin G gen dizilerinin de
birbirleriyle yiiksek aa homolojisi (%71,7-98,8) sergilemis olduklar1 gériilmektedir

(Sekil 3.5). Aymi karsilastirmalar tez kapsaminda kullanilan referenz suglar ile de

99


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

yapilmis olup, CVS-11 (%80-94,4) ve PV (%72,2-97,2) suslarinda da benzer sonuglar
tespit edilmistir. EKtodomain bolgesinde %4,8’lik aa degisiminin viruslar arasinda 1
antijenik birimlik degismesine neden olacagi ve bu oranin antikor titresinde ortalama
2 kat degisim meydana getirebilecegi rapor edilmistir (Evans ve ark., 2012). Bu
baglamda, saha suslar1 arasinda G gen bolgesinin biitiinii agisindan bazi farkliliklarin
oldugu ve referenz viruslar ile de karsilastirilmasinda bu degisimlerin varlig
gorilmektedir. Bu durum, Tiirk saha izolatlarindaki s6z konusu farkliliklarin antijenik
tinitenin degisimine ve dolayisiyla antikor titresinde de oransal degisimlere neden

olabilecegi seklinde yorumlanmustir.

G proteininin 164 ve 303 aa’leri arasindaki 9 bolgenin (164, 182, 200, 205,
210, 242, 255, 268 ve 303) yetigkin farelerde virusun patojenitesinde dnemli bir rol
oynadig1 belirtilmektedir (Takayama-Ito ve ark.,, 2004). Tez kapsaminda
degerlendirilen saha drneklerinde D3, 4D, ,5D, K1, B2 ve B3 o6rneklerinde literatiir
bilgide bahsi gecen bolgelerde aa farkliliklar dikkat ¢ekmektedir.

Sokak kuduz viruslarinin G protein bolgesindeki Arginin (R333)/ Proline
(P333) mutasyonunun, Kuduz asisinin indiikledigi antikorlarda ndtralizasyon
duyarliligin1 6nemli 6l¢iide azalttig bildirilmektedir. Ayrica ortaya ¢ikan mutantlarin
mevcut Kuduz agis1 etkinligini potansiyel olarak diisiirebileceginden, yakindan
izlenmesi gerektigi distiniilmistir (Wang ve ark., 2019a). Wang ve ark. (2019a)
filogrup 1°de yer alan Lysaviruslar i¢in R333 bolgesini yiiksek oranda korunmus aa
sahip oldugunu bildirmis olup, bu doktora calismasinda da analiz edilen saha
orneklerinde bu amino asit bolgesinde mutasyona rastlanmamistir. Ozellikle antijenik
bolge III’ te yer alan mutasyonlarin as1 kaynakli antiserumlara ¢ok direngli oldugu
bildirilmistir. D3 6rneginde 331. aa’de Serine (Ser) S—> Threonine (Thr) T ve 338.
aa’de Isoleucine (Ile) I —> Aspargine (Asn) N aa mutasyonlar1 tespit edilmis olup, bu
pozitif Kuduz saha 6rneginde as1 suslarina karsi nétralizasyon direnci varligi/yoklugu
ileride yapilacak deneysel calismalarla agikliga kavusturulmasi gerektigi kanaatine
varilmistir. Antijenik bolge II degerlendirilmeye alindiginda ise; aa bolgesinde 2K

orneginde 41V (Valine) ve 42C (Cysteine) mutasyonlari mevcutken 7B 6rneginde ise
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41S (Serine) mutasyonu goriilmektedir. Ayni bolgede GenBank’tan elde edilen CVS-
11 susu (GQI918139) icinde 40E (Glutamic acid) mutasyonu dikkat ¢ekmektedir.
Cosmopolitan ME2 dalinda yer alan B1 ve B2 6rneklerinde ise Antijenik bolge Ila
tizerinde sirasiyla 199K (Lysine), 200T (Threonine) aa mutasyonlari tespit edilmistir.
Ayrica G proteini ektodomain bdlge iizerinde yer alan aa yapida D3 6rneginde 164G
(Glycine) ve 268M (Methionine) mutasyonu goriilmektedir.

Antikorlar ya da noronal reseptorler tarafindan taninmay1 saglayan Antijenik
bolge III (Benmansour ve ark., 1991) {izerinde yer alan Arginin 333'in degismesi,
yetiskin hayvanlar i¢in virulans kaybiyla sonuc¢landig: bildirilmistir (Dietzschold ve
ark., 1983; Seif ve ark., 1985 ve Tuffereau ve ark., 1989a). S6zkonusu bu aa’teki
degisim, Arginin (R333)/Aspartat (D333) seklinde oldugunda, Kuduz virusunun
patojenitesinde azalmaya neden oldugu bildirilmistir, ki Filogrup II’de bu viruslar yer
almaktadir. Bu degisim biiyiik olasilikla filogruplarin patojenitesinde azalmaya sebep
olmakta ve mevcut kuduz asilarmin filogrup I Lyssavirus'a karsi neden daha iyi
koruma sagladigim1 agiklamaktadir (Brookes ve ark., 2005; Brookes ve ark., 2006;
Hanlon ve ark., 2005 ve Nolden ve ark., 2014;). Ayrica Lysine (K330)’un varligi,
Kuduz virusunun virulensinde etkili bulunmustur (Badrane ve Tordo, 2001 ve
Tuffereau ve ark., 1989a). R333/K333 ve K330’a sahip Kuduz viruslarinin néronal
reseptorlere baglanabilme ve motondronlarda yayilabilme potansiyellerinin degistigi
bildirilmistir (Badrane ve Tordo, 2001; Coulon ve ark., 1998 ve Tuffereau ve ark.,
1998b). R333’e sahip susun intrakraniyal (IC) inokiilasyondan sonra yetiskin fareleri
oldiirdiigii, diger aa’lere (Glutamik asit (Glu), fzolésin (1le), Glisin (Gly), Metionin
(Met) veya Serin (Ser)) sahip suslarin 6liimciil olmayan enfeksiyona neden oldugu
bildirilmistir (Seif ve ark., 1985 ve Tuffereau ve ark., 1989a). Bu tez kapsaminda, tim
saha orneklerinde R 333’iin korunmus oldugu ve literatiir bilgiye dayanilarak tiim saha

orneklerinin patojen suslar oldugu kanaatine varilmistir.

G proteini {izerinde N-glikosilasyon (NXT/S) bolgesi Kuduz virusunun hiicre
fonksiyonlarinda, enfeksiyon, replikasyon, patogenez ve bagisikliktan kaginma gibi

fonksiyonlarda onemli role sahip olmakla birlikte viral evrim sirasinda kolayca
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etkilenerek kaybolabilen bir bolgedir (Vigerust ve Shepherd, 2007). RABV'de iki N-
glikosilasyon bolgesi, Asn37 ve Asn319 yiiksek oranda korunmus bdlgelerdir (Badrane
ve Tordo, 2001). Diisik pH bagimli fiizyon ve virion liretimi gibi G proteini
fonksiyonlar1 bakimindan 6nemli olan Asn319 RABV ve diger Lyssaviruslarda
korunurken (Badrane ve Tordo, 2001 ve Yamada ve ark., 2013a), Asn37 baz1 saha
izolatlarinda bulunmamaktadir (Yamada ve ark., 2013b). Sokak virusu G proteininde
Asn37 verimli g¢ekirdek glikosilasyonunun virusun hiicre kiiltiiriinde ¢ogalmasini
arttirdig bildirilmistir (Yamada ve ark., 2013b). Cogu sokak kuduz virusu G proteini
iki N-glikosilasyon bolgesine (Asn37 ve Asn319) sahipken, fixed viruslar ek
glikosilasyon bolgelerine (Asn158, Asn204 veya Asn247) sahiptir (Yamada ve ark.,
2012). Bu doktora tez ¢alismasinda Kuduz saha virusu ve fixed suslarin Glikoprotein
analizinde Asn37 N-glikolizasyonu goriilmektedir. Asn319 Lysaviruslarda genel
olarak korunmus yapiya sahip durumda oldugundan G proteini i¢in 6nemli igleve sahip
oldugu diistiniilmektedir. Bu bolgede gergceklesen mutasyonlar proteinde dogru
katlanmay1 oOnlemektedir (Badrane ve Tordo, 2001 ve Guadin, 1997). Tez
calismasinda, Asn319 N-glikolizasyonu bir 6rnek disinda (7B-TKP) tiim saha
izolatlarinda bulunmaktadir. Yamada ve ark. (2013b) CVS susunda ilave Asn204 N-
glikosilasyonunun varliginin Kuduz virusuna biraz daha viriilent 6zellik kazandirdig:
bildirmislerdir. Calismamizda tipki fixed virus CVS-11’de oldugu gibi 5D 6rneginde
de ilave Asn204 N-glikosilasyon bolgesi tespit edilmistir. Bunlara ilave olarak bu tez
caligmasinda kullanilan PV susunun, tipki Ming ve ark. (2009)’nin bildirdigi
calismadaki gibi, Asn 247 ve N-glikolizasyon bolgelerine sahip oldugu gorilmiistiir.
Yamada ve ark. (2013a) hiicreye adapte suslarda G proteininde tek bir ilave N-
glikosilasyon (158, 194, 204 ve 247 pozisyonlarinda) varliginin hiicre adaptasyonu ile
iligkili oldugu bildirmistir. Ancak tez calismasinin hiicre kiiltiirii adaptasyon
caligmalarinda 5D (Fox-Kahramanmaras) izolatinin 3 ayr1 hiicre kiiltiirtinde de iireme
gostermemesi nedeniyle literatiir bilginin aksine adaptasyonu saglanamamustir.
Asnl46'daki ilave N-glikanin, Neuroblastoma hiicrelerinde sokak virusunun
cogalmasini arttirdig1 bildirilmistir (Yamada ve ark., 2013a). Ancak doktora tezinde
calisilan saha ve referenz suslarda 146. Amino asit bolgesinde N-glikosilasyon
bulunmamakla birlikte 3 saha virusunun (1K, 2K ve 8B) basarili bir sekilde Murine

Neuroblastoma hiicre kiiltiiriine adapte olup, lireme gosterdikleri belirlenmistir. Bu
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baglamda, 146.aa’deki N-Glikozilasyon disinda, baska N-glikozilasyonlarin da
(Asn37 ve Asn319) etkili olabilecegi kanaatine varilmistir. S6zii gegen bu iki
glikozilasyon, hiicre Kkiiltiirine adapte olan tiim saha izolatlarimizda (n=3)

bulunmaktadir.

RNA viruslart konak hiicrelerde replikasyon sirasinda mutasyona ugramaya
meyillidir. Kuduz as1 suslar1 ve as1 gelistirme c¢alismalart sirasinda genomik
mutasyonlar kuduz asis1 kalite kontrolii ve karakterizasyonu i¢in 6nemli bilgi saglar
(Horiya ve ark., 2022). 1K izolatinin Neuroblastoma hiicre kiiltlirii adaptasyonlar1
ardindan kismi N gen bdlgesi bakimindan molekiiler degerlendirilmesi yapilmstir.
Adapte izolat da aa bakimindan nokta mutasyonlar (5., 15., 175., 177., 178.) dikkat
cekmektedir (Cizelge 3.9). Ayni sekilde farkl: hiicre kiiltiiriine adaptasyon basamaklari
tamamlanmis referenz suslar degerlendirildiginde; adapte viruslarin biiyiik oranda
genomik kararligin1 korudugu ve birka¢ nokta mutasyon disinda molekiiler seviyede

degisiklik goriilmedigi tespit edilmistir (Cizelge 3.9 ve Sekil 3.13).

Notralizan antikorlar virusun duyarli oldugu hiicre reseptorlerine baglanmasin
bloke ederek enfeksiyon olusumunu Onleyebilme yetenegine sahiptirler. Kan
serumunda nétralizan antikor tespiti, as1 ya da dogal enfeksiyon sonucu konak¢ida
olusan spesifik bagisik yanitin ana gostergesidir (Astawa ve ark., 2018). Kuduz
virusuna karsi olusan nétralizan antikorlari saptamak ve seviyesini 6lgmek icin
kullanilan RFFIT ve FAVN testleri, daha 6nce Kuduz enfeksiyonuna kars1 agilanmis
ve/veya RABV ile enfekte oldugundan siiphelenilen deneklerden alinan biyolojik
numuneler (serum, plazma ve serebrospinal sivi) kullanilarak gergeklestirilen, WHO
ve OIE tarafindan Onerilen altin standart metotlardir (Ciconello ve ark., 2022).
Uluslararasi kuruluslarca (WHO ve OIE) > 0,5 IU/ml Kuduz virusu nétralizan antikor
titresi, kuduz enfeksiyona karst asilamadan sonra minumum humoral yanitin
uyarilmasinda yeterli olan seviye olarak kabul edilmektedir (Doornekamp ve ark.,
2020; Manning ve ark., 2008; WHO, 2018 ve WOAH, 2022). Merkezi sinir sisteminin
enfeksiyondan korunmasinda Kuduz virusu nétralizan antikor titresinin; inokulum

dozuna, as1 susu ve virus arasindaki ¢apraz reaksiyonun derecesine, antikor yanitin
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baskin izotipine bagli oldugu bilinmektedir (Ertl, 2018). Kuduz enfeksiyonuna kars1
as1 ile bagisiklik saglanmasinda ana faktor, zarf proteini olan G proteinini notralize
edebilecek antikorlarin olusumu ve sitokin iiretimini indiikleyen CD4 *T hiicrelerinin
aktivasyonudur (Baer ve ark., 2007; Mifune ve ark., 1981; Wiktor ve ark., 1973 ve
Wunderli ve ark., 1991;). Antikorun nétralize edici etkisi, asilamadan sonra uyarilan
humoral bagigiklik tepsinin yanisira, IgG antikorunun degisken N-glikozilasyon
bolgesinin antijene baglanmasindan ve antikorun karakteristik Ozelliklerinden de
etkilendigi belirlenmistir (Vigerust ve Shepherd, 2007; Ciconello ve ark., 2022).
Antikorun nétralize edici aktivitesi, antikordaki N glikozilasyon bolgelerinin varligina
gore artabilecegi ya da azalabilecegi bilimsel ¢aligmalarla desteklenmistir (Ciconello
ve ark., 2022 ve Wright ve ark., 1991).

Doktora tez ¢alismasinda, Tiirkiye’de ticari olarak kullanilan 5 farkli kuduz
asis1 ile asilanmus ve Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Kuduz
Teshis Laboratuvari FAVN testi sonucu 0,5 IU/ml iizerinde olan 72 adet serum
numunesi kullanilmistir. Tez ¢alismasinda titre diizeyleri belirlenen CVS-11, PV ve
Saha izolatina (1K) karsi test edilen serum orneklerinin antikor pozitifliklerini
gosteren veriler tabloda sunulmustur (Cizelge 3.6). Tez calismasi kapsaminda FAVN
testinde kullanilan referenz viruslar ve Kuduz virusu saha izolati arasindaki antijenik
farkliliklar yukarida belirtilmis olup, sozkonusu farkliliklarin, o6zellikle immun
yanittan sorumlu G proteininin ektodomain bdlgesine lokalize oldugu goriilmektedir.
Bu antijenik diizeydeki cesitlilik serolojik sonuglarda da kendini gdstermekte olup,
testlerde kullanilan viruslarin pozitif serum 6rneklerindeki notralizan antikor titrelerini
tanima kapasitesi acisindan da bu farkliliklarla uyumlu benzer bulgular alinmasina
neden olmustur. Antikor titre degerlerinin, CVS-11 ve PV susunda >70,5 ile 0,5
arasinda dagilim gosterdigi, Saha susunda ise >53,3 ile 0,7 IU/ml arasinda oldugu
belirlenmistir. CVS-11 susunun asili hayvanlardan alinan tiim serum orneklerindeki
Kuduz spesifik nétralizan antikorlari, 0,5 IU/ml {izerinde tanidig1 (72/72, %100) tespit
edilmistir (Cizelge 3.6). PV susunun 72 serum orneginden ikisinde herhangi titre
tespiti yapamadig1 (70/72, %97,22), saha izolatinin ise sadece 1 serum Orneginde

negatif sonug verdigi (71/72, %98,61) belirlenmistir (Cizelge 3.5 ve 3.6). Elde edilen
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sonuclara gore; notralizan antikorlari tanima agisindan CVS-11>Saha izolati>PV susu

olmak iizere bir basar1 6l¢iisii belirlenmistir.

A asis1 SAD Vnukova Kuduz virusu susu igermekte olup, bu as1 susu, test
viruslar ile heterolog sus olusturmaktadir. A asis1 ile asilanan hayvanlara ait serum
orneklerinde (n=14), CVS-11 ve saha izolat1 ile tim Orneklerde pozitiflik tespit
edilirken, PV susu 1 6rnekte herhangi titre degeri tespit edememistir. A asis1 ile asili
orneklerin ¢ogunda (n:10, %71,42) en yiiksek notralizan antikor titresi CVS-11 susu
tarafindan tespit edilmistir. S6z konusu pozitiflikleri, diger referenz virus PV’ye gore
saha izolatinin daha basari ile tamdig1 goriilmektedir. Ustelik saha susu ile yapilan
FAVN testi ile tespit edilen titre degerleri agisindan da benzer basar1 dikkat
¢ekmektedir (1,1- >40,5 IU/ml).

B asis1 BHK hiicresinde kiiltiire edilmis CVS susu igermektedir. FAVN
testinde kullanilan CVS-11 susu B asis1 ile homolog sus olusturmakta olup, bu as1 ile
asilanmis hayvanlarda (n=4), CVS-11’e kars1 daha yiikksek notralizasyon titresi
bulunmasi beklenilen bir sonugtur. B asis1 i¢in hetrelog sus olan PV ve Saha susu ile
yapilan FAVN testinde daha diisiik notralizan antikor titreleri tespit edilmis olmakla
birlikte, her iki heterolog test virusu ile de tim pozitiflikler tanimlanabilmistir.
Sonuglarin istatistiksel yonden degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis metotu
kullanilmis olup, testte kullanilan 3 virusun da nétralizan antikorlarr tanima basarisi

benzer ¢ikmistir (p>0,05).

C asi1s1 PV SVR289, D asis1 PV RIV ve E asis1 PV G52 suslarini igermektedir.
Her ne kadar PV referenz susu bu asilardaki virus suslar ile homolog sus olmasina
ragmen, serum orneklerinde CVS-11 ile daha yiiksek titre degeri tespiti yapilmistir. C,
D ve E asilari ile asilanmis hayvanlara ait toplamda 54 serum 6rnegi bulunmaktadir.
CVS-11 susunda 7,8 IU/ml tizerinde antikor titresi %81,48 iken, bu oran PV susunda
%151,85 bulunmustur. C, D ve E asilari ile asili serum 6rneklerinde PV ve saha izolati

ile FAVN testi degerlendirmesinde her iki susta da 1 6rnekte koruyucu standart titre
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degerinin altinda nétralizan antikor seviyesi tespit edilirken, CVS-11 susu ile yapilan
notralizasyon testinde tiim drneklerde koruyucu titre tespiti yapilmistir. Bu durum; C,
D ve E asilar1 her ne kadar PV susu ile homolog sus olsalar da liretim asamasinda farkli
hiicre kiiltiirlerinde kiiltiire edilmis olmalar1 ve seri pasajlar sonunda susta meydana
gelebilecek degisikliklerden kaynakli referenz susun noétralizasyon kinetiginde
farklilik olusumuna sebep olabilecegi seklinde yorumlanmistir. Ayni zamanda;
serumlarin alindig1 hayvanlarin gegmis donem asi kayitlar1 bilinmediginden, daha
once CVS ya da farkli susta as1 ile asilanmis olma olasiliklar1 da bu farkliligin
sebeplerinden olabilecegi seklinde degerlendirilmistir. Sonuglarin istatistiksel yonden
degerlendirilmesinde Ki-Kare metotu kullanilmig olup, 31 ila > 70 IU/ml arasindaki
notralizan antikor degerlerini en basarili sekilde CVS-11’in tanidig1 ve bu sonuglarin
anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,001). 0,5 ila 5,9 IU/ml arasindaki antikor
degerlerini ise, bu ¢alismada izolasyonu gergeklestirilen Tiirk saha susunun en basarili
sekilde tanidig1 ve bu sonuglarin istatistiksel olarak da anlamli oldugu belirlenmistir

(p<0.001).

Yerel RABYV izolatlarinin kullanimi ile heterolog suslarda immunizasyon elde
edildigi (Astawa ve ark., 2018), laboratuvara uyarlanmig sabit suslarin hiicre kiiltiirii
adaptasyonlari sirasinda ¢oklu mutasyonlar kazanabildigi rapor edilmistir (Li ve ark.,
2021). G proteini ektodomain bolgesinde meydana gelen mutasyonlar suslarin
notralizasyon kinetiklerinin farklilagsmasinda 6nemli etki gostermektedir (Maillard ve
Gaudin, 2002 ve Moore ve ark., 2005). As1 ¢alismalarinda kullanilan challenge
viruslarla homolog suslarin kullanildigi RFFIT testinde nétralizan antikor sonuglarinin
%30 daha fazla 6l¢iildiigii, dogru bir spesifik antikor yanit etkinligini tespit etmek i¢in
heterolog suslarla c¢alisilmasi gerektigi bildirilmistir (Moore ve ark., 2005). Bu
baglamda, bu tez caligmasinda kullanilan saha izolat1, as1 suslar1 ve referenz viruslarla
heterolog sus statiisiinde oldugundan, referenz viruslara gére daha diisiik notralizan
antikor titrelerini taniyabilmesi s6z konusu literatiir bilgiye atfen anlamli bulunmustur.
Saha susu ile yapilan FAVN testi sonucunda antikor titreleri diisiik tespit edilmis olsa
da, bu tez kapsaminda elde edilen saha izolatinin en az referenz viruslar kadar spesifik

antikor yanit1 tantyabilme kapasitesine sahip oldugu gortilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda Ulkemizde 2013 ve 2020 yillar1 arasinda sirkiile
olan Kuduz virusu saha orneklerinin Niikleoprotein (N) ve Glikoprotein (G) gen
bolgelerinin tiim genom diizeyinde molekiiler analizleri yapilarak, Tiirkiye orijinli
Kuduz saha suslarindan farkli hiicre hatlar1 kullanarak izolat kazanilmasi ve kazanilan
izolatlarin agilanmis hayvanlardan elde edilen serum orneklerinde Kuduz virusu
spesifik antikor varligini tespit edebilme yeteneklerinin sorgulanmasi ve referenz
viruslarin noétralizasyon aktiviteleri ile karsilagtirilmasi hedeflenmistir. Asagida tez

kapsaminda elde edilen sonug ve Oneriler listelenmistir:

Bu calismada 18 adet pozitif Kuduz saha Ornegi, molekiiler teknikler
kullanilarak Kuduz Virusu N ve G gen bolgeleri yoniinden karakterize edilmistir.
Cosmopolitan lineajinda yer aldiklar1 tespit edilen saha suslarinin alt lineaj dagilimi
ME2, MEla, CA2 ve CA1 seklinde bulunmustur.

Bu tez kapsaminda arastirilan 18 saha 6rnegi ¢esitli hayvan tiirlerinden elde
edilmistir. Sigir (n: 8), tilki (n: 4), kopek (n: 3) , esek (n: 2) ve porsuk (n: 1) olmak
tizere farkli hayvan tiirlerinin enfekte oldugu ve evcil kopeklerin yani sira, ¢iftlik
hayvanlarindan 6zellikle sigirlara tilki aracili vahsi karnivor kuduzunun bulastirildig:

dikkat ¢ekici olarak bulunmustur.

Kuduz virusunun N ve G gen bdlgesi tiim genomik olarak arastirilmis olup, s6z
konusu saha izolatlar1 ve GenBank veri tabanindan alinan diger lineajlara ait sekanslar
kullanilarak filogenetik analizler yapilmistir. Ayrica niikleotid dizinleri aminoasite

cevrilerek 6nemli antijenik bolgeler yoniinden de analiz edilmistir.
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Viral replikasyon ve genom enkapsidayonunda gorevli N geni I ve III nolu
anitjenik bolgeler yoniinden izolatlarin kendi aralarinda yiiksek homoloji sergilemekle
birlikte, refenz viruslar ile karsilastirildiginda bazi degisiklikler oldugu dikkati ¢ekici
olarak bulundu. Saha &rneklerinde antijenik bdlge IV yoniinden bir degisim olmadigi

ve tlim ornekler i¢cin mutasyon bakimindan korunakli bolge oldugu belirlendi.

Viral norotropizmin ana belirleyicisi ve nétralizan antikor yanit olusumundan
sorumlu G proteininin III nolu antijenik bolgesindeki R333 nolu aa’in, tez kapsaminda
aragtirilan tiim saha orneklerinde korunmus oldugu ve bu suslarin patojen olduklar

tespit edilmistir.

Saha suslarinin molekiiler karakterizasyon c¢alismalarinin periyodik olarak
yapilmasi ve sirkiilasyondaki viruslarin ¢esitliliginin ortaya konulmasi agisindan bu
verilerin diizenli olarak takip edilmesi gerektigi bilinmektedir. Bu tez c¢aligmasi
kapsaminda Cosmopolitan lineajina ait Kuduz viruslarinin Ulkemizde varligi ve
yayginlig1 hakkinda molekiiler kanitlar elde edilmis olup, miicadelede kullanilabilecek

yerel as1 izolatinin kazanimi gergeklestirilmistir.

Kuduz virusu izolasyonu ¢alismalarinda, Murine neuroblastoma hiicre hattinin,
diger devamli hiicre hatlarina (BHK-21, Vero) oranla daha duyarli oldugu ve saha

izolatlarinin kazanimai i¢in kullanim1 onerilmektedir.

Doktora tezinin ¢iktisi olarak 3 saha izolat1 kazanilmis olup, bunlardan biri seri
pasajlar sonucunda 10’ DKIDso bir titreye ulasmis ve FAVN testinde kullanilmak

lizere standardize edilmistir.
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Genel olarak degerlendirmeye alindiginda bu tez kapsaminda kazanilan Kuduz
saha izolatinin referenz viruslar kadar notralizan antikorlar1 tanima kapasitesine sahip
oldugu belirlenmis olup, s6z konusu viruslar nétralizan antikorlar1 tanima bakimindan

CVS-11 (%100) > Saha virusu (%98)> PV (%96) seklinde siralanmastir.

Kullanilan as1 suslarinin, FAVN testinde kullanilan viruslardan (Referenz
viruslar ve saha izolat1) antijenik farkliliklar1 antikorlarin notralizasyon kinetigini de
etkilemekte olup, bu sebeple yerel saha izolat1 ile agilama sonrasi yapilacak serolojik

degerlendirmelerin in vivo olarak tekrarlanmasi dnerilmektedir.
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OZET

Kuduz Virusu Farkh Saha Suslarimin Hiicre Kiiltiirii Adaptasyonu ve
Notralizasyon Etkinliklerinin Arastirilmasi

Kuduz virusu hem insan hem de hayvan sagligim direkt etkileyen, dnemli ve son
konakgisinin 6liimiiyle sonuglanan zoonotik bir enfeksiy6z ajandir. Hastalik Antartika kitasi
disinda diinya genelinde bulunmakta olup, yogunluk Afrika ve Asya kitalarinin ¢esitli
bolgelerinden yillik olarak bildirilmektedir. insan Kuduz vakalarinin hemen hemen g¢ogu
enfekte kopeklerin 1sirmasi sonucu meydana gelmektedir. Bu baglamda, enfeksiyon zincirinin
kirilmasi adina karnivorlarin agilanmasi hayati neme sahiptir.

Gergeklestirilen bu calisma bir doktora tezi olup; tlilkemiz orijinli Kuduz virusuyla
enfekte hayvanlardan elde edilen saha suslarinin hiicre kiiltiirii adaptasyonlarinin saglanmasini
ve izolat kazanimini hedeflemistir. Elde edilen izolat; sahadan gelen Kuduz antikoru pozitif
serum orneklerindeki ndtralizan antikorlar1 taniyabilme yetenegi yoniinden test edilmis olup,
sonuclarin karsilagtirllmasinda homolog suslar yanisira heterolog referenz suslar da
kullanilmistir. Ayrica hiicre kiiltiirine adapte edilen suslarin, adaptasyon sonrasi
kazanabilecekleri olasi farkliliklarinin tespiti i¢in, hem monoklonal antikorlarla hem de Kuduz
virusunun niikleoprotein (N) gen bolgesi yoniinden dizin analizi yardimiyla arastirilmasi
gerceklestirilmistir. Caligmada 18 saha 6rnegi, molekiiler teknikler kullanilarak karakterize
edilmis olup, 3 adedinin hiicre kiiltiiriinde {iretimleri gergeklestirilmistir.

Bu calisma sayesinde iilkemiz orijinli Kuduz virusu saha suglarinin kazanim
gerceklestirilmis olup, ileride yapilacak asi ¢aligmalarinda kullanilabilecek izolatlarin saha
serum Orneklerinde nétralizasyon aktiviteleri de test edilmistir. Boylelikle Kuduz enfeksiyonu
icin yerli as1 iiretimine dayali yeni aragtirma projelerine hammadde temini konusunda 6nemli
kazanimlar gerceklestirilmis olup, 6nciil arastirma niteligindedir.

Anahtar Kelimeler: Kuduz, saha suslari, hiicre kiiltiirii adaptasyon, ndtralizan antikor
etkinligi
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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 sonuglarinin istatistiksel sonuglari

Kruskal Wallis

titre
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum Maximum
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
Crosstabs yliksek antikor titrelerine
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
sus * titre 162 100,0%| 0| 0,0% 162 100,0%|
sus * titre Crosstabulation
titre
1,00 2,00 Total
sus 1,00 Count 27 27 54
% within sus 50,0%| 50,0%)| 100,0%
2,00 Count 10| 44, 54
% within sus 18,5% 81,5% 100,0%]
3,00 Count 9| 45 54
% within sus 16,7%| 83,3%| 100,0%
Total Count 46| 116 162
% within sus 28,4%| 71,6%)| 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-
Value df sided)
Pearson Chi-Square 18,6412 2 ,000
Likelihood Ratio 18,043 2 ,000]
Linear-by-Linear Association
14,664 1 ,000]
N of Valid Cases 162

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 15,33.
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Crosstabs ortatitrelerde

Notes
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
sus * titre 162 100,0%| 0| 0,0% 162 100,0%
sus * titre Crosstabulation
titre.
1,00 2,00 Total
sus 1,00 Count 20 34 54
% within sus 37,0% 63,0%)| 100,0%|
2,00 Count 25 29| 544
% within sus 46,3% 53,7%)| 100,0%
3,00 Count 15 39 54]
% within sus 27,8%)| 72,2%)| 100,0%
Total Count 60 102 162
% within sus 37,0%)| 63,0%)| 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-
Value df sided)
Pearson Chi-Square 3,971% 2 ,137|
Likelihood Ratio 4,003 2! ,1395]
Linear-by-Linear Association
,987 1 ,321
N of Valid Cases 162
a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 20,00.
Crosstabs diisiik titrelerde
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
sus * titre 162 100,0%| 0| 0,0% 162 100,0%|
sus * titre Crosstabulation
titre.
1,00 2,00 Total
sus 1,00 Count 7 47 54
% within sus 13,0%! 87,0%! 100,0%
2,00 Count 18, 36 54
% within sus 33,3%| 66,7%!| 100,0%
3,00 Count 29 25| 54
% within sus 53,7%)| 46,3% 100,0%
Total Count 54 108 162
% within sus 33,3%) 66,7%)| 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-
Value df sided)
Pearson Chi-Square 20,1672 2 ,000]
Likelihood Ratio 21,270 2 1000
Linear-by-Linear Association
20,042 1 ,000]
N of Valid Cases 162

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 18,00.
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