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Bu çalıĢmada, Zonguldak ilinin Çaycuma ilçesinde bulunan 15 lokaliteden toplam 242 

Apodemus spp. ve Myodes glareolus türlerine ait örnekler kullanıldı. Bu örneklerden elde 

edilen beyin dokularından Rabies virus (RABV) taraması yapılmıĢ, pozitif bant elde edilen 

lokalitelerdeki 45 örneğin kas ve dalak dokularından mikrosatelit belirteçler kullanılarak 

populasyonların genetik çeĢitliliği incelenmiĢtir. 

PZT yöntemi ile RABV taraması sonuçlarına göre 8 örnekte RABV pozitifliğine rastlanmıĢtır. 

Ancak sekans sonuçları gözlenen pozitifliği desteklememiĢtir. 

Genetik karakterizasyonu çalıĢması sonuçlarına göre Myodes populasyonlarına ait toplam 60, 

Apodemus populasyonlarına ait 96 farklı allel belirlenmiĢtir. Heterozigotluk değerleri 

incelendiğinde  Myodes  populasyonlarında  gözlenen  heterozigotluk değerinin (Ho) 0,000 ile  
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ÖZET (devam ediyor) 

0,625 arasında, Apodemus populasyonlarında gözlenen heterozigotluk değerinin (Ho) 0,367 

ile 0,833 arasında değiĢtiği belirlenmiĢtir. Populasyonlar için hesaplanmıĢ olan Fis değerleri 

Myodes populasyonları için -0,233 ile 0,600 arasında, Apodemus populasyonları için -1 ile 

0,056 arasında değiĢim göstemektedir. ÇalıĢmada Myodes populasyonları için Hardy-

Weinberg dengesinden sapma olmadığı tespit edilirken, Apodemus populasyonlarında sadece 

Filyos populasyonunda 2 lokus açısından Hardy-Weinberg dengesinden sapma görülmüĢtür. 

Bu çalıĢma ile Türkiye‟de ilk defa kemiricilerde ters transkriptaz PZT yöntemi ve sekans 

analizi ile RABV taraması yapılmıĢ, hem de ilk defa Myodes ve Apodemuspopulasyonlarında 

mikrosatelit belirteçler kullanılarak genetik karakterizasyon çalıĢması yapılmıĢtır. ÇalıĢmada 

elde edilen sonuçlar çerçevesinde kemirici populasyonları ve taĢıdıkları kuduz virüsü 

arasındaki korelasyonun saptanması içintemel oluĢturulmuĢtur. 

Anahtar Sözcükler: Kemirici, Kuduz, HNPCR, Dizi analizi, Populasyon Yapısı, 

Mikrosatelit, Apodemus, Myodes, Zonguldak. 

Bilim Kodu: 401.04.04 
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ABSTRACT 

M. Sc. Thesis 

POPULATION STRUCTURE OF APODEMUS AND MYODES (MAMMALIA: 

RODENTIA) SPECIES FROM ZONGULDAK AND DETERMINATION OF RABIES 

(LYSSAVIRUS) ON THESE SPECIES 

Tuğçe CEYLAN 

Bülent Ecevit University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 

Thesis Advisor: Assoc. Prof. Ferhat MATUR 

Thesis Co-advisor: Prof. Ġ. Mehmet Ali ÖKTEM  

September 2014, 93 pages 

In this study, 242 Apodemus spp. and Myodes glareolus specimens colected from 15 localities 

in province Zonguldak, Çaycuma district wereused. Brain tissues of these specimens were 

scanned for Rabies virüs (RABV). Muscle and spleen tissues of 45 specimens collected from 

localities, where we obtained positive bands were observed, to investigate genetical diversity 

via microsatellite markers. 

Even results of PCR, 8 specimens are positive for RABV, positivity could not be support with 

sequence results. 

According to genetical characterization, 60 different alleles belong to Myodes populations and 

96 different alleles belong to Apodemus populations were determined. Heterozygosity (Ho) of 

Myodes  populations  were  changing between 0,000 - 0,625, and heterozygosity of Apodemus 



 

vi 

ABSTRACT (continued) 

populations were between 0,367 - 0,833. Fis values that calculated for populations were 

changing between -0,233 - 0,600 for Myodes populations, and between -1 - 0,056 for 

Apodemus populations. It was observed that there is no deviation of Hardy-Weinberg 

equilibrium for theMyodes populations. For the Apodemus populations, there was only 2 

locuses from Filyos populations have a of Hardy-Weinberg equilibrium deviation. 

With this study, for the first time, RABV scanning of rodents by reverse transcriptase PCR 

method and sequence analysis and genetical characterization of Myodes and Apodemus 

populations by microsatellite markers had been conducted for Turkey. Obtained results were 

provide a basis for determinating the corelation between rodent populations and rabies virus. 

Keywords: Rodents, Rabies, HNPCR, Sequence analysis, Population structure, 

Microsatellite, Apodemus, Myodes, Zonguldak 

Science Code: 401.04.04 
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BÖLÜM 1 

 

GĠRĠġ 

1.1 VĠRÜS BĠYOLOJĠSĠ 

Virüsler yalnızca konakçı hücreler içerisinde çoğalabilen bulaĢıcı (enfektif) birimlerdir 

(Madigan 2012). Virüsler bilinen tüm tipleriyle canlıların üç domeyninde de (Archaea, 

Bacteria, Eukarya) bulunurlar (Kallies 2010). Virüs partikülü proteinlerle çevrili bir nükleik 

asit içerir. Bazı virüs ailelerinde (özellikle hayvan virüslerinde) nükleik asit ve onun etrafını 

saran proteinin oluĢturduğu nükleokapsidin etrafında çift katlı bir lipid zar bulunur. Virüsler 

konak hücrenin reseptörlerine tutunarak hücre içine girerler (Abacıoğlu 2008). Hücreye 

giriĢin gerçekleĢmesiyle beraber hücrenin metabolik fonksiyonlarını yeniden düzenleyerek 

kendi replikasyonlarını ve yeni virionların oluĢmasını sağlarlar. Organizmanın bu Ģekilde bir 

virüsle enfekte olması bazen hastalıkla sonuçlanır (Madigan 2012).  

Zoonotik hastalıklar, insanlar ve diğer omurgalılar arasında doğal olarak taĢınan enfeksiyonlar 

ve hastalıklardır. Rezervuar konak olan hayvan patojen taĢıdığı için enfeksiyon kaynağı 

vazifesi görmektedir. Her geçen gün yeni bir patojen ve hastalık ortaya çıkmaktadır. Bu 

hastalık ve patojenlerin ise %80‟i zoonotiktir (URL-1 2013). Dünyada insan ve hayvanlarla 

iliĢkili 200‟den fazla zoonotik hastalık mevcutken, ülkemizde bu rakam 40 civarındadır 

(URL-2 2013). Zoonozlar ve neden oldukları semptomlar oldukça çeĢitlidir. Zoonozlara 

neden olan virüsler insanlarda asemptomatik ya da hafif enfeksiyonla seyreden veya ciddi ve 

fatal enfeksiyonlara neden olan geniĢ spektrumda hastalıklara neden olurlar. Önemli zoonotik 

hastalıklar arasında örneğin Kırım Kongo Kanamalı AteĢi hastalığı, hantavirüs enfeksiyonları, 

kuduz ve tularemi hastalıkları yer almaktadır (Us 2008). Zoonotik ajan olan birçok hayvan 

grubu mevcuttur. Bunlardan bir tanesi de kemiricilerdir. Kemiriciler hem insanlarla sıkça 

yaĢanan temaslarından dolayı hem de memeliler içerisinde en fazla üyesi bulunan grup 

olmalarından dolayı zoonotik hastalıklar konusunda önemli bir yerdedirler. Bu nedenle yayılıĢ 
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alanlarının, taĢıdıkları virüslerin, çevrelerindeki canlılarla iliĢkilerinin ve yaydıkları 

hastalıkların bilinmesi, insan hastalıklarının anlaĢılması konusunda oldukça önemlidir. 

1.1.1 Rhabdoviridae 

1.1.1.1 Özellikler ve taksonomi 

Rhabdoviridae familyası Mononegavirales ordosu içinde sınıflandırılmıĢtır (Murphy 1996). 

Bugüne kadar 6 cins (Vesiculovirus, Lyssavirus, Ephemerrovirus, Novirhabdovirus, 

Cytorhabdovirus ve Nucleorhabdovirus) ve 160‟dan fazla türle temsil edilmektedir (Van 

Regenmortel et al. 2000, Fauquet et al. 2005).  

 

ġekil 1.1 Mononegavirales ordosunun üyelerini temsil eden köksüz ağaç (King et al. 2012). 

Rhabdovirüsler geniĢ yelpazede birçok konağı enfekte edebilen oldukça geniĢ virüs ailesidir 

(Van Regenmortel et al. 2000, Fu 2005). Sürekli yeni türlerin keĢfedilmesi ile birlikte 

(Travassos Da Rosa et al. 2002, Kuzmin et al. 2003, Fu 2005) bugüne kadar bitkiler, 

omurgasızlar ve omurgalılardan (Wagner 1987, Fu 2005) 160 dan fazla Rhabdovirüs türü 

izole edilmiĢtir (Van Regenmortel et al. 2000, Fu 2005). Rhabdovirüslerin Vesiculovirus, 

Lyssavirus ve Ephemerrovirus cinsleri insanlar ve hayvanlarda çeĢitli hastalıklara neden 

olurlar (Fu 2005, Gönen 2010). Diğerleri ise özellikle tarım bitkileri üzerinde hastalıklara 

neden olurlar (Wagner 1987, Fu 2005).   
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Rhabdoviridae üyeleri benzer morfoloji, yapı ve replikasyon mekanizması göstermelerine 

rağmen memeliler, kuĢlar, balıklar, bitkiler, omurgasızlar gibi çok çeĢitli konakları enfekte 

ederler. Memeli merkezi sinir sisteminde replike olmaya adapte olmaları ve direk temasla 

bulaĢmaları, ancak böceklerde taĢınmaları ve doğal replikasyon geçirmemeleri Rhabdovirüs 

içindeki tüm Lyssaviruslar için karakteristiktir (Nel and Markotter 2007). En iyi bilinen 

Lyssavirüs RABV‟dir. 

Rhabdovirüslerin çoğu böcek vektörler aracılığıyla taĢınmaktadır (Wagner 1987, Fu 2005). 

Ancak Lyssavirüsler ve balık Rhabdovirüsleri böcek konaklardan izole edilmezler (Wagner 

1987, Fu 2005). 

1.1.2 Kuduz Virüsü (RABV) 

1.1.2.1 Tarihçe 

Kuduz hastalık olarak ilk defa 4000 yıl önce tanımlanmıĢtır. Çinli bilim adamları milattan 

önce kuduz köpeklerin tehlikesi konusunda insanları uyarmıĢlardır (Kaplan and Koprowski 

1980, Kienzle et al. 2007). Rönesans boyunca ise Avrupa‟da birçok kuduz kurt, köpek ve 

tilkinin varlığı bildirilmiĢtir. Amerika‟nın keĢfinden kısa bir süre sonra psikopos Petrus 

Matyr-Anglerius‟ün ilk defa kuduzun vampir yarasalar tarafından geçtiğine dair anlattığı olay 

kuduzun yarasalar ile bulaĢtığına dair ilk kayıt olmuĢtur. Kuzey Amerika‟daki ilk kayıt ise 

1753 yılında bir tilki olmuĢ, daha sonraki kayıtlar 1780‟lerde kuzeyden Yeni Ġngiltere‟ye,   

19. yy boyunca da batıya doğru yayıldığını göstermiĢtir. 1802 yılında George Zinke kuduzun 

hasta bireyden sağlıklı bireye tükürük yoluyla geçtiğini ve hastalığın oluĢtuğunu göstermiĢtir. 

Kuduzun tedavisi konusundaki en önemli geliĢme ise 1885 yılında Louis Pasteur‟ün kuduz 

aĢısını bulması olmuĢtur (Kienzle et al. 2007). 

1.1.2.2 Sınıflandırma, Genom yapısı, Viral Proteinler ve Özellikleri 

RABV, Rhabdoviridae ailesinin Lyssavirus genusu içinde sınıflandırılmıĢtır (King et al. 

2012). Lyssavirusgenusu zarfsız virüsleri içeren Mononegavirales ordosu içerisindeki 

Rhabdoviridaefamilyasına ait 6 genustan biridir. Bu ordo bilinen tüm negatif yönelimli, tek 

zincirli ve segmentsiz RNA virüslerini içerir (Nel and Markotter 2007).  
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Rhabdoviridae ailesinin bitkileri enfekte eden üyeleri basil formda olmasına ragmen, insan ve 

hayvanları enfekte eden üyeleri mermi Ģekilli ve zarflı bir virüslerdir (King et al. 2012). 

Virion ortalama 75 nm çapında ve 180 nm uzunluğundadır (Davies et al. 1963, Kumar 2009). 

RABV, 12kb‟lık RNA genomu 3ucundan 5‟ ucuna doğru nükleoprotein (N), fosfoprotein (P), 

matriks proteini (M), glikoprotein (G) ve RNA polimeraza bağımlı RNA (L) olmak üzere 5 

viral protein kodlar, ve tüm bu viral proteinler virion içerisinde mevcuttur (Tordo and Poch 

1988, URL-3 2013). Virüs helikal simetrili nükleokapsid yapısındadır. Ribonükleoprotein 

(RNP) kompleksini oluĢturan nükleokapsid proteinleri (N, P ve L) viral genomik RNA ile 

bağlantı içerisindedir. RNP kompleksi G ve M proteinleri ile bağlantılı olan iki katmanlı bir 

lipid ile çevrilidir (Goto et al. 2000). Genomik RNA ile yakın iliĢkili olan L proteini RNA‟ya 

bağımlı RNA polimeraz etkinliği gösterir. Viral zarf üzerinde virüsün zarf glikoproteinleri 

bulunur ve virüsün hücreye tutunmasında görev alırlar (Thoulouze et al. 1998). Trimer 

formdaki bu G proteinleri (Gaudin et al. 1992) patojenlikte kritik bir rol oynar (Dietzschold et 

al. 1983). Viral zarfı oluĢturan lipid tabakanın hemen altında ise viral matriks proteini yer alır. 

M proteini nükleokapsid ve zarf arasında bir tabaka oluĢturur, ayrıca viral geliĢim ve 

karakteristik mermi Ģekilli virionlardan sorumludur (Mebatsion et al. 1999). Genom G ve L 

proteinleri arasında “pseudogen” ya da “Ψ” bölgesi olarak adlandırılan intergenik bölgede 

çeĢitli kodlanmayan bölgeler içermektedir. Ayrıca bu bölgeler virüsün evrimi boyunca 

baskılanmıĢ ve bozulmuĢtur (Tordo et al. 1986, Schnell et al. 2009). 

 

ġekil 1.2 Kuduz virusü (RABV)'nün Ģematik yapısı (URL-3 2013). 
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Nükleoprotein (N proteini): N proteini nükleokapsidin baĢlıca proteinidir. Molekül ağırlığı 

56 kilodalton (kDa)‟dur ve 450 aminoasit içermektedir. RNA transkripsiyonu ve 

replikasyonundan sorumludur (Wunner 1991, Yang et al. 1998, Özkütük 2002). N proteini 

kapsidi ile pozitif yönelimli kılavuz RNA‟nın viral nükleik asidini kuĢatır ve diğer bir 

genomik RNA‟nın transkripsiyonunu engeller (Wunner 1991, Yang et al. 1998). Protein 

çeĢitli antijenik ve immunodominant kısımlar içerir. I. antijenik kısım 374-383. pozisyondaki 

aminoasitleri, III. antijenik kısım ise 313-337 pozisyonundaki aminoasitleri içermektedir. 

Bilinen immunodominant kısımlardan biri de 404-418 pozisyonunda yer almaktadır (Ertl et 

al. 1989, Dietzschold et al. 1990, Meslin et al. 1996). Nükleoprotein, yardımcı T hücrelerini 

uyarıp kuduz ve kuduz benzeri virüsler arasında çapraz reaksiyona neden olan en önemli 

antijendir (Jackson and Wunner 2002, Özkütük 2002). 

Fosfoprotein (P proteini): P proteini 297 amino asit içermektedir ve molekül ağırlığı 38 

kDa‟dur (Özkütük 2002, Metlin 2008). N ve L proteinleri ile bağlantılı olarak iĢlev 

görmektedir. N proteini ile birlikte viral RNA nükleik asidini uygun Ģekilde çevreleyerek 

destekler. L proteini ile birlikte ise RNA‟nın polimerizasyonunda kofaktör olarak iĢlev 

görmektedir (Chenik et al. 1994, Chenik et al. 1998, Jacob et al. 2001). Ayrıca P geni birden 

fazla protein kodlayan tek gendir (Chenik et al. 1995, Metlin 2008). 75-90 pozisyonunda 

lokalize olan iki tane antijenik bölgesi bulunmaktadır. 191-206 pozisyonunda lokalize olan 

immünodominant bölge yer almaktadır (Larson et al. 1991). 

Matriks Proteini (M proteini): Lipoprotein yapıdadır. Matriks proteini 202 amino asit içeren 

bir proteindir ve moleküler ağırlığı 26 kDa‟dur. Lipitlerle birleĢerek viral zarfı oluĢturur 

(Özkütük 2002). Virüs için biraraya gelme ve bağlanma olaylarında rol almaktadır. RNP‟nin 

etrafını çevirerek sıkı formda bulunmalarına yardımcı olur. Glikoprotein ile birlikte de kurĢun 

Ģeklinde tomurcuklanarak Ģeklin korunmasında görev almaktadır (Rupprecht et al. 1995, 

Gönen 2010).  

Glikoprotein (G proteini): Glikoprotein kuduz virüsünün en çok çalıĢılan proteindir. 

Molekül ağırlığı 67 kDa olan G proteini 524 amino asit içermektedir. G proteini sadece nasent 

proteinde bulunan ve ilk 19 aminoasitlik kısmıyla sinyal alanı oluĢturan trimerik yapıya 

sahiptir (Gaudin et al. 1992). Tanı ve tedavide önemli rol oynar (Özkütük 2002). G proteini 

çeĢitli antijenik bölgeler ve epitoplar içermektedir. Antijenik epitop I olgun (mature) proteinin 

231. pozisyonundaki tek bir aminoasit ile temsil edilmektedir. II. antijenik bölge 34-42 ve 



 

6 

198-200 pozisyonlarında aralıklı, iki ayrık uzantı içermektedir. III. Antijenik bölge 330-338 

pozisyonunda lokalize olmuĢtur (Lafon et al. 1983a, Lafon et al. 1983b, Seif et al. 1985, 

Prehaud et al. 1988, Bunschoten et al. 1989, Benmansour et al. 1991). G proteini nötralizan 

antikorların uyarılması ve konak hücre reseptörlerine yapıĢmadan sorumludur. Ayrıca tipe 

özgü viral antijendir. Glikoprotein içeren aĢılar kuduz hastalığına karĢı koruyuculuk 

sağlayabilirler. AĢıların etkinliğinin ölçümünde bu proteine karĢı oluĢan antikorların 

araĢtırılması yeterli olmaktadır (Özkütük 2002, Gönen 2010). 

RNA bağımlı RNA Polimeraz (L proteini): L proteini bir transkriptaz proteinidir. Kuduz 

virüsünün en büyük proteini olan L proteinin molekül ağırlığı 190 kDa‟dur (Özkütük 2002, 

Metlin 2008). Negatif sarmallı viral RNA transkripsiyonu için gerekli olan L proteini P 

proteini ile kompleks oluĢturmaktadır (Rupprecht et al. 1995, Jackson and Wunner 2002, 

Gönen 2010). 

 

ġekil 1.3 RABV genom yapısı ve proteinleri (Schnell et al. 2009). 

1956‟da kuduz-benzeri virüslerin ilk defa Amerika‟da izole edilmesine kadar kuduz 

virüsünün (RABV) antijenik olarak benzersiz olduğu düĢünülüyordu. Ancak yapılan sonraki 

araĢtırma ve gözlemlerde ansefalitten sorumlu kuduz-benzeri virüsler Lyssavirus genusu 

içerisinde sınıflandırmıĢtır. Genus ilk olarak serum ve monoklanal antikorlarla antijenik 

çapraz reaktivite gösterme kriterleriyle RABV (serotip 1), Lagos Bat virus (LBV) (serotip 2), 
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Mokola virus (MOKV), Duvenhage virus (DUVV) olmak üzere 4 serotipte sınıflandırılmıĢtır. 

Genetik yöntemlerin ortaya çıkıĢı ve Avustralya‟dan sonra Avrupa‟da da yarasadan lyssavirüs 

izole edilmesinden sonra sınıflandırmada önemli değiĢiklikler olmuĢtur. Özellikle N, G ve P 

gibi çeĢitli genomik bölgelerin genetik karakterizasyonunun gerçekleĢtirilmesiyle önceki 

bilgilere ek olarak genus 7 genotipte sınıflandırılmıĢtır. Bu genotipler: RABV (genotip 1), 

Lagos Bat virus (LBV) (genotip 2), Mokola virus (MOKV) (genotip 3), Duvenhage virus 

(DUVV) (genotip 4), European bat lyssavirus 1 (EBLV-1) (genotip 5), European bat 

lyssavirus 2 (EBLV-2)(genotip 6), Australian bat lyssavirus (ABLV) (genotip 7) tur. 

Lyssavirüsgenotipleri kendi içlerinde 1-4-5-6-7 ve 2-3 olmak üzere 2 ana filogruba 

ayrılmaktadır (Kissi et al. 1995, Kuzmin et al. 2005, King et al. 2012). 

 

ġekil 1.4 Tüm Lyssavirus N geni nükleotid dizilerine dayalı köksüz filogenetik ağacı (Kissi et 

al. 1995, Kuzmin et al. 2005). 
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1.1.2.3 RABV YaĢam Döngüsü 

Enfeksiyon viral G proteinin konakçı hücrenin yüzeyindeki reseptöre tutunması ile 

baĢlamaktadır. Günümüze kadar kuduz virüsü için üç adet hücresel reseptör tanımlanmıĢtır. 

Bunlar nikotinik asetilkolin reseptörü (nAchRs) (Gastka et al. 1996), nöral adhezyon 

molekülü (Thoulouze et al. 1998) ve düĢük afiniteli sinir büyüme faktörü reseptörü (Tuffereau 

et al. 1998) dür (Kienzle et al. 2007). Proteinin reseptörlere tutunmasının ardından virion 

reseptör-bağımlı endositoz ile hücre içerisine alınır. Virüs zarfının ve vezikül zarının 

birleĢmesi sırasında vesikül içerisindeki pH düĢmeye baĢlar (pH‟a bağımlı). G proteini 

tarafından füzyon katalizlenir ve rinonükleoprotein kompleksinin konakçı hücre sitoplazması 

içerisinde serbest bırakılmasına öncülük eder (Rigaut et al. 1991). M proteini RNP 

kompleksinden ayrılır ve kuduz virüsünün replikasyon döngüsünün kapsid soyulması 

basamağı tamamlanmıĢ olur (Kienzle et al. 2007). 

Kapsid soyulmasından hemen sonra kuduza özgül mRNA‟ların ya da L-P kompleksinin 

transkripsiyonu baĢlar. L Proteini polimeraz aktivitesine sahipken, P proteini ise fosforilasyon 

iĢlemini modifiye ederek L proteinini kontrol eder. Transkripsiyonun polimerazın 50 

nükleotidlik bir öncül sentezlediği 3‟ ucundan baĢlamasıyla 5 viral proteini kodlayan her bir 

mRNA sırasıyla genomun 3‟ ucundan kopyalanır. mRNA‟ların sentezini tamamlanmasıyla 

sitoplazmada bulunan hücresel ribozomlarda translasyon baĢlar. G proteinin translasyonu 

serbest ribozomlarda baĢlar, konakçı hücre zarıyla birleĢmesini sağlayan karbonhidrat 

modifikasyonlarının olduğu endoplazmik retikulum (ER)‟da sona erer. M proteini hücre 

zarının içindeki ceplerde birikir. Bu bölgeler tomurcuklanmanın görüldüğü alanlardadır 

(Kienzle et al. 2007). 
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ġekil 1.5 RABV‟nün yaĢam döngüsü (Dricu 2012). 

M proteininin birikimi yeni genomik RNA moleküllerinin replikasyonunu tetikler. Yeni 

geliĢen genomik RNA oluĢurken, PLN kompleksi enkapside olur veya RNP yeni RNP 

komplekslerine bağlanır. Bu durum yeni virionlar oluĢturan bağlanma iĢleminin ilk 

basamağıdır. Enkapside olmuĢ RNP kompleksi konakçı hücre membranında özellikle M ve G 

proteinlerince zengin olan bölgelere göç eder. RNP hücre zarı ile birleĢirken, M proteini RNP 

nin karakteristik bobin Ģeklini almasını sağlayan yoğunlaĢma ve paketleme iĢlemini baĢlatır 

(Pattnaik et al. 1997, Kienzle et al. 2007). 

YoğunlaĢma baĢladığında konakçı hücre zarında tomurcuklanma oluĢur. Bu durum kuduz 

virüsünün replikasyonunun son basamağıdır ve yeni oluĢmuĢ virionların salınmasını sağlar. 

Virionlar tomurcuklandıklarında konakçı hücre zarının bir bölümü ile kaplıdırlar. Herhangi 

bir hücre ile iliĢkisi olmayan yeni oluĢmuĢ virüsler artık baĢka konak hücreleri enfekte 

yeteneğine ve replikasyon döngüsünü baĢtan baĢlama yeteneğine sahiptir (Mebatsion et al. 

1999, Kienzle et al. 2007, Schnell et al. 2009, Dricu 2012). 
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ġekil 1.6 RABV‟nün sinir hücresine giriĢi ve hücre içindeki taĢınımı (Schnell et al. 2009). 

1.1.2.4 Viral patogenez 

RABV enfekte hayvanın tükürüğünde bulunur ve ısırma sonucu diğer memelilere bulaĢır. 

Virüs ısırık çevresindeki kas dokusunda replike olur ve miyelinsiz motor ve duyu 

sinirlerindeki ters aksoplazmik akımla merkezi sinir sistemine ulaĢmaktadır. Daha sonra beyin 

dokusundaki replikasyonunun ardından sinirler aracılığıyla diğer dokulara yayılmakta ve 

tükürük bezlerine yerleĢmektedir. Kuduz virüsünün enfektivitesi ısırılan bölgenin yeri ve 

ısırığın Ģiddetine göre değiĢiklik göstermektedir. Hastalık riski; yüz bölgesindeki ısırıklarda 

%60, el ve kol bölgesindeki ısırıklarda %15-40, bacak bölgesindeki ısırıklarda %3-10 

arasında değiĢmektedir. Virüs ısırılmanın yanısıra yarasalar gibi koloni halinde yaĢayan 

hayvanlarda aerosolle de bulaĢabilmektedir (Us 2008, URL-4 2013). 

 

ġekil 1.7 Kuduz hastalığının bulaĢ Ģeması (URL-4 2013).  
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1.1.2.5 Epidemiyoloji 

Kuduz, 5000 yıllık tarihsel geçmiĢi olan bir hastalıktır  (Fu 1997,  Lackay et al. 2008). Avustralya 

ve bazı ada ülkeleri hariç tüm dünyada yaygın bir dağılım gösteren kuduz  (Us 2008, Buzgan et al. 

2009). Önemli bilimsel geliĢmelere rağmen hala küresel bir hastalık olarak varlığını 

sürdürmektedir (Meslin et al. 1993). Hastalığın genellikle evcil hayvanlarda görülen kentsel 

formu ve yaban hayatında görülen silvatik formu olmak üzere iki epidemiyolojik formu 

mevcuttur (Özkütük 2002).  

Kuduzun dünyada her yıl yaklaĢık olarak 40000-70000 ölüme neden olduğu tahmin edilmektedir 

ve bu ölümlerin neredeyse hepsi geliĢmekte olan ülkelerde görülmektedir (Fu 1997, Lackay et al. 

2008). GeliĢmiĢ ülkelerde, kuduz çoğunlukla yabani hayvanlarda görülen ve bu konaklardan evcil 

hayvanlara ve insanlara bulaĢan bir hastalıktır (Meslin et al. 1993, Kilic et al. 2006). Hayvan 

kuduzunun epizootiyolojisi insan kuduzunun epidemiyolojisini yansıtmaktadır (Özkütük 2002, 

Buzgan et al. 2009). Tüm dünyada hayvan kuduzunun %54‟ünün köpeklerden, %42‟sinin karasal 

yaban hayvanlarından, %4‟ünün ise yarasalardan kaynaklandığı bildirilmiĢtir (Mandell et al. 

2004). Sincap ve fare gibi küçük kemirgenlerin ise nadiren doğal rezervuar ya da insan kuduzuna 

neden olan vektörler oldukları bilinmektedir (WHO 1994, Özkütük 2002). Kuduzun Asya ve 

Afrika‟da yaygın olarak görülmesi bu kıtalarda hayvan kontrolünün, aĢılama programlarının ve 

etkin insan teması sonrası profilaksisinin efektif bir Ģekilde uygulanmamasından 

kaynaklanmaktadır (Knobel et al. 2005, Zhang et al. 2006). BaĢıboĢ hayvan kontrol programları 

ve köpek aĢılamanın düzenli yapıldığı ABD‟nde kuduz olgusu 20 yıllık süreçte yılda 40 vakadan 

2‟ye düĢmüĢtür (Anderson et al. 1984, Özkütük 2002, URL-5 2014). 

 

ġekil 1.8 Dünya'daki kuduz risk bölgeleri (URL-5 2014). 



 

12 

Kuduzun tek bir konağı olmamakla birlikte, virüs türler arası etkileĢimle enfekte hayvandan 

diğerine hızlı bir Ģekilde yayılmaktadır. Memeli türlerinin çoğu kuduz virüsü ile enfekte 

olabilmektedir. Ancak türlerin virüse duyarlılıkları oldukça çeĢitlilik göstermektedir. Tilki, 

çakal, kurt virüse karĢı oldukça duyarlıyken kokarca, rakun, maymun ve gelincik türleri orta 

derecede duyarlılık göstermektedir. Opossum ise kuduz virüsüne karĢı oldukça dirençlidir 

(URL-6 2014).  

Türkiye köpek kuduzunun hala yaygın olduğu tek Avrupa ülkesidir. Türkiye‟de insan kuduzu 

ve kuduz Ģüpheli hayvan ısırıkları hala önemli bir sağlık sorunudur (Kilic et al. 2006, URL-7 

2014). Ülkemizde kuduza yakalanma ihtimali olan hayvan türleri kurt, tilki, çakal, yaban 

kedisi, kokarca, gelincik, köpek, kedi, sığır, koyun, keçi ve attır. Sağlık Bakanlığı‟nın 2005 

yılında yayınlanan kuduz korunma ve kontrol yönergesi gereği kuduza yakalanma ihtimali 

olan türlerden herhangi birinin teması sonucu aĢılama uygulanmaktadır. Ancak yönergede 

bildirildiği üzere “fare gibi diğer küçük kemiriciler tarafından ısırılan ve teması olanlara” 

herhangi bir aĢılama yapılmamaktadır (Torun 2010, URL-8 2013). Çin‟in Zhejiang 

bölgesinden toplanan 57 Apodemus agrarius örneğinden 1 tanesinde kuduz pozitifliğine 

rastlanmıĢtır (Lei et al. 2009). Ayrıca Özsoy ve ark. 2000 yılı içerisinde Ģüpheli hayvan 

ısırığıyla Refik Saydam Hıfzısıhha Merkezi Kuduz AĢı istasyonuna gelen hastalardan 92          

(%6)‟si fare ısırığı nedeniyle bu birime baĢvurduğunu bildirmiĢtir (Özsoy et al. 2002). 

 

ġekil 1.9 Türkiye‟de 1990- 2013 yılları arasındaki kuduz olguları (URL-7 2014). 
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Zonguldak ilinde de Çaycuma ilçesinde sıklıkla kuduz vakaları görülmektedir. Zonguldak 

Sağlık Ġl Müdürlüğü verilerine göre Zonguldak ili Çaycuma ilçesinde de hayvan kaynaklı 

kuduzdan birçok köy karantina altına alınmaktadır ve karantina altına alınan bölgede kuduz 

kaynağı olarak kurt, çakal gibi karnivorlar verilmektedir. 

1.2 KEMĠRĠCĠLER (RODENTIA) 

Kemiriciler memeli sınıfının en büyük takımıdır. 29 familyaya ait 400‟ü aĢkın cins ve 

2000‟den fazla tür ile temsil edilmektedir (Wilson and Reeder 2005, Yiğit et al. 2006, Çoğal 

2011). Kutup bölgeleri hariç dünyanın her yerinde yayılıĢ göstermektedirler (Yiğit et al. 

2006). Türkiye sınırları içerisinde 9 familyaya ait 65 kemirici türü bulunmaktadır (Kryštufek 

et al. 2009). Farklı ekolojik koĢullara adapte olmuĢlardır. Bazıları toprak üstünde yaĢarken, 

bazıları toprak altı yaĢamına adapte olmuĢtur. Bazı türler suculdur. Bazıları ise çöl yaĢamına 

uyum sağlamıĢlardır (Montuire 2001).  

Apodemus ve Myodes türleri aynı orman habitatında yaygın olan türlerdir. Ġki tür de aynı 

habitat gereksinimlerine sahip olmalarına rağmen, populasyonların devinim ve taĢıma 

kapasitesi gibi nedenlerden dolayı farklılık gösterirler. Myodes türleri kuru karıĢık ve yaprak 

döken ağaçların olduğu bölgeleri tercih ederken (Gurnell 1985, Çolak and Kıvanç 1991, 

Kozakiewicz et al. 2009), Apodemus türleri nemli her tip habitatta yayılıĢ gösterebilmektedir 

(Pucek 1983, Kozakiewicz et al. 2009). Apodemus türleri Myodes türlerinden daha büyük 

olduklarından dolayı baskın türlerdir (Wolton and Flowerdew 1985). Bu nedenle ev aralıkları 

daha geniĢtir, daha hareketli ve daha geniĢ alanlarda yayılıĢ gösteren türlerdir (Wolton and 

Flowerdew 1985, Bąkowski and Kozakiewicz 1988, Mazurkiewicz and Rajska-Jurgiel 1998, 

Szacki 1999).  

Kemiricilerin evrimsel olarak Miosen periyodunda ortaya çıkıĢları ile Dünya‟daki otlakların 

oluĢması aynı periyoda denk gelmektedir. Bu nedenle kemiricilerin çoğu morfolojik ve 

fizyolojik olarak herbivor ya da granivordur. Ġnsanlar da tarih boyunca ormanlık alanları ya da 

çayırları tarımsal olarak değerlendirmektedirler. Kemiriciler ve insanlar birbirleriyle 

herzaman yakın temas içerisinde olmuĢlardır. Besin tercihlerinin birbirleri ile aynı olması 

konusunda rakip olsalar da genellikle de aynı patojenin konakları olmuĢlardır. Bu iki 

nedenden dolayı kemiriciler insan sağlığı ve evcil hayvanlar için zararlı olmaktadırlar (Smith 

et al. 1988) ve kemiricilerin bazı türlerinin taĢıdıkları hastalıklar kolayca insanlara 
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bulaĢmaktadır (Buckle and Smith 1994). Dünya genelinde kemirici kaynaklı yaklaĢık 35 

hastalık bulunmaktadır (URL-9 2013). 

1.2.1 KemiricilerinPopulasyon Yapısı 

Çoğu memeli türü küçük populasyon boyutu, sosyal ve davranıĢsal çiftleĢmenin sonucunda 

düĢük dağılma oranlarına bağlı olarak ayrı seviyelerde populasyon alt bölümlerine ayrılırlar 

(Chepko-Sade and Halpin 1987). Ancak büyük memelilerin aksine küçük rodentlerde 

dağılımın frekansı ve uzaklığı ev aralığı ile bağlantılıdır (Gaines and McClenaghan Jr 1980, 

Gliwicz 1988, Zhang and Usher 1991, Gliwicz 1992, Krebs 1992, Stenseth and Lidicker 

1992, Halle 1993). Eğer populasyon geniĢ yayılım gösterirse, populasyonun genetik yapısı 

düĢük seviyelerdedir (Slatkin 1987). Populasyonlar arasındaki genetik farklılık derecesi gen 

akıĢının tekrarlanması ve bunun sonucu olarak da coğrafik uzaklıktan etkilenmektedir. 

Yapılan çoğu çalıĢma populasyonların yayılma potansiyeline rağmen genetik olarak 

farklılaĢtıklarını ispatlamaktadır (Calhoun and Greenbaum 1991, Mossman and Waser 2001, 

Berthier et al. 2005). Türler arasında tutarsızlık görülüyorsa, bu onların heterojen olarak alt 

bölümlere ayrıldığını gösterir. Bu nedenle bu gibi durumlarda populasyonların yapısı ve 

dağılmalarıyla ilgili varsayımlarda bulunulamaz. Eğer türler arasındaki gen akıĢı düĢük 

oranlarda ise populasyon birçok küçük altpopulasyon içerebilir (Dallas et al. 1995).  

Populasyonların genetik çeĢitliliklerinin belirlenmesi populasyondaki türlerin genetik 

kaynaklarının korunması ve kullanılması açısından oldukça önemlidir. GeçmiĢte populasyon 

ile ilgili yapılan tüm çalıĢmalar morfolojik ve davranıĢsal temele dayanıyordu. 1960‟lı 

yıllardan itibaren geliĢen moleküler teknikler sayesinde genetik belirteçler ile yapılan 

çalıĢmalar artmaya baĢlamıĢtır (Hillis et al. 1996). Bu yöntemlerin geliĢmesi araĢtırmacılara 

populasyonlar arasındaki genetik iliĢkiyi daha doğru bir Ģekilde kavrama imkanı vermiĢ ve 

filogenetik iliĢkilerini daha doğru bir Ģekilde ortaya koymalarını sağlamıĢtır (Hillis et al. 

1996, Kayhan Ayan 2007). Bu nedenle genetik belirteçler populasyonlardaki genetik çeĢitlilik 

hakkında çıkarım yapmamızı sağlayan önemli araçlar haline gelmiĢlerdir. Genetik çeĢitlilik 

analizlerinde kullanılan birçok belirteç bulunmaktadır. Bunların en önemlilerini 

hibridizasyona dayalı RFLP (Botstein et al. 1980) ve PZT‟ne dayalı AFLP (Vos et al. 1995, 

Liu et al. 1999), RAPD (Welsh and McClelland 1990, Williams et al. 1990), mikrosatelit 

(O‟reilly et al. 1998, Ujino et al. 1998) gibi belirteçlerin kullanıldığı yöntemler 

oluĢturmaktadır. En çok tercih edilenler PZT‟ne dayalı olanlardır. Çünkü bu teknikler 
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maliyeti daha az, iĢgücü ve zaman bakımından güç tasarrufu sağlamaktadırlar. Son yıllarda 

mikrosatelit belirteçlerin kullanımı yaygın hale gelmiĢtir (Devos and Gale 1992). 

1.2.1.2 RFLP (Restriksiyon Parça Uzunluğu Polimorfizmi) 

RFLP, ilk keĢfedilen moleküler belirteçtir. DNA dizisindeki varyasyonun miktarının 

ölçülmesi amacıyla kullanılmaktadır. RFLP verileri restriksiyon enzimleri aracılığıyla 4-6 baz 

uzunluğundaki özel DNA bölgelerinin kesilmesi ile elde edilmektedir. RFLP analizleri tüm 

genom üzerinde yapılabileceği gibi DNA‟nın belirli bir parçası üzerinde de yapılabilir. RFLP 

metodu DNA‟nın bir ya da birkaç enzim kullanılarak parçalanması ve elde edilen DNA 

parçalarının jelde yürütülmesi iĢlemlerinden oluĢmaktadır. Jel üzerinde yürütülüp 

büyüklüklerine göre birbirinden ayrılmıĢ olan parçaları özel bir membran üzerine aktarılır. 

Membrana florasan problar ile iĢaretlenmiĢ olan tek iplikli hedef DNA kopyaları eklenir ve 

aktarılan DNA parçalarının iĢaretli DNA parçaları ile hibridizasyonu gerçekleĢir. Daha sonra 

otoradyografi iĢlemiyle hibridize olmuĢ parçalar gözlemlenir. Bireyler arasındaki iĢaretli bant 

sayısı ve büyüklükleri genetik benzerlikleri hakkında tahmin yapmamızı sağlar. RFLP metodu 

genom haritalanmasında, babalık testinde, hastalık riskinin belirlenmesi ve genetik 

bozukluklarda genlerin yerleĢiminin belirlenmesi gibi alanlarda kullanılan, sonuçların 

güvenirliliği konusunda ve ko-dominant belirteç sistemine sahip önemli bir yöntemdir. Ancak 

metod oldukça zahmetli, zaman alıcı ve çok fazla DNA‟ya ihtiyaç duymaktadır. Bu nedenle 

son yıllarda DNA dizi tekniklerinin de çoğalmasıyla bu yöntemin kullanılmasından 

uzaklaĢılmıĢtır (Freeland et al. 2011). 

1.2.1.3 AFLP (ÇoğaltılmıĢ Parça Uzunluk Polimorfizmi) 

AFLP tekniği 1995 yılında DNA parmakizi tekniği olarak adlandırılmıĢ, PZT‟ye dayalı 

dominant belirteç veren ve son zamanlarda oldukça kullanılan bir moleküler belirteç 

tekniğidir (Vos et al. 1995, Gür and Şeker 2012). Teknik temel olarak üç basamakta 

gerçekleĢmektedir: 

1- Restriksiyon enzimi ile genomik DNA‟nın parçalara ayrılması ve oligonükleotid 

adaptörlerin bağlanması 

2- Seçici PZT ile kesilmiĢ parçacık setlerinin çoğaltılması 

3- ÇoğaltılmıĢ parçacıkların jel analizinin yapılması  
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PZT ürünleri poliakrilamid jelde yürütülerek oluĢan polimorfizme göre değerlendirme 

yapılmaktadır. Bu teknikle genellikle 50-100 tane DNA parçacığı amlifiye edilip, 

poliakrilamid jel üzerinde bantlar belirlenebilmektedir. AFLP tekniğinnin polimorfizminin 

yüksek olması ve çok sayıda lokusu aynı anda taraması gibi özellikleri nedeniyle parmak izi 

analizi için oldukça elveriĢli bir metoddur. Ayrıca heterozigot ve homozigot bireyler 

arasındaki farklılıkları saptamada da baĢarılı bir tekniktir. Ancak avantajlarının yanı sıra 

tekniğin önemli dezavantajları da mevcuttur: dominant belirteç vermesi ve farklı genetik 

haritalar arasında transfer güçlüğü olması gibi (Kaçar 2001, Gür and Şeker 2012). 

1.2.1.4 Mikrosatelitler 

Mikrosatelit terimi ilk olarak Litt ve Lutty tarafından 1989 yılında kullanılmıĢtır (Litt and 

Luty 1989). Mikrosatelitler yaklaĢık 1-6 bp uzunluğundaki basit dizi tekrarları (SSRs) veya 

kısa tandem tekrarları (STRs) olarak bilinen DNA parçalarıdır. Ökaryot hücrelerde birli, ikili, 

üçlü, dörtlü ya da beĢli basit dizi tekrar motifleri olarak bulunurlar (Powell et al. 1996). Bu 

basit dizi tekrarlarının sayısı 5-100 arasında değiĢim göstermektedir (Powell et al. 1996) ve bu 

tekrar sayılarındaki varyasyonlar polimorfizmi oluĢturmaktadır (Küçük 2010). Memelilerdeki 

en yaygın mikrosatelit motifi ikili tekrarlar olan GT/AC dir ve yaklaĢık her 30 kb‟da bir 

ortaya çıkmaktadır (Dunham 2004, Ceyhun 2007).  

Mikrosatelitler, Mendel yasalarına göre nesilden nesile aktarılmaktadırlar (Sander 2000) ve 

tüm genoma hemen hemen esit olarak dağılmaktadırlar (Ceyhun 2007). Bu nedenle özellikle 

taksonomik çalıĢmalar, populasyon analizlerinde, genom haritalandırma projelerinde, 

ebeveynlik testlerinde ve kanser teĢhislerinde çok kullanılan genetik belirteçlerdir (Goldstein 

et al. 1995, Gillet 1999, Ceyhun 2007). Çoğunlukla mikrosatelit lokusları yakın akraba türler 

arasında korunmuĢ olarak bulunmaktadırlar (Provan et al. 2004).  

Mikrosatelitler diğer dizi tiplerinden daha hızlı mutasyona uğrarlar. YaklaĢık mutasyon oranı 

farelerde 10
-3

- 10
-4

 tür (Dallas 1992). Bu yüksek mutasyon oranından dolayı her lokusta çoklu 

allel bulunur ve bu yüksek polimorfizm mikrosatelitleri populasyonların genetik olaylarını 

ortaya koymak (Lexer et al. 1997) ve yakın akraba genotiplerin ayrılmasında kullanılmak için 

uygun hale getirir (Kumar et al. 2009). Dolayısıyla populasyon çalıĢmalarında da 

kullanılabilmektedirler (Küçük 2010). Ayrıca çok az miktarda DNA kullanımına da imkan 

vermesi mikrosatelitleri çok kullanıĢlı hale getirmektedir (Powell et al. 1996). Mikrosatelitler 
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herhangi bir hedef organizmadan kolayca izole edilebilmesinin yanısıra tekrar ve komĢu 

tekrarları içeren tüm lokusu da dizilebilir. Mikrosatelit tekrar bölgelerindeki polimorfizm PZT 

yardımıyla kolayca gözlemlenebilir (Gillet 1999). Bunun için DNA‟daki tekrar bölgesinin 

tamamlayıcısı olan lokus-spesifik öncüller kullanılır (Queller et al. 1993). Bu öncüller 

mikrosatelitlerin yan bölgelerinde bulunanan 20-25 bp uzunluğundaki bölgeden elde 

edilmektedir (Kumar et al. 2009, Küçük 2010). Öncüller aracılığıyla istenen motif PZT‟nde 

çoğaltılmakta ve bu PZT ürünleri uygun elektroforez sisteminde koĢturularak polimorfizm 

görünür hale getirilmektedir. Populasyon içindeki çeĢitlilik ve yapı mikrosatelit belirteçlerin 

bu yüksek polimorfizmi sayesinde kolayca belirlenmektedir (Morgante and Olivieri 1993). 
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BÖLÜM 2 

 

MATERYAL VE METOT 

Bu çalıĢma için 2011-2012 yılları arasında Zonguldak ili Çaycuma ilçesi‟nden Sherman tipi 

kapanlar kullanılarak kemirici örnekleri toplanmıĢtır. Örneklerin tür teĢhislerinde morfolojik 

veriler, elde edilen örneklerden alınan dokularda RABV taranması için viral RNA 

ekstraksiyonu, cDNA sentezi, yuvalanmıĢ (nested) RT-PZT ve görüntülemek için de agaroz 

jel elektroforezi yapılmıĢtır. Ayrıca populasyon yapısı çalıĢmaları için agaroz jel 

elekroforezinde pozitif  bant veren örneklerin lokalitelerinden toplam 45 örneğin mikrosatelit 

çalıĢmaları hizmet alımı ile yaptırılmıĢtır. 

2.1 ARAZĠÇALIġMALARI 

Bu çalıĢma 2011-2012 yılları arasında Zonguldak ili Çaycuma ilçesinde gerçekleĢtirilen birer 

günlük arazi çalıĢmaları sonucunda 197 Apodemus spp. ve 45 Myodes glareolus türünden 

toplam 242 kemirici örneği elde edilerek yapılmıĢtır. Kemiricilerin yakalanması için öldüren 

kapanlara göre çeĢitli avantajları olan Sherman tipi kapanlar kullanılmıĢtır. Bu kapanlar 

hayvandan dokuların toplanmasına dek geçen süre içinde canlı kalmasını sağlayarak 

enfeksiyona yol açan olası Lyssavirüslerin RNA‟larının denatüre olması ihtimalini 

minimalize eder. Ayrıca kapana yakalanan hayvanın yabani doğadaki etçiller tarafından 

yenerek tüketilmesi ya da harab edilmesi olasılığını ortadan kaldırır. Kapanlarda çikolata ve 

fındık karıĢımından elde edilen yemler kullanılmıĢtır. Kapanlar ormanlık alanda bitki 

örtüsünün yoğun olduğu yerlere, ağaç kovuklarına ve taĢlık alanlara kurulmuĢtur. 

Lokalite seçimi yapılırken Zonguldak Sağlık Ġl Müdürlüğü‟ne baĢvurulmuĢtur. Zonguldak 

Sağlık Ġl Müdürlüğü verilerine göre son iki yılda kuduz kaydı yapılmıĢ lokalite verileri temel 

alınarak örneklemin yapılacağı alan belirlenmiĢtir. Kapanlama yapılan tüm lokalitelerin GPS 

kayıtları alınmıĢtır. Lokaliteler ve GPS noktaları ġekil 2.1‟de gösterilmiĢtir. Belirlenen 

lokaliteler ve lokalitelere göre örnek sayıları Çizelge 2.1‟de gösterilmektedir.  
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ġekil 2.1 Örnek toplanan lokaliteler. 

Çizelge 2.1 Lokalitelere göre türlerin dağılımı. 

 TÜR 

LOKALĠTE Myodes glareolus Apodemus spp. TOPLAM 

Akpınar 2 17 19 

Temenler 13 7 20 

Türkali - 12 12 

Derecikören 7 14 21 

Çömlekçi 7 6 13 

YeĢilköy 2 6 8 

Çomranlı - 1 1 

YeĢilyayla - 4 4 

Y. Ġhsaniye 3 9 12 

A. Ġhsaniye 1 5 6 

Sazköy 2 18 20 

SarmaĢık - 27 27 

Sarmasık yakınları 6 29 35 

Olukyanı köyü - 11 11 

Filyos 2 31 33 

TOPLAM 45 197 242 
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2.2 VĠRÜS ÇALIġMALARI 

2.2.1 Diseksiyon ve Örneklerin Hazırlanması 

Elde edilen örnekler diseksiyon iĢleminden önce arazi defterine örnek numarası verilerek ve 

hayvanın burun anüs mesafesi, kuyruk boyu, ardayak boyu, kulak boyu, cinsiyeti ve ağırlığı 

belirlenerek kayıt edilmiĢtir. 

Hayvan eterle bayıltılır. Bayıltıldıktan sonra boynu kırılarak hızlıca öldürülür. Viral RNA 

çalıĢması için her bir hayvanın bütün beyin dokusu foramen magnum‟dan pastör pipeti 

yardımıyla kafatasına zarar vermeden dikkatlice alınır (Iamamoto et al. 2011). Alınan beyin 

dokuları RNA koruma çözeltisi içerisine alındıktan sonra -80 °C‟de saklanmıĢtır. Elde edilen 

örneklerin kafatasları tür teĢhisinde kullanılmak üzere laboratuvarda temizlenmiĢ olup, 

temizleme iĢlemi kafataslarının 80-90 °C‟deki amonyaklı suda 10-15 dakika bekletilmesi 

sonucunda üzerlerindeki yağ ve kas dokusundan ayrılmasıyla gerçekleĢtirilmiĢtir. Kafatasları 

Bülent Ecevit Üniversitesi Moleküler Sistematik Laboratuvarı‟nda saklanmaktadır. 

2.2.2 RABV-RNA’nın Saptanması 

Hedef kemiricilerin (Apodemus spp. ve Myodes glareolus ) toplan 242 beyin dokusundan 

RABV genomik RNA‟sının saptanması için aĢağıdaki iĢlemler gerçekleĢtirilmiĢtir:  

2.2.2.1 RNA Ekstraksiyonu 

Acide-guanidium-phenol-chloroform yöntemi ile RNA ekstraksiyon iĢlemi yapılmıĢtır 

(Chomczynski and Sacchi 2006). Bu amaçla ticari bir RNA ekstraksiyon solusyonu olan 

RNAtidy G üretici firmanın önerilerine göre aĢağıdaki iĢ akıĢı ile kullanılmıĢtır: 

1. 1 ml RNAtidy G içerisine 50-100 mg doku konuldu ve tekrarlı pipetleme yapılarak 

karıĢtırıldı. Dokular iyice parçalandı. 

2. Homojenize örneklerin her biri RNA/ protein komplekslerinin ayrıĢması için kısa bir 

süre (3-5 dk) inkübe edildi. 

3. Lizat üzerine kloroform eklendi. Ġlk homojenleĢmede her 1 ml RNAtidy G için 0,2 ml 

kloroform kullanmak gereklidir. 
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4. Tüp dikkatlice kapatıldı ve kuvvetlice sallandı. 

5. Tüp RNA‟nın saflığının artmasını sağlamak için 15-25°C‟ de 10 dakika inkübe edildi.  

6. Solüsyonu 3 faza ayırmak için, tüpler 12000 g ve 4 °C‟de 15 dakika santrifüjlendi. 

7. Üstteki sulu faz yeni tüpe aktarıldı ve üzerine sulu fazla aynı hacimde izopropanol 

eklendi. 

8. Tüp kapatıldıktan sonra birkaç kez ters çevrilerek iyice karıĢtırıldı. 

9. Örnek, RNA‟nın çökelmesi için 15 dakika buz üzerinde bekletildi. 

10. 12000 g ve 4 °C‟de 15 dakika santrifüjlenir. Süpernatant uzaklaĢtırıldı.  

11. Her santrifüj tüpüne %75 ethanol eklendi. Ġlk homojenizasyon prosedüründe her 1 ml 

RNAtidy G için %75‟lik etanolden en azından 1 ml kullanmak gereklidir. 

12. Vorteks ile RNA pelleti etanolde yıkandı. 

13. Örnek, 7500 g‟de 4 °C veya oda sıcaklığında 15 dakika santrifüjlendi. Süpernatant 

uzaklaĢtırıldı. 

14. Her santrifüj tüpüne %100 ethanol eklendi. Ġlk homojenizasyon prosedüründe 

kullanılan her 1 ml RNAtidy G için %100‟lik etanolden en azından 1 ml kullanıldı. 

15. Vorteks ile RNA pelleti etanolde yıkandı. 

16. Örnek, 7500 g‟de 4 °C veya oda sıcaklığında 15 dakika santrifüjlendi. 

17. RNA pelletindeki fazla ethanol havada 10-15 dakika bekletilerek ortadan kaldırıldı. 

18.  RNA pelleti, 20 μl RNase-free injeksiyonluk suda tekrar süspansiyon haline getirildi 

ve -80 °C‟ye kaldırılarak saklandı. 

 

2.2.3 Öncüllerin Belirlenmesi 

 

Bu çalıĢmada hem “Hemi-nested” PZT için bir ileri, iki geri öncül tasarlanmıĢ, hem de Heaton 

ve arkadaĢlarının referans öncülleri kullanılmıĢtır (Heaton et al. 1997). Öncüllerin tasarlanması 

için GenBank veri tabanındaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) Türkiye, Rusya, Irak, 

Ukrayna, Bulgaristan ve Yunanistan‟dan bildirilmiĢ farklı türlerden köken alan RABV dizileri 

indirilerek MEGA 5.2.1 sürümü ile hizalanmıĢtır (Kumar et al. 2008). Diziler ile ilgili bilgiler 

çizelge 2.3‟de gösterilmiĢtir. Ġleri ve geri öncüller tüm genom içerisindeki korunmuĢ bölge olan 

N geni içerisinden seçilerek, 300 nükleotidlik bölge çoğaltılacak Ģekilde tasarlandı. Seçilen 

öncüllerin uygunluğunun tespiti için Integrated DNA Technologies (http://eu.idtdna.com/) 

sitesine girilerek öncüllerin erime sıcaklığı, GC yüzdesi, self-dimer ve hair-pin durumları 

gözden geçirildi, ayrıca BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) programı ile de 

dizilerin uyumluluklarına bakılarak öncüllerin hangi organizmaları yakaladığı kontrol edildi. 
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Çizelge 2.2 Öncül tasarımında kullanılan dizilerin GenBank bilgileri. 

Dizi Kodu GenBank No Konak Ülke 

TR1 AY956352.1 Sığır Türkiye 

TR2 AY956351.1 Köpek Türkiye 

TR3 AY536258.1 Tilki Türkiye 

TR4 AY536257.1 Çakal Türkiye 

TR5 AY536256.1 Çakal Türkiye 

TR6 AY536254.1 Çakal Türkiye 

TR7 EU180618.1 Ġnsan Türkiye 

TR8 EU180617.1 Ġnsan Türkiye 

TR9 EU180616.1 Ġnsan Türkiye 

TR10 EU180615.1 Ġnsan Türkiye 

TR11 DQ837480.1 Köpek Türkiye 

TR12 DQ837479.1 Köpek Türkiye 

TR13 DQ837478.1 Köpek Türkiye 

TR14 DQ837476.1 Köpek Türkiye 

TR15 DQ837474.1 Ġnek Türkiye 

TR16 AY091618.1 Sığır Türkiye 

TR17 AY091615.1 Tilki Türkiye 

TR18 AY091614.1 Tilki Türkiye 

TR19 AY091613.1 Tilki Türkiye 

TR20 AY091611.1 Tilki Türkiye 

TR21 AY091609.1 Kurt Türkiye 

TR22 AY091608.1 Köpek Türkiye 

TR23 AY091630.1 Tilki Türkiye 

TR24 AY091629.1 Tilki Türkiye 

RUS1 KC595283.1 Kızıl Tilki Rusya 

RUS2 KC595282.1 Kızıl Tilki Rusya 

RUS3 KC595281.1 Kedi Rusya 

RUS4 KC595280.1 Kızıl Tilki Rusya 

RUS5 JQ944707.1 Geyik Rusya 

RUS6 JQ944706.1 Köpek Rusya 

RUS7 JQ944705.1 Köpek Rusya 

RUS8 JQ944704.1 Rakun Rusya 

RUS9 EF542830.1 - Rusya 

IRQ1 JX524176.1 Ġnek Irak 

IRQ2 JX524178.1 Ġnek Irak 

IRQ3 JX524177.1 Köpek Irak 

IRQ4 EF611869.1 Köpek Irak 

UKR1 JN656511.1 Köpek Ukrayna 

UKR2 JN656510.1 Kedi Ukrayna 

 

  



 

24 

Çizelge 2.2 (devam ediyor) 

Dizi Kodu GenBank No Konak Ülke 

UKR3 JN656509.1 Köpek Ukrayna 

UKR4 JN656508.1 Kedi Ukrayna 

UKR5 JN656507.1 Sansar Ukrayna 

UKR6 JN656506.1 Köpek Ukrayna 

UKR7 JN656505.1 Tilki Ukrayna 

UKR8 JN656504.1 Kedi Ukrayna 

UKR9 JN656503.1 Köpek Ukrayna 

UKR10 JN656502.1 Tilki Ukrayna 

UKR11 JN656501.1 Kokarca Ukrayna 

UKR12 JN656500.1 Kedi Ukrayna 

UKR13 JN656499.1 Kedi Ukrayna 

UKR14 JN656498.1 Tilki Ukrayna 

UKR15 JN656494.1 Tilki Ukrayna 

UKR16 JN656493.1 Kedi Ukrayna 

UKR17 JN656492.1 Tilki Ukrayna 

UKR18 JN656474.1 Öküz Ukrayna 

UKR19 JN656514.1 Rakun Ukrayna 

BUL1 JQ973873.1 Tilki Bulgaristan 

BUL2 JQ973872.1 Tilki Bulgaristan 

BUL3 JQ973871.1 Tilki Bulgaristan 

BUL4 JQ973870.1 Tilki Bulgaristan 

BUL5 JQ973869.1 Tilki Bulgaristan 

BUL6 JQ973868.1 Çakal Bulgaristan 

BUL7 JQ973866.1 Tilki Bulgaristan 

BUL8 DQ300304.1 Ġnsan Bulgaristan 

BUL9 DQ300303.1 Köpek Bulgaristan 

BUL10 DQ300301.1 Çakal Bulgaristan 

BUL11 DQ300300.1 Tilki Bulgaristan 

BUL12 DQ300299.1 Ġnek Bulgaristan 

BUL13 DQ300298.1 Köpek Bulgaristan 

BUL14 DQ300296.1 Tilki Bulgaristan 

BUL15 DQ300294.1 Tilki Bulgaristan 

BUL16 DQ300293.1 Tilki Bulgaristan 

GR1 KC011844.1 Kızıl Tilki Yunanistan 

 



 

25 

Çizelge 2.3 PZT için RABV‟ün N genine göre tasarlanan öncüller. 

Öncül Dizi Polaritesi Pozisyon Nükleotit sayısı %GC Tm Hairpin Tm Self-dimer (kcal/mole) 

RABV-F 5‟-ATGGATGCYGAYAAGATTG-3‟ Sense 1-19 19 % 42.1 50.0°C - - 

RABV-R1 

5‟-GTC ART TCC AWG CCT CCT G-3‟ 

Reverse komplementeri: 

5'- CAG GAG GCW TGG AAY TGA C -3' 

Antisense 368-386 19 % 55.3 54.6°C - - 

RABV-R2 

5‟- ACG YTT TAT BTC YAC CAG AGA -3‟ 

Reverse komplementeri: 

5'- TCT CTG GTR GAV ATA AAR CGT -3' 

Antisense 319-339 21 % 41.3 52.5°C - - 
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Çizelge 2.4 Kuduz (RABV) ve kuduz benzeri virüslerin (RRV) hnRT-PCR amplifikasyonu için kullanılan Oligonüklleotid öncülleri (Heaton et al. 1997). 

Öncül Dizi Sense Pozisyon 

JW12 ATGTAACACC(C/T)CTACAATTG M 55-73 

JW6 (DPL) CAATTCGCACACATTTTGTG G 660-641 

JW6 (E) CAGTTGGCACACATCTTGTG G 660-641 

JW6 (M) CAGTTAGCGCACATCTTATG G 660-641 

JW10 (DLE2) GTCATCAAAGTGTG(A/G)TGCTC G 636-617 

JW10 (ME1) GTCATCAATGTGTG(A/G)TGTTC G 636-617 

JW10 (P) GTCATTAGAGTATGGTGTTC G 636-617 

SB1 GATCA(A/G)TATGAGTACAAGTACCCTGC M 140-165 

SB2 GATCAATATGAATATAAATATCCCGC M 140-165 
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2.2.4 cDNA Sentezi 

RABV RNA virüsünün PZT ile DNA‟sının çoğaltılabilmesi için öncelikle cDNA sentezi 

yapıldı. cDNA sentezi üretici firmanın (Fermentas #EP0352) tavsiyelerine göre yapıldı: 

1. 5µL kalıp RNA 200µL‟lik tüpe konuldu.  

2. 0.2 µg Random hexamer eklendi.  

3. Son hacim 11.5 µL olacak Ģekilde DEPC-treated water ile tamamlandı.  

4. Tüp ısı döngü cihazında 65ºC‟da 5 dakika inkübe edildi ve ardından buzda soğutuldu.  

5. 5x reaksiyon tamponundan 4µL, 10mM dNTP‟den 2µL, ribonükleaz inhibitöründen 

0.5 µL (20u) ve M-MuVL enzimden 2µL (40u) eklendi.  

6. KarıĢım ısı döngü cihazında 37 ºC‟de 60 dakika, ardından 25ºC‟da 10 dakika inkübe 

edildi. 

7. Reaksiyon, tüpün 70ºC‟da 10 dakika ısıtılarak durduruldu ve 4°C‟da soğutuldu. 

8. Sentezlenen cDNA -20ºC‟da saklandı. 

 

2.2.5 RABV Ġçin Tasarlanan Öncüllerle Yapılan PZT Optimizasyonu 

Optimizasyon çalıĢmalarında polimeraz zincir tepkimesinin duyarlılığının maksimum 

düzeyde olması ve dokuda bulunan en düĢük miktardaki RNA‟nın yakalanabilmesi 

hedeflendi. Bunun için öncelikle baĢlangıç miktarı bilinen (104
 kopya/ml) pozitif kontrol 

dilüsyonları kullanıldı. “Hemi-nested” PZT ve “Touchdown” PZT uygulamaları ile en duyarlı 

ve özgül sonuçları veren reaksiyon karıĢımı konsantrasyonları, döngüler ve bağlanma 

(annealing) sıcaklıkları belirlendi. ÇalıĢmalar sırasında elde edilen PZT sonuçları mümkün 

olan en düĢük konsantrasyondaki pozitif kontrol miktarını smear ve özgül olmayan bağlanma 

olmaksızın yakalayabilen Ģartlar optimum olarak kabul edildi. 

Optimum Ģartların belirlenmesi amacıyla Öncül konsantrasyonu, Mg
++

 konsantrasyonu, 

bağlanma (annealing) sıcaklığı, döngü sayısı gibi değiĢkenlerle oynanarak yapılan denemeler 

sonucunda en duyarlı sonuçlar belirlendi. Bu duyarlılık düzeylerinde özgül olmayan 

bağlanmaların giderilmesi amacıyla ise ortama farklı konsantrasyonlarda dimetil sülfoksid 

(DMSO) eklenerek uygun konsantrasyon belirlendi.  
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2.2.6 Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT) 

2.2.6.1 Tasarlanan Öncüllerle Yapılan Polimeraz Zincir Tepkimesi 

Yapılan optimizasyon sonucunda belirlenen çoğaltma iĢlemi iki aĢamalı olarak yapıldı. 

Çoğaltma için öncellikle dıĢ sonra iç öncüller kullanıldı. Reaksiyonlar 50µL hacimde yapıldı. 

Çoğaltma iĢlemi ısı döngü cihazında aĢağıdaki döngüler doğrultusunda gerçekleĢtirildi.Elde 

edilen sonuçlar ıĢığında örneklerin taranması için en uygun PZT karıĢımları ve tepkime 

Ģartları aĢağıdaki Ģekilde belirlendi 

Çizelge 2.5 1. PZT‟de kullanılan karıĢımın içeriği. 

BileĢen Miktar 

H2O 36,5 µl 
Buffer 10X (NH4)2SO4 5 µl 
MgCl2 (25mM) 3 µl 
dNTP (10mM) 1 µl 
Öncül RABV F (25 pmol/ µl) 1 µl 
Öncül RABV R1 (25 pmol/ µl) 1 µl 
DMSO (%2) 1 µl 
Taq polimeraz 0.5 µl 
cDNA 1 µl 

 

Çizelge 2.6 1. PZT uygulaması amplifikasyon koĢulları. 

ĠĢlem Sıcaklık (°C) Süre Döngü 

Ön denatürasyon 94 3 dk. 1 

Denatürasyon 94 30 sn 

10 Bağlanma 51 30 sn 

Uzatma 72 45 sn 

Denatürasyon 94 30 sn 

10 Bağlanma 50 30 sn 

Uzatma 72 45 sn 

Denatürasyon 94 30 sn 

15 Bağlanma 48 30 sn 

Uzatma 72 45 sn 

Son uzatma 72 5 dk 1 

Saklama +4 ∞ 
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Çizelge 2.7 2. PZT‟de kullanılan karıĢımın içeriği. 

BileĢen Miktar 

H2O 36,5 µl 
Buffer 10X (NH4)2SO4 5 µl 
MgCl2 (25mM) 3 µl 
dNTP (10mM) 1 µl 
Öncül RABV F (25 pmol/ µl) 1 µl 
Öncül RABV R1 (25 pmol/ µl) 1 µl 
DMSO (%2) 1 µl 
Taq polimeraz 0.5 µl 
cDNA 1 µl 

 

Çizelge 2.8 2. PZT uygulaması amplifikasyon koĢulları. 

ĠĢlem Sıcaklık (°C) Süre Döngü 

Ön denatürasyon 94 3 dk. 1 

Denatürasyon 94 45 sn 

10 Bağlanma 51 45 sn 

Uzatma 72 45 sn 

Denatürasyon 94 45 sn 

25 Bağlanma 48 45 sn 

Uzatma 72 45 sn 

Son uzatma 72 5 dk  

Saklama +4 ∞ 

 

2.2.6.2 Referans Öncüller ile Yapılan Polimeraz Zincir Tepkimesi 

ÇalıĢma için belirlenen öncüllerin sentezlenmesi ve PZT protokolünün (Heaton et al. 1997) 

uygulanması BM Yazılım DanıĢmanlık ve Laboratuvar Sistemleri Ltd. ġti. tarafından hizmet 

alımı Ģeklinde gerçekleĢtirilmiĢtir. Örneklerin taranması için kullanılan PZT karıĢımları ve 

tepkime Ģartları aĢağıdaki Ģekildedir: 
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Çizelge 2.9 1. PZT‟de kullanılan karıĢımın içeriği. 

BileĢen 
Stok 

Konsantrasyonu 

Reaksiyon 

Konsantrasyonu 

PCR Buffer 10X 1X 

MgCl2 25mM 1,5 mM 

dNTP mix 20 mM 0,2 mM 

JW6-E 20 µM 0,4 µM 

JW6-DPL 20 µM 0,4 µM 

JW6-M 20 µM 0,4 µM 

JW12 20 µM 0,7 µM 

Hot Start Taq DNA Polymerase 5U/ µl 2.5 U 

cDNA 2  µl 
PCR grade su ile 25 µl‟ye tamamlanır 

 

Çizelge 2.10 1. PZT uygulaması amplifikasyon koĢulları. 

Sıcaklık (°C) Süre Döngü 

95 15 dk. 1 

95 60 sn 

5 
45 90 sn 

50 20 sn 

72 60 sn 

95 30 sn 

40 
45 60 sn 

50 20 sn 

72 60 sn 

95 30 sn 

1 
45 90 sn 

50 20 sn 

72 10 dk. 

+8 ∞ 
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Çizelge 2.11 2. PZT‟de kullanılan karıĢımın içeriği. 

BileĢen 
Stok 

Konsantrasyonu 

Reaksiyon 

Konsantrasyonu 

PCR Buffer 10X 1X 

MgCl2 25mM 1,2 mM 

dNTP mix 20 mM 0,2 mM 

JW10-DLE2 20 µM 0,2 µM 

JW10-MEI 20 µM 0,2 µM 

JW10-P 20 µM 0,2 µM 

JW12 20 µM 0,4 µM 

Hot Start Taq DNA Polymerase 5U/ µl 2 U 

PCR Ürünü 1 µl 
PCR grade su ile 35 µl‟ye tamamlanır 

 

Çizelge 2.12 2. PZT uygulaması amplifikasyon koĢulları. 

Sıcaklık (°C) Süre Döngü 

95 15 dk. 1 

95 45 sn 

25 59 30 sn 

72 35 sn 

72 5 dk. 1 

8 ∞ 

 

2.2.7 Agaroz Jel Elektroforezi 

PZT ürünlerini görüntülemek amacıyla agaroz jel elektroforezi yapıldı. Jel hazırlanırken 100 

mL 1xTAE içerisinde 1gr agaroz karıĢtırıldı. Mikrodalga fırında orta güçte agaroz eritildi. 

Ġçerisine 8.0 µL etidyum bromid (10mg/mL) karıĢtırıldı ve tarağı hazır jel kabına dökülüp 

donması için oda ısısına bırakıldı. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice jelin içerisinden 

çıkarıldı ve jel kalıp ile birlikte elektroforez tankına yerleĢtirildi. 10 µL PZT ürününe 

10xDNA yükleme tamponundan 2 µL karıĢtırıldı ve jelde açılmıĢ kuyulara yüklendi. 

Kuyulardan birisine “marker” yüklendi. Elektroforez güç kaynağı 120V‟a ayarlandı ve jel 40 

dakika yürütüldü. Jel translüminatörde orta dalga UV‟de (280-340 nm) görüntülendi ve Vilber 

Lourtmat Infinity-1000/26MX cihazıyla fotoğrafı çekildi. Görüntülen bant büyükleri 

“marker” ile karĢılaĢtırıldı.  

  



 

32 

2.3 POPULASYON ÇALIġMALARI 

RABV taraması sırasında Agaroz jel elektroforezinde pozitif bant veren örneklerin 

lokalitelerine ait toplam 45 örneğin mikrosatelit çalıĢmaları BM Yazılım DanıĢmanlık ve 

Laboratuvar Sistemleri Ltd. ġti. tarafından hizmet alımı Ģeklinde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

2.3.1 Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT) 

Mikrosatelit çalıĢmalarında kullanılan karıĢımların içerikleri ve amplifikasyon koĢulları ile 

ilgili bilgiler aĢağıda verilmiĢtir. 

Çizelge 2.13 Mikrosatelit PZT çalıĢmalarında kullanılan karıĢımın içeriği. 

BileĢen 
Stok 

Konsantrasyonu 

Reaksiyon 

Konsantrasyonu 

PCR Buffer 10X 1X 

MgCl2 25mM 1,2 mM 

dNTP mix 20 mM 0,2 mM 

Ġleri Öncül 20 µM 0,4 µM 

Geri Öncül 20 µM 0,4 µM 

Hot Start Taq DNA Polymerase 5U/ µl 2 U 

DNA 2  µl 
PCR grade su ile 35 µl‟ye tamamlanır 

 

Çizelge 2.14 Mikrosatelit PZT uygulaması amplifikasyon koĢulları. 

Sıcaklık (°C) Süre Döngü 

95 13 dk. 1 

95 30 sn 

32 59 30 sn 

72 28sn 

72 5 dk. 1 

8 ∞ 
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Çizelge 2.15 Ġkili PZT çalıĢmalarında “MSAf16+ MSAf22” gen bölgeleri için kullanılan 
karıĢımın içeriği. 

BileĢen 
Stok 

Konsantrasyonu 

Reaksiyon 

Konsantrasyonu 

PCR Buffer 10X 1X 

MgCl2 25mM 1,2 mM 

dNTP mix 20 mM 0,2 mM 

MSAF16-F 20 µM 0,5 µM 

MSAF16-R 20 µM 0,5 µM 

MSAF22-F 20 µM 0,4 µM 

MSAF22-R 20 µM 0,4 µM 

Hot Start Taq DNA Polymerase 5U/ µl 2,2 U 

DNA 2 µl 
PCR grade su ile 35 µl‟ye tamamlanır 

 

Çizelge 2.16 “MSAf16+ MSAf22” gen bölgeleri için yapılan ikili PZT amplifikasyon 

koĢulları. 

Sıcaklık (°C) Süre Döngü 

95 13 dk. 1 

95 30 sn 

35 58 30 sn 

72 25sn 

72 5 dk. 1 

8 ∞ 

 

Çizelge 2.17 Ġkili PZT çalıĢmalarında “MSCg9 + MSCg15” gen bölgeleri için kullanılan 
karıĢımın içeriği. 

BileĢen 
Stok 

Konsantrasyonu 

Reaksiyon 

Konsantrasyonu 

PCR Buffer 10X 1X 

MgCl2 25mM 1,2 mM 

dNTP mix 20 mM 0,2 mM 

MSCg9-F 20 µM 0,6 µM 

MSCg9-R 20 µM 0,4 µM 

MSCg15-F 20 µM 0,3 µM 

MSCg15-R 20 µM 0,6 µM 

Hot Start Taq DNA Polymerase 5U/ µl 2,2 U 

DNA 3  µl 
PCR grade su ile 35 µl‟ye tamamlanır 
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Çizelge 2.18 “MSCg9 + MSCg15” gen bölgeleri için yapılan ikili PZT amplifikasyon 
koĢulları. 

Sıcaklık (°C) Süre Döngü 

95 13 dk. 1 

95 30 sn 

35 58 30 sn 

72 25sn 

72 5 dk. 1 

8 ∞ 

 

2.3.2 Agaroz Jel Elektroforezi 

PZT ile elde edilen amplifikasyon sonuçlarını görüntülemek amacıyla agaroz jel elektroforezi 

yapıldı. Jel hazırlanırken 100 mL 1x TBE tampon içerisinde 2.2 gr agaroz karıĢtırıldı. 

Mikrodalga fırında orta güçte agaroz eritildi. Ġçerisine 8.0 µL etidyum bromid (10mg/mL) 

karıĢtırıldı ve tarağı hazır jel kabına dökülüp donması için oda ısısına bırakıldı. Jel donduktan 

sonra tarak dikkatlice jelin içerisinden çıkarıldı ve jel kalıp ile birlikte elektroforez tankına 

yerleĢtirildi. Jelde açılmıĢ kuyulardan birisine “marker”, diğer kuyulara ise PZT ürünleri 

yüklendi. 100 volt akımda 120 dakika elektroforezde yürütüldü veUV ıĢığında görüntüsü 

alındı. 

2.3.3 Ġstatistiksel Analizler 

Zonguldak Ġli‟nin Çaycuma ilçesindeki kuduz görülen lokalitelerden alınan Myodes ve 

Apodemus populasyonlarına ait örneklerin toplam 9 mikrosatellit lokusu bakımından 

tanımlanmasında kullanılan çeĢitli istatistiksel değerlerin hesaplanması ve uygun analizlerin 

yapılması için Peak Scanner
TM

 Software v1.0, POPGENE v 1.31 (Yeh et al. 1999), Arlequin 

v. 3.1 (Excoffier et al. 2006), GenAlEx 6.5 (Peakall and Smouse 2012) yazılımlarından 

yararlanılmıĢtır. 
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BÖLÜM 3 

 

SONUÇLAR 

3.1 VĠRÜS ÇALIġMALARI 

Bu çalıĢmada Zonguldak Ġli‟nin Çaycuma Ġlçesinde yer alan ve Sağlık Ġl Müdürlüğünün 

verilerine göre belirlenen 16 lokaliteden toplanan 242 örnekte“Hemi-nested” ve 

“Touchdown” PZT yöntemleriyle RABV taraması yapılmıĢtır. 

3.1.1 PZT Optimizasyon Bulguları 

Tasarlanan PZT sonucunda öncüllerin ve R+ kontrolün çalıĢtığı tespit edildi. R+ kontrolün 

bant büyüklüğünün beklenen ile aynı olduğu gözlendi (ġekil 3.1).  

 

ġekil 3.1 PZT optimizasyonu-tasarlanan PZT ile R+ kontrol ve öncüllerin çalıĢmasının 
kontrolü. 
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Farklı dilüsyonlarda yaptığımız PZT denemelerinden en olumlu sonucu veren 50 pmol/µl lik 

öncülle R+ kontrolün 10-2 dilüsyonundan elde edilen ürünün verdiği gözlenmiĢtir (ġekil 3.2). 

 

ġekil 3.2 PZT optimizasyonu-öncül konsantrasyonu ve R+ kontrol dilüsyon denemesinden 
elde edilen jel görüntüsü. 

R+ kontrolün hücre kültüründen elde edildiğinden içeriğinin çok yoğun olması ve dokularda 

bu kadar yoğun ürün bulunamayacağı için, duyarlılığın arttırılması gerektiğine karar 

verilmiĢtir. Bu amaçla 50 pmol/µl lik öncülle ve R+‟in 10-3
, 10

-4
, 10

-5
 ve 10

-6
 dilusyonları ile 

hazırlanan PZT sonucunda elde edilen jel görüntüsü ġekil 3.3„de verilmiĢtir. R+ kontrolün 10-

3
 ve 10

-4
 dilüsyonlarından elde edilen PZT ürünlerinde bant gözlenmezken, 10-5

 ve 10
-6

 ise 

smear‟lerin olduğu gözlendi (ġekil 3.3). 

 

ġekil 3.3 PZT optimizasyonu-dilüsyon denemesi sonucu elde edilen jel görüntüsü. 
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Bir önceki denemede ortaya çıkan non-spesific bağlanmaların önlenmesi için yapılan deneme 

sonucunda touchdown PZT‟de 10-5, normal PZT‟de 10-4‟de bant olduğu ancak non-spesific 

bağlanmalarla ilgili bir düzelme olmadığı tespit edildi (ġekil 3.4). 

 

ġekil 3.4 Optimasyonu-iki farklı PZT yöntemi denemesinden elde edilen jel görüntüsü. 

Bir önceki denemede 50 pmol/µl lik öncülle ve R+ kontrolün 10-3
, 10

-4
, 10

-5
 ve 10

-6
 

dilusyonları ile hazırlanan PZT, sadece öncül konsatrasyonu 25 pmol/µl‟e düĢürülerek 

tekrarlanmıĢtır. ġekil 10 „da verilen jel görüntüsü sonucunda smear‟lerin devam ettiği tespit 

edildi (ġekil 3.5). 

 

ġekil 3.5 PZT Optimasyonu-iki farklı PZT yöntemi denemesinden elde edilen jel görüntüsü. 
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Smear‟lerin ürün fazlalığından kaynaklanmasını engellemek için daha önce yapılan 

denemelerde R+ kontrolün 10-2
 dilüsyonunun kalıp olarak kullanıldığı 1. PZT ürününün         

10
-1

, 10
-2 

ve 10
-3 dilüsyonları hazırlandı. Bu dilüsyonların 2. PZT‟de kalıp olarak kullanıldığı 

PZT‟nin sonucunda tüm dilüsyonların bant verdiği gözlendi. Ancak 2. PZT‟de kalıp olarak 

kullanılan 10-2 
ve 10

-3 dilüsyonlarının verdiği ürünlerin daha kuvvetli bantlar verdiği 

gözlenmiĢtir (ġekil 3.6). 

 

ġekil 3.6 PZT Optimizasyonu-dilüsyon denemesinden elde edilen jel görüntüsü. 

Dokularındaki viral yükü düĢük olan örneklerde de bant yakalanabilmesi için PZT‟nin daha 

duyarlı hale gelmesi gerekmektedir. Bu nedenle R+ kontrolün 10-3
 dilüsyonu ile 1. PZT 

yapılıp, bu ürünün de 10-1
, 10

-2
 ve 10

-3
 dilüsyolarını kullanarak 2. PZT yapılmıĢtır. ġekil 12 

„deki PZT sonucuna göre 10-3
/10

-2 
ve 10

-3
/10

-3 dilüsyonlarıyla yapılmıĢ PZT ürünlerinin bant 

verdiği tespit edilmiĢtir. Ancak smearlerin halen devam ettiği gözlenmiĢtir (ġekil 3.7).  

 

ġekil 3.7 PZT Optimizasyonu-dilüsyon denemesi jel görüntüsü.  
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Yapılan dilüsyon denemeleri sonucunda smearlerin devam ettiği gözlenmiĢtir. Non-spesifik 

bağlanmaların hatalı Mg++
 konsantrasyonundan kaynaklanıp kaynaklanmadığını gözlemlemek için 

KarıĢım içerisindeki Mg++
 miktarı 3 µl‟den 4 µl‟ye çıkarılarak PZT tekrarlanmıĢtır (ġekil 3.8). 

 

ġekil 3.8 PZT Optimizasyonu-Mg
++

 konsantrasyon denemesi jel görüntüsü. 

Yapılan DMSO konsantrasyon denemeleri sonucunda non spesifik bağlanmaların oluĢmadığı 

gözlendi. %2‟lik ve %10‟luk DMSO konsantrasyonların non-spesifik bağlanmalar üzerine 

iyileĢtirci etkisi olduğu gözlenmiĢtir (ġekil 14). Tekrarlığının kontrolü için %2‟lik ve %10‟luk 

DMSO konsantrasyonlarıyla PZT tekrarlanmıĢtır. Sonuç olarak en iyi sonucun %2‟lik DMSO 

konsantrasyonunda alındığı gözlenmiĢtir (ġekil 3.9, 3.10). 

 

ġekil 3.9 PZT Optimizasyonu-DMSO konsantrasyon denemesi.  
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ġekil 3.10 PZT Optimizasyonu-DMSO konsantrasyon denemesi. 

3.1.2 Örneklerin PZT Taraması Bulguları 

Örneklerin beyin dokularından yapılan RNA ekstraksiyonu ve cDNA sentezi sonucunda 

yapılan PZT taraması sonuçlarına 8 lokaliteye ait toplam 8 örnekte RABV pozitifliği 

saptanmıĢtır (ġekil 3.11). Referans öncüllerle yapılan PZT taraması sonucu ġekil 3.12‟de 

gösterilmiĢtir. Pozitiflik saptanan örneklerin toplandığı lokaliteler ve örneklerle ilgili bilgiler 

ise çizelge 3.1‟de gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 3.11 Tasarladığımız öncüllerle yapılan PZT sonucunda pozitif örneklerin jel görüntüleri. 
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ġekil 3.12 Referans öncüllerle hizmet alımı Ģeklinde gerçekleĢtirilen PZT sonucunun jel 
görüntüsü. 

Çizelge 3.1 Pozitif çıkan örnekler ve bilgileri. 

Örnek no Tür Lokalite 

6511 Apodemus spp. Filyos 

6517 Apodemus spp. Türkali 
6536 Myodes glareolus Çömlekçi 
6810 Myodes glareolus Filyos 

6686 Apodemus spp. Yukarı Ġhsaniye 

6867 Apodemus spp. Olukyanı 
6582 Myodes glareolus Temenler 

6677 Myodes glareolus YeĢilköy 

 

Ancak bu bulguların daha ileri derecede DNA sekansı düzeyinde doğrulanması gerektiğinden, 

pozitif  örneklerin 2. PZT ürünleri DNA sekans analizi yapılmak üzere Macrogen firmasına 

gönderilmiĢtir. 

 

ġekil 3.13 Jelde Pozitif çıkan örneklerin yayılıĢ yerleri.  
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Sekans analizinden gelen sonuçlar Bioedit programı ile düzenlendikten sonra, yine aynı 

programla align edilmiĢtir. 8 örnekten ortalama 340 bp‟lık diziler elde edilmiĢtir. Ancak blast 

analizlerinde, sadece iki örneğin yayınlanmıĢ Rabies virüslerinin dizileri ile düĢük oranda 

benzerlik gösterdiği bulunmuĢtur.  

3.2 POPULASYON ÇALIġMALARI 

Populasyon çalıĢmasında, virüs çalıĢmasında kuduz pozitif olarak belirlenen örneklerin 

lokalitelerinden Apodemus ve Myodes populasyonlarına ait toplam 45 örnek ile çalıĢılmıĢtır 

Apodemus cinsine ait 5 populasyon (Filyos, Türkali, YeĢilköy, Yukarı Ġhsaniye ve Olukyanı) 

için 4, Myodes cinsine ait 4 populasyon (Çömlekçi, Temenler, YeĢilköy ve Filyos) için 5 

olmak üzere toplam 9 mikrosatellit lokusu ile çalıĢılmıĢtır.  

3.2.1 Genotiplerin Belirlenmesi 

ÇalıĢmada 4 Myodes populasyonu ve 5 Apodemus. populasyonuna ait toplam 45 örnek 

kullanılmıĢtır. Bu örneklerin genotipleri toplam 9 mikrosatellit lokusu bakımından BM 

Yazılım DanıĢmanlık ve Laboratuvar Sistemleri Ltd. ġti. tarafından hizmet alımı Ģeklinde 

fragment analizi yapılarak belirlenmiĢtir. Allel büyüklükleri Peak ScannerTM
 Software v1.0 

yazılımı kullanılarak tespit edilmiĢtir.  

Bir lokus bakımından herhangi bir örnek incelendiğinde, örneğin mikrosatellit fragment 

analizi sonucu küsüratlı bir sayı (örn. 112,37) olarak belirlenirse, allel büyüklüğü en yakın 

tam sayıya yuvarlanarak örneğin genotipi belirlenmektedir. 

Apodemus populasyonlarında MSAf-16 lokusunda 114-159 bç aralığında toplam 16 allel 

belirlenmiĢtir. Bu lokus bakımından ġekil 3.14‟de gösterilen fragment analizi sonucunda 112 

(112,37) ve 114 (114,42) bç‟lik allel bakımından iki pik noktası elde edilmiĢtir. Buna göre 

6516 nolu örneğin MSAf-16 lokusu bakımından elde edilen genotipi heterozigot (112/114) 

olarak tespit edilmiĢtir.  
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ġekil 3.14 MSAf-16 (6-FAM, Mavi) mikrosatelit lokusu bakımından heterozigot (112/116) 
genotipine sahip örneğin genotipinin fragment analizi ile belirlenmesi. 

Myodes populasyonlarında MSCg-20 lokusunda 136-156 bç aralığında toplam 5 allel 

belirlenmiĢtir. Bu lokus bakımından ġekil 3.15‟de gösterilen fragment analizi sonucunda 158 

(158.02) bç‟lik allel bakımından iki pik noktası elde edilmiĢtir. Buna göre 6677 nolu örneğin 

MSCg-20 lokusu bakımından elde edilen genotipi homozigot (158/158) olarak tespit 

edilmiĢtir.  

 

ġekil 3.15 MSCg-20 (VIC, YeĢil) mikrosatelit lokusu bakımından homozigot (158/158) 
genotipine sahip örneğin genotipinin fragment analizi ile belirlenmesi. 

3.2.2 Myodes populasyonlarına ait bulgular 

3.2.2.1 Populasyon içi genetik varyasyon ve heterozigotluk düzeyi 

Myodes populasyonlarının lokuslara göre allel geniĢlikleri Çizelge 3.2 „de verilmiĢtir. Myodes 

populasyonları için allel geniĢlikleri (AG) sırasıyla MSCg-4 (117-174 bç). MSCg-9 (126-166 
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bç), MSCg-15 (127-141 bç), MSCg-19 (127-141 bç) ve MSCg-20 (125-160 bç)‟dir. En fazla 

allel geniĢliği MSCg-4 lokusunda, en az allel geniĢliği ise MSCg-15 lokusunda tespit 

edilmiĢtir.  

Myodes populasyonları için 5 lokusta toplam 60 allel gözlenmiĢtir. Allel sayıları (Na) lokuslar 

seviyesinde incelendiğinde en az sayıdaki allel MSCg-20 (5 adet), en fazla sayıdaki allel 

MSCg-4 (15 adet) lokuslarında bulunmaktadır. Tüm lokuslar bakımından ortalama allel sayısı 

9,200 ± 3,768 olarak hesaplanmıĢtır. 

Populasyonlarda tespit edilen lokus baĢına düĢen allel sayıları ve ortalama allel sayılarının 

dağılımları, her bir lokusta gözlenen allel sayılarının populasyonlara göre dağılımları ve 

ortalama allel sayıları ile lokusların allel geniĢlikleri Çizelge 3.2‟de verilmiĢtir.  

Çizelge 3.2 Myodes populasyonlarında allel geniĢlikleri, gözlenen allel sayılarının populasyon 
ve lokuslar açısından dağılımı, populasyon baĢına ve lokus baĢına gözlenen allel 
sayıları ve ortalamaları. 

 
AG COM TEM YSLK FIL Toplam Ortalama 

MSCg-4 117-174 7 5 3 3 18 4,5 

MSCg-9 126-166 3 4 0 4 11 2,75 

MSCg-15 127-141 7 6 1 2 16 4 

MSCg-19 104-149 2 4 0 3 9 2,25 

MSCg-20 125-160 0 3 2 1 6 1,5 

Toplam  19 22 6 13 60 
 

Ortalama  3,8 4,4 1,2 2,6 
 

3 

 

Populasyonlarda en fazla allel sayısı Çömlekçi populasyonunda (7 allel/lokus) MSCg-4 ve 

MSCg-15 lokuslarında gözlenmiĢtir. En az allel ise YeĢilköy (1 allel/lokus) ve Filyos (1 

allel/lokus) populasyonlarında gözlenmiĢ olup, gözlendiği lokuslar MSCg-15 ve MSCg-20 

olarak tespit edilmiĢtir. ÇalıĢmada Myodes populasyonları için kullanılan lokusların allel 

frekanslarının populasyonlara göre dağılımı Çizelge 3.3‟te ve ġekil 3.17-3.21‟de 

gösterilmiĢtir. 
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ġekil 3.17 MSCg-4 mikrosatellit lokusu açısından populasyonlar arasında allel görülme 
sıklıkları. 

 

 

ġekil 3.18 MSCg-9 mikrosatellit lokusu açısından populasyonlar arasında allel görülme 
sıklıkları. 

 

 

ġekil 3.19 MSCg-15 mikrosatellit lokusu açısından populasyonlar arasında allel görülme 
sıklıkları. 
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ġekil 3.20 MSCg-19 mikrosatellit lokusu açısından populasyonlar arasında allel görülme 
sıklıkları. 

 

ġekil 3.21 MSCg-20 mikrosatellit lokusu açısından populasyonlar arasında allel görülme 
sıklıkları. 

Çizelge 3.3 Tüm populasyonlardaki tespit edilen allellerin lokus ve populasyonlara göre allel 
frekansları. 

 Allel COM TEM YSLK FIL TOPLAM 

M
S

C
g

-4
 

117 0,1000 - - - 0,0385 

119 - 0,1250 - - 0,0385 

121 0,1000 0,1250 - - 0,0769 

122 0,2000 - 0,2500 - 0,1154 

123 0,1000 - - - 0,0385 

124 0,2000 - - - 0,0769 

129 - - 0,5000 - 0,0769 

130 - 0,2500 - - 0,0769 

134 - 0,1250 - - 0,0385 

135 - - 0,2500 - 0,0385 

136 - 0,3750 - 0,2500 0,1538 

144 - - - 0,2500 0,0385 

147 0,1000 - - - 0,0385 

166 - - - 0,5000 0,0769 

174 0,2000 - - - 0,0769 

MSCg-

9 

126 0,5000 0,1250 - - 0,2222 

128 - 0,1250 - - 0,0556 
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Çizelge 3.3 (devam ediyor) 

 Allel COM TEM YSLK FIL TOPLAM 

M
S

C
g

-9
 

129 - - - 0,2500 0,0556 

132  0,5000 - - 0,2222 

134 0,3333 - - - 0,1111 

137 - 0,2500 - - 0,1111 

138 0,1667 - - 0,2500 0,1111 

164 - - - 0,2500 0,0556 

166 - - - 0,2500 0,0556 

M
S

C
g

-1
5

 

127 0,1250 0,2500 - - 0,1500 

128 - - 1,0000 - 0,1000 

129 - 0,2500 - - 0,1000 

131 - 0,1250 - 0,5000 0,1000 

133 0,1250 - - - 0,5000 

134 0,2500 0,1250 - - 0,1500 

135 0,1250 0,1250 - - 0,1000 

139 0,1250 - - 0,5000 0,1000 

140 0,1250 - - - 0,5000 

141 0,1250 0,1250 - - 0,1000 

M
S

C
g

-1
9

 

104 - - - 0,5000 0,1667 

125 - 0,1667 - - 0,0833 

129 - 0,1667 - - 0,0833 

135 0,5000 0,1667 - - 0,1667 

137 0,5000 0,5000 - - 0,3333 

145 - - - 0,2500 0,0833 

149 - - - 0,2500 0,0833 

M
S

C
g

-2
0

 125 - 0,3333 - - 0,1667 

136 - 0,3333 - - 0,1667 

156 - - - 1,0000 0,1667 

158 - 0,3333 0,5000 - 0,3333 

160 - - 0,5000 - 0,1667 

 

Myodes populasyonlarında her lokus için gözlenen (Ho) ve beklenen heterozigotluk (He) 

değerleri çizelge 3.4‟te verilmiĢtir. Populasyonlarda gözlenen heterozigotluk değerleri 0- 1 

arasında, beklenen heterozigotluk değerleri ise 0- 0,844 arasında değiĢim göstermektedir. En 

yüksek gözlenen heterozigotluk değeri 1 olup, Çömlekçi ve Filyos populasyonlarında 

görülmüĢtür. Çömlekçi populasyonu için MSCg-15 ve MSCg-19 lokusları, Filyos 

populasyonunda ise MSCg-9 ve MSCg-15 lokusları gözlenen heterozigotluğun en yüksek 

olduğu lokuslar olarak tespit edilmiĢtir. En düĢük heterozigotluk ise 0,250 değeri ile Temenler 

populasyonunda gözlenmiĢtir. Ortalama gözlenen heterozigotluk değerleri ele alındığında en 

yüksek heterozigotluk değerinin 0,542 ile az sayıda allelin tespit edildiği MSCg-19 

lokusunda, en düĢük heterozigotluk değerinin 0,396 ile toplamda 11 allelin tespit edildiği bir 

diğer lokus olan MSCg-9 lokusu olduğu belirlenmiĢtir.  
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Ortalama beklenen heterozigotluk değerleri ele alındığında en yüksek beklenen 

heterozigotluğun 0,710 ile en çok sayıda allelin tespit edildiği MSCg-4 lokusunda, en düĢük 

beklenen heterozigotluğun ise 0,292 ile en az sayıda allelin tespit edildiği lokus olan MSCg-

20 lokusu olduğu belirlenmiĢtir. 

Çizelge 3.4 Populasyonlarda her bir lokus için gözlenen ve beklenen heterozigotluk değerleri. 

 
COM TEM YSLK FIL Ort, (Lokus) 

Lokus Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He 

MSCg4 0,400 0,840 0,750 0,750 0,500 0,625 0,500 0,625 0,538 0,710 

MSCg9 0,333 0,611 0,250 0,656 0,000 0,000 1,000 0,750 0,396 0,504 

MSCg15 1,000 0,844 0,500 0,813 0,000 0,000 1,000 0,500 0,625 0,539 

MSCg19 1,000 0,500 0,667 0,667 0,000 0,000 0,500 0,625 0,542 0,448 

MSCg20 0,000 0,000 0,000 0,667 0,000 0,500 0,000 0,000 0,000 0,292 

Ort, 

(Pop,) 
0,547 0,559 0,433 0,710 0,100 0,225 0,600 0,500 

  

Populasyonlara ait genetik parametre ortalamaları Çizelge 3.5 ve ġekil 3.22‟de verilmiĢtir. 

Genetik çeĢitliliği gösteren Shannon indeksi populasyonlar arasında kıyaslandığında en fazla 

Temenler populasyonunda (ort. I=1,356), en az ise YeĢilköy populasyonunda (ort. I= 0,347) 

bulunmuĢtur. 

Çizelge 3.5 Genetik parametre ortalamaları ve ortalamaya ait standart hatalar. 

 
COM TEM YSLK FIL 

 
Ort. SH Ort. SH Ort. SH Ort. SH 

Gözlenen allel sayısı (Na) 3,800 1,393 4,400 0,510 1,200 0,583 2,600 0,510 

% 95 önem düzeyindeki 
allel sayısı 

3,800 1,393 4,400 0,510 1,200 0,583 2,600 0,510 

Etkili allel sayısı (Ne) 3,444 1,251 3,648 0,466 1,133 0,533 2,467 0,490 

Shannon indeksi (I) 1,099 0,364 1,356 0,114 0,347 0,219 0,832 0,235 

Heterozigotluk (He) 0,559 0,155 0,710 0,031 0,225 0,139 0,500 0,131 
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ġekil 3.22 Populasyonlarda gözlenen genetik parametrelerin değiĢim grafiği. 

3.2.2.2 F parametreleri 

Her bir populasyon için hesaplanan Fis değerleri çizelge 3.6‟da verilmiĢtir. Fis değerleri -1 ve 

+1 arasında değerler almaktadır. Fis değerinin negatif değerler alması populasyondaki 

heterozigotluğun fazlalığını, pozitif değerler alması da heterozigotluğun azlığını ifade 

etmektedir. Fis değerinin Çömlekçi populasyonunda MSCg-15 ve MSCg-19 lokuslarında, 

Filyos populasyonunun ise MSCg-9 ve MSCg-15 lokuslarında negatif değer aldığı 

gözlenmiĢtir. Ortalama Fis Çömlekçi, Temenler, YeĢilköy, Filyos ve tüm populasyonlar için 

sırasıyla -0,052, 0,401, 0,600, -0,233 ve 0,138 olarak hesaplanmıĢtır. 

Çizelge 3.6 Populasyonların lokuslara göre hesaplanan FIS (fiksasyon indeks) değerleri. 

 
Fis 

Lokus COM TEM YSLK FIL 

MSCg4 0,524 0,000 0,200 0,200 

MSCg9 0,455 0,619 - -0,333 

MSCg15 -0,185 0,385 - -1,000 

MSCg19 -1,000 0,000 - 0,200 

MSCg20 - 1,000 1,000 - 

Ortalama -0,052 0,401 0,600 -0,233 

Genel Ortalama 0,138 

 

Tüm populasyonlarda lokuslara göre hesaplanan Fst değerleri ve Fst değerine göre 

hesaplanmıĢ olan gen akıĢı (Nm) değerleri çizelge 3.7‟de sunulmuĢtur. Tüm 
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populasyonlardaki lokuslar için hesaplanan genetik farklılık değeri (Fst) 0,440 olarak 

hesaplanmıĢtır. Gen akıĢı değeri (Nm) ise bu çalıĢmada ortalama 0,401 olarak hesaplanmıĢtır.  

Çizelge 3.7 Tüm lokuslardaki Nei (1987)‟in F istatistikleri ve gen akıĢı (Nm). 

Lokus Fis Fit Fst Nm* 

MSCg4 0,243 0,408 0,218 0,897 

MSCg9 0,215 0,572 0,455 0,299 

MSCg15 -0,159 0,271 0,371 0,423 

MSCg19 -0,209 0,386 0,492 0,257 

MSCg20 1,000 1,000 0,662 0,127 

Genel Ortalama 0,218 0,527 0,440 0,401 

 

3.2.2.3 Hardy-Weinberg Dengesi 

ÇalıĢmadaki tüm Myodes populasyonlarının serbestlik derecesi (SD), Ki-kare (X2), Fis 

değerleri (P) ve önemilikleri çizelge 3.8‟de verilmiĢtir. Tüm populasyonlar ve lokuslar ele 

alındığında Fis değerlerinin istatistiki olarak anlamlı olmadığı ve populasyonların Hardy-

Weinberg dengesinde oldukları gözlenmiĢtir. Çömlekçi populasyonundaki MSCg-20 lokusu, 

YeĢilköy populasyonundaki MSCg-9, MSCg-15 ve MSCg-19 lokusları ile Filyos 

populasyonundaki MSCg-20 lokusu monomorfik olduğundan bu lokusların parametreleri 

hesaplanamamıĢtır. 

Çizelge 3.8 Hardy-Weinberg değerleri. 

Populasyon Lokus SD X
2
 P Önem 

Ç
Ö

M
L

EK
Ç

Ġ MSCg4 21 30,000 0,092 NS 

MSCg9 3 3,333 0,343 NS 

MSCg15 21 20,000 0,521 NS 

MSCg19 1 1,000 0,317 NS 

MSCg20 Monomorfik 

T
E

M
E

N
L

E
R

 

MSCg4 10 8,000 0,629 NS 

MSCg9 6 12,000 0,062 NS 

MSCg15 15 20,000 0,172 NS 

MSCg19 6 6,333 0,387 NS 
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Çizelge 3.8 (devam ediyor) 

Populasyon Lokus SD X
2
 P Önem 

TEMENLER MSCg20 3 6,000 0,112 NS 

Y
Eġ

ĠL
K

Ö
Y

 

MSCg4 3 4,000 0,261 NS 

MSCg9 Monomorfik 

MSCg15 Monomorfik 

MSCg19 Monomorfik 

MSCg20 1 2,000 0,157 NS 

FĠ
LY

O
S 

MSCg4 3 4,000 0,261 NS 

MSCg9 6 6,000 0,423 NS 

MSCg15 1 1,000 0,317 NS 

MSCg19 3 4,000 0,261 NS 

MSCg20 Monomorfik 

ns=önemli degil * P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,001 

 

3.2.3 Apodemus populasyonlarına ait bulgular 

3.2.3.1 Populasyon içi genetik varyasyon ve heterozigotluk düzeyi 

Apodemus populasyonlarının lokuslara göre allel geniĢlikleri Çizelge 3.9‟da verilmiĢtir. 

Apodemus populasyonları için allel geniĢlikleri (AG) ise sırasıyla MSAf-16 (104-159 bç). 

MSAf-22 (119-183 bç), MSAf-7 (92-168 bç), ve MSAf-8 (119-178 bç)‟dir. En fazla allel 

geniĢliği MSAf-7 lokusunda, en az allel geniĢliği de MSAf-16 lokusunda tespit edilmiĢtir. 

Apodemus populasyonları için 4 lokusta toplam 96 allel gözlenmiĢtir. Apodemus 

populasyonlarında ise en az allel MSAf-16 (16 adet) ve en fazla sayıdaki allel MSAf-7 (21 

adet) lokuslarında bulunmaktadır. Tüm lokuslar bakımından ortalama allel sayısı 18,250 ± 

2,217 olarak hesaplanmıĢtır.  

Populasyonlarda tespit edilen lokus baĢına düĢen allel sayıları ve ortalama allel sayılarının 

dağılımları, her bir lokusta gözlenen allel sayılarının populasyonlara göre dağılımları ve 

ortalama allel sayıları ile lokusların allel geniĢlikleri Çizelge 3.9‟da verilmiĢtir. 
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Çizelge 3.9 Apodemus populasyonlarında allel geniĢlikleri, gözlenen allel sayılarının 
populasyon ve lokuslar açısından dağılımı, populasyon baĢına ve lokus baĢına 
gözlenen allel sayıları ve ortalamaları. 

 
AG FIL TRKA YSLK YIHS OLK Toplam Ortalama 

MSAf-16 104-159 7 4 2 4 3 20 4 

MSAf-22 119-183 7 5 1 8 1 22 4,4 

MSAf-7 92-168 7 9 0 3 7 26 5,2 

MSAf-8 119-178 8 6 1 7 6 28 5,6 

Toplam  29 24 4 22 17 96 
 

Ortalama  7,25 6 1 5,5 4,25 
 

4,8 

 

Populasyonlarda en fazla allel sayısı Türkali populasyonunda (9 allel/lokus) MSAf-7 

lokusunda gözlenmiĢtir. En az allel ise YeĢilköy (1 allel/lokus) ve Olukyanı (1 allel/lokus) 

populasyonlarında gözlenmiĢ olup, gözlendiği lokuslar MSAf-22 ve MSAf-8 olarak tespit 

edilmiĢtir. ÇalıĢmada Apodemus populasyonları için kullanılan lokusların allel frekanslarının 

populasyonlara göre dağılımı çizelge 3.10‟da ve Ģekil 3.23- 3.26‟da gösterilmiĢtir.  

 

ġekil 3.23 MSAf-16 mikrosatellit lokusuaçısından populasyonlar arasında allel görülme 
sıklıkları. 
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ġekil 3.24 MSAf-22 mikrosatellit lokusu açısından populasyonlar arasında allel görülme 
sıklıkları. 

 

ġekil 3.25 MSAf-7 mikrosatellit lokusu açısından populasyonlar arasında allel görülme 
sıklıkları. 

 

ġekil 3.26 MSAf-8 mikrosatellit lokusu açısından populasyonlar arasında allel görülme 
sıklıkları. 
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Çizelge 3.10 Tüm populasyonlardaki tespit edilen allellerin lokus ve populasyonlara göre allel 
frekansları. 

 Allel FIL TRKA YSLK YIHS OLK TOPLAM 
M

S
A

f-
1

6
 

104 - - - 0,2500 - 0,0357 

108 - - - 0,2500 - 0,0357 

110 0,1667 - 0,5000 - 0,1667 0,1429 

111 - 0,2500 - - - 0,0357 

112 - 0,2500 - - - 0,0357 

113 0,0833 - - - - 0,0357 

115 0,3333 - - - - 0,1429 

116 0,0833 0,25000 - - - 0,0714 

117 - - - - 0,5000 0,1071 

119 0,0833 - - - - 0,0357 

123 0,0833 0,2500 - - - 0,0714 

124 - - - - 0,3333 0,0714 

125 - - - - - 0,0357 

140 - - - 0,2500 - 0,0357 

147 - - - 0,2500 - 0,0357 

159 0,1667 - - - - 0,0714 

M
S

A
f-

2
2

 

119 - - 1,0000 - - 0,0667 

135 - - - 0,1250 - 0,0333 

139 - - - 0,1250 - 0,0333 

140 - 0,3333 - 0,1250 - 0,1000 

145 - - - 0,1250 - 0,0333 

147 - - - 0,1250 - 0,0333 

151 0,1667 - - 0,1250 - 0,1000 

155 - - - 0,1250 - 0,0333 

159 0,1667 - - - - 0,0667 

161 0,1667 - - 0,1250 - 0,1000 

163 0,0833 - - - - 0,0333 

171 0,1667 - - - - 0,0333 

175 - 0,1667 - - - 0,0333 

177 0,0833 0,1667 - - - 0,0333 

179 - 0,1667 - - 1,0000 0,1000 

181 - 0,1667 - - - 0,0333 

183 0,1667 - - - - 0,0667 

M
S

A
f-

7
 

92 - - - - 0,1250 0,0294 

100 0,0833 - - - 0,1250 0,0294 

120 - - - - - 0,0294 

122 - - - - 0,250 0,0588 

127 - 0,1000 - - - 0,0294 

132 - - - - 0,1250 0,0294 
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Çizelge 3.10 (devam ediyor) 

 Allel FIL TRKA YSLK YIHS OLK TOPLAM 

M
S

A
f-

7
 

133 0,0833 0,1000 - - - 0,0294 

134 - - - - - 0,0294 

135 - 0,2000 - - 0,1250 0,0882 

136 0,2500 - - - 0,1250 0,0294 

137 0,0833 - - - - 0,0882 

138 0,2500 0,1000 - - - 0,0588 

139 - 0,1000 - - - 0,1176 

142 0,0833 - - 0,2500 - 0,0294 

143 - - - - - 0,0294 

144 - 0,1000 - 0,5000 - 0,0882 

147 - 0,1000 - - - 0,0294 

148 - - - - 0,1250 0,0294 

152 - - - 0,2500 - 0,0294 

154 - 0,1000 - - - 0,0294 

168 0,1667 0,1000 - - - 0,0882 

M
S

A
f-

8
 

119 0,1429 - - - - 0,0435 

122 - - - - 0,2500 0,0435 

128 - - - 0,1000 - 0,0217 

132 - - 1,0000 - - 0,0435 

134 0,0714 - - - 0,1250 0,0435 

135 - 0,1667 - - 0,2500 0,0870 

136 0,2143 - - - - 0,0652 

137 - - - 0,1000 - 0,0217 

138 0,0714 0,1667 - - - 0,0652 

140 0,0714 - - 0,1000 - 0,0435 

142 0,1429 - - 0,2000 - 0,0870 

144 0,1429 0,2500 - 0,2000 - 0,1522 

146 - - - - 0,1250 0,0217 

147 - 0,0833 - 0,1000 - 0,0435 

152 - - - 0,2000 - 0,0435 

154 - 0,0833 - - - 0,0217 

168 0,1429 0,2500 - - - 0,1087 

176 - - - - 0,1250 0,0217 

 

Apodemus populasyonlarında her lokus için gözlenen (Ho) ve beklenen heterozigotluk (He) 

değerleri çizelge 3.11‟de verilmiĢtir. Populasyonlarda gözlenen ve beklenen heterozigotluk 

değerleri 0- 1 arasında değiĢim göstermektedir. En yüksek gözlenen heterozigotluk değeri 1 

olup, Türkali, YeĢilköy ve Yukarı Ġhsaniye populasyonlarında görülmüĢtür. Türkali ve 

YeĢilköy populasyonları için MSAf-16 lokusu, Yukarı Ġhsaniye populasyonunda ise MSAf-16 
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ve MSAf-22 lokusları gözlenen heterozigotluğun en yüksek olduğu lokuslar olarak tespit 

edilmiĢtir. En düĢük heterozigotluk ise 0,167 değeri ile Filyos populasyonunda gözlenmiĢtir. 

Ortalama gözlenen heterozigotluk değerleri ele alındığında en yüksek heterozigotluk 

değerinin 0.833 ile en az sayıda allelin tespit edildiği MSAf-16 lokusunda, en düĢük 

heterozigotluk değerinin 0,367 ile en az sayıda allelin tespit edildiği bir diğer lokus olan 

MSAf-22 lokusu olduğu belirlenmiĢtir. 

Ortalama beklenen heterozigotluk değerleri ele alındığında en yüksek beklenen 

heterozigotluğun 0,683 ile ortalama beklenen heterozigotlukta olduğu gibi en az sayıda allelin 

tespit edildiği MSAf-16 lokusunda, en düĢük beklenen heterozigotluğun ise 0,500 ile en az 

sayıda allelin tespit edildiği bir diğer lokus olan MSAf-22 lokusu olduğu belirlenmiĢtir. 

Çizelge 3.11 Populasyonlarda her bir lokus için gözlenen ve beklenen heterozigotluk 
değerleri. 

 
FIL TRKA YSLK YIHS OLK Ort. (Lokus) 

Lokus Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He 

MSAf16 0,500 0,806 1,000 0,750 1,000 0,500 1,000 0,750 0,667 0,611 0,833 0,683 

MSAf22 0,167 0,847 0,667 0,778 0,000 0,000 1,000 0,875 0,000 0,000 0,367 0,500 

MSAf7 0,500 0,819 0,800 0,880 0,000 0,000 0,500 0,625 0,750 0,844 0,510 0,634 

MSAf8 0,286 0,857 0,500 0,806 0,000 0,000 0,800 0,840 0,500 0,813 0,417 0,663 

Ort. 

(Pop) 
0,363 0,832 0,742 0,803 0,250 0,125 0,825 0,773 0,479 0,567 

  

 

Populasyonlara ait genetik parametre ortalamaları çizelge 3.12 ve Ģekil 3.27‟de verilmiĢtir. 

Genetik çeĢitliliği gözteren Shannon indeksi populasyonlar arasında kıyaslandığında en fazla 

Filyos populasyonunda (ort. I=1,882), en az ise YeĢilköy populasyonunda (ort. I= 0,173) 

bulunmuĢtur.  

Çizelge 3.12 Genetik parametre ortalamaları ve ortalamaya ait standart hatalar. 

 
FIL TRKA YSLK YIHS OLK 

 
Ort. SH Ort. SH Ort. SH Ort. SH Ort. SH 

Gözlenen allel sayısı (Na) 7,250 0,250 6,000 1,080 1,000 0,408 5,500 1,190 4,250 1,377 

% 95 önem düzeyindeki 
allel sayısı 

7,250 0,250 6,000 1,080 1,000 0,408 5,500 1,190 4,250 1,377 

Etkili allel sayısı (Ne) 6,057 0,431 5,494 0,975 1,000 0,408 5,229 1,183 3,826 1,240 

Shannon indeksi (I) 1,882 0,049 1,704 0,167 0,173 0,173 1,598 0,237 1,163 0,433 

Heterozigotluk (He) 0,832 0,012 0,803 0,028 0,125 0,125 0,773 0,056 0,567 0,196 
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ġekil 3.27 Populasyonlarda gözlenen genetik parametrelerin değiĢim grafiği. 

3.2.3.2 F parametreleri 

Her bir populasyon için hesaplanan Fis değerleri çizelge 3.13‟te verilmiĢtir. Fis değerleri        

-1 ve +1 arasında değerler almaktadır. Fis değerinin negatif değerler alması populasyondaki 

heterozigotluğun fazlalığını, pozitif değerler alması da heterozigotluğun azlığını ifade 

etmektedir. Fis değerinin Türkali, YeĢilköy ve Olukyanı populasyonlarının MSAf-16 

lokusunda, Yukarı Ġhsaniye populasyonunun ise MSAf-16 ve MSAf-22 lokuslarında negatif 

değer aldığı gözlenmiĢtir. Ortalama Fis Filyos, Türkali, YeĢilköy, Yukarı Ġhsaniye, Olukyanı 

ve tüm populasyonlar için sırasıyla 0,560, 0,070, -1,000, -0,057, 0,135 ve 0,106 olarak 

hesaplanmıĢtır. 

Çizelge 3.13 Populasyonların lokuslara göre hesaplanan FIS (fiksasyon indeks) değerleri. 

 
Fis 

Lokus FIL TRKA YSLK YIHS OLK 

MSAf16 0,379 -0,333 -1,000 -0,333 -0,091 

MSAf22 0,803 0,143 - -0,143 
 

MSAf7 0,390 0,091 - 0,200 0,111 

MSAf8 0,667 0,379 - 0,048 0,385 

Ortalama 0,560 0,070 -1,000 -0,057 0,135 

Genel Ortalama 0,106 

 

Tüm populasyonlarda lokuslara göre hesaplanan Fst değerleri ve Fst değerine göre 

hesaplanmıĢ olan gen akiĢı (Nm) değerleri çizelge 3.14‟te sunulmuĢtur. Tüm 
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populasyonlardaki lokuslar için hesaplanan genetik farklılık değeri (Fst) 0,324olarak 

hesaplanmıĢtır. Gen akıĢı değeri (Nm) ise bu çalıĢmada ortalama 0,554 olarak hesaplanmıĢtır. 

Çizelge 3.14 Tüm lokuslardaki Nei (1987)‟in F istatistikleri ve gen akıĢı (Nm). 

Lokus Fis Fit Fst Nm* 

MSAf16 -0,220 0,092 0,255 0,729 

MSAf22 0,267 0,583 0,431 0,330 

MSAf7 0,195 0,467 0,338 0,490 

MSAf8 0,371 0,543 0,273 0,666 

Genel Ortalama 0,153 0,421 0,324 0,554 

 

3.2.3.3 Hardy- Weinberg Dengesi 

ÇalıĢmadaki tüm Apodemus populasyonlarının serbestlik derecesi (SD), Ki-kare (X
2
), Fis 

değerleri (P) ve önemlilikleri çizelge 3.15‟de verilmiĢtir. Tüm populasyonların Fis değerleri 

incelendiğinde populasyonlara ait değerlerin Filyos populasyonundaki MSAf-22 ve MSAf-8 

lokuslarında p< 0,05‟e göre istatistiki olarak anlamlı olduğu, diğer populasyon ve lokuslarda 

ise önemli olmadığı gözlenmiĢtir. Bu sonuçlar doğrultusunda Türkali, YeĢilköy, Yukarı 

Ġhsaniye ve Olukyanı populasyonlarının Hardy-Weinberg dengesinde oldukları gözlenmiĢtir, 

Filyos populasyonun ise 2 lokus açısından Hardy-Weinberg dengesinden sapma olduğu 

görülmüĢtür. YeĢilköy populasyonundaki MSAf-22, MSAf-7 ve MSAf-8 lokusları ile 

Olukyanı populasyonundaki MSAf-22 lokusu monomorfik olduğundan bu lokusların 

parametreleri hesaplanamamıĢtır. 

Çizelge 3.15 Hardy-Weinberg değerleri. 

Populasyon Lokus SD X2 P Önem 

FĠ
LY

O
S 

MSAf16 21 25,500 0,226 NS 

MSAf22 21 36,000 0,022 * 

MSAf7 21 25,333 0,233 NS 

MSAf8 28 42,778 0,037 * 

TÜ
R

K
A

LĠ
 MSAf16 6 6,000 0,423 NS 

MSAf22 10 12,000 0,285 NS 

MSAf7 36 40,000 0,297 NS 

MSAf8 15 17,333 0,299 NS 

 



 

59 

Çizelge 3.15 (devam ediyor) 

Populasyon Lokus SD X2 P Önem 

Y
Eġ

ĠL
K

Ö
Y

 MSAf16 1 1,000 0,317 NS 

MSAf22 Monomorfik 

MSAf7 Monomorfik 

MSAf8 Monomorfik 
Y

, Ġ
H

SA
N

ĠY
E MSAf16 6 6,000 0,423 NS 

MSAf22 28 28,000 0,464 NS 

MSAf7 3 4,000 0,261 NS 

MSAf8 21 30,000 0,092 NS 

O
L

U
K

Y
A

N
I MSAf16 3 2,333 0,506 NS 

MSAf22 Monomorfik 

MSAf7 21 24,000 0,293 NS 

MSAf8 15 20,000 0,172 NS 

ns=önemli degil * P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,001 
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BÖLÜM 4 

 

TARTIġMA 

4.1 VĠRÜS ÇALIġMALARI 

ÇalıĢma için Zonguldak Çaycuma bölgesi seçilmiĢtir. Zonguldak Sağlık Ġl Müdürlüğü‟ndeki 

hayvan kuduz olgularının bildirildiği lokalite kayıtları incelendiğinde bu bölgede her yıl 

kuduz olguları bildirildiği görülmektedir. 

Kuduz, 5000 yıllık tarihsel geçmiĢi olan bir hastalıktır (Fu 1997, Lackay et al. 2008). 

Antartika kıtası hariç tüm kıtalarda görülen kuduz (Jackson and Wunner 2002, Sterner and 

Smith 2006), önemli bilimsel geliĢmelere rağmen hala küresel bir hastalık olarak varlığını 

sürdürmektedir (Meslin et al. 1993). GeliĢmiĢ ülkelerde, kuduz çoğunlukla yabani 

hayvanlarda görülen ve bu konaklardan evcil hayvanlara ve insanlara bulaĢan bir hastalıktır 

(Meslin et al. 1993, Kilic et al. 2006).  

Türkiye‟de insan kuduzu ve kuduz Ģüpheli hayvan ısırıkları hala önemli bir sağlık sorunudur 

(Kilic et al. 2006) ve bu olguların yoğun olarak görüldüğü yerlerde karantina bölgeleri 

oluĢturulmaktadır. Zonguldak ilinin Çaycuma ilçesinde sıklıkla kuduz vakaları görülmektedir. 

Zonguldak Sağlık Ġl Müdürlüğü verilerine göre bu bölgede hayvan kaynaklı kuduzdan birçok 

köy karantina altına alınmaktadır ve karantina altına alınan bölgede kuduz kaynağı olarak 

kurt, çakal gibi karnivorlar verilmektedir. ÇalıĢma alanına baktığımız zaman yerleĢim 

alanlarının parçalı olmasından dolayı alandaki karnivorların yayılıĢları parçalıdır ve tüm alana 

yayılmaları belirsiz olacaktır. Bu açıdan bakıldığında da kemiricilerin kuduz virüsünü 

yayacak bir kaynak olma olasılığı yüksektir.  

Kuduzun tek bir konağı olmamakla birlikte, virüs türler arası etkileĢimle enfekte hayvandan 

diğerine hızlı bir Ģekilde yayılmaktadır. Ayrıca konaklarının birbirleriyle etkileĢim halinde 

olmaları nedeniyle de kuduz hayvanların diyetlerindeki canlıların da incelenmesi 
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gerekmektedir. Kuduzun görüldüğü karnivorların diyetlerinde rodentler önemli bir ekolojik 

niĢ üstlenmiĢlerdir(Mukherjee et al. 2004). Ekolojik niĢleri nedeniyle rodentler de kuduz 

varlığının incelenmesinde ilk sırada yer almaktadır. 

Lei ve arkadaĢları 2009 yılında yaptıkları bir çalıĢmada Apodemus agrarius örneklerinde 

kuduz virusünün varlığını göstermiĢtir ve insan kuduzunda rol oynayabileceklerini 

vurgulamıĢtır (Lei et al. 2009). Winkler 1953-1970 yılları arasında kuduz olan rodent 

örneklerinin tanımlandığını ve Amerika BirleĢik Devletlerindeki 50 eyaletten 31‟inde diğer 

türlerdeki kadar yaygın rodent kuduzu vakalarına rastlandığını belirtmiĢ, ayrıca sadece rodent 

kuduzunun tanımlandığı bölge olmadığından, diğer türlerde kuduz vakalarının görüldüğü 

yerlerde rodent kuduzuna rastlandığından bahsetmiĢtir (Winkler et al. 1972). Bu çalıĢmada 

242 örnekten 8 örnekte pozitif bant elde edilmiĢ ancak sekans sonuçları incelendiğinde bu 

sekiz örnekten sadece ikisinin sekans dizilerinde kuduz virüsü ile 23 bç‟lik bir benzerlik 

bulunmuĢtur. Bu sonuçlar doğrultusunda çalıĢma alanındaki kemiricilerin kuduzu taĢıma 

ihtimali olduğu ifade edilebilir. 

Nel ve Markotter, kemiricilerin kuduz virüsü taĢıyıcısı olarak düĢünülebileceğini belirtmiĢtir. 

Ancak Ortadoğu‟da kemiriciler arasında sadece sincapgillerin taĢıyıcı olduğunu listelerinde 

göstermiĢtir (Nel and Markotter 2007). Mukherjee ve arkadaĢları, kemiricilerin karnivorların 

ve kedigillerin besinlerinin önemli bir miktarını oluĢturduklarını söylemiĢlerdir (Mukherjee et 

al. 2004). Bu çalıĢmada alanındaki karnivorların önemli besinleri olan iki fare türü için 

önemli bir örnekleme ile yapılmıĢtır. Dolayısıyla çalıĢma, yakalanan örneklerde pozitif 

Ģüpheli bantların çıkması kemiricileri tekrar mücadele kapsamına almak ve potansiyel kaynak 

olarak Ģüphelenmek için önemli deliller sunmuĢtur.  

Ayrıca kemiriciler alanda bulunan diğer fauna elemanlarına göre daha hızlı üreyip, daha hızlı 

ve kolay bir Ģekilde insan ve diğer evcil hayvanlarla temas edebilirler. ÇalıĢma alanı sıklıkla 

kuduz vakalarının görülmesinden dolayı karantina altına alındığından olası sorumlu 

kaynakların kemiriciler gibi kontrol edilmeyen bir grubun olması yüksek olasılıktır. 

Ülkemizde kuduza yakalanma ihtimali olan hayvan türleri kurt, tilki, çakal, yaban kedisi, 

kokarca, gelincik, köpek, kedi, sığır, koyun, keçi ve attır. Sağlık Bakanlığı‟nın 2005 yılında 

yayınlanan kuduz korunma ve kontrol yönergesi gereği kuduza yakalanma ihtimali olan 

türlerden herhangi birinin teması sonucu aĢılama uygulanmaktadır. Ancak yönergede 
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bildirildiği üzere “fare gibi diğer küçük kemiriciler tarafından ısırılan ve teması olanlara” 

herhangi bir aĢılama yapılmamaktadır (URL-8 2013). Lei ve arkadaĢları Çin‟in Zhejiang 

bölgesinden toplanan 57 Apodemus agrarius örneğinden 1 tanesinde kuduz pozitifliğine 

rastlandığını belirtmiĢtir (Lei et al. 2009). Ayrıca Özsoy ve arkadaĢlarının belirttiğine göre 

2000 yılı içerisinde Ģüpheli hayvan ısırığıyla Refik Saydam Hıfzı Sıhha Merkezi Kuduz AĢı 

istasyonuna gelen hastalardan 92 (% 6)‟si fare ısırığı nedeniyle bu birime baĢvurmuĢtur 

(Özsoy et al. 2002). Kemirici türleri insanlarla ve diğer kuduza yakalanma riski olan türlerle 

etkileĢim halinde olan türler oldukları için, bu çalıĢmadaki jel sonuçlarına göre pozitif 

bantların elde edilmesi fareleri kuduz vakalarının görüldüğü alanlarda tekrar mücadele 

edilecek hayvan grubu içine sokulması, en azından karantina alanlarında kemirici yoğunluğu 

kontrol edilmesini ve insanla temasının mücadele boyunca en aza indirilmesinin 

gerekmektedir. 

Ayrıca pozitif örnekler 15 farklı lokalitenin 7 tanesinden elde edilmiĢtir. Aslında bu daha 

önceki farklı türlerden yapılan çalıĢmalara göre oran yüksektir. Bazı lokaliteler için bu oran 

12‟de 1‟dir. Buradan da kemiricilerin için kuduz virüsüne konak olarak rol üstlendiklerini 

iddia edebiliriz.  

Yaptığımız çalıĢma Zonguldak ili Çaycuma bölgesindeki kemiricilerde kuduz virüsü varlığını 

araĢtırmak üzerine kurulmuĢtur. ÇalıĢma ile Türkiye‟de kuduz için eksik bir konak bilgisi 

hakkında veriler elde etmek adına. kuduz virüsünün kemiriciler üzerinde taranması ilk defa 

detaylı olarak yapılmıĢtır.  

Dizayn edilen ve spesifikliği yüksek öncüller kontrol grubunda çalıĢmıĢ ve devamında tüm 

örnekler kontrol edildiğinde 8 örnekte pozitif bantlar bulunmuĢtur. Ancak dizi analizinde 

doğrulanamasada kemiricilerdeki kuduz varlığı büyük oranda delillendirilmiĢtir.  

Sonuç olarak; bu çalıĢmada yapılan PZT taraması ile kemiricilere ait pozitif bantlar 

bulunmuĢtur. Elde edilen sonuçlar sekans analizi ile doğrulanamasa da kemiricilerin kuduz 

vektörü olma Ģüphesini ortaya çıkarmıĢtır. ÇalıĢma sonuçlarının doğrulanması için aynı 

bölgede o bölgede yayılıĢ gösteren farklı kemirici türlerinin de eklenerek, örneklerin serolojik 

açıdan da taranması gereklidir. 
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Sonuçların serolojik tarama sonucunda da pozitif çıkması durumunda Sağlık Bakanlığı‟nın 

yönergesine kemirici temaslarında aĢılama yapılması hususunda maddenin eklenmesi 

sağlanacaktır. 

4.2 POPULASYON ÇALIġMALARI 

Populasyonların genetik yapıları çevresel bariyerler, tarihsel süreçler ve yaĢam öyküleri gibi 

etkenler tarafından Ģekillenebilir. Genetik yapı bireylerin kendi aralarındaki genetik 

kompozisyonun önemli bir sonucu olan populasyondaki bireyler arasındaki allel etkileĢimini 

yansıtmaktadır. Gen akıĢını ve etkilerini anlamak populasyon genetiği, populasyon ekolojisi, 

koruma biyolojisi ve epidemiyoloji gibi birçok araĢtırma alanının merkezinde bulunmaktadır. 

Bu sayede populasyonların yapısı hakkında önemli bilgiler elde edilmektedir (Balloux and 

Lugon‐Moulin 2002). 

Moleküler tekniklerin geliĢmesi populasyon içi ve populasyonlar arası genetik çeĢitliliğin 

belirlenmesi gibi populasyonların yapısı hakkındaki detaylı bilgiler elde etmemize imkan 

sağlamıĢtır (Hillis et al. 1996).  Bu bağlamda genetik belirteçler kullanılarak yapılan 

karakterizasyon çalıĢmaları da günden güne atmaktadır.  

Günümüzde en çok tercih edilen genetik marker mikrosatelit adı verilen 1-6 bp 

uzunluğundaki basit dizi tekrarları (SSRs) veya kısa tandem tekrarları (STRs) olarak bilinen 

DNA parçalarıdır (Powell et al. 1996). Mikrosatelitler ko-dominant olmaları, yüksek 

polimorfizm göstermeleri, hızla mutasyona uğramaları ve akraba türler arasında korunmuĢ 

olarak bulunmalarından dolayı filocoğrafya ve populasyon genetiği çalıĢmalarında oldukça 

yaygın olarak kullanılırlar (Zhang and Hewitt 2003).  

Bu çalıĢmada virüs çalıĢmaları sırasında pozitif bant veren örneklerin lokalitelerinden 

belirlenen 4 Myodes populasyonu ve 5 Apodemus populasyonuna ait toplam 45 kemirici 

örneğinin toplam 9 mikrosatellit kullanılarak populasyon içi ve populasyonlar arası genetik 

çeĢitliliği araĢtırılmıĢtır. 
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4.2.1 Myodes populasyonları 

Yapılan çalıĢmada kullanılan lokuslar Gockel ve arkadaĢlarının önerdiği polimorfik lokuslar 

olup (Gockel et al. 1997) Myodes populasyonları için toplam 60 allel tespit edilmiĢtir.  

Myodes populasyonlarında lokus baĢına düĢen ortalama allel sayısının 3 olduğu belirlenmiĢ 

ve toplamda en fazla allelin MSCg-4 lokusunda, en az allelin ise MSCg-20 lokusunda olduğu 

belirlenmiĢtir. Bu çalıĢmada Gockel et al. (1997)‟nin çalıĢmasındaki aynı lokuslar ile 

çalıĢılmıĢtır. Buna rağmen çalıĢmada tespit edilen allel sayılarının Gockel et al (1997)‟nin 

çalıĢmasındaki sonuçlardan farklı olduğu gözlenmiĢtir. MSCg-4 ve MsCg-15 lokuslarındaki 

allel sayılarının beklenenden fazla, MSCg-9, MScg-19 ve MSCg-20 lokuslarında ise 

beklenenden az olduğu tespit edilmiĢtir.  

Populasyonlarda lokuslar seviyesinde görülen heterozigotluk değeleri incelendiğinde 

gözlenen heterozigotluk değerinin (Ho) 0,000 ile 0,625 arasında, beklenen heterozigotluğun 

(He) ise 0,292 ile 0,710 arasında değiĢtiği belirlenmiĢtir. Bu veriler diğer çalıĢmalarla 

karĢılaĢtırıldığında (Gockel et al. 1997, Barker et al. 2005, Gileva et al. 2008, Rikalainen et al. 

2008) bu çalıĢmadaki heterozigotluk düzeylerinin daha düĢük olduğu görülmektedir. Bu 

durum bu çalıĢmada kullanılan örnek sayısının azlığından kaynaklanmaktadır. 

Populasyonlar için hesaplanmıĢ olan Fis değerleri -0,233 ile 0,600 arasında değiĢim 

göstermektedir. Fis değeri +1 ile -1 arasında değer almaktadır. Pozitif olduğu durum 

heterozigot azlığını, negatif olduğu durum ise heterozigot fazlalığınıifade etmektedir. 

Çömlekçi ve Filyos populasyonlarısırasıyla -0,052 ve -0,233 Fis değerlerini almıĢtır.Bu 

değerler populasyonların her birinde heterozigotluğun yüksektir. Bu populasyonlarda saf 

yetiĢtirmeden uzaklaĢılmıĢtır. 

ÇalıĢmada populasyonlarda Hardy-Weinberg dengesinden sapma olup olmadığı test edilmiĢ 

ve sonuçlar Çizelge 3.8‟de gösterilmiĢtir. Sonuçlar Myodes populasyonlarında F değerlerinin 

istatistiki olarak anlamlı olmadıklarını yani Hardy-Weinberg dengesinde olduklarını 

göstermiĢtir.  
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4.2.2 Apodemus populasyonları 

Yapılan çalıĢmada Apodemus populasyonları için toplam 96 allel tespit edilmiĢtir.  

Apodemus populasyonlarında lokus baĢına düĢen ortalama allel sayısının 4,8 olduğu 

belirlenmiĢ ve toplamda en fazla allelin MSAf-8 lokusunda, en az allelin ise MSAf-16 

lokusunda olduğu belirlenmiĢtir. Bu çalıĢmada Gockel et al. (1997)‟nin çalıĢmasındaki aynı 

lokuslar ile çalıĢılmıĢtır. ÇalıĢmada tespit edilen allel sayılarının Gockel et al. (1997)‟nin 

çalıĢmasındaki lokuslarda görülen allel sayılarından fazla olduğu gözlenmiĢtir.  

Populasyonlarda lokuslar seviyesinde görülen heterozigotluk değeleri incelendiğinde 

gözlenen heterozigotluk değerinin (Ho) 0,367 ile 0,833 arasında, beklenen heterozigotluğun 

(He) ise 0,500 ile 0,683 arasında değiĢtiği belirlenmiĢtir. Tüm populasyondaki Ho ve He 

değerleri karĢılaĢtırıldığında MSAf-16 lokusundaki gözlenen heterozigotluk değeri beklenen 

heterozigotluktan diğer dört populasyonun aksine yüksek çıkmıĢtır. Bu veriler diğer 

çalıĢmalarla karĢılaĢtırıldığında (Gockel et al. 1997, Ornishi et al. 1998, Harr et al. 2000) bu 

çalıĢmadaki heterozigotluk düzeylerinin daha düĢük olduğu görülmektedir. Bu durum bu 

çalıĢmada kullanılan örnek sayısının azlığından kaynaklanmaktadır. 

Populasyonlar için hesaplanmıĢ olan Fis değerleri -1 ile 0,056 arasında değiĢim 

göstemektedir. YeĢilköy ve Yukarı Ġhsaniye populasyonları sırasıyla -1 ve -0,057 Fis 

değerlerini almıĢtır. Bu populasyonlarda saf yetiĢtirmeden uzaklaĢılmıĢtır. 

ÇalıĢmada populasyonlarda Hardy-Weinberg dengesinden sapma olup olmadığı test edilmiĢ 

ve sonuçlar Çizelge 3.15‟de gösterilmiĢtir. Sonuçlar Apodemus populasyonlarında F 

değerlerinin filyos populasyonundaki MSAf-22 ve MSAf-8 lokuslarında p< 0,05‟e göre 

istatistiki olarak anlamlı olduğunu, diğer populasyonların F değerlerinin istatistiki olarak 

anlamlı olmadıklarını yani Hardy-Weinberg dengesinde olduklarını göstermiĢtir. Filyos 

populasyonunda ise 2 lokus açısından Hardy-Weinberg dengesinden sapma görülmüĢtür. 

Populasyon çalıĢmaları ve virüs çalıĢmalarının sonuçları birlikte değerlendirildiğinde 

populasyonlardaki heterozigotluğun yani genetik çeĢitliliğin yüksek çıkması populasyonlarda az 

bireyde virüs bulunmasına neden olmuĢ olabilir. Ayrıca populasyonlardaki heterozigotluğun 
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yüksek olmasına rağmen populasyonların Hardy-Weinberg dengesinde olması mikrosatellit 

çalıĢmalarının daha fazla örneklemle tekrar edilmesi gerektiğini göstermiĢtir. 

Kemiriciler dünyanın heryerinde yayılıĢ göstermekte ve insan populasyonları ile yakın temas 

içerisinde yaĢamaktadırlar. Ayrıca yaban hayatı ve insanların arasında bağ kurarak 

zoonozların taĢınmasında rol oynarlar (Meerburg et al. 2009). Literatür incelendiğinde 

kemiricilerin taĢıdıkları birçok hastalık bulunmasına rağmen bu hastalıklar arasında kuduzun 

bahsedildiği çok az çalıĢmanın olduğu görülmektedir. Bu çalıĢmaların bazılarında pozitif 

bulgulara rastlanılmıĢ olması ise kemiricilerin kuduz taĢıması hakkındaki çeliĢkileri devam 

ettirmektedir. Türkiye kemiricileri ile bu konuda yapılmıĢ herhangi bir çalıĢma 

bulunmamaktadır. Bu çalıĢma ile Türkiye kemiricilerinde ilk defa kuduz taraması ile ilgili 

veriler elde edildiği için çalıĢma orjinaldir. 

Evrimsel açıdan türlerin farklılaĢmasını ve bir türün bireyleri arasında farklılık oluĢmasını 

genetik çeĢitlilik sağlamaktadır (Ekmekçi et al. 2008). Çevresel değiĢikliklere tepki olarak 

geliĢen populasyonlarda heterozigotluk seviyesi yükselmektedir yani genetik çeĢitlilik 

artmaktadır (Reed and Frankham 2003). Ancak çeĢitli nedenlerle populasyonlardaki genetik 

çeĢitliliğin azalması populasyonların uyumunun azalmasına neden olmaktadır. Çok az genetik 

çeĢitliliğe sahip populasyonlar büyük risk altındadırlar. Genetik çeĢitliliğin azalması ile 

populasyonların belirli hastalıklara karĢı zayıflığı artabilmektedir. Bu durum tam olarak 

kanıtlanamamıĢ olmakla beraber Spielman ve arkadaĢlarının yaptıkları çalıĢmada populasyon 

içerisindeki genetik çeĢitliliğin azalması ile hastalıklara karĢı direncin azalması arasında 

pozitif korelasyonun olduğu belirlenmiĢtir (Spielman et al. 2004). 

Bu çalıĢma ile Apodemus spp. ve Myodes türlerinde kuduz taraması yapılarak Türkiye‟de 

kemirici kuduzuyla ilgili literatürdeki açığın kapatılması için temel oluĢturulmuĢ, kemirici 

populasyonlarının genetik çeĢitliliği ve elde edilen populasyonlardaki kuduz hastalığının 

görülmesi arasındaki korelasyonun olabileceğine dair ipuçları elde edilmiĢtir. 
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Ek A.1 Myodes populasyonlarına ait örneklerin MSCg-4, MSCg-9, MSCg-15, MSCg-19 ve 

MSCg-20 lokusları bakımından allel büyüklükleri. 
 

Örnek No Köy Ġlçe MSCg-4 MSCg-9 MSCg-15 MSCg-19 MSCg-20 

6533 Çömlekçi Çaycuma 121 147 126 138 127 139 
    

6535 Çömlekçi Çaycuma 124 124 126 126 134 141 
    

6536 Çömlekçi Çaycuma 117 123 134 134 133 135 
    

6537 Çömlekçi Çaycuma 122 122 
  

134 140 
    

6543 Çömlekçi Çaycuma 174 174 
    

135 137 
  

6582 Temenler Çaycuma 
      

135 137 136 136 

6583 Temenler Çaycuma 
          

6584-1 Temenler Çaycuma 134 136 126 128 127 127 125 129 125 125 

6584-2 Temenler Çaycuma 121 136 132 132 129 129 137 137 158 158 

6585 Temenler Çaycuma 119 136 132 132 131 135 
    

6586 Temenler Çaycuma 130 130 137 137 134 141 
    

6677 YeĢilköy Çaycuma 129 129 
      

158 158 

6678 YeĢilköy Çaycuma 122 135 
  

128 128 
  

160 160 

6804 Filyos Çaycuma 166 166 164 166 
  

145 149 156 156 

6810 Filyos Çaycuma 136 144 129 138 131 139 104 104 
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Ek A.2  Apodemus populasyonlarına ait örneklerin MSAf-16, MSAf-22, MSAf-7 ve MSAf-8 

lokusları bakımından allel büyüklükleri. 
 

Örnek No Köy Ġlçe MSAf-16 MSAf-22 MSAf-7 MSAf-8 

6496 Filyos Çaycuma 
  

151 151 168 168 168 168 

6497 Filyos Çaycuma 
        

6502 Filyos Çaycuma 115 115 161 161 
  

144 144 

6511 Filyos Çaycuma 115 116 171 171 
    

6806 Filyos Çaycuma 115 123 163 177 120 137 119 119 

6807 Filyos Çaycuma 110 110 
  

139 139 138 140 

6814 Filyos Çaycuma 159 159 159 159 134 138 136 136 

6815 Filyos Çaycuma 113 119 183 183 139 143 142 142 

6816 Filyos Çaycuma 
    

137 137 134 136 

6515 Türkali Çaycuma 
    

135 135 135 135 

6516 Türkali Çaycuma 112 116 175 181 
  

168 168 

6518 Türkali Çaycuma 111 123 177 179 127 139 138 144 

6519 Türkali Çaycuma 
  

140 140 138 147 138 147 

6520 Türkali Çaycuma 
    

154 168 154 168 

6525 Türkali Çaycuma 
    

133 144 144 144 

6669 YeĢilköy Çaycuma 
        

6670 YeĢilköy Çaycuma 110 125 119 119 
    

6673 YeĢilköy Çaycuma 
        

6675 YeĢilköy Çaycuma 
      

132 132 

6676 YeĢilköy Çaycuma 
        

6679 Y.ihsaniye Çaycuma 140 147 140 147 
  

128 137 

6680 Y.ihsaniye Çaycuma 
      

140 147 

6681 Y.ihsaniye Çaycuma 
        

6682 Y.ihsaniye Çaycuma 
  

135 139 144 144 144 144 

6685 Y.ihsaniye Çaycuma 
  

145 155 142 152 142 152 

6689 Y.ihsaniye Çaycuma 104 108 151 161 
  

142 152 

6731 Olukyanı Merkez 110 124 
  

135 148 134 146 

6859 Olukyanı Merkez 
    

122 122 122 122 

6862 Olukyanı Merkez 117 117 
  

92 100 176 178 

6864 Olukyanı Merkez 117 124 179 179 132 136 135 135 
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EK AÇIKLAMALAR B 

ÇALIġMA FOTOĞRAFLARI 
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Ek B.1 ÇalıĢma alanına ait habitat görüntüsü. 
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Ek B.2 Kapanlama çalıĢmaları (Fotoğraftakiler:Tuğçe CEYLAN, Muhsin ÇOĞAL, Yasemin 
SANCAR). 
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Ek B.3 Arazi ekibi (Fotoğraftakiler: Tuğçe CEYLAN, Muhsin ÇOĞAL, Ortaç ÇETĠNTAġ, 
Yasemin SANCAR, Deniz ġENOL). 
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Ek B.4 Laboratuvar ekibi (Fotoğraftakiler: Prof. Dr. Ġ. Mehmet Ali ÖKTEM, Özge ÖZTUNA, 
Tuğçe CEYLAN, Ceylan POLAT, Sercan IRMAK, Yasemin SANCAR, Uğur 
KAYIġ, Ortaç ÇETĠNTAġ). 
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