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Biyoloji Anabilim Dal

Tez Damismani: Do¢. Dr. Ferhat MATUR
2. Tez Damismani: Prof. Dr. i. Mehmet Ali OKTEM
Eyliil 2014, 93 sayfa

Bu calismada, Zonguldak ilinin Caycuma il¢esinde bulunan 15 lokaliteden toplam 242
Apodemus spp. ve Myodes glareolus tiirlerine ait 6rnekler kullanildi. Bu 6rneklerden elde
edilen beyin dokularindan Rabies virus (RABV) taramasi yapilmis, pozitif bant elde edilen
lokalitelerdeki 45 6rnegin kas ve dalak dokularindan mikrosatelit belirtecler kullanilarak

populasyonlarin genetik ¢esitliligi incelenmistir.

PZT yontemi ile RABV taramasi sonuglarina gére 8 6rnekte RABV pozitifligine rastlanmistir.

Ancak sekans sonuglar1 gézlenen pozitifligi desteklememistir.
Genetik karakterizasyonu ¢alismasi sonuglarina gére Myodes populasyonlarina ait toplam 60,

Apodemus populasyonlarina ait 96 farkli allel belirlenmistir. Heterozigotluk degerleri

incelendiginde Myodes populasyonlarinda gézlenen heterozigotluk degerinin (Ho) 0,000 ile
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0,625 arasinda, Apodemus populasyonlarinda gézlenen heterozigotluk degerinin (Ho) 0,367
ile 0,833 arasinda degistigi belirlenmistir. Populasyonlar i¢in hesaplanmis olan Fis degerleri
Myodes populasyonlari igin -0,233 ile 0,600 arasinda, Apodemus populasyonlart i¢in -1 ile
0,056 arasinda degisim gostemektedir. Calismada Myodes populasyonlari i¢in Hardy-
Weinberg dengesinden sapma olmadig tespit edilirken, Apodemus populasyonlarinda sadece

Filyos populasyonunda 2 lokus agisindan Hardy-Weinberg dengesinden sapma goriilmiistiir.

Bu calisma ile Tiirkiye’de ilk defa kemiricilerde ters transkriptaz PZT yontemi ve sekans
analizi ile RABV taramasi yapilmis, hem de ilk defa Myodes ve Apodemuspopulasyonlarinda
mikrosatelit belirtegler kullanilarak genetik karakterizasyon c¢aligsmasi yapilmigtir. Calismada
elde edilen sonuglar cercevesinde kemirici populasyonlart ve tasidiklart kuduz viriisii

arasindaki korelasyonun saptanmasi i¢intemel olusturulmustur.

Anahtar Sozciikler: Kemirici, Kuduz, HNPCR, Dizi analizi, Populasyon Yapisi,
Mikrosatelit, Apodemus, Myodes, Zonguldak.

Bilim Kodu: 401.04.04
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In this study, 242 Apodemus spp. and Myodes glareolus specimens colected from 15 localities
in province Zonguldak, Caycuma district wereused. Brain tissues of these specimens were
scanned for Rabies virlis (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
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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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BOLUM 1

GIRIS

1.1 VIRUS BIiYOLOJiSi

Viriisler yalnizca konake¢i hiicreler igerisinde ¢ogalabilen bulasict (enfektif) birimlerdir
(Madigan 2012). Viriisler bilinen tiim tipleriyle canlilarin iic domeyninde de (Archaea,
Bacteria, Eukarya) bulunurlar (Kallies 2010). Viriis partikiilii proteinlerle ¢evrili bir niikleik
asit icerir. Bazi viriis ailelerinde (6zellikle hayvan viriislerinde) niikleik asit ve onun etrafini
saran proteinin olusturdugu niikleokapsidin etrafinda cift katli bir lipid zar bulunur. Viriisler
konak hiicrenin reseptorlerine tutunarak hiicre icine girerler (Abacioglu 2008). Hiicreye
girisin gerceklesmesiyle beraber hiicrenin metabolik fonksiyonlarini yeniden diizenleyerek
kendi replikasyonlarini ve yeni virionlarin olusmasini saglarlar. Organizmanin bu sekilde bir

viriisle enfekte olmasi bazen hastalikla sonuglanir (Madigan 2012).

Zoonotik hastaliklar, insanlar ve diger omurgalilar arasinda dogal olarak taginan enfeksiyonlar
ve hastaliklardir. Rezervuar konak olan hayvan patojen tasidigi i¢in enfeksiyon kaynagi
vazifesi gormektedir. Her gecen gilin yeni bir patojen ve hastalik ortaya c¢ikmaktadir. Bu
hastalik ve patojenlerin ise %80°1 zoonotiktir (URL-1 2013). Diinyada insan ve hayvanlarla
iliskili 200°den fazla zoonotik hastalik mevcutken, iilkemizde bu rakam 40 civarindadir
(URL-2 2013). Zoonozlar ve neden olduklar1 semptomlar oldukca ¢esitlidir. Zoonozlara
neden olan viriisler insanlarda asemptomatik ya da hafif enfeksiyonla seyreden veya ciddi ve
fatal enfeksiyonlara neden olan genis spektrumda hastaliklara neden olurlar. Onemli zoonotik
hastaliklar arasinda 6rnegin Kirim Kongo Kanamali Atesi hastaligi, hantaviriis enfeksiyonlari,
kuduz ve tularemi hastaliklar1 yer almaktadir (Us 2008). Zoonotik ajan olan bir¢ok hayvan
grubu mevcuttur. Bunlardan bir tanesi de kemiricilerdir. Kemiriciler hem insanlarla sikca
yasanan temaslarindan dolayr hem de memeliler icerisinde en fazla iiyesi bulunan grup

olmalarindan dolay1 zoonotik hastaliklar konusunda 6nemli bir yerdedirler. Bu nedenle yayilis



alanlarmin, tasidiklari viriislerin, ¢evrelerindeki canlilarla iligkilerinin ve yaydiklari
hastaliklarin bilinmesi, insan hastaliklarinin anlasilmasi konusunda oldukg¢a 6nemlidir.

1.1.1 Rhabdoviridae

1.1.1.1 Ozellikler ve taksonomi

Rhabdoviridae familyasi Mononegavirales ordosu i¢inde smiflandirilmistir (Murphy 1996).

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

Cytorhabdovirus ve Nucleorhabdovirus) ve 160’dan fazla tiirle temsil edilmektedir (Van

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

!
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Sekil 1.1 Mononegavirales ordosunun iiyelerini temsil eden koksiiz aga¢ (King et al. 2012)

Rhabdoviriisler genis yelpazede bircok konagi enfekte edebilen oldukca genis viriis ailesidir
(Van Regenmortel et al. 2000, Fu 2005). Siirekli yeni tiirlerin kesfedilmesi ile birlikte
(Travassos Da Rosa et al. 2002, Kuzmin et al. 2003, Fu 2005) bugiine kadar bitkiler,
omurgasizlar ve omurgalilardan (Wagner 1987, Fu 2005) 160 dan fazla Rhabdoviriis tiirii
izole edilmistir (Van Regenmortel et al. 2000, Fu 2005). Rhabdoviriislerin Vesiculovirus,
Lyssavirus ve Ephemerrovirus cinsleri insanlar ve hayvanlarda cesitli hastaliklara neden

olurlar (Fu 2005, Gonen 2010). Digerleri ise 6zellikle tarim bitkileri tizerinde hastaliklara

neden olurlar (Wagner 1987, Fu 2005).



Rhabdoviridae iiyeleri benzer morfoloji, yap1 ve replikasyon mekanizmasi gdstermelerine
ragmen memeliler, kuslar, baliklar, bitkiler, omurgasizlar gibi ¢ok c¢esitli konaklar1 enfekte
ederler. Memeli merkezi sinir sisteminde replike olmaya adapte olmalar1 ve direk temasla
bulagmalari, ancak boceklerde tasinmalar1 ve dogal replikasyon gegirmemeleri Rhabdoviriis
icindeki tiim Lyssaviruslar i¢in karakteristiktir (Nel and Markotter 2007). En iyi bilinen
Lyssaviriis RABV dir.

Rhabdoviriislerin ¢ogu bocek vektorler araciligiyla taginmaktadir (Wagner 1987, Fu 2005).
Ancak Lyssaviriisler ve balik Rhabdoviriisleri bocek konaklardan izole edilmezler (Wagner

1987, Fu 2005).

1.1.2 Kuduz Viriisii (RABV)

1.1.2.1 Tarihge

Kuduz hastalik olarak ilk defa 4000 yil once tanimlanmistir. Cinli bilim adamlari milattan
once kuduz kopeklerin tehlikesi konusunda insanlar1 uyarmiglardir (Kaplan and Koprowski
1980, Kienzle et al. 2007). Ronesans boyunca ise Avrupa’da bircok kuduz kurt, képek ve
tilkinin varlig1 bildirilmistir. Amerika’nin kesfinden kisa bir siire sonra psikopos Petrus
Matyr-Anglerius’lin ilk defa kuduzun vampir yarasalar tarafindan gectigine dair anlattig1 olay
kuduzun yarasalar ile bulastigina dair ilk kayit olmustur. Kuzey Amerika’daki ilk kayit ise
1753 yilinda bir tilki olmus, daha sonraki kayitlar 1780’lerde kuzeyden Yeni ingiltere’ye,
19. yy boyunca da batiya dogru yayildigini gostermistir. 1802 yilinda George Zinke kuduzun
hasta bireyden saglikli bireye tiikiiriik yoluyla gectigini ve hastaligin olustugunu gostermistir.
Kuduzun tedavisi konusundaki en énemli gelisme ise 1885 yilinda Louis Pasteur’iin kuduz

asisini bulmasi olmustur (Kienzle et al. 2007).

1.1.2.2 Siiflandirma, Genom yapisi, Viral Proteinler ve Ozellikleri

RABYV, Rhabdoviridae ailesinin Lyssavirus genusu i¢inde simiflandirilmistir (King et al.
2012). Lyssavirusgenusu zarfsiz viriisleri igeren Mononegavirales ordosu igerisindeki
Rhabdoviridaefamilyasina ait 6 genustan biridir. Bu ordo bilinen tiim negatif yonelimli, tek

zincirli ve segmentsiz RNA viriislerini i¢erir (Nel and Markotter 2007).



Rhabdoviridae ailesinin bitkileri enfekte eden iiyeleri basil formda olmasina ragmen, insan ve
hayvanlar1 enfekte eden liyeleri mermi sekilli ve zarfli bir viriislerdir (King et al. 2012).

Virion ortalama 75 nm ¢apinda ve 180 nm uzunlugundadir (Davies et al. 1963, Kumar 2009).

RABV, 12kb’lik RNA genomu 3ucundan 5’ ucuna dogru niikleoprotein (N), fosfoprotein (P),
matriks proteini (M), glikoprotein (G) ve RNA polimeraza bagimli RNA (L) olmak iizere 5
viral protein kodlar, ve tiim bu viral proteinler virion igerisinde mevcuttur (Tordo and Poch
1988, URL-3 2013). Virlis helikal simetrili niikleokapsid yapisindadir. Riboniikleoprotein
(RNP) kompleksini olusturan niikleokapsid proteinleri (N, P ve L) viral genomik RNA ile
baglanti icerisindedir. RNP kompleksi G ve M proteinleri ile baglantili olan iki katmanli bir
lipid ile ¢evrilidir (Goto et al. 2000). Genomik RNA ile yakin iligkili olan L proteini RNA’ya
bagimli RNA polimeraz etkinligi gosterir. Viral zarf iizerinde viriisiin zarf glikoproteinleri
bulunur ve virlisiin hiicreye tutunmasinda gorev alirlar (Thoulouze et al. 1998). Trimer
formdaki bu G proteinleri (Gaudin et al. 1992) patojenlikte kritik bir rol oynar (Dietzschold et
al. 1983). Viral zarfi olusturan lipid tabakanin hemen altinda ise viral matriks proteini yer alir.
M proteini niikleokapsid ve zarf arasinda bir tabaka olusturur, ayrica viral gelisim ve
karakteristik mermi sekilli virionlardan sorumludur (Mebatsion et al. 1999). Genom G ve L
proteinleri arasinda “pseudogen” ya da “¥” bolgesi olarak adlandirilan intergenik bolgede
cesitli kodlanmayan bolgeler icermektedir. Ayrica bu bolgeler viriisiin evrimi boyunca

baskilanmis ve bozulmustur (Tordo et al. 1986, Schnell et al. 2009).

Glikoprotein (G) Matriks proteini (M) Polimeraz(L)

Fosfoprotein (P)

Genomik RNA

Al

Alll

A AAL AL AL AL T

SRR AR AL AL

Nikleoprotein (N)

Ribonukleokapsid
(RNP)

Sekil 1.2 Kuduz virusii (RABV)'iin sematik yapisi (URL-3 2013).



Niikleoprotein (N proteini): N proteini niikleokapsidin baslica proteinidir. Molekiil agirlig
56 kilodalton (kDa)’dur ve 450 aminoasit icermektedir. RNA transkripsiyonu ve
replikasyonundan sorumludur (Wunner 1991, Yang et al. 1998, Ozkiitiik 2002). N proteini
kapsidi ile pozitif yonelimli kilavuz RNA’nin viral niikleik asidini kusatir ve diger bir
genomik RNA’nin transkripsiyonunu engeller (Wunner 1991, Yang et al. 1998). Protein
cesitli antijenik ve immunodominant kisimlar igerir. I. antijenik kisim 374-383. pozisyondaki
aminoasitleri, III. antijenik kisim ise 313-337 pozisyonundaki aminoasitleri igermektedir.
Bilinen immunodominant kisimlardan biri de 404-418 pozisyonunda yer almaktadir (Ertl et
al. 1989, Dietzschold et al. 1990, Meslin et al. 1996). Niikleoprotein, yardimer T hiicrelerini
uyarip kuduz ve kuduz benzeri virlisler arasinda ¢apraz reaksiyona neden olan en onemli

antijendir (Jackson and Wunner 2002, Ozkiitiik 2002).

Fosfoprotein (P proteini): P proteini 297 amino asit icermektedir ve molekiil agirligr 38
kDa’dur (Ozkiitiik 2002, Metlin 2008). N ve L proteinleri ile baglantili olarak islev
gormektedir. N proteini ile birlikte viral RNA niikleik asidini uygun sekilde cevreleyerek
destekler. L proteini ile birlikte ise RNA’nin polimerizasyonunda kofaktor olarak islev
gormektedir (Chenik et al. 1994, Chenik et al. 1998, Jacob et al. 2001). Ayrica P geni birden
fazla protein kodlayan tek gendir (Chenik et al. 1995, Metlin 2008). 75-90 pozisyonunda
lokalize olan iki tane antijenik bdlgesi bulunmaktadir. 191-206 pozisyonunda lokalize olan

immiinodominant bolge yer almaktadir (Larson et al. 1991).

Matriks Proteini (M proteini): Lipoprotein yapidadir. Matriks proteini 202 amino asit iceren
bir proteindir ve molekiiler agirhigi 26 kDa’dur. Lipitlerle birleserek viral zarfi olusturur
(Ozkiitiik 2002). Viriis igin biraraya gelme ve baglanma olaylarinda rol almaktadir. RNP nin
etrafin1 ¢evirerek siki formda bulunmalarina yardimci olur. Glikoprotein ile birlikte de kursun
seklinde tomurcuklanarak seklin korunmasinda gorev almaktadir (Rupprecht et al. 1995,

Gonen 2010).

Glikoprotein (G proteini): Glikoprotein kuduz virlisiiniin en ¢ok ¢alisilan proteindir.
Molekiil agirligi 67 kDa olan G proteini 524 amino asit icermektedir. G proteini sadece nasent
proteinde bulunan ve ilk 19 aminoasitlik kismiyla sinyal alani olusturan trimerik yapiya
sahiptir (Gaudin et al. 1992). Tan1 ve tedavide nemli rol oynar (Ozkiitiik 2002). G proteini
cesitli antijenik bolgeler ve epitoplar igermektedir. Antijenik epitop I olgun (mature) proteinin

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



198-200 pozisyonlarinda aralikli, iki ayrik uzanti igermektedir. III. Antijenik bolge 330-338
pozisyonunda lokalize olmustur (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 nétralizan
antikorlarin uyarilmasi ve konak hiicre reseptorlerine yapismadan sorumludur. Ayrica tipe
Ozgl viral antijendir. Glikoprotein igeren asilar kuduz hastaligina karst koruyuculuk
saglayabilirler. Asilarin etkinliginin Olglimiinde bu proteine karst olusan antikorlarin

arastirilmasi yeterli olmaktadir (Ozkiitiik 2002, Génen 2010).

RNA bagimh RNA Polimeraz (L proteini): L proteini bir transkriptaz proteinidir. Kuduz
viriisiiniin en biiyiik proteini olan L proteinin molekiil agirligi 190 kDa’dur (Ozkiitiik 2002,
Metlin 2008). Negatif sarmalli viral RNA transkripsiyonu i¢in gerekli olan L proteini P
proteini ile kompleks olusturmaktadir (Rupprecht et al. 1995, Jackson and Wunner 2002,
Gonen 2010).
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Sekil 1.3 RABV genom yapisi ve proteinleri (Schnell et al. 2009).

1956’da kuduz-benzeri viriislerin ilk defa Amerika’da izole edilmesine kadar kuduz
viriisiiniin (RABV) antijenik olarak benzersiz oldugu diisiiniiliiyordu. Ancak yapilan sonraki
arastirma ve gozlemlerde ansefalitten sorumlu kuduz-benzeri viriisler Lyssavirus genusu
icerisinde siniflandirmistir. Genus ilk olarak serum ve monoklanal antikorlarla antijenik

capraz reaktivite gosterme kriterleriyle RABV (serotip 1), Lagos Bat virus (LBV) (serotip 2),



Mokola virus (MOKYV), Duvenhage virus (DUVV) olmak iizere 4 serotipte siniflandirilmistir.
Genetik yontemlerin ortaya ¢ikisi ve Avustralya’dan sonra Avrupa’da da yarasadan lyssaviriis
izole edilmesinden sonra smiflandirmada énemli degisiklikler olmustur. Ozellikle N, G ve P
gibi cesitli genomik bdlgelerin genetik karakterizasyonunun gergeklestirilmesiyle onceki
bilgilere ek olarak genus 7 genotipte siniflandirilmigtir. Bu genotipler: RABV (genotip 1),
Lagos Bat virus (LBV) (genotip 2), Mokola virus (MOKYV) (genotip 3), Duvenhage virus
(DUVYV) (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.
Lyssaviriisgenotipleri kendi iglerinde 1-4-5-6-7 ve 2-3 olmak {izere 2 ana filogruba

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

Geactip &

Sekil 1.4 Ttiim Lyssavirus N geni niikleotid dizilerine dayal koksiiz filogenetik agaci (Kissi et
al. 1995, Kuzmin et al. 2005).



1.1.2.3 RABYV Yasam Dongiisii

Enfeksiyon viral G proteinin konak¢i hiicrenin yiizeyindeki reseptore tutunmasi ile
baslamaktadir. Gliniimiize kadar kuduz viriisii i¢in Ui¢ adet hiicresel reseptor tanimlanmustir.
Bunlar nikotinik asetilkolin reseptdrii (nAchRs) (Gastka et al. 1996), noral adhezyon
molekiilii (Thoulouze et al. 1998) ve diisiik afiniteli sinir biiyiime faktorii reseptorii (Tuffereau
et al. 1998) dir (Kienzle et al. 2007). Proteinin reseptorlere tutunmasinin ardindan virion
reseptor-bagimli endositoz ile hiicre igerisine alinir. Virlis zarfinin ve vezikiil zarinin
birlesmesi sirasinda vesikiil icerisindeki pH diismeye baslar (pH’a bagimli). G proteini
tarafindan fiizyon katalizlenir ve rinoniikleoprotein kompleksinin konakgi hiicre sitoplazmasi
igerisinde serbest birakilmasina Onciilik eder (Rigaut et al. 1991). M proteini RNP
kompleksinden ayrilir ve kuduz viriisiiniin replikasyon dongiisiiniin kapsid soyulmasi

basamag1 tamamlanmis olur (Kienzle et al. 2007).

Kapsid soyulmasindan hemen sonra kuduza 6zgiil mRNA’larin ya da L-P kompleksinin
transkripsiyonu baslar. L Proteini polimeraz aktivitesine sahipken, P proteini ise fosforilasyon
islemini modifiye ederek L proteinini kontrol eder. Transkripsiyonun polimerazin 50
niikleotidlik bir 6nciil sentezledigi 3’ ucundan baslamasiyla 5 viral proteini kodlayan her bir
mRNA sirastyla genomun 3’ ucundan kopyalanir. mRNA’larin sentezini tamamlanmasiyla
sitoplazmada bulunan hiicresel ribozomlarda translasyon baslar. G proteinin translasyonu
serbest ribozomlarda baslar, konak¢i hiicre zariyla birlesmesini saglayan karbonhidrat
modifikasyonlarinin oldugu endoplazmik retikulum (ER)’da sona erer. M proteini hiicre
zarinin icindeki ceplerde birikir. Bu bolgeler tomurcuklanmanin goriildiigi alanlardadir

(Kienzle et al. 2007).
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Sekil 1.5 RABV niin yagam dongiisii (Dricu 2012).

M proteininin birikimi yeni genomik RNA molekiillerinin replikasyonunu tetikler. Yeni
gelisen genomik RNA olusurken, PLN kompleksi enkapside olur veya RNP yeni RNP
komplekslerine baglanir. Bu durum yeni virionlar olusturan baglanma isleminin ilk
basamagidir. Enkapside olmus RNP kompleksi konakg1 hiicre membraninda 6zellikle M ve G
proteinlerince zengin olan bolgelere go¢ eder. RNP hiicre zari ile birlesirken, M proteini RNP
nin karakteristik bobin geklini almasin1 saglayan yogunlagsma ve paketleme iglemini baslatir

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

Yogunlagma bagladiginda konak¢1 hiicre zarinda tomurcuklanma olusur. Bu durum kuduz
virlisliniin replikasyonunun son basamagidir ve yeni olusmus virionlarin salinmasini saglar.
Virionlar tomurcuklandiklarinda konake1 hiicre zarmin bir boliimii ile kaplidirlar. Herhangi
bir hiicre ile iliskisi olmayan yeni olusmus viriisler artik baska konak hiicreleri enfekte
yetenegine ve replikasyon dongiisiinii bastan baslama yetenegine sahiptir (Mebatsion et al.

1999, Kienzle et al. 2007, Schnell et al. 2009, Dricu 2012).



Sekil 1.6 RABV ’niin sinir hiicresine girisi ve hiicre i¢indeki tasinimi (Schnell et al. 2009).

1.1.2.4 Viral patogenez

RABV enfekte hayvanin tiikiiriiglinde bulunur ve 1sirma sonucu diger memelilere bulasir.
Virlis 1sirik ¢evresindeki kas dokusunda replike olur ve miyelinsiz motor ve duyu
sinirlerindeki ters aksoplazmik akimla merkezi sinir sistemine ulasmaktadir. Daha sonra beyin
dokusundaki replikasyonunun ardindan sinirler araciligiyla diger dokulara yayilmakta ve
tilkiiriik bezlerine yerlesmektedir. Kuduz virlisliniin enfektivitesi 1sirilan bolgenin yeri ve
1sirigin siddetine gore degisiklik gostermektedir. Hastalik riski; yiiz bolgesindeki 1siriklarda
%60, el ve kol bolgesindeki 1siriklarda %15-40, bacak bolgesindeki isiriklarda %3-10
arasinda degismektedir. Viriis 1sirilmanin yanisira yarasalar gibi koloni halinde yasayan

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

Enfekte
titkiirik

Viriis
Replikasyonu

Sekil 1.7 Kuduz hastaliginin bulas semas1 (URL-4 2013).
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1.1.2.5 Epidemiyoloji

Kuduz, 5000 yillik tarihsel ge¢misi olan bir hastaliktir (Fu 1997, Lackay et al. 2008). Avustralya
ve bazi ada iilkeleri harig tiim diinyada yaygin bir dagilim gosteren kuduz (Us 2008, Buzgan et al.
2009). Onemli bilimsel gelismelere ragmen hala kiiresel bir hastahk olarak varligim
stirdiirmektedir (Meslin et al. 1993). Hastaligin genellikle evcil hayvanlarda goriilen kentsel
formu ve yaban hayatinda goriilen silvatik formu olmak iizere iki epidemiyolojik formu

mevcuttur (Ozkiitiik 2002).

Kuduzun diinyada her y1l yaklasik olarak 40000-70000 6liime neden oldugu tahmin edilmektedir
ve bu 6liimlerin neredeyse hepsi gelismekte olan iilkelerde goriilmektedir (Fu 1997, Lackay et al.
2008). Gelismis tilkelerde, kuduz ¢ogunlukla yabani hayvanlarda goriilen ve bu konaklardan evcil
hayvanlara ve insanlara bulagan bir hastaliktir (Meslin et al. 1993, Kilic et al. 2006). Hayvan
kuduzunun epizootiyolojisi insan kuduzunun epidemiyolojisini yansitmaktadir (Ozkiitiik 2002,
Buzgan et al. 2009). Tiim diinyada hayvan kuduzunun %54 tiniin kdpeklerden, %42 sinin karasal
yaban hayvanlarindan, %4’liniin ise yarasalardan kaynaklandigi bildirilmistir (Mandell et al.
2004). Sincap ve fare gibi kiiciik kemirgenlerin ise nadiren dogal rezervuar ya da insan kuduzuna
neden olan vektorler olduklar bilinmektedir (WHO 1994, Ozkiitiik 2002). Kuduzun Asya ve
Afrika’da yaygin olarak goriilmesi bu kitalarda hayvan kontroliiniin, agilama programlarinin ve
etkin insan temasi sonrast profilaksisinin efektif bir sekilde uygulanmamasindan
kaynaklanmaktadir (Knobel et al. 2005, Zhang et al. 2006). Basibos hayvan kontrol programlari
ve kopek asilamanin diizenli yapildigi ABD’nde kuduz olgusu 20 yillik siirecte yilda 40 vakadan
2’ye diismiistiir (Anderson et al. 1984, Ozkiitiik 2002, URL-5 2014).

uuuuuuuuu

Sekil 1.8 Diinya'daki kuduz risk bolgeleri (URL-5 2014).
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Kuduzun tek bir konag1 olmamakla birlikte, viriis tiirler aras1 etkilesimle enfekte hayvandan
digerine hizli bir sekilde yayilmaktadir. Memeli tiirlerinin ¢ogu kuduz viriisii ile enfekte
olabilmektedir. Ancak tiirlerin virlise duyarliliklar1 oldukc¢a ¢esitlilik gostermektedir. Tilki,
cakal, kurt viriise kars1 oldukg¢a duyarliyken kokarca, rakun, maymun ve gelincik tiirleri orta
derecede duyarlilik gostermektedir. Opossum ise kuduz virlisiine karst oldukca direnglidir

(URL-6 2014).

Tirkiye kopek kuduzunun hala yaygin oldugu tek Avrupa lilkesidir. Tiirkiye’de insan kuduzu
ve kuduz siipheli hayvan 1siriklar1 hala 6nemli bir saglik sorunudur (Kilic et al. 2006, URL-7
2014). Ulkemizde kuduza yakalanma ihtimali olan hayvan tiirleri kurt, tilki, ¢akal, yaban
kedisi, kokarca, gelincik, kopek, kedi, sigir, koyun, keci ve attir. Saglik Bakanligi’nin 2005
yilinda yayinlanan kuduz korunma ve kontrol yonergesi geregi kuduza yakalanma ihtimali
olan tiirlerden herhangi birinin temasi sonucu asilama uygulanmaktadir. Ancak yonergede
bildirildigi tizere “fare gibi diger kii¢iik kemiriciler tarafindan isirilan ve temasi olanlara”
herhangi bir asilama yapilmamaktadir (Torun 2010, URL-8 2013). Cin’in Zhejiang
bolgesinden toplanan 57 Apodemus agrarius Orneginden 1 tanesinde kuduz pozitifligine
rastlanmistir (Lei et al. 2009). Ayrica Ozsoy ve ark. 2000 yil1 icerisinde siipheli hayvan
isirnigiyla Refik Saydam Hifzisthha Merkezi Kuduz Asi istasyonuna gelen hastalardan 92
(%6)’si fare 15111 nedeniyle bu birime bagvurdugunu bildirmistir (Ozsoy et al. 2002).

) l © Friedrich-Loeffler-Institut

Sekil 1.9 Tiirkiye’de 1990- 2013 yillart arasindaki kuduz olgular1 (URL-7 2014).
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Zonguldak ilinde de Caycuma ilgesinde siklikla kuduz vakalar1 goriilmektedir. Zonguldak
Saghk 11 Miidiirliigii verilerine gore Zonguldak ili Caycuma ilgesinde de hayvan kaynakli
kuduzdan bir¢ok koy karantina altina alinmaktadir ve karantina altina alinan bolgede kuduz

kaynag olarak kurt, ¢cakal gibi karnivorlar verilmektedir.

1.2 KEMIRICILER (RODENTIA)

Kemiriciler memeli smifinin en biliylik takimidir. 29 familyaya ait 400’4 askin cins ve
2000’den fazla tiir ile temsil edilmektedir (Wilson and Reeder 2005, Yigit et al. 2006, Cogal
2011). Kutup bolgeleri hari¢ diinyanin her yerinde yayilis gostermektedirler (Yigit et al.
2006). Tirkiye sinirlar icerisinde 9 familyaya ait 65 kemirici tiirii bulunmaktadir (KryStufek
et al. 2009). Farkli ekolojik kosullara adapte olmuslardir. Bazilar1 toprak iistiinde yasarken,
bazilar toprak alti yagsamina adapte olmustur. Bazi tiirler suculdur. Bazilar1 ise ¢6l yasamina

uyum saglamislardir (Montuire 2001).

Apodemus ve Myodes tiirleri ayn1 orman habitatinda yaygin olan tiirlerdir. ki tiir de aynm
habitat gereksinimlerine sahip olmalarina ragmen, populasyonlarin devinim ve tasima
kapasitesi gibi nedenlerden dolay1 farklilik gdsterirler. Myodes tiirleri kuru karisik ve yaprak
doken agaclarin oldugu boélgeleri tercih ederken (Gurnell 1985, Colak and Kivang 1991,
Kozakiewicz et al. 2009), Apodemus tiirleri nemli her tip habitatta yayilis gosterebilmektedir
(Pucek 1983, Kozakiewicz et al. 2009). Apodemus tirleri Myodes tiirlerinden daha bliyiik
olduklarindan dolay1 baskin tiirlerdir (Wolton and Flowerdew 1985). Bu nedenle ev araliklar
daha genistir, daha hareketli ve daha genis alanlarda yayilis gosteren tiirlerdir (Wolton and
Flowerdew 1985, Bakowski and Kozakiewicz 1988, Mazurkiewicz and Rajska-Jurgiel 1998,
Szacki 1999).

Kemiricilerin evrimsel olarak Miosen periyodunda ortaya ¢ikislart ile Diinya’daki otlaklarin
olusmast ayni periyoda denk gelmektedir. Bu nedenle kemiricilerin ¢ogu morfolojik ve
fizyolojik olarak herbivor ya da granivordur. Insanlar da tarih boyunca ormanlik alanlar1 ya da
caywrlart tarimsal olarak degerlendirmektedirler. Kemiriciler ve insanlar birbirleriyle
herzaman yakin temas igerisinde olmuslardir. Besin tercihlerinin birbirleri ile ayni1 olmasi
konusunda rakip olsalar da genellikle de ayni patojenin konaklart olmuslardir. Bu iki
nedenden dolay1 kemiriciler insan sagligi ve evcil hayvanlar i¢in zararli olmaktadirlar (Smith

et al. 1988) ve kemiricilerin bazi tiirlerinin tasidiklart hastaliklar kolayca insanlara
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bulagsmaktadir (Buckle and Smith 1994). Diinya genelinde kemirici kaynakli yaklagik 35
hastalik bulunmaktadir (URL-9 2013).

1.2.1 KemiricilerinPopulasyon Yapisi

Cogu memeli tiirii kiiclik populasyon boyutu, sosyal ve davranissal ¢iftlesmenin sonucunda
diisiik dagilma oranlarina bagli olarak ayr1 seviyelerde populasyon alt boliimlerine ayrilirlar
(Chepko-Sade and Halpin 1987). Ancak biiylik memelilerin aksine kiiciik rodentlerde
dagilimin frekansi ve uzakligi ev araligi ile baglantilidir (Gaines and McClenaghan Jr 1980,
Gliwicz 1988, Zhang and Usher 1991, Gliwicz 1992, Krebs 1992, Stenseth and Lidicker
1992, Halle 1993). Eger populasyon genis yayilim gosterirse, populasyonun genetik yapisi
diisiik seviyelerdedir (Slatkin 1987). Populasyonlar arasindaki genetik farklilik derecesi gen
akisinin tekrarlanmasi ve bunun sonucu olarak da cografik uzakliktan etkilenmektedir.
Yapilan c¢ogu calisma populasyonlarin yayillma potansiyeline ragmen genetik olarak
farklilastiklarini ispatlamaktadir (Calhoun and Greenbaum 1991, Mossman and Waser 2001,
Berthier et al. 2005). Tiirler arasinda tutarsizlik goriiliiyorsa, bu onlarin heterojen olarak alt
boliimlere ayrildigini gosterir. Bu nedenle bu gibi durumlarda populasyonlarin yapis1 ve
dagilmalariyla ilgili varsayimlarda bulunulamaz. Eger tilirler arasindaki gen akisi diisiik

oranlarda ise populasyon bir¢ok kiiciik altpopulasyon igerebilir (Dallas et al. 1995).

Populasyonlarin  genetik ¢esitliliklerinin belirlenmesi populasyondaki tiirlerin genetik
kaynaklarinin korunmasi ve kullanilmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Gegmiste populasyon
ile ilgili yapilan tiim caligmalar morfolojik ve davranigsal temele dayaniyordu. 1960’11
yillardan itibaren gelisen molekiiler teknikler sayesinde genetik belirtecler ile yapilan
caligmalar artmaya baslamistir (Hillis et al. 1996). Bu yontemlerin gelismesi aragtirmacilara
populasyonlar arasindaki genetik iliskiyi daha dogru bir sekilde kavrama imkani vermis ve
filogenetik iligkilerini daha dogru bir sekilde ortaya koymalarini saglamistir (Hillis et al.
1996, Kayhan Ayan 2007). Bu nedenle genetik belirtecler populasyonlardaki genetik ¢esitlilik
hakkinda ¢ikarim yapmamizi saglayan onemli araglar haline gelmislerdir. Genetik cesitlilik
analizlerinde kullanilan birgok belirteg bulunmaktadir. Bunlarin  en Onemlilerini
hibridizasyona dayali RFLP (Botstein et al. 1980) ve PZT ne dayali 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 belirteclerin kullanildigi yontemler
olusturmaktadir. En c¢ok tercih edilenler PZT’ne dayali olanlardir. Ciinkii bu teknikler
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maliyeti daha az, isgiicli ve zaman bakimindan gii¢ tasarrufu saglamaktadirlar. Son yillarda

mikrosatelit belirteclerin kullanimi yaygin hale gelmistir (Devos and Gale 1992).

1.2.1.2 RFLP (Restriksiyon Par¢ca Uzunlugu Polimorfizmi)

RFLP, ilk kesfedilen molekiiler belirtectir. DNA dizisindeki varyasyonun miktarinin
Olclilmesi amaciyla kullanilmaktadir. RFLP verileri restriksiyon enzimleri araciliiyla 4-6 baz
uzunlugundaki 6zel DNA bolgelerinin kesilmesi ile elde edilmektedir. RFLP analizleri tim
genom tizerinde yapilabilecegi gibi DNA’nin belirli bir pargasi lizerinde de yapilabilir. RFLP
metodu DNA’nin bir ya da birkag enzim kullanilarak parcalanmasi ve elde edilen DNA
pargalarinin jelde yiiriitiilmesi islemlerinden olusmaktadir. Jel iizerinde yiiriitiiliip
biiyiikliiklerine gore birbirinden ayrilmig olan pargalari 6zel bir membran {izerine aktarilir.
Membrana florasan problar ile isaretlenmis olan tek iplikli hedef DNA kopyalar1 eklenir ve
aktarilan DNA parcalarinin isaretli DNA parcalari ile hibridizasyonu gerceklesir. Daha sonra
otoradyografi islemiyle hibridize olmus parcalar gézlemlenir. Bireyler arasindaki isaretli bant
sayis1 ve biiyiikliikleri genetik benzerlikleri hakkinda tahmin yapmamizi saglar. RFLP metodu
genom haritalanmasinda, babalik testinde, hastalik riskinin belirlenmesi ve genetik
bozukluklarda genlerin yerlesiminin belirlenmesi gibi alanlarda kullanilan, sonuglarin
giivenirliligi konusunda ve ko-dominant belirte¢ sistemine sahip 6nemli bir yontemdir. Ancak
metod olduk¢a zahmetli, zaman alic1 ve ¢ok fazla DNA’ya ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedenle
son yillarda DNA dizi tekniklerinin de c¢ogalmasiyla bu yontemin kullanilmasindan

uzaklasilmistir (Freeland et al. 2011).

1.2.1.3 AFLP (Cogaltilmis Par¢ca Uzunluk Polimorfizmi)

AFLP teknigi 1995 yilinda DNA parmakizi teknigi olarak adlandirilmis, PZT’ye dayali
dominant belirte¢ veren ve son zamanlarda olduk¢a kullanilan bir molekiiler belirteg
teknigidir (Vos et al. 1995, Giir and Seker 2012). Teknik temel olarak ii¢ basamakta
gerceklesmektedir:

1- Restriksiyon enzimi ile genomik DNA’nin parcalara ayrilmasi ve oligoniikleotid
adaptorlerin baglanmasi
2- Segici PZT ile kesilmis pargacik setlerinin ¢ogaltilmasi

3- Cogaltilmis parcaciklarin jel analizinin yapilmasi
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PZT firiinleri poliakrilamid jelde yiiriitiilerek olusan polimorfizme gore degerlendirme
yapilmaktadir. Bu teknikle genellikle 50-100 tane DNA pargacigi amlifiye edilip,
poliakrilamid jel iizerinde bantlar belirlenebilmektedir. AFLP tekniginnin polimorfizminin
yiiksek olmas1 ve ¢ok sayida lokusu ayni anda taramasi gibi 6zellikleri nedeniyle parmak izi
analizi i¢in oldukga elverigli bir metoddur. Ayrica heterozigot ve homozigot bireyler
arasindaki farkliliklar1 saptamada da basarili bir tekniktir. Ancak avantajlarinin yani sira
teknigin Oonemli dezavantajlar1 da mevcuttur: dominant belirte¢ vermesi ve farkli genetik

haritalar arasinda transfer giicliigii olmas1 gibi (Kagar 2001, Giir and Seker 2012).
1.2.1.4 Mikrosatelitler

Mikrosatelit terimi ilk olarak Litt ve Lutty tarafindan 1989 yilinda kullanilmistir (Litt and
Luty 1989). Mikrosatelitler yaklasik 1-6 bp uzunlugundaki basit dizi tekrarlart (SSRs) veya
kisa tandem tekrarlar1 (STRs) olarak bilinen DNA pargalaridir. Okaryot hiicrelerde birli, ikili,
ticll, dortlii ya da besli basit dizi tekrar motifleri olarak bulunurlar (Powell et al. 1996). Bu
basit dizi tekrarlarinin sayis1 5-100 arasinda degisim gostermektedir (Powell et al. 1996) ve bu
tekrar sayilarindaki varyasyonlar polimorfizmi olusturmaktadir (Kiigiik 2010). Memelilerdeki
en yaygin mikrosatelit motifi ikili tekrarlar olan GT/AC dir ve yaklasik her 30 kb’da bir
ortaya ¢cikmaktadir (Dunham 2004, Ceyhun 2007).

Mikrosatelitler, Mendel yasalarina gore nesilden nesile aktarilmaktadirlar (Sander 2000) ve
tiim genoma hemen hemen esit olarak dagilmaktadirlar (Ceyhun 2007). Bu nedenle 6zellikle
taksonomik ¢aligsmalar, populasyon analizlerinde, genom haritalandirma projelerinde,
ebeveynlik testlerinde ve kanser teshislerinde ¢ok kullanilan genetik belirteglerdir (Goldstein
et al. 1995, Gillet 1999, Ceyhun 2007). Cogunlukla mikrosatelit lokuslar1 yakin akraba tiirler

arasinda korunmus olarak bulunmaktadirlar (Provan et al. 2004).

Mikrosatelitler diger dizi tiplerinden daha hizli mutasyona ugrarlar. Yaklasik mutasyon orani
farelerde 107~ 10™ tiir (Dallas 1992). Bu yiiksek mutasyon oranindan dolay: her lokusta ¢oklu
allel bulunur ve bu yliksek polimorfizm mikrosatelitleri populasyonlarin genetik olaylarini
ortaya koymak (Lexer et al. 1997) ve yakin akraba genotiplerin ayrilmasinda kullanilmak i¢in
uygun hale getirir (Kumar et al. 2009). Dolayisiyla populasyon c¢alismalarinda da
kullanilabilmektedirler (Kiiciik 2010). Ayrica ¢ok az miktarda DNA kullanimina da imkan
vermesi mikrosatelitleri cok kullanish hale getirmektedir (Powell et al. 1996). Mikrosatelitler
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herhangi bir hedef organizmadan kolayca izole edilebilmesinin yanisira tekrar ve komsu
tekrarlart iceren tiim lokusu da dizilebilir. Mikrosatelit tekrar bolgelerindeki polimorfizm PZT
yardimiyla kolayca gozlemlenebilir (Gillet 1999). Bunun i¢cin DNA’daki tekrar bdlgesinin
tamamlayicis1 olan lokus-spesifik onciiller kullanilir (Queller et al. 1993). Bu onciiller
mikrosatelitlerin yan bdlgelerinde bulunanan 20-25 bp uzunlugundaki bolgeden elde
edilmektedir (Kumar et al. 2009, Kiiciik 2010). Onciiller araciligiyla istenen motif PZT nde
cogaltilmakta ve bu PZT firiinleri uygun elektroforez sisteminde kosturularak polimorfizm
gorliniir hale getirilmektedir. Populasyon i¢indeki cesitlilik ve yap1 mikrosatelit belirteclerin

bu yiiksek polimorfizmi sayesinde kolayca belirlenmektedir (Morgante and Olivieri 1993).
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BOLUM 2

MATERYAL VE METOT

Bu calisma i¢in 2011-2012 yillar1 arasinda Zonguldak ili Caycuma ilgesi’nden Sherman tipi
kapanlar kullanilarak kemirici &rnekleri toplanmustir. Orneklerin tiir teshislerinde morfolojik
veriler, elde edilen Orneklerden alinan dokularda RABV taranmasi i¢in viral RNA
ekstraksiyonu, cDNA sentezi, yuvalanmis (nested) RT-PZT ve goriintiilemek i¢in de agaroz
jel elektroforezi yapilmistir. Ayrica populasyon yapist calismalari i¢in agaroz jel
elekroforezinde pozitif bant veren 6rneklerin lokalitelerinden toplam 45 6rnegin mikrosatelit

caligmalar1 hizmet alim1 ile yaptirilmistir.

2.1 ARAZICALISMALARI

Bu ¢aligma 2011-2012 yillar1 arasinda Zonguldak ili Caycuma il¢esinde gergeklestirilen birer
giinliik arazi ¢aligsmalari sonucunda 197 Apodemus spp. ve 45 Myodes glareolus tiirlinden
toplam 242 kemirici 6rnegi elde edilerek yapilmistir. Kemiricilerin yakalanmasi i¢in dldiiren
kapanlara gore ¢esitli avantajlar1 olan Sherman tipi kapanlar kullanilmistir. Bu kapanlar
hayvandan dokularin toplanmasimna dek gecen siire i¢cinde canli kalmasini saglayarak
enfeksiyona yol agan olasi Lyssaviriislerin RNA’larinin  denatiire olmast ihtimalini
minimalize eder. Ayrica kapana yakalanan hayvanin yabani dogadaki etgiller tarafindan
yenerek tiiketilmesi ya da harab edilmesi olasiligin1 ortadan kaldirir. Kapanlarda ¢ikolata ve
findik karisgmindan elde edilen yemler kullamilmistir. Kapanlar ormanlik alanda bitki

oOrtiisiinlin yogun oldugu yerlere, aga¢ kovuklarina ve taglik alanlara kurulmustur.

Lokalite segimi yapilirken Zonguldak Saglik Il Miidiirliigii’ne basvurulmustur. Zonguldak
Saglik 11 Miidiirliigii verilerine gore son iki yilda kuduz kaydi yapilmis lokalite verileri temel
aliarak orneklemin yapilacagi alan belirlenmistir. Kapanlama yapilan tiim lokalitelerin GPS
kayitlar1 alinmistir. Lokaliteler ve GPS noktalar1 Sekil 2.1’de gosterilmistir. Belirlenen

lokaliteler ve lokalitelere gore ornek sayilar1 Cizelge 2.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.1 Ornek toplanan lokaliteler.

Cizelge 2.1 Lokalitelere gore tiirlerin dagilimi.

TUR
LOKALITE Myodes glareolus Apodemus spp. | TOPLAM

Akpinar 2 17 19
Temenler 13 7 20
Tiirkali - 12 12
Derecikoren 7 14 21
Comlekei 7 6 13
Yesilkoy 2 6 8
Comranli - 1 1
Yesilyayla - 4 4
Y. Ihsaniye 3 9 12
A. Thsaniye 1 5 6
Sazkoy 2 18 20
Sarmasik - 27 27
Sarmasik yakinlari 6 29 35
Olukyani1 koyii - 11 11
Filyos 2 31 33
TOPLAM 45 197 242
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2.2 VIRUS CALISMALARI

2.2.1 Diseksiyon ve Orneklerin Hazirlanmasi

Elde edilen 6rnekler diseksiyon igleminden once arazi defterine 6rnek numarasi verilerek ve
hayvanin burun aniis mesafesi, kuyruk boyu, ardayak boyu, kulak boyu, cinsiyeti ve agirligi

belirlenerek kayit edilmistir.

Hayvan eterle bayiltilir. Bayiltildiktan sonra boynu kirilarak hizlica dldiiriiliir. Viral RNA
calismasi i¢in her bir hayvanin biitlin beyin dokusu foramen magnum’dan pastér pipeti
yardimiyla kafatasina zarar vermeden dikkatlice alinir (Iamamoto et al. 2011). Alinan beyin
dokular1t RNA koruma ¢dzeltisi i¢erisine alindiktan sonra -80 °C’de saklanmustir. Elde edilen
orneklerin kafataslar1 tiir teshisinde kullanilmak {izere laboratuvarda temizlenmis olup,
temizleme islemi kafataslarmin 80-90 °C’deki amonyakli suda 10-15 dakika bekletilmesi
sonucunda tiizerlerindeki yag ve kas dokusundan ayrilmasiyla gerceklestirilmistir. Kafataslar

Biilent Ecevit Universitesi Molekiiler Sistematik Laboratuvari’nda saklanmaktadir.

2.2.2 RABV-RNA’nin Saptanmasi

Hedef kemiricilerin (Apodemus spp. ve Myodes glareolus ) toplan 242 beyin dokusundan
RABYV genomik RNA’sinin saptanmasi i¢in asagidaki islemler gerceklestirilmistir:

2.2.2.1 RNA Ekstraksiyonu

Acide-guanidium-phenol-chloroform yontemi ile RNA ekstraksiyon islemi yapilmistir
(Chomczynski and Sacchi 2006). Bu amagcla ticari bir RNA ekstraksiyon solusyonu olan

RNAtidy G iiretici firmanin 6nerilerine gore asagidaki is akisi ile kullanilmistir:

1. 1 ml RNAtidy G igerisine 50-100 mg doku konuldu ve tekrarli pipetleme yapilarak
karistirildi. Dokular iyice pargalandi.

2. Homojenize orneklerin her biri RNA/ protein komplekslerinin ayrismasi i¢in kisa bir
siire (3-5 dk) inkiibe edildi.

3. Lizat iizerine kloroform eklendi. ik homojenlesmede her 1 ml RNAtidy G igin 0,2 ml

kloroform kullanmak gereklidir.
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Tiip dikkatlice kapatildi ve kuvvetlice sallandu.
Tiip RNA’nin safliginin artmasini saglamak i¢in 15-25°C’ de 10 dakika inkiibe edildi.
Soliisyonu 3 faza ayirmak i¢in, tiipler 12000 g ve 4 °C’de 15 dakika santrifiijlendi.

A

Ustteki sulu faz yeni tiipe aktarild1 ve iizerine sulu fazla ayn1 hacimde izopropanol

eklendi.

8. Tiip kapatildiktan sonra birkag¢ kez ters ¢evrilerek iyice karistirildi.

9. Ornek, RNA’nin ¢dkelmesi igin 15 dakika buz iizerinde bekletildi.

10. 12000 g ve 4 °C’de 15 dakika santrifiijlenir. Siipernatant uzaklastirildi.

11. Her santrifiij tiipiine %75 ethanol eklendi. Ilk homojenizasyon prosediiriinde her 1 ml
RNAtidy G i¢in %75’lik etanolden en azindan 1 ml kullanmak gereklidir.

12. Vorteks ile RNA pelleti etanolde yikandi.

13. Ornek, 7500 g’de 4 °C veya oda sicakliginda 15 dakika santrifiijlendi. Siipernatant
uzaklagtirildu.

14. Her santrifiij tiipiine %100 ethanol eklendi. ilk homojenizasyon prosediiriinde
kullanilan her 1 ml RNAtidy G i¢in %100’lik etanolden en azindan 1 ml kullanildi.

15. Vorteks ile RNA pelleti etanolde yikandi.

16. Ornek, 7500 g’de 4 °C veya oda sicakliginda 15 dakika santrifiijlendi.

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

18. RNA pelleti, 20 pul RNase-free injeksiyonluk suda tekrar slispansiyon haline getirildi

ve -80 °C’ye kaldirilarak saklandi.

2.2.3 Onciillerin Belirlenmesi

Bu calismada hem “Hemi-nested” PZT i¢in bir ileri, iki geri dnciil tasarlanmig, hem de Heaton
ve arkadaslarinin referans onciilleri kullanilmistir (Heaton et al. 1997). Onciillerin tasarlanmasi
icin GenBank veri tabanindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) Tirkiye, Rusya, Irak,
Ukrayna, Bulgaristan ve Yunanistan’dan bildirilmis farkl tiirlerden kdken alan RABV dizileri
indirilerek MEGA 5.2.1 siirlimii ile hizalanmistir (Kumar et al. 2008). Diziler ile ilgili bilgiler
cizelge 2.3°de gosterilmistir. Ileri ve geri onciiller tiim genom icerisindeki korunmus bélge olan
N geni igerisinden secilerek, 300 niikleotidlik bolge cogaltilacak sekilde tasarlandi. Secilen
onciillerin uygunlugunun tespiti i¢in Integrated DNA Technologies (http://eu.idtdna.com/)
sitesine girilerek Onciillerin erime sicakligi, GC ylizdesi, self-dimer ve hair-pin durumlari
gozden gecirildi, ayrica BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) programi ile de

dizilerin uyumluluklarina bakilarak onciillerin hangi organizmalar1 yakaladigi kontrol edildi.
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Cizelge 2.2 Onciil tasariminda kullanilan dizilerin GenBank bilgileri.

Dizi Kodu GenBank No Konak Ulke
TR1 AY956352.1 Sigir Tirkiye
TR2 AY956351.1 Kopek Tiirkiye
TR3 AY536258.1 Tilki Tirkiye
TR4 AY536257.1 Cakal Tirkiye
TR5 AY536256.1 Cakal Tiirkiye
TR6 AYS536254.1 Cakal Tiirkiye
TR7 EU180618.1 Insan Tiirkiye
TRS EU180617.1 Insan Tiirkiye
TRY EU180616.1 Insan Tiirkiye
TR10 EU180615.1 Insan Tiirkiye
TR11 DQ837480.1 Kopek Tiirkiye
TR12 DQ837479.1 Kopek Tiirkiye
TR13 DQ837478.1 Kopek Tiirkiye
TR14 DQ837476.1 Kopek Tiirkiye
TR15 DQ837474.1 Inek Tiirkiye
TR16 AY091618.1 Sigir Tiirkiye
TR17 AY091615.1 Tilki Tiirkiye
TR18 AY091614.1 Tilki Tirkiye
TR19 AY091613.1 Tilki Tirkiye
TR20 AY091611.1 Tilki Tiirkiye
TR21 AY091609.1 Kurt Tiirkiye
TR22 AY091608.1 Kopek Tiirkiye
TR23 AY091630.1 Tilki Tirkiye
TR24 AY091629.1 Tilki Tiirkiye
RUS1 K(C595283.1 Kizil Tilki Rusya
RUS2 KC595282.1 Kizil Tilki Rusya
RUS3 KC595281.1 Kedi Rusya
RUS4 KC595280.1 Kizil Tilki Rusya
RUSS JQ944707.1 Geyik Rusya
RUS6 JQ944706.1 Kopek Rusya
RUS7 JQ944705.1 Kopek Rusya
RUSS J1Q944704.1 Rakun Rusya
RUS9 EF542830.1 - Rusya
IRQ1 JX524176.1 Inek Irak
IRQ2 JX524178.1 Inek Irak
IRQ3 JX524177.1 Kopek Irak
IRQ4 EF611869.1 Kopek Irak
UKR1 IN656511.1 Kopek Ukrayna
UKR2 JN656510.1 Kedi Ukrayna
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Cizelge 2.2 (devam ediyor)

Dizi Kodu GenBank No Konak Ulke
UKR3 JN656509.1 Kopek Ukrayna
UKR4 JN656508.1 Kedi Ukrayna
UKRS IN656507.1 Sansar Ukrayna
UKRG6 IN656506.1 Kopek Ukrayna
UKR?7 JN656505.1 Tilki Ukrayna
UKRS IN656504.1 Kedi Ukrayna
UKR9 IN656503.1 Kopek Ukrayna

UKR10 IN656502.1 Tilki Ukrayna
UKR11 JN656501.1 Kokarca Ukrayna
UKR12 JN656500.1 Kedi Ukrayna
UKR13 IN656499.1 Kedi Ukrayna
UKR14 JN656498.1 Tilki Ukrayna
UKR15 IN656494.1 Tilki Ukrayna
UKR16 JN656493.1 Kedi Ukrayna
UKR17 IN656492.1 Tilki Ukrayna
UKR18 IN656474.1 Okiiz Ukrayna
UKR19 IN656514.1 Rakun Ukrayna
BUL1 JQ973873.1 Tilki Bulgaristan
BUL2 JQ973872.1 Tilki Bulgaristan
BUL3 JQ973871.1 Tilki Bulgaristan
BUL4 JQ973870.1 Tilki Bulgaristan
BULS JQ973869.1 Tilki Bulgaristan
BULG6 JQ973868.1 Cakal Bulgaristan
BUL7 JQ973866.1 Tilki Bulgaristan
BULS DQ300304.1 Insan Bulgaristan
BULY9 DQ300303.1 Kopek Bulgaristan
BUL10 DQ300301.1 Cakal Bulgaristan
BUL11 DQ300300.1 Tilki Bulgaristan
BUL12 DQ300299.1 Inek Bulgaristan
BUL13 DQ300298.1 Kopek Bulgaristan
BUL14 DQ300296.1 Tilki Bulgaristan
BUL1S5 DQ300294.1 Tilki Bulgaristan
BUL16 DQ300293.1 Tilki Bulgaristan
GR1 KC011844.1 Kizil Tilki Yunanistan
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Cizelge 2.3 PZT icin RABV’iin N genine gore tasarlanan Onciiller.

Onciil Dizi Polaritesi | Pozisyon | Niikleotit sayis1 | %GC Tm Hairpin Tm | Self-dimer (kcal/mole)

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

5’-GTC ART TCC AWG CCT CCT G-3’ Antisense | 368-386 19 % 55.3 | 54.6°C -
RABV-R1 Reverse komplementeri:

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

5’- ACG YTT TAT BTC YAC CAG AGA -3° | Aantisense | 319-339 21 %413 | 52.5°C -

RABV-R2 Reverse komplementeri:

5'- TCT CTG GTR GAV ATA AAR CGT -3'
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Cizelge 2.4 Kuduz (RABV) ve kuduz benzeri viriislerin (RRV) hnRT-PCR amplifikasyonu i¢in kullamlan Oligoniiklleotid 6nctilleri (Heaton et al. 1997).

Onciil Dizi Sense Pozisyon

JW12 ATGTAACACC(C/T)CTACAATTG M 55-73
JWé6 (DPL) CAATTCGCACACATTTTGTG G 660-641
JWe6 (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 viriisiiniin PZT ile DNA’sinin ¢ogaltilabilmesi i¢in dncelikle cDNA sentezi
yapildi. cDNA sentezi {iretici firmanin (Fermentas #EP0352) tavsiyelerine gore yapildi:

SuL kalip RNA 200uL’lik tiipe konuldu.

0.2 ng Random hexamer eklendi.

Son hacim 11.5 pL olacak sekilde DEPC-treated water ile tamamlandi.

Tiip 151 dongii cihazinda 65°C’da 5 dakika inkiibe edildi ve ardindan buzda sogutuldu.

A

5x reaksiyon tamponundan 4ul, 10mM dNTP’den 2uL, riboniikleaz inhibitériinden

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

6. Karisim 1s1 dongii cihazinda 37 °C’de 60 dakika, ardindan 25°C’da 10 dakika inkiibe
edildi.

7. Reaksiyon, tiipiin 70°C’da 10 dakika 1sitilarak durduruldu ve 4°C’da sogutuldu.

8. Sentezlenen cDNA -20°C’da saklandi.

2.2.5 RABYV ic¢in Tasarlanan Onciillerle Yapilan PZT Optimizasyonu

Optimizasyon c¢alismalarinda polimeraz zincir tepkimesinin duyarliligmmin maksimum
diizeyde olmast ve dokuda bulunan en diisiik miktardaki RNA’nin yakalanabilmesi
hedeflendi. Bunun i¢in oncelikle baslangig miktari bilinen (10" kopya/ml) pozitif kontrol
diliisyonlar1 kullanildi. “Hemi-nested” PZT ve “Touchdown” PZT uygulamalari ile en duyarlt
ve Ozgil sonuglar1 veren reaksiyon karisimi konsantrasyonlari, dongiiler ve baglanma
(annealing) sicakliklar1 belirlendi. Calismalar sirasinda elde edilen PZT sonuglart miimkiin
olan en diisiik konsantrasyondaki pozitif kontrol miktarin1 smear ve 6zgiil olmayan baglanma

olmaksizin yakalayabilen sartlar optimum olarak kabul edildi.

Optimum sartlarin belirlenmesi amaciyla Onciil konsantrasyonu, Mg*" konsantrasyonu,
baglanma (annealing) sicakligi, dongii sayis1 gibi degiskenlerle oynanarak yapilan denemeler
sonucunda en duyarlt sonuglar belirlendi. Bu duyarlilik diizeylerinde 06zgiil olmayan
baglanmalarin giderilmesi amaciyla ise ortama farkli konsantrasyonlarda dimetil siilfoksid

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

2.2.6.1 Tasarlanan Onciillerle Yapilan Polimeraz Zincir Tepkimesi

Yapilan optimizasyon sonucunda belirlenen c¢ogaltma iglemi iki asamali olarak yapildi.
Cogaltma i¢in dncellikle dis sonra i¢ Onciiller kullanildi. Reaksiyonlar 50uL hacimde yapildi.
Cogaltma islemi 1s1 dongii cihazinda asagidaki dongiiler dogrultusunda gergeklestirildi.Elde
edilen sonuclar 1s18inda Orneklerin taranmasi i¢in en uygun PZT karigimlari ve tepkime

sartlar1 agagidaki sekilde belirlendi

Cizelge 2.5 1. PZT de kullanilan karigimin igerigi.

Bilesen Miktar
H,O 36,5 ul
Buffer 10X (NH4),SO, S5ul
MgCl, (25mM) 3ul
dNTP (10mM) 1 ul
Onciil RABV F (25 pmol/ ul) 1 ul
Onciil RABV R1 (25 pmol/ ul) 1 ul
DMSO (%2) 1 pl
Taq polimeraz 0.5 pl
cDNA 1 ul

Cizelge 2.6 1. PZT uygulamas1 amplifikasyon kosullari.

Islem Sicaklik (°C) Siire Dongii
On denatiirasyon 94 3 dk. 1
Denatiirasyon 94 30 sn

Baglanma 51 30 sn 10
Uzatma 72 45 sn
Denatiirasyon 94 30 sn

Baglanma 50 30 sn 10
Uzatma 72 45 sn
Denatiirasyon 94 30 sn

Baglanma 48 30 sn 15
Uzatma 72 45 sn

Son uzatma 72 5dk 1
Saklama +4 00
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Cizelge 2.7 2. PZT de kullanilan karigimin igerigi.

Bilesen Miktar
H,O 36,5 ul
Buffer 10X (NH4)2SO, 5ul
MgCl, (25mM) 3ul
dNTP (10mM) 1wl
Onciil RABV F (25 pmol/ pl) 1 pl
Onciil RABV R1 (25 pmol/ ul) 1 pl
DMSO (%2) 1 ul
Taq polimeraz 0.5 ul
cDNA 1l

Cizelge 2.8 2. PZT uygulamasi amplifikasyon kosullari.

Islem Sicaklik (°C) Siire Dongii
On denatiirasyon 94 3 dk. 1
Denatiirasyon 94 45 sn

Baglanma 51 45 sn 10
Uzatma 72 45 sn

Denatiirasyon 94 45 sn

Baglanma 48 45 sn 25
Uzatma 72 45 sn

Son uzatma 72 5 dk

Saklama +4 o0

2.2.6.2 Referans Onciiller ile Yapilan Polimeraz Zincir Tepkimesi

Calisma i¢in belirlenen onciillerin sentezlenmesi ve PZT protokoliiniin (Heaton et al. 1997)
uygulanmasit BM Yazilim Danigsmanlik ve Laboratuvar Sistemleri Ltd. Sti. tarafindan hizmet
alimi seklinde gerceklestirilmistir. Orneklerin taranmasi i¢in kullanilan PZT karisimlar ve

tepkime sartlar1 asagidaki sekildedir:
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Cizelge 2.9 1. PZT de kullanilan karisimin igerigi.

. Stok Reaksiyon
Bilesen
Konsantrasyonu Konsantrasyonu

PCR Buffer 10X 1X
MgCI2 25mM 1,5 mM
dNTP mix 20 mM 0,2 mM
JW6-E 20 uM 0,4 uM
JW6-DPL 20 uM 0,4 uM
JIW6-M 20 uM 0,4 uM
JW12 20 uM 0,7 uyM
Hot Start Taq DNA Polymerase SU/ ul 250

cDNA

2 ul

PCR grade su ile 25 pl’ye tamamlanir

Cizelge 2.10 1. PZT uygulamas1 amplifikasyon kosullari.

Sicaklik (°C) Siire Dongii
95 15 dk. 1
95 60 sn
45 90 sn 5
50 20 sn
72 60 sn
95 30 sn
45 60 sn
50 20 sn 40
72 60 sn
95 30 sn
45 90 sn |
50 20 sn
72 10 dk.
+8 o
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Cizelge 2.11 2. PZT de kullanilan karisimin igerigi.

. Stok Reaksiyon
Bilesen
Konsantrasyonu Konsantrasyonu
PCR Buffer 10X 1X
MgCI2 25mM 1,2 mM
dNTP mix 20 mM 0,2 mM
JW10-DLE2 20 uM 0,2 uM
JW10-MEI 20 uM 0,2 uM
JW10-P 20 uM 0,2 uM
JW12 20 uM 0,4 uM
Hot Start Taq DNA Polymerase SU/ ul 2U
PCR Uriinii 1l
PCR grade su ile 35 pl’ye tamamlanir

Cizelge 2.12 2. PZT uygulamasi amplifikasyon kosullari.

Sicaklik (°C) Siire Dongii
95 15 dk. 1
95 45 sn
59 30 sn 25
72 35 sn
72 5 dk. 1
8 o

2.2.7 Agaroz Jel Elektroforezi

PZT iirlinlerini goriintiilemek amaciyla agaroz jel elektroforezi yapildi. Jel hazirlanirken 100
mL 1xTAE icerisinde 1gr agaroz karistirildi. Mikrodalga firinda orta giigte agaroz eritildi.
Icerisine 8.0 puL etidyum bromid (10mg/mL) karistirild1 ve taragi hazir jel kabma dokiiliip
donmas1 i¢in oda 1sisina birakildi. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice jelin igerisinden
cikarildi ve jel kalip ile birlikte elektroforez tankina yerlestirildi. 10 pL PZT {iriiniine
10xDNA yiikleme tamponundan 2 pL karistirildi ve jelde acilmis kuyulara yiiklendi.
Kuyulardan birisine “marker” yiiklendi. Elektroforez giic kaynagi 120V a ayarlandi ve jel 40
dakika ytiriitiildii. Jel transliiminatorde orta dalga UV’de (280-340 nm) goriintiilendi ve Vilber
Lourtmat Infinity-1000/26MX cihaziyla fotografi c¢ekildi. Goriintillen bant biiyiikleri

“marker” ile karsilagtirildi.

31




2.3 POPULASYON CALISMALARI

RABV taramasi sirasinda Agaroz jel elektroforezinde pozitif bant veren Orneklerin
lokalitelerine ait toplam 45 Ornegin mikrosatelit ¢alismalar1 BM Yazilim Danismanlik ve
Laboratuvar Sistemleri Ltd. Sti. tarafindan hizmet alimi1 seklinde gergeklestirilmistir.

2.3.1 Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT)

Mikrosatelit ¢aligmalarinda kullanilan karigimlarin igerikleri ve amplifikasyon kosullart ile

ilgili bilgiler asagida verilmistir.

Cizelge 2.13 Mikrosatelit PZT ¢alismalarinda kullanilan karigimin igerigi.

. Stok Reaksiyon
Bilesen
Konsantrasyonu | Konsantrasyonu
PCR Buffer 10X 1X
MgCl, 25mM 1,2 mM
dNTP mix 20 mM 0,2 mM
Ileri Onciil 20 uM 0,4 uM
Geri Onciil 20 uM 0,4 uM
Hot Start Tag DNA Polymerase SU/ ul 2U
DNA 2 ul
PCR grade su ile 35 pl’ye tamamlanir

Cizelge 2.14 Mikrosatelit PZT uygulamas1 amplifikasyon kosullari.

Sicaklik (°C) Siire Dongii
95 13 dk. 1
95 30 sn
59 30 sn 32
72 28sn
72 5 dk. 1
8 o0

32



Cizelge 2.15 Ikili PZT calismalarinda “MSAfl16+ MSAf22” gen bolgeleri i¢in kullanilan
karisimin icerigi.

Bilesen Stok Reaksiyon
Konsantrasyonu | Konsantrasyonu

PCR Buffer 10X 1X
MgCl, 25mM 1,2 mM
dNTP mix 20 mM 0,2 mM
MSAF16-F 20 uM 0,5 uM
MSAF16-R 20 uM 0,5 uM
MSAF22-F 20 uM 0,4 uM
MSAF22-R 20 uM 0,4 uM
Hot Start Taqg DNA Polymerase SU/ ul 22U
DNA 2 ul

PCR grade su ile 35 pl’ye tamamlanir

Cizelge 2.16 “MSAfl6+ MSAf22” gen bolgeleri i¢in yapilan ikili PZT amplifikasyon

kosullari.
Sicaklik (°C) Siire Dongii

95 13 dk. 1
95 30 sn

58 30 sn 35
72 25sn

72 5 dk. 1

8 0

Cizelge 2.17 ikili PZT calismalarinda “MSCg9 + MSCgl5” gen bélgeleri icin kullanilan
karisimin icerigi.

Bilesen Stok Reaksiyon
Konsantrasyonu | Konsantrasyonu

PCR Buffer 10X 1X
MgCl, 25mM 1,2 mM
dNTP mix 20 mM 0,2 mM
MSCg9-F 20 uM 0,6 uM
MSCg9-R 20 uM 0,4 uM
MSCgl5-F 20 uM 0,3 uM
MSCgl5-R 20 uM 0,6 uM
Hot Start Taqg DNA Polymerase S5U/ ul 2,20
DNA 3 ul

PCR grade su ile 35 pl’ye tamamlanir
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Cizelge 2.18 “MSCg9 + MSCgl5” gen bolgeleri i¢cin yapilan ikili PZT amplifikasyon

kosullari.
Sicaklik (°C) Siire Dongii

95 13 dk. 1
95 30 sn

58 30 sn 35
72 25sn

72 5 dk. 1

8 00

2.3.2 Agaroz Jel Elektroforezi

PZT ile elde edilen amplifikasyon sonuglarin1 goriintillemek amaciyla agaroz jel elektroforezi
yapildi. Jel hazirlanirken 100 mL 1x TBE tampon igerisinde 2.2 gr agaroz karistirildi.
Mikrodalga firnda orta giicte agaroz eritildi. Igerisine 8.0 puL etidyum bromid (10mg/mL)
karistirildi ve taragi hazir jel kabina dokiiliip donmasi i¢in oda 1sisina birakildi. Jel donduktan
sonra tarak dikkatlice jelin icerisinden ¢ikarildi ve jel kalip ile birlikte elektroforez tankina
yerlestirildi. Jelde acilmis kuyulardan birisine “marker”, diger kuyulara ise PZT iirilinleri
yiiklendi. 100 volt akimda 120 dakika elektroforezde yiiriitiildii veUV 1s18inda goriintiisii

alindi.
2.3.3 istatistiksel Analizler

Zonguldak 1li’nin Caycuma ilgesindeki kuduz goriilen lokalitelerden alinan Myodes ve
Apodemus populasyonlarna ait Orneklerin toplam 9 mikrosatellit lokusu bakimindan
tanimlanmasinda kullanilan gesitli istatistiksel degerlerin hesaplanmasi ve uygun analizlerin
yapilmast igin Peak Scanner™™ Software v1.0, POPGENE v 1.31 (Yeh et al. 1999), Arlequin
v. 3.1 (Excoffier et al. 2006), GenAIEx 6.5 (Peakall and Smouse 2012) yazilimlarindan

yararlanilmistir.
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BOLUM 3

SONUCLAR

3.1 VIRUS CALISMALARI

Bu calismada Zonguldak ili’nin Caycuma ilgesinde yer alan ve Saglik I Miidiirliigiiniin
verilerine gore belirlenen 16 lokaliteden toplanan 242 Ornekte“Hemi-nested” ve

“Touchdown” PZT yontemleriyle RABV taramasi yapilmistir.

3.1.1 PZT Optimizasyon Bulgular:

Tasarlanan PZT sonucunda onciillerin ve R+ kontroliin ¢alistig1 tespit edildi. R+ kontroliin

bant biiytlikliigliniin beklenen ile ayn1 oldugu gozlendi (Sekil 3.1).

M- marker

1- (+) kontrol IN
2- (1) kontrol 2N
3- () kontrol IN
4- (-) kontrol 2N

%1'lik agaroz jel
2 ul loading dye

Sekil 3.1 PZT optimizasyonu-tasarlanan PZT ile R+ kontrol ve Onciillerin ¢alismasinin
kontrolii.
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Farkli diliisyonlarda yaptigimiz PZT denemelerinden en olumlu sonucu veren 50 pmol/ul lik

onciille R+ kontroliin 10 diliisyonundan elde edilen iiriiniin verdigi gézlenmistir (Sekil 3.2).

25p 25p 25p SO0p S0p S0p
1/10 1/100 1/10 1/100

Sekil 3.2 PZT optimizasyonu-6nciil konsantrasyonu ve R+ kontrol diliisyon denemesinden
elde edilen jel goriintiisii.

R+ kontroliin hiicre kiiltiiriinden elde edildiginden igeriginin ¢ok yogun olmasi ve dokularda

bu kadar yogun {riin bulunamayacagi icin, duyarliligin arttirllmasi gerektigine karar

verilmistir. Bu amagla 50 pmol/ul lik 6nciille ve R+’in 107, 10*, 10™ ve 10 dilusyonlar ile

hazirlanan PZT sonucunda elde edilen jel goriintiisii Sekil 3.3de verilmistir. R+ kontroliin 10

3 ve 10 diliisyonlarindan elde edilen PZT iiriinlerinde bant gézlenmezken, 107 ve 10° ise

smear’lerin oldugu gozlendi (Sekil 3.3).

10-3 10-4 10-5

P

50 pmol onciil
2.PZT

Sekil 3.3 PZT optimizasyonu-diliisyon denemesi sonucu elde edilen jel goriintiisii.
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Bir 6nceki denemede ortaya ¢ikan non-spesific baglanmalarin 6nlenmesi i¢in yapilan deneme
sonucunda touchdown PZT’de 10”, normal PZT’de 10*'de bant oldugu ancak non-spesific

baglanmalarla ilgili bir diizelme olmadig tespit edildi (Sekil 3.4).

IV R 1 T e S
10-3 10-4 10-5 10-6 10-3 10-4 10-5 10-6
Touchdown PZT Normal PZT

Sekil 3.4 Optimasyonu-iki farkli PZT yontemi denemesinden elde edilen jel goriintiisii.

Bir 6nceki denemede 50 pmol/ul lik onciille ve R+ kontroliin 10'3, 10'4, 10° ve 10°°
dilusyonlar1 ile hazirlanan PZT, sadece oOnciil konsatrasyonu 25 pmol/ul’e diisiiriilerek

tekrarlanmigtir. Sekil 10 ‘da verilen jel goriintiisii sonucunda smear’lerin devam ettigi tespit
edildi (Sekil 3.5).

M + S + + < + + + &
10-3 10-4 10-5 10-6 10-3 10-4 10-5 10-6
Touchdown PZT Normal PZT

Sekil 3.5 PZT Optimasyonu-iki farkli PZT yontemi denemesinden elde edilen jel goriintiisii.
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Smear’lerin {irlin fazlahigindan kaynaklanmasin1 engellemek i¢in daha once yapilan
denemelerde R+ kontroliin 107 diliisyonunun kalip olarak kullanildigr 1. PZT fiiriiniiniin
10", 107 ve 107 diliisyonlar1 hazirland1. Bu diliisyonlarin 2. PZTde kalip olarak kullanildig
PZT’nin sonucunda tiim diliisyonlarin bant verdigi gozlendi. Ancak 2. PZT’de kalip olarak
kullanilan 102 ve 107 diliisyonlarmi verdigi iiriinlerin daha kuvvetli bantlar verdigi

gozlenmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6 PZT Optimizasyonu-diliisyon denemesinden elde edilen jel goriintiisii.

Dokularindaki viral yiikii diisiik olan 6rneklerde de bant yakalanabilmesi i¢in PZT nin daha
duyarli hale gelmesi gerekmektedir. Bu nedenle R+ kontroliin 107 diliisyonu ile 1. PZT
yapilip, bu iiriiniin de 10, 107 ve 107 diliisyolarim kullanarak 2. PZT yapilmustir. Sekil 12
‘deki PZT sonucuna gére 107/107 ve 107/107 diliisyonlariyla yapilmus PZT iiriinlerinin bant

verdigi tespit edilmistir. Ancak smearlerin halen devam ettigi gézlenmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7 PZT Optimizasyonu-diliisyon denemesi jel goriintiisii.
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Yapilan diliisyon denemeleri sonucunda smearlerin devam ettigi gozlenmistir. Non-spesifik
baglanmalarin hatali Mg™" konsantrasyonundan kaynaklanp kaynaklanmadigini gézlemlemek igin

Karisim igerisindeki Mg™ miktar1 3 pul’den 4 ul’ye ¢ikarilarak PZT tekrarlanmustir (Sekil 3.8).

MO10-3 10-3 10-3
Lie-1 12 10-3

Sekil 3.8 PZT Optimizasyonu-Mg"* konsantrasyon denemesi jel goriintiisii.

Yapilan DMSO konsantrasyon denemeleri sonucunda non spesifik baglanmalarin olusmadig:
gozlendi. %2’lik ve %10’luk DMSO konsantrasyonlarin non-spesifik baglanmalar {izerine
tyilestirci etkisi oldugu gozlenmistir (Sekil 14). Tekrarliginin kontrolii i¢in %2’lik ve %10’luk
DMSO konsantrasyonlariyla PZT tekrarlanmistir. Sonug olarak en iyi sonucun %2’lik DMSO
konsantrasyonunda alindig1 gézlenmistir (Sekil 3.9, 3.10).

Sekil 3.9 PZT Optimizasyonu-DMSO konsantrasyon denemesi.
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M 10-3 10-3
10-3 10-3
%2 DMSO %10 DMSO

Sekil 3.10 PZT Optimizasyonu-DMSO konsantrasyon denemesi.

3.1.2 Orneklerin PZT Taramasi Bulgulari

Omneklerin beyin dokularindan yapilan RNA ekstraksiyonu ve cDNA sentezi sonucunda
yapilan PZT taramasi sonuclarma 8 lokaliteye ait toplam 8 oOrnekte RABV pozitifligi
saptanmistir (Sekil 3.11). Referans onciillerle yapilan PZT taramasi sonucu Sekil 3.12°de
gosterilmistir. Pozitiflik saptanan 6rneklerin toplandig: lokaliteler ve drneklerle ilgili bilgiler

ise ¢izelge 3.1°de gosterilmistir.

6810 6686 6867 6582 6677 6511 6517 6536

Sekil 3.11 Tasarladigimiz onciillerle yapilan PZT sonucunda pozitif 6rneklerin jel goriintiileri.
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NTC NTC-2 6810 6517 6677 6536 6582 6867

Sekil 3.12 Referans onciillerle hizmet alimi1 seklinde gergeklestirilen PZT sonucunun jel

goruntust.
Cizelge 3.1 Pozitif ¢ikan 6rnekler ve bilgileri.

Ornek no Tiir Lokalite
6511 Apodemus spp. Filyos
6517 Apodemus spp. Tiirkali
6536 Myodes glareolus Comlekei
6810 Myodes glareolus Filyos
6686 Apodemus spp. Yukari Ihsaniye
6867 Apodemus spp. Olukyani1
6582 Myodes glareolus Temenler
6677 Myodes glareolus Yesilkoy

Ancak bu bulgularin daha ileri derecede DNA sekansi diizeyinde dogrulanmasi gerektiginden,
pozitif Orneklerin 2. PZT iiriinleri DNA sekans analizi yapilmak tizere Macrogen firmasina

gonderilmistir.

Sekil 3.13 Jelde Pozitif ¢ikan orneklerin yayilis yerleri.
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Sekans analizinden gelen sonuglar Bioedit programi ile diizenlendikten sonra, yine ayni
programla align edilmistir. 8 6rnekten ortalama 340 bp’lik diziler elde edilmistir. Ancak blast
analizlerinde, sadece iki Ornegin yaymlanmis Rabies viriislerinin dizileri ile diisiik oranda

benzerlik gosterdigi bulunmustur.
3.2 POPULASYON CALISMALARI

Populasyon c¢alismasinda, virlis calismasinda kuduz pozitif olarak belirlenen Orneklerin
lokalitelerinden Apodemus ve Myodes populasyonlarina ait toplam 45 6rnek ile ¢aligilmistir
Apodemus cinsine ait 5 populasyon (Filyos, Tiirkali, Yesilkdy, Yukar1 Thsaniye ve Olukyant)
icin 4, Myodes cinsine ait 4 populasyon (Comlek¢i, Temenler, Yesilkdy ve Filyos) icin 5

olmak iizere toplam 9 mikrosatellit lokusu ile ¢alisilmistir.
3.2.1 Genotiplerin Belirlenmesi

Calismada 4 Myodes populasyonu ve 5 Apodemus. populasyonuna ait toplam 45 6rnek
kullanilmistir. Bu Orneklerin genotipleri toplam 9 mikrosatellit lokusu bakimindan BM
Yazilim Danismanlik ve Laboratuvar Sistemleri Ltd. Sti. tarafindan hizmet alimi seklinde
fragment analizi yapilarak belirlenmistir. Allel biiyiikliikleri Peak Scanner™ Software v1.0

yazilimi kullanilarak tespit edilmistir.

Bir lokus bakimindan herhangi bir 6rnek incelendiginde, 6rnegin mikrosatellit fragment
analizi sonucu kiisiirath bir say1 (6rn. 112,37) olarak belirlenirse, allel biiyiikliigii en yakin

tam sayiya yuvarlanarak 6rnegin genotipi belirlenmektedir.

Apodemus populasyonlarinda MSAf-16 lokusunda 114-159 bg¢ araliginda toplam 16 allel
belirlenmistir. Bu lokus bakimindan Sekil 3.14’de gosterilen fragment analizi sonucunda 112
(112,37) ve 114 (114,42) bg’lik allel bakimindan iki pik noktasi elde edilmistir. Buna gore
6516 nolu 6rnegin MSAf-16 lokusu bakimindan elde edilen genotipi heterozigot (112/114)

olarak tespit edilmistir.
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6516-MSAf_16-22.fsa
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S 112.37 S:116.42
D D: 2145

Sekil 3.14 MSAf-16 (6-FAM, Mavi) mikrosatelit lokusu bakimindan heterozigot (112/116)
genotipine sahip drnegin genotipinin fragment analizi ile belirlenmesi.

Myodes populasyonlarinda MSCg-20 lokusunda 136-156 bg¢ araliginda toplam 5 allel
belirlenmistir. Bu lokus bakimindan Sekil 3.15°de gosterilen fragment analizi sonucunda 158
(158.02) be’lik allel bakimindan iki pik noktasi elde edilmistir. Buna gére 6677 nolu 6rnegin
MSCg-20 lokusu bakimindan elde edilen genotipi homozigot (158/158) olarak tespit

edilmistir.

6677-MSCg_19-20.fsa

149 151 153 155 157 159 161 162
12001 7000
1000 1 6000
5000
8001
I-4000
6001
3000
4001 B
I-2000
2007 1000
F R ST S S S RNS - e, y _ e S e
H: 827
A: 522.3
S: 158.0:
D: 2740

Sekil 3.15 MSCg-20 (VIC, Yesil) mikrosatelit lokusu bakimindan homozigot (158/158)
genotipine sahip drnegin genotipinin fragment analizi ile belirlenmesi.
3.2.2 Myodes populasyonlarina ait bulgular

3.2.2.1 Populasyon i¢i genetik varyasyon ve heterozigotluk diizeyi

Mpyodes populasyonlariin lokuslara gore allel genislikleri Cizelge 3.2 ‘de verilmistir. Myodes

populasyonlart i¢in allel genislikleri (AG) sirastyla MSCg-4 (117-174 bg). MSCg-9 (126-166
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b¢), MSCg-15 (127-141 bg), MSCg-19 (127-141 bg) ve MSCg-20 (125-160 bg)’dir. En fazla
allel genisligi MSCg-4 lokusunda, en az allel genisligi ise MSCg-15 lokusunda tespit

edilmistir.

Mpyodes populasyonlari i¢in 5 lokusta toplam 60 allel gozlenmistir. Allel sayilar1 (Na) lokuslar
seviyesinde incelendiginde en az sayidaki allel MSCg-20 (5 adet), en fazla sayidaki allel
MSCg-4 (15 adet) lokuslarinda bulunmaktadir. Tiim lokuslar bakimindan ortalama allel sayis1
9,200 + 3,768 olarak hesaplanmistir.

Populasyonlarda tespit edilen lokus basina diisen allel sayilar1 ve ortalama allel sayilarinin
dagilimlari, her bir lokusta gozlenen allel sayilarinin populasyonlara gore dagilimlari ve

ortalama allel sayilar1 ile lokuslarin allel genislikleri Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2 Myodes populasyonlarinda allel genislikleri, gézlenen allel sayilarinin populasyon
ve lokuslar acisindan dagilimi, populasyon basina ve lokus basina gozlenen allel
sayilar1 ve ortalamalart.

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 sayis1 Comlekgi populasyonunda (7 allel/lokus) MSCg-4 ve
MSCg-15 lokuslarinda gozlenmistir. En az allel ise Yesilkdy (1 allel/lokus) ve Filyos (1
allel/lokus) populasyonlarinda gozlenmis olup, gozlendigi lokuslar MSCg-15 ve MSCg-20
olarak tespit edilmistir. Calismada Myodes populasyonlar i¢in kullanilan lokuslarin allel
frekanslarinin  populasyonlara goére dagilimi Cizelge 3.3’te ve Sekil 3.17-3.21°de

gosterilmistir.
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Allel frekans1 (MSCg4)

0,600 -
w 0,500 -
£ 0400 -
2 0300 - = COM
50,200 -
= 0100 - = TEM
0,000 - YSLK
117/ 119121122/ 123] 124|129 130 134|135 136 144 147 166|174 o
MSCg4

Sekil 3.17 MSCg-4 mikrosatellit lokusu ag¢isindan populasyonlar arasinda allel goriilme

sikliklari.
Allel frekans1 (MSCg9)

0,600 -
n i
2 0300 - = COM
Eoom b |l 101 1 =

0,000 1 YSLK

126 128 129 132 134 137 138 164 166
B FIL
MSCg9

Sekil 3.18 MSCg-9 mikrosatellit lokusu acisindan populasyonlar arasinda allel goriilme

sikliklari.
Allel frekans1 (MSCg15)
1,200
N
2 0600 - = COM
= 0300 = TEM
127 128 129 131 133 134 135 139 140 141
B FIL
MSCgl5

Sekil 3.19 MSCg-15 mikrosatellit lokusu agisindan populasyonlar arasinda allel goriilme
sikliklar1.
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Allel frekans1 (MSCg19)

0,600 -
" 0,500 -
s 0,400 -
% 0,300 - = COM
g 0,200 -
= 0,100 - I I I = TEM
0,000
YSLK
104 125 129 135 137 145 149
®FIL
MSCgl9

Sekil 3.20 MSCg-19 mikrosatellit lokusu agisindan populasyonlar arasinda allel goriilme

sikliklari.
Allel frekans1 (MSCg20)

1,200
» 1,000 -
£ 0800 -
20600 - = COM
; 0,400 -

0,200 - . . . ® TEM

0,000 YSLK

125 136 156 158 160 —
MSCg20

Sekil 3.21 MSCg-20 mikrosatellit lokusu agisindan populasyonlar arasinda allel goriilme

sikliklari.
Cizelge 3.3 Tiim populasyonlardaki tespit edilen allellerin lokus ve populasyonlara gore allel
frekanslari.

Allel COM TEM YSLK FIL TOPLAM

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

Eo 129 - - 0,5000 - 0,0769

8 130 - 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- | 126 0,5000 0,1250 - - 0,2222

9 128 - 0,1250 - - 0,0556

46



Cizelge 3.3 (devam ediyor)

Allel | cOM | TEM | YSLK | FIL | TOPLAM
129 - - - 0,2500 0,0556
132 0,5000 - - 0,2222
o | 134 | 03333 ] - - 0,1111
g | 137 - 0,2500 - - 01111
= | 138 | 0,1667 - - 0,2500 0,1111
164 - - - 0,2500 0,0556
166 - - - 0,2500 0,0556
127 | 0,1250 | 02500 - - 0,1500
128 - - 1,0000 - 0,1000
129 - 0,2500 - - 0,1000
w | 131 - 0,1250 - 0,5000 0,1000
W | 133 | 01250 - - - 0,5000
2 | 134 | 02500 | 01250 ] - 0,1500
2 7135 | 01250 | 01250 ] - 0,1000
139 | 0,1250 ] ] 0,5000 0,1000
140 | 0,1250 ] ] - 0,5000
141 | 0,1250 | 0,1250 ] - 0,1000
104 - - ] 0,5000 0,1667
125 - 0,1667 ] - 0,0833
= | 129 - 0,1667 - - 0,0833
é” 135 | 0,5000 | 0,1667 ] - 0,1667
S | 137 | 05000 | 0,5000 ] - 0,3333
145 _ _ ] 0,2500 0,0833
149 _ _ ] 0,2500 0,0833
125 _ 0,3333 ] - 0,1667
S | 136 - 0,3333 - - 0,1667
g” 156 - - - 1,0000 0,1667
S | 158 ] 0,3333 | 0,5000 - 0,3333
160 - - 0,5000 - 0,1667

Myodes populasyonlarinda her lokus i¢in gozlenen (Ho) ve beklenen heterozigotluk (He)
degerleri cizelge 3.4’te verilmistir. Populasyonlarda gozlenen heterozigotluk degerleri 0- 1
arasinda, beklenen heterozigotluk degerleri ise 0- 0,844 arasinda degisim gostermektedir. En
yiikksek gozlenen heterozigotluk degeri 1 olup, Comlek¢i ve Filyos populasyonlarinda
gorilmistir. Comlek¢i populasyonu icin MSCg-15 ve MSCg-19 lokuslari, Filyos
populasyonunda ise MSCg-9 ve MSCg-15 lokuslar1 gozlenen heterozigotlugun en yiiksek
oldugu lokuslar olarak tespit edilmistir. En diislik heterozigotluk ise 0,250 degeri ile Temenler
populasyonunda gozlenmistir. Ortalama gozlenen heterozigotluk degerleri ele alindiginda en
yiiksek heterozigotluk degerinin 0,542 ile az sayida allelin tespit edildigi MSCg-19
lokusunda, en diisiik heterozigotluk degerinin 0,396 ile toplamda 11 allelin tespit edildigi bir
diger lokus olan MSCg-9 lokusu oldugu belirlenmistir.
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Ortalama beklenen heterozigotluk degerleri

ele alindiginda en yiiksek beklenen

heterozigotlugun 0,710 ile en ¢ok sayida allelin tespit edildigi MSCg-4 lokusunda, en diisiik

beklenen heterozigotlugun ise 0,292 ile en az sayida allelin tespit edildigi lokus olan MSCg-

20 lokusu oldugu belirlenmistir.

Cizelge 3.4 Populasyonlarda her bir lokus i¢in gbzlenen ve beklenen heterozigotluk degerleri.

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
MSCgl5 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, 0,547 0,559 0,433 0,710 0,100 0,225 0,600 0,500
(Pop,)

Populasyonlara ait genetik parametre ortalamalar1 Cizelge 3.5 ve Sekil 3.22°de verilmistir.

Genetik cesitliligi gdsteren Shannon indeksi populasyonlar arasinda kiyaslandiginda en fazla

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

bulunmustur.

Cizelge 3.5 Genetik parametre ortalamalar1 ve ortalamaya ait standart hatalar.

CcoM TEM YSLK FIL
Ot. | SH | Ort. | SH | Ort. | SH | ort. | SH
Gizlenen allel sayist (Na) | 3,800 | 1,393 | 4,400 | 0,510 | 1,200 | 0,583 | 2,600 | 0,510
:l/;’l;ss;’;esi" dizeyindeki | 5 o) | 1393 | 4400 | 0510 | 1,200 | 0583 | 2,600 | 0510
Etkili allel sayist (Ne) 3444 | 1251 | 3,648 | 0466 | 1,133 | 0,533 | 2,467 | 0,490
Shannon indeksi (I) 1,099 | 0364 | 1,356 | 0,114 | 0347 | 0219 | 0,832 | 0235
Heterozigotluk (He) 0,559 | 0,155 | 0,710 | 0,031 | 0225 | 0,139 | 0,500 | 0,131
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Sekil 3.22 Populasyonlarda gozlenen genetik parametrelerin degisim grafigi.

3.2.2.2 F parametreleri

Her bir populasyon i¢in hesaplanan Fis degerleri ¢izelge 3.6’da verilmistir. Fis degerleri -1 ve
+1 arasinda degerler almaktadir. Fis degerinin negatif degerler almasi populasyondaki
heterozigotlugun fazlaligini, pozitif degerler almasi da heterozigotlugun azligini ifade
etmektedir. Fis degerinin Comlek¢i populasyonunda MSCg-15 ve MSCg-19 lokuslarinda,
Filyos populasyonunun ise MSCg-9 ve MSCg-15 lokuslarinda negatif deger aldigi
gozlenmistir. Ortalama Fis Comlekci, Temenler, Yesilkdy, Filyos ve tiim populasyonlar icin

strastyla -0,052, 0,401, 0,600, -0,233 ve 0,138 olarak hesaplanmustir.

Cizelge 3.6 Populasyonlarin lokuslara gore hesaplanan Fis (fiksasyon indeks) degerleri.

Fis
Lokus COM | TEM | YSLK | FIL
MSCg4 0,524 | 0,000 | 0,200 | 0,200
MSCg9 0,455 | 0,619 - -0,333
MSCgl5 -0,185 | 0,385 - -1,000
MSCgl19 -1,000 | 0,000 - 0,200
MSCg20 - 1,000 | 1,000 -
Ortalama -0,052 | 0,401 | 0,600 | -0,233
Genel Ortalama 0,138

Tiim populasyonlarda lokuslara gore hesaplanan Fst degerleri ve Fst degerine gore

hesaplanmis olan gen akist (Nm) degerleri ¢izelge 3.7°de sunulmustur. Tim
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populasyonlardaki lokuslar icin hesaplanan genetik farklilik degeri (Fst) 0,440 olarak

hesaplanmistir. Gen akisi degeri (Nm) ise bu ¢calismada ortalama 0,401 olarak hesaplanmaistir.

Cizelge 3.7 Tiim lokuslardaki Nei (1987)’in F istatistikleri ve gen akisi (Nm).

Lokus Fis Fit Fst Nm*
MSCg4 0,243 0,408 0,218 0,897
MSCg9 0,215 0,572 0,455 0,299
MSCgl15 -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

Calismadaki tiim Myodes populasyonlarinin serbestlik derecesi (SD), Ki-kare (X2), Fis
degerleri (P) ve Oonemilikleri ¢izelge 3.8’de verilmistir. Tiim populasyonlar ve lokuslar ele
alindiginda Fis degerlerinin istatistiki olarak anlamli olmadigi ve populasyonlarin Hardy-
Weinberg dengesinde olduklar1 gozlenmistir. Comlek¢i populasyonundaki MSCg-20 lokusu,
Yesilkdy populasyonundaki MSCg-9, MSCg-15 ve MSCg-19 lokuslart ile Filyos

populasyonundaki MSCg-20 lokusu monomorfik oldugundan bu lokuslarin parametreleri

hesaplanamamustir.
Cizelge 3.8 Hardy-Weinberg degerleri.
Populasyon | Lokus SD X? P Onem
MSCg4 21 30,000 0,092 NS
E MSCg9 3 3,333 0,343 NS
; MSCgl5 21 20,000 0,521 NS
S MSCgl19 1 1,000 | 0317 NS
MSCg20 Monomorfik
5 MSCg4 10 8,000 0,629 NS
é MSCg9 6 12,000 0,062 NS
% MSCgl15 15 20,000 0,172 NS
= MSCg19 6 6,333 | 0,387 NS
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Cizelge 3.8 (devam ediyor)

Populasyon | Lokus SD X? P Onem
TEMENLER | MSCg20 3 6,000 0,112 NS
MSCg4 3 4,000 0,261 NS
:S MSCg9 Monomorfik
é MSCgl5 Monomorfik
é MSCg19 Monomorfik
MSCg20 1 2,000 0,157 NS
MSCg4 3 4,000 0,261 NS
8 MSCg9 6 6,000 0,423 NS
~ MSCgl5 | | 1,000 | 0317 | NS
& MSCg19 3 4,000 0,261 NS
MSCg20 Monomorfik
ns=onemli degil * P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,001

3.2.3 Apodemus populasyonlarina ait bulgular

3.2.3.1 Populasyon i¢i genetik varyasyon ve heterozigotluk diizeyi

Apodemus populasyonlarinin lokuslara gore allel genislikleri Cizelge 3.9°da verilmistir.
Apodemus populasyonlart i¢in allel genislikleri (AG) ise sirastyla MSAf-16 (104-159 bg).
MSAf-22 (119-183 bg), MSAf-7 (92-168 bg), ve MSAf-8 (119-178 bg)’dir. En fazla allel
genisligi MSAf-7 lokusunda, en az allel genisligi de MSAf-16 lokusunda tespit edilmistir.

Apodemus populasyonlart i¢in 4 lokusta toplam 96 allel gozlenmistir. Apodemus
populasyonlarinda ise en az allel MSAf-16 (16 adet) ve en fazla sayidaki allel MSAf-7 (21
adet) lokuslarinda bulunmaktadir. Tiim lokuslar bakimindan ortalama allel sayis1 18,250 +

2,217 olarak hesaplanmistir.
Populasyonlarda tespit edilen lokus basina diisen allel sayilar1 ve ortalama allel sayilarinin

dagilimlari, her bir lokusta gozlenen allel sayilarinin populasyonlara gore dagilimlari ve

ortalama allel sayilar1 ile lokuslarin allel genislikleri Cizelge 3.9°da verilmistir.
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Cizelge 3.9 Apodemus populasyonlarinda allel genislikleri, gozlenen allel sayilarinin
y
populasyon ve lokuslar agisindan dagilimi, populasyon basma ve lokus basina
gozlenen allel sayilar1 ve ortalamalari.

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 52
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 sayisi Tiirkali populasyonunda (9 allel/lokus) MSAf-7
lokusunda gozlenmistir. En az allel ise Yesilkoy (1 allel/lokus) ve Olukyan1 (1 allel/lokus)
populasyonlarinda gézlenmis olup, gozlendigi lokuslar MSAf-22 ve MSAf-8 olarak tespit
edilmistir. Caligmada Apodemus populasyonlari i¢in kullanilan lokuslarin allel frekanslarinin

populasyonlara gore dagilimi ¢izelge 3.10°da ve sekil 3.23- 3.26’°da gosterilmistir.

Allel frekans1 (MSAf16)
0,600 -
0,500 -
% 0,400 - = FIL
$ 0300 7 = TRKA
& 0,200 -
0,100 - I YSLK

0,000 - B YIHS
104108 110|111 /112|113 115|116 117 119 123 124 125 140 147 159 2 OLK

MSAf16

Sekil 3.23 MSAf-16 mikrosatellit lokusuagisindan populasyonlar arasinda allel goriilme
sikliklari.

52




Allel frekans1 (MSAf22)

1,200 -
1,000

% 0,800 EFIL

= 0,600

[5) ? u

E 0,400 TRKA
0,200 YSLK
0,000 ®YIHS

= QOLK

MSAf22

Sekil 3.24 MSAf-22 mikrosatellit lokusu agisindan populasyonlar arasinda allel goriilme

sikliklari.
Allel frekans1 (MSAf7)
0,600 -
0,500
% 0,400 EFIL
= 0,300
[ ’ |
E 0.200 TRKA
0,100 YSLK
0,000 mYIHS
= QOLK

MSATf7

Sekil 3.25 MSAf-7 mikrosatellit lokusu agisindan populasyonlar arasinda allel goriilme

sikliklari.
Allel frekansi1 (MSAfS)
1,200
1,000 -
% 0,800 - E FIL
= (0,600 -
[} 4 [ |
E 0.400 - TRKA
0,200 YSLK
0,000 B YIHS
= QLK

Sekil 3.26 MSAf-8 mikrosatellit lokusu agisindan populasyonlar arasinda allel goriilme
sikliklar1.

53



Cizelge 3.10 Tim populasyonlardaki tespit edilen allellerin lokus ve populasyonlara gore allel

frekanslari.
Allel FIL TRKA | YSLK | YIHS OLK TOPLAM
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 | 03333 - - - - 0,1429
o 116 | 0,0833 | 0,25000 - - - 0,0714
é 117 - - - - 0,5000 0,1071
119 | 0,0833 - - - - 0,0357
123 | 00833 | 02500 - - - 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
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
Q 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
92 - - - - 0,1250 0,0294
100 | 0,0833 - - - 0,1250 0,0294
E 120 ; - ] ] ] 0,0294
< 122 - - - - 0,250 0,0588
127 - 0,1000 - - - 0,0294
132 - - - - 0,1250 0,0294
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Cizelge 3.10 (devam ediyor)

Allel | FIL | TRKA | YSLK | YIHS OLK TOPLAM
133 | 00833 | 0,1000 ] ] ] 0.0294
134 ; - ] ] ] 0.0294
135 ; 0,2000 ; ] 0,1250 0,0882
136 | 02500 - ; ; 0,1250 0,0294
137 | 0,0833 - ; ; ; 0,0882
138 | 02500 | 0,1000 ] ] ] 0,0588

~ | 139 ; 0,1000 ] ] ] 01176

< | 142 | 00833 - ] 0.2500 ] 0.0294

= | 143 ] - - - - 0,0294
144 ] 0,1000 ; 0,5000 i 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 ] ; i 0,0882
119 | 0,1429 - ] ; ; 0,0435
122 ; - ; ] 0.2500 0.0435
128 ; - ; 0,1000 ; 0.0217
132 ; - 1,0000 ] ; 0.0435
134 | 00714 - ] ; 0,1250 0,0435
135 i 0,1667 ] ; 0,2500 0,0870
136 | 02143 - ] ] ] 0,0652
137 ] - ; 0,1000 ; 0.0217

§ 138 | 00714 | 01667 ; ; ; 0.0652

2 [ 140 [ 00714 - ; 0,1000 i 0,0435
142 | 0,1429 - i 0,2000 ; 0,0870
144 | 01429 | 02500 i 0,2000 i 0,1522
146 ; - ] ] 0,1250 0,0217
147 ; 0,0833 ; 0,1000 ; 0.0435
152 ] - ; 0,2000 ; 0.0435
154 ; 0,0833 i i ; 0,0217
168 | 01429 | 02500 i i ; 0,1087
176 ; - ; ; 0,1250 0,0217

Apodemus populasyonlarinda her lokus i¢in gozlenen (Ho) ve beklenen heterozigotluk (He)
degerleri cizelge 3.11°de verilmistir. Populasyonlarda gozlenen ve beklenen heterozigotluk
degerleri 0- 1 arasinda degisim gostermektedir. En yiiksek gozlenen heterozigotluk degeri 1
olup, Tiirkali, Yesilkdy ve Yukari Ihsaniye populasyonlarinda goriilmiistiir. Tiirkali ve

Yesilkdy populasyonlar i¢in MSAf-16 lokusu, Yukar1 Thsaniye populasyonunda ise MSAf-16
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ve MSAf-22 lokuslar1 gozlenen heterozigotlugun en yiiksek oldugu lokuslar olarak tespit
edilmistir. En diisiik heterozigotluk ise 0,167 degeri ile Filyos populasyonunda gozlenmistir.
Ortalama go6zlenen heterozigotluk degerleri ele alindiginda en yiiksek heterozigotluk
degerinin 0.833 ile en az sayida allelin tespit edildigi MSAf-16 lokusunda, en diisiik
heterozigotluk degerinin 0,367 ile en az sayida allelin tespit edildigi bir diger lokus olan

MSAf£-22 lokusu oldugu belirlenmistir.

Ortalama beklenen heterozigotluk degerleri ele alindiginda en yiiksek beklenen
heterozigotlugun 0,683 ile ortalama beklenen heterozigotlukta oldugu gibi en az sayida allelin
tespit edildigi MSAf-16 lokusunda, en diisiik beklenen heterozigotlugun ise 0,500 ile en az
sayida allelin tespit edildigi bir diger lokus olan MSAf-22 lokusu oldugu belirlenmistir.

Cizelge 3.11 Populasyonlarda her bir lokus i¢in gozlenen ve beklenen heterozigotluk
degerleri.

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 ortalamalar1 ¢izelge 3.12 ve sekil 3.27°de verilmistir.
Genetik cesitliligi gézteren Shannon indeksi populasyonlar arasinda kiyaslandiginda en fazla
Filyos populasyonunda (ort. I=1,882), en az ise Yesilkdy populasyonunda (ort. I= 0,173)

bulunmustur.

Cizelge 3.12 Genetik parametre ortalamalar1 ve ortalamaya ait standart hatalar.

FIL TRKA YSLK YIHS OLK

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

Gozlenen allel sayis1 (Na) 7,250 0,250 | 6,000 | 1,080 | 1,000 | 0,408 | 5,500 | 1,190 | 4,250 | 1,377

7o 95 dnem diizeyindeki 7250 | 0,250 | 6,000 | 1,080 | 1,000 | 0,408 | 5,500 | 1,190 | 4,250 | 1,377
allel sayis1

Etkili allel sayis1 (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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Sekil 3.27 Populasyonlarda gozlenen genetik parametrelerin degisim grafigi.

3.2.3.2 F parametreleri

Her bir populasyon i¢in hesaplanan Fis degerleri gizelge 3.13’te verilmistir. Fis degerleri

-1 ve +1 arasinda degerler almaktadir. Fis degerinin negatif degerler almas1 populasyondaki

heterozigotlugun fazlaligini, pozitif degerler almasi da heterozigotlugun azligini ifade

etmektedir. Fis degerinin Tirkali, Yesilkdy ve Olukyani populasyonlarinin MSAf-16

lokusunda, Yukar1 ihsaniye populasyonunun ise MSAf-16 ve MSAf-22 lokuslarinda negatif

deger aldign gdzlenmistir. Ortalama Fis Filyos, Tiirkali, Yesilkdy, Yukar: ihsaniye, Olukyan
ve tiim populasyonlar i¢in sirasiyla 0,560, 0,070, -1,000, -0,057, 0,135 ve 0,106 olarak

hesaplanmustir.

Cizelge 3.13 Populasyonlarin lokuslara gére hesaplanan Fis (fiksasyon indeks) degerleri.

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
MSATfS8 0,667 0,379 - 0,048 0,385
Ortalama 0,560 0,070 -1,000 -0,057 0,135
Genel Ortalama 0,106

Tim populasyonlarda lokuslara gore hesaplanan Fst degerleri ve Fst degerine gore

hesaplanmis olan gen

akis1

(Nm) degerleri
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populasyonlardaki lokuslar i¢in hesaplanan genetik farklilik degeri (Fst) 0,324olarak

hesaplanmistir. Gen akisi degeri (Nm) ise bu calismada ortalama 0,554 olarak hesaplanmistir.

Cizelge 3.14 Tiim lokuslardaki Nei (1987)’in F istatistikleri ve gen akist (Nm).

Lokus Fis Fit Fst Nm#*
MSA(f16 -0,220 0,092 0,255 0,729
MSATf22 0,267 0,583 0,431 0,330
MSAf7 0,195 0,467 0,338 0,490
MSATfS8 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

Calismadaki tim Apodemus populasyonlarinin serbestlik derecesi (SD), Ki-kare (X?), Fis
degerleri (P) ve onemlilikleri ¢izelge 3.15°de verilmistir. Tiim populasyonlarin Fis degerleri
incelendiginde populasyonlara ait degerlerin Filyos populasyonundaki MSAf-22 ve MSAf-8
lokuslarinda p< 0,05’e gore istatistiki olarak anlamli oldugu, diger populasyon ve lokuslarda
ise onemli olmadig1 gozlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda Tirkali, Yesilkdy, Yukari
Ihsaniye ve Olukyan1 populasyonlarmin Hardy-Weinberg dengesinde olduklar1 gdzlenmistir,
Filyos populasyonun ise 2 lokus agisindan Hardy-Weinberg dengesinden sapma oldugu
goriilmistiir.  Yesilkdy populasyonundaki MSAf-22, MSAf-7 ve MSAf-8 lokuslarn ile
Olukyan1 populasyonundaki MSAf-22 lokusu monomorfik oldugundan bu lokuslarin

parametreleri hesaplanamamaistir.

Cizelge 3.15 Hardy-Weinberg degerleri.

Populasyon | Lokus SD X2 P Onem
MSAf16 | 21 | 25500 | 0226 | NS
§ MSAf22 | 21 | 36,000 | 0,022 *
£ MSAf7 | 21 | 25333 | 0233 | NS
MSAfS | 28 | 42,778 | 0,037 *
o MSAf16 | 6 6,000 | 0423 | NS
5 MSAf22 | 10 | 12,000 | 0285 | NS
K MSAf7 | 36 | 40,000 | 0297 | NS
3 MSAfS$ | 15 | 17333 | 0299 | NS
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Cizelge 3.15 (devam ediyor)

Populasyon | Lokus SD X2 P Onem
S MSAf16 1 1,000 0,317 NS
:% MSAf22 Monomorfik
z MSAf7 Monomorfik
~ MSAfS Monomorfik
E MSAf16 6 6,000 0,423 NS
=
% MSAf22 28 28,000 | 0,464 NS
&%

E MSAf7 3 4,000 0,261 NS
- MSAfS 21 30,000 | 0,092 NS
E MSAf16 3 2,333 0,506 NS
5 MSAf22 Monomorfik

é MSAf7 21 24,000 | 0,293 NS
© MSAfS 15 20,000 | 0,172 NS

ns=o6nemli degil * P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,001
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BOLUM 4

TARTISMA

4.1 VIRUS CALISMALARI

Calisma igin Zonguldak Caycuma bdlgesi secilmistir. Zonguldak Saglik il Miidiirliigii ndeki
hayvan kuduz olgularmin bildirildigi lokalite kayitlar1 incelendiginde bu bolgede her yil
kuduz olgular bildirildigi goriilmektedir.

Kuduz, 5000 yillik tarihsel geg¢misi olan bir hastaliktir (Fu 1997, Lackay et al. 2008).
Antartika kitast hari¢ tiim kitalarda goriilen kuduz (Jackson and Wunner 2002, Sterner and
Smith 2006), énemli bilimsel gelismelere ragmen hala kiiresel bir hastalik olarak varligini
sirdirmektedir (Meslin et al. 1993). Gelismis iilkelerde, kuduz c¢ogunlukla yabani
hayvanlarda goriilen ve bu konaklardan evcil hayvanlara ve insanlara bulasan bir hastaliktir

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

Tiirkiye’de insan kuduzu ve kuduz siipheli hayvan 1siriklart hala 6nemli bir saglik sorunudur
(Kilic et al. 2006) ve bu olgularin yogun olarak goriildiigli yerlerde karantina bolgeleri
olusturulmaktadir. Zonguldak ilinin Caycuma ilgesinde siklikla kuduz vakalar1 goriilmektedir.
Zonguldak Saglk 11 Miidiirliigii verilerine gére bu bolgede hayvan kaynakli kuduzdan birgok
koy karantina altina alinmaktadir ve karantina altina alinan bolgede kuduz kaynagi olarak
kurt, ¢akal gibi karnivorlar verilmektedir. Calisma alanina baktigimiz zaman yerlesim
alanlarinin pargali olmasindan dolay: alandaki karnivorlarin yayiliglar: parcalidir ve tiim alana
yayilmalar1 belirsiz olacaktir. Bu ag¢idan bakildiginda da kemiricilerin kuduz viriisiinii

yayacak bir kaynak olma olasilig1 yiiksektir.
Kuduzun tek bir konag1 olmamakla birlikte, viriis tiirler aras1 etkilesimle enfekte hayvandan

digerine hizli bir sekilde yayilmaktadir. Ayrica konaklarinin birbirleriyle etkilesim halinde

olmalar1 nedeniyle de kuduz hayvanlarin diyetlerindeki canlilarin da incelenmesi
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gerekmektedir. Kuduzun goriildiigii karnivorlarin diyetlerinde rodentler 6nemli bir ekolojik
nis ustlenmislerdir(Mukherjee et al. 2004). Ekolojik nisleri nedeniyle rodentler de kuduz

varliginin incelenmesinde ilk sirada yer almaktadir.

Lei ve arkadaglar1 2009 yilinda yaptiklart bir ¢alismada Apodemus agrarius Orneklerinde
kuduz virusliniin varhigmi gostermistir ve insan kuduzunda rol oynayabileceklerini
vurgulamistir (Lei et al. 2009). Winkler 1953-1970 yillar1 arasinda kuduz olan rodent
orneklerinin tanimlandigimi ve Amerika Birlesik Devletlerindeki 50 eyaletten 31’inde diger
tiirlerdeki kadar yaygin rodent kuduzu vakalarina rastlandigini belirtmis, ayrica sadece rodent
kuduzunun tanimlandig1 bolge olmadigindan, diger tiirlerde kuduz vakalarimin gortldigi
yerlerde rodent kuduzuna rastlandigindan bahsetmistir (Winkler et al. 1972). Bu calismada
242 ornekten 8 Ornekte pozitif bant elde edilmis ancak sekans sonuglari incelendiginde bu
sekiz ornekten sadece ikisinin sekans dizilerinde kuduz viriisii ile 23 b¢’lik bir benzerlik
bulunmustur. Bu sonucglar dogrultusunda calisma alanindaki kemiricilerin kuduzu tasima

thtimali oldugu ifade edilebilir.

Nel ve Markotter, kemiricilerin kuduz viriisii tastyicisi olarak diisiliniilebilecegini belirtmistir.
Ancak Ortadogu’da kemiriciler arasinda sadece sincapgillerin tastyici oldugunu listelerinde
gostermistir (Nel and Markotter 2007). Mukherjee ve arkadaslari, kemiricilerin karnivorlarin
ve kedigillerin besinlerinin 6nemli bir miktarin1 olusturduklarini sdylemislerdir (Mukherjee et
al. 2004). Bu ¢alismada alanindaki karnivorlarin énemli besinleri olan iki fare tiirii icin
onemli bir Ornekleme ile yapilmistir. Dolayisiyla calisma, yakalanan orneklerde pozitif
stipheli bantlarin ¢ikmasi kemiricileri tekrar miicadele kapsamina almak ve potansiyel kaynak

olarak siiphelenmek i¢in 6nemli deliller sunmustur.

Ayrica kemiriciler alanda bulunan diger fauna elemanlarina gore daha hizli iireyip, daha hizli
ve kolay bir sekilde insan ve diger evcil hayvanlarla temas edebilirler. Caligma alani siklikla
kuduz vakalarinin goriilmesinden dolayr karantina altina alindifindan olast sorumlu

kaynaklarin kemiriciler gibi kontrol edilmeyen bir grubun olmasi yiiksek olasiliktir.

Ulkemizde kuduza yakalanma ihtimali olan hayvan tiirleri kurt, tilki, cakal, yaban kedisi,
kokarca, gelincik, kopek, kedi, sigir, koyun, keci ve attir. Saglik Bakanligi’nin 2005 yilinda
yayinlanan kuduz korunma ve kontrol yonergesi geregi kuduza yakalanma ihtimali olan

tirlerden herhangi birinin temasi sonucu asilama uygulanmaktadir. Ancak yonergede
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bildirildigi tizere “fare gibi diger kiiciik kemiriciler tarafindan isirilan ve temas: olanlara”
herhangi bir asilama yapilmamaktadir (URL-8 2013). Lei ve arkadaslart Cin’in Zhejiang
bolgesinden toplanan 57 Apodemus agrarius 6rneginden 1 tanesinde kuduz pozitifligine
rastlandigin1 belirtmistir (Lei et al. 2009). Ayrica Ozsoy ve arkadaslarinin belirttigine gore
2000 y1l1 igerisinde slipheli hayvan 1siriiyla Refik Saydam Hifzi Sihha Merkezi Kuduz Asi
istasyonuna gelen hastalardan 92 (% 6)’si fare 1sirig1 nedeniyle bu birime basvurmustur
(Ozsoy et al. 2002). Kemirici tiirleri insanlarla ve diger kuduza yakalanma riski olan tiirlerle
etkilesim halinde olan tiirler olduklar1 i¢in, bu calismadaki jel sonuglarina goére pozitif
bantlarin elde edilmesi fareleri kuduz vakalarmin goriildiigii alanlarda tekrar miicadele
edilecek hayvan grubu i¢ine sokulmasi, en azindan karantina alanlarinda kemirici yogunlugu
kontrol edilmesini ve insanla temasinin miicadele boyunca en aza indirilmesinin

gerekmektedir.

Ayrica pozitif 6rnekler 15 farkli lokalitenin 7 tanesinden elde edilmistir. Aslinda bu daha
onceki farkli tiirlerden yapilan calismalara gore oran yiiksektir. Bazi lokaliteler i¢in bu oran
12°de 1’dir. Buradan da kemiricilerin i¢in kuduz viriisiine konak olarak rol iistlendiklerini

iddia edebiliriz.

Yaptigimiz ¢aligma Zonguldak ili Caycuma bolgesindeki kemiricilerde kuduz viriisti varligini
arastirmak iizerine kurulmustur. Calisma ile Tiirkiye’de kuduz i¢in eksik bir konak bilgisi
hakkinda veriler elde etmek adina. kuduz viriisiiniin kemiriciler {izerinde taranmasi ilk defa

detayl1 olarak yapilmistir.

Dizayn edilen ve spesifikligi yiiksek onciiller kontrol grubunda ¢alismis ve devaminda tiim
ornekler kontrol edildiginde 8 Ornekte pozitif bantlar bulunmustur. Ancak dizi analizinde

dogrulanamasada kemiricilerdeki kuduz varlig: biiyiik oranda delillendirilmistir.

Sonu¢ olarak; bu calismada yapilan PZT taramasi ile kemiricilere ait pozitif bantlar
bulunmustur. Elde edilen sonuglar sekans analizi ile dogrulanamasa da kemiricilerin kuduz
vektorii olma siliphesini ortaya ¢ikarmistir. Calisma sonuglarinin dogrulanmasi i¢in ayni
bolgede o bolgede yayilis gosteren farkli kemirici tiirlerinin de eklenerek, 6rneklerin serolojik

acidan da taranmas1 gereklidir.
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Sonuglarin serolojik tarama sonucunda da pozitif ¢ikmasi durumunda Saglik Bakanligi’nin
yonergesine kemirici temaslarinda asilama yapilmast hususunda maddenin eklenmesi

saglanacaktir.

4.2 POPULASYON CALISMALARI

Populasyonlarin genetik yapilar1 ¢evresel bariyerler, tarihsel sliregler ve yasam dykiileri gibi
etkenler tarafindan sekillenebilir. Genetik yap1 bireylerin kendi aralarindaki genetik
kompozisyonun 6nemli bir sonucu olan populasyondaki bireyler arasindaki allel etkilesimini
yansitmaktadir. Gen akisini ve etkilerini anlamak populasyon genetigi, populasyon ekolojisi,
koruma biyolojisi ve epidemiyoloji gibi birgok arastirma alaninin merkezinde bulunmaktadir.
Bu sayede populasyonlarin yapist hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmektedir (Balloux and

Lugon-Moulin 2002).

Molekiiler tekniklerin gelismesi populasyon i¢i ve populasyonlar arasi genetik cesitliligin
belirlenmesi gibi populasyonlarin yapis1 hakkindaki detayli bilgiler elde etmemize imkan
saglamistir (Hillis et al. 1996). Bu baglamda genetik belirte¢ler kullanilarak yapilan

karakterizasyon ¢aligmalar1 da giinden giline atmaktadir.

Gilinlimiizde en c¢ok tercih edilen genetik marker mikrosatelit adi verilen 1-6 bp
uzunlugundaki basit dizi tekrarlar1 (SSRs) veya kisa tandem tekrarlar1 (STRs) olarak bilinen
DNA parcalaridir (Powell et al. 1996). Mikrosatelitler ko-dominant olmalari, yiiksek
polimorfizm gostermeleri, hizla mutasyona ugramalar1 ve akraba tiirler arasinda korunmus
olarak bulunmalarindan dolay1 filocografya ve populasyon genetigi ¢alismalarinda oldukga

yaygin olarak kullanilirlar (Zhang and Hewitt 2003).

Bu calismada virlis calismalar1 sirasinda pozitif bant veren Orneklerin lokalitelerinden
belirlenen 4 Myodes populasyonu ve 5 Apodemus populasyonuna ait toplam 45 kemirici
orneginin toplam 9 mikrosatellit kullanilarak populasyon i¢i ve populasyonlar arasi genetik

cesitliligi arastirilmstir.
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4.2.1 Myodes populasyonlari

Yapilan caligmada kullanilan lokuslar Gockel ve arkadaslarinin 6nerdigi polimorfik lokuslar

olup (Gockel et al. 1997) Myodes populasyonlari i¢in toplam 60 allel tespit edilmistir.

Myodes populasyonlarinda lokus basina diisen ortalama allel sayisinin 3 oldugu belirlenmis
ve toplamda en fazla allelin MSCg-4 lokusunda, en az allelin ise MSCg-20 lokusunda oldugu
belirlenmigtir. Bu c¢alismada Gockel et al. (1997)’nin calismasindaki ayni lokuslar ile
calisilmigtir. Buna ragmen calismada tespit edilen allel sayilarinin Gockel et al (1997)’nin
calismasindaki sonuglardan farkli oldugu gézlenmistir. MSCg-4 ve MsCg-15 lokuslarindaki
allel sayilarinin beklenenden fazla, MSCg-9, MScg-19 ve MSCg-20 lokuslarinda ise

beklenenden az oldugu tespit edilmistir.

Populasyonlarda lokuslar seviyesinde goriilen heterozigotluk degeleri incelendiginde
gbzlenen heterozigotluk degerinin (Ho) 0,000 ile 0,625 arasinda, beklenen heterozigotlugun
(He) ise 0,292 ile 0,710 arasinda degistigi belirlenmistir. Bu veriler diger calismalarla
karsilastirildiginda (Gockel et al. 1997, Barker et al. 2005, Gileva et al. 2008, Rikalainen et al.
2008) bu calismadaki heterozigotluk diizeylerinin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu

durum bu ¢alismada kullanilan 6rnek sayisinin azligindan kaynaklanmaktadir.

Populasyonlar i¢in hesaplanmis olan Fis degerleri -0,233 ile 0,600 arasinda degisim
gostermektedir. Fis degeri +1 ile -1 arasinda deger almaktadir. Pozitif oldugu durum
heterozigot azligini, negatif oldugu durum ise heterozigot fazlaliginiifade etmektedir.
Comlekei ve Filyos populasyonlarisirasiyla -0,052 ve -0,233 Fis degerlerini almistir.Bu
degerler populasyonlarin her birinde heterozigotlugun yiiksektir. Bu populasyonlarda saf

yetistirmeden uzaklagilmistir.

Calismada populasyonlarda Hardy-Weinberg dengesinden sapma olup olmadigi test edilmis
ve sonuglar Cizelge 3.8’de gosterilmistir. Sonuglar Myodes populasyonlarinda F degerlerinin
istatistiki olarak anlamli olmadiklarin1 yani Hardy-Weinberg dengesinde olduklarini

gostermistir.
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4.2.2 Apodemus populasyonlari

Yapilan ¢alismada Apodemus populasyonlar1 i¢in toplam 96 allel tespit edilmistir.

Apodemus populasyonlarinda lokus basma diisen ortalama allel sayisinin 4,8 oldugu
belirlenmis ve toplamda en fazla allelin MSAf-8 lokusunda, en az allelin ise MSAf-16
lokusunda oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada Gockel et al. (1997) nin ¢aligmasindaki ayni
lokuslar ile calisilmistir. Calismada tespit edilen allel sayilarinin Gockel et al. (1997)’nin

caligmasindaki lokuslarda goriilen allel sayilarindan fazla oldugu gézlenmistir.

Populasyonlarda lokuslar seviyesinde goriillen heterozigotluk degeleri incelendiginde
gozlenen heterozigotluk degerinin (Ho) 0,367 ile 0,833 arasinda, beklenen heterozigotlugun
(He) ise 0,500 ile 0,683 arasinda degistigi belirlenmistir. Tiim populasyondaki Ho ve He
degerleri karsilagtirildiginda MSAf-16 lokusundaki gozlenen heterozigotluk degeri beklenen
heterozigotluktan diger dort populasyonun aksine yiiksek cikmistir. Bu veriler diger
calismalarla karsilastirildiginda (Gockel et al. 1997, Ornishi et al. 1998, Harr et al. 2000) bu
calismadaki heterozigotluk diizeylerinin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu durum bu

calismada kullanilan 6rnek sayisinin azligindan kaynaklanmaktadir.

Populasyonlar icin hesaplanmis olan Fis degerleri -1 ile 0,056 arasinda degisim
gostemektedir. Yesilkdy ve Yukar: IThsaniye populasyonlari sirasiyla -1 ve -0,057 Fis

degerlerini almistir. Bu populasyonlarda saf yetistirmeden uzaklasilmistir.

Calismada populasyonlarda Hardy-Weinberg dengesinden sapma olup olmadigi test edilmis
ve sonuglar Cizelge 3.15’de gosterilmistir. Sonuglar Apodemus populasyonlarinda F
degerlerinin filyos populasyonundaki MSAf-22 ve MSAf-8 lokuslarinda p< 0,05’e gore
istatistiki olarak anlamli oldugunu, diger populasyonlarin F degerlerinin istatistiki olarak
anlamli olmadiklarin1 yani Hardy-Weinberg dengesinde olduklarini gdstermistir. Filyos

populasyonunda ise 2 lokus a¢isindan Hardy-Weinberg dengesinden sapma goriilmiistiir.
Populasyon c¢aligmalarit ve virlis ¢alismalarinin  sonuglart  birlikte degerlendirildiginde

populasyonlardaki heterozigotlugun yani genetik c¢esitliligin yiiksek ¢ikmasi populasyonlarda az

bireyde virlis bulunmasina neden olmus olabilir. Ayrica populasyonlardaki heterozigotlugun
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yiiksek olmasina ragmen populasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinde olmasi mikrosatellit

caligmalarinin daha fazla 6rneklemle tekrar edilmesi gerektigini gostermistir.

Kemiriciler diinyanin heryerinde yayilis géstermekte ve insan populasyonlar1 ile yakin temas
icerisinde yasamaktadirlar. Ayrica yaban hayatt ve insanlarin arasinda bag kurarak
zoonozlarin taginmasinda rol oynarlar (Meerburg et al. 2009). Literatiir incelendiginde
kemiricilerin tagidiklar1 bir¢ok hastalik bulunmasina ragmen bu hastaliklar arasinda kuduzun
bahsedildigi ¢ok az calismanin oldugu goriilmektedir. Bu c¢alismalarin bazilarinda pozitif
bulgulara rastlanilmis olmasi ise kemiricilerin kuduz tasimasi hakkindaki geligkileri devam
ettirmektedir. Tirkiye kemiricileri ile bu konuda yapilmis herhangi bir c¢aligma
bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile Tiirkiye kemiricilerinde ilk defa kuduz taramasi ile ilgili

veriler elde edildigi i¢in ¢alisma orjinaldir.

Evrimsel acidan tiirlerin farklilagsmasini ve bir tiiriin bireyleri arasinda farklilik olusmasini
genetik cesitlilik saglamaktadir (Ekmekei et al. 2008). Cevresel degisikliklere tepki olarak
gelisen populasyonlarda heterozigotluk seviyesi yiikselmektedir yani genetik ¢esitlilik
artmaktadir (Reed and Frankham 2003). Ancak ¢esitli nedenlerle populasyonlardaki genetik
cesitliligin azalmasi populasyonlarin uyumunun azalmasina neden olmaktadir. Cok az genetik
cesitlilife sahip populasyonlar biiylik risk altindadirlar. Genetik cesitliligin azalmasi ile
populasyonlarin belirli hastaliklara kars1 zayifligi artabilmektedir. Bu durum tam olarak
kanitlanamamis olmakla beraber Spielman ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada populasyon
icerisindeki genetik cesitliligin azalmasi ile hastaliklara karsi direncin azalmasi arasinda

pozitif korelasyonun oldugu belirlenmistir (Spielman et al. 2004).

Bu c¢alisma ile Apodemus spp. ve Myodes tiirlerinde kuduz taramasi yapilarak Tiirkiye’de
kemirici kuduzuyla ilgili literatiirdeki acigin kapatilmasi i¢in temel olusturulmus, kemirici
populasyonlarinin genetik cesitliligi ve elde edilen populasyonlardaki kuduz hastaliginin

goriilmesi arasindaki korelasyonun olabilecegine dair ipuclar: elde edilmistir.
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EK ACIKLAMALAR A
ANALIZLERDE KULLANILAN VERILER
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Ek A.1 Myodes populasyonlarina ait 6rneklerin MSCg-4, MSCg-9, MSCg-15, MSCg-19 ve

MSCg-20 lokuslar1 bakimindan allel biiyiikliikleri.

Ornek No Koy iice MSCg-4 MSCg-9 MSCg-15 MSCg-19 | MSCg-20

6533 Comlekei | Caycuma 121 147 | 126 | 138 127 139
6535 Comleke¢i | Caycuma 124 | 124 | 126 | 126 | 134 | 141
6536 Comlekei | Caycuma 117 123 | 134 | 134 133 135
6537 Comlekei | Caycuma 122 | 122 134 140
6543 Comlekei | Caycuma 174 | 174 135 | 137
6582 Temenler | Caycuma 135 | 137 | 136 | 136
6583 Temenler | Caycuma

6584-1 Temenler | Caycuma 134 | 136 | 126 | 128 127 127 | 125 | 129 | 125 | 125

6584-2 Temenler | Caycuma 121 | 136 | 132 | 132 | 129 | 129 | 137 | 137 | 158 | 158
6585 Temenler | Caycuma 119 | 136 | 132 | 132 131 135
6586 Temenler | Caycuma 130 | 130 | 137 | 137 134 | 141
6677 Yesilkdy | Caycuma 129 | 129 158 | 158
6678 Yesilkdy | Caycuma 122 | 135 128 128 160 | 160
6804 Filyos Caycuma 166 | 166 | 164 | 166 145 | 149 | 156 | 156
6810 Filyos Caycuma 136 | 144 | 129 | 138 | 131 139 | 104 | 104
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Ek A.2 Apodemus populasyonlarina ait 6rneklerin MSAf-16, MSAf-22, MSAf-7 ve MSAf-8
lokuslar1 bakimindan allel biiyiikliikleri.

Ornek No Koy fice MSAf-16 MSAf-22 MSAf-7 MSAf-8
6496 Filyos Caycuma 151 151 168 168 168 168
6497 Filyos Caycuma
6502 Filyos Caycuma 115 115 161 161 144 144
6511 Filyos Caycuma 115 116 171 171
6806 Filyos Caycuma 115 123 163 177 120 137 119 119
6807 Filyos Caycuma 110 110 139 139 138 140
6814 Filyos Caycuma 159 159 159 159 134 138 136 136
6815 Filyos Caycuma 113 119 183 183 139 143 142 142
6816 Filyos Caycuma 137 137 134 136
6515 Tiirkali Caycuma 135 135 135 135
6516 Tiirkali Caycuma 112 116 175 181 168 168
6518 Tiirkali Caycuma 111 123 177 179 127 139 138 144
6519 Tiirkali Caycuma 140 140 138 147 138 147
6520 Tiirkali Caycuma 154 168 154 168
6525 Tiirkali Caycuma 133 144 144 144

6669 Yesilkoy Caycuma
6670 Yesilkdy Caycuma 110 125 119 119
6673 Yesilkdy Caycuma

6675 Yesilkdy Caycuma 132 132
6676 Yesilkoy Caycuma

6679 Y.ihsaniye | Caycuma 140 147 140 147 128 137
6680 Y.ihsaniye | Caycuma 140 147
6681 Y.ihsaniye | Caycuma

6682 Y.ihsaniye | Caycuma 135 139 144 144 144 144
6685 Y.ihsaniye | Caycuma 145 155 142 152 142 152
6689 Y.ihsaniye | Caycuma 104 108 151 161 142 152
6731 Olukyan1 Merkez 110 124 135 148 134 146
6859 Olukyan1 Merkez 122 122 122 122
6862 Olukyani1 Merkez 117 117 92 100 176 178

6864 Olukyani1 Merkez 117 124 179 179 132 136 135 135
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EK ACIKLAMALAR B
CALISMA FOTOGRAFLARI
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Ek B.1 Caligma alanina ait habitat goriintiisii.
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Ek B.2 Kapanlama ¢alismalar1 (Fotograftakiler:Tugge CEYLAN, Muhsin COGAL, Yasemin
SANCAR).
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Ek B.3 Arazi ekibi (Fotograftakiler: Tugce CEYLAN, Muhsin COGAL, Ortag CETINTAS,
Yasemin SANCAR, Deniz SENOL).
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Ek B.4 Laboratuvar ekibi (Fotograftakiler: Prof. Dr. I. Mehmet Ali OKTEM, Ozge OZTUNA,
Tuggce CEYLAN, .Ceylan POLAT, Sercan IRMAK, Yasemin SANCAR, Ugur
KAYIS, Ortag CETINTAS).
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