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BOLUM 1

KEDILERDE HEPATOTROPIK VIRUSLAR

Zeynep DEGIRMENCI!
B. Taylan KOC?

Giris

Karaciger, kedilerde metabolik homeostasisin siirdiiriilmesi,
detoksifikasyon ve immiin yanitin diizenlenmesinde merkezi bir rol
oynamaktadir (Frogley, 2013). Hayati bir O6neme sahip olan
karaciger, anatomik konumu ve islevi geregi patojenlerin hedefi

haline gelerek inflamatuar hastaliklara agik bir yap1 sunmaktadir
(Keller, 2017).

Karacigerin yliksek fonksiyonel rezervi nedeniyle hepatik
patolojiler genellikle sinsi bir sekilde seyretmektedir. Hastaligin
erken evrelerinde ortaya ¢ikan; anoreksi, letarji ve kusma gibi non-
spesifik semptomlar gastrointestinal bir rahatsizlik olarak
yorumlanabilmektedir. Hastaligin progresyonu ile birlikte ikterus,
asites, hepatik ensefalopati gibi klinik olarak belirgin semptomlar
ortaya cikmaktadir (Negasee, 2021). Klinik tablonun baglangicta
maskelenmis sekilde ilerlemesi, arka planda seyreden enfeksiydz
siireclerin teshisini de zorlastirmaktadir (Rondeau, 2014).
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Ancak son yillarda veteriner viroloji alanindaki gelismeler,
kedilerde kronik karaciger hastaliklarinin arkasindaki gizli viral
etkenleri ortaya c¢ikarmaktadir. Yapilan arastirmalar gbz Oniine
alindiginda; Domestic Cat Hepadnavirus (DCH), Feline Infeksiyoz
Peritonitis (FIP) ve Hepatit E virusu’nun hem Tiirkiye hem de diinya
capinda goriilmekte olan hepatotropik viral ajanlar arasinda yer
aldig1 tespit edilmistir (Capozza ve ark., 2021a; Adigiizel ve ark.,
2023). Ayrica Feline Calisivirus (FCV), Feline Panlokopeni Virus
(FPV) ve Feline Losemi Virus (FeLV) viruslarinin da karacigere
yonelik sekonder etkilerinin bulundugu goriilmiistiir (Caringella ve
ark., 2019; Lamuanpuii ve ark., 2025; Reinacher ve Theilen, 1987).
Feline infeksiyoz Peritonitis (FIP)

1. Etiyoloji

Feline koronavirus (FCoV), Coronaviridae ailesinin
Alphacoronavirus cinsinde yer alan, yaklasik 30 kb uzunlugunda tek
sarmall1, zarfli bir RNA virusudur (Hartmann, 2005; Barker ve
Tasker, 2020). Koronavirus genomu; Viral RNA polimeraz ve
proteazlar1 olusturan biiyiik bir poliprotein (ppla; pplab), hiicreye
girisi saglayan trimerik Spike (S) glikoproteini, genomik RNA ile
etkilesen Niikleokapsid (N) proteini, viral zarfi olusturan E ve M
(Matriks) proteinlerinden olusmaktadir (Barker ve Tasker, 2020).

FCov; in vitro biiyiime ozellikleri, genomik yapis1i ve
antijenitesine gore diinya genelinde enfeksiyonlarin ¢ogunu
olusturan Tip I ve hiicre kiiltiirlinden izole etmeye daha uygun olan
Tip II olarak siniflandirilir (Tasker ve ark., 2023). Patojenitesine
gore ise kedi enterik koronavirusu (FECV) ve kedi enfeksiyoz
peritonit virusu (FIPV) olarak adlandirilan iki biyotipe ayrilmaktadir
(Tekes ve Thiel, 2016).

2. Epidemiyoloji

[k kez 1963 yilinda tanimlanan hastalik Felidae ailesindeki
tim yeleri etkilemekte ve diinya genelinde goriilmektedir
(Chappuis ve Duret, 1978; Holzworth, 1963; Tasker ve ark., 2023).
Enfeksiyon fekal-oral yolla yayilir ve virus bulastiktan sonraki bir
hafta i¢inde diskida virus sagilimi gergeklesir (Pedersen ve ark.,
2008). Virus sacilimi genellikle birka¢ haftadan birka¢ aya kadar
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stirer, bazilar1 dmiir boyu kalic1 enfeksiyon olarak yaymaya devam
etmektedir (Tasker ve ark., 2023).

FCoV ve dolayisiyla FIP, kalabalik ortamlarda yaygindir
ozellikle kiiclik bir alanda bircok kedinin bir arada tutuldugu
ortamlarda yaygin olarak gorilmektedir. FIP gelistirme riski,
bagisiklik sistemi zayif ve iki yasinin altindaki kedilerde daha
yiiksektir bu yilizden yavru kediler yetiskinlere gore daha yiiksek risk
altindadir (Hartmann, 2005; Hu ve ark., 2024). FCoV, ¢ok kedili
ortamlarda oldukca yaygin olup kedilerin %90 kadarini enfekte
etmesine ragmen enfekte olan bireylerin yalnizca %5-10'unda FIP
gelismektedir (Tasker ve ark., 2023).

Birkag izole ada haricinde FCoV enfeksiyonu diinya ¢apinda
bildirilmistir (Tasker ve ark., 2023). Tiirkiye’de ise antikor
seroprevalansinin =~ %90'n  ilizerinde oldugu tespit edilmistir
(Yuzbasioglu Ozturk ve ark., 2025).

3. Patogenez

FIPV’nin FECV ile enfekte olmus kedilerin viral
genomlarinda meydana gelen delesyon mutasyonlar1 yoluyla
evrimlestigi hipotezi bulunmaktadir ve bu mutasyonlarin 3¢, 7b ORF
boliimlerinde ve S geninde olustugu goriilmiistiir (Vennema ve ark.,
1998; Chang ve ark., 2012). Ig¢sel mutasyon teorisine gore
enterositlerden makrofajlara gegen tropizm ve sonucunda coklu
organ tutulumu olusmasiyla birlikte Sliimciil bir hastalik haline
gelmistir (Kipar ve Meli, 2014). Mutasyonun meydana gelmesinden
yaklasik 14 giin sonra makrofajlar tarafindan tiim viicuda dagitilan
mutasyona ugramis viruslar; kor bagirsak, kolon, bagirsak lenf
digimleri, dalak, karaciger ve merkezi sinir sisteminde
bulunmaktadir (Hartmann, 2005).

FIP patogenezinde, monosit ve makrofajlarda FCoV
replikasyonunun gergeklesmesi Onemli bir rol oynamaktadir.
Monositler ~damar duvarina tutunarak  metalloproteinaz-9
salgilayarak bazal laminanin yapisini bozmaktadir. Ardindan damar
disina ¢ikarak makrofajlara doniismektedir. Bu siirecte, immun
komplekslerin  birikimi ve yogun inflamatuar yanit damar
gecirgenligini arttirmaktadir. Endotelyal baglantilarin bozulmasi
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plazmanin damar disina sizmasina ve sonucunda perikardiyal
bosluklarda eflizyonla kendini gosteren klinik belirtilerin
gbzlenmesine yol agmaktadir (Tasker ve ark., 2023).

FECV nin monositlerde de c¢ogaldig1 diisiiniildiiglinde
mutasyonun epitel hiicreleri yerine monositlerde meydana geldigi de
diistiniilmektedir. Virusun intravaskiiler makrofajlar ve kupfer
hiicrelerini enfekte ettigi bilinmektedir. Kandaki partikiilleri fagosite
ettikleri sirada mutasyonun meydana geldigi ve sonrasinda
cogalarak kana verildigi diisliniilirse bu sekilde tiim sistemlere
yayilabildigi sonucuna varilabilmektedir (Kipar ve Meli, 2014).

4. Klinik Bulgular

FIP, primer viral hasardan ¢ok konagin immdiin yanitina bagl
gelisen bir asirt duyarlilik reaksiyonudur (Hartmann, 2017). FIP'in
spesifik olmayan belirtileri arasinda istahsizlik, uyusukluk,
lenfadenopati, kilo kaybi1 ve genellikle antibiyotiklere yanit
vermeyen ates bulunur. Son evrede ise, lenfopeni ve normositer
normokromik anemi ile birlikte spesifik olmayan lokositoz gibi
bulgulari icermektedir (Mir ve ark., 2025).

FIP, klinik olarak 1slak (efiizif) form ve kuru form olmak
tizere smiflandirilmistir (Ozturk ve ark., 2025). Islak formda kan
damarlarmin inflamasyonu sonucunda vaskiiler gecirgenlik artar;
abdominal, torasik ve perikardiyal bosluklarda efiizyon sekillenir
(Solikhah ve ark., 2024). Kuru formda; bolgeye bagli olarak
degismekle birlikte karaciger, dalak, bobrek, pankreas ve
bagirsaklarda graniilomatoz lezyonlar ve sinir tutulumu meydana
gelir (Solikhah ve ark., 2024; Tasker ve ark., 2023). Abdominal
bolgede graniilomu bulunan kedilerde mezenterik lenfadenopati,
omental yapisikliklar, pankreatit, splenomegali hepatomegali,
ikterus ve karaciger yetmezligi belirtileri goriilmektedir (Sherding,
2009). FIP'teki patolojik bulgular iyi belgelenmis olsa da, literatiirde
FIP tanili kedilerde hepatik lezyonlara yonelik ¢aligmalar sinirlidir.
Ancak mevcut bulgular kayda deger oranda karaciger
inflamasyonunun sekillendigini ortaya koymaktadir (Cony ve ark.,
2024; Ozturk ve ark., 2025; Miiller ve ark., 2023).



FIP’te ultrason bulgularimi arastiran bir ¢alismada kedilerin
%380’inde diffiiz veya fokal hepatik ultrasonografik degisiklikler
bulunmus; bunlarin %52’sinde hepatomegali, %48’inde ise diffiiz
hipoekojenite goriilmiistiir (Miiller ve ark., 2023).

FIP teshisi konulan 131 kedi {izerinde yapilan karaciger
lezyonlarma yonelik calismada 59 kedinin karacigerinde
inflamasyona yonelik saptanan lezyonlar Resim 1’de gosterilmistir.
Karaciger orneklerinin %35,6’sinda perihepatit goriilmiistiir, (sekil
A). Perihepatitli (%30,5) kedilerde beyaz ve sar1 renkte multifokal
nodiiller goriilmiistiir (Sekil B). %22'sinde karaciger parankimi
boyunca dagilmis ¢ok odakli beyaz ve sar1 renkli nodiil varlig tespit
edilmigtir (Sekil C). %11,9’unda yaygin karaciger lezyonlar1 ve
hepatomegali varlig1 saptanmistir (Sekil D). Karacigerinde patolojik
lezyonlar bulunan kediler FIP’in hem kuru hem de effiizif formunda
tespit edilmistir (Cony ve ark., 2024).

Resim I Karaciger Lezyonlart

Kaynak: Cony ve ark., 2024
5. Tani

Hastanin 2 yasindan kii¢iik olmasi, ¢ok kedili ortam ve klinik
bulgular yol gostericidir (Tasker ve ark., 2023).



Hematolojik olarak anemi, trombositopeni ve efiizyonlu
kedilerde lenfopeni goriilmektedir (Felten ve Hartmann, 2019).
Biyokimyasal olarak hiperglobiilinemi, hipoalbuminemi ve diisiik
albiimin/globiilin (A:G) orami1 goriilmektedir. A:G oraninin <0,4
olmas1 durumunda FIP olasiligin yiiksek, A:G oraninin >0,8 olmasi
ise diisiik kilmaktadir (Esin ve ark., 2025; Tasker, 2018).

Serum biyokimya bulgularinda hiperglobulinemi ve
hipoalbunemi goriilmesi sonucu (ALB/GLOB) oraninin diistiigii
tespit edilmistir (Esin ve ark., 2025; Moyadee ve ark., 2024). A:G
oraninin <0,4 olmast durumunda FIP olasiliginin ¢ok yiiksek
oldugunu  goéstermektedir. Yapilan ¢alismalarda karaciger
enzimlerinde (ALT, AST) artis ve hiperbilirubinemi tespit edilmistir
(Norris ve ark., 2005; Sherding, 2009).

Tanida efflizyon analizinden yararlanilmaktadir. Islak FIP
formunda; abdomen, toraks ve perikartta sar1 renkte, yiiksek
proteinli sivi birikimi olmasi tipiktir. Eflizyona rivalta testinin
uygulunarak pozitif sonu¢ vermesi ve sitoloji yapilarak dejenere
olmamis  nétrofiller ve  makrofajlarin  goriilmesi  taniy1
giiclendirmektedir (Tasker ve ark., 2023).

Efiizyon sitolojisi ve biyokimyas1 FIP ile uyumlu oldugu
belirlendiginde viral Niikleik asidin RT-PCR ile tespit edilmesi
teshis yontemlerinden biridir (Thayer ve ark., 2022). Ancak RT-PCR
biyotipleri ayirt edememekte, antikor testleri ise tagiyicilarin pozitif
cikmasi nedeniyle sinirlt deger tasimaktadir (Kipar ve Meli, 2014).
Kesin tanm1  i¢in doku oOrneklerinde FCoV  antijeninin
immiinohistokimyasal boyanmasi altin standart kabul edilir (Felten
ve Hartmann, 2019).

6. Tedavi

GS-441524: Remdesivir ile iligkili bir antiviral olan GS-
441524 gibi niikleozit analoglari, virusun RNA'sin1 ¢ogaltma
yetenegini engelleyerek viral ¢ogalmayr durdurma prensibiyle
calismaktadir (Mir ve ark., 2025). GS-441524’tin aktif NTP
(niikleozit trifosfat) analogu, viral RNA sentezi sirasinda dogal
niikleozit trifosfatlar ile yarigmali bir etkilesime girerek inhibitor
gorevi Ustlenmektedir. Aktif formunun, yeni sentezlenen viral
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transkriptin yapisina katilarak erken zincir sonlanmasina yol actig1
ve bu mekanizmayla RNA-bagimli RNA polimeraz (RdRp) aracili
transkripsiyonu inhibe ettigi gosterilmistir (Murphy ve ark., 2018).
FIP’li kedilerde yapilan c¢alismalarda tedavide GS441524’iin
kullanilmasmin efektif oldugu bulunmustur (Pedersen ve ark.,
2019). 2018-2024 yillar1 arasinda GS441524 etkinligiyle ilgili
yapilan caligmalar degerlendirildiginde klinik basar1 oran1 80.6%
olarak bulunmus ve %4’i niiks sonras1 tekrardan ila¢ kullanimiyla
tyilesmistir (Gokalsing ve ark., 2025). GS-441524 ilaglarinin
potansiyel faydalar1 yapilan c¢aligmalarla vurgulanmaktadir ancak
onaylanmamig bu tedavilerin yaygm kullanimiyla ilgili bir¢ok
endise devam etmektedir; bunlar arasinda direngli viral suslarin
ortaya ¢ikma olasilig1 bulunmaktadir (Delaplace ve ark., 2021).

Remdesivir (GS-5734): Cesitli RNA viruslarma karsi genis
antiviral aktiviteye sahip bir niikleozit analogudur. Tek bir
diasterecomer  olan  Remdesivir, bir ©6n ilag  olarak
monofosforamidattir ve uygulandiktan sonra aktif form olan GS-
441524'e doniistiiriilir (Bakheit ve ark., 2023). Remdesivir, oral
yolla uygulanan GS-441524’e gore daha pahali bulunmustur ayrica
intravendz ve subkutan uygulandigi igin stres faktorii olusturdugu
diistiniilmektedir (Taylor ve ark., 2023).

Molnupiravir (EIDD-2801): Koronaviruslar da dahil olmak
tizere genis spektrumlu antiviral aktiviteye sahip, agi1zdan almabilen
bir riboniikleosit analogu 6n ilagtir. Aktif metaboliti EIDD-1931,
translasyonel mutagenezi uyararak ve RNA'ya bagimli RNA
polimerazi bozarak koronavirus replikasyonunu inhibe etme
prensibiyle ¢alismaktadir (Clark ve ark., 2025). Molnupiravir ile
tedavi edilen 18 kediden 14’linde iyilesme oldugu goriilmiistiir
(Sase, 2023).

Molnupiravir'e yanit, GS-441524'e gore daha yavas
olabilmektedir. Ayrica yan etkileri degerlendirildiginde GS-441524
gibi diger niikleozit analoglarinin tercih edilmesinin daha uygun
olacagi diisiiniilmektedir (Tasker ve ark., 2026).

Proteaz inhibitorii (GC376): Koronaviruslar, konak¢inin
transkripsiyon mekanizmasini kullanarak, ppla ve pplab olmak
tizere 1ki Ortiisen poliprotein kodlarlar; bu poliproteinler,
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koronavirus tarafindan kodlanan proteazlar olan papain benzeri
proteaz (PLpro) ve ana proteaz (3CLpro) tarafindan pargalanir ve
viral replikasyon icin gerekli olan yapisal olmayan proteinler
meydana gelir. Bu nedenle Mpro koronaviruslara karsi ilag
gelistirme konusunda cazip bir hedeftir (Lu ve ark., 2022). Proteaz
inhibitorii olan GC376 ile yapilan bir ¢calismada, 20 kediden 19’una
2 hafta igerisinde iyilesme gozlemlenmis fakat 13’iinde ilerleyen
zamanda niiks goriilmiistiir (Pedersen ve ark., 2018).

Ast: FIP tedavisinde, viriisiin yiikksek mutasyon hizi
nedeniyle gelisen direng ve sentetik bilesiklerin hiicresel diizeydeki
toksisitesi, mevcut terapotik etkinlikleri sinirlandirmaktadir. Benzer
sekilde as1 calismalarinda da S proteinini hedefleyen tasarimlar,
notralizan epitoplar ile ADE (Antikor Aracili Gelisme) epitoplarinin
yakin  iliskist  nedeniyle daha  siddetli  enfeksiyonlar
tetikleyebilmekte; M ve N protein tabanh alternatifler ise mutant
suslara kars1 yetersiz koruma saglamaktadir (Gao ve Wen, 2025).

FIP patogenezinde kritik bir rol ADE mekanizmasi; virusa
spesifik antikorlarin varhigina ragmen, FCoV'lerin makrofajlara
girisinin kolaylagsmasiyla daha siddetli ve olimciil bir hastalik
formunun tetiklenmesine neden olmaktadir. Klinik ¢alismalarda,
asilama sonras1 ADE reaksiyonunun sekillenmesi, etkili ve giivenli
as1 tasarimint biiyiikk Olclide zorlastirmistir (Hartmann, 2005).
WSAVA (Diinya Kiigiik Hayvan Veteriner Hekimleri Birligi) as1
rehberinde FIP asis1 6nerilmeyen kategorisinde degerlendirmistir
(Day ve ark., 2016).

Koruma Kontrol i¢in stres faktorleri azaltilmali, fekal-oral
bulas nedeniyle kum ve mama kaplarinin hijyenine 6nem
verilmelidir (Sherding, 2009).

Hepatit E

Hepatit E Virusu; Hepeviridae ailesine, Orthohepevirus
cinsine aittir ve Orthohepevirus A'dan D'ye kadar 4 tiirii igermektedir
(Smith ve ark., 2014). Orthohepevirus A, HEV-1'den HEV-8'e kadar
sekiz genotipten olusmaktadir. HEV 1,2,3,4,7 genotiplerinin
insanlar1 enfekte ettigi bilinmektedir (Velavan ve ark., 2021). HEV3
ve HEV4 c¢ogunlukla gelismis bolgelerde goriilen zoonotik
viruslardir. igme suyunun diski ile kontamine olmasi veya enfekte
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hayvanlardan elde edilen etin tiiketilmesi yoluyla insanlara
bulasmaktadir (Kamar ve ark., 2017). Hepeviridae ailesinde;
memelileri, kuslar1 ve baliklar1 enfekte eden, bagirsak yoluyla
bulasan kiiciik, yar1 zarfli veya zarfsiz, tek sarmall1 pozitif polariteli
RNA viruslar1 bulunmaktadir (Purdy ve ark., 2022). Hepatit E
(HEV), 27-34 nm c¢apinda, tek sarmalli pozitif yonli RNA
genomuna sahip, zarfsiz kii¢lik bir virustur (Kamar ve ark., 2017).

Hepatit E'nin halk saghigi acisindan 6nemi c¢ok biiyiiktiir.
Diinya Saghk Orgiiti'ne (WHO) gére, her yil diinya genelinde
tahmini 20 milyon hepatit E virusu (HEV) enfeksiyonu meydana
gelmektedir (World Health Organization [WHO], 2023). Hepatit E
virusu, insanlarda kendiliginden iyilesen akut hepatite neden
olmaktadir ve kontamine su, ¢ig et tiiketimi, kan transfiizyonu ve
organ nakli yoluyla bulagsmaktadir (Purdy ve ark., 2022).

Evcil domuzlar, yaban domuzlari, geyikler ve tavsanlar gibi
memelileri enfekte eden HEV suslari, insanlarda zoonotik
enfeksiyonlara neden olmasiyla hayvan rezervuarlarinin 6nemi
acikca ortaya ¢cikmistir (Kamar ve ark., 2014). Amerika Birlesik
Devletleri'nde, domuz veteriner hekimlerinin kontrol gruplarina gore
HEV antikorlar1 i¢in seropozitif olma olasiligi 1,51 kat daha fazla
bulunmustur (Wang ve Meng, 2021). Son yillarda sokak kedi ve
kopeklerinin sayist artmaktadir ve bu artis HEV de dahil olmak iizere
zoonotik patojenlerin bulagsmasi i¢in potansiyel kaynaklar olarak
kabul edilmektedir (Caballero-Gomez ve ark., 2022). Kedilerin de
insanlar i¢in potansiyel bir HEV enfeksiyon kaynagi olabilecegi ilk
kez 2003 yilinda, Japonya'da yasamakta olan bir adamin
aciklanamayan bir sekilde akut hepatit E gecirmesi ve kedisinden
alman kanda HEV antikorunun ¢ikmasi sonucu 6ne siirilmiistiir.
Fakat ayn1 enfekte giday1 tikketme ihtimalleri g6z oniine alindiginda
kesin bir sonuca varilamamaktadir (Kuno ve ark., 2003).

1. Epidemiyoloji

Ispanya‘da kedilerden toplanan 144 kan numunesinde %2.8
seropozitiflik bulunmustur (Caballero-Gomez ve ark., 2022).
Italya’da 324 kedi serum 6rneginden genel prevalans %3,1 olarak
bulunmusur ve ek olarak akut karaciger hastalig1 olan bir kedinin de
HEV pozitif oldugu tespit edilmistir (Capozza ve ark., 2021b).
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Hollanda’da kedi serum orneklerinde %14,89 oraninda anti-HEV
antikoru bulunmustur fakat digskida veya serumda HEV RNA’si
saptanamamustir (Li ve ark., 2020). Tiirkiye’de ise ¢caligma grubunun
%5,4°1 seropozitif olarak bulunmustur (Cagirgan ve ark., 2022).
Ayrica Cin’de yapilan bir ¢calismada mutfak artiklariyla beslenen
kedilerde HEV antikorunun varligi, sadece paketli mamayla
beslenen kedilere gore onemli dl¢ilide yiliksek bir oranda saptanmigtir
(Liang ve ark., 2014). Kedilerde HEV antikoru varlig1 kanitlanmig
olmasina ragmen kedilerde herhangi bir spesifik klinik bulgu tespit
edilememistir (Capozza ve ark., 2021b).

Sonug¢ olarak, evcil hayvanlarda oOnemli oranda HEV
maruziyeti oldugu ve hayvanlarla yakin temasta bulunan insanlar
icin potansiyel olarak bulasici oldugunu gdstermektedir. Buna
paralel olarak, genel niifusla karsilastirildiginda, veteriner hekimler
ve kopek ciftligi calisanlarinin anti-HEV antikor pozitifliginin
onemli olglide daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Zeng ve ark.,
2017). HEV enfeksiyonun zoonotik potansiyeli gbéz Oniine
alindiginda hastaligin gozetimi ve kontroliinde Tek saglik yaklasimi
giin gegtikce onem kazanmaktadir (Prpi¢ ve Baymakova 2023).
Domestic Cat Hepadnavirus (DCH)

1. Etiyoloji

Hepadnaviridae ailesi; 3.0-3.4 kb biiyiikligiinde, kismi ¢ift
sarmalli DNA genomuna sahip, kiicik ve zarfli viruslardan
olusmaktadir. Hepadnaviruslarin replikasyon siiregleri, hepatosit
sitoplazmasindaki niikleokapsid igerisinde gerceklesen reverse
transkripsiyon asamasini igermektedir. Aile biinyesinde bes cins
bulunmaktadir: Parahepadnavirus, Metahepadnavirus,
Herpetohepadnavirus, Avihepadnavirus ve Orthohepadnavirus
(Magnius ve ark., 2020). Primatlar, yarasalar ve kemirgenler dahil
cesitli memelileri enfekte eden Orthohepadnavirus cinsi tiyeleri
hepatotropiktir (Aghazadeh ve ark., 2018; Karayiannis, 2017)

Insan Hepatit B Virusu olarak bilinen HBV siroz ve
hepatoselliiler karsinom (HCC) gibi komplikasyonlarla iliskili
onemli bir morbidite ve mortalite nedeni olmasiyla ciddi bir kiiresel
saglik sorunudur (Abdelhamed ve El-Kassas, 2024). Hepatit B
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enfekte 2022 yili verilerine gére 254 milyon insan bulunmaktadir
(Global Hepatitis report, 2024).

HBV, hepatositlerde pregenomik RNA (pgRNA)’nin ters
transkripsiyonu aracilifiyla ¢ogalmaktadir. Virusun preS1 alani;
hepatositlerin yiizeyinde bulunan, besin ve safra tuzlarini igeri almak
icin kullanilan heparan siilfat proteoglikanlarina (HSPG'ler) ve
sodyum taurokolat kotransport polipeptit (NTCP) reseptoriine
baglanmaktadir. Igeriye giren pgRNA, mikrotubiiller aracilifiyla
cekirdege ulagsmaktadir (Gémez-Moreno ve Ploss, 2024).

HBV'nin ters transkriptaz enzimi olan P proteini,
sentezlendiginde aktif formda degildir. Enzimin islevsel hale
gelmesi i¢in hiicre igindeki saperon proteinleri (Hsp70 ve Hsp40)
kullanilir. Saperonlar, P proteininin yapisin1 degistirerek RNA
baglama bolgesini agar. Aktif hale gelen P proteini sa¢ tokasi
seklindeki epsilon (¢) dizisine baglanir ardindan kisa bir DNA
parcasi sentezlenir. Sentezlenen DNA, pgRNA'min 5' ucundan
koparak 3' ucunda bulunan DR1 bdlgesine tasmir. Pozitif ipligin
sentezi ise kalan kiiciik RNA pargasinin DR2 bolgesine transferi ile
gerceklesir. (Nassal, 2008; Chuang ve ark., 2022).

Virusun ¢ogalabilmesi i¢in RNA'lar1 iizerinde bazi kimyasal
degisiklikler meydana gelmektedir. Adenozin bazinin 6. azot
atomuna bir metil grubunun eklenmesiyle olusan metiladenozin
(m6A), Hepatit B Virusunun (HBV) dongiisiinii viral RNA
tizerindeki konumuna ve etkilesime girdigi okuyucu proteinlere
bagli olarak farkli sekillerde etkiler. 3' ucunda m6A modifikasyonu,
okuyucu proteinler tarafindan taninarak viral RNA'nin stabilitesinin
azalmasina neden olurken, 5' ucundaki epsilon (€) yapisina m6A
modifikasyonu, virusun ters transkripsiyon aktivitesini pozitif yonde
etkilemektedir (Kim ve Siddiqui, 2021).

HBYV, kendi RNA'larin1 m6A ile modifiye ederek hiicrenin
bagisiklik sensorleri olan RIG-I proteininden gizlenir, RNA'nin
yabanci olarak tanimasini engeller ve bdylece interferon iiretimini

baskilayarak virusun bagisiklik sisteminden kagmasini saglar (Moon
ve ark., 2023).
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HBYV ile ayn ailede bulunan ve 42-50 nm ¢apinda, kismen
cift sarmalli, dairesel bir DNA virusu olan Evcil Kedi
Hepadnavirusu (DCH), ilk olarak Avustralya’da multisentrik B-
hiicreli lenfoma ve Feline Immiin Yetmezlik virusu enfeksiyonu
bulunan bir kedide tespit edilmistir (Aghazadeh ve ark., 2018).
Yaklasik 3.2 kb uzunlugundaki genomu: polimeraz (P/L), surface
(S), core (C) ve X proteinlerini kodlayan iist iiste kesisen acik okuma
cercevesine (ORF) sahiptir. (Aghazadeh ve ark., 2018; Capozza ve
ark., 2021a). DCH genomik yapis1 Resim 2’de gosterilmistir.
HBV’de C proteinleri niikleokapsidi bir araya getirmek,
niikleozomlarin araligini diizenlemek amaciyla cccDNA'ya baglanir.
Ayn1 zamanda reverse transkripsiyonu baslatmada ve olgun
niikleokapsidin  zarflanmasinda aktif bir rol oynamaktadir
(Lamontagne ve ark., 2016). X proteini, Orthohepadnavirusler’in
konak olarak memelilere adapte olmasi sirasinda kazanilan bir
fonksiyondur (Lauber ve ark., 2017). Replikasyon ve enfeksiyonda
onemli rol oynayan HBx'in dogrudan onkogenik mi yoksa HCC
gelisiminde yalnizca kofaktér mii oldugu heniiz netlesmemistir
(Lamontagne ve ark., 2016). HBX proteini, sitozolde m6A
baglanmasin1 saglayan METTL3 ve METTLI14 proteinleri ile
etkilesime girerek bu proteinlerin ¢ekirdege tasinmasini tesvik eder.
Cekirdekte bu kompleksi cccDNA'ya yonlendirir ve bu sayede viral
RNA'larin heniiz sentez asamasindayken m6A ile modifiye edilmesi
saglanir (Moon ve ark., 2023). Viral baglanmada 6nemli rol oynayan
S proteinleri (ylizey proteinleri) S, preS2 ve preS1 olmak {izere ii¢
bolgeden olusmaktadir (Churin ve ark., 2015). P geni, en biiyilik
ORF'dir. Viral genomun yaklasik %80'ini olusturur ve diger tiim
ORF'lerle ortiigiir. DNA polimerazi kodlar ve bu polimeraz dort alan
icerir. Bu alanlar, eksi iplikli DNA sentezi i¢in astar gorevi goren
terminal protein (TP) alani, bir "ara" alan, katalitik ters transkriptaz
(RT) alan1 ve RNase H alanidir (Chuang ve ark., 2022).

DCH ve HBYV, Orthohepadnavirus cinsinde birlikte
gruplandirilmis olsalar da DCH'nin her bir viral proteininin islevi

heniiz aydmlatilmamistir fakat genomik yapilarindaki benzerlikler
dikkat ¢ekmektedir (Shofa ve ark., 2023; Kog ve ark., 2024).

Resim 2 DCH Genomik Yapisi
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Domestic cat hepadnavirus

3187 bp

Kaynak: Aghazadeh ve ark., 2018
2. Epidemiyoloji

Heniiz bulagsma sekline yonelik kesin bir bilgi olmamakla
birlikte insanlarda HBV bulagiminin kan ve diger viicut sivilari
yoluyla gerc¢eklestigi bilinmektedir (MacLachlan ve Cowie, 2015).
DCH i¢in de benzer bulagma sekillerinin varsayilabilecegi
diistiniilmektedir (Lanave ve ark., 2019). Son yillarda yapilan bir
calismada, kaninda DCH virusuna ait DNA bulunan kedilerden
alinan oral, nazal, rektal ve vajinal siirlintli 6rneklerinde virus varligi
saptanmistir. Vajinal sekresyonda virus DNA’smin bulunmasi,
kedilerin cinsel temas yoluyla virusu yaydigii diisiindiirmektedir
(Pellegrini ve ark., 2026).

Yapilan literatiir taramasinda Avustralya, Hong Kong
(%11,1), USA (%1,3), Malezya (12,3), Tayland (%18,5), Japonya
(%0,78), Italya (%10,8), ve Tiirkiye’de (%4 ve %11,6) oranlarinda
DCH varligmin bildirildigi  goriilmiistir. Bu durum DCH
enfeksiyonunun  klinik  acidan Onemini ve yayginligim
gostermektedir (Adigiizel ve ark., 2023; Aghazadeh ve ark., 2018;
Anpuanandam ve ark., 2021; Capozza ve ark.,2023a; Chen ve ark.,
2025; Korkulu ve ark., 2024; Lanave ve ark., 2019; Piewbang ve
ark., 2022; Takahashi ve ark., 2022). Avustralya, Asya ve Avrupa
suslar1 Genotip A olarak isimlendirilmistir. Japonya ve Brezilya’da
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tespit edilen sus ise Genotip B olarak adlandirilmistir (Capozza ve
ark., 2023a; Tessmann ve ark., 2025). Tayland'daki evcil kedi
hepadnavirusu (DCH) suslar1 {lizerinde yapilan analizler, CP23S
THA/2016 sugundaki C geninde homolog bir rekombinasyon olayin1
ortaya koymustur. Cografi bakimdan farkli mutasyonlar sonucu
suslar arasindaki rekombinasyonlarin olabilecegi diisiiniilmektedir
(Piewbang ve ark., 2020).

Ulkemizde Domestic Cat Hepadnavirusa yonelik sinirh
sayida ¢aligma bulunmaktadir. Yapilan calismalarda rastgele secilen
kan ornekleri kullanilmistir ve 550 ornek arasinda 22 pozitiflik
bulunmustur (Adigiizel ve ark., 2023), FeLV ile enfekte oldugu
bilinen numunelerle yapilan arastirmada %11,6 oraninda kedinin
DCH ile koenfekte oldugu bulunmustur (Korkulu ve ark., 2024).

3. Patogenez

HBYV ve DCH, konak hiicre hepatositlerine giris siirecinde
kritik rol oynayan NTCP yiizey reseptoriine baglanma iglemini
preS1 peptidi araciligiyla gergeklestirmektedir (Shofa ve ark., 2023).
DCH’nin pregenomik RNA yapisinda, insan Hepatit B virusundaki
yaptiya benzer gii¢lii bir sa¢ tokasi (stem-loop) yapist gosteren bir
epsilon dizisi tanimlanmistir. Bu yapilar, hepadnavirus replikasyonu
icin gerekli olup, Ozellikle pre-genomik RNA’nin ters
transkripsiyonunun baslatilmasinda rol oynamaktadir. Epsilon
dizisindeki ¢ikint1 bolgesinde yer alan {i¢ niikleotitlik UUC dizisinin,
hem DCH hem de HBV’de ayni olmasi benzer replikasyon
mekanizmasina sahip olabileceklerini diigiindiirmektedir (Capozza
ve ark., 2023b). DCH DNA's1 sitoplazmada bir araya getirildikten
sonra ER'ye tomurcuklanarak tagmir. DCH gelisim siireci, ER'de
zarin ice dogru kivrilmasiyla kurbaga yavrusu benzeri bir yapi
olusturarak gerceklesir. Daha sonra, ER zarinin aktivitesiyle virus
zarfi gelisir ve son olarak tomurcuklanma siireciyle tamamlanmig
DCH virionunu disar1 atmak iizere plazma zarina taginir (Piewbang
ve ark., 2020).

DCH pozitif olan karaciger bolgelerinde, hiicre 6liimlerine
bagli olarak hepatositlerin ¢ogalma hizinin DCH negatif alanlara
gore ¢ok daha yiiksek oldugu saptanmistir. HBV'de oldugu gibi,
konak¢inin bagisiklik sisteminin virusa verdigi tepkiyle tetiklenen
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bu siirekli hiicre ¢ogalmasi, hiicrelerin kanserlesmesine (HCC)
zemin hazirlamaktadir (Capozza ve ark., 2021a).

HCC’si bulunan kediler iizerinde yapilan bir ¢aligmada
%23,9’unda DCH DNA’s1 saptanmigtir ayrica HBV ve DCH’nin
hepatoselliiler karsinom olgularinda homolog bdlgelere (CCNE1)
entegrasyon gosterdigi ortaya koyulmustur. CCNEI1, G1 fazindan S
fazina gecisi i¢in gerekli olan ve hiicre ¢ogalmasini diizenleyen
Siklin E1 proteinini kodlamaktadir. Virusun bu bélgeye yerlesmesi
hiicrelerin durdurulmaz bir sekilde ¢cogalmasina neden olmaktadir
(Cavasin ve ark., 2025).

Benzerlikleri goz oniine alindiginda evcil kediler {izerinde
yapilacak saha c¢alismalarinin laboratuvar deneylerinden daha
kullaniglhi bir yaklagim olacagi ayrica kedilerde goriilen viral
onkolojinin kanser tibbinin ilerlemesinde potansiyelinin oldugu
diistiniilmektedir (Beatty ve Tu, 2026).

4. Klinik Bulgular

HBV’nin insanlarda karaciger hastaliklarinda etkili oldugu
gibi DCH’nin de kedi karaciger hastaliklarinda potansiyel bir rolii
oldugu diisiiniilmektedir (Capozza ve ark., 2021a; Pesavento ve ark.,
2019). Fakat kedilerde heniiz yeni saptanmis bir virus olmasi
sebebiyle kliniklerde baska viruslarla karismaktadir. Kedilerde
karaciger hastaliklariyla baglantili viruslar olarak FeLV ve FIPV
diisiiniilmektedir (Capozza ve ark., 2021a). Ayrica kronik hepatit ve
HCC kedilerde goriildiigiinde genellikle idiopatik olarak
degerlendirilmektedir (Bayton ve ark., 2018). Ancak yapilan bir
calismada 14 kronik hepatit olgusunun 6’sinda (%43) ve
hepatoseliiler karsinom (HCC) olgularinin 29’undan 8’inde (%28)
DCH DNA’s1 amplifiye edilmistir. (Pesavento ve ark., 2019). Ayrica
yapilan bir ¢alismada rutin nekropsisi yapilacak ve karacigerle
iligkili hastaliklar1 bulunan kedilerden, PCR yoluyla DCH varhig
kesinlestirilmis olan kedilerin beyin, kalp, bobrek, karaciger, akciger
ve lenf diigiimleri dokularina yapilan ISH (in stu hibridizasyon)
sonucu bu dokularda da DCH varlig1 saptanmistir. Bu durum virusun
sadece karacigere tropizm gostermekle kalmayip cesitli organlar1 da
etkileyebildigini gdstermektedir (Piewbang ve ark., 2020).
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HBYV, insan immiin yetmezlik virusu (HIV) ile enfekte
bireylerde yaygin bir kopatojen oldugu gibi DCH’de FIV ile enfekte
kedilerde daha yliksek prevalansta goriilmektedir (Aghazadeh ve
ark., 2018; Piewbang ve ark., 2020).

Biyokimyasal parametreler ele alindiginda DCH ile enfekte
kedilerde AST ve ALT gibi karaciger enzimlerinde anlaml1 artiglarin
oldugu saptanmistir (Anpuanandam ve ark., 2021; Piewbang ve ark.,
2022). DCH pozitifligi ile cinsiyet, yas, sahiplik tiirii veya karaciger
hastalig1 durumu arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir fakat
yapilan bagka bir ¢calisma 1 yasini gecen kedilerde daha gii¢lii immun
yanit olustugunu ve IgG iiretme kapasitesinin geng¢ kedilere kiyasla
daha yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir (Scavone ve ark., 2022;
Pellegrini ve ark., 2026).

5. Teshis

Viral niikleik asitler konvansiyonel polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ve kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR)
gibi molekiiller yontemlerle tespit edilerek DCH varligi
saptanmaktadir ve yapilan calismalarda en c¢ok tercih edilen
yontemdir (Capozza ve ark., 2021a; Pesavento ve ark., 2019;
Piewbang ve ark., 2022).

Dokuda veya hiicre i¢inde hedef DNA dizisinin yerini ve
varligini gosteren ISH (In Stu Hibridizasyon) ve doku 6rneklerindeki
belirli antijenleri (proteinleri) tespit etmek i¢in antikor-antijen
etkilesimini kullanan bir ydntem olan Immiinohistokimya (IHC)
teshiste kullanilmaktadir (Pesavento ve ark., 2019; Piewbang ve ark.,
2020; Piewbang ve ark., 2022).

6. Koruma, Kontrol ve Tedavi

Heniiz bir tedavisi bulunmamakla birlikte; HBV ve DCH
replikasyon dongiilerindeki ters transkripsiyon asamasinda, P
proteinlerinin epsilon (¢) dizisine baglanma mekanizmasindaki
benzerlige dayanarak; veteriner hekimligi alaninda yeni antiviral
ilaglarin gelistirilmesi ongoriilmektedir (Kog ve ark., 2024). Fakat
insan HBV antiviral tedavisinin temelini olusturan bir¢ok niikleotid
analogu kediler i¢in kabul edilemeyecek kadar toksiktir (Capozza ve
ark., 2023b). DCH enfeksiyonuna yonelik dnleme stratejilerinin
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tasarlanabilmesi i¢in epidemiyolojisi ve olasi bulasma yollar1 ile
iliskili ¢alismalarin arttirilmasi, buna ek olarak hizli tan1 kitlerinin
gelistirilmesi virusun kontrol altina alinmasina katki saglamasi
beklenmektedir (Shofa ve ark., 2022).

Seconder Olarak Karacigeri Etkileyen Viral Ajanlar

Feline Calicivirus (FCV)

Caliciviridae ailesi, Vesivirus genusunda yer alan FCV, tek
iplikcikli RNA yapisina sahiptir (Hofmann-Lehmann ve ark., 2022).
Enfekte hayvanlarda genellikle yiliksek morbiditeye ancak diisiik
mortaliteye neden sahiptir. Virus oncelikle agiz ve burun salgilar
yoluyla yayilir, ancak goz ve rektal siiriintiilerde, digkida, kanda ve
nadiren idrar orneklerinde de tespit edilmistir (Di Profio ve ark.,
2025).

Hastalik klinik goriiniim olarak agiz ve dilde ilserasyon,
gingivostomatitis, hapsirma ve ser6z burun akintis1 ile
seyretmektedir, eklem agrilar1 sebebiyle topallama sendromu
goriilmektedir (Hofmann-Lehmann ve ark., 2022). Bunlara ek olarak
karacigerle ilgili bulgular da mevcuttur, karacigerle iliskili en
belirgin klinik semptom sariliktir. Karaciger hasari nedeniyle gelisen
bu durum, kedilerde dis etleri, gozler ve ciltte sarimsi bir renk
degisimi ile kendini gosterir (Coyne ve ark., 2006).

FCV enfeksiyonu olan kedilerin karaciger parankiminin
histopatolojik muayenesinde; yaygmn ve dagilmis sekilde
hepatoselliiler nekroz, multifokal hepatit ve kolanjiohepatit tablolari
tespit edilmistir. Bu yangisal siirece, siniizoidlerde belirgin
dilatasyon ve limen igerisinde yogun lokosit infiltrasyonu eslik
etmektedir. Ayrica, vaskiiler trombiis olusumlari gézlemlenmistir
(Caringella ve ark., 2019). Coyne ve ark. (2006) tarafindan FCV
antijeni ve virus benzeri partikiiller kupffer hiicrelerinde ve
hepatositlerde dogrudan tespit edilmistir. Fakat baska bir ¢alismada
karaciger hasarina ragmen dokuda viral antijen saptanmamuistir; bu
da karaciger hasarinin her zaman dogrudan viral replikasyondan
kaynaklanmayabilecegini, sistemik mediyatorlerin  de  rol
oynayabilecegini gdstermektedir (Pesavento ve ark., 2004).

Feline Panlokopeni Virusu (FPV)
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Kedi panlokopeni viriisii; zarfsiz, ikosahedral, tek sarmalll
bir DNA virusu olup Parvoviridae ailesi, Protoparvovirus genusunda
yer almaktadir (Rehme ve ark., 2022; Truyen ve ark., 2009).

Sistemik bir enfeksiyona neden olan virus fekal-oral yolla
bulagsmaktadir. Baslangi¢ta orofaringeal lenfoid dokuda replike olan
virus kan yoluyla tiim dokulara yayilir. Lenfoid dokularin
enfeksiyonu ve nekrozuna yol acar. Kemik iliginin enfeksiyonu,
hasarli gastrointestinal dokudaki nétrofil sekestrasyonu ile daha da
siddetlenen bir 16kopeni tablosu ile iligkilidir. Virus, intestinal kript
hiicrelerinde replike olarak villuslarda kisalmaya, bagirsak
gecirgenliginde artisa ve malabsorbsiyona neden olmaktadir (Sykes,
2013).

FPV, evcil kedilerde istahsizlik, kusma, ishal, 16kopeni ve
yavru kedilerde yiliksek oOliim orani ile karakterize edilmektedir.
Feline  panlokopeni  virusunun  karacigere;  makroskobik,
mikroskobik ve biyokimyasal etkileri bulunmaktadir. Makroskobik
olarak karaciger biiyiimesi, kenarlarinda kiitlesme ve safra kesesinde
genisleme tespit edilirken yapilan histopatolojik incelemede
hepatosit dejenerasyonu ve periportal bolgede siddetli siniizoidal
konjesyon tanimlanmistir (Lamuanpuii ve ark., 2025). Siddetli
etkilenen kedilerde, azotemi, AST veya ALT serum aktivitelerinde
artis ve hiperbilirubinemi goriilebilmektedir (Sykes, 2013).

Feline Losemi Virusu (FeLV)

Retroviridae familyasi, Gammaretrovirus genusunda yer
alan feline 16semi virusu (FeLV); bagisiklik baskilanmasina, kemik
iligi bozukluklarina ve hematopoetik neoplaziye neden olmasi
sebebiyle evcil kedilerde 6nemli ve 6limciil bir hastalik olmaya
devam etmektedir (Sykes ve Hartmann, 2013). Enfeksiyon
FeLV’nin lenfositleri enfekte ettigi orofarenkste baslamaktadir; bu
lenfositler daha sonra kemik iligine gbd¢ ederek birkag hafta
icerisinde viremi sekillendirir. Viremi sonucu, tiikiiriik bezinde ve
bagirsak mukozasinda meydana gelen enfeksiyon tiikiirik ve
diskiyla ¢evreye sacilmaktadir (Lutz ve ark., 2009).

Gelisen viremi siireci karacier parankimini de dogrudan
veya dolayli mekanizmalarla etkileyebilmektedir. FeLV ayrica
sarilik ve fokal karaciger nekrozu da dahil olmak iizere cesitli
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inflamatuar ve  dejeneratif karaciger hastaliklariyla da
iligkilendirilmistir (Reinacher ve Theilen, 1987). Cristo ve ark.
(2019) yaptiklar1 calismada FeLV ile enfekte hayvanlarin nekropsi
bulgularinda, hepatomegali ve hepatik lipidoz varlig1 tespit
edilmigtir. Ek olarak en c¢ok portal bolgede olmak {izere karaciger
neoplastik hiicre infiltrasyonun en c¢ok oldugu organ olarak
bulunmustur. Serum kimyasinda en sik rastlanan bulgu karaciger
enzimlerinde yiikselme olmustur. Kedilerin %30'undan fazlasinda
hiperbilirubinemi ve yiiksek karaciger enzimleri (ALT, AST)
bildirilmistir (Pare ve ark., 2022).
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BOLUM 2

ENDOJEN RETROVIRUSLAR

T. EYLEM YAYGIN!
B. TAYLAN KOC?

Giris
Endojen retroviruslar germ hiicrelerini enfekte ederek
genoma entegre olmus nesilden nesile aktarilan viral kalintilardir.

Endojen retroviruslarin kesfi 1960’larin sonu, 1970’lerin basinda
olmustur. (Weiss, 2006)

Memeli genomlarinda entegre halde bulunan endojen
retroviriislerin (ERV) biiyiik bir kismi evrimsel siirecte biriken
mutasyonlar nedeniyle inaktif hale gelmis olsa da; koala, domuz ve
fare gibi bazi tiirlerde replikasyon kapasitesini koruyan ERV
elementleri tanimlanmistir.
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Bu elementler bagimsiz bir viral replikasyon dongiistini
tamamlayamasalar dahi, hiicresel diizeyde aktif kalarak konake¢inin
evrimsel ve fizyolojik siire¢lerine kritik katkilar saglayabilmektedir.
Nitekim, ERV kokenli olup memeli plasentasyonunda trofoblast
flizyonuna aracilik eden sinsitin proteini, bu genetik adaptasyonun
orneklerinden  biridir. Bununla birlikte, domuz endojen
retroviriislerinin  ksenotransplantasyon prosediirlerinde zoonotik
enfeksiyon riski olusturmasi ve bazi hiicre kiiltiirii kaynakli asilarda
endojen retroviral elementlerin varliginin bildirilmis olmasi, bu viral
dizilimlerin yalnizca evrimsel agidan degil, biyogiivenlik ve halk
saglig1 agisindan da 6nem tasidigini gostermektedir (Denner, 2016;
Kuse ve ark., 2016)

GENEL BILGILER

Retroviruslar basit genoma sahip olanlar alfa, beta, gama,
epsilon retroviruslar1 ve kompleks genoma sahip olanlar lenti, delta,
spumaviruslar olarak simiflandirildiginda, yalnizca basit genom
yapisina sahip olanlarin konakc¢isinda endojen hale geldigi
gorilmektedir. Bunun sebebi belirsizligini korumaktadir. (Weiss,
2006)

Sekil 1: Retroviridae Filogenetik Agaci (Weiss, 2006)
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Memeli genomunun yaklasik %8'ini olusturan endojen
retroviruslar genetik driftler, insersiyonlar, delesyonlar ve nokta
mutasyonlart sonucu dejenerasyona ugramis; bunun sonucunda enyv,
pol ve gag genleri bozularak islevsiz hale gelmistir. Bu sebeple
bir¢ok insan endojen retrovirus sekansi replikasyon kapasitesini ve
fonksiyonel viral protein iiretme yetegini kaybeder (Belshaw ve ark.,
2007; Weiss, 2006).

Retroviriisler, konak hiicre DNA’sina entegrasyonlari
sirasinda germ hiicrelerine de entegre olabilir. Bu proviral dizilerin
yeni nesillere vertikal yolla aktarilmasi sonucunda ise endojen
ozellik kazanirlar. Konak genomu boyunca genis bir yayilim
gosteren Endojen Retroviriis (ERV) aileleri, evrimsel siireg
icerisinde yiizlerce hatta binlerce bagimsiz insersiyon olayiyla
cogalabilmektedir. Entegrasyon sonrasinda ise ERV’ler ¢ogunlukla
mutasyonel yikim ya da Uzun Terminal Tekrar (LTR) boélgeleri
arasinda gergeklesen rekombinasyonlar sonucunda transpozisyon ve
viral protein kodlama yeteneklerini kaybederler. Bununla birlikte,
islevsel bitiinliigiinii kaybetmis bu dizilerin konak hiicre gen
ekspresyonu tizerindeki diizenleyici etkileri devam edebilmektedir.
(Buttler ve Chuong, 2022).

Sekil 2: Retroviriislerin Endojenizasyonu ve Diizenleyici
Fonksiyonlar: (Buttler ve Chuong, 2022)
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Epigenetik agidan degerlendirildiginde, ERV’lerin biiyiik
boliimii DNA metilasyonu ve baskilayict histon modifikasyonlari
araciligtyla susturulmus halde bulunur. Ancak bazi ERV dizilerinin
aktif promotor olarak gorev yaparak mRNA transkripsiyonunu
baslattigi, bazilarinin ise enhancer elementler seklinde gen
ekspresyonunu giiclendirdigi gosterilmistir. Ayrica belirli ERV
elementlerinin, epigenetik olarak aktif ve baskilanmig kromatin
bolgeleri arasindaki sinirlarin olusumunda rol alan izolator bolgeler
gibi islev gorerek hiicresel gen diizenlenmesine katki sagladigi
bildirilmektedir (Buttler ve Chuong, 2022).

Genellikle endojen retroviriislerin (ERV) konakg¢ida hastalik
yapma potansiyeli olmasa da patojenite gosterdikleri bazi istisnai
durumlar mevcuttur. Oregin; B ve T lenfositleri ile TLR3, TLR7 ve
TLRY reseptorlerinden yoksun RAG eksik farelerde, ERV’lerin
replikasyon aktivitesinin yeniden canlandigi ortaya konmustur. Bu
durum, enfeksiydoz ERV'lerin konakc¢ida onkojenik  etki
yaratabilecegini gostermektedir. ERV'lerin enfeksiydz potansiyelini
dogrulayan bir diger durum ise, patojenik 6zellige sahip GALV'nin
(Sebek Maymunu Losemi Viriisii) evrimsel olarak bir kemirgen
ERV'sinden tiirediginin diisiiniilmesidir (Yoshikawa ve ark., 2014).

Insanda Endojen Retroviruslar

Endojen retroviruslar (ERV), zamanla konak¢inin fizyolojik
fonksiyonlarina entegre olarak evrimsel avantajlar saglamis; bu
uyumun 6zellikle plasental gelisim, embriyogenez ve immiin yanitin
diizenlenmesi gibi kritik siireglerde rol oynadigi gosterilmistir.
Ayrica bircok calismada, ERV ekspresyonunun plasentada
embriyoya kiyasla belirgin sekilde daha ytiksek oldugu saptanmustir.
Bu durumun, plasentanin gegici bir organ olmasindan kaynaklandig:
diisiiniilmektedir. Plasental gelisim stirecinde, viral zarf (Env)
geninden koken alan Syncytin-1 ve Syncytin-2 proteinlerinin
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fizyolojik agidan biiylik Oneme sahip oldugu bildirilmistir. Bu
proteinlerin ozellikle trofoblast fiizyonunu saglayarak plasenta
morfogenezini yonlendirdigi kanitlanmigtir. Buna ek olarak,
Syncytin-1'in trofoblastik olmayan hiicrelerde apoptozu inhibe ettigi
ve fetal dokularda bagisikligin diizenlenmesinde temel bir rol
oynadig1 belirlenmistir (Barzoki ve ark., 2023; Chuong, 2018; Wang
ve ark., 2024)

Syncytin gibi endojen retroviral element tiirevli proteinlerin
yanlis ekspresyonu preeklampsi gibi gebelik hastaliklarina sebep
oldugu bilinmektedir. Kortikotropin salgilatict hormonun (CRH)
insan genomuna yerlesmis bir endojen retroviral element olan
(THE1B) tarafindan kontrol edilmesiyle hamilelik siiresinin ve
dogum zamaninin belirlendigi kanitlanmistir (Chuong, 2018; Wang
ve ark., 2024).

Insan endojen retroviriislerinin (HERV) karsinogenezde
hiicresel ¢ogalma, invazyon, hiicresel yeniden programlanma gibi
kritik stireclerde 6nemli ve ¢ok yonlii etkiler gosterdigi ve kok hiicre
benzeri 0Ozelliklerin kazanilmas: ve siirdiiriilmesine katkida
bulunmasiyla tiimor biyolojisinde O©nemli bir rol oynadigi
diisiiniilmektedir (Kitsou ve ark., 2023; Wang-Johanning ve ark.,
2008).

Insan endojen retroviriislerinin (HERV) nérodejeneratif ve
otoimmiin hastaliklarla iliskisi tam olarak aydinlatilamamis olsa da
giincel calismalar; Multipl Skleroz (MS), Amiyotrofik Lateral
Skleroz (ALS), Alzheimer, Parkinson ve miyastenia gravis gibi
hastaliklarin patogenezinde bu viral elementlerin rol oynadigini
gostermektedir (Simula ve ark., 2025)

Latent proviral sekanslarin reaktivasyon mekanizmalari
incelendiginde, ekzojen viral enfeksiyonlarin tetikleyici rolii 6ne
cikmaktadir. MS patofizyolojisinde gerekli bir faktér olarak
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tanimlanan Epstein-Barr viriisii (EBV) ile herpes simplex virtis tipi
1 (HSV-1) enfeksiyonlarmin konak¢i genomundaki latent HERV
sekanslarmi transaktive ettigi digiiniilmektedir (Simula ve ark.,
2025).

Insan endojen retroviriislerinin etkileri sadece dejeneratif
bozuklarlarla iligkili degildir. Aynmi zamanda psikiyatrik ve
norogelisimsel bozukluklarla baglantisi ortaya konulmustur. Saglikli
hastalarda HERV-W-env antijenemisi nadir tespit edilerken
sizofreni, bipolar bozukluk hastalar1 arasinda siklikla gézlenmistir.
HERV-W-env tespiti yliksek inflamatuar sitokin seviyesi ve yiiksek
cocukluk travmasi skorlar1 ile baglantili bulunmustur. Sizofrenide
ise hastalar daha belirgin semptomlar sergilemis; bipolar bozukluk
hastalarinda ise hastalik daha geng yasta goriilmiistiir. Son olarak
HERV’lerin otizm spektrum bozukluguyla baglantis1 oldugu ortaya
konmustur. OSB tanis1 alan ¢ocuklarda yiiksek diizeyde HERV-K ve
HERV-H ekpresyonu rapor edilmis olup ¢ocuklarin annelerinde de
HERYV ailelerinin ve sitokinlerin anormal ekspresyonu gosterilmistir
(Bo ve ark., 2025; Tamouza ve ark., 2021).

Domuzlarda Endojen Retroviruslar

Bir ¢cok memelide goriilen endojen retroviriisler domuzlarda
da goriilmektedir ve insan ksenatransplantasyonunda risk
olusturmasi agisiyla onemlidir. PERV’ler bir gammaretroviriistiir.
PERV-A ve PERV-B insan dahil bir¢ok hiicreyi enfekte eden
politropik bir viriistiir. PERV-C ise yalnizca domuzlar1 enfekte eder.
PERV-A ve PERV-C arasinda rekombinasyonlar gézlemlenmistir ve
rekombinant PERV-A/C'nin farkli organlarin hiicrelerine entegre
oldugu, ancak hayvanlarin germ hattina entegre olmadigi
bulunmustur. Bu nedenle ksenatransplantasyonda kullanilan
hayvanlarin ERV'den ari olmasina dikkat edilmelidir (Denner,
2016). Gen diizenleme teknolojileri, genomdaki PERV'leri inaktive



hale getirmek i¢in uygun olarak goriilse de genom stabilitesini
bozarak hiicre 6liimiine yol agma riskini barindirir. Bir diger gen
diizenleme araci olan CRISPR/Cas yontemi ile yapilan PERV
inaktivasyonu ise daha etkili sonuglar vermistir. Fakat PERV'iin
dogal enfeksiyonla insana bulastigina dair kesin bir kanit olmamasi,
CRISPR/Cas uygulanmis transgenik hayvanlarin {iretiminin zor
olmas1 ve ongoriilemeyen hedef dis1 genetik etkilerinin olabilecegi
gdz Oniine alindiginda; bu stratejinin  ksenotransplantasyon
uygulamalarinda rutin olarak kullanilip kullanilamayacagi heniiz
belirsizligini korumaktadir (Denner, 2022).

Tek Tirnakh Hayvanlarda Endojen Retroviruslar

Tek tirnakli hayvanlarda yapilan ¢alismalarda, germ hattina
entegre olmus dokuz farkli soya ait endojen retroviriis varlig
gosterilmistir. Gergedanlarda ise yalmizca bes farkli endojen
retroviral hat saptanmistir. Bu durum, atlarin gergedanlardan
evrimsel olarak ayrilmasinin ardindan dort yeni eksojen retroviriise
maruz kaldigmi ve bu virlislerin germ hattina entegre olarak
endojenlestigini  diislindiirmektedir. Bununla birlikte, yapilan
caligmalar bu endojenizasyon olaylarinin Equidae tiyelerinin at, esek
ve zebra seklinde farkli kladlara ayrismasindan 6nce, yani yaklagik
3 milyon yildan daha erken bir donemde, biiyiik o6l¢iide
tamamlandigin1 ortaya koymustur. Ayrica EQERV ailelerinin genom
entegrasyonlarinin farkli zaman dilimlerinde gergeklestigi ve bu
nedenle at genomunda farkli evrimsel oOriintiilerin sekillendigi
bildirilmektedir. Equidae familyasinda gercek gammaretroviruslara
rastlanmamasina ragmen, Human Endogenous Retrovirus ile yakin
akrabalik gosteren Klad I soylart ile cok daha antik bir retroviral hat
olan ERV-L tanimlanmistir. Bu bulgular, s6z konusu endojen
retroviriislerin giincel enfeksiyon etkenlerinden ziyade, evrimsel
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sire¢ boyunca genomda korunmus genetik izler niteliginde
oldugunu gostermektedir (Gim ve Kim, 2017; Zhu ve ark., 2018).

Koyun Endojen Retroviruslari

Jaagsiekte koyun retroviriisiiniin (JSRV) neden oldugu koyun
akciger adenokarsinomu (ovine pulmonary adenocarcinoma; OPA)
ve enzootik nazal tiimor virlisii (ENTV), endojen homologlara sahip
betaretroviruslardir. OPA ve ENT ile enfekte koyunlarda JSRV veya
ENTV’ye kars1 belirgin bir antikor yaniti gelismemektedir. Bu
durumun, fetal donemde enJSRV ekspresyonunun immiin tolerans
olusturmasiyla iligkili olabilecegi diistinlilmektedir. Nitekim yapilan
caligmalarda, koyun fetiisiiniin ince bagirsagindaki lamina propriaya
bagli lenfoid hiicrelerde ve timusta enJSRV ekspresyonu saptanmus,
akciger dokusunda ise diisiik diizeyde ekspresyon gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica enJSRV’nin, JSRV ve ENTV ile ortak hiicresel
reseptor olan hyaluronidaz-2’y1 (Hyal-2) kullanmasi nedeniyle,
reseptor interferanst mekanizmasi araciligiyla eksojen JSRV’nin
hiicreye girisini engelleyebilecegi diisiiniilmektedir (Spencer ve ark.,
2003).

Koala Endojen Retroviruslari

Endojenlesmesi daha tamamlanmadig1 diisiiniilen koala
retroviriisleri bir gammaretroviriistiir. Su an tanimlanmis on alt tip
koala retroviriisii vardir: KoRV (A-J). KoRV-A horizontal olarak
bulasan bir endojen retroviriistiir. KoRV-A'nin kendisini taniyan
lenfositleri silmesi sebebiyle self immun toleransa sebep oldugu
gosterilmistir. KoRV ile ilgili diger bir mekanizma ise KoRV ile
baglantili olarak tanimlanan Phascolarctos endojen retroelement,
PIWI-interacting RNA’lar (piRNA) aracilifiyla transkripsiyon
sonrast susturma mekanizmalarinda rol oynayabilir. KoRV
transkriptlerinden tiireyen piRNA’lar ping-pong amplifikasyonu ile
antisens piRNA {retimine katki saglar ve viral genomun giris,
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transpozisyon ve replikasyonunu baskilayabilir. Ayni1 zamanda
KoRV’nin deneysel enfeksiyonlarda sicanlarda fibrosarkoma sebep
oldugu saptanmistir (Denner, 2007; Fiebig ve ark., 2015; Yu ve ark.,
2019).

Endojen Feline Leukemia Virus (enFeLV)
1. Etiyoloji

Evcil kedilerde bulunan enFeLV, diger bir¢ok endojen
retroviral elementten farkli olarak eksojen FeLV ile biyolojik
etkilesim kurabilmesi nedeniyle dikkat ceken bir ERV modelidir.

Feline  Leukemia  virls, Retroviridae ailesinde,
Orthoretrovirinae alt ailesinde, Gammaretrovirus genusunda
bulunan evcil ve vahsi kedileri enfekte edebilen immun supresyon,
lenfoma, kemik iligi supresyonuyla iliskilendirilen viral bir virus
ailesinde, Orthoretrovirinae, zarfli, tek iplik¢ikli, 8,3 kb pozitif
ikosahedral simetriye sahip, pozitif polariteli bir RNA virtistidiir.
Diger biitliin retroviruslar gibi viral RNA reverse transkriptaz
enzimiyle DNA formuna c¢evrilir ve baska bir enzim olan integraz
tarafindan proviriis olarak genoma entegre edilir. FeLV A, B, C, D,
ve T olmak lizere alt gruplara ayrilir (Chiu ve ark., 2018).

Felis catus disinda kedi tiirlerinde endojen retroviriis
bulunmamaktadir. Bunun sebebinin endojenizasyonun Felis cinsinin
Felidae ailesinden ayrilmasindan once gerceklestigi
distintilmektedir (Chiu ve VandeWoude, 2020).

Evcil kedilerde bulunan endojen bir gammaretrovirus olan
ERV-DC, ERV-DC 1, II ve IIl olmak iizere ii¢ farkli genotipe
ayrilmaktadir. genotip I (ERV-DCI1, -DC2, -DC3, -DC4, -DCS,
DC14, -DC17 ve -DC19), genotip II (ERV-DC7 ve -DC16) ve
genotip III (ERV-DC6, -DC10 ve -DCI18) Bazi ERV-DC
varyantlarinin gag, pol ve env genlerini kodlayan ag¢ik okuma



cercevelerine sahip olmasi, bu elementlerin replikasyon yetenegi
kazanarak enfeksiy6z 6zellik gosterebilmesine olanak tanimaktadir.
Ozellikle ERV-DC10 ve ERV-DCI18 enfeksiyon ve replikasyon
yetenegini korur. ERV-DC18’in yalniz bir kedi ailesinde bulunmasi
bu virusun ERV-DCI10 ile bir reenfeksiyon sonucu oldugunu
gostermektedir. ERV-DC14 varyant1 in vitro kosullarda replikasyon
yetenegine sahip olmasina karsin, Uzun Terminal Tekrar (LTR)
bolgesinde meydana gelen nokta mutasyonu sonucu diisiik promotor
aktivitesi sergilemekte ve bu transkripsiyonel zayiflik, viriisiin hiicre
kiiltiirlerinde persistent bir enfeksiyon kurmasini engellemektedir.
(Kuse ve ark., 2016)

Bu baglamda, ERV-DC’nin babun endojen retroviriisii
(BaEV) ile rekombinasyonu sonucunda kedi kokenli RD-114
retrovirisiiniin olustugu bildirilmistir. Nitekim insan
rabdomyosarkom hiicrelerinin fetal yavru kedilere nakledilmesiyle
izole edilen RD-114 proviriisiiniin BaEV ile yiiksek diizeyde genetik
homoloji gosterdigi ortaya konmustur. Ancak s6z konusu proviriis
bugiine kadar evcil kedi genomundan enfeksiy6z formda dogrudan
izole edilememistir (Kawasaki ve Nishigaki, 2018).

Feline leukemia virus’lin patogenezi, doku tropizmi ve
olusturdugu klinik tablonun siddeti, biiylik 6l¢iide viral zarf (Env)
proteinlerinin hedef hiicre yiizeyindeki 6zgiil reseptorlerle kurdugu
etkilesimlere baghdir. Gammaretroviriislerde hiicreye giris
genellikle Solute Carrier (SLC) ailesine ait cok gegisli transmembran
tastyici proteinler araciligiyla gerceklesmektedir. FeLV alt tiplerinin
farklh hiicresel reseptorleri kullanmasi, enfekte edebildikleri hiicre
tiplerini ve buna bagli olarak hastaligin seyrini belirleyen temel
faktorlerden biridir. Horizontal yolla bulasabilen primer ajan FeLV-
A, hiicreye giris i¢in tiamin tasiyicist olan SLCI9A2 (THTRI)
reseptoriinii kullanir ve ¢ogunlukla yavas gelisen immiinsupresyon
ile lenfoma olugumu ile iliskilendirilir. Bununla birlikte, enfeksiyon

—-A4--



stirecinde FeLV’nin konak genomunda yerlesik bulunan endojen
retroviral dizilerle rekombinasyona girmesi veya mutasyonlar
biriktirmesi, yeni viral alt tiplerin ortaya c¢ikmasima neden
olabilmektedir. Bu alt tiplerden FeLV-B, hiicreye giriste sodyum
bagimli fosfat tasiyicilar1 olan SLC20A1 (PiTl1) ve PiT2
reseptorlerini kullanir ve FeLV-A’ya kiyasla daha yiiksek patojenite
ile iliskilendirilmektedir. Benzer sekilde Koala retrovirus, Gibbon
ape leukemia virus, Hervey pteropid gammaretrovirus ve bazi murin
l6semi viriisleri gibi farkli gammaretroviriislerin de fosfat
tastyicilarini reseptor olarak kullanabilmesi, bu reseptor ailesinin
retroviral enfeksiyonlarin yayilimi ve tiirler arasi gecis potansiyeli
acisindan 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir. FeLV-C ise
hiicreye giriste heme eksporteri olarak gorev yapan SLC49A1
(FLVCR1) reseptoriinii kullanmakta ve farkli patojenik 6zellikler
gostermektedir (Bolin ve Levy, 2011).

Cogu retroviriiste env geni tarafindan kodlanan yiizey birimi
(SU), hiicre yiizeyindeki reseptore baglanarak transmembran (TM)
biriminin araciligiyla hiicreye giris (fiizyon) siirecini baglatmak igin
tek basina yeterli olurken, FeLV-T alt tipi FeLV-A’dan evrimlesme
siirecinde meydana gelen mutasyonlar sonucunda bu otonom giris
yetenegini kaybetmis ve hiicreye giris icin ek bir kofaktére bagimli
hile gelmistir. T hiicre tropizmi gosteren FeLV-T, enfeksiyon
olusturabilmek i¢in PiT1 (inorganik fosfat tasiyicisi 1) reseptoriine
ek olarak FeLIX adi verilen ¢Oziiniir bir kofaktdre ihtiya¢ duyar
(Pramono ve ark., 2024). FeLIX, endojen FeLV kokenli kusurlu bir
env geninden tiireyen ve ¢Oziiniir zarf proteini niteligi tasiyan bir
molekiil olup, FeLV-T’nin hiicre yiizeyine baglanmasini
kolaylastirarak viral giris siirecinde kritik bir rol iistlenir. Ayrica
FeLV-B zarf proteinlerinin reseptdr baglanma boélgesi ile yiiksek
diizeyde sekans benzerligi gostermektedir. Bununla birlikte FeLIX
tek basina enfeksiyon i¢in yeterli degildir; FeLV-T’nin hiicreye
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girisinin ~ gerceklesebilmesi icin  PiT1 reseptoriiniin  varligt
zorunludur ve enfeksiyon siireci FeLIX-PiT1 etkilesimi iizerinden
ilerler. Ayrica FELIX aktiviteleri yalnizca evcil kedilerde tespit
edilmis olup test edilmesine ragmen diger kedilerde saptanamamistir
(Sakaguchi ve ark., 2015).

Dogal enfeksiyonlarda FeLV-T’ye nadiren rastlanmasina
ragmen deneysel enfeksiyonlarda kedilerde ciddi immiin yetmezlige
neden oldugu gosterilmisti. Bu durum, endojen retroviral
elemanlardan tiireyen bazi  proteinlerin  yalnizca  konak
savunmasinda degil, belirli viral alt tiplerin enfektivitesini artiran
kofaktorler olarak da islev gorebilecegini gostermektedir (Lauring
ve ark., 2001).

Bununla birlikte, endojen retroviral dizilerin etkisi
enfeksiyonu kolaylagtirmakla sinirli degildir. Felid evrimi boyunca
konak genomuna entegre olmus endojen retroviral lokuslar, bazi
durumlarda eksojen retroviriislere karsi intrinsik bir savunma
mekanizmasi da olusturmaktadir. Bu antiviral etki, endojen
lokuslardan sentezlenen ve C-terminal transmembran bdlgesinden
yoksun ¢oziiniir karakterdeki kusurlu Env proteinleri araciligiyla
gerceklesmektedir. Ornegin ERV-DC7 ve ERV-DC16 lokuslarindan
sentezlenen Refrex] proteini, hiicre yiizeyindeki CTRI
reseptorlerine kompetitif olarak baglanarak reseptorii isgal etmekte
ve boylece FeLV-D benzeri viriislerin hiicreye girisini reseptor
interferansi yoluyla giiclii sekilde baskilamaktadir. Benzer bigimde,
endojen FeLV kaynakli ¢oziiniir Env proteinlerinin PiT1 reseptorii
iizerinden FeLV-B ve iliskili gammaretroviriislerin hiicreye girisini
sinirlandirabildigi de gosterilmistir (Tury ve ark., 2022).

Evcil kedilerde ¢esitli endojen retroviriis (ERV) tipleri
tanimlanmis olmasina ragmen, uzun siire boyunca dogada aktif ve
enfeksiydz bir ERV smifi gosterilememistir. Bununla birlikte,
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yapilan ¢aligmada (Anai ve ark., 2012) enfeksiyoz 6zellik gosteren
ERV-DCI10 proviriisiiniin yakin dénemde genom iginde farkli bir
lokusa transloke olmasi veya yeniden entegre olmasi sonucunda
ERV-DC18 formunun ortaya ¢iktig1 bildirilmistir. Ayni caligmada,
belirli ERV-DC lokuslarmin evcil kedilerde tanimlanan rekombinant
FeLV-D susunun olusumu i¢in gerekli env genini dondr olarak
sagladig1 da gosterilmistir. Buna gore FeLLV-D’nin, env bolgesinde
genotip I ERV-DC dizileri ile gergeklesen rekombinasyon
sonucunda olustugu ve diger FeLV alt gruplarindan farkli bir
hiicresel tropizm sergiledigi ifade edilmistir (Ngo ve ark., 2024).

Endojen retrovirtislerle ilgili diger bir tehlike ise bulasict
ERV ile kontamine hiicre hatlarinda iiretilen asilardir. Embriyolu
tavuk hatlarinda iiretilen insan MMR asisinin ALV ve EAV ile
kontamine oldugu bildirilmistir. Bu ERVlerin insanlar1 enfekte
ettigine dair kanit yoktur. Hayvan asilarinda ise bulasict ERV RD-
114 ile kontamine agilarin tiretildigi tespit edilmistir (Miyazawa ve
ark., 2010). RD-114 ERV’iiniin reseptorii sodyum bagimli notr
aminoasit tastyicisidir (ASCT-1,2). Kopeklerde bu reseptorlerin
dagilimi belirsizligini korumaktadir. Deneysel olarak RD-114 ile
enfekte edilmis kopeklerde kemik iliginde enfeksiyon saptanmis
olup deri alt1 yolla RD-114 inokule edilmis kopeklerle yapilan bir
caligmada periferik kanda proviral DNA saptanmamistir. RD-114
ERV’iin kdpeklerde kan hiicreleri, mezenterik lenf diiglimleri, dalak
ve lenf duglimlerinde smirli kalmasi sebebiyle olabilecegi
diistiniilmektedir. Yiiksek doz RD-114 ERV inokiile edilen
kopeklerde RD-114 antikorlar1 ve ndtralizan antikorlar tespit
edilmigtir. RD-114 ile kontamine asilarin olusturdugu riskler net
olmamakla birlikte daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir (Yoshikawa
ve ark., 2014).

Ulkemizde yapilan bir c¢aligmada asili oldugu bilinen
kedilerde %50 oraninda enFeLV pozitifligi saptanmis olup, asi
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iretim siirecinde kullanilan kedi hiicre kiiltiirlerinin enFeLV basta
olmak iizere ERVE acisindan taranmasi gerekliligi vurgulanmigtir
(Kog ve Oguzoglu, 2023).

Basit bir gammaretroviriis olan FeLV genetik olarak hastaligi
kodlayabilecegi bir gen tasimaz. Dogal popiilasyonda horizontal
olarak yalmiz FeLV-A bulasma yetenegine sahiptir. FeLV-A ugradigi
mutasyonlar veya genomda var olan endojen FeLV ile
rekombinasyonnu sonucu yeni formda viriisler ortaya ¢ikar (Lutz ve
ark., 2009; Willett ve Hosie, 2013).

EnFeLV ve FeLV-A arasinda %86 oraninda niikleotid
benzerligi saptanmistir. EnFeLV ve ve FeLV-A arasindaki varyasyon
LTR ve env bolgesidir ve aralarinda birden ¢ok rekombinasyon
oldugu ortaya konmustur. Bununla birlikte FeLV-B alt tipinin
konak¢ida de novo olarak iiretildigi belirlenmistir. Buna ek olarak
FeLV-B’nin yalniz konak¢ida de novo fretilmesinin yanisira

horizontal olarak bulastigi da ortaya konmustur. (Erbeck ve ark.,
2021)

FeLV ile dogal olarak enfekte kedilerde endojen FeLV
(enFeLV) kopya sayisinin cinsiyete gore farklilik gosterdigi
bildirilmistir. Erkek kedilerde enFeLV kopya sayisinin daha yiiksek
oldugu ve bu artisin FeLV viral yiikii ile ters orantili oldugu
belirlenirken, disi kedilerde daha diisiik enFeLV kopya sayisinin
progresif enfeksiyon gelisimi ve FeLV-B alt tipine yakalanma
olasiligindaki artis ile iliskili oldugu gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada
FeLV enfeksiyonunun Feline Foamy Virus (FFV), Feline
Gammaherpesvirus-1 (FcaGHV-1) ve Feline Coronavirus (FCoV)
ile olan etkilesimi de incelenmis; 6zellikle baska bir retroviriis olan
FFV ile koinfeksiyon varliginda 16seminin daha progresif bir seyir
izledigi gozlenmistir. Elde edilen bu bulgular, konak genomunda
bulunan enFeLV kopya sayisinin FeLV enfeksiyonunun patogenezi



ve hastaligin seyri tizerinde etkili olabilecegini diistindiirmektedir.
Ayrica eslik eden viral enfeksiyonlarin, &zellikle retroviral
koinfeksiyonlarin, hastaligin progresyonunu hizlandirarak klinik
tabloyu agirlastirabilecegi anlasilmaktadir. Eksojen FeLV ile
endojen FeLV arasindaki bu negatif korelasyonun reseptor
interferans1 mekanizmasi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir. Bu
iliskinin 6zellikle enFeLV’nin LTR bolgesine bagli ekspresyon
ozellikleri ile baglantili oldugu o6ne siiriilmektedir (Powers ve ark.,
2018; Chiu ve VandeWoude, 2020).

McDougall ve ark. (1994) tarafindan yapilan c¢aligmada,
kedilerin lenfoid hiicrelerinde eksprese edilen kusurlu enFelLV
proviriislerinin envelope proteinleri sentezleyerek FeLV-B’nin
kullandig1 reseptorleri bloke ettigi ve bu sayede viral girisin
engellenmesine bagli dogal bir diren¢ mekanizmasi olusturdugu
ortaya konmustur. Bununla birlikte, FeLV ile enfekte kedilerde
endojen FeLV proviral yiikiiniin FeLV-negatif kedilere kiyasla daha
yiiksek oldugunu bildirilmistir(Tandon ve ark., 2008a). Bu bulgu,
enFeLV sekanslarinin yalnizca koruyucu bir rol iistlenmedigini, ayni
zamanda enfeksiyonun erken doneminde viral replikasyonu gecici
olarak artirarak FeLV enfeksiyon dinamiklerini etkileyebilecegini
diistindiirmektedir.

2. Epidemiyoloji

Feline leukemia viriisii (FeLV), enfekte kedilerin basta
tikiiriigli olmak tizere nasal sekresyon, siit, idrar, digki gibi ¢esitli
viicut stvilarinda bulunmakla birlikte, en yiiksek viral yiik genellikle
tilkiiriikte saptanmaktadir. (Gomes-Keller ve ark., 2006). Bu nedenle
enfeksiyon, mama ve su kaplarinin ortak kullanimi, karsilikli
temizlenme davranist ve yakin temas iceren sosyal etkilesimler
yoluyla horizontal olarak bulasabilmektedir. Buna ek olarak
enfeksiyonun vertikal yolla enfekte anneden yavruya bulasabilecegi
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de gosterilmistir. Enfeksiyon 1rk, cinsiyet veya yasa 6zgii olmasa da,
gruplar halinde yasayan yetiskin kedilerde karsilikli tiiy bakimi gibi
sosyal davraniglar nedeniyle, erkeklerde bdlgesel davraniglar
nedeniyle ve sokak kedilerinde daha yiiksek enfeksiyon oranlar
gozlemlenmistir (Hofmann-Lehmann ve Hartmann, 2020).

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda eksojen FeLV molekiiler
olarak tespit edilmemis olup yapilan ¢alismalar p27 antijen tespiti ve
endojen FeLV tespiti lizerinedir.

Korkulu ve ark. (2024) tarafindan yapilan ¢aligmada enFeLV
pozitiflik oran1 %20,36 olarak tespit edilmis olup pozitif tespit edilen
hayvanlarin %42,85’inin diger hastaliklar ( FPV, DCHYV, FCoV, FIV
) yoniinden pozitif oldugu tespit edilmistir.

FeLV’iin molekiiler karakterizasyonu i¢in yapilan diger bir
caligmada klinik olarak saglikli kedilerde enFeLV pozitiflik orani
%6.8 olarak saptanirken klinik olarak hasta goriiniimlii kedilerde
%¢43,6 olarak tespit edilmistir. Bu veriler dogrultusunda ERV-DC ‘in
horizontal olarak bulasarak enfeksiyoziteye sebep vermese de
konakc¢idaki varhiginin klinik durumda etkili oldugu ortaya
konmustur (Ko¢ ve Oguzoglu, 2023).

3. Patogenez

FeLV enfeksiyonu genellikle orofarinks bdlgesinde baslar.
Viriis, ilk olarak tonsillerde ve primer lenf nodlarinda cogalir;
ardindan lenfoid dokulardaki lenfositleri ve monositleri enfekte
ederek dolagim araciligryla viicudun diger bolgelerine yayilir. Bu
erken yayilim donemi primer viremi olarak adlandirilir. Viriisiin
kemik iligine ulagmasiyla birlikte burada nétrofil ve trombosit
prekiirsor hiicrelerini enfekte etmesi sonucu sekonder viremi gelisir.
Bu asamada virlis sistemik dolagima daha yogun sekilde yayilir ve
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enfeksiyon tiim viicutta etkili hale gelir. (Hofmann-Lehmann ve
Hartmann, 2020)

FeLV ile en ¢ok iliskilendirilen malign hastalik lenfomadir
ve dogrudan tiimoér olusumuna sebep olacak onkogen tagimaz.
Lenfoma vakalarinda enFeLV ekspresyonun azaldigi goriilmiis olsa
enFeLV iin patogenezdeki rolii belirsizligini korumaktadir (Bolin ve
Levy, 2011).

4. Klinik Bulgular

FeLV, immunsupresyon, lenfoma ve kemik iligi
supresyonuyla karakterizedir. Fakat FeLLV enfeksiyonu konak¢inin
yagina ve immun sisteminin durumuna baghdir.Yaygin goriilen
klinik belirtiler arasinda kilo kaybi, tliy yapisinin bozulmasi,
lenfadenopati, mukoza zarlarinin solmasi, tekrarlayan enfeksiyonlar,
stirekli ates ve g6z hastaliklar1 yer alir (Urig ve ark., 2026).

EnFeLV’ler mutasyonlar sonucu kendi baslarina bulasici
viriis kodlayamamalarina ragmen exFeLV ile rekombinasyonlar
sonucu eksojen virusun genetik yapisini degistirerek patojeniteyi
onemli Olgtide etkiler (Polani ve ark., 2010)

5. Teshis

Feline Leukemia Virus’un teshisi gag gen bolgesi tarafindan
kodlanan p27 antijen tespitiyle, proviral DNA ve viral RNAnin
kanda tespitiyle yapilir. POC test yapilirken serum, plazma, tam kan,
tikiirtik, konjunktival swap kullanilabilir. Genellikle enfeksiyon
maruziyetinden sonra otuz gilin iginde test pozitif sonug verir.
Asemptomatik kedilerde farkli bir ticari markanin POC testi,
proviral DNA’nin PCR ile tespiti, p27 antijeninin tespiti icin ELISA
onerilir. Yapilan p27 antijen testinde serum, plazma veya tam kan
kullanilmas1 6nerilir (Hofmann-Lehmann ve Hartmann, 2020).
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FeLV tespiti i¢in immunofloresans, virus izolasyonu gibi
cesitli yontemler kullanilsa dahi gen hedef dizilerinin hizli, spesifik
ve daha hassas bir sekilde incelenmesi sebebiyle PCR giincelligini
koruyan bir tam1  yontemidir. Feline Leukemia Viriis
enfeksiyonlarinin molekiiler tanisinda karsilasilan en biiylik
diagnostik zorluk, evcil kedilerin tamaminin genomunda halihazirda
endojen FeLV (enFeLV) sekanslarinin proviral DNA formunda
bulunmasidir (Tandon ve ark., 2008b).

Teshis amaciyla uygulanan standart polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) testlerinde, retrovirlislerin evrimsel siirecte
yiiksek oranda korunmus olan gag veya pol gibi i¢ gen bolgeleri
hedef alindiginda; kullanilan primerler, sonradan bulasmis aktif
eksojen FeLV (exFeLV) ile genomda dogustan var olan enFeLV
dizilimlerini her zaman spesifik olarak birbirinden ayirt
edemeyebilmektedir (Chiu ve ark., 2018 ; Tandon ve ark., 2008b)

Bu durum, o6zellikle asemptomatik kedilerde yiiriitiilen
epidemiyolojik saha prevalans ¢alismalarinda, ¢apraz reaksiyonlara
(cross-reaction) bagl "yalanci pozitif" sonuglarin ortaya ¢ikmasina
zemin hazirlamaktadir (Hofmann-Lehmann ve Hartmann, 2020).

Sahadan elde edilmis Orneklerde saptanan PCR
pozitifliginin; aktif bir exFeLV enfeksiyonunu mu, yoksa nesilden
nesile aktarilmis olan bir enFeLV kalintistni m1 isaret ettigini
belirlemek, prevalans dinamiklerinin dogru yorumlanmasi agisindan
onemlidir. exFeLV ve enFeLV arasinda genetik varyasyonun en
yiiksek oldugu LTR boélgesinin U3 segmentinin hedeflendigi spesifik
PCR primer tasarimlari, eksojen varyantlarin endojen dizilerden
ayirt edilmesini saglar (Roca ve ark., 2005).

Sonuc¢
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Endojen retrovirlisler (ERV), uzun yillar boyunca konak
genomunda iglevsiz viral kalintilar olarak degerlendirilmis olsa da,
giinimiizde yapilan g¢aligmalar bu elementlerin konak biyolojisi
izerinde ¢ok yonlii etkiler gosterdigini ortaya koymustur. ERV’lerin
plasental gelisim, immiin yanitin diizenlenmesi, hiicresel farklilasma
ve gen ekspresyonunun kontrolii gibi fizyolojik siireglerde rol
alabildigi; bunun yaninda onkogenez, norodejeneratif hastaliklar ve
otoimmiin mekanizmalarla iligskili olabilecegi gosterilmistir
(Chuong, 2018; Kitsou ve ark., 2023; Simula ve ark., 2025).

Hayvanlarda tanimlanan endojen retroviriis modelleri,
retroviral endojenizasyon slireglerinin  anlasilmasinda 6nemli
bilgiler saglamaktadir. Ozellikle domuz endojen retroviriislerinin
(PERV) ksenotransplantasyon acgisindan olusturdugu potansiyel
zoonotik riskler, koala retroviriislerinin devam eden endojenizasyon
stireci ve koyunlarda gozlenen reseptor interferanst mekanizmalart;
ERV’lerin yalnizca evrimsel genomik kalintilar olmadigini, ayni
zamanda aktif biyolojik sonucglar dogurabildigini gostermektedir
(Denner, 2016; Spencer ve ark., 2003; Yu ve ark., 2019).

Veteriner virolojisi agisindan 6nemli modellerden biri olan
endojen Feline Leukemia Virus (enFeLV), eksojen FeLV ile olan
rekombinasyon iliskisi nedeniyle dikkat c¢ekmektedir. enFelLV
sekanslarmin yeni viral alt tiplerin olusumunda genetik rezervuar
gorevi listlenebilmesi; buna karsilik bazi endojen env proteinlerinin
reseptor interferans1 araciligiyla antiviral etki gdsterebilmesi,
endojen retroviral elementlerin ¢ift yonlii biyolojik etkilerini ortaya
koymaktadir (Anai ve ark., 2012; Ngo ve ark., 2024; Tury ve ark.,
2022). Ayrica enFeLV ile FeLV arasindaki iligkinin, viral tropizm,
patogenez ve hastaligin klinik seyri lizerinde belirleyici oldugu
diistiniilmektedir (Chiu ve VandeWoude, 2020).
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Bununla birlikte, endojen retroviriislerin biyolojik etkileri ve
hastaliklarla iliskileri halen tam olarak aydimlatilamamistir. Ozellikle
latent ERV sekanslarinin hangi kosullarda reaktive oldugu, konak
immiin sistemiyle olan etkilesimleri ve farkli tiirlerdeki patojenik
potansiyelleri ileri arastirmalar gerektirmektedir. Ayrica hiicre
kiiltiri kaynakli as1 iiretim siireclerinde ERV kontaminasyonu
riskinin  dikkate alinmasi ve biyogiivenlik prosediirlerinin
gelistirilmesi  Onem tagimaktadir (Miyazawa ve ark., 2010;
Yoshikawa ve ark., 2014; Kog¢ ve Oguzoglu, 2023).

Sonu¢ olarak endojen retroviriisler; evrimsel biyoloji,
immiinoloji, onkoloji ve veteriner virolojisi alanlarmin kesisiminde
yer alan, yalnizca ge¢mis viral enfeksiyonlarin izleri degil, ayni
zamanda konak biyolojisini sekillendiren dinamik genetik
elementler olarak degerlendirilmelidir. Bu nedenle ERV’lere yonelik
yapilacak molekiiler ve fonksiyonel calismalarin, hem retroviral
patogenezin anlagilmasina hem de gelecekte gelistirilecek tani,
tedavi ve biyogiivenlik stratejilerine onemli katkilar saglayacagi
diistiniilmektedir.
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BOLUM 3

EMBRIYOLU TAVUK YUMURTASINA VIiRUS
INOKULASYON YONTEMLERI

Yunus CAKICI!
Irmak DIK?
Giris

Tavuk yumurtasi, embriyonik gelisimin siirdiiriilebilmesi
icin gerekli besin maddelerini, sivilar1 ve koruyucu yapilari
bilinyesinde bulunduran 6zgiin bir biyolojik sistemdir. Kanatlilarda
embriyonik gelisimin biiyiikk bolimii anne viicudunun disinda
gerceklestiginden, yumurtanin yapist gelismekte olan embriyonun
enerji, su, mineral ve protein gereksinimlerini karsilayacak sekilde
ozellesmisti. Bu 0Ozellik, tavuk yumurtasm yalnizca {ireme
acisindan degil, embriyoloji, gelisim biyolojisi, immiinoloji ve
ozellikle viroloji acisindan da 6nemli bir arastirma materyali haline

getirmistir (Estienne ve ark., 2020).

Viruslar, diger mikroorganizmalardan farkli olarak &zgiin
biyolojik yapilar1 ve zorunlu hiicre i¢i parazit olma ozellikleri
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0003-3408-4858
2 Dog. Dr., Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dal1, Orcid:

0000-0003-2516-9489
--63--



nedeniyle replikasyonlarini yalnizca canli ve metabolikolarak aktif
konak hiicrelerinde  gergeklestirebilmektedir. Bu baglamda
embriyolu tavuk yumurtasi, bilinyesinde barindirdigi farkli doku ve
zarlar sayesinde virus iiretimi i¢in son derece elverisli bir in vivo
model sunmakta ve 20. yiizyilm basindan bu yana viroloji
caligmalarinda temel bir sistem olarak kullanilmaktadir (Yazici ve
ark., 2021; Yesilbag, 2017).

Embriyolu tavuk yumurtalarinin virolojideki kullaniminin
temelinde, gelismekte olan embriyonun farkli doku ve hiicre
tiplerine sahip olmasi ve bu yapilarin farkli viruslarin g¢ogalmasini
destekleyebilmesi yatmaktadir. Ayrica yumurtanin nispeten kapali
ve aseptik bir biyolojik sistem olusturmasi, kolay temin edilebilmesi,
bakim gereksiniminin diisilk olmast ve bazi viruslarda yiiksek
titrelerde virus elde edilebilmesi Onemli avantajlar saglamaktadir.
Ozellikle belirli patojenlerden ari siiriilerden elde edilen
yumurtalarin kullanilmasi, deneysel calismalarin standardizasyonu
acisindan &nem tagimaktadir. In vitro ydntemlerin yayginlasmastyla
kullanim alan1 azalmis olmakla birlikte, embriyolu tavuk
yumurtalar1 6zellikle influenza viruslarinin izolasyonu, c¢ogaltilmas1
ve ag1 Uretimi gibi alanlarda giliniimiizde de kullanilmaktadir
(Condit, 2013; Fenner ve ark., 1987).

Embriyolu tavuk yumurtasinda viruslarin basarili sekilde
cogaltilabilmesi, virusun biyolojik 6zelliklerine ve doku tropizmine
uygun inokiilasyon bolgesinin sec¢ilmesine baghdir. Allantoik
bosluk, amniyotik bosluk, koryoallantoik membran ve vitellus kesesi
baslica inokiilasyon boélgelerini olustururken, segilecek yol virusun
hedefledigi doku, embriyonun gelisim donemi ve ¢alismanin
amacmna gore degisebilmektedir. Omegin influenza viruslarinin
cogaltilmasinda allantoik yol yaygm olarak kullanilirken, bazi
viruslarda amniyotik bosluga inokiilasyon veya koryoallantoik
membran tercih edilmektedir. Bu nedenle embriyolu tavuk
yumurtalarinin - virolojik amaglarla etkin sekilde kullanilabilmesi
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icin Oncelikle embriyolu yumurtanin anatomisinin ve fizyolojisin
anlagilmasi gerekmektedir (Akimn, 1973; Morishita ve ark., 2021). Bu
boliimde, tavuklarda yumurta kanali ve yumurtanin olusumu kisaca
ele alindiktan sonra baglica virus inokiilasyon yontemleri
degerlendirilecektir.

EMBRIYOLU TAVUK YUMURTASI

Viroloji alaninda yapilan ¢alismalarda farkli kanath hayvanlara ait
embriyolu yumurtalar kullanilmakla birlikte en ¢ok tavuk yumurtasi
kullanilmaktadi. Bu nedenle bu kisimda embriyolu tavuk
yumurtasinin  yapist lizerinden bilgi verilecekti. Embriyonun
gelisim asamalart ayni olmasina karsin kulugka siireleri (Tablo 1)
degismektedir (Morishita ve ark., 2021).

Tablo 1 Bazi kanatl tiirlerinin kulucka stireleri ile is1 ve nem

ihtiyaglar

Kanatl Kulugka Gelisim Cikim Gelisim Cikim
Cinsi Suresi * sicaklgi Sicaklig Nemi Nemi

(Gln) (°C) (°C) (%RH) (%RH)
Tavuk 21 37,3 37,5 50-55 65-70
Hindi 28 37,5 37,2 50-55 65-70
Bildircin 17 37,7 37,5 50-55 65-70
Keklik 24 37,5 37,0 50-55 65-70
Salin 24 37,7 37,5 55-60 70-75
Ordek 28 37,5 37,2 55-60 75-80
Kaz 30-32 37,7 37,5 55-60 75-80
Tavus 28 37,5 37,2 55-60 75-80
Kusu
Deve 42 36,2 35,7 22-25 30-50
Kusu

*Bir tiiriin irklart arasinda kulugka siirelerinde farkliliklar gézlenebilir.
(Boga ve ark., 2024)

Tavuk embriyosunun gelisiminin ~ bir giinli tavugun
oviduktunda, 21 giinii ise disarida kulugkada gergeklesir. ilk olarak
ovulasyonla infindubuluma alman ovum spermatoozon tarafindan
dollenir ve ovipozisyona (yumurtlama) kadar gegen siirede zigot
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sekillenerek embriyo gelisimi baslar. Embriyonik gelisim siireci,
ovipozisyonla birlikte gegici olarak durur. Embriyo gelisimi igin
gerekli kulucka kosullar1 olustugunda embriyonik gelisim kaldigi
yerden devam eder (Morishita ve ark., 2021).

Tavuklarda Disi Ureme Sistemi ve Yumurta Kanah

Tavuklarda disi iireme sistemi; ovaryum, ovidukt, uterus,
vagina ve kloakadan olugmaktadir (Sekil 1). Bazi kaynaklarda uterus
ve vagina, memelilerdeki uterus ve vaginadan farkli anatomik ve
fonksiyonel Ozelliklere sahip olmalar1 nedeniyle oviduktun devami
olarak degerlendirilmektedir. Tavuklarda ovidukt; infundibulum,
magnum, isthmus, uterus ve vagina olmak iizere bes temel bdliime
ayrilmaktadir (Dombre ve ark., 2017; Scanes & Christensen, 2020).
Embriyonik gelisimin erken donemlerinde sag ve sol olmak tizere iki
ovaryum ve iki ovidukt gelismekle birlikte, sag taraftaki yapilar
atrofiye ugramakta ve eriskin donemde yalnizca sol ovaryum ve
ovidukt fonksiyonel olarak kalmaktadir (Kandil & Sur, 2017; Scanes
& Christensen, 2020).

Tavuklarda yumurtanin olusumu, ovaryumda olgunlasan
follikiiliin  ovulasyonu ile baglamakta ve oviduktun farkli
boliimlerinden gecisi sirasinda tamamlanmaktadir. Ovulasyonla
atilan ovum, infundibulum tarafindan yakalanarak ovidukta
almmakta ve canli spermatozoonlarm bulunmasi durumunda
fertilizasyon bu bolgede gerceklesmektedir. Daha sonra yumurta
magnuma ulagsmakta ve burada basta ovalbiimin olmak {izere
yumurta akini olusturan proteinler salgilanarak vitellusun gevresi
albiiminle sarilmaktadir. Isthmusta albiimini gevreleyen i¢ ve dis
kabuk zarlar1 olusmakta, uterus boliimiinde ise albiimin ve zarlarin
olusumun tamamlanmasiyla biiyiik Olgiide kalsiyum karbonattan
olusan yumurta kabugu sekillenmektedir. Yumurtanin son olarak
vagina ve kloakadan gegerek disar1 atilmasiyla ovipozisyon
gerceklesmekte ve yumurta olusum siireci tamamlanmaktadir.
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Yumurtanin ovidukt boyunca ilerlemesi sirasinda gecirdigi bu
asamalar, yumurtanin yapisal biitiinliigliniin olusmasmnin yani sira
embriyonik gelisim i¢in gerekli besin, koruyucu membranlar ve gaz
aligverisini saglayan yapilarin meydana gelmesini saglamaktadir
(Bellairs & Osmond, 2014; Scanes & Christensen, 2020)

Sekil 1. Tavukta reprodiiktif sistem organlart
Cvaryum Folikidler

|/

/ /"
; // ~ )
/ P Infindubuium Magnum  Isthmus Kloaka

/ Uterus  Vagina
)
.

(BioRender.com kullanilarak olusturuldu)
Embriyolu Tavuk Yumurtasmm Yapisi

Tavuk yumurtasi temel olarak vitellus (yumurta sarisi),
albiimin (yumurta aki), kabuk zarlar1 ve kabuktan olugmaktadir.
Dollenmis yumurtada embriyonik gelisimle birlikte vitellus kesest,
amniyon, allantois ve koryoallantoikk membran (CAM) gibi
ekstraembriyonik yapilar gelismektedir (Sekil 2) (Bellairs &
Osmond, 2014; Dombre ve ark., 2016; Morishita ve ark., 2021).

Vitellus: Embriyonun gelisimi icin gerekli enerji ve besin
maddelerinin temel kaynagidir. Uzerinde yer alan germinal disk
(blastodisk), dollenmis yumurtada embriyonik gelisimin basladigi
bolgeyi olusturur. Germinal diski vitellusun merkezine baglayan
latebra ise embriyonik gelisim sirasinda besin maddelerinin
kullaniminda rol oynar (Bellairs & Osmond, 2014; Scanes &
Christensen, 2020).
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Alblimin: Yiksek oranda su ve protein igeren albiimin,
embriyoya besin saglarken ayni zamanda mekanik ve kimyasal
koruma saglar. Vitellusu cevreleyen ve iki kutba dogru uzanan
salazlar, vitellusun yumurta igerisindeki konumunun korunmasimna
katkida bulunur. Embriyonik gelisim ilerledik¢e albiiminin 6nemli
bir kismi embriyo tarafindan kullanilir (Bellairs & Osmond, 2014;
Scanes & Christensen, 2020).

Sekil 2. Yumurta ile embriyolu yumurta anatomisinin kesitsel

karsilastrmast
72T = Hava Boslugu
i
Albimin
>\ vitellus
Embriyonik
J disk

= Amniyotik sivi
Kabuk
Salaz Allantoik sivi

(BioRender.com kullanilarak olusturuldu)

Kabuk ve kabuk zarlari: Kutikula, kabuk ve i¢-dis kabuk
zarlari, yumurta icerigini dis etkilere karsi korurken kabuktaki porlar
embriyonik gelisim sirasinda gaz ve su alisverisine olanak saglar.
Yumurtanin ovipozisyondan sonra sogumasi sirasinda genis ugta i¢
ve dig kabuk zarlarmin birbirinden ayrilmasiyla hava kesesi olusur.
Embriyonik gelisimin son donemlerinde embriyonun basi hava
kesesine yoOnelmekte ve cikim Oncesinde bu bolge ilk akciger
solunumunun gergeklestigi alan haline gelmektedir (Dombre ve ark.,
2017; Morishita ve ark., 2021).

Tavuk  embriyosunun  gelisimi  yumurta icerisinde
gerceklestiginden, oksijen digindaki temel besin gereksinimleri
yumurta igerisinde  bulunan kaynaklardan karsilanmaktadir.

Embriyonun beslenmesi, korunmasi, solunumu ve metabolik
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atiklarin uzaklagtirilmasi gibi yasamsal siireclerin siirdiiriilebilmesi
icin embriyonik gelisim sirasinda amniyon, vitellus kesesi, allantois
ve koryon olmak iizere ¢esitli ekstraembriyonik zarlar gelismektedir
(Sekil 3) (Lee ve ark., 2025; Morishita ve ark., 2021).

Amniyon: Ektoderm ve somatik mezodermden gelisen
amniyon, embriyoyu dogrudan cevreleyen ve amniyotik sivi igeren
bir kesedir. Embriyonun etrafinda koruyucu bir ortam olusturarak
mekanik etkilerden korunmasini ve gelisimi boyunca hareket
edebilmesini  saglar. Amniyotik bosluk, embriyolu tavuk
yumurtalarinda bazi viruslarin inokiilasyonu i¢in kullanilan 6nemli
anatomik bolgelerden biridir (Bellairs & Osmond, 2014; Ivancic ve
ark., 2004; Morishita ve ark., 2021).

Vitellus kesesi: Endoderm ve splanknik mezodermden
gelisen vitellus kesesi, embriyonun erken donemlerde temel besin
kaynagini olusturan vitellusu c¢evreler. Vitellusta bulunan besin
maddelerinin embriyonun kullanabilecegi forma doniistiiriilmesi ve
gelisen damar ag1 aracihgiyla embriyoya aktarilmasi temel
gorevlerindendir. Embriyonik gelisimin son donemlerinde kiigiilen
vitellus kesesi, yumurtadan ¢ikima yakin dénemde embriyonun
karm bosluguna gekilerek ¢ikim sonrasinda kullanilacak 6nemli bir
besin rezervi haline gelir (Morishita ve ark., 2021; Scanes ve
Christensen, 2020).

Allantois: Endoderm ve viseral mezodermden gelisen
allantois, embriyonik gelisimin erken donemlerinde ortaya ¢ikar ve
hizla biiyiliyerek embriyonun g¢evresindeki alanit doldurur. Baslica
gorevleri arasinda metabolik atiklarm biriktirilmesi ve embriyonun
gaz aligverisine katki saglanmasi bulunmaktadir. Inkiibasyonun
yaklagik 5-6. giinlerinde koryonla birleserek koryoallantoik
membran1 olusturur. Allantoik boslukta biriken sivi, baz1 viruslarin
izolasyonu, c¢ogaltilmasi ve virus frlnlerinin elde edilmesinde
kullanilan 6nemli bir materyaldir. Bu nedenle allantoik bosluk,

embriyolu tavuk yumurtalarmda virolojik amaglarla yaygn olarak
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kullanilan inokiilasyon bdlgelerinden biridir (Bellairs & Osmond,
2014; Dombre ve ark., 2017; Morishita ve ark., 2021).

Sekil 3. Embriyolu tavuk yumurtasinin embriyonik kisimlari

Koryoaflantoik
Amniyon membran
Vitellus keses

kesesi Hava kesesi

AlbUmin

Allantoik kess

(BioRender.com kullanilarak olusturuldu)

Koryon ve koryoallantoik membran: Koryon, ektoderm ve
somatik mezodermden gelisen ve yumurtanin i¢ kabuk zarma komsu
olarak bulunan en dis ekstraembriyonik zarlardan biridir. Allantoisin
koryonla birlesmesi sonucunda olusan koryoallantoik membran,
yogun damar ag1 ve kabuk zarlarina genis bir yiizey boyunca temas
etmesi sayesinde embriyonun solunumunda 6nemli rol oynar. Ayrica
gelisen embriyo i¢in kabuktan kalsiyumun mobilize edilmesine
katkida bulunur. Zengin vaskiiler yapist nedeniyle CAM, bazi
viruslarin  ¢ogalmas1 ve oOzellikle CAM iizerinde olusturdugu
lezyonlarm  degerlendirilmesi  amaciyla da kullanilmaktadir
(Dombre ve ark., 2017; Morishita ve ark., 2021; Ribatti, 2014).

Yumurtada Embriyonun Gelisim Asamalari

Tavuk embriyosunun gelisimi iki asamada sekillenmektedir.
Ik asama tavuk viicudunda ortalama 24-26 saatlik siirede, ikinci
asama ise tavuk viicudu disinda kulugka olarak adlandirilan 37,5
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°C’de ortalama 21 giinde olusur (Bellairs & Osmond, 2014;
(Fasenko, 2007).

Gelisimin ilk agsamasi, ovulasyonla infundibuluma birakilan
oositin  burada dollenmesiyle baslamakta ve ovipozisyon
gerceklesinceye kadar tavuk viicudu igerisinde devam etmektedir.
Bu siirecte hiicre boliinmeleri siirerken, oositin vitellus bakimindan
zengin yapisi nedeniyle boliinmeler animal kutuptaki germinal disk
bolgesinde ger¢eklesmektedir (Lee ve ark., 2025; Najera & Weijer,
2020).

Ardisik hiicre boliinmesi sonucunda blastomerler olugmakta
ve bu hiicrelerin ¢ogalmasiyla disk seklindeki hiicresel yapi olan
blastoderm  sekillenmektedir.  Blastodermin altinda  zamanla
subgerminal bosluk olusurken, blastoderm hiicreleri iistte epiblast,
altta ise hipoblast olmak {izere iki tabakali bir organizasyon
kazanmaktadir. Ovipozisyon gerceklestiginde embriyo heniiz iig¢
germ tabakasmi  tamamlamamig  durumdadir.  Ovipozisyon
sonrasinda uygun inkiibasyon kosullarinin saglanmasiyla gelisim
yeniden hizlanir ve gastrulasyon siirecinde epiblast hiicrelerinin
farklilasmas1 ve gocii sonucunda endoderm, mezoderm ve ektoderm
olmak iizere {i¢ temel germ tabakasi olugsmaktadir. Bu tabakalardan
daha sonra embriyonun tiim doku ve organlar sekillenmektedir (Lee
ve ark., 2025; Najera ve Weijer, 2020).

Ovipozisyon sonrasmmda embriyonik gelisim, uygun
inkiibasyon  kosullar1  saglanincaya kadar biliyiik o6l¢lide
duraklamakta veya yavaslamaktadir. Embriyolu yumurtalarin
saklama siiresi ve sicakligi, embriyonun canliligini ve gelisimin
yeniden baglamasmi  dogrudan etkilemektedir. Bu nedenle
kulugkalik yumurtalarm 16-18 °C civarinda, %70-80 bagil nemde
ve miimkiin oldugunca kisa siire, tercihen 7 gilinii asmayacak sekilde,
saklanmasi Onerilmektedir. Saklama siiresinin uzamasi embriyonik
gelisimi  ve kulucka basarismi  olumsuz etkileyebilmektedir

(Adriansen ve ark., 2022; Boga ve ark., 2024; Fasenko, 2007).
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Embriyonik gelisimin ikinci asamasi olan 21 giinliik kulugka
evresinin, inkiibasyonun, baglamasiyla blastodermde gastrulasyon
gerceklesmekte ve embriyonun temelini olusturan ektoderm,
mezoderm ve endoderm olmak {izere {i¢ germ tabakasi
sekillenmektedir. Bu tabakalardan sirasiyla sinir sistemi, deri, tiiy
gaga ve goz gibi yapilar; kas, kemik, kan ve lirogenital sistem;
sindirim, solunum ve endokrin sistemleri gibi farkli doku ve organlar
gelismektedir. Aynt donemde embriyonun c¢evresinde amniyon,
vitellus kesesi ve allantois gibi ekstraembriyonik yapilar gelismeye
baslamaktadir (Bellairs & Osmond, 2014; Najera & Weijer, 2020;
Scanes & Christensen, 2020).

Inkiibasyonun 1-3. giinlerinde embriyonun viicut ekseni
belirginlesmekte, noral yapilarm yani sira kalp ve vaskiiler sistem
gelismeye baslamaktadir. ikinci giiniin sonlarma dogru kalp atimi
belirginlesirken, vitellin damar sistemi geliserek vitellustaki besin
maddelerinin embriyoya tasgmmasini saglamaktadir. Ugiincii giinde
bas, g6z, gaga, kanat ve bacak tomurcuklar1 belirginlesmeye
baslamakta; amniyon embriyoyu c¢evrelemekte ve allantois
gelismektedir. Boylece embriyonun beslenmesi ve ekstraembriyonik
dolasimmin yani sira ilerleyen donemde gaz aligverisi ve metabolik
atiklarin uzaklastirilmast igin gerekli yapilarm temeli olusmaktadir
(Bellairs & Osmond, 2014; Morishita ve ark., 2021; Najera &
Weijer, 2020).

Inkiibasyonun 4-7. giinlerinde embriyonun biiyiimesi
hizlanmakta, bas ve gdvde belirginleserek embriyo karakteristik “C”
seklini almaktadir. GOz, gaga ve ekstremitelerin gelisimi ilerlerken
ic organlarin farklilasmast devam etmektedir. Allantois hizla
biiyliyerek koryonla birlesmeye baslamakta ve koryoallantoik
membranm olusumu gerceklesmektedir. Ayni donemde vitellus
kesesinin damar ag1 geliserek embriyonun beslenmesine katki
saglamakta, CAM'n vaskiilarizasyonu belirginlesmektedir (Bellairs
& Osmond, 2014; Scanes & Christensen, 2020).
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Inkiibasyonun 8—14. giinlerinde embriyonun dis gdriiniimii
giderek civcive benzemekte; gozler, gaga, kanat ve bacaklar daha
belirgin hale gelmekte, tily bolgeleri ve ayak parmaklari
gelismektedir. Bu donemde organ sistemlerinin gelisimi devam
ederken CAM genislemekte ve yogun bir damar agi1 olusturmaktadir.
(Bellairs & Osmond, 2014; Ribatti, 2014; Scanes & Christensen,
2020).

Inkiibasyonun 15-18. giinlerinde embriyonun biiyiimesi
hizlanmakta, albliminin kullanimi1 azalirken vitellus embriyonun
temel besin kaynagi haline gelmektedir. Vitellus kesesi kiiciilerek
karm bosluguna c¢ekilmeye hazirlanirken embriyo hava kesesine
yonelmektedir. Yaklasik 18. glinde embriyonun gagasi hava kesesine
ulasarak akciger solunumuna gegis siireci baglamaktadir (Bellairs &
Osmond, 2014; Morishita ve ark., 2021; Scanes & Christensen,
2020).

Inkiibasyonun 19-21. giinlerinde vitellus kesesi biiyiik
Olciide karm bosluguna ¢ekilmekte, embriyo ¢ikim pozisyonunu
almakta ve hava kesesinden solunum yapmaya bagslamaktadir.
Yaklasik 21. glinde ise embriyo, gagasinda bulunan yumurta disi
(egg tooth) ve boyun kaslarmin yardimiyla kabugu kirarak
yumurtadan ¢ikmaktadir (Bellairs & Osmond, 2014; Morishita ve
ark., 2021; Scanes & Christensen, 2020).

Embriyonik  gelisim boyunca meydana gelen bu
degisiklikler, embriyolu tavuk yumurtalarinin virolojik amaglarla
kullaniminda &nem tasimaktadir. Ozellikle allantoik ve amniyotik
bosluklarin gelisimi ile CAM'in olusumu ve vaskiilarizasyonu, farkli
viruslarin inokiilasyonu i¢in uygun anatomik ortamlarin olugmasini
saglamaktadir.
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EMBRIYOLU TAVUK YUMURTASINA INOKULASYON
METOTLARI

Embriyolu tavuk yumurtasi, embriyo ve ekstraembriyonik
membranlarm farkli hiicre ve dokular icermesi nedeniyle ¢ok sayida
virusun izolasyonu ve ¢ogaltilmasi i¢in uygun bir biyolojik sistem
olusturmaktadir. Virusun yumurtada inokiilasyon bdlgesinin se¢imi;
virusun doku tropizmi, hedeflenen replikasyon bolgesi, embriyonun
gelisim donemi ve calismanmn amaci gibi faktdrlere bagli olarak
degismektedir Bu kapsamda Dbaglica inokiilasyon yollar1
koryoallantoik membran, allantoik bosluk, amniyotik bosluk ve
vitellus kesesi olmakla birlikte, bazi deneysel calismalarda embriyo,
hava  kesesi, intravendz ve intraserebral  yollar da
kullanilabilmektedir (Tablo 2) (Akn, 1973; Guy, 2015, Senne 2008).

Tablo 2. Inokiilasyon yéntemleri 6rnekleri

Inokiil Embri .
noxuiasyon o rl}f.o Kullanilan viruslar
metodu yasi (giin)
Canine distemper virus, Varicella zoster
. virus, Vesicular stomatitis virus, Infectious
Koryoallantoik P L
10-12 laryngotracheitis virus, Pseudorabies virus,
membran

Herpes simplex virus, Fowl pox virus,
Vaccinia virus, Pigeon pox vius

Newcastle disease virus, Infectious
Allantoik bosluk | 9-12 influenza virus, Mumps virus, Equine
encephalitis virus, Parainfluenza virus

Amniyotik bosluk | 7-15 Influenza virus, Mumps virus
Vitellus kesesi 5-8 Mumps virus

Intravendz 10-15 Bluetongue virus

Intraserebral 8-14 Herpes simplex virus, Rabies virus

(NDVSU, 2023)

Embriyolu tavuk yumurtasinda virus iiretilmesindeki basar1
orant; virus Ozellikleri, inokiilasyon yeri, inokiilasyon metodu,

embriyonun yasi, yumurtanin kalitesi, kulucka sicakligi, inkiibasyon
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stiresi, inokiile edilen virus miktar1 ve yumurtalarin elde edildigi
sirliiniin bagigiklik durumu (antikor varligi) gibi bazi faktorlere
baghdir. Embriyolu tavuk yumurtalarinda virus iiretim kosullarini
optimize etmek icin bu parametrelerin her biri dikkate almmalidir.
Ozellikle virusun hedef hiicreleri ile secilen inokiilasyon bdlgesinin
uyumlu olmasi, basarili replikasyon agisindan 6nemlidir. Bu nedenle
inokiilasyon yontemi belirlenirken yalnizca anatomik erisilebilirlik
degil, virusun doku tropizmi ve embriyonun gelisimsel durumu da
gbdzonlinde bulundurulmalidir. Virus ekiminde genellikle 7-12
giinliik embriyolu tavuk yumurtalart kullanilmaktadir (Ashraf ve
ark., 2024; Manders ve ark., 2021; Senne, 2008).

Virus inokiilasyonu oncesi kullanilacak yumurtalarm saglam
ve embriyonun canli oldugunun tespit edilmesi gerekmektedir. Bu
amacgla Oncelikle yumurtalarin gorsel agidan degerlendirilmesi
yapilir. Catlamig, kabugu ince olan yumurtalar kullanilmamalidir.
Beyaz kabuklu yumurtalarin kullanilmasi goriiniirliigiin daha kolay
olmasi acisindan tercih edilmelidir. Daha sonra embriyonun
canlihgmni, pozisyonunu, kan damarlarinin ve zarlarin konumunun
belirlenmesi i¢in, yumurtalarin karanhk bir ortamda bir 151k kaynagi
altinda incelenmesi gerekmektedir (OIE/FAO ,2020; Scanes &
Christensen, 2020).

Yumurtalarin 151k kaynagi altinda incelenmesi, embriyonun
gelisim durumu, canlihglr ve yumurtanin kullanilabilirligi hakkinda
bilgi saglayan temel degerlendirme ydntemlerinden biridir (Grimes,
2002; NDVSU, 2023). Inceleme sirasinda embriyo, 1sik altinda
karanlk bir alan olarak goriiliir ve saglikli embriyolar 151k uyarisina
hareket ederek yanit verir. Hareketin ¢ok yavas olmasi (30—40
saniyeye kadar gecikmesi) embriyonun canliifinin azaldigini ve
yumurtanin  kullanim i¢in uygun olmayabilecegini diisiindiiriir.
Ayrica saglikli embriyolarda kan damarlari belirgin ve biitiinligiini
korurken, embriyo Oliimiinii takiben damarlar once belirginligini
yitirir, ardindan yumurta ¢evresinde koyu renkli bir halka olusturur.
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Isik kaynagi altinda dolsiiz yumurtalar homojen ve daha seffaf
goriiniimleriyle kolayhkla ayirt edilebilir. Bunun yaninda, ¢iplak
gozle fark edilmeyen kabuk catlaklar1 da 151k kaynagi altinda
belirlenebilir (Grimes, 2002; NDVSU, 2023).

Saglam yumurtalarda uygulanacak ekim metoduna gore, 151k
altinda embriyo, zarlar, damarlar, inokiilasyon yeri bir kalem yardim1
ile isaretlenerek yumurta inokiilasyona hazir hale getirilir.
Inokiilasyon yapilacaginda ise inokiilasyon bolgesindeki yumurta
kabugu %70’lik alkol veya tentiirdiyot ile silinerek dezenfekte
edilmeli, dezenfeksiyon isleminden sonra da bdlgenin kurumasi i¢in
biraz beklenmelidir. Inokiilasyon yapilan yumurtalarin inokiilasyon
yapilmayan yumurtalardan farkli bir inkiibatore kaldirilmasi
gerekmektedir (Manders ve ark., 2021; Yazic1 ve ark., 2021).

Embriyolu yumurtalarda virus replikasyonunun
degerlendirilmesinde embriyonun canhligt ve gelisim durumu,
embriyonik lezyonlar ve ekstraembriyonik membranlarda meydana
gelen degisiklikler dikkate almiken farkli  yOntemler de
kullanilmaktadir. Embriyonik 6liim, gelisme geriligi, gelisim
anomalileri, kanama odaklari, CAM’da plak olusumu gibi lezyonlar,
ic organlarda biiyiime, nekrotik alanlar ve renk degisimi gibi
bulgular virus iiremesinin belirtileri olarak kabul edilmektedir. Bu
bulgularm diger mikrobiyal etkenlerden kaynaklanabilecegi g6z
ontinde  bulundurulmahdir.  Bu nedenle virus varhigmin
dogrulanmasinda yalnizca embriyonun makroskobik gdriiniimiine
dayanilmamasi, uygun antijenik, serolojik veya molekiiler
yontemlerden yararlanilmasi gerekmektedir. Virusun ozelliklerine
ve caligmanin amacma bagh olarak hemaglutinasyon (HA) testi,
notralizasyon testi, ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)
ve PCR (Polymerase chain reaction) gibi tekniklerin kullanimi daha
kesin ve dogru sonuglar vermektedir (Ashraf ve ark., 2024; Azeem
& Yoon, 2025; Senne, 2008; Woolcock, 2008).
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Koryoallantoik Membrana Ekim (CAM)

Koryoallontoik membrana ekim, &zellikle Herpesvirus ve
Poxvirus gibi epiteliotrop karakterde olan viruslarin izolasyonunda
kullanilan bir yontemdir. CAM'm genis ylizey alanma sahip olmasi1
ve yogun vaskiiler yapisi, cesitli viruslarin burada ¢ogalmasma ve
olusturduklar1  karakteristik  lezyonlarm  makroskobik olarak
degerlendirilmesine olanak saglamaktadir. Ekim icin 9-12 giinliik
embriyolu tavuk yumurtalar1 kullanilmakta olup hava kesesi
tarafindan ve yan taraftan olmak lizere iki  sekilde
uygulanabilmektedir (Ertiirk, 1992, Yazici ve ark., 2021).

Hava kesesi tarafindan ekim

Oncelikle 151k kaynagi altnda yumurtada embriyonun
bulundugu yer ve hava kesesi isaretlenir. Daha sonra hava kesesinin
bulundugu yer tentiirdiyot ile dezenfekte edilir. Ozel deliciler
kullanilarak hava kesesinin iizerindeki kabuk delinir. Delik steril bir
makas yardim ile  genisletilir  Inokiile edilecek  virus
stispansiyonundan 0,1 ml tiiberkiilin enjektdriine ¢ekilerek CAM’1n
ylizeyinin ¢esitli yerlerine damlatilir. Daha sonra enjektoriin ucu ile
membranim lzeri ¢izilit. Acilan pencere balmumu, parafin, jelatin
veya steril bir bant gibi uygun bir kapatict yardimu ile kapatilir. Ekim
yapilan yumurtalar viyollere dik konumda yerlestirilerek inkiibatore
kaldirilir. Inkiibasyon siiresi virusa bagl olarak degisir (Akm,1973;
Yazici ve ark., 2021).

Yan taraftan ekim

Isik kaynag: altinda yumurtada embriyonun bulundugu yer
ve hava kesesi isaretlenir. Yan tarafta isaretleme embriyonun yan
tarafina gelecek sekilde kan damarlarnin bulunmadigi yerlere
yapilir. Daha sonra hava kesesinin bulundugu yer ile ekim yapilacak
yan taraf tentiirdiyot ile dezenfekte edilir. Ozel deliciler kullanilarak
hava kesesi ve ekimin yapilacagi noktadan kabuk delinir. Burada yan
taraftan delerken CAM’a zarar vermemeye dikkat edilir. Bir lastik
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puar yardim ile hava kesesi tarafindaki delikten hava gekilerek
olusan negatif basmng¢ sayesinde CAM kabuktan ayrili. Asagiya
dogru cekilerek burada bir hava kesesi elde edilir (Sekil 4). Ekimin
yapilacag1 yere bir damla serum fizyolojik damlatilmasi CAM’in
kabuktan daha kolay ayrilmasini saglar. Steril bir makas yardimu ile
ekim yapilacak taraftaki delik genigletilin. ~ Ekilecek virus
stispansiyonundan 0.1 ml tiiberkiilin enjektoriine ¢ekilerek CAM’n
ylizeyine damlatilir. Daha sonra enjektoriin ucu ile membranin {izeri
cizilir. Acilan delikler uygun bir kapatict yardim ile kapatilarak
inkiibatdre kaldmilir. Giinliik canhlik kontrolii yapilir. Ik 24 saat
icerisinde meydana gelen embriyo 6liimlerinin uygulama hatasindan
meydana geldigi varsayilarak degerlendirmeye alinmaz (Akin, 1973;
Manders ve ark., 2021; Yazici ve ark., 2021).

Sekil 4. A Koryoallantoik membrana yan taraftan ekim metodu, B

Isik kaynagi altinda hava boslugunun goriiniimii.

((A)-BioRender.com kullanilarak olusturuldu)

Poxviruslar, CAM {izerinde virus iiremesine bagh olarak
hiicrelerin nekrozu ve proliferasyonundan kaynaklanan opak,
kabarcik seklinde (pok) goriinen patolojik lezyonlara neden olur.
Herpesviruslarin bazilarinda da benzer yapilar CAM’da gozlenir
(Manders ve ark., 2021).
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Allantoik Bosluga Ekim

Allantoik bosluga inokiilasyon (Sekil 5), embriyolu tavuk
yumurtasinda 6zellikle influenza viruslan ile bazi avian adenovirus,
coronavirus ve paramyxoviruslarin izolasyonu ve c¢ogaltilmasi
amaciyla yaygin olarak kullanilan inokiilasyon yontemlerden biridir.
Allantoik boslugun gelismis vaskiiler yapilarla iligkili olmasi ve
yeterli miktarda allantoik sivi icermesi, viruslarin ¢ogalmasi ve elde
edilen virusun sivi ortamdan toplanabilmesine olanak saglamaktadir.
Allantoik bosluga ekim, hava kesesi tarafindan ve yan taraftan olmak
iizere iki sekilde uygulanabilmektedir (Tang ve ark., 2014; Yazic1 ve
ark., 2021).

Hava kesesi tarafindan ekim

Yumurta tizerinde embriyonun bulundugu yer ve hava kesesi
151k kaynagi altinda isaretlenir. Hava kesesinin bulundugu yer
tentiirdiyot ile dezenfekte edilir. Ozel deliciler kullanilarak hava
kesesinin iizerindeki kabuk delinir. A¢ilan bu delikten bir enjektor
ile 45 derece agiyla girilir Koryoallantoik membran igne ile
gecildikten sonra allontoik bosluga girilerek 0,2 ml inokiilim
inokiile edilir. A¢ilan delik uygun bir kapatici yardimi ile kapatilir.
Yumurtalar dik konumda viyollere konarak inkiibatdre kaldirilir
(Brauer & Chen, 2015; Grimes, 2002; Yazic1 ve ark., 2021).

Yan tarafindan ekim

Bu ekim yonteminde embriyonun bulundugu yer ve hava
kesesiyle birlikte hava kesesinin 3 mm kadar asagisinda damarlarin
olmadig1 bir yer isaretlenir. Isaretlerin bulundugu yerler tentiirdiyot
ile dezenfekte edilir. Ozel bir delici ile hava kesesinin {izerinden ve
hava kesesi ¢izgisinin altinda isaretlenen yer delinerek, alt delikten
kisa uglu bir igne yavas bir sekilde 0,5 cm kadar ilerletilerek
allantoik bosluga 0,2 ml inokiilim inokiile edilir. A¢ilan delikler
uygun bir kapatict yardimi ile kapatili. Yumurtalar dik konumda
viyollere konularak inkiibatore kaldirilir. Hava kesesinin {izerinde
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acilan delik, inokiilimiin yumurtanin yan tarafindaki delikten geri
kagmasmi Onlemek i¢in gerekli bir havalandirma boslugudur
(OIE/FAOQ, 2020, Yazict ve ark., 2021).

Sekil 5. Allantoik bosluga ekim, A) Yan taraftan ekim, B) Hava
kesesinden ekim

(BioRender.com kullanilarak olusturuldu)

Allantoik bosluga inokiilasyon, virusa bagh olmak tizere 2-7
giinliik inkiibasyondan sonra degerlendirilir (OIE/FAQO, 2020; Tang
ve ark., 2014).

Amniyotik Bosluga Ekim

Amniyotik  bosluga ekim, oOzellikle influenza ve
paramyxoviruslar basta olmak tizere, embriyonun belirli dokularini
hedefleyen bazi viruslarin izolasyonu ve ¢ogaltilmasi amaciyla
kullanilan yOntemlerden biridir. Amniyon kesesi, embriyoyu
cevreleyen ve amniyotik sivi iceren ekstraembriyonik bir yapi olup,
inokiiliimiin embriyo ile dogrudan temas etmesine olanak saglamasi
bakimindan diger inokiilasyon yollarindan ayrilmaktadir. Bu
nedenle amniyotik inokiilasyonun tercih edilmesinde virusun doku
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tropizmi ve hedef hiicreleri 6nemli rol oynamaktadir (Ashraf ve ark.,
2024; Guy, 2015; Ito ve ark., 1997; Samuel ve ark., 2010; Scanes &
Christensen, 2020).

Paramyxoviruslar i¢in 7-8 giinliik, influenza viruslar i¢in ise
12-14 giinlik embriyolu tavuk yumurtalart1 kullanilmaktadir.
Amniyonik bosluga ekim i¢in hava kesesi tarafindan ve yan taraftan
olmak {tizere iki yontem kullanilmaktadir (Ertiirk, 1992; Ivancic ve
ark., 2004; Samuel ve ark., 2010; Tang ve ark., 2014; Yazic1 ve ark.,
2021).

Hava kesesi tarafindan ekim

Yumurta lizerinde embriyonun bulundugu yer ve hava kesesi
15tk kaynagi altinda isaretlenir. Hava kesesinin bulundugu yer
tentiirdiyot ile dezenfekte edilir Hava kesesi iizerindeki kabuk
uygun bir delici yardimu ile delinir. Embriyoya dogru delikten igne
ilerletilerek CAM ve allantoik bosluk gecilir (Sekil 6). Amniyotik
bosluga wulasilinca embriyoya igne dokunuldugunda hareket
hissedilir. igne hafif geri cekilerek 0,2 ml inokiiliim inokiile edilir.
Bu yontemde hava kesesi kapagi daire seklinde acilir ve amniyon
kesesi goriilerek de islem yapilabilir. Bu yontemde CAM {izerine
Phosphate buffered saline (PBS) damlatilarak goriintiiniin biraz daha
netlesmesi saglanabilir. Ekim sonrasi delikler uygun bir kapatici
yardmu ile kapatilir ve yumurtalar viyollere dik olarak yerlestirilerek
inkiibatore kaldirilir (NDVSU, 2023; Yazic1 ve ark., 2021).

Yan tarafindan ekim

Karanllk odada 151k kaynagi altindaki yumurtada
embriyonun bulundugu yer ve hava kesesi isaretlenmelidir. Yan
taraftan embriyo kismindan ekim yapilacak yer kan damarlarmin
olmadig1 bir alandan isaretlenir. Daha sonra isaretlenen yer
tentiirdiyot ile dezenfekte edilir. Isaretlenen kisim uygun bir delici
yardim ile CAM’a zarar vermeden delinir. Kisa uglu bir igne ile

delikten dik olarak girilir ve embriyoya dogru yavasca ilerletilir.
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Embriyonun hareketi hissedilince igne biraz geri ¢ekilir ve 0,2 ml
inokiilim amniyotik bosluga inokiile edilir. Delikler uygun bir
kapatic1 yardim ile kapatilir. Ekim yapilan yumurtalar viyollere dik
olarak yerlestirilerek inkiibatore kaldirllir (Yazic1 ve ark., 2021).

Sekil 6. Amniyotik bosluga ekim, A)Hava kesesinden ekim, B)Yan
taraftan ekim

(BioRender.com kullanilarak olusturuldu)

Amniyotik bosluga yapilan ekim sonrasi virusa bagh olmak
iizere 2-7 giin aras1 inkiibasyonda beklendikten sonra degerlendirme
yapilir. Paramyxoviruslar i¢in 5-7 giin, influenza viruslar i¢in 2-4
giinliik bir inkiibasyon siiresi yeterlidir (Woolcock, 2008; Yazic1 ve
ark., 2021).

Amniyotik boslugun temel avantaji, inokiilimiin embriyoya
ve Ozellikle embriyonik epitel dokularma dogrudan ulagabilmesidir.
Bu 6zellik, virusun belirli dokularda replike olmasmin amaglandigi
caligmalarda 6nem kazanmaktadir. Nitekim embriyolu yumurtada,
inokiilasyon yolu ile virusun hedefledigi hiicre ve dokular arasindaki
iliskinin, izolasyon basarisinda belirleyici oldugu bildirilmektedir
(Guy, 2015; Ito ve ark., 1997; Samuel ve ark., 2010).
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Vitellus Kesesine Ekim

Vitellus kesesi, embriyonik gelisimin erken donemlerinde
genis bir ekstraembriyonik  yapit olmast ve embriyonun
beslenmesinde Onemli rol iistlenmesi nedeniyle bazi viruslarin
izolasyonu ve cogaltilmasinda, Ozellikle inkiibasyonun 5-8
giinlerinde, kullanilmaktadir. Reovirus, Chicken anemia virus, Avian
metapneumovirus gibi bircok kanath viruslarinin  yani sira
Bluetongue virus (BTV), Equine herpesvirus, Rabies virus, Mumps
virus (kabakulak) gibi baz1 memeli viruslarnin da deneysel olarak
vitellus kesesinde ekim ile izole edilebildigi bildirilmigtir. Vitellus
kesesine ekim (Sekil 7) i¢in hava kesesi tarafindan ve yan taraftan
olmak iizere iki yol kullanilmaktadir (Al- Baroodi, 2020; Ambagala
ve ark., 2020; Ardigh ve ark., 2022; Yazic1 ve ark., 2021).

Hava kesesi tarafindan ekim

Yumurta lizerinde embriyonun bulundugu yer ve hava kesesi
15tk kaynagi altinda isaretlenir. Hava kesesinin bulundugu yer
tentiirdiyot ile dezenfekte edili. Hava kesesi lizerindeki kabuk bir
delici yardimu ile delinir. Uzun igneli bir enjektdr yardim ile agilan
delikten vitelliis kesesi hedef alinarak ilerlenir. Keseye ulasildiginda
enjektdrii saga sola oynatmadan inokiilasyon yapilir. igne dik olarak
geri ¢ekili. Boylece vitellusun dagilmast Onlenmis olur. Kabuk
iizerindeki delik uygun bir kapatict yardimi ile kapatilir. Ekim
yapilan yumurtalar viyollere dik olarak yerlestirilerek inkiibatore
kaldirilir (Yazici ve ark., 2021).

Yan tarafindan ekim

Yumurta iizerinde embriyonun bulundugu yer ve karsisi 151k
kaynag altinda isaretlenir. Daha sonra embriyonun karsisinda ekim
yapmak i¢in igaretlenen bolge alkol veya tentiirdiyot ile dezenfekte
edilir. Kabuk ekim i¢in isaretlenen yerden bir delici ile delinir. Kisa
uclu bir igne ile delikten dik olarak iceri girilir ve vitelliis kesesine
ulasildiginda 0,2 ml inokiiliim inokiile edilir. Enjektér dik olarak
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oynatmadan geri ¢ekilir. Ekim yapilan yumurtalar viyollere dik
olarak yerlestirilerek inkiibatore kaldirilir (Yazic1 ve ark., 2021).

Sekil 7. Vitellus kesesine ekim, A) Hava kesesinden ekim, B) Yan
taraftan ekim

(BioRender.com kullanilarak olusturuldu)

Ekimden sonra virusa bagl olarak 2-3 giinliik inkiibasyondan
sonra degerlendirme yapilir. Giinde bir veya iki defa canhlik
kontrolii yapilir ve ilk 24 saat icinde meydana gelen embriyo
Olimleri uygulama hatasindan kaynaklandigi  varsayilarak
degerlendirmeye almmaz. Degerlendirme icin ekim yapilan
yumurtalar inkiibasyon sonuna kadar 6lmezlerse buzdolabinda 1
gece bekletilerek 6lmesi saglanir. Daha sonra yumurta kabugu hava
kesesi lizerinden agili. Kabuk zan ile CAM, steril bir makasla
kesilerek uzaklastirtlir. Vitellus bir enjektor ile ¢ekilir (Senne, 2008;
Yazici ve ark., 2021).

intravenoz Ekim

Intravendz ekim ydntemi, sistemik enfeksiyon olusturmak,
viruslarin embriyo igerisindeki sistemik yayilimini incelemek, bazi
viruslarin patogenezini ve doku tropizmini incelemek amaciyla daha
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cok deneysel ¢alismalarda kullanilan bir yontemdir (Clavijo ve ark.,
2000; Gaffar Elamin & Spradbrow, 1978; Hosseini ve ark., 1998).

Intravendz inokiilasyon genellikle 11 giinliik yastaki
embriyolu tavuk yumurtalarinda  koryoallantoik ~ membran
tizerindeki damarlara yapilir. Isik kaynagi altinda hava kesesine
yakin bir bolgede, belirgin ve diiz bir damar segilerek kursun kalemle
damarin dogrultusu ¢izilir. Inokiiliimiin kanla birlikte akabilmesi icin
kan akisinin yonii de kabuk {izerinde belirtilmelidir. Kan, ana kan
damarma dogru birlesecek sekilde akar. Damarin oldugu yerde bir
kosesi damart gosteren bir iiggen c¢izilir Kabuk zarmna zarar
vermeden ¢izilen iiggen ¢izgi boyunca kabuk delinir ve sonrasinda
steril bir bistiiri veya pens yardimi ile iiggen kabuk kaldirtlir.
Damarmn goriilmesini kolaylagtirmak icin kabuk zari {izerine bir
damla steril vazelin likit veya steril mineral yag damlatilarak goriis
kolaylastirtlir. Kanimn akis yoniinde ince bir igne ile damara girilip,
0,05- 0,1 ml inokiiliim inokiile edilir. Kabukta agilan pencere uygun
bir kapatici ile kapatilarak, yumurta inkiibasyona kaldirilir (Akin,
1973; Clavijo ve ark., 2000).

Yumurtalara giinde iki kez canlilik kontrolii yapilir ve 24 saat
icinde Olen yumurtalar uygulama hatasindan varsayilarak
degerlendirilmeye almmaz. Inkiibasyon sonunda yumurta kabugu
dezenfekte edilir. Hava kesesinin tizerindeki kabuk makasla ¢ikarilir
ve embriyonun tamami yumurtadan almarak steril bir petri kabina
alinir (Clavijo ve ark., 2000; Hosseini ve ark., 1998).

Bu metot 10-15 giinliik embriyolu tavuk yumurtalarinda
uygulanir. Bu inokiilasyon sekli daha ¢ok hematolojik c¢aligmalarda
tercih edilmekle birlikte Bluetongue virus’un izolasyonu iginde
kullanilmaktadir. Bluetongue virus siipheli drneklerden hazirlanan
inokiiliimler ilk olarak embriyolu tavuk yumurtasinda pasajlanir ve
ardindan hiicre kiiltiirlinde pasajlamaya devam edilir. Hiicre
kiiltiiriinde sitopatojen etki goriilmesi, immunoperoksidaz testi ve
PCR testi ile virus varligi belirlergg (Clavijo ve ark., 2000).



Gaffar Elamin & Spradbrow (1978), viremi donemindeki
bovine ephemeral fever virus (BEFV) ile enfekte sigirlardan elde
ettikleri kan oOrneklerinden hazirlanan inokiiliimleri, 9—11 giinliik
embriyolu tavuk yumurtalarma intravendz yolla inokiile etmislerdir.
Inokiilasyondan 1-4 giin sonra embriyolardan alinan beyin, kalp,
karaciger ve akciger dokularmda virus varligi floresan antikor
teknigi ve noétralizasyon testi kullanilarak gosterilmistir. Virusun
ozellikle karaciger, akciger ve kalp dokularinda saptanmasini, bu
dokulardaki damar endotel hiicrelerinde gerceklesen virus
replikasyonu ile iligkilendirmislerdir.

intraserebral Ekim

Bu metot beyinde patolojik degisikliklere neden olan
viruslarla 1lgili c¢aligmalarda (Herpes simpleks virus veya
lyssaviruslar gibi) tercih edilir Bu yontem 12 giinliik embriyolu
tavuk yumurtalarima uygulanir (Ertiirk, 1992).

Yumurta lizerinde embriyonun bulundugu yer ve hava kesesi
15tk kaynagi altinda isaretlenir. Hava kesesinin bulundugu yer
tentlirdiyot ile dezenfekte edilir. Hava kesesi lizerindeki kabuk bir
delici yardimi ile delinir ve bir makas yardimi ile ¢izgi boyunca
kesilerek kabuk kapak seklinde acilir. Bir pens ile embriyoya temas
edilerek, basin yeri belirlenir. Ayni pens ile gagadan tutularak igne
ile kafatasina girilir (Akin, 1973).

Koryoallantoik memran, allantoik bosluk, amniyonik bosluk
ve vitelliis kesesine ekim disinda kalan hava kesesi, intravendz ve
intraserebral metotlar sadece deneysel caligmalar icin kullanilir
(Ertiirk, 1992)

Ekimden sonra yumurtalarin pozisyonu ve ¢evrilme durumu
inokiilasyon = yontemine gore belirlenmeli ve inkiibatore
konulmalidir. Embriyolarin canhiligi ve gelisim durumu diizenli
olarak, giinliik veya giinde iki kez, kontrol edilmelidir. Yumurtalar

embriyo Oliinceye kadar veya optimal bir virus cogalmasi
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olusuncaya kadar inkiibasyona birakilmalidir. Bazi viruslarm diisiik
isida iiredigi (Bluetongue virus gibi) géz Oniine alinmali ve
inkiibasyon 1s1s1 buna gore ayarlanmalidir (Ertiirk, 1992; Manders
ve ark., 2021).

Inokiilasyon sonrasi embriyonik &liim virus tiiriine gore
degisebilmektedir. Bazi viruslar embriyonun 6liimiine 24 saat i¢inde,
bazilarn daha ge¢ neden olurlar. Inkiibasyon smrasnda embriyo
oliimii; yapilan muayene sirasinda embriyonun hareketsiz ve bir
kiitle seklinde durmasindan, damarlarin dolgun olmamasindan
anlagihr. Ik 24 saat igerisinde 6len embriyolarin hatadan kaynakh
m1 yoksa virusa bagl mi1 oldugunu anlamak i¢in, oncelikle virusun
embriyoya etkisini iyi bilmek gerekmektedir. Bunun i¢in Onceki
caligmalardan yararlanilabilir. Bununla birlikte inokiilasyon sonrasi
ilk canlihk muayenesi 24 saatten daha kisa siirede yapilmahdir
(OIE/FAQ, 2020; NDVSU, 2023; Senne, 2008). Bazi1 viruslar da ilk
inokiilasyonda embriyonun dliimiine yol agmaz. Bu nedenle yalnizca
embriyonik  Olimiin  varligit  veya  zamanlamasi  virus
replikasyonunun degerlendirilmesi i¢in yeterli degildir. Ozellikle ilk
24 saat igerisinde meydana gelen Oliimlerde inokiilasyona bagh
travma, kontaminasyon ve diger non-spesifik nedenler de goz
onlinde  bulundurulmahdir. ~ Virus  izolasyonunda  gerekli
gortldiigiinde seri pasajlar uygulanabilmekte ve her pasaj sonrasinda
virus varligi uygun virolojik veya molekiiler yontemlerle
dogrulanabilmektedir (OIE/FAO, 2020; NDVSU, 2023; Senne,
2008).

Virus iiremesi sonucunda embriyolarda farkli makroskobik
ve mikroskobik degisiklikler ortaya ¢ikabilmektedir. Bunlar arasinda
embriyonik oOliim, gelisme geriligi ve ciicelesme, embriyonun
bliziismesi, damarlarin belirginlesmesi veya konjesyonu, subkutan
kanamalar, amniyotik ve allantoik sivi miktarinda degisiklikler,
CAM'da kalinlagma ve o6dem ile pock lezyonlarmin olusumu
sayilabilir. Bazi viruslarda ayrica karakteristk mikroskobik
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lezyonlar ve inkliizyon cisimcikleri goriilebilmektedir.  Bazi
patolojik  degisiklikler virusun varligmi ortaya konmasinda
patognomiktir. Bununla birlikte benzer makroskobik degisikliklerin
farkli etkenler veya deneysel kosullar sonucunda da ortaya
cikabilecegi unutulmamalidir. Bu nedenle embriyonun 6liim zamana,
gelisim  Ozellikleri, membran lezyonlart ve diger patolojik
degisiklikler  birlikte degerlendirilerek  virus varhi@ uygun
laboratuvar yontemleriyle dogrulanmasi gerekmektedir (Akin, 1973;
NDVSU, 2023).

EMBRIYOLU TAVUK YUMURTASINDAN VIRUSUN
TOPLANMASI

Embriyolu tavuk yumurtalarma virus ekiminin yansira
orneklerin toplanmasi da 6nem arz eder. Oncelikle yapilan her islem
icin kayit ve etiketleme (inokiilasyon tarihi, pasaj tarihi, virus tiiri,
sogutma tarihi gibi) diizgiin bir sekilde yapilmahdir. Inkiibasyon
sirasinda Oldiigi tespit edilen ve inkiibasyon sonunda embriyosu
O0lmeyen yumurtalar +4 °C’de en az dort saat veya 1 gece boyunca
embriyonun Olmesi ve kanin pihtilasmast i¢in bekletilmelidir.
Materyal daha fazla ge¢is veya ag1 tlretimi i¢in saklanacaksa,
bakteriyel kontaminasyonu onlemek i¢in yumurtay1r agmadan Once
kabugun alkol veya tentiirdiyot ile dezenfekte edilmesi ve
kurumasinin  beklenilmesi 6nemlidir (Brauer & Chen, 2015;
OIE/FAO, 2020; Senne, 2008).

Ornekler temiz bir odada veya giivenlik kabini icerisinde
toplanabilir. Odada toplanacagimda kontaminasyonu engellemek igin
bir bek alevi yaninda calisilmalidir. Elbette ki ¢alisma alaninin ve
kullanilan malzemelerin secimi elde edilecek 6rneklerin ne amagla
kullanilacag ile iligkilidir. Virolojik ¢aligmalarda steril malzemeler
(makas, sise, enjektdr, toplama kabi vb.), soliisyonlar (PBS,
Fizyolojik tuzlu su (FTS) gibi) ve mikrobiyal kontaminasyonun
olmayacag1 sekilde alanlarin se¢imi onemlidir (NDVSU, 2023).
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Ekim yontemine gore yumurtadan virusun tiredigi kisim bir
delik acilarak enjektor yardimi ile toplanabilecegi gibi (embriyonik
stvilar ve vitellus) yumurtada kabugun genis bir sekilde agilarak tiim
embriyo ve kisimlart (zar, embriyonik dokular) steril bir petri
kutusuna veya kaba almarak gerekli sivi ve doku Ornekleri
toplanabilir (Sekil 8). (NDVSU, 2023; Senne, 2008).

Sekil 8. Embriyonik yapuarin petri kutusuna aktarilmast

J'n Batuw

Toplanan materyal steril toplama kaplarina ve siselerine
alindiktan sonra tizerlerine bilgileri igeren etiketleme yapilmali ve
hemen kullanilmayacak ise drnekler -80 °C'de derin dondurucuda
saklanmalidir (Brauer & Chen, 2015; NDVSU, 2023).

Allantoik Sivinin Toplanmasi

Hava kesesi iizerindeki kabuk, uygun bir dezenfektan
kullanilarak dezenfekte edilir ve zara yakin kisimdan kesilerek
cikarihr. Steril bir enjektdr yardimi ile CAM’a gecilir ve allantoik
stvi aspire edilerek toplanir. Ayrica uygulama sirasinda kabukta
acilan bir delikten enjektdr yardimiyla da sivi aspire edilebilir.
Toplanan sivi, diger partikiilerin uzaklastirilmas1 amaciyla 4°C'de
1000xg hizda 10 dakika santriflij edildikten sonra porsiyonlanarak,
virusun Ozelliklerine ve yapilacak analizlere gdre uygun kosullarda
saklanmalidir. Uzun siireli saklamak ic¢in 6rnekler -80°C'de derin
dondurucuda saklanmalidir. Yumurta basmna toplanan miktar,
embriyonun gelisim donemine ve inkiibasyon kosullarma bagh

olarak degiskenlik gostermekle birlikte ortalama olarak bir
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yumurtadan 5-10 ml siv1 toplanabilmektedir (Brauer & Chen, 2015;
Senne, 2008; Tang ve ark., 2014).

Embriyolu tavuk yumurtasindan toplanan allantoik sividaki
virus varliginin belirlenmesinde kullanilacak yontem virusun
antijenik  Ozelliklerine gore degismektedir. Hemaglutinasyon
ozelligine sahip influenza viruslart ve bazi avian paramyxoviruslar
icin HA testi uygulanir (Woolcock, 2008). Eger HA testi pozitif ise
agar jel immunodifiizyon testi, notralizasyon testi, PCR veya ELISA
gibi diger antijenik ve molekiiler yontemler kullanilarak virus varligi
dogrulanir (Brauer & Chen, 2015; Tang ve ark., 2014; Woolcock,
2008).

Amniyon Sivisinin Toplanmasi

Hava kesesi flizerindeki kabuk, uygun bir dezenfektan
kullanilarak dezenfekte edilir ve zara yakin kisimdan kesilerek
cikarihr. Kabuk zarmi seffaf hale getirmek icin birka¢ damla FTS
veya PBS damlatili. Bununla birlikte kabuk zar1 ve CAM hava
kesesi tabanindan yavasca kaldirlarak amniyonun daha iyi
goriinmesi saglanabilir (Sekil 9). Steril bir enjektér yardimi ile
amniyon bosluguna girilir ve amniyon sivisi aspire edilerek toplanir.
Ornekler -80 °C'de derin dondurucuda saklanmalidir (Ivancic ve
ark., 2004; Woolcock, 2008; Yazici ve ark., 2021).

Amniyotik  bosluga  inokiilasyon  sonrasinda  virus
replikasyonu, embriyonun canlihigindaki degisiklikler ve gelisimsel
bulgularm yani sira elde edilen 6rneklerde gerceklestirilen serolojik
veya molekiiler testlerle degerlendirilebilmektedir.  Ozellikle
influenza  viruslarmda HA, RT-PCR, ELISA, agar jel
immunodifiizyon testi ve notralizasyon testleri gibi serolojik veya
molekiiler analizler  virus varliginin dogrulanmasinda
kullanilmaktadir. Embriyonik 6liim veya gelisim anomalilerinin tek
basmna virus replikasyonunun kesin gostergesi olmadigr ve
sonuclarin uygun laboratuvar yontemleriyle dogrulanmasi gerektigi
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dikkate alinmalidir (Ashraf ve ark., 2024; Guy, 2015; Ivancic ve ark.,
2004).

Sekil 9. Hava kesesi tarafindan kabugun kesilmesi

Vitellusun Toplanmasi

Hava kesesi {iizerindeki kabuk, uygun bir dezenfektan
kullanilarak dezenfekte edilir. Hava kesesi lizerinden agilan bir
delikten enjektor yardimi ile vitellus aspire edilebilecegi gibi hava
kesesi lizerindeki kabuk, zar hizasinda kesilir ve CAM kaldirilarak
da yapilabilir. Toplanan 6mekler yapilacak analizlere goére uygun
kosullarda saklanmalidir. Uzun siireli saklanacak drnekler -80 °C'de
derin dondurucuda muhafaza edilmelidir (Senne, 2008; Yazic1 ve
ark., 2021).

Vitellus kesesine inokiile edilen viruslarin varligi, molekiiler,
serolojik ve embriyolojik bulgularm birlikte degerlendirilmesiyle
ortaya konulabilmektedir. Ambagala ve ark. (2020), Zika virus
inokiile edilen dort giinliik SPF embriyolu tavuk yumurtalarindan
elde edilen vitellus Orneklerinde virus varhgmi RT-PCR ile
gostermistir. Benzer sekilde, Al-Baroodi (2020) avian reovirus
izolasyonu amaciyla vitellus kesesine inokiilasyon gerceklestirmis;
ardigik pasajlarda virus varhigmi nétralizasyon testi ile dogrularken,
embriyolarda gelisme geriligi, deri alti kanamalar ve Sliimler gibi
replikasyonu destekleyen bulgular kaydetmistir. Bu c¢aligmalar,

vitellus kesesinin viruslarin deneysel ¢ogaltilmast ve tespitinde
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kullanilabilecegini ve makroskobik bulgularin molekiiler veya
serolojik yontemlerle desteklenmesinin 6nemini gostermektedir.

Koryoallantoik Membranin Toplanmasi

Hava kesesi iizerindeki kabuk, uygun bir dezenfektan
kullanilarak dezenfekte edilir ve zara yakm kisimdan kesilerek
cikarilir. Forseps kullanilarak kabuk zari koryoallantoik membran
iist kismindan kurtarilir. Yumurta ters g¢evrilerek embriyo, vitellus
kesesi, embriyonik sivilar ve zarlart bir petri kabma aktarihr. Ayrica
daha once inokiilasyon i¢in acilan pencere genisletilerek de ayni
islem yapilabilir. Koryoallantoik membran, kabuktaki kabuk zarmna
yapisirsa, baska bir forseps ile siyrilir. Forseps yardimi ile CAM
diger dokulardan kurtarilarak icerinde PBS bulunan bagka bir kaba
alinir (Sekil 10). Petri kutularina alinan enfekte CAM birkag ml PBS
soliisyonu ile yikanir ve baska bir kaba aktariir. Bu islemler
sirasmda  CAM'm  biitiinliigliniin ~ ve  gozlenen lezyonlarin
korunmasina dikkat edilmesi gerekmektedir. (NDVSU, 2023; Yazici
ve ark., 2021).

Sekil 10. Koryoallantoik membranin toplanmasi

- -

Virus replikasyonu sonucunda CAM'da kalinlagma, 6dem,
opaklagma ve Ozellikle poxvirus enfeksiyonlarinda CAM tizerinde
karakteristik pok adi verilen ¢icek lezyonlarnt meydana
gelebilmektedir. Bu pok lezyonlar1 ¢ogunlukla seri pasajlar ile elde
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edilebilmektedir. Bu nedenle CAM'm makroskobik olarak
incelenmesi, virusun embriyolu yumurtadaki c¢ogalmasmm o6n
degerlendirilmesinde Onemli bir yer tutmaktadir (Kibenge ve ark.,
2019, Manders ve ark., 2021; Yazic1 ve ark., 2021). Bunula birlikte
CAM orneklerinde virus varligmmn ortaya konulabilmesi igin
makroskobik bulgularm PCR gibi molekiiler yoOntemler ve
gerektiginde histopatolojik incelemelerle birlikte degerlendirilmesi
gerekmektedir (Ardigh ve ark., 2022; Haligur ve ark., 2009).

Embriyo Doku Orneklerinin Toplanmasi

Hava kesesi iizerindeki kabuk, uygun bir dezenfektan
kullanilarak dezenfekte edilir. Hava kesesinin tizerindeki kabuk, zara
yakin kisimdan kesilerek c¢ikarli. Zar yirtilir ve yumurta ters
cevrilerek embriyo, embriyonik sivilar ve zarlar1 bir petri kabina
aktartlir (Sekil 8). Bir forseps yardimi ile embriyo zarlardan
kurtarilarak bagka bir kaba almir. Uygun nekropsi teknikleri
kullanilarak gerekli dokular toplanir (Senne, 2008).

Avian coronaviruslar (Infectious bronchitis virus ve Turkey
coronavirus vd.) embriyolu yumurtada inokiilasyon yoluna
bakilmaksizin embriyonik sivilarda ve dokularda ¢cogalabilmektedir.
Cogunlukla embriyolu tavuk yumustasinda allantoik siviya
inokiilasyonu  yapilan avian  coronaviruslarin  embriyonik
dokulardaki varligi immunohistokimyasal ve RT-PCR analiziyle
tespit edilmektedir (Guy, 2015). Bu nedenle yalnizca inokiilasyon
bolgesinden elde edilen sivi veya membranlarin degil, gerektiginde
embriyonik dokularm da incelenmesi virusun embriyodaki
dagilmmm degerlendirilmesine olanak saglamaktadir.

Ayrica bazi viruslarin  embriyo iizerinde olusturdugu
makraskopik lezyonlarda virus varliginin gostergesi kabul
edilebilmektedir. Ornegin IBV ile enfekte embriyolarda gelisme
geriligi ve karakteristik kivrilma/deformasyonlar bildirilirken, Avian
reovirus enfeksiyonlarinda gelisme geriligi ve deri altt kanama
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odaklar1 gozlenebilmektedir (Al-Baroodi, 2020; Legnardi ve ark.,
2020; Sun ve Liu 2016).

SONUC

Sonug olarak, embriyolu tavuk yumurtasi; farkli doku, hiicre
ve membranlar1 bir arada barimdirmasi sayesinde ¢ok sayida virusun
izolasyonu, c¢ogaltilmas1 ve deneysel olarak incelenmesinde
kullanilabilen 6nemli bir in vivo sistemdir. Basarili bir virus
izolasyonu ve iiretimi i¢in virusun biyolojik Ozellikleri ve doku
tropizmi dikkate alnarak uygun inokiilasyon yolunun segilmesi;
embriyonun yasl, inkiibasyon siiresi ve orneklerin uygun zamanda
toplanmas1 Onem tagimaktadir. Ayrica embriyonun Oliimii, gelisme
geriligi ve embriyonik dokularda gézlenen patolojik bulgular virus
replikasyonu hakkinda bilgi saglamakla birlikte, virus varligmin
molekiiler, serolojik veya virolojik yoOntemlerle dogrulanmasi
sonuglarin giivenilirligi agisindan gereklidir. Giiniimiizde in vitro
sistemlerin yayginlagsmasma ragmen, embriyolu tavuk yumurtasi
ozellikle belirli viruslarin izolasyonu, liretimi ve asi ¢alismalarinda
kullanilmaya devam eden pratik ve ¢ok yonlii bir in vivo modeldir.
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ASSOCIATIONS BETWEEN §A|1$§ybﬁV-2 INFECTION, COVID-19
VACCINATION, AND AMYOTROPHIC LATERAL SCLEROSIS

Aysen ALTINER'

Introduction

Amyotrophic lateral sclerosis is a progressive and usually fatal neurodegenerative
disease in which degeneration of upper and lower motor neurons causes weakness, bulbar
dysfunction, and respiratory failure; cognitive and behavioral involvement occurs in a
substantial subset of patients. Contemporary disease models emphasize heterogeneous genetic
susceptibility and convergent cellular pathways rather than a single initiating lesion. Altered
RNA processing, impaired proteostasis, excitotoxicity, mitochondrial dysfunction, axonal
transport abnormalities, oxidative stress, neuroinflammation, and non-cellautonomous toxicity
from astrocytes and microglia all contribute to motor-neuron vulnerability (Brown & Al-
Chalabi, 2017; De Boer et al., 2021; Masrori & Van Damme, 2020; Stacchiotti et al., 2025;
Van Es et al., 2017). TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43) is central to the pathobiology of
most ALS. Cytoplasmic mislocalization and aggregation of TDP-43 are present in the great
majority of ALS cases, with important molecular exceptions that include many SOD1- and
FUS-associated forms. TDP-43 regulates transcription, splicing, RNA transport, stress-
granule dynamics, and cellular homeostasis; nuclear loss of function and cytoplasmic toxic
gain of function can both impair neuronal survival (De Boer et al., 2021; Masrori & Van

Damme, 2020).

The COVID-19 pandemic created an unusual setting in which large populations
experienced repeated exposure to a systemic respiratory virus, variable degrees of immune

activation and hypoxemia, critical illness, mass vaccination, and major disruption of

'Prof. Dr., Department of Biochemistry, Faculty of Veterinary Medicine, Istanbul University-Cerrahpasa, Orcid:
0000-0003-4602-2953
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neurological care. ALS poses a specific causal-inference problem because it is rare and
because biological onset precedes diagnosis. When hundreds of millions of adults are infected
or vaccinated, some ALS diagnoses will inevitably occur soon afterward by chance. The
proportion of ALS cases reporting a prior exposure is uninterpretable without an age-, place-,
and calendar-timematched exposure rate in the population at risk. Reliable inference therefore
requires counterfactual comparisons rather than temporal sequence alone. Viral infection can
intersect with these processes through cellular stress, altered host RNA metabolism, oxidative
injury, mitochondrial dysfunction, proteostasis disturbance, and stress-granule formation.
SARS-CoV-2 proteins and infection-related stress have been discussed in relation to TDP-43
cleavage, phase separation, mislocalization, and aggregation in experimental systems (Guan et
al., 2026; Kim et al., 2025). These observations are mechanistically interesting, but they do
not demonstrate that SARS-CoV-2 creates ALS pathology in motor neurons of patients who

later receive an ALS diagnosis.

Neuroinflammation provides a second intersection. ALS progression is influenced by
activated microglia, reactive astrocytes, complement signaling, infiltrating immune cells, and
stage-dependent cytokine responses (Stacchiotti et al., 2025). SARS-CoV-2 can produce
systemic inflammation, endothelial dysfunction, and blood-brain-barrier perturbation (Amruta
et al., 2021). A peripheral infection could therefore amplify an already vulnerable central
nervous system without requiring persistent viral invasion of motor neurons. A third pathway
is physiological stress. Fever, hypoxemia, catabolism, sleep disruption, reduced oral intake,
immobilization, and critical illness can transiently or persistently worsen strength and
respiratory performance. In a person with subclinical ALS or limited ventilatory reserve, these
factors may uncover deficits that had previously been compensated. Such an unmasking
model is compatible with post-infectious deterioration while remaining distinct from de novo

disease initiation (Figure 1).
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Figure 1 Conceptual framework linking SARS-CoV-2 infection, host inflammatory responses,
ALS-relevant molecular pathways, and motor-neuron vulnerability. Vaccine-related pathways
are intentionally shown separately and with dashed links because an ALS-specific causal

mechanism has not been demonstrated in humans.
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SARS-CoV-2 Infection and Apparent New-Onset ALS

Abu-Abaa et al. (2023) reported an 84-year-old man who developed progressive
bulbar symptoms after COVID-19 and was subsequently diagnosed with bulbar-onset ALS
after evaluation for alternative causes. The report is useful because it defines a temporal
phenotype, but it cannot determine whether infection initiated disease, accelerated a pre-
existing process, or simply preceded clinical recognition. Subtle cramps, fasciculations,
fatigability, voice change, weight loss, or focal weakness may be present before the patient or
clinician recognizes a motor-neuron syndrome. A viral illness can intensify observation,
impair compensatory function, and shorten the interval between biological disease and
diagnosis. A credible initiation hypothesis would require more than short latency: one would
seek a reproducible excess incidence, a coherent latency distribution, a disease-specific

biological mediator, and replication across independent populations.

The published post-COVID cases also do not define a reproducible ALS subtype or
pathological signature. No validated biomarker currently distinguishes 'post-COVID ALS'
from ordinary sporadic ALS. Accordingly, case reports justify surveillance and mechanistic

investigation but should not be used to state that SARS-CoV-2 is a sufficient cause of ALS. Li
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& Bedlack (2021) described two patients with previously slow ALS trajectories who
experienced marked functional deterioration after SARS-CoV-2 infection; in one patient, the
ALS Functional Rating Scale-Revised (ALSFRS-R) fell by 16 points over four months after
infection. Pandemic-era cohort comparisons also suggest that ALS outcomes can worsen
under conditions created by the pandemic. De Marchi et al. (2021) compared patients
diagnosed in 2020 with a pre-pandemic cohort and reported faster monthly ALSFRS-R

decline during the pandemic.

Respiratory interactions are better documented. In the Valencia cohort, 263 ALS
patients were alive during the pandemic and 62 had documented SARS-CoV-2 infection. Pre-
existing non-invasive ventilation was strongly associated with COVID-19 hospitalization,
whereas prior vaccination was associated with lower hospitalization odds; five infected
patients died within 30 days, four of whom had been ventilated before infection. Overall ALS
survival during the pandemic was similar to the pre-pandemic period in that cohort (Garcia-
Casanova et al., 2024). Small reports of ALS patients receiving non-invasive ventilation also
show that some patients can recover from COVID-19 to their previous respiratory baseline
(Lee et al., 2021; Santos et al., 2022). Thus, infection is clinically important but is not an

inevitable accelerator of neurodegeneration.

Incidence Before, During, and After the Pandemic

Population-level evidence is heterogeneous and does not show a consistent post-
pandemic increase in ALS. A population-based study in the Marche region of Central Italy
identified 425 incident ALS cases from 2014 to 2021, with a mean incidence of 3.5 per
100,000 person-years. No time trend was detected during 2014-2019; after 2020-2021 were
included, incidence decreased by an average of 5.8%, which the authors considered
compatible with delayed neurological assessment and diagnosis during the pandemic

(Sopranzi et al., 2024).

A nationwide French study using administrative data identified 30,028 incident motor-
neuron-disease (MND) cases from 2010 to 2023. Age- and sex-standardized incidence
increased modestly before the pandemic, but from 2019 to 2023 the study reported an annual
decrease of approximately 1.8%, with a particularly large deviation in 2022. Because the
outcome was administrative MND rather than rigorously phenotyped ALS and because

pandemic care disruption can alter case capture, these data should not be interpreted as
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evidence that SARS-CoV-2 reduces ALS risk; they demonstrate that calendar-time incidence
is strongly affected by ascertainment (Guinebretiere et al., 2025).

In contrast, a 2026 population-based study from Isfahan, Iran, reported 63 definite
ALS cases and an incidence of 0.74 per 100,000 person-years during the post-COVID period,
together with a reported increase relative to earlier regional estimates. Among cases, 45%
reported probable prior COVID-19 and 95.3% reported at least one vaccine dose (Etemadifar
et al., 2026) (Table 1). These percentages cannot establish exposure-related risk without
matched background infection and vaccination rates. The apparently discordant Italian,
French, and Iranian findings reinforce the need for standardized case definitions, stable
denominators, and explicit modeling of diagnostic delay. A two-sample Mendelian-
randomization analysis published in 2022 also did not support a simple strong model in which
genetic liability to COVID-19 increases ALS risk; some analyses suggested an inverse
association, while hospitalized or severe COVID-19 phenotypes were largely null for ALS
(Zhang & Zhou, 2022).

Table 1 Representative evidence concerning SARS-CoV-2 infection, pandemic-era

epidemiology, and ALS.

Study Design / population Main observation Interpretive
limitation
Li & Bedlack, 2021 2 established ALS cases Marked post-COVID | Temporal/within-
functional decline after slow|patient signal; no
disease control group
De Marchi et al., 2021  |Pandemic vs pre-pandemic|Faster ~ALSFRS-R decline|Cannot isolate
ALS cohorts during pandemic infection from care
disruption
Garcia-Casanova et al.,|263 ALS patients; 62 infected |[NIV predicted hospitalization;|Clinically
2024 overall survival similar informative; not an
ALS-incidence study
Sopranzi et al., 2024 425 incident ALS cases,|Incidence decreased when|Supports
Central Italy 2020-2021 included ascertainment/diagno

stic-delay concerns

Guinebretiere et al., 2025

30,028 incident MND cases,
France

Pandemic  period deviated
downward from prior trend

Administrative MND
outcome; not
exposure-specific

disease

Etemadifar et al., 2026 |63 definite ALS cases, Isfahan|Post-COVID regional | No matched exposure
incidence pattern reported denominators; needs
replication
Marzok et al., 2026 SOD1G93A mouse model Acute respiratory viral | Mechanistic/
infection worsened ALS-like|preclinical; not

human incidence or
causation
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Mechanistic overlap between COVID-19 biology and ALS is broad but non-specific.
Innate immune activation, cytokine signaling, endothelial dysfunction, altered blood-brain-
barrier integrity, oxidative stress, mitochondrial injury, autophagy and proteostasis
disturbance, and glial activation are all described in SARS-CoV-2-related neurological
biology and also participate in ALS pathogenesis (Amruta et al., 2021; Guan et al., 2026; Kim
et al., 2025; Stacchiotti et al., 2025). Shared pathways make interaction plausible; they do not
make ALS a specific or expected consequence of infection. The TDP-43 axis is of particular
interest because it links RNA metabolism, stress granules, proteostasis, and motor-neuron
degeneration. Experimental and review literature has proposed that SARS-CoV-2-associated
cellular stress or viral proteins may influence TDP-43 cleavage, localization, aggregation, or
liquid-liquid phase separation (Guan et al., 2026; Kim et al., 2025). These observations have
not been shown to create an ALS-defining TDP-43 proteinopathy in longitudinal human tissue

or biomarker studies.

Marzok et al. (2026) materially strengthens the disease-modification hypothesis at the
preclinical level. In SOD1G93A mice, a sublethal respiratory viral infection before overt ALS
signs was associated with worse motor outcomes, lumbar-spinal-cord gliosis, and
transcriptional changes involving inflammatory, metabolic, and muscle pathways; anti-
inflammatory treatment or direct antiviral therapy improved selected clinical features. The
study used influenza A virus and a mouse-adapted SARS-CoV-2 strain. The SARS-CoV-2 arm
showed worse motor performance in infected SOD1G93A mice, while detailed results
indicated that time to ALS endpoint was not shortened in the same manner as in the influenza
arm. The experiment supports a general principle that acute respiratory infection can interact
with an ALS substrate, but it does not establish that SARS-CoV-2 is uniquely capable of

triggering or accelerating human ALS.

COVID-19 Vaccination and ALS

Evidence linking COVID-19 vaccination to ALS is substantially weaker than evidence
supporting infection-related physiological or inflammatory stress as a potential disease
modifier. Feghali et al. (2023) reported a 47-year-old man whose focal weakness began
shortly after the Janssen adenoviral-vector vaccine and progressed to clinically diagnosed
ALS; the patient also had a family history of ALS. In the Lebanese National
Pharmacovigilance Database, Karam et al. (2024) described one 69-year-old man with rapid

ALS deterioration after a second BNT162b2 dose who died from respiratory failure 93 days
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later. The same study emphasized that adverse events following immunization are events
occurring after vaccination and do not necessarily have a causal relationship; approximately
half of serious reports in the database were classified as coincidental. A database analysis by
Sodagari & Sodagari (2025) identified ALS-coded adverse-event reports after vaccination and
found no significant difference in the distribution of reports between COVID-19 and

pneumococcal vaccines across the neurodegenerative diseases studied.

The multicenter COVIVAX case-control study provides a stronger general
neurological safety design. Among 265 newly diagnosed neurological cases and 265 matched
controls, vaccination was not associated with an overall increase in incident neurological
disease (Pupillo et al., 2025). Only three motor-neuron-disease cases were represented. A
2026 case series of ten patients with persistent fasciculations after COVID-19 vaccination
adds useful differentialdiagnostic context. Nine were classified as probable benign
fasciculation syndrome, whereas one met criteria for ALS; the authors treated an ALS-specific

causal link as speculative rather than established (Breuer et al., 2026) (Table 2).

Table 2 Representative evidence concerning COVID-19 vaccination and ALS or motor-neuron

presentations.
Study Evidence type Finding Key limitation
Feghali et al., 2023 Case report ALS symptoms recognized soon after|Single patient; family
Janssen vaccination history; no
denominator
Karam et al., 2024 National spontaneous|One rapid ALS deterioration report| AEFI report; cannot
pharmacovigilance  |after BNT162b2 estimate excess
incidence
Sodagari & Sodagari’ Adverse-event No signiﬁcant COVID-vs- Data-mining design;
. pneumococcal reporting-rate difference|reporting bias; not
2025 database analysis across studied diseases ALS incidence
Pupillo et al., 2025 Multicenter case-| No overall increase in newly diagnosed|Only 3 MND cases;
trol neurological disease ALS-specific power
contro very low
Breuer et al., 2026 10 post-vaccination|9 probable benign fasciculation|Case series; no risk
fasciculation cases syndrome; 1 ALS diagnosis denominator;
causality speculative
Garcia-Casanova et al.,|ALS clinical cohort |Prior vaccination associated with lower|Observational;
2024 COVID-19 hospitalization odds addresses  infection
severity, not ALS
causation
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Causality Appraisal

A structured causal appraisal highlights the asymmetry between infection-related
disease modification and vaccine-related ALS causation. Temporality is present in individual
reports for both exposures, but temporality is necessary rather than sufficient. The strength
and consistency of association are weak because no replicated large ALS-specific effect has
been demonstrated across independent population datasets. Specificity is also low: COVID-19
produces many systemic and neurological consequences, and ALS is biologically
heterogeneous. For infection-related acceleration, biological plausibility is moderate.
Systemic inflammation, glial activation, endothelial injury, metabolic stress, and TDP-43-
related stress pathways overlap with ALS biology, and the 2026 SOD1G93A experiments
demonstrate that acute respiratory infection can worsen ALS-like disease in a susceptible
model (Marzok et al., 2026) (Table 3). For de novo human ALS initiation, the evidence
remains much weaker because the expected epidemiological pattern and ALS-specific
mediator have not been established. For vaccination-induced ALS, experimental support is
minimal: transient immune activation is biologically real, but no reproducible mechanism has
been shown in which an approved COVID-19 vaccine produces ALS-defining motor-neuron

degeneration in humans.

Alternative explanations remain substantial. These include coincidence, a long
presymptomatic phase, ascertainment after an illness or vaccination encounter, delayed
diagnosis, post-viral deconditioning, critical-illness neuropathy or myopathy, reduced
rehabilitation, changes in multidisciplinary care, and secular variation in coding or referral.
The current evidence therefore supports a research hypothesis of infection-related disease
modification in susceptible individuals more strongly than it supports either infection or
vaccination as a primary cause of ALS. ALS continues to arise at its background rate during
any mass exposure campaign. Because the presymptomatic interval may extend for months or
longer, an exposure can occur close to the first recognized symptom even when it played no

causal role.
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Table 3 Causal appraisal of the principal hypotheses.

Domain SARS-CoV-2 infection - > ALS COVID-19 vaccination - > ALS
onset/progression onset/progression
Temporality Present in case reports and post-infection|Present in isolated case/safety reports

progression reports

Consistency Low for de novo causation; low-to-moderate signal | ow
for acceleration

Strength of

association Not established at population level Not established
Biological Moderate for disease modification: inflammation, | ow-to-theoretical for ALS-specific
plausibility glia, BBB, metabolic stress, TDP-43; preclinical causation
support
Experimental Yes for respiratory viral infection modifying ALS-{No comparable ALS-specific causal

support 12116563115ease in SOD1G93A mice (Marzok et al.,|model demonstrated

Epidemiology Pandemic-era incidence results inconsistent and{No  ALS-specific  excess risk
strongly influenced by ascertainment (Etemadifar et|demonstrated; available analytical
al., 2026; Guinebretiere et al., 2025; Sopranzi et al., [study underpowered (Pupillo et al.,

2024) 2025)
Most  defensible |Possible modifier/unmasking event in susceptible| Temporal safety signals only; causal
current individuals; human causal initiation unproven relationship unproven
interpretation

Clinical Implications

New progressive focal weakness, bulbar dysfunction, fasciculations accompanied by
weakness or atrophy, or uppermotor-neuron signs after COVID-19 or vaccination should be
evaluated using the same rigorous diagnostic framework as any suspected ALS presentation.
Temporal association should neither be dismissed nor treated as diagnostic proof. Depending
on phenotype, differential diagnoses include inflammatory neuropathy, myopathy, cervical
myelopathy, brainstem disease, neuromuscular-junction disorders, nutritional deficiencies,
critical-illness neuromyopathy, and post-viral syndromes. In established ALS, the clearest
immediate issue is respiratory reserve. Patients already using non-invasive ventilation can be
particularly vulnerable to respiratory infection (Garcia-Casanova et al., 2024). During acute
COVID-19, assessment of ventilation, secretion clearance, cough effectiveness, hydration,

swallowing, and nutrition may be clinically important.

The most accurate formulation is that no causal link between COVID-19 vaccination
and ALS has been established, and SARS-CoV-2 infection has not been established as a cause
of sporadic ALS. Infection can plausibly stress an already vulnerable nervous system, and

preclinical work supports disease-modifying interactions, but the size and frequency of such
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an effect in humans remain unknown. The next generation of studies should link national ALS
registries with laboratory-confirmed infection, vaccination records, hospitalization severity,
longitudinal neurological assessments, mortality, and, where possible, genotype. Analyses
should distinguish symptom onset from diagnostic date and should adjust for age, sex,

comorbidity, health-care utilization, socioeconomic factors, and competing mortality.

Prospective ALS cohorts can test disease modification more directly. Serial
neurofilament light chain, inflammatory cytokines, glial markers, respiratory measures,
ALSFRS-R slope, weight, and TDP-43-related biomarkers before and after infection would
allow investigators to distinguish transient deconditioning from sustained acceleration.
Genetic stratification by C9orf72, SOD1, TARDBP, FUS, and polygenic risk could identify
susceptible subgroups. Vaccine-safety analyses should move beyond spontaneous reports to
self-controlled case-series or linked populationcohort designs with prespecified risk windows
and background incidence. Because ALS is rare, multinational data will be needed to detect or
exclude small relative risks with useful precision. Negative-control outcomes and negative-

control exposure windows can help identify surveillance bias and residual confounding.

Conclusion

Human evidence does not establish SARS-CoV-2 infection or COVID-19 vaccination
as a cause of ALS. Infection-related systemic and neuroimmune stress is biologically
plausible as a modifier or unmasking event in susceptible individuals, and this concept now
has preclinical support. Temporal sequence is not sufficient to infer ALS causation because
clinical diagnosis may follow a prolonged presymptomatic phase. The most defensible
infection-related hypothesis is disease modification or unmasking, not proven de novo
initiation. Vaccine-related evidence remains limited to temporal reports and small safety
datasets without an ALS-specific population signal. For vaccination, ALS-specific evidence is

sparse and underpowered; available data do not establish an excess ALS risk.

Future progress requires linked registries, exposure-verified longitudinal cohorts,
biomarker-rich follow-up, and preclinical models that distinguish general antiviral immune
stress from SARS-CoV-2-specific biology. Until such evidence is available, causal statements
should remain asymmetric and precise: infection is a plausible modifier in susceptible hosts,
whereas neither infection nor vaccination has been shown to be a primary cause of human

ALS.
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