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OZET

Bu arastirmada T.K.|.B. Etlik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitist Kuduz
Teshis Laboratuvarina génderilen materyallerde, kuduzun teshisinde kullanilan
laboratuvar yéntemlerinden FAT, Fare Inokulasyon Testi ve Kuduz Doku Kulturt
Enfeksiyon Testlerinin karsiiastirmal olarak galisiimas! amaglanmistir.
Arastirmada 14 il ve ilgelerinden gonderilen 13 farkh hayvan turane ait 143
adet materyal test edilmistir.

Ug ayri teknikle test edilen 143 adet beyin numunesinin 23'u pozitif, 118'ide
negatif sonug vermistir. FAT ve Fare Inokulasyon Testi ile pozitif sonug veren 2
numune Kuduz Doku Kulttrti Enfeksiyon Testi ile negatif sonu¢ vermistir. 141
numune her Ug teknikle de benzer sonug vermistir.

SUMMARY

In this study, comparative application of FAT, MIT and RTCIT are aimed
and used for the purpose of laboratory diagnosis of rabies that the materials
are submitted to Rabies Diagnosis Laboratory of Etlik Veterinary Control and
Research Institute. In this study, 143 materials belonging 14 province and their
districts were tested.

Of these 143 brain specimens tested by different three techniques, 23 posi-
tives and 118 negatives were found. Only 2 materials being positive for FAT
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and MIT, were negative for RTCIT. 141 specimens gave similar results each
three techniques.
GIRIS

Kuduz, memeli hayvanlar ve insanlar basta olmak tizere diger sicak kanl
hayvan turlerinde de goérulebilen akut seyirli, 6lumle sonuglanan énemli bir viral
enfeksiyondur (3,4,8,9).

Enfeksiyon hayvandan hayvana ve hayvandan insana direkt isirma ile
bulagmaktadir. Ayrica mevcut yaralara enfekte salyanin bulasmasi ile de
enfeksiyon meydana gelmektedir. Enfeksiyon zincirinin tastyicilari olan kopek,
kedi, vahsi etoburlar ve yarasalar virusun ara konakgilar olarak kabul edilebilir
(3).

Bu hayvanlar, enfeksiyon siklusunda énemli rol oynarlar ve enfeksiyonun
son konakgisi olan hayvanlara ve 6zellikle de insanlara naklinde buyuk deger
tastrlar (2,3). '

Dunyadaki insan kuduz vakalarinin yillik insidansi 25.000'nin tzerindedir.
Insanlardaki kuduz, 1sirma sonrasi zamaninda tedavi ile énlenir (2). Kuduz
hayvan tarafindan isirilan insanlara kuduz asisi uygulanirken, sipheli
hayvanlarda 10 gun sure ile gdzetim altinda tutulur. .Gézetim suresi iginde élen
hayvanin beyin dokusundan kuduz teshisi igin cesitli testler yapilir.

Enfeksiyona maruz kalma sonrasi, asilama programlarinin tam
uygulanabilmesi igin, laboratuvar sonuglarinin kesin ve en kisa sirede
alinmasinin 6nemi bayuaktar.

Kuduz hastaliginin laboratuvar teshisinde, tum dinyada, Dunya Saglik
Orguti'nun énerdigi G¢ yéntem kullaniimaktadir: Sellers Boyama, FAT, Fare
Inokulasyon Testi.

Son zamanlarda gelismis tlkelerde bu metodlara ek olarak kuduz teghisinde,
RREID (2,8,18) RTCIT (1,2,6,17) gibi yeni testlerde kullaniimaktadir.

Dunya Saglk Orgutunin énerdidi laboratuvar tani yéntemlerinden olan FAT,
ilk defa 1950'de Coons ve Kaplan (5) tarafindan gergeklestirilmistir. 1958 yilinda
Goldwasser ve Kissling (10) yaptiklari galismalarla FAT'ni kuduzun teshisine
adapte etmiglerdir.

Mc. Queen ve arkadaslarn da (13) kuduza yakalanmis hayvanlarin beyin
dckularinda, FAT ile kuduz antijeninin tesbit edilebilecegini, testin gabuk ve
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pratik oldugunu bildirmislerdir.

Dean ve Abelseth'de (7) yaptiklari ¢calismalarla FAT'ini kuduz teshisi icin
daha da gelistirmislerdir.

Bourhy ve arkadaslarinin (2), bildirdigine gore kuduz teshisinde Fare
Inokulasyon Testini ilk defa 1935 yilinda Webster ve Dawson kullanmistir. Daha
sonra Kaprowski (12) bu testin rutin teshis yontemlerinden biri olarak
kullaniimasini saglamistir.

Guley ve arkadaslan (11), tug¢ ayr teshis metodu ile karsilagtirmali olarak
yaptiklari calismada 809 adet numuneyi test etmislerdir. Hayvan deneyinin esas
olarak alindigi bu calismada Sellers Boyamanin, Fare Inokulasyon Testi ile
%83.1, FAT ile %98.4 oraninda uygunluk gosterdigi saptanmistir.

MATERYAL VE METOD

Arastirmada Tarim ve Koyigleri Bakanhgi, Etlik Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiist Kuduz Teshis Laboratuvarina gevre il ve ilcelerden génderilen kuduz
supheli 143 adet beyin kullanildi.

Floresan Antikor Teknigi, Fare Inokulasyon Testi ve Kuduz Doku Kulttri
Enfeksiyon Testleri icin beyinler Tierkel'in bildirdigi yéonteme gére hazirlandi.
Bu yonteme gore kafatas| Gzerinde yapilan kesitler sonucu calvarium
uzaklastinldi. Sonra agiga ¢ikan cerebrum steril bir petriye alindi. Buradan da
yine bir steril petriye Cornu ammonis'ten, Cerebrumun cortex kismindan ve
cerebellumdan birer parga alind..

FAT'de T.K.|.B. Etlik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Kuduz Teshis
Laboratuvarlarindan saglanan ve 1/14 litreye sahip konjugat, Kuduz Doku Kdlttira
Enfeksiyon Testinde Centocor, Inc. Great Valley Parkway Malvern P.A. 19355
U.S.A. dan saglanan 1/100 litreye sahip konjugat kullanildi.

FAT'deki konjugatin sulandiriimasinda kullanilan Normal ve Enfekte Fare
beyni suspansiyonlan T.K.|.B. Etlik Veteriner Kontrol ve Aragtirma Enstitiisiinden
saglandi.

Kuduz Doku Kulturu Enfeksiyon Testinde kullanilan Fare Neuroblastoma
Hucresi (N2a, ATCC, CCL 131) Enstitu Pasteur'dan alindi.

Fare Inokulasyon Testinde kullanilan 3-4 haftalik Beyaz Isvigre Fareleri
T.K.|.B. Etlik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitisiinden temin edildi.
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-Floresan Antikor Testi:

Bu test Dean ve Abelseth (7) tarafindan bildirilen yénteme gére yapildi.

Supheli bir hayvana ait beynin Cornu Ammonisin'den alinan ince bir parga,
kurutma kagidi Uzerine konuldu. Daha énce alkolden gecirilmis ve temizlenmis
olan lamin sag ve sol tarafina ¢ok ince dokundurma preparati yapildi. Oda
derecesinde kurutuldu. -20°C'lik deepreezde bulunan bir lam kabindaki soguk
aseton icine atilarak 4 saat sureyle fikzasyona birakildi. Deepfreezden ¢ikarilan
preparatlar oda derecesinde 5-10 dakika tutuldu. Iki ayri tupte, titresi 1/14 olan
konjugattan 1 No'lu NFB (Normal Fare Beyni) +Konj. ve 2 No'lu EFB (Enfekte
Fare Beyni) +Konj. suspansiyonlari konjugat ile karistirilarak hazirlandi.
Preparatin sol tarafina 1 damla No 1 stuspansiyonundan, sag tarafina ise No 2
sUspansiyonundan damlatildi. Preparatlar, zeminine islak kurutma kagitlari
konarak nemlendirilmis buyuk petri kutularinda "U" seklindeki baget tuzerine
yerlestirildi, petrinin kapagi kapatilarak 37°C'lik inkubatérde 30' birakildi.

Sure sonunda petri kutusu inkubatérden cikarildi. Bos petriler icine
yerlestirilen preparatlarin ytuzeylerini kaplayacak sekilde PBS (pH = 7.4) konuldu
ve bosaltildi. Daha sonra yine PBS konulup 10 dakika beklenildi. Sure bitiminde
PBS dokulup, 1 kez distile su ile yikandi. Kurutulduktan sonra preparatin sag
ve sol tarafindaki doku kisimlarina gliserin (% 90 gliserin + %10 PBS) damlatilip,
lamelle kapatildi. Sonra floresan mikroskopta 20'lik objektif kulanilarak
degerlendirildi.

- Fare inokulasyon Testi:

Bu test Koprowski (12) tarafindan bildirilen teknige goére yapildi. Kuduz
sUpheli beyinin Cornu Ammonisinden kesilen bir parca, steril bir havanda iyice
ezildi. Uzerine 10x konsantre antibiyotikli tuzlu sudan % 10 stuspansiyon olacak
sekilde ilave edildi. Buradan santriftj tipune alinan inokulim 3000 devirde +4°C
de 30 dakika santrifuj edildi. Her bir kuduz stipheli beyin igin 5'er fare olmak
Gzere hazirlanan inokulimden bu farelere 0.03 ml. miktarinda |.C. olarak verildi.
Fareler kafeslerinde 21 gun sureyle gézlem altinda tutuldu.

- Kuduz Doku Kiiltiirii Enfeksiyon Test: Petri kutusunda bulunan supheli
beyinin cortex ve cornu ammonisi her bir numune igin 1:4 (vol/vol) oraninda
Eagle MEM vasati ile homojenize edildi. Igine 30 pgr/ml Gentamycin, 0,4 mgr/
ml Vancomycin ve 40 ugr/ml Amphotericin B ve % 40 Yeni Dogmus Buzagi
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Serumu ilave edilerek pH=7'ye ayarlandi. Bu stspansiyon 2000 devirde 30
dakika ve +4°C santrifuj edildi.

Daha 6nce 75 cm?lik kultiir siselerinde uretilmis olan N2a hiicresi trypsinize
edildi. Sonra ml'sinde 4x10° hicre olacak sekilde % 10 Yeni Dogmus Buzagi
serumu igeren Eagle MEM vasatli hicre stspansiyonu hazirlandi. Bu hcre
sUispansiyonundan 8 gozlu (*Lab-Tek) slaytin her bir géztne 400'er ul konuldu.

30-60 dakika 37°C de inkube edildikten sonra her bir numunenin supernatant
sivilari 50'ser ul olarak her bir géze inokule edilip hafifce karistiriidi. 37°C'de %
5 CO, li etiivde 24 saat inkube edildi. Sture sonunda goézlerdeki vasat dikkatlice
aspire edildi. Sonra 8 goézlu slaytin tst kismi uzaklastirildi ve slayt kurutuldu.
30 dakika soguk asetonda fixe edildi. Kuduz antintkleokapsit konjugati ile
boyanip Floresan Mikroskopta bakildi.

SONUCLAR

Arastirmada 13 hayvan turiane ait beyin numuneleri kullaniimis olup bu
numunelerde 14il ve ilgelerinden génderilmistir. Bunlara ait detayli bilgiler Tablo
1'de gosterilmistir. '

Tablo 1. 13 Farkli hayvan turune ait, 14 il ve ilgelerinden génderilen 143 adet numunenin dagilimi.

| Hayvan Cinsi

ller Kopek | Kedi Tavsan | Sigir Malak | Kegi | Kurt | At Koyun | Sansar| Sincap| Maymun| Geyik
Ankara |35 174 6 - - 1 - - - 1 1 1 1
Bolu 22 1 - 5 - 1 1 - 1

Pongul. |3 2 - 1 1 -

Kastom. |1 2 2

Kayseri |6 1 - -

Eskigehir |7 1

Cenkin |3 3 - 1 - - - a = a =

Kirikkale |4 1 - 5

Nevsehir |1 - - 1 - %

Bivas - - - - - = = 1

I¥ozgat 3 - - 1

Kutahya |- & = 1 = o 5 - "

Konya - 1

Kirgehir |3

lfoplam |88 27 6 12 1 2 1 1 1 1 1 1 1

* Lab -Tek 8 Chamber Slides
Miles Laborotories, Naperville Ill. U.S.A.
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FAT ve Fare inokulasyon Testlerinin Degerlendirilmesi, Sonuglar:

Floresan mikroskopta 6nce kontrol preparatina bakilarak boyamanin iyi olup
olmadigi tesbit edildi. Sonra stupheli preparata bakildi. Mlsbet olan vakalarda,
preparatin sol tarafinda yani konjugat +N.F.B. damlatilan kisimda grimsi yesil
doku icinde buyuklu, kugukld, filizi yesil renkte, floresan veren cisimler tespit
edildi. Bu cisimler oval veya yuvarlak etrafi yesil, merkezine dogru parlakhgi
azalan yapilar seklindedir. Ayni zamanda preparatin, konjugat +E.F.B.
suspansiyonu damlatilan sag tarafinda ise grimsi yesil boyanmis dokudan bagka
bir sey géralmedigi tesbit edildi.

Gozlem altinda tutulan farelerde ilk 5 gun iginde olusan élumler traumatik
sok olarak kabul edildi. 6. gunden itibaren meydana gelen élumler kuduz
suphesini ortaya koyar. Kuduza bagh olarak olusan semptomlar tuylerde
diklesme, karisma, titreme, suursuz hareketler ve ayaklarda felgtir. Bu
semptomlari gésteren farelerin beyinleri alindi ve tekrar Sellers ve FAT
uygulandi. Bu beyinlerden de sonug alinmazsa test negatif olarak degeriendirildi.

Her iki test ile elde edilen 143 adet cesitli hayvan turane ait numunelerden
25 adedi pozitif, 118 adedi negatif olarak saptanmistir.

Kuduz Doku Kiiltiirii Enfeksiyon Testininin Degerlendirilmesi, Sonugclar:

FAT'de oldugu gibi kuduz antintikleokapsit konjugati ile boyanan Lab-Tek
slaytina Floresan mikroskopta bakildi. Pozitif vakalarda hiicrelerin yesil floresan
verdigi, negatif olaylarda ise hticrelerin enfekte olmayisina bagli olarak portakal
sarisi renginde oldugu saptandi. Bu test ile de test edilen 143 adet numunenin
23 adedi pozitif, 120 adedi de negatif oiarak saptanmistir.

FAT, Fare inokulasyon Testi, Kuduz Doku Kiiltiirii Enfeksiyon Testleri
arasinda ki korelasyon: '

FAT ve Fare Inokulasyon Testi arasinda sonuglar agisindan %100 bir
uygunluk bulunmaktadir. FAT ile Kuduz Doku Kultura Enfeksiyon Testi
arasindaki uygunluk %98.6'dir (Tablo 2). Kuduz Doku Kultara Enfeksiyon
Testinde negatif sonu¢ veren iki numune diger iki testte pozitif sonug vermistir
(Tablo 3).
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Uygunluk
Top. Num. +FAT -FAT +FAT -FAT Uygunluk
Sayisi +KDKET | -KDKET | -KDKET| +KDKET %
143 23 118 2 0 98.6

Tablo 3. Sonuglar Agisindan Her Ug Test Arasindaki Korelasyon

Sonuglar
FAT KDKET + KDKET + | KDKET - KDKET - | Toplam
Sonuglari FIT + FIT - FIT + FIT -
+ 23 0 2 0 25
- 0 0 0 118 118
TARTISMA

Kuduzda cabuk teshis, 1sirma sonrasi (post-exposure) tedavi icin cok acil
bir gereksinimdir.

Bir cok Ulkede FAT veya biyolojik testlerden fare inokulasyonu ve doku kulttaru
enfeksiyon testlerinin kullaniimasi tlkelerin iklim ve sosyoekonomik faktorleriyle
ilgilidir. Az gelismis Ulkelerde hala Seller's metodu uygulanmaktadir.

Kuduzdan élen hayvanlarin laboratuvar teshisinde tum diinyada oldugu gibi
ulkemizde de Dunya Saglik Orgutinin énerdigi Gg yontem uygulanmaktadir:
Sellers Boyama, Floresan Antikor Teknigi ve Fare Inokulasyon Testi.

Bu aragtirma T.K.|.B. Etlik Veteriner ve Kontrol Arastirma Enstitiisii Kuduz
Teshis Laboratuvarina génderilen numunelerde, kuduz teshisinde kullanilan
laboratuvar yéntemlerinden FAT, FIT ve KDKET'lerinin karsilastiriimasi ile ilgili
ilk galismadir. Arastirmada Enstitisi Kuduz Teshis Laboratuvarina 14 il ve
ilcelerinden gonderilen 143 adet farkli hayvan turlerine ait numuneler



Kuduz llastahg - Giizel - Aylan

kullaniimistir.

Her g teknik ile test edilen 143 adet beyin numunesinin 23't pozitif, 118'ide
negatif sonug vermistir. FAT ve FIT ile pozitif sonu¢ veren 2 numune KDKET ile
negatif sonug vermistir. FAT ile FIT arasindaki uygunluk %100 iken, FAT ile
KDKET arasindaki uygunlugun %98.6 oldugu saptanmistir.

Rudd ve Trimarchi (15) yaptiklari benzeri bir galismada 1984 ve 1985 yillar
arasinda 2390 numuneyi her (¢ teknikle test etmiglerdir. 2112 numune her tg
test ile negatif sonug vermistir. 278 numune FAT ve FIT ile pozitif sonug verdigi
halde KDKET ile 206 numune pozitif sonug vermistir. Geri kalan 72 (%3)
numuneden KDKET ile tatminkar olmayan sonuglar elde edilmistir. FIT'ne gére
KDKET'de %3 oraninda saptanan yanilgilar arastiricilarla (15) bazi faktérlere
baglanmistir. Arastiricilarin bildirdigine gore bu faktorler test edilecek stpheli
dokunun bozulmaya yakin olmasi ile teknikte kullanilan N2a hicresinde olusan
erime ve kuimelesmeyle ilgilidir.

Ayrica arastiricilar KDKET igin optimal inkubasyon suresinin 4 ile 5 gin
oldugunu da bildirmislerdir. Benzeri galismalar yapan diger arastiricilarin da bu
slreyi, 24 saat olarak bildirdiklerini de arastiricilar rapor etmislerdir. Ayni
zamanda arastiricilar, (24 saatlik inkubasyon suresinin) yeterli miktarda virus
iceren test inokulumu kullanildigi zaman istenilen sonugclarin alinabilecegini de
bildirmislerdir. (Yeterli miktar virus icermesiise, bu calismada 10"* DKID,, herbir
0.2 ml test inokolumu ile KDKET 24 saat icinde pozitif sonug vermektedir).

Barrat ve ark. (1) yaptiklari bir baska calismada, FIT ve KDKET lerini iki ayri
laboratuvar halinde karsilastirmali calismislardir. Bu calismaya gore A
laboratuvarinda 225 numune her iki testte pozitif 15 numune FIT'de negatif
iken, KDKET'de pozitif, 3 numune de FIT'de pozitif iken, KDKET'de negatif sonug
vermistir.

B laboratuvarinda 159 numune her iki testte pozitif, 4 numune FIT'de negatif
iken KDKET'de pozit_h;, 16 numune de FiT'de pozitif iken, KDKET'de negatif
sonug vermistir. Sonuglara gére B laboratuvarinda FIT gok daha duyarli olmasina
karsin A laboratuvarinda tam aksi sonug elde edilmistir.

Arastiricilar bu sonuglarla ilgili olarak KDKET'nin epidemiyolojik teshisler
icin iyi bir test oldugunu, fakat FIT'nin 6zel vakalarda uygulanmasi gereken bir
referans teknik oldugunu vurgulamisglardir.

Bourhy ve ark. (2) FAT, KDKET ile RREID testlerini karsilastirmal olarak
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calisarak 2290 numuneyi test etmislerdir. 2290 numunenin 302'si FAT ile pozitif
sonug vermistir. 5 numune (% 1.7) KDKET'de pozitif iken, RREID'de negatiftir.
7 numune (%2.3) KDKET'de negatif iken RREID'de pozitiftir. 10 numune (%3.3)
KDKET ve RREID testlerinde negatif sonug vermistir. 1988 numune ise FAT ve
KDKET'de negatif iken sadece 3 numune (% 1.5) RREID testinde pozitif sonug
vermistir. FAT ve KDKET'leri arasindaki uygunluk %99.26 iken, FAT ile RREID
arasindaki uygunluk ise %99.21 olmustur.

Bu calismada arastiricilar, 10 numunenin (%3.3) FAT ile pozitif sonug
verirken, KDKET ile RREID testlerinde negatif sonu¢ vermesinin neye bagh
olarak sekillendigi tzerinde 6nemle durmuslardir. Acaba bu 10 numune FAT'de
gergekten de pozitif midir veya yanlis pozitif sonug vermis midir? Arastiricilar
yanlis sonu¢ vermedeki olasiliklardan birisinin, FAT'de bu numunelerin ¢ok zayf
bir reaksiyon vermesine bagh pozitif olarak degerlendiriimesidir. Bir diger temel
ozellik ise RREID testinin guvenirliliginin bazi numunelerde kokusmus olmasiyla
etkilenmemesidir.

Bu caiisma sonunda arastiricilar, KDKET ile RREID testlerinin rahatlikla
karsilastirilabilecek nitelikte oldugunu ve RREID testinin diger teste oranla biraz
daha duyarli oldugunu bildirmislerdir.

Rudd ve Trimarchi'nin (14) yaptiklar bir diger calismada ise Sokak virusunun
izolasyonunda BHK-21 ve Fare Neuroblastoma hucrelerinin duyarhliklari
karsilastiriimistir. Calismada ¢ok az miktarda kuduz virusu iceren 20 fare beyni
test edilmistir. ki aragtirici FAT ile 19 fare beyninin pozitif oldugunu, bir arastirici
1'ininde pozitif oldugunu, diger arastirici da negatif oldugunu saptamigtir. FIT
testi ile 18 numune pozitif, 2 numune negatif sonu¢ vermistir. KDKET'de N2a
hucresi ile 19 pozitif ve 1 negatif sonug alinmistir. BHK-21 hicresi ile 3 pozitif
ve 17 negatif sonug saptanmistir.

Arastiricilar N2a hucresinin sokak kuduz virusunun izolasyonunda BHK-21
hucrelerine oranla gok daha duyarli oldugunu bildirmiglerdir. Ayni zamanda N2a
hucresi ile virus izolasyonunun sensitivite agisindan FIT ve FAT ile rahatlikla
karsilastirilabilecek duzeyde oldugunu da ortaya koymuslardir.

Daha siklikla fazla miktarda antijen igeren pozitif numunelerde FAT, FIT ve
KDKET (N2a) hucresi ile teshis cok kolaylikla yapilabilmektedir. Bununla birlikte
bazi teshis laboratuvariarinda zay|f pozitif beyin numuneleri ile cogunlukla yanls
teshisler yapilabilmektedir. Bu ¢alismada da zayif pozitif beyin numuneleri
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kullanarak, FAT ile teshis yapan 136 laboratuvar gorevlisi % 15.6 gibi bir hata
yapmislardir.

Arastiricilar, bu galismada her (g testin birbirine esit bir duyarlikta sonug
verdiklerini bildirdikleri gibi ayni zamanda bazn inhibitor faktorlerden de s6z
etimslerdir. Ornegin bir siispansiyonunun hazirlanmasindaki dilusyon faktori
gibi. Arastiricilar, deneyimlerine gére 5 ve 10 kath sulandirmalarda bu tip inhibitor
etkilerin ortadan kalktigini bildirmislerdir.

Sonug olarak 143 numunenin test edildigi bu calismada da, diger
arastiricilarin yaptiklari calismalarda elde ettikleri sonuglara benzer sonuclar
elde edilmistir. Sadece FAT ve FIT'lerinde pozitif sonug elde edilen 2 numune
KDKET de negatif sonug vermistir. Bu durumda diger arastiricilarin sonuglarinda
bildirdikleri gibi inhibitor faktorlerle ilgili olabilir seklinde agiklanabilir.

Ayrica diger iki test kadar da duyarli olan KDKET, FiT'de oldugu gibi
sonuglarin alinmasi i¢cin 21 gun gibi bir stre beklemeyi gerektirmektedir. Bu
test ile 24 saat iginde sonug alinmaktadir. Bu nedenle doku kaulttra laboratuvar
calismalari igin gerekli olanaklara sahip kuduz teshis laboratuvarlari icinde cabuk
ve spesifik bir testtir.
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