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KUDUZ HASTALIGININ TEŞHiSiNDE POLiMERAZ ZiNCiR 
• * 

REAKSIYONU 

';Polymerase C hain Reaction in the Diagnosis of Rabies }) 

Hikmet üN** Feray ALKAN··· 

ÖZET 

Bu çal!şmada. kuduz hastalığının teşhisinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) tekniğinin 

ku/!amm olanaklanmn araştzrzfmasz amaç/andı. Toplanan maleJyalferin Floresan Antikor Tekniği 

(FAT) ile kontrolü sonuçlan he mines/ed RT-PCR teslinden elde edilen sonuçlar ile karşllaşlmlc/i . 

Ayrıca kokuşmuş materyallerden heminested RT-PCR ile kuduz has/alzğımn teşhisi olanaği araştt

n Idi. 

Çalişmada 83 adedi FAT ile değerlendirilebifen ve 30 adedi de kokuşmuş olmalan nedeni ile 

FAT ile değerfendirifemeyen toplam 113 adet değişik hayvan türüne ait beyin örneği kullam Idi. 

FAT ile değerlendirilebi/en 83 materyalden 80 adedi kuduz yönünden müspet. 3 adedi ise kuduz y ö

nünden menji idi. Bu materyaller Tarım ve Köyişleri Bakanfığma bağ/1 kuduz le.yhis 

/ahora/uvar/anndan temin edildi. 

FAT ile mü:,pel değerlendirilen 80 materyalden 49 (% 61,25) adedinde RT-PCR ile viral 

niik/eik asil tespit edilirken, heminested RT-PCR ile tamamında (% 1 00) viral nükleik asit saptandı. 

FAT ile meJ?fi olan 3 adet materyal de RT-PCR ve heminested RT-PCR ile de viral nüklôk asil tespit 

edilmedi. 30 adet kokuşmuş materyalden 4 adedinde RT-PCR ile viral nükleik asit (%13.33) ve 6 

adedinde de heminested RT-PCR .ile viral nükleik asit (% 20) te:,pit edildi. Heminested RT-PCR ile 

viml niikleik asit tespit edilen bu 6 mateJyalden 3 adedi istanbul Pendik Veteriner Kontrol ve Aray

flrma Enstitüsünden temin edilen, diğer 3 adedi de Etlik i\!Jerkez Veteriner Kontrol ve Ara.yltmw 

Enstiiiisünde a.yı üretimi ve deneysel çalişmalarda kullanılan hayvaniara ait beyin/erdi. Deneysel 

amoç-!ar/a kullamlanlar ve kuduz virusu ile eJ?lekte edilmiş olan hayvanlar (3 adet) hariç tutulacak 

olurso kokuşmuş materyallerdeki RT-PCR ve heminested RT-PCR pozitiflik oranlan sırost ile % 3. 7 

( 1/2 7) ve% 11.11 (3/2 7) olarak he/ir/endi. 

Aualıtar Sözcükler: Kuduz. RT-PCR. Heminested RT-PCR, Teşhis 

Kabul Tarihi: 22.09.2004 
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Ktuluz Hastailğllllll Teşhisinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu - ÜN, ALKAN 

SUMMARY 

In this study. the probability of the use of the PCR technique for the diagnosis ofrubies wus 

investigated. The co/lee/ed specimens were examined using the rAT and the results were compared 

with the ones thal were obtained fi'om the heminested RT-PCR test. Furlhermore. il wus investi

gated the diagnosis ofrabies in the decomposed specimens using the heminesled RT-PCR. 

In this study. 83 brain specimens to evaluate using FAT and 30 decomposed materials not lo 

evctlua/e using FAT belonging lo various animal species tota//y I 13 brain ::,pecimens were used. 80 

ofthese specimens werefound lo be positive using FATwhile 3 ofthem being negotive using FAT 

Af! ofthese specimens were obtainedfi·om the rabies diagnosis laboratories belonging lo the !'vlini.,·

lry ofAgriculture and Rural Affairs. 

Among the 80 specimens thal were found to be positive using FAT, 49 of them were deler

mineel lo be positive using RT-PCR (61,25%) while all ofthese 80 specimens werefound lo be pasi

l i ve us ing heminesled RT-PCR (1 00 %). The 3 specimens that w ere fo und lo be negative us ingFAT 

af! of/hem werefound lo be negative using RT-PCR and heminested RT-PCR. -1 ofthe 30 decom

posed b ra in ::,pecimens w ere de termineel to be positive (I 3,33%) us ing RT-PCR and 6 ofthem fo und 

to be posilive using heminested RT-PCR. ff the resulis of the brain speciinens thal have been used 

.fi>r experiment al purposes m?d animals that have been injected wilh rabies virus (3 animal s) are ex-

cfuded, these rates are 3. 7% and 11, I I% respeclively in the decomposed malerials. Among the 6 

decomposed specimens were found lo be positive us ing heminested RT-PCR, 3 of the m were ob

tained.fi·om the İstanbul Pendik Veterinary Control and Research Institute, the other 3 ofthem were 

usedfor experimental pwposes and vaccine production in Etlik Central Veterinary Control and Re

search Institute. 

Key Words: Rabies, RT-PCR, Heminested RT-PCR, Diagnosis. 

GiRiŞ 

Kuduz hastalığı , bazı ada ülkeleri ve sıkı 

karantina, kontrol programlarının uygulandığı 

birkaç ülke hariç tutulacak olursa, günümüzde 

tüm dünyada insanları tehdit etmeye devam 

etmektedir (13). Kuduz virusu tüm sıcakkanlı 

hayvanları enfekte edebilme yeteneğine sahip

tir (2, 3. 12). Ne yazık ki Pasteur'ün maruz 

kalma sonrası başarılı bir tedavi göstermesinin 

üzerinden 100 yıldan fazla bir süre geçmesin

den sonra, Dünya Sağlık Örgütünün (WHO) 

1 998 yılında yayınlanan raporuna göre kuduz

dan yıllık ölüm sayısı 60 OOO'dir ve 50 milyon 
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insan maruz kalma sonrası aşılanmaktadır 

(22). Bununla beraber King ve Turner ( 16) ta

rafından bildirildiğine göre yayınlanan bu ra

kamlar gerçek rakamların sadece küçük bir 

parçasıdır. 1989 yılında Hindistan' da 288 vaka 

bildirilmişken, gayri resmi olarak gerçek ra

kamın 25 000 ya da daha fazla olduğu bildi

rilmektedir (ı 6) . WHO tarafından ı 992 yılında 

Dünya çapında yapılan survey sonuçlarına gö

re şekillenen vakaların % 97' si Asya kıtasın

dadır (23). Afrika ve Asya'da belirli ülkelerde 

yapılan karşılaştırmalı istatistik hesaplamalara 

göre, 1.000.000 insan ve 100.000 hayvan esas 

alındığmda, her 2.500 insan tedavisinde yıllık 
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ortalama 4 insan ve 60 köpek ölümü şekillen

mektedir ( 4). Kuduzdan ölenlerin tamamına 

yakın bir kısmı , dünya nüfusunun yaklaşık 

%75 inin yaşadığı tropik bölgelerde olmakta

dır (ı6). 

İlk zamanlardan günümüze teşhisin ko

layca konulması amacı ile kuduzun insan ve 

hayvanlardaki klinik belirtileri gözlemlenmiş 

ve kaydedilmiştir. Kuduzda klinik semptomlar 

birçok olguda karakteristik olmasından dolayı 

teşhiste oldukça yardımcıdır (7, ı6). Kesin 

teşhis sadece laboratuvar muayeneleri ile yapı

labilir (5 , 7, 9). Son yıllarda , hücre kültürü 

teknal oj is inde, immünakimyasal çalışınalarda 

ve periferal sinirlerin ve dokuların kuduzun 

teşhisi için kullanılmasmda önemli gelişmeler 

olmuştur. Manaklanal antikor teknolojisindeki 

gelişmeler ile kuduz ve kuduz benzeri 

virusların ayrılmaları sağlanabilmiştir. Bir çok 

gelişmiş ülkede temel rutin teşhis metodu ola

rak FAT ve deneme hayvanı veya hücre kültü

rüne inakulasyon yöntemleri kullanılmaktadır. 

Ancak bunun yanında çeşitli neden ve zorluk

lardan dolayı farklı metotlar da kullanılabil

mektedir. Çizelge ı. ' de kuduzun teşhisinde 

kullanılan yöntemler verilmiştir (24). 

Kuduzun laboratuvarda çabuk teşhisi , 

kuduz bir hayvan tarafından ısırılan insanların 

tedavilerinde izlenecek yol açısından çok 

Çizelae 1 Kuduzun teşhisinde kullanılan yöntemler (?4) .,..,. -
Doku cinsi Taze dokudan 

önemlidir (6). Ayrıca salgın hastalıkların kont

rolü ve gözetimlerinden sorumlu sağlık yetkili

leri için de büyük önem taşımaktadır (6, 20). 

Son 40 yılda kuduzun teşhisinde önemli 

gelişmeler olmuştur. Histolojik olarak Negri 

cisimciklerinin tespiti yeri~1e FAT rutin kulla

nım alanı bulmuştur. Deneme hayvanı 

inokulasyonu (MIT) ve doku kültürüne 

inakulasyon yöntemleri (R TCIT) ile virus İzo

lasyonu ise daha fazla ve kapsamlı etyolojik 

çalışmalara imkan vermiştir. R TCIT virus İzo

lasyonunu ortalama ı güne indirmiştir. Bu du

rum RTCIT'yi konfirmasyon testi yapmıştır. 

Sonraları Rapid Rabies Enzyme Immuno 

Diagnosis (RREID) geliştirilmiştir (2ı ). Ermi

ne ve ark. (11), Dot-Hibridizasyon tekniğini 

kullanarak spesifik kuduz virusu DNA ' sını 

deneysel ve saha çalışmalarında tespit etmiş

lerdir. Erınine ve ark. (11) bu tekniğin bel i ri i 

saha ve laboratuvar şartlarında kuduzun teşhisi 

için alternatif bir metot olabileceğini bildirmiş

lerdir. Sacramento ve ark. (21) kuduz virus u 

ile ilgili epidemiyolojik çalışmalar ve teşhis 

çalışmalarında kullanılmak üzere hızlı , güveni 

lir ve spesifik bir Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

(PCR) yöntemi geliştirdiklerini açıklamışlar

dır. Takip eden yıllarda kuduz teşhisi ve mole

küler epidemiyoloji konularında çalışmalar 

yoğLınlaşarak devam etmiştir. 

Fikse edilmiş dolmdaıı 
FAT, Fare İııokulasyon , Doku Kültürü İnokulasyon , 

FAT, Elektron M ikroskopi, 
Beyin (CNS) 

Histopatoloji , Elektron Mikroskopi, 
Enzinıatik Bağlanina Esaslı 

Enzimatik Bağlanma Esaslı Testler, RT-PCR*, 
Testler, RT-PCR'' 

Dot-H ibridizasyon* 
Tüldiriik bezi FAT Elektron Mikroskopi 

Tiikiiriik 
Fare İııokulasyon, Doku Kültürü İnokulasyon , 

-
RT-PCR* 

Cornea FAT -

Deri FAT -

* Çizelgeye Ermine ve ark. (ll), Whitby ve ark. (25), David ve ark. (8) ve Kulonem ve ark. ' nın ( 17) 
yaptığı çalışmalar dikkate alınarak ilave edilmiştir. 
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Bu çalışmada farklı disiplinlerde başarı 

ile kullanılmakta olan RT-PCR ' ın , kuduz has

talığının teşhisinde kullanım olanağının araştı

rılmasının yanı sıra , özellikle kokuşmuş ma

teryallerde bu yöntemin uygulanabilirliğinin 

araşt ın lması hedefi enıniştir. 

Bu araştırma, Türkiye 'de kuduz hastalı

ğının tanısında RT-PCR yönteminin kullanıl

dığı ilk çalışmadır. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Gereç 

1. Beyin Numuneleri 

Çalışına ınateryalini , kuduz yönünden 

teşhis amacı ile Etlik Merkez Veteriner Kont

rol ve Araştırma Enstitüsü ve Tarım ve 

Köyişleri Bakanlığına bağlı diğer kuduz teşhis 

laboratuvariarına (Pendik-İstanbul , Bornova-

İzmir, Erzurum, Bursa, Antalya) gönderilen , 

değişik hayvan türlerine ait 99 adet beyin nu

ımınesi ile Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve 

Araştırma Enstitüsünde aşı üretimi, aşı kontro

lü ve deneysel çalışmalarda kullanılan. tümü 

kuduz virusu ile enfekte edilmiş 7 köpek. 4 

tavşan ve 3 keçi ye ait toplam 14 beyin mater

yali oluşturdu (Çizelge 2) . Kullanılan 113 be

yin materyalinden 83 adedinin FAT ile değer

lendirilebilir, 30 adedinin ise kokuşma nede

niyle FAT ile değerlendirmeye elverişsi z nite

likte olduğu belirlendi. 

2. Hücre Kültürü 

CVS-11 (Challenge Virus Standard- ı ı) 

suşunun üretilmesinde. Etlik Merkez Veteriner 

Kontrol ve Araştırma Enstitüsü Kuduz Te~hi s 

Laboratuvarı stoklarında bulunan BI-IK-2 ı 

hücre kültürü kullanıldı. 

('i-elae 7 Çaltsmada kullamlan maletyallerin iliere ve hayvan Ilirlerine f!:Öre daf!.tltmlan - ,., - · 

İzmir İstanbul Bursa Antalya Ankara Anl.:ara 11 Toplam 
N K 

Köpek 
N 14 19 ı 3 7 53 
K 2 ll ı 7 21 

Sığır 
N 2 4 ı2 18 
K 

Kedi 
N ı 1 
K ı 4 5 

Koyun 
N 3 3 
K 

Tilki 
N 2 2 
K ı ı 

Tavşan 
N 3 3 
K ı ı 

Keçi 
N ı ı 

K 2 2 

Hanıster 
N ı 1 
K 

Sansar 
N ı 1 
K 

Toplanı 2 28 26 2 41 14 83 30 
G.Toplaın 99 ı4 ı 13 
N : FAT ile test edil en materyaller. K : FAT ile test edilemeyen kokuşmuş materyaller 

" Deneysel ve aşı liretim amacı ile Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Araştırnia Enstitlislinde kul
lanılan hayvaniara ait beyin materyali . 
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3. Kontrol Virusu konjugat Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve 

BI-IK-21 hücre kültürüne adapte CVS-11 

suşu kullanıldı. CVS-11 suşu Etlik Merkez 

Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsü Ku

duz Teşhis Laboratuvarından temin edildi . 

4. 0/igonükleotid Primerler 

Araştırmada, pozisyon ve dizinleri aşa

ğıda bildirilen ve bütün kuduz viruslarının N 

genini tanımak üzere dizayn edilen primerler 

(Şekil 1.) kullanıldı (14). 

Araştırma Enstitüsünden temin edildi . 

Floresan mikroskopta pozitif kontrol 

preparatı ile karşılaştırmalı olarak yapılan de

ğerlendirme sonucunda, grimsİ yeşil doku 

içinde büyüklü, küçüklü, filizi yeşil renkte, 

floresan veren cisimlerin tespit edildiği prepa

ratlar müspet olarak değerlendirildi. Bu cİ s İm

ler ova! veya yuvarlak etrafı parlak yeşil. mer

kezine doğru parialdığı azalan yapılar şeklinde 

tespit edildi . 

Seki/ /. Primerierin N gen i fiz erindeki po::. isy anlan (14) . 

3' 
N ı ... -fl 

Pı·inıcr 

F - JW12 
RJ - JW6 (DPL) 
R2- .JW6 (E) 
R3- JW6 (M) 
R4- JW1 O (DLE2) 
R5- .JW10 (ME1) 
R6- .JW10 (P) 

F 
55-73 

Dizin 

R4,RS ,R6 
617-636 

Rl,R2 ,R3 
641-660 

5"- ATGTAACACC(C/T)CTACAATG -3' 
5'- CAATTCGCACACATTTTGTG-3' 
5'- CAGTTGGCACACATCTTGTG-3' 
5'- CAGTTAGCGCACATCTTATG-3' 
5 ' - GTCATCAAAGTGTG(A/G)TGCTC-3' 
5'- GTCATCAATGTGTG(A/G)TGTTC-3' 
5 ' - GTCATTAGAGTATGGTGTTC-3' 

Pozisvon 
55-73 
660-641 
660-641 
660-641 
636-617 
636-617 
636-617 

Bu primerler ile primer RT-PCR reaksi

yonu sonunda 606 bp, heminested RT-PCR re

aksiyonu sonunda ise 582 bp ürün gözlenmesi 

hedetlendi . 

2. RT-PCR ve Heminested RT-PCR 

Heminested RT-PCR reaksiyonu Healon 

ve ark. (14) tarafından bildirilen yönteme göre 

yapıldı. Çizelge 3. ' de çalışınada kullanılan 

yöntemin aşamaları gösterildi. Yöntem 

1. Floresan Antikor Tekniği (FAT) 

Bu test Dean ve ark. ( 1 O) tarafından bil-

dirilen yönteme göre yapıldı. Testte kullanılan 
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Sonuçlar UV transillumunatör (UVP. 

USA) üzerinde değerlendi ri !erek fotoğrat1ama 

(Polaroid GelCam. UK) yapıldı. RT-PCR 

amplifikasyonu sonucunda 606 bp, henıinested 
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Çi-elr;e 3 Hemine~ted RT-PCR 'm a)·amalan (14) . -
Aşamalar Yapılan çalışma 

ı. aşama Materyallerden RNA ekstraksiyonu 
2. aşama RNA' lardan cD NA ' ların sentezlenmesi (reverse transcription) 
3. aşama RT-PCR amplifıkasyonu 
4. aşama RT-PCR a mplifıkasyon sonuçlarının değerlendirilmesi (agaroz jel elektroforez ve 

fotoğrafi ama) 
5. aşama Heminested RT-PCR amplifıkasyonu 
6. aşama Heminested RT-PCR amplifıkasyon sonuçlarının değerlendiri !m esi (agaroz jel 

elektroforez ve fotoğraflama) 

RT-PCR amplifıkasyonu sonucunda 582 bp 

bölgelerinde spesifik bantların şekillenmesi 

beldenildi (14). 

BULGULAR 

1. Floresan Antikor Testi Sonuçlan 

Çalışma materyalini oluşturan değişik 

hayvan türlerine ait 113 adet beyin numune

sinden, kahışma nedeni ile FAT ile test edil

meye uygun olmayan 30'unun haricindeki 83 

adedi FAT ile kuduz virusu yönünden test 

edildi. Bunlardan 80 adedi FAT ile pozitif, 3 

adedi de FAT ile negatif olarak saptandı. 

2. RT-PCR ve Heminested RT-PCR 
Sonuçlan 

Çalışmada kullanılan 113 materyalden 

53 adedinde RT-PCR ile ve· 86 adedinde de 

heminested RT-PCR ile viral nükleik asit tes

pit edildi (Çizelge 4.). 

WHO'nun kuduz hastalığının teşhisi için 

önerdiği FAT ile değerlendirilen 83 materya li e 

ilgili RT-PCR ve heıninested RT-PCR sonuç

ları FAT ile karşılaştırmalı olarak değerlendi

rildiğinde ; FAT ile kuduz müspet değerlendiri

len 80 materyalden 49 adedinde (% 61 ,25) RT

PCR ile tamamında da (% 1 00) heminested 

RT-PCR ile viral nükleik asit saptandı (Ç izel

ge 4 .). FAT ile kuduz virusu yönünden negatif 

olarak değerlendirilen 3 materyal ise RT-PCR 

ve heminested RT-PCR ile de negatif olarak 

değerlendirildi. 

FAT ile değerl endirilemeyen 30 adet ko

kuşmuş beyin materyalinden 4 adedinde (% 

13 ,33) RT-PCR, 6 adedinde de (% · 20) 

heminested RT-PCR ile viral nükleik asit sap

tandı. RT-PCR ile vi ral nükleik asit tespit edi

len 4 materyalin tümü heminested RT-PCR ile 

de aynı sonucu verdi (Çizelge 5.). 

Çi:::elge 4. Test edilenmateiJJa/lerin FAT ile karşt!aşltrmalt RT-PCR ve heminested RT-PCR sonuç/an. 

Materyal FAT Sonuçları RT- PCR 
Heminested 

Tür RT-PCR 
Sayısı 

Pozitif Negatif Elverişsiz Pozitif Pozitif 
Sığır 18 ı8 - - 8 ı8 

Tilki 3 2 - ı - 2 
Köpek 74 45+7(/ ı ?! 36 55 
Kedi 6 ı - 5 - ı 

Haınstcr ı - ı - - -

Tavşan 4 
..., (/ 

- ı(/ 4 4 .) 

Sansar ı - ı - - -

Keçi 3 ı(/ - ?(/ 3 3 
Koyun 3 3 - - 2 3 
Toplam 113 69+ıı" 3 27+3" 53 86 
"Deneyse l ve aşı üretim amacı ile kullanılan hayvanlar. 
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Çi:::elge 5. FAT ile po:::itifmare1yallerin RT-PCR ve materyallerde güvenle kullanılabileceğini or-
heminesred RT-PCR sonuçlan taya koydu. 

FAT RT-PCR 
Heminested 

Tür 
Pozitif Pozitif 

RT- PCR 
Pozitif 

Sığır 18 8 18 
Tilki 2 - 2 
Köpek 45+7 11 36 5? 
Kedi ı - ı 

Hamster - - -

Tavşan 
~ll 3 3 .) 

Sansar - - -

Keçi ı ll ı ı 

Koyun 3 2 3 

Toplam 69+11 11 49 80 
('Yıı 6 ı .25) ( 0/ıı ı 00) 

11 Deneyse l ve aşı liretiın anıacı ile kullanılan hayvan
lar. 

Heminested RT-PCR ile kuduz virusuna 

spesifik nükleik asit varlığı saptanan 6 kokuş

muş materyalden 3 adedi kuduz yönünden teş

his amac ı ile laboratuvara (Pendik-İstanbul) 

gönderilen beyinlerdi. Diğer 3 adedi ise Etlik 

Merkez Veteriner Kontrol ve Araştırma Ensti

tüsünde kuduz aşı üretimi , kontrolü ve deney

sel amaçlı çalışmalarda kullanılan kuduz 

virusu ile enfekte edilmiş hayvaniara ait beyin 

materyali idi. Deneysel enfekte edilmiş bu 3 

hayvanın ( 1 tavşan , 2 keçi) ölümlerinden 24y 

48 saat sonra çıkartılan beyin materyalleri ko

kuşmuş olduklarından FAT ile test edilememe

lerine rağmen bu hayvanların kuduz virusu ile 

enfekte edilmesinden dolayı kuduzdan öldük

leri ve beyinlerinde kuduz virusunun bulundu

ğu bilindiğinden, RT-PCR ve heminested RT

PCR ' ın kuduz hastalığı tanısında kullanım mm 

güvenilirliğinin incelenmesinde "kuduz 

nükleik asidi yönünden pozitif' materyal ola

rak değerlendirildi. Bu materyalierin tümünde 

heıninested RT-PCR ile viral nükleik asidin 

saptanması, heminested RT-PCR' ın kokuşmuş 
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Kokuşmanın heıninested RT-PCR'da 

nonspesifik reaksiyon oluşturup oluşturmadığı 

incelenebilmesi için ise FAT ile negatif tespit 

edilen beyinlerden birisinden alınan ı O adet 

parça, kahışma oluşturulabilmesi ve farklı sü

releri (1 . - 1 O. gün) takiben laboratuvara ulaşan 

materyallerde heminested RT-PCR'ın kull anı

labilirliğinin araştırılması amacı ile 3 7°C' de 

inkube edildi. Bu ı O adet beyin parçasından 

her gün bir adedi etüvden alınarak heminested 

RT-PCR ile test edildi . ı o adet beyin örneğinin 

tamamı hem RT-PCR ve hem de heminested 

RT-PCR ile negatiftespit edildi. 

Kuduz hastalığının tanısı amacı il e 

laboratuvara gönderilen ve kokuşma nedeni il e 

FAT ile değerlendirileıneyen 27 adet beyin 

materyalinin RT-PCR ve heminested RT-PCR 

ile kuduz nükleik asidi yönünden pozitiilik 

oranları ise sırası ile % 3, 7 ( 1/27) ve % ll , ll 

(3/27) olarak saptandı (Çizelge 6.) . 

Çi:::elge 6. Kokuşmuş maıeryallerin RT-PCR ve 
heminesred RT-PCR sonuçlan 

Materyal 
RT-PCR 

Heminested 
Tür Sayısı 

Pozitif 
RT- PCR Po-

A B zitif 
Tilki ı - -

Köpek ?i ı 3 
Kedi 5 - -

Tavşan ı ı ı 

Keçi 2 2 ? 

Toplam 
27 ı (% 3,7) 3('Yo 11,11) 

3 3(% 100) 3 ('Yo 1 00) 
Genel 

30 
4(% 

6 (% 20) 
Toplam 13,33) 

A: Deneyse l ve aşı liretiın anıacı il e kullanılan hayvan
Iara ait beyin materya li 

B: Teşhis anıacı ile laboratuvariara gönderilen havvan-
lara ait beyin materya l i -
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Kuduz müspet olgularda, RT-PCR 

amplifikasyon ürününün agaroz jel 

elektroforez işlemine tabi tutulması ile 606 bp, 

heminested RT-PCR amplifikasyon ürününün 

agaroz jel elektroforez işlemine tabi tutulması 

ile de 582 bp bölgelerinde spesifik bantların 

oluştuğu görüldü (Şekil 2.) 

1 2 3 -ı ~ 6 7 S CJ 10 1 1 12 Li 

600 bp 
500 bp 

Şekil 2. RT-PCR ve lıeminested RT-PCR ürünlerinin 
değerlendirilmesi . l no. RT-PCR eleneme kokuşmuş 

materyal. 2 no. RT-PCR materyal. 3 no. RT-PCR ma
teryal , 4 no. RT-PCR kokuşmuş materyal , 5 no. RT
PCR negatif kontrol (distile su), 6 no. RT-PCR pozitif 
kontrol (CVS- ll ), 7 no. lıeminestecl RT-PCR deneme 
kokuşıııuş materyal , 8 no. lıeminested RT-PCR mater
yal. 9 no. lıeıninested RT-PCR materyal , lO no. 
lıeminested RT-PCR kokuşmuş materyal , 1 1 no. 
lıeıııinested RT-PCR negatif kontrol (distile su), 12 no. 
lıeıııinested RT-PCR pozitif kontrol (CVS-ll ), 13 no. 
1 OObp DNA merdiveni. 

TARTIŞMA 

Hemen her kuduz olayından bir insanın 

etkilenmesi olasılığı bulunmasından dolayı 

kuduzun laboratuvarda çabuk ve doğru teşhisi 

insan sağlığı açısından çok önem taşımaktadır. 

Çoğu durumda etkilenen bireylere koruyucu 

aşı uygulanıp uygulanmayacağı konulan teş

hisle belirlenmektedir (6, 20). FAT'nin gelişti

rilmesi ve bu testin kuduzun teşhisinde kulla

nılmaya başlanılması ile teşhis laboratuvarlan 

büyük bir rahatlığa kavuşmuşlardır . Halen 

WHO kuduzun teşhisi için FAT'ın en önemli 
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araç olduğunu belirtmektedir. Bunun yanında 

WHO kuduzun teşhisi açısından histopatolojik 

boyama yöntemleri ve deneme hayvanına 

inokulasyonu da önermektedir (28 ). 

Kuduz şüpheli materyallerde virus mik

tarının çok düşük olması durumunda rutin teş 

his metotları ile teşhis çok zor olmaktadır ( 18 ). 

Bu amaçla çeşitli amplitikasyon yöntemlerin

den yararlanılmaktadır. Nitekim son yıllarda. 

biyokimyasal yöntemleri kullanarak vırus 

nükleik asitlerinin milyonlarca kez çoğaltılma

sı temeline dayalı PCR yöntemlerinin kuduz 

hastalığının tanısında kullanı lmasına i lgi 1 i ça

lışmalar oldukça yoğun düzeyde sürdürülmek

tedir. 

Bir çok araştırıcı (8 , 14, 21 , 25 , 27). kar

şılaştırmalı çalışmalara dayanarak kuduz has

talığının tanısında heminested R T-PCR' ın 

WHO tarafından önerilen teşhis yöntemlerine 

alternatif olabileceği bildiriminde bulunmuş

tur. 

Bu çalışmada, kuduz vırusu yönünden 

WHO tarafından önerilen FAT ile müspet ola

rak değerlendirilen toplam 80 materyalden 49 

(% 61 ,25) adedinde RT-PCR, 80 (% 1 00) ade

dinde de heminested RT-PCR ile viral nükleik 

asit tespit edilmiştir. FAT ile negatif olan 3 

adet materyal ise hem R T-PCR ile hem de 

heminested RT-PCR ile negatif tespit edilmiş

tir. FAT pozitif ve negatif materyallerden elde 

edilen heminested RT-PCR sonuçlarının FAT 

ile tam bir uyum (% 1 00) göstermesi , 

heminested RT-PCR' ın kuduzun teşhisinde 

güvenle kullanılabileceğini ortaya koymakta

dır. 

Kamolvarin ve ark. (15) 210 adet mater

yali FAT, fare inokulasyonu ve nested RT

PCR ile karşılaştırmalı test ettiklerini bildir-
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mektedirler. Kamolvarin ve ark. (15), nested 

RT-PCR ile elde ettikleri verilerin FAT ve 

MIT ile bulunan sonuçları destekle:· ı1İtelikte 

olduğu vurgulayarak, materyal akışı yoğun 

laboratuvarlarda FAT için konfırmasyon testi 

olarak nested RT-PCR'ın kullanılabileceğini 

belirtmektedirler. Yine Kamolvarin ve ark. 

( 15) bu yöntemi FAT konfırmasyonunda kendi 

laboratuvarlarında MIT yerine kullanılınasını 

planladıklarını ve bu şekilde maruz kalma son

rası aşılamalı:ırda tasarruf sağlamak istedikleri

ni özellikle vurgulamaktadırlar. Whitby ve ark. 

(25) tarafından yapılan bir diğer çalışmada ise 

kuduz ve kuduzla ilgili virusların hızlı teşhisi 

açısından heıninested RT-PCR ve PCR-ELISA 

tekniklerinin karşılaştırıldığı , çalışılan 60 ör

ne c} İn tamamının heıninested RT-PCR ile tes-o 

pit edilebildiği ve bu örneklerin kuduz 

virusuna ait 6 genotipi temsil ettiği bildiril

mektedir. Whitby ve ark. (25) tarafından her 

iki test ile örneklerin tamamı kuduz pozitif 

olarak değerlendirilmiş. farklı sulandırmaların 

teşhiste karşılaştırılması sonucunda PCR

ELISA ' nın heıninested RT-PCR'dan 100 kat 

daha hassas olduğu belirtilmiştir. David ve ark. 

(8) İsrail'de 20 yaşında bir askere, 7 yaşındaki 

bir kıza ve 58 yaşındaki bir erkeğe ait salya 

örneklerinden heminested RT-PCR ile kuduz 

tespit ettiklerini bildirmektedirler. Her üç 

olayda da hastalar hayatta iken teşhis konuldu

ğu araştırmacılarca ifade edilmektedir. David 

ve ark. (8) tarafından. heminested RT-PCR ' ın 

kuduzun teşhisi açısından oldukça duyarlı bir 

test olduğu , bu tip şüpheli vakalarda teşhis ya

pılabilmesi ile hastane ortamında şüpheli hasta 

i le minimum temasın sağlanınası yönünden 

önemli olduğu vurgulanmaktadır. Görüldüğü 

üzere, kuduzun teşhisi açısından RT-PCR, 

nested RT-PCR yada heıninested RT-PCR'ın 
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oldukça kullanışlı , güvenli , duyarlı ve hız lı ol

duğu farklı araştırıcılarca ortaya konulmak ta

dır. Araştırıcılaı·ca (8 , 15 , 25. 26) tespit ed ilen 

sonuç ve tavsiyeler bu çalışmadan elde edilen 

veriler ile de desteklenmiştir . 

Birçok çalışmada. FAT ile nested RT

PCR ve heminested RT-PCR arasında yüksek 

uyum bildirilmiş olmasına karşın , FAT ve RT

PCR' ın karşılaştırılmalı olarak kullanıldığı ça

lışmalarda farklı sonuçlar bildirilmiştir (8. I 4. 

25). Sacram en to ve ark. 2 ı) tarafından yapı lan 

bir çalışmada da RT-PCR, FAT ve RTCIT ara

sında, Kulonen ve ark. (17) tarafından yapılan 

bir çalışmada Carnoy solusyonu ve parafinle 

bloklanmış 24 adet beyin dokusunda FAT ile 

R T-PCR arasında ve I-leaton ve ark. (ı 4) tara

fından yapılan çalışmada R T-PC R ve 

heminested RT-PCR arasında benzer 

sensitivite ve spesivite tespit edildiği bildiril

miştir. Buna karşın Kulonen ve ark . ( 17) tara

fından yapılan çalışmada farklı bir primer seti 

kullanılmak sureti ile yapılan RT-PCR ile 

FAT'nin karşılaştırılmas ı sonucu iki yöntem 

arasında % 67 oranında uyum belirlendİğİ bil

dirilmektedir. Bu çalışmada da FAT ile kuduz 

yönünden pozitif olarak saptanan materyaller

den yalnızca % 61 ,25'inde RT-PCR ile viral 

nükleik asit tespit edilebilmiştir. Bu noktada 

RT-PCR'da kullanılan JW 12 ve JW 6 primer 

kombinasyonunun Türkiye ' de mevcut saha 

kuduz viruslarını tam olarak tanıyamadığı dü

şüncesine varmak olasıdır. 

Kuduz hastalığının teşhisinde WHO ta

rafından önerilen klasik leşhis metotları ile 

(testlerde verdikleri yanlış pozitif sonuçlar ne

deni ile) koktışımış materya llerden te ş hi s im

kanı bulunmamaktadır. Bu tip vakalar vi.iri.ir

lükteki kanun ve yönetmeliidere göre kuduz 
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hastalığı yönünden müspet olarak değerlendi

rilmekte ve ona göre işlem yapılmaktadır. Bu 

çalışmada elde edilen sonuçlar bu tip materyal

Ierin teşhisinde heminested RT-PCR' ın olduk

ça kullanışlı olabileceğini göstermiştir. 

Bu çalışmada test edilen FAT ile değer

lendirilemeyen 30 adet materyalden 4 adedin

de RT-PCR ile (%ı 3,33) ve 6 adedinde de 

heminested RT-PCR ile (% 20) viral nükleik 

asit saptanmıştır. Bu materyallerden 3 adedi 

Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Araştırma 

Enstitüsünde kuduz virusu ile enfekte edilen 

hayvanlardan sağlanmıştır. Kokuşmuş kontrol 

pozitif olarak değerlendirilen bu materyaller

den RT-PCR ve heminested RT-PCR ile viral 

nükleik asit tespiti , kokuşmuş materyallerden 

kuduzun teşhisinde heminested RT-PCR'ın 

güvenle kullamlabileceğini göstermektedir. 

Ayrıca negatif materyallerden bir adedinin 

parçalanarak ı O gün süre ile 37°C'de inkube 

edilmesi ile her gün bir adedinin heminested 

RT-PCR ile test edilmesi ve hepsinden de ne

gatif sonuç alınması nonspesifik sonuç riskini 

de ortadan kaldırınıştır. Benzer olarak, 

Kamolvarin ve ark. ( 15) uyguladıkları nested 

RT-PCR ile 72 saate kadarki normal hava ko

ş ullarında bekletilen materyallerde de viral 

nükleik asidin saptanabileceğini belirtmekte

dirler. Whitby ve ark. (26), FAT ile negatif 

tespit edilen beynin % 20 diınethyl sulfaxide 

(DfviSO) içinde sözkonusu çalışmada kullam

Iıncaya kadar saklandığını (6 yıl) ve bu neden

le nested RT-PCR tekniğinin kokuşmuş ma

teryallerde de kullanılabileceğini belirtınekte

dirler. Ayrıca Heaton ve ark. (14) FAT ile ku

duz pozitif materyallerden deneysel koktışma 

oluşturduklarını (37°C 'de O, 24, 72, 120, 168 

ve 360 saatte) ve bunların tamam m dan 

lıeminested RT-PCR ile viral nükleik asidi tes-

- 1 o-

pit ettiklerini bildirmektedirler. Bu çalışmada 

elde edilen sonuçlar ve birçok araştırıcı (14, 

ı 5, 25 , 26) tarafından bildirilen sonuçlar 

heminested RT-PCR ' ın koktışımış materyal

Ierden kuduzun teşhisinde kullanılabilirliğini 

ortaya koymaktadır. 

Bu bulgulara dayanılarak, kuduz teşhisi 

amacıyla laboratuvariara gönderilen materyal

Iere (27 adet) ilgili heminested RT-PCR sonu

cu değerlendirildiğinde, olguların sadece % 

ll , ll ' inin "kuduz pozitif " olduğu görülmek

tedir. Başka bir ifade ile söylemek gerekirse. 

kuduz teşhisi için değerlendirilemediği halde 

"pozitif materyal" işlemi gören % 88,89 ' luk 

bir populasyonun durumunun heminested RT

PCR kullammı ile açıklık kazanması , kuduz 

vakalarından sonra uygulanması zorunlu olan 

aşılamalar yönünden tasarruf sağlayarak ge

reksiz karantina önlemleri alınması zorunlulu

ğunun ortadan kalkmasına neden olabilecektir. 

Bu çalışınada uygulanan heminested RT

PCR amplifikasyonu için kullanılacak olan 

primerierin seçiminde tüm kuduz vırusu 

suşlarınm en geniş yelpazede tanınabilmesi 

kriter olarak alınmıştır. Kullanılan primerler 6 

farklı kuduz virusu suşunun N genini tammak 

üzere seçilmiştir. Bu bakış açısı farklı araştırıcı 

gruplannca da kabul görmektedir. Nitekim 

Heaton ve ark. (14) tarafından yapılan 

heminested RT-PCR'da da kullanı lan 

primerierin bütün kuduz virusu suşlarını tanı

mak üzere dizayn ettirildiği belirtilmektedir. 

Benzer olarak Arai ve ark. ( 1) yaptıkları ça

lışmada ll farklı saha ve laboratuvar kuduz 

virusu suşunun RT-PCR ile tespit edilebilirli

ğini araştırdıkları m bel irtmektedirler. Ara i ve 

ark . (1), kullandıkları RT-PCR yönteminin 

araştırdıkları ll farklı virus suşunu başarı ile 
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tespit edebi !diğini, dolayısıyla seçilen 

primerierin bütün suşları tanıyabildiğini ve bu 

yöntemin kuduzun teşhisi açısından WHO ta

rafmdan önerilen bir yöntem olmamasına kar

şın oldukça kullanılışlı bir metot olduğunu 

vurgulamaktadırlar. Whitby ve ark. (25) tara

fından yapılan bir diğer çalışmada ise kuduz 

ve kuduzla ilgili virusların hızlı teşhisi açısın

dan FAT. heminested RT-PCR ve PCR-ELISA 

karşılaştırılmış , 6 genotipi temsil eden 60 ör

neğin tamamının RT-PCR ile tespit edilebildi

ği bildirilmektedir. Farklı olarak Nadin-Davis 

( 19) Kanada'da yaptığı bir çalışmada, Ontario 

bölgesinde görülen lokal suşları tanımak üzere 

seçtiği primerleri kullandığı suşa spesifik RT

PCR geliştirdiğini. elde ettiği sonuçların spesi

J"ik ve sensitif olduğunu belirtmektedir. Görül

düğü gibi belirlenen amaca göre tüm kuduz 

virusu suşlarını tanımak üzere veya sadece be

lirlenmiş olanlarını tanımak üzere primerierin 

RT-PCR'da kullanımı mümkündür. Bu durum 

moleküler epidemiyolojik çalışmalarda avantaj 

sağlamaktadır. 

Bu çalışmada, FAT ile heminested RT

PCR sonuçlarıı;ııı1 % 1 00 uyumlu bulunması , 6 

farklı kuduz ve kuduz benzeri virus suşunun N 

genını tanımak üzere dizayn ettirilmiş 

primerierin seçiminin Türkiye ' nin farklı bölge

lerinde bulunan farklı türlerdeki kuduz vakala

rının teşhisi için doğru bir yaklaşım olduğunu 

ortaya koymaktadır. 

Sonuç olarak, uygun şartlarda 

laboratuvara getirilen örneklerde kuduz tanısı 

amacı ile heminested RT-PCR'ın amaca uygun 

primerierin seçimi koşulu ile FAT ile benzer 

düzeyde güvenilirlik ile kullanılabileceği belir

lenmiştir. Bununla birlikte harcanan zaman, 

birim test maliyeti , sonucu etkileyen 

- ı ı -

kontaminasyon olasılığının olmaması, daha kı

sa sürede sonuç vermesi FAT için akla gelen 

üstünlükler olarak değerlendirilebilir. Ancak 

gelecekte moleküler çalışınalarda sağlanacak 

gelişmelerin teknolojiye aktarılması ile 

heminested RT-PCR'ın kuduz tanısında iyi bir 

alternatif yöntem olabileceğini söylemek 

mümkündür. Kokuşmuş materyaller yönünden 

yapılacak değerlendirmede ise heıninested RT

PCR öne çıkmaktadır. Ancak kokuşmuş ma

teryaller yönünden çalışılan örnek sayısmın az 

olması nedeni ile çok sayıda materyal ile yapı

lacak yeni çalışmalara ihtiyaç vardır. 

SONUÇ 

Bu araştırmada , Tarım ve Köyişleri Ba

kanlığına bağlı Merkez, Pendik, Bornova ve 

Erzurum Veteriner Kontrol ve Araştırma Ens

titüleri . ile Bursa ve Antalya İl Kontrol 

Laboratuvariarına kuduz yönünden muayene 

için gönderilen çeşitli hayvan türlerine ait top

lam 99 adet materyal ile Etlik Merkez Veteri

ner Kontrol ve Araştırma Enstitüsünde aşı üre

timi , aşı kontrolü ve deneysel çalışmalarda 

kullamlan, kuduz virusu ile enfekte edilmiş çe

şitli hayvan türlerine ait toplam 14 materyal

den RT-PCR yöntemi ile kuduz hastalığının 

teşhisi FAT ile karşılaştırmalı olarak değerlen

dirildi. Bu çalışma ile kuduzun tanısmda RT

PCR yöntemi Türkiye ' de ilk kez uygulandı. 

Heıninested RT-PCR ' dan elde edilen 

bulgular, FAT ile değerlendirilebilen materyal

Ierin FAT sonuçları ile karşılaştırıldığında. bu 

testin FAT ile% 100 uyumlu olduğu gözlendi. 

Aşı üretim ve kontrol çalışmasında kullanılan 

kuduz virusu ile enfekte edilmiş 3 adet hayva

na ait kokuşmuş beyin materyalinden 

heminested RT-PCR ile viral nükleik asidin 
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tespit edilmesi, testin güvenilirliğini ortaya 

koydu. Elverişsiz olmaları nedeni ile WHO ta

rafından önerilen metotlarla teşhis konulama

yan 27 adet materyalden 3 adedinden 

heminested RT-PCR ile viral nükleik asit tes

pit edilmesi ise bu testin özellikle bu tür olgu

larda teşhise yardımcı olabileceğini ortaya 

koydu. 

Bu çalışınada elde edilen sonuçlar, ku

duz hastalığının teşhisinde heminested RT

PCR yönteminin Dünya Sağlık Örgütü tarafın

dan önerilen bir teşhis metodu olmamasına 

karşın, alternatif bir yöntem olarak kullanılabi

leceğini göstermiştir. Özellikle kokuşmuş ma

teryallerde bu yöntemin kullanılması ile teşhis

te yaşanan belirsizliğin ortadan kaldırılabile

ceği kanaatine varılmıştır. 
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