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Ozet: Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Kuduz Teshis Laboratuvari, kuduz hastaligi agisindan
ulusal referans laboratuvardir. Ulusal kuduz referans laboratuvari tarafindan her y1l diizenli olarak laboratuvarlar arasi
ring test diizenlemektedir. Laboratuvarlar arasi kuduz ring test drnekleri 2009 yili i¢inde hazirlanmis, teshis merkezleri-
ne gonderilmis ve detaylar/sonuglar/degerlendirmeler burada agiklanmistir. Kuduz teshis kapasitesinin ortaya konulma-
st agisindan 2009 yili Laboratuvarlar Arast Ulusal FAT Ring Test Programi basarili olarak degerlendirilmistir.

Anahtar sozciikler: Kuduz, teshis, ring test.

National inter laboratory ring test (direct fluorescent antibody test) for rabies diagnosis - 2009

Summary: Etlik Central Veterinary Control and Research Institute, Rabies Diagnosis Laboratory is the national refer-
ence laboratory for rabies. Inter laboratory ring tests are organized regularly every year by national rabies reference
laboratory. Inter laboratory ring test for rabies in 2009 samples were prepared, were submitted to diagnostic centers and
details/results/evaluations are described here. To reveal the diagnostic capacity of National FAT Ring Inter Laboratory

Arastirma Makalesi / Research Article

Test Program in year 2009 was considered successful.

Key words: Diagnosis, rabies, ring trial.

Giris

Ulkemizde kuduz hastaligmin teshisinden Tarim ve
Koyisleri Bakanligi’na bagli, Koruma ve Kontrol
Genel Miidiirliigii (KKGM) sorumludur. Ulke ge-
nelinde faaliyet gosteren 8 adet Veteriner Kontrol
ve Arastirma Enstitiisii, kuduz teshis laboratuvarin-
da, kuduz hastaliginin teshisi Diinya Saghk Orgii-
ti (WHO), Diinya Hayvan Sagligi Organizasyonu
(OIE) ve Tarim ve Kdyisleri Bakanligi’nin direktif-
lerine gore yapilmaktadir.

Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisii (EMVKAE), Kuduz Teshis Laboratuvari,
kuduz hastalig1 acisindan ulusal referans laboratu-
vardir. Kuduz teshis calismalart KKGM tarafindan
koordine edilmekte ve ulusal referans laboratuvari
her yil diizenli olarak laboratuvarlar arasi ring test
diizenlemektedir. Laboratuvarlar arasi kuduz ring
test (Kuduz FAT) ornekleri 2009 yili iginde hazir-
lanmus, teshis merkezlerine gonderilmis ve detaylar/
sonuglar/degerlendirmeler burada acgiklanmistir.

Onceki yillardan farkli olarak bu yil her la-
boratuvara birer adet numara verilmistir (LABO1-
LABO8 arasinda). Burada amag, degerlendirme

agisindan bir 6nyargi olusmasini engellemek ve esit
degerlendirmektir.

Materyal ve Metot

Test ornekleri: Test paneli 10 adet numaralandiril-
mis tiipten olusmustur.

Negatif materyal: Negatif materyal olarak 2009
yilt igerisinde Ankara ilinden EMVKAE’ye kuduz
siiphesi ile gonderilen ve hem direkt Floresan An-
tikor Teknigi (FAT) hem de deneme hayvani inoku-
lasyonu ile kuduz negatif tespit edilen koyun (Ovis
aries) izolat1 segilmistir. Bu beyin dokusu homoje-
nize edilmek sureti ile her teshis merkezi igin iiger
adet farkli numarali tliplere dagitilmis ve bu tiipler
negatif kontrol olarak kullanilmistir. Ayn1 zamanda
bu beyin dokusu pozitif materyalin diliisyonu amaci
ile de kullanilmistir.

Pozitif materyal: Pozitif materyal olarak 2009
yilt igerisinde Zonguldak ili, Caycuma ilgesinden
EMVKAE’ye kuduz siiphesi ile gonderilen ve FAT
ile kuduz pozitif tespit edilen ¢akal (Canis aureus)
izolati kullanilmistir. Pozitif materyal homojenize
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edilerek, negatif koyun beyin homojenat1 igerisin-
de log2 tabanli dilue edilmistir (1/2, 1/4, 1/8, 1/16,
1/32, 1/64 ve 1/128). Dolayisi ile materyallerin kuv-
vetli pozitiften zayif pozitif ve negatife dogru sira-
lanmasi amaglanmustir.

Kullanilan test yontemi: Teshis merkezlerinden,
ulusal ring test i¢in gonderilen test panellerini,
WHO’nun 6nerdigi metotlardan olan ve siirekli ola-
rak her yil hizmet i¢i egitim c¢aligsmasi diizenlenen
FAT (1) ile test etmeleri istenilmistir.

FAT test Prosediirii: Siipheli hayvana ait beynin
cornu ammoni’sinden alinan ince bir parca doku
kurutma kagidi iizerine konularak, isaretlendirilmis
temiz bir lamin sag ve sol tarafina ¢ok ince iki tuse
preparat yapilir.

Oda 1s1sinda kurutulan preparat -20°C’de bu-
lundurulan agzi kapakli lam kab1 (Coplin jar) i¢in-
deki asetona konulur. Preparat asetonda 4 saat tu-
tulur. Asetondan c¢ikarilan preparat kurumasi i¢in
oda 1s1sinda 5-10 dakika birakilir. Pozitif ve negatif
kontrol preparatlar1 da ayni sekilde hazirlanir. Kon-

Kuduz pozitif

jugat distile su ile iireticinin tavsiyesine gore stok
diliisyon ve ¢alisma diliisyonu olarak dilue edilir ve
testte kullanilir. Hazirlanan preparatlarin iizerlerine
konjugatin ¢alisma diliisyonundan birer damla dam-
latilir. Preparatlar alt tarafina 1slak kurutma kagidi
konularak rutubetlendirilmis petri kutularinda “U”
seklindeki baget lizerine yerlestirilir. Petrinin kapa-
&1 kapatilarak 37°C’lik etiivde 30 dakika birakilir.

Petri kutusu etlivden ¢ikarilir. Preparat petri ku-
tusunun kapagma konulur iizerine yavasca pH 7.4
olan PBS (Phosphate Buffered Saline)’den konulur
ve hemen bosaltilir. Tekrar tizerine PBS konulur ve
10 dakika bekletilir. Siire sonunda preparat bir defa
distile su ile yikanir. Meyilli bir yere konarak suyu-
nun siiziilmesi beklenir.

Preparatin sag ve sol tarafindaki doku kisim-
larina 1 damla gliserin/PBS (%90 gliserin + %10
PBS pH 7) damlatilir ve temiz birer lamelle iizerleri
kapatilir. Preparatlar floresan mikroskopta incelenir.
Pozitif ve negatif kontrol preparatlara gore sonug
degerlendirilir (Sekil 1).

Kuduz negatif

Sekil 1. FAT test prosediiriine gore hazirlanmis kuduz miispet ve menfi birer preparatin floresan mikroskop altindaki goriiniimii.

Test panellerinin saklanmasi ve nakliyesi: Pro-
sediir olarak Merkez Veteriner Kontrol ve Arastir-
ma Enstitiisii, Kuduz Teshis Laboratuvarinda teshis
asamasindan sonra saklanilmasi diisiiniilen beyin
dokulari, -80°C’de muhafaza edilmektedir. Bu ¢a-
lismada da kullanilan beyin dokular test panelleri,
hazirlanincaya ve hazirlandiktan sonra gonderilin-
ceye kadar -80°C’de muhafaza edilmislerdir. Nakli-
ye igin strafor kutular secilmis ve -80°C’den ¢ikar-
tilan paneller buz akiileri ile desteklenerek sizdir-

maz paketleme yapilmak sureti ile kargo ile teshis
merkezlerine gonderilmistir. Test panellerine kod
numarasi verilerek, laboratuvarlara génderilmesin-
de esas alinan numaralandirma sistemi Tablo 1’de
gosterilmistir.

Kontrol testleri: Hazirlanan 10 tiipten olusan test
paneli (li¢ adet negatif ve yedi adet pozitif beyin
dokusu diliisyonu) teshis merkezlerine gonderilme-
den once FAT testi (1) ile EMVKAE, Kuduz Teshis
Laboratuvarinda kontrol edilmistir. FAT ile negatif
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kontroller (3 adet) kuduz negatif olarak degerlen-
dirilmistir. Pozitif beyin dokusunun log2 tabanl
diliisyonu ile hazirlanan 7 adet diliile materyalden
172, 1/4, 1/8, 1/16 diliisyonlarma karsilik gelen
tiipler FAT ile kuduz pozitif degerlendirilmis olup

1/32, 1/64 ve 1/128 diliisyonlar ise negatif olarak
degerlendirilmistir. Bu sekilde FAT agisindan kayit
altina alan test panelleri 8 teshis merkezine gon-
derilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesi agisindan
bu kayitlar esas alinmistir (Tablo 2).

Tablo 1. Laboratuvarlar arasi ulusal FAT ring test materyal gonderim semast - 2009.

Tiip numarast

Laboratuvar

Kodu 01/09 02/09 03/09 04/09 05/09 06/09 07/09 08/09 09/09 10/09
LABO1 nk 1:4 1:16 1:32 nk 1:64 1:128 nk 1:8 1:2
LABO02 1:2 nk 1:4 1:32 1:128 nk 1:64 1:16 nk 1:8
LABO3 1:32 1:2 nk 1:4 1:64 1:16 nk 1:128 1:8 nk
LABO0O4 nk 1:32 1:2 nk 1:4 1:128 1:8 nk 1:16 1:64
LABOS 1:32 1:64 1:8 1:2 nk nk nk 1:4 1:16 1:128
LABO06 1:16 1:128 nk 1:8 1:2 1:4 1:64 nk nk 1:32
LABO7 1:16 nk 1:32 nk 1:8 nk 1:2 1:4 1:64 1:128
LABOS nk nk nk 1:16 1:64 1:2 1:4 1:128 1:32 1:8
Tablo 2. EMVKAE’de FAT ile yapilan kontrol testi sonuglari.

Kullanilan Pozitif beyin dokusunun log2 tabanl diliisyonu Negatif beyin dokusu
Test 1:2 1:4 1:8 1:16  1:32 .64 1:128  nk nk nk
FAT + 4 s 4 - = = o - -

Programa katilan teshis merkezleri: Programa
Adana Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisi,
Bornova Veteriner Kontrol ve Aragtirma Enstitiisi,
Elaz1g Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisi,
Erzurum Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitii-
sii, Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisti, Konya Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisii, Pendik Veteriner Kontrol ve Aragtirma

Enstitiisii, Samsun Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisi katilmistir.

Bulgular

Tablo 3°de test panellerine iligkin olarak teshis mer-
kezlerinden bildirilen sonuglar ve Tablo 4’te 2008,
2009 yili sonuglarinin karsilastirmasi verilmistir.



20

Un H, Tuncer S, Unal N, Aylan O. Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 21, 17 - 21, 2010

Tablo 3. 2009 yili laboratuvarlar arasi ulusal FAT ring test sonuglari

Pozitif beyin dokusunun log2 tabanli diliisyonu ve negatif beyin dokusu.

Laboratuvar

Kodu 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128  nk nk nk
LABOI - " + + - - - i § :
LABO2 - + + + - - - i § :
LABO3 = + . - + ; - i i :
LAB04 - - + - - + - i § :
LABOS - + + + ol - + - - -
LABO6 T + + + - - - - - -
LABO7 = - + . i ; _ i i :
LABOS + + + + - _ - i i i

Tablo 4. Laboratuvarlar arasi ulusal FAT ring test 2008 ve 2009 sonuglarinin karsilastirmast.

FAT 2008 FAT 2009
Laboratuvar sayi1si 8 8
Negatif kontroller sonucu %100 (64/64) %100 (24/24)
Pozitif kontroller sonucu %100 (16/16) %81.25 (26/32)

Ulusal referans laboratuvar FAT sonucuna gore
FAT ile negatif olmas1 beklenenler (Tablo 2’ye gore)

%83.33 (20/24)

Tartisma ve Sonug¢

Test panellerinin bu sekilde hazirlanmasi ile teshis
acisindan hassas bir degerlendirme yapilabilmesi
amaglanmistir. Hastaligin, Tiirkiye ac¢isindan 6nem-
li olmasi ve son yillarda bolgeler bazinda artma/ya-
yilma egilimi géstermesi nedeni ile teshis merkezle-
rinin FAT’nin kullanimi agisindan siirekli ve her an
teshise hazir halde bulunmasina, bu ring testin katki
saglayacagi kanaatine varilmistir.

Onceki yillarda hazirlanan ring test panellerin-
de hazirlanan pozitif ve negatif drneklerde beyin
dokular1 direkt olarak kullanilmistir. Hazirlanan test
panelinde ise negatif materyal yine onceki yillarda
oldugu gibi diliie edilmeden homojenize edilerek
hazirlanan beyin dokusundan olusturulmustur. Pozi-
tif materyal ise dncelikle homojenize edilip ve yine
homojenize edilen negatif beyin dokusu igerisinde
log2 tabanl seri diliisyonu yapilmistir. Burada Dr.

Thomas Miiller (National and OIE Reference Labo-
ratory for Rabies, WHO Collaborating Centre for
Rabies Surveillance and Research, Institute for Epi-
demiology, Friedrich-Loeffler-Institute, Seestr. 55,
16868, Wusterhausen, Germany) tarafindan Alman-
ya i¢in hazirlanan 2002 ve 2006 Alman Ulusal Ring
Test Programi1 esas alinmistir (2, 3). Burada amag,
materyallerin kuvvetli pozitiften zayif pozitif ve ne-
gatife dogru siralanmasi ile test merkezlerinin elde
edecegi sonuglar agisindan yiiksek oranda sensitivi-
te ve spesifite yakalanmasidir. Tablo 2°de bildirilen
sonuglar sensitivite ve spesifite hesaplanmasinda
esas almmustir. Sensitivite %81.25 ([laboratuvar-
lar tarafindan bildirilen dogru pozitif 6rnek sayisi/
toplam pozitif 6rnek sayisi (dogru pozitif+yanlis
negatif)]x100) ve spesifite %86.25 ([laboratuvar-
lar tarafindan bildirilen dogru negatif 6rnek sa-
yisi/toplam pozitif sayisi (dogru negatif+yanlis
pozitif)]x100) olarak hesaplanmaistir (4).
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Tablo 2’de belirtilen kontrol testi sonuglari ile
teshis merkezlerinin sonuglari kiyaslandiginda, tim
merkezlerin negatif kontrol 6rneklerini %100 dog-
rulukla tespit ettikleri goriilmistiir (Tablo 3 ve 4).
Bu oOrnekler agisindan yanlis pozitif sonug tespit
edilmemis olmasi fevkalade basarilidir. Karsilagtir-
mak ac¢isindan bakilirsa, 2008 ve 2009 yil1 sonugla-
r1 negatif kontroller agisindan ayni olmakla birlikte
pozitif kontrollerde kiigiik bir diisme gozlenmistir
(Tablo 4).

Pozitif beyin dokusunun log2 tabanli diliisyo-
nu ile hazirlanan 6rnekleri; dért merkezin (LABO1,
LABO02, LAB06 ve LAB08) FAT sonucunun, Tablo
2’de belirtilen sonuglara gére tam uyumlu oldugu
goriilmustiir. LABO3 1/2, 1/4 ve 1/32 diliisyonla-
rinda, LABO4 1/2, 1/4, 1/8 ve 1/64 diliisyonlarinda,
LABOS 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 ve 1/128 diliisyonlarin-
da, LABO7 1/2 ve 1/8 pozitiflik tespit etmis olduk-
lar1 saptanmusgtir.

Yanlis negatif sonu¢ 1/2 ve 1/4 diliisyon ba-
samaklarinda LABO5 ve LABO7 tarafindan tespit
edilmistir. Sensitivite ve spesifite agisindan diisii-
niildiiglinde olmamasi gereken bu durum referans
laboratuvarda hazirlik asamasinda, insan kaynakl
teknik bir hata yapilmis olunabilecegi seklinde de-
gerlendirilmistir. Yine 1/32, 1/64 ve 1/128 diliisyon-
larinda tespit edilen pozitiflikler konusunda referans
laboratuvar tarafindan bunlarla ilgili bagka bir test
yapmadigi i¢in yorum yapmakta zorluk c¢ekilmistir.
Kargo ile gonderimi takiben referans laboratuvar
tarafindan materyallerin saklama kosullar ile ilgili
bir uyart yapilmamis olmasi dolayisiyla bu mater-
yallerin teshis merkezleri tarafindan alinmalarini
takiben +4°C’de muhafaza edilme olasiligin1 ortaya
cikarmistir. Bu tiir bir muhafaza ortaminin saglan-
mis olmasi, zaten diliie edilmis olan pozitif mater-
yalden FAT ile teshis zafiyetine yol agmistir. Sonra-
ki uygulamalarimizda bu hususun dikkate alinmasi
gerekliligi ortaya konulmustur.

Ayrica test panelleri ile birlikte tim teshis
merkezlerine bir sorgulama formu gonderilmistir.
Sorgulama formlar1 teshis laboratuvarlarinca dol-
durularak referans laboratuvara iletilmistir. Formlar

incelendiginde, kuduz hastaliginin teshisi agisindan
teshis laboratuvarlarinda bir eksikligin olmadigi go-
riilmiistiir. Tlk olarak 1999 yilinda yapilan ve her yil
tekrarlanan “Kuduz Hastaliginin Teshisinde Metot
Birliginin Saglanmas1” konulu hizmet i¢i egitim
programi ile tiim teshis merkezlerinin hemen he-
men ayni FAT test protokollerini uyguladig1 ortaya
konulmustur. Bununla beraber ortak bir standart test
prosediiriiniin (SOP) izlenmesi faydali olacaktir. Bu
acidan FAT, SOP referans laboratuvar tarafindan
giincellenerek biirokratik islemlerin tamamlanmasi-
ni1 takiben dagitimi yapilacaktir.

Sonugcta teshis kapasitesinin ortaya konulma-
st acisindan 2009 Yili Laboratuvarlar Arasi Ulusal
FAT Ring Test Programi basarili olarak degerlendi-
rilmistir. Alinan sonuglara gore daha iyi bir hazirlik-
la 2010 y1li i¢in de benzer bir programin uygulan-
masinda fayda saglanacagi diistiniilmektedir.
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Referans laboratuvar, katilan tim teshis merkez-
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