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Ozet

Kuduz biitiin sicakkanli canlilarda goriilen, dldiiriici zoonoz bir hastaliktir. Bu ¢alismada Real Time PCR teknigi ile kuduz
virtisiinlin s1g1r kafasindaki lokalizasyonlar tespit edilerek, kuduz hastaliginin teshisinde Real Time PCR ile histopatoloji,
Seller boyama ve floresan antikor testi (FAT) karsilagtirildi. Caligmanin materyalini Adana Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiistine 2007-2009 yillar1 arasinda getirilen kuduz pozitif 25 adet sigir kafasi olusturdu. Real Time PCR ile kuduz oldugu
belirlenen 25 olgunun 21’inde FAT ile 11’inde Seller boyama ile 15’inde histopatolojik olarak kuduza ait bulgular tespit edildi.
Real Time PCR ile cerebellum’larda belirlenen viral niikleik asit miktarinin diger bolgelere gore daha fazla oldugu, kafanin
farkl1 bolgelerinde ve bu bdlgeleri inerve eden sinirlerin orijin yerlerinde belirlenen viral niikleik asit miktarlari arasinda pozitif
korelasyonun bulundugu belirlendi. Beyin ve beyincigin klasik yontemlerle muayeneye uygun olmadigi durumlarda Real Time
PCR'nun teshis i¢in kullanilabilecegi ve yine beyin ve beyincigin bulunamadigi durumlarda kafanin farkli bélgelerinden alinan
orneklerden Real Time PCR ile kuduz hastaliginin teshisinin yapilabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Kuduz, Sigir, Real Time PCR, Histopatoloji, Néroanatomi

Comparative Studies on the Diagnosis of Rabies in Cattle and Anatomical Localization of Rabies Virus by Real
Time PCR

Summary

Rabies is a fatal disease of all warm blooded animals. In this investigation the distribution of the rabies virus was
determined by real time PCR, and comparison of PCR against histopathology, Seller reaction and florescent antibody test for
diagnosis, was made. The material of the research was composed of 25 head of the cattle with rabies infection that was brought
to Adana Veterinary Control and Research Institute between the years 2007-2009.

All of the cases were determined viral nucleic acid by real time PCR. Eleven of them were positive by Seller, 15 were
positive by histopathologically and 21 was positive by fluorescent antibody reaction for rabies.

In this research it was observed that the amount of the viral nucleic acid was higher in cerebellum than the other parts of
the head. A positive correlation was found between the viral load on the different areas of the head and viral load on origin of

the nerves innerved these areas.

The results of this study confirmed the real time PCR can be used in cases that rabies cannot be diagnosed by routine
methods and absence of cerebrum and cerebellum.

Key Words: Rabies, Cattle, Real Time PCR, Histopathology, Neuroanatomy
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Giris

Kuduz biitin  sicakkanli  canlilarda  goriilen,
nonpurulent ensefalomyelitis, gangliondritis ve
sialoadenitis  ile  karakterize RNA  igeren
Rhabdoviridae ailesine ait Lysavirus genusu
icerisinde yer alan rabies viriisii tarafindan
olusturulan Gldiiriicii zoonoz bir hastaliktir'. Kuduz
hayvan tarafindan 1sirilmay: takiben kas dokusuna
giren viriis, 6nce kas dokusu icinde ¢ogalir, sonra
periferik sinirler araciliiyla merkezi sinir sistemine
ve oradan da hizla beyine ulasir'?. Beyinde lezyonlar
olusturan viriis, tekrar perifere dogru hareket ederek
gz, tiikiirik bezleri, deri gibi dokulara yayilir’.
Klinik bulgular sekillenmeden 6nce organlarda gok
az antijen bulunmasi nedeniyle viriisa karsi olusan
antikor cevabi zayiftir. Bu nedenle kuduzun
laboratuvar tani yontemlerinin duyarlilign klinik
belirtiler tam olarak ortaya ¢ikmadan once diisiiktiir’.
Kuduz viriisii norotrop bir viriisdiir. Bu 6zelliginden
dolay1r perifer sinirler ile merkezi sinir sistemi
arasindaki iligkiyi ortaya koymak icin cesitli
noroanatomik arastirmalarda kullanilmaktadir®**.

Kuduz hastaligmin laboratuvar teshisi; beyin,
tikiiriik bezi, kornea ve deride, Negri cisimciklerini
veya patognomonik patolojik bulgular1 gostermeye
dayali yontemlerle yapilmaktadir’. Diinya Saghk
Orgiitiiniin  (DSO) kuduz hastaliginin  teshisinde
Seller boyama, floresan antikor testi (FAT) ve fare
inokiilasyon testini (FIT) onerdigi de bilinmektedir’.

Kuduz viriisiine karst olduk¢a duyarli olmalarina
ragmen ruminantlarda Babes nodiilii olusumu ve
perivaskiiler  hiicre infiltrasyonu  sekillenmesi
karnivorlardaki kadar belirgin degildir. Kuduz
hastaligit  ruminantlarda beyinde yangisal bir
degisiklik olmadan sadece Gasser ganglionunda
ganglionéritis seklinde de ortaya cikabilir'. Kuduz
hastaliginin teshisinde en Onemli kriter olan
intrastoplazmik  inkliizyon  cisimcikleri  klinik
bulgularin yeni sekillendigi donemde olen yada
oldiiriilen hayvanlarda goriilemeyebilir®. Ayrica yash
sigirlarin  ndronlarinin  stoplazmalarinda normalde
goriilebilen  spesifik  olmayan cisimcikler de
inkliizyonlarla  karisabilir'. Kuduz hastaliginin
teshisinde Onerilen Seller boyama teknigi, FAT,
deney hayvani inokiilasyonu ve histopatoloji igin
marazi maddenin kokusmamus olmasi gerekir’.
Sayilan bu sebepler hastaligin kesin teshisini oldukca
giiclestirmektedir.

Son yillarda, molekiiler biyolojik ydntemleri
kullanarak viriis niikleik asitlerinin milyonlarca kez
cogaltilmas: temeline dayali PCR ydntemlerinin
kuduz hastaliginin tanisinda kullanilmasina ilgili
caligmalar yogun olarak siirdiiriilmekte ve bu
calismalarla birlikte arastirmacilar tarafindan kuduz
hastaliginin  teshisinde kullanilan farkli PCR

protokolleri de rapor edilmektedir”!%!12,

Karsilastirmali  ¢aligmalara  dayanarak  kuduz
hastaligmnin teshisinde PCR’un DSO tarafindan
oOnerilen teshis yontemlerine alternatif olabilecegi de
bazi arastirmacilar tarafindan bildirmektedir "-'*'".

Bu ¢alismanin amaci, tek basamakli Real Time PCR
teknigi ile kuduz virlisiniin sigir kafasindaki
lokalizasyonlarimin belirlenmesi ve cornu ammonis,
cerebellum, pons ve kafanin farkli bolgelerinden
alman dokularda viral niikleik asit miktarlarini
belirleyerek kuduz hastaliginin  teshisinde viral
niikleik asit tespitine dayali Real Time PCR yontemi
ile Seller boyama, florasan antikor teknigi ve
histopatolojik yontemlerin kargilagtirmalarini
yapmaktir.

Materyal ve Metot

Calisma materyalini Adana Veteriner ve Kontrol
Arastirma Enstitlisiine 2007 -2009 yillart arasinda
getirilen kuduz siipheli 25 adet sigir kafasi olusturdu.
Bu materyallerden 21 tanesinden fare inokulasyonu
sonucu, kokusmus olan 4 tanesinden ise real time
PCR ile kuduz hastalig1 tespit edildi. Makroskobik
muayenesi yapilan sigir kafalarinin  killart tirag
edildikten sonra regio infraorbitalisten (IFO), regio
supraorbitalisten (SPO), angulus mandibula’nin
dorsal’inden (M1) ve regio massetrica ile regio
zygomatica’nin kesisme noktasindan (M2), burun
mukozasindan (Br), regio parotidea’nin
dorsal’inden (GP1), regio parotidea’nin distalin’den
(GP2) ve konjuktiva’dan (Cn) steril  bistiiri
kullanilarak 2.5 mm c¢apinda doku 6rnekleri alindi.
Ayrica teknigine uygun olarak kafatasi acilarak'
bulbus olfactarius (BO), cornu ammonis (CO),
cerebellum (Cr) ve pons’dan (Pn) da doku ornekleri
alind1.

Seller Boyama

Kuduz siipheli sigir kafalarindan alinan 6rneklerin
tamamindan, slirme preperatlar hazirlanip oda
1sisinda kurutularak fuksin-metilen mavisi ile 4-5
saniye siire ile boyandi'. Boyanmis preparatlarm
mikroskobik muayenesinde stoplazmalari maviye
boyanan hiicrelerin icerisinde pembe-kirmizi renkte
yuvarlak veya oval sekilli cisimciklerin goriilmesi
kuduz pozitif sonug olarak kabul edildi.

Histopatoloji

Histopatolojik muayeneler i¢in alinan doku 6rnekleri
%10’luk tamponlu formalin soliisyonunda tespit
edildi. Tespit edilen dokular trimlendikten sonra
alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek parafin
bloklar1 hazirlandi. Hazirlanan parafin bloklardan 5
mikron kalinliginda alman kesitlerin  tamamu
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Hematoksilen Eozin (HE) ile boyanarak"” 151k
mikroskobunda incelendi.

Floresan Antikor Testi

Sigir kafalarindan alinan Orneklerin tamamindan,
lamlarin iki tarafina dokularin kesit yiizii bastirilarak
tuse preparatlar hazirlandi ve oda 1sisinda kurutuldu.

Kurutulan lamlar—ZOOC de 4 saat siireyle asetonda
tespit edildi. Asetondan c¢ikarilan preparatlar oda
1sisinda 4-5 dakika bekletilerek asetonu uguruldu.
Tespit edilen tuse preparatlar Giircay’in'® bildirdigi
yontem kullanilarak Etlik Merkez Veteriner Kontrol
ve Arastirma Enstitiistinden temin edilen konjugat ile
boyanarak floresan mikroskopta incelendi. Filizi
veya parlak yesil floresan veren yuvarlak veya oval
sekilli merkezine dogru parlakliklar1 azalan boyanma
alanlarmin goriilmesi kuduz pozitif sonug olarak
kabul edildi.
Real Time PCR

Real time PCR incelemelerinde pozitif kontrol olarak
ring test sonuglarma gore kuduz pozitif bulunan ve
Etlik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii
tarafindan teyit edilen doku homojenatlari kullanildi.

Real time PCR i¢in alinan doku 6rneklerinden steril
kosullarda hassas terazide 30 gr tartildi. Tartilan
dokular MagNA Lyser doku homojenizatorii
kullanilarak MagNA pure LC robotik izolasyon
cihazi ile MagNA Pure LC Total Nukleik asit kiti
(Roche; Cat. No. 03 038 505 001) kullanilarak kit
prosediirine uygun RNA izolasyonlar1 yapildi. Elde
edilen RNA lar -80 °C’de saklandu.

Primer ve problar klasik kuduz viriisiiniin
niikleoproteinlerini  tanimlayacak sekildle TMB
(TibMolBiol; Almanya) tarafindan sentezlendi.
Caligmada kullanilan primer ve problar asagida
verilmigtir.

PCR Primerler
Rabies niikleoprotein (GenBank X03673)
Forward 5' ATG TAA CACCYC TAC AATG 3'

Rewerse 5' CAA TTC GCA CAC ATT TTG TG 3'

TaqMan probe

Probe 5'-6-FAM CCC AAT TCC CGT CTA
CAT CAG TAC GC-TAMRA

Calismada uygulanan Real Time PCR
isleminde Light Cycler RNA Amplification
Hybridization Probes Kiti (Roche; Cat. No. 12 015
145 001 kullanildi. PCR reaksiyon
hacimleri 2ul (1x) Light Cycler Real Time PCR
reaksiyon mix hybridizasyon prob, 2,4 ul MgCl, (25

mM), 0,4ul (1x) Real Time PCR enzim mix, 1,6 pl
Primer 1 (7,5uM), 1,6pl Primer 2 (7,5 uM), 0,6 ul
TagqMan prob (5 uM), 10,4 pl ddH,0O ile 19 pl mix
hazirlanarak 1 pl viriis RNA’s1 eklenerek toplam 20
ul karisim  LC kapillarlara konuldu. Hazirlanan
kapillerler, LC Carosel (Roche) santrifiijde 3000 rpm
de 15 sn santrifiij edildi. Reaksiyon karisimi igeren
tipler ilk olarak cDNA sentezi daha sonra ilgili
bdlgelerin gogaltilacagi programin yazili oldugu Real
Time PCR cihazina yerlestirilmiglerdir. Real Time
PCR cihazinda 50 °C 10 dakika bekletilerek cDNA
sentezi gergeklestirildi. ilk denatiirasyon 95 °C
gergeklestirildi, takip eden 40 dongiiliik PCR i¢in;
denatiirasyon 95 °C 1 saniye, baglanma ve uzatma
islemi de 58 °C’de 30 saniye stireyle
gerceklestirildi.

Viral niikleik asit miktarlarmin belirlenmesinde
kullanilacak olan standart egrinin hazirlanmasinda
intraserebral olarak enfekte edilen fare beyninden
alman Orneklerden elde edilen Rabies viriis
RNA'sinin  spektrofotometrede  (NanoDrop ND-
1000) konsantrasyonlari belirlenerek 10'dan 10° 'ya
kadar sulandirmalar1 yapildi. Seri sulandirmalarda
belirlenen viral niikleik asit konsantrasyonlarmdan
Real Time PCR cihazinda standart egrinin
olusturulmasinda yararlanildi. Sonuglarin
degerlendirilmesi Real Time PCR cihazinin kantitatif
deteksiyon programi ile yapildu.

istatistik

Caligmada kafanin farkli bolgelerinden alinan
dokularda belirlenen viral niikleik asit miktarlar1 ile
bu orneklere ait crossing point degerleri arasindaki
iligkiler, Pearson korelasyon katsayisi ile test edildi,
tanitici istatistik olarak ortalamatstd. Standart sapma
degerleri verildi. Analizlerde SPSS for Windows
11.5 paket programi kullanildi. P<0.001 istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Real Time PCR ile kuduz viral niikleik asidi tespit
edilen 25 sigirn 21 tanesinde FAT ile (Sekil 1E), 11
tanesinde de seller boyama ile kuduza ait bulgular
tespit edildi. Konjunktivalardan hazirlanan seller
boyali preparatlarin incelenmesi sonucu sadece iki
tanesinde inkliizyon belirlenirken, FAT 6 adet
numunede kuduz pozitif oldugu goriildii. Caligmada
yirmi bir olguda cornu ammonis ve cerebellum’da
néron dejenarasyonu ve nekrozu (Sekil 1A),
perivaskiiler mononiikleer hiicre infiltrasyonu (Sekil
1B), fokal gliozis ile karakterize ensefalomyelitis
belirlendi. Cerebellum’da purkinje hiicrelerinde
belirgin olmak iizere 15 olguda beyin ve beyincikte
noronlarda intrastoplazmik yerlesimli. 2-8 mikron
biiyiikliigiinde ve eozinofilik boyanan yuvarlak oval
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yapida inkliizyon cisimcikleri dikkati cekti (Sekil
1C). Incelenen olgularin 4 tanesinde beyin ve
beyincikte otoliz belirlendi. Ug sigirmn  tiikriik
bezlerinde hiperemi ile birlikte bez yapilarinin
arasinda yogun mononiikleer hiicre infiltrasyonlaria
rastland1 (Sekil 1D).

Histopatolojik incelemelerde beyin, beyincik ve
tikriilk bezlerinden farkli olarak aliman diger
dokularda patognomonik patolojik bulgu
belirlenemedi.

Sekil 1:, Intrastoplazmik inkliizyon cisimcigi (Ok), Beyin, HE x460 (A), Perivaskiiler mononiikleer hiicre
infiltrasyonu, Beyin, HE x280 (B), intrastoplazmik inkliizyon cisimcigi, Beyincik, HE x460 (C), Mononiikleer
hiicre infiltrasyonlar1 ve hiperemi, Tiikriik bezi, HE x280 (D) Filizi veya parlak yesil floresan veren yuvarlak veya

oval sekilli inkliizyon cisimcikleri, FAT, Beyincik x 900 (E)
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Tablo 1 : Sigir kafalarmin farkli bolgelerinden ve beyin dokusunun farkli yerlerinden alinan dokularin FAT,
Seller boyama, histopatoloji ve Real Time PCR ile inceleme sonuglari

Ornegin HiSTOPATOLOJI
Geldigi Yer / FAT Seller Ensefalitis Beyinde inkliizyon Real Time PCR
Tarih co Cr Spongtori Sialoadenitis co cr

Yiiregir / 2007 + + + + - + + + +
Hassa / 2007 + + + + + + + + +
Kirikhan / 2007 + + + + - - - + +
Kozan /2007 + - + + - - - - +
Oguzeli /2007 + + + + - - + + I
Oguzeli / 2007 + - + + - - - + +
Reyhanli /2007 + - + + - - - _ +
Sincik / 2007 + + + + + + + + +
Sincik /2007 + + + + + + + + +
Siverek / 2007 + - + + - - - - +
Ceyhan /2008 + - + + - - - - +
Ceyhan /2008 - - (0} (0) - - (¢} (¢} +
Harran / 2008 + + + + - - + + +
Siverek / 2008 + + + + - - + + +
Surug /2008 + - + + - - - - +
Virangehir / 2008 + - + + - - + + +
Yiiregir / 2008 + - + + - - - + +
Yiiregir / 2008 + + + + + - + + +
Hilvan / 2009 - - (0} (0] - - [e) [o) +
Reyhanli /2009 - - (0] (¢} - - (0] (0] +
S.Urfa /2009 + - + + - - + + +
S.Urfa /2009 + - + + - - - - +
S.Urfa / 2009 + + + + - - + + +
S.Urfa / 2009 + + + + - - + + +
Siverek / 2009 - - (6] (¢} - - o) 0 +

CO: Cornu ammonis Cr: Cerebellum O: otoliz

Caligmada pozitif kontrol olarak kullanilan enfekte
fare beyninin crossing point degeri 16,16 olarak
belirlendi.  Bulunan bu degerden viral RNA
konsantrasyonu 4.48 ng olarak hesaplandi.

Cerebellum 6rneklerinden elde edilen crossing point
deger ortalamalarmm (25,09+0,9) CO, BO ve
Pons’dan elde edilen crossing point deger
ortalamalarindan daha disiik oldugu goriilmiistiir.
Cerebellum’dan elde edilen crossing point degeri ile
CO, BO ve Pn dan alinan 0Orneklerden elde edilen
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crossing point degerleri arasindaki korelasyon
arastirildiginda Cr ile CO (1=0,726, p=0,001 ), Cr ile
Pn arasmda (r= 0,909, p=0,001 ) ve Cr ve BO
arasinda  (r=0,929, p=0,001) pozitif bir
korelasyonun bulundugu belirlenmistir.

Pons orneklerinden elde edilen viriis miktarlari ile
[FO (1=0,846, p=0,001), SPO (1=0.675 p=0,001),
M1(r=0.878, p=0.001), M2 (r=0,905, p=0,001) Cn
(r:0,958 p=0,001) arasinda pozitif bir korelasyonun
oldugu saptanmistir. Regio paratodia’nin dorsalinden
(GP1) elde edilen crosing point ortalama degerinin
25,67£1,0 oldugu Regio paratodia’nin ventralin’den
alinan 6rneklerde ise 26,20+1,0 oldugu gorilmiistiir.
Pn ile GP1 (r= 0,865 p=0,001) ve GP2 (r= 0,878 p=
0,001) arasinda giiglii bir pozitif korelasyon oldugu
goriilmiistiir. BO ile M1, M2, SPO, iFO, GP1 ve G2
arasinda anlamli bir istatistiki iligki
belirlenememistir.

Calismada pons’ta belirlenen crossig point degerleri
31.65, 31.08, 32.65, 31.43 olan 4 olguda M1, M2,
SPO, IFO bélgelerinden alman o6rneklerde viriis

Dicle Univ Vet Fak Derg 2009: 2 (2): 42-50

niikleik asitleri belirlenemezken GP1 ve GP2’de
viriis niikleik asitleri saptanmistir. Bir vakada
merkezi sinir sisteminden alinan Orneklerde viriis
niikleik asitleri tespit edilmesine ragmen aymi
materyalde kafa bolgesinden alinan dokularda viral
niikleik asitlere rastlanamamistir. Kokusmus 4
olgunun iki tanesinde GP1’de, bir tanesinde GP2’de
dort tanesinde M1, M2, SPO, IFO bélgelerinde Real
Time PCR sonucu negatif bulunmustur. Bir 6rnege
ait Real Time PCR ile elde edilen amplifikasyon
egrileri sekil 2 de verilmistir.

Si1g1ir kafalarmim farkli bolgelerinden ve merkezi sinir
sisteminin farkli yerlerinden alinan dokulardan Real
Time PCR da elde edilen crosing point deger
ortalama ve standart sapmalari ile bu degerlerden
hesaplanan viral RNA konsantrasyonlar1 ve teshis
oranlari tablo 2 de verilmistir.
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Tablo 2: Sigir kafalarindan alinan 6rneklerden Real Time PCR da elde edilen crossing point deger ortalama ve
standart sapmalar1 ile bu degerlere gore hesaplanan viral RNA konsantrasyonlar: ile teshis yontemlerinin

karsilastirilmasi.
Cn SPO Br iFO M1 M2 GP1 GP2 Pn Cr BO co
26,2 26,1
26,13 40, | 27,33+ | 2693+ | 27,20+ | 25,67 | 26,20+ | 25,17 | 25,09+ 25,09 25,22

CP = St.S +0,8 +0,9 97 0,83 0.8 0,9 1,0 1,0 1,4 0,9 +0,9 +0,9
Viral Niikleik Asit
miktar1 (logaritmik
doniistriilmiis degerler) | 3.60 3.40 3.45 2.76 331 2.82 3.86 3.60 3.90 3.92 3.92 3.88
Real Time PCR
Pozitiflik Orani %96 %84 %84 %80 %84 %84 %92 %96 %100 %100 %100 %100
FAT Pozitiflik Oram %24 - - - - - %8 %38 %84 %84 %76 %84
Negri Cisimcigi
(Hematosilen Eozin) - - - - - - - - %60 %60 %40 %48
Seller Boyama
Pozitiflik Oram %8 - - - - - - - %40 %44 %32 %44

PC: pozitif kontrol Cn: konjuktiva Br : burun mukozas1 IFO: regio infraorbitalis SPO: regio supraorbitalis

M1: regio masentrica’nin angulus mandibula’nin dorsali

M2: regio masentrica ile regio zygomatica’nin kesigim

noktasindan GP1: regio parotidea’nin dorsal’inden GP2: regio parotidea’nin distalin’den Pn: pons Cr: cerebellum
BO: bulbus olfoctarius, CO: cornu ammonis CP: crossing point degeri

Tartisma ve Sonug¢

Evcil hayvanlarda gorilen kuduz olaylarindan
bunlarla i¢ ice yasayan hayvan sahiplerinin de

etkilenmesi ve hastaligin insanlara bulagsma
ihtimalinin ~ bulunmasindan  dolay1r  kuduzun
laboratuvarda hizli ve dogru teshisi insan saghigi
acisindan  6nem tasimaktadir. Cogu durumda
etkilenen bireylere koruyucu as1 uygulanip
uygulanmayacagi konulan teshisle

belirlenmektedir'®"”. Kuduz siipheli materyalde viriis
miktarmin ¢ok diisiik olmasi ya da materyalin klinik
bulgular sekillenmeden once alinmasi durumunda
rutin teshis metotlar ile teshis giiclesmekte® ve
stipheli materyalin pozitif gibi degerlendirilmesine
sebep olmaktadir. Bu durumda as1 ve karantina
uygulamasi gibi koruyucu tedbirlerin fazladan
uygulanmasina neden olmaktadir.

Ulkemizde gériilen kuduz olaylar1 incelendiginde
tespit edilen kuduz olaylarmnin %98’ nin kopek, at,
sigir ve kedi gibi evcil hayvanlarda sekillendigi, bu
vakalarin icerisinde sigirlarin 6nemli bir yer tuttugu
goriilmektedir'’. Yine sigirlarda kuduz hastahiginda
belirlenen klinik bulgularin sinirsel semptomlarla
ortaya cikan koriza gangrenoza bovum, listeriyozis,

Real time PCR otolitik dokularda FAT ve diger
yontemlere gore daha duyarli bulunmasina ragmen,
oldukca pahali cihaz altyapisit gerektirmesi ve

ketozis gibi hastaliklara benzemesi'® ve bu
hastaliklarin {ilkemizde goriililyor olmasi sigirlarda
kuduz hastaliginin kesin ve ¢abuk teshisinin dnemini
ortaya koymakta ve hastaligin biyopsi materyalinden
teshis edilebilmesi imkanlarmin arastirilmasinin
Onemini artirmaktadir.

Etkene O0zgli  niikleotidlerin  belirlenmesini
hedefleyen ve polimeraz zincir reaksiyonu esasina
dayanan molekiiler yontemlerin kisa siirede gilivenilir
taniy1 saglamalarinin yaninda en 6nemli avantajlari
otolitik ve putrefaktif dokularda da teshis imkant
sunmalaridir.  Clinkii  otolitik ve  putrefaktif
degisikliklere karsi enfeksiyoz etkenlerin niikleotid
yapilart antijenik yapilarina gore daha uzun siire
dayanikl kalabilmektedir'®. Schaf *° kokusmus yada
tespit edilmis dokularda antijenik baglanmanin
zayifladigi, bunun da FAT teshisinde sensitivitenin
diismesine sebep olabilecegini  belirtmektedir.
Calismamizda da literatiire benzer sekilde otoliz
belirlenen 4 olguda Real Time PCR ile kuduz viriisii
niikleik asitleri belirlenirken FAT ile bu vakalarda
kuduz antijenlerinin belirlenememis olmasi otolizin
FAT ile yapilacak  teshisin  duyarhiligimi
azaltabilecegini gostermektedir.

maliyeti yiiksek sarf malzemeler ile uygulaniyor

olmasi bu yontemin diger yontemlere gore en dnemli
dezavantajini olusturmaktadir.
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Kuduzun histopatolojik teshisi yangisal degisiklikler
ve  Negri cisimciklerinin  belirlenmesi  ile
yapilmaktadir. Herbivorlarda kuduz hastaliginda
goriilen histopatolojik bulgularin karnivorlara nazaran
daha zay1f sekillendigi yine sigir kuduz olaylarinin %
30’unda inkliizyon cisimciklerinin goriillemeyebilecegi
kaynaklarda belirtilmektedir®. Calismada incelenen
s1gir kafalarinin yirmi bir tanesinde cornu ammonis ve
cerebellum’da noron dejenerasyonu ve nekrozu,
perivaskiiler mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve fokal
gliozis ile karakterize nonpurlent ensefalomyelitis
belirlenirken, bu olgularin sadece 15 tanesinde
hastaligin ~ tanitict  bulgusu  olan  inkliizyon
cisimciklerinin belirlenmis olmasi, kuduz teshisinde
histopatolojik muayenenin FAT ile veya antijeni
gostermeye dayali immunhistokimyasal metotlarla
desteklenmesi gerektigi goriisiinii desteklemektedir.

Aragtirmacilar®?'  kuduz  hastaliginda  tiikriik
bezlerinde histopatolojik olarak bezlerin
intersitisyumunda mononiikleer hiicre infiltrasyonlari,
damar  dilatasyonlar1 ve  bezlerde  nekrotik
degisikliklerin bulundugunu bildirmektedir.
Caligmada incelenen ii¢ sigirda tiikriik bezlerinde
hiperemi ile birlikte bez yapilarinin aralarinda
mononiikleer hiicre infiltrasyonlarima  rastlandi.
Aragtirmada tikriik bezlerinde belirlenen
histopatolojik bulgularin kaynaklarda bildirilenlerle
uyumlu oldugu goriilmiis, ancak bezlerde gorildiigi
bildirilen nekrotik degisikliklere incelenen orneklerde
rastlanamamistir.  Saghk bakanlhigmmin kuduz teshis
yonetmeliginde™ Seller ve FAT ile muayenede negatif
olarak belirlenen vakalarin fare inokulasyonu testine
tabi tutulmas1 gerektigi belirtilmektedir. Fare
inokulasyon testi teshis siiresini uzatmakla birlikte her
vaka i¢cin en az 6 adet fare kullanilmasim
gerektirmektedir. Caligmada beyin ve beyincikten
farkli olmak {izere kafanin farkli yerlerinden alinan
doku Orneklerinde dahi virlis niikleik asitlerinin
belirlenmis olmasi Real Time PCR'in deney hayvani
kullanimmin ve fare inokulasyon testinin 6nemli bir
alternatifi olabilecegini gostermektedir.

Giizel ve Aylan® 143 Omek iizerinde yaptiklari
calismada FAT ve fare inokulasyon testinde pozitif
sonu¢ elde edilen iki 6rnekte, kuduz doku kiiltiirii
enfeksiyon testinde negatif olmasini, materyalin
kokusmus olmasma yada viriis miktarmin az
olmasindan dolay1 zay1f reaksiyon veren bu 6rneklerin
FAT pozitif kabul edilmelerine baglamiglardir.
Yapilan bu ¢alismada Real Time PCR ile siipheli
materyalde bulunan ¢ok az sayidaki etkenlerin bile
belirlenebilmesi Real Time PCR'nin dogrulama testi
olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Pons’ta viral RNA konsantrasyonlar1 ile regio
infraorbitalis, regio supraorbitalis, regio masentrica
ile regio zygomatica’nin kesisim noktasindan, regio
parotidea’nin dorsal’inden,  regio parotidea’nin
distalin’den alinan dokularda belirlenen viral RNA

konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak giiclii
bir korelasyonun olmasi, sayilan bdlgelerin
tamammm pons ve c¢evresinden® orijin alan
sinirlerin kollar1 tarafindan innerve edilmesi ile ilgili
olabilir. Benzer sekilde pons’da belirlenen viriis
niikleik asit miktarlar1 ile pons’dan orijin alan n.
trigeminus son dallarinin inerve ettigi m. masseter
bolgelerindeki (MI, M2) virlis miktar1 arasinda
pozitif bir korelasyon belirlenmis olmasi, kuduz
virlisii inokule edilerek Real Time PCR teknigi ile
inokulasyon bolgesini innerve eden motorik
sinirlerin baglantili olduklar1 merkezi sinir sistemi
kisimlariin tespit edilebilecegini gostermistir. Bu
diisiinceyi destekleyen, floresan isaretli kuduz viriisii
kullanilarak perifer sinirler ile merkezi sinir sistemi
arasindaki fonksiyonel iligkiyi ortaya koymak iizere
yapilan farkli arastirmalar bulunmaktadir’™. Bu
calismada merkezi sinir sisteminden alinan
dokularda belirlenen viriis niikleik asit miktarlar1 ile
kafanin farkli bolgelerinden alinan dokularda
belirlenen virlis niikleik asit miktarlar1 arasinda
belirlenen pozitif korelasyonlar Real Time PCR’in
fonksiyonel ndroanatomi caligmalarinda
kullanilabilecegini gostermektedir.

Viriisiin  kas dokusunda ve i¢ organlarda
bulunabilecegini ifade eden farkli ¢alismalar
bulunmaktadir’**?’.  Ancak  kuduz viriisiiniin
organlarda ve organlarin farkli boélimlerindeki
yogunlugunu gosteren literatiir bilgisine
rastlanilamamistir. Bu ¢alisma ile kuduz viriisiiniin
merkezi sinir sistemi organlarinda ve kafanin farklh
boliimlerindeki konsantrasyonlart Real Time PCR ile
ortaya konulmustur. Calismada IFO, M1 ve M2
hesap edilen viriis niikleik asit miktarinin diger
Orneklerden daha diisiik oranda belirlenmesi bu
bolgelerde bulunan sinir dokusunun yogunlugu ile
ilgili olabilir. Yine tiikkrik bezinde belirlenen viral
niikleik asit miktarlarinin beyin ve beyincikten alinan
dokularda hesap edilen miktarlara yakin olmasi,
arastirmacilarin® belirttigi kuduz viriisiiniin sinir
dokular1 kadar tiikriik bezlerine de affinite gosterdigi
gorisiinii desteklemektedir.

Sonu¢ olarak bu calismada, tek basamakli Real
Time PCR teknigi ile kuduz virisiinin sigir
kafasindaki topografik dagilimu tespit edilerek, cornu
ammonis, cerebellum ve pons’dan alinan dokular ile
kafa bolgesinin farkli yerlerinden alinan dokularda
viral niikleik asit konsantrasyonlari belirlenerek
kuduz hastaliginin teshisinde Real Time PCR ile
Seller boyama, floresan antikor teknigi ve
histopatolojik yontemlerin karsilagtirmalar1 yapilmis
ve sinir dokusunun bulunamadigi durumlarda kafa
bolgesinden almacak farkli dokularin veya biyopsi
materyallerinin Real Time PCR ile hastaligin
teshisinde kullanilabilecegi kanisina varilmistir.
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