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KUDUZ HASTALIGININ TESHISINDE POLIMERAZ ZINCIR
REAKSIYONU

“Polymerase Chain Reaction in the Diagnosis of Rabies”
Hikmet UN™ Feray ALKAN™

OZET

Bu ¢alismada, kuduz hastaligimin teshisinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) tekniginin
kullamm olanaklarunn arastirilmast amaglandr. Toplanan materyallerin Floresan Antikor Teknigi
(FAT) ile kontrolii sonu¢lart heminested RT-PCR testinden elde edilen sonuglar ile karsilastirildi.
Ayrica kokusmus materyallerden heminested RT-PCR ile kuduz hastaligimn teshisi olanagr arasti-

rild.

Calismada 83 adedi FAT ile degerlendirilebilen ve 30 adedi de kokusmus olmalar: nedeni ile
FFAT ile degerlendirilemeyen toplam 113 adet degisik hayvan tiiriine ait beyin érnegi kullanildi.
FAT ile degerlendirilebilen 83 materyalden 80 adedi kuduz yoniinden miispet, 3 adedi ise kuduz yo-
niinden menfi idi. Bu materyaller Tarim ve Kéyisleri Bakanligina bagli  kuduz ieshis

luboratuvarlarindan temin edildi.

FAT ile miispet degerlendirilen 80 materyalden 49 (% 61,25) adedinde RT-PCR ile viral
niikleik asit tespit edilirken, heminested RT-PCR ile tamaminda (% 100) viral niikleik asit saptand.
FAT ile menfi olan 3 adet materyalde RT-PCR ve heminested RT-PCR ile de viral niikleik asit tespit
edilmedi. 30 adet kokusmus matervalden 4 adedinde RT-PCR ile viral niikleik asit (%13.33) ve 6
adedinde de heminested RT-PCR ile viral niikleik asit (% 20) tespit edildi. Heminested RT-PCR ile
viral niikleik asit tespit edilen bu 6 materyalden 3 adedi Istanbul Pendik Veteriner Kontrol ve Aras-
nrma Enstitiisiinden temin edilen, diger 3 adedi de Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisiinde agt tiretimi ve deneysel ¢alismalarda kullanilan hayvanlara ait beyinlerdi. Deneysel
amaglarla kullanilanlar ve kuduz virusu ile enfekte edilmis olan hayvanlar (3 adet) harig tutulacak
olursa kokusmus materyallerdeki RT-PCR ve heminested RT-PCR pozitiflik oranlart surasi ile % 3.7
(1/27)ve % 11,11 (3/27) olarak belirlend.
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SUMMARY

In this study, the probability of the use of the PCR technique for the diagnosis of rabies was
investigated. The collected specimens were examined using the FAT and the results were compared
with the ones that were obtained from the heminested RT-PCR test. Furthermore, it was investi-

guated the diagnosis of rabies in the decomposed specimens using the heminested RT-PCR.

In this study, 83 brain specimens to evaluate using FAT and 30 decomposed materials not 1o
evaluate using FAT belonging to various animal species totally 113 brain specimens were used. 80
of these specimens were found to be positive using FAT while 3 of them being negative using I'AT.
All of these specimens were obtained from the rabies diagnosis laboratories belonging to the Minis-

iry of Agriculture and Rural Affairs.

Among the 80 specimens that were found to be positive using FAT, 49 of them were deter-
mined to be positive using RT-PCR (61,25%) while all of these 80 specimens were found to be posi-
tive using heminested RT-PCR (100 %). The 3 specimens that were found to be negative using FFAT.
all of them were found to be negative using RT-PCR and heminested RT-PCR. 4 of the 30 decom-
posed brain specimens were determined to be positive (13,33%) using RT-PCR and 6 of them found
10 be positive using heminested RT-PCR. If the results of the brain specimens that have been used
for experimental purposes and animals that have been injected with rabies virus (3 animals) are ex-
cluded, these rates are 3,7% and 11,11% respectively in the decomposed materials. Among the 6
decomposed specimens were found to be positive using heminested RT-PCR, 3 of them were ob-
tained firom the Istanbul Pendik Veterinary Control and Research Institute, the other 3 of them were
used for experimental purposes and vaccine production in Etlik Central Veterinary Control and Re-

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

insan maruz kalma sonrasit asilanmaktadir

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

Kuduz hastaligi, bazi ada iilkeleri ve siki
karantina, kontrol programlarinin uygulandig
birkac iilke hari¢ tutulacak olursa, giiniimiizde
tim diinyada insanlar1 tehdit etmeye devam
etmektedir (13). Kuduz virusu tiim sicakkanli
hayvanlar1 enfekte edebilme yetenegine sahip-
tir (2, 3. 12). Ne yazik ki Pasteur’iin maruz
kalma sonrasi basarili bir tedavi géstermesinin
iizerinden 100 yildan fazla bir siire gegmesin-
den sonra, Diinya Saghk Orgiitiiniin (WHO)
1998 yilinda yaymnlanan raporuna gore kuduz-
dan yillik 6ltim sayis1 60 000°dir ve 50 milyon

rafindan bildirildigine gore yayimnlanan bu ra-
kamlar gercek rakamlarin sadece kiiciik bir
pargasidir. 1989 yilinda Hindistan’da 288 vaka
bildirilmisken, gayri resmi olarak gercek ra-
kamin 25 000 ya da daha fazla oldugu bildi-
rilmektedir (16). WHO tarafindan 1992 yilinda
Diinya ¢apinda yapilan survey sonuclarina go-
re sekillenen vakalarin % 97°si Asya kitasin-
dadir (23). Afrika ve Asya’da belirli tilkelerde
yapilan karsilagtirmali istatistik hesaplamalara
gore, 1.000.000 insan ve 100.000 hayvan esas
alindiginda, her 2.500 insan tedavisinde yillik
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ortalama 4 insan ve 60 kopek 6limi sekillen-
mektedir (4). Kuduzdan olenlerin tamamina
yakin bir kismi, diinya niifusunun yaklasik
%75 inin yasadigi tropik bolgelerde olmakta-
dir (16).

[Ik zamanlardan giiniimiize teshisin ko-
layca konulmasi amaci ile kuduzun insan ve
hayvanlardaki klinik belirtileri gézlemlenmis
ve kaydedilmistir. Kuduzda klinik semptomlar
bircok olguda karakteristik olmasindan dolay:
teshiste olduk¢a yardimeidir (7, 16). Kesin
teshis sadece laboratuvar muayeneleri ile yapi-
labilir (5, 7. 9). Son yillarda, hiicre kiiltiiri
teknolojisinde, immiinokimyasal ¢alismalarda
ve periferal sinirlerin ve dokularin kuduzun
teshisi icin kullanilmasinda 6nemli gelismeler
olmustur. Monoklanal antikor teknolojisindeki
gelismeler ile kuduz ve kuduz benzeri
viruslarin ayrilmalar saglanabilmistir. Bir ¢ok
gelismis tilkede temel rutin teshis metodu ola-
rak FAT ve deneme hayvani veya hiicre kiiltii-
riine inokulasyon yontemleri kullanilmaktadir.
Ancak bunun yaninda cesitli neden ve zorluk-
lardan dolay1 farkli metotlar da kullanilabil-
mektedir. Cizelge 1.’de kuduzun teshisinde

kullanilan yontemler verilmistir (24).

Kuduzun laboratuvarda cabuk teshisi,
kuduz bir hayvan tarafindan isirilan insanlarin
acisindan ¢ok

tedavilerinde izlenecek yol

Cizelge 1. Kuduzun teshisinde kullanilan yontemler (24).

onemlidir (6). Ayrica salgin hastaliklarin kont-
rolii ve gozetimlerinden sorumlu saghk yetkili-
leri i¢in de biiyiik 6nem tasimaktadir (6, 20).

Son 40 yilda kuduzun teshisinde 6nemli
gelismeler olmustur. Histolojik olarak Negri
cisimciklerinin tespiti yerine FAT rutin kulla-
bulmustur. Deneme hayvani
inokulasyonu (MIT) ve doku
inokulasyon yontemleri (RTCIT) ile virus izo-

lasyonu ise daha fazla ve kapsamli etyolojik

nim alani
kiltirine

calismalara imkan vermistir. RTCIT virus izo-
lasyonunu ortalama 1 giine indirmistir. Bu du-
rum RTCIT’yi konfirmasyon testi yapmistir.
Sonralari Rapid Rabies Enzyme
Diagnosis (RREID) gelistirilmistir (21). Ermi-
ne ve ark. (11), Dot-Hibridizasyon teknigini
kullanarak spesifik kuduz virusu DNA’sini

[mmuno

deneysel ve saha calismalarinda tespit etmis-
lerdir. Ermine ve ark. (11) bu teknigin belirli
saha ve laboratuvar sartlarinda kuduzun teshisi
icin alternatif bir metot olabilecegini bildirmis-
lerdir. Sacramento ve ark. (21) kuduz virusu
ile ilgili epidemiyolojik calismalar ve teshis
calismalarinda kullanilmak tizere hizl, gliveni-
lir ve spesifik bir Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) yontemi gelistirdiklerini agiklamislar-
dir. Takip eden yillarda kuduz teshisi ve mole-
kiiler epidemiyoloji konularinda c¢aligmalar

yogunlasarak devam etmistir.

Doku cinsi Taze dokudan

Fikse edilmis dokudan

Beyin (CNS) Histopatoloji, Elektron Mikroskopi,

Dot-Hibridizasyon*

FAT, Fare inokulasyon, Doku Kiiltiiri inokulasyon.

Enzimatik Baglanma Esasli Testler, RT-PCR*,

FAT, Elektron Mikroskopi,
Enzimatik Baglanma Esash
Testler, RT-PCR*

Tiikiiriik bezi | FAT

Elektron Mikroskopi

Tiikiiriik

Fare Inokulasyon, Doku Kiiltiirii Inokulasyon,

RT-PCR*
Cornea FAT _
Deri FAT :

* Cizelgeye Ermine ve ark. (11), Whitby ve ark. (25), David ve ark. (8) ve Kulonem ve ark.’nin (17)

yaptigi ¢alismalar dikkate alinarak ilave edilmistir.



Kuduz Hastaliginin Teshisinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu - UN, ALKAN

Bu calismada farkli disiplinlerde basari
ile kullanilmakta olan RT-PCR’n, kuduz has-
taliginin teshisinde kullanim olanaginin arasti-
rilmasinin yani sira, 6zellikle kokusmus ma-
teryallerde bu yontemin uygulanabilirliginin
arastiritlmasi hedeflenmistir.

Bu arastirma, Tirkiye'de kuduz hastali-
ginin tanisinda RT-PCR yonteminin kullanil-

dig1 ilk ¢alismadir.

GEREC VE YONTEM

Gereg
1. Beyin Numuneleri

Calisma materyalini, kuduz yo6niinden
teshis amaci ile Etlik Merkez Veteriner Kont-
rol ve Arastirma Enstitiisii ve Tarnim ve
Koyisleri Bakanligina bagl diger kuduz teshis
laboratuvarlarina (Pendik-Istanbul, Bornova-

(izelge 2. Calismada kullamilan materyallerin illere ve hayvan tiirlerine gore dagilunlart.

[zmir, Erzurum, Bursa, Antalya) gonderilen,
degisik hayvan tiirlerine ait 99 adet beyin nu-
munesi ile Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve
Aragtirma Enstitiisiinde ag1 tiretimi. ag1 kontro-
lii ve deneysel ¢alismalarda kullanilan. tiimii
kuduz virusu ile enfekte edilmis 7 kopek. 4
tavsan ve 3 keciye ait toplam 14 beyin mater-
yali olusturdu (Cizelge 2). Kullanilan 113 be-
yin materyalinden 83 adedinin FAT ile deger-
lendirilebilir, 30 adedinin ise kokusma nede-
niyle FAT ile degerlendirmeye elverissiz nite-
likte oldugu belirlendi.
2. Hiicre Kiiltiirii

CVS-11 (Challenge Virus Standard-11)
susunun tretilmesinde. Etlik Merkez Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Kuduz Teshis
BHK-21

Laboratuvar: stoklarinda bulunan

hiicre kiilttirti kullanildi.

izmir | istanbul | Bursa | Antalya | Ankara | Ankara“ NToplamK
Kopek | 14 19 13 7 53
PR k[ 2 [l 1 7 5
Sigir N 2 4 12 18
© K
P N | 1
Kedi K ; 4 :
N 3 5
Koyun K
N N 5 3
Tilki K [ ]
N 3 3
Tavsan K ] :
: N l "
Keci K : ;
N ] ]
Hams
[amster K
. N I I
Sansar
ansar K
Toplam 2 28 26 2 41 14 83 30
G.Toplam 99 11 7i3

N : FAT ile test edilen materyaller. K :

FAT ile test edilemeyen kokusmus materyaller

“ Deneysel ve asi tiretim amaci ile Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisiinde kul-

lanilan hayvanlara ait beyin materyali.
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3. Kontrol Virusu

BHK-21 hiicre kiiltiirtine adapte CVS-11
susu kullanildi. CVS-11 susu Etlik Merkez
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Ku-
duz Teshis Laboratuvarindan temin edildi.

4. Oligoniikleotid Primerler

Arastirmada, pozisyon ve dizinleri asa-
gida bildirilen ve biitlin kuduz viruslarinin N
eenini tanimak tizere dizayn edilen primerler

S

(Sekil 1.) kullanildi (14).

Sekil 1. Primerlerin N geni tizerindeki pozisyonlart (14).

konjugat Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitiistinden temin edildi.

Floresan mikroskopta pozitif kontrol
preparati ile karsilagtirmali olarak yapilan de-
gerlendirme sonucunda, grimsi yesil doku
icinde buytkli, kiiciikld, filizi yesil renkte,
floresan veren cisimlerin tespit edildigi prepa-
ratlar miispet olarak degerlendirildi. Bu cisim-
ler oval veya yuvarlak etraf1 parlak yesil. mer-
kezine dogru parlaklig1 azalan yapilar seklinde

tespit edildi.
it L
../ =B

11 832Kh

l R4 R5R6 R1,R2,R3

35-73 617-636  641-660
Primer Dizin Pozisyon
F -JWI12 5- ATGTAACACC(C/T)CTACAATG -3° 55-73
R1-JW6 (DPL) 5°- CAATTCGCACACATTTTGTG-3" 660-641
R2 - JW6 (E) 5°- CAGTTGGCACACATCTTGTG-3° 660-641
R3 - JW6 (M) 5'- CAGTTAGCGCACATCTTATG-3’ 660-641
R4 -JW10 (DLE2) 5°- GTCATCAAAGTGTG(A/G)TGCTC-3° 636-617
R5-JW10 (MEI) 5'- GTCATCAATGTGTG(A/G)TGTTC-3" 636-617
R6 - JW10 (P) 5°- GTCATTAGAGTATGGTGTTC-3° 636-617

Bu primerler ile primer RT-PCR reaksi-
yvonu sonunda 606 bp. heminested RT-PCR re-
aksiyonu sonunda ise 582 bp tirlin gézlenmesi
hedeflendi.

Yéntem
1. Floresan Antikor Teknigi (FAT)

Bu test Dean ve ark. (10) tarafindan bil-
dirilen yonteme gore yapildi. Testte kullanilan

1
n

2. RT-PCR ve Heminested RT-PCR

Heminested RT-PCR reaksiyonu Heaton
ve ark. (14) tarafindan bildirilen y6nteme gére
yapildi. Cizelge 3.°de calismada kullanilan

yontemin asamalar1 gosterildi.

Sonuclar UV  transillumunatér  (UVP.
USA) iizerinde degerlendirilerek fotogratlama
(Polaroid GelCam. UK) RT-PCR
amplifikasyonu sonucunda 606 bp. heminested

yapildu.
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Cizelge 3. Heminested RT-PCR i asamalar: (14).

Asamalar | Yapilan ¢calisma

1. agsama Materyallerden RNA ekstraksiyonu

2. asama RNA’lardan cDNA larin sentezlenmesi (reverse transcription)

3. asama RT-PCR amplifikasyonu

4. asama RT-PCR amplifikasyon sonuglarinin degerlendirilmesi (agaroz jel elektroforez ve
fotograflama)

5. agama Heminested RT-PCR amplifikasyonu

6. asama Heminested RT-PCR amplifikasyon sonuglarmin degerlendirilmesi (agaroz jel
elektroforez ve fotograflama)

RT-PCR amplifikasyonu sonucunda 582 bp
bolgelerinde spesifik bantlarin  sekillenmesi
beklenildi (14).

BULGULAR
1. Floresan Antikor Testi Sonuclari

Calisma materyalini olusturan degisik
hayvan tiirlerine ait 113 adet beyin numune-
sinden, kokusma nedeni ile FAT ile test edil-
meye uygun olmayan 30 unun haricindeki 83
adedi FAT ile kuduz virusu yoniinden test
edildi. Bunlardan 80 adedi FAT ile pozitif, 3
adedi de FAT ile negatif olarak saptandi.

2. RT-PCR ve Heminested RT-PCR
Sonucglari

Calismada kullanilan 113 materyalden
53 adedinde RT-PCR ile ve 86 adedinde de
heminested RT-PCR ile viral niikleik asit tes-
pit edildi (Cizelge 4.).

WHO’nun kuduz hastaliginin teshisi i¢in
onerdigi FAT ile degerlendirilen 83 materyalle
ilgili RT-PCR ve heminested RT-PCR sonuc-
lart FAT ile karsilastirmali olarak degerlendi-
rildiginde; FAT ile kuduz miispet degerlendiri-
len 80 materyalden 49 adedinde (% 61.25) RT-
PCR ile tamaminda da (% 100) heminested
RT-PCR ile viral niikleik asit saptandi (Cizel-
ge 4.). FAT ile kuduz virusu yoniinden negatif
olarak degerlendirilen 3 materyal ise RT-PCR
ve heminested RT-PCR ile de negatif olarak
degerlendirildi.

FAT ile degerlendirilemeyen 30 adet ko-
kusmus beyin materyalinden 4 adedinde (%
13,33) RT-PCR, 6 adedinde de (% 20)
heminested RT-PCR ile viral niikleik asit sap-
tandi. RT-PCR ile viral niikleik asit tespit edi-
len 4 materyalin tiimii heminested RT-PCR ile

de ayn1 sonucu verdi (Cizelge 5.).

Cizelge 4. Test edilen materyallerin FAT ile karsilastirmali RT-PCR ve heminested RT-PCR sonuglart.

Tiir Materyal FAT Sonuclar: RT- PCR Hl:?nl])ecsg:d
Sayisi — . . -
Pozitif Negatif | Elverissiz Pozitif Pozitif
Sigir 18 18 - - 8 18
Tilki 3 2 - 1 - 2
Kopek 74 45+7¢ | 21 36 55
Kedi 6 1 - 5 - 1
Hamster 1 - | - - -
Tavsan 4 3¢ - I 4 4
Sansar 1 - | - - -
Kegi 3 1 - 2 3 3
Koyun 3 3 - - 2 3
Toplam 113 69+11"° 3 27+3"° 53 86

“ Deneysel ve agl iiretim amacr ile kullanilan hayvanlar.
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Cizelge 5. FAT ile pozitif materyallerin RT-PCR ve
heminested RT-PCR sonuglari

.| FaT | RT-POR | Hemumestd
Tiir .. sy RT-PCR
Pozitif | Pozitif B
Pozitif
Sigir 18 8 18
Tilki 2 - 2
Kopek 45+7 36 52
Kedi 1 - |
Hamster - - -
Tavsan 3 3 3
Sansar - - -
Keci 1 1 1
Koyun 3 2 3
a 49 80
Toplam | 611" | ) o1 35 (% 100)

“ Deneysel ve asi iiretim amaci ile kullanilan hayvan-
lar.

Heminested RT-PCR ile kuduz virusuna
spesifik niikleik asit varligi saptanan 6 kokus-
mus materyalden 3 adedi kuduz y6niinden tes-
his amaci ile laboratuvara (Pendik-Istanbul)
gonderilen beyinlerdi. Diger 3 adedi ise Etlik
Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Ensti-
tiistinde kuduz as1 tiretimi, kontrolii ve deney-
kuduz

sel amacgh c¢alismalarda kullanilan

virusu ile enfekte edilmis hayvanlara ait beyin
materyali idi. Deneysel enfekte edilmis bu 3
hayvanin (1 tavsan, 2 keci) 6liimlerinden 24~
48 saat sonra cikartilan beyin materyalleri ko-
kusmus olduklarindan FAT ile test edilememe-
lerine ragmen bu hayvanlarin kuduz virusu ile
enfekte edilmesinden dolayr kuduzdan &ldiik-
leri ve beyinlerinde kuduz virusunun bulundu-
gu bilindiginden, RT-PCR ve heminested RT-
PCR’mn kuduz hastalig: tanisinda kullaniminin
“kuduz

niikleik asidi yoniinden pozitif™ materyal ola-

glivenilirliginin incelenmesinde
rak degerlendirildi. Bu materyallerin tiimiinde
heminested RT-PCR ile viral niikleik asidin
saptanmasi, heminested RT-PCR’mn kokusmus

materyallerde giivenle kullanilabilecegini or-

taya koydu.

Kokugmanin heminested RT-PCR’da
nonspesifik reaksiyon olusturup olusturmadig:
incelenebilmesi icin ise FAT ile negatif tespit
edilen beyinlerden birisinden alinan 10 adet
par¢a, kokusma olusturulabilmesi ve farklr sii-
releri (1. - 10. giin) takiben laboratuvara ulasan
materyallerde heminested RT-PCR"in kullani-
labilirliginin arastirilmasi amaci ile 37°C’de
inkube edildi. Bu 10 adet beyin parcasindan
her giin bir adedi etiivden alinarak heminested
RT-PCR ile test edildi. 10 adet beyin 6érneginin
tamami hem RT-PCR ve hem de heminested
RT-PCR ile negatif tespit edildi.

Kuduz tanist amact ile
laboratuvara gonderilen ve kokusma nedeni ile
FAT ile degerlendirilemeyen 27 adet beyin
materyalinin RT-PCR ve heminested RT-PCR
ile kuduz niikleik asidi yontinden pozitiflik
oranlan ise sirasi ile % 3.7 (1/27) ve % 11.11

(3/27) olarak saptand: (Cizelge 6.).

hastaliginin

Cizelge 6. Kokusmugs materyallerin RT-PCR ve
heminested RT-PCR sonuglari

) Materyal RT- PCR Heminested
Tiir | Sayisi .. RT- PCR Po-
. Pozitif o
A B zitif
Tilki | - -
Kopek 21 3
Kedi 5 - -
Tavsan | | |
Keci 2 2 2
27 1(% 3,7) 3 (% 11,11)
Toplam /2 3 (% 100) 3 (% 100)
Genel 4 (% o 5
Toplam 2l 13,33) & (V2]

A: Deneysel ve as! tiretim amaci ile kullanilan hayvan-
lara ait beyin materyali
B: Teshis amact ile laboratuvarlara gonderilen hayvan-
lara ait beyin materyali
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RT-PCR
jel

Kuduz
amplifikasyon
elektroforez islemine tabi tutulmasi ile 606 bp,
heminested RT-PCR amplifikasyon {iriiniiniin
agaroz jel elektroforez islemine tabi tutulmasi
ile de 582 bp bolgelerinde spesifik bantlarin
olustugu gorildi (Sekil 2.)

miispet  olgularda,

trintniin agaroz

600 bp
500 bp

3 4 56 7 8 9 10 111213

Sekil 2. RT-PCR ve heminested RT-PCR iiriinlerinin
degerlendirilmesi. 1 no. RT-PCR deneme kokusmus
materyal, 2 no. RT-PCR materyal, 3 no. RT-PCR ma-
teryal, 4 no. RT-PCR kokusmus materyal, 5 no. RT-
PCR negatif kontrol (distile su), 6 no. RT-PCR pozitif
kontrol (CVS-11), 7 no. heminested RT-PCR deneme
kokusmus materyal, 8 no. heminested RT-PCR mater-
yal. 9 no. heminested RT-PCR materyal, 10 no.
heminested RT-PCR kokusmus materyal, 11 no.
heminested RT-PCR negatif kontrol (distile su), 12 no.
heminested RT-PCR pozitif kontrol (CVS-11), 13 no.
100bp DNA merdiveni.

TARTISMA

Hemen her kuduz olayindan bir insanin
etkilenmesi olasiligi bulunmasindan dolay:
kuduzun laboratuvarda ¢abuk ve dogru teshisi
insan sagligr agisindan ¢cok 6nem tasimaktadir.
(Cogu durumda etkilenen bireylere koruyucu
as1 uygulanip uygulanmayacagi konulan tes-
hisle belirlenmektedir (6, 20). FAT nin gelisti-
rilmesi ve bu testin kuduzun teshisinde kulla-
nilmaya baslanilmasi ile teshis laboratuvarlari
biiytik bir rahathiga kavusmuslardir. Halen

WHO kuduzun teshisi i¢in FAT in en énemli

ara¢ oldugunu belirtmektedir. Bunun yaninda
WHO kuduzun teshisi agisindan histopatolojik
boyama yontemleri ve deneme hayvanina
inokulasyonu da 6nermektedir (28).

Kuduz stipheli materyallerde virus mik-
tariin ¢ok diisiik olmasi durumunda rutin tes-
his metotlari ile teshis ¢ok zor olmaktadir (18).
Bu amagla c¢esitli amplifikasyon yontemlerin-
den yararlanilmaktadir. Nitekim son yillarda.
biyokimyasal yontemleri kullanarak virus
niikleik asitlerinin milyonlarca kez cogaltilma-
st temeline dayali PCR yontemlerinin kuduz
hastaliginin tanisinda kullanilmasina ilgili ca-
lismalar olduk¢a yogun diizeyde stirdiirtilmek-
tedir.

Bir ¢ok arastirici (8, 14, 21. 25, 27). kar-
silagtirmali ¢alismalara dayanarak kuduz has-
taliginin  tanisinda heminested RT-PCR’mn
WHO tarafindan onerilen teshis yontemlerine
alternatif olabilecegi bildiriminde bulunmus-

tur.

Bu calismada, kuduz virusu yoniinden
WHO tarafindan 6nerilen FAT ile miispet ola-
rak degerlendirilen toplam 80 materyalden 49
(% 61.25) adedinde RT-PCR, 80 (% 100) ade-
dinde de heminested RT-PCR ile viral niikleik
asit tespit edilmistir. FAT ile negatif olan 3
adet materyal ise hem RT-PCR ile hem de
heminested RT-PCR ile negatif tespit edilmis-
tir. FAT pozitif ve negatif materyallerden elde
edilen heminested RT-PCR sonuglarmin FAT
ile tam bir (% 100)
heminested RT-PCR’in kuduzun teshisinde
giivenle kullanilabilecegini ortaya koymakta-
dir.

uyum gostermesi.

Kamolvarin ve ark. (15) 210 adet mater-
yali FAT, fare inokulasyonu ve nested RT-
PCR ile karsilastirmali test ettiklerini bildir-
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mektedirler. Kamolvarin ve ark. (15), nested
RT-PCR ile elde ettikleri verilerin FAT ve
MIT ile bulunan sonuglar1 destekle: nitelikte
oldugu vurgulayarak, materyal akisi yogun
laboratuvarlarda FAT i¢in konfirmasyon testi
olarak nested RT-PCR’in kullanilabilecegini
belirtmektedirler. Yine Kamolvarin ve ark.
(15) bu yontemi FAT konfirmasyonunda kendi
laboratuvarlarinda MIT yerine kullanilmasini
planladiklarini ve bu sekilde maruz kalma son-
rasi asilamalarda tasarruf saglamak istedikleri-
ni 6zellikle vurgulamaktadirlar. Whitby ve ark.
(25) tarafindan yapilan bir diger calismada ise
kuduz ve kuduzla ilgili viruslarin hizli teshisi
acisindan heminested RT-PCR ve PCR-ELISA
tekniklerinin karsilastirildigi, ¢alisilan 60 or-
negin tamaminin heminested RT-PCR ile tes-
edilebildigi bu kuduz
virusuna ait 6 genotipi temsil ettigi bildiril-
mektedir. Whitby ve ark. (25) tarafindan her
iki test ile orneklerin tamami kuduz pozitif

pit ve orneklerin

olarak degerlendirilmis. farkli sulandirmalarin
teshiste karsilastirilmasi1  sonucunda PCR-
ELISA'nin heminested RT-PCR’dan 100 kat
daha hassas oldugu belirtilmistir. David ve ark.
(8) Israil’de 20 yasinda bir askere, 7 yasindaki
bir kiza ve 58 yasindaki bir erkege ait salya
orneklerinden heminested RT-PCR ile kuduz
tespit ettiklerini  bildirmektedirler. Her {i¢
olayda da hastalar hayatta iken teshis konuldu-
gu arastirmacilarca ifade edilmektedir. David
ve ark. (8) tarafindan, heminested RT-PCR’1n
kuduzun teshisi agisindan oldukca duyarli bir
test oldugu, bu tip siipheli vakalarda teshis ya-
pilabilmesi ile hastane ortaminda siipheli hasta
ile minimum temasin saglanmasi yoéniinden
onemli oldugu vurgulanmaktadir. Goriildiigii
tizere, kuduzun teshisi acisindan RT-PCR.
nested RT-PCR yada heminested RT-PCR’1n

oldukea kullanisgli, giivenli, duyarli ve hizli ol-
dugu farkli arastiricilarca ortaya konulmakta-
dir. Arastiricilarca (8, 15, 25, 26) tespit edilen
sonug ve tavsiyeler bu calismadan elde edilen
veriler ile de desteklenmistir.

Bir¢cok calismada. FAT ile nested RT-
PCR ve heminested RT-PCR arasinda ytiksek
uyum bildirilmis olmasina karsm, FAT ve RT-
PCR’1n karsilastirilmali olarak kullanildig: ca-
lismalarda farkli sonuglar bildirilmistir (8. 14.
25). Sacramento ve ark. 21) tarafindan yapilan
bir ¢alismada da RT-PCR, FAT ve RTCIT ara-
sinda, Kulonen ve ark. (17) tarafindan yapilan
bir calismada Carnoy solusyonu ve parafinle
bloklanmis 24 adet beyin dokusunda FAT ile
RT-PCR arasinda ve Heaton ve ark. (14) tara-
RT-PCR

benzer

yapilan  ¢alismada ve
heminested RT-PCR

sensitivite ve spesivite tespit edildigi bildiril-

findan
arasinda

mistir. Buna karsin Kulonen ve ark. (17) tara-
findan yapilan calismada farkli bir primer seti
kullanilmak sureti ile yapilan RT-PCR ile
FAT nin karsilastirilmasi sonucu iki yontem
arasinda % 67 oraninda uyum belirlendigi bil-
dirilmektedir. Bu ¢alismada da FAT ile kuduz
yoniinden pozitif olarak saptanan materyaller-
den yalnizca % 61,25°inde RT-PCR ile viral
niikleik asit tespit edilebilmistir. Bu noktada
RT-PCR’da kullanilan JW 12 ve JW 6 primer
kombinasyonunun Tiirkiye’de mevcut saha
kuduz viruslarini tam olarak taniyamadigi dii-

stincesine varmak olasidir.

Kuduz hastaliginin teshisinde WHO ta-
rafindan onerilen klasik teshis metotlar1 ile
(testlerde verdikleri yanlis pozitif sonuclar ne-
deni ile) kokusmus materyallerden teshis im-
kani bulunmamaktadir. Bu tip vakalar yiirtir-
likteki kanun ve yoénetmeliklere gore kuduz
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hastaligi yoniinden mtispet olarak degerlendi-
rilmekte ve ona goére islem yapilmaktadir. Bu
calismada elde edilen sonuglar bu tip materyal-
lerin teshisinde heminested RT-PCR’1n olduk-
ca kullanisli olabilecegini gostermistir.

Bu ¢alismada test edilen FAT ile deger-
lendirilemeyen 30 adet materyalden 4 adedin-
de RT-PCR ile (%13.33) ve 6 adedinde de
heminested RT-PCR ile (% 20) viral niikleik
asit saptanmistir. Bu materyallerden 3 adedi
Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisiinde kuduz virusu ile enfekte edilen
hayvanlardan saglanmistir. Kokusmus kontrol
pozitif olarak degerlendirilen bu materyaller-
den RT-PCR ve heminested RT-PCR ile viral
niikleik asit tespiti, kokusmus materyallerden
kuduzun teshisinde heminested RT-PCR’in
glivenle kullanilabilecegini  gostermektedir.
Ayrica negatif materyallerden bir adedinin
parcalanarak 10 giin siire ile 37°C°de inkube
edilmesi ile her giin bir adedinin heminested
RT-PCR ile test edilmesi ve hepsinden de ne-
gatif sonug¢ alinmasi nonspesifik sonug riskini
de ortadan kaldirmistir. olarak,
Kamolvarin ve ark. (15) uyguladiklar1 nested
RT-PCR ile 72 saate kadarki normal hava ko-
sullarinda bekletilen materyallerde de viral
niikleik asidin saptanabilecegini belirtmekte-
dirler. Whitby ve ark. (26), FAT ile negatif
tespit edilen beynin % 20 dimethyl sulfoxide
(DMSO) icinde sézkonusu ¢alismada kullani-
lincaya kadar saklandigini (6 yil) ve bu neden-
le nested RT-PCR tekniginin kokusmus ma-
teryallerde de kullanilabilecegini belirtmekte-
dirler. Ayrica Heaton ve ark. (14) FAT ile ku-
duz pozitif materyallerden deneysel kokusma
olusturduklarini (370C’de 0, 24, 72, 120, 168
ve 360 saatte) ve bunlarin
heminested RT-PCR ile viral niikleik asidi tes-

Benzer

tamamindan
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pit ettiklerini bildirmektedirler. Bu calismada
elde edilen sonuglar ve bir¢ok arastirict (14,
15, 25, 26) tarafindan bildirilen sonuglar
heminested RT-PCR’in kokusmus materyal-
lerden kuduzun teshisinde kullanilabilirligini

ortaya koymaktadir.

Bu bulgulara dayanilarak, kuduz teshisi
amaciyla laboratuvarlara génderilen materyal-
lere (27 adet) ilgili heminested RT-PCR sonu-
cu degerlendirildiginde, olgularin sadece %
11,11"inin “kuduz pozitif = oldugu gériilmek-
tedir. Baska bir ifade ile soylemek gerekirse.
kuduz teshisi i¢in degerlendirilemedigi halde
“pozitif materyal” islemi goéren % 88,89 luk
bir populasyonun durumunun heminested RT-
PCR kullanimi ile aciklik kazanmasi, kuduz
vakalarindan sonra uygulanmasi zorunlu olan
asilamalar yoniinden tasarruf saglayarak ge-
reksiz karantina onlemleri alinmas: zorunlulu-
gunun ortadan kalkmasina neden olabilecektir.

Bu calismada uygulanan heminested RT-
PCR amplifikasyonu i¢in kullanilacak olan
primerlerin kuduz virusu
suslarinin en genis yelpazede taninabilmesi

se¢iminde tiim
kriter olarak alinmistir. Kullanilan primerler 6
farkli kuduz virusu susunun N genini tanimak
lizere secilmistir. Bu bakis acis1 farkl arastirici
gruplarinca da kabul goérmektedir. Nitekim

Heaton ve ark. (14) tarafindan yapilan
heminested RT-PCR’da da  kullanilan

primerlerin biitiin kuduz virusu suslarini tani-
mak iizere dizayn ettirildigi belirtilmektedir.
Benzer olarak Arai ve ark. (1) yaptiklar ca-
lismada 11 farkli saha ve laboratuvar kuduz
virusu susunun RT-PCR ile tespit edilebilirli-
gini arastirdiklarini belirtmektedirler. Arai ve
ark. (1), kullandiklart1 RT-PCR y6nteminin
arastirdiklart 11 farkli virus susunu basan ile
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tespit  edebildigini,  dolayisiyla  secilen
primerlerin biitlin suslar1 taniyabildigini ve bu
yontemin kuduzun teshisi agisindan WHO ta-
rafindan onerilen bir yéntem olmamasina kar-
sin oldukca kullanilisli bir metot oldugunu
vurgulamaktadirlar. Whitby ve ark. (25) tara-
findan yapilan bir diger calismada ise kuduz
ve kuduzla ilgili viruslarin hizli teshisi agisin-
dan FAT. heminested RT-PCR ve PCR-ELISA
karsilastirilmis, 6 genotipi temsil eden 60 6r-
negin tamaminin RT-PCR ile tespit edilebildi-
&1 bildirilmektedir. Farkli olarak Nadin-Davis
(19) Kanada’da yaptig1 bir ¢alismada, Ontario
bolgesinde goriilen lokal suslari tanimak tizere
sectigi primerleri kullandigi susa spesifik RT-
PCR gelistirdigini. elde ettigi sonug¢larin spesi-
fik ve sensitif oldugunu belirtmektedir. Gériil-
dugt gibi belirlenen amaca gére tiim kuduz
virusu suglarini tanimak tizere veya sadece be-
lirlenmis olanlarini tanimak {izere primerlerin
RT-PCR’da kullanimi miimkiindiir. Bu durum
molekiiler epidemiyolojik calismalarda avantaj

saglamaktadir.

Bu calismada, FAT ile heminested RT-
PCR sonuglarmuﬁ % 100 uyumlu bulunmasi, 6
farkli kuduz ve kuduz benzeri virus susunun N
lizere dizayn ettirilmis

genini  tanimak

primerlerin seciminin Ttrkiye ' nin farkli bolge-
lerinde bulunan farkl tiirlerdeki kuduz vakala-
rinm teshisi i¢in dogru bir yaklasim oldugunu

ortaya koymaktadir.

Sonug olarak, uygun sartlarda

laboratuvara getirilen 6rneklerde kuduz tanisi
amaci ile heminested RT-PCR’in amaca uygun
primerlerin secimi kosulu ile FAT ile benzer
diizeyde giivenilirlik ile kullanilabilecegi belir-
lenmistir. Bununla birlikte harcanan zaman.
maliyeti, sonucu etkileyen

birim  test

-11 -

kontaminasyon olasiliginin olmamasi, daha ki-
sa stirede sonu¢ vermesi FAT i¢in akla gelen
tistlinliikler olarak degerlendirilebilir. Ancak
gelecekte molekiiler calismalarda saglanacak
gelismelerin  teknolojiye  aktarilmas:  ile
heminested RT-PCR"1n kuduz tanisinda iy1 bir
alternatif yontem olabilecegini  sdylemek
miimkiindiir. Kokusmus materyaller yoniinden
yapilacak degerlendirmede ise heminested RT-
PCR o6ne ¢ikmaktadir. Ancak kokusmus ma-
teryaller yoniinden calisilan 6rnek sayisinin az
olmasi nedeni ile ¢ok sayida materyal ile yapi-

lacak yeni ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

SONUGC

Bu arastirmada, Tarim ve Koyisleri Ba-
kanligina bagli Merkez. Pendik, Bornova ve
Erzurum Veteriner Kontrol ve Arastirma Ens-
titiileri ile Bursa ve Antalya I Kontrol
Laboratuvarlarina kuduz yoniinden muayene
icin gonderilen cesitli hayvan tiirlerine ait top-
lam 99 adet materyal ile Etlik Merkez Veteri-
ner Kontrol ve Arastirma Enstitiisiinde as1 {ire-
timi, as1 kontrolii ve deneysel calismalarda
kullanilan, kuduz virusu ile enfekte edilmis ce-
sitli hayvan tiirlerine ait toplam 14 materyal-
den RT-PCR yontemi ile kuduz hastaliginin
teshisi FAT ile karsilastirmali olarak degerlen-
dirildi. Bu ¢alisma ile kuduzun tanisinda RT-
PCR yontemi Tiirkiye’de ilk kez uygulandi.

Heminested RT-PCR’dan elde edilen
bulgular, FAT ile degerlendirilebilen materyal-
lerin FAT sonugclar ile karsilastirildiginda. bu
testin FAT ile % 100 uyumlu oldugu gézlendi.
Ast tiretim ve kontrol ¢alismasinda kullanilan
kuduz virusu ile enfekte edilmis 3 adet hayva-
beyin  materyalinden

na ait kokusmus

heminested RT-PCR ile viral niikleik asidin
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tespit edilmesi, testin giivenilirligini ortaya
koydu. Elverissiz olmalari nedeni ile WHO ta-
rafindan o6nerilen metotlarla teshis konulama-
yan 27 adet adedinden
heminested RT-PCR ile viral niikleik asit tes-
pit edilmesi ise bu testin 6zellikle bu tiir olgu-
larda teshise yardimci olabilecegini ortaya

A

materyalden 3

koydu.

Bu calismada elde edilen sonuclar, ku-
duz hastaligimin teshisinde heminested RT-
PCR y&nteminin Diinya Saglk Orgiitii tarafin-
dan onerilen bir teshis metodu olmamasina
karsin, alternatif bir yontem olarak kullanilabi-
lecegini géstermistir. Ozellikle kokusmus ma-
teryallerde bu yontemin kullanilmasi ile teshis-
te yasanan belirsizligin ortadan kaldirilabile-
cegi kanaatine varilmgtir.
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