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HETEROLOG KUDUZ ANTISERUM URETIM CALISMASI

Production of heterolog Anti-rabies immune sera
Ozcan OZKAN"  Orhan AYLAN~ Cahit ATES Bekir CELEBI

OZET

Kuduz tiim diinyada yaygin bir enfeksiyon olup ézellikle geri kalmis ve gelismekte olan iilke-
lerde onemli mortalite nedenidir. Tiirkiye genelinde her yil ortalama 82.000 siipheli hayvan i1sir1-
Swla karsilasildigr, yillara gore ii¢ ya da bes kisinin kuduzdan éldiigii bildirilmistir. Siipheli hayvan
iswrtklarinda ozellikle yiiz bolgesi ile genis doku kaybimin bulundugu yaralanmalarda ve gecikmis
vakalarda kuduz antiserumu uygulanmaktadir. Kuduzun yaygin oldugu iilkelerde fix viriis iceren
tavsan beyni siispansiyonuyla asilanan atlardan kuduz antiserumu itiretilmektedir. Bu calismada,
PVC kuduz asisi kullanarak kuduz antiserum tiretiminin arastirilmas: amaglandi.

300 - 400 kg. agwhginda iki adet yerli wk at kullanildr. Atlar, inaktif Piirifiye Vero Cell
(PVC) kuduz asist ile immunize edildi. Her immunizasyon sonrast atlardan alinan serumlardan an-
tikor miktarlart REFIT ile saptandi. Immunizasyonun 14. haftasindan sonra atlardan kan alind.

Son iiriinde antikor miktar: 320 1. U/ml bulundu.

Sonug olarak; fix viriis ile enfekte tavsan beyni siispansiyonu yerine piirifiye inaktif asi ve /
veya hiicre kiiltiirii siispansiyonlarinin kuduz antiserum iiretiminde kullanilabilecegi goriildii.

Anahtar kelimeler: Kuduz, PVC kuduz asisi, heterolog antiserum

SUMMARY

Rabies continues to occur in almost every parts of the world, especially in developing and un-
derdeveloped countries, where it is an important cause of mortality. In Turkey, each year on aver-
age of 82.000 suspected cases of animal bites and 3 to 5 human rabies deaths are reported. Rabies
anti-serum has been used in some suspected cases of animal bites, particularly for bites in the face,
bites that result in large tissue cases and in case where appropriate treatment is delayed.

In countries where rabies is widespread, rabies anti-serum is produced injecting horses by
Jixed virus suspension obtained from rabbit brain. In this study, it was aimed to produce rabies an-

ti-serum using purified vero-cell rabies vaccine.
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Two indigenous horses weighing between 300 and 400 kg were used. In the study horses ywere
immunized by an inactivated PVC rabies vaccine. Blood was collected 14 weeks afier immuniza-
tion.The levels of antibody in sera obtained from horses following each immunization were deier-

mined by RFFIT. The amount of antibody in the final product was found as to be 320 1U/ml

In conclusion, an inactivated and purified vaccine could be used in production of rabies unti-

serum, instead of using brain suspension of rabbit infected with fixed virus.

Key words: Rabies, PVC Rabies vaccine, heterolog immunsera

GIRIS

Kuduz. biitiin sicak kanli hayvanlarda ve
insanlarda, enzootik ve hatta epizootik olarak
ortaya  ¢ikan, akut seyirli.  oldirtict
ensefalomyelitik karakterde viral bir hastaliktir
(7). Kuduz virtisii, Rhabdovirtislar grubunda
ver alir (12). Orjinine ve patojenitisine gore
sokak virtisti, fix virlis ve yarasa viriisii olarak

adlandirilir (7).

ingiltere ve Iskandinavya disinda diinya-

nin hemen tim boélgelerinde endemik olarak
kabul edilmektedir. Ozellikle geri kalmis ve
gelismekte olan tilkelerde 6nemli bir mortalite
nedenidir (6). Ttim sicakkanli hayvanlar kuduz
ile enfekte olabilirler. Tilki, ¢akal, kurt en faz-
la duyarli olan hayvanlardir. Primer olarak bir
“hayvan hastalig1 olan kuduz, degisken yollarla
insanlara Klinik belirtiler
bagladiktan sonra tedavi sansi yoktur. Bu ne-
denle tedavi, enfeksiydz virtisiin sinir sistemi-

gecebilmektedir.

ne girmeden ortadan kaldirilmasi ve nétralize
edilmesine yoneliktir (12).

Kuduzdan insan 6liimleri asilama ile et-
kili sekilde onlenebilir (16). Ancak temas son-
rast yapilacak uygulamalar, kuduz hayvanla
temas tipine baghdir. Diinya Saghk Orgiitii
(DSO) tarafindan tanimlanan temas tipleri; I.
Kategori; hayvanlar beslemek veya dokun-

mak. derinin yalanmasi, II. Kategori; deri ya-

pisint bozan 1sirik, kiigiik ¢izik veya kanama-
s1z s1yrik ve deri biitlinliigii bozulmus yaralarm
yalanmasi, I11. Kategori; tek ya da cok defa de-
riyi gecen 1siriklar, ¢izikler. mukoz membranin
yalanmasi ile tiikiiriikle kontamine olunmasi. [.
Kategori i¢in higbir uygulamanin gerekmedigi.
II. Kategori icin hemen asilama, [1I. Kategori
icin hemen asilama ve kuduz antiserumu DSO
tarafindan oOnerilmistir (9,16). Temas sonrasi
as1 ve antiserumun birlikte kullanimimn etkili
oldugu gozlenmis ve antiserum uygulamasi
onerilmistir (16).

Bu calismada, kuduz siipheli temas olgu-
lar1 sonrasinda kullanilabilecek hiperimmun
serum elde edilmesi amaciyla rutin kullanilan
fiks virlisle enfekte tavsan beynine alternatif
olarak Piirifiye Vero Cell (PVC) kuduz asisi-
nin kullamim olasiliklarin arastirilmasi amag-

land:.

GEREC VE YONTEM

Hayvanlar

Antiserum {iretiminde, 300 - 400 kg.
agirliginda yaklasik 10 yasinda saglikl iki adet
yerli ik at kullanildi. Atlar immunizasyon sii-
resince, arpa ve kuru cayir otu ile ad libitum

olarak beslendi.
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Atlarin Immiinizasyon Plani

Immunizasyonunda  antijen  olarak
inaktiv PVC kuduz asis1 ve adjuvant olarak da
Freund’s Complete Adjuvant (FCA) ile
Freund’s Incomplete Adjuvanti (FIA) kullanil-

di.

Inokulasyon islemi, Luekrajang (1996)
tarafindan tanimlanan yonteme gore enjeksi-
yonlar, atlarin boyun kisimlarina deri alt1 yolla
(11) olacak sekilde tablo 1°deki immunizasyon
plani izlenerek gerceklestirildi. Immiinizas-
yonun 108 — 111 — 114 giinlerinde atlardan
aseptik sartlarda % 10 sodyum sitrat iceren
cam silindirlere kan alindi.

Tablol. Atlara uygulanan immunizasyon plani

Giinler (Hafta) | Antijen (ml) Adjuvant

0. 0.5 FCA

3. 1.0 FIA

4. 1.0 -

I 1.0 -

0. 1.0 -

A 2.0 -

10. 2.0 -

/1. 2.0 -

§2, 2.0 -

13. 2.0 -
14. 2.0 -

Rapid Flourescent Focus

Inhibition Test (RFFIT)

Viriis notralizasyon testi, kuduz antikor-
lariin saptanmasinda en yaygin kullanilan
testtir. Testlerin yliriitiilmesinde biiyiik farkl-
liklar olmamasina ragmen, tiim testlerde, 1s1 ile
inaktive edilmis, farkli dilusyonlardaki serum-
lar belirli miktardaki virtis ile 90 dakika siirey-
le 37 °C’” de inkube edilmektedir. Rezidiiel vi-

riis enfektivitesi, daha sonra laboratuar hay-
vanlarina inokule etmek veya hiicre kiiltiirti

kullanmak suretiyle ortaya ¢ikarilmaktadir

(15).

Farelerde virlis nétralizasyon testi, 1935
yilinda gelistirilmistir. Yaygin bir sekilde kul-
lanilmus, standart bir test olarak belirlenmis ve
sonrasinda diger yeni testler de ayni sekilde
degerlendirilmistir. Hiicre kiiltiirinde kuduz
virlisii nétralizan antikorlarini tespit etmek i¢in
birgok serolojik test gelistirilmigtir. Bunlar
icinde Plak Test, Floresan Antikor Test ve
Enzyme Immune Assay bulunmaktadir (15).

Bu c¢alismada da immunizasyonun 21.
giintinden itibaren her enjeksiyon sonrasi at-
lardan kan alind1. Immiinizasyon siiresince kan
serumlarinda ve son driindeki antikor miktari
Rapid Flourescent Focus Inhibition Test
(RFFIT) ile internasyonal tinite (IU) olarak be-
lirlendi.

BULGULAR

Atlarin saghgi

Immunizasyon siiresince atlarin boyun
b6lgesinde adjuvanta bagli aseptik apse gelisti.
Veteriner hekim kontroliinde, hayvanlarin her
enjeksiyon oncesi genel muayeneleri ve lokal
pansuman yapildi.

Immiinizasyon siirecinde antikor
degerlerin belirlenmesi

Immunizasyon siirecinde iki attan elde
edilen antikor miktarlan sekil 1°de verilmistir.
Son iiriinde RFFIT ile 320 [U/ml olarak tespit
edildi.
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Sekil 1. immiinizasyon siirecinde atlardaki (A —B) antikor miktar artis profili

TARTISMA ve SONUC

Kuduz tiim diinyada yaygin bir enfeksi-
yon olup 6zellikle geri kalmis ve gelismekte
olan tilkelerde 6nemli mortalite nedenlerinden
biri olarak kabul edilmektedir (4).

Ulkemiz, hayvan kuduzunda % 98.5° le
ik swray1 képek ve kedi gibi evcil hayvanlar
olup ve halen képek kuduzunun goriildiigii tek
Avrupa lilkesidir (3).Tirkiye genelinde her yil
ortalama 82 000 siipheli hayvan 1sirigiyla kar-
silagildig1, bunlarin % 95’ine as1 uygulandigi
ve her yil ti¢ — bes kisinin kuduzdan 6ldiigii
bildirilmistir (12,14).

Stipheli hayvan 1siriklarinda  6zellikle
yiiz bolgesi ile genis doku kaybinin bulundugu
yaralanmalarda ve gecikmis vakalarda kuduz
antiserumu uygulanmaktadir (5,8). Ankara’da
kuduz a1 istasyonunda yapilan c¢alismada,
1530 1sirik vakasinin % 99.5’ine (1524) as1, 33
(%2.15) hastaya da kuduz antiserumu uygu-
landi1g1 (14).  Uygulanan
antiserumun doz sayisinin artmasiyla birlikte

bildirilmistir

serum hastalig1 ve alerjik reaksiyonlar gibi ters
etkilerin meydana gelebilecegi bilinmektedir

~52 -

(4). Ancak, uluslar aras1 piyasada mevcut hiic-
re kiltliri asilariyla, yaralanmalardan hemen
sonra gerektiginde kuduz antiserumu ile birlik-
te dengeli kullanildiginda kuduzdan 6liimii, %
100 korudugu kabul edilmektedir (10).

Kuduzun yaygin oldugu iilkelerde fix vi-
riis igceren tavsan beyni siispansiyonuyla asila-
nan atlardan kuduz antiserumu tiretilmektedir.
Ancak hazirlanan antiserumda merkezi sinir
sistemi kompenentlerine kars: antikorlarin olu-
sabilecegi ve elde edilen antiserumun, uygula-
nan hastalarda o6lduriicii giiclii noroparalitik
allerjik reaksiyonlarla sonuglanabilecegi de
bildirilmistir (4).

Ulkemizde de uzun yillar fix viris ile
enfekte tavsan beyni siispansiyonuyla asilanan
atlardan elde edilen kuduz antiserumu kulla-
nilmistir  (2,13). Consales (1988)
Pasteur viriis susunu, bebek hamster bobrek
hiicresinde (BHK-21C13) kdiltiirle ¢ogaltarak
antiserum  Uretiminde  kullanmistir ~ (4).
Luekrajang ve ark. (1996) PVC kuduz asisini
kullanarak atlardan antiserum elde etmistir
(11). Bu ¢alismada da, PVC kuduz asisi ile asi-

ve ark.
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lanan atlarda asilamayla birlikte, 3. haftadan
itibaren antikor titreleri belirgin sekilde yiik-
selmistir. Kuduz antiserum {tiretiminde kullani-
lan fix viriisle enfekte tavsan beyni siispansi-
yonu yerine, hiicre kiiltiirlinde tiretilen kuduz
viriis sus ve asilar1 kullanilarak antiserumun
tiretilebilecegi bu caligma ile de desteklenmis-

.

Consales ve ark.(1988) BHK-21C13 kiil-
tiir stispansiyonu ve tavsan beyni siispansiyonu
ile elde ettigi kuduz antiserumda antikor mik-
tarlarinin karsilastirmasinda hiicre kiltiird ile
elde edilen antiserumun antikor miktarinin da-
ha yiiksek oldugunu gostermistir (4).

RSHMB’ da ii¢ giin araliklarla 28 defa
asilama sonrasit 1/4, 1/2, 1/1 fix virls ile
enfekte tavsan beyni siispansiyonu ile 154 giin
sonunda immunize edilen atlardan kuduz
antiserum elde edilmistir (1,13). Bu yontemle
tretilen bir seri kuduz antiserumun antikor
miktari, hiicre kiltlirii teknikleri icerisinde en
yaygin olarak kullanilan; viriisle enfekte alan-
larin, floresan antikor boyama ile foci vermesi
esasina dayanan RFFIT’la (15) 160 IU/ml ol-
masina ragmen, PVC susu ile immunize edilen
atlardan ayni yontemle bu c¢alismamizda 320
[U/ml degere sahip kuduz antiserum elde
edilmistir.

Sonug olarak; hiicre kiiltiir siispansiyonu
ve/veya asilarin kuduz antiserum dretiminde
antijen olarak kullanilabilecegi, immunizasyon
planin daha kisa siirdiigii ve son tirtindeki anti-

kor miktarin daha biiytik oldugu saptanmustir.

Ulkemizde de ge¢miste kullanilan fix vi-
riis ile enfekte tavsan beyni siispansiyonu yeri-
ne piirifiye inaktiv as1 ve / veya hiicre kiiltiirii
siispansiyonlarin kuduz antiserum iiretiminde
kullanilabilecegi goriilmiistiir.
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