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Ozet

Bu calismada, dogal olarak enfekte olmus farkli hayvan tirlerine ait beyin numunelerinde klasik kuduzun teshisi icin real-time RT-PCR testi
degerlendirildi. Calisma materyalini Elazig Veteriner Kontrol Enstitiisi'ne 2011 yili boyunca Tiirkiye'nin Dogu ve Giineydogu Anadolu Bolgelerinde
bulunan Elazig, Malatya, Diyarbakir, Mardin, Tunceli, Mus, Bingdl, Batman, Sirnak, Hakkari ve Bitlis illerinden getirilen 36 kopek, 13 sigir, 6 koyun, 6
esek, 4 at, 4 tilki, 3 kurt, 2 kedi ve 1 kegiye ait toplam 75 adet kuduz hastaligi stipheli beyin numunesi olusturmustur. Farkli hayvan tirlerine ait beyin
numunelerinden kuduz virlisi genomunu tespit etmek amaciyla klasik kuduz virlisiine 6zgii primer ve TagMan prob seti kullanildi. Bu primer ve
prob seti, beyin numunelerine real-time RT-PCR testi optimize edilerek uygulandi. Laboratuvara ulasan beyin numunelerine floresan antikor teknigi
(FAT) ve deneme hayvani inokulasyonu (MIT) testleri ile birlikte real time RT-PCR testi de yapildi. Real-time RT-PCR testi ile 75 beyin numunesinin
53'linde kuduz virusuna ait spesifik viral RNA tespit edildi. Otoliz olmus 3 adet kdpek beyni numunesine FAT ve MIT uygulanamazken, real-time
RT-PCR testi sonucunda bu numunelerin birinde kuduz virusuna ait spesifik viral RNA tespit edildi. Taze (n=72) beyin dokularindan etgillerde
C. ammonis, otcullarda Cerebellum'dan elde edilen homojenatlara direkt FAT testi uygulandi, 72 beyin numunesinin 51‘inde viral antijenler tespit
edildi. Ayni homojenatlardan MIT yontemiyle 72 beyin numunesinin 52'inde viris izolasyonu saglandi. Taze beyin numunelerinden elde edilen
MIT testi sonuclarinin, real-time RT- PCR testi sonuglari ile tam uyum goésterdigi (%100) goriildi. Sonug olarak, klasik kuduz teshisinde direkt beyin
dokusuna uygulanan real-time RT-PCR testinin, hem FAT ve MIT uygulanamayan otoliz olmus numunelerde glivenle kullanilabilecegi ve hem de
alt yapisi saglanmis laboratuvarlarda invitro sartlarda FAT icin dogrulayic test olarak da kullanilabilecegi tespit edilmistir.

Anahtar sozciikler: Kuduz Teshisi, Klasik Kuduz Virtist, Real-Time RT-PCR

Evaluation of Real-Time RT-PCR Assay for Routine Laboratory
Diagnosis of Classical Rabies in Post-Mortem Brain Samples
from Naturally Infected Different Species of Animals

Summary

In this study; the real-time RT- PCR assay was evaluated for laboratory diagnosis of classical rabies in post mortem brain samples from naturally
infected different animals species. The material consisted of 75 suspected brain samples brought from 11 different provinces, belonging Eastern
and Southeastern Anatolia region, including Elazig, Malatya, Diyarbakir, Mardin, Sirnak, Batman, Tunceli, Mus, Bingol, Hakkari and Bitlis in year of
2011. These samples were from 36 dogs (33 normal, 3 autolytic), 13 cattle, 6 sheep, 6 donkeys, 4 horses, foxes, 3 wolves, 2 cats , and one goat.
The samples were autolytic in 3 of 75 (4%), whereas 72 (96%) of 75 samples were freshly arrived to the laboratory. Due to badly autolysis of 3
samples, they could not be examined by fluorescent antibody test (FAT) and mouse inoculation test method (MIT). Seventy two of 75 samples
were tested with both fluorescent antibody test (FAT) and mouse inoculation test method (MIT), whereas all the samples (75 of 75) were examined
by optimizing real-time RT- PCR assay in which the primary for classical rabies virus and TagMan prob set were used. Fresh brain homogenates
from Cornu ammonis in carnivores and Cerebellum in herbivores were used for FAT and MIT. As a result, 51 of 72 samples were positive with FAT,
52 of 72 samples with MIT, whereas 52 of 72 were positive in real-time RT-PCR. In fresh brain samples, with MIT results in mouse brain, real time
RT- PCR test results showed complete relation each other. As both fluorescent antibody test (FAT) and mouse inoculation test method (MIT) could
not be applied to the autolytic samples, the real time RT-PCR assay was the only choice. Consequently, real-time RT-PCR assay could be utilized in
autolytic samples conveniently as well as confirmatory to FAT in in vitro conditions.
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GiRiS

Kuduz, Rhabdoviridae familyasinda farkli Lyssavirus
tlrlerinin neden oldugu, insanhgin en eski ve en korkulan
hastaligi olarak bilinen 6ldiriict enzootik bir hastaligidir.
Viris mermi seklinde, tek iplikcikli negatif polaritede RNA
tasimaktadir M. Karnivorlar ve yarasalar virtsiin temel
konakgcilaridir. insan ve evcil hayvanlar, enfekte olmus
hayvanlarin 1sirmasi veya tukdrik salgisi ile yaralarin
bulagmasi sonucu enfeksiyona yakalanmaktadir 12,

Virls, merkezi sinir sistemi (MSS) disinda bircok organda
yayllma gosterdigi, kuduz virlisi antijeninin veya RNA'sInin
hayvanlarin tukulrik bezlerinde, akciger, bébrek, kalp
ve karacigerinde saptandidi bildirilmistir Bl Klasik kuduz
virisii (RABV), genotip 1 olarak da ifade edilmektedir.
Antartika, Japonya, Avusturalya, Hawaii, Yeni Zelanda,
ingiltere gibi yerler disinda, yeryiiziiniin hemen her
tarafinda yaygin olarak bulunmaktadir M.

insan ve hayvanlarda kuduzun kesin teshisi, post-
mortem laboratuar bulgularina dayanilarak yapilmaktadir.
Histolojik olarak Negri cisimciklerinin tespiti yerine, floresan
antikor teknigi (FAT) rutin kullanim alani bulmustur. Ayrica,
deneme hayvani inokulasyonu (MIT) ve hiicre kdilttrinde
(RTCIT) virls izolasyonu yontemleri de dogrulayic test
olarak kullanilmaktadir. Ancak bu yontemlerle kuduz teshisi
uzun slre gerektirmektedir. Daha sonralari, kuduz virisi
ile ilgili epidemiyolojik calismalar ve teshis calismalarinda
kullanilmak tzere hizli, gtvenilir ve spesifik Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemleri gelistirilmistir 6. Rutin
kuduz teshisinde, The World Organisation for Animal
Health (OIE) ve World Health Organization (WHO), FAT
testi ile Lyssavirus antijenlerinin tespit edilmesini, FAT
testinde negatif veya stipheli olan vakalarda teyit icin MIT
yapilmasini dnermektedir ..

Bu calisma, viroloji laboratuarina getirilen farkli hayvan
turlerine ait beyin numunelerinde, kuduz hastaligini teshis
etmek icin tek tlp real-time RT-PCR testinin optimize
edilmesi, kullaniimasi, test sonuglarinin konvansiyonel

Tablo 1. Orneklenen materyallere gére tani yéntemlerinin sonuglari

Table 1. Results of diagnostic methods according to the materials sampled

testlerle karsilastiriimasi ve viroloji laboratuarlarinda kuduz
hastaliginin teshisinde rutin kullaniminda uygulanabilir-
ligini belirlemek amaciyla yapilmistir.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Bu calismada materyal olarak Elazi§ Veteriner Kontrol
Enstitist’'ne, 2011 yili boyunca Dogu ve Guneydogu
Anadolu Bolgelerinde yer alan Elazig, Malatya, Diyarbakir,
Mardin, Tunceli, Mus, Bingdl, Batman, Sirnak, Hakkari ve
Bitlis illerinden gonderilen farkli hayvan turlerine (Tablo
1) ait kuduz stpheli beyin numuneleri kullanildi. Kuduz
virlisiinuin teshisi icin farkll hayvan tiirlerine ait 72 adet taze
ve 3 adet kdpege ait otoliz olmus numune olmak Uzere
toplam 75 adet kuduz slipheli beyin numunesi incelendi.
Hayvan turlerine gore etcillerde Cornu ammonis, otcullarda
Cerebellum'un farkli bolgelerinden doku parcaciklar alindi
ve testler yapilincaya kadar -20°C'de muhafaza edildi.

Metot
Floresan Antikor Testi (FAT)

Etcillerde C. ammonis, otcularda Cerebellum dokularinin
kesit ylUzi lama bastirilarak tuse preparatlar hazirlandi
ve oda isisinda kurutuldu. Kurutulmus olan lamlar daha
sonra -20°C'de aseton icinde yarim saat siireyle tespit
edildi. Tespit isleminden sonra, asetondan cikarilan
preparatlar oda isisinda 4-5 dk. bekletilerek asetonu
ucuruldu. Fluorescein isotiosiyanat isaretli monoklonal
anti-kuduz antikor, konjugat (Fujirebio Diagnostics, Inc.
Sweden) ile boyanarak floresan mikroskopta incelendi.
Filizi veya parlak yesil floresan veren, yuvarlak veya oval
sekilli merkezine dogru parlakliklari azalan boyanma
alanlarinin (Negri cisimcigi) gorilmesi, kuduz pozitif
sonuc olarak kabul edildi 7.

Deneme Hayvani inokulasyonu Testi (MIT)

Uc veya 4 haftalik en az 5-10 fareye, etcillerde C. ammonis

Tani Yontemi
Hayvan Turii Materyal Sayisi
FAT MIT Real Time RT-PCR
Koépek 3343* 23 24 24+1*
Etcil Kedi 2 4 4 4
Hayvanlar Tilki 4 2 2 2
Kurt 3 - - -
Sigir 13 12 12 12
Otcul Koyu.n 6 2 2 2
Hayvanlar Keci ! ! ! !
At 4 3 3 3
Esek 6 4 4 4
Toplam 72+43* 51 52 52+1*
* Otolize olmus materyal
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ve otcullarda Cerebellum’dan olmak Uzere suphelenilen
beyin numunesinden alinan ve %20 (w/v) oraninda
antibiyotikli izotonik buffer soliisyonundan hazirlanan
homojenat, intracerebral olarak her bir fareye 0.03 ml
olacak sekilde enjekte edildi ve bu fareler 21 giin boyunca
glnasiri olarak kuduz belirtileri (farelerde bacaklarda
gevsek paralizi, merkezi sinir sistemi semptomlari ve
0lim) gosterip gostermedikleri yoniinden kontrol edildi.
Semptom gostererek olen farelerin beyin dokusundan
hazirlanan preparatlarda FAT boyama ile viral antijenlerin
olup olmadigi yéniinden incelendi 57,

Real-Time RT-PCR Testi

Beyin doku &rnekleri steril kosullarda hassas terazide
tartiip MagNA Lyser doku homojenizatoriinde parcalandi.
Qiagen RNeasy Mini Kit 250 (Qiagen, Hilden, Almanya,
Cat No 74106) ® kullanilarak kit prosediiriine uygun RNA
izolasyonlar yapildi. Ekstrakte edilen RNA 50 pl RNase- ve
DNase-enzimleri icermeyen su ile sulandirildi. Elde edilen
RNA'lar daha sonra kullaniimak tizere -80°C'de saklandi.

Klasik Kuduz Virusu oligonikleotid primer ve TagMan
prob dizinleri Hoffmann ve ark/larinin ® bildirdigi sekilde
hazirlandi. Real-time RT-PCR testi, One-Step RT-PCR kit (Kat
No:210212, Qiagen, Hilden, Almanya) ile 20 pl reaksiyon
hacminde tek tlpte gerceklestirildi ®. PCR reaksiyon
hacimleri, SDW 7.4 pl, 5X buffer 4 pl, MgCl, 1 pl, dNTP
0.8 ul, Enzim 0.8 pl, Primer R (5pmol/ul) 1 pl, Primer F (5
pmol/ul) 1 pl, Prob (5 pmol/ul) 1 pl olmak Utzere toplam
17 pl mix, 3 pl kontrol RNA veya 6rnek RNA konularak 20

pl LC kapillerlere konuldu. Hazirlanan kapillerler, 3.000
rpm’de 15 sn santriflij edildi. Daha sonra Light Cycler 2.0
(Roche Diagnostics Corporation, USA) cihazina konularak
50°C'de 30 dk. bekletildi ve cDNA sentezi gerceklestirildi.
ilk denatiirasyon 95°C'de 15 dk. bekletilerek, takip eden
45 siklus icin 1sitma ve sogutma programi 95°C'de 25 sn,
55°C'de 25 sn ve 72°C'de 25 sn sureyle gerceklestirildi.
Threshold cycle number (Ct) degerleri ile sonuglarin
degerlendirilmesi, Real-time TagMan RT-PCR cihazinin
kantitatif tespit programi ile yapildi. 18-35 degerleri
arasinda Ct degeri gosteren numuneler pozitif olarak
degerlendirildi (Sekil 1).

FAT, MIT ve real-time RT-PCR testleri icin pozitif ve negatif
kontrol standart numuneleri, Etlik Veteriner Kontrol Merkez
EnstitlsU Ulusal Kuduz Referans Laboratuvarindan elde
edildi. Kontrollerde, negatif standartta FAT'da herhangi bir
floresan 1sima gozlenmedi; MIT'nda 21. giin sonunda &lim
go6zlenmedi; real-time RT-PCR'da amplifikasyon egrisi
gorulmedi. Pozitif standartta FAT yonteminde filizi veya
parlak yesil floresan isildamalar gozlendi; MIT testinde 9.
glinden sonra farelerde klinik belirtiler ve 6lim goérulda.
Olen farelerin beyinlerinden yapilan FAT testinde, filizi
veya parlak yesil floresan i1sildamalar gézlendi. Real-time
RT-PCR testinde ise amplifikasyon egrisi goruldu.

BULGULAR

Bu calismada 2011 yili igerisinde, Tiirkiye'nin Dogu ve
Glineydogu Anadolu Bdlgelerinde bulunan degisik iklim
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Sekil 1. Real-Time RT-PCR test amplifikasyon egrileri

Fig 1. Amplification curves of Real-Time RT-PCR test
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ve cografik sartlara sahip 11 ilden rutin kuduz teshisi icin
laboratuvara gelen 75 beyin numunesinden hazirlanan
homojenatlar analiz edildi.

Real-time RT-PCR test sonucunda numunelerin 53/75
kuduz virusuna ait spesifik viral RNA tespit edildi. Bu
orneklerin {i¢ tanesi otoliz oldugundan, FAT ve Fare Virls
izolasyonu testi yapilamadi. Otoliz olmus 3 adet képek
beyni numunesinden sadece birinde viral nikleik asit
tespiti yapildi. Taze beyin numunelerinde, direkt FAT testi
ile beyin dokularinin 51/72 viral antijenler tespit edile-
bilirken, MIT testi sonucunda dokularin 52/72 viris
izolasyonu gerceklestirildi.

TARTISMA ve SONUC

Hayvanlarda gorilen kuduz Turkiyede toplum saghigini
tehdit etmeye devam etmektedir "%, Hizli, dogru ve
glvenilir teshis, kuduz hayvanlarla temasta bulunmus
insanlar icin olduk¢a 6nemlidir. Elazi§ Veteriner Kontrol
Enstitisi Kuduz Teshis Laboratuvarina teshis amaciyla
doku numuneleri kabul edilmektedir. Bazen bu numuneler
otoliz olmus olarak laboratuarimiza gelmektedir. Klasik
kuduz teshisinde, kokusmus numunelere OIE ve WHO'nin
onerdigi direkt FAT testi uygulanamamakta, bunun yerine
molekiler tekniklere '3 jhtiyac duyulmaktadir. Son
yillarda kuduzun rutin teshisinde molekiiler metotlarin
kullaniminda 6nemli gelismeler oldugunu bildiren arastir-
macilar 9, real-time RT-PCR testinin, FAT ve MIT gibi
klasik metotlara iyi bir alternatif oldugunu bildirmislerdir.
Bu metotlar pahali ekipman ve uzmanlasmis personel
gerektirmesine ragmen, 3-4 saat gibi kisa bir slrede
teshis imkani saglamaktadir. Bu calismada, klasik kuduz
virlstiinlin teshis edilmesi amaciyla postmortem beyin
numunelerine FAT ve MIT gibi konvansiyonel testlere
ilaveten, tek tlp real-time RT-PCR testi uygulandi. Kuduz
hastaliginin teshisinde tek tlip real time RT-PCR testinin
laboratuvarda optimize edilmesi, sonuglarinin konvansi-
yonel testlerle karsilastirilmasi ve laboratuvarda rutin
kullanimina uygunlugunun belirlenmesi amaclandi.

Postmortem kuduz teshisinde FAT, kuduz teshisinde
cok yaygin kullanilmakta ve OIE ile WHO tarafindan da
onerilmektedir . Ancak FAT testi ile mikroskopta antijen
varliginin belirlenmesinde, personel deneyiminin olmadigi
durumlarda yanlis sonuclar da alinabilmektedir M. Tespit
edilmemis doku numunelerinde Seller's metotla boyama
ile kuduz teshisi bir saatten az slrerken, tespit edilmis
dokulardan, histolojikal testlerle kuduz teshisi, ti¢ glinde
yapilabilmektedir. Seller's metodunun, ¢ok disik sensi-
tivitesinden dolay terk edilmesi gerektigi de bildiril-
mektedir M. FAT ayni zamanda direkt doku numunelerine
de uygulanabilmekte ve bu metotla kuduz viriisi antijen
varligi arastinimaktadir. FAT testi, taze beyin numunelerinin
%95-99'unda 1-2 saat icerisinde giivenilir sonug vermektedir.
MIT, doku slispansiyonunda, infektiviteyi tespit etmek
icin yapilmaktadir. FAT testinde stipheli ve negatif sonug

alinan durumlarda ise, hicre kultiiri yapilarak veya MIT
testi uygulanarak teshisin tamamlanmasi gerekmektedir.
Ancak MIT testi, OIE ve WHO tarafindan dogrulayici
test olarak onerilmesine ragmen oldukca pahal ve fare
beyninden virls izolasyonu i¢in uzun bir sireye ihtiyag
duyulmaktadir. MIT testinde kuduza bagh olimler en erken
inokulasyondan sonraki 9. giinden sonra baslamaktadir.
Ayrica, hayvan deneyleri etik kurallari geredi yasama
sayg ilkesi her tir hayvan icin gecerli kabul edildiginden,
invitro teshis metotlarinin, zorunlu olmadik¢a hayvan
deneylerine dayali invivo teshis metotlarina tercih edilmesi
onerilmektedir '®, Rutin klasik kuduz teshisinde kullanilan
Hicre Kiltiirinde Virus izolasyonu (RTCIT) ydnteminde
ise canli hayvan kullanilmamakta olup, ayni zamanda hem
MIT testi kadar duyarli oldugu ve hem de daha ucuz ve
daha hizli sonuc verdigi bildirilmektedir ®.. Buna karsin,
postmortem kuduz hastaliginin rutin teshisinde, adi gecen
konvansiyonel testler karsisinda ¢abuklugu, sensitivitesinin
yuksekligi ve guvenilirligi ve kisa stirede sonug¢ alma gibi
nedenlerden dolayi, molekuler teshis metotlarindan PCR
ve real-time RT-PCR testlerinin daha cok tercih edildigi
gorilmektedir '>'718, Bu calismada, rutin kuduz teshisinde,
saha sartlarinda laboratuara ulastirilan 75 numunenin
tamamina tek tiip real-time RT-PCR testi uygulanmis ve 3-
4 saat gibi kisa bir stirede sonuglar alinmistir.

Doku kulturinde virls izolasyonu testi ve MIT test
sonuclari ile real-time RT-PCR testi sonuclarinin karsilas-
tinldigr bir cahismada "' real-time RT-PCR testinin daha
duyarh oldugu tespit edilmis ve alt yapisi saglanmis
laboratuvarlarda real-time RT-PCR testinin kuduz teshi-
sinde klasik testleri tamamlayacak bir yaklasim olacagini
belirtilmistir. Dantas ve ark.'™ tarafindan yapilan bir
calismada da, attan elde edilmis bir beyin numunesinde
FAT ile negatif sonu¢ alinmasina ragmen, MIT ve RT-
PCR testinde pozitif sonug¢ alindigi bildirilmektedir. Calis-
mamizda, FAT ile negatif bulunan Diyarbakir Dicle’den
gelen bir kdpek beyni numunesi, MIT ve tek tup real-time
RT-PCR testlerinde pozitif bulunmustur. Calismamizda elde
edilen bu bulgu, Dantas ve ark:lari ' tarafindan yapilan
calismadan elde edilen sonucgla benzerlik gostermektedir.
Real-time RT-PCR ile MIT'in karsilastirldigi Wakeley ve
ark." yaptigi baska bir calismada da, pozitif numunenin
1/128 sulandirmasinda FAT testi ile pozitiflik bulunamadigi
halde, real time RT-PCR ve MIT testlerinde porzitiflik bulgusu
elde edilmistir. Distk konsantrasyonda antijen bulunan
numunelerde FAT testi ile sonu¢ alinamayan durumlarda,
real-time RT-PCR testi ile sonu¢ alinmistir. Bu nedenle
arastiricilar, kuduz hastaliginin hizli, dogru ve guvenilir
teshisi icin, real-time RT-PCR testinin yararli ve duyarh
bir metot olarak kuduz teshis laboratuvarlarinda rutinde
kullanilabilecegini belirtmislerdir 1929,

Klasik kuduz virlsiiniin teshisi icin real-time RT-PCR
testi optimizasyonu saglamak icin Hoffmann ve ark.”
tarafindan yapilan bir arastirmada, labratuvar standartlan
saglandiktan sonra klasik kuduz virlsini teshis etmek
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icin, RT-PCR testinin ve 6zelliklede real-time TagMan
RT- PCR testinin otoliz olmus numunelerde teshis amach
kullanilabilecegi gibi tam potansiyel dogrulayici teshis
metodu olarak da kuduz teshis laboratuvarlarinda kulla-
nilabilecegini dnermektedirler. Bu ¢alismamizda da, otoliz
olmus sekilde laboratuarimiza ulasmis 3 adet kopek
numunesine FAT ve MIT testi uygulanamazken, yapilan tek
tlp real-time RT-PCR testi sonucunda da bu numunelerin
birinde pozitif sonug elde edilmistir.

Sonug olarak, evcil ve yabani hayvanlarda gorilen kuduz
hastaligi, Turkiye'de toplum sagligini ciddi manada tehdit
etmektedir. Kuduz hastaliginda hizli ve dogru teshisi,
supheli hayvanlarla temas sonucu "% olusabilecek
hastalik riskini azaltma acisindan da onemlidir. Saha
sartlarinda degisik iklim ve cografik sartlara bagli olarak
bazan otoliz olmus olarak laboratuvara ulasan beyin
numunelerine OIE ve WHO'nin 6nerdigi FAT ve MIT testleri
uygulanamamaktadir. Bu calisma ile altyapisi kurulmus
laboratuvarlarda tek tiip real-time RT-PCR testinin kuduz
hastaliginin hizli ve givenilir teshisinde rutinde kullani-
labilecegi, FAT ve MIT testlerinin yapilmasina uygun
olmayan kokusmus numunelerde uygulanabilecedi,
boylece olusabilecek belirsizligin ortadan kalkmasinin
saglanacagi ve sonuglarinin MIT testi ile %100 uyum
gostermesinden dolayr FAT testi sonuclarini dogrulamak
icin alternatif dogrulayici bir test olarak rutinde kullani-
labileceginin daha glivenilir olacagi sonucuna varilmistir.
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