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KOPEKLERDE KUDUZUN TANISINDA HISTOPATOLOJIK,
IMMUNOPEROKSIDAZ VE IMMUNOFLORESAN YONTEMLERIN
KARSILASTIRILMASI*

Savil (Atalay) Vural!

The comparison of histopathological, immunoperoxidase and immunoflusrescence
lechniques in the diagnosis of rabies in dogs

Summary: in Ihe study Lhe lissuss ol 10 rabies suspecled dogs oblained lrom Pendik and Ellik Veleanary Conlrol
and Animal Diseases Research Inglilutes were used. The resulls are as lollows: The nonspecific inflammatory re-
aclions and degenecralive changes delecied by histopathologic method as regarding rabies were observed in the cenlt-
ral nervous system, Gassenan ganglions and parotid glands (10 cases), adrena! glands (7 cases). and submandibular
salivary glands (2 cases). The inclusion bodies were seen in the comu ammonis and cerebasllum (8 cases), thalamus
(3 cases). nucleus cauvdalus and colliculus rostralis (1 cass). also in lhe Gasserian ganglion (2 cases). In the im-
munoperoxidase staining melhod. extra and intra celluler rabies virus anligen and/or ihe inclusion bodies were seen in
coentral nervous system of all dogs and Gassaran ganghion’s cell body (9 cases). In addgion. thay were denified m
gangfion cell tayer ol retina, submandibular salivary gland cealls (2 cases). basal cells of comea. epithalial calls of pa-
rolid gtand and ducius, Inlramural ganglion's cell body, kinocilium and nervous (ibess of lrachea. princlpal cells of sto-
mach, plaxus of intestine and mouth and nose. urinary bladder's epithelium, cells of hair iollicule ol ear and mouth
skin, calls of nose mucosa, gland cells of nose and mouth mucosa (1 case), and kromalfin cells of adran (6 cases). In
the immunasf(lugrascence slaining method, 1he rables virus anligen was seen in central narvous syslem of all cases,
parolid gland cells and {ls duct epillelial cells and hair follicule cells of skin ({ case). Equally posilive results were ob-
lained from the avidin-biotin peroxidase snd indirecl immunofluorescence methods which have been used lor the first
lime in the diagnosis ol rabtes in lormalin lixed ang paraitin embedded hssues in Turkey. But tha immunoperoxidase
melhod appearsd 1o be more advaniageous lor use in pathology laboratories since this melhod permitied 1he usage
ol high tlered sera as well as the usage of more simplified microscopes and the storage ol stained slides for a long
ttme.

Key words : Rabies, dog. immunoperoxidase, immunolivorescence, histopalhology.

Ozel: Calismada Pendik ve Etlik Veleriner Kontrol ve Hayvan Hasialiklan Araghirma Enstitillen’'nden lemin edilen 10
adel kuduz kdpege ail doku bloklan Incelenmis ve su bulgular gdzlenmistir. Yangisal ve dejaneralil bulgular tim hay-
vanlarda saniral sinir sislemi, Gasserian gangliyonu ile parolis bezinde, 7 olguda bdtrekusiu bezlerinds va 2 olguda
ise submandibular 1GkGrTk bezlerinde saptanmisiir, Inkiuzyon cisimeiklesi 8 olguda komu ammonis ve serebellumda, 3
olguda lalamus, 1 olguda nukieus kaudatus ve Kolltkulus rostralis, 2 olguda da Gasserian gangliyontinun sinir hdc-
relerinde gSrilmugtir. Immunoperoksidaz yénlemi ile yapilan incelemede 1Gm hayvanlarm santral sinir sistemi bd-
I0mlerinde. 9 olguda Ise Gassedan gangliyonlarinda infra ve ekstrasallbler viral antijen panikilerine ve/veya smkiuzyon
cisimciklerine rastlanmigiir. Aynea 6 olguda adrenin kromallin hicrelerinde, 2 olguda retinanin sinir hicrelerninde. sub-
mandibular lokirdk bezi epile} hicrelerinde, \rakea kinosityumlar ve epitel hicrelesi arasingdaki sinirlerde. 1 otguda
komeanin dzellikle bazal tabakasindaki epitel hicrelerinde, submandiutar WkDrk bezinin intramural gangliyon sinic
hicrelerinde. parolis bez va kanal epilet hiicrelennde, midenin pransipal hicrelerinde. idrar kesesi epitel hicrelerinde,
adz. burun ve badirsaklarda yer alan pleksuslarda, kutak ve adrz densi ki loilik0l epitellerinde, burun mukozas epitel
hGcreleninde, adiz ve burun mukozasi bez epitel hacrelerinde vira) antijen bulunmugiur. Immunofloresan yontemle in-
celenen om olgularda santral sinir sisteminin her bolgesinde ve Gasserian gangliyonunda, 2 olguda rebinanin Sini
hucrelen, | olguda parotis bezi ile kanal epitel hicrelennds ve derinin ki (ollikOld epitellennde viral antijeni belirleyen
immunofioresan pozilil granatler bulunmustur. Bu ¢aligmada Tlkemizde kuduzun tamsinda itk defa formof lesbilli pa-
rafin bloklarda kullanidan avidin-biotin peroksidar ve indirekt immunofloresan yontemlerden asil pozilil sonug alinmustir.
Ancak yUksek lilreli serumlarla ¢ahsiimasi, dzel mikroskoba ihiya¢ duyulmamasi ve boyanan preparatlanin uzun sGre
saklanmasi nedeni lla immunoperoksidaz yonlemin paloloji laboraluvarlannda kullanilma avaniajinn daha fazla ol-
dugu digundlmagldar.

Anahtar kellmeier : Kuduz, kdpek. immunoperoksidaz. immunofloresan. hislopatoloji.
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Kuduz (lyssa. rabess, lollwul, rage) insan ve
kanatlilar dahil tum sicak kanfi hayvanlarda. sanlrat
sinir sislemi bulgulanyla orntaya ¢ikan akul seyird,
viral bir hastalikuir (Buxton ve Fraser, 1977; Blood
ve ark., 1983; Shannon ve ark.. 1988; Andrewes
ve Wallan, 1990). Tehlikeli bir zo0noz oldugu igin
énem lagir.

Hastahdin tedavisi yokiur, énlem alinmadid)
loklirde daima Slumte sonuglanir. Agiiamayta ah-
nan lek ¢nlem ise hastalin bulastvan hayvanin
gercekten kugduz olup oimadijinin en kisa zaman-
da ve en guvenilir ydniamie ortaya ¢ikanimasina
yani leghise bagisdir. Hastahdin tamisi Sefler bo-
yama, hislopatolojik Inceleme, lare denesme ino-
kulasyonlari ve immunohislokimyasal yéntemlerle
vapilir. Seller boyama ve histopatolojik  in-
celemelerde kornu ammonisleki ndronlar ile se-
rebellumdakl Plarkinje hicreleringe inlrasitoplazmik
inkluzyon cisimeiklesinin  {Negri) gdrdlmesi pa-
tognomonik olarak kabul edilir (Blood va ark.
1983; Jones ve Hunl, 1983; Jubb va ark.. 1985: Ui
rich va ark.. 1985). Ancak Seller boyamanin % 69-
100, hislopalolojik incelemenin isa geneliikie % 50-
80 oraninda pozitil sanu¢ vermess guvenilidi sars-
mighir (Goldwassar ve Kissling., 1958; Atanasiu ve
ark.. 1971 Koprawski, 1973; Tanzer, 1976, Anjaria
ve Jhala 1985; Kotwal ve Narayan, 1987). De-
neme inokulasyoniarimin dogrutuk orani % 94-100
olmakla beraber uzun bir streye (6-30 qon) ge-
reksinim vardic (Meéerdink, 1969; Koiwal ve Na-
rayan. 1987; Zimmer ve ack., 1990; Ademogultare,
1982). Birgok laboratuvarda uygulanan im-
munofloresan (If) yonlemiyle kisa 2amanda has-
taliginlanisinda % 87-100. immunoperoksidaz {IP)
yonlemiyle % 87-88 gibi pozilif sonug alinmigtic
(Anjaria va Ubala, 1985; Kolwal ve Narayan. 198S:
1887: Jayakumar ve ark., 1989; 2immer ve atk.,
1850). Immuno Flaresan anlikor ydnlemi {FAT) en
uygun yonlem olmakla beraber, pahal ekipmana
gerek duyulmasi negeniyle dazavaniajiddir. Bu yaz-
den bircok hastahita oldudu gibi kuduzun 1anisinda
da immunoperoksidaz yonlerm kullanidmaya bas-
lanmighr (Genovese ve Andral, 1878; Jayakumar
ve ark., 1888).

Ulkemizde siklikla rasilaniimamakla  birifkie
kuduz hastahi@ininin (anist, immunofloresan yon-
temin uygulandigl birkag laboraiuvar hari¢ Seller
boyama, histopatolojik incelemeler ve farelerde de-
neme inokulasyonlanna dayanmakiadir. Bu ¢alig-

mada hastalidin tanisinda histopalolojik. parafin
blok kesitlerinde IP ve IF ydntemlerin degerendiril-
mesi ve IP yéntemin laboratuvarda kKullanihp kul-
larulamayacadimin aragliriimast amaglanmistr,

Materyal ve Melol

Cahsma maleryali, Pendik ile Etlik Veteriner
Konlrol ve Hayvan Hastaliklar Aragirma Ens-
liwbleri'nde nekropsileri yapilan 10 adel erkek ké-
pegin doku &rnekler ile Ankara Universltesi Ve-
leriner Fakullesi Patoloji Anabilim Dal arsivinden
lemin edifen kuduz miusbet 30 kopegin kormnu am-
monis ve serebeliumlanna ail doku bloklarindan
lemin edildi.

Neksopsilerl yapilan hayvanlann saniral siair
sistemi (kornu ammonis, nukleus kaudalus. ta-

larnus. kollikulus rostralis, pons serebri, se-
rebellumun vermisi, medulla spinalis, medulla ob-
langata). Gasserian gangliyonu. parolis ve

submanglibular 10kirok bezieri, mukoza ve deriden
gegecek sekilde afiz ve burun kanadi, lonsiller,
gdz. adiz gevresi ve kulak derisi, larinks, {rakea. ak-
cigerler, kalp. dalak. karaciger, safra kesesi, bob-
rekler, adrenier, pankreas, mide, ince bagirsaklar,

" relrolaringsyal ve mezenlternyel lenf dugamler, drar

K[

kesesi ve testislerinden ahnan tioku crmekleri %
10'luk lamponiu formolde tesbil edildi ve parafinde
bloklandi. Her parafin bloklan 4-6 mikron ka-
inhdinda alinan kesitler (aynt bloktan 4 kesit) his-
\opalolojik incelemeler, immunohistokimyasal ycn-
temler ve kontrol i¢in kuitamldi.

Hisiopalolojik incelemeler Kesitler Hema-
Ioksilen-Eosin (HE); beyinde spongiyéz dedigikiikle
karsilasildigr durumlarda da myelin ykiminin sap-
lanmas! amaclyla (uxol fast blue ile boyand: {Luna.
1960).

Immunoperoksitdaz incelemeler : 8u yéntemde
Shandonn anlirabbit universal kitinden (Katalog no
. 407300 / Pillsburg) faydalamlarak Avidin-Biotin
Peroksidaz (ABC) ydnlemi ile dokularda viral an-
lijenler saptandi. Bu amagla rubin olarak hazirlanan
paralin bloklardan adhezivii lama alinan kesitler 10
dakika 48°C'lk etdvde kusuluidu; Ksilollerde de-
paralinize edilip 100, 96, 80 ve 70"k alkol se-
rilerinden de gegirilerek dehidre edildi. Ug kez beser
dakika PBS (Phosphal Bufler Saling) iginde yi-
kandikian sonra % 0.02 kalsiyumn diklorit ihtiva eden
% 0.25'lik tripsin solusyonunda \ripsinize edildi ya
da aymi amag¢ igin kullanilan % 0.1'lik pronaz so-
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lusyonuna konularak 45°C'lik etuvde 30 dakika
beklatildi. Ug kez baser dakika PBS iginde yikandi.
Oda sisinda 5 dakika % 39Uk hidrojen peroksitte
lutuldu ve 2 kez PBS i¢ginde beger dakika yikandi,
Kesiller nemli kamaraya alindi ve Ozerlerine nomal
kegi serumu damlatilip 20 dakika 45°C'lik etdvde
bekletlldi. Serum dokilerek hiperimmun serumlal
(1/500 sulandirma) 45°C'lik etuvde 2x20 dakika in-
kube edildi. Kesitler 2 kez PBS iginde 5 dakika y1-
kandi. Biyolinize sekunder anlikor damlatilarak
nemli kamara ginde 45 Chik eluvde 20 dakika lu-
wuldu. PBS ginde beser dakika 2 dela yikanan ke-
sitler, uzerlerine % 1.2'lik hidrojen peroksil dam-
latilarak bu kez oda isisinda 20 dakika bekleliid.
Bundan sanra Sireptavidin-percksidaz damlatihp
45°C'lik eluvde 20 dakika tutularak yeniden PBS'te
yikandi. Nihayet kesiller 3-amino-9-etilkarbazol
(AEC) 7 dakika luwlduktan sonra 2 kez 5 dakika
deionize suda yikand ve Mayer's hemaloksilen bo-
yasinda 1 dakika lululup gegme suyu altinda yi-
kandi ve kapatild.

Immunofloresan incelemeler : Bunun i¢in in-
direkt immunofloresan  yontemi uygulandi. Ke-
sillerin boyamaya hazirlanmasinda vygulanan de-
parafinizasyon, dehidrasyon ve lipsinizasyon
iglemieri burada da peroksidaz yontemindeki siray)
izledl. Kesitler aym hiperimmun serum! (1/100 su-
landirma) lle 45 Cllik etivde, nemil kamarada 2x20
dakika inkube edildikten sonra 3 kez beger dakika
PBS ile yikanip azerlerine kegide tavsan lgG'sine
karst hazirlanip fluoresceinisothiocyanate (FITC) ile
sarellenmis ant-lavgan hiperimmun serum kon-
jugatindan (Sigma-F &005) damlanidi. Yeniden
45°C'hk eluvde 30 dakika wtuldu. Bu ikinct in-
kubasyondan sonra PBS ile yikanan kesitler ka-
patldi. Cevreleri paraflin fle kaplanarak in-
celeninceye kadar buzdolabinda saklandi.

Immunoperoksidaz ve immunofioresan yon-
tem igin hazirlanan kontrol preparatian da ayni pro-
sedlre gore boyandi. Ancak hiperimmun serum ye-
nne normal tavgan serumu kullanildi.

Bulgular

Nekropsileri yapilan hayvantann tumarnde has-
taligi tamtic) rmakroskopik bulguya rastianmamistr,

Bulln olgularda sinir
kargilagiid, Lep-

Histopatolojik Butgular :
sisteminde hiperemiyle

temeningeal ve Virchow Robin bogluklanndaki da-
marlarda ¢oguniugu lenfosit, az sayida makrola) ve
tek tuk de plazmasillerden olugan mononukleer
hGcre infiltrasyonu goruldy (Tablo 1, Sekil 1), Bun-
lar kornu ammoniste halif, sinir sisteminin diger ke-
simlerinde Ise orla veya giddetll derecedeydi. Tum
olgularda, yogunluk piramidal hucre bolgesi olmak
Gzere komu ammonis, serebellum, talamus (Sekil
2). pons serebr, Kollkulys rostralis, nukleus ka-
udalus., medulla ocblongata ve gofuniukla da dorsal
kornulan clmak uzere medulla spinaliste diffuz veya
fokal olarak degisik derecede glia hicre pro-
literasyonu gérulda. Belirtilen boélgelerdeki bazi ne-
ronlarda dejeneralit ve nekrotik degigiklikler ge-
killenmiglt (Sekil 2 ve 3). Boyle noronlar gekirdek-
lerini kaybetmis, duzensiz kenarll va soluk pembe
renkli sitoplazmaya sahiptl. Bazilannin ¢avresini glia
hicreler gevirip satellitosis sekillenmigti. Bir kismi
ise noronofajiye (Sekil 2 ve 4) ugrayarak yerlarini,
noron kalinlisi ile glia hucrelennin bulundugu odak-
lara veya tamamen {okal glia hucrelennden olug-
mug Babes nodullerine terk etmiste.

Intrasitopiazmik inkluzyon cisimeiklerine go-
Junlukla komu ammonis (Sekil 5) ve serebellumda
(Sekil 6) rastlandi. Bunlardan 6 olayda her kisinde,
ikiser olayda ise yalmz birinde lokalize olmugtu.
Bunlarla birlikte talamusta 3, kollikulus rosiralis
(Sekil 3) ve nukleus kaudatusta birer, Gassernan
gangliyonunda da 2 olguda inkiuzyon cisimcidi
vardl. Bunlar degigik buytklukte, oval vaya yuvarlak
sekilli, pembe renkli olup kimisinin ¢evresinde agik
renkii dar bir alan bulunuyordu ve bir hucrede ge-
nellikle tek bazen birden fazlaydilar. Inceleme si-
rasinda bazi cisimcikierin akson veya dentritlere
dogru uzandigi da goruldu.

Bir olguda kollikulus rostraliste (Sekil 3), 2 ol
guda da Gasserian gangliyonundaki bazi noron sk
loplazmalarinda vakuoller dikkall gekll. Ayrnca iKiser
olguda serebellum ve kollikulus roslralisin subs-
lantia albasinda, 3 olguda da nukleus kaudatusun
substantia alba ve grizeasinda fokal alanlar halinde,
sinirh ve igleri bos spengiyoz degigiklikler lark edildi.
Luxol fast blue ile boyamada bunlar, mavi renk alan
miyelinize alanlar arasinda, hoya almanmig bogluklar
halinde goruldd. Serebellumda bu bdlgeler, aynica
diffuz dagihm gosteren hafit glial hitcre acigt ve de-
marlar gevresinde de belirgin monondkleer hicre
infiltrasyonianyla bezenmisti.

Yukandaki bulgular disinda, 2 olguda komu

' Dr. Alex Wandeler aracthiy ile Centre of Expertise Tor Rabies Agnculture Canada Anima! Oisease Rexcarch listitute Nepean.
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ammonisin  korleks serebrisinde. 1 olguda kol-
likulus rosiralisle meninkslerin alhnda, 3 olguda
nukleus kavdatusun substanifa alba ve gri-
zeasinda, 2 olguda da Gassefian gangliyonundaki
aksonlar boyunca kanama alanlarina rasliandi. Ay-
nca (Om olgularda Gasserian gangliyonunda de-
gisik giddette dejeneralil dedisiklikler ile bazi sa-
halarda hem sinir hicreleri eirahinda hem de
aksonlar boyunca aralarninda az sayida makrotaj ve
lek tik de plazmasitlerin bulundudu yodun lenlosit
infilirasyonu fark edildi (Tablo ).

Sekiz olguda paroliste bazi bez limenlennin
secilemedidi ve epitel hdcrelerinin hacimce azal-
digi. bez kanallarinin eozinolilik kitleyle doldudu
saptandl. 8ir hayvanin kanal epiteliefi Kismen hi-
perplazikli ve eraftarinda da aralannda néltrolil 18-
kosillerin de bulundugu lenfosil hicre infilirasyonu
géziendi. Siroma hafil odemliydi.

Submandibular tokdrgk bezlerinde 2 olguda
bez ve kanallar ¢evrasinde halif $iddelie lenfosit in-
fitrasyonuna rasllandi. Bunlardan birinde ayrica
kanal epitelleri de hiperplazikii ve intarlober n-
lersitisyumdaki  birka¢ ganglyon hucresinin ke-
narannin dizensiz. siloplazmasinin soluk veya ho-
mojen koyu pembe renge boyandigr. ¢ekirdeginin
kayboldugu. bir kKisminin ndronofajiyé ugracifi. kis-
man saglam kalanlarin ¢évresinde ise satellitosis
sekillendidi dikkati gekli.

Yedl képekle bdbrekUsty bezlerinin  me-
dullasinda ¢ogunlukla lenfosillerden ibaret mo-
nondklgar niicre infiltrasyonuyla karsilasndi. Bun-
fardan ikisinde konikat ve meduller bdlgelerde
genis kanama alanlan gdruldd. Ayrica bunlann bi-
rinde aksesuar konikal nodullsr vardi. Ying 1 hay-
vanda periadrenal gangliyonfardaki sinir hicreler
arasinda ga mononukleer hicreler bufundu.

Bunlar drsinda. 1 kbpekle goézln retinasimn
opik sinir telleri kannda mononiklesr hdcre arigl
ve 8dem. farkll 2 kbpekte ise lokal kanana alantar
goruldd. Bir hayvanda enterltis, mide ve miyokania
fokal mononukieer hucre infiltrasyonu. fokal non.
purulent intersiitisyel nefritis, idrar kesesi epilel
ndcrelarinde hidropik dejenerasyon, lonsdlerdeki
lenloid loflikOllerde kanama ve nekroz, burun sub-
mukozasinda Kanama, 2 olguda da akcigerde
ddem, wnterstilisyel pndmoni, lenl dgagumingeki fol-
hkuller ite dalakiaki perianteriyel lenfoid dokularda,
pankreasta ise akitict kanal epitellennde hi-
perplaziye rastlanmigsa da bunlar hastaligin (anic
bulgulan arasina kallmamglir.

immunoperoksidaz Buigular : Immunoperok-
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sidaz boyamalarda. boton olgularda kornu ammonis
(Sekil 7). serebellum (Sekil 8). 1alamus (Sekil 9),
pons serebr, Kollikulus rosiralis, medulla oblangata
(Sekil 10), medulla spinalls ve nukieus Ka-
udatuscaki (Sekil 11} néronlanin bicgogunun silop-
lazma. akson. dendrilleri ile bunlann noropilierinde;
8 olguda da Gasserian gangliyonu (Sakil 12) huc-
relerinde viral anlijen varidmi gosteren, tugla Xir-
mizisi-Kahverenginde. dedisik buylklukte, granuler
yapida, IP pouzilil reaksiyon goruldt. HE ile @o-
yamada bildirilen bolgelerge gdrulen inkluzyon ci-
simciklen ise daha buyuk. keskin sinirli. agik sarn
renkli hamajen bir matrikste. Wgla kirmizist granuller
i¢eran yapida veya granllsdz. diffuz kahvemsi renk-
teydi. Bunun diginda kalan ve az antijen igeren
néron siloplazmas: ise homojen solgun san renge
boyanrmgli.

Kormu ammoniste IP pozitif hocreler daha gok
piramidal polimort sinit hicreleriyle molekiler la-
bakadaki kUgOk hucrelerdeydi. Ote yandan ak-
sonlann aksoplazmasinda da antijen varigim bel-
goleyen P poztf 1asbin tanesi gibi siralanmig
grantller goérildl. Yina bu yantemn aracilifiyla an-
lijen iceren benzeri grandller ve birkag inkluzyon ci-
simcidi. noropit dle polimort sinir hiicreleri iginde de
saptandi,

Serebellumda da viral anujen wvarh@ini ka-
nitlayan (P pozilif reaksiyonta karsilasidi, Buntar
Purkinje hucreterinde az sayda. IP pozitif kugak
granbler yapida goruidrken  stralum  granulo-
rumdaki sinic hogrelerinin elralinda 0z serpilmis
gibi ¢ok sayida. s\nirls boyamalardan ibaretti. Aynca
sarabellar pedinkol noronlan ile serebellum, ta-
lamus, pons serebn. kollikulus roslralisin norenian
ve bazen de subsiansia albalanndaki glia huc-
relennin elralinda ya loz serpiimis ya da lapa gibi
¢cok sayida ve sinvii 1P pozilillik saplandi. Nukleus
kaudafus, medulla oblongala ve medulla spi-
nalisieki akson ve dendrllerde gériten pozitilhk,
say) ve boyanma derecest bakimindan ona de-
recedeydi. Dokuz olguda Gasserian gang-
liyonundaki réron ve bazen ge sinir 1eflermde pouzitif
reaksiyonla karsilasildi. Bunlardan 6 olguda pe-
rikaryonda orla siddette bir reaksiyon ka-
rakierindeyken, 3 olguda noronlarda ve daha ¢ok
da sinir fetleri boyunca dittbz soluk sarr renkli zayi!
IP pozilillik saptand( (Tablo 1).

Histopatolojik defisikfige sahip 6 olguda bodb-
rekUs10 bezlerindeki kromallin hdcrelerinde, g6z re-
linasindaki birkag néron slioplazmasi ile 1 hayvanin
korneasinda ve ¢odunlukla bazal epiel hic-
relerinde, 2 olguda submandibular tOkOrGk bez-
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lerindeki serbz bezler ile bunlann inlgr ve in-
ralobuler kanal epitellerinin sitoplazmasinda ve ay-
nca bunlardan birinin gangllyon hicreleriyle sinir
tellerinde. 2 olguda trakeyadaki epliellarin ki-
nosilyumlannda ve bazi epilet hicrelgri lle sinaps
yapan sinir telierinde. birar olguda da parolisin
bazi bez ve interlobuler kanal epitel hicrelerinde.,
midenin  birkag prensipal bex hlcresi si-
loplazmasinga, ba§irsakta sinir pleksuslaringa,
idrar keseginde @pitel hiscresinin siloplazmasinda
¢ekirdedin bir kenarna yakin yerlegmis konumda
ve 0z0m salkimi sekiingde, kufakla kil lollikUIh epile
hicrelennin sitoplazmasinda ve sinir demetlerinde:
afuz bez epitgllerinin sitoplazmasinda ve sinir tel
lerinde, burunun vestibular bolge kutan mukozasi
epilel hicre sitoptazmalannga ve sinir lellerinde
difluz velveya granuler sekilde twdla kirmizisi-
kahverengimsi P pozitil reaksiyona rasllanarak
kuduz viral anilijeni saplandi,

Immunofloresan Bulgular : Immunolioresan
boyamalarda 10 olguda kornu ammonisge hem
ekslraselliler hern de piramidal (Sekil 13) ve Ori-
ens kalmani'ndaki sinir hocrelerinin sitoplazmass,
akson va dendritlerinde. serebellumda Plrkinje
hicreleri (Gekil 14) lle serebellar pedinkil ve stra-
lwm granulozum hacrelerinde, aynca lalamus
(Sekil 15). pons serebri. kollikutus rostralis. me-
dulla oblongata (Sekil 16) ve medulla spinalisteki
sinir hocrelerninin  sitoplazma, akson ve dend-
ntlerinde 1P yoniemine gore daha az sayida. gra-
nifer yapida. parlak yesit renkle boyanan IF pozitit
viral antijenler gé2lendi. Ancak medulla spinalis ve
nukleds kaudatusiaki boyanmalar beynin giger bdl-
gelering gdre daha az ve difluz, soluk yasil renkte
olup medulla spinatiste ¢ogunlukla ¢ekirdek et-
ralinda y1dihm gdsteren parlak yesil renkle ve gra-
ndller seklinceydi. Nukieus kaudatusla (Sekil 17)
ise IF pozitil viral anlijenier gogunlukla peritere
yakin ndron shoplazmasinda lokalize olmusiu,
Sekiz olguda kornu ammonis ve serebellumda. 3
olguda talamus ve nukleus kacdatusta. f olguda
ise kollikulus rostraiiste saptanan inkluzyon ci-
simeiklen diger viral antijenlere gdra daha boyuk.
sinurli ve parlaku (Tablo 1).

TOm olgularda serebellumun substansia al-
basinda intra ve ekstraseliller parlak yestl renkli.
Gasserian gangliyonunds ise sitoplazmada soluk
yesil renkte boyanan granller yapida, bunlardan 3
olguda da inkluzyon cisimcigi géruniminde parlak
yesil renkli IF pozitil viral anlijenlec saptandr. Gas-
serian gangliyonunda benzer graniter antijenier
hicre memhranina yakin (Sekil 18), adeta bir ¢it
olusturyr sekilde satellit hicrelennde da goralga.
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ikiser olguda retinada yer alan birkag néronun
perikaryonunda, birer olguda da parotisin bez epitel
hicrelerinde. kulak ve agiz ¢evresinden yapitan ke-
sitlerde ise kil folikOllerinin etralinda partak yes!
renkte IF pozilif viral antijenter saptand.

Arsiv doku bloklan

Hislopatolojik incelemelerde 30 hayvann
27'sinde kormmu ammonis ve serebellumda dedisik
$iddetie anselalitis veiveya meningoenselalitis goz-
lendi. Komu ammonisin piramidal, serebellumun
Purkinje hucre béigesinde glia hicre prolilerasyonu,
ngron dejenerasyonlar, ndronolaji ve az sayida
Babes nodull dikkali cekti. Olgutann 26'sinda ise
bu hdcrelerde Negri cisimciklerine rastlandi. Negri
cisimcigi gordimeyen. ancak Ellik Veterlner Kontrol
ve Hayvan Hastaliklan Araslima -Enstitdsince (F
yéntemle boyanan lugse preparatiaria pozilil oldugy
bildirilen 4 olgunun birinin serebellumunda Negri ci-
simeigl bulundu.

Arsivden elde edilen kormu ammonis v se-
repellumiaria, nekropsilen yapilan hayvanlarin adi
ge¢en organtanndan alinan kesitlenn 1P ve IF yn-
lemi lle boyanan kontrol kesillennde immunopozifil
sonu¢ alinamamigiir,

Tartigma ve Sonu¢

Kuduzun histolojik Iansinga ilk agama, santra!
sinir sisteminde 8zellikle serebrum, beyin stemt, se-
rebellum. bunun disinda da medulla spinafis ve
Gasserian gangliyonunga nonpurulent meningo-
ensefalills veya ansefallisten ibarel bir degisikligin
belirlenmesidir (Fischman, 1969; Feiden ve ark..
1988; Zimmer ve ark., 1990: Hamir ve ark.. 1992).
Dedisikliklenn siddet ve lokalizasyon sirasi, kar
nivorlarda serebrum, kornu ammonis, lalamus. kis-
men de serebellum. pons ve medulla oblangalada
yer alirken. herbivorlarda bunun ram lersi yénde ge-
ligti§i bildiriimiglir (Palmer ve ark.. 1985). Her iki
hayvan [Urlerinde olaylann % 42'sinin pons ve me-
dulla oblangalada daha siddetli oldufunu belinen
bildirimler (Zimmer ve ark.. 1990) yaninda. bunu 1a-
nida dikkate deder bulmayan gbérugler de Kkay-
dedilmigiir (Negri. 1903). Veriler ¢ergevesinde gde-
Jerledirilen hayvanlarin 1Gm sinir sisleminin  her
bolgesinde ve Ozellikle de komu ammonis, se-
rebellum, talamus, pons, kollikulus rostralis, nuk-
leus keudalus., medulla oblangata. medulla spi-
nalisin  dorsal gangliyonlari, aynica Gassenan
gangliyonunda degisik siddette yangisal reaksiyonla
karsilagiimgtir.
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Noropildaki vakuollere ilkin 1984te hastaligin
histomorolojik  bulgulan arasinda  deginiimiglr
(Charlton, 1984). Deneysel olaylarda kokarca, lilki,
dogal olaylarda da bunlara ek olarak at, kedi, inek
ve koyunlarda hastaligin 2.-3. gunlerinde veya
daha erken doéneminde 51k ve giddelli olarak be-
yinin lalamus ve serebral korteksinde rastlandigi,
ayrica baolgedeki noronlarda da wvaKuoller ge-
killendigi  kaydedilmigtir  (Chariton, 1988). No-
ropilde luxol fast blue ile daha iyi segilebilen va-
kuollegsmeyle karak-lerize spongiyéz manzaraya, 2
olguda serebellum, serebellar pedinkdl ve kol
likulus rostraliste, 3 olguda da nukleus kaudatusda
rastlanmigtis. Ayrica birer olguda kollikulus rostralis
ve Gasserian gangliyonlarindaki noronlann pe-
rikaryonunda vakualler goralmugiar.

Benzeri vakucller, spongilorm ensefalopati ve
diger viral enleksiyonlarda da gozlenmistir (John-
son, 1983: Bundza ve Charllon, 1988; Foley ve
Zachary, 1995). Bu bakimdan incelemede sap-
tanan bu degisikligin, tanisal degere sahip ol
madigr  dugunulmastur.  Immunsuprese  ko-
karcalardga da  bulundugundan, eliyolojisinde
immun reaktit olaylann yet almadiyi da bil-
diriimistir.  Ancak, g¢esitli yoldan gekilienen de-
janeratl olaylarda. melabolizma faaliyelleri ve sivi
akisini duzenleyen asfrosillenin etkilenmesinin be-
yinde sivit loplanmasina sebep oldugu ve bu yol-
dan myelin lamellerinin ayriarak sekunder de-
miyelinasyonun §ekillendigl klaslk bilgiler arasinda
ilade ediimistir (Charlton, 1988). Incelemede no-
ropildekl vakucllerin de boyle bir nedenden kay-
naklanabiecedl dusindlmug ve baz galigmalarga
ora derecede néirofil infiltrasycnuyla birlikle se-
rebellac nekrozdan da soz edilmesi (Sung ve ark..
1976, Fekadu ve ark., 1988b; Jackson ve ark..
1989) bu izlenimi guglendlrmisfir.

Sistemik incelemeler sirasinda, diger organ ve
dokularda da yangisal veya distrofik degisikliklerin
bulunacadu, beyinde yangisal dedisiklik olmasa da
Gassenan gangliyonunda rastlanabilecegl be-
litiimigtir (Jubb ve ark., 1985, Hamir ve ark.,
1992). Yine bu baglamda paroliste alrofli ve hi-
perplaziyle birlikte intersitisyumunda mononikleer
hucre infiltrasyonundan (Ninomiya, 1955) soz, edil-
mig. benzeri hucre infiltrasyonunun hahi nekrotik
degisikiiklerle birlikte submandibular tukarok be-
zinde (Ninomiya, 1955; Balachandran ve Charlion.
1994) veya hiperemiyle birlikie adrenal bex me-
dullasinda da bulunacag ve yanginin goz ile de-
nde belirgin oldugu (Balachandran ve Chariton,
1994) kaydedilmig, derinin kil follikullerinde yan-
gisal hicre infitrasyonu (Fekadu ve Shaddock,
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1984) gozlenmigtir. Galigmada da parolis, sub-
mandibular 1UkUruk bezi ve adrenal medullada buna
venzer degisiklikler dikkau gekmig ozellikle hay-
vanlann lumunde Gassernan gangliyonunda yan-
gisal reaksiyon gorulmesi bu verilen desiekler ni-
telikle bulunmusiur. Aynca, 1 kopekle goz
retinasinda odem ve oplik sinir telleri arasinda mo-
nenukleer hucre infiltrasyonu, tir digennde fokal ka-
nama nonspesilik bulgu olarak degerlendinimigse
de wvirusun ¢ogu kez gozde de bulunaczagl du-
sunuldigunde yukandaki degisiklikler arasinda he-
saplanmasi geregi arastirmalara birakilmighr. Kuduz
olaylarinda esas hesaba kallmamas: gerekenlenn
entanlis, karacigerde nekroz, fakal nonsuppuralf
Kolangilis ve brongitis, intersifisyel myokardilis.
pnémoni, bébrekte nelritis ve mineral madde bi-
rikimi gibi hastalikia iigili olmayan nenspesifik bul-
gular oldugu bildiriimistir (Castillon 1873: Fekadu ve
Shaddock, 1984; Woolf ve Smith, 1986). Nitekim,
inceleme sirasinda birer olguda bagirsak, mide,
myokan, bobrek. idrar kesesi, lonsik. burun mu-
kozasi, 2 olguda akciger, tenf dugumilen ve dalakla
kargilaglan dedisiklikiern hastalikla gl olmadig
dogunulmugiur. Ancak boyle bulgulann dikkatleri
bagka yéne cekip. lanyr glglesglirdigini de gbz
énune almak gerekir,

Histolojik tanmiyr kesinlestiren palognomonik
bulgu, inlrasiloplazmik Negri cisimeiklerinin go-
rulmesidir (Negri, 1903). Negrl cisimeikiarinin ¢ogu
kez karmivorlarda pons, medulla oblangala vé ozel-
likle de kornu armmoniste; herbivorlarda ise pons ve
medulla oblangata yaninda ¢zellikle serebellumda
lokalize oldugu, nadiren glia hucrelennde de go-
ruldugu ifade edilmistir (Fekadu ve ark., 1982 Jubb
ve ark., 1885: Palmer ve ark.. 1885 Hamir ve
Rupprechl, 1990; Zimmer ve ark., 1990; Hamir ve
ark., 1992). Bildirimierin  aksine Negn ¢
simciklerinin, incelenen 10 kopekten alisinda hem
kornu ammonis, hem serebellumda. IKiger olguda
yalniz birinde. 3 olguda talamus. birrer olguda da
nukleus kaudalus ve Kollikulus rosiralisla bu-
lundugu gdzlenmistir. Inkluzyon cisimciklerinin se-
rebellumdaki miktanmin, komu ammaonisten farki ol-
madigl.. pons. medulla oblangata ve gla
hocrelerinde ise hi¢ yer almadig gorulmustur. Bir
kisim literalar bilginmlenini (Jubb ve ark., 1985; Zim-
mer ve ark., 1980; Hamir ve ark., 1892)de des-
tekleyen bu bulgular. histelojik 1ani igin alinacak
beyin Orneklennin se¢iminde hayvan Uru goz
ontne alarak birka¢ bolgeye odaklanmanin hatali
oldugunu, ozellikle kopeklerde komu ammaonisle bir-
likte serebellumun da ahnmasi gerektigini gos-
termislir.
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Inklvzyon cisimciklerinin sinir sisiemi diginda
daha ¢ok Gasserian gangliyonunda. bazen de
pankreas, dil, adrenal bez, paraadrenal bez gang-
liyonlan, retina (Jubb ve ark., 1985: Hamir ve ark.,
1992) ile duodenumun submukozal pleksusunda
(Hamir ve ark., 1992) bulunacad kaydedilmesine
kargtlik. Incelemede yalmiz 2 olguda (Gasséenan
gangliyanunda inkluzyon cisimeikleri gorulmistor.
Bu sonuglar da inkluzyon cisimciklerinin sinir sis-
temi diginda her olguda gérulmesinin gant ol-
madidini ve tanida fazla dnemi bulunmadi§ini du-
siindrmigtdr.  Insan ve evcil hayvanlardan elde
edilen sonuca gdre, Negri cisimcikiermin bulunug
oramom % 97'ye vardidl. deneysel fare ino-
kulasyonlarinda % 99'a ¢ikugi ve olaylann %
80'inde yangimin da bulundudu ilade edilmigtir
(Ademoguitari, 1992). Ancak, incelenen kipeklerin
10'unda vyangiya rastlantmasina kargilik, bun-
fardan 8'inde inkluzyon cisimcidi bulunmus, 30
kuduz olgusu olarak degerdendirilen arsiv blok-
larinda 1se 27 yangisal olayin 26'sinda Negri ci-
simcigi goriimistr. incelenen mataryal sayissnin
azlig dikkale alinmakla birlikte, inkluzyon cisimcig)
miktan ile yangisal olaylann her zaman ayn se-
kilde bagdasmadi§ dosuntimdstor. Niekim, Negri
cisimciklerinin yangisal dedgigikliklerle birlikie bu-
lunug eraninin genelde % 53 oldugu belirten veriler
{(Zimmer ve ark., 1890) de bu durumu destekler mi-
teliktedir.

Calisma ve (Heraltlr vilglierinden ¢ikan sonuca
gére histopalolojik taniya yangisal reaksiyonlann
belirlenmasiyle dedil Negri cisimciklerinin sap-
tanmastyla vanlacag goroimosidr. Yukanda da be-
litildigi gibi bunun da her olayda seklllenmeyecedi.
yangisal dedisikliklerin de didger nonspesilik mor-
folojik degisiklikter yliziinden yaniigiya dusuleced)
kanisina vanimeglir. Bu nedenden birgok ¢ahsmada
pirlesilen ortak nokla, saghkli hislomorfoloyik [a-
rumn immunohistokimyasal ydnlemier uygulanarak
dokuda virus antijeninin lesbiliyle mim&in ola-
cadidir (Zimmer ve ark., 1990).

Histokimyasal yonden dokuda spesilik kuduz
virus antijenin tesbill [P {Levaditl ve ark., 1971) ve
IF (Goldwasser ve Kissling, 1958) ydntemleriyla
saglanir, Floresan anllkor yéntemi. lloresein ite
baglanmis antlkor aracil@iyla taze olarak tuse ve
dondurulmus  (Goldwasser ve  Kissling,1958;
Marie, 1962; Kawamura, 1977). gliserinde sak-
lanmiz {Bamard ve Voges, 1592), elanol ya da
asetonda likse edilmig (Goldwasser ve Kiss-
ling.1958: Marig, 1862; Fischman, 1969; Palmer
ve ark.. 1985) doku kesillennde-viral anlijenin sap-
tanmast Igin uygun bir ydnlemdir. Ancak enlekte
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laze dokulardan hazirlanan smearar aklif virus iger-
diginden lehlikeli géruimaglir (Wachendorer, 1967;
Fischman, 1969). Bu nedanle lormolde likse edilip
parafinde bloklanmis doku kesillerinde virus an-
lilenlnin saplanmasina ydnelik ¢alismalara yer ve-
rimiglir. Bu, ayni zamanda dokularin uzun zamar
saklanmasina da olanak verlp retrospeklif ga-
lismalarda avantaj saglar (Umoh ve ark.. 1985;
Hamir ve Rupprechl, 1930: Hamir ve ark., 1995).
Dokunun morlolojik gdninbmi secildiginden viral
antjan veya inkluzyon cisimcikderinin doku ve hic-
rede dagilimi kolaylikla belirlenir (Goldwasser ve
Kissling, 1958; Atanasiu ve ark., 1971: Fischman.
1969; Kolwal ve Narayan, 1985, 1987; Zimmer ve
ark., 1990).

Anjaria ve Jhala (1985) paralin kesitlerde in-
direka IF yontemi vygulayarak pozitil ofaylann % 87-
97 arasinda degisecegini gostermiglerdir. Diger ¢a-
ligmalarda bu oran % 98-100'dUr (Kolwal va Na-
rayan, 1985; 1987, Zimmer ve ark., 1990). Nilekim
bu ¢alismada da (Om hayvanlarin beyinlerinin ¢eslili
bblgelerinde ve Gasserian gangliyonunda int-
rasellller ve/veya ekstrasellller viral antijan lle baz
olgularda inkluzyon cisimeiginin gordimesi de bunu
kanilamigtir, Bununla birlikte, rutin olarak fikse edi-
Jen maleryalden hazirlanan kesillerde, antijen de-
natire olacagindan reaksiyon tesbil edilememis ve
fikzasyonun wvzunlufu oraninda anlijenin  kay-
bolacag! bildinimigtic (Schneides. 1964a; Schaal.
1968). Palmer ve ark. (1985). 4 yil boyunca sak-
ladikian dokulann histopatofojik incelemesinde yan-
gisal reaksiyon ve Negn clsimeidi gorip kuduz po-
zifif kabul etmelerine ragmen. IF ile her zaman
pozttil sonug¢ elde edememiglerdir. Fischman
(1969), parafinde bloklanan ve +4'C'de saklanan
dokularda virusun S aydan fazla antijenlk ozelligini
korudujunu ileri stirmugtlar. Galismada kullanilan
1880-AJuslos 1996 yillanina ait 30 adet arsiv doku
bloklannin 27 adedinde yangisal raaksiyona ve bun-
lardan 26 adedinde inkluzyon cisimciklerine rast-
lanmasina ragmen yapilan [P ydntem ve onceki
aragfirmalara uyumlu olarak IF ydntem ile viral an-
1jen bulunamarmiglir.

Immunofloresan yoniemi araciigy ile viral an-
lijenin beyinde komu ammonis, serabellum, me-
dulla oblongala ve ponslaki gangliyon hicrelerinde
yeriesligi belitilmistir (Schaal ve Schaal, 1988;
Schneidar. 1984h). Fischman (1969). serebellumun
molakiler kali boyunca. komu ammonis. beyin
siemi ile medulla spinalis ndronfannda pozitit alan-
lar bulmugtur. Calismada hieratlr verlerine yygun
olarak 10m hayvanlarin korAu ammonisinin  pi-
ramidal ve polimort sinir hucrelerinde. serebellumun
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Purkinje hucreleri ve stratum granulosa sinir hic-
relerinde, serebellar pedinkul, kollikulus rostralis,
talamus, pons serebri, nukleus kaudalus, medulla
oblangata ve medulla spinalisteki notonlann pe-
rikaryon, akson ve dendritierinde rastlanmigtr.
Viral antijenler., genelde (um beyin kesillerinde
ekstraselluler olarak da gorulmustur. Ancak li-
leratur-deki gibi serebellumun molekller kaunda
rastlanmarmistir,

Sinir sistemi disinda IF pozitiflik oraniin pa-
rotiste % 90'a (Schaal, 1968), ozellikle yuz densi
kil follikul epilellerninde olmak uzere dende % 100'e
vardigina {Blenden. 1974, Blenden ve ark, 1983)
deginilmiglir. Aynica bunlann ¢evresindeki sinir ag-
larinda da wviral antijen varhgindan séz edilmigtir
(Correa-Giran ve ark.. 1970; Blenden ve ark.,
1983:; Fekadu ve Shaddock. 1984). Farclerde de-
naysel enfeksiyon sonucuna gére komeada % 36-
71.4 oldugu belirtiimigtir (Schneider, 1969:; Fekadu
ve Shaddock, 1984). Ancak bunun aksini belirten
olaylarla da kargilagilmigtir. Zimmermann (1971),
sinlr sistemi ve Wkoruk bezien diginda kormnea,
diger doku ve organlarda rastianamadigini, Ostelik
olmuis hayvaniarda nonspesifik lloresan veren par-
likdlier yuzanden kormeadan yanhs sonug ali-
nacagini kaydetmigtir. Viral antijenin dil WOkorok
bezlari sinirlerinde ¢ok seyrek oldufuna dalak,
bobrek. karaciger, meme dokusu, kahverengi pig-
mentli yag dokusunda ise hig bulunmayacagina il-
gilt kayilara da karsilagiimighir (Fischman, 1269).
lmmuno floresan incelemede, birer olguda kulak
derisinin kil follikuld epitellern ile parolis bezinde, 2
olguda gozin retinal sinirler digindaki crgan ve do-
kularda wviral antijenin gorulememesi aym dog-
rultudaki aragtirmalan dusundurmistir. Incelenen
olgular farkll olmakla birlikle, erken ddnemde ol-
durulen hayvaniarda beyin stemi diginda viral an-
tijenin tesbil edilemeyecedl kaydi da virusun daha
¢ok nerede aranmasi gerekliginl aydiniatrmiglis.

immunopercksidaz ydéntemi kuduzda ik defa
Alanasiu ve ark. (1971) larafindan kullaniimigtr.
Beyin omeklennin parafin bloklardan hazirianan
kesitlerde, bu yonlem uygulanarak % 87-96 (An-
Jana ve Jhala, 1985), % 95.3 (Kotwal ve Narayan.
19685, 1387). % 98 (Zimmer ve ark., 1990) orma-
ninda pozitil sonu¢ ahnmigtir. Fekadu ve ark.
(1988a) lle Hamir ve ark. (1992), medulla spinalis
ve Gasserian gangliyonundan hazirladiklari paralin
kesitlenne bu yontemin degigik bir modifikasyonu
olan ABC vyontemini uygulayarak noron  si-
toplazmasiyla wzanlilannda viral antjen ve ink-
luzyon cisimciklen saptamislardir. Zimmer ve ark.
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(1990) kaydedilen bolgelere pons ve medulla ob-
langatayi, Sinchaisri ve ark. (1992) ise lalamus noé:
ronlanm llave etmiglerdir. Viral antijene kemu am-
monisin  ozellikle piramidal, serebellumun da
Purkinje hocreleriyle siralum granulozumunda ve
glia hucrelennin etrafinga rastianmistir (Fekadu ve
ark..1988a; Sinchaisri ve ark., 1992). Bunlann twgla
kirmizist renkte, diffuz. ¢egunlukla granuler go-
rinumde viral anlijen veya normal g1k mik-
roskobunda belifengn (ormdaki  inkluzyon ¢
simeiklen halinde néronlann perikaryon, dendril ve
aksonlaninda lokalize oldukian belimiimisur. Bu bul-
gulara uyumlu olarak galigmada da IF'de oldugu
uzere 1P‘de de her hayvan beyninin degisik bol-
gesindeki noronlann sioplazmasinda ve z2ynca
IF'den larkh olarak serebellumun glia hicreleri ¢ev-
resinde ve 9 olayda da Gasserian gangliycnunda
kuduz viral antijeni velveya inkluzycen cisimeiklen
saplandi. Ancak literatarierin (Charilon ve ark.,
1988; Feiden ve ark., 1988; Fekadu ve ark., 1988a)
aksine leplomeningeal hicreler, ependimal ve plek-
sus hdcreler, damar endotel hdcrelen, perivaskuler
lenfositler ve spongiyéz dedigiklikler saptanan beyin
bélimierinde viral antijenlere rastlanmamistir,

Bu yomlemle sinir sistemi disindaki organ ve
dokularda da wviral antijenler  saptanmigtir.  Ba-
lachandran ve Charlton (1994). viral antijenl sub-
mandibular 1okuruk bezlerinde ve intersilisyel go-
kudaki gangliyonlar ile sinir dematlerinde, adren-
terin kortiko-medullar sinirinda ve buradaki kro-
malfin hicreler ile intersitisyel sinir liprillerinde ve
aynca goz komea epitelinde 6zellikle de bazal huc-
relerde gormuglerdir. Yine Balachandran ve Charl-
ton {1994) a@iz bdlgesi derisinin ozellikle stratum
bazale hicreleriyle kil follikdllerinde IP pozitl viral
antijenler bulmuslardir. Ayrica parotis bezi epi
\elleriyle gangliyon hocrelerinde, pankreas ve ba-
girsakla da ayni sekilde viral anlijen ve inkluzyon ci-
simelgi saptanmighir (Fekadu ve ark.. 1988a). Feka-
du ve Shaddock (1984) anlijen pozitithiginin deride
% 36.8 oldugunu, fakat tdkarik bezlerinde sap-
fanan virusun, dende de her zaman bulunmayacagt
kanisina varmiglardir. Calismada da literatar ve-
rilenni destekler nitelikte 6 olguda adrenal me-
dulladaky kromalfin hucrelennde, bin intramural
gangliyontaninda olmak Gzere 2 olguda sub-
mandibular tOkiruk bezi epitellarinde ve yine bin
korneada olmak Gzere 2 clguda goz retinasinin sinir
hdcreleri ve lellerinde. kornea epitellennde. tra-
keyanin kinosifyumian ve epitel hucreleri arasinda,
birer olguda kulak derisi kil follkdlu epitellerinde,
parolis tGkorok tezi ve kanal epitellerinde, bagirsak
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submukozast sinir pleksuslannda, midenin pren-
sipal hucrelerinde, idrar kesesi epitellerinde, burun
ve agiz mukozas! ile burun respiratonik mu-
kozasirin sinir tellennde rasllanmiglir,

Kuduz lamist amaciyla sinir sisteminin  in-
celenmesinde yangisal olaylann Negti cisimeiginin
bulunmast halinde deger ifade etlidi gortlimusgtar.
Ikiger olayda komu ammonis ve serebellum, 5
olayda talamus, 8 olayda pons, 9 olayda kollikulus
rosiralis ile nukleus kaudatusta. (0 clayda da me-
dulla oblongala ve medulla spinaliste Inkluzyon ¢i-
simciklering rasllanmamast, bunlarin ek ek in-
celenmasi halinde kuduz \amsinin yapilamayaca-
gim gostermiglir. Ancak bu bolgelerde, IF ve IP
yardimiyla degdisik derecade kuduz virus antijeni
saplanmasiyla hastahgin varhig lamimianmigtir. Her
ki yontermin Kendi  aralarnda  yapilan  kar-
stlagtinimasinda ise komu ammonis, serebellum,
lalamus, pens, kollikulus rostraliste (P pozitifiigin
IF'den daha fazla oldugu dikkati cekmistr. Medulla
spinalis ve nukleus kaudalusla immunpozitiffite iki-
sinde de orta derecede goraimugtir, Medulla ob-
longatada IP pozilillix yine orta derecede elde edi-
lirken. IF zayif immun reaksiyen lesbit edilmigtic.
Buna kargiik Gassenan gangliyonunda IP bo-
yamada zayd veya ora giddalte reaksiyon elde
edilirken [F'de kuvvelli pozitl gordlmuastar. Yine
aym dokuda IP negatif gikan ve Negri cisimeigi de
gorulmeyen bir hayvanda IF ile yelerli cranda po-
zitf sonuca vardmigtir. Bu son durum, IP bo-
yamada yapilan bir hatayr akla getirmisse de diger
olaylann da bu yontemde zayl veya orla derecedsg
roaksiyon verdigi goz onune ahnirsa Gasserian
gangliyonunun IF yontemine daha yatkin oldugu
Kanisi uyanmiglir.

Ote yandan, IP ve [F yontemlerinin diger
organ ve dokulara uygulanmasinga. literator bil-
dirimlerine  benzer gekilde ¢oJualukia negaiil
sonug alinmigur. ki yoniemin bu agidan, saghkt
degerlendirme $ansina kavusulamamistir. Bununia
birlikte 2 hayvanda submandibular (0kOruk bezi ve
parotiste yangisal reaksiyon lle birdikte (P in-
celemede viral antijen saptanmig, IF'Ge ise yalniz
birinde parotis poziti! bulunmugtur. Yine 1 hay-
vanda mide, barsak, idrar kesesl, kulak ve agiz
gevresindekl den, agiz ve burun mukozas), lrakea
ve bunun disindaki 5 hayvanda da adrenier pozuif
bulunurken; 1Fde 1 bayvanin kulak ve agiz gev-
resinde zayl poztiflik diginda ayni crgan ve do-
kular negatif bulunmustur. Birbiriyle tam &rtogme-
yen bu nokialar dikkate alindiginda, IF yonteminin
1P kadar duyarli olmadigr gorulmusiur,
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Immunofloresan yéntemi uygulamak icin pre-
paratlann tilizlikle hazirlanmass (Schaal, 19€8) ya-
ninda, ozel bir mikroskop ve deneyimli bir gbze ge-
reksinim olmast (Vandevelde wve ark., 1983;
Jayakumar ve ark., 1989; Haines ve Clark,, 1891),
boyanmis preparallann  saklanma imkaminin ol-
mamas! (Haines ve Clark, 1831; Trimarchi ve Deb-
bie, 1991) bu yonmtemin dezavantajlan arasinda yer
almistir. Immunoperoksidaz yéntemi ise bu de-
zavantajlan ortadan kaidiran bir bagka immunhisto-
kKimyasal yontem clarak 1amimlanmishr (Algnasiu ve
ark.. 1971; Genovese ve Andral, 1978; Anjaria ve
Jhala, 1985). Bu yontemin de post morem ma-
teryallerde kuduzun rutin tanisinda spesilik. kolay
ve daha uzun surede (Genovese ve Andral, 1978)
de olsa iyr sonug verdigl bildinlmistr (Heyderman,
1979: Das ve ack., 1985; Jackson, 1991). Yon-
temin, immunofloresan kadar hassas olduju (Ge-
novese ve Andral, 1978) ve bu yontemin yenni ala-
bilecedl (Anjaria ve Jhala, 1985) de vurgulanmighir.
Immuncperoksidaz yoéntemin parafin ve dondurma
mikrotomu kesitlerl, smearlar ve tugeler dahil birgek
oémeklerde yapisal elamanlann gorulmesine de izin
verdigi  bilinmekledir. Yoéntemde kullamian re-
agenfler uygulama sirasinda yapilan islemlerden et-
kilenmez. Normal 1sikta ¢ok daha iyt gorulebilen bir
renk verr (Bourmne, 1983; Noorden ve Polak, 1983).
Doku omeklerinde kuglk mikiarlarda bulunan en-
dojendz peroksidaz aklivitesi kolaylikla giderilir (Bo-
ume, 1983), Nitekim bu caligmada da kesitler % 1.2
ve % 30K hidrojan peroksilte lulularak bu aktivite
eradike ediimistir. Avidin-biotin iImmunocperoksidaz
yonteminin 1se 1P yontemler iginda daha duyarl ol-
dugu ve ozellikle parafin kesllerde daha iyi sonug
verdigi kaydedilmlgtir (Noorden ve Polak. 1983, Fe-
kadu ve ark., 1988a), Bu ¢aligmada da avidin-biotin
peroksidaz yOniemi kullantmusir.  Ancak pro-
sedurin uygulanmasi sirasinda hiperimmun serumu
ve hidrojen peroksili iki kere damlatarak ve butun is-
lemleri 1sida yaparak daha iyl senug alinmushir.,

Sonug olarak, galigmada kullanilan ¢ yontem
kendi arasinda karsilastinidiginda IP yonteminin, do-
kudaki virus antjeninin zarar gormemesi garhyla,
formel tesbitl parafin dokularda kullanilabilmesi,
preparallann uzun siare saklanmas: ve sk mik-
roskobunda incelenmaesi, hassas clmasi ve ¢ok yuk-
sek dilusyonlarinin bile guvemilir sonu¢ vermesi ne-
denyle daha avantajlt oldugu goruimustur, Kuduzun
predileksiyon yerl olan sinir sistemi organianmin di-
$inda, diger organiardan da pozitl sonu¢ elde edil-
mesi patolo]l laboraluvariannda IP yéntemin gu-
venle kyllaniiabilecedi kanisini uyandirmighr,
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Sexil 1. Nukleus kaudatus. Biperemik leptomeningeal damarar gevresinde mononuklear hiocre infiltrasyonu, HE, X400.
Sekll 2. Talamus. Nbropilde gliosis {aj, ndron dejenesasyonu ve nekrozu ile noéronolafi (b). penvaskiler hiicre i
lilbasyonlan (ok). HE, X100. Sekil 3. Kollikulus rostralis. Oejenere ndronlarda vakuolles (8) ve inkluzyen cisimeigi (),
RE. X400. Sekil 4. Gassedan ganglyonu. Noronolaji (a) ve bagdokuda mononikleer hicre infilirasyontan (ok). HE.
X400. Sekil 5. Komu ammonis. Piramidal hicrelarde inkluzyon cisimceiklesi (oklar). HE, X400. Sekil 6. Serebellum. Por-
kinje hGcrelerinde inkluzyon cisimciklen (okdacs). HE, X320.
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Sekll 7. Koinu ammonis. Piramidal hicre sitoplazmasi (a) ve aksonlannda (b) IP poziti vical antijenler. siloplazmada ink-
luzyon cisimeikleri (oklar), IP ydntem, X250. Sekil 8. Serebellum. Pirkinje hicrelerinde IP pozitit inkluzyon cisimeigi (a)
vé vieal antlienter (oklar), IP ydrntem, X400. Sekh 9. Talamus. Néron sitoplazmas (@), vzanular (b) ve eksirasellfiler (¢)
IR pozitil viral aalljenler. ndropilde inkluzyon cisimeigi (d). 1# yontem, X320, Sekil 10. Medulla oblangala. Noron si-
loplazmasinda IP pozitil virst anlijenler {oWar), IP yontem. X320. Sekil 13. Nukleus kaudalus. Néren sitoplazmast ve
uzantilan (a) ile naropilde (b) IP poziil vira) anhjenler, 1P ydnlem, X250. Sekil 12. Gasserian gongliyonu. Noron si-
10plazmasinga IP poZlil viral antijenlar (oklar), 1P ydntem, X400.
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$ekil 13. Kornb ammonis. Piramidal hicre sitoplazmas) (a) ve aksonlannda (b) IF poztd viral antyenler, IF yéniem,
X320, Sekil 14. Ssrebellum, Parkinje hicrelerinin sitoplazma (a) ve aksonlaninda (b) IF pozstif viral antijenler, IF yonlem,
X320. $ekil 15. Talamus. Noron siloplazmas) (a) ve aksonlarda (b) IF poziil viral antijenier, IF yontem, X320. Sekll 16.
Medulia oblangals. N&ron sitoplazmasinda perindkleer IF poztlil viral anlijenler (a). IF yoniem. X320. $ekll 17. Nukieus

kaudalus. Naron sitoplazmas: ve dzanulannda IF pozilil viral antijenier (oklas), IF yBniem, X320. $ekll 1B. Gasserian
gangliyonu. Ndron silaplazmasimda IF pozilil viral antiienler [oklar). IF yéntem, X320.
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