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KARS BOLGESINDE KOYUNLARDA TULAREMI INFEKSIYONUNUN iNSIDENSI
UZERINDE SEROLOJIK VE KULTUREL CALISMALAR: Ilk Rapor*

Turgay SEYDA**

The serological and cultural studies on the incidence of Tularemia in founded in Kars
Area : Preliminary Report

SUMMARY

In this study the aim has been to determine the incidence of tularemia infection in sheep by means of serological and cul-
tural methods.

As for cultural methods; insulation of effect has been performed by inoculation to Glycose-cystine (or cysteine) blood
agar (GCBA) sheep-fold of samples taken from those mice who died after injecting the suspensions which had been ob-
tained from Dermacentor spp.-type ticks to white mice by intra-peritoneal way, and by means of cultural and bio-
chemical tests it has been revaled that the effect was F. tularensis.

As for serological method; benefited from Tube agglutination test (TAT), Microagglutination test (MAT) and ELISA
tests and upon conducting results of these tests comparison advantages and disadvantages and degrees of sensitivity of
these tests to one another have been found.

In the ELISA test, sonication antigen prepared from F. tularensis, alkalen phosphatase enzyme and labelled anti-sheep
IgG conjugate and p-nitrophenil-phosphate substrat have been used. Negative threshold was 405 nm, optical density
(OD) 3.0.

1412 out of 1600 ea. sheep blood sera taken from different residentical areas have been evaluated with TAT, MAT and
ELISA tests; respectively 28 (1.98%), 50 (3.54%), 110 (7.80%) positive sera have been found. Accordingly in positive
determination the order was follows; ELISA>SMAT>TAT.

When diffuculty of cultural studies has been considered in diagnosis of tularemia, it has been concluded that serological
methods in diagnosis would be much more benefitable, and that utilization of accurate test such as ELISA along with
TAT and MAT tests operating with various antibody group (IgG, IgM) would be much more benefitable in determination
of infection, in their clinical examinations would be rather adventageous from the point breeders.

However, serological studies on the incidence rate of Tularemia sheep founded in Kars area 0.14%

Key Words : F. tularensis, tularemia, tularemia in sheep.

OZET

Bu caligmada, koyunlarda Tularemi infeksiyonunun serolojik ve kiiltiirel metodlarla insidensinin saptanmasi
amaglanmgtir,

Aragtirma serolojik yoklamalar igin Kars Merkez, ilge ve kéylerinden toplam 37 yerlesim biriminden alinan 1600 adet
koyun kan serumu, Kiiltiirel yoklamalar i¢in kene enfestasyonu olan koyunlardan 279 adet Dermacentor spp. cinsi kene
ve ayrica lenfodenopati gosteren siipheli koyunlardan lenf yumrusu icerigi alinarak kullanilmistir.

Kiiltiirel olarak; Dermacentor spp. cinsi kenelerden elde edilen siispansiyonlarin beyaz farelere intraperitoneal yolla in-
jeksiyonundan sonra olen farelerden alinan 6rnekler Glikozlu, sistinli (veya sisteinli) kanli (GCBA) besiyerine inokule
edilmis ve etkenin izolasyonu yapilmig kiiltiirel ve biyokimyasal testlerle de etkenin F.tularensis oldugu ortaya ko-
nulmustur.

Serolojik olarak; Tiip agliitinasyon (TAT), Mikroaglutinasyon (MAT) ve ELISA testlerinden yararlanilmig ve bunlarin
birbirlerine karg1 avantaj, dezavantaj ve duyarlik derecesi belirlenmisgtir.

ELISA'da F. tularensis'ten hazirlanan sonikasyon antijeni, tavsandan elde edilen ve alkalen fosfataz enzimi ile isaretli
antikoyun-IgG konjugati ve p-nitrofenil-fosfat substrati kullamlmig, negatiflik esigi 405 nm'de optik dansite (OD), 3.0
bulunmustur. Caligmada kullanilan 1600 adet serumun 28 (% 1.98)'i TAT; 50 (%3.54)'si MAT ve 110 (%7.80)'da ELI-
SA ile pozitif oldugu belirlenmis ve aragtirmada ELISA testi sirasiyla MAT ve TAT'den daha duyarli bulunmustur.
Tamda kiiltiirel ¢aligmalarin zorlugu goz 6niine alimirsa, serolojik yontemlerden, degisik antikor gruplar ile calisan
(IgG, IgM), TAT ve MAT'nin yamisira ELISA gibi duyarli bir testin kullanilmasinin daha yararli olacags; kiiltiirel ve se-
rolojik yontemlerle yoremizde infeksiyonun varligi saptandigindan, veteriner hekimlerinde klinik muayenelerinde bu in-
feksiyonu gozardi etmemeleri sonucuna varildi. Ayrica yapilan serolojik ¢aligmalar sonucunda Kars bolgesindeki ko-
yunlarda Tularemi infeksiyonunun insidensi (%0.14) olarak belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler : F. tularensis, tularemi, koyunlarda tularemi.

* Aym baslikli Doktora tezinden dzetlenmig olan bu ¢alisma KAU. Arastirma fonu tarafindan desteklenmistir.
(95/2-1 nolu proje)
*#* Dr, , KAU. Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali KARS
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GIRIS

Tularemi, bakteri gegisi keneler tarafindan
olusturulan lenf yumrularinda biiyiime, kas-
larda sertlik, atesle belirgin; koyunlarin
ozellikle kuzularin akut, septisemik seyirli zo-
onotik, morbidite ve mortalitesi yiiksek bir has-
taliktir. Hastalik ilk defa Kaliforniya'nin Tulare
kentinde sincaplardan izole edildiginden bu adi
almigtir. Amerika'da uzun siireden beri en-
demik durumdadir. McCoy (1910)'un veba
iizerinde galigirken dikkatini ¢ekmis ve buna
"kemircilerin vebaya benzer hastaligi-New pla-
gue like disease-" adini vermigtir. McCoy ve
Chapin (1911) Tulare bolgesinde avlanan ke-
miricilerden bakteriyi izole etmisler ve "Bac-
terium  tularense” admni vermisglerdir
(1,12,30,32,35,47,50).

Francis (1919), deneysel infeksiyonlar ya-
parak hastaligin geyik sinegi ile bu-
lagabilecegini gostermis ve "Geyik yangisi”
adin1 vermistir (8,12,29,33,44). Parker ve Dade
(1929) koyunlarda da infeksiyona rast-
ladiklarimi bildirmislerdir (2). Francis ve ark.
yapmis olduklar1 genis ¢aligmalar sonucunda
infeksiyonun klinik tanimini, zoonotik ka-
rakterde oldugunu, infeksiyonun naklinde bir
cok  vektorin yer aldigini  ve mik-
_roorganizmanin  Ozelliklerini  ortaya koy-
muglardir. Daha sonralar1 kenelerin hem re-
zervuar hem de vektor olarak 6nemli rol oy-
nadiklar1 bulunmustur (29,41,45,46,59).

Tiirkiye'de ilk salgm Plevnelioglu ve Titiz
ve ark. tarafindan 1936 yilinda yaymlanmigtir
(44,45). Yurdumuzda heniiz geregi gibi 6nem
verilmeyen bu zoonozun yurt dl¢iisiinde ne ka-
dar yaygin olduguna dair yayinlar yoktur.
Yoremizde bu hususta heniiz s6zkonusu bir
calisma olmadigindan  veteriner hekime
bagvuran hayvan sahiplerinin de bu yo6nden ne
derecede diigiiniilmesi gerektigini acifa ka-
vusturmak  gerekmektedir. Bu  nedenle
yoremizde koyunlarda Tularemi insidensinin
saptanmasi amaciyla bu aragtirma yapilmistir.

Tiirkiye'de Tularemi infeksiyonlan ile il-
gili caligmalar: Gotsclich Berkin (1938), Dirik
(1940), Golem (1944), Utku (1944-1954), Ge-
dikoglu ve ark. (1989), Kiligturgay ve ark.
(1989) tarafindan yapilmig ancak hayvanlarla
ilgili genis kapsamli bir calismaya rast-
lanilmamugtir (20,22,23,24,25,31,45,57).

EPiZOOTIYOLOJI

Dogada, F. tularensis oncelikle tavsanlar
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(Lagomorpha), rodentler ve bazen rakun, kedi
ve opposumlarda infeksiyona sebep olurlar. Bu-
nunla birlikte 100'in iizerinde hayvan tiiriiniin
infekte oldugu rapor edilmigtir
(15,21,29,38,43,47,54).

Etgiller genellikle tularemiye direngli hay-
vanlar olarak bilinmektedir. Ancak bu hay-
vanlarin  avlariyla yakin  temasta bu-
lunmalarindan dolay:1 serolojik muayenelerde
bu hayvanlarda infeksiyon saptanmgtir
(3,48,53). Evcil kedilerin (Felis catus) dogada
infekte oldugu (3,21), deneysel infeksiyonlar
sonucu Oldiigi ve infeksiyonu 1sirik yolu ile
bagkalarina gecirdigi bildirilmektedir (53).

Koyunun digindaki diger ruminantlarda
serolojik yontemlerle infeksiyonun varhig: bil-
dirilmigse de olim az goriilmektedir. Taylar
(Equus sp.), siddetli kene enfestasyonundan do-
layr Olmektedir. Sigir (Bos sp.) ve geyikler
(Odocoileus sp.) dogada infekte olarak bu-
lunmuglardir (53).

Disi koyunlarda (Ovis sp.) kuruya ayirma
ve kirpilma zamanlarinda kene enfestasyonu
sonucu duyarhilik arttigindan yiiksek oranda
mortalite goriildiigii kaydedilmektedir
(6,26,29,32,46). Koyunlarda gecis baglica kene
isiriklariyla olmaktadir. Bu kenelerden D. an-
dersonii ve H.otophilia'dan mikroorganizma
izole edilmigtir. kenelerle istila; meralarda,
alcak cali ve otlar tizerinde bulunan keneler ta-
rafindan olmaktadir. Kenelere; kulagin et-
rafinda, arka butlarda, meme bdolgelerinde,
gogiiste, kuyruk ve kuyruk alt1 bolgelerde ¢ok
sayida rastlaniimaktadir. Bu durum koyunlarda
nisbeten tularemiye karsi bir direng saglarsa da
klinik olarak infeksiyon yavas ve siirekli sey-
retmektedir (2,6,26,28,29,32,46,53).

Hastalik etkeni viicuda girdikten sonra gir-
digi noktadan derin ve yiizlek lenf yumrularina
yerleserek iiremektedir. Etkenin yerlestigi lenf
yumrusu sismekte ve agrili bir durum al-
maktadir. lenf yumrulari daha sonra agilarak
icinde mikroorganizma buluna irin digar1 ak-
maktadir. Eger etken girdigi yerde kan da-
marma ulasacak olursa, i¢organlara metastaz
yapabilmektedir (29,53).

Yabani tavsanlar (Lagomorpha) tu-
lareminin rezervuari ve insan icin enfeksiyon
kaynagint olustururlar. Farkli simif ve cins-
lerdeki duyarhilik ile ilgili bir genelleme
yapilmamigtir fakat en yaygin infekte olan
cinsler bilinmektedir. Lepus brachyurus cinsi
tavsanlardaki infeksiyon en c¢ok Japonya'da
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goriilmiigtiir. Avrupa'da ise kar tavsani
(L.capensis tolai ve L. europaeus) infeksiyonun
gecisinde vektor gorevi gordiikleri kay-
dedilmistir (8,10,26,36,37,42,43,54).

Hamsterler (Cricetidae) ailesindeki cesitli
cins kemiricilerin dogada yaygin olarak infekte
bulundugu ve bu nedenle Avrasya'daki insan in-
feksiyonlarimin ~ sorumlusu  oldugu ileri
siiriilmektedir. Su faresi (A. terretris), tiiyii icin
tuzakla yakalanan en yaygin tiirdiir ve in-
feksiyonun bdylece direkt olarak insana gegtigi
sanilmaktadir. Bu durum Misk fareleri (On-
datra zibethica) iginde soz konusu oldugu be-
lirtilmistir (29,38,41,51).

Tarla farelerinin (Microtus) farki cins-
lerinde sik ve yaygin olarak infekte oldugu, fa-
kat infeksiyonun genellikle indirekt olarak
cevrenin kontaminasyonuna ve sulardaki kon-
taminasyonunda infekte karkaslardan ileri ge-
lebilecegi ileri siiriilmektedir (29,53).

Diger familyalar1 kapsayan kemiriciler
(Sincaplar=Sciuridae, Kunduzlar=Castoridae,
Fareler=Muridae)'in ¢ogunun arasira yiiksek
oranlarda infeksiyona yakalandiklar1 be-
lirlenmis ve Kunduzlar (Castor canadensis) ile
kiirk havyanlarinda yiiksek mortalite ile sey-
rettikleri saptanmustir (29,39,53).

Evde beslenen kuslar, kazlar ve Otiicii
kuslarda dahil olmak iizere bu grubu temsil
eden orneklerde de infeksiyon serolojik olarak
pozitif bulunmustur. Tavuklarda dogal in-
feksiyonlar sonucu oliimler bildirilmis; bircok
tavuk cinsinde de (Orman tavugu=Bonasa, Kar-
tavuklari=Lagopus ve Agackakan=Dendraga
pus) laboratuvar infeksiyonu veya dogal in-
feksiyon bulundugu varsayilmaktadir (40,41,2).
Ordek, kaz ve deniz kirlangic gibi birkag tiiriin
tularemiye 6liimciil derecede hassas oldugu be-
lirtilmistir. Deniz kirlangici (Taridae)'nin pa-
ranteral olarak infekte edilmesi sonucu in-
feksiyonun karaciger, safra kesesi, bobrekler ve
kloakaya kadar yayildig: gozlenmistir (39,53).

Tularemi'nin at sinekleri tarafindan bu-
lagtigi da ileri siiriilmiis ve dipteralar o za-
mandan beri bircok lokalize epidemilerin so-
rumlusu olarak tutulmustur. Tabanidae fa-
milyasina bagl sinekler tizerinde yapilan in-
celemelerde bu sineklerin 6lii hayvan karkaslar
iizerinde 48 saatlik bir siire icerisinde bes-
lenmelerini siirdiirdiikleri goriilmiis ve bu yolla
sineklerin infeksiyonu hayvanlara naklettikleri
ileri siiriilmiistiir (29,46,47,53). Diger taraftan
Culicidae familyasinda bulunan; Aedes Man-
sonia, Theobaldia ve Anopheles tiirlerinin
F.tularensis'i saklama ve nakletme yetenegine
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sahip olduklar1 saptanmistir. Bulagmada Si-
mulidae ailesindeki sineklerin de rol oynadig
belirlenmigtir (46,53). Pirelerin deneysel ve
dogal olarak infekte olduklarinda infeksiyonun
uzun peryotlar dahilinde tutabildikleri sap-
tanmigtir. Bitler lizerinde yapilan ¢aligmalarda
bunlarin enfeksiyonu dogal konakgilarina
gecirme Ozelliginde oldugunu gostermistir
(32,34,42).

Tulareminin gecisinde Tahtakurularmin
da (Cimex lectularius) elverigli vektorler ol-
duklar1 belirlenmistir (53). Gegis tarzlarinin
yaygmligi gozoniinde bulundurulacak olursa,
tulareminin ¢ogu zaman (A) tipi formunun 6zel
bir kene kaynakli hastalik oldugu ve in-
feksiyonun, Montana'da D. andersonii ile
olustugu bildirilmistir (46,47). O zamandan bu
yana yapilan ¢esitli ¢caligmalarda Ixodidae ai-
lesindeki ¢esitli cins kenelerin infekte olarak
bulundugu gozlenmistir
(11,28,32,34,42,46,47).  Keneler  bakteriyi
iceren kam sindirmeleri sonucu infekte ol-
maktadirlar. Bu noktada arastiricilar arasinda
transstadial infeksiyonun goriildiigiine dair ge-
nel bir anlagma bulunmaktadir (47,51). Bak-
terinin kenelerdeki yayilmasi incelenerek, et-
kenin kenelerin viicut dokularinda ve lenf
stvilarinda oldugu saptanmis ve infeksiyonun
bilinen bazi tiirlerde aylarca hatta yillarca
stirdiigi yapilan arasgtirmalarla ortaya ko-
nulmustur. Disi D. andersonii keneleri ile
yapilan calismalarda infeksiyonunun nesilden
nesile gectigi ve bu gegiste transovaryal naklin
rol oynadig1 saptanmig, ayrica D. andersonii,
D. wvariabilis ve Rhiocephalus sanguineus
tiirlerinde de transovaryal gegisin soz konusu
oldugu belirlenmistir. Laboratuvarda infekte
edilen Argasid kenelerinden Ornithodorus par-
keri'min 701 giin siireyle infekte olarak ka-
labildigi, ancak genelde bu kene tiirlerinin tu-
laremi  infeksiyonunun yayilmasinda bir
onemleri olmadig1 ortaya konulmustur (12,53).

Tiirkiye'de tularemi infeksiyonu ilk defa
Liileburgaz'da su kaynakli bir vaka olarak
gozlenmigtir. Bu infeksiyonu bakteriyolojik
olarak ortaya koyan Plevnelioglu'dur (44,57).
Yapilan serolojik arastirmalarda tulareminin
Trakya'da 1920 yilindan oOncede bulundugu
kanitlanmistir (57). 1937 yilina kadar tularemi,
Trakya'ya  o6zgii  bir  hastalik  olarak
diigiiniilmiigse de aym yi1l Konya ve Hay-
mana'da birer tularemi vakasi saptanmigtir
(22). Orta Anadolu'daki bu vakalardan bagka
Bitlis'in Tatvan ilgesine bagli Resadiye bu-
caginda da bir tularemi epidemisi bildirilmigtir
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(14). Infeksiyonun, iilkemizin degisik yer-
lerinde mevcut eski bir hastalik oldugu mey-
dana konulduktan sonra, bu epidemilerin de-
recesini arastirmak amaciyla insan ve hayvan
serumlariyla incelemeler yapilmistir (14). Yine
degisik yillarda; Antalya'da (1954) ve Bursa'da
(1989) epidemiler goriilmiistiir (20,31,57). Yu-
karida belirtilen bu epidemiler yalmizca in-
sanlardan bildirilmis olup, infeksiyonun hangi
hayvanlarda goriildiigii ve iilkemizde hangi
hayvanlarin rezervuar oldugu ortaya ko-
nulamamistir. Golem ve ark. (22), 1944
yilinda insan serumlar1 ile tularemi iizerinde
caligirlarken bu arada elde ettikleri at, sigr,
manda, koyun ve kecilere ait toplam 1218 se-
rum ile cahigmalar yapmiglar ve bu hay-
vanlarda tularemi infeksiyonunu saptamiglardir
(22).

MATERYAL VE METOD

Materyal:

1.a) Mikropleytler: Mikroagliitinasyon ve
ELISA testlerinde koyun kan serumlarinda F.
tularensis etkenlerine karst olusan antikorlar
ortaya koymak igin, 96 cukurlu "U" seklinde
polystyrene mikropleytlerden yararlaniimigtir.

b) Optik okuyucu: ELISA sonuglarinin
degerlendirilmesinde optik okuyucuda (ME-
TERTECH % 960) 405 nm'de gerceklestirildi.

2. Besiyeri: F. tularensis'in gerek primer ve
gerekse suglarin iiretiminde Francis, McCoy ve
Chapin, Tiaminli-glikoz-sistin agar gibi be-
siyerleri kullanilmistir (1,2,6,12,14,28,29,32).
Son yillarda basarili sonuglar vermesinden do-
layr bir c¢ok laboratuvarda Glycose-cysteine
blood agar (GCBA) kullanildigindan dolay:
arastirmada da bu besiyeri kullanilmigtir.

3. Tiip agliitinasyon test (TAT) antijeni: F.
tularensis GCBA'da 48 saat tiretilerek elde edi-
len kiiltiirler fizyolojik tuzlu suda (FTS)
siispanse edilerek, %0.3 yogunluk olacak
bigimde formalin eklenerek bir gece buz-
dolabinda  bekletilmis, sterilite  kontrolu
yapildiktan sonra, siispansiyonun standart
agliitinan serum ile 1:1000 ve daha fazla
agliitinasyon veren sulandirmasi belirlenmistir.
Siispansiyon  bu  sulandirma  kadar  su-
landirilmis ve antijen olarak kullamilmistir
(5,7,9,18,20,49).

4. Mikroagliitinasyon test (MAT) antijeni:
F. tularensis'in GCBA besiyerinde 48 saatlik
kiiltiirii %0.85 FTS ile toplanmis, %0.5 for-
malin iceren %0.85 lik FTS ile 4 °C'de bir gece
bekletilmistir. Formalin ile oldiiriilmiis olan
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bakteri, formalinli FTS ile iki kez yikanmstir.
%0.004 safranin+%0.5 formalinli FTS ile
McFarland 4'e gore bulanikligi ayarlanmig ve
MAT antijeni olarak kullantlmigtir
(5,7,22,27,40).

5. ELISA test antijeni: ELISA'da Sonike-
ELISA (S-ELISA) antijeni kullanilmigtir.
Agliitinasyon testi i¢in kullanilan ve McFarland
4'e gore ayarlanan bakteri siispansiyonu Bun-
delin 70 ultrasonik cihazda ortaboy prob ile
70W giic uygulanarak 30-35 saniye araliklarla
parcalama iglemine tabi tutulmustur. Ult-
rasonikleme islemine net olarak iki dakika de-
vam edilmis, parcalama isleminden sonra elde
edilen solusyon 2000 g'de 5 dakika santrifiij
edilerek iistte kalan sivi alinarak S-ELISA an-
tijeni elde edilmistir (59).

6. Anti-serum ve Negatif serum rnekleri:
Anti-serum, formalin ile inaktive edilen
F.tularensis ile duyarli hale getirilen tavsandan
elde edilmistir. Bu amacla ml'de yaklasik 10
bakteri iceren bakteriyel stispansiyon 2 haftalik
siirede birbirini izleyen 3 giin siireyle tavsana
intravendz olarak enjekte edilmis, 10. giinde
son enjeksiyon yapilmig ve tavsanin kani
alinarak serumu ayrilmis ve boylece anti-F. tu-
larensis serumu elde edilmistir (4). Negatif
kontrol serumlart i¢in saglikli oldugu bilinen
hayvanlardan alinan ve serolojik testlerle de re-
aksiyon vermeyen (50) serum ornegi kul-
lanilmstir.

7. Enzimli anti-immunoglobulin: ELI-
SA'da tavsandan elde edilmis ve alkalin fos-
fataz enzimi ile isaretli "anti-sheep IgG" (Sig-
ma) kullanilmistir. Denemeye alinirkan pH 7.2
PBS+%0.5 BSA ile 1/1500 oraninda su-
landirilmigtir.

8. Enzim substrati ve tamponu: 5 mg p-
nitrofenil-fosfat renkli giselerde 5 ml. di-
ethanolamine tamponunda eritilerek taze olarak
kullanilmistir.

9. S1gir serum albumini (BSA): Serum su-
landirim1 ve adbosrbsiyon islemi icin PBS'de
%0.1 dilisyonunda, enzimli anti-
immunoglobulini sulandirmak i¢in PBS-Tween
20'de %0.5 diliisyonunda kullanilmistir.

10. Brucella antijenleri: F.tularensis,
B.abortus ve B.melitensis ile kros reaksiyon
verdiklerinden, TKB. Pendik Hayvan Has-
taliklart  Arastirma  Enstitiisii  tarafindan
hazirlanan S 99 susundan hazirlanan RBPT ve
Brucella abortus agliitinasyon antijenleri kont-
rol amaciyla kullaniimistir.

11. Serum oOrnekleri: Aragtirmada kul-
lanilan kan serumlar1 01.06.1995 ve 30.09.1995
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taerihleri arasinda (Tablo I)'de gosterilen yer-
lerden temin edilmistir.

12. Kullanilan deney hayvanlari: Deney
hayvanlari olarak beyaz fareler ve 6-8 aylik
Ankara tavsanlar: kullanilmigtir.

13. Marazi maddeler: Kars Et Kombinasi
ve Belediye Mezbahanesine kesim i¢in getirilen
ve ayrica kan ornekleri toplamak icin gidilen
yerlerden muayene sonucu adenopati gdsteren
koyunlardan lenf yumrusu icerikleri usuliine
uygun olarak alinmig ve etken izolasyonu igin
kullantimigtir.

14. Keneler: Koyunlarda infeksiyonun
gecisi keneler aracihigi ile oldugundan kan
ornekleri toplama sirasinda kene enfestasyonu
olan hayvanlardan toplanan kenelerin tiir
ayrimi KAU. Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji
Anabilim Dali'nda yapildiktan sonra bunlardan
etken izolasyonu yapilmigtir.

15. Solusyon ve tampon sivilar: TAT ve
MAT testlerinde FTS ve Formalinli FTS; ELI-
SA'da serum ve konjugat sulandirimlari ile
yikama islemlerinde PBS+Tween 20'den, an-
tijen sulandirmlart i¢in Coating buffer (pH
9.6)'dan ve substratin sulandirilmasinda di-
ethanolamine tampon ¢ozeltilerinden ya-
rarlanilmig, ELISA'da reaksiyonu durdurma so-
lusyonu olarak 3M NaOH c¢ozeltisi  kul-
lanilmustir.

Metod

1. Kenelerden etken izolasyonu uy-
gulamasi: Kenelerden etken izolasyonu uy-
gulamas1 Hubalek ve ark. (28) bildirdikleri
yonteme gore yapilmistir.

2. Serolojik testler: Toplanan 1600, adet
koyun kan serumundan biitiin testlere ye-
tebilecek ve testler icin uygun olabilecek ni-
telikteki 1412 adedi ii¢ testte (TAT, MAT, ELI-
SA) kullanilmigtir. Plate test ve Rose bengal
plate test ile degerlendirilen ve pozitif sonug ve-
ren serumlar diger testlerde kullanilmamustir.

a) Tiip agliitinasyon testi (TAT): Test,
Brown ve ark. (7)'nin bildirdigi yonteme gore
yapilmigtir. Her serum Ornegi icin bir seri
agliitinasyon tiipii alinarak ilk tiipe 0.8 ml. ve
diger tiiplere 0.5'er m1 %0.85'lik fenollii (%0.5)
FTS konulduktan sonra, I. tiipe 0.2 m1 serum
ilave edilerek kangtirilmigtir. I. tiipteki serum
sulandirmasindan, II. tiipe 0.5 ml aktariimis
ve bu iglem son tiipe kadar tektarlanarak son
tiipten 0.5 m1 aktarilmig ve bu iglem son tiipe
kadar tekrarlanarak son tipten 0.5 ml
atilmigtir. BoOylece serumlarin iki kat su-
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landirimlart  (1/5, 1/10......1/640) elde edil-
migtir. Daha sonra her tiipe F.tularensis tiip

oagliitinasyon antijeninden 0.5 m1 konularak 37

C'de bir gece inkiibasyona birakilmigtir. Dan-
tela seklinde c¢okeltinin goriildiigii son tiipteki
sulandirma serum titresi olarak
degerlendirilmistir.

b) Mikroagliitinasyon testi (MAT): Test,
Brown ve ark.” (7)'nin bildirdigi yonteme gore
yapilmistir. Baslangigta tiiplerde serumun
1:10 luk diliisyonlar1 yapilmig, stok antijen
stispansiyonu %0.5 formalin ve %0.005 saf-
ranin iceren (%0.5'lik stok solusyondan)
%0.85'lik  FTS'de 1:10 oraninda  su-
landirilmigtir. MAT'nin baglangicinda (U) ta-
banli pleytin ilk goziine 1:10 oraninda su-
landirilan serumdan 50 pl konulmus, geriye
kalan 11 gézede %0.85'lik formalinli FTS'den
25 ul eklenmistir. Serum 6rnekleri seri sekilde
diliie edildikten sonra tiim gézlere 25 L1 antijen
ilave edilmis, pleyt plastik bir koruyucu ile ka-
patilmis  ve 20 dakika vertikal ~olarak
karistirilarak bir gece 37 "C'de inkiibe edil-
mistir. (U) tabanli pleytin bir goziinde agliitine
olmug hiicreler ya da gozle goriilebilir igerik
agliitinasyon igin  pozitif oran  olarak
degerlendirilmistir. Pleytin gozlerinin dibinde
diigme seklindeki cokiintiiler ise negatif re-
aksiyon olarak kabul edilmistir.

¢) Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA): ELISA, antijenin hazirlanmasi, an-
tijenin titrasyonu, negatiflik kriterinin be-
lirlenmesi ve testin uygulanmasi olarak (4)
asamada gerceklestirilmigtir (50).

Testin uygulanmasi: TAT ve MAT test-
lerinden oldukg¢a duyarli olan ELISA testi Vil-
janen ve ark. (58)'nmin insan tulaaremisinin
tanisinda kullandiklar yontem ile ve Ulusan'in
(56), insanlarda Aktif Tiiberkiilozlu olgularda
ELISA Yoéntemi ile tamsinda kullandig
yontemin; koyunlarda tularemi teshisine adapte
sekliyle uygulanmis ve mikropleytlerde
gerceklestirilmistir. {lk olarak S-ELISA an-
tijeni karbonat tamponunda (pH 9.6) 1:1280
oraninda diliie edilerek mikropleytin biitiin
gozlerine 100 pl miktarinda konulmug ve 37
‘C'de 3 saat bekletilmistir. Bekleme siiresi so-
nunda pleytler yikama solusyonu (0.1 M
PBS+%0.005 Tween 20) ile 3 kez yikanmustir.
Pleytlere PBS+%1 BSA 100 pl konulmus ve
oda 1sisinda 1 saat bekletilmistir. Pleytler tek-
rar 3 kez yikanmis ve kurutulmustur.
Ardindan PBS+%0.1 BSA'da 1/1000 oraninda
sulandirilan serum Ornekleri 100 pl olarak
pleytlere konulmus ve 2 saat oda 1sisinda bek-
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letilmig, siire sonunda 3 kez yikama iglemine
tabi tutulmustur.

Konjugat olarak kullanilan, alkalen fos-
fataz ile isaretli ve tavsandan elde edilen anti-
sheep IgG (Sigma) PBS+%0.5 BSA+%0.05
Tween 20 soliisyonundan 1:1500 oraninda su-
landirthp 100 pl miktarinda pleytlere ko-
nulmus ve oda isisinda 1 saat bekletilmistir.
Yikama sivisi ile 3 kez yikandiktan sonra subs-
trat olarak p-nitrofenil-fosfat, di-ethanolamin
tamponunda 5 mg/ml seklinde sulandirilarak
100 pl miktarinda tiim ¢ukurlara konulmus,
oda 1sisinda ve karanhkta 30 dakika
inkiibasyondan sonra 3M NaOH'den 100 pl
pleytin gozlerine konularak reaksiyon dur-
durulmus ve (METERTECH >, 960) ELISA re-
ader'da 405 nm'de sonuglar okunarak negatiflik
esiginin iistiinde kalan en son sulandirima ka-
dar olan reaksiyon pozitif olarak kabul edil-
mistir. Calismada her mikropleyt i¢in bir adet
pozitif ve bir adet negatif serum kullanilmgtir.

BULGULAR
I. SEROLOJIK BULGULAR:

1. Plate test ve RBPT sonuglar:
Arastirmada kullanilan 1600 adet koyun kan
serumu PT ve RBPT ile degerlendirilmis, test-
ler sonucunda PT'de 89 (%5.56) ve RBPT'de 99
(%6.19) adet serum Brucella yoniinden pozitif
bulunarak arastirma dig1 tutulmustur.

2. Tiip agliitinasyon test (TAT) sonuglari:
1412 adet koyun kan serumunun bu test ile mu-
ayenesi sonucunda 28 (%1.98) adet serum po-
zitif ve 1384 (:98.02) adet serum negatif bu-
lunmugtur.

3. Mikroagliitinasyon (MAT) sonuglar:
Aragtirmada kullanilan 1412 adet koyun kan
serumunun MAT ile muayenesi sonucunda 50
(%3.54) adet serum pozitif ve 1362 (%96.46)
adet serum negatif bulunmugtur (Resim I).

4. ELISA Sonugclari:

a) ELISA antijeninin protein miktarinin ta-
yini: ELISA antijeni kullanilmadan 6nce biiiret
metodu ile total protein miktar1 hesaplanarak
408 pg/ml olarak bulunmustur.

b) Antijenin titrasyonu: Pozitif referans se-
rumun antijen sulandinmlarinda en iyi pozitif
reaksiyon gosterdigi nokta antijen titresi olarak
(1:1280) belirlenmistir.

¢) Konjugat titrasyonu: Antijen tit-
rasyonunda kullanilan pozitif serum ve 1:1280
oraninda sulandirilmis antijen ile yapilan kon-
jugat titrasyonunda titre 1:1500 olarak be-
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lirlenmigtir.

d) Negatiflik kriterinin belirlenmesi: Se-
rolojik testlerde hi¢ bir reaksiyon gostermeyen
50 adet koyun kan serumu 6rnegi ile antijen ve
konjugat titrasyonunda kullanilan pozitif re-
ferans serum 3 defa ELISA ile degerlendirilmig
ve alinan ortalama degerlerle negatiflik ve po-
zitiflik egrisi cizilerek negatiflik esigi optik
dansite (OD) 3.0 olarak saptanmustir (Grafik I).

e) ELISA sonuglari: Bu testte 1412 adet
serum orneginden 110 adet (%7.80) adedi po-
zitif ve 1302 (%92.20) adedi negatif bu-
lunmustur.

II. KULTUREL BULGULAR:

a) Kenelerden: Kenelerden etken izo-
lasyonu Hubalek ve ark. (28) tarafindan bil-
dirilen yonteme gore yapilmigtir. Toplam 279
ergin ve kan enmig olan Dermacentor cinsi ke-
neler PBS ile steril bir havanda ezilmis ve top-
lam hacmin %]15'1 oraninda sigir serumu ve
200 IU/m1 hesabiyla penisilin eklenerek 1000
devirde 10 dakika santrifiije edilmigtir. Ustte
kalan siv1 beyaz farelere intraperitoneal olarak
injekte edilmis ve temiz bir yere alinarak
gozlem altinda tutulmuglardir. 5. giinde olen
farelerin  steril bir ortamda otopsileri
yapilmigtir. Otopside karaciger iizerinde nek-
rotik odaklarin oldugu gézlenmis, karaciger ve
dalaktan alman ornekfrden GCBA besiyerine
ekimleri yapilarak 37 C'de aerobik kogullarda
inkiibasyona birakilmigtir. 4 ve 5. giinlerde
kiigiik, (S) tipi gri kolonilerin olustugu
gozlenmistir. Ureyen etken aerob, soluk bo-
yanan, gram negatif, hareketsiz, sporsuz, ko-
kobasil goriiniimiinde cok kii¢iik bir bakteri
olup iriimesi icin CO2'e  gereksinim
gostermemigtir (Resim II). Anti-F. tularensis
serumu ile kuvvetli agliitinasyon vermis, gli-
koz, maltoz ve mannozdan zayif asit
olusturmustur. Katalaz pozitif, oksidaz negatif
etki gostermis ve hafif HzS olusturmustur (27).
Ureyi pargcalamamis, ekim yapilan diger be-
siyerlerinde (anaerop, nutrient, kanli agar vb.)
iireme olmamigtir. Ayrica mikroorganizma
kloramfenikol, tetrasiklin ve streptomisine du-
yarli;  penisiline  direngli  bulunmustur
(13,16,19).

b) Marazi maddelerden: Marazi madde ola-
rak kullanilan ve adenopati gosteren ko-
yunlardan alinan lenf yumrusu igerikleri direkt
olarak GCBA besiyerine ekimleri yapilmig, 3
giin-3 hafta siireyle 37 OC'de aerob ortamda
inkiibasyona birakilan besiyerlerinde herhangi
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bir iiremenin olmadig1 goriilmiistiir.
TARTISMA VE SONUC

Tularemi, bakteri gecisi keneler tarafindan
olusturulan; koyunlarda oOzellikle kuzularda
akut, septisemik ve Oliimlere yol acan latent se-
yirli bir infeksiyondur. Avustralya ve An-
tarktika diginda tiim diinyada goriildiigiiniin
bildirilmesine ragmen, lilkemizde in-
feksiyonunun insidensi hakkinda yeterli bir
¢aligmanin yapilmadigi gorilmistiir
(14,17,20,22,23,27).

Koyunlarda infeksiyonun ortaya g¢ikmasi
genellikle hayvan iizerindeki kene sayisiyla il-
gilidir ve kene sayisi ne kadar cok olursa
inkiibasyon siiresi de o derece kisa siirmektedir.
Hastalik koyunlarda ve ozellikle kuzularda akut
formda seyretmektedir. Subakut formda ise
hayvanda siirekli zayiflama, lenf yumrularinda
siddetli biiyiime, pnomoni ve arka kisimlarda
zayiflik bulunmaktadir (2,6,11,26,29,31,47).

Infeksiyonun tanisinda direkt yontemlerin
(etken izolasyon ve identifikasyonu) degeri ¢cok
fazla olmasina ragmen infeksiyonun latent se-
yirli olmasi ve etkenin izolasyonunun bu
yontemlerle giic olmasi nedeniyle her zaman
miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle in-
feksiyonun tanisinda indirekt yontemler (se-
rolojik ve allerjik testler) onem kazanmaktadir.

Direkt yontemde materyal olarak keneler
ve adenopati gosteren koyunlarmn lenf yum-
rularindan alinan igerikler kullanilmig, bu ma-
teryallerin bir kismi direkt olarak besiyerine
ekimleri yapilmig; bir kismi da deneme hay-
vani kullanmak suretiyle etken izolasyonuna gi-
dilmigtir. Direkt ekimde GCBA besiyerine
ekimleri yapilan marazi maddeler 3 giin-3 hafta
siireyle 370C'de aerob ortamda inkiibe edilmis
stire sonunda herhangi bir iiremenin olmadig:
saptanmistir. Bu sonucun literatiirlerde de bil-
dirildigi gibi etkenin marazi maddelerden direkt
olarak izolasyonunun gii¢liigii konusunda pa-
ralellik gosterdigi goriilmiistiir. Buna karsin
deneme hayvami kullanilarak yapilan izo-
lasyonda kene siispansiyonu beyaz farelere (ip)
yolla injekte edildikten 5 giin sonra 6len fa-
relerin karaciger ve dalaklarindan alinan
orneklerin GCBA besiyerine yapilan ekimlerde
5. giinden sonra tiremenin goriilmesi etken izo-
lasyonunda deneme hayvanlari kullanilmasinin
literatiirlerde de bildirildigi gibi izolasyonu ko-
laylagtirdigr goriilmiistiir (27,28,43). F. tu-
larensis'in izolasyonundaki giicliikler nedeniyle
infeksiyonun laboratuvar tanmisinda serolojik ve
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allerjik yontemler daha fazla ©nem Kka-
zanmaktadir. Bu amagla serolojik olarak TAT,
MAT ve ELISA'dan; allerjik olarak Tularin int-
radermal testlerden yararlanilmaktadir (5,7,18).

Tip agliitinasyon testi serum ag-
lutininlerinin 6l¢iimleri icin yararh bir test ol-
dugu halde infeksiyonun erken donemlerinde
pozitif sonu¢ vermemesi gibi dezavantajlari bu-
lunmaktadir. Buna ek olarak Brown ve ark. (7),
TA testi yerine MA testinin kullanilmasinin da-
ha yararli oldugunu ileri siirerek MAT'nin ko-
lay, ucuz ve 6zgiil olusu, ayrica infeksiyonun
erken doneminde pozitiflesmesi nedeniyle
degerli bir test oldugunu savunmuglardir. Ayni
zamanda  MAT'nin  diisiik titrelerdeki
agliitininlerin saptanmasinda en az ELISA ka-
dar duyarl oldugu ileri siiriilmektedir (58). Sa-
to ve ark. tulareminin serodiagnozunda
MAT'nin duyarli, spesifik ve kullanigh ol-
dugunu agik¢a ortaya koymuslardir (52).

Son zamanlarda ELISA'nin F. tularensis'in
tanisinda spesifik bir test oldugu bildirilmistir.
Tularemi tamisinda ELISA'nin esas avantaji
TAT'nin tularemideki tani oranindan yiiksek
oranda tam saglamasidir (58). TAT, IgM sinifi
antikorlari belirlerse de diger simf antikorlar da
sonucu etkilemektedir. Ancak ELISA selektif
olarak farkli Ig smifi antikorlarin diizeyini
olger ve boylece infeksiyon bir serum 6rnegi ile
taninabilir. Fakat teyid edici bir metodun bu-
lunmamasi sebebiyle olasi hatali pozitif ve ha-

tali negatif sonuglarin dolayisiyla gergek
tanisal Olgiimlerin degerlendirilmesinin
miimkiin olmadigi bildirilmektedir

(5,41,55,58).

Bu calismada farkli yerlesim bi-
rimlerinden saglanan toplam 1600 adet koyun
kan serum ornekleri TAT, MAT ve ELISA ile
degerlendirilmistir. Brucella yoniinden pozitif
bulunan 188 (%11.75) adet serum aragtirma
dis1 tutulmustur. Toplam 1412 adet serum
ornegi ile yapilan caligmalarda; serum
ornekleri TAT'de 28 (%1.098), MAT'de 50
(%3.54) ve ELISA'da 110 (%7.80) adet serum
pozitif sonu¢ vermistir (Tablo II). Buna gére
ELISA testi sirasiyla MAT, TAT'den daha has-
sas bulunmustur.

Test sonuglart arasindaki  duyarlilik
yoniinden bu farklilik Bevanger ve ark. (5),
Brown ve ark. (7), Sato ve ark. (52), Viljanen
ve ark. (58) aragtirmalarinda da goriilmektedir.
Bu calismada ELISA ile pozitiflilikleri sap-
tamada TAT ve MAT'e gore sirasiyla; 80
(%5.67), 62 (%4.40) fazlilk belirlenmistir.
Ayrica elde edilen ELISASMAT>TAT sirasi
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da Bevanger ve ark. (5), Brown ve ark. (7),
Syrjala ve ark. (55), Viljanen ve ark. (58) so-
nucuna uygunluk gostermistir. Francisella tu-
larensis'in yoremizde hastalik ve salginlar yap-
masi i¢in uygun kosullarin bulunmasina
karsin; belki de bir ¢ok vaka bagka has-
taliklardin maskesi altinda gbzden
kagmaktadir. Bu calismada da ortaya ko-
nuldugu gibi degisik antikor gruplan (IgG,
IgM) ile calisan konvesiyonel testler (TAT,
MAT) yanisira ELISA gibi oldukg¢a duyarh bir
testin koyunlarda da tulareminin tanisinda kul-
lanilmas1 daha saglikli sonuglar elde edilmesini
saglayacaktir. Ancak ELISA'nin pahali bir
yontem oldugu diisiiniiliirse; tamida en az ELI-
SA kadar duyarli MAT'nin laboratuvarlarda
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kullanilmasi daha uygun olacaktir. Bu ¢alisma
insidens calismasi oldugundan alinan numune
sayilarinin  yerlesim birimlerindeki hayvan
sayilarinin %5-10'u oraninda olmasina dikkat
edilmistir.

Sonug¢ olarak; bu calismada gerek direkt
ve gerekse indirekt yontemlerle etkenin varlig
kanitlandigindan yoremizdeki koyunlarda bu
infeksiyonun varligindan séz edilebilinir so-
nucuna varilmistir. Ayrica koyunlarda tularemi
infeksiyonunun pozitif olarak kabul edi-
lebilmesi icin agliitinasyon titresinin 1/200
oraninda olmas1 gerektigi bildirilmektedir
(2,27). Yapilan serolojik caligmalar sonucunda
Kars bolgesindeki koyunlarda tularemi in-
feksiyonunun insidensi %0.14 olarak be-

Tablo II - 1412 Serum Ornegi ile elde edilen TAT - MAT - ELISA Degerlerinin Kargilagtiriimasi

TAT MAT

ELISA

TAT % MAT % ELISA %

Titre Adet %o Adet %

Adet

%

MAT-ELISA

TAT-ELISA

TAT-ELISA

20 005 0.35 016 045

3,19

031-0.11

32-0.35

90-28

40 013 0.92 013 037

2.62

100-0.35

100-0.35

24.46-28.46

80 004 0.28 016 020

1.42

0.25-0.2

40-0.8

40.00-12.50

160 - - 005 006

0.42

-0.83

320 - - - - 002

0.14

640 : X 2 ; 3

TOPLAM 022 1.55 050 3.54 110

7.80

0.44-0.2

22.73-45.45

50.00-22.00

12.0-
11.0-
10.0-
D 90-
; 8.0-
E 7.0-
i 6.0-
0 50-
D 40-

4 30-
5 20-
s 10-

[N

il

1020 40

80 160 320 640 1280 2560 5120 10240 20480

GRAFIK I - ELISA'da negatif ve pozitif serumlarla negatiflik kriterinin belirlenmesi
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Pozitif Sonug

Negatif Sonug

Resim | - MAT de pozitil ve negaul sonuglar

A) Kiiltiirden, Giemsa (x 100)

B) Organdan siirme preparat, Giemsa (x 100)

Resim I1 - F. tularensis'in kiiltiirden ve organdan Giemsa boyama ile preparatlari (x 100)
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Tablo | - Aragtirmada kullanilan serum

orneklerinin yerlegsim birimlerine gore dagilim

lige Ky g?r?ekleri
Kars EBK 32
Digor Saklica 45
Tuzluca 57
Merkez Caglayan 39
Merkez Bozkale 30
Susuz Kiziroglu 74
Akyaka Yolboyu 58
Akyaka Duraklt 80
Akyaka Kiirckdere 45
Akyaka Demirkent (Yayla) 38
Digor Giilheyran 45
Kagizman Ortakdy 34
Merkez Esenyazi 31
Merkez Akbaba 21
Merkez Cerme 25
Digor isacayin 27
Merkez Karakale 20
Cildir Dogruyol 30
Arpagay Oguzlu 32
Merkez 51
Akyaka Akcalar 43
Merkez Dikme 55
Merkez Gelirli 40
Merkez Cakmak 25
Merkez Karagoban 20
Merkez. Halefoglu 35
Merkez. Davulkoy 32
Merkez Algih 21
Merkez. Ocakli 25
Akyaka Cebeci 35
Akyaka Demirkent 51
Merkez B. Akiiziim 37
Akyaka Koyuntas 48
Merkez. Kars Yayla 77
Merkez Basgedikler 39
Mezbahane 203
TOPLAM 1600
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