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Koyunlarda Tularemi’nin serolojik olarak incelenmesi ve Brusella ile ¢capraz

reaksiyonunun belirlenmesi
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Ozet: Bu calismada 6nemli bir zoonoz enfeksiyon olan Tularemi’nin tespiti igin koyunlarm serolojik olarak incelen-
mesi ve Brucella ile ¢apraz reaksiyonunun belirlenmesi amaglandi. Caligmada, Tularemi enfeksiyonunun insanlarda
endemik olarak goriildiigii ve son ¢alismalarda yaygin oldugu tespit edilen bolgelerden (Ankara; Altindag, Beypazari,
Bursa; Kemalpasa, Zonguldak; Kurtkdy) koyun kan serumlart toplandi. Bu serumlardaki Tularemi antikor varligini
belirlemek i¢in safranin-O ile boyali Francisella tularensis subsp. holartica LVS susundan hazirlanmis antijeni (¥ tula-
rensis 10857 NTCC) ile mikroagliitinasyon testi yapildi. Test sonucunda incelenen 207 koyun kan serumundan 50’sinde
(%24.1)1:10-1:80 arasinda titre saptanirken 157 (%75.9) serumda F. tularensis 6zgiil antikorlar belirlenemedi. F. tula-
rensis antikorlar1 pozitif bulunan50 serumun 36 (%72)’sinda ise hayvanlar da Tularemi i¢in ¢esitli aragtirmalarda pozitif
kabul edilen >1/20 titresi tespit edildi. Titre veren 50 serumdan 6’sinda ise, Brucella Mikro Agliitinasyon Test (MAT)
antijeni (B. abortus S99 susu safranin- O ile boyali) ile capraz reaksiyon (1:40-1:160) varlig1 saptandi.

Anahtar kelimeler: Brucella spp, Capraz Reaksiyon, Koyun, Seroloji, Tularemi.

Determination of the cross reaction of Tularemia titer and Brucella on sheep at specific
disease focus in Turkey

Abstract: As Tularemia is an important zoonosis infection the determination of Tularemia titer serologically on sheep
and its cross reaction with is aimed in this study. For this study sheep blood sera collected from the regions (Ankara;
Altindag-Beypazari, Bursa; Kemalpasa, Zonguldak; Kurtkdy) where Tularemia infection is seen endemically and wide-
spread. In order to indicate Tularemia titer in these sera Tularemia antibody, which is painted with safranin-O, and mi-
croaglutination test were done. 207 sheep blood sera were checked and at test result 1:10-1:80 titer indicated in 50 blood
sera(%?24,1) but it wasn’t indicated any titer in 157(%75,9) sera. In 36 serum from 50, in which titer indicated, >1/20
titer, which is accepted in several studies positive for Tularemia was seen. It was seen cross reaction with Brusella in 6
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blood sera from 50 in which titer indicated.
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Giris

Tularemi, kemiriciler dncelikli olmak {izere, hay-
vanlari bir patojeni olan insanlara da bulasarak ce-
sitli klinik tablolara sebep olan Francisella tularen-
sis’in etken oldugu zoonotik bir hastaliktir [4,10,9].
Ulkemizde son yillarda pinar sulart ile iligkilendiri-
len salginlara yol agmasi, diinya genelinde ise biyo-
lojik silah olma 6zelligi nedeniyle giincellesmistir
[3.7].

Tularemi hastalig1, F. tularensis’in etken oldu-
gu kuzey yarim kiirede goriilen bir zoonoz hastalik-
tir. Hastalik Japonya ve Rusya’da 1800’11 yillarda
bilinmesine ragmen, 1911 San Francisco depremin-

den sonra McCoy tarafindan Kaliforniya’nin Tulare
bolgesinde sincaplarda goriillen veba benzeri bir
hastalik olarak tanimlanmistir [14].

Diinyada ve iilkemizde riskli bolge yerlesim
birimi hizla artan ve giincelligini koruyan bu has-
taligin rezervuari tam olarak bilinmemektedir. Son
yillarda tilkemizde tularemi vakalarinda artig olma-
sinda, iklim degisikliklerin biiylik oranda rol oyna-
dig1 bildirilmektedir [12]. Yagish sezonlardan sonra
kemirici populasyonundaki artigin tularemi vaka
sayisinin artmasina neden oldugu diisiiniilmekte-
dir [1]. Tularemi, 2005 yili 6ncesinde Marmara ve
Bati1 Karadeniz Bolgelerinde yaygin olarak gorii-
lirken, 2009-2010 yillarimin ilk yarisinda 6zellikle
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I¢c Anadolu Bolgesi olmak iizere diger bolgelerden
yeni vakalar bildirilmistir [1]. Kemirici hayvanlarin
cikartilar1 ve dokulariyla temas, kontamine su ve
gidalarin tiiketilmesi avcilik ve vahsi tavsan etinin
yenmesi, hijyenik olmayan gidalarin tiiketilmesi, ev
ve cevresinde kemirici sayisinda belirgin artis goz-
lenmesi ile dogayla iliskili aktiviteler gibi bagimsiz
degiskenler hastaligin epidemiyolojik risk faktorleri
arasinda yer almasina neden olmustur [1].

Tularemide kesin tani1 bakterinin g¢esitli 6rnek-
lerden izolasyonuyla konur. Ancak iretmek igin
0zel besiyeri gerektiginden tani daha ¢ok serolojik
olarak konur.

Evcil hayvanlar arasinda koyunlar tularemiye
duyarlidir, ancak hastalik kedi, tavsan, kopek, do-
muz ve atlarda da bildirilmistir. Sigirlarin ise genel-
likle hastaliga kars1 direncli oldugu bilinmektedir.
Enfeksiyonun prevalansini belirlemeye yonelik, ev-
cil hayvanlarda klinik hastaliklarm sunumu ve pre-
valansina dair bilgiler oldukga kisithidir [13].

Tularemi tanisinda en sik kullanilan yontem-
ler hasta serumunda antikor aramaya ydnelik ag-
liitinasyon (mikropleyt agliitinasyon testi veya tiip
agliitinasyonu) ve ELISA’dir. Tularemide antikorlar
genellikle ikinci haftadan sonra pozitiflesir, 4-5.
haftalarda en yiiksek diizeye ulasir[8].

Tularemi antikorlar1 Brucella, Yersinia ve
Proteus OX19 ile ¢apraz reaksiyon verebilir.
Brucella spp. ile Francisella tularensis arasinda
ortak antijenik yapilar nedeniyle serolojik testlerde
capraz reaksiyonlarin varligi tularemi hastaliginin
ilk tanimlandig1 yillarda dikkat ¢ekmistir [6,8,15].
Hayvanlar tizerinde tularemi yoniiyle yapilan ¢alig-
malarin kisithiligi gz 6niine alinarak, bu ¢alismada
Tularemiye duyarlilig: ile bilinen koyunlarin sero-
lojik olarak incelenmesi ve Brucella ile Francisella
tularensis arasindaki ¢apraz reaksiyonlarin sikligi-
nin belirlenmesi amaglandi.

Materyal ve Metod

Bu ¢alismada, Tulareminin tespiti i¢in koyunlarin
serolojik olarak incelenmesi ve Brucella spp. ile ¢ap-
raz reaksiyonunun belirlenmesi amaciyla enfeksiyo-
nun insanlarda endemik olarak goriildiigii ve son ca-
lismalarda yaygin oldugu tespit edilen bolgelerden

(Ankara; Altindag, Beypazari, Bursa; Kemalpasa,
Zonguldak; Kurtkdy) toplamda 207 adet koyun kan
serumu incelenmistir. Koyunlarin vena jugularisin-
den 9 ml. lik vakumlu jelli tiiplere kanlar alindu.
Kan numuneleri, 1500 devirde 5 dakika santrifiij
edilerek serumlari ayrildi. Serumlar 2 ml. lik tiiplere
aktarildi. Bu serumlardaki Tularemi antikor varligi-
n1 belirlemek i¢in safranin- O ile boyali Francisella
tularensis subsp. holartica LVS susundan hazirlan-
mis antijeni (F. tularensis 10857 NTCC) ile mikro-
agliitinasyon testi yapildi (kili¢ capraz reaks). Her
iki etkene karsi gelisen antikorlar1 saptamak ama-
ctyla MA testi i¢in U-tabanli mikropleytlerde serum
orneklerinin iki kath seri diliisyonlar1 hazirlanmis-
tir. Serum igermeyen son godeler ise antijen kontrol
icin kullanilmistir. Godelerdeki serum diliisyonlari-
nin iizerine esit miktarda boyali antijenler eklene-
rek serum diliisyonlari elde edilmistir. Mikropleytin
iizeri kapakla kapatilarak 37°C’de nemli ortamda
24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Degerlendirme;
pozitif ve negatif kontroller ile antijen kontroliine
gore yapildi. Antijen-antikor kompleksinin dantela
tarzinda ¢okmesi ve siipernatantin tiimiyle berrak
olmas1 pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi.
Acik kirmizi renkli diliientin ¢evreledigi merkez-
de toplanmis diizgiin kenarh diigme seklinde ¢ok-
me negatif reaksiyon seklinde degerlendirildi [8].
Capraz reaksiyonlar1 gérmek amaciyla, ¢esitli lite-
ratlirlerde tularemi yoniinden anlaml kabul edilen
1/20 {izeri titre veren koyun kan serumu 6rneklerini,
Brucella Mikro Agliitinasyon Teste tabi tutarak (B.
abortus S99 susu safranin O ile boyal) capraz reak-
siyon yoniinden incelendi (Tablo 1).

Bulgular

Tularemi agisindan incelenen 207 koyun kan se-
rumundan 36 (%17.3)’sinda cesitli arastirmalar-
da hayvanlarda Tularemi i¢in pozitif kabul edilen
>1/20 titresi belirlendi. Toplanan 207 koyun kan
serumunun titre dagilimi; 11’inde 1:10, 31’inde
1:20, 3’inde 1:40 2’sinde 1:80 olarak saptandi
(Tablo 2). Tularemi seropozitif 50 kan serumundan
6 (%12)’sinda 1:40-1:80 arasinda titreler saptanmis,
Brusella Mikro Agliitinasyon Test (MAT) antijeni
(B. abortus S99 susu safranin O ile boyali) ile cap-
raz reaksiyon bulunmustur (Tablo 2).
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Tablo 1. Calismadaki koyunlarda belirlenen mikroaglutinasyon test yontemi ile belirlenen tularemi titreleri sonuglari.

Ornek

Tularemi Seropozitif Titreler

Yerlesim Birimi Pozitif

Sayist % /10 120 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640
Ankara/Altindag 46 20 36.95 3 15 1 1 - - -
Ankara/Beypazari 101 17 16.83 7 10 - - - - -
Zonguldak/Kurtkoy 20 1 5 1 - - - - - -
Bursa/M.Kemal Pasa 40 12 30 3 6 2 1 - - -
Total 207 50 22.7 14 31 3 2 - - -

Tablo 2. Calismadaki koyunlarda Tularemi yoniinden seropozitif titrelerin Brusella ile ¢capraz reaksiyon sonuglart.

et Ok TS Bl b e g 30 i
Ankara/Altindag 46 15 3 - 2 1
Ankara/Beypazari 101 10 1 1 - -
Bursa/ M.Kemal Pasa 40 6 2 1 1 -
Total 207 31 6 2 3 1

seronegatif

seropozitif

-

Sekil 1. Mikroaglutinasyon test yonteminde F. tularensis
seronegatif ve seropozitif goriintiisii

Tartisma

Tularemi enfeksiyonunun koyunlarda ve diger ya-
bani hayvanlarda serolojik olarak incelenmesi ve
Brusella ile ¢apraz reaksiyonunun belirlenmesi
amaciyla yapilan ¢aligmalarda farkli bulgular elde
edilmistir.

Gwatkin ve ark. [5], 1942 yilinda yaptiklari
bir ¢aligmada, 850 baslik bir koyun siirlisiinii tu-
laremi hastaligi yoniinden takibe almiglardir. Bu
stiriideki 850 koyundan 24’{iniin 6ldiigi, 5-6’sinin
ise hastalik sonunda iyilesmis oldugunu gérmiisler-

dir. Incelenen tiim hayvanlarda muayene sirasinda
cok yogun kene enfestasyonu oldugu belirtilmistir.
Etkenin varligimi ortaya koymak i¢in 6lii koyunlar-
dan 1 koyunda F. tularensis izolasyonu gerceklesti-
rebilmislerdir. Ayrica iyilesen 2 koyundan serolojik
olarak aglutinasyon teste tabi tutmuslar, serolojik
olarak incelemeye alinan 2 koyundan 1’inde 1/400
aglutinasyon titresi bulmusglardir. Siiriiyle ilgilen bir
¢obanin hastalandigini, hastalanan ¢obanin hasta-
ligindan 8-9 giin Oncesinde siiriideki koyunlardan
3inil yiizdiigliniin bilgisini almislardir. Bu calis-
malar, tularemi hastaliginda insanlarla koyunlar
arasi temasi belirlemeye 6rnek teskil etmistir.

Seyda [16], Kars Yoresinde 1600 koyuna ait
kan serumu Orneginin mikroaglutinasyon yonte-
miyle incelenmesi sonucu 50 hayvanda 1:20 titre
iizerini seropozitif olarak bildirmistir.

Jellison ve ark. [6], ABD’de yaptiklar bir ¢a-
lismada, 148 kuzuda %25 oraninda F. tularensis
yoniinden seropozitiflik bulmuglardir. Bu ¢alismaya
gore 1:20 ve iizeri titre veren kuzular F. tularensis
seropozitif kabul edilmistir. Ayn1 ddonemde meradan
donen yetiskinler {izerinde de aym calisma yapil-
mis, 283 koyunda %28.3 oraninda seropozitiflik tes-
pit edilmistir. Capraz reaksiyonun tespiti amaciyla,
Tularemi seropozitif olan 83 koyunun Brusella titre
tayininde ise yalniz bir koyunda Brusella yoniinden
seropozitif titre vermistir.
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Mathew ve ark. [11], ABD’de koyunlar iize-
rinde yaptiklar1 bir calismada, dokuz koyun, sekiz
tavsan ve sekiz kopek tularemi hastaligl yoniinden
serolojik olarak incelenmisglerdir. Koyunlarda tama-
minda 1:40-1:320 arast titre verirken, ayni hayvan-
lara ait kan serumlarindan Brusella ile ¢apraz reak-
siyonu belirlemek amaciyla yapilan serolojik ince-
lemede 7 hayvanda 1:40-1:160 aras titre izlenmis-
tir. Tavsanlarda yalniz {igiinde 1:40 tularemi titresi
verirken, Brusella yoniinden titre saptanmamuistir.
Kopeklerde ise yedisinde 1:40-1:160 tularemi titre-
si vermis, Brusella ¢apraz reaksiyon titresi 6 sinda
1:40 oraninda saptanmustir.

Berrada ve ark. [2], Tularemi enfeksiyonun
hayvanlarda serolojik ¢alismalar yapmislardir.
Bunlardan geyik, kopek, rakun, rat, kokarcada ge-
sitli ylizdelerde tularemi seropozitiflik saptanirken,
tavsan fare ve sincapta tespit edilmemistir. En yiik-
sek seropozitiflik yiizdeleri kokarca ve rakunlarda
belirlenirken, sadece 1 kokarcada ise yliksek oranda
tularemi ve ayni zamanda Brusella titresi saptan-
mistir.

Sonug¢

Tularemi hastaliginin epidemiyolojisinde, koyunlar-
da seropozitifligin belirlenmesi 6nemli bir kriterdir.
Insanlarla hayvanlar arasi temasi belirleme amacty-
la, insan salginlarinin oldugu bolgelerde, hastaliga
en ¢ok duyarli oldugu bilinen koyunlarda seropre-
valans ¢aligmalariin insan hayvan odakli paralel
olarak yiiriitilmesi gerekmektedir. Ayrica siklikla
goriilen Bruselloz hastaligi ile ayirict tanisinin ya-
pilabilmesi i¢in, Tularemi yoniinden seropozitiflik
saptanan yerlesim birimlerinin Brusella ile ¢apraz
reaksiyon verebilecegi g6z Oniinde bulundurarak
incelenmelidir. Ayrica, her iki etkene kars1 agliiti-
ninlerin saptandigi durumlarda hangisinin ¢apraz
reaksiyon hangisinin gercek pozitiflik oldugunun
gosterilmesi ic¢in antikor titre artisinin da arastiril-
mas1 gereklidir [8]. Bundan sonraki c¢aligmalarda
pilot bolgelerin segilerek, periyodik yoklamalarin
yapilmasi, 6zellikle bu ¢alismada da goriildiigii tize-
re, ¢apraz reaksiyon veren enfeksiyonlar yoniiyle
de incelenmesinin, hastaligin seroepidemiyolojisine
151k tutacagi diisiiniilmektedir.
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