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OZET

Francisella tularensis tarafindan olusturulan tularemi, tlkemizde yeniden 6nem kazanan hastaliklar-
dan biri haline gelmistir. Enfeksiyon insana, enfekte hayvanlarin doku ve uriinleri ile temas ve kontamine
su ve gidalarin tiiketilmesi ile bulasir. Son yillarda Tirkiye'nin cesitli bolgelerinden, 6zellikle de Marmara
ve Bati Karadeniz bolgelerinden artan oranlarda olgular ve epidemiler rapor edilmektedir. Kuzey Dogu
Anadolu boélgesinde yer alan Erzurum, tarim ve 6zellikle biiylikbas hayvan yetistiriciliginin yaygin oldugu
bir ilimizdir. Daha 6nce boélgemizden tularemi olgusu bildirimi yapilmamis ve seroprevalans ile ilgili her-
hangi bir calismaya rastlanmamistir. Bu calismada, Erzurum merkez ve kirsalinda yasayan kisilerde tulare-
mi seropozitifliginin arastinlmasi amaglanmistir. Calismaya tularemi icin risk grubunda yer alan (giftgilik
ve hayvancilikla ugrasan) 134 erkek (yas ortalamasi: 36.2, yas araligi: 17-75 yil), 106 kadin (yas ortala-
masi: 39.1, yas araligi: 16-77 yil) olmak (izere toplam 240 goniilli dahil edilmistir. Serum 6rneklerinde
Ftularensis’e 6zgil antikorlar, lam aglitinasyonu (BD, ABD) ve Serazyme ELISA (anti-Ftularensis
IgG/IgA/IgM, Seramun, Almanya) yontemleri ile arastirilmistir. Bu testler ile pozitif sonug veren serum or-
nekleri, Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Bagkanligi (RSHMB) Ulusal Tularemi Tani Referans Laboratuva-
rinda yerli sustan hazirlanmis antijen kullanilarak F.tularensis mikroaglitinasyon testi (MAT) ile de caligil-
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mistir. MAT ile pozitiflik saptanan serum orneklerinde, capraz reaksiyon varligini degerlendirmek icin Bru-
cella ve Salmonella’ya karsi olusmus antikor arastinlmistir. Calismaya alinan 240 gonillinin 71
(%29.6)'inde lam agliitinasyon testi (LAT) ile pozitiflik saptanirken, 5 (%2.1) ornek ELISA ile total anti-
korlar yoniinden pozitif bulunmustur. LAT pozitif 71 6rneginin 21’inde 1/20-1/40, dérdinde ise 1/80-
1/160 titrelerde olmak lizere toplam 25’inde MAT ile F.tularensis antikor pozitifligi belirlenmistir. Ancak
MAT pozitif tim 6rneklerin (n= 25) Brucella ve/veya Salmonella testleri ile de pozitif sonug verdigi izlen-
mistir. MAT ve ELISA pozitifligi karsilastinldiginda; MAT ile 1/40 titrede pozitiflik saptanan dort serum &r-
neginden biri ve > 1/80 titrede pozitiflik saptanan dort 6rnegin hepsi ELISA ile pozitif sonu¢ vermistir.
MAT ile capraz reaksiyon oraninin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle, duyarliigi daha yiiksek olan ELISA ile po-
zitif bulunan bes birey tularemi yoniinden seropozitif (%2.1) olarak degerlendirilmistir. Bu bireylerin
(dort kadin, bir erkek; yas araligi: 27-38 yil) dérdiiniin Alaca, birinin ise bu kdye komsu olan Tebrizcik ko-
yunde yasadigi; hepsinin hayvan besiciligiyle ugrastigi ve ikisinin ayni zamanda ciftcilik yaptigi izlenmis-
tir. Olgularin hicbirisi fare ya da av hayvani ile temas veya kene i1sirmasi dykiisii vermemis; ancak her iki
koyde de, klorlanma yapilmayan sebeke suyunun kullanildigi anlasiimistir. Sonug olarak ¢alismamizin ve-
rileri, Erzurum ilinde tarim ve/veya hayvancilikla ugrasan ozellikle kirsal kesimde yasayan popiilasyonun
tularemi yoniinden risk altinda oldugunu vurgulamaktadir.

Anahtar sézciikler: Francisella tularensis; tularemia; seroprevalans; agliitinasyon testi; ELISA; Erzurum.

ABSTRACT

Tularemia which is a zoonotic infection, caused by Francisella tularensis, has become a re-emerging
disease in Turkey. Infection is often transmitted to human by handling animal tissues and products, but
it is also possible to acquire the disease from contaminated water or food. Recently several cases and epi-
demics of tularemia have been reported in the northwest areas of Turkey, particularly in Marmara and
West Black Sea regions. Erzurum is a city in Eastern Anatolia Region, Turkey and animal husbandry is the
main agricultural activity in that area. However, neither tularemia cases were reported from this provin-
ce nor seroprevalence studies were performed. In this study we aimed to determine F.tularensis antibody
seropositivity in the risky population living at both rural and urban area of Erzurum. Blood samples from
240 volunteer subjects (134 male with mean age: 36.2, age range: 17-75 years and 106 female with
mean age: 39.1, age range: 16-77 years) whose occupations were farming and animal husbandry, we-
re included in the study. Serum samples were screened for the presence of F.tularensis antibodies by sli-
de agglutination method (BD, USA) and Serazym ELISA kit (anti-F.tularensis 19G/IgA/IgM, Seramun, Ger-
many). The positive samples with those tests were also retested by microagglutination test (MAT) in Na-
tional Tularemia Reference Laboratory of Refik Saydam Hygiene Center, using antigen prepared in the
same laboratory from the local strain. The serum samples were also searched for the presence of Brucel-
la and Salmonella antibodies in terms of cross-reactivity. Seropositivity was detected in 71 (29.6%) out
of 240 subjects by slide agglutination test (SAT), whereas only 5 (2.1%) gave positive result for total an-
tibody by ELISA. Twenty-five of the 71 SAT positive samples yielded F.tularensis antibodies by MAT, of
which 21 were between 1/20-1/40 and four were between 1/80-1/160 titers. However, all of the MAT
positive samples (n= 25) were found reactive in Brucella and/or Salmonella antibody tests. One of the fo-
ur MAT positive samples with 1/40 titer and all of the four MAT positive samples with > 1/80 titer yiel-
ded positive results in ELISA. Since MAT gave very high cross reactive results, the five subjects (2.1%) fo-
und positive with ELISA were evaluated as seropositive for tularemia. Of those subjects (four were fema-
le, one was male; age range: 27-38 years), four were the inhabitants of the same village, and one from
another neighboring village. All of the seropositive subjects were dealing with raising livestock and two
were also farming. No history of contact with rat and wild animals or tick bite were detected, however
it was noted that non-chlorinated fountain water has been used in both of these villages. In conclusion,
our data emphasized that, populations inhabiting especially in rural area and dealing with farming and
stock raising in our region are at risk for tularemia.

Key words: Francisella tularensis; tularemia; seroprevalence; agglutination test; ELISA; Turkey.
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GiRis

Tularemi kuzey yarim kiirede 30-71 enlemleri arasinda bulunan tlkelerde endemik
olarak gortlebilen bir zoonotik hastaliktir. Hastalia neden olan Francisella tularensis
kiiciik, pleomorfik morfolojiye sahip gram-negatif bir bakteridir'. insanlara etkenin ge-
¢isi, cilt veya mukozal yiizeylerden, enfekte hayvan dokusu veya viicut sivisi ile temas
sonucu olmaktadir. Enfekte hayvan dokusuyla kontamine su ve besinlerin tiketimi de
ozellikle tularemi epidemilerinde goriilen ana bulas yollarindan birisidir. Daha az sik-
likta ise enfektif aerosollerin inhalasyonu ile hastalik gelisebilmektedir?3. Bulas yollari
nedeniyle avcilar, endemik bolgedeki ciftciler, hayvan yetistiricileri, orman calisanlar,
doga tutkunlari, veteriner hekimler ve laboratuvar calisanlari risk grubu olarak kabul
edilmektedir*>.

Tularemide klinik bulgu ve semptomlar; etkenin viriilansina, inokiilum dozuna, kona-
ga giris yoluna ve konagin bagisiklik sistemine baglh olarak tlseroglandiiler, okiiloglan-
diler, glanduler, orofaringeal, tifoidal veya pnoémonik formda olabilir. Klinik tablo
asemptomatik olabilecegi gibi hafif seyirli bir hastalik tablosundan 6ldirtici olabilen kli-
nik tabloya kadar degisebilir?*.

Tirkiye'de ilk bildirilen tularemi epidemileri 1936 ve 1945 yillarinda Liileburgaz’da ta-
nimlanmis, son yillarda ise Edirne, Diizce ve Gélciik'te salginlar ortaya cikmistir®”. Son
yillarda ortaya ¢ikan salginlarin kaynaginin sular oldugu ortaya konulmustur’-8. Tularemi
enfeksiyonlarinda Avrupa’da en sik goriilen klinik form Glseroglanddiler iken, tlkemizde
orofaringeal form gériilmektedir®”’.

Ekonomisi buylik oranda hayvanciiga dayal olan Erzurum’da, insanlar yetistirdikleri
hayvanlarin etinden ve sutiinden gecimlerini sagladiklari gibi bunlarin deri, yiin ve hat-
ta guibrelerini de giinliik hayatlarinda kullanmaktadirlar. Kuzey Dogu Anadolu bolgesin-
de yer alan ilimizde, tarim ve 6zellikle biytkbas hayvan yetistiriciligi cok yaygindir. Do-
layisiyla bu tip ortamlarda zoonotik enfeksiyonlarin ortaya ¢cikma olasiligr daha ytiksektir.
Ulkemizde bildirilen tularemi olgulari ve salginlarinin daha ziyade Marmara ve Orta Ana-
dolu bdlgelerinden oldugu izlenmektedir'®'”. Daha 6nce bdlgemizde yapilmis tularemi
ile ilgili seroepidemiyolojik bir calismaya rastlanmamustir. Bu calismada, Erzurum merkez
ve kirsalinda tularemi prevalansinin serolojik yontemlerle saptanmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Cahismaya, Erzurum il merkezine ve Pasinler ilgesine bagl koylerde yasayan toplam
240 gonulli kisiden alinan kan ornekleri dahil edildi. Kan ornekleri santrifiij edilerek se-
rumlari ayrildi ve her bireye ait serum ornegi iki farkl tiipe konarak calisma yapilincaya
kadar -20°C’de sakland.

Calismaya alinan bireylerin sosyodemografik 6zellikleri (yas, cinsiyet, meslek, yerle-
sim yeri, kirsal bolgede yasayanlarda su kaynaklarinin ozellikleri), avcilikla ugrasip ug-
rasmadiklari, kene ve/veya kemirgen isirmasi oykustine yonelik veriler anket formu ile
toplandi.
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Serum orneklerinde F.tularensis’e 6zgul antikorlar, hem lam aglitinasyonu hem de
ELISA yontemleri kullanilarak arastirildi. Lam aglitinasyon testi (LAT), F.tularensis antijen
stispansiyonu (BD, Sparks, ABD) kullanilarak Uretici firmanin onerileri dogrultusunda ca-
hsildi. Ayni serum 6rneklerinde F.tularensis lipopolisakkarid (LPS) antijenine karsi olusan
total antikorlar, Serazym® anti-F.tularensis ELISA kiti (Seramun, Wolzig, Almanya) kullani-
larak dretici firmanin onerileri dogrultusunda arastirildi.

Bu testlerden birinde ya da ikisinde pozitiflik saptanan serum ornekleri Refik Saydam
Hifzissshha Merkezi Baskanhgr (RSHMB) Ulusal Tularemi Tani Referans Laboratuvarinda
yerli sustan hazirlanmis antijen kullanilarak f.tularensis mikroaglitinasyon testi (MAT) ile
calisildi. MAT’da, U-tabanli mikrotitrasyon plaklarinda hasta serumlarinin 1/5-1/1280 su-
landinmlari hazirlandi ve lzerine esit hacimde antijen eklenerek 1/10-1/2560 son dilUs-
yonlar elde edildi. Mikroplaklarin tzeri kapatilarak nemli ortamda, oda isisinda 18-20 sa-
atlik inkibasyondan sonra cukurlarda meydana gelen agliitinasyon degerlendirildi. MAT
ile pozitif bulunan ve ELISA testi ile de desteklenen hasta ornekleri tularemi seropozitifli-
gi yonunden anlamh kabul edildi.

Ulkemizde yaygin olarak gériilen ve F.tularensis ile capraz reaksiyon veren Brucella ve
Salmonella spp. icin capraz reaksiyon varligini saptayabilmek amaciyla Rose Bengal testi
(RBT) ve Salmonella O ve H antijenleri ile agliitinasyon testi calisildi® '8,

BULGULAR

Calismaya katilan 240 gondlliniin 134 (%55.8)G erkek, 106 (%44.2)'s1 kadin olup,
yas ortalamasi erkeklerde 36.2 (yas araligi: 17-75), kadinlarda ise 39.1 (yas araligi: 16-
77) yildir. Calhismamizda, LAT ile bireylerin %29.6 (71/240)'sinda, MAT ile %10.4
(25/240)'tinde ve ELISA ile %2.1 (5/240)'inde F.tularensis antikor pozitifligi saptanmistir.

ELISA ile pozitif bulunan tim ornekler ayni zamanda LAT ile de pozitif iken, 169 se-
rum ornegdi her iki test ile negatif sonug vermistir. LAT ile pozitif olarak saptanan 71 or-
negin 25’inde MAT ile de pozitiflik saptanmigstir. Bu 25 6rnegin 17'si 1/20, dordi 1/40,
ikisi 1/80 ve ikisi 1/160 titrede pozitiftir; ancak MAT pozitif tim ornekler (n= 25) Brucel-
la ve/veya Salmonella testleri ile de pozitif sonug vermistir. Bu orneklerin biri sadece RBT
ile, 15i sadece Salmonella H ile, dokuzu ise hem RBT hem de Salmonella H antijenleri ile
pozitif bulunmustur (Tablo I).

MAT ve ELISA sonuclari kargilastirildiginda; MAT ile 1/40 titrede pozitif bulunan dort
ornegin biri ve > 1/80 titrede pozitif bulunan dort 6rnegin hepsi ELISA ile pozitif sonug
vermistir (Tablo Il). MAT’da ¢apraz reaksiyon oraninin ¢ok yliksek olmasi nedeniyle, ELI-
SA ile pozitif bulunan bes birey tularemi yoniinden seropozitif olarak degerlendirilmistir.
Bu bireylerin ozellikleri ve MAT titreleri Tablo 1l’'de goriilmektedir.

Tularemi seropozitifliginin saptandigi bireylerin dérdiinlin Alaca, birinin ise Alaca ko-
yine komsu olan Tebrizcik koylinde yasadigi dikkati cekmistir. Olgularin hepsi hayvan
besiciligiyle ugrasirken, bunlardan ikisi ayni zamanda ciftcilikle de ugrasmaktadir. Her iki
koyde de, klorlanma yapilmayan sebeke suyunun kullanildigi anlasiimistir. Olgularin hic-
birisi fare ya da av hayvani ile temas veya kene isirmasi 6ykusi vermemistir. Ulagilabilen
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Tablo I. MAT ile Pozitiflik Saptanan Orneklerde Brucella ve Salmonella Antikor Testi Sonuclari

MAT titresi
1/20 (n=17) 1/40 (n=4) 1/80 (n=2) 1/160 (n=2)
RBT 1 0 0 -
Salmonella H 9 4 2 -
RBT + Salmonella H 7 - - 2

MAT: Mikroaglitinasyon testi, RBT: Rose Bengal testi.

Tablo Il. ELISA ile F.tularensis Antikor Pozitifligi Saptanan Bireylerin Ozellikleri ve MAT Titreleri

Ornek no Cinsiyet Yas MAT titresi Yerlesim yeri
56 Kadin 35 1/160 Alaca

73 Erkek 35 1/40 Alaca

78 Kadin 38 1/160 Tebrizcik
76 Kadin 35 1/80 Alaca
210 Kadin 27 1/80 Alaca

MAT: Mikroagliitinasyon testi.

g gondilliiden ikisi gegmiste tularemiyi dustindiirecek bir klinik tablo dykisi vermemis,
biri ise iki yil 6nce orofaringeal forma benzeyen klinik bulgularla seyreden bir hastalik ta-
nimlamistir.

TARTISMA

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde kis aylarinda av sezonuna, yaz aylarinda ise ke-
ne 1sirmasina bagl olarak tularemi olgularinda artis oldugu bildirilmektedir'®2°, Ulkemiz-
deki olgular ise daha ziyade kis ve ilkbahar aylarinda goériilmektedir®®. Son yillarda Mar-
mara ve Bati Karadeniz bolgesi disindaki cografi bolgelerde epidemik veya sporadik ol-
gular bildirilmektedir’. Ulkemizde tularemi siipheli olgularda tani icin laboratuvar kri-
terleri; etkenin izolasyonu veya MAT ile tek serum 6rneginde F.tularensis’e karsi artmis se-
rum antikor titresi olmasi veya alinan iki farkli serum 6rneginde F.tularensis’e karsi anti-
kor titrelerinin > 4 kat artmasi olarak kabul edilmistir?'.

Tirkiye’de glinimiize kadar, tularemi seroprevalansi ile ilgili calismalar Bursa, Bolu ve
Trakya bolgesinde yapilmis ve %0.3-20.9 arasinda seropozitiflik saptanmistir?2-24, Ulke-
mizde tularemi seroprevalansi ile ilgili ilk calisma Gedikoglu ve arkadaslari tarafindan ya-
yinlanmis ve bir tularemi salgini sonrasinda yapilan bu ¢alismada 393 serum 6rneginin
9%20.9'unda antikor pozitifligi saptanmistir’®. Mayis-Agustos 2006 tarihlerinde Trakya
bolgesinde, kirsal alanlarda yasayan ve tarim ve/veya hayvancilikla ugrasan kisilerde, sal-
gin disi bir donemde yapilan seroprevalans calismasinda, 1782 kisiden alinan serum or-
nekleri MAT ile incelenmis ve timu erigkin erkek olan 5 (%0.3) kiside 1/20-1/160 arasin-
da degisen titrelerde pozitiflik bildirilmistir??. Bizim calismamizda da, ilimizde benzer po-
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pullasyonda yer alan 240 birey incelenmis ve %12.9'unda LAT ile, %10.4’inde MAT ile
ve %2.1'inde ELISA testi ile pozitiflik saptanmistir. MAT ile 1/80 ve Uzeri titrede pozitif-
lik saptanan ve MAT ile 1/80 titreden daha disuk titrede pozitif olmasina karsin ELISA ile
pozitiflik saptanan ornekler (n= 5; %2.1) seroepidemiyolojik yonden anlamli kabul edil-
mistir. Saglk Bakanlhiginin yayinladigi “Bildirimi Zorunlu Bulasici Hastaliklarin (Grup C) il-
lere Gore Dagilimi”2> 2005 yil verilerine gére, Tiirkiye’de cogunlugu Orta/Bati Karade-
niz ve Marmara bolgesinden olmak tzere toplam 431 tularemi olgusu bildirilmis; 2006
yilinda 126, 2007 yilinda 79, 2008 yilinda ise 59 olgu daha tanimlanmistir. Bu verilerde,
Dogu Anadolu bdlgesinde Kars ilinde 2004-2005 yilinda olgular tanimlanmis iken,
2005-2008 yillari arasinda Erzurum ve cevre illerinden bildirim olmadigi gorilmdistiir® 2>,
Dolayisiyla calismamizda riskli gruplarda saptanan %2.1°lik seropozitiflik orani dustik ol-
makla birlikte, ilimizin tularemi yoniinden risk altinda olabilecegini dustindirmektedir.

Calismada kullanilan serolojik yontemler irdelendiginde; aglitinasyon testleri, 6z-
gilligun yiksek olmasi, kisa stirede sonug vermesi, uygulama ve degerlendirmenin
kolay olmasi gibi nedenlerden dolayi tercih edilmektedir. Diger yandan Salmonella,
Brucella ve Yersinia gibi bazi bakterilerle olusan enfeksiyonlarda ¢apraz reaksiyon ver-
mesi ve yalanci pozitifliklerin gériilebilmesi, testin zayif yanini olusturmaktadir'®26:27,
Calismamizda kullandigimiz ticari aglitinasyon test kiti Glkemiz disinda bircok tilkede
yaygin olarak kullanilmaktadir?®. ELISA testi ise, fazla sayida 6rnegdin kisa zamanda ca-
lisilabilmesi, agliitinasyon testlerine gore duyarlihdinin daha ytksek ve dolayisiyla cap-
raz reaksiyon olasihginin daha disiik olmasi gibi avantajlara sahiptir. Ancak ELISA tes-
tinde kullanilan antijenler (tim hiicre, LPS ekstraksiyon veya rekombinant antijenler
gibi) icin heniz bir standardizasyon saglanamadigindan, bu yontemler heniiz yaygin
olarak kullanilmamaktadir'®26-2, Tularemi tanisinda kullanilan ELISA testinde F.tula-
rensis LPS ya da rekombinant antijenlere karsi gelismis immunglobulin tipleri de aras-
tinlabilmektedir. Calismamizda kullandigimiz ELISA kiti F.tularensis LPS’ye karsi gelisen to-
tal (IgG, 1gA ve IgM) antikorlari saptayabilmektedir. Tularemi sirasinda bakteriye karsi olu-
san 1gG, IgA ve IgM antikorlarinin es zamanli olarak ortaya ¢ikmasi ve kaybolmasi nede-
niyle, F.tularensis’e karsi IgM antikorunun saptanmis olmasi, enfeksiyonun gecirilmekte ya
da yakin zamanda gecirilmis oldugunun giivenilir bir géstergesi degildir3%-32. ELISA yon-
temi ile farkli antijenler kullanilarak yapilan cesitli calismalarda ELISA testinin duyarliigi
9%95.7-100, 6zgiilligi ise %96-100 arasinda bulunmustur3'-3>, Calismamizda kullanilan
ELISA kitinin duyarlilik ve 6zgulligi ise, Uretici firma tarafindan sirasiyla %100 ve %99.7
olarak verilmektedir.

Calismada incelenen 240 gonullinin 71’inde LAT ile pozitiflik belirlenmis, bunlarin
25'i MAT ile de pozitif sonug¢ vermis, ancak MAT ile pozitiflik saptanan tim orneklerde
Brucella ve/veya Salmonella antijenleri ile de pozitiflik saptanmustir (Tablo I). Diger calis-
malarda?®27:2931:36 da siklikla rastlanilan bu durum, F.tularensis agliitinasyon testleri ile
alinan pozitif sonuclarin dikkatle degerlendirilmesi ve capraz reaksiyon oranlarinin yik-
sek oldugunun akilda tutulmasi gerektigini vurgulamaktadir. Ozellikle dsiik titrelerde
(< 1/80) saptanan MAT pozitifliklerinin ELISA gibi daha duyarl bir test ile dogrulanma-
si 6nerilmektedir?®. Bu nedenle bizim calismamizda da, ELISA ile pozitif bulunan kisiler
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(n=5) tularemi yoniinden seropozitif olarak degerlendirilmistir. Ancak tlkemizde tula-
remi seroepidemiyolojisine yonelik ELISA yontemi ile yapilmis bir calismaya ulasilama-
digindan, verilerimizin tartisiimasi mimkin olmamustir.

Calismamizin sonuglarina gore, Erzurum ilinde tanim ve/veya hayvancilikla ugrasan
ozellikle kirsal kesimde yasayan popilasyonun tularemi yoniinden risk altinda oldugu
sOylenebilir. Buna karsin verilerimizin, bolgemizde daha genis gruplarda yapilacak kap-
samli calismalarla desteklenmesinin uygun olacag distunilmusgtdr.
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