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OZET

Tularemi Tirkiye’de 1936 yilindan beri bildirilen bir hastaliktir ve etkenin insanlara bulagmasinda
farelerin roll Uzerinde durulmaktadir. Ancak bugiine kadar etkenin bulagmasinda farelerin rolii kesin
olarak gosterilememistir. Bu ¢alismanin amaci, farelerde Francisella tularensis varhginin kiiltir, seroloji ve
molekiiler yontemlerle arastiriimasidir. Calisma icin Trakya Bolgesi'nden, daha once tularemi olgularinin
bildirildigi dort kdy (Edirne-Demirkdy, Kirklareli-Kaynarca, Tekirdag-Muzruplu, Tekirdag-Sinanl) secilmis
ve Aralik 2012 tarihinde bu koylere gidilerek uygun depolar, ahirlar, ambarlar, dere ve kuyu kenarlar,
yemlikler ve su depolari gibi bolgelere toplam 126 adet canl fare yakalama kapanlari kurulmustur.
Kapanlar bir gece bekletildikten sonra toplanmigs ve yakalanan farelerin tirleri belirlenmistir. Canli olarak
yakalanan farelerden anestezi altinda kalp kanlari alinmis; daha sonra tiim farelerin karaciger ve dalak
dokulari sinif-2 glivenlik kabini icinde aseptik sartlarda cikartilmistir. Bu dokular %5 koyun kani, %0.1
sistein ve %1 glukoz iceren Francis besiyerlerine ekilmis; besiyerleri hem normal atmosferde hem de %5
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karbondioksit iceren etiivde yedi giin boyunca inkibe edilmistir. Canli olarak yakalanip kanlari alinabilen
farelerin serumlarinda F.tularensis'e 6zgil antikorlar mikroagliitinasyon testi ile arastinlmistir. Calismada
ayrica, farelerin karaciger ve dalak dokularindan DNA izolasyonu yapilmis ve F.tularensis ISFtu2 genine
6zguil primerler ve prob kullanilarak gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Tularemi RT-PCR; Tiirkiye
Halk Saghgr Kurumu, Ankara) uygulanmistir. Calismamizda 11°i canli olmak tizere toplam 19 adet tarla
faresi yakalanmis; bunlarin 10’unun Apodemus flavicollis, yedisinin Mus macedonicus, ikisinin ise Mus
musculus tirlerine ait oldugu belirlenmistir. Farelerin karaciger ve dalak dokularindan yapilan kiiltirlerin
hicbirisinden F.tularensis izole edilememis; serolojik yontemin uygulanabildigi 10 fare serumu ise negatif
sonug vermistir. Buna karsin RT-PCR testi ile, 1936 yilinda Tirkiye’de ilk tularemi olgularinin gorildigu
ve daha sonra bagka olgunun bildirilmedigi Kaynarca beldesinde yakalanan iki farenin dalak dokusunda
pozitiflik tespit edilmistir. Bunlardan biri canli olarak yakalanan disi bir Mus macedonicus, digeri ise 6l
olarak yakalanan erkek bir Apodemus flavicollis'tir. Yapilan kantitatif degerlendirmede, organ basina bakte-
ri sayisi Mus macedonicus icin 4 x 103 cfu/dalak, Apodemus flavicollis icin 4 x 10* cfu/dalak olarak hesap-
lanmistir. Sonug olarak, bu calisma ile dogal ortamdaki farelerin tularemi etkenini tasidiklar Tirkiye'de
ilk kez gosterilmis ve 1936 yilindan bu yana F.tularensis'in Kaynarca’da varligini siirdtrerek, salginlar icin
potansiyel risk olusturmaya devam ettigi diistinilmastr.

Anahtar sozciikler: Francisella tularensis; tularemi; fare; Trakya bolgesi; Tiirkiye.

ABSTRACT

Tularemia is a disease that has been reported in Turkey since 1936. Although mice are considered to
have a role in the transmission of Francisella tularensis to man, this has not been exactly confirmed yet.
The aim of this study was to investigate the presence of F. tularensis in mice by using culture, serology
and molecular methods. For this purpose, four villages (Edirne-Demirkoy, Kirklareli-Kaynarca, Tekirdag-
Muzruplu, Tekirdag-Sinanli) were selected in Thrace Region of Turkey where tularemia cases had been
reported previously. A total of 126 live-catch mouse traps were established in warehouses, barns, areas
near wells, water tanks and creeks in the villages in December 2012. Traps were kept overnight and the
next day the animals collected were identified at species-level. The live-captured mice were anesthetized
and their heart blood samples were obtained. Subsequently, liver and spleen tissues were removed from
every mouse under aseptic conditions in the class-2 safety cabinet. These tissues were cultivated in
Francis medium containing 5% sheep blood, 0.1% cystein, 1% glucose and incubated for seven days
in both normal atmosphere and 5% carbondioxide incubator at 37°C. Tularemia microagglutination
test was performed by using the sera which were obtained from live-captured mice. Finally, DNAs were
isolated from both liver and spleen tissues of mice, and real-time polymerase chain reaction (Tularemia
RT-PCR; Public Health Agency of Turkey, Ankara) were performed. In our study, a total of 19 mice were
captured and of these 11 were alive. Ten mice were identified as Apodemus flavicollis, seven were Mus
macedonicus and two were Mus musculus. There were no Francisella tularensis isolation in the cultures of
mice liver and spleen tissues. Serological tests yielded negative results for 10 mice whose serum samples
could be obtained. In RT-PCR, positivity were detected in spleen tissues of two mice which were cap-
tured from Kaynarca where first tularemia cases in Turkey in 1936 were reported but has no report from
then on. One of them was a live female Mus macedonicus, and the other was a dead male Apodemus
flavicollis. In quantitative evaluation, number of microorganism per organ were calculated as 4 x 103 cfu/
spleen in Mus macedonicus and 4 x 10* cfu/spleen in Apodemus flavicollis. This is the first study in Turkey
indicating that the mice in natural environment harbored F.tularensis. In conclusion, the results of this
study indicated that the agent of tularemia has been retained since 1936 in Kaynarca region and this
persistence might present a potential risk for tularemia epidemics.

Key words: Francisella tularensis; tularemia; mouse; Thrace region; Turkey.

214 MiKROBIYOLOJi BULTENI



Unal Yiimaz G, Giircan S, Ozkan B, Karadenizli A.

GiRis

Zoonotik bir hastalik olan tularemi, Francisella tularensis’in biyolojik teror ajani kabul
edilmesi, tani konusunda yasanan sorunlar, verilen yanls tedaviler ve son yillarda ulke-
mizde olgu sayisinin giderek artmasi nedeniyle ¢cok daha blyiik bir 6nem kazanmustir.
Etkenin bulas yolu yogun arastirma konusu olmus, diinyanin pek cok yerinde farkli kay-
naklar suclanmistir. Bazi yerlerde kemiricilerle direkt temas sonucu bakteri bulasirken,
bazi bolgelerde bu hayvanlarin lzerinde yasayan keneler veya bu hayvanlardan kan
emen cesitli sinekler suclanmis, bazi kaynaklarda solunum yoluyla bulastan s6z edilmis,
bazi bolgelerde ise kontamine sularin kullanimi veya icilmesi sonucu bulas oldugu kana-
atine varilmistir'.

Turkiye’de ilk tularemi bildirimi 1936 yilinda Trakya’da Kaynarca deresine yakin bir
askeri birlikte olmus, yapilan arastirmalar sonunda boélgedeki tulareminin ¢cogunlukla
su kaynakli oldugu disiiniilmiistiir®3. Askeri garnizonun yakinindaki Kaynarca deresi ve
erlerin bu derede yikanmasi, hastaligin daha cok dere cevresindeki kdylerde gorilmesi
ve bu sularda yikananlarda, piring tarlalarinda calisanlarda dikkati cekecek oranda daha
stk goriilmesi bu gorisu desteklemistir. Ancak ne sulardan yapilan calismalardan ne de
dogadan toplanan kene, tavsan gibi hayvanlardan sonu¢ alinamamig, bakterinin hangi
hayvanlarda mevcut oldugu ve sulari nasil kirlettikleri gsterilememistir®“. Sonraki yillar-
da meydana gelen tularemi salginlarinda, etkenin sulardaki varligina dair kanitlar elde
edilmis, ancak bunlar kontamine eden hayvanlara veya diger kaynaklara dair yapilan
calismalarda olumlu bir sonu¢ alinamamistir’>%. Bu calismada, Ulkemizde tularemi
etkeninin insanlara bulasmasinda énemli bir rol oynayan sularin kontaminasyonunda
farelerin potansiyel rollerinin ortaya cikarilmasinin yani sira tularemi acisindan riskli bol-
gelerin belirlenmesi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma yerel etik komitenin 28.12.2011 tarih ve 2011.11.09 no’lu onayi ile
gerceklestirildi. Calisma bolgesi olarak; Trakya Bolgesi‘'nde, 1936 yilinda ilk tularemi
olgularinin bildirildigi ancak daha sonra hi¢ olgu bildiriimeyen Kirklareli-Kaynarca ve
Tekirdag-Sinanli, 2005 yilinda salgin gorilen Edirne-Demirkdy ve 2010 yilinda son
salginin meydana geldigi Tekirdag-Muzruplu koyleri secildi. Aralik 2012 tarihinde bu
koylere gidilerek; sulak alanlar, dere ve kuyu kenarlari, ambarlar, depolar, yemlikler ve
cali iclerine olmak uizere toplam 126 kapan (Sherman tipi canl yakalama kapanlari) yer-
lestirildi. Gidilen tarihte, koylerdeki hava sicakligi gece -5°C ile 7°C, giindiiz ise 6°C ile
14°C arasinda degismekte idi.

Kapanlar kurulduktan sonra bir gece beklendi ve ertesi giin toplanan hayvanlar
laboratuvara ulastirildi. Yakalanan farelerin tir tayini, ilgili uzmanlar tarafindan, dig
vicut Olcileri ve renklenme durumlari dikkate alinarak yapildi. Canli olarak yakalanan
farelerden anestezi altinda, steril sartlarda kalp kanlar alindi ve ayrica karaciger ve dalak
dokulari ¢ikartildi. Dokular dorder esit parcaya ayrilarak etiketlenmis steril ependorf tiip-
lerine koyuldu; birer parca kultiir ve DNA izolasyonu icin ayrildiktan sonra kalan dokular
-80°C’de saklandi.
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Kdltur icin ayrilan doku ornekleri (her hayvan icin birer adet karaciger ve dalak doku-
su), sinif-2 glvenlik kabini icinde 0.5 ml BHI-B (Brain Heart Infusion-Broth) ile ezilerek
sispanse edildi ve her bir 6rnek, %5 koyun kani, %0.1 sistein, %1 glukoz iceren iki
adet Francis besiyerine ekildi. Besiyerlerinin biri normal, digeri %5 CO,’li etiive (37°C)
kaldirldi ve bir hafta boyunca, guinlik olarak takip edildi. Stpheli kolonilerden yapilan
mikroskobik incelemede, gram-negatif boyanan ve kokobasil oldugu saptanan bakteri-
lere katalaz ve oksidaz testleri yapildi. Katalaz pozitif, oksidaz negatif oldugu belirlenen
izolatlarin karbonhidratlari kullanma, gaz olusturma, fenilalanin dekarboksilaz, lizin
dekarboksilaz, ornitin dekarboksilaz, Greaz enzim varliklari, sitrati tek karbonhidrat kay-
nagi olarak kullanimi, hareket ve indol &zelliklerine bakildi. Ureme kontrolii icin, daha
onceden iki hastanin klinik 6rneginden izole edilmis ve tanimlanmis olan F.tularensis
suslari kullanildi. Ayni besiyerinde ve ayni kosullarda kiltirl yapilan kontrol suglarinin,
%5 CO,’li etlivde inkiibe edilenlerde daha belirgin olmak tzere, licincii glinde iremeye
basladi§i gozlemlendi.

Serolojik tani icin, hayvanlardan alinan kanlarin serumlar ayrildi ve iki gline kadar
buzdolabinda saklandi. Tularemi mikroagliitinasyon testleri, patentli tularemi antijeni
(Patent no: TPE-2008 01623 B-Saban Giircan) kullanilarak, daha once tanimlandigi
sekilde yapildi ve 18-24 saat sonra sonuclar gézle degerlendirildi’.

Molekdiler tani icin, mekanik olarak parcalanmis karaciger ve dalak dokularindan DNA
izolasyonu yapildi. Bu amacla, “peqGOLD Tissue DNA Mini Kit” (Peqglab, Almanya)
kullanildi ve izolasyon firmanin 6nerileri dogrultusunda gerceklestirildi. Molekuler ince-
lemede, ISFtu2 genine 6zgll primerler ve prob iceren Tirkiye Halk Saghgi Kurumu’nun
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu kiti (Tularemi RT TagMan PCR) kullanildi.
PCR kanisimi; 1.5 ml’lik ependorf tiipu icine her 4 6rnek basina 30 pl Karisim A solisyo-
nu, 30 pl Karigim B soliisyonu, 30 pl Karisim C soliisyonu ve 1 pl Hot Start DNA polime-
raz konularak hazirlandi. Her 6rnek bagina 22.5 pl PCR karisimi PCR tiiplerine dagitildi
ve Uzerlerine 2.5 pl doku DNA'si eklendi. Reaksiyonlar 2.5 yl DNA iceren toplam 25 pl
hacimde calisildi. Amplifikasyon islemleri, Exicycler™ 96 Quantitative Real-Time PCR
System (Bioneer, ABD) ile gerceklestirildi. PCR donguisii 95°C’de 10 dakika denattrasyon
sonrasinda 40 dongu 95°C’de 15 saniye, 60°C’de 1 dakika seklinde uygulandi. Pozitif
kontrol olarak F.tularensis NCTC 10857 susunun 10 kat dilisyonlari, negatif kontrol ola-
rak Pseudomonas DNA'sI kullanildi.

BULGULAR

Calismamizda, araziden ornek temini asamasi kis dénemine denk geldiginden,
olumsuz hava kosullarina bagh olarak 126 kapanin sadece 19 (%15)’unda tarla faresi
yakalanabilmig; bu farelerin 11°i canh 8'i 6li olarak ele ge¢mistir. Kdylerde kurulan kapan
sayisi, yakalama oranlari, yakalanan farelerin turleri, cinsiyetleri ve canlilik durumu Tablo
I'de gorilmektedir.

Farelerin doku 6rneklerinden yapilan kltiirlerde, 13 karaciger ve 11 dalak 6rneginde
treme saptanmis, ancak bu bakterilerin tamaminin Enterobacteriaceae ailesi tiyelerinden
oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla doku 6rneklerinin hicbirisinden F.tularensis izolasyonu
yapilamamustir.
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Tablo I. Kéylerde Kurulan Kapan Sayisi, Yakalanan Farelerin Kéylere Gére Dadilimi, Tiir ve Cinsiyetleri
Kurulan kapan sayisi Yakalanan fare

Koyler (yakalama orani, %)  (canh fare) sayisi  Tiir (cinsiyet-say1)

Demirkdy 38 (7.9) 3(0) Apodemus flavicollis (E-1, D-1)
Mus macedonicus (E-1)

Kaynarca 25 (48) 12 (10) Apodemus flavicollis (E-2, D-3)
Mus macedonicus (E-3, D-2)
Mus musculus (E-2)

Muzruplu 44 (4.5) 2 Apodemus flavicollis (E-2)

Sinanli 19 (10.5) 2(0) Apodemus flavicollis (D-1)
Mus macedonicus (E-1)

Toplam 126 (15) 19(11) Apodemus flavicollis (E-5, D-5)
Mus macedonicus (E-5, D-2)
Mus musculus (E-2)

D: Disi; E: Erkek; Apodemus flavicollis: Sari boyunlu orman faresi; Mus macedonicus: Sari ev faresi;

Mus musculus: Ev faresi.

Canli olarak yakalanan 11 farenin birisinden (Kaynarca ornegi) kan alinamadigi icin
serolojik inceleme 10 hayvandan alinan serum 6rneginde yapilabilmis ve tularemi mik-
roaglitinasyon testi ile timiinden negatif sonug alinmugtir.

Tularemi gercek zamanh PCR (RT-PCR) testi sonucunda, iki fareye ait dalak dokusunda
pozitiflik tespit edilmis (Sekil 1); bunlarin her ikisinin de Kaynarca’da yakalanan fareler
oldugu belirlenmistir. Bu farelerden birisi canl olarak yakalanan disi bir Mus macedoni-
cus; digeri ise 0lu olarak yakalanan erkek bir Apodemus flavicollis'tir. Bu farelerin karaciger
dokularinda ve diger tim hayvan dokularinda ise RT-PCR ile pozitiflik tespit edilmemistir.
Negatif kontrolde de herhangi bir amplifikasyon saptanmamistir.

Kantitasyon amaciyla, PCR testinde c¢alisilan standart F.tularensis NCTC 10857 susu-
nun 10 kat dilisyon sonuglari ile fare dokularindan izole edilen DNA sonuglari karsilasti-
rildiginda; Mus macedonicus’a ait dalak dokusunun 10 koloni olusturan nite (cfu)/ml,
Apodemus flavicollis'e ait dalak dokusunun ise 10* cfu/ml bakteri icerdigi tespit edilmistir
(Sekil 1). Cahsmanin basinda, farelerden cikarilan karaciger ve dalak dokulari dorde boli-
nerek, PCR icin bu parcalardan sadece bir tanesi calismaya alindigindan, yapilan hesap-
lamada organ basina bakteri sayisi Mus macedonicus icin 4 x 103 cfu/dalak, Apodemus
flavicollis icin 4 x 10* cfu/dalak olarak 6ngériilmistiir.

TARTISMA

Trakya Bolgesi'nde 1936 yilinda Kirklareli ve Tekirdag’da bircok kisiyi etkileyen tulare-
mi salginlarindan sonra 1945 yilinda Liileburgaz’da salgin tekrarlamistir'. Uzun siire bu
bolgeden baska olgu bildiriminin olmamasi, etkenin eradikasyonu lehine bir distince
yaratmigtir. Ancak 2006 yilinda bolgede yapilan bir calismada, 90 kdyden 1782 kisinin
serumunda tularemi antikorlari arastirlmis ve 5 olguda seropozitiflik saptanmistir®. Son
salgindan yaklasik 60 yil sonra Bulgaristan sinirnda bulunan Edirne-Demirkdy’de 10

MiKROBiYOLOJi BULTENi 217



Trakya Bolgesi’nde Farelerde Kultlr, Seroloji ve Molekuler Yontemlerle

Francisella tularensis Varliginin Aranmasi

Sekil 1. Pozitif kontroller ile pozitif doku DNA’larinin RT-PCR egrileri

(Gizgi 1: 10° cfu/ml pozitif kontrol; Cizgi 2: 10* cfu/ml pozitif kontrol; Cizgi 3: 10° cfu/ml pozitif kontrol;
Cizgi 4: 107 cfu/ml pozitif kontrol; Cizgi 5: 10" cfu/ml pozitif kontrol; Cizgi 6: Birinci fare dalak doku
DNA’si; Cizgi 7: ikinci fare dalak doku DNA’1).

kisiyi etkileyen salgin ve 2010 yilinda Tekirdag-Muzruplu’da sekiz cocugu etkileyen diger
bir salgin, etkenin Trakya Bolgesi'nde varligini siirdiirdiigiinii gostermektedir®®, Trakya
Bolgesi'nde onceki tarihlerde salgin bildirilen bu g ilden en az bir kdy olacak sekilde
toplam dort koy calisma kapsamina alinmigtir. Bu secimin amaci, farelerden tularemi
etkenini saptama ihtimalini artirmak ve etkenin varhigini gosterebilmektir.

Ftularensis; tavsan, fare, sincap, kunduz, sican, gelincik, tilki, vizon, koyun, kedi,
kopek, at, domuz ve daha bircok memeli hayvani; 25ten fazla kanatlyi, bircok soguk-
kanh hayvani ve balik turlerini etkilemektedir. Ancak epidemiyolojik verilere gore en
onemli rezervuar, kemiriciler (fare, sican, sincap) ve tavsanlar olup, tularemili insan
olgu sayisiyla enfekte hayvan sayisi arasinda zamansal paralellik dikkat cekicidir'®''.
iskandinav tilkelerinde ve Rusya’da fare, tavsan ve yer sincabi gibi kemiricilerin sayisinda-
ki artig ile tularemi olgusu gériilme sikhigi arasinda yakin iliski saptanmustir’ 112, Her ne
kadar bilimsel sayilarla ortaya konamasa da, benzer bir durum tlkemizde de gorilmdus-
tar. 1930-1936 yillari arasinda Kirklareli’nin koyleri ile ilcesi olan Lileburgaz’da ¢ok sayi-
da su sicani ve diger kemiricilerin 6ldigu izlenmis; salginlarla ilgili yapilan gozlemlerde
tularemi ile fareler arasinda kuvvetli iliski olduguna dair bilgilere ulasilmistir®.

Turkiye’de tulareminin kaynagdi olabilecek hayvanlarla ilgili arastirmalar az sayidadir ve
salginlarda en cok suclanan hayvan farelerdir'. 1998 yilinda Bursa Karacabey’de, 2005'te
Edirne Demirkoy’de ve 2010’da Kirsehir'de meydana gelen salginlarda, salgindan 6nceki
donemde bolgedeki fare sayisinda dikkati cekecek derecede artig oldugu gozlemlenmis-
tir&10.1314 Buna karsin yapilan arastirmalarda, bu bélgelerde yakalanan farelerin kara-
ciger ve dalak 6rneklerinde kuiltiir ve molekiiler yontemlerle etkeni saptamak mimkiin
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olamamistir®'#. Dolayisiyla iilkemizde, fareler ile tularemi olgulari arasinda bir iliskinin
oldugu dustinilmesine ragmen, bugtine kadar bu tez kesin olarak ispat edilememistir.
Sunulan bu calismada, farelerin tularemi etkenini tasidigi ve tularemi icin bir potansiyel
tehlike olusturdugu Tiirkiye’de ilk kez kesin olarak gosterilmistir.

Trakya Bolgesi'nde 1936 ve 1945 yillarinda iki tularemi salgini tespit edildikten sonra
bolgede 60 yil boyunca baska tularemi olgusu bildirilmemis olup, bu durumun, etkenin
dogadan eradikasyonuna mi yoksa insanlarin hijyen aligkanliklarindaki iyilesmeye mi
bagl oldugu acik degildir. Calismamizda, Kaynarca deresinin baslangi¢ noktasindaki
Kaynarca beldesinde yakalanan farelerin ikisinde F.tularensis DNA varliginin saptanmasi,
farelerin tularemi icin kaynak olabilecegini ve etkenin Trakya Bolgesi'nde halen varligini
stirdirdiguni vurgulamaktadir. Calismamizin sonuglari, risk bolgesinden sorumlu yetkili
valilige ve belde belediye baskanligina resmi yaziyla bildirilmis, halkin ve saghk kurulus-
larinin hastalikla ilgili bilgilendirilmesi istenmis, gerekli cevresel ve hijyenik onlemlerin
planlanmasi konusunda uyarilar iletilmistir. Turkiye’de bugiine kadar tularemi salgin
bolgelerinde olasi kaynaklarla ilgili gerekli arastirmalar ancak bir olgu saptandiktan sonra
yapilagelmistir. Diger bir deyisle arastirmalar hep salgini takip etmis ve salginin sonlan-
masl icin gerekli onlemler salgin sonrasinda glindeme gelmistir. Bu calismada ise, ilk kez
bir tularemi salgini ortaya ¢cikmadan riskli bolge ve olasi salgin kaynaklar tespit edilmis;
salgin ctkmadan gerekli 6nlemlerin alinma olanag elde edilmistir.

Turkiye'deki tularemi salginlarinin, fare sayilarindaki anormal artis donemlerinden
sonra olusmasi, tularemi salginlarinin 6nceden tahmin edilmesinde 6nemli olabilir.
Sunulan calismada, her ne kadar fare poptlasyon degerleri arastirlmamis olsa da, popu-
lasyonla ilgili bazi 6ngoriilere 1gik tutabilir. Ornegin calismamizda en yiiksek fare yaka-
lama oraninin Kaynarca’da olmasi, bu bolgedeki fare sayisinin daha yiksek oldugunu
disundurmektedir (Tablo ). Tularemi etkeninin yine Kaynarca’daki farelerde saptanmig
olmasi, bu bolgede hijyenik kurallara uyulmadiginda yakin bir zamanda tularemi salgi-
ninin baslayabileceginin delili sayilabilir.

Tularemi etkeni ile karsilasan hayvanlarda, klinik bulgular farklilik géstermekle bir-
likte, enfeksiyon rodentlerde genellikle 6limle sonlanmaktadir'>-17. Calismamizda, 6li
olarak yakalanan sekiz farenin birinde F.tularensis DNA'sinin (4 x 10* cfu/dalak) tespit
edilmesi, bu farenin tularemi nedeniyle 6lmis olabilecegini akla getirmektedir. Buna
karsin 6l olarak yakalanan diger farelerde ne kdltir ne de PCR ile tularemi etkeninin
tespit edilememesi, 6limlerin tularemiden ziyade, basta soguk hava kosullari olmak
Uzere diger nedenlere de bagl olabilecegini diisindirmektedir. Diger taraftan, canl
olarak yakalanan farelerin birinde F.tularensis DNA'sinin saptanmasi (4 x 103 cfu/dalak),
bu hayvandaki bakteri diizeyinin 6ldirtict olmadigini distindirmdustir. Nitekim yapi-
lan calismalarda, enfeksiyonun bulasma dozunun diisiik (10%-10° cfu/ml) olmasina rag-
men, letal dozunun oldukca yiiksek (10%-10'° cfu/organ) oldugu belirtiimektedir'®'?.
Buna gore, PCR ile tularemi etkenini saptadigimiz iki farede, etkenin hentz oldirtci
dozlara ulasmadigi ve 6li olarak yakalanan farede, 6limin baska nedenlerle oldugu
kanisina variimistir.
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Tularemi bulasi ile ilgili olarak dikkati ceken fare tirleri arasinda; Arvicola terrestris
(su sicani), Rattus cinsi sicanlar, Apodemus agrarius (cizgili tarla faresi), Apodemus fla-
vicollis (sari boyunlu orman faresi), Mus musculus (ev faresi) ve Mus macedonicus (sari
ev faresi) sayilabilir'>. Ulkemize yakin cografyada bulunan bélgelerde yapilan calisma-
larda, Bulgaristan’da 169 tarla faresinden 37’sinin (32 Rattus rattus, 5 Mus musculus),
Kosova’'da ise 64 kemiriciden yedisinin (5 Apodemus agrerius, 2 Rattus rattus) F.tularensis
ile enfekte oldugu saptanmustir'®2°. Tiirkiye’de hangi fare tiirlerinin, etkenin bulasinda
rol oynadigina dair yapilmis bir calisma yoktur. Genelde akademik yayinlarda “tarla
fareleri” seklinde gecen ifadelere yer verilmekte, bu nedenle de hangi tirlerin tularemi
acisindan risk tagidigi tam olarak bilinmemektedir. Sunulan calismada Apodemus flavi-
collis, Mus macedonicus ve Mus musculus turlerine rastlanmistir ki, bu tirlerin tularemi
acisindan énem tasidigi bilinmektedir'®. Etkenin saptandigi iki farenin biri Apodemus
flavicollis, digeri ise Mus macedonicus'tur.

Tulareminin tanisinda altin standart yontem bakterinin kiltirde tretilmesidir; ancak
bu yontemin duyarliigi disiik (%25) olup, klinik 6rneklerden F.tularensis izolasyon orani
cesitli calismalarda %0 ile %12.5 arasinda bildirilmektedir'-®2'-25. Bizim calismamizda
da, yakalanan 19 adet tarla faresinin hicbirinde F.tularensis iretilememistir. Kulttrlerde
Ureyen ve Enterobacteriaceae turleri olarak tanimlanan bakterilerin ise, gerek kapan icin-
de dogal 6lim anindan sonra isleme alinincaya kadar gecen siirede, gerekse islemler
sirasinda olugan kontaminasyonlardan kaynaklandigi distnilmastar.

Kiltir yonteminin uygulanmasindaki sikintilar nedeniyle, tularemi tanisinda serolojik
testler tercih edilmektedir'. Ancak heniiz antikorlarin olusmadigi veya diisiik diizeyde
olustugu hastaligin ilk haftasinda ya da konaga (immiin siipresyon gibi) ve yonteme
(antijenik farkliliklar gibi) bagl baz faktorler varliginda seronegatif sonug alinabilecegi
akilda tutulmalidir'>26, Benzer olarak, F.tularensis'in kiiltirde iretildigi ve/veya molekii-
ler yontemlerle DNA'sinin gosterildigi olgularda, serolojik testlerle negatif sonu¢ elde
edildigini bildiren calismalar mevcuttur?>%’. Calismamizda da, PCR poxzitif fare dahil,
mikroaglutinasyon testi calisilan toplam 10 canli fare serumunun hicbirinde tularemi icin
seropozitiflik tespit edilememistir.

Son zamanlarda F.tularensis’in gosterilmesinde, hem kiiltire gore daha hizh sonucla-
nan, hem o6zgiillik ve duyarliligi daha yiksek olan, hem de laboratuvar personeli icin
enfeksiyon riski olusturmayan molekiiler yontemler kullaniimaktadir?®2. Simsek ve arka-
daslarinin®® yaptigi calismada, 154 su érnedinden 17’sinde PCR ile tularemi etkeninin
gosterilebilmesine ragmen, bunlarin sadece dordiinde kiltiirden F.tularensis izole edile-
bilmigtir. Bu arastiricilar, kiltir pozitif tim orneklerin PCR ile de pozitif bulundugunu,
ayrica izolasyon basarisizhgr olan diger 6rneklerde PCR ile etkenin saptanabildigini vur-
gulamislardir®®. Benzer sekilde, 2005'teki Demirkdy salgininda, kiiltiirden izolasyonun
yapilamadigi bir su 6rnegi ile bir olguya ait lenf bezi aspirat 6rneginde, PCR ile etkenin
gdsterilmesi miimkiin olmustur®. Sunulan bu calismada da, kiiltiir ve serolojik ydntem ile
negatif sonug veren fare érneklerinde etkenin varligi sadece molekiler yontemle gdsteri-
lebilmistir. Bu sonuclar, molekiiler testlerin degerinin vurgulanmasi agisindan énemlidir.
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Sonug olarak calismamizda, 1936 yilinda ilk tularemi olgularinin bildirildigi Kaynarca

beldesinde yakalanan farelerde etkenin saptanmis olmasi, bolgede yasayanlar icin ris-
kin halen devam ettigini distindirmektedir. Bu sebeple, icme ve kullanma sularinin
klorlanmasi, su depolarinin korunakli yapilmasi, kemiricilerin icme ve kullanma sulariyla
olan temasinin 6nlenmesi, meyve ve sebzelerin ylkanmadan yenmemesi, dogada 0lu
bulunan hayvanlara ciplak elle dokunulmamasi, dogadan yakalanan hayvanlarin etlerine
direkt temas edilmemesi gibi pek ¢ok hijyenik 6nlemin alinmasi gerekli hale gelmektedir.
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