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Ozet

Bu ¢alismada, Francisella tularensis (E tularensis)e kars1 gelisen antikorlar1 saptamak i¢in bir Enzyme- Linked Immunosorbent Assay (ELI-
SA) prototipi ve kristal viyole boyali bir mikroagliitinasyon test (MAT) antijeni gelistirildi. Ayrica konfirme edici Western blot (WB) teknigi
de serumlara uygulandi. Alinan sonuglara gére MAT, ELISA ve WB testlerinin tanisal duyarliliklar1 %100 olarak bulunurken, 6zgiilliikleri
sirast ile %100, %98 ve %96 olarak bulundu. Gelistirilen MAT ve ELISA ile 72 insan serumunda seropozitiflik orani her iki teste de %4.2
olarak bulunurken, 190 koyun serumunda MAT ve ELISA seropozitifligi sirast ile %3.2 ve %4.7 olarak bulundu. Alinan sonuglara gore tilke-
mizde tularemi insan ve hayvanlarda varligini siirdiiren bir infeksiyondur. Ancak daha saglikli epidemiyolojik yorum yapabilmek i¢in daha
¢ok sayida seruma ve farkli hayvan tiirleri ile ¢aligilmasina ihtiyag bulunmaktadir. Sonug olarak, ELISA ve konfirme edici Western blotting
kombinasyonunun tulareminin serolojik tanisinda kullanilabilecek uygun bir kombinasyon oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: E tularensis, MAT, ELISA, Western blot.

Abstract

Development of an in House Enzyme- Linked Inmunosorbent Assay (ELISA) Prototype and Microagglutination

Test (MAT) Antigen for Serological Diagnosis of Tularemia
In this study, a microagglutination test (MAT) antigen stained by crystal violet and an in house Enzyme- Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) prototip were developed in order to detect antibodies against Francisella tularensis. Besides, Western blot technnique was used as
the confirmatory test. According to the results, diagnostic sensitivity of MAT, ELISA and WB was 100%, while diagnostic specificities of these
tests were 100%, 98% and 96%, respectively. Seropositivity rates of serum samples taken from 72 human were 4.2% for both tests. Seroposi-
tivity rates of 190 serum samples from sheep were 3.2% for MAT and 4.7% for ELISA. Results seem that tularemia exists in both humans and
in animals. However, in order to make more definitive evaluation about the disease, more serum samples taken from various animal species
are needed to be tested for this disease. As conclusion, it was thought that ELISA and confirmatory Western blot will be suitable combination
for serologic diagnosis of tularemia.
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Giri§ sis)’in neden oldugu zoonotik bir hastaliktir. Bakterinin

dogal rezervuarlar: genellikle kemirici hayvanlardir. Bak-
Tularemi, bagta kemiriciler olmak iizere hayvanlarda pato-  teri, kemiricilerden bulagarak ya da kene, sinek, sivrisinek
jenik olan ve ayrica hayvanlardan insanlara gecerek farkli gibi kan emici artropodlarla taginarak dogada déngustini
klinik tablolar olusturan Francisella tularensis (F. tularen- ~ sirdiirmektedir. Bazi kene tiirleri vekt6r olmak yanin-
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da etkeni aylarca viicudunda tagir. Etkenin rezervuar ve
vektorleri bolgeden bolgeye farklilik gosterebilir.! Hastali-
gin yeterince taninmamasi ve bildirim eksikligi nedeniyle
diinyada tularemi insidansi tam olarak bilinmemektedir.?
Tiirkiyedeki duruma bakildiginda, tulareminin 2005 yili
oncesinde Marmara ve bati1 Karadeniz Bolgelerinde yay-
gin olmasina ragmen, 2009-2010 yillariin ilk yarisinda
ozellikle I¢ Anadolu Bolgesi olmak iizere diger bolgeler-
den yeni vakalar rapor edildigi bildirilmistir.’Evcil ¢iftlik
hayvanlar1 arasinda tularemiye en duyarl tiir koyunlardir
ve hastalik koyunlarda kene enfestasyonlarina bagl olarak
mevsimsel bir 6zellik gosterir. Ancak hastalik kedi, tavsan,
kopek, domuz ve atlarda da bildirilmistir. Sigirlarin ise ge-
nellikle hastaliga direngli oldugu bilinmektedir.

Hastaligin klinik teshisi zordur. Teshis i¢in laboratuvar
muayeneleri gereklidir. Ancak E tularensis laboratuvar
bulagmasi yoniinden ¢ok dikkatli olunmasi gereken bir et-
kendir. Eger laboratuvar ortaminda canli bakteri ile ¢ali-
siliyorsa biyogiivenlik diizeyi III, siipheli drneklerle ¢alisi-
liyorsa biyogiivenlik II diizeyinde galisilmasi zorunludur.*
Bu nedenle seroloji hastaligin tanisinda dnemli bir tanisal
arag olarak kullanilmaktadir. E. tularensise kars: gelisen an-
tikorlar aglutinasyon ve ELISA yontemiyle saptanabilmek-
tedir.>® Uzun yillar etkene kars1 gelisen antikorlar1 sapta-
mak amaciyla tiip aglutinasyon (TA) testi kullanilmistir.>”
Ancak TA testinin zaman alic1 olmasi, ¢ok sayida drnegin
incelenmesine uygun olmamasi ve tiiketilen antijen mikta-
rinin fazlalig1 gibi dezavantajlari nedeniyle 1970’li yillardan
itibaren mikroaglutinasyon (MA) testi kullanilmaya bas-
lanmigtir'*'* Gliniimiizde MA test antijenin ticari olarak
tiretilmemesi nedeniyle “in-house” olarak hazirlanmakta-
dir ve belirli bir standardizasyonu bulunmamaktadir.'>'*$
Bu ¢alismada, insanlarda ve hayvanlarda tulareminin sero-
lojik tanisinda kullanilacak giivenilir sonuglar veren MAT
antijeni ve duyarlilig1 ve 6zgiilliigii yiiksek bir ELISA pro-
totipinin gelistirilmesi amaglandu.

Materyal ve Metot

Arastirmaya Harran Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu (HRU-HADYEK) tarafindan 26.03.2018 tarih
ve 2018/003 nolu oturumun 01-02 nolu kararinca onay
alinmugtir.

Bakteriyel sus ve referans MAT antijeni: Ftularensis LVS
as1 susu (ATCC 29648) Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi,
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ogretim iiyesi Prof. Dr.
Aynur Karadenizliden temin edildi. Temin edilen sus, i¢i-
ne %2 hemoglobin (Oxoid) soliisyonu igeren Cystine Kalp
agarda (Difco) %5 CO?2 igeren inkiibatorde iiretildi. Refe-
rans MAT antijeni Tirkiye Halk Sagligi Kurumu, Ulusal
Tularemi Referans Laboratuvarrndan temin edildi.

Pozitif ve negatif kontrol serumlari: Mikroagliitinaston tes-
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ti (MAT) sonuglari belli olan tularemi pozitif insanlara ait
standart serumlar ve referans MAT antijeni, Tiirkiye Halk
Saglig1 Kurumu, Ulusal Tularemi Referans Laboratuvari te-
min edildi. Bu serumlarin titreleri, 1:20, 1:80, 1:160, 1:640
ve 1:1280 idi. Bu serumlar ¢aligmada yapilacak MAT anti-
jeni, ELISA ve Western blot testinde pozitif kontrol serum-
lar1 olarak kullanildi. Laboratuvarimiz serum stoklarinda
bulunan ve referans MAT antijeni ile negatif bulunan, bru-
cellosis yoniinden de negatif olan insan serumlar1 ¢aligma-
da negatif kontrol serumlar1 olarak kullanildi. Gelistirilen
“in house” ELISA ve MAT antijeni, koyunlardaki seropo-
zitifligin saptanmasi amaci ile bolgedeki yetistiriciler ta-
rafindan daha 6nceden anabilim dalimiza teshis amaciyla
getirilen ve halen derin dondurucuda saklanan koyun se-
rum Ornekleri kullanildi. Ayrica laboratuvar stoklarimizda
bulunan Brucellosis negatif insan serumlarindan 72 adedi
tularemi y6niinden ELISA ile test edilmek i¢in kullanildi.
Laboratuvarimiz serum stoklarinda bulunan brucellosis
yoniinden pozitif insan serumu olas1 bir ¢apraz reaksiyonu
degerlendirmek amaci ile kullanildi.

MAT antijenin hazirlanmasi: MAT antijeninin hazirlan-
masinda Brown ve ark.'® bildirdigi yontem, baz1 modifi-
kasyonlar yapilarak uygulandi. Bu amagla, % 2 hemoglobin
soliisyonu igeren Sistein kalp agarda iireyen F. tularensis
subsp holarctica LVS as1 susu 5-6 giinliik olduktan sonra
yuzeyindeki koloniler % 0.85 NaCl ve %0.5 formalin igeren
FFTS i¢inde toplanarak stok antijen soliisyonu hazirlandi.
Bu soliisyon yine ayn1 diliient ile iki kez yikanarak santri-
fiij edildikten sonra sediment kendi hacminin 5 kat1 FFTS
ile stispanse edilerek + 4 °C ye stok MAT antijeni olarak
kaldirildi. MAT antijeninin boyanmasi igin kristal viyole,
safranin O ve malasit yesili olmak {izere ii¢ ayr1 boyanin
kullanilabilirligi arastirildi. Bunun i¢in, reaksiyonun en ra-
hat sekilde okunabildigi ve referans MAT antijeninin so-
nuglari ile paralellik gosteren antijen ve boyanin optimum
konsantrasyonlari belirlendi. MAT: Uretilen MAT antijeni
ile tularemi yoniinden referans pozitif serumlara, negatif
serumlara ve brucellosis yoniinden pozitif olan insan se-
rumlarina standart prosediirlere gore MAT yapildi.'® Bu
amagla ¢ukur tabanli ELISA diliisyon pleytleri kullanildi.
Serumun titresi agliitinasyonun goriildiigii en son ¢ukura
tekabiil eden serum sulandirmasi olarak kabul edildi. Tes-
tin titresi 1:20 ve lizeri oldugunda pozitif kabul edildi.
ELISA antijeninin hazirlanmasi: Bu amagla, Yi ve Hackett"
bildirmis oldugu Tri-Reagent yontemi, modifiye edilerek
LPS tabakasinin izole edilmesinde kullanildi. Bu amacla,
Sistin kalp agarda iireyen Ftularensis LVS susunun ko-
lonileri agar yiizeyinden steril tamponlu tuzlu su (PBS)
ile toplandiktan sonra elde edilen kiiltiirler benmari de
80°C'de 30 1s1 ile inaktive edildikten sonra 6lii bakteri siis-
pansiyonu, +4°Cde 3.500 rpny’ de santrifiij edilerek tistteki
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besiyeri uzaklastirildi ve alttaki 6lii bakteri peleti toplandi.
Toplanan her bir gram bakteri peleti i¢in 2 ml Tri-reagent
kullanildi. Karisim oda derecesinde 10-15 dakika tam bir
homojenizasyon i¢in bekletildi ve bu siirenin sonunda, faz
seperasyonu yaratmak i¢in her bir gram bakteri peleti i¢in
karisima 300 pl kloroform eklendi. Siispansiyon vortekste
hizlica karistirilarak 10 dakika daha inkiibe edildi ve daha
sonra 12.000 gde 10 dakika siire ile santrifiij edildi. Boy-
lece su ve organik fazlar ayrilacaktir. Su faz1 yeni bir 1.5
mllik santrifijj tiipiine transfer edildi. Organik fazin {istii-
ne 100 pl distile su eklenerek karisim tekrar 12.000 g:de 10
dakika daha santrifiij edildi. Su fazi1 bir 6nceki su fazi ile
kombine edilerek elde edilen bu ham LPS ¢ozeltisi -20 °C
de daha sonra ELISA solid faz antijeni olarak kullanilmak
tizere saklandi.

ELISA: Izole edilen antijenin gesitli konsantrasyonla-
r1, MAT 1:1280 titredeki serumun gesitli diliisyonlar: ile
karsilikli titrasyonlar1 (checkerboard analizi) yapildiktan
sonra belirlenen en uygun antijen konsantrasyonu, karbo-
nat-bikarbonat buffer (pH 9.6) kaplama soliisyonu i¢inde
sulandirilarak 96 gozli pleytin (NUNC, 269620, Denmark)
her kuyucuguna 100pl olarak konuldu. Antijenle kaplanan
pleytler bir gece 4 °C de beklediler. PBS soliisyonuna ekle-
nen % 0.5 Tween 20 ile hazirlanan (PBS-T) pleytlerin 4 kez
yikanmasindan sonra pozitif ve negatif serumlar ve labo-
ratuvarimiz serum koleksiyonunda bulunan serumlardan
72 insan ve 190 koyun test serumu 1:100 oraninda diliiye
edilerek pleyt kuyucuklarina primer antikor olarak 100 pl
konuldu ve yikama igleminin ardindan HRPO ile isaretli
rekombinant A/G konjugat1 (Pierce 32490) PBST-T iginde
1:20.000 oraninda diliiye edilerek eklendi. Yikama islemle-
rinin ardindan iizerine 100 pl kromojenik substrat (0.1 M
sitrat tamponu (pH 5.5) iginde 2 pg ortho-phenylenedia-
mine ve %0.03 H202 ) ilave edildi. Pleytler oda 1sisinda 10
ila 15 dakika bekletildikten sonra reaksiyonu durdurmak
i¢in her kuyucuga 100 ul 4 N H2SO4 ilave edilerek pleytle-
rin otomatik ELISA okuyucusu (VERSAmax 3.13/B2573)
ile 490 nmde absorbans degerleri okundu. Negatif serum
OD’lerin ortalamast art1 3 standart deviasyon (SD) ELISA
esik degeri olarak belirlendi. Referans pozitif serumlarin
her birine 10 kez, negatif serumlarin her birine 5 kez ve
brucellosis yoniinden pozitif olan insan serumlarina da
10 kez ELISA uygulanarak ortalamasi ve standart sapmasi
alindi. Gelistirilen ELISA prototipinin duyarliligi, (Gergek
Pozitif Sayis1)/(Gergek Pozitif Sayisi+Yanlis Negatif Sayisi)
X 100; ozgullugi (Gergek Negatif Sayisi)/(Gergek Negatif
Sayisi+Yanlis Pozitif Sayis1) X 100 formiilleri ile hesaplan-
du
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Sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforesiz
(SDS-PAGE):

SDS-PAGE elektroforezis standart yontemlere gore uygu-
land1.' Etularensis'in {ireyen kiiltiirlerinden iki farkli an-
tijen hazirlanarak SDS-PAGE ve Western blot tekniginde
kullanildi. Bunlardan birincisi ELISA i¢in kullanilan kis-
mu1 purifiye lipopolisakkarit (LPS) antijen ve digeri tiim
hticre lizat1 (THL) seklinde hazirlandi. THL hazirlanma-
sinda, antijen FFTS i¢inde toplanip bu soliisyonda 3 kez
yikanip santrifiij edildikten sonra altta olusan hiicre peleti,
tris tamponlama ¢ozeltisi (TBS-T) (0,15 M NacCl, 0.050M
Tris-HCI, %1 Tween 20) ile 1:4 oraninda karistirildi. Bu ka-
risimdan t¢ kisim, 5 kisim Laemmli buffer (500mM Tris/
HCI pH 6.8; % 4 (w/v SDS; % 10 (v/v gliserol; % 10 (v/v)
2-B-merkaptoetanol ve % 0.004 bromfenol mavisi) ile ka-
ristirildiktan sonra steril ependorf tiiplerine konuldu ve 5
dakika stire ile kaynatildi. LPS antijeni ise Laemmli buffer
ile 1:3 oraninda karistirildiktan sonra kaynatildi. Kayna-
tilip sogutulan 6rnekler daha sonra tek biiyiik bir kuyuya
150 pl olarak ytiklendi. Protein ladder olarak Spectra Mul-
ticolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific,
Lot 00655455) kullanilarak biiyiik kuyunun yanindaki kii-
¢lik kuyucuga 10 pl olarak yiiklendi. Orneklerdeki prote-
inler %12 homojen akrilamit ayirici (resolving) jel ve %
4 akrilamit yiikleme (stacking) jeli ile standart yontemlere
gore sabit 100V akimda ayristirildilar. (EC 120 mini verti-
kal jel sistemi).

Western blot testi:

Elektroforez ile ayrilan proteinlerin immiinolojik olarak
saptanmasi Towbin ve ark."” bildirdigi yonteme gore ya-
pildi. Molekiiler standart olarak transfer sonrasi nitrosel-
luloz membranda herhangi bir saptama islemi yapilmaksi-
zin gozlemlenen Spectra Multicolor Broad Range Protein
Ladder (Thermo Scientific) kullanildi. Antijenler yukarida
bahsedildigi sekilde SDS-PAGE ile ayristirildiktan sonra
0.2um por ¢apli nitroseluloz membrana (NM) (Sigma)
20V sabit akimda 1.5 saat siireyle standart yontemlere gore
transfer edildiler (EC 140 Mini Blot Module). NM, kapat-
ma (blocking) ¢ozeltisi ile (TBS-T) ¢ozeltisinde hazirlan-
mis % 5 yagsiz siit tozu (BLOTTO) ve % 0.02 sodium azi-
de) bloklandiktan sonra strip tarzinda serit olarak kesildi.
Seritler yikama solusyonunda (TBS-% 0.2 Tween 20) y1-
kandiktan sonra primer antikor olarak pozitif referans se-
rumlarin 1/200 oraninda ve negatif serumun 1/50 oranin-
da dilusyon ¢ozeltisinde (TBS; % 1 siit tozu; % 0.2 Tween
20) 1 saat siire ile inkiibe edildiler. Inkiibasyonun sonunda
konjugat olarak alkalin fosfataz ile isaretlenmis Rekom-
binant A/G proteini (Thermo Scientific, 32391) onerilen
diliisyonda kullanildi. Yikama isleminin ardindan subst-
rat hazirlandi. Bu amacla, daha 6nceden hazirlanan BCIP
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(Sigma) solusyonu (%100 dimetilformamid ¢ozeltisinde 50
mg/ml bromo kloro indolil fosfat), NBT (Roche) solusyo-
nu % 70 dimetilformamid (Sigma) ¢ozeltisinde 50 mg/ml
nitro blue tetrazolium klorid) ve alkaline fosfataz buffer (
0.1 M Tris-HCI; 0.1 M NaCl; 5 mM MgCI2 pH 9.5) ¢ozel-
tileri oda 1s1s1na getirildiler. Substratin hazirlanmasinda 66
ul NBT solusyonu 10 ml AP ¢ozeltisi ile karistirildi daha
sonra 33 pl BCIP ¢ozeltisi eklendi ve olusan karigim subst-
rat olarak antijen bantlarin tizerini ortecek sekilde ilave
edildi. Bantlarin gézlenmesinin ardindan reaksiyon, distile
suyla yapilan yikama ile durduruldu. Tipik LPS merdiven
gorintiisii pozitif olarak kabul edildi.

Bulgular

Calismada reaksiyonlarin daha rahat okunmasi ve standart
MAT pozitif serumu ile ayni sonucu gostermesi baz alindi-
ginda, MAT antijeni iiretiminde boya olarak kristal viyole

Tablo 1. Test MAT antijeninin standart serumlar ile MAT sonuglar1

Pleyt konumu Refcrans pozitif MAT | Referans MAT antijeni ile | Test MAT antijeni ile

referans pozitif serumlardan | referans pozitif serumlardan

alman sonuglar

alman sonuglar

Brucellat 1:10 1:10

1:1280

Tablo 3. Insan ve koyun serumlarinin F.tularensis yoniinden MAT ve

ELISA sonuglar1

serum MAT ELISA

pozitif negatif pozitif negatif
insan 3 (%4.2) 69 (%95.8) |3 (%4.2) 69 (%95.8)
Koyun 6 (%3.2) 184 (%96.8) | 9 (% 4.7) 181 (%95.3)

secildi. Ayrica, kristal viyole ve safranin O, malasit yesiline
gore bir titre daha ileride sonug verdi. Uretilen MAT anti-
jeni ile referans pozitif serumlarin MAT testi yapildi. Ali-
nan sonuglar Tablo 1’ de gosterildi. Buna gore tiim pozitif
serumlar yeni gelistirilen MAT antijeni ile pozitif bulundu-
gundan testin duyarlilig1 %100 olarak bulundu. Brucellosis
yoniinden pozitif olan serum her iki MAT antijeni ile tani-
sal seviyenin altinda (1:10) yanit verdi. Tularemi yoniinden
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referans MAT antijeni ile negatif bulunan 50 negatif seru-
mun timii gelistirilen yeni MAT antijeni ile negatif bu-
lundugundan testin 6zgiilliigii %100 olarak bulundu (veri
gosterilmiyor). Tablo 1” de gosterilen sonuglara gore kristal
viyole ile boyanmis MAT antijeninin referans antijenle ve
referans pozitif serum titreleri ile benzer sonug verdigi ve
gosterdigi %100 duyarlik ve 6zgiillik orani ile hastaligin
tanisinda giivenle kullanilabilecek bir test oldugu sonucu-
na varilarak, testin o6zgiillik ve duyarliliginin %100 e ya-
kin oldugunu bildiren bir ¢ok arastirici ile benzer sonuglar
alinmistir.5,10,12,14,18 Gelistirilen ELISA prototipinde
esik degeri 0,284 olarak belirlendi ve belirlenen bu deger
baz alinarak, 7 pozitif serumun 10 kez test edilmesi ile elde
edilen 70 OD'nin timii esik degerinin {stiinde oldugun-
dan testin duyarlilig1 (sensitivitesi) %100 olarak bulundu.
Testin ozgulliigii test edilen 50 negatif serumun 5 kez test
edilmesi ile elde edilen 250 OD’nin 51 esik degerinin is-
tiinde bulundugundan testin 6zgtllugii (spesifitesi) % 98
olarak bulundu. Bu calismada, laboratuvar stoklarimizda
bulunan serumlardan brusellosis yoniinden negatif 72 in-
san serumu ve 190 koyun serumu gelistirdigimiz ELISA
ile test edildiler. Seropozitiflik oranlar1 Tablo 3’ de goste-
rildi. Bu sonuglara gore insanlarda MAT seropozitiflik %
4.2 iken koyunlarda %3.2; insanlarda ELISA pozitiflik yine
%4.2 iken koyunlarda %4.7 olarak bulundu. WB testinde
antijen olarak kismi purifiye LPS antijeni (Sekil 1) ve tim
hiicre lizat1 kullanilmistir (Sekil 2). LPS nin kulanildig: blot
tipik LPS merdiven goriintiisiinii verirken tiim hiicre liza-
tinin kullanildig: blotta saptanan protein bantlar: bu tipik
goriintiiyti vermedi. Blot 140 kDa-17 kDa arasinda degisen
bir takim immunojenik bilesenler gosterdi.

Sekil 1. Insan serumlarinin Etularensis LPS- Western blot sonuglari 1.
Protein agirlik standartlar1. 2. 1/1280 tiredeki serum. 3. 1/640 tiredeki
serum. 4.1/ 160 titredeki serum. 5. 1/20 tiredeki serum. 6-8 arasi nega-

tif insan serumlari. 9. Brucella pozitif serum.

WB testinde kullanilan tiim seropozitif serumlar pozitif
yanit verirken (%100 duyarlilik) , 50 negatif serumun iki-
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sinde capraz reaksiyon veren bantlarin gériinmesi (serum
orneklerinden biri $ekil 1 de 6. Stripte goriilmektedir) ile
testin 6zgiilligl %96 olarak saptanmustir.

kDa

260
140

35
72
52
2
34
26
17

10

Sekil 2. Insan serumlarinin Etularensisin tiim hiicre lizatinin kul-
lanildigi- Western blot sonuglar1 1: 1/1280 tiredeki serum. 2:1/640
tiredeki serum. 3:1/160 titredeki serum. 4: Brucella pozitif serum. 5-7:

Negatif insan serumlar1. 8. Protein agirlik standartlar:

Tartisma

Ftularensis, infeksiyonun alinma yoluna bakilmaksizin
insanlarda ve bazi memeli hayvanlarda ¢ok ciddi 6liimciil
infeksiyonlar yapan bir ajandir. Yapilan ¢ok sayida ¢alisma-
nin da gosterdigi gibi hastaligin tedavisindeki bagar1 anti-
biyotiklerin zamaninda verilmesine baglidir. Tedavinin 14
glinden fazla gecikmesinin ¢ogunlukla basarisiz bir tedavi
ile sonuglandig: bildirilmektedir."” Bu durum da hastaligin
erken giivenli bir tanisinin ne kadar hayati bir durum ol-
dugunu ortaya koymaktadir. Halihazirda hastaligin teshi-
sinde en yaygin olarak kullanilan serolojik test MATdur.
Testin, pratik, kolay uygulanan, ekonomik ve sofistike la-
boratuvarlara ihtiya¢ gostermemesi testin ¢ok genis ¢apl
kullanilmasina neden olmustur. Ancak iilkemizde stan-
dardize, ticari bir MAT antijeni yoktur ve laboratuvarlar
“in house” olarak ihtiya¢ halinde kendi antijenlerini tiret-
mektedirler. Calismamizda iki farkli katyonik boya olan
kristal viyole ve malasit yesili, referans Safranin O boyasi
ile birlikte kullanilarak MAT antijeni iretildi. Antijen-an-
tikor kompleksinin daha kolay goriilmesi i¢in E tularensis
tim hiicre antijeni, bakterinin kimyasal inaktivasyonunu
takiben metilen mavisi, kristal moru veya safranin-O ile
boyanmaktadir.>'*">!*!% Gelistirilen Tetrazolyum Mavisi ile
boyanmuis E. tularensis MAT antijeninin insan serumlart ile
standart safranin-O ile boyali antijenlere gore daha iyi ag-
lutinasyon paterni vermesi ve reaksiyonun daha kolay de-

gerlendirilmesi gibi avantajlari oldugunu, elde edilen anti-
jenin dogrulugu, duyarlilig: ve 6zgiilliigiiniin %100 olarak
saptandigini bildirmislerdir.18 Mikroaglutinasyon Testi
igin Safranin-O-boyal1 antijen gelistirmislerdir. Sato ve
ark.14 mikroaglutinasyon testini tiip agliitinasyon testiy-
le karsilagtirdiklar1 ¢aliymada, mikroaglutinasyon testinin
tulareminin erken ve spesifik serolojik tanisinda yararl bir
arag oldugunu bildirmislerdir.

Tulareminin serolojik teshisinde agliitinasyon testlerinin

Tablo 2. Referans serumlarin ELISA OD degerleri ortalamalar:

Test edilen serum Ortalama OD+Standart sapma

F.tularensis MAT 1:80 0,858+0,33

F.tularensis MAT 1:640 2,65+0,42

F.tularensis MAT Negatif 0,164=0,04

disinda indirekt immunofloresans, ve ELISA gibi testler
uygulanmaktadir. Carlsson ve ark. F. tularensisten elde
ettikleri lipopolisakkariti kullandiklar1 ELISAnin tiip ag-
litinasyon testinden 10 kez daha duyarli oldugunu bildir-
mislerdir. Cok sayida aragtirmact ELISAnin, hastaligin se-
rolojik teshisinde rutin olarak en ¢ok uygulanan MAT'dan
daha duyarli oldugunu bildirmektedirler.»** Diinya saglik
teskilat1 (DSO, WHO) kisa siirede sonug veren ELISA’y1 tu-
lareminin serolojik teshisinde 6nermektedir.” Bu ¢alisma-
da, ELISA testinin duyarlilig1 (sensitivitesi) %100 olarak
bulundu. Testin 6zgiilliigii test edilen 50 negatif serumun 5
kez test edilmesi ile elde edilen 250 OD'nin 5’i esik degeri-
nin tstiinde bulundugundan testin 6zgiilliigt (spesifitesi)
% 98 olarak bulundu. Schmitt ve ark.* kismen saflastiril-
mus lipopolisakkaridlerin antijen olarak kullanildig1 ELISA
testinin duyarliliginin %99 ozgilligiiniin %97,1 oldugu-
nu bildirmislerdir. Chaignat ve ark.” ticari ELISA Kkitleri
ile yaptiklar1 ¢alismalarinda testin duyarligini %94.8-%97
arasinda ve ozgilliigiinii %91.5 ve % 96.8 araliginda bul-
muglardir. Bevanger ve ark.26 OMP ile kapladiklar: in
house ELISAda duyarliligi %95.7 ve 6zgiilligii %96 ola-
rak bulmuglardir. Porsch -Ozgciiriimez ve ark." yaptiklari
galismada ELISAnin tanisal duyarlilik ve 6zgilligi % 98
olarak bulunmustur. Calismanin sonuglari tim bu arastir1-
cilarin sonuglart ile bityiik 6l¢tide benzerlik gostermekte ve
ELISAy1 tanisal duyarlilig: ve 6zgiilliigii yiiksek bir test ola-
rak tanimlanmasina neden olmaktadir. Referans tularemi
pozitif serumlarin her birine 10 kez ve negatif serumlarin
her birine 5 kez ayrica brucellosis yoniinden pozitif olan
seruma 10 kez ELISA yapilarak alinan optik dansitelerinin
ortalamalar1 ve standard sapmalar1 Tablo 2’ de gosterildi.
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Alman sonuglara gore MAT titreleri ile ELISA OD deger-
leri arasinda serum titrelerine gore yiiksek derecede uyum
goriilmektedir. Bu durumun ELISA sonuglarindan hasta-
nin MAT titresi hakkinda bir fikir edinilebilecegini diigiin-
diirmektedir.

ELISAnin arka sinyal oraninin diisiik olmasi, pozitif ve ne-
gatif OD degerleri arasindaki farkin biiyiik olmasi, gelistiri-
len ELISA prototipinin 6nemli avantajlarini olusturmustur.
Brusellosis yoniinden pozitif serumun esik deger altinda
kalmasi da ¢apraz reaksiyonun gozard: edilebilecek mini-
mal bir seviyede oldugunu gostermektedir. Ayrica ELISA
prototipinde sekonder konjugat olarak rekombinant A/G-
HRPO kullanildigindan bu ELISA ile sadece insanlar degil
diger tiirdeki hayvanlarin serolojik teshisininde yapilabili-
yor olmasi 6nemli bir sonugtur. Bu baglamda laboratuvar
stoklarimizda bulunan serumlardan brusellosis yoniinden
negatif 72 insan serumu ve 190 koyun serumu gelistirdigi-
miz ELISA ile test edildiler. Seropozitiflik oranlar1 Tablo 3’
de gosterildi.

Enfeksiyonun prevalansini belirlemeye yonelik, evcil hay-
vanlarda klinik hastaliklarin bildirimi ve prevalansina dair
bilgiler oldukga kisitlidir.”” Bu durum hastaligin hayvanlar-
daki durumu ve insanlar i¢in olusturdugu risk faktorlerini
saglikli bir sekilde degerlendirmeyi sinirlamaktadir. Seyda
T.* Kars il merkezi ve kirsalindaki koyunlarda tularemi
seropozitifligi MAT ile %3,54 ve ELISA ile %7,8 olarak
bulmustur. Biiyiik ve ark.”” yine Kars YOresine ait ¢oban
kopekleri ve Ankara Yoresine ait pet kopeklerinde MAT
pozitifligi %4,11 oraninda saptamislardir. Bayram ve ark.*
yaptiklari calismada insanlar ve o kisilere ait sig1r, koyun ve
kegilerden aldiklar1 serumlarda MAT ile pozitiflik arastir-
muslardir. Sonugta insanlarda %3,6, hayvanlarda ise genel
olarak %9,4 seropozitiflik saptamiglardir. Cesitli arastirici-
larin sonuglar1 dikkate alindiginda ¢alismamizda bulunan
sonuglarla biiyiik benzerlik bulunmaktadir. Ancak Karatas
Yeni,* 5 farkli yerlesim yerinden topladig1 401 koyun se-
rum Orneginde MAT ile %27,6 pozitiflik saptamistir. Ca-
lismamizda alinan sonugclarla ¢ok farkli olan bu sonucun
nedeni, kullanilan test teknigine, seropozitiflik olarak ka-
bul edilen titreye, test serumlarinin alindig siirede olasi bir
salgin durumunun varligina bagl olabilir.

Bevanger ve ark?' F.tularensisin dig membran (OM) pro-
teinlerini antijen olarak kullandiklarinda WB testinde
daha az OM proteinlerini saptamiglar, ancak 12 hastada
43 kDa luk bir antijene kuvvetli bir yanit aldiklarini bil-
dirmislerdir. Bizim ¢alismamizda 43 kDa luk belirgin bir
antijene rastlanilmamis ancak her iki antijenden hazirla-
nan blotta da 17-26 kDa arasinda kuvvetli reaksiyon veren
bantlar saptanmistir. Antijenin hazirlanma yontemi ve jele
yiikleme miktarinin da bu farkliliklara neden olabilecegi
dastinilmistiir. Calismada LPS ile hazirlanan blotta bru-
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sellosis yoniinden miispet olan serum ile bir pozitiflik sap-
tanmazken, tiim hiicre lizat ile olan blotta Brucellosis li
serum Orneginde molekiil agirlig: kiigiik olan birkag¢ bant
goriilmiustiir. Daha ¢ok antijenik komponent iceren tiim
hiicre lizatinda ¢apraz yanit verecek antijenik bilesenlerin
LPS tabakasi ile yapilan blotta gore daha fazla olma ihti-
mali olduk¢a mantiklidir. Bu nedenle konfirme edici WB
yapilacaginda antijen olarak LPSyi se¢mek olasi ¢apraz
reaksiyonlar1 azaltacaktir. WB testinde kullanilan tiim se-
ropozitif serumlar pozitif yanit verirken (%100 duyarlilik),
50 negatif serumun ikisinde ¢apraz reaksiyon veren bant-
larin gortinmesi (Serum orneklerinden biri $ekil 1” de 6.
Stripte goriilmektedir) ile testin 6zgiilliigii %96 olarak sap-
tanmustir. WB ile ilgili arastiricilarin farkli sonuglar elde et-
tigi goriilmektedir. Schmitt ve ark.** Western blot testinde
ise duyarliligin %100 6zgilligiin %99,6 oldugunu bildiril-
miglerdir. Porsch-Ozgiiriimez ve ark,'> WB’un tanisal du-
yarlilik ve ézgiilliigiiniin % 100 olarak bulmuglardir. Obiir
yandan Chaignat ve ark.””> WBun duyarliligini % 93.3 ve
ozgilligiinii % 83 olarak bulmustur. Degerlerdeki farkli-
liklarin baglica antijenin hazirlanmas ve saf olup olmadig:
ile yakin iligskisinin bulundugu diistintilmektedir.

Sonug

Sonug olarak, ¢aligmada insanlarda ve hayvanlarda tula-
reminin serolojik tanisinda kullanilacak giivenilir sonug-
lar veren MAT antijeni ve duyarlilig1 ve 6zgiilligi yiiksek
bir ELISA prototipi gelistirilmistir. Bu testlerin ¢ok daha
fazla pozitif ve negatif serumlarla saha validasyonunun
yapilmasinin, testlerin giivenilirligi, tekrarlanabilirligi ac1-
sindan biiytik bir 6nemi olacaktir. Gelistirilen bu testlerin
zaman zaman insanlarda salginlar yapan ¢ok 6nemli bir
zoonoz olan ve iilkemizde insanlarda endemik seyreden
bu infeksiyonun teshisine, sahada ¢esitli hayvan tiirlerinde
hastaligin yayginliginin saptanmasina ¢ok biiyiik yararlari
olacag: diistintilmektedir.
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