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s F. tularensisin tanimlanmasinda
= Direk mikroskopik inceleme
= Seroloji
= Bakterinin izolasyonu
=« Molekiler yontemler
kullanilir



i Gram boyama

= Gram boyasi ile boyanip direk
mikroskopik inceleme tahmini tani icin

hizli bir

= Ince,
tek te

yontemdir

nleomorfik, zayif boyanan, ¢cogunlukla
K goruinen, gram negatif bakteri

= [anl ¢
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i Seroloji

= Serolojik testler tularemi tanisinda 50
yildan beri surekli ve en sik kullanilan
metotlardir

= Antikor/antijen aranabilir



i Antikor aranmasi

= Antikor yaniti, enfeksiyonun baslangicindan iki
hafta sonra olusmakta (%89-95.4)

= Antikorlar 10 yildan uzun bir sure kalabilirler ve
IgA,IgM ve IgG tipi antikorlar belirlenebilir
= Antijen olarak ;

= FOpA, LPS, dis membran karbohidrat-protein
fraksiyonu veya inaktive edilmis tam hucre kullanilir




i Aglutinasyon yontemleri

= TUp aglutinasyon veya mikroaglltinasyon
yontemi kullanilabilir

= MikroaglUtinasyon testi en sik kullanilan
yontemdir.

= Antijen hazir olarak temin edilebildigi gibi
Ulkelerin kendi suslarindan hazirladiklari
antijenler de kullanilabilir



Hastaligi tanimlama kriter

s ek testte >1:160 serum titresi veya

s Akut ve konvelesan donemde alinan
orneklerde serum titresinin dort kat artisi

= Mikroaglutlinasyon testinde >1:128 titre de
pozitif olarak kabul edilebilmektedir

= Seroprevalans calismalarinda =1:20 titre
pozitif olarak kabul edilebilmektedir



i ELISA

= Agliitinasyon testlerine gére duyarliligl
ve 6zgulligu daha yliksektir.

= Ozellikle epidemiyolojik calismalarda
ELISA testinin Western blot ile kombine
edilmesi onerilmektedir

= Antijen olarak, LPS ozutt kullanihr
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= Serolojik testlerin avantaji;
=« Uygulamasinin kolay olmasi

=« Semptomlarin baslangicindan sonra yalanci
negatifligin nadir olmasi



¥

= Dezavantajlari;

= Enfeksiyonun erken fazinda yalanci negatif
sonug verebilir

= Nadir de olsa capraz-reaksiyon nedeniyle
valanci pozitiflik verebilir
= Ozellikle Brucella spp.
= Ayrica daha once gecirilmis tularemi

enfeksiyonuna bagl olarak yalanci pozitif
sonuclar olabilir



i Antijen aranmasi

s Klinik orneklerde bakterinin direk
tanisinda veya uUremis kultirlerde

bakterinin teyid edilmesinde ku

= Inaktive edilmis tam hiicre antij

lanilir
enlerine

karsl olusmus ve FITC-isaretlenmis

tavsan antikorlari kullanilir

= Lam aglutinasyonu da izolatlarin teyidi

icin hizli bir teknik



= Antijen yakalayan ELISA (cELISA) ile
antijen aranabilir

= Formalinle fikse edilmis dokularda da
Immunhistokimyasal yontemle antijen
aranabilir
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= Serolojik yontemler

« F.tularensisin her iki alt tarina (tip A ve tip
B) saptayabilir



i Bakterinin izolasyonu

s Bakterinin kulturu altin standarttir

« Enfeksiyonun kesin tanisinin konulmasini
saglar

= Antibiyotik duyarlihginin belirlenmesi icin

= Molekiler epidemiyolojinin kaynagini
olusturur

= Yeni tlrlerin/alt tirlerin kesfini saglamasi
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= SIvI besiyerlerinde lUretme
= Kati besiyerlerinde Uretme
= Achantomoeba kultlrd

= Fareye inokillasyon
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» F.tularensis fakultatif intraseltler

= Zorunlu aerobik bakteri

= 35- 37°C'de 2-5 gunluk inklibasyon
sonrasi koloni olustururlar.

= Artmis CO, konsantrasyonu bakterinin
Uremesini stimule eder.
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n F. tularensis alttur tularensis, holarctica,
mediasiatica icin sulfidril bilesiklerine ihtiyag
duyar

n F.tularensis subsp. novicida ve F. philomiragia
daha kolay Ureyen bakteriler olup koyun kanli
agar gibi genel Uretim besiyerlerinde
Uretilebilirler.
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s F.ltularensis

= primer Ulserlerden
= lenf nodu aspiratlari ve biyopsilerinden
= balgam

= kemik iligi ve karaciger, dalak gibi doku
viyopsilerinden uretilmesi mumkunddr.




= Ornekler islenene kadar 4-8°C'de
saklanabilir

= Transport icin aktif komurli Amies
tasima besiyeri onerilmekte

s -80°C'de dondurularak transfer
bakterinin kllturde Uretilme sansini
artirmakta



F.tularensisin Sivi Besiyerlerinde
Uretilmesi

s F. tularensis Uretilmesinde sivi besiyerleri
optimum uUreme ortamlari olarak kullaniimaz.

= SivI besiyeri olarak
= Brain heart infusion (BHI)
= Tripticase soy broth (TSB)
= Tiyoglukolat sivi besiyerleri kullanilabilir.

= Sistein gibi stlfat bakimindan zengin
kaynaklarin ilave edilmesi gerekmektedir.



i Katl besiyerlerinde Uretilmesi

Geleneksel olarak sistein-glukoz kanli agar (Francis
besiyeri) kullanihr

%9 1sitiimis koyun kani ilaveli cystein heart agar
(CHAB)

Sistein ilaveli zenginlestirilmis cukulatamsi agar (CA),
Buffered charcoal yeast extract (BCYE)
%1 hemoglobin, %1 IsoVitaleX ilaveli GC agar base II

Thioglycollate- glucose blood agar (TGBA) gibi besi
yerleri de izolasyon icin kullanilmaktadir



= CHAB en sik kullanilan
besiyerlerinden biridir.

= Florali bolgeden alinan

orneklerin antibiyotikli CHAB
(CHAB-A) besiyerine ekilmesi
onerilmektedir

« /5 ug/ml kolitsin,

« 2.5 ug/ml amfoterisin,

« 0.5 ug/ml linkomisin ,

« 4.0 ug/ml trimetoprim,

« 10 ug/mil ampisilin




i Fare inokiilasyonu

= Kontamine orneklerden /kontamine
kiltrlerden bakterinin izolasyonunda ve
saflastiriimasinda kullanilan metotlardan
biridir

= Ornekler serum fizyolojik icinde
sulandirilarak fareye karnin alt
bolgesinden subkutan enjekte edilir
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= Fareler 2-3 glinden sonra hastalanirlar

= Olmeden hemen 6nce kurban edilerek
= Karaciger

= Dalak gibi dokular cikarilarak besi yerlerine
ekilir



‘L Achantamoeba kiiltiir

s Achantamoeba
castellani serbest
yasayan bir amip

s F. tularensis amip
icersinde
Ureyebilmekte

Hadi Abd, APPL ENV MICROBIOL, Jan. 2003, p. 600-606



i Molekiiler Yontemler

s F. tularensisin belirlenmesinde cesitli
PZR yontemleri gelistirilmistir.
= Klasik PZR
= RT-PZR

= Bakterinin tanimlanmasinda {u/4, fopA,
23kDa gen, ISFtu? hedef genleri
secilmistir.
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= Ozellikle RT TagMan-PZR ydntemi ile

= Klinik 6rneklerden (bogaz stirtintisu,
Ulseratif lezyonlar, pu, lenf nodu aspiratlari
gibi)

= Cevresel orneklerden (su, camur,kene gibi)
bakteriyi belirlemek mimkin olmaktadir



i Diger metotlar

= Immunkromotografik metod

« F.tularensis LVS'nun LPS’e spesifik olusturulan
MAD'lar nitroseliiloz membrana aktariimakta.

= Uzerine 200mikrolitre antijen ilave edilmekte

= Uzerine anti- £, tularansis tavsan serumu ilave
edilmekte

= 1057 bakteri/ml belirleyebilmekte




Son calismalar ise ;

Ulseroglandular tularemili hastalarda
Affymetrix microarray ile 14,500 gen
arastiriimis

Tulareminin erken fazinda yedi genin
belirleyici 6zelliginin oldugu tanimlanmis

Fakat bu konuda ¢ok daha fazla calismanin
yapllmasi gerektigi bildiriimekte
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