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ONSOZ

Insanoglunun tarihsel siireci icerisinde ilk evcillesen hayvanlardan biri de kedidir.
Son yillara kadar kediler, kirsal ve betonlagsmayan sehirsel alanlarda kemiricilerle
miicadelede etkili bir evcil hayvan olarak kullanilmiglardir. Gilintimiizde ise,
sehirlesen ve birbirinden uzaklasan toplumda insanlarin en yakin arkadasi
olmuslardir. Bu samimi ve ayni yasam ortamini paylastiran yaklasim, kedilerden
insanlara tasman toksoplazmozis, kriptosporidium ve kuduz gibi zoonotik
hastaliklarin insanlarda goriilme riskini yiikselten bir risk faktorii olarak dikkat
cekmektedir. Bu riske bagh olarak evcil hayvanlar diizenli olarak veteriner hekim
kontroliinde olmalidir.

1950’11 yillardan beri bilinen, fakat etkeni son yillara kadar belirlenemeyen
Kedi Tirmik Hastaligi, kedilerden insanlara tasinan zoonotik hastaliklar arasinda
yerini almistir. Son 15 yilda yapilan arastirmalar Kedi Tirmik Hastaliginin etkenini
tanimlarken, halk saglig1 acisindan dnemini de ortaya koymustur. Basit uygulamalar
ve risk grubun temkinli yaklasimi, bu hastaligin insanlara tasinmasini engelleyecek
ve kedilerle insanlar arasindaki sicak ve samimi bagin korunmasini saglayacaktir.

Bu konuda iilkemizde yapilmis calismanin olmamasi konuya yeterince ilgi
gosterilmemesi veya klinik olarak uyumlu vakalarin teshiste atlanmasindan
kaynaklanabilir. Bu arastirmada iilkemizde hem beseri hem de veteriner hekimlikte
bu konu ile ilgili yapilacak c¢alismalara Onciiliik etme ve klinik olarak uyumlu
vakalarda dikkate alinmasi gerekliligi vurgulanarak konunun Onemi belirtilmeye
calisilmigtir.

Bu calismanin ortaya c¢ikmasinda degerli katkilarinda dolayi, danismanim
Prof. Dr. Nejat AYDIN’a, Anabilim Dalimizin degerli 6gretim iiyeleri Prof. Dr.
Miijgan IZGUR’e , Prof. Dr. Serdar DIKER’e, Prof. Dr. Hakan YARDIMCI’ ya,
Prof. Dr. Omer ESENDAL’a, Prof. Dr. Jale PARACIKOGLU’na, Prof. Dr. Mehmet
AKAN’a, ¢alismam siiresince sorumlu oldugu laboratuvarin imkanlarini kullanmama
izin veren RSHMB Tiiberkiiloz Referans Lab. Sefi, Bagkan yardimcis1 Dr. Ismail
CEYHAN’a, caligmama destek olan Salgin Hastaliklar Arastirma Laboratuvari
Miidiirii  Dr.Berrin ESEN’e, c¢alismamin molekiiler bdliimiinde deneyimlerini
esirgemeyen Dr. Glilnur TARHAN’a, materyal saglamamda gosterdikleri
kolayliklardan dolay1 Biiyiiksehir Belediyesi Evcil Hayvan Klinigi calisanlarina
tesekkiir ederim.
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1.GIRIS

Bartonella  henselae, kedilerde kronik, niikseden, asemptomatik
intraeritrositik bakteriyemiye neden olan bir bakteridir (Zangwill ve ark., 1993;
Koehler ve ark.,1994; Kordick ve Breitcshwerdt, 1995a, Kordick ve ark.,1995b;,
Chomel ve ark., 1995; Abbott ve ark., 1996; Rolain ve ark., 2001). Bu bakteri asil
onemini zoonoz karakterde olmasiyla ortaya koymaktadir. Immun sistemi yetersiz
(AIDS hastalarinda) veya baskilanmis (doku transplantasyonu hastalarinda)
insanlarda, immun sistemi yeterli cocuk, geng eriskinlerde ve yaslilarda kedi tirmik
hastaligina (KTH), basiller anjiomatozise (BA) ve atese neden olmaktadir ( Regnery
ve ark., 1992c; Welch ve ark., 1992; Zangwill ve ark., 1993; Dolan ve ark., 1993;
Koehler ve Tappero,1993; Koehler ve ark., 1997; Tsukahara ve ark., 2000). Kediler,
B. henselae’y1 insanlara tasimada rezervuar konumundadir (Regnery ve ark., 1992b;

Koehler ve ark., 1994; Chomel ve ark., 1995; Maruyama ve ark., 1996).

KTH tipik ve atipik form olmak iizere iki formda ortaya c¢ikar. Tipik formu
tirmalama veya 1sirma yerinde eritamatdz papilil ve takibinde en yakin lenf
diigiimiinde lenfadenopati ile karakterizedir (Dolan ve ark., 1993; Hamilton ve ark.,
1995; Barr ve Qui, 2005). Atipik formu ndroretinitis (Breitcshwerdt ve Kordick,
1995b; Ormerod ve ark., 1998; Kerkhoff ve ark., 1999; Herz ve Lahey, 2004; Gray
ve ark., 2004), endokarditis (Handfield ve ark., 1993; Scola ve ark., 1999; Ghidoni ,
2004), ensefalitis (Hamilton ve ark., 1995; Gerber ve ark., 2002), osteomiyelitis
(Keret ve ark., 1998; Hipp ve ark., 2005) ve hepatitis (Welch ve ark., 1992; Koehler
ve Tappero, 1993; Koehler ve ark., 1997) ile karakterizedir.

B. henselae ge¢ ve glic tlreyen bir bakteri oldugu icin izolasyon
yontemlerinde giicliiklerle karsilasilmaktadir. Ayrica, identifikasyonda kullanilan
biyokimyasal testlerin B. henselae’nin identifikasyonuna yardimci olamamasi son
yillara kadar bu tiiriin varli§inin ortaya konulmasi ve tizerinde ¢aligmalar yapilmasini
engellemistir. Son yillarda, molekiiler tekniklerin gelismesi bircok yeni Bartonella

tirlerinin ortaya konulmasma yardimci olmustur. Biyomolekiiler yontemlerin



devreye girmesi ile birlikte pratik 6nem kazanan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
ile enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda direkt olarak enfeksiyon ajanina ait niikleik
asitler gosterilebilmektedir. Ayn1 zamanda PZR ile ¢ogaltilan DNA'nin, Restriction
fragment length polymorphism (RFLP) analizi ile genusa ait farkli tiirler de
belirlenebilmektedir (Anderson ve Neuman, 1997; Windsor, 2001).

B. henselae’nin diinya genelinde kedilerde varlig1 yapilan ¢aligmalarla ortaya
konulmustur. Ulkemizde B. henselae’mn kedilerde seroprevalansma, bakteriyemi
prevalansina iligkin yapilmis bir yayina rastlanilamamistir, ayrica beseri hekimlikte
de insanlarda KTH’nin bildirimine iligskin ¢ok az veriye rastlamlmstir. Ulkemizde
KTH’nin ilk bildirimi Tiikek ve ark. (2003) tarafindan yapilirken, KTH’n1
mikrobiyolojik olarak ililkemizde tanis1 konulamayan ve dolayist ile bildirilmeyen bir
hastalik olarak tanimlamislardir. Serolojik olarak tanisi konulan vakanin testi de yurt

disinda yaptirilabilmistir.

1.1. Tarihge

KTH ilk defa 1950 yilinda tanimlanmasina ragmen, 1980 1i yillarin sonuna kadar
etiyolojik etkeni belirlenememistir. 1988 yilinda KTH siipheli 10 hastanin lenf
nodiillerinden bir bakteri izole etmisler ve bu bakteri KTH’ nin etiyolojik etkeni kabul
edilmistir. KTH basili olarak bilinen etken 1991 yilinda Afipia felis olarak
adlandirilmigtir (Windsor, 2001). Sonraki ¢aligmalar KTH ile Afipia felis arasindaki
gliclii bir baglantiy1 teyit etmekte basarisiz olmus ve Afipia felis’in KTH’ na nadiren
neden olabilecegi ortaya konulmustur (Regnery ve ark., 1992c; Bergmans ve ark.,
1996 ; Demers ve ark., 1995; Amerein ve ark., 1996; Anderson ve Neuman, 1997;
Giladi ve ark., 1998).

Slater ve ark. (1990) HIV pozitif ve uzun siireli atesli bir hastanin kanindan
Rochalimaea benzeri bir organizmay1 izole etmeyi basarmiglardir. Ardindan baska
hastalarin kan ve lenf nodiiliinden ayni1 organizma izole edilmis (Regnery ve ark.,

1992a; Dolan ve ark., 1993) ve genetik analizinden sonra yeni bir tiir ortaya



konulmustur (Slater ve ark., 1990; Welch ve ark., 1991; Regnery ve ark., 1992a). Bu
tiire, ilk izolasyonunda yogun ¢abalarindan dolay1r Mikrobiyolog Dr. Diane Hansel’in
onuruna Rochalimea henselae ismi verilmistir (Regnery ve ark., 1992a; Anderson ve
Neuman, 1997). Yapilan yeni siniflandirmada Rochalimaea genusu Bartonella
genusu ile birlestirilmis ve Rochalimaea henselae, yerine Bartonella henselae olarak

isimlendirilmistir (Breitschwerdt ve Kordick, 2000).

Regnery ve ark. (1992c) Indirekt Fluoresan Antikor Teknigi ile KTH’ indan
siipheli hastalarin serumunda B. henselae antijenine kars1t antikor varhigim
taramiglardir. Hastalarin % 88’inde 1/64> titrede B. henselae antijenine kars1 antikor
varlig1 belirlenmistir. Saglikli kontrol grubunda ise % 3 gibi diisiik oranda prevalans
saptanmigtir. Daha ilginci serumlarda Afipia felis’e karsi antikor varligi test
edildiginde pozitif kabul edilmeyen cok diisiik titrelerde ¢ok az sayida serum
orneginde antikor varligi ortaya konulmustur. Regnery ve ark. (1992b) ilk defa
asemptomatik iki kediden B. henselae’y1 izole etmisler ve insanlar igin evcil
kedilerin rezervuar olabilecegini bildirmiglerdir. Zangwill ve ark. (1993) Kedi
Tirmig1 Hastalarinin dahil oldugu ¢alismada, hastalarin ¢cogunun bir kedi yavrusuna
sahip oldugu ve bunlarin kedi yavrusu tarafindan tirmalandigi veya 1sirildigin
belirlemiglerdir. Daha Onemlisi hastalarin kedilerinin % 81’inde, kontrol grubu
kedilerin % 38’inde B. henselae antijenine karsi antikor varligini saptamislardir.
Koehler ve ark. (1994) BA’l1 4 hastaya ait 7 kediden ve aym1 zamanda evcil ve
yakalanmis kedilerin % 41’inden B. henselae’y1 izole etmisler ve ayni aragtirmacilar
insan Bartonella infeksiyonlari i¢in evcil kedilerin asemptomatik rezervuar oldugunu
teyit etmislerdir. Kordick ve ark. (1995b) KTH tanis1 konan 14 hastaya ait 19 kedinin
kan kiiltiirinii yapmiglar ve 17(% 89) kedi B. henselae yoniinden pozitif
bulunmustur. Kontrol grubu kedilerde ise pozitiflik % 28 olarak saptanmistir. Bu

calismalarla B. henselae’nin KTH etkeni oldugu ortaya konulmustur.



1.2. Etiyoloji

Bartonella henselae, Proteobakteria siifinin o , alt grubunda Bartonellaceae
familyasimin tek genusu olan Bartonella genusunda yer alan 22 tiirden biridir. Bu
tirlerden Bartonella bacilliformis ve Bartonella quintana insana ozel tiirlerdir. B.
henselae, B .clarridgeiae ve B. koehlerae kedilerde tespit edilen tiirler olmakla
birlikte zoonotik karakterde tiirlerdir (Jacomo ve ark., 2002; Dehio ve Sander 2003,
Paracikoglu, 2006).

B. henselae, 2 mikron uzunlugunda 0,5-0,6 mikron genisliginde Gram negatif,
kivrik, pleomorfik, genellikle kokobasil, flagellasiz, fakiiltatif intraselliiler, aerobik
ortamu sevmeyen bir bakteridir. Agarda 37 °C de % 5 CO, li ortamda iiremesinin
yaninda doku kiiltiiriinde ve fotal sigir serumlu buyyonda da iireyebilir. Agarda
tireme hemine bagimlidir, bunun i¢in agara, defibrinize tavsan, at veya koyun kani
katilmalidir. Kanl1 agarda iireme yavastir ve hemoliz olusturmaz, ilk izolasyonda
tireme 5-15 giinde goriilebilir, fakat bazen 45 giline kadar da uzayabilir. Koloni
morfolojisi ilk izolasyonda, beyazimsi, kuru, karnabahar goriiniimiinde (Resim-1),
agara gOmiilmiis, kaldirildiginda agarda izi kalan, R tipi koloni goriiniimii
sergilerken, bazen de ¢ig damlas1 gibi, yumusak, agara gomiilmeyen, agar lizerinde
kayan S tipli koloni goriinimii de sergileyebilir, hatta bu iki form ayni anda ayni
kiiltiirde goriilebilir. i1k izolasyonda iireme 5-15 giinde goriiliirken sonraki pasajlarda
tiremenin gozlenmesi 3-5 giine diismektedir ve koloni morfolojisi S tipi koloniye
doniigmektedir ( Slater ve ark., 1990; Regnery ve ark., 1992a; Welch ve ark., 1992;
Koneman ve ark., 1997; Zimmerman ve ark., 2002; Paracikoglu, 2006). Kanl1 agarda
B. henselae kiiltiirleri karamel kokusuna benzer bir koku iiretirler (Slater ve Welch,
2005). Bazi arastirmalarda, B. henselae’nin sivi ortamda motilitesi gdzlenmigtir
(Slater ve ark., 1990; Welch ve ark., 1992; Welch ve ark., 1993; Kordick ve ark.,
1995b). Motiliteyi, elektron mikroskopla goriilebilen ince fimbrialarin sagladigi
diistiniilmektedir (Slater ve Welch, 2005). Otoagliitinasyon 6zelliginden dolay1 bir
araya toplanip kiimelenmeler olusturmaktadirlar. Gram boyamada etken, kiimeler
halinde Gram negatif kokobasiller seklinde goriilmektedir (Slater ve ark., 1990;
Welch ve ark., 1992; Regnery ve ark., 1992a,c).



Resim-1, B. henselae nin(biiyiik) ve B.clarridgeiae’nin(kiiclik) kanli agarda
koloni formasyonu (Dehio ve Sander, 2003)

B. henselae izolatlari, oksidaz, katalaz, lireaz, indol, dekarboksilaz ve nitrat
rediiktaz testlerinin de dahil oldugu biyokimyasal identifikasyon testlerinin ¢ogunda

negatiftir (Regnery ve ark., 1992a; Kordick ve ark., 1995b; Koneman ve ark., 1997).

B. henselae’nin 16S rRNA gen sekansina gore iki genotipi vardir. B. henselae
Houston-1 susu B. henselae tip-1, B. henselae Marseille susu B. henselae tip-1I olarak
adlandirilmaktadir (Bergmans ve ark., 1996; Iredell ve ark., 2002). KTH
hastalarindan izole edilen suslarin ¢ogu B. henselae tip-I olarak belirlenirken,
kedilerden izole edilen suslar degerlendirildiginde, Avrupa tlkeleri kedilerinden tip-
II, Asya iilkeleri kedilerinden tip-I daha ¢ok izole edilmistir (Heller ve ark., 1997,
Maruyama ve ark., 2000; Sander ve ark., 1999; Maruyama ve ark., 2001; Dillon ve
ark., 2002; Boulouis ve ark., 2005).

1.3. Epidemiyoloji

B. henselae’nin diinya genelinde kedilerde en yaygin bir tiir oldugu yapilan

calismalarla ortaya konulmustur (Tablo—1). Bir¢ok {iilkede, kedilerde B. henselae’nin



epidemiyolojisi lizerine yapilan ¢alismalarda iklimsel etkilerin, barinma durumlarinin,
yasin, cinsiyetin ve pire enfestasyonunun pozitiflige etkileri iizerinde durulmustur.
Prevalans ¢alismalari, kedilerde B. henselae seropozitifligi ve bakteriyemi pozitifligi
oraninin yaglar arasinda farklilik gosterdigini ortaya koymaktadir (Chomel ve ark.,
1995; Sander ve ark., 1997; Cabassi ve ark., 2002; Guptill ve ark., 2004 ). Cinsiyet ele
alindiginda bazi arastirmalarda pozitiflik yoniinden cinsiyetler arasinda farkliliklar
bildirilirken bazi arastirmalarda da cinsiyetler arasinda farklilik bildirilmemistir
(Sander ve ark., 1997; Glaus ve ark., 1997; Maruyama ve ark., 1998). Iklimsel
farkliligin kedilerde B. henselae pozitifligi etkisine bakildiginda, iliman ve nemli
bolgelerde pozitiflik yiiksekken soguk ve kurak bolgelerde pozitifligin diistiigi
goriilmektedir. Bunun nedeni olarak da vektor pirelerin iklimsel etkiler sonucu
cogalma kabiliyetlerinin etkilenmesi olarak agiklanmaktadir (Jameson ve ark., 1995;
Chomel ve ark., 1999; Marston ve ark., 1999; Maruyama ve ark., 2000; Maruyama ve
ark., 2001; Engvall ve ark., 2003). Kedilerin barinma ve yasam tarzindaki farkliliklar
vektor pire enfestasyonuna yakalanma olasiligini etkilediginden, kedilerin barinma ve
yasam tarzina bagl olarak pozitiflik oranlarinda da énemli farkliliklar bildirilmektedir
(Chomel ve ark., 1995; Heller ve ark., 1997; Arvarnd ve ark., 2001; Maruyama ve
ark., 2003).

B. henselae’nin kediler aras1 tasinmasinda kedi pireleri (Cytenocephalides
felis) vektor konumundadir (Foil ve ark., 1998; Kelly, 2004; Shaw ve ark., 2004;
Guptill ve ark., 2004). Zangwill ve ark. (1993), KTH‘ligiin epidemiyolojisi ve risk
faktorleri lizerine yaptiklar1 ¢alismada kedi pirelerinin kediler arasinda B. henselae’y1
tagiyabileceklerini bildirmislerdir. Koehler ve ark. (1994), kedi pirelerinde B.
henselae’nin DNA’sim1 belirlerken, Flexman ve ark. (1995) KTH’na yakalanan bir
insanin kedisindeki pireden ve kedinin kanindan B. henselae’y1 izole etmisler, kedi
tirmalamasi ve 1sirmast hikdyesi olmayan bu hastada etkeni kedi pirelerinin
tasiyabilecegini bildirmislerdir.  Higgins ve ark. (1996), B. henselae’yr kedi
pirelerinin bagirsaginda barindirdigini ve digkisi ile yaydigini ortaya koymuslar ve
ardindan Chomel ve ark. (1996), deneysel yapilan bir ¢alisma ile B. henselae’nin

kediler arasinda tasinmasinda kedi pirelerinin vektorliiglinii saptamislardir.



Tablo-1, Kedilerde, Bartonella henselae Prevalansina iliskin Diger Ulkelerde
Yapilan Epidemiyolojik Calisma Sonuclari

. KEDi BAKTERIYEMi SERO
ULKE POPULASYONU PREVEo/'I:ANSI PREV;:)LANS KAYNAKLAR
Fransa
Paris Ev kedileri 15.3 41,1 Gurfield ve ark. (2001)
Nancy Sokak kedileri 37,2 Heller ve ark. (1997)
Almanya
Berlin Ev kedileri 1 Arvand ve ark. (2001)
Sokak kedileri 18,7
Freiburg Ev kedileri 13 Sander ve ark. (1997)
Hollanda Barmak kedileri 22 50 Bergmans ve ark.
Ev kedileri 56 (1997a)
Cek Ev kedileri 0 Melter ve ark .(2003)
Cumbhuriyeti Barnak kedileri 5
Sokak kedileri 66,6
Danimarka Ev kedileri 18,2 Chomel ve ark .(2002)
Barinak kedileri 26,5
Ingiltere
Farkli bélgeler | Ev Kedileri 40,6 Barnes ve ark. (2002)
Sokak Kedileri 41,8
Liverpool Ev Kedileri 11,4 Laycock ve ark. (2001)
Bristol Ev Kedileri 9,4 Birtles ve ark. (2002)
Portekiz Ev Kedileri 6,7 Childs ve ark .(1994)
Isvec Ev kedileri 2.2 Engvall ve ark. (2003)
Isvicre Ev kedileri 8,3 Glaus ve ark .(1997)
Italya Sokak kedileri 18 38 Fabbi ve ark. (2004a)
Kuzey Italya | Ev kedileri 9,7 Cabassi ve ark. (2002)




Tablo—1- Devam, Kedilerde, Bartonella henselae Prevalansina iliskin Diger
Ulkelerde Yapilan Epidemiyolojik Calisma Sonugclari

) KEDI BAKTERIYEMI SERO -
ULKE PREVELANSI | PREVALANS KAYNAKLAR
POPULASYONU o v
Japonya Ev Kedileri 9,1 Maruyama ve ark.(1998)
9,1 Maruyama ve ark.(1996)
6,5 Maruyama ve ark.(2000)
8,8 Maruyama ve ark.(2003)
Tayland Ev Kedileri 243 Maruyama ve ark.(2001)
Y. Zelanda Ev Kedileri 17 Joseph ve ark.(1997)
Endonezya Sokak kedileri 43 54 Marston ve ark.(1999)
Filipinler Ev Kedileri 54,8 68 Chomel ve ark.(1999)
Misir Ev kedileri 12 Childs ve ark.(1995)
Israil Ev kedileri 39,5 Baneth ve ark.(1996)
Urdiin Ev kedileri 36 Boulouis ve ark.(2005)
A.B.D.
Farkl bélgeler Ev Kedileri 28,2 Childs ve ark.(1995)
California Ev kedileri 21,4 Chomel ve ark.(1995)
Sokak Kedileri 61,3
Total 39,5 81
Kuzey Florida 33,6 Luria ve ark.(2004)
Kuzey Carolina 40,4 Baneth ve ark.(1996)
California Ev kedileri 28 62 Guptill ve ark.(2004
Florida Ev kedileri 33 67 Guptill ve ark.(2004)
Chicago Ev kedileri 6 12 Guptill ve ark.(2004)
Washington Ev kedileri 12 28 Guptill ve ark.(2004)
Jamaika Ev Kedileri 19,3 60 Messam ve ark.(2005)




B. henselae ile enfekte kedi pirelerinin digkilar1 deneysel olarak kedilere
intradermal inokiile edildiginde, kedilerde bakteriyeminin gelistigi gdzlemlenmis ve
pire diskilarinin  agizdan verildiginde de ne bakteriyemi gelistiZi ne de

serokonversiyon gozlendigi bildirilmistir (Foil ve ark., 1998; O’reilly ve ark., 1999).

Pirelerin ¢ogalmalarin1 ve yasamalarini etkileyen en 6nemli unsurlar rolatif
nem ve sicakliktir. Bu dogrultuda rolatif nemin yiiksek oldugu iliman iklim
sartlarinda kedi pirelerinin yogun enfestasyon olusturdugu kedilerde B. henselae
prevalansinin da yiiksek oldugu, ¢ok sicak ve cok soguk bolgelerde de B. henselae
prevalansinin da diisiik oldugu ortaya konulmustur (Jameson ve ark., 1995;
Maruyama ve ark., 2000). Kedi piresinin mekanik veya biyolojik vektér oldugunun
actk olmadigi bildirilmektedir (Jacomo ve ark., 2002). Sanogo ve ark. (2003)
Italya’da, insanlardan topladiklar1 271 keneden, Ixodes ricinus tiirii dort kenede B.
henselae’nin DNA’sim1 belirlemisler ve B. henselae’nin taginmasinda kenelerin

roliiniin daha fazla arastirilmasi gerektigini vurgulamislardir.

1.4. Patogenez

B. henselae, kedilerde intraeritrositik yerlesim gdosterir (Kordick ve Breitcshwerdt,
1995a; Mehock ve ark., 1998; Rolain ve ark., 2001). ilk olarak Kordick ve
Breitcshwerdt (1995a), elektron mikroskop ile bakteriyemik kedilerin eritrositlerinde
B. henselae’y1 gostermislerdir. Etkenin bir kedide eritrositlerin % 2,9‘unda yerlesim
gosterirken diger bir kedide % 6,2’sinde yerlesim gdsterdigini ve kedilerde etkenin
hem hiicre ¢eperinde hem de hiicre disinda gozlenemedigini bildirmislerdir. Rolain
ve ark. (2001), da direkt immunfluoresan metodu kullanarak kan slirme preparatinda
B. henselae’nin intraeritrositik lokalizasyonunu teyit etmislerdir. Mehock ve ark.
(1998) invitro olarak B. henselae’nin kedi eritrositlerine invasyonunu gdésterirken,

eritrositlerin % 1’inden azina etkenin yerlesimini belirlemislerdir.
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Sekil -1, Bartonella tiirlerinin eritrosit parazitizm modeli (Schiilein ve ark., 2001)

Schiilein ve ark. (2001), yaptiklar1 ¢alisma ile Bartonella tiirleri i¢in bir eritrosit
parasitizm modeli onermislerdir (Sekil-1). Bu ¢alismada, ratlara spesifik olan, yesil
fluoresan parilt1 veren bir protein bulunduran, rekombinant Bartonella tribocorum-
gfp kullanmilmistir. Bakterinin eritrositlere adezyonuna, invazyonuna ve eritrosit

icinde replikasyonuna iliskin bilgiler sunulmustur.

1.5. Semptomlar

B. henselae, dogal enfekte kedilerde uzun siireli, asemptomatik (Zangwill ve ark.,
1993; Koehler ve ark., 1994; Breitcshwerdt ve Kordick, 1995b, Jameson ve ark.,
1995; Kordick ve ark., 1995b; Childs ve ark., 1995; Chomel ve ark., 1995; Sander ve
ark., 1997), niikkseden (Abbott ve ark., 1996; Yamamoto ve ark., 2002) bakteriyemiye
neden oldugu bildirilse de asemptomatik bakteriyemi konusunda bildirimler arasinda
tam bir uyumluluk bulunmamaktadir ve deneysel enfeksiyonlarda bazi semptomlar

bildirilmistir (Guptill ve ark., 1997; Kordick ve Breitcshwerdt, 1997a, ).
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Isvigre’de, saghikli ve hasta 728 kedinin dahil oldugu seroepidemiyolojik
calismada, saglikli kediler ile hasta kediler arasinda seroprevalans yoniinden énemli
bir farklilik gézlenmemesine ragmen, stomatitis ve iiriner sistem hastaliklar1 gézlenen
kedilerde B. henselae seropozitifligi yoniinden pozitif bir korelasyon bildirilmektedir
(Glaus ve ark., 1997). Japonya’da 170 kedinin dahil oldugu seroepidemiyolojik
calismada kedilerde hem feline immunodeficiency viriis (FIV) hem de B. henselae
antijenine kars1 antikor varlig1 test edilmis, her iki etkenin serolojik bulgulari ile
kedilerde gingivitis ve lenfadenopati’nin insidensinde onemli bir artis gozlenmistir.
FIV‘in CD4" lenfositlerinde ileri derecede diisiislere sebep olmasi nedeniyle, immun
yetmezligi olan kedilerde B. henselae ile olusan koenfeksiyonlar, spesifik hastalik

belirtilerini artirabilir goriisii ortaya konulmustur (Breitcshwerdt ve Kordick, 2000).

Immun sistemi yeterli olan anteriér uveitis tanili bir kedinin géz kamarasi
stvisinda B. henselae antijenine karsi antikorun belirlenmesi ile Bartonella tiirlerinin
kedilerde uveitis yapabilecegi diisiiniilmiistiir (Lappin ve Black, 1999). Ardindan
yapilan karsilastirmali deneysel ¢alismada, 49 iiveitisli kedinin yedisinin, deneysel
enfekte 9 kedinin dordiiniin g6z kamarasi sivisinda okiiler anti-Bartonella 1gG tiretimi
belirlenirken, saglikli kedilerin higbirinde okiiler anti-Bartonella 1gG iiretimi
belirlenememistir (Lappin ve ark., 2000). Uveitis, konjunktivitis, korioretinis, keratitis
ve korneal iilser tanili 1649 kedide yapilan serolojik ¢alismada, Bartonella prevalansi
% 53 bulunmus ve Bartonella tirlerinin kedi géz hastaliklar1 icin etiyolojik etken

olabilecegi agiklanmigtir (Ketring ve ark., 2004).

Kan kiiltiiri negatif, Bartonella antikor titresi yiliksek bir kedinin 6ldiikten sonra
yangili aort kapaginda B. henselae DNA’s1 belirlenerek, bir kedide ilk defa B.
henselae endokarditis vakasi bildirilmis ve kedilerde uzun siireli Bartonella
enfeksiyonunun kronik etkilerinin daha fazla arastirilmasi onerilmistir (Chomel ve

ark., 2003).

Kedilerde, B. henselae suslar ile yapilan deneysel calismalarda ise degisik
klinik semptomlar gelismistir. Rapor edilen semptomlar ates, lenfadenopati,
durgunluk, uyusukluk, inokiilasyon bdlgesinde eritamatdz sislik, hassasiyet ve

apselesme, norolojik fonksiyon bozuklugu, g¢evresel uyarilara karsi duyarsizlik,
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titreme, kasilma ve reprodiiktif yetersizliktir (Guptill ve ark., 1997; Kordick ve
Breitcshwerdt, 1997a, Guptill ve ark., 1998; Oreilly ve ark., 1999; Yamamoto ve ark.,
2002). Kordick ve ark. (1999),nin yaptiklar1 deneysel calismada kedilerde
nekroskobik bulgu goézlenmezken, minimal klinik semptomlarin yaninda, lenf
nodiillerinde, karacigerde, kalp ve bobrekte histopatolojik bulgular saptanmistir.

Guptill ve ark. (1997), ise bir kedide karaciger apsesi gozlediklerini bildirmislerdir.

Deneysel caligmalarda farkli suslar, farkli inokiilasyon materyali ve yollar
kullanilmistir. Bu farkliliklara bagli olarak bakteriyeminin gelismesi ve devam siiresi
konusunda farkliliklar ortaya konulmustur. Abbott ve ark. (1997), inokiilasyon yolu
olarak intradermal (ID) ve intravendz (IV) yol kullanmislar ve ID inokiilasyon ile 8
kedinin 8’inde bakteriyemi gelisirken, IV inokulasyon ile 16 kediden 2’sinde
bakteriyemi gelistigini gézlemislerdir. Bu kedilerde bakteriyemi siiresi en fazla 8 ay
gbzlenirken, dogal infekte bir kedide 24 aylik bir bakteriyemi siiresi gdzlemislerdir.
Kedilerde gozlenen bakteriyemi siiresine iliskin 454 giin, 213 giin, 32 hafta, 7 hafta,
12 ay gibi zaman siireleri ¢aligmalarda bildirilmis (Kordick ve ark., 1995b; Greene ve
ark., 1996; Kordick ve Breitcshwerdt, 1997a; Guptill ve ark., 1997; Kordick ve ark.,
1999), bu zaman siirelerinin farkliligimin calismalarda kullanilan suslara bagl
oldugunu Yamamoto ve ark. (2002), ortaya koymus ve yaptiklar1 ¢calismada kediden
izole edilmis B. henselae tip I susu ile insandan izole edilmis B. henselae Houston I
susunu kedilerde deneysel olarak karsilagtirilmistir. B. henselae tip I kedi susunun
inokulasyonundan hemen sonra kedide ates gozlendigi ve ortalama 237 giin siiren ve
niikseden bakteriyemi gelisirken, B. henselae Houston I susunun inokulasyonundan
sonra kedide ates goriilmedigi ve ortalama 60 giin siiren bakteriyemi gelistigi

bildirilmistir.

Bakteriyemik kedilerin kendiliginden bakteriyemiden kurtuldugu, iyilesen
kedilere tekrar etken inokiile edildiginde direng¢ gelistigi ve bakteriyeminin
olugsmadig1 yapilan c¢aligmalarla ortaya konulmustur. Kedilerde deneysel yapilan
calismalarda, horizontal ve vertikal bulagsmanin olmadigi, pozitif annelerin
yavrularinda maternal antikorun 18 yavrunun 4’linde belirlendigi ve 6 hafta sonra
kayboldugu bildirilmistir ( Grenee ve ark., 1996; Abbott ve ark., 1997; Guptill ve
ark., 1998).



13

1.6. Bartonella henselae’nin Zoonotik Onemi

Kedilerde bulunan Bartonella tiirleri olan B. henselae, B.clarridgeiae ve B.koehlerae
zoonotik karekterde tiirlerdir. B. henselae’ nin insanlardan kiiltiir yontemi ile
izolasyonu, serolojik  yontemlerle antikor varhi@i  ortaya  konulurken,
B.clarridgeiae’nin insanlarda izolasyonu heniiz yapilamamis sadece KTH hastalarinda
antikor varligi ortaya konulmus ve KTH’nin muhtemel diger bir etkeni olarak
degerlendirilmistir (Kordick ve ark.1997¢). B.koehlerae ise endokarditisli bir hastada

molekiiler yontemler ile belirlenmistir (Avidor ve ark.2004).

Kediler, B. henselae’nin insanlara tasinmasinda rezervuar konumundadir
(Regnery ve ark., 1992b; Koehler ve ark., 1994; Chomel ve ark., 1995; Maruyama ve
ark., 1996). Kedilerden insanlara B. henselae nin tasinmasi, genellikle, kedi
tirmalamasi ve 1sirmasi ile olurken muhtemelen kedi pireleri tarafindan indirekt de
olabilmektedir (Zangwill ve ark., 1993; Flexman ve ark., 1995; Koehler ve ark.,
1997).

Kedi pireleri, B. henselae’y1 bagirsaklarinda barindirmakta ve digkilart ile
etkeni yaymaktadirlar ve kediler arasinda enfeksiyonu tagimaktadirlar. Pire digkisi ile
kontamine tirnaklarin, tirmalama sirasinda veya kedilerin kendilerini yalamalari
sirasinda pire digkilar1 dis aralarina yerleserek 1sirma sirasinda enfeksiyonu insanlara
tagima ihtimalini yiikseltmektedir (Mehock ve ark., 1998). Sander ve ark. (1997),
diseti svaplarinda etkeni belirleyemezken, Koehler ve ark. (1994), salyanin dis

hastaliklarinda, kanama sonucu kontamine olabilecegini de bildirmislerdir.

B. henselae insanlarda, KTH’na (Regnery ve ark., 1992c; Zangwill ve ark.,
1993; Dolan ve ark., 1993; Kordick ve ark., 1995b), basiller anjiomatozise (Welch ve
ark., 1992; Koehler ve Tappero, 1993; Tappero ve ark., 1993; Tompkins ve
Steigbigel, 1993; Tompkins 1996; Koehler ve ark., 1997) bakteriyemiye ve uzun
siireli atese (Welch ve ark., 1992; Welch ve ark., 1993; Tsukahara ve ark., 2000;
Tsujino ve ark., 2004) neden olmaktadir. KTH tipik ve atipik form olmak {izere iki
formda ortaya ¢ikar. Tipik formu tirmalama veya 1sirma yerinde eritamatdz paptl ve
en yakin lenf diigiimiinde lenfadenitle karakterizedir (Dolan ve ark., 1993; Hamilton

ve ark., 1995; Barr ve Qui, 2005). Tirmalama veya 1sirma yerinde 3—10 giin i¢inde
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0,51 cm capinda agrisiz eritamatdz papiil veya piistiil gelisir, genellikle, papiil veya
pustil iz birakmadan 2-3 hafta icinde iyilesir. Vakalarin % 80’inden fazlasini
bolgesel lenfadenit takip eder ve lenfadenitlerin % 10°u suppurativ karakterdedir. 1—
7 hafta i¢inde en yakin lenf diigiimii biiyilir, hassaslasir ve lenfadenit gelisir.
Lenfadenit 2—4 ay veya daha fazla devam eder (Windsor, 2001; Slater ve Welch,
2005). Konak¢inin immun sistemi yeterli ise kendiliginden iyilesir fakat immun
sistemi yetersizse ( AIDS hastalar1 gibi) generalize lenfadenopati gelisebilir (Peter ve

ark., 1994).

KTH’nin atipik formu ndroretinitis (Ormerod ve ark., 1998; Herz ve Lahey,
2004; Gray ve ark., 2004; Kerkhoff ve ark., 1999; Breitcshwerdt ve Kordick, 1995b),
endokarditis (Handfield ve ark., 1993; Scola ve ark., 1999; Ghidoni , 2004),
ensefalitis (Hamilton ve ark., 1995; Gerber ve ark., 2002), osteomiyelitis(Keret ve
ark., 1998; Hipp ve ark., 2005) ve hepatitis (Welch ve ark., 1992; Koehler ve
Tappero,1993; Koehler ve ark., 1997) ile karakterizedir. KTH’ nin atipik formunun
en yaygin sekillerinden biri, kedi ile temas sonrasi gozlerin ovulmasi veya direk
inokiilasyonla gelisen okiiler yerlesimdir. KTH hastalarinin % 6’sinda konjunktivitis
tanimlanmistir. Diger oftalmik bildirimler paniiveitis, subakut orbital apseler,
korioditis, optik sinir biiylimesi, retinal arter tikanmas1 ve peripapiller anjiomadir.
Son zamanlarda vakalarin % 25’ni KTH’nin atipik formunun olusturdugu

bildirilmistir (Windsor, 2001).

Hastalarin yaklagsik % 30’unda keyifsizlik ve diisiik ates, % 5 inde, ¢ogunlukla
cocuklarda isilik, hepatosplenomagali, kemik erime lezyonlar1 ve derin lenfadenitis
gibi komplikasyonlar goriilebilir. KTH vakalarinin % 1-2’sinde nororetinitis ve % 1-
7’sinde norolojik semptomlar goriilmekte ve hastaligin en sik noérolojik
semptomunun da ensefelopati oldugu bildirilmektedir (Anderson ve Neuman, 1997;

Jacomo ve ark., 2002).

KTH, klinik olarak lenfogranuloma, lenf nodiilii metastazli lenfofarengial
kanser ve tliberkiiloz lenfadeniti ile karisabilmektedir. Hem immun sistemi yeterli

hem de HIV infekte hastalarda sistemik KTH rapor edilmistir (Windsor 2001).
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Tsukahara ve ark. (2000), bir hastada uzun siireli nedeni bilinmeyen bir ates
varsa ve Ozellikle kedi ve kopek sahibi veya kedi ya da kopek temasi var ise,
lenfadenopatiye bakilmaksizin B. henselae enfeksiyonunun diisiiniilmesi gerektigini

bildirmislerdir.

BA, vaskiiler endoteliyal dokunun proliferasyonudur. Kedilerin tirmalamasi ve
1sirmast ile insanlara gecen etken eritrositlere yerlesmeyip damar endoteliyal
hiicrelerine yerlesmektedir. Burada B. henselae bir anjiogenik faktdr artirimina yol
acmaktadir. B. henselae tarafindan salinan bu faktoriin bakteriyel invazyondan
bagimsiz olarak endoteliyal hiicre proliferasyonuna neden oldugu gdosterilmistir. B.
henselae tarafindan Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii (VEGF) tiretildigi ve
VEGF’nin B. henselae iiremesini ve endoteliyal hiicre tiremesini stimiile ettigi
gosterilmistir. B. henselae yeni hiicre formasyonunu tesvik etmekle kalmamakta hem
de enfekte hiicrelerin apoptozisini de dnlemektedir (Greub ve Raoult, 2002, Dehio ve

Sander, 2003).

Amerika Birlesik Devletlerinde yapilan bir epidemiyolojik c¢alismada yilda
yaklasik 24000 KTH vakas1 tespit edilmistir. Bunlarin % 10’u hastanede tedavi
gerektirmis ve KTH’nin maliyetinin yilda yaklastk 12 milyon dolar oldugu
bildirilmistir (Anderson ve Neuman, 1997). Bergmans ve ark. (1997a), Hollanda’da
yilda yaklasik 2000 KTH vakas1 oldugunu bildirmislerdir.

KTH vakalarmin yas dagilimina bakildiginda, Sander ve ark. (1999), vakalarin
% 50’sinin 20 yas alt1, % 33’iiniin 21-40 yas aras1 % 17’sinin 41-84 yas arasinda
oldugunu bildirirken, Hamilton ve ark. (1995), vakalarin % 43’iiniin 21 yas iistii, %
57’sinin 21 yas alt1 oldugu ve 21 yas alt1 grupta da 10 yas alti ¢ocuklarin oraninin
daha ytiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Reynolds ve ark. (2005), KTH’dan tedavi goren c¢ocuklar arasinda yaptiklari
epidemiyolojik ¢alismada; hastaligin yil igerisinde dagiliminda Temmuz ve Kasim
aylar1 arasinda yiikselis goriildiigiinii ve Amerika Birlesik Devletleri’'nde ¢ocuklarda

KTH’nin yillik maliyetinin 3 milyon dolar oldugunu bildirmislerdir.
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Kedilerle iligkili saglikli kan dondrlerindeki seroprevalans araliginin ABD’de
% 2-6 (Breitcshwerdt ve Kordick, 2000), isve¢’te % 4 (Holmberg ve ark., 1999),
Avustralya’da % 5 (Iredell ve ark., 2002) oldugu bildirilmistir.

Gliney Afrika’da bir AIDS klinigine gelenlerin % 10’unun kaninda B. henselae
belirlenirken (Frean ve ark. 2002), HIV enfekte hastalarin, Japonya’da % 9,6’sinda,
Bahreyn’de % 16’sinda B. henselae 1gG seropozitifligi bulunmustur (Tsukahara ve
ark., 1999).

Kikuchi ve ark. (2002) Japonya’da yaptiklar1 serolojik ¢calismada KTH siipheli
hastalarda B.henselae’ya spesifik anti-B.henselae 1gG pozitifligini % 39,6, IgM
pozitifligini % 8,3, kalp-damar hastalarinda 1gG pozitifligini % 3,1 ve veteriner
fakiiltesi ogrencilerinde IgG pozitifligini % 10,9, IgM pozitifligini % 0,8 olarak
bulmuslardir. Veteriner hekimlerin, veteriner teknisyenlerinin ve veteriner klinigi
calisanlarinin dahil oldugu iki seroprevalans ¢alismasinda B. henselae antijeni igin
seroprevalansin ABD’de % 7,1 (Naoh ve ark., 1997) ve Avrupa’da % 5,1
(Breitcshwerdt ve Kordick, 2000) oldugu bildirilmistir.

1.7. Teshis

Dogal enfekte kediler genelde asemptomatik klinik seyir sergilediklerinden kedilerin
pozitifliginin belirlenmesi seroloji, kiiltiir ve molekiiler tekniklerle olmaktadir.
Kedilerin enfeksiyonu gecirmesinden uzun siire sonra dahi serum antikor titreleri
pozitif diizeyde kalabilmekte ve bu nedenle tek basina serolojik calisma ile kedide
antikor varliginin belirlenmesiyle kedinin etkeni tasidig1 anlami ¢ikmayabilmektedir.
Bakteriyemik bir kedide enfeksiyonun baslangicinda antikor yaniti hemen
gelismedigi gibi ayrica kedide, bagisiklik sisteminin baskilanmasina neden olan bir
enfeksiyonun olmasi immun yaniti geciktirebilmekte ve/veya diisiik yogunlukta
bakteriyemik olan kedilerde antikor yaniti  belirlenemeyecek seviyede
kalabilmektedir. Buna bagl olarak da her zaman, seronegatif olan kedinin de etkeni
tasimadigr anlami ¢ikmamaktadir (Chomel ve ark., 1995; Bergmans ve ark.1997a;

Guptill ve ark., 2004).
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Kedilerde niikseden bir bakteriyeminin gelismesi, kiiltiiri negatif olan serolojisi
pozitif olan bir kedinin enfeksiyonu gecirmis oldugu ve bundan sonra etkeni
bulundurmayacagi sonucuna siiphe ile yaklagilmasini saglamaktadir. Kedilerde
pozitifligin belirlenmesinde seroloji ve kiiltiiriin beraber ¢alisilmasinin, sonucu

giiclendirdigi ileri stiriilmektedir (Abbott ve ark., 1996; Yamamoto ve ark., 2002).

Kedilerden izole edilen Bartonella siipheli izolatlarin biyokimyasal testlerin
cogunda negatif sonu¢ vermesi, biyokimyasal testlerle tiir tayini yapilmasin
engellemekte ve sonucu olasi1 Bartonella spp. diizeyinde birakmaktadir. Bu nedenle
tiir tayini belirlenmesinin molekiiler teknikler yardimi ile yapilmasi gerektigi ileri
stiriilmektedir (Koneman ve ark., 1997; Regnery ve ark., 1992a; Kordick ve ark.,
1995Db).

1.7.1. Kiiltiir

B. henselae’nin spesifik konakc¢isinda intraeritrositik olmasi, kedilerde kani kiiltiir
materyali olarak on plana ¢ikarmistir. Bakterinin hemine bagimli olmasi kullanilan
agara % 5-7 tavsan kani, koyun kani veya at kani eklenmesini gerektirmektedir.
Besiyeri olarak Kalp Infiizyon agar, Kolumbiya agar, Triptik Soy agar, Miiller
Hinton agar, cikolata agar kullanilabilmektedir (Maruyama ve ark., 1996; Sander ve
ark., 1997; Heller ve ark., 1997; Maruyama ve ark., 2001; Jacamo ve ark., 2002;
Jonhson ve ark., 2003; Melter ve ark., 2003)

B. henselae kedilerin eritrosit ve 16kositlerinin lizisini takiben kandan izole
edilebilmektedir. Lizis soliisyonu igeren izolator santrifiij tiipleri veya EDTA’I1 kan
orneklerinin =70 °C de 24 saat dondurulup ¢ozdiiriildikten sonra bir kanl agara
inokiile edilmesi ile kandan B. henselae’in izole edilmesi basarilmistir (Chomel ve
ark., 1995; Bergmans ve ark., 1997a; Maruyama ve ark., 2000; Cabassi ve ark.,
2002). Brenner ve ark. (1997), ile Marston ve ark. (1999), kedi kanlarini higbir

muameleye tutmadan da B. henselae’y1 kedi kanindan izole etmeyi bagsarmiglardir.

Besiyerleri, ekimler yapildiktan sonra 35 °C veya 37 °C de % 5 CO, li ortamda

inkiibe edilmektedir. Koloniler 5-15 giin arasinda goriilmeye baslamakta 45 giin



18

inkiibasyondan sonra iireme yok ise negatif kabul edilmektedir. Kiiltiir siiresinin
uzun olmasi, etkenlerin zor {iremesi ve bu siire zarfinda saprofitik mantar
kontaminasyonunun olmas1 gibi olumsuzluklarla karsilagilabilinmektedir. B.
henselae insanlarda nadiren bakteriyemi yaptig1 i¢in insan kanindan nadiren kiiltiirle
izole edilebilmektedir. Sekillenen kolonilerin gelisme zamani, koloni morfolojisi,
mikroskobik muayenesinde Gram negatif kiiciik c¢omaklar gozlenmesi ve
biyokimyasal testlerden oksidaz ve katalazin negatif olmasi etkeni diger Gram
negatiflerden ayirmakta ve olasit Bartonella spp. olarak belirlemeye yardimci
olmaktadir (Slater ve ark., 1990; Regnery ve ark., 1992a; Welch ve ark., 1992;

Koneman ve ark., 1997; Anderson ve Neuman, 1997; Zimmermann ve ark., 2003 ).

1.7.2. Molekiiler Yontemler

Bartonella tiirlerinin ayiriminda PZR amplifikasyonu ve degisik genlerin sekans
analizi  kullanilmaktadir.  Bartonella tirlerinin tiplendirilmesinde, filojenik
ozelliklerinin siniflandirilmasinda ve identifikasyonunda 16S/23S rRNA intergenik
ara bolgesinin, sitrat sentez geni (gltA) ( Norman ve ark., 1995; Chomel ve ark.,
2001; Margolis ve ark., 2003) riboflavin sentez geni (RibC) (Jonhson ve ark., 2003),
151 sok protein geni (groEL) ve pap31 geni (Zeaiter ve ark., 2002) dizilisleri bir¢cok

arastirmaci tarafindan kullanilmistir.

Kiltiir stiresinin uzun olmasi, etkenlerin zor tiremesi ve bu siire zarfinda
saprofitik mantar kontaminasyonunun olmasi gibi olumsuzluklar karsisinda iireyen
kolonilerden PZR ile tiir tayini yerine direkt kandan etkenin DNA’sinin PZR ile
belirlenmesi yoluna da gidilmistir (Bergmans ve ark., 1997a; Jensen ve ark., 2000;
Cabassi ve ark., 2002; Mexas ve ark., 2002). Cabassi ve ark. (2002) ile Bergmans ve
ark. (1997a), kedi kanindan kiiltiir ile Bartonella tiirlerinin belirlenmesinin, direkt
kedi kanindan PZR ile Bartonella DNA’sinin belirlenmesinden daha basarili
oldugunu bildirirken, Jensen ve ark. (2000) mikroorganizmanin kandaki

yogunluguna paralel olarak PZR’1n duyarliliginin da degistigini bildirmislerdir.
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1.7.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, 1980’li yillarin ortalarinda CETUS firmasi aragtirmacilar1 tarafindan
tanimlanmig, in vitro DNA c¢ogaltma yontemidir. Bu yontem hiicre iginde
gerceklesen dogal replikasyonunun bir tiip i¢inde taklit edilmesi esasina
dayanmaktadir. PZR ile DNA'nin c¢ogaltilabilmesi i¢in reaksiyon karisiminda
cogaltilacak olan kalip DNA; bu DNA'da cogaltilmas: planlanan bdlgenin iki
ucundaki DNA dizisini 6zgiil olarak taniyip, ona baglanacak olan DNA primerleri;
primerlere baglanip bunlara 3' ucundan niikleotidleri ekleyerek sentez yapacak olan
DNA polimeraz; sentezde kullanilacak deoksiniikleotid trifosfatlar; polimerazin
calismasi i¢in gerekli tampon gorevi yapacak maddeler ve tuzlar (genellikle tris ve
KCl) ve enzimin calismast i¢in dnemli bir kofaktér olan Mg iyonlar1 gerekmektedir

( Arda, 2000; Ar1, 1999).

PZR ii¢ degisik sicaklikta ¢alisan basamaklarin bir dongii halinde
tekrarlanmas1 ile gerceklesir. Ilk basamak denatiirasyondur. 94 °C'ye 1sitilan
DNA'nin iki zinciri birbirinden ayrilir. Ikinci basamak birlesmedir (annealing) .
Sicakligin disiirilmesi ile primerler ¢ogaltilacak boélgenin uclarinda yer alan
kendilerine 6zgiil dizileri tantyarak hidrojen baglar ile baglanirlar. Primerlerin 6zgiil
olarak baglanmasi i¢in kullanilan sicaklik, genellikle, 50 ile 70 °C arasinda
degismektedir. Ugiincii basamak polimerizasyon veya sentez asamasidir. Karigim,
DNA polimerazin ¢aligtigi optimum sicaklik olan 72 °C'ye getirildiginde, primerlere
baglanmis olan enzim molekiilleri 3' ucuna kalip DNA'ya uygun niikleotidleri
ekleyerek DNA sentezi yaparlar. Bu ii¢ basamak bir dongiiyli olusturur ve her
tekrarlanista iki primer arasinda kalan 0zgiill DNA parcasinin birer kopyasi
cikartilmig olur. Cogaltilan DNA pargalarinin gdsterilmesi i¢in en yaygin olarak
kullanilan yontem, agaroz veya poliakrilamid jel elektroforezidir. Elektroforez ile
boylarina gore ayristirilan DNA zincirleri etidyum bromiir ile boyanarak ultraviyole

15181 altinda izlenir ( Arda, 2000; Ar1, 1999).

Giliniimiizde PZR reaksiyonu ile ¢ogaltilan DNA dizileri spesifik enzimler
araciligl ile kesilerek bu etkene ait genotiplendirmeler yapmak miimkiindiir. Bu

amagcla kullanilan Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) testi, yiiksek
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yinelenebilirlik 6zelligi ve kesin sonuglar ile genotiplendirmede siklikla tercih edilen

bir yontemdir (Kocagoz, 1996).

1.7.3. Seroloji

Kedilerde anti B. henselae antikorunu belirlemede serolojik test olarak en ¢cok IFAT
(Childs ve ark., 1995; Baneth ve ark., 1996; Glaus ve ark., 1997; Maruyama ve ark.,
1998; Marston ve ark., 1999; Maruyama ve ark., 2003; Luria ve ark., 2004) ve
ELISA (Bergmans ve ark., 1997b; Barnes ve ark., 2000) kullanilmaktadir.
Serolojide, 1992’ye kadar Bartonella tiirleri i¢in kabul edilmis diagnostik test
olmadig1 bildirilmistir. B. henselae antikorunu belirlemek i¢in IFAT ilk defa
insanlarda bir serolojik ¢alismada Regnery ve ark. (1992c¢) tarafindan kullanilmistir.
Regnery ve ark. (1992c¢) antijen olarak kullanilan B. henselae’nin, otoagliitinasyon
ozelliginden dolay1 test alanina homojen olarak yayilmadig1 gézlemisler ve bireysel
B. henselae bakterilerinin Vero hiicrelerine baglandigini ve girdigini belirlemislerdir.
Kiimelenmis bakteri gruplarinin uzaklagtirilmasi ile enfekte Vero hiicrelerinin, test
alanina homojen sekilde fikse edildigi bildirmislerdir. Bu tarzda hazirladiklari
antijeni kullanarak IFAT c¢alismislar ve 1/64 ve iizeri titreleri pozitif olarak
degerlendirmislerdir. Bu calisma temel alinarak bir¢ok arastirmaci hem kedilerde
hem de insanlarda serolojik test IFAT’ta antijen olarak B. henselae enfekte Vero
hiicreleri kullanmiglardir. (Zbinden ve ark., 1995; Breitcshwerdt ve ark., 1995a;
Childs ve ark., 1995; Glaus ve ark., 1997; Ives ve ark., 2000; Maurin ve ark., 2002;
Luria ve ark., 2004).

1.7.3.1. indirekt Fluoresan Antikor Teknigi

Immunfluoresan teknikleri, mikroorganizmalarin ¢abuk identifikasyonu, kanda
antikorlarin saptanmasi gibi pratik 6nem tasiyan bir¢cok alanda basari ile kullanilan
antijen-antikor tanisina dayali yontemlerdendir. Sadece fluoresan mikroskoba ihtiyag
gosteren bu teknikler yiiksek spesifiteye sahiptir. Testin temel prensibi, 6zel lamlarda
fikse edilmis enfekte hiicreler veya etkene 0zgiil saflagtirllmis antijenlerin, hasta

serumunda bulunan antikorlarla birlestikten sonra ortama ilave edilen fluoresanl
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anti- immunglobulin ile baglanarak fluoresan vermesi esasina dayanmaktadir. Bu
yontemin basaris1 alinan Ornegin kalitesine, hazirlanan preparatin temizligine,
kullanilan antiserumun 6zgiilliigline ve degerlendiren kisinin tecriibesine baglidir
(Ustagelebi 1992, Izgiir 1994, Bilgehan 1996,). Sonuglarin kisa siirede alinmasi
nedeni ile tercih edilmektedir. Dezavantajlar kiiltiir tekniklerine gore daha az duyarh

olmasidir.

1.8. Sagaltim

B. henselae ile enfekte kedilerde sagaltim ve koruma amagh antibiyotik uygulamasi
cogunlukla tavsiye edilmemektedir. Antibiyotik uygulamalarinin bakterinin kedi
kanindan elimine edilmesini saglayamadigi ancak, bakteriyemi yogunlugunu azalttig1
bildirilmistir. Bartonella tiirlerinin hiicre i¢i etkenler olmalarindan dolay1
antibiyotiklerin etkinlikleri azalmaktadir (Chomel ve ark., 2004; Boulouis ve ark.,

2005).

Kordick ve ark. (1997b), deneysel olarak enfekte ettikleri kedilerde doksisiklin
ve enrofloksasini tedavi amachi 14 ve 28 giinlik uyguladiklarinda kedilerin

bazilarinda bakterinin eliminasyonunun basarisiz oldugunu gézlemislerdir.

Greene ve ark. (1996)’ nin yaptiklart calismada deneysel enfekte edilen 8
kedide bakteriyemi belirlenmis ve 1 hafta doksisiklin uygulanmis kedilerin 4’{inde
bakteri elimine edilmis, ardindan kalan 4 kediye amoksisilin uygulanmis ve 3’iinde
bakteri elimine edilmis, kalan bir kedide ise klavulonate-amoksisilin kombinasyonu

ile bakteriyemi ancak elimine edilebilmistir.

Uzun siireli azitromsin, doksisiklin ve rifampisin tedavileri ile etkenin kedilerde
elimine edildigi bildirilse de, bu uzun siireli tedavilerin kusma, ishal gibi yan etkileri
gozlenmistir. Tedavi protokoliinde azitromisinin oral olarak giinde bir defa 10 mg/kg
21 giin, doksisilin oral 12 saatte bir 10mg/kg 6 hafta ve rifampisinin oral olarak
giinde bir defa 10mg/kg 21 giin uygulanabilecegi bildirilmistir( Ketring ve ark.,
2004).
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Bartonella tiirlerinin antibiyotiklere duyarliligi degerlendirilmis ve amino
glikozidlere, makrolidlere (klindamisin hari¢) tetrasiklinlere ve rifampisine ¢ok

duyarl olduklar1 bulunmustur (Koneman ve ark.1997).

1.9. Koruma

Kediler arasinda etkenin taginmasinda pireler 6nemli rol oynadigindan, kedilerde pire
miicadelesi kedilerin enfeksiyondan korunmasinda temel Oncelik olmaktadir.
Kedilerin tirnaklarimin kesilmesi etkenin 6zellikle pirelerle tasinmasindan dolayi
siirh etkilidir. Arastirmacilar, asi1 gelistirme ¢alismalart ile kedilerin enfeksiyondan
korunmasini amaglayan c¢alismalarin gerekliligini vurgulamaktadirlar (Chomel ve

ark., 2004; Boulouis ve ark., 2005).

1.10 Amacg

Bu c¢alisma ile ozellikle, cocuklarda, geng eriskinlerde, AIDS hastalarinda ve doku
transplantasyonu yapilan hastalarda basta KTH’na neden olan, B. henselae’nin
Ankara bolgesindeki kedilerde seroprevalansini ve kedilerin kaninda varligini
bakteriyolojik, serolojik ve molekiiler testlerle belirleyerek, lilkemizde bu konuda

calisma yapacak arastirmacilara onciiliilk etmek amaclanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC
2.1.1 Orneklerin Se¢imi ve Toplanmasi

Bu c¢alismada kullanilan kedi kanlari, Subat 2004 ile Subat 2006 tarihleri arasinda
Ankara Biiylik Sehir Belediyesi Kiigiik Hayvan Klinigine (156), Eryaman Petplanet
Veteriner Klinigine (79) ve Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklari
Anabilim Dali Klinigine (21) saglik problemi, immunizasyon, kontrol ve
kisirlagtirma amagli gelen toplam 256 kediden alinmistir. Calismada kullanilan 256
kedi Ankara’nin degisik bolgelerinden 219 farkli birey tarafindan kliniklere
getirilmistir. Ornek alinan kedilerin Ankara genelinde ilgelere gore dagilimi Sekil-
2’te gosterilmistir. Bu kedilere ait yas ve yasam kosullarina iligkin bilgiler kedileri
klinige getiren sahislarin verdigi bilgilerdir. Yasam kosullarma iligkin gruplandirma
ise barinma durumlarina gore evle siirli ev kedisi, sokakla iligkili ev kedisi ve sokak
kedisi olarak yapilmistir. Orijinlerine gore gruplandirma ise evde dogmus, sokaktan

alinmis ve petshop’tan alinmis olarak yapilmistir.

Kedilerin vena jugularis veya vena cephalica antebrachii’sinden mavi ve
turuncu uglu kelebek setler kullanilarak 3 ml kan alindi. Kanin 2 ml si kan kiiltiirii
calismasinda kullanilmak icin EDTA’L tiiplere, 1 ml’si serolojik caligmada
kullanilmak i¢in serum ayirma amagli biyokimya tiiplerine ayrildi. Kan kiltiirii
amach kullanilacak EDTA I kanlar ¢alismada kullanilincaya kadar — 70 °C’ de
sakladi. Biyokimya tiiplerindeki kan 1500 devirde 5 dakika santrifiij edilerek serumu
ayrildi, serumlar 500 pl’lik ependorf tiiplere konarak, kullanilincaya kadar — 20
0C’de sakland.
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2.1.2. Kullanilan Cihaz ve Gerecler

18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.

. DNA Thermal Cycler ( Mastercycler. Eppendorf, Almanya )

Elektroforez tanki ve gii¢c kaynagi ( E714; Consort, Belgika )

UV transilliiminatorlii bilgisayarli jel dokiimantasyon sistemi ( Biolap,
Tirkiye )

Santrifiij ( Labofuge 200 Heraeus, Almanya )

Sogutmali santrifiij ( Sigma 4K 15, Sigma 3K15, Almanya

pH metre ( Metler toledo Mp 220, Isvigre)

Vortex ( Velp, Italya)

Derin dondurucu ( -20 ve -70 ° C )( MDF-U5410; Sanyo, Japonya )
Buzdolab (+4 ° C)( T 4042; Argelik, Tiirkiye )

. Manyetik karistirict ( MK 103; Niivemix, Tirkiye )

. Btiiv- CO, 1i Inkiibatdr ( Sanyo MC175, Japonya)

. Otoklav ( MLS 3020U; Sanyo, Japonya )

. Hassas terazi ( Presica 220, Switzerland )

. Fluoresan mikroskop ( CH40; Olympus, Japonya )

. Steril laminar akimli giivenlik kabini ( Clean Air, Waerden, The Netherlands)
. Koloni Mikroskobu (S7-PT, Olympus, Japonya)

. Otomatik pipet ( Transfer pipet ) 2 pl,10 pl,200 pl, 1000 pl( BIOHIT, Proline

Isolab )

Steril pipet ucu 2 ul, 10 ul,200 pl,1000 ul ( Eppendorf Reference, Almanya )
Eppendorf tiip (1,5-0,6 ml) ( Eppendorf Reference, Almanya )

Steril PCR tiipii (0,2 ml) ince duvarli, Rnase-Dnase free (Biozym )
Vacutainer serum ayirma tiipti (16 x 100 mm ) ( Hemo&Tube, Tiirkiye)
Vacutainer EDTA' I1 tiip (12 x 75 mm ) (Hemo&Tube, Tiirkiye)

Mavi, turuncu ve yesil u¢lu kelebek set (Bigakgilar, Tiirkiye)

Tek kullanimlik plastik steril petri ( Firatmed, Tiirkiye )

Tek kullanimlik plastik 6ze(Looplast, Italya )

Donmaya dayanikli 2ml lik Kriovial tiip (TPP, Almanya)
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2.1.3. Kullanilan Biyolojik ve Kimyasal Maddeler

1. Bartonella henselae IFA slide (VIRCELL, Granada, ispanya)
2. Konjugat; ke¢i anti-kedi IgG, ( H+L, FITC ile isaretlenmis) (Kirkegaard &
Perry laboratories, Gaithersburg, MD - ABD)
. Brain Heart Infusyon besiyeri (MERK, Darmstadt, Almanya)
. Bacto Agar (Difco, Detroit, ABD )

Defibrinize tavsan kani — at kan1

3-5% hidrojen peroksit (Merck, Darmstadt, Almanya)

. Taq I Enzim (ER0671; Fermentas, Lithuania)

. Hha I Enzim (ER1851; Fermentas, Lithuania)
10. Tag DNA Polimeraz ( Q82250N; Fermentas, Lithuania)
11. T0XPCR Buffer ( Q7260B; Fermentas, Lithuania)
12. 25 mM MgCl, ( FB4250; Fermentas, Lithuania)
13. Primer—1 (19 baz) Primer-2 (22 baz) (Thermo, Almanya )
14. 25 mM d NTP set (Fermentas, Lithuania)
15. DNA marker ,0X174DNA/ Hinfl (SM0261; Fermentas, Lithuania)
16. Agarose (High resolution, Ultrapure grade) ( A8455; Sigma, ABD )
17. Etidyum bromiir (E7637; Sigma, ABD )
18. Asetik asit (A6283; Sigma, ABD )
19. Etil alkol (Sigma, ABD )
20. isopropil alkol ( 19516; Sigma, ABD )
21. Etilen diamin tetra asetik acit (EDTA), Titriplex III (E4884; Sigma, ABD )
22. Orange G (03756; Sigma, ABD )
23. Sodyum hidroksit ( S8045; Sigma, ABD )
24. Trisma-base (T 1503; Sigma, ABD )
25. Gliserin ( Birpa, Ankara, Tiirkiye)
26. Kullanilan Bakteri Suslar

3
4
5
6. Tetra metil fenilendiamin dihidroklorit (Merck, Darmstadt, Almanya)
7
8
9

PZR reaksiyonu ve kiiltiir i¢in pozitif kontrol Bartonella henselae (ATCC-49793)
susu ve Bartonella clarridgeiae (Tel-Aviv sokak kedisi kaynakli ) sus ve IFAT da

pozitif kontrol i¢in pozitif serum Dr. Michael Gladi (Israil) tarafindan saglandi.
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IFAT’ta antijen olarak VIRCELL firmasindan saglanan Bartonella henselae
Houston-1 (ATCC-49882) susu kapli lamlar kullanildi.

2.1.4. Kullamilan Cozelti ve Tamponlar

1. 0.5M EDTA c¢ozeltisi (pH: 8)

EDTA 186,1 g
NaOH 20g

Distile su ile 1000 ml'ye tamamladi.

2. 50 x TAE ( Tris - Asetik asit- EDTA cozeltisi )

Tris-baz 242 g
Asetik asit 57,1 ml
EDTA 0,5 M, pH= 8§ 100 ml

Distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi.

3. IxTAE

50 x TAE 10 ml

Distile su ile 500 ml ' ye tamamlandi.

4. Yiikleme tamponu

Gliserol 3ml
Orange G 25 mg

7 ml distile suda ¢ozildii.
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5. Etidyum bromiir stok ¢ozeltisi

Etidyum Bromiir 10 mg

1 ml distile suda ¢oziildii.

6. Etidyum bromiir jel boyama c¢ozeltisi

Etidyum bromiir stok ¢ozeltisi ( 10 mg / ml) 50ul
Distile su 300ml
( Cozelti, kapakli plastik kutuda hazirlanarak oda 1sisinda saklandi. En ¢ok 10 jel

boyamasinda kullanildiktan sonra yenilendi. )

7. Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS) pH 7,2 + 0,2 at 25°C

NaCloooiieeieeeeeee e 8gr
KClLuiiiiiiicce 0.2gr
NagHPOy4..ooooiieeiiiiiiieee 1.15gr
KHoPO4.oooiiiiiiiieeieeieee 0.2gr
Distile SU.....cooeeierieienieieeee ~1.000 ml

Gramajlar belirtilen kimyasallar 11t. lik siseye kondu, iizerine 500 ml distile su
eklendi ve iyice karistirilarak maddelerin erimesi beklendi. Maddeler eridikten
sonra karigim distile su 1 It ye tamamlandi, iyice ¢alkalandi. Bir behere 1020 ml
almarak pH metre ile pH s1 6l¢iildii. 1M HCI ve 1M NaOH kullanilarak pH 7,2

ye ayarlandi.
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2.2. YONTEM

2.2.1. izolasyon ve identifikasyon Cahsmalar:

2.2.1.1.Kiiltiir

Bartonella henselae yoniinden bakteriyemik kedilerin tespit edilmesi amaciyla 256
kedinin kanlar ii¢ farkli besiyerine inokule edilerek inkiibe edildi. Besiyeri olarak %
7 tavsan kanli, % 7 at kanli BHI agar ve at kani ile hazirlanmig ¢ikolata agar olmak

tizere ti¢ farkli besiyeri kullanildi.

2.2.1.2. Orneklerin inokulasyonu
Kiiltiir i¢in iki farkli inokulasyon yontemi uygulandi.

Birinci yontem Marston ve ark (1999)’nin uyguladigi direkt inokulasyondur.
Bunun i¢in EDTA’l tiiplere alinan kandan, 120 pl kan higbir isleme bagvurmadan
hemen % 7 tavsan kanli BHI agara inokiile edildi ve 35 °C’de % 5 CO, li etiivde 28
giin inkiibe edildi.

Ikinci yéntem Maruyama ve ark. (2000)’nin uyguladigi dondurup ¢dzdiirme
islemi ile eritrositlerin par¢alanmasi, intraeritrositik olan B. henselae’ nin eritrosit
disina ¢ikarilmasi ve santrifiij edilerek ¢oklastirma yontemidir. EDTA’l tiiplere
alman kan —70 °C de donduruldu ve kullanilacagi zaman oda 1sisinda ¢ozdiiriildii.
Cozdiiriilen kanlar vortex ile iyice karigtirildi. Kanlar 3800 rpm de 70 dk santrifiij
edildi, bdylece mevcut bakteriler var ise ¢oktiiriilerek coklastirildi. Ustteki
siipernatant dikkatlice dokiildii. Pelet kisim siispanse edildi. Siispansiyon amagh
Maruyama ve ark. (2000)’nin kullandigt Medium 199 yerine, Cabassi ve ark.
(2002)’nin  kullandigt BHI broth kullanildi. Siispansiyon ig¢in tiiplerdeki peletin
tizerine 200 pl BHI broth eklendi ve vortex ile iyice karistirildi. Siispansiyon ii¢ esit
miktarda % 7 tavsan kanli BHI agara, % 7 at kanli BHI agara ve Cikolata agara
inokiile edildi. Besiyerlerine dokiilen siispansiyon kendi akigskanligi kullanilarak

besiyeri iizerine yayild1. Besiyerleri 35 °C’de %5 CO,’li etiivde 35 giin inkiibe edildi.
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Ug farkli besiyerinin, B.henselae’nin iiremesi iizerine etkilerini degerlendirmek igin
tic farkli besiyerinde iireme zamanlar1 ve cfu degerlerini belirleyebilmek igin
inokulasyonun 4. giiniinden itibaren gozlenen iiremeler degerlendirildi ve koloni

mikroskobunda sayilarak cfu degeri belirlendi.

2.2.1.3. Kan Kiiltiirlerinin Degerlendirilmesi

Besiyerleri giin asir1 diizenli olarak kontrol edildi. Sekillenen kolonilerin gelisme
zamani, koloni morfolojisi ve etkenlerin Gram boyanma o6zelligi degerlendirildi.
Inokulasyonun 4. giiniinden sonra sekillenen, besiyerine hafif gomiilmiis ve
kaldirildiginda besiyerinde izi kalan, karnabahar goriiniimiinde R tipli koloniler ve
¢ig damlas1 goriinlimiinde S tipli koloniler Gram boyamaya alindi. Gram negatif,
kiiciik kokobasil etkenler gozlenen kolonilere biyokimyasal test olarak oksidaz ve
katalaz testi uygulandi. Gram negatif, katalaz ve oksidaz negatif izolatlar muhtemel
Bartonella spp. olarak degerlendirildi ve pasajlar1 yapildi. Pasajlarda sekillenen
koloniler % 20 gliserol igeren BHI buyyon igine alindi, krioviallerde -80 °C’de
saklandi. Bir kismi da 1ml distile su igeren ependorf tiiplere alinarak PZR da

kullanilmak iizere -20°C’de saklandh.

2.2.2.PZR Analizleri ile izolatlarin DNA’simin Belirlenmesi

2.2.2.1. DNA'nin Elde Edilmesi

DNA elde edilmesinde, 6n calismada kaynatma yontemi, fenol-kloroform-isoamil
alkol ekstraksiyonu ve etanol presipitasyonu yontemi ve bir ticari kit denendi ve
standardizasyonda onemli bir farklilik go6zlenmediginden daha kolay ve daha
ekonomik bir yontem olan Chomel ve ark. (2002)nin kullandig1 kaynatma yontemi

secildi. Bu amagla

1. Besiyerinde sekillenen koloniler Iml distile su igeren ependorf tiiplerine

alind1 ve iyice karistirildi.
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2. Tipler 12 000xg’de 5 dk santrifiij edilerek bakterilerin dibe ¢6kmesi saglandi
ve lstteki s1vi uzaklastirildi.

3. Bakteri ¢okeltisi iizerine 750 pl distile su eklenerek tekrar santrifiij edildi. Bu
islem 3 defa uygulanarak inhibitér maddelerin uzaklastirilmasi saglandi.

4. Son santrifiijden sonra {isteki sivi uzaklastirildiktan sonra 500 pl distile su
eklendi ve iyice karigtirildi.

5. Hazirlanan 6rnekler 10—15 dk kaynatildi. 12 000xg’de 5 dk santrifiij edildi ve

{istteki s1v1 steril bir ependorf tiipiine alinarak -20°C’de saklandi.

2.2.2.2. PZR Karisiminin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada Maruyama ve ark. (2000) ve Marston ve ark. (1999)’nin kullandig1 B.
henselae’nin sitrat sentez (gltA) gen sekansi i¢in homolog iki oligoniikleotit primer
olarak kullanildi. Bunlardan:

BhCS.781p : 5°-GGG GAC CAG CTC ATG GTG G-3°

BhCS.1137n :5’- AAT GCA AAA AGA ACA GTA AAC A-3

primer dizileri kullanildi.

PZR karisimi, her bir ornek icin;

e Distile su 30,8 ul

e 10x PZR tamponu Sul

e MgCL (25mM) 3ul

e dNTP mix (10 mM) Sul

e PrimerI (50 pmol) 0,5 ul

e PrimerII (50 p mol) 0,5 ul

e Taq DNA polimeraz (2,5 U/ul ) 0,2 ul olacak sekilde hazirlandi.

Bu ana karisimdan tiiplere 45'er ul dagitildi ve her tiipe 5 pl 6rnek DNA's1

eklenerek toplam reaksiyon hacmi 50 pl' ye tamamlandi. Bu karisima gore hazirlanan
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ornekler ¢ogaltma icin dnceden programlanmis 1s1 dongii ( thermo cycler ) cihazina

yerlestirildi.

PZR uygulamasmin her asamasinda kontaminasyonun onlenmesi ve toksik
maddelerden korunmak amaciyla eldiven kullanildi. Tepkime tliplerinin DNA
kontaminasyonundan korunmasi amaciyla; tepkime karisimlarinin hazirlanmast,
orneklerin PZR i¢in hazirlanmasi, amplifikasyon ve elektroforez asamalar1 ayri
odalarda yapildi. Odalar arasinda arag gere¢ ve kimyasal ¢ozelti alis verisi yapilmadi.
Deney sirasinda tek kullammmlik pipet ucglar1 ve tiipler kullanildi. Tepkime
karisimlarinin hazirlanmas1 ve Orneklerin PZR i¢in hazirlanmasi asamalar1 biyo
giivenlik siif II kabinlerinde gerceklestirildi. Calismadan 6nce kabinlerin igi ve
kullanilan aletler en az yarim saat ultraviyole ile 1sinlandi, % 10'luk sodyum

hipoklorit ve % 70’lik etil alkolle silindi.

Tepkime karigimlarinin hazirlanmasi sirasindaki kontaminasyonlari belirlemek
i¢cin, her bir amplifikasyon setinde Bartonella henselae DNA pozitif ve ayrica hig
DNA icermeyen negatif kontroller (tepkime karisgiminda kalip DNA'nin

bulunmamasi ) kullanildi.

2.2.2.3. DNA Amplifikasyonu

Amplifikasyon islemi sirasinda Maruyama ve ark. (2000),’nin uyguladigi
amplifikasyon protokolii kullanildi. Hedef DNA baglangigta 95 °C'de 3 dk

bekletilerek denatiire edildi. Bu asamadan sonra;

95 °C' de 20 sn denatiirasyon
56 °C' de 30 sn primerlerin baglanmasi

72 °C'de 1 dk. primerlerden yeni DNA zincirinin sentezlenmesi

olmak tizere toplam 30 dongii yapildi. En son asamada 72 °C'de 5 dk bekletilerek
reaksiyon tamamlandi. Amplifikasyon sonrasinda reaksiyon tiipleri degerlendirme

asamasina kadar +4 ° C'de bekletildi.
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Birinci amplifikasyondaki degerlendirme sonrasinda, negatif sonu¢ alinan

ornekler i¢in ayn1 amplifikasyon islemi yeniden tekrarlandi.

2.2.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi
2.2.2.4.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Amplifikasyondan sonra amplifiye iirlinlerin degerlendirilmesi i¢in % 2 lik agaroz
jel hazirlandi. Agaroz jel elektroforezi sirasinda yiirlitme tamponu olarak TAE
tamponu kullanildi. Agaroz bu tampon igerisinde eritildikten sonra, 60 °C'ye
sogutularak hazirlanan yatay jel tablasina dokiildi. 5 mm kalinhiginda dokiilen
agaroz iizerine elektroforez taragi takilarak, jelin tamamen katilagmasi i¢in 30 dakika
beklenildi. Bu siire sonunda taragin jele zarar vermeden c¢ikartilmasi saglandi (Ari,

1999).
2.2.2.4.2. Elektroforez islemi

Jel, elektroforez tankina, delikli kismi katoda gelecek bi¢cimde yerlestirildi ve tampon
soliisyonu TAE jelin en az 1 mm iistiinde olacak sekilde tankin i¢ine eklendi. Elde
edilen izolata ait DNA'larin yogunluklarini arttirmak, boyamak ve jeldeki ilerleme
hizim1 gérmek amact ile 10 pl cogaltilmis DNA o6rnegi, 5 pul yiikleme tamponu
(orange G + gliserol ) ile karistirilip, 15 pl alinarak jele yiiklendi. Tankin kapagi
kapatilarak, elektrotlara dogru akim veren gii¢ kaynagi baglandi ve hareketin anoda
dogru olup olmadigi kontrol edildi. Amplifiye edilen DNA 6rnekleri 110 voltta 40 dk
elektroforez islemine tabii tutuldu (Ar1, 1999).

2.2.2.4.3. Boyama ve Gériintiileme Islemi

Boyama isleminde fluoresan boya olan etidyum bromiir kullanildi. Jel, 20 dk 0,5 mg
/ ml etidyum bromiirlii boya ¢ozeltisi i¢cinde bekletildi. Boyama isleminden sonra jel,
bilgisayarli UV transilliiminatér kutusu iizerine yerlestirildi ve jel i¢cinde bulunan
boyanmis DNA'lar bilgisayarli jel dokiimantasyon sistemi araciligi ile goriintiilendi

(Ar1, 1999).
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2.2.3. Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri Ile RFLP Analizi

PCR reaksiyonu sonucu 24 Bartonella spp. pozitif 6rnegin agaroz jelde goriiniir
bandlarinda tiplendirme yapmak ig¢in, restriksiyon endoniikleaz enzim analizi
uygulandi. Her izolata ait amplifikasyon iiriinli, Tag-I ve Hha I enzimi ile kesildi

(Maruyama ve ark. 2000). Kesim islemi i¢in:

e Enzim ( Tag-I) 0,8 ul
e EnzimTamponu ( 10 x) 2,6 ul
e Amplifiye iiriin 10 pul
e Distile su 11,6ul
e Enzim ( Hha-l1) 0,8 ul
e EnzimTamponu ( 10 x) 2,6 ul
e Amplifiye iiriin 10 pul
e Distile su 11,6ul

25 ul olacak sekilde hazirlanan reaksiyon karisimi, Taq-I enzimi icin 65 °C'de 3

saat, Hha-I enzimi i¢in 37 °C'de 16 saat inkiibe edildi.

Kesim iirlinleri i¢in % 4'liikk agaroz jel hazirlandi. 10 pl kesilmis 6rnekler ve
ayni izolata ait kesilmemis Ornekleri 5 pl yiikleme tamponu ile beraber jeldeki
kuyucuklara yiiklendi. 110 wvoltta 40 dk yiritildi. Jel etidyum bromiir ile

boyandiktan sonra UV - transilliiminator ile incelendi.

2.2.4. Seroloji

Serolojik ¢alismada Regnery ve ark. (1992¢), Chomel ve ark. (1995), Gurfield ve

ark. (2001)’ nin kullandig1 Indirekt Fluoresan Antikor Teknigi ( IFAT) kullanildi.
IFAT’ta antijen olarak VIRCELL(Granada, Spain), firmasinin ticari, lamlara
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kapladig1 B. henselae Houston—1 (ATCC 49882) susu kullanildi. Konjugat olarak
kecide iiretilmis, fluorescein isothyocyonate (FITC) ile isaretlenmis keci anti- kedi

IgG, ( H+L) (Kirkegaard & Perry laboratories, Gaithersburg, MD - USA) kullanildi.

2.2.4.1. IFAT’1mn Uygulanisi

1. 20 °C’de saklanan kedi serumlar1 oda 1sisinda ¢ozdiiriildii. Cozdiiriilen kedi
serumlari, laboratuarda hazirlanan PBS ( pH 7,2 ) ile 1/64 diliie edildi.

2. Diliie edilen serumdan 20 pl lamlardaki antijenle kapli godelere konuldu.

3. Lamlar nem konsantrasyonu yiiksek, 37 °C lik etiive kaldirildi ve 20 dakika
inkiibe edildi, inkiibasyon sirasinda antijene spesifik antikor var ise antijene
baglanarak antijen-antikor kompleksi olusturdu.

4. Inkiibasyondan sonra nonspesifik antikorlar1 uzaklastirmak icin lamlar PBS
(pH 7,2) ile 5 dakika ara ile iki defa yikandi. PBS ile yikanan lamlar distile su
ile yikandi ve kurumaya birakildi. Bodylece nonspesifik antikorlar
uzaklagtirilarak lamda sadece antijen-antikor kompleksi kalmig oldu.

5. Kuruyan lamlardaki godelere PBS ile 1/50 sulandirilmis kedi konjugatindan
20 pl kondu ve lamlar nem konsantrasyonu yiiksek, 37 °C lik etiive kaldirild:
ve 20 dakika inkiibe edildi.

6. Inkiibasyondan sonra lamlar PBS (pH 7,2) ile 5 dakika ara ile iki defa
yikandi. PBS ile yikanan lamlar distile su ile yikandi ve kurumaya birakildi.

7. Kuruyan lamlarin godelerine VIRCELL mounting medium damlatilds,
tizerlerine lamel kapatildi ve fluoresan mikroskopta incelendi.

8. Her c¢alismada pozitif kontrol ve negatif kontrol konarak c¢alisma

degerlendirildi,

2.2.4.2. Testin Okunmasi ve Degerlendirilmesi

Karanlik odada fluoresan mikroskopta 40X biiyiitmede goriintiilerin
degerlendirilmesinde, fluoresan reaksiyonun yogunluk derecesi temel alindi. Siyah
zemin lizerinde yesil-sar1 fluoresan veren homojen bakteri dagilimi derecelendirildi

(Resim-2):
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Cok parlak ++++
Parlak +++
Orta derecede parlak ++
Zayif +

Fluoresan renk gostermeyen -

>1/64 dilisyonda ++ pariltt veren ornekler pozitif olarak kabul edildi. Zayif ve

fluoresan renk gostermeyen ornekler negatif olarak degerlendirildi.

negatif pozitif

Resim- 2 IFAT’ta Bartonella henselae seronegatif ve seropozitif goriiniim

2.2.5. Istatistik
Tiim istatiksel degerlendirmeler “ SPSS 11,5 ( statistical packages for social
sciences) programi ile bilgisayarda yapildi. Elde edilen sonuglarinin

degerlendirilmesinde Pearson ki-kare ve Fisher kesin testleri kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1. Materyal Alinan Kedilerin Degerlendirilmesi

Bu calismada Ankara’da 3 farkli bolgedeki veteriner klinigine gelen 256 kedide
tarama yapildi. Kedilerin yas aralig1 2 aylik ile 14 yas arasinda degismekte olup, yas
ortalamasi 24 ay idi. Kedilerden 163 (% 63,7)’t disi, 93 (% 36,3)’ii erkekti. Bu
kedilerin barinma durumlarina gore siniflandirilmasinda, kedilerden 70 (% 27,3)’i
evle smirlt ev kedisi, 84 (% 32,8)’li sokakla iliskili ev kedisi ve 102 (% 39,9)’si
sokak kedisiydi. Kedilerin 88 (% 34,4)’1 011 aylik, 73 (% 28,5)’1i 12-23 aylik ve 95
(% 37,1)’1 24 aylikta biiylik kedilerdi (Tablo—2). Orijinlerine gore siniflandirmada
ise 207 (% 80,9) kedi sokaktan, 12 (% 4,7) kedi pet malzemesi satilan merkezlerden
alimmis ve 37 (% 14,4) kedi evde dogmus ve direkt sahiplendirilmis idi

Tablo-2,Calismaya Katilan Kedilerin Yas ve Barinma Durumuna Goére Dagilimlari

Yas Sokak Kedileri Soka11<<12 51111 zl;iili B EVIIZS;I]I;E B
2-1lay 41 19 28
1223 ay 30 21 2
24 ay> 31 4 20
TOPLAM 102 84 70

3.2. izolasyon ve identifikasyon Bulgular

3.2.1. Kiiltiir Bulgular

Bartonella henselae yoniinden bakteriyemik kedilerin belirlenmesi amaciyla yapilan,
256 kediye ait kan iki farkli yontemle kiiltiir edildi. Kan kiiltiirleri giin asir1 kontrol
edildi, baz1 kan 6rneklerine ait kiiltiirlerde 4. giinden baslayarak ilerleyen giinlerde

tiremeler gozlendi. Sekillenen kolonilerin koloni morfolojisi degerlendirildiginde,
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genelde R tipli, karnabahar goriinlimiinde, agara gomiilmiis ve kaldirildiginda agarda
izi kalan, serum fizyolojik i¢cinde kolayca dagilmayan koloniler gézlendi (Resim—
3,4,5). Bu kolonilerden siirekli pasajlar yapildiginda iireme siiresinde kisalma ve S
tipli koloni yapisina doniis gozlendi. Bu kolonilerden Gram boyama yapildiginda
Gram negatif, kiiciik kokobasil etkenler belirlendi (Resim—6). Gram negatif 6zellik
gosteren izolatlar katalaz ve oksidaz testine alindi. Katalaz ve oksidaz negatif

izolatlar olas1 Bartonella spp. olarak degerlendirildi.

Iki farkli ekim yontemi sonuglari degerlendirildiginde, dondurarak
eritrositlerin lizis edilmesi ve ardinda santrifiijle mevcut etkenin ¢oklagtirma yontemi
ile 24 kedi kaninda Bartonella spp. izole edildi. Direkt ekim yontemi kullanildiginda
ise ¢oklastirma ydnteminde izolasyon yapilan kedi kanlarindan 19 kedi kaninda da
Bartonella spp. izole edilirken, ¢oklastirma yontemi ile izolasyon yapilamayan diger

kedilerin kanindan direkt ekim ile de izolasyon yapilamadi.

Resim- 3, Bartonella henselae izolatimin Kanli Agarda R Tipi Koloni Gériiniimii
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Resim-5 Bartonella henselae 1zolatinin Kanli Agarda Genel Gériiniimii
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Resim—-6, Gram boyamada B. henselae’nin mikroskobik goriiniimii (100X)

3.2.2. PZR Bulgular

Ureme zamani, koloni morfolojisi, Gram ozelligi ve biyokimyasal ozellikleri
yoniinden olas1 Bartonella spp. olarak degerlendirilen izolatlar, PZR ile Bartonella
spp. DNA’s1 belirlenerek teyit edildi. Bartonella tiirleri icin spesifik, sitrat sentez
geni sekansmma homolog iki primer kullanildi. Bu primerlerin kullanildigt PZR
amplifikasyonu {irtinleri icin % 2 lik agaroz jel elektroforezinde, 380 bg¢’lik bir
bolgede bir bantin gézlenmesi Bartonella spp. PZR (+) , 380 bg’lik bolgede bir
bantin goériilmemesi PZR (-) olarak degerlendirildi (Resim—7). 24 olas1 Bartonella

spp. izolat’in hepsinin PZR ile Bartonella spp. oldugu belirlendi.
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Resim—7, Bartonella tiirlerinin sitrat sentez geninin PZR amplifikasyonu,
M: marker (®X174DNA/ Hinfl)
1: Negatif kontrol,
2: B. henselae (ATCC 49793),
3—7:Bartonella spp. 1zolatlar.

3.2.3. RFLP Bulgular

PZR yontemi ile Bartonella spp. (+) olarak belirlenen 24 6rnekde RFLP analiz
uygulanarak B. henselae tiirii belirledi. B. henselae’nin sitrat sentez geninin 380
b¢’lik bolgesinde spesifik kesim yeri olan Tag I restriksiyon endoniikleaz enzimi
kullanildi. PZR (+) olan 24 6rnek Tag I enzimi ile kesime tabi tutuldu. 7ag I enzimi
ile 21 B. henselae izolatinin 380 b¢’lik amplifikasyon iiriinleri 180, 129 ve 72 bg¢’lik
tic fragmana ayrilirken 3 izolat kesime ugramadi(Resim-8). Kesime ugranmaya
izolatlarin ve B. henselae izolatlarin amplifikasyon iiriinleri Hha I enzim ile kesime
tabi tutuldu. B. henselae ve B.clarridgeiae tarkl biiyiikliiklerde iki fragmana ayrildi
(Resim-9). Tag I enzimi ile kesime ugramayan 3 izolatin, Hha [ enzimi ile iki
fragmana ayrildig1 ve B.clarridgeiae oldugu ortaya konuldu. RFLP yontemi ile Taq 1
ve Hha I endoniikleaz enzimleri kullanilarak, 24 izolatin 21°nin B. henselae, 3’niin

B.clarridgeiae oldugu belirlendi.
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Resim—8 Bartonella spp. izolatlarin Taq I endoniikleaz enzimi ile RFLP Analizi,
M; Marker (®X174DNA/ BsuRI (Haelll),
1- Bartonella henselae (ATCC 49793)
2,4,5,6,7,8,9-Bartonella henselae izolatlar,
3-Kesilmeyen izolat

Resim-9 Bartonella spp. izolatlarin Hha I endoniikleaz enzimi ile RFLP Analizi,
M; Marker (0X174DNA/ BsuRI (Haelll),
1- B. henselae (ATCC 49793)
2-B.clarridgeiae Tel-Aviv sokak kedisi susu
3,4,5- B.clarridgeiae izolatlar
6,7,8-B. henselae izolatlar1
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3.2.4. Kiiltiirel ve PZR Muayene Sonug¢lari

Ankara bolgesi genelinde kedilerin % 9,41 Bartonella spp. yoniinden bakteriyemik

oldugu, kedilerin % 8,2’si B. henselae,

% 1,2°1 B.clarridgeiae yoniinden

bakteriyemik oldugu belirlendi. Kiiltiir amagh kullanilan {i¢ farkli besiyerinde ve iki

farkl1 yontemle izole edilen Bartonella spp izolatlarinin iireme zamanlar1 ve cfu/ml

degerleri Tablo-3’de verilmistir. Tavsan kanli BHI agar ile 24 6rnekten izolasyon

yapilirken, at kanli BHI agar ile 21 6rnekten, ¢ikolata agar ile 19 6rnekten izolasyon

yapilmistir. Direk ekimde kullanilan Tavsan kanli BHI agar ile 19 6rnekten izolasyon

yapilmistir.

Tablo -3, Bartonella spp Izolatlarinin Ureme Zamanlar1 ve

cfu/ml Degerleri

(*B.clarridgeiae)
COKLASTIRMA YONTEMI DIREKT EKiM
Tavsan kanhh BHI
Ornek no Tavsar;;{:;lh BHI At kanh BHI agar Cikolata agar ' agar
cfu300ul | UM | cfuzoopt | O | cfuzoout | UM | cfw/i20pt | O
siiresi/giin siiresi/giin siiresi/giin sliresi/giin
C-22 213 5 192 7 246 7 41 10
C-32 163 7 112 8 142 7 17 9
C-42 37 5 43 7 33 5 7 11
C-48 2 9 1 11 0 -—-- 0 | -
C-49 3 11 2 11 2 11 0 | -
C-59" 109 5 98 8 87 6 11 9
C-75 763 4 513 7 696 5 187 7
C-76 812 6 651 6 568 6 320 7
C-81 307 8 250 8 330 7 160 10
C-84 10 6 1 8 6 6 1 11
C-97 2 8 1 10 0o | - 0o | -
C-105 82 5 69 5 61 5 16 7
C-109° 2 9 0 0 | - (N p—
C-156" 3 10 0 0 | - 1 10
C-157 3 8 2 8 | 8 1 9
E-34 1 7 0 -—-- 0o | - 0 | -
E-63 716 4 693 6 655 4 219 7
E-64 581 5 521 7 557 7 186 7
E-72 671 6 460 6 528 6 225 8
E-81 733 7 655 7 756 7 338 9
E-56 248 6 231 8 197 8 67 11
E-85 1000> 5 1000> 6 1000> 5 513 8
D-10 92 7 87 7 83 7 19 10
0-6 376 8 301 9 397 8 35 12
Ortalama 288 6,7 267 7,6 333 6,5 124 9
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Ureme zamanlar1 degerlendirildiginde, eritrositlerin lizisi ve ardindan
coklastirma yonteminde iireme zamani1 Tavsan kanli BHI agarda yaklasik 7 giin, at
kanli BHI agarda yaklasik 8 giin, ¢ikolata agarda yaklasik 7 giin olarak goézlenirken,
direk ekim yonteminde kullanilan tavsan kanli BHI agarda iireme zamani yaklasik 9

giin olarak bulundu.

Bartonella spp. yoniinden bakteriyemik kedilerin barinma durumlar1 ve yas
dagilimlar1 degerlendirildi(Tablo—4). Barinma durumlarina gore sokak kedilerinin %
12,7’s1 Bartonella spp., % 9,81 B. henselae, % 2,9’u B.clarridgeiae yOniinden
bakteriyemik oldugu belirlendi. Ev kedileri B. henselae yoninden % 7,1
bakteriyemik bulunurken, sokakla iliskilerine gore siiflandirildiginda, sokakla
iliskili ev kedilerinin % 10,7’si, evle smirli ev kedilerinin % 2,9’ B. henselae
yoniinden bakteriyemik bulundu. Ev kedilerinde B.clarridgeiae tespit edilemedi.
Sokak kedilerinin, sokakla iligkili ev kedilerinin ve evle smirli ev kedilerinin
Bartonella spp bakteriyemi pozitifligi yoniinden aralarindaki fark istatistiksel olarak
onemli bulunmadi. Sokak kedilerinin ve sokakla iligkili ev kedilerinin Bartonella spp
bakteriyemi pozitifli§i yoOniinden aralarindaki fark istatistiksel olarak Onemli
olmadig1 gozlendi, fakat sokak kedileri ve evle sinirh ev kedilerinin Bartonella spp
bakteriyemi pozitifligi yoniinden aralarindaki fark istatistiksel olarak 6énemli bulundu

(P<0,05).

Bakteriyemi pozitifliginde, yas dagilimina gore en yiiksek pozitiflik orani
sokak kedilerinde 12-23 aylik kedilerin % 16,6’s1, sokakla iliskili ev kedilerinde 12—
23 aylik kedilerin % 19°u, evle sinirh ev kedilerinde 2—11 aylik kedilerin % 7,11
pozitif bulundu. Kedilerin genelinde, 2—11 aylik kedilerin % 9,1°1, 12-23 aylik
kedilerin % 12,31, 24 ayliktan biiylik kedilerin % 6,3’1 Bartonella spp. yoniinden
bakteriyemik bulundu. Kedilerin yas dagilimina gére gruplar arasinda Bartonella
spp. bakteriyemi pozitifligi yonilinden aralarindaki fark istatistiksel olarak onemli

bulunmadi.
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Tablo—4, Bartonella spp. Y 6niinden Bakteriyemik Kedilerin Barinma Durumu ve

Yas Dagilimi
. Sokakla Iliskili Ev Evle Sinirhi Ev
Sokak Kedileri Kedileri Kedileri
Yas
Pozitif | Negatif % Pozitif | Negatif % Pozitif | Negatif %
2-11ay 5 36 12 2 17 10,5 26 7,1
12-23 ay 5 25 16,6 4 17 19 22 0
24 ay> 3 28 9,7 3 41 6,8 20 0
TOPLAM 13 89 12,7* 9 75 10,7 68 2,9*
* (P<0,05)

Tablo -5 B.henselae Yoniinden Bakteriyemik ve Seropozitif Kedilerin Barinma

Durumuna Goére Dagilim

Ev Kedileri
Sokak Kedileri Sokakla Tliskili Ev Evle Sinirhi Ev
Kedileri Kedileri
Bakteriyemik % 9,8 10,7 2,9
Seropozitif % 27,5 14,3 114
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3.2.5. Serolojik Bulgular

IFAT ile yapilan serolojik calismada, anti-B. henselae 1gG antikoru yoniinden
seropozitif kediler belirlendi. Sokak kedilerinin % 27,5’i, ev kedilerinin % 12,9°u
anti-B. henselae 1gG antikoru yoniinden seropozitif bulundu. Ev kedilerinin sokakla
iliskilerine gore; sokakla iligkili ev kedilerinin % 14,3°1i, evle siirli ev kedilerinin %
11,4°1 anti-B. henselae 1gG antikoru yoniinden seropozitif bulundu. Ankara bolgesi
genelinde kedilerinin % 18,8’si anti-B. henselae 1gG antikoru ydniinden seropozitif
bulundu. Sokak kedilerinin, sokakla iligkili ev kedilerinin ve evle smirh ev
kedilerinin B. henselae seropozitifligi yoniinden aralarindaki farkin istatistiksel

olarak 6nemli oldugu gézlendi( P<0,05).

Seropozitif bulunan 48 kedinin 27(% 56,2)’si 1/64 titrede, 14(% 29,1)1
1/128 titrede, 4(% 8,3)’i 1/256 titrede, 3(% 6,2)’0 1/512 titrede pozitif
bulunmustur(Tablo—7).

Tablo—6, B. henselae Yoniinden Seropozitif Kedilerin Barinma Durumlar ve Yas
Araliklarina Gére Dagilimi

Ev kedileri

Sokak Kedilerl Sokakla Iliskili Ev

Yas Kedileri Evle Sinirlt Ev Kedileri

Pozitif | Negatif % Pozitif | Negatif % Pozitif | Negatif %

2-1lay 9 32 21,9 1 18 5,2 4 24 14,3

12-23ay | 8 22 | 266 | 4 17 19 1 21 4,5
24ay> | 11 20 | 354 | 7 37 | 15,9 3 17 15
TOPLAM | 28 74 | 27,5 | 12 72 | 143" | 8 62 | 11,4

*(P<0,05)
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Tablo-7, B. henselae Y 6nilinden Seropozitif Kedilerde Pozitif Titre Dagilimi

BARINMA DURUMU | PoAtf () | 1/64 1/128 1/256 1/512
Sokak Kedileri 28 17 8 2 1
Sokal;(lz jillizlr(iili Ev 1 4 4 5 5
i I I T N
Toplam 48 27 14 4 3

B. henselae yoniinden seropozitif olan 48 kedinin 17 (% 35,5)’1 B. henselae
yoniinden bakteriyemik bulunurken, seronegatif olan 208 kedinin 4(% 1,9)’i
bakteriyemik bulundu. Serolojinin bakteriyemiye gore pozitif prediktivitesi % 35,5
negatif prediktivitesi % 98 olarak belirlendi. B. henselae yoniinden bakteriyemik
kedilerin antikor titre dagilimlar1 Tablo-8’de verilmistir. Bakteriyemik kedilerin %

52,9’u 1/64 titrede pozitif bulundu.

Tablo—-8, B. henselae Bakteriyemik Kedilerde Anti-B. henselae 1gG Antikoru Titre

Dagilimi
Negatif 1/64 1/128 1/256 1/512
Evle Sinirlt 2
Ev-Sokak 4 1 3
Sokak 6 4 1
Toplam 4 9 7 1
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Evle sinirli kediler orijinlerine gore degerlendirildi. Evle simirhi kedilerin 26
(% 37)’s1 evde dogmus, 12 (% 17)’si petshoptan alinmis, 32(% 45,7)’si sokaktan
almmustir. Bartonella spp. bakteriyemisi yoOniinden degerlendirildiginde evde
dogmus kedilerden etken izole edilemedi(% 0). Petsoptan alinmis 1 (% 8,3) kediden,
sokaktan alinmis 1 (% 3,1) kediden B. henselae izole edildi.

Evle smirli  kediler orijinlerine  gore  seropozitiflik  yoniinden
degerlendirildiginde evde dogmus 1(% 3,8) kedi, pet malzemesi satan merkezden
almmig 2 (% 16,6) kedi, sokaktan alinmis 5 (% 15,6) kedi anti-B. henselae 1gG

antikoru yoniinden seropozitif bulundu(Tablo-9).

Tablo—9, Evle Smirhi Kedilerde B. henselae Bakteriyemisi ve Seropozitiflik
dagilimi

Orijini Sayis1 Bakteriyemi (yayayi) Seropozitif
Evde dogmus 26 (% 37) 0 1

Petshop 12 (% 17) 110 ayiy 2

Sokak 32 (% 46) 1 9ayni) 5

Kedilerde cinsiyete gore pozitiflik dagilimi Tablo-10’da verilmistir. Disilerin
% 9,2’s1, erkeklerin % 6,4’ Bartonella spp yoniinden bakteriyemik bulundu.
Disilerin % 20,8’si, erkeklerin % 15’1 anti-B. henselae 1gG antikoru yoniinden
seropozitif bulundu. Disi ve erkekler arasindaki Bartonella spp bakteriyemisi ve B.
henselae seropozitifligi yoniinden fark istatistiksel olarak énemli bulunmadi. Disi ve
erkeklerin barinma durumlar dikkate alindiginda, evle smirli kediler ve sokakla
ilsikili kedilerde cinsiyetler arasindaki hem bakteriyemik hem de seropozitiflik
yoniinden fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmadi. Sokak kedilerinde disilerde %
13,8 erkeklerde % 2,7 bakteriyemi belirlenirken, disilerde % 35,3 erkeklerde % 13,5

anti-B. henselae 1gG antikoru yoniinden seropozitiflik belirlendi. Sokak kedilerinde



49

disi ve erkekler arasinda bakteriyemi yoniinden fark 6nemli bulunmazken,
seropozitiflik yoniinden fark 6nemli bulundu(P<0,05). Disi kedilerin barmma
durumlarina gore seropozitiflikleri degerlendirildiginde aralarindaki fark istatistiksel

olarak 6nemli bulundu(P<0,05)

Tablo-10, Kedilerde B. henselae 'nin Cinsiyete Gore Pozitiflik Dagilimi

DISI ERKEK
B. henselae B. henselae
Bakteriyemi B. henselae Bakteriyemi B. henselae
BARINMA Say1 Pozitif IgG pozitif | Say1 Pozitif IgG pozitif

Evle Sinirlt 44 11 (%2,4) 5% 11,3)* 26 1(%3.8) |3 (%l11,5)
Sokakla Iliskili 54 15(%9,2) 6 (% 11,1)* 30 4 (%13,3) |6 (% 20)
Sokak 65 |9 (% 13,8) [23(%35,3)"|37 1 (%2,7) |5(%13,5)
Toplam 163 |15(%9,2) |34 (% 20,8) |93 6 (%6,4) |14 (% 15)
*(P<0,05)

Kedilerde B. henselae bakteriyemisini belirlemede kan kiiltiiri altin standart

olarak kabul edilirse, serolojik yontemde kullanilan IFAT’1n sensitivitesi (duyarlilik)
ve spesifitesi(6zgllliik) belirlenebilir. 256 kedinin 21 tanesi B. henselae yOniinden
bakteriyemik, bu kedilerin 17 tanesi seropozitif, 4 tanesi seronegatiftir. 235 kedide B.
henselae yoOniinden bakteriyemi belirlenememistir. Bu kedilerden 31 tanesi
seropozitif iken 204 tanesi seronegatiftir. IFAT 1n sensitivitesi % 80,9 ve spesifitesi

% 86,8 olarak hesaplandi.
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4. TARTISMA

Seroepidemiyolojik ve bakteriyolojik calismalar B. henselae’nin kedilerde
diinya genelinde yaygin oldugunu ortaya koymaktadir. Cografik lokalizasyon ve
kedilerin yasam kosullarina gore, kedilerde seroprevalans % 5-% 80 arasinda,
bakteriyemi prevalansi ise ¢ok diisiik oranlardan, kedi popiilasyonunun yarisindan

fazlasinda bulunacak oranda dalgalanmaktadir ( Boulouis ve ark., 2005).

Kedilerde seroprevalansi ve bakteriyemi prevalansini etkileyen en dnemli
faktor, kedi popiilasyonundaki, B.henselae’y1 kediler arasinda tasimakta olan ana
vektor kedi pirelerinin yaygmhigidir. Pireler lireme ve gelisme agisindan iklimsel
Ozelliklerden oOnemli sekilde etkilenmektedir. Iliman ve nemli iklim bdlgeleri
kedilerde pire enfestasyonunun yaygin oldugu bolgelerdir (Jameson ve ark.,1995).
Bu sebepten dolay: iilkeler igindeki bolgeler arasindaki iklim farkliliklar1 dahi
kedilerde B. henselae seroprevalansi ve bakteriyemi prevalansinda farkliliklara neden

olmaktadir(Jameson ve ark.,1995; Maruyama ve ark.,2000).

Akdeniz iilkelerindeki kedi popiilasyonunda B. henselae prevalansina
iliskin calismalarda; Kuzey Italya’da, Cabassi ve ark. (2002), ev kedilerinde B.
henselae bakteriyemi prevalansini % 9,7, Fabbi ve ark. (2004a,b), bir caligmada
sokak kedilerinde bakteriyemi prevalansini % 23 seroprevalansit % 39, baska bir
calismada sokak kedilerinde bakteriyemi prevalansint % 18 seroprevalanst % 38
olarak bildirmislerdir. Fransa Paris’te Gurfield ve ark. (2001), ev kedilerinde B.
henselae bakteriyemi prevelansint % 16,5 seroprevalansit % 41 bulurken, Fransa
Nancy’de Heller ve ark. (1997), sokak kedilerinde Bakteriyemi prevelansini % 37,2
bildirmislerdir. Israil’de Baneth ve ark. (1996), ev kedilerinde seroprevalans1 % 39,5
olarak bildirmislerdir. Sunulan bu ¢alismada Ankara bolgesi kedilerinde B. henselae
bakteriyemi prevalanst % 8,2, seroprevalanst % 18,8 olarak bulunmustur. Bu
calismanin verilerinin bildirilen diger iilke verilerine oranla daha diisiik bir oranda
olmasi, bu c¢alismanin yapildig1 yer olan Ankara’da karasal iklimin hiikiim siirmesini
disiindiirmektedir.  Dolayisiyla  {ilkemizde akdeniz ikliminin etkisindeki,
sehirlesmenin ve niifus yogunlugunun daha fazla oldugu kiy1 boélgelerimizdeki kedi

populasyonunda bu oranlarin daha yiiksek olmasi beklenebilir.
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Kedilerin yasam kosullar1 ele alindiginda sokak kedilerinin ev kedilerine
oranla pozitiflik oranlarinin daha fazla oldugu bildirilmistir. Arvand ve ark. (2001),
Berlin’de sokak kedilerinin % 18,7’sini bakteriyemik bulurken ev kedilerinin % 1’ni
bakteriyemik bulmustur. Chomel ve ark. (1995), ev kedilerinde % 24 sokak ve
sahipsiz kedilerde % 61 bakteriyemi belirlemislerdir. Childs ve ark. (1994), B.
henselae seroprevalansini ev kedilerinde % 12, sokak kedilerinde % 44 bulmuslardir.
Barnes ve ark. (2000), B. henselae seroprevalansini ev kedilerinde % 40,6, sokak
kedilerinde % 41,8 olarak belirlerken, sokak ve ev kedileri arasinda pozitiflik
yoniinden 6nemli bir farklili§in olmadigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada, B. henselae
bakteriyemi prevalansi sokak kedilerinde % 9,8 , ev kedilerinde(sokakla iliskili ev
kedileri ve evle siirli ev kedileri) % 7,1 olarak belirlenirken, bakteriyemi yoniinden
sokak kedileri ve ev kedileri arasinda 6nemli bir farklilik bulunamadi. Bartonella
henselae seroprevalansi sokak kedilerinde % 27,4, ev kedilerinde % 12,9 olarak
belirlenirken, seropozitiflik yoniinden sokak kedileri ve ev kedileri arasinda dnemli
bir farklilik bulundu. Bakteriyemik yonden sokak kedileri ve ev kedileri arasinda
onemli bir farkin olmamasinin nedeni, bu ¢alismada kullanilan kedilerin % 80’inin
orijininin sokak kaynakli olmasindan kaynaklanabilir. Bakteriyemik yonden sokak
kedileri % 12,7 evle smurl ev kedileri % 2,9 pozitifti ve aralarinda ki fark 6nemli

bulundu.

Ev kedilerinin sokakla iliskilerinin B. henselae pozitifligi lizerine etkisini
Maruyama ve ark. (2003) arastirmis ve sokakla iliskili kedilerde seroprevalanst %
14,5, evle smirl kedilerde ise seroprevalansi % 7 olarak belirlemisler ve aralarindaki
fark 6nemli bulunmuslardir. Bu calismada, ev kedilerinin sokakla iligkilerine gore
pozitiflikleri degerlendirildiginde, sokakla iligkili ev kedilerinde bakteriyemi
prevalanst % 10,7 seroprevalans % 14,3 olarak bulunurken, evle sinirli ev

kedilerinde bakteriyemi prevalansi % 2,9 seroprevalans % 11,4 olarak bulundu.

Gurfield ve ark. (2001), ev kedisi orijinlerinin pozitiflik {izerine etkilerini
incelemisler ve sokak orijinli olan ev kedilerinin % 25,8’inin B. henselae yoniinden
bakteriyemik , % 49,5’inin de seropozitif oldugunu aciklamislar ve bir pet malzemesi

satan merkezden, yetistiriciden veya bir aileden alinan evde dogmus kedilerin %
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14,2’sinin B. henselae yoniinden bakteriyemik , % 38,6’sin1 da seropozitif oldugunu
belirlemislerdir. Guptill ve ark. (2004) da sokak ve barinaktan alinan kedilerin
seropozitifliklerinin evde dogan kedilere gore daha yiiksek oldugunu ve evde dogan
ve bakilan kedilerde B. henselae bakteriyemisine daha az rastlandigini
bildirmislerdir. Sokak kedilerinin ev kedilerine oranla, sokakla iligkili ev kedilerinin
evle smirli kedilere oranla pozitiflik oranlarmin daha yiiksek olmasi, sokak
kedilerinin ve sokakla iliskili ev kedilerinin vektor pire enfestasyonuna yakalanma
olasiliginin fazla olmasi ile aciklanmaktadir (Chomel ve ark.,1995; Heller ve
ark.,1997; Arvard ve ark.,2001; Maruyama ve ark.,2003). Bu ¢alismada, evle sinirh
kediler orijinlerine gore degerlendirildiginde evde dogmus 26 kedinin hi¢ birinde
bakteriyemi belirlenemezken, 1(% 3,8) kedi seropozitif olarak belirlendi. Pet
malzemesi satan merkezden alinmis 12 kedinin 1 (% 8,3)’inde B. henselae
bakteriyemisi belirlenirken, 2 (% 16,6) kedide seropozitiflik belirlenmistir. Sokaktan
almmis 32 kedinin 1 (% 3,1)’inde bakteriyemi belirlenirken, 5 (% 15,6) kedide
seropozitiflik belirlenmistir. Bakteriyemi belirlenen evle sinirli kedilerin yaglari
degerlendirildiginde 9 velO aylik kediler olmasi ve kedilerde uzun siireli bir
bakteriyemi goriilmesi kedilerin etkenleri sokaktan ve pet malzemesi satan

merkezden aldiklar1 ihtimalini gli¢lendirmektedir.

Kedilerde B. henselae pozitifliginde cinsiyet ele alindiginda, Maruyama ve
ark. (1998), Bergmans ve ark. (1997a), erkek kedilerde pozitiflik oranimnin daha
yiiksek, Sander ve ark. (1997), disi kedilerde pozitifligin daha yiiksek, Maruyama ve
ark. (2003), Foley ve ark. (1998), Glaus ve ark. (1997), erkek ve disiler arasinda
onemli bir farklilik gozlenmedigini bildirmislerdir. Bu calismada Ankara bolgesi
kedilerinin genelinde hem bakteriyemi hem de seropozitivite yoniinden disilerde
erkeklerden daha yiiksek bir oran gozlenirken, disi ve erkekler arasindaki 6nemli fark
sokak kedilerinde gézlenmistir. Sokak kedilerinde disilerde % 13,8 erkeklerde % 2,7
B. henselae bakteriyemisi gozlenirken, disilerde % 35,3 erkeklerde % 13,5 anti-B.

henselae 1gG antikoru yoniinden seropozitiflik gdzlendi.

Kedilerin  yasinin, B. henselae pozitifligi lizerine etkilerinin
degerlendirildigi ¢alismalarda bakteriyemi yoniinden, Cabbasi ve ark. (2002), ve
Chomel ve ark. (1995), 1 yas alti kedilerde bakteriyemi oranmin daha yiiksek
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oldugunu, Gurfield ve ark. (2001), 6 aydan kiigiikk kedilerin % 25’inin, 6 aydan
biiylik kedilerin % 14,4’linlin bakteriyemik oldugunu, Sander ve ark. (1997), 2 yas
alt1 kedilerin % 18’inin, 2 yas Ustli kedilerin % 5’inin bakteriyemik oldugunu,
Bergmans ve ark. (1997a), 1 yas alt1 kedilerin % 30’unun, 14 yas arasi kedilerin %
22’sinin, 4 yas istii kedilerin % 16’sinin bakteriyemik oldugunu bildirirken serolojik
yonden Maruyama ve ark. (2003), 1 yas alt1 kedilerin % 8,2’sinin, 1-2 yas arasi
kedilerin % 11,5’inin ve 2 yas {istii kedilerin % 10’unun seropozitif oldugunu
bildirmistir. Bu ¢alismada, 0—11 aylik kedilerin % 9,1°1, 12-23 aylik kedilerin %
8,2’s1, 24 ayliktan biiyiikk kedilerin % 6,3’ B. henselae yoniinden bakteriyemik
bulundu. 0-11 aylik kedilerin % 14,2’sinin, 12-23 aylik kedilerin % 17,8’1, 24
ayliktan biiyiik kedilerin % 22’si anti-B. henselae 1gG yoniinden seropozitif bulundu.
Bu calismada istatistiksel olarak yas gruplar arasindaki fark énemli bulunmasa da
oransal olarak genc¢ kedilerin B. henselae yoniinden bakteriyemik olma olasiliginin

daha yiiksek oldugunu gostermektedir..

Chomel ve ark. (1995), B. henselae yoOniinden bakteriyemik olarak
belirlenen kedilerin % 5’ini anti-B. henselae 1gG yonilinden seronegatif olarak
belirlerken, Bergmans ve ark. (1997a), % 8’ini, Gurfield ve ark. (2001), % 9,7’sini,
Guptill ve ark. (2004), % 14’nii, Messam ve ark. (2005), % 30°nu anti-B. henselae
IgG yoniinden seronegatif olarak belirlemislerdir. Bakteriyemik kedilerde seronegatif
durumun olmasi; enfeksiyonun erken doneminde antikor yanitinin gelismemesi,
immun sistemi baskilayan baska bir enfeksiyonla birlikte seyretmesi, diisiik
yogunlukta bakteriyeminin antikor yanitin1 uyarmamasi ile agiklanmaktadir(Chomel
ve ark.,1995). Chomel ve ark. (1995) bakteriyemik olup da seronegatif olarak
belirledikleri 4 kedinin 3’iinde, 1 ml kandaki CFU’yu 16, 21, 260 olarak belirlerken
diisik yogunlukta bakteri yiikiinlin antikor yanitin1 olusturamayabilecegini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada, B. henselae yoniinden bakteriyemik olarak belirlenen
21 kedinin 17(% 81)’si anti-B. henselae 1gG yoniinden seropozititken, 4( % 19)’i
seronegatif bulundu. bakteriyemik olup da seronegatif olarak belirlenen C—48, C—49,
E-34 ve C-32 kodlu 4 kedinin tavsan kanli BHI agarda 1 ml kanda CFU degerleri 6
9 3 ve 489, at kanl1 BHI agarda 3 6 0 ve 336, ¢ikolata agarda 0 6 0 ve 426 olarak
belirlenmistir. Ik {ic kedideki degerler, kedilerin ya enfeksiyonun baslangig
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doneminde oldugunu ya da bu yogunluktaki bakteri yiikiiniin antikor yanitini

olusturamayacagini akla getirmektedir.

Kedilerde rastlanan Bartonella tiirleri olan B. henselae, B.clarridgeiae ve
B.koehlerae’nin kedilerde yayginligi degerlendirildiginde, kedilerden izole edilen
Bartonella tirlerinin ¢ogunlugunu B. henselae olusturmaktadir. Baz1 kedilerde hem
B. henselae hem de B.clarridgeiae bakteriyemisi birlikte goriilebilmektedir.
B.koehlerae ise kedilerde nadiren bildirilmektedir. Israil’de kedilerden izole edilen,
48 Bartonella spp.’nin 40(% 83)’nin B. henselae, 7(% 15)’sinin B.clarridgeiae ve
1(% 2)’nin B.koehlerae oldugu(Boulouis ve ark., 2005), Japonya’da kedilerden izole
edilen, 50 Bartonella spp.nin 45(% 90)’inin B. henselae, 4(% 8)’liniin
B.clarridgeiae ve 1(% 2) kedinin de B. henselae ve B.clarridgeiae ile birlikte infekte
oldugu( Maruyama ve ark.2000), Filipinlerde kedilerden izole edilen, 19 Bartonella
spp.’nin 13(% 68,4)’nlin B. henselae, 2(% 10,5)’sinin B.clarridgeiae ve 4(% 21)
kedinin de B. henselae ve B.clarridgeiae ile birlikte infekte oldugu(Chomel ve ark.,
1999), Tayland’da 76 Bartonella spp.’nin 63(% 83)’lniin B. henselae, 9(%
11,8)’unun B.clarridgeiae ve 4(% 5,3) kedinin de B. henselae ve B.clarridgeiae ile
birlikte infekte oldugu (Maruyama ve ark.2001), bildirilmektedir. Bu ¢alismada, 256
kedinin 24’tinden Bartonella spp. izole edildi ve bu kedilerin 13’1 sokak kedisi
(13/102), 11’1 ev kedisiydi (11/154). Sokak kedilerinden izole edilen 13 Bartonella
spp.’nin 10(% 77)unun B. henselae, 3(% 23)’liniin B.clarridgeiae, ev kedilerinden
izole edilen Bartonella spp.’nin 11(% 100)’inin de B. henselae oldugu belirlenmistir.

Bu sonuglar kedilerde B. henselae’nin daha fazla rastlandigini géstermektedir.

Kullanilan iki farkli ekim yOnteminde, Maruyama ve ark. (2000)’nin
kullandig1, kedi kanlarinin dondurup c¢ozerek eritrositlerin lize edilmesi ve
santirifiijle yogunlastirma y&temi ile 24 kedinin bakteriyemik oldugu belirlenmistir.
Marston ve ark. (1999)’nmin kullandigi, kedi kanlarina higbir islem uygulamadan
direkt hemen ekim yapilmasi ile 19 kedinin bakteriyemik oldugu belirlenmistir. Bu
sonuglar Maruyama ve ark. (2000)’n1 kullandig1 yontemin, Marston ve ark.
(1999)’nin kullandig1 yonteme gore daha basarili ve daha kisa siirede izolasyon

sansinin oldugunu gostermektedir. Bu calismada Maruyama ve ark. (2000)’nin
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uyguladigi yontemde {i¢ farkli besiyeri kullanilmistir. Tavsan kanli BHI agar ile 24
kediden, at kanli BHI agar ile 21 kediden ve Cikolata agar ile 19 kediden izolasyon
yapilirken, tavsan kanli BHI agarin Bartonella spp. i¢in daha iyi bir besiyeri oldugu
gozlenmistir. Ureme zamam degerlendirildiginde ise ¢ikolata agarda iiremenin

digerlerine nazaran biraz daha kisa siirede oldugu belirlenmistir.

Chomel ve ark. (1995), serolojinin(IFAT) bakteriyemiye gore pozitif
prediktivitesini % 46,4 negatif prediktivitesini % 89,7 olarak, Gurfield ve ark.
(2001), pozitif prediktivitesini % 36,3, negatif prediktivitesini % 97,3 olarak,
Bergmans ve ark. (1997a), pozitif prediktivitesini % 39, negatif prediktivitesini % 96
olarak, Fabbi ve ark. (2004a), ise pozitif prediktivitesini % 31,8, negatif
prediktivitesini % 84,7 olarak bildirmislerdir. Bu veriler degerlendirildiginde
serolojinin bakteriyemiye gore negatif prediktivitesi oldukca ytliksek bulunmaktadir.
Bundan yapilacak ¢ikarim ise anti-B. henselae 1gG yoniinden serolojik olarak negatif
olan bir kedinin bakteriyemik olma olasiliginin diisiik oldugudur. Chomel ve ark.
(1995), bu veriler 1s181inda bagisiklik sistemi yetersiz veya zayif insanlarin kedi
sahiplenirken anti-B. henselae 1gG yoniinden seronegatif kedileri sahiplenmelerini
onermektedirler. Bu calismada, serolojinin(IFAT) bakteriyemiye gore prediktiv
degerlerine bakildiginda, serolojinin pozitif prediktivitesi % 35,4 iken, negatif

prediktivitesi % 98 olarak bulunmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada bakteriyolojik, molekiiler ve serolojik yontemler kullanilarak
insanlarda KTH etkeni B. henselae’nin Ankara Bolgesindeki kedilerde varlig1 ortaya
konuldu. 256 kedinin kan kiiltliri yapilarak 24 kediden Bartonella spp. izole edildi.
Bu izolatlardan, Bartonella spp. DNA’s1 PZR amplifikasyonu kullanilarak belirlendi.
Amplifikasyon tirlinlerine RFLP analizi uygulanarak izolatlar tiplendirildi ve 24
izolatin 21’inin B. henselae, 3’iniin B.clarridgeiae oldugu ortaya konuldu. Bu
sonuglar ile Ankara bolgesindeki kedilerde B. henselae bakteriyemi prevalanst % 8,2

olarak belirlendi.

Serolojik yontem olarak IFAT kullanilarak Ankara bolgesindeki kedilerde
anti-B. henselae 1gG varligr arastirildi. 256 kedinin 48’i anti-B. henselae 1gG
yoniinden seropozitif bulundu. Ankara bolgesindeki kedilerde B. henselae

seroprevalansi % 18,8 olarak belirlendi.

Iklimsel &zelliklerin Bartonella prevalansi iizerine etkileri dikkate alindiginda;
Ulkemiz, yilin bilyiik bir bolimiinii nemli ve ilman bir iklim siiren, niifus
yogunlugunun yiiksek oldugu kiyr bolgelerden, kislar1 soguk ve yazlari kurak ic¢
bolgelerden ve yilin biiyiik boliimiinii soguk ve serin gecen dogu bolgelerinden
olusmaktadir. Bu iklimsel farkliliktan dolay1 bolgeler arasinda prevalans farkliligi
goriilmesi muhtemeldir. Yazlar1 kurak, kislar1 soguk olan karasal iklimin hiikiim
stirdiigii bir bolgede bulunan Ankara’da kedilerde B. henselae bakteriyemi prevalansi
% 8,2 seroprevalans % 18,6 olarak belirlenirken, kiy1 bolgelerde bu degerlerin daha
da yiiksek, dogu bolgelerinde daha diisiik olmasi beklenebilir. Bu ihtimaller
dogrultusunda iilke genelinde ¢cok merkezli bir ¢calisma yapilarak {ilkemiz kedilerinde

Bartonella tiirlerinin yayginlhigini belirlemek faydali olacaktir.

KTH tanist konan hastalarda belirlenen B. henselae subtipinin ¢ogunlukla Tip I
oldugu ve Avrupa iilkeleri kedilerinde izole edilen subtipin ¢ogunlukla Tip II, Asya

tilkeleri kedilerinde izole edilen subtipin Tip I oldugu hatirlanirsa, iilkemizin konumu
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geregi hangi subtipin iilkemiz kedilerinde yaygin oldugunun arastirilmasi faydali

olacaktir.

Immun sistemi yetersiz veya zayif olan insanlarmn kedi sahibi olurken dikkat
etmesi gereken Oneriler ise sunlar olmalidir. Segilen kedi, yavru ise evde dogmus ve
evle smirli annelerin yavrusu olmasi, ergin ise 2-3 yas Ustii ve diizenli olarak
ektoparazit kontrolii yapilmis kediler olmasi, serolojik test yaptirma imkani var ise B.
henselae yoOniinden seronegatif kediler secilmelidir. Cocuklar, gen¢ eriskinler ve
immun sistemi zayif olanlar kedilerle temaslarinda i1sirma ve tirmalamaya meydan
verecek davranmiglardan kacinmalidirlar. Kedilerin tirnak kesimleri ve ektoparazit

miicadelesi diizenli olarak yapilmalidir.
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OZET

Ankara Bélgesi Kedilerinde Bartonella henselae Seroprevalansi ve izolatlarin
PZR ile Belirlenmesi

Bu calismada Ankara bolgesinde ki kedilerde B. henselae’nin varligini ve
bolge kedilerinde seroprevalansi belirlemek amaglanmistir. Ankara bolgesindeki 256
kediden aseptik sartlarda kan alindi. Bu kanin bir kism1 etkeni kedi kanindan izole
etmek icin kan kiiltiiriinde, bir kismi1 da serolojik ¢alismada kullanildu.

Kan kiiltiirii i¢in kedi kanlan ii¢ farkli besiyeri kullanilarak uzun stireli bir
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresince iiremeler, koloni morfolojisi, {ireme
stiresi, Gram negatif ve biyokimyasal &zelliklerine gore degerlendirildi, 24 olasi
Bartonella spp. izolat1 belirlendi. Bartonella spp. sitrat sentez genine homolog iki
primer kullanilarak izolatlarin DNA’lar1 PZR ile amplifiye edildi ve 24 izolatin da
Bartonella spp. oldugu belirlendi. 24 izolata ait amplifikasyon firiinleri, Tag—1 ve
Hha-1 endoniikleazlar1 kullanilarak RFLP analizi uyguland1 ve Bartonella tiirleri
belirlendi. RFLP analizi ile 24 izolatin 21’inin B. henselae ve 3’iiniin B.clarridgeiae
oldugu belirlendi. Ankara bolgesindeki kedilerin % 8,2’sinin B. henselae, %
1,2’sinin B.clarridgeiae yoniinden bakteriyemik oldugu ortaya konuldu.

Kedi serumlar1 anti-B. henselae 1gG yoniinden IFAT ile tarandi. IFAT ta 1/64
serum diliisyonunda antikor varlig1 pozitif olarak degerlendirildi ve 48 kedide anti-
B.henselae 1gG antikoru belirlendi. Ankara Bolgesi kedilerinde B. henselae
seroprevalansi % 18,8 olarak ortaya konuldu.

Bu caligma ile Ankara bolgesi kedilerinde B. henselae varligi ortaya konuldu.
Etkenin zoonotik 6éneminden dolayi, 6zellikle, cocuklarin ve immun sistemi yetersiz
eriskinlerin kedilerle iligkilerinde dikkatli davranarak 1sirma ve tirmalamaya meydan
verecek davraniglardan kaginmalidir. Kedilerin ekto parazit kontrolleri ve miicadelesi
diizenli olarak yapilmasi 6nem tagimaktadir.

Anahtar Sozciikler: Bartonella henselae, IFAT, Kedi, PZR,
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SUMMARY

Seroprevalence of Bartonella henselae in Cats of Ankara Region and

Determination of Isolates by PCR.

In this research, determination of B. henselae seroprevalance and presence of
B. henselae in Ankara region cats were aimed. Blood sample were taken in aseptical
condition from 256 Ankara region cats. Some part of each these blood samples were
used for blood culture to isolate agent in cat blood, other part of each blood were
used for serological tests.

For blood culture, the cat blood samples were incubated in 3 different media
for long period.During the incubation time, growths were appraised according to the
colony morphology, growth time, Gram negative and biochemical properties. 24
presumptive Bartonella spp. isolates were isoleted. DNA of each isolates were
amplified with PCR , using homolog two primers to citrate synthesis gen of
Bartonella spp. and isolates were defined as Bartonella spp. The amplification
products which belong to 24 isolates were analysed with RFLP by using Taq-I and
Hha-I endonucleases and Bartonella species were defined. 24 isolates were
determinated as B. henselae and 3 of 24 of them were determinated as B.clarridgeiae
with RFLP analysis,. 8,2% of Ankara region cats were found bacteremic for B.
henselae and 1,2% of them were found bacteremic for B.clarridgeiae.

Sera of the cats were tested for anti B. henselae 1gG by IFA. With IFA test, at
1/64 sera dilution, presence of antibody was evaluated as positive and anti B.
henselae 1gG antibody was found in 48 cats. The seroprevalance of Ankara region
cats was found 18,8% .

With this study, presence of B. henselae in Ankara region cats was found.
Because of zoonotical importance of the agents, especially childiren and the adults
who has immunocompromise situation, as they were with cats, they should avoid the
situation like biting, sctatching. The cats should be controlled and struggled aganist
ectoparasites regular.

Key words : Bartonella henselae, IFA, Cat, PCR
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Adi: Bekir

Soyadi: CELEBI

Dogum yeri ve tarihi: Hacibektas—1973

Uyrugu: TC

Medeni durumu: Evli

Askerlik durumu: 1997-1998 255. Dénem Vet. Hekim Atgm. Diyarbakir
Iletisim Adresi ve telefonu: Dildevrimi cad. Kayaevleri sitesi B—19 Blok
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Konya Atatiirk Saglik Meslek Lisesi (1987-1991)

Yabanc dili: Ingilizce

Unvanlar
Saglik Memuru

Veteriner Hekim

Mesleki Deneyimleri

Ankara Onkoloji Hastanesi

Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Bagkanligi
—Serum {iretimi ve deney hayvanlar1 arastirma sefligi, at yetistirme
tinitesi sorumlusu
—Biyolojik iirlinler kontrol ve aragtirma sefligi, kuduz asis1 kontrol ve
arastirma laboratuvari
—Biyolojik iirlinler kontrol ve arastirma sefligi, deneme hayvanlari
yetistirme iinitesi sorumlusu
—Salgin hastaliklar arastirma midiirliigii, paraziter ve bakteriyel

zoonotik hastaliklar arastirma laboratuari
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