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OZET

DIREN SIGIRCI B. (2010). Istanbul Yoresindeki Kedilerde Bartonella
henselae¢’ nin Bakteriyolojik ve PCR teknigi ile Aragtirilmasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji Anabilim Dali Doktora
Tezi. Istanbul.

Bu calismada, Istanbul ilinde evlerde, barinakta beslenen ve sokakta
bulunan 96 adet kedide Bartonella henselae varliginin saptanmasi: amaglandi.

Kedilerden almman kan 6rnekleri iki farkli bakteriyolojik kiiltiir yontemi
kullanilarak incelendi. Pediatrik lizis izolator tiiplere alinan kanlar santrifiije
edildikten sonra % 5 tavsan kami katkili Heart Infusion Agarlara ekildi.
BACTEC peds/plus F siselerine alman kanlar BACTEC 9050 otomatik tireme
kontrollii kan kiiltiir sistemi ile inkube edildi. inkubasyon sonrasi iiremeler
koloni morfolojisi, tireme siiresi, Gram 06zelligi ve biyokimyasal 6zelliklerine
gore degerlendirildi ve bakteriyolojik kiiltiir ile 27 izolatin, BACTEC ile 10
izolatin Bartonella spp. oldugu belirlendi.

[zolatlar 165-23S rRNA interjenik bolge sekanslarindan elde edilen
spesifik primerler kullanilarak tiir diizeyinde identifiye edildi ve tiim izolatlar
Bartonella henselae olarak belirlendi.

Bu sonuglar ile Istanbul yoresindeki kedilerde Bartonella henselae

bakteriyemi prevalans: % 28,1 olarak ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Bartonella henselae, Kedi, izolasyon, BACTEC, PCR

Bu calisma Istanbul Universitesi Bilimsel arastirma projeleri birimi tarafindan

T-977 no’ lu proje olarak desteklenmistir.



Xiii

ABSTRACT

DIREN SIGIRCI B. (2010). Investigation of Bartonella henselae by bacteriologic
and PCR methods in cats in Istanbul region. Istanbul University, Institute of

Health Science, Department of Microbiology. Doctorate Thesis. Istanbul.

In the present study, determine the presence of Bartonella henselae in
Istanbul at 96 pet, shelter and stray cats were aimed.

The samples of the cats were examined by two different bacteriologic
culture methods. The collected blood samples into pediatric lysis isolator tubes
were spun and the pellet inoculated onto Heart Infusion Agar supplemented
with % 5 rabbit blood. BACTEC Peds/plus F were inoculated with samples and
incubated in the Bactec 9050 automated blood culture systems. After the
incubation time, growth were appraised according to the colony morphology,
growth time, gram properties and biochemical properties, and it was
determined that 27 isolates by solid medium, 10 isolates by BACTEC were
Bartonella spp.

Isolates were determined Bartonella henselae by used the specific primers
of amplify a portion of the 165-235 rRNA intergenic region.

In conclusion, with these results the prevalence of Bartonella henselae

bacteriemia was found % 28,1 on cats in Istanbul.

Key words: Bartonella henselae, Cat, Isolation, BACTEC, PCR

This present work was supported by Research Fund of Istanbul University.

Project No T-977



1. GIRIS VE AMAC

Bartonelloz ya da Kedi Tirmalama Atesi olarak da bilinen Kedi Tirmig:
Hastalig1 insan ve ¢ok sayida hayvan tiiriinde bulunan tiim diinyada goriilen
zoonoz bir hastaliktir. Onceleri Rochalimeae henselae olarak bilinen hastaligin
etkeni serolojik ve mikrobiyolojik calismalar sonucunda Bartonella henselae
olarak belirlenmistir.

Bartonellaceae familyas:1 icinde klasifiye edilen bakteri Gram negatif
kokobasil, hafif¢e kivrik comaklar seklinde, intraseliiler bir mikroorganizmadir.
Bartonella tiirleri yiiksek oranda hemin bagimli olduklarindan kan igeren
besiyerlerinde iireyebilmektedirler. Giig tirediginden kolonilerin goriilebilmesi
icin % 5-10" luk CO: konsantrasyonda 35° C' de uzun siire inkubasyona
gereksinim duymaktadirlar. Kandan eritrosit ve 16kosit lizisini takiben daha
kolay bir sekilde izole edilebilmektedirler. Yavas {iiremelerinden dolay:
identifikasyon ic¢in standart biyokimyasal yontemleri uygun degildir ve tiir
ayiriminda kullanilmaz, bu nedenle tiir ayiriminda molekiiler genetik metodlar
kullanilmaktadr.

Bulasma kedilerden kedilere pireler tarafindan etkenin tasinmasiyla
olmaktadir. Kediler arasinda direkt kontakt bulasmaya rastlanmamistir. Etkeni
tasiyan kediler yillarca bakteriyemik olarak kalabilmektedirler. Kedilerin
tirnaklar1 ve disleri kasinma ve yalanma sirasinda etkeni tasiyan pire digkisiyla
kontamine olmakta ve boylece etkeni bulastirmaktadirlar. Dogal rezervuar olan
kedilerden insana bulagsma tirmalama ya da isirma sonucu tirnak ve disteki
etkenin bulagsmasi ile meydana gelmektedir.

Diinyada yaygin olan bu hastalik ¢ogunlukla ¢ocuklar ve geng yastaki
eriskinlerde goriilmektedir. Pire enfestasyonunun genellikle daha fazla oldugu

sicak ve nemli bolgelerde yasayan kedi populasyonlarinda ve Agustos-Ocak



aylar1 arasinda infeksiyona daha fazla rastlanmaktadir. Evinde kedi besleyenler
ve veteriner hekimler risk grubu altindadur.

Saglikli kedilerde etken aylarca ve yillarca intravaskiiler mikrobiyel
floranin bir parcasi olarak kalmaktadir. Deneysel olarak infekte edilen
kedilerde ates, hafif gecici anemi, eozinofili, lenfadenomegali, norolojik
disfonksiyon, kalp ve bobrek lezyonlar:1 ve letarji goriilebilmektedir. Dogal
kosullar altinda infekte kedilerde ise higbir belirti bildirilmemistir.

Kedi tirmig1 hastalig1 insanlarda genellikle kii¢iik bir deri lezyonu ile
ortaya ¢ikmaktadir. Bu lezyonlar bir papiilden vezikiil sekline ve iyilesmis
tilserlere dontismektedir. Birkag giin ile birka¢ hafta arasinda kendiliginden
iyilesme meydana gelmektedir. Ilerleyen olgularda tek tarafli boyun, koltuk alti
ve kasik bolgesinde yerlesen lenfadenopatiler gelisir. Bunlar agrilidir ve birkag
haftada iyilesebilmekte ya da aylarca devam etmektedir. Hastalarin biiyiik bir
kisminda sistemik infeksiyon belirtileri: ates, titreme, halsizlik, istahsizlik ve bas
agris1 goriilmektedir. Etken gozden bulasirsa konjonktivit ve periorikiiler
lenfadenopati olusabilmektedir. Immun sistemi yetersiz kisilerde basiller
anjiyomatoz ve pelioz, endokardit, tekrarlayan ates, bakteriyemi ile okiiler,
hepatosplenik, skeletal, kutanéz ve pulmoner semptomlar gibi belirtiler
gortilmektedir.

Kedilerde herhangi bir hastaliga neden olmadigindan tedavi gereksizdir.
Insanlarda Kedi tirmig1 hastaligi cogunlukla 2-4 ayda kendiliginden iyilesir ve
antibiyotik tedavisi gerektirmez. Eger kullanilacaksa siprofloksasin, gentamisin,
klaritromisin ve azitromisin; agir ve inatci olgularda eritromisin ve doksisiklin
tercih edilmelidir.

Avrupa, Asya, Okyanusya ve Amerika’ daki bir¢ok {iilkede kedilerde
Bartonella infeksiyonlarimin varhigr kiiltiir ya da PCR ile bildirilmistir.
Prevalans oranlari énemli Olciide degisiklik gostermesine ragmen test edilen

kedilerin % 20" sinden fazlas1 bakteriyemik olarak saptanmistir. Diinyanin her



yerinde tespit edilen en yaygmn Bartonella infeksiyonlar1 B. henselae ve
B. clarridgeiae’ dir.

Ulkemizin 1liman bir bdlge olmasindan dolay1 pire populasyonlarmin
yogun oldugu disiiniiliirse kedi tirmigi hastalifi yontinden oldukga risk
tasimaktadir. Tirkiye’ de bu infeksiyon hakkinda tip alaninda yeterli bir
calismaya rastlanmamisken, veteriner hekimlik alaninda yapilmis tek bir
calismaya rastlanmistir. Celebi calismasinda Ankara bolgesindeki kedilerin
% 82 sinin Bartonelln henselae yoniinden bakteriyemik oldugunu,
seroprevalanslarinin da % 18,8 oldugunu saptamistir. Bu calismada Istanbul
yoresindeki kedilerde bu etkenin varhigi iki farkli bakteriyolojik yontem

karsilagtirilarak saptanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hastaligin Tanimi, Tarihgesi Ve Etkenin Siniflandirilmasi

Kedi Tirmigr Hastaligr (KTH) insan ve ¢ok sayida hayvan tiiriinde
bulunan, kedi tirmalamasi ya da isiriiyla bulasan, tiim diinyada goriilen
zoonoz bir hastaliktr.

Kedi Tirmig1 Hastalig: ile ilgili ilk rapor Parinaud ve ark tarafindan 1889
yilinda kedi ile temas sonras:i bir hastada olusan konjunktivit ve bolgesel
lenfadenopatilerin gozlemlenmesi sonucu sunulmustur (96). 1932 yilinda,
tularemi tizerine ¢alisan ABD’ 1li mikrobiyolog L. Foshay, kedi tirmigindan
kaynaklanan adenit gelisimini gozlemlemis ve bu varlig1 tularemiden ayirt
etmistir. 1947 yilinda, bir konferans sirasinda, bu yazar Fransiz ¢ocuk doktoru
R. Debré ile bir araya gelmis ve iki bilim adami kendi go6zlemlerini
karsilagtirmiglardir. R. Debré son 15 yildir, benzer durumlar not etmistir.
L. Foshay’ e aymi dergide iki ayr1 makale olarak sonuglarim1 yaymlamay:
onermistir. L.Foshay etken heniiz patojen olarak karakterize edilmediginden bu
oneriyi reddetmistir. R. Debré, 1950 yilina kadar olan, kendi kisisel gozlemlerini
klinik olgu sunumu formu altinda Tip Dernegi Paris Hastaneler dergisinde
paylasmaya karar vermistir. Bu yazida, ¢ocuk doktoru neredeyse 20 yildir
servisinde bu hastali§in tanisinin kondugunu agiklamis ve ¢alisma arkadaglar:
ile adin1 “ kedi tirmig1 hastalig1” olarak belirlediklerini bildirmistir. R. Debré bu
hastaligin 6zellikle kirsal alanlarda bir dagilimi oldugunun ve siklikla kedilerle
birlikte samimi yasamaya bagh oldugunun, temelde subakut irinli
lenfadenopati ile ortaya giktigimin, genel durumun az degistiginin, irin ile
hazirlanan antijenin intradermal enjeksiyonunun ciltte belirli bir reaksiyon
olusturdugunun ve aureomycinin etkili bir ila¢ oldugunun altini ¢izmistir (34).

Bu sirada Paris Pasteur Enstitiisii Bolim Baskani P. Mollaret, aym

konuda bir uyar1 gondermis ve enfeksiyon prevalansini ve tanida intradermal



reaksiyonlarin 6nemini onaylamis, histolojik lezyonun retikiiléz, duyarlh mikro
apselerle bazi durumlarda suppurasyona yol agabildigini duyurmus, ancak
diger taraftan kedinin dogrudan bir rol oynamadigin: bildirmistir. Daha sonra,
P. Mollaret ve ark’ 1 hastaligin prevalansi, klinik belirtileri, histolojik 6zellikleri,
etyoloji, epidemiyoloji, immunolojik taninin 6nemi, deneysel patojenite giicii ve
hastaligin isimlendirilmesini bildirdikleri bir yaz1 dizisi yaymlamislardir (34).

Hastaligin bulasma yollar1 tartisma konusu olmustur. R. Debré kedilerin
oynadig1 rol lizerinde dursa da, P. Mollaret kediyi tesadiifi bir vektor olarak
kabul etmistir. P. Mollaret ve ark tarafindan incelenen 42 KTH olgusu hakkinda
yazarlar sadece 21 olgunun kedi tirmigi ve isiriklari nedeniyle oldugunu
tahmin etmislerdir (34).

KTH etyolojik etkeni olarak bir¢ok mikroorganizmadan stiphelenilmistir.
1913" te Verhoeff, Perinaud sendromlu hastalarin lenf nodiillerinden boyama
yapmis, filamentéz organizmalar gormiis ve hastaligt mikotik olarak
degerlendirmistir (96). P. Mollaret hastaliga neden olan etkenin, rezervuari
kuslardan ¢ok kemirgenler olan bir viriis olduguna inanmistir. Daha sonra,
komplement fiksasyon reaksiyonlarma dayanarak ayni yazarlar psittacose,
ornithose, veneral lenfo-granulomatoz gruplarinin viriisleri ile ortak bir antijen
ortaya koymuslardir. Maymuna deneysel inokulasyon sonras1 Giemsa boyama
ya da mavi polychrome Unna boyamasi ile psittacose virusu ile benzer granulo-
corpuscule goriintiilemigler ve Nicolas-favre (ya da veneral lenfo-
granulomatoz) hastaliinm1 hatirlatan histolojik lezyonlar goézlemlemislerdir.
R. Debré tarafindan yapilan elestirilere ragmen, Chlamydiaceae ailesine ait
tiirlere benzer bir bakteri olasiligi sadece P.Mollaret degil diger yazarlar
tarafindan da savunulmustur (34, 39). Buna gore kediler Chlamydia psittaci
tasiyicisidir ve infeksiyon siklikla solunum ya da sindirim yoluna yerlesmistir
(39). Ancak, Chlamydiaceae ailesine ait suslar igin kullanilan teknikler

kullanilarak etkeni izole etmek imkansizdir. Chlamydia’ dan hazirlanan antijen



ile hicbir pozitif intradermal reaksiyon elde edilememis, anti-klamidya
serolojileri hayal kiriklig1 yaratmis ve Klamidyalarda etkili tetrasiklinin KTH
sirasinda etkinligi sinirli olarak bulunmustur (34).

Bakteri identifiye edildikten (106) sonra bu tiiriin izolasyonu ve
identifikasyonuna ¢ok fazla katkida bulunan mikrobiyolog Diane M. Hensel” in
serefine Rochalimea henselae olarak adlandirilmistir (86, 100, 106).

Regnery ve ark 1992" de ilk kez asemptomatik kedi kanindan bakteriyi
izole etmisler ve insanlar igin evcil kedilerin rezervuar olabilecegini
bildirmislerdir (87). Ay yazarlar (88) ve Zangwill ve ark (110) R. henselae’ yi
antijen olarak kullanip immunfloresan testi gelistirmigler ve klinik olarak KTH’
da % 88 oraninda antikor bulunurken Afipia felis” e kars1 antikor bulunamadigini
belirtmislerdir.

Koehler ve ark. 1994” de Basiller anjiyomatozlu 4 hastaya ait 7 kediden ve
ayn1 zamanda evcil ve hastaliga yakalanmis kedilerin % 41" inden R. henselae’ y1
izole etmisler ve insan Rochalimaea infeksiyonlar1 igin evcil kedilerin
asemptomatik rezervuar oldugunu teyit etmislerdir (61). Yine Kordick ve ark
tarafindan KTH tanisi konmus 14 hastaya ait 19 kedinin kanindan ekimler
yapilmis ve 17 (% 89) kedi R. henselae yoniinden pozitif bulunmustur. Kontrol
grubu kedilerde ise pozitiflik % 28 olarak saptanmistir. Bu sonuglar R. henselae’
nin KTH’ nin predominant etkeni oldugunu ve kediler tarafindan bulastigini
gostermektedir (70). Bakteri, kedi piresinden izole ve amplifiye edildikten sonra
R. henselae infeksiyonlarinda pirenin potansiyel rolii oldugu tahmin edilmektedir
(61). Son zamanlarda Vu ve ark’nin Fransa’ da yaptiklar1 ¢alismada 7 antik
mezardan topladiklar: kedilerin dis pulpasinda B. henselae DNA” sinin varligini
ortaya koymus ve kedilerde B. henselae bakteriyemisinin 800 yil 6ncesine
dayandig1 sonucuna varmiglardir (105).

1993’ te Brenner ve ark’ lar1 tarafindan taksonomik ¢alismalar sonucunda

Rochalimaea genusunun Bartonella baciliformis’ e daha yakin oldugu ortaya



koyulmustur (10). Genusun tip tiirleri ve Rochalimaea genusu birlestirilmis ve
tiim Rochalimaea genusu Bartonella genusuna aktarilmistir (64). 1995 te Birtles
ve ark Grahamella genusuyla Bartonella genusunu birlestirmeyi Onermistir.
Sonugta bu yeni siflandirma onceki Rochalimaea ve Grahamella’ y1 elimine
etmistir (9).

Son zamanlardaki calismalar B. henselae” min KTH etkeni olarak rolii
tizerinde durmus ve A. felis icin daha fazla kanmit gostermekte basarisiz
olmuslardir (29, 88). Bu yilizden simdilerde B. henselae KITH" nin birincil etkeni
olarak sayilmaktadir. Ayrica son zamanlarda yeni bir tiir olan B. clarridgeiae evcil
bir kediden izole edilmis ve sonra B. henselae ile birlikte bir kedide koenfeksiyon
seklinde gorilmiistiir (51). Bu yiizden B. clarridgeiae tirleri bazi KTH
olgularindan sorumlu olabilmektedir.

Bartonella henselae Proteobakteria sifi alfa-2 altgrubu, Rhizobiaceae takimi,
Bartonellaceae familyasina ait Bartonella genusunda yer alan 22 tiirden biridir.
Bu tiirlerden Bartonella bacilliformis ve Bartonella quintana insana oOzel tiirlerdir.
B. henselae, B. clarridgeiae ve B. koehlerae kedilerde tespit edilen tiirler olmakla

birlikte zoonotik karakterde tiirlerdir (55, 83).

2.2. Etken Ozellikleri

B. henselae aerobik, gram negatif, sporsuz, kapsiilsiiz, kivrik, genellikle
kokobasil, pleomorfik, zor tireyen (4), intraeritrositik (65) bir bakteridir . Gram
boyamada organizmalar 0,5-0,6 pm ¢apmda 1-1,2 um boyunda, hafifce kivrik
kiicilik basiller seklinde goriiliirler (64). Gimenez boyama sonucu goriilen kiigiik
kirmizi basiller siklikla hafifce kivriktirlar (86). Hareketsiz bir bakteridir ancak
elektron mikroskopla goriilebilen ince bir fimbria (pilus) sayesinde seyirme
hareketi yapabilir (97). Optimal tireme 1s1s1 37° C’ dir. Ureme esnasinda hemine
ve % 5-7 CO: e ihtiyac duyarlar. izolatlar anaerobik olarak ya da 25° C ve
42° C’ lerde iireyemezler (64). Bartonella tiirleri yiiksek oranda hemin bagimlh

olduklarindan kan igeren besiyerlerine gereksinim duyarlar. Bu nedenle koyun



kanindan daha iyi bir {ireme saglayan tavsan ve at kani ile % 5-7 oraninda
zenginlestirilmis Columbia Agar, Heart Infusion Agar (HIA) ya da Cikolata
Agar kullanilir. Cogu gii¢ tirediginden kolonilerin goriilebilmesi igin % 5-10
luk CO: konsantrasyonlarinda 35° C” de, nemli ortamlarda uzun stire (4-6 hatta)
inkiibasyona birakilirlar. Kandan eritrosit ve lokosit lizisini takiben daha kolay
bir sekilde izole edilebilirler. Bu, lizis soliisyonlar1 kullanilarak ya da EDTA’” Ih
tiiplerdeki kan oOrneklerinin 24 saat siire ile -70° C' de dondurulmas: ile
basarilabilir (83). B. henselae fotal sigir serumu igeren buyyonlar ve doku
kiltiiriinde tireyebilir (55). Ayrica alyuvarsiz, brucella agar ya da broth igeren,
% 5-6 fildes ve hemin iceren mediumlarda da tiretilmistir (64). Son zamanlarda
saptanan diger Bartonella tiirlerinden B.elizabethae fenotipik olarak B. henselae’ e
benzer ancak % 5 tavsan kani katkili HIA” a ekildiginde zayif ya da bolgesel
hemoliz olusturur. izolatlar ayrica, her ne kadar organizma pozitiflik icin bir
tireme indeksi gelistirememisse de, BACTEC yiiksek voliim aerobic resin plus
26 sisesine ekilebilir. Kanli agarda izolatlarin ilk pasaji zordur ve koloni
olusumu 5-15 giin siirer, ihtiya¢ duydugu inkiibasyon siiresi 45 giindiir.
Tekrarlanan pasajlar sonrasi bu siire 3-5 giine iner. Ilk izolasyonda kirli beyaz,
kuru, kaba, karnabahar benzeri, R tipinde ve agarin ytiizeyine sikica tutunmus
(86) ve icine gomiilmiis koloniler meydana gelir. Bunlarin tasinmas: ya da
parcalanmas: zordur (83). Pasajlar sonrasi koloniler diiz, parlak, S tipinde ve
agara daha az yapisik hale dontstirler (4). Bakterilerin yavas tiremesinden
dolay1 identifikasyon igin standart biyokimyasal yontemler uygun degildir (93).
Bartonella tiirlerinin biyokimyasal profilleri peptidaz tiretimi disinda (9)
oldukca benzerdir ve tiir ayriminda kullanilmaz (83). B. henselae izolatlar:
oksidaz, katalaz, indol, iireaz, dekarboksilaz ve nitrat rediiksiyon testlerini
iceren rutin biyokimyasal identifikasyon testlerinin ¢ogunda nonreaktiftir (64).
Teyit edici identifikasyon seliiler yag asiti analizleri, B. henselae floresan antikor

testi ya da ticari identifikasyon kitlerindeki enzimatik substratlarin kullanimi ve



molekiiler metodlarla miimkiindiir (70, 86, 111). Kiiltiir ve izolasyona ek olarak
B. henselae immunositokimyasal metodlarla dokudan saptanabilir (64).
Kedilerde B. henselae izolatlarinin arasinda genetik farkliliklar belirlenmistir.
[zolatlarin 16S rRNA gen sekansina gore 2 genotipi bulunmaktadir. B. henselae
tip I susu Houston-1 susu, B. henselae tip II susu Marseille susu olarak
adlandirilmaktadir (4, 12). 1ki genotipin prevalansi cografik ya da diger
faktorlere bagh olarak degismektedir (21). Marseille tipi B. henselae Bati
Amerika, Bati Avrupa (Fransa, Almanya, 1ta1ya, Hollanda, 1ngiltere) ve
Avustralya’ daki kedi toplulugunda dominant olmasina ragmen Houston-1 tipi
Asya’ da (Japonya ve Filipinler) dominanttir (7, 53, 76, 77, 94). Marseille tipi
kedi toplulugunda dominant tip olmasma ragmen KTH hastalarindan izole

edilen suslarin cogu Houston-1 tipi olarak belirlenmistir (7).

2.3. Epizootiyoloji

Dogal rezervuar evcil kedi olan B. henselae kiiresel cografi bir dagilima
sahiptir ve Amerika, Avrupa, Avustralya ve Asya gibi ¢ok farkl kitalarda
bildirilmistir (7). Hastaligin cografik dagilimi ektoparazitlerinki ile
iliskilendirilmektedir (32).

Kedi pireleri bakterinin esas rezervuari olan kedi populasyonunda
B.henselae’ min bulagsmasindan sorumludur (24, 38, 49, 110). Arastiricilar
tarafindan pire enfestasyonuna sahip kedilerdeki pozitiflik oranmm (% 13,5)
pire yoniinden negatif olanlara gore (% 7,4) daha yiiksek oldugu bildirilmistir
(57). Pirelerin iklimsel etkiler sonucu ¢ogalma kabiliyetlerinin etkilenmesinden
dolay1 iklimsel farkliliklar kedilerde B. henselae pozitifligini etkiler (96). Sicak ve
nemli bolgeler soguk ve kuru bolgelerden daha yiiksek kedi seroprevalansi ile
iliskilidir. Bu yiiksek seropozitiflik kedileri barindiran sicak ve nemli
bolgelerdeki pireler gibi yiiksek artropod vektor potansiyeli ile
iliskilendirilebilmektedir (99). Bu nedenle tropik ve iliman iilkelerde B. henselae

prevalanst daha onemli olup, cografik dagilim derecesine gore hastaligin
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dagilimi da degismektedir (32). Norvecte hi¢ bakteriyemik kedi bulunmazken,
Filipinler gibi sicak ve nemli iklime sahip iilkelerde goriilen oran % 60" lar1
bulabilmektedir (7). Amerika” nin farkli bolgelerinde kediler {izerinde yapilan
serolojik caligmalar B. henselae’ ya karsi seropozitiflik oraninin ik ve nemli
iklimlerde yiiksek, soguk kuru iklimlerde diisiik oldugunu gostermistir (57).
Japonya’ da yapilan ¢alismada da benzer olarak 1lik ve nemli bolgelerde soguk
bolgelere oranla daha yiiksek bir seropozitiflige rastlanmistir (75).

Cinsiyet ele alindiginda bazi arastirmalarda pozitiflik yoniinden
cinsiyetler arasinda farkliliklar bildirilirken bazilarinda ise cinsiyetler arasinda
farklilik olmadig bildirilmigtir. Sander ve ark Almanya’ da yaptiklari calismada
bakteriyemi yoniinden pozitif disilerin erkeklerden daha fazla oldugunu
bildirirken (93) Singapur’ da (57) ve Japonya’ da (74) yapilan ¢alismalarda erkek
kedilerin disi kedilerden daha yiiksek seropozitiflik oranina sahip oldugu
bildirilmistir. Glaus ve ark ise yaptiklar1 ¢alismada pozitif titre ile cinsiyet
arasinda bir iliski olmadigini bildirmistir (42).

Kedilerin barinma ve yasam tarzindaki farkliliklar pire enfestasyonuna
yakalanma olasiligini etkilediginden, kedilerin barinma ve yasam tarzina bagh
olarak pozitiflik oranlarinda da O©nemli farkhiliklar bildirilmektedir.
Bartonella’lar1 tasimasi yoniinden yabani kedilerin evcil kedilerden daha fazla
risk kaynagma ve daha yiiksek bir infeksiyon prevalansina sahip oldugu
bildirilmistir (8). Barmak ve sokak kedilerinde seropozitiflik ve bakteriyemi
orani pet kedilerinden daha yiiksektir. Bunun, sokak ve barinak kedilerinin
infekte kedilerle ve olumsuz kosullarda daha fazla olan pirelerle temas halinde
olmasindan  kaynaklandig1  diistintilmektedir  (99). Kaliforniya kedi
populasyonunda yapilan bir ¢calismada geng, pire infestasyonu olan ve disarida
yasayan kedilerde yiiksek bir prevalans goriildigi belirtilmistir (19).
Maruyama ve ark da disarida yasayan kedilerin evde yasayan kedilerden

yaklasik iki kat daha fazla bir pozitiflige sahip oldugunu bildirmislerdir (75).
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Kedinin yasi, B. henselae seropozitifligi ve bakteriyemi pozitifligi oranlar
arasinda farkliliklara neden olmaktadir. Cesitli calismalar 12 ayhiktan kiiciik
kedilerin B. henselae ile bakteriyemik ve yiiksek seroprevalansa sahip oldugunu
gostermektedir. Bakteriyemik kediler arasinda 1 yasin altindaki geng kediler
yetigkin kedilerden 1,7 kat daha fazla bakteriyemik olma olasilifina sahiptir ve
gen¢ kedilerde seropozitiflik oram yetiskin kedilerden daha yiiksektir (99).
Chomel ve ark calismalarinda ozellikle 1 yasindan kiiciik sokak kedilerinin
yliksek derecede bakteriyemik olmasi ve pire ile infeste olmasmin ¢ok daha
yaygin oldugunu gostermistir (19). Childs ve ark da serokonversiyonun pik
doneminin 3-6 aylik kedilerde gorildigint gozlemlemislerdir (18).
Connecticut’ ta yapilan bir anket sonucu kontrol toplulukla karsilastirildiginda
bir insanin KTH' na yakalanma olasiliginin 1 yasindan kiigiik kedili insanlarda
15 kat daha fazla, bir kedi yavrusu tarafindan tirmalanmis ya da 1sirilmis
birinde 27 kat daha fazla ve hayvan pire ile infeste olmussa 29 kat daha fazla
oldugunu gostermektedir (34). Cabassi ve ark ise 248 evcil kediden 24" {inde
bakteriyemi saptamis olup bunlarin da ¢ogunun bir yasindan kiigiik oldugunu
belirlemislerdir (13). Japonya” da yapilan calismada erkek kedilerde disi
kedilerden O©nemli olarak daha fazla miktarda Bartonella pozitifliginin
saptanmis oldugu ancak yas ile ilgili seropozitifligin istatistiki agidan 6nemli
olmadigr vurgulanmistir. Yine bazi arastiricilar infeksiyonun geng kedilerde
ozellikle 12 ayliktan kiiciiklerde yaghlara gore daha yiiksek bir seropozitiflige
sahip oldugunu bildirmislerdir (18, 88). Piemont ve Heller de bu hastaligin
pirelerle infekte bir yasindan kiiciik 6zellikle ev kedilerinde meydana geldigini
rapor etmislerdir (84).

Kediler aras1 etkenin bulagsmasi Cytenocephalides felis tiiriindeki pirelerle
olmaktadir. (24, 37, 38, 49, 110). Pire bakteriyemik kediden kan emerken
organizmay1 yutmakta ve bagka bir kediyi emerken infekte salyanin geri

gelmesi ile kediyi infekte etmektedir. Pireler tarafindan yutulan B.henselae
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pirenin kalin bagirsaginda gelismekte ve digki ile disar1 atilmaktadir. B. henselae
digskida en az 9 giin varligini siirdiirebilmektedir. Digkida bulunan etken pire
kan emerken hayvanin killarina birakilmakta, kedilerin tirnaklar1 ve disleri de,
kasinma ve yalanma sirasinda digkiyla kontamine olmakta ve boylece etkeni
tasimaktadir (37, 38).

Deneysel calismalarda, kediler ID, SC, IM, 1V ve oral yolla besiyerinde
tireyen bakteri ya da infekte kedilerden elde edilmis kan inokulasyonuyla
(1, 43, 46, 67, 68, 69), pireye maruz kalma ile (24) ve infekte pire digskisinin D
yolla injeksiyonu ile (38) Bartonella spp. ile basarili olarak infekte edilmistir.

Chomel ve ark.” nin yapti1 deneysel calismada bakteriyemik kedilerden
Spesifik Patojen Free (SPF) kedilere pire aracilig: ile etken bulastirilabilmekte
ancak pire ya da pire digskisi kullanilarak oral yolla bulastirmada basarili
olunamamaktadir. Ayrica SPF kediler piresi olmayan bakteriyemik kedilerle
birlikte ayn1 ortamda birakildiginda bulasma olmamaktadir (24). B. henselae
PCR ile pirelerin % 30-80" inden identifiye edilmistir (37).

Bir ¢calismada geng ve yetiskin kedilerin % 3’ tinde (15/462) bakteriyemi
saptanmis ancak 88 yeni dogmus yavrulardan higbiri bakteriyemik
bulunmamustir. Bu B. henselae’ nin vertikal bulasmasinin kedilerde sadece nadir
olarak gortldiigiinti gostermektedir (99). Diger bir deneysel calismada ise
gebelik siiresinde infekte anneden yavruya transplasental yolla, kolostrum ya
da siit ile ya da veneral olarak bulasma olmadig bildirilmistir (1,47).

Intradermal yolla 10 - 12 aylik kedilere inokulasyon, klinik belirti
gostermeden bakteriyemiye neden olmaktadir. Bakteriyemi 21 - 44. giinlerde
pik seviyeye ulasmakta ve ortalama 60 giin stirmektedir (4).

Her ne kadar Bartonella spp. DNA’ s1 kenelerde ve 1siric1 sineklerde de
tespit edilse de (17, 26, 27) Amerikan Kedi Hekimleri Derneginin (AAFP) 2006
panel raporunda, Bartonella spp. infeksiyonu ve disarida yasayan kedilere ya da

pirelere maruz kalmaya baglanan epidemiyolojik c¢alismalarin sonuglarina
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dayanarak, kediler arasinda Bartonella spp. bulasmasinda pirelere ya da pire
digkilarina maruz kalmanin en 6nemli faktor oldugu goriisiine varilmistir (12).

Diinyada, eritrositlerin ve lokositlerin lizisini takiben kandan izole
edilebilen B. henselae, lizis santrifiij metodu gelistirildikten sonra (61) kedilerde
infeksiyon prevalansinmi igeren gesitli caligmalar yiriitiilmiistiir. Bakteriyemi
prevalansi arastirmacilara ve kedi kaynaklarma gore degismektedir. Kordick ve
ark. 14 KTH’ 1li hastaya ait kedilerin % 89" unun (17/19) ve veteriner
ogrencilerine ait kedilerin % 28 inin (7/25) Bartonella tiirleri ile bakteriyemik
oldugunu rapor etmistir (70). Ayrica, Koehler ve ark. 4 kutanoz Basiller
anjiomatozlu (BA) hastaya ait 7 kedinin hepsinde, evcil kedilerin % 41" inde
(15/37), barmak kedilerinin % 41’ inde (9/22), San Fransisco’ da 2 sokak
kedisinin 1” inde B.henselae bakteriyemisine rastlamistir (61). Kuzey Kaliforniya’
da, kedilerin % 40" 1 (81/205) bakteriyemiktir ve evcil kedilerin bakteriyemi
orani (% 4 - 48) barinaktakilerden (% 53) ya da sokak kedilerinden (% 70) daha
diistiktiir (19). Havai” de 31 yavru kedinin 21" i (% 62) B. henselae kan kiiltiirii
pozitif iken 3 yetiskin kedinin kiiltiirleri negatiftir (29). Avustralya kedi
poptilasyonunda % 35" i (27/77) kanlarinda B. henselae tasimakta ve kedilerin
% 40" 1 sokak (24/59), % 16" s1 (3/18) evcil kedilerdir. Pozitif kedilerin ¢ogu
1 yasindan kiigiiktiir (8). Japonyada Maruyama ve ark. evcil hayvanlarin
% 7’ sinden organizmay1 izole etmistir (76).

B. henselae prevalansimin saptanmasina yonelik diger tilkelerde yapilan
epidemiyolojik calisma sonuglarina gore Fransa’ da bakteriyemi prevalansi
% 16,5 seroprevalans % 41 (50), Almanya’ da bakteriyemi prevalansi % 13 (93),
[talya’ da bakteriyemi prevalansi % 18, seroprevalans % 38 (35), Isve¢’ de
bakteriyemi prevalanst % 2,2 (33), Hollanda" da bakteriyemi prevalanst % 22
seroprevalans % 50 (6), Danimarka’ da bakteriyemi prevalanst % 22,6
seroprevalans % 45,6 (22), Cek Cumhuriyeti’ nde bakteriyemi prevalansi % 18

(78), Kore’ de bakteriyemi prevalansi % 41,8 (58), Tayland” da seroprevalans
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% 5,5 (79), bakteriyemi prevalansi % 27,6 (77), Filipinler’ de bakteriyemi
prevalansi % 61, seroprevalans % 68 (23), Amerika’ da bakteriyemi prevalansi
% 24 seroprevalans % 51 (49), Avustralya’ da bakteriyemi prevalansi % 35 (8),
Urdiin’ de seroprevalans % 32 (2), Endonezya’ da seroprevalans % 54’ diir (73).
Bu bilgiler diinyanin heryerinde evcil kedilerde organizmanin yayildigim
gostermektedir.

Kediden insana bulagsma yolu direkt kedi tirmig1 ya da 1sirig1 ile nadir
olarak da dogrudan pire ile olur. Pire ile bulasma yolu net olarak
kanitlanmamistir. Bununla birlikte, kedi toplulugunda C. felis ile B. henselae
bulasmasi1 gosterilmistir (24). Diskida bulunan bakteri pire kan emerken
hayvanin killarina birakilir ve deri yaralanma ya da cilt lezyonu kasima
durumunda kedinin viicuduna girer (38). Pireler rezervuar kedi ve bdylece
insana bulagsma riski artan indirekt bir rol oynar. B. henselae disinda B.quintana,
B.clarridgeiae ve B.koehlerae gibi bircok tiir de kedi pirelerinden saptanmistir (91).
Az sayida olsa da kediye kenelerle (Ixodes ricinus) bulasma da bildirilmistir (27).
Bu tip bulasmada inokulum boyutu ve enfeksiyon kaynagmin klinik bir etkisi
vardir ve kene 1sirig1 ile kontamine olan hastalar lenfadenopatiden c¢ok
cogunlukla bakteriyemi gosterirler (32).

B. henselae kaynakli hasta bir ¢ok insanin yavru kedilerle yakin temasta
olduguna dair bir hikayesi vardir (7, 9, 20, 110). Infekte pire digkisi ya da infekte
kedi kani, temizlenme sirasinda kedinin tirnaklarini kontamine eder (38).
Bartonella infeksiyonlu insanlarin ¢ogu da tirmalanmis olduklarina ve bu
nedenle kedi tarafindan derilerine Bartonella spp. inokule edildigine
inanmaktadirlar. Ayrica Bartonella infekte pire digkilarinin yaralanmis derinin
icinden viicuda girebilmesi de miimkiindiir. Parinaud oculoglandular
sendromda, organizma tagiyan pire digkilarinin konjuktivay1 kontamine etmesi
miimkiindiir (28). Bartonella spp. antikorlu ya da Bartonella” ya bagh bazi hasta

insanlar kedilerle temasta bulunmamistir. Bu kimselerde, cevredeki pire
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digkilar1 ile temas, pire (ya da diger artropodlar) 1sirg1 ya da diger
rezervuarlarla temasla bulasma infeksiyonun kaynag: olabilmektedir (12).
Tsukahara ve ark. 1998” de lenfadenopatili bir ¢ocuga ait yavru kopegin
ag1z ve dis eti mukozasindan aldiklar1 svaptan B. henselae DNA’ sin1 amplifiye
etmisler ve infeksiyonun g¢ocuga temas yolu ile bulagtigini bildirmislerdir.
Ayrica kopegin periferal kan, oral svap ve tirnak orneginden PCR’ da pozitif
sonuglar elde etmislerdir. Sonug olarak kediler gibi evcil kopeklerinde B.henselae
infeksiyonlar1 igin rezervuar olabilecegini &ne siirmiislerdir (101). Ingiltere,
Havai ve Japonya’ da yapilan serolojik calismalarda kopeklerde B. henselae
seroprevalans oran1 % 3-7,7 olarak belirlenmistir (14). Italya’ da 381 kopekten
23’ tinde (% 6) B. henselae antikoru saptanmistir (40). 2004" de Amerika’ nin
glineydogusundaki kopeklerden yapilan bir c¢alismada ise B. henselae
seroprevalanst % 23,5 olarak bildirilmistir ve istatiksel olarak klinik olarak
saglikli kene ya da pire ge¢misi olmayan kopekler ile vektorle bulasan
hastaliklara uygun klinik belirtileri olan kopekler arasinda belirgin farkliliklar
bulmuglardir. Bu sonuglar, kene ya da pirelerin B. henselae’ nin kopeklere
bulasmasinda rolii olabilecegini ayrica kedilerin 1sirik ya da tirmikla kopekleri

infekte edebilecegini gostermektedir.

2.4. Patogenez

Bartonellalar infeksiyon esnasinda esas olarak eritrositleri ve kan
damarlarinin cidarindaki vaskiiler endoteliyel hiicreleri etkiler ancak
ekstraseliiler olarak da (48) goriilmiistiir. Ayrica, kemik iligi progenitor
hiicrelerin Bartonella” larin patogenezisinde siginak bolge olarak rol oynadig:
bildirilmistir. Eritrosit invazyonu ve uzun siireli kolonizasyon yalmiz normal
rezervuarlarinda olur. Vaskiiler endoteliyel hiicreler ise hem rezervuarlarinda
hem de rastlantisal konak¢ida hedeftir ve Bartonella” lar vaskiiler dokunun

kontrolsiiz bliytimesini uyarma kabiliyetine sahiptir (44).
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Eritrositlere adhezyon ve invazyonda farkli Bartonella spp.” ler igin
spesifik (polar flagella) ve genel (deformin, invazyonla iligkili bolge)
mekanizmalar gelistirilmistir. B. bacilliformis eritrositlere adhezyonda aracilik
eden polar bir flagellaya sahiptir. Flagellaya sahip olmayan diger Bartonella
tirlerinde eritrositlere baglanmada diger onemli mekanizmalar devreye
girmektedir. Bunlardan biri az pasajlanmis B.hensalae ve B. bacilliformis’ in
ylizeyinde bulunan demet olusturan piluslar (bundle-forming pili) dir. Bir
digeri ise proteinlerle eritrositlerin  birbirlerini etkileme yetenegi
saptanamamaigsa da bakteriyel ylizeyde agiga ¢ikan proteinlerdir (44).

Bartonella hiicrelerinin hiicre igine penetrasyonu igin eritrosit
membraninm1 degistirmede gerekli ilk basamak spektrine baglanmasidir. Bu
hipotez eritrositin sekil, membran biitiinliigti ve deformasyon kabiliyetini
korumada spektrinin rolii olmasi ile desteklenmektedir (44).

B. henselae anjiojenik bir faktor salgilamaktadir ve bu faktor bakteriyel
invazyon diginda endoteliyal hiicre proliferasyonunu uyarmaktadir (72). Kempf
ve ark. B. henselae’ nin EA. hy 926 hiicrelerini (permanent endoteliyal hiicre line
expressing faktor VIII) VEGF tiretmek i¢in uyardigini ispatlamistir. Bu hiicreler
sirastyla endoteliyal hiicrelerin proliferasyonunu stimiile etme ve B. henselae’ y1
tiretme kabiliyetine sahiptir (44). Ayni calismada Kempf ve ark. VEGF nétralize
eden antikorlarin endoteliyal proliferasyonu % 50 oraninda azalttigim
gostermistir. B. henselae sadece yeni hiicre olusumunu tesvik etmez ayrica
infekte hiicreleri apoptozisden de korur (59).

Insanda B. henselae intraseliiler gelismektedir. Bakterinin yiizeyindeki
demet seklindeki Tip 4-like pili elektron mikroskop ile goézlemlenmis ve
hiicreye tutunmada ve virulansda 6nemli bir faktor oldugu tahmin edilmistir.
Ayrica besiyerine yapismada da onemli bir rol oynamaktadir. B. henselae klinik
ornekten ilk izolasyonda besiyerine kuvvetlice yapisir ancak bu ozellik

pasajlardan sonra kaybolabilir. Arastirmacilar bakteri ve hiicreler arasindaki
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etkilesimi saglayan ve bakteriyi oksidatif yikimdan koruyan HtrA genini
tanimlamiglardir. B. henselae immun sistemi etkiler ve alternatif komplement
yolunu aktive eder, doku makrofajlarinin yiizeyindeki spesifik antijenlerin
ekspresyonuna neden olur, lenfositlere baglanir ve polimorfoniikleer
lokositlerin oksidatif fonksiyonunu azaltir (41).

Genel olarak B. henselae ile bakteriyemik kedilerde klinik belirti
gozlemlenmemistir. Kirkpatrick ve Whiteley her ne kadar organizma izole
edilemese de inatgi lenfadenopatili bir kedinin lenf nodiiliinde giimiis ve
bilesikleri ile kolay boyanabilen bir bakteri saptadiklarini rapor etmislerdir.
Ayrica KTH hastasi ile iligkili kedilerde bakteriyemi 12 ay boyunca devam
etmektedir ancak kedilerde klinik belirti gortilmemektedir (70). Deneysel olarak
inokule kedilerde bakteriyemi kolaylikla olugsa da ve 7-21 hafta gibi uzun bir

siire ile devam etse de belirgin klinik semptomlar goriilmemistir (24, 43).

2.5. Klinik Bulgular

Saglikli kedilerde B. henselae aylarca ve yillarca intravaskiiler mikrobiyel
floranin bir parcasi olarak kalabilmektedir ancak bu kedilerde kronik sinsi
hastaliklara yol agabilmektedir (9).

Dogal olarak infekte kediler hicbir klinik belirti gostermeden
bakteriyemiktir. Koehler ve ark. Basiller anjiyomatozlu bir hastaya ait 3 kediden
2,5 ay sonra tekrarlayan bakteriyemi saptamislardir (61). Sander ve ark. KTH’ li
bir hastanin kedisinden 5 ay sonra ve bagka 2 kedide 1 yil sonra bakteriyemi
saptamislardir (93). Kordick ve ark. etkeni KTH hastasinin kedisinin kanindan
14 ay sonra izole etmislerdir (70). Bir baska ¢alismada Kordick ve ark. 2,5 yil
once ates ve lenfadenopati belirtisi gostermeden 1 ay boyunca kuvvetten
diistiren bir yorgunlugu olan bir hastanin kedisinin kanindan etkeni izole
etmeyi basarmislardir (66).

Bazi c¢alismalar, B. henselae’ nin bazi kosullar altinda patojenik

olabilecegini Oone siirmektedir (15). Japonya’ da yapilan bir ¢alismada FIV ve
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B.henselae antikorlar1 yoniinden pozitif kedilerde lenfadenopati ve gingivitis
insidensinde bir artis belirlenmis ve immun vyetmezligi olan kedilerde
B. henselae ile koenfeksiyon sonucu spesifik hastalik belirtilerine rastlanabilecegi
one siiriilmiistiir (104). Isvicre’ de yapilan bir calismada ise bobrek ve iiriner yol
anormallikleri bulunan kedilerde B. henselae antikorlarmin varlig: ile bulgular
arasinda istatiksel bir baglanti saptanmustir. Etyolojisi bilinmeyen kronik
bobrek yetmezligi olan yaslhh kedilerde morbidite ve mortalite nedeni
oldugundan Bartonella tiirlerinin kronik bobrek yetmezligindeki rolii oldukga
onemli bulunmustur. Son zamanlarda immunokompetent bir kedinin serum ve
goz sivisinda organizma antikorlarmin saptanmasma dayanarak Bartonella
infeksiyonunun kedilerde tiveit nedeni oldugu bildirilmistir (71). Bunu takip
eden calismada uveitli 49 kedinin 7’ sinin gz sivisinda anti-Bartonella 1IgG’ si,
deneysel olarak infekte edilen 9 kedinin 4’ {iniin goz sivisinda IgG antikorlar:
bulunmustur. Ticari saticidan alinmis ve 1 yil iginde dogal olarak Bartonella ile
infekte olan SPF kedilerde agiklanamayan kataraktlar bildirilmistir. Katarakt ve
infeksiyon arasindaki iligki bilinmemektedir ve rastlantisal olabilecegi
distintilmektedir (15). Chomel ve ark. 2003 de ilk kez bir kedide endokarditis
bildirmislerdir (25).

B. henselae ile dogal olarak infekte kedilerde genellikle subklinik
infeksiyonlar gelismektedir (1). Baz1 infekte hayvanlarda ameliyat sonras: gegici
bir ates ve infekte disi kedilerde fertilitede diistis goriilmektedir (34). Bazi
kedilerde gecici olarak ates, istahsizlik, gecici hafif anemi, injeksiyon bolgesinde
kirmiz1 sislikler, lenfadenopati, uyaranlara karsi asir1 ya da azalmis cevap,
agresif davranislar, odaksal nobetler, nistagmus ve generalize titremeler
saptanmigstir (12).

Kedilerle ilgili gesitli deneysel infeksiyon c¢alismalarindan elde edilen
bulgularin karsilastirilmas: inokulumlarin tipi ve miktari, infeksiyon yolu ve

B.henselae susundaki degiskenlikten dolayi zordur (9, 12). B. henselae ile
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deneysel infekte kedilerde bulunan anormallikler ates, hafif gecici anemi,
eosinofili, lenfadenomegali, kolanjit, kalp ve bdbrek lezyonlari, uyusukluk,
desoryantasyon, gevresel uyarilara yarutsizlik ile karakterize gecici norolojik
fonksiyon bozuklugu ve reprodiiktif bozukluklardir. Her ne kadar perinatal
bulasma basarili olmasa da, arastirmacilar reprodiiktif bozukluk rapor etmis,
gebe kalmadaki bozukluklari, fétal involiisyon ve rezorpsiyonu ve IV yolla
B. henselze inokule kedilerde gecikmis gebeligi tanimlamislardir (47).
Cogunlukla mononiikleer hiicrelerden meydana gelmis fokal miyokardial
yangt gozlemlenmistir (9). B. henselae (type II) igeren kan inokule edilerek
infekte edilen kedilerde lenf nodiilii hiperplazisi, dalak folikiillerinde
hiperplazi, lenfositik kolanjit, lenfositik hepatit, lenfositik plazmasitik
miyokardit ve lenfositik intertisyal nefrit gibi histopatolojik lezyonlar identifiye
edilmistir (46, 67).

Kordick ve Breitschwerdt 1997” de yaptiklari calismada parenteral
infeksiyondan sonra gecici anemi, davranis bozukluklar1 ve lenfadenopati
saptamistir (14).

Green ve ark. injeksiyon bolgesindeki deri lezyonlarinda artis ve tirmikla
intradermal inokulasyon sonrasi lenfadenopati olusumunu bildirmistir (43).

Guptill ve ark. histolojik olarak dalakta mikroapse olusumunu ve IV
yolla inokulasyon sonrasi lenfadenopati ve lenf nodiillerinde granuloma
olusumunu gostermistir (40).

O’ Reilly ve ark. deneysel olarak kedilerde olusan hastaligin insanlardaki
KTH ile benzer oldugunu ortaya koymuslardir. Kedilerde inokulasyon
bolgesinde eritematdz lezyonlar, ates, letarji ve bazi durumlarda palpe
edilebilen lenfadenopatiler gelistigini bildirmislerdir (80).

Isvigre’ de yapilan bir galisma saglikli ve hasta kediler, ev ya da sokak

kedileri, tek basina ya da bir¢ok kedinin bir arada bakilmasi, FeLV ya da FIV ile
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infekte olup olmamasi arasinda belirgin farklar olmadigini 6ne stirmektedir
(14).

Ayrica B. henselae ve B.clarridgeiae ile koinfekte kedilerin kanindan SPF
kedilere deneysel inokulasyon sonrasi kronik ancak asemptomatik
infeksiyonlar meydana gelmistir. Bir yildan fazla bir siiredir bakteriyemi
bulunan kedilerde bakteriler eritrositlerin icinde bulunur ki bu da etkeni izole
etmek icin alyuvarlari lizise ugratma ihtiyacini agiklamaktadir (34).

B. henselae’ min insanlarda kedi tirmigr hastalii, basiller anjiyomatoz,
kronik bakteriyemi, kronik lenfadenopati, pelioz hepatit, meningoensefalit,
myelit, graniilamatoz hepatit, endokardit, osteomyelit ve nororetinitis gibi
hastaliklara neden oldugu tamimlanmustir. Bu organizmalar immun sistemi
yetersiz ve daha once kalp kapakg¢igr anomalileri olanlarda sistemik hastaliga
neden olmaktadir. Immun sistemi yeterli olanlarda genellikle sadece lokalize
infeksiyonlar goriilmektedir (83).

Kedi Tirmig1 Hastali§1 ¢cogunlukla ¢cocuklarda ve geng eriskinlerde selim
seyirli, kendiliginden diizelen akut bolgesel lenfadenopati ile ortaya ¢ikan bir
hastaliktir (103). Etken ilk olarak Dolan ve ark. tarafindan 1993 yilinda
hastalarin lenf nodiillerinden izole edilmistir (30). Organizma ayrica
asemptomatik bir kedinin kanindan da izole edilmistir, bu da evcil kedilerin
B.henselae rezervuari oldugunu kanitlamaktadir (88). KTH diinya capinda rapor
edilmistir ve bugiin insanlarda en yaygin Bartonella infeksiyonu olarak kabul
edilmektedir (55). Kedi tirmig1 hastaligi, olgularin % 50" sinde genellikle el ya
da on kol tizerindeki inokiilasyon bolgesinde bir bocek isirigina benzeyen
kiigiik bir deri lezyonu ile ortaya c¢ikmaktadir. Bu lezyonlar bir papiilden
vezikiil sekline ve iyilesmis iilserlere dontismektedir. Birkag giin ile birkag hafta
arasinda kendiliginden iyilesme meydana gelmektedir (5). Okiiler yol ile
kontaminasyon durumlarinda konjuktivitli ya da konjuktivitsiz granulom

olusumu goriilmektedir (34). Teshis sirasinda olgularin % 60" inda lezyonla
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iligkili, tek tarafli genellikle boyun, koltukalt:1 ve kasik bolgesinde yerlesen
lenfadenopatiler goriilmektedir (5). Binikiytiz hasta tizerinde yapilan bir
calismada % 48 koltukalti, % 16 boyun, % 12,5 sumaksillar, % 12 kasik, % 7,5
orikiiler, % 2,5 klavikiiler, % 2 epitroklear ve % 1 pektoral lenf nodiillerinde
yerlesim goriilmiistiir (34). Bu adenopatiler birka¢ hafta ya da ay sonra
kendiliginden iyilesmekte ve antibiyotik tedavisine duyarsiz kalmaktadirlar (5).
Yapilan bir arastirmada bas ve boyun bolgesinde kitle ile basvuran 454
hastadan 61" inin (% 13,4) KTH oldugu tespit edilmistir (103).

Immunokompetent yetigkinlerde hastalarin % 59-93' {inde hastalik
genellikle kedi tirmig1 cevresinde papiil ve piistiille ortaya c¢ikar. Bu papiil ve
pustiiller tipik olarak birkag giin icinde gelisir ve tirmik yeri kendiliginden
kapanmayan yara olarak devam eder. Hastalarin % 90" indan fazlasinda bu
evreden 7-50 gilin sonra tirmik bolgesine yakin nodiillerde bolgesel
lenfadenopati gelisimi gortliir. Hastalarin % 32-60" inda ates, % 13-29" unda
basagrisi ve yorgunluk gortiliir. Ancak hastalarin ¢ogu kendini iyi hisseder (14).

Olgularin % 57-80" i 21 yas altindaki bireylerde goriilmektedir.
Cocuklarda spesifik yas insidensi 10 yasin altidir. 1998 de yapilan bir ¢alismaya
gore B. henselae ¢ocuklarda nedeni bilinmeyen atesin % 5" inden sorumludur.
Lenfadenopatinin ortaya ¢ikisindan 1-6 hafta sonra ensefalitis gelisebilmektedir.
Cocuklarda ayrica konjonktivaya bulasmasi sonucu Parinaud Okiiloglandular
Sendrom gelisebilmektedir (14).

AIDS, kronik alkolizm ya da immunsupresif tedavi ile immun sistemi
baskilanmis kisilerde komplikasyon spektrumu immunokompetent hastalara
gore daha fazladir. Bu tip hastalarda basiller anjiyomatoz (kan damarlarinin
lobtiler proliferasyonu ve inflamator hiicrelerin deriye sizmasi), basiller pelioz
hepatit (karacigerde bazen de dalakta kan dolmus sistik lezyonlar,
hepatosplenomegali, karin agrist ve bulanti), inatga ya da niikseden

bakteriyemi, endokardit, osteomiyelit, uzun siireli bakteriyemi ve inat¢i ates
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(14) meydana geldigi belirtilmistir. Kodama ve ark. KTH'l1 14 hastanin 13’ {inde
ates goriildiigiinti ve bunlarin da 7 tanesinde lenfadenopatinin goriildiigiinii
ortaya koymuslardir. Hastalarin 11" inin goziinde de tiveit saptamislardir (57).

Amerika’da Jackson ve ark. epidemiyolojik veri tabamu iizerine galismis
ve her yil yaklasik 24000 olgu gorildigiinii, yilda 9,3/10.000 ayakta hasta
insidensi hesaplandigini 6ne siiriilmektedir (54). 2000" de KTH’ nin tedavisi igin
hastane oranlarinin 18 yas alt1 ¢cocuklarda 0,60/100.000 ve 5 yas alt1 ¢ocuklarda
0,86/100.000 oldugu tahmin edilmektedir (90). Hollanda” da KTH’ nin insidensi
yilda 100.000 insanda 12,5 olgu olarak tahmin edilmektedir (6).

B. henselae endokarditleri genellikle kedi ile temas1 olan ve kalp kapak
hastaligi olan hastalarda teshis edilmistir ve Bartonella nedenli endokardit
olgularin yaklasik % 20" sini temsil etmektedir, kalan % 80 ise B.quintana
nedeni ile olusmaktadir (5).

Kopeklerde insanlarda bildirilen lezyonlara benzer klinik belirtiler
gelismektedir. Bunlar endokardit, pelioz hepatit, graniilomatoz lenfadenit,
graniilomatoz rinitdir (40). Bir ¢alismada kilo kaybi, istahsizlik, halsizlik gibi
spesifik olmayan klinik belirtiler gosteren 3 kopekten ve pelioz hepatisli bir
kopegin karacigerinden B. henselae DNA’ s1  amplifiye edilmis ve
sekanslanmistir ancak kiiltiir yapilmamistir (60). Deneysel olarak, B. henselae

inokiile edilen kopeklerde bakteriyemi olusmamaistir (9).

2.6. Tan

Kedilerde klinik tani genellikle Bartonella infeksiyonlarimin klinik
goriiniimii tam olarak agiklanamadigindan kolay degildir (7).

Bartonella tiirleri nazli, yavas iireyen bakterilerdir ve rutin bakteriyel
kiiltiir protokolleri genellikle bu organizmay1 saptamaya yetersiz kalmaktadir.
Bartonella tiirlerinin basarili izolasyonu uzun inkiibasyon siiresi, kanla
zenginlestirilmis besiyerlerinin kullanimi1 ve kan kiiltiir sistemlerinde hiicre

lizisine dayanmaktadir (86, 95, 97).
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Kan Orneginden Bartonella tiirlerinin izolasyonu igin izolator kan lizis
tiipleri ve EDTA igeren tiipler en ¢ok kullamilan sistemlerdir. B. henselae
orneklerinin hemen ya da 24 saat icinde besiyerlerine ekimleri yapilacaksa
[zolator sistem EDTA’ I tiiplerden daha duyarlidir. Eger &rnekler uzun siire
saklanacaksa -70° C’ de dondurmak B. henselae saptama duyarhiligim
artirmaktadir  (11). Izolatér tiip sodyum polyanetholsulfonat, kanin
antibakteriyel etkisini inhibe eden antikoagiilan, eritrositleri ve l6kositleri lizise
ugratan saponin igerir. EDTA’ 11 tiiplere alinan kan hiicreleri lizise ugramaz.
B. henselae intraseliiler bir bakteri oldugu igin kan hiicreleri saponin ile ya da
dondurularak parcalanmalidir (97).

Bartonella tiirleri tireyebilmek i¢in hemine ihtiya¢ duyarlar ve en iyi
treme kanla zenginlestirilmis besiyerinde nemli atmosferde % 5-10 CO2" 1li
ortamda 35° C’ de meydana gelmektedir. B. henselae standart cikolata agar,
ticari % 5 koyun kan katkili brain heart infusion agar, % 5 koyun kani katkili
triptik soy agar, % 5 tavsan kami katkili heart infusion agar ve kan katkil
Columbia agarda iyi iiremektedir. Tavsan kaninin koyun kanindan daha etkili
oldugu bildirilmistir (104). Besiyerinde koloniler 5-15 giinde goriilmeye
baslamakta ve 45 giine kadar uzayabilmektedir. Ilk iiremeler zor olmakta ancak
4-5 pasajdan sonra 3-5 gilinde iireme goriilmektedir. Cevresel kontaminasyonu
engellemek igin besiyerine antimikotik olarak amfotericin B katilabilir ya da
inkiibasyonun 24. saatinden itibaren petrilerin kenarlar1 parafilm ile
sarilabilmektedir. Tk iiremede diizensiz, R tipi ya da S tipi koloniler goriiliirken
birkag pasajdan sonra koloniler S tipi parlak ve besiyerine daha az gomdiilii bir
hal almaktadirlar (97).

Bartonella tiirlerinin izolasyonunda BACTEC ya da Bact/Alert kan kiiltiir
sistemleri de kullanilmaktadir. BACTEC sisesine inokule edilen ornekde
mikroorganizma varsa, organizma sise igerisindeki substratlar1 metabolize

ederken CO: iiretmektedir. Siseler de {iretilen CO: konsantrasyonuna ya da
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mikroorganizmanin iiremesi igin gerekli oksijen tiiketimine duyarli bir sensor
icermektedir. BACTEC floresan serisi cihazindaki bu sensor floresans artisini
her on dakikada bir konrol etmekte ve sesli pozitif uyarisi sisedeki
mikroorganizmalarin varligini gostermektedir (4).

Bartonella izolasyonunda doku kiiltiirti kullanimi da (endoteliyal
hticreler, Vero hiicreleri, HelLa hiticreleri, L929 hiicreleri, insan karsinom
hiicreleri) miimkiindiir ancak 6zel olmayan laboratuarlar tarafindan az
kullanilmaktadir. Genel olarak izolasyon sansini arttirmaya yarayan bir teknik
olarak kabul edilmektedir (4).

Fenotipik ve genotipik olarak ¢ok benzer olduklarindan Bartonella
tiirlerinin rutin mikrobiyoloji laboratuarinda identifikasyonu epey zordur. Kan
katkil1 besiyerlerinde uzun bir inkiibasyon sonras: kiiciik, besiyerine gomiilii
koloniler ve Gram boyama sonrast gram negatif pleomorfik basiller
gortildiigiinde Bartonella tiirlerinden siiphelenilmelidir. Bartonella siipheli
izolatlarin biyokimyasal testlerin gogunda negatif sonu¢ vermesi, biyokimyasal
testlerle tiir tayini yapilmasmi engellemektedir. Biyokimyasal testler genus
diizeyinde identifikasyon i¢in kullanilabilir ancak Bartonella tiirleri arasindaki
ayirim igin uygun degildir (97) ve sonucu Bartonella spp. diizeyinde
birakmaktadir. Bu nedenle tiir tayininin molekiiler teknikler yardimi ile
yapilmas1 gerekmektedir (70, 86, 111).

B. henselae ayrica fare kaynakli monospesifik antiserumlar kullanilarak
immunofloresan testleri ile ya da genomik tekniklerle identifiye edilmektedir.
Genomik tekniklerle genlerin ya da DNA fragmentlerinin amplifikasyonuna
basvurarak yapilmaktadir. 16S rRNA kodlayan genlerin amplifikasyonu, sitrat
sentetaz geninin amplifikasyonu (gen gltA), riboflavin sentetaz i¢in kodlanan
ribC geninin amplifikasyonu, 60 kDa’ luk bir protein i¢in kodlanan htrA geninin
amplifikasyonu, bakteri boliinmesine karisan bir bakteri i¢in kodlanan 3'

bolgesi ftsZ geninin amplifikasyonu, 165-23S interjenik bolge amplifikasyonu,
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sok termik proteini i¢in kodlanan groEl geninin amplifikasyonu, PAP31 proteini
icin kodlanan gen amplifikasyonu, enterobakteriyel repetitive intergenic
consensus (ERIC) sekanslarinin amplifikasyonu sonucu elde edilen amplikonlar
elektroforetik fragment restriction analizi ya da sekanslama ile identifiye
edilmektedir (4). Jensen ve ark., tek etapta gerceklestirilen, 16S-23S interjenik
bolge amplifikasyonuna dayanan ve amplikon analizi gerektirmeyen bir PCR
testi tanimlamiglardir. Insanda ve hayvanda kullamlabilir bu test B. henselae’ yi
diger insan ve/veya hayvan igin patojen Bartonella tiirlerinden ayirt etmeye
imkan tanimaktadir (56).

PCR teknikleri direkt olarak biyopsilerden (deri, lenf nodiilleri,
karaciger), kandan ya da pirelerden de yapilabilmektedir (4).

Antikor aramak etkeni ortaya koymanin en kolay yoludur ve
immunofloresan indirekt testi ya da ELISA testi yardimi ile yapilir. Kedilerde
serolojik tanida baslica immunofloresan testine bagvurulmaktadir. 1/64 ve tizeri
titre pozitif sayilmaktadir. Calismalara gore, tahmini pozitif deger % 39-46
arasinda, tahmini negatif deger % 90-96 arasin1 kapsamaktadir. Bakteriyeminin
saptanmasinda IgM’ lerin ortaya konmasi, bakterilerin kaybolmasindan sonra
uzun siire devam eden IgG’ lerin ortaya konmasimndan daha iyi bir gostergedir
(4).

Kedilerde serolojik testler, bir¢cok kedinin (6zellikle sokak kedileri)
B. henselae’ ye karst seropozitif olmasi muhtemel oldugundan smirli tanisal
degere sahiptir (17). Test yavru kediler ya da evlere yakin tarihlerde alinan
kedilerde uygulanir ¢ilinkii seronegatif kedilerin bakteriyemik olmamas: daha
muhtemeldir. Benzer olarak, immun sistemi baskilanmus kisiler B. henselae’ ye
kars: antikorlar: saptayan IFA testini kediyi evine almadan 6nce yaptirmalidir.
Ancak seronegatif kedilerde bakteriyemi az sayida ornekte rapor edilmigtir ve
antikorlar genellikle gesitli Bartonella anijenleri ile kros reaksiyon vermektedir

(20). Bartonella antijenleri igin serolojik goriintiileme bakteriyemik kedilerin
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identifikasyonu icin kullanish olmayabilmekte (pozitif deger % 46,4) ancak
bakteriyemi olmadiginda B. henselae’ ye karst antikorun bulunmamasi normal
kabul edilmektedir (% 89,7) (17). Serolojik test i¢in bu smurlar yiiziinden
bakteriyel izolasyon ya da PCR Bartonella spp. * yi idenifiye etmek igin
gereklidir (7). Zanutto ve ark. da yaptiklar1 deneysel calismada, etken
izolasyonunun kan kiiltiirii ile, izolatlarin identifikasyonunun PCR ile
yapilmasinin kandan PCR ya da IFA testine oranla daha etkili bir yontem
oldugunu bildirmislerdir (111).

Insanlarda serolojik test (baslica IFA testi) KTH’ nin tanisi igin referans
testtir (55). Siiphenilen hastaliktan en az 2-3 hafta sonra test edilen hastalarda
IgG anti-B. henselae antikor titresi 1/64” e esit ya da biiyiikse pozitif olarak kabul
edilmektedir. Ulusal Riketsia Referans Merkezi tarafindan, 1/100 tzeri IgG
titresi kisa silirede olusan KTH’ nin tanisi igin belirtici, 1/800 ve tizeri titre
endokardit tanisi i¢in belirtici olarak kabul edilmektedir (4).

Zangwill ve ark. IFA’ ya dayanarak B. henselae sensitivitesini % 84 ve
spesifitesini % 96 olarak degerlendirmislerdir (7).

Bununla birlikte insanlarda serolojik testlerin bazi sakincalar:
bulunmaktadir: 1) Antikor titreleri antijenin hazirlanma yoluna gore degisir
(besiyerinde ya da hiicre kiiltiiriinde iireyen bakteriler); 2) HIV ile kontamine
ve pelioz ya da anjiomatoza yakalanan bireyler ¢ok diisiik antikor titresine
sahiptirler; 3) KTH" na yakalanan hastalarin yaklasik % 10" u saptanabilir
diizeyde antikor liretemezler; 4) B. henselae suslar1 arasinda antijenik farkliliklar
vardir. Marseille serovar susu ile infekte hastalar Houston serovar susu ile
hazirlanan antijen ile saptanamazlar. 5) B. henselae ve B.quintana arasmda
antijenik ortaklik vardir. 6) Ozellikle Coxiella burnettii, Chlamydia trachomatis,
Chlamydophila pneumoniae ve Chlamydophila psittaci ile Bartonella spp. arasinda

bir¢ok antijenik reaksiyona girme kabiliyeti vardir (4).
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Insanlarda kullamlan bir diger test deri testidir. Foshay infekte
adenopatilerdeki irini kullanarak intradermal deri testi iretmis ve hastalarinda
pozitif reaksiyonlar gozlemlemistir. Debré de 1940 yili boyunca deri testi igin
Foshay’ in hastalarindan hazirlamis oldugu materyali kullanmistir. 1946" da
Rose, NewYork’ da intradermal deri testini kedisinin tirmalamasi sonrasi
olusan epitroklear adenopati agrisi ceken doktor arkadasit Hanger' e
uygulamistir. Antijen olarak Hanger’ in nodiillerindeki irini kullanmistir ve
siddetli tiiberkiilin benzeri bir cevap elde etmistir. Bu iki doktorun serefine deri

testi Hanger-Rose deri testi olarak adlandirilmistir (96).

2.7. Hastaliktan Korunma ve Sagaltim

Bartonella infeksiyonlarina kars: asilama kedilerde infeksiyonu onleme
ve insanlarin hastaliga maruz kalmasinm smirlamada yararh olabilir. Ancak as1
gelisimi, infeksiyona karsi bagisiklik yavas gelistiginden ve infekte kedilerin
diisiik bir ylizdesinin uzun vadede tagiyica olmasindan dolayr zor
olabilmektedir (1). Arastirmacilar tedaviye alternatif olarak kedilerde Bartonella
infeksiyonlarini koruyabilecek bir asi gelistirme pesindedir (98). Deneysel
calismalar sonucu heterolog ve homolog asilarin kedilerde degisken bir koruma
sagladigl gosterilmistir (43, 89, 107, 109). Yamamoto ve ark. insanlardaki
infeksiyonu onlemek igin kedilere yonelik bir as1 gelistirilecekse serotipler ve
genotipler arasindaki Onemli farkliliktan dolayr asi susu seciminin kritik
olacagimi bildirmis (108) ve etkili bir asis1 i¢in multivalan olmas: gerektigini
belirtmislerdir (107).

Hem kedilerde hem de insanlarda etkenin neden oldugu hastaliktan
korunmada en iyi yontem pirelerin diizenli kontroliidiir. Ev kedilerinin
Bartonella tiirleri ile infekte olma olasiligin1 azaltmak igin yil boyunca devam
eden uygun pire kontrol programini stirdiirmek gerekmektedir. Pireleri kontrol

edilmeden eve sokak ya da barinaktan kedi alinmamas1 ve kedilerin pire ve
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diger olas1 vektorlere maruz kalmamasi igin ev iginde tutulmas: gerekmektedir
(12).

Cesitli arastirmacilar tarafindan kedilerde B. henselae infeksiyonlarinin
antimikrobiyal eliminasyonu denenmis ancak infeksiyonu ortadan kaldirmak
icin uygun antimikrobiyal kiir heniiz belirlenememistir (98). Bartonella
tirlerinin  beta laktam  antibiyotiklere (oksasilin, sefalotin  harig)
aminoglikozidlere, makrolidlere (klindamisin harig) tetrasiklinlere ve
rifampisine ¢ok duyarli olduklar: bulunmustur. Florokinolonlara duyarhilig: ise
degisken olarak kabul edilmistir (83). Calismalarda enrofloxacin, doksisiklin ve
amoksisilinin koloni sayisini azalttigr ayn1 zamanda bakteriyemiyi de yok ettigi
gorilmistiir. Tetrasiklin, eritromisin, doksisiklin, amoksisilin, ya da
enrofloksasin ile antimikrobial tedavi bakteriyemi diizeyini azaltmakta ancak
deneysel olarak inokule kedilerin kanindan B. henselae’ yi tamamen ortadan
kaldirmamaktadir. Kedilerde B. henselae bakteriyemisi giinde 2 kez 25-50 mg
doksisilin ya da giinde 2 kez 100 mg linkomisin gibi oral antibiyotik kullanimi
ile baskilanabilmektedir (99). Kedilerde tedavi siiresi, inokiilasyon kaynagi,
bakteriyel yiik ve infeksiyonun kronikligi tedaviye yaniti etkileyebilmektedir
(98). Sagaltimin kesilmesinden birka¢ hafta sonra bakteriyemi diizeyi baslangi¢
seviyesini asabilmektedir (83). Ayrica antibiyotiklerle tedavi edilmis kedilerde
bakteriyemi siiresinin tedavi edilmemis kedilerinki ile benzer oldugu
bildirilmistir. Zayif antimikrobiyal etki bakterinin intraeritrositik varli: ile
aciklanabilmektedir (99).

Bartonella infeksiyonunun giderilmesindeki zorluk yiiziinden ve
infeksiyon elimine edilmis bazi kedilerin yeniden infekte olabilmesinden dolay1
Bartonella pozitif saghkli kedilerde tedavinin hicbir yarar1 olmadig:
kanitlanmisgtir. Kronik hiicre i¢i enfeksiyonunu temizlemede basarisiz olan
antibiyotik uygulamasi antimikrobiyal direng ile sonuglanabilmektedir. Tedavi,

hayvan sahibine gereksiz bir giliven verebilmekte ve pire kontroliiniin
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aksamasma ya da i1sirik ve tirmiklardan daha az kaginmasma neden
olabilmektedir. Antibiyotikler pahali olabilir ve toksisite ihtimali vardir (12).
Kordick ve ark. calismalarinda saglikli birey tarafindan beslenen kedilerin
tedavisini Onerirken evde beslenen bir kedide otenaziyi bir segcenek olarak

sunmuglardir (69).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Ornekler

Temmuz 2007 ile Aralik 2007 tarihleri arasinda Istanbul ilindeki 6zel
veteriner  kliniklerinden, Istanbul  Universitesi  Veteriner  Fakiiltesi
kliniklerinden, barmmaktan ve sokak kedilerinden tesadiifi Ornekleme
yontemiyle hastaligin tahmini prevalansi % 50 kabul edilerek % 95 giiven
diizeyi ve % 10 absolut kesinlige gore 96 adet kediden kan ornekleri alindi.
Ornek alinan kedilerin kaynaklarma, yas, cinsiyet, yasam sekli ve pire
durumuna gore dagilimi Tablo 3.1” de gosterilmistir.

Kan 6rnekleri almman kedilerin boyun kisimlar: tiras edilip alkol ve iyot
ile temizlendi. Kan toplama setinin (Becton Dickinson Vacutainer Systems)
igneli bir ucu ile vena jugularis’ e girildi, diger igneli uca sira ile agizlar1 alkol
ve iyotla temizlenmis pediatrik izolatdr tiip (Wampole Isolator 1.5, Oxoid
BC505C) ve BACTEC Peds Plus/F kan kiiltiir sisesi (Becton Dickinson) takildi.
Tiplin ve sisenin igerisindeki vakum sayesinde her birine 1,5 ml kan alindz.

Alman ornekler 4 saat igerisinde laboratuvara getirildi.
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Tablo 3-1: Ornek alinan hayvanlarin kaynaklari, yasi, cinsiyeti, yasam sekli ve pire

durumu
KAYNAK
ORNEK | Alinma PIRE
NO Yeri Semt YAS |CINSIYET| YASAMSEKLI |DURUMU
1 Klinik Ferahevler 1,5 yas Disi Sokak Var
2 Klinik Ferahevler 2 aylik Erkek Sokak Var
3 Klinik Ferahevler 10 aylik Disi Ev (disar1 ¢ikmiyor) Yok
4 Klinik Ferahevler 9 aylik Disi Sokak Var
5 Klinik Ferahevler 9 aylik Disi Sokak Var
6 Klinik Avalar 3,5 yas Disi Klinik (disar1 gikiyor) Yok
7 Klinik Avcilar 3,5 yas Disi Klinik (disar1 ¢ikiyor) Yok
8 Klinik Avcilar 5 yas Erkek Ev (disar1 ¢ikiyor) Var
9 Klinik Avcilar 4 yas Disi Klinik (disar1 gikiyor) Yok
10 Klinik Avcilar 5yas Disi Klinik (disar1 gikiyor) Yok
11 Klinik Ferahevler 1yas Disi Sokak Yok
12 Klinik Avalar 11 aylik Erkek Ev (disar1 ¢itkmiyor) Yok
13 Klinik Biiyiikada 5,5 yas Erkek Ev (disar1 ¢itkmiyor) Yok
14 Klinik Bahgekoy 2 yas Erkek Ev (disar1 gikiyor) Yok
15 Klinik Avcilar 3 yas Disi Klinik (disar1 gikiyor) Yok
16 Klinik Ferahevler 5 yas Erkek Ev (disar1 gikiyor) Yok
17 Klinik Ferahevler 2 yas Erkek Ev (disar1 ¢itkmiyor) Yok
18 Klinik Ferahevler 5yas Disi Ev (disar1 ¢itkmiyor) Yok
19 Klinik Ferahevler 2 yas Disi Ev (disar1 gitkmiyor) Yok
20 Klinik Ferahevler 1 yas Erkek Ev (disar1 ¢ikmiyor) Yok
21 Klinik Ferahevler 1yas Erkek Ev (disar1 ¢ikmiyor) Yok
22 Klinik Ferahevler 3,5 yas Erkek Ev (disar1 gikiyor) Var
23 Klinik Kadirga 2 yas Erkek Sokak Yok
24 Klinik Ferikoy 6,5 yas Erkek Ev (disar1 gikiyor) Var
25 Klinik Edirnekapi 16 yas Disi Ev (disar1 ¢itkmiyor) Var
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26 Klinik | Caddebostan 1yas Erkek Sokak Var
27 Klinik | Caddebostan 3 aylik Disi Ev (disar1 ¢itkmiyor) Var
28 Klinik | Caddebostan 3 aylik Erkek Ev (disar1 gikiyor) Var
29 Klinik Goztepe 3 yas Erkek Sokak Var
30 Klinik Goztepe 4 ayhk Erkek Ev (disar1 gikiyor) Var
31 Klinik Goztepe 2,5 ayhik Erkek Ev (disar1 gikiyor) Var
32 Klinik Arnavutkoy 10 yas Disi Ev (disar1 gikiyor) Yok
33 Klinik Arnavutkoy 10 aylik Erkek Ev (disar1 gikiyor) Var
34 Klinik Arnavutkoy 2 ayhik Erkek Klinik (disar1 gikiyor) Var
35 Klinik Arnavutkoy 2 aylik Erkek Klinik (disar1 ¢ikiyor) Var
36 Klinik | Arnavutkoy 3 yas Erkek Sokak Yok
37 Klinik Arnavutkoy 2 aylik Erkek Klinik (disar1 gikiyor) Var
38 Klinik | Caddebostan lyas Erkek Sokak Var
39 Klinik Kosuyolu 3 aylik Erkek Ev (disar1 ¢itkmiyor) Var
40 Klinik Kosuyolu 9 aylik Erkek Ev (disar1 gikiyor) Var
41 Klinik Kosuyolu 3 aylik Erkek Ev (disar1 ¢itkmiyor) Var
42 Klinik Kosuyolu 10 aylik Erkek Ev (disar1 ¢ikmiyor) Yok
43 Sokak | Caddebostan 7 yas Disi Sokak Var
44 Sokak | Caddebostan 6 yas Erkek Sokak Var
45 Sokak | Caddebostan 4 yas Erkek Sokak Var
46 Sokak | Caddebostan 6 aylik Disi Sokak Var
47 Sokak | Caddebostan 2 yas Erkek Sokak Yok
48 Sokak | Caddebostan 2,5 yas Disi Sokak Yok
49 Sokak | Caddebostan 1,5 yas Disi Sokak Var
50 Klinik Atakoy 11 yas Erkek Ev (disar1 ¢itkmiyor) Yok
51 Klinik Atakoy 2,5 yas Disi Klinik (disar1 gikiyor) Yok
52 Klinik Atakoy 9yas Disi Klinik (disar1 gikiyor) Yok
53 Klinik Atakoy 2 yas Disi Ev (disar1 ¢ikmiyor) Yok
54 Sokak Atakoy 4 yas Disi Sokak Var
55 Sokak Atakoy 3 yas Erkek Sokak Yok
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56 Klinik | Biiylikcekmece 5yas Disi Klinik (disar1 gikiyor) Yok
57 Klinik | Biiylikcekmece 3yas Erkek Ev (disar1 gikiyor) Yok
52 Klinik | Biiylikcekmece 3yas Erkek Ev (disar1 gikiyor) Yok
59 Klinik | Biiylikcekmece 6 yas Disi Ev (disar1 ¢ikiyor) Yok
60 Klinik | Biiylikcekmece 2 yas Disi Ev (disar1 gikiyor) Yok
61 Klinik | Biiylikcekmece 1 yas Disi Ev (disar1 gikiyor) Yok
62 Klinik | Biiylikcekmece 1 yas Erkek Sokak Var
63 Klinik | Biiylikcekmece 1 yas Disi Sokak Var
64 Klinik Kosuyolu 3 aylik Erkek Klinik (disar1 gikiyor) Yok
65 Klinik Kosuyolu 3 aylik Erkek Klinik (disar1 ¢ikiyor) Yok
66 Klinik Kosuyolu 2 aylik Disi Klinik (disar1 gikiyor) Var
67 Klinik Kosuyolu 2 aylik Erkek Klinik (disar1 gikiyor) Yok
68 Klinik Kosuyolu 2 ayhik Disi Klinik (disar1 gikiyor) Yok
69 Klinik Kosuyolu 3 aylik Disi Klinik (disar1 gikiyor) Var
70 Klinik Kosuyolu 3yas Disi Sokak Var
71 Barmak Bakirkoy 3 yas Disi Klinik (disar1 ¢ikiyor) Yok
72 Barinak Bakirkoy 1 yas Erkek Klinik (disar1 gikiyor) Var
73 Klinik Yesilkoy 5 yas Erkek Sokak Yok
74 Klinik Yesilkoy 3 yas Disi Sokak Var
75 Klinik Yesilkoy 4 yas Disi Sokak Var
76 Klinik Yesilkoy 2 yas Disi Sokak Var
77 Klinik Yesilkoy 4 yas Erkek Sokak Yok
78 Klinik Yesilkoy 6 yas Disi Sokak Var
79 Sokak Yesilkoy 4 yas Erkek Sokak Var
80 Sokak Yesilkoy 3 yas Erkek Sokak Yok
81 Sokak Yesilkoy 3 aylik Disi Sokak Yok
82 Sokak Yesilkoy 4 yas Disi Sokak Var
83 Sokak Yesilkoy 3 yas Erkek Sokak Yok
84 Sokak Yesilkoy 2 yas Disi Sokak Yok
85 Sokak Yesilkoy 1 yas Disi Sokak Var
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86 Sokak Yesilkoy 5 yas Erkek Sokak Var
87 Sokak Yesilkoy 5 yas Erkek Sokak Yok
88 Sokak Yesilkoy 1 yas Disi Sokak Yok
89 Sokak Yesilkoy 1,5 yas Erkek Sokak Var
90 Sokak Yesilkoy 2 yas Erkek Sokak Yok
91 Sokak Yesilkoy 4 yas Erkek Sokak Var
92 Sokak Yesilkoy 2 yas Disi Sokak Yok
93 Sokak Yesilkoy 2 yas Disi Sokak Var
94 Sokak Yesilkoy 4 yas Disi Sokak Var
95 Sokak Yesilkoy 1yas Erkek Sokak Var
96 Sokak Yesilkoy 3 yas Erkek Sokak Var

3.1.2. Besiyerleri

Inokulasyon Besiyeri

Medium 199:

2X Medium 199

(+Earle’s, +L-Glutamine, -Sodium bicarbonate Gibco21180) 50 ml
100 X Glutamin 1ml
100 X Sodyum piruvat 1 ml
Bovine fetal calf serum 20 ml
% 7,5 Sodyum bikarbonat 3ml

2X konsantrasyondaki belirtilen miktardaki M199 Earle’ s tuzlu ve
glutaminli doku kiiltiiri besiyerine belirtilen miktarlarda glutamin, sodyum
piruvat, bovine fetal calf serum ve sodyum bikarbonat katildi. pH’ s17,1-7,4" e
ayarlandi. Distile su katilarak toplam hacim 100 ml” ye tamamlandi. Sterilize

etmek amaci ile 0.45 um’lik filtreden gegirildi. + 4° C” de sakland.
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izolasyon Besiyerleri
Tavsan Kani Katkili Heart Infusion Agar

B. henselae’ nin izolasyonu amaciyla % 5 defibrine tavsan kani katkili
Heart Infusion Agar kullanilda.

Besiveri icerigi ve hazirlanisi

Difco Heart Infusion Agar (BD, 244400) 40¢
Defibrine tavsan kani 50 ml
Distile su 1000 ml

Heart Infusion Agar belirtilen miktarlarda tartild: ve 1000 ml distile suda
eritildi. pH” s17,4" e ayarland1. 121° C’ de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize
edildi. Besiyeri 50° C" ye kadar sogutulduktan sonra % 5 oraninda defibrine
tavsan kani ilave edildi. Steril petri kutularina 25" er ml olacak sekilde dagitild:
ve kullanilincaya kadar +4° C’ de saklandi. Sterilite kontrolii igin rastgele segilen
petri kutular1 35° C” de 2 giin siireyle inkiibasyondan sonra kontaminasyon

yoniinden incelendi.

Otomatik Ureme Kontrollii Kan Kiiltiir Sisesi
B. henselae’ nin izolasyonu amaciyla BACTEC PEDS PLUS/F Kiiltiir Sisesi
(Sekil 3.1) kullanilda.

Besiyeri icerigi

Soybean-Casein Digest Broth % 2,75
Yeast Extract % 0,25
Animal Tissue Digest % 0,10
Sodium Pyruvate % 0,10
Dekstroz % 0,06
Sukroz % 0,08
Hemin % 0,0005

Menadione % 0,00005



Sodium Polyanetholsulfonate (SPS) % 0,020

Pyridoxal HCl (Vitamin Be) % 0,001
Noniyonik adsorbe eden recine % 10
Katyonik degistiren recine % 0,6
Distile su 40ml

BACTEC siseleri kullanilincaya kadar 25° C” de sakland.

Sekil 3-2: BD BACTEC 9050 Kan Kiiltiir Cihaz1
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3.1.3. Biyokimyasal Testler
3.1.3.1. Katalaz Testi
B. henselae’ nin katalaz enzimine sahip olup olmadigmi saptamak

amactyla % 3’ liik hidrojen peroksit kullanildi.

3.1.3.2. Oksidaz Testi

B. henselae’ nin sitokrom enzim etkinliginin saptanmasi amaciyla yapildi.

Bu amagla Oksidaz Identifikasyon stikleri (Oxoid, BRO064A) kullanildi.

3.1.3.3. Nitrat Rediiksiyon Testi

B. henselae’ min nitrati rediikte edip nitrite indirebilme ozelliginin
saptanmas1 amaciyla yapildi. Bu amagla 21 g Nitrat Agar Difco (BD, 226810) 1 1t
distile suda eritildi. Tiiplere 4" er ml dagitildi. 121° C” de 15 dakika siireyle
otoklavda sterilize edildi. Sogutulduktan sonra kullanilincaya kadar +4° C’ de

sakland..

Nitrat A avirac

0,5 g Alpha-naphtylamine (Merck, 6245.0100) 100 ml % 30" luk Acetic acid(5N)
(Carlo Erba Reagenti, 302011) iginde eritildi.

Nitrat B ayirac

0,8 g Sulphanilic acid (Merck, 531639 117) 100 ml % 30" luk Acetic acid(5N)
(Carlo Erba Reagenti, 302011) iginde eritildi.

3.1.3.4. Ureaz Testi

B. henselae’ nin iireaz enzimi varliginin saptanmas: amaciyla yapildi. Bu
amagcla kullanilan Urea Agar Base (Acumedia 7226A) belirtilen oranlarda
hazirlandi, 121° C’ de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edildi. Besiyeri 50°
C’ ye kadar sogutulduktan sonra igine son konsantrasyon % 2 olacak sekilde %
40" Iik tre soliisyonu ilave edildi. Tiplere 5 er ml dagitilarak yatay sekilde

sogumaya birakildi. Kullanilincaya kadar + 4° C” de sakland..
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3.1.4. Polymerase Chain Reaction (PCR)

izole edilen Gram (-) mikroorganizmalar biyokimyasal o6zellikleri
incelendikten sonra tiir diizeyinde identifikasyon icin 165-23S rRNA interjenik

bolge sekanslarindan elde edilmis spesifik primerler ile PCR yapildi.

3.1.4.1. Ekstraksiyon
Izolatlarin DNA’ sin1 elde etmek amaci ile UltraClean Microbial DNA

Isolation Kit (MoBio-12224-250) kullanildi.
UltraClean Microbial DNA Isolation Kit igerigi:
- Microbial DNA MicroBead Solution
- Microbial DNA Solution MD1
- Microbial DNA Solution MD2
- Microbial DNA Solution MD3
- Microbial DNA Solution MD4
- Microbial DNA Solution MD5
- Microbial DNA MicroBead Tiipleri
- Microbial DNA Spin Filtreler
- Microbial DNA 2 ml Toplama Tiipleri

3.1.4.2. Amplifikasyon
Amplifikasyonda kullanilan geregler :

e Primer Forward (Alpha DNA)
5 CITCGTTICTCT TTICTTC A %
e Primer Reverse (Alpha DNA)
5 AAC CAA CTGAGCTACAAGCCY
e Amplitaq Gold (Applied Biosystems N808-0241)
(GeneAmp 10X PCR buffer II [100 mM Tris-HCI (ph 8,3), 500 mM KCl]
ve 25 mM MgClzile birlikte )
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e dNTP mix (Applied Biosystems N808-0270)
e AmpErase (Urasil N-glycosylase) (Applied Biosystems N808-0096)

Primer hazirlanmasi: Liyofilize primerlerden 100 pmol/ul konsantrasyonda
stok soltisyonlar1 hazirlandiktan sonra bunlardan 20 pmol/ul konsantrasyonda
calisma soliisyonlar1 hazirlandi.

PCR karisimi hazirlanmasi:

- 10X buffer 5ul
- MgCl2(3,5 mM) 7 ul
- dANTP mix 32ul

(200 uM dATP, 200 uM dCTP, 200 pM dGTP, 400 uM dUTP)

- Primer Forward (1 uM) 2,5ul
- Primer Reverse (1 pM) 2,5ul
- Amplitaq (2,5 U) 0,5 ul
- AmpErase UNG 0,5 ul
- dH20 23,8 ul
- Hedef DNA 5ul
TOPLAM 50 pl

TBE buffer hazirlanmasi: Agaroz jelin hazirlanmasi, elektroforez ve bantlarin
boyanmasi sirasinda sulandirici olarak 1X TBE buffer kullanildi.

10X TBE butffer (Dr.Zeydanh Hayat Bilimleri, DZTBE10-1) 1 hacim

Sterile distile su 9 hacim

Belirtilen hacimdeki TBE buffer ve distile su karistirildi.
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Agaroz jel: Amplifikasyondan sonra amplifiye edilmis {iriinlerin

elektroforezinde kullanilmak tizere % 3’ liik agaroz jel hazirlandi.

Agaroz (Pronadisa 8012) 16g
NuiSieve (Prona-061416PR) 08¢g
1X TBE buffer 80 ml

Belirtilen miktarlarda agaroz, nuisieve ve TBE buffer isitilarak
¢oztindiiriildii. Jel kalibina tarak yerlestirildi ve agaroz 50° C’ ye kadar
sogutularak kaliba dokiildii. Jel formunu alincaya kadar beklendi ve tarak

cikarildi. Agaroz jel tanka aktarilarak tizeri 1X TBE buffer ile kaplanda.

3.1.4.3. Diger Gerecler
e 20 bp DNA ladder (Jena Bioscience M-212)

e 10X yiikleme soliisyonu (MOBIO 15009-5)

e Mineral yag (Bio basic Inc.)

e 0,5 ml’ lik ince ¢eperli DNAse, RNAse free PCR tiipleri

e Pipetler (0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl otomatik pipetler) (Medispec)

e 10 pl, 100 ul, 1000 ul DNAse, RNAse free filtreli pipet uglar1 (Ratiolab)

¢ Mikrosantrifiij (Denville Scientific Inc.)

e Vorteks (Biosan)

e Thermocycler (Biometra Uno-thermoblock)

e Agaroz jel Elektroforez tanki (Scie-plas) ve gii¢ kaynag1 (Biometra-Power
pack P25)

e UV Transmilator (Biometra TI 1)
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3.2. Yontem
3.2.1. Izolasyon

Izolator tiipler, eritrositleri lizise ugratip etkeni agiga ¢ikarmak amaci ile,
oda 1s1sinda 1800 g’ de 75 dakika siireyle santrifiije edildi. Stipernatant atilarak
pelet 125 pl Medium 199 ile stispanse edildi (62). Elde edilen siispansiyonlarin
250 pl” si, % 5 defibrine tavsan kani katilmis Heart Infusion Agar’ a (HIA)
inokiile edildi ve besiyerindeki siispansiyon kendi akigkanligi kullanilarak
ylizeye yayildi. Besiyerleri 35° C" de % 5 CO-’ li nemli ortamda inkiibasyona
birakildi, 24 saat sonra petrilerin etrafi parafilm ile sarildi ve 5 hafta siireyle
inkiibasyona birakild, {ireme yoniinden her giin kontrol edildi (55,62).

Otomatik tireme kontrollii kan kiiltiir siseleri 1s1s1 35° C’ ye ayarlanmis
BACTEC 9050 kan kiiltiir cihazina yerlestirilip 14 giin siireyle inkiibasyona
birakildi. Tiim kiiltiirlerden Heart Infusion Agar’a (HIA) pasajlar yapildi.
Besiyerleri 35° C" de % 5 CO:’ li nemli ortamda 2 hafta inkiibasyona birakildz.

Besiyerleri iireme yoniinden her giin kontrol edildi (102).

3.2.2. Identifikasyon

Bakteriyolojik kiiltiir ile yapilan ekimler sonucunda 6. giinden itibaren
goriilmeye baslanan R tipi karnabahar benzeri kenarlari ¢entikli besiyerine
gomiilmiis kolonilerden bireysel morfolojilerini saptamak amaciyla preparatlar
hazirlanarak Gram boyama yapild1 (55).

Otomatik tireme kontrollii kan kiiltiirii ile yapilan ekimler sonrasinda 2.
ginden itibaren tireme yoniinden pozitifligi sesli sinyal ile veren siselerden
Gram boyama yapildi ve etken goriilse de goriilmese de HIA” a ekimler yapildi.
Inkiibasyonun 3. giiniinden itibaren olusan S tipi diizgiin kenarli parlak
kolonilerden bireysel morfolojilerini saptamak amaciyla preparatlar
hazirlanarak Gram boyama yapild1 (102).

[zolatlarn identifikasyonu igin oksidaz ve katalaz testleri yapildi. Ureaz

aktvitelerinin saptanmasi amaciyla iire besiyerine, nitrat rediiksiyon
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aktivitesinin belirlenmesi amaciyla nitrat besiyerine ekimler yapildi (31).
Besiyerleri 35° C' de % 5 CO2 li nemli ortamda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda iire besiyerinin sar1 renginin degismemesi negatif olarak
degerlendirildi. Nitrat besiyerinin iizerine inkiibasyon siiresi sonunda 0,5 ml
Nitrat A ve 0,5 ml Nitrat B ayiwrac eklendi. Herhangi bir renk degisikligi
goriilmediginde iizerine ¢inko tozu ilave edildi ve agik pembe renk olusumu
negatif olarak degerlendirildi.

Bartonella spp. stipheli izolatlar tiir diizeyinde identifikasyon amaciyla
PCR’" da kullanilmak tiizere 1ml distile su igeren ependorflarda -20° C’ de
saklandi (55).

3.2.3. Polymerase Chain Reaction (PCR)

3.2.3.1. DNA Ekstraksiyonu

Izolatlardan ve referans suslardan (B. henselae, B. clarridgeiae) 17 er ml
miktarinda hazirlanan siispansiyonlar 2 ml toplama tiipiine aktarildi ve 1,8 ml
olacak sekilde tizerine distile su eklendi. Oda 1sisinda 10,000 x g de 30 saniye
santrifiije edildi. Ust siv1 dokiildii, tekrar 10,000 x ¢’ de 30 saniye santrifiije
edildi ve pipetle iistteki sivi tamamen uzaklastirildi. Pelet 300 ul MicroBead
soliisyonunda stispanse edildi ve nazikge karistirildi. Siispanse hiicreler
MicroBead tiiplere aktarildi. Uzerine 50 pl MD1 soliisyonu eklendi. Bead tiipleri
yatik olarak 10 dakika en yiiksek hizda karistirildi. Tiipler oda 1s1sinda 10,000 x
¢’ de 30 saniye santrifiije edildi. Ustteki siv1 temiz toplama tiiplerine aktarildi.
Uzerine 100 pl MD2 soliisyonu eklendi. 5 saniye karistirildi ve +4° C’ de 5
dakika inkube edildi. Tiipler oda 1si1sida 1 dakika 10,000 x g’ de santrifiije edildi.
Peletten sakinarak, iistteki tiim sivi 2 ml" lik temiz toplama tiipiine aktarilda.
Uzerine 900 pl MD3 soliisyonu eklendi ve 5 saniye karistirildi. 700 pl’ si spin
filtreye eklendi ve oda 1s1sinda 10,000 x ¢” de 30 saniye santrifiije edildi. Icindeki

sivi dokiildii ve diger tiipte kalan sivi da spin filtreye eklendi ve oda 1sisinda
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10,000 x g de 30 saniye santrifiije edildi. Spin filtreye 300 ul MD4 soliisyonu
eklendi ve oda 1sisinda 10,000 x ¢’ de 30 saniye santrifiije edildi. Igindeki siv1
dokildi. Tekrar oda 1sisinda 1 dakika 10,000 x g’ de santrifiije edildi. Spin filtre
temiz 2 ml toplama tiiptine aktarildi. Filtrenin ortasma 50 ul MD5 soliisyonu
eklendi ve oda 1s1sinda 10,000 x g" de 30 saniye santrifiije edildi. Spin filtre atild1
ve DNA ekstraksiyon islemi tamamlandi. Elde edilen DNA’ lar kullanilincaya
kadar -20° C’ de saklandi. Pozitif kontrol amaci ile kullanilan B. henselae
susunun DNA’ s1 ve spesifitesini belirlemek icin kullanilan E.coli, Klebsiella
pneumoniae, Brucella abortus, Staphylococcus intermedius suslariin DNA’ s1 da

ayn1 yontemle ekstrakte edildi (56).

3.2.3.2. DNA Amplifikasyonu

Amplifikasyon Jensen ve ark. (56) tarafindan bildirilen yonteme gore
uygulandi. Her bir 6rnek igin steril 0,5 ml” lik PCR tiiplerine 45" er ul master
mix ve 5 er ul kalip DNA konuldu, hafifce karigtirildi, 5 saniye siireyle
santrifiije edildi, tizerleri 50" ser pl mineral yag ile kapatildi. Pozitif kontrol
olarak 5 pl B. henselae susu ekstrakti, spesifitesini belirlemek i¢in kullanilan
E.coli, K. pneomoniae, B. abortus, S. intermedius suslarinin DNA’ sindan 5" er pl ve
negatif kontrol olarak 5 pl distile su 45" er pl master mix ile karistirilarak
kullanildi. PCR tiipleri termocycler” a yerlestirildi ve amplifikasyon baglatildi.
Amplifikasyon icin 95° C* de 2 dakika 6n denatiirasyonun ardindan, 20° C* de
10 dakika inkiibasyon sonrasi toplam 45 siklusluk 95° C* de 1 dakika
denatiirasyon, 60° C* de 1 dakika primer baglanmasi, 72° C* de 30 saniye sentez
asamalar1 gergeklestirildi. Cogaltilmis amplifiye iirtinler agaroz jelde

kullanilincaya kadar +4° C" de bekletildi.

3.2.3.3. Elektroforetik Seperasyon ve DNA’ nin Saptanmasi

Siklus sonunda elde edilen PCR {iriinlerine agaroz jelde elektroforez

uygulandi. Agaroz jeldeki ilk kuyucuga DNA marker ( 4 pl DNA marker ve 1 pl
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ylikleme soliisyonu), ikinci kuyucuga negatif kontrol, iigiincii ve dordiincii
kuyucuga pozitif kontroller ve diger kuyucuklara 6rneklere ait PCR tirtinleri
(9 pl amplikon ve 1 pl yilikleme soliisyonu) yiiklendi. Elektroforez islemi
100 Voltta 75 dakika siirdiiriildii. Islemin sonunda jel tanktan alinarak etidium
bromide soliisyonunda 45 dakika siireyle bekletildi. DNA bantlarinin olusumu

UV transmilatorde gozlendi.

3.2.3.4. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Agaroz jel elektroforetik seperasyonun sonucunda, pozitif kontrolde
172 bp molekiil agirliginda spesifik bantin olusumu, negatif kontrolde ise
bantin olmamasi yapilan PCR testinin dogrulugunu gosterdi. Orneklerin
B. henselae spesifik DNA pozitif olarak degerlendirilmesi, 172 bp” lik DNA
bandmin varligina, B. clarridgeiae spesifik DNA pozitif olarak degerlendirilmesi,

154 bp’ lik DNA bandimnin varligina gore yapildi.

3.2.3.5. Istatiksel Degerlendirmeler

Bulgularin istatistiki Onemlerinin belirlenmesi amaciyla sonuglar
Statistical Package for the Social Science (SPSS) paket programi kullanilarak
“Khi-Kare (x? ) Testi” ile degerlendirildi (81). Istatistiki inceleme icin yas,
cinsiyet, pire durumu ve yasam sekli durumlar: temel alindi. Ayrica “Medikal
Testlerin Degerlendirilmesi” yontemi kullanilarak otomatik tireme kontrollii
kan kiltirti (BACTEC) yonteminin HIA” a ekim yOntemine gore duyarlilik,
ozgulliik, pozitift tamimlama, negatif tamimlamalar ve dogruluk oranlar

hesapland: (82).
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon ve identifikasyon Bulgulart

Kan orneklerinden ekim yapilan Heart Infusion Agar ve BACTEC’ ler
her giin tireme yoniinden kontrol edildi. Heart Infusion Agara yapilan
ekimlerde 6. gilinden itibaren tiiremeler goriilmeye baslandi. S$Sekillenen
kolonilerin morfolojisi degerlendirildiginde R tipi karnabahar benzeri, kenarlari
centikli, besiyerine gomiilmiis ve kaldirildiginda agarda izi kalan koloniler
gozlendi. Otomatik tireme kontrollii kan kiiltiir sisteminde 2. giinden itibaren
baglayan iiremelerden kat1 besiyerlerine pasajlar yapildi ve 3 giin inkiibasyon
sonrasi S tipi diizgiin kenarli, beyaz, parlak koloniler gozlendi. Her iki
kiiltiirden de Gram boyama yapildi. Gram negatif kiiclik kokobasillerin
gozlendigi kolonilerden katalaz, oksidaz, iireaz ve nitrat rediiksiyon testleri
yapildi. Gram negatif, katalaz, oksidaz, {ireaz ve nitrat negatif izolatlar
Bartonella spp olarak degerlendirildi ve PCR’ da kullanilmak tizere 1 ml distile

su iceren ependorflarda -20° C” de sakland.

Iki farkli besiyerindeki kiiltiir sonuglar1 degerlendirildiginde, izolator
tiiplere alman kanlardan HIA” da 96 kedinin 27’ sinden (% 28,1 ) Bartonella spp.
izole edilirken, BACTEC siselerindeki kiiltiirlerde 96 kedinin 10" undan (%
10,4) Bartonella spp izole edildi. Tablo 4.1 de goriilen 38, 40, 41, 42, 48, 60, 64, 74,
77 ve 93 no’ lu kedilerde her iki kiiltiirde de pozitiflik belirlendi.

4.2. PCR Bulgular

HIA’ da izole edilen Bartonella spp siipheli 27 izolatin ve otomatik tireme
kontrollii kan kiiltiir sistemi ile elde edilen Bartonella stipheli 10 izolatin
timiinde 172 bp’ lik Bartonella henselae spesifik DNA bantlar1 saptand:1 (Sekil
4.1).
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M 123456 78 91011

172 bp

154 bp

Sekil 4-1: Bartonella spp. stipheli izolatlarin PCR bulgular:

M = Marker 1 = Negatif kontrol 2= B.clarridgeiae 3 = B. henselae

4 — 11 = Pozitif ornekler

Sonug olarak, incelenen 96 kan 6rneginin 27 (%28,1) ~ sinden Bartonella
henselae izole ve identifiye edildi. Bartonella henselae’ in S ve R tipi kolonileri ile

mikroskobik gortiniimleri Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4” te gosterilmistir.

Sekil 4-2: Bartonella henselae izolatinin besiyerinde (HIA) R tipi gortintimii
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»

Sekil 4-3: Bartonella henselae’ nin besiyerinde (HIA) S tipi gortintimii

Sekil 4-4: Gram boyamada B. henselae’ nin mikroskobik goriintimii (x100)
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Bartonella henselae izole edilen kedilerin 6rnek numaralari, yas, cinsiyet,

yasam sekli ve pire durumuna gore dagilimlar: ve % oranlar1 Tablo 4.1, Tablo

4.2, Tablo 4.3, Tablo 4.4 ve Tablo 4.5 te gosterilmistir.

Tablo 4-1: Bartonella henselae izole edilen kedilerin 6rnek numaralari, yas, cinsiyet,

yasam sekli ve pire durumuna gore dagilimi

Ornek No Yas Cinsiyet Yasam Sekli Pire durumu
26 lyas Erkek Sokak Var
38* lyas Erkek Sokak Var
39 3 aylik Erkek Ev (disar1 ¢itkmiyor) Var
40* 9 aylik Erkek Ev (disar1 gikiyor) Var
41* 3 aylik Erkek Ev (disar1 ¢itkmiyor) Var
42* 10 aylik Erkek Ev (disar1 ¢itkmiyor) Yok
46 6 aylik Disi Sokak Var
48* 2,5 yas Disi Sokak Yok
57 3 yas Erkek Ev (disar ¢ikiyor) Yok
60* 2yas Disi Ev (disar1 ¢ikiyor) Yok
62 1yas Erkek Sokak Var
63 1 yas Disi Sokak Var
64* 3 aylik Erkek Klinik (disar1 ¢ikiyor) Yok
65 3 aylik Erkek Klinik (disar1 ¢ikiyor) Yok
69 3 aylik Disi Klinik (disar1 ¢ikiyor) Var
74* 3 yas Disi Sokak Var
75 4 yas Disi Sokak Var
77* 4 yas Erkek Sokak Yok
79 4 yas Erkek Sokak Var
82 4 yas Disi Sokak Var
85 1 yas Disi Sokak Var
88 1 yas Disi Sokak Yok
89 1,5 yas Erkek Sokak Var
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90 2 yas Erkek Sokak Yok
91 4 yas Erkek Sokak Var
93* 2 yas Disi Sokak Var
95 1 yas Erkek Sokak Var

*BACTEC Otomatik Ureme Kontrollii Kan Kiiltiir Sistemi ile pozitif bulunan rnekler

Tablo 4-2: Bartonella henselae izole edilen kedilerin yasam sekillerine gore dagilimi ve

ylzdesi

Yasam

Sekli

Evle sinirlx

Sokakla iliskili

Sokak

Ev (disar1 gitkmiyor) (3/15)

Ev (disar ¢ikiyor) (3/16)

Sokak (18/46)

Klinik (disar1 ¢ikiyor) (3/19)

Toplam

(3/15) (% 20)

(6/35) (% 17,1)

(18/46) (% 39,1)

Tablo 4-3: Bartonella henselae izole edilen kedilerin cinsiyete gore dagilimi ve ytlizdesi

Yasam Sekli Disi Erkek
Say1 Pozitif % Say1 Pozitif %
Evle Sinirli 6 0 0 9 3 33,3
Sokakla iligkili 16 2 12,5 19 4 21
Sokak 23 9 39,1 23 9 39,1
Toplam 45 11 24,4 51 16 31,4
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Tablo 4-4: Bartonella henselae izole edilen kedilerin yas ve yasam sekillerine gore

dagilimi ve yiizdesi

Yasam

Sekli Evle Siirh Sokakla Iliskili Sokak

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

lyasvealti| 3 5 37,5 4 12 25 8 5 66,7

1 yas tisti 0 7 0 2 17 10,5 10 23 43,5
Toplam 3 12 20 6 29 17,1 18 28 39,1

Tablo 4-5: Bartonella henselae izole edilen kedilerin pire durumuna goére dagilimi

Evle sinirlt Sokakla iligkili Sokak
Pozitif | Negatif | Pozitif | Negatif | Pozitif | Negatif
Pireli 2 2 4 12 14 16
Piresiz 1 10 2 17 4 12
Toplam 3 12 6 29 18 28

4.3. Istatistiki Bulgular

HIA” a ekim yontemi ile incelenen 96 kediye ait kan 6rneklerinden elde

edilen bulgularm Khi Kare testi ile yapilan istatistiki analizi sonucunda, 1 yas

ve altindaki hayvanlarla 1 yas tizerindekiler arasindaki fark istatiksel olarak

onemli (p=0,022) bulunurken (Tablo 4.6), disi ve erkek kediler arasindaki fark

incelenen tiim kedilerde istatiksel olarak 6nemsiz (p=0,451) bulundu (Tablo 4.7).

Ayn1 sekilde evle siurhi kediler, sokakla iligkili kediler ve sokak kedileri
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arasindaki fark onemsiz (p=0,069) bulunurken (Tablo 4.8), pireli ve piresiz

kediler arasindaki fark istatiksel olarak onemli (p=0,041) bulundu (Tablo 4.9).

Tablo 4-6: 1 yas ve altiile 1 yas tistii kedilere ait HIA” da {ireme sonuglar1 ve istatiksel

analizi
Kiiltiir pozitif | Kiiltiir negatif
kedi sayis1 ve | kedi sayis1 ve
Yas Kedi sayis1 % oranlari % oranlar p degeri
1 yas ve alt1 36 15 (% 41,7) 21 (% 58,3)
1 yas iistii 60 12 (% 20) 47 (% 80) 0,022*
Toplam 96 27 (% 28,1) 69 (% 71,9)
*p < 0,05 istatistiki olarak onemli
Tablo 4-7: Cinsiyete gore HIA” da {ireme sonuglar: ve istatiksel analizi
Kiiltiir pozitif | Kiiltiir negatif
kedi sayis1 ve | kedi sayis1ve
Cinsiyet Kedi sayis1 % oranlar % oranlarn p degeri
Disi 45 11 (% 24,4) 34 (% 75,6)
Erkek 51 16 (% 31,4) 35 (% 68,6) 0,451
Toplam 96 27 (% 28,1) 69 (% 71,9)

*p < 0,05 istatistiki olarak onemli

Tablo 4-8: Yasam sekline gore HIA” da iireme sonuglar: ve istatiksel analizi

Kiiltiir pozitif | Kiiltiir negatif
kedi sayis1 ve | kedi sayis1 ve
Yasam Sekli Kedi sayis1 % oranlari % oranlar1 p degeri
Evle sinirli 15 3 (% 20) 12 (% 80)
Sokakla iligkili 35 5(% 17,1) 29 (% 82,9)
Sokak 46 18 (% 39,1) 28 (% 60,9) 0,069
Toplam 96 27 (% 28,1) 69 (% 71,9)

*p < 0,05 istatistiki olarak onemli
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Tablo 4-9: Pire durumuna gore HIA” da {ireme sonuglar ve istatiksel analizi

Kiiltiir pozitif
kedi say1s1 ve

Kiiltiir negatif
kedi sayis1 ve

Pire durumu | Kedi sayis1 % oranlar % oranlar p degeri
Var 48 18 (% 37,5) 30 (% 62,5)
Yok 48 9 (% 18,8) 39 (% 81,2) 0,041*
Toplam 96 27 (% 28,1) 69 (% 71,9)

*p < 0,05 istatistiki olarak 6nemli

Otomatik tireme kontrollii kan kiiltiir sistemi (BACTEC) ile incelenen 96

kediye ait kan Orneklerinden elde edilen bulgularin Khi Kare testi ile yapilan

istatistiki analizi sonucunda, 1 yas ve altindaki hayvanlarla 1 yas tizerindekiler

arasindaki fark onemsiz (p=0,388) (Tablo 4.10), disi ve erkek kediler arasindaki

fark onemsiz (p=0,645) (Tablo 4.11), evle siurh kediler, sokakla iligkili kediler ve

sokak kedileri arasindaki fark dnemsiz (p=0,872) (Tablo 4.12) ve pireli ve piresiz

kediler arasindaki fark 6nemsiz (p=1) (Tablo 4.13) bulundu.

Tablo 4-10: 1 yas ve altiile 1 yas iistii kedilere ait BACTEC sonuglar: ve istatiksel

analizi
Kiiltiir pozitif | Kiiltiir negatif
kedi sayis1 ve | kedi sayis1 ve
Yas Kedi sayis1 % oranlar % oranlar p degeri
1 yas ve alt1 36 5 (% 13,9) 31 (% 86,1)
1 yas iistii 60 5 (% 8,3) 55 (% 91,7) 0,388
Toplam 96 10 (% 10,4) 86 (% 89,6)

*p < 0,05 istatistiki olarak onemli
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Kiiltiir pozitif
kedi sayis1 ve

Kiiltiir negatif
kedi say1s1 ve

Cinsiyet Kedi sayis1 % oranlari % oranlari p degeri
Disi 45 4 (% 8,9) 41 (% 91,1)
Erkek 51 6 (% 11,7) 45 (% 88,3) 0,645
Toplam 96 10 (% 10,4) 86 (% 89,6)
*p < 0,05 istatistiki olarak onemli
Tablo 4-12: Yasam sekline gore BACTEC sonuglar1 ve istatiksel analizi
Kiiltiir pozitif | Kiiltiir negatif
kedi sayis1 ve | kedi sayis1ve
Yasam Sekli Kedi say1s1 % oranlar % oranlar p degeri
Evle sinirl 15 2 (% 13,3) 13 (% 86,7)
Sokakla iligkili 35 3 (% 8,6) 32 (% 91,4)
Sokak 46 5 (% 10,9) 41 (% 89,1) 0,872
Toplam 96 10 (% 10,4) 86 (% 89,6)
*p < 0,05 istatistiki olarak onemli
Tablo 4-13: Pire durumuna gore BACTEC sonuglar ve istatiksel analizi
Kiiltiir pozitif | Kiiltiir negatif
kedi sayis1 ve | kedi sayis1 ve
Pire durumu Kedi sayis1 % oranlar % oranlari p degeri
Var 48 5 (% 10,4) 43 (% 89,6)
Yok 48 5 (% 10,4) 43 (% 89,6) 1
Toplam 96 10 (% 10,4) 86 (% 89,6)

*p < 0,05 istatistiki olarak onemli
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Medikal testlerin giivenilirliginin arastirilmas: yontemi kullanilarak kati
besiyerinde iireme sonuglarma goére BACTEC’ in duyarliik oraminin % 37,
ozgiulliik oraninin % 100, pozitif tanimlama oranimnin % 100, negatif tanimlama

oraninin % 19,8, dogruluk oraninin % 82,3 oldugu saptanda .
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5. TARTISMA

Bartonella henselae’ nin evcil kedilerde esas rezervuar oldugunu ve diinya
genelinde bir dagilima sahip oldugunu gosteren seroepidemiyolojik ve
bakteriyolojik ¢alismalar, seroprevalans orammmi % 4-80, bakteriyemi
prevalansimnt % 15-55 olarak bildirmislerdir (20). Kedilerde, c¢aligsmalar
arasindaki olduk¢a farkli prevalans oranlar1 cografi yerlesim, kedi
popiilasyonu, kedi yas1 ve pire infestasyon diizeyine bagh olarak degismektedir
(92). B. henselae’ nin cografik dagilimi pirelerinki ile iliskilendirilmis ve pirelerin
iklimsel etkiler sonucu ¢ogalma kabiliyetlerinin etkilenmesinden dolay1 iklimsel
farkliliklarin etkenin pozitifligini etkiledigi bildirilmistir (96). Ihlman ve nemli
iklim bolgeler kedilerde pire infestasyonunun yaygin oldugu bolgelerdir. Bu
ylzden tlke igi bolgeler arasindaki iklim farkliliklar1 bile prevalans
farkliliklarina neden olmaktadir (76). Buna gore Guptill ve ark. (49) Amerika’
da yaptiklar1 calismada bakteriyemi oranmi Florida” da % 33, Kuzey
Kaliforniya” da % 28, Washington” da % 12 ve Sikago’ da % 6 bulmuslardar.

B. henselae bakteriyemi prevalansina iliskin yapilan diger calismalarda
Fransa’ da, Gurfield ve ark. (50) kedilerde bakteriyemi prevalansimi % 16,5,
Heller ve ark. (53) sokak kedilerinde % 34, Rolain ve ark. (92) ev kedilerinde
% 8,1 olarak bildirmislerdir. Italya’ da bakteriyemi prevalansini Fabbi ve ark.
(35) sokak kedilerinde % 18, bir bagka calismada (36) % 23, Cabassi ve ark. (13)
% 9,7 olarak belirlerken Ispanya’ da Pons ve ark. (85) bakteriyemi prevalansini
% 7 olarak bildirmislerdir. Tiirkiye Ankara” da Celebi ve ark. (16) yaptig:
calismada bakteriyemi prevalanst % 8,2 olarak bulunmustur. Bu calismada
Istanbul bolgesi kedilerinde bakteriyemi prevalanst % 28,1 olarak bulundu.
Prevalans degerinin Ankara’ da bulunan sonugtan daha yiiksek bulunmas:

Celebi ve ark. da (16) bildirdigi gibi Ankara” nin karasal iklimine kars: Istanbul’
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un Karadeniz iklimi ile Akdeniz iklimi arasinda gegis 6zelligi gosteren 1liman
bir iklime sahip olmasindan kaynaklanmaktadir.

Bergmans ve ark. (6) Bartonella tiirlerinin kedi kanindan kiiltiir ile
identifikasyonunun, kandan PCR ile DNA’ sinin saptanmasindan daha basarili
bir yol oldugunu bildirmislerdir ve Bartonella tiirlerinin tanisinda kan kiiltiirii
altin standart olarak kabul edilmistir (35). Kan orneklerinden organizmalarin
izolasyonu pediatrik lizis santrifiij tiipleri ya da EDTA igeren tiipler
kullanilarak yapilmistir. Brenner ve ark (11) izolator sistem ile etken
izolasyonunun EDTA’ 11 tiiplerle izolasyondan daha duyarli oldugunu, EDTA’
i tiiplere kan alma ve dondurmanin B. henselze saptama duyarhiligini
engelleyebilecegini bildirmislerdir. Melter ve ark. da (78) EDTA’ I tiiplere
alinan kanlardan etken izole edememisler ve 6rnekleri dondurarak saklamanin
canli hiicre sayisinda negatif bir etkiye neden olabilecegini 6ne siirmiislerdir.
Guptill (45) ise ilk izolasyonda kanin EDTA’ ©I1 tiipe alinmasmin ve
dondurulmasmin lizis santrifiij tiiplerinin kullanimindan daha duyarh
oldugunu bildirmistir.

Bu calismada da Brenner ve ark. (11) tavsiye ettigi tizere kan 6rnekleri
pediatrik lizis tiiplerine alindi. Abbott ve ark. (1), Chomel ve ark. (23) ve
Gurfield ve ark. (50, 51)" nin uyguladig sekilde izolator tiipler 75 dakika siire
ile santrifiije edilerek eritrositlerin lizisi saglandi.

Bartonella tiirlerinin izolasyonu i¢in oldukga farkl besiyeri ve yontemler
denenmis ve iiremesi i¢in hemine ihtiyaci olan Bartonella tiirlerinin en iyi kan
katkil1 besiyerlerinde, nemli atmosferde, % 5-10 C02" de, 35° C' de iiredikleri
bildirilmistir. Arastirmacilar Chocolate agar, % 5 koyun kamu katkih BHIA
(Brain Heart Infusion Agar), % 5 koyun kani katkili TSA (Triptic Soya Agar),
% 5 tavsan kani katkili HIA (Heart Infusion Agar) ve Columbia Blood Agarda
daha iyi tiredikleri kanaatine varmiglardir (97). Slater ve ark. (100) ve Welch ve

ark. (106) tavsan kaninin koyun kanindan daha iyi bir iireme sagladigini,
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Koehler ve ark. da (63) B. henselae i¢in optimal {iremenin % 5 tavsan kam katkil
HIA’ da gercgeklestigini bildirmislerdir.

Bu ¢alismada Koehler ve ark. nin (62) uyguladig: sekilde izolator tiiplerin
dibindeki pelet inokulasyon besiyeri ile sulandirildi. Yine Koehler ve ark. nin
(63) tavsiyesi tizerine inokulumdan sonra % 5 tavsan kani katkili HIA” lara
ekim yapildi.

Heller ve ark. (53) kedilerden aldiklar1 kan 6rneklerinden kanli agarlara
ekimin yaninda, bakteri saptama ihtimalini arttirmak igin sivi besiyerlerine
(BACTEC medium) ekimler yapmuslardir. Kanli agara ekilen 94 6rnegin 50" si
(% 53) Bartonella spp. olarak izole edilirken, BACTEC mediumdan 18 (% 19) sus
izole edilmistir. B. henselae suslarinin 4 tanesi (% 11) sadece kat1 besiyerinden
izole edilirken, 3 tanesi (% 9) sadece sivi besiyerinden izole edilebilmistir.
Ayrica BACTEC kan kiiltiir sisteminin kullanilmas: sayesinde 15 Ornekten
B.clarridgeiae izole edilmistir. Sonug olarak yazarlar bu tiirden higbir izolatin ilk
izolasyonda kati1 besiyerlerinde iireyememis olmasindan dolayi, bu bakterilerin
optimal tiremeleri igin gesitli ve duyarh kiiltiir yontemlerinin kullanilmasina
ihtiyac duyuldugunu bildirmislerdir.

Tsuneoka ve ark. (102) Japonya Yamaguchi’ de 60 evcil kedinin kan
orneklerinden kati besiyerlerine ve BACTEC otomatik {ireme kontrollii kan
kiiltiir sistemlerine ekimler yapmiglardir. Kat1 besiyerine ekilen 60 6rnekten 6’
sin1 (% 10) B. henselae olarak izole ederken, BACTEC besiyerlerine ekilen 10
Ornekten 1" ini (% 10) B. henselae olarak izole etmislerdir.

Bu calismada bakteri saptama ihtimalini arttirmak ve BACTEC in
duyarliligini saptamak amaciyla BACTEC peds/plus F siselerine alinan kanlar
BACTEC otomatik tireme kontrollii kan kiiltiir sistemi kullanlarak ekildi.

Kordick ve ark. (70) ve Regnery ve ark. (86) Bartonella tiirlerinin
biyokimyasal testlerle negatif sonu¢ vermelerinden dolay1 sadece cins

diizeyinde identifikasyon yapilabilecegini ve tiir tayininin molekiiler
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metodlarla yapilmas: gerektigini bildirmislerdir. Jensen ve ark. (56) tek etapta
gerceklestirilen, 165-23S interjenik bolge amplifikasyonuna dayanan ve
amplikon analizi gerektirmeyen bir PCR testi tanimlamislardir. Insanda ve
hayvanda kullanilabilir bu test B. henselae’ y1 diger insan ve/ya da hayvan igin
patojen Bartonella tiirlerinden ayirt etmeye imkan tanimaktadir . Engvall ve
ark. (33) Isve¢’ de saglikli kedilerden aldiklar1 kanlardan kiiltiir sonrasi elde
ettikleri Bartonella spp. izolatlarini Jensen ve ark. nin tek adim PCR yontemi
identifiye etmisler ve 91 kedinin 2’ sinden B. henselae izole etmislerdir.

Bu c¢alismada inkiibasyon sonrasi {tireyen Kkiiltiirlerin biyokimyasal
ozellikleri degerlendirilip (31) HIA” a ekimi yapilan 96 6rnegin 27’ si, BACTEC
e ekimi yapilip kat1 besiyerlerine pasajlanan 96 6rnegin 10" u Bartonella spp.
olarak identifiye edildi. Tiir tayini amaci ile Jensen ve ark. (56) bildirdigi primer
dizilimleri ve PCR metodu kullanildi. Buna gore 27 (% 28,1) izolatin da (17’si
HIA’dan, 10'u hem HIA hem BACTEC’ten izole edilen) B. henselae oldugu
saptandi.

Bu calismada, B.clarridgeiae izole edilmediginden Heller ve ark. (53)
bildirdigi tizere BACTEC in, ilk izolasyonda kat1 besiyerinde tiremeyen farkh
tirlerin  {iretilmesine olanak sagliyabilecegi fikri desteklenememistir.
BACTEC" in kati besiyerlerine gore duyarliigi % 37 olarak saptanmustir.
Duyarliligin diisiik olmasmnin iireme sirasinda CO: iretiminin ¢ok zayif
olmasindan ve cihazlarin bunu saptayamamasindan kaynaklandig:
distintilmektedir. Bu nedenle altin standart olarak kabul edilen kan kiiltiiriiniin
siv1 besiyerlerinin yaninda kat1 besiyerleri ile de yapilmas: gerekmektedir.

Kedilerin  bakteriyemi  prevalanst yasam  kosullarina  gore
degerlendirildiginde sokak kedilerinin ev kedilerine oranla bakteriyemik olma
olasiliginin daha fazla oldugu bildirilmistir. Arvand ve ark. (3) Berlin’ de
bakteriyemi oranini ev kedileri i¢in % 1 sokak kedileri i¢in % 18,7 olarak

bildirmislerdir. Gurfield ve ark. (50) Fransa’” da yaptiklar1 ¢alismada sokak
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kedilerinin % 23,6 ev kedilerinin % 14,2° sini bakteriyemik bulmus ve sokak
kedilerinin bakteriyemik olma olasiliginin daha fazla oldugunu belirtmislerdir.
Chomel ve ark. (17) Kaliforniya” da yaptiklar1 ¢calismada sokak kedilerinin ev
kedilerine oranla bakteriyemik olma olasiliinin daha fazla oldugunu ancak bu
iliskinin istatiksel olarak 6nemli bulunmadigini bildirmislerdir. Celebi ve ark.
(16) Ankara’daki kedilerin bakteriyemi oranini ev kedileri i¢in % 10,7 sokak
kedileri i¢in % 2,9 bulmus ve istatiksel olarak 6nemli olmadigini bildirmistir. Bu
calismada B.henselae bakteriyemi prevalans: evle sinurli kedilerde % 20, sokakla
iligkili kedilerde % 17,1, sokak kedilerinde % 39,1 olarak belirlenirken istatiksel
olarak 6nemli bulunmadi.

Kediler cinsiyete gore degerlendirildiginde kimi yazarlar erkek kedilerin
disi kedilerden daha yiiksek bir prevalansa sahip oldugunu bildirirken (6, 74,
110) kimileri de disilerde daha yiiksek bir prevalans elde etmisledir (93). Bu
calismada disi kedilerin bakteriyemi pozitifligi % 24,4 (11/45) erkek kedilerin
% 31,4 (16/51) olarak belirlenirken istatistiki agidan 6nemli bulunmadi. Bu
sonuglar iki cinsiyet arasindaki pozitiflik oraninda 6nemli bir fark olmadigin
ve cinsiyetin bakteriyemi ile iligkili bir risk faktorii olarak bulunmadigin
bildiren diger ¢calismalar: (35, 42, 50 - 53) desteklemektedir.

Kedilerin  yasinin  bakteriyemi  pozitifligi  tlizerine  etkileri
degerlendirildiginde, yapilan c¢alismalarda 1 yas altindaki kedilerde yash
kedilerden daha yiiksek bir pozitiflik oran1 bulunmustur. Cabassi ve ark. (13)
ve Piemont ve Heller (84) bakteriyeminin 1 yasindan kiigiik kedilerde meydana
geldigini bildirmislerdir. Heler ve ark (53) 1 yas ve alt1 kedilerin % 69" unun,
1 yas tistii kedilerin % 53’ sinin bakteriyemik oldugunu, Bergmans ve ark. (6)
1 yagin altindaki kedilerde % 30, 1-4 yas arasi kedilerde % 22, 4 yasin tistiindeki
kedilerde % 16 oldugunu, Gurfield ve ark. (50) 6 ayliktan kiiciik kedilerin
% 25,8, 6 aydan biiyiik kedilerin % 16,4" iintin bakteriyemik oldugunu, Sander
ve ark. (93) 2 yasin altindaki kedilerin % 18" inde, 2 yasin tistiindeki kedilerin
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sadece % 5 inde bakteriyemi bulundugunu, Melter ve ark. (78) bakteriyemik
hayvanlarin ortalama yasimin 12 ay oldugunu ve 1 yas alti kediler igin
bakteriyemi prevalansinin % 80 oldugunu bildirmislerdir.

Celebi ve ark. (16) bakteriyemi prevalansini 1 yas igin % 12,3; 2 yas igin
% 14,3; 3 yas ve Ustii igin % 0 bulmustur. 1 yas altindaki bakteriyemik kedilerin
sayisi 3 yas Ustlindeki kedilerden daha fazla olsa da yaslar arasinda istatiksel
olarak anlamh farkhiliklar bulunmadiginm bildirmislerdir. Chomel ve ark. (17)
kedilerin yasamlarinin ilk yilinda B. henselae infeksiyonuna yakalanmalarmin
daha muhtemel oldugunu bildirmislerdir.

Bir¢ok calismada yasmn onemi bildirilirken Fabbi ve ark. (35) sokak
kedilerinde vyaptiklar1 calismada bakteriyemi ile yas arasinda bir iliski
bulamamiglardir. Ayrica Maruyama ve ark. (77) 1-2 yas, 2-3 yas ve 3-4 yas
kedilerde pozitif oranlarin 1 yasin altindaki kedilerinkinden anlamli derecede
yliksek bulmuslar ve 3 yasa kadar olanlarda bakteriyemi prevalansinin
arttigini, 3 yagindan biiytiklerde azaldigini bildirmislerdir.

Bu calismada 1 yas ve alti kedilerin % 51,9 u, 1-3 yas arasi kedilerin
% 29,6” s1, 4 yas ve tistii kedilerin % 18,5 i bakteriyemik bulundu. 1 yas ve alti
kedilerin bakteriyemi oranlar1 (% 41,7) ile 1 yas tistii kedilerin oranlar1 (% 20)
degerlendirildiginde aralarindaki fark istatiksel olarak O6nemli bulundu. Bu
sonuglar Bartonella infeksiyonunu geng kedilerde yash kedilere oranla daha sik
gorildiigiinii ve yasm belirtici bir risk faktorii oldugunu bildiren diger
calismalari (19, 49, 53, 61) dogrulamaktadr.

Kedilerde pire infestasyonu ile B. henselae bakteriyemisi arasindaki iliski
incelendiginde kedilerin yasamlarinin herhangi bir doneminde pire ile infeste
olmalarmin B. henselae yoniinden bakteriyemik olma riskini énemli derecede
arttirdigl gortilmistiir. Fabbi ve ark. (35) kedilerin % 17’ sinin pireli oldugunu
ve bakteriyemi diizeyinin pire ile infeste kedilerde infeste olmayanlardan 1,24

kat fazla oldugunu, Maruyama ve ark. (77) Bartonella tiirleri ile infekte olmus
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kedilerin % 61" inin bakteriyemik oldugunu ve tiimiiniin pireli sokak kedisi
oldugunu, Melter ve ark. (78) 5 bakteriyemik kedinin 4’ iniin pirelerle infeste
oldugunu bildirmiglerdir. Chomel ve ark. (19) bakteriyemik kedilerin % 90’
min, incelenen tiim kedilerinde % 69 unun pireli oldugunu bildirmislerdir.
Chomel ve ark.” nin 2 farkli ¢alismasinda (22, 24) oldugu gibi Gurfield ve ark.
(50) da pire infestasyonu ile bakteriyemi arasinda bir iligki saptayamamislar ve
bunun nedeninin ¢alismanin soguk aylarda yapilmasindan ve kedi sahiplerinin
hayvanlarindaki  infestasyon  diizeyinin = Oonemsemediklerinden ileri
gelebilecegini 6ne siirmiislerdir.

Bu calismada pireli kedilerin bakteriyemi pozitifligi % 37,5 (18/48), pire
ile infeste olmamuis kedilerin pozitifligi % 18,8 (9/48) olarak degerlendirilirken
aralarindaki fark istatiksel agidan 6nemli bulundu. Yirmi yedi bakteriyemik
kedinin % 67’ si pireli iken % 33,3" i piresiz bulundu. Pirenin yogun bulundugu
ve infeksiyonun en sik goriilebilecegi yaz ve sonbahar doneminde Ornek
toplanmasi sonucu Guptil ve ark. (49) ile Chomel ve ark.” nin (19) ¢calismalarim
destekleyecek sekilde, pire infestasyonu bakteriyemi ile pozitif olarak
iliskilendirildi.

Kedilerde Bartonella infeksiyonlar1 B. henselae’ den kaynaklanabildigi
gibi B.clarridgeine’ dan da kaynaklanabilmekte ve koinfeksiyon seklinde
gortilebilmektedir. Gurfield ve ark. (51) 436 kedinin % 1,1” inden B. henselae ve
B.clarridgeiae’ y1 bir arada, baska bir ¢alismalarinda 436 kedinin % 50” sinden
B. henselae, % 21" inden B.clarridgeiae, % 11" inden her ikisi birlikte (50), Heller ve
ark. (53) 94 kedinin % 70" inden B. henselae, % 30" undan B.clarridgeiae,
Maruyama ve ark. (77) 275 kedinin % 82,9" indan B. henselae, % 11,8" inden
B.clarridgeiae, % 5,3" iinden her ikisini birden, Marston ve ark. (73) 54 kedinin
% 43" iinden B. henselae, % 21’ inden B.clarridgeiae, Celebi ve ark. (16) 256

kedinin % 77" sinden B. henselae, % 23’ tinden B.clarridgeiae izole etmislerdir.
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Guptil ve ark. (49) 271 kedinin % 24’ tinden, Chomel ark. (22) 93 kedinin
% 22,6’ sindan, Fabbi ve ark. (35) 769 kedinin % 18 inden B. henselae izole
ederken, hicbiri B.clarridgeiae izole etmemislerdir. Bu c¢alismada 96 kedinin
27" sinden (% 28,1) B. henselae izole edilirken B.clarridgeiae izole edilmedi. Bu
sonuglar diger calismalar1 da destekleyerek B. henselae’ nin yayginhgim
gosterirken B. clarridgeiae’ min kedi popiilasyonlarinda goriilme sikliginin azlig:

ve varyasyon diizeyinin yiiksekliginden, izole edilemedigini gostermektedir.

Sonug Ve Oneriler

Istanbul ilinde kliniklere getirilen, barmakta bakilan ve sokakta yasayan
96 kediden alman kan orneklerinden yapilan bakteriyolojik incelemeler
sonucunda kati besiyerine ekilen Orneklerin 27’ sinde (% 28,1), BACTEC siv1
besiyerlerine ekilen drneklerin 10" unda (% 10,4) etken izolasyonu gerceklesti ve
biyokimyasal testler sonrasi Bartonella spp. olarak degerlendirildi. izolatlar
165-23S rRNA interjenik bolge sekanslarindan elde edilmis spesifik primerler
kullanilarak PCR ile tiir diizeyinde identifiye edildi ve tiim izolatlarin
Bartonella henselae oldugu belirlendi. Bu sonuglar ile Istanbul yéresindeki
kedilerde B. henselae bakteriyemi prevalansi % 28,1 olarak belirlendi.

Hem kedilerde hem de insanlarda etkenin neden oldugu hastaliktan
korunmada en iyi yontem pirelerin diizenli kontroliidiir. Ev kedilerinin
Bartonella ile infekte olma olasilifmi azaltmak igin yil boyunca devam eden
uygun pire kontrol programini siirdiirmek gerekmektedir. Pireleri kontrol
edilmeden eve sokak ya da barmaktan kedi alinmamas: ve kedilerin pire ve
diger olas1 vektOrlere maruz kalmamasi igin ev i¢ginde tutulmas: gerekmektedir.

Aile bireyleri immunokomprese ise ve yeni bir kedi alinacak ise piresiz ve
1 yagindan biiyiikk saglikli bir kedi tercih edilmelidir. Immun sistemi
baskilanmis kimseler saglik durumu bilinmeyen kedilerle temastan

kaginmalidir. Evinde kedi besleyen kisilerin belli araliklarla kedilerinin
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tirnaklarimi kestirmeleri korunma agisindan 6nemlidir, ancak kedilerde tirnak
cekimi gerekmemektedir. Kedilerle sert oyunlardan kag¢imilmali, tirmiklar ve
isiriklar Onlenmelidir. Kedilerle oynadiktan sonra ve temastan sonra ellerin
yikanmasi gerekmektedir. Kedi tarafindan olusan yaralar derhal su ve sabun ile
yikanmali, dezenfekte edilmeli ve tibbi tavsiye alinmalidir. Bartonella spp.” nin
tiikiirtikle bulasmas: ile ilgili bir bilgiye rastlanmamigssa da kedilerin insanin
acik yarasini yalamasina izin verilmemelidir.

Bartonella henselae belirgin bir zoonotik etken oldugundan klinisyen
veterinerler kediye tam olarak odaklanmali ve tiim zoonotik hastaliklarin
engellemesi tizerinde durmalidir. Veteriner saglik personeli siklikla pireli ya da
onceden pire infestasyonlu kedileri tuttugundan Bartonella ile infekte kedilerle
temas etmesi oldukc¢a yaygindir. Amerika” da 351 veteriner hekimle yapilan bir
arastirmada % 7,1 oraninda B. henselae antikoru pozitif bulunmustur (79). Bu
bulgular veteriner saglik personelinin tirmik ve 1siriklardan sakinmasi, pireli bir
kediyi tutarken pire digkisi ile temas etmemesi, yaralar1 hemen iyice
temizlemesi ve her fiziksel muayene ya da diger prosediirlerden sonra ellerini
yikamasi gerektigini gostermektedir.

Kedilerin sahiplenilmeden 6nce B. henselae yoniinden serolojik olarak
incelenmeleri KTH" na karst korunmada etkili olabilmektedir. Bu amacgla,
iliman bir iklime, onemli bir kedi popiilasyonuna ve dolayisiyla yogun pire
varligina sahip olmasindan dolay: yiiksek bir seroprevalansa sahip olabilecegi
distintilen Istanbul ilinde, Bartonella tiirlerinin yayginhigimi serolojik olarak

belirlemek yararl olacaktir.
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