T.C.
SiVAS CUMHURIYET UNIiVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

SiVAS YORESINDEN iZOLE EDILEN
FRANCISELLA TULARENSIS SUBSPECIES HOLARCTICA
IZOLATLARININ ANTIBIYOTIK DUYARLILIK ve MLVA
PROFILLERININ ARASTIRILMASI

Elif TUTMAC

YUKSEK LiSANS TEZi
FARMASOTIK MiKROBIYOLOJi ANABILIiM DALI

SIVAS-2019



T.C.
SiVAS CUMHURIYET UNiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

SiVAS YORESINDEN iZOLE EDIiLEN
FRANCISELLA TULARENSIS SUBSPECIES HOLARCTICA
IZOLATLARININ ANTIBiYOTIK DUYARLILIK ve MLVA
PROFILLERININ ARASTIRILMASI

Elif TUTMAC

YUKSEK LiSANS TEZi

FARMASOTIK MIKROBIYOLOJi ANABILIM DALI

TEZ DANISMANI
DR. OGR. UYESI MEHMET ATAS

SIVAS-2019



“Sivas Yoresinden Izole Edilen Francisella tularensis subspecies holarctica
Izolatlarmn Antibiyotik ve MLVA Profillerinin Arastirtlmasy” adli1 Yiiksek Lisans
Tezi, Sivas Cumhuriyet Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Lisansiistii Tez Yazim
Kilavuzuna uygun olarak hazirlanmis ve jiirimiz tarafindan Sivas Cumhuriyet
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Mikrobiyoloji Ana Bilim Dalinda

Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

~

Baskan Prof. Dr. Miige OGUZKAYA ARTAN

Uye Prof. Dr. Ahmet ALIM / S (\
Uye (Danisman) Dr. Ogr. Uyesi Mehmet ATAS /” %\%

ONAY

Bu tez galigmasi, 04/04/2019 tarihinde Enstitii Yonetim Kurulu tarafindan belirlenen ve

yukarida imzalar1 bulunan jiiri tiyeleri tarafindan kabul edilmistir.

Prof. Dr. Ziibeyda AKIN POLAT
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU MUDURU




Bu tez, Sivas Cumhuriyet Universitesi Senatosu’nun 18.02.2015 tarihli ve 4/4 sayili
karar1 ile kabul edilen Saglik Bilimleri Enstitiisii Lisansiistii Tez Yazim Kilavuzuna

gore hazirlanmustir.



OZET

SiVAS YORESINDEN iZOLE EDILEN FRANCISELLA TULARENSIS
SUBSPECIES HOLARCTICA IZOLATLARININ ANTIBiYOTIiK
DUYARLILIK VE MLVA PROFILLERININ ARASTIRILMASI

Elif TUTMAC
Yiiksek Lisans Tezi
Farmas6tik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Danigsman: Dr. Ogr. Uyesi Mehmet ATAS
2019, 63 sayfa
Tularemi, Francisella tularensis’in etken oldugu zoonotik bir enfeksiyondur.
Francisella tularensis subsp. tularensis (Tip A) Kuzey Amerika’da bulunmakta olup
baslica kene, yabani tavsan ve sinekler ile iliskilidir. Francisella tularensis subsp.
holarctica (Tip B) ise kuzey yarimkiirede bulunmakta olup su kaynakli tularemi
salginlarindan sorumludur.

Ulkemizde gdzlenen su kaynakli tularemi vakalarinda etkenin F.tularensis subsp.
holarctica oldugu kiiltiir ve molekiiler yontemlerle ortaya konmustur. Bu ¢alismada
Sivas ilinde 2011 ve 2012 yillarinda su 6rneklerinden izole edilen sekiz F.tularensis
subsp. holarctica izolatinin antibiyotik duyarliliklar1 ve alt1 lokusa (Ft-M3, Ft-M6, Ft-
M20, Ft-M21, Ft-M22 ve Ft-M24) yonelik Multiple-Locus Variable-Number Tandem
Repeat analizi (MLVA) ile tekrar dizilerinin varligi arastirilmistir. Antibiyotik
duyarlilik testinde disk diflizyon (Kirby-Bauer) yontemi kullanilmistir.

Calisma sonucunda tiim izolatlarin doxycycline, chloramphenicol, streptomycin,
gentamicin, tetracycline, ciprofloxacin, levofloxacin, rifampin, tobramycin ve
amikacine duyarli iken erythromycin ve aztreonama ise direngli olduklar1 bulunmustur.
MLVA analizinde en fazla degiskenlik Ft-M3 (3 allel), Ft-M6 (3 allel) ve Ft-M21 (3
allel) lokusunda gozlenir iken Ft-M20, Ft-M22 ve Ft-M24 lokuslarinda ise tek bir allel
oldugu tespit edilmistir.

Alt1 lokus agisindan; Belkent2012 ile Dolliik izolatlarinin, Karadren ile Bahgeigi
izolatlarinin kendi aralarinda benzer oldugu tespit edilmistir. Bes lokus ag¢isindan (Ft-
M3, Ft-M6, Ft-M20, Ft-M22, Ft-M24) Maksutlu ve Hiiylik izolatlarinin benzer oldugu,
dort lokus agisindan ise (Ft-M3, Ft-M20, Ft-M22, Ft-M24) Belkent2012, Dolliik,
Belkent2013, Maksutlu, Hilyiik izolatlarinin benzer oldugu saptanmastir.

Anahtar Kelimeler: Francisella, Tularemi, Sivas, MLVA, holarctica, PCR



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITY AND MLVA
PROFILES OF FRANCISELLA TULARENSIS SUBSPECIES HOLARCTICA
WHICH ISOLATED FROM SIVAS

Elif TUTMAC
Master Thesis
Department of Pharmaceutical Microbiology
Supervisor: Assistant Prof. Dr. Mehmet ATAS
2019, 63 pages

Tularemia is a zoonotic disease caused by Francisella tularensis. Francisella tularensis
subsp. tularensis (Type A) is found in North America, mainly associated with ticks,
hares and flies. Francisella tularensis subsp. holarctica (Type B) is found in the
northern hemisphere and is responsible for the outbreaks of water-borne tularemia.

In the cases of water-borne tularemia observed in our country, the causative agent
F.tularensis subsp. holarctica is revealed by culture and molecular methods. In this
study, eight F.tularensis subsp. holarctica strain that isolated from water samples in
Sivas province in 2011 and 2012 years were investigated in terms of antibiotic
susceptibilities and the presence of repeat numbers with six loci (Ft-M3, Ft-M6, Ft-
M20, Ft-M21, Ft-M22 ve Ft-M24) Multiple-locus variable-number tandem repeat
analysis (MLVA). Disc diffusion (Kirby-Bauer) method was used in the antibiotic
susceptibility test.

At the end of the study, it was found that all isolates were susceptible to
doxycycline, chloramphenicol, streptomycin, gentamicin, tetracycline, ciprofloxacin,
levofloxacin, rifampin, tobramycin and amikacine while erythromycin and aztreonama
were resistant. In MLVA analysis, the highest variability was observed in Ft-M3 (3
allel), Ft-M6 (3 allel) and Ft-M21 (3 allele) loci, whereas it was found to be a single
allele in Ft-M20, Ft-M22 and Ft-M24 loci.

In terms of six loci; Belkent2012 and Dolliik isolates, Karadren and Bahgeigi
isolates were found to be similar among themselves. In terms of five loci (Ft-M3, Ft-
M6, Ft-M20, Ft-M22, Ft-M24), the Maksutlu and Hiiyiik isolates were similar, in terms
of four loci (Ft-M3, Ft-M20, Ft-M22, Ft- M24) Belkent2012, Dolluk, Belkent2013,
Maksutlu, Hiiyiik isolates were found to be similar.

Key words: Francisella, Tularemia, Sivas, MLVA, holarctica, PCR
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1. GIRIS ve AMAC

Tularemi, Francisella tularensis’in etken oldugu zoonotik bir infeksiyon hastaligidir
(Mead, 2008; WHO, 2013). F.tularensis aerobik, hareketsiz, pleomorfik, gram negatif,
hiicre i¢inde ¢ogalabilen bir kokobasildir (Kilig, 2010). Cografi olarak Kuzey
Amerika’nin bir¢ok kesimlerinde, Avrupa’da (6zellikle Orta ve Kuzey Avrupa iilkeleri),
Cin ve Japonya’ nin da iginde bulundugu genis bir bolgede ¢ogunlukla sporadik olgular
seklinde ve zaman zaman da salginlar seklinde goriilmektedir (WHO, 2007; Saglik
Bakanligi, 2011).

Bakterinin dogal rezervuarlari genellikle kemirici hayvanlardir (Dikici ve ark.,
2012). Hastalik insanlara, enfekte hayvanlarla direkt temas yoluyla, artropod (kene,
sinek ve bit) 1siriklariyla, kontamine su veya yiyeceklerin tiikketilmesiyle ve aerosollerin
solunmast ile bulasmaktadir (Sharma ve ark., 2013; Saglik Bakanlhigi, 2011). Insandan
insana bulas bildirilmemistir (Meri¢ ve ark., 2008).

F. tularensis subsp. tularensis veya tip A ve F. tularensis subsp. holartica veya
tip B klinik ve epidemiyolojik agidan oOnemli alt tiirlerdir. Esas olarak Kuzey
Amerika’ya 6zgii olan F. tularensis subsp. tularensis, insanlara en sik kene, sinek gibi
vektorlerle veya enfekte hayvanlarla bulasir. Kuzey yarimkiire boyunca goriilen F.
tularensis subsp. holartica veya tip B’nin bulagmasi ise su ve su kenarinda yasayan
kemiricilerle iliskilidir (Rubin, 2003; Celebi ve ark., 2006). Ulkemizde salginlara neden
olan tiir ise F. tularensis subsp. holartica’dir (Kilig, 2010).

Klinik bulgular; hastanin immiin direnci, sistemik tutulma derecesi, bakterinin
virulansi, tan1 ve tedavinin zamaninda yapilmasi gibi etkenlerden dolay1 degiskenlik
gostermektedir. Hastalik iilseroglandiiler, okiiloglandiiler, glandiiler, orofarengeal,
sistemik (tifoidal) ve pnomonik olmak iizere alti klinik formda gozlenmektedir.
Diinyada kene 1sirmas1 ve enfekte hayvan temasina bagl olarak en sik {ilseroglandiiler
form goriiliirken, iilkemizde ise kontamine sularin tiiketilmesine bagli olarak
orofarengeal form goriilmektedir (Penn, 2005; Saglik Bakanligi, 2011).

Bu calismada Sivas ilinde 2011-2012 yillarinda tularemi salgimmi goézlenen
bolgelerden alinan su Orneklerinden izole edilen sekiz farkli F.tularensis subsp.
holarctica izolatlarmin antibiyotik duyarliliklarinin arastirtlmasi ayn1 zamanda MLVA
yontemi ile tiplendirilerek iilkemizde ve diinyanin farkli bolgelerindeki izolatlarinin

genetik iliskisini saptamak amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Tarihge

Tularemi, Rusya ve Japonya’da 1800’lii yillardan beri bilinmesine ragmen, ilk defa
1911 yilinda McCoy ve Chapin tarafindan Kaliforniya’nin Tulare bdolgesinde,
sincaplarda goriilen veba benzeri bir salgin hastalik olarak tanimlanmistir. McCoy ve
Chapin’in  sincaplardan izole ettigi gram negatif bakteri, Tulare sehrine
ithafen Bacterium tularensis olarak adlandirilmistir (Ellis, 2002; Giircan, 2007; Willke,
2006).

[lk insan olgular1 1914 yilinda Lamb ve Wherry tarafindan bildirilmistir (Sjostedt,
2007). insanlarda hastalig1 ilk tanimlayan ise Edward Francis’dir. E. Francis’in 1912 ve
1925 yillar1 arasinda yaptigi arastirmalarla, insanlarda “geyik sinegi atesi” diye
adlandirilan hastaligin sincaplarda goriilen veba benzeri hastalik ile iligkisini ortaya
cikartmig ve bu hastaligi “tularemi” olarak isimlendirmistir. Ayrica geyik sineginin
tulareminin asil sebebi olmadigini, bakteriyi tastyan bir vektor oldugunu gostermistir.
Onemli c¢aligmalarindan dolayr 1959°da Edward Francis’e Nobel 6diilii verilmis ve
bakterinin adi1 Francisella tularensis olarak degistirilmistir (Eliasson ve ark., 2006;
Keim ve ark., 2007).

Hastalik diinyanin farkli bolgelerinde degisik isimlerle anilmaktadir; ABD’de
“geyik sinegi atesi”, “tavsan atesi”, “pazarci hastaligi”, Rusya’da “su sicani avci
hastalig1”, Japonya’da ise “yabani tavsan atesi (yato-byo)”, “Ohara hastalig1”
denilmektedir (Willke, 2006). Ulkemizde ise halk arasinda sis hastalig1, top hastalig1 ve
piring hastalig1 gibi isimler verilmistir (Ozel, 1938).

2.2 Diinyada Tularemi

Tularemi, birkag¢ bin yildan beri diinyada bilinen bir hastaliktir, esasen kuzey yarimkiire
ilkelerinde goriilir (Ellis, 2002; Helvaci, 2008). Orta Dogu'da, oOzellikle de MO
1400'lerde bu hastaliktan dolay1r birgok insan Olmiistiir. Bu hastaligin Ortadogu
bolgesinden Anadolu'ya savas, seyahat, keneler veya kemirgenlerle ulastigina
inanilmaktadir (Trevisanato, 2004). Tularemi, o6zellikle Kuzey Amerika’nin bir¢ok
kesimlerinde, Asya’da, Orta ve Kuzey Avrupa’da ozellikle Iskandinav iilkelerinde
genellikle sporadik olgular seklinde goriilmekte, zaman zaman da epidemiler
yapmaktadir (WHO, 2007; Saglik Bakanligi, 2011).

Salginlar ayrica Dogu Avrupa ve Rusya'da da goriilmektedir. Tularemi hastalig
icin, Kuzey Amerika ve Iskandinav iilkeleri endemik bélgelerdir. ABD'de tularemi

insidansi, yillik ortalama bir milyonda 0.5-5 vaka bildirilmistir. 1939'da ABD'de vaka
2



sayis1 2,291 kisiyi etkileyen biiyiik bir salgin olarak meydana gelirken, 1950’de yaklasik
900 olarak bildirilmistir. Sonraki yillarda ise giderek azalmistir ve vaka sayisi yaklasik
100 hasta olmustur (Sahin, 2009; Grunow ve ark., 2012). Tularemi salgini, 1940'ta
Sovyetler Birligi'nde 100.000'den fazla insami etkilemistir (Sahin, 2009). 1950'de
Almanya'da biiyiik bir salgin meydana gelmistir ve Cek Cumhuriyeti, Isve¢, Fransa ve
Finlandiya gibi iilkelerde de fazla sayida olgu bildirilmistir (Geyik ve Akalin 2009).
Ikinci Diinya Savas1 sonrasi, ozellikle Dogu Avrupa iilkelerinde su kaynakli biiyiik
salginlar olmustur (Petersen ve Schriefer, 2005).

Savas sonrasi Rusyanin degisik bolgelerinde de tularemi prevalansi artmuistir.
Balkan iilkelerinde de vaka sayisindaki artig 6zellikle diinya genelinde tulareminin
insidansina kiyasla belirgin bir sekilde artmigtir (Geyik ve Akalin, 2009; Sahin, 2009;
Kilig, 2010). Kosova Savasi sonrasinda da 1999-2000 yillarinda 327 kisinin etkilendigi
kemiricilerin Kirlettigi su ve yiyecekler aracilig: ile bir salgin ortaya ¢ikmstir (Reintjes,
2002). isve¢, Finlandiya, Slovakya, Cek Cumbhuriyeti, Norveg, Sirbistan-Karadag,
Macaristan, Bulgaristan ve Hirvatistan’dan tularemi olgular1 bildirilirken, ilging bir
sekilde Birlesik Krallik, Izlanda, Afrika, Giiney Amerika ve Antarktika'dan tularemi
bildirilmemistir (Giircan, 2012). Avustralya'dan ise F. tularensis ile ilgili sadece iki
tularemi olgusu bildirilmistir (Whipp ve ark., 2003; Jackson ve ark., 2012).

Diinyada tularemi epidemiyolojisi ilerleyen yillarda iklim degisikliklerine paralel
olarak vektor popiilasyonu ve dagilimidaki degisiklikler, rezervuar, savas ve gogler
sebebiyle uygun olmayan yasam kosullarina bagli olarak belirgin bir sekilde degismis,
vaka sayilarinda 6nemli artislar izlenmistir (Saglik Bakanligi, 2011).

2.3 Tiirkiye’de Tularemi

Tiirkiye’de yayinlanmis ilk tularemi epidemisi ise 1936°da 133" asker, 17'si civar kdy
halkindan olmak iizere toplam 150 kisinin etkilendigi Liileburgaz askeri garnizonundan
bildirilmistir (Gotschlich ve Berkin, 1938). Dr. Tahsin Berkin ve Dr. Talat Ozel’in
Trakya'da yaptiklar1 c¢aligmalar sonucunda enfeksiyonun su kaynakli olduguna dair
veriler elde etmislerdir (Gotschlich ve Berkin, 1938; Ozel, 1938). 1938 yilinda
Tatvan'in Resadiye Koylinde 6 kisinin etkilendigi ve tavsan eti yenmesine bagl oldugu
diisliniilen tularemi salgin1 saptanmustir. 1945 yilinda Liileburgaz askeri garnizonundan
15’1 er ve 3’1 sivil halktan olmak tizere toplam 18 kisinin etkilendigi ikinci bir salgin

tekrarlamistir (Golem, 1945).



Ulkemizdeki en biiyiik salgin ise, 1953 yilinda Antalya' nin Bademagaci Kdyii'nde
yagsanmustir Ve yaklasik 300 kisi bu salgindan etkilenmistir (Utku, 1954). 1988 yillinda
Bursa’nin Badirga Koyii'nde 64 kisinin etkilendigi bir epideminin saptanmasiyla
tilkemizde tularemi tekrar giindeme gelmistir (Kiligturgay ve ark., 1989; Gedikoglu ve
ark., 1990). Koyde yapilan arastirmalara gore, salgin doneminde farelerde bir artis
meydana gelmis ve salginin farelerin kirlettigi sularla iliskisi olabilecegi diistiniilmiistiir
(Gedikoglu ve ark., 1990). Tularemi bolgede varligimi hep siirdiirmiis ve 1988-1998
yillar1 arasinda toplam 205 vaka bildirilmistir (Helvaci, 2000).

Samsun'da 1999-2001 yillarinda 49, Sinop'ta 2000 yilinda 40, Yalova'da 2000
yilinda 22, Diizce'de 2000-2005 yillarinda 33, Bolu Gerede'de 2001-2006 yillarinda
30, Balikesir'de 2002 yilinda 126, Amasya Suluova'da 129, Bati Karadeniz Bolgesi'nde
yer alan Zonguldak, Kastamonu ve Bartin'da 2004-2005 yillarinda 61, Kars'ta 2004-
2005 yillarinda 56, Kocaeli'de 2004-2005 yillarinda 162, Edirne Lalapasa Demirkoy'de
2005 yillarinda 10, Samsun-Havza'da 2005-2007 yillarinda 75, Sakarya'da 2005-2006
yillarinda 63 , Tokat'ta 2005- 2010 yillarinda 23, Cankir1 Cerkes Kadi6zii'nde 2009
yilinda 20, Canakkale'de 2009 yilinda 36, Sivas'ta 2009-2010 yillarinda 29 olgu
bildirilmistir, 2009 yilinda iilke genelinde salginlarin bildirildigi donemden sonra,
cogunlukla vakalar Orta Anadolu bolgesinden, 6zellikle Yozgat'tan bildirilmistir (Erbay
ve ark., 2000; Giircan ve ark., 2006; Karabay ve ark., 2006; Turhan ve ark., 2007; Kilig,
2010).

Artan olgu sayis1 ve farkli bolgelerden vakalarin bildirilmesinden dolay: tularemi
2005 yilinda Tiirkiye Saglik Bakanhigi tarafindan “Bulasici Hastaliklarin Thbari ve
Bildirim Sistemi Standart Tani, Siirveyans ve Laboratuvar Rehberi’nde C Grubu
listesinde yer almistir ve bu sayede daha giivenilir epidemiyolojik veriler elde edilmistir
(Saglik Bakanligi, 2011).

Tiirkiye'de 2005 yilinda toplam 431 tularemi vakasi kaydedilmistir ve sonraki ii¢
yil i¢inde vaka sayisinda belirgin bir azalma gorilmiis ve 2008 yilinda 71 vaka
kaydedilmistir. 2009 yilinda ise vaka sayis1 tekrar artmis ve 428’e yiikselmistir, takip
eden yillarda da devam ederek 2010 yilinda 1531, 2011 yilinda 2151, 2012 yilinda ise
607 vaka kaydedilmistir. 2011 yilinda goriilen vaka sayisi ise Avrupa Birligi
iilkelerindeki toplam vaka sayisindan daha yiiksektir (Torunoglu, 2009; Kilig, 2010;
Gilircan, 2012).



2.4 Smiflandirma, Alt Tiirler ve Biyovarlar

F.tularensis' in taksonomik konumu olduk¢a karmasiktir ve sik sik degismistir.
F.tularensis bakterisi baslangigta Bacterium cinsine, sonrasinda Pasteurella cinsine ve
daha sonrasinda ise Brucella cinsine dahil edilmistir. 1947 yilinda yapilan fenotipik,
genotipik ve hiicre duvari analizleri, F. tularensis ‘in bu cinslerle iliskisinin olmadigini
gostermis ve bakteri Francisella adli yeni bir cins olarak kabul edilmistir (Ellis ve ark.,
2002).

Francisella cinsi igerisinde epidemiyolojik 6zellikleri birbirinden farkli iki tiir
goriilmekte olup bunlar; F.tularensis ve F.philomiragia’ dir (Helvact ve ark., 2000;
Willke, 2006). F.tularensis, cografi dagilimlar: ve virulans farkliliklarina gore; dort alt
tiire ayrilmaktadir. Bunlar;

v F. tularensis subsp. tularensis (F.tularensis subsp. nearctica veya Biyovar tip
A)

v F. tularensis subsp. holarctica (F.tularensis subsp. palaearctica veya Biyovar
tip B)

v F. tularensis subsp. mediasiatica

v F. tularensis subsp. novicida’dir (Ellis ve ark., 2002).

F.tularensis subsp. tularensis (Jelison tip A) daha ¢ok Kuzey Amerika’da
goriilmekte olup kene, sinek gibi vektorlerle ve enfekte hayvanlarla bulasir. Viriilansi
oldukca ytiksektir, 10 CFU’dan az bakteri bile enfeksiyon gelisimi i¢in yeterlidir
(Helvaci ve ark., 2000; Ellis ve ark., 2002; Christova ve ark., 2004). Coklu lokus VNTR
analizi (MLVA) ile F. tularensis subsp. tularensis A.I ve A.Il olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir (Johansson ve ark., 2004).

F.tularensis subsp. holarctica Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’daki
infeksiyonlarin en sik etkenidir, Tiirkiye’de de bulunan bir tiirdiir. Tavsan ve insanda
tularensis alt tiirline gore daha az virlilandir. Bulagsmada ise su ve su kenarinda yagayan
kemiriciler rol oynamaktadir (Helvaci ve ark., 2000; Saglik Bakanligi, 2011).

Bu canlilarla direkt temas edilmesiyle, kene, sivrisinek gibi vektorlerle temas,
kontamine su ve yiyecekler ile bulasmaktadir (Sahin ve Giircan, 2009). F.tularensis
subsp. holarctica MLVA analizi ile B.1, B.II, B.III, B.IV ve B.V olmak {izere bes gruba
ayrilmistir (Johansson ve ark., 2004). Baslangigta F. tularensis subsp. holarctica igin
aciklanan bes grup, MLVA analizleri sonucunda B.12 [B.I], B.4 [B.1l], B.6 [B.IV] ve
B.16 [B.V] (biovar japonica) olmak iizere dort gruba diisiiriilmiistiir (Svensson ve ark.,
2009; Karlsson ve ark., 2013).



F.tularensis subsp. mediaasiatica esas olarak Orta Asya’da bulunmaktadir.
Viriilans1 zayiftir, insan ve tavsanlarda yaptigi hastalik daha hafif seyirlidir (Christova
ve ark., 2004; Celebi ve ark., 2006; Saglik Bakanligi, 2011). F. tularensis subsp.
mediasiatica alttiri MLVA analizi ile M.I, M.II ve M.III olmak iizere ii¢ gruba
ayrilmaktadir (Timofeev ve ark., 2017).

F.tularensis subsp. novicida Kuzey Amerika’da bulunmaktadir. Viriilansi
zayiftir, insanlarda nadir olarak tularemi benzeri hastaliga sebep olur (Christova ve ark.,
2004; Saglik Bakanligi, 2011).

2.5 Mikrobiyolojik Ozellikler

Francisella cinsinde bulunan bakteriler aerobik, pleomorfik, hareketsiz, sporsuz, gram
negatif Ozellikte, fakiiltatif intraselliiler mikroorganizmalardir. Boyutlar1 yaklasik 0,2 x
0,7 um’dir. F. tularensis subsp. novicida ve F. philomiragia daha biiyiik boyuttadirlar.
Gram boyasi ile boyanirlar ve ¢ok kiigiik, soluk kokobasiller seklinde goriiliirler. Cok
kiiciik olmasi ve boyanma ozelliklerinden dolay:r biyokimyasal testlerde segilmeleri
oldukga giictiir. Bu nedenle hastaligin laboratuvar tanisinda gram boyamanin degeri
sinirhdir (Gedikoglu, 2008; Lindquist ve ark., 2009).

Francisella cinsi bakterilerin katalaz reaksiyonu zayif pozitif, oksidaz negatiftir
(F. philomiragia hari¢). F. tularensis’te iireaz negatif ve hidrojen siilfiir (H,S) ise
pozitiftir (WHO, 2007; Lindquist ve ark., 2009).

Bakterilerin hiicre duvarlarinda yiiksek miktarda yag asidi bulunmas1 Francisella
tirlerini diger bakterilerden ayirmaktadir ancak alttiir ayriminda yetersiz kalmaktadir.
Francisella alttir ayriminda ise molekiiler teknikler ve biyokimyasal testler
kullanilmaktadir (Whipp ve ark., 2003; Oyston, 2008).

Klinik orneklerden izole edildiginde bazi suslarda lipitten zengin kapsiilleri
bulunmaktadir. Kapsiil tek basina toksik veya immunojen Ozellikte degildir. Kapsiil
hiicre i¢i yagama 6zelligi saglayarak bakterinin viriilansinda rol oynamaktadir (Petersen,
2011; Saghk Bakanligi, 2011).

F. tularensis soguk ve nemli ortamlara dayanikli bir bakteridir. Suda, ¢camurda,
hayvan lesleri ve atiklarinda aylarca, dondurulmus tavsan etinde yillarca canliligini
koruyabilmektedir. Fakat giines 15181 ve yilksek 1siya dayaniksizdir ve klorlanmig
sularda yasayamazlar (Kili¢, 2005; Saglik Bakanligi, 2011; Dikici ve ark., 2012).

26 Tam
Tularemi tanis1 koyabilmek igin Oncelikle bu hastaligin akla gelmesi ¢cok Onemlidir.

Tularemi baslangic semptom ve bulgularmin spesifik olmamasi nedeniyle bir¢ok
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hastalikla karisabilmektedir. Ayrica tanida gecikmeye neden olan diger bir faktor ise
tularemiye 0zgii laboratuvar bulgusunun olmamasidir. Bu nedenle, tulareminin erken
donemde tanist zordur. Tulareminin laboratuvar tanisi1 dort baslik altinda toplanabilir

(Ellis ve ark., 2002; Saglik Bakanligi, 2011; Helvaci, 2008).
2.6.1 Kiiltiir

Tularemi enfeksiyonunun laboratuvar tanisinda kiiltiir “altin standart” olarak kabul
edilmektedir. Kiiltiirde bakterinin izole edilmesi kesin tan1 konulmasinin yani sira
antibiyotik duyarliliginin ve molekiiler epidemiyolojinin belirlenmesi agisindan oldukca
onemlidir. Ayrica, yeni tiirlerin ve alttiirlerin kesfedilmesine de olanak saglayabilir
(Johansson ve ark., 2004; Giircan, 2007). Ancak F.tularensis’ in klinik 6rneklerden
kiiltiirle izolasyonu oldukga giictiir ve lireme sans1 % 25 gibi ¢ok diislik diizeylerdedir
(Giircan, 2007). F.tularensis’ in nazli iireyen bir bakteri olmas1 ve yiiksek bulas riski
sebebiyle tan1 i¢in baska testler tercih edilebilir (Ellis ve ark., 2002; Kolayli, 2009).

Bakteri rutinde kullanilan besiyerlerinde iiremez, bu bakterinin {iremesi igin
stilfidril bilesikleri igeren (sistin, sistein, tiyosiilfat vb.) zenginlestirilmis besiyerlerine
ihtiyaglar1 vardir. Zenginlestirmek amaciyla besiyerlerine insan, tavsan, at veya koyun
kan1 eklenebilir. Bakterinin iiretilmesinde Klasik olarak sisteinli-glukozlu kanli agar
(Francis besiyeri) kullanilmaktadir. Bunun disinda CHAB (% 9 1sitilmis koyun kani
iceren cystein heart agar) agar, BCYE (buffered charcoal yeast extract agar), TGBA
(thioglycollate- glucose blood agar), % 1 hemoglobin ve % 1 isoVitaleX eklenmis GC
agar base Il ve sisteinle zenginlestirilmis gukulata agar gibi kat1 besiyerleri de izolasyon
icin kullanilmaktadir (Willke, 2006; WHO, 2007; Kolayli, 2009).

CHAB besiyeri F.tularensis’ in iiretilmesinde en sik kullanilan besiyerlerinden
birisidir (Willke, 2006; WHO, 2007; Kolayli, 2009). Besiyerine penisilin, polimiksin B
ve sikloheksimid gibi antibiyotiklerin eklenmesi kontamine materyallerden F.
tularensis’ i iiretme sansini arttirabilir (Gedikoglu, 2008).

F.tularensis’ in iretilmesinde sivi besiyerleri optimum iireme ortamlar1 olarak
kullanilmamaktadir, ancak bakterilerin yeniden canlandirilmasinda, antibiyotik
duyarlilik testlerinde kullanilabilir. Sivi besiyeri olarak BHI (brain heart infusion), TSB
(tripticase soy broth) ve tiyoglukolat besiyeri kullanilabilir (WHO, 2007; Hadimli,
2009).

F.tularensis zorunlu aerob bir bakteridir, 35 °C’de 2-5 giinde tirer ve % 5-10
CO.’li ortam iiremesini kolaylastirir. Besiyerinde 24-48 saatlik inkiibasyon sonrasi
bakteri kolonileri 2-4 mm biyiikliigiinde yesilimsi beyaz, diizgiin yiizeyli, yuvarlak,
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hafif mukoid sekilde goriiniirler. Besiyerinde kan varsa koloni ¢evresinde ince bir alfa
hemoliz zonu goriliir (Willke, 2006).

F. tularensis’in kiiltiirlerden basarili bir sekilde izolasyonu; klinik 6rneklerin
uygun bir sekilde alinmast ve uygun sartlarda laboratuvara iletilmesi ile yakindan
iligkilidir. Tasima esnasinda bakterinin canlilifint koruyabilmek amaciyla siiriintii
ornekleri tasima besiyerine alinmalidir. Tagima besiyeri olarak aktif komiirlii Amies,
Stuart ve Carry-Blair gibi tasima vasatlar1 kullanilabilir. Alinan doku biyopsi 6rnekleri;
kurumay1 onlemek amaciyla steril serum fizyolojik ile nemlendirilmelidir. Ayrica,
ornek tagima besiyerine alinabilir (+4 °C) veya dondurulabilir (-80 °C/kuru buz/sivi
azot) (Saglik Bakanligi, 2011).

2.6.2 Seroloji

Kiiltirde bakteriyi iretmek giic oldugundan ve yiiksek biyogiivenlik diizeyi
gerektirdiginden  tanida  cogunlukla  serolojik  testler  kullanilmaktadir. F.
tularensis’e kars1 gelisen antikorlar; tiip agliitinasyon (TA), mikroagliitinasyon (MA),
hemagliitinasyon ve ELISA ydntemleriyle saptanabilmektedir (Willke, 2006). Ozellikle
mikroagliitinasyon ucuz olmasi, kisa zamanda sonu¢ vermesi, kolay uygulanabilir
olmasi ve giivenilir olmasindan dolay1 en ¢ok tercih edilen yontemdir. IgM ve 19G
antikorlar1 ayni anda olusur ve uzun yillar disiik titrede pozitif kalir. Hastada tiip
agliitinasyon yontemi ile 1:160 ve {lizeri, mikroagliitinasyon yontemi ile 1:128 ve
tizerindeki titreler olas1 taniy1 desteklerken akut ve konvelasan donemlerde bakilan
titrelerdeki 4 kat artis kesin serolojik tani olarak degerlendirilmektedir (Ellis ve ark.,
2002).

2.6.3 Molekiiler Tam

Kiiltiirde bakterinin zor iiretilmesi, viriilansinin yiiksek olmasi, serolojik testlerin geg
sonu¢ vermesi ve capraz reaksiyon gosterebilmesi nedeniyle tanida daha hizl, duyarh
ve giivenilir tan1 yontemi olan molekiiler yontemler daha siklikla kullanilmaktadir.
Tularemi tanisinda yaygin olarak kullanilan ve en avantajli olan1 ise PCR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu)’ dir (Johansson ve ark., 2004; Fujita ve ark., 2008).

F.tularensis alttiirlerinin tespit edilmesinde konvansiyonel PCR, Real-Time PCR,
Restriksiyon Fragment Lenght Polymorphism (RFLP), gen bdlgelerinin veya tiim
genomun sekanslanmasi gibi yontemler kullanilmaktadir. Multiple Locus Variable
Number Tandem Repeat Analysis (MLVA) yontemi ile salginlardan izole edilen

izolatlarin  genetik iligkilerinin arastirilmasi yapilabilmektedir. F.tularensis’ in



molekiiler tiplendirmesinde kullanilan yontemler ve bu yontemlerin ayrim giicleri
Resim 1°de goriilmektedir. (Johansson ve ark., 2004; Ramazanzadeh ve McNerney,
2007; Fujita ve ark., 2008).

Bakteriyal genomlar protein kodlayan ve protein kodlamayan DNA sekanslari
icerisinde pek c¢ok tekrar dizileri icermektedir. Bu tekrar dizileri dogrudan birbirlerine
bitisik olduklar1 zaman ayni lokustaki sayilar1 izolatlar arasinda degismekte ve bu sirali
genomik bolgeler variable-number tandem repeat (VNTR) lokusu olarak
adlandirilmaktadir. Ayni lokusta bulunan tekrar dizileri birbirlerine benzer veya hafice
farkli olabilmektedir. Coklu lokus VNTR analizi (MLVA) bir bakteriyel genom
icerisinde bulunan farkli lokuslardaki rastgele tekrar sekanslarinin sayisini belirleyen bir
metottur. Basit, ucuz, hizli, kolay ve cok fazla laboratuvar ekipmanina gereksinim
duyulmamasi MLVA yo6nteminin avantajlar1 arasindadir. MLVA deneyinde secilen
VNTR lokuslarina yonelik primerler kullanilarak PCR reaksiyonu yapilmakta ve olusan
tirtinler jel elektroforezinde yiiriitiilmektedir. Olusan amplikonlarin biiytikliikleri ve
sekans dizileri belirlenerek buradaki aranan tekrar dizilerinin sayis1 tespit
edilebilmektedir. Bir VNTR lokusundaki boyut farkliligt her zaman rastgele tekrar
dizilerinin gercek sayisini yansitmayabilmektedir. Cogaltilan bolgede meydana gelen
insersiyon, delesyon ve duplikasyonlar ayni1 boyutta iirlinler ortaya g¢ikarabilmektedir

(Sabat ve ark., 2013).

I MLVA

] insertion sequence probed RFLP |

i megabase restriction analysis, PFGE |

[ AFLP .]

[ wppcr ]
| [ rcR men
I ribotyping (rRNA gene probed RFLP) ]
i RFLP ofmmes |

I

16S rDNA sequencing [

MLST ity

whole genome DNA sequencing |

Family | Genus | Species éSuhspecies Isolate

Resim 1: F.tularensis'in tiplendirilmesinde kullanilan yontemler
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2.6.4 immunohistokimyasal Cahsmalar

Direkt Floresan antikor testi, Antijen saptama testleri ve Immunohistokimyasal
boyalarla yapilan galismalar ile tularemi tanisi konulabilmektedir. Ancak kullanim
alanlar1 smurlidir ve sadece bazi referans merkezlerde uygulanabilmektedir. Direkt
Floresan Antikor testi 6zgiin ve hizli bir testtir. Siipheli tularemi olgularinin tanisinda 6n
tam kriteri olarak kullamlir. Bu testin duyarliligi 10° CFU/m1’dir (Karadenizli, 2009).
2.7 Bulas Yollar:

F.tularensis’ in dogadaki yayilimi, karasal dongii ve su dongiisii olmak tizere iki
bolimde incelenebilir (Geyik, 2009; Kilig, 2010; Saglik Bakanligi, 2011). Karasal
donglide baslica vektorleri yabani tavsan, kiicik kemirgenler ve artropodlar
olusturmaktadir (Telford, 2011; Saglik Bakanligi, 2011). Tularemi genellikle bu
hayvanlarda Oliimciil olabilir (Telford, 2011). Bununla birlikte, baz1 kemirgenler
hastaligin agik belirtileri olmadan canli kalabilmektedir. Bakteriler ayrica, kene, sinek
ve sivrisinek gibi kan emen eklembacaklilar tarafindan asemptomatik kemirgenlerden
diger kemirgenlere de aktarilabilir veya ¢evrede kalabilirler. Keneler, bu bakterilerin
dogada kaliciligim1 sagladiklar1 i¢in enfeksiyonun devam etmesinde ¢ok Onemlidir.
Keneler, konak¢inin dolagim sistemini digki veya isiriklariyla enfekte eder (Ellis ve ark.,
2002; Geyik, 2009; Sahin, 2009; Wobeser ve ark., 2009; Kilig, 2010).

Bakteriler, keneler ve kan emici sinekler (mekanik vektorler) ile vahsi hayvanlara
veya evcil hayvanlara (koyun, sigir, keci, at, domuz, kdpek ve kedi) bulasir. Baz1 kene
tirleri sadece vektor olarak degil, bakteriyi viicudunda omiir boyu (1-2 yil) tasiyarak
aym zamanda rezervuar olarak da rol oynamaktadirlar. Insanlarda kene kaynakli
tularemi enfeksiyonu genellikle kenelerin daha aktif oldugu yaz aylarinda ortaya ¢ikar.
F. tularensis boceklerde iki haftaya kadar yasayabilir. F. tularensis’in su dongiisiindeki
ana rezervuarlar ise kunduz, misk sicani1 ve diger sigan tiirleridir (Ellis ve ark., 2002;
Geyik, 2009; Sahin, 2009; Wobeser ve ark., 2009; Kilig, 2010).

F. tularensis dis ¢evre kosullarma olduk¢a dayaniklidir. Ozellikle suda yasayan
amipler (Acanthamoeba castellani) iginde yasamini siirdiirebilmesi su kaynakli
epidemiler ve hastaligin bolgesel devamliligi acisindan 6nemlidir (Saglik Bakanligi,
2011). F. tularensis olduk¢a dayanikli bir bakteridir, soguk ve nemli ortamlarda
haftalarca canli kalabilmektedir. Fakat gilines 15181 ve yiiksek 1siya dayaniksizdir ve
klorlanmig sularda yasayamaz (Dikici ve ark., 2012).

Hastaligin iilkelere ya da bolgelere gore farkli bulas yollar1 vardir. Tularemi en

cok Kuzey Amerika’da; kene, sivrisinek, tavsan ve hayvan lesleri ile, Iskandinav ve
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Baltik iilkelerinde sivrisinek, Avrupa ve Asya iilkelerinde tavsan, fare, sican ve
kontamine su, Japonya’da tavsan avi ve sincaplar , Isve¢’te tarla faresi ve su,
Tirkiye’de ise bulas kontamine kaynak sulari ile olmaktadir (Kili¢ ve Yesilyurt, 2011;
Dikici ve ark., 2012).

Insan ve evcil hayvanlar, F. tularensis’in rastlantisal konagidirlar. Insanlara
hastalik farkli yollarla bulasabilmektedir:

Deri ve mukozal yol: Hastalik insanlara enfekte kene veya sinek gibi vektorlerin
1sirmasiyla ya da kontamine hayvan tirtinleri ile temas sonrasinda bulagsmaktadir. Kuzey
Amerika’da genellikle kene 1sirnasi ile Kuzey Avrupa ve Kuzey Asya’da ise
sivrisinekler ile bulasir. Enfeksiyon gelisimi i¢in 10-50 bakteri yeterlidir (Ellis ve ark.,
2002; Sahin, 2009; Celebi, 2010; Saglik Bakanligi, 2011).

Oral yol: Enfekte hayvan dokusu ile kontamine olmus suyun veya besinlerin
tiketilmesiyle bulagsmaktadir. ABD ve Kuzey Avrupa’da nadiren goriilmekte iken,
iilkemizdeki ana bulag yoludur. Enfeksiyon gelisimi igin (ED) > 10° bakteri gereklidir
(Ellis ve ark., 2002; Sahin, 2009; Celebi, 2010; Saglik Bakanligi, 2011).

Solunum yolu: Kontamine olmus toz veya aerosollerin solunmasi ile
bulagmaktadir. Solunum yolu ile bulasta enfeksiyon gelisimi i¢in 10-50 bakteri
yeterlidir. Solunum yolu ile bulas a¢isindan laboratuvar calisanlar1 da risk grubunda yer
almaktadir (Ellis ve ark., 2002; Sahin, 2009; Celebi, 2010; Saglik Bakanligi, 2011).

Tularemi insandan insana bulagsmamaktadir dolayisiyla hasta ile ayni ortamda
bulunulmasi veya hastaya temas edilmesi hastaligin gelisimi agisindan risk tasimaz.
Bulas yollar1 agisindan risk tasiyan meslek gruplari ise laboratuvar ¢alisanlari, avcilar,
tarimla ugrasanlar, orman is¢ileri, gobanlar ve veteriner hekimlerdir (Ellis ve ark., 2002;
Sahin, 2009; Celebi, 2010; Saglik Bakanligi, 2011).

F. tularensis laboratuvar bulasi yoniinden ¢ok dikkatli olunmasi gereken bir
bakteridir. Canli bakteri ile ¢alisiliyorsa biyogiivenlik diizeyi III (Biosafety level III),
siipheli 6rneklerle calisiliyorsa biyogiivenlik diizeyi II sartlarinda c¢alisiimalidir (Penn,
2005; Willke, 2006).

2.8 Kilinik

Tularemide klinik belirtiler bakterinin virulansina, viicuda giris yoluna, kisinin
immunolojik durumuna, sistemik yayilim olup olmadigina gore degismektedir (Helvaci
ve ark., 2000; Giircan ve ark., 2006). Asemptomatik seyreden klinik tablolardan akut
sepsis hatta oliime kadar gidebilen farkli klinik tablolara yol acabilmektedir (Willke,
2006; Helvaci, 2008).

11



Tulareminin inkiibasyon siiresi 1-21 giin arasinda degismekle birlikte ortalama 3-
5 giindiir (Tarnvik ve Berglund, 2003; Giircan, 2007). Hastalik genellikle ani yiikselen
ates, titreme, bas agrisi, yorgunluk, istahsizlik ile baslar. Diger klinik semptomlar ise
bogaz agrisi, 0kstiriik, gogiiste rahatsizlik hissi ile kendini gosterir. Ayrica karin agrisi,
bulanti- kusma ve diyare de goriilebilmektedir (Tarnvik ve Berglund, 2003; Celebi ve
ark., 2006; Sjostedt, 2007).

Tularemi baslica 6 klinik formda siniflandirilir (Ellis ve ark., 2002; Penn, 2005;
Saglik Bakanligi, 2011). Bunlar:

1. Ulseroglandiiler tularemi

2. Glandiiler tularemi

3. Okiiloglandiiler tularemi

4. Orofarengeal tularemi

5. Sistemik (tifoidal) tularemi

6. Pnomonik tularemi

2.8.1 Ulseroglandiiler Tularemi

Diinyada en sik karsilagilan klinik formdur (Celebi ve ark., 2006; Merig ve ark., 2008).
Genellikle artropodlarin, enfekte hayvanlarin i1sirmast veya enfekte hayvana direkt
temas sonucu bulasir. Bakteri cilde inokiile olduktan sonra atesle beraber ciltte kirmizi,
agrili bir papiil olusur. Papiil, birka¢ giin i¢inde Once piistiille daha sonra iilsere
dontisiir ve tilser gelisimini takiben bolgesel lenfadenopati gelisir (WHO, 2007; Bigakei
ve Parlak, 2008; Saglik Bakanligi, 2011).

2.8.2 Glandiiler Tularemi

Glandiiler formda herhangi bir cilt ya da mukoza lezyonu olmaksizin hassas
lenfadenopati ve ates goriiliir (Celebi ve ark., 2006). Ulseroglandiiler ve glandiiler form
Kuzey Amerika, Iskandinav iilkeleri ve Kuzey Avrasya’da en sik bildirilen klinik form
iken, tilkemizde nadiren bildirilmektedir (Saglik Bakanligi, 2011).

2.8.3 Okiiloglandiiler Tularemi

Okiiloglandiiler formda etken, enfekte hayvanin viicut sivilarinin konjuktivaya
sigramasi, kontamine su ile temas sonrasi kontamine ellerle bakterinin goze
bulastirilmasi veya aerosol yolu ile bulasir. Genellikle tek tarafli, agrili konjonktivit ile
hassas lenfodenopati gbzlenir. En belirgin semptomlar fotofobi ve gozlerde sulanmadir
(Celebi ve ark., 2006).
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2.8.4 Orofarengeal Tularemi

Ulkemizde en sik karsilasilan klinik formdur. Bu Klinik tabloda bakteri kontamine su,
gidalarin alinmasi veya inhalasyonla bulasir (Giircan, 2007; Helvaci, 2008). Sistemik
olarak goriilen ates, bogaz agrisi, oral ve farengeal miik6z membranlarda kizariklik ve
pistiiler degisiklikler olusur. Ayrica tonsillerde biiytime hiperemi veya difteridekine
benzer sari-beyaz renkli psddomembranlarla kapli, eksiidatif tonsillo-faranjit
gozlenebilir. Genellikle tek tarafli veya bilateral agrili bolgesel lenfadenopati eslik eder.

En sik goriilen komplikasyon lenf nodu siiptirasyonudur (Saglik Bakanligi, 2011).
2.8.5 Sistemik (Tifoidal) Tularemi

Tulareminin diger klinik formlarindan farkli olarak lenfadenopati, cilt yada mukozal
lezyonlar goriilmez (Bicake¢1 ve Parlak, 2008). Bu formda yiiksek ates, siddetli basg
agrist, halsizlik, kusma, karin agrisi, diyare ve miyalji (yaygin kas agrilar1) goriliir.
Bunlarin yaninda zatiirre, menenjit, hepatit, kardit ve nefropati gelisimi goriilebilir.
Tulareminin en agir formudur (Bigakg1 ve Parlak, 2008; Saglik Bakanligi, 2011).

2.8.6 Pnomonik Tularemi

Pnomonik tularemide bakteri enfeksiy6z aerosollerin solunmasi sonucunda veya tifoidal
ve llseroglandiiler tularemi formlarinin seyri sirasinda hematojen yayilim ile bulagir
(Saglik Bakanligi, 2011). Hastada genellikle ates, hafif balgamn eslik ettigi oksiiriik ve
g0giis agrist vardir. Bu semptomlarin yaninda akciger filmlerinde hiler lenf adenopati,
infitrasyonlar, plevral effiizyon (akcigerde sivi toplanmasi), akciger konsolidasyon
saptanabilir (Penn, 2005).

2.8.7 Tularemi’de Cilt Dokiintiileri

Tularemi seyrinde vakalarin % 35’inde sekonder deri dokiintileri gozlenebilir.
Genellikle klinik semptomlarin goriilmesinden 2 hafta sonra ortaya ¢ikar. Dokiintiiler
vezikiilopapiiler, makiilopapiiler, akneiform lezyon, eritema multiforme ve eritema
nodozum seklindedir. Bahsedilen dokiintiiler tiim tularemi formlarinda goéziikse de
eritema nodozum en fazla pnémonik tularemi ile birlikte goriiliir (Penn, 2005; Saglik
Bakanlig, 2011).

2.9 Tedavi ve Antibiyotiklere Direng

F. tularensis olgularinin uzun siiren iyilesme siiresini kisaltmak, komplikasyonlar: ve
relapslar1  6nlemek ve mortaliteyi azaltmak amaciyla antimikrobiyal tedavi

uygulanmalidir (Tarnvik ve Chu, 2007; Hepburn ve Simpson, 2008). Ancak antibiyotik
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tedavisinin erken donemde yarari vardir. Tedavisi ge¢ baglanan olgularda tedaviye
ragmen lenf bezlerinde siipiirasyon goriilebilmektedir (Kilig ve Yesilyurt, 2011).
Tularemi  tedavisinde aminoglikozidler (streptomisin  veya gentamisin),
tetrasiklinler (tetrasiklin veya doksisiklin), kinolonlar ve kloramfenikol kullanilmaktadir
(Penn, 2005; WHO, 2007). Ancak tedavide beta laktamlar, linkozamidler, makrolidler
ve kotrimoksazoller 6nerilmemektedir (Giircan, 2007; Saglik Bakanligi, 2011).
Tedavide streptomisin ilk segenektir, buna alternatif olarak gentamisin de daha
yaygin kullanilmasi ve daha kolay ulasilabilir olmasi nedeniyle tercih edilebilir.
Aminoglikozidlerin tedavi siiresi 7-14 giindiir. Bu aminoglikozidlere alternatif ajanlar
olarak tetrasiklinler, kinolonlar ve kloramfenikol kullanilabilir. Kinolonlar, tularemi
tedavisinde intraselliiler etkinlikleri ile dikkat ¢ekmeye baslamistir ve tedavi siiresi 10-
14 giindiir. Tetrasiklin ve kloramfenikol de tedavisi sonrasi relaps riski yiiksek
oldugundan, tedavi siiresi en az 14-21 giin olmalidir. Agir seyirli olgularda kinolon +
aminoglikozid kombinasyonu 6nerilmektedir (Ellis ve ark., 2002; Bossi ve ark., 2004).
Aminoglikozidler; Tularemi tedavisinde bakterisidal etkinligi nedeniyle en ¢ok tercih
edilen ilaglardir. (Ellis ve ark., 2002; Saglik Bakanhigi, 2011). Bakterisidal 6zelligi
nedeniyle tedavi basarisizhgr ve relaps nadiren goriilmektedir.  Ancak,
aminoglikozidlerin ototoksik ve nefrotoksik etki potansiyellerinin bulunmasi ile sadece
parenteral yolla kullanilabilmesi uygulamadaki en 6nemli kisitlayici faktorlerdir (Kilig
ve Yesilyurt, 2011).
Streptomisin; Gelistirildigi yillardan itibaren tularemi tedavisinde kullanilan bir
antibiyotiktir (Foshay ve Pasternack, 1946). Tularemi tedavisinde streptomisinin
kullanilmasiyla birlikte olgu fatalite hizi % 3’lere kadar diismiistir (Evans ve ark.,
1985; Enderlin ve ark., 1994). Streptomisinin tularemi tedavisindeki etkinligine ragmen,
potansiyel vestibuler toksisitesi, hipersensitivite reaksiyonu ve bazi iilkelerde
kullanimda olmamasindan dolay: tedavide gentamisin tercih edilmektedir. Diger yandan
streptomisinin beyin-omurilik sivisina gecisi diger aminoglikozidlerden daha etkili
oldugundan tularemi menenjitinde tercih edilecek bir aminoglikoziddir (Ellis ve ark.,
2002; WHO, 2007; Tarnvik ve Chu, 2007; Hepburn ve Simpson, 2008).
Gentamisin; Fareler {izerinde yapilan deneysel c¢alismalarda  streptomisin
gentamisinden daha etkili olarak bulunmustur (Mason ve ark., 1980). Fakat, insanlarda
uygulanan gentamisin tedavisinden elde edilen veriler streptomisin kadar -etkili
oldugunu gostermektedir (Enderlin ve ark., 1994; Mason ve ark., 1980; Cross ve ark.,

1995). Agir tularemi olgularinin parenteral tedavisi igin gentamisin tercih edilmesi
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gereken bir aminoglikozidtir (Tarnvik ve Berglund, 2003; Penn, 2005; WHO, 2007).
Tularemi tedavisinde gentamisin kullanimma bagli olarak ; olgularda % 86 oraninda
iyilesme gozlenirken, tedavi basarisizligi % 8 ve relaps oran1 % 6 olarak rapor
edilmistir (Enderlin ve ark., 1994).

Tetrasiklinler; Tularemi tedavisinde 1960’1 yillarda kullanilmaya baslanmastir.
Tetrasiklinlerin en 6nemli avantajlari, aminoglikozidlere gore daha az yan etkilerinin
olmas: ve oral yolla kullanilabilmesidir. Fakat bakteriyostatik olmasi nedeniyle relaps
riski daha yiiksektir (Syrjala ve ark., 1984; Enderlin ve ark., 1994; Tarnvik ve Berglund,
2003; WHO, 2007; Hepburn ve Simpson, 2008).

Doksisiklin: Yiiksek biyoyararlanim (BY) ve lipofilik 6zelliklerinden dolay tularemi
tedavisinde tercih edilmektedir (Welling ve ark., 1977).

Kinolonlar: Yiiksek biyoyararlanimlari, oral yolla kullanilabilmeleri, hiicre igine
penetrasyonlarinin iyi olmasi, dokularda yeterli konsantrasyonlara ulasabilmeleri,
bakterisidal olmalari, ilag diizeylerinin izlenmesinin gerekmemesi, aminoglikozidlerden
daha az toksik etkiye sahip olmalar: ve in vitro etkinlikleri gibi avantajlarindan dolayi
tularemi tedavisinde ilk se¢enek olarak onerilmektedir (Russell ve ark., 1998; Merig¢ ve
ark., 2008).

Siprofloksasin: Tularemi tedavisinde &zellikle cocuklardaki alt tiir holarctica
infeksiyonlarinin tedavisinde siprofloksasin tercih edilmektedir (Johansson ve ark.,
2000). Fareler iizerinde yapilan deneysel ¢alismalar sonucunda, tularemi tedavisinde
gatifloksasin ve moksifloksasin gibi kinolonlarin da etkili oldugunu gostermektedir
(Russell ve ark., 1998).

Kloramfenikol: Tularemi tedavisinde 1950-1960 yillar1 arasinda kloramfenikol
kullanilmistir. Giinimiizde ise relaps oraninin yiiksek olmasi ve nadir olarak goriilen
siddetli hematolojik yan etkileri nedeniyle kloramfenikol kullanilmamaktadir (Penn,
2005; Tarnvik ve Chu, 2007; WHO, 2007; Hepburn ve Simpson, 2008).
Kloramfenikolun en 6nemli avantaji ise BOS’a gegisinin iyi olmasidir, bu nedenle
sadece tularemi menenjitinde aminoglikozidlerle (streptomisin) birlikte kullanilmasi
onerilmektedir (Enderlin ve ark., 1994; Hofinger ve ark., 2009).

2.9.1 F. tularensis’in Antibiyotik Direnci

F. tularensis penisilin ve sefalosporinlere direnglidir. F. tularensis suslarinda
aminoglikozidler, tetrasiklin, Kkinolonlara ve kloramfenikollara karsi dogal direng
bildirilmemistir. Ancak, Kuzey Avrupa’da 6zellikle Iskandinavya’da ve Rusya’ mn

endemik bolgelerinde eritromisine karsi dogal direng yaygindir (Kudelina ve Olsufiev,
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1980; Ikaheimo ve ark., 2000; Johansson ve ark., 2002; Garcia ve ark., 2004).
Ulkemizdeki calismalarda ise, tiim izolatlar azitromisin, eritromisin, klindamisin,
trimetoprim-siilfametoksazol ve imipeneme direngli olarak bulunmustur (Giircan ve
ark., 2008).

Eritromisin direnci epidemiyolojik bir gosterge olarak kullanilabilmektedir.
Deneysel amaglarla, streptomisin ve tetrasiklin direngli suslar gelistirilmis olup, biiyiik
olasilikla kinolon direnci de kolaylikla saglanabilir. Klinik uygulamada F.
tularensis’ in insan florasinin bir iyesi olmamas: ve insandan insana bulasmamasi
nedeniyle direng gelisim riski ¢ok distiktir (WHO, 2007; Tarnvik ve Chu, 2007;
Hepburn ve Simpson, 2008).
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3.
3.1

GEREC ve YONTEM
Ornekler

Tez ¢alismamizda 2011-2012 yillarinda Dr.Ogr.Uyesi.Mehmet Atas'n doktora tezi

calismalar1 sirasinda su Orneklerinden kiiltiir yontemi ile izole ettigi yedi adet

Francisella tularensis subsp. holarctica izolatt ve 2013 yilinda Sarkisla Belkent

cesmesinden izole ettigi bir izolat olmak iizere toplam sekiz izolat kullanildi. Tul4 ve

RD1

gen bolgesine yonelik PCR ¢alismasi sonucunda izolatlarin F.tularensis subsp.

holarctia oldugu tespit edilmistir (Atas, 2012). Ad1 gegen izolatlar Gemerek Ci¢ekoglu

koyii, Giiriin Bahgeigi koyili, Giirlin Karadren koyi, Sarkigla Merkez Hiyilik koyi,
Sarkisla Maksutlu koyii, Sarkigla Dollik koyii, Sarkisla Merkez Belkent 2012 ve

Sarkisla Belkent 2013 bolgelerinde icme suyu 6rneklerinden izole edilmistir.

3.2

N o a &~ w e

Cahismada Kullanilan Alet, EKipman ve Malzemeler
Biyogiivenlik kabini Sinif II (Esco Airstream® Class II)
Brain Heart Infusion Agar (PLASMATEC)
L-Cysteine Hydrochloride Monohydrate (MERCK 1028390025)
D - Glukoz (TEKKIM TK. 090271.01002)
DNA Ladder (50 bp) (GeneDireX DM012-R500) (HibriGen M1051/M1052)
Analitik Terazi (Radwag AS 220 R2)
Jel Goriintlileme Sistemi (Vilbert Lourmat Photodocumentation and Imaging
Systems)
Mikrodalga Firin (Argelik MD 893 FI)
Thermo Scientific™ DNA kit (GeneJET Genomic DNA Purification Kit K0721)

10. AmpONE Taq DNA polymerase (250 U, 2.5 unit/ul) (GeneAll®)
11. AmpONE 10X Taq Reaction buffer (800 ul) (GeneAll®)

12. McFarland Densitometer (BIOSAN DEN-1)

13. Thermal Cycler (LongGene Introduces A300 Fast Thermal Cycler)
14. Agaroz (Biomax 104514PR)

3.3

Kullanilan Besiyeri ve Kimyasallar

Glucose Cystein Blood Agar (GCBA) Besiyerinin Hazirlanmasi

Brain Heart Infusion Agar............ccocooovvviieieeiiennn. 49.0 g
D-gIUKOZ (%01 1K) 10.0 g
L-Cysteine Hydrochloride Monohydrate (%0.1°lik)......1.0 g
Insan kani (%9°TUK)......c.ceueveveeerereereeeceee e 90 ml
DISHHE SU...cveiiiiiicieee e 910 ml



Bir litre kapasiteli onceden steril edilmis cam sise igine 910 ml distile su, 49.0 gr
brain heart infusion agar 1 g L-Cysteine 10 gr D-glukoz eklendi. Hazirlanan karigim
manyetik karistiricida karistirilarak i¢indeki maddelerin iyice ¢ozlinmesi saglandi. Daha
sonra steril edilmek {izere 121 °C’de 15 dk otoklavlandi. Otoklavdan c¢ikarilan
besiyerinin 55 °C’ye kadar sogumasi beklendi ve iizerine % 9 olacak sekilde taze insan
kan1 eklendi. Manyetik karistirict yardimi ile eklenen bilesenlerin iyice karigmasi
sagland1 ve hazirlanan besiyeri 90 mm ¢apli steril plastik petrilere 20 ml olacak sekilde
dagitildi. Agar plaklari bir gece oda 1sisinda bekletilerek yiizeylerinin kurumasi saglandi
ve kullanilincaya kadar buzdolabinda +4 °C’de bekletildi.

Etidyum Bromiir Cozeltisi (5 mg/ml)

Etidyum Bromiirden 50 mg tartilarak 10 ml distile su igerisinde manyetik ¢alkalayici
yardimiyla 1 saat boyunca ¢ozlinmesi saglandi. Hazirlanan c¢ozelti koyu renkli sise
igerisine aktarildi.

3.4 Pasaj Islemleri

Calismada kullanilan izolatlar ilk iiretildikleri zaman % 16 gliserollii buyyon igerisine
almarak -20 °C’ de saklanmiglardir. Yilda bir tekrar canlandirilarak ayni islem
tekrarlanmig ve izolatlarin canliligr gliniimiize kadar devam ettirilmistir. -20 °C’ de
saklanan izolatlar biyogiivenlik kabini igerisinde taze hazirlanmigs GCBA besiyerlerine
pasajlandi. Pasajlanan 6rnekler % 5-10 CO;’li ortamda 48 saat inkiibe edildi.

3.5 Antibiyotik Duyarhhik Testi

3.5.1 Disk Difiizyon Testi (Kirby-Bauer)

Calismamizda kullanilan F.tularensis subsp. holarctica izolatlarinin antibiyotiklere
kars1 duyarliligi Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) standartlarina gére yapildi (CLSI, 2010).

GCBA besiyerinde iiremis olan kolonilerden steril 6ze yardimi ile bir miktar
alinarak steril serum fizyolojik igerisinde 0.5 Mc Farland (1-1.5x10® CFU/ml) standart
bulaniklikta olacak sekilde siispanse edildi. Bu siispansiyondan steril ekiivyon ile
Glukoz Sistein Blood Agar (GCBA) besiyerinin tiim yilizeyine ekim yapildi. Besiyerleri
oda sicakliginda yiizeylerinin kurumasi amaciyla yarim saat bekletildi. Ticari olarak
satilan doxycycline (30 ug), chloramphenicol (30 pg), streptomycin (10 pg), gentamicin
(10 pg), tetracycline (30 pg), ciprofloxacin (5 ug), levofloxacin (5 ug), rifampin (5 pg),
erythromycin (15 ug), tobramycin (10 pg), amikacin (30 ug), aztreonam (30 pg) diskleri
plaklara yerlestirildi.
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Petri plaklar1 35-37 °C’de % 5-10 CO;’li ortamda 48 saat inkiibe edildikten sonra

inhibisyon zon ¢aplar ol¢iildii.

3.6 DNA izolasyonu

GCBA besiyerinde iireyen F.tularensis bakterilerinden PCR ¢alismasinda kullanilmak
tizere DNA izolasyonu yapildi. DNA izolasyonu Thermo Scientific GeneJET Genomic
DNA Purification Kit (K0721) protokoliindeki basamaklara gore yapildi. izole edilen
DNA’lar PCR ¢alismas1 yapilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

DNA izolasyon Protokolii

1. Besiyerinde iireyen bakterilerden 2x10° bakteri olacak sekilde alinarak 1,5 ml
hacmindeki ependorf tiipleri igerisine aktarildi. 5000 x g’de 10 dakika santrifiijlenerek
bakterilerin tiipiin dibinde toplanmasi saglandi.

2. Icerisinde bakteri bulunan 1.5 ml ependorf tiipleri icerisine 180 pL Digestion
Solution eklendi. Ayni tiiplere 20 pL Proteinaz K eklendi ve vorteksleyerek homojen bir
karisim haline getirildi.

3. Ornekler 56 °C’ye ayarlanmis termal blokta yaklasik 30 dakika inkiibe edildi ve
ara sira vortekslendi.

4. Tipler tizerine 20 pL RNase A soliisyonu eklendi. Vorteks ile karistirildi ve 10
dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

5. Tipler iizerine 200 puL Lizis Soliisyonu eklendi ve homojen bir karisim elde
edilene kadar 15 saniye vorteksleyerek iyice karigtirildu.

6. Tiipler tizerine 400 puL % 50 etil alkol eklendi ve vorteksleyerek karistirildi.

7. Ependorf tiipleri icerisinde sindirilmis halde bulunan 6rnekler, toplama tiipleri
icerisinde bulunan kolonlara aktarildi. Kolonlar 1 dakika 6000 x g’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi kolonlarda bulunan sivi altta bulunan toplama tiiplerine gecti. Sivi
iceren tiipler atildi ve kolonlar 2 m1’ lik yeni toplama tiiplerine yerlestirildi.

8. Kolonlar iizerine 500 pL Wash Buffer I eklendi. 1 dakika 8000 x g' de santrifiij
edildi. Kolonlarin igerisinde bulundugu 2 ml' lik toplama tiiplerinde bulunan sivilar
dokiildii ve kolonlar tekrar ayn1 toplama tiipleri igerisine yerlestirildi.

9. Kolonlar tizerine 500 uL. Wash Buffer Il eklendi. 3 dakika maksimum hizda (2
12000 x g) santrifiij edildi. Daha sonra toplama tiipleri atildi ve kolonlar steril 1.5 ml
ependorf tiiplerin icerisine yerlestirildi

10. Kolonlarin igerisinde bulunan DNA' y1 yikamak i¢in kolonlarin igerisine
Elution Buffer eklendi. Oda 1sisinda 2 dakika inkiibe edildi ve 1 dakika 8000 x g' de
santrifiij edildi.
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11. Saflastirma kolonlar1 atildi ve DNA ornekleri PCR c¢alismasi yapilincaya
kadar -20'de saklandi.
3.7 PCR Calismasi
Calismamizda F.tularensis’in Ft-M3, Ft-M6, Ft-M20, Ft-M21, Ft-M22 ve Ft-M24
VNTR lokuslar1 PCR ile ¢ogaltildi. Bu genetic lokuslarin ¢ogaltilmasinda kullanilan
primerler Tablo 1°de goriilmektedir (Johansson ve ark., 2004).

Lokus Primer Baz Dizisi (5'3")
F: GTTTTCACGCTTGTCTCCTATCA

Ft-M3
R: CAAAAGCAACAGCAAAATTCACAAA
Ft-M6 F:TTTTGGGTTTTCTCTAAACATTTCTA
R: CAATTCAGCGAAACCCTATCTTA
Ft-M20 F: GCATAACTTTTGAGACAATTGGTGCAGATGATC
R: GACCGCCAGTATATGCTTGACCTTGACTCC
F: CCACAGCTAGCCAGACCAAAT
Ft-M21
R: AGTTTGGCGCGAGCTAAT
Ft-M22 F:GTCAAAATCTCAAGATGAGCAAATATTTGAATGGT
R: GGAGTTTTTTCTCGTCCGCTGTTAGTGATTT
F: ATACGGTCCTAATAATATTCCTGTCA
Ft-M24

R: ATTCATTTATAGATGCCTTTGTTACC

Tablo 1: Calismada kullanilan primerler

Calisilacak Ornek miktarina gore ana karisim hazirlandi (Tablo 2) ve PCR
tiplerine 45 pl olacak sekilde dagitildi. Her tiip iizerine 6rnek DNA’sindan 5 pl
eklenerek tiipler kapatildi. Reaksiyon karigimlarimizin kontrolii ve karisim hazirlanmasi
sirasindaki kontaminasyonlar1 tespit etmek amaciyla pozitif ve negatif kontroller
kullanildi. Pozitif kontrol olarak F. tularensis subsp. holarctica (NCTC 10857) LVS
susu kullanildi. Negatif kontrol olarak reaksiyon karisimi hazirlamada kullanilan distile
su kullanildi.

Onceden programlanan 1s1 dongii (Thermal cycler) cihazina hazirlanan tiipler
yerlestirildi. Termal dongii kosullar1 Tablo 3’de goriilmektedir. Toplam 35 dongi
gerceklestirildi. En son asama olarak 72 °C’de 5 dk bekletilerek final uzamasi
gerceklestirildi ve reaksiyon tamamlandi. Reaksiyon tiipleri degerlendirme agamasina
kadar +4 °C'de bekletildi. Amplifikasyon iirlinleri agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra
degerlendirildi. Negatif sonu¢ alinan Ornekler i¢in ayn1 amplifikasyon islemi

tekrarland.
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Hacim Son Stok
Konsantrasyon Konsantrasyon
Taq reaction buffer S5ul 1X 10X
dNTP mix 4l 0.2 mM 25 mM
F Primer 1l 0.2 pmol 10 mM
R Primer 1l 0.2 pmol 10 mM
Taqg DNA polimeraz 0.5 ul 125U 25U
Kalip DNA Sul
dH20 33.5u
Toplam Hacim 50 ul
Tablo 2: Calismada kullanilan ana karisim
Lokus Denatiirasyon Annealing Elongation
Ft-M3 95°C’de20sn 56 °C’de 1dk 72 °C’de 30 sn
Ft-M6  95°C’de30sn 56°C’de1dk 72°C’de 30sn
Ft-M20 95°C’de30sn 64°C’de 1 dk 72°C’de 30sn
Ft-M21 95°C’de20sn 60°C’de 1 dk 72 °C’de 30 sn
Ft-M22 95°C’de30sn 58°C’de 1 dk 72°C’de 30sn
Ft-M24 95°C’de30sn 60°C’de 1 dk 72°C’de 30 sn

Tablo 3: DNA Am
3.8

Amplifikasyon triinlerinin degerlendirilmesi amaciyla % 2’lik agaroz jel kullanildi.
Agaroz jelin hazirlanmasinda ve elektroforez islemi sirasinda TBE (Tris-Borik asit-
EDTA) tamponu kullanildi. 2 g agaroz hassas terazide tartild1 ve {izerine 100 ml 1X
TBE tamponu eklendi. Mikrodalga firinda agarozun erimesi saglandi ve 60 °C’ye kadar
sogumasi beklendi. Ceker ocakta 100 ml agaroz iizerine 5 mg/ml stok Etidyum Bromdir
cozeltisinden 10 pl eklendi. Agaroz jel, taraklar yerlestirilerek jel dokiimii i¢in hazir

hale getirilen yatay jel tablasina dikkatlice bosaltildi. 30 dakika boyunca jelin

plifikasyonu

Agaroz Jel Elektroforezi

katilagsmasi beklendi ve taraklar jele zarar vermeden ¢ikarildi.

Agaroz jel, igerisinde TBE tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirildi.
Ornekler jele yiiklendi ve 110 voltta 120 dakika elektroforez islemine tabii tutuldu.

Elektroforez isleminin bitmesinden sonra jel, bilgisayarli jel goriintiileme sistemi ile

goriintlilendi.
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3.9 Sekans Analizi

Ft-M3, Ft-M6, Ft-M20, Ft-M21, Ft-M22, Ft-M24 lokuslarina yonelik yapilan PCR
sonucunda elde edilen amplifikasyon iiriinlerine ticari bir firma (MG Biyoinformatik,
Tiirkiye) aracigiyla sekans analizi yaptirildi. Dizileme islemleri ileri ve geri yonli
primerler kullanilarak ¢ift yonlii olarak gergeklestirildi ve Applied Biosystems™ 3730xI1
DNA Analyzer cihazi kullanildi. Analiz islemleri sonucu elde edilen ileri ve geri yonlii
diziler Geneious R9 programi kullanilarak birlestirilmistir. Fasta dosyalar1 kullanilarak
diger analizler gerceklestirilmistir. Her bir bolge i¢in 8 6rnek ayr1 ayr1 Mafft programi
kullanilarak ¢oklu hizalamalar gergeklestirilmistir (Katoh, Asimenos, & Toh, 2009).
3.10 MLVA Analizi

Bu c¢alismada; su orneklerinden izole edilen sekiz F.tularensis subsp. holarctica
izolatinin altt VNTR lokusundaki tekrar dizilerinin varligi (Tablo 4) ve bu dizilerin
tekrar sayilar1 arastirildi (Johanssson ve ark., 2004). Sekans analiz sonuglart Tandem
Repeat Finder (Benson, 1999) ve MEGAX (Kumar ve ark., 2018) programi ile analiz
edildi. Calismada kullanilan orneklerin  MLVA profilleri belirlendikten sonra
MLVAbank (Grissa ve ark., 2008) veritabaninda karsilastirmalar yapildi ve

orneklerimiz ile veritabaninda bulunan 6rnekler arasindaki benzerlik iliskisi arastirildi.

VNTR Lokusu Tekrar Dizisi

Ft-M3 AATAAGGAT

Ft-M6 TTGGTGAACTTTCTTGCTCTT
Ft-M20 ATTATTTTGATC

Ft-M21 TCAATTA

Ft-M22 AAAAAT

Ft-M24 ATAAATTATTTATTTTGATTA

Tablo 4: Calismada arastirilan VNTR lokuslar1 ve tekrar dizileri
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4, BULGULAR

4.1 Disk Difiizyon Testi Bulgular:

Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile sekiz F.tularensis subsp. holarctica izolatinin 12
farkli antibiyotige karst duyarliliklar1 tespit edilmistir. Calisma sonucunda tim
izolatlarm doxycycline, chloramphenicol, streptomycin, gentamicin, tetracycline,
ciprofloxacin, levofloxacin, rifampin, tobramycin ve amikacine duyarli, erythromycin
ve aztreonama ise direngli olduklar1 bulundu. Calisma sonucunda gézlenen zon gaplari

Tablo 5’de goriilmektedir.

NCTC 10857
Bahceigi
Hiiyiik
Dolliik
Belkent2012
Karaoren
Belkent2013
Maksutlu
Cicekoglu

No Antibiyotik

1 Doxycycline (DO) (30 pg)

a1
o
N
[e3)
o
o
N
o
o
S
N
o
o
o
o
&
o
o

2 Chloramphenicol (C) (30 pg) 56 50 50 56 50 50 48 50 48
3 Streptomycin (S) (10 pug) 30 28 26 22 30 26 24 28 26
4 Gentamicin (CN) (10 pg) 36 30 30 28 30 32 30 36 30
5 Tetracycline (TE) (30 pug) 54 50 50 44 45 50 48 50 46
6  Ciprofloxacin (CIP) (5 pLg) 60 50 50 50 50 56 50 58 50
7 Levofloxacin (LEV) (5 pg) 60 60 60 50 56 50 56 60 58
8  Rifampin (RA) (5 pig) 3 30 28 24 27 30 26 30 28
9 Erythromycin (E) (15 pg) - - - - - - - - -

10 Tobramycin (TOB) (10 pug) 32 30 30 30 30 30 24 35 28
11 Amikacin (AK) (30 pg) 322 30 30 30 36 30 20 36 28

12 Aztreonam ( ATM) (30 pg) - . - - - - - - -

Tablo 5: Calisma sonucunda gozlenen zon gaplari (mm)
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Resim 2: Hiiyiik izolatinin antibiyotik duyarliliginin belirlenmesi

4.2 PCR Bulgular
Calismada klasik PCR yontemi kullanilarak, jel elektroforezde yiiriitiilen PCR 6rnekleri
goriintiilenmistir.

Ft-M3

Ft-M3 lokusuna yonelik yapilan PCR ¢aligmasinda 300-400 bp’lik bolge arasinda
farkl1 biiytiklikte bantlar gézlendi (Sekil 1).

Sekil 1: Ft-M3 gen bolgesinin agaroz jelde goriiniimii (M: Markir, 1: NCTC10857,
2: Belkent2012, 3: Cigekoglu, 4: Karadéren, 5: Maksutlu, 6: Hiiyiik, 7: Bahgei¢i, 8: Belkent2013,
9: Délliik)
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Ft-M6
Ft-M6 lokusuna yonelik yapilan PCR ¢alismasinda 300-400 bp’lik bolge arasinda
farkli biiyiikliikte bantlar gozlendi (Sekil 2).

Sekil 2: Ft-M6 gen bolgesinin agaroz jelde goriinlimii (M: Markir, 1: NCTC10857,
2: Belkent2012, 3: Cicekoglu, 4: Karadren, 5: Maksutlu, 6: Hiiyiik, 7: Bahgeici, 8: Belkent2013,
9: Dolliik)

Ft-M20

Ft-M20 lokusuna yonelik yapilan PCR ¢aligmasinda 200-300 bp’lik bdlgede
bantlar gézlendi (Sekil 3).

Sekil 3: Ft-M20 gen bolgesinin agaroz jelde goriinimii (M: Markir, 1: NCTC10857,
2: Belkent2012, 3: Cigekoglu, 4: Karadren, 5: Maksutlu, 6: Hiiyiik, 7: Bahgeigi, 8: Belkent2013,
9: Dolliik)

Ft-M21

Ft-M21 lokusuna yonelik yapilan PCR c¢alismasinda 300-400 bp’lik bolgede
bantlar gozlendi (Sekil 4).
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Sekil 4: Ft-M21 gen bolgesinin agaroz jelde goriiniimii (M: Markir, 1: NCTC10857,
2: Belkent2012, 3: Cigekoglu, 4: Karadren, 5: Maksutlu, 6: Hiiyiik, 7: Bahgeigi, 8: Belkent2013,
9: Dolliik)

Ft-M22
Ft-M22 lokusuna yonelik yapilan PCR c¢alismasinda 200-300 bp’lik bdlgede
bantlar gézlendi (Sekil 5).

Sekil 5: Ft-M22 gen bolgesinin agaroz jelde goriinimii (M: Markar, 1: NCTC10857,
2: Belkent2012, 3: Cigekoglu, 4: Karaoren, 5: Maksutlu, 6: Hiiyiik, 7: Bahgeigi, 8: Belkent2013,
9: Dolliik)

Ft-M24
Ft-M24 lokusuna yonelik yapilan PCR calismasinda 400-500 bp’lik bolgede
bantlar gézlendi (Sekil 6).
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Sekil 6: Ft-M24 gen bolgesinin agaroz jelde goriiniimii (M: Markir, 1: NCTC10857,
2: Belkent2012, 3: Cicekoglu, 4: Karadren, 5: Maksutlu, 6: Hiiyiik, 7: Bahgeici, 8: Belkent2013,
9: Dolliik)

4.3 MLVA Bulgulan

VNTR lokuslarina ait sekans analiz sonuglart Tandem Repeat Finder (Benson, 1999) ve
MegaX (Kumar ve ark., 2018) programlari kullanilarak analiz edildi ve tekrar sayilari
belirlendi (Tablo 6).

VNTR Lokuslari
o — N <
> -
Callsm?da i ir LJ: i E‘_- L'.I—L‘

Kullanilan I1zolatlar

Belkent2012 12 6 2 3 4 2
Dollik 12 6 2 3 4 2
Belkent2013 12 5 2 3 4 2
Maksutlu 12 4 2 - 4 2
Huyuk 12 4 2 1 4 2
Karadren 9 4 2 4 2
Bahgei¢i 9 4 2 - 4 2
Cicekoglu 6 5 2 1 4 2

Tablo 6: Calismada arastirilan VNTR lokuslari, tekrar dizileri ve tekrar sayilar

Ft-M20, Ft-M22 ve Ft-M24 lokuslar1 agisindan tiim izolatlar benzer profil
gostermistir. Ft-M3, Ft-M6 ve Ft-M21 lokuslarinda genetik polimorfizm gozlendi.
Maksutlu, Karaéren ve Bahgeici izolatlarinin Ft-M21 lokusunda TCAATTA dizisine
rastlanmadi.

Alt1 lokus acgisindan Belkent2012 ve Dolliik izolatlarinin kendi aralarinda,

Karadren ve Bahgeici izolatlarnin ise kendi aralarinda benzer oldugu, bes lokus
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acisindan ise (Ft-M3, Ft-M6, Ft-M20, Ft-M22, Ft-M24) Maksutlu ve Hiiyiik
izolatlarinin benzer oldugu bulundu. Doért lokus acisindan (Ft-M3, Ft-M20, Ft-M22, Ft-
M24) Belkent2012, Dolliik, Belkent2013, Maksutlu, Hiiyiik izolatlarinin benzer oldugu
bulundu.

MLV Abank veritabaninda (Grissa ve ark., 2008) yapilan karsilastirmada Ft-M20
lokusu acisindan 2 tekrara sahip Ornege rastlanamamustir. Belkent2012 ve Dolliik
izolatlar1 dort lokus bakimindan (Ft-M3, Ft-M6, Ft-M22, Ft-M24) Cek Cumhuriyetinde
kenelerden izole edilen alttiir holarctica B.I grubu FSC187 kokeni ile, Maksutlu ve
Hiiylik izolatlar1 ise ayni lokuslar bakimindan Cek Cumbhuriyetinde kenelerden izole
edilen alttiir holarctica B.III grubu FSC186 kokeni ile benzer bulundu (Johansson,
2004).

Karadren ve Bahgeici izolatlar1 Ft-M3, Ft-M6, Ft-M24 lokuslar1 agisindan alt tiir
holarctica SRCAMB#C56 ve M157 kokenleri ile benzer bulundu (Timofeev, 2017).

Belkent2013 izolati li¢ lokus bakimindan (Ft-M3, Ft-M6, Ft-M24) alttiir
holarctica FSC078, 89A-7092, 353, 1365 R ve Kr-16 kokenleri ile benzer bulundu
(Johansson, 2004; Timofeev, 2017).

Cigekoglu izolat1 {i¢ lokus bakimindan (Ft-M6, Ft-M22, Ft-M24) insan, kene ve
tavsanlardan Isvicre, Cek Cumhuriyeti ve Slovakyadan izole edilen alt tiir holarctica B.I
grup FSC180, FSCO076, FSC173 izolatlar1 ile benzer bulundu (Johansson, 2004).
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5. TARTISMA

Ulkemizde ilk tularemi olgular1 1936 yilinda Liileburgaz Askeri Garnizonunda
goriilmiis ve giiniimiize kadar iilkemizin pek ¢ok bolgesinde farkli donemlerde salginlar
ortaya ¢ikmistir. Ulkemizde gériilen tularemi salginlarinin baslica kaynagini icme ve
kullanma sular1 olusturmaktadir. Ulkemizde gdzlenen salgin bdlgelerinden alman igme
ve kullanma sularinda F. tularensis subsp. holarctica bakterisinin varligi kiiltiir ve PCR
yontemleri ile saptanmistir (Helvaci ve ark., 2000; Kilig, 2010).

F. tularensis tanisinda kiiltiir yontemi ile bakterinin iiretilmesi “altin standart”
olarak tanimlanmaktadir (WHO, 2007). Kiiltiir yontemi ile bakterinin izole edilmesi;
hastaliga kesin tant konulmasinin yani sira antibiyotik duyarlilifinin arastirilmas,
molekiiler epidemiyolojinin ortaya ¢ikarilmasi ve yeni tiirlerin kesfedilmesine de olanak
saglamaktadir (Johansson ve ark., 2004; Giircan, 2007). F.tularensis’ in kiiltiir
ortaminda izolasyonu; nazli lireyen bir bakteri olmasindan, koloni olusturabilmesi igin
7-10 giinlik zamana gereksinim duymasindan, besiyeri icerisinde kan ve sistein gibi
aminoasitlere gereksinim duymasindan, laboratuvar bulaginin kolay olmas1 ve yiiksek
biyogiivenlik diizeyine sahip ortamlarda yapilmasi gerektiginden dolay1 zordur (Giircan,
2007; Ellis ve ark., 2002; Kolayli, 2009).

Calismamizda 2011-2013 yillar1 arasinda Sivas ilinde gézlenenen tularemi salgin
bolgelerinden kiiltiir yontemi ile su orneklerinden izole edilen ve PCR yontemi ile F.
tularensis subsp. holarctica oldugu belirlenen sekiz izolat kullanilmigtir (Atas, 2012).
Calismada kullanilan F. tularensis subsp. holarctica izolatlarinin antibiyotik
duyarliliklar1 Disk Difiizyon yontemi ile arastirilmis, alt1 lokusa yonelik yapilan VNTR
analizi ile tekrar dizilerinin varlig1 ve sayilar1 belirlenmistir.

Giircan ve arkadaslar1 Bat1 Karadeniz bolgesinden izole ettikleri iki F. tularensis
subsp. holarctica (Nuhoren ve Yazikara) izolatin1 Disk Diflizyon testi ile eritromisin ve
aztreonama kars1 direngli oldugunu bulmuslardir. Bu ¢alismada Nuhoren ve Yazikara
izolatlarmin gentamisine karst zon gapt 31 ve 38 mm, aminoglikozid grubu (tobramisin,
amikasin, netilmisin) antibiyotiklere karst >24 mm, siprofloksasin karst 36 mm,
kloramfenikole kars1 >36 ve >38 mm, tetrasikline karsi 32 mm, rifampine kars1 31 mm
olarak tespit edilmistir (Giircan ve ark., 2008).

Calismamizda 8 izolatin eritromisin ve aztreonama kars1 direngli oldugu,
gentamisine kars1 28-36 mm, tobramisine karsi 24-35 mm, amikasine kars1 20-36 mm,
siprofloksasine kars1 50-58 mm, tetrasikline kars1 46-50 mm, kloramfenikole kars1 48-

56 mm ve rifampine karsi 26-30 mm arasinda zon ¢aplan tespit edildi. Nuhoren ve
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Yazikara suslarinin antibiyotiklere karsi olusturduklari zon caplart ile ¢alismamizda
kullanilan izolatlarin olusturduklari zon gaplari benzer bulunmustur. F. tularensis subsp.
holarctica eritromisin direng ve duyarliliklarina gére eritromisin duyarli (EryS, biovar I)
ve eritromisin direngli (EryR, biovar II) olmak iizere iki gruba ayrilmaktadirlar
(Sjostedt, 2015). Giircan ve arkadaslari Nuhoren ve Yazikara izolatlarinin eritromisin
direncinden dolayr muhtemelen F. tularensis subsp. holarctica biovar II olduklarini
belirtmektedirler (Giircan ve ark., 2008). Sivas ilinden izole edilen izolatlarda benzer
sekilde eritromisine direngli olarak bulunduklarindan dolayr F. tularensis subsp.
holarctica biovar Il grubuna aittir.

Yesilyurt ve arkadaslart 2009-2010 yillarinda Yozgat ilinde gozlenen tularemi
olgularindan kiiltiir yontemi ile 39 F.tularensis kokeni izole ederek E test yontemi ile
antibiyotik  duyarliliklarin1  arastirmiglardir.  Calismalarinda  tiim  izolatlarin
aminoglikozidlere (gentamisin, amikasin, tobramisin ve streptomisin) florokinolonlara
(siprofloksasin, levofloksasin ve moksifloksasin), tetrasiklinlere (tetrasiklin ve
tigesiklin), kloramfenikollara ve rifampisine duyarli bulmuslardir. Tim izolatlar
eritromisin, azitromisin ve klindamisine kars1 direngli bulunmustur. MICgqy degerlerine
gore levofloksasinin (0.012 mg/L) en etkili antibiyotik oldugunu bunu takiben
siprofloksasin (0.016 mg/L), moksifloksasin (0.032 mg/L), gentamisin (0.25 mg/L),
tigesiklin (0.25 mg/L), tobramisin (0.25 mg/L) ve tetrasiklinin de (0.38 mg/L)
F.tularensis’ e kars1 etkili olduklarini tespit etmislerdir (Yesilyurt ve ark., 2011).
Calismamizda da benzer sekilde izolatlarimizin levofloksasin (50-60 mm),
siprofloksasin (50-58 mm), kloramfenikol (48-56 mm) ve tetrasikline (46-50 mm) kars1
daha biiyiik zon caplari olusturdugu ve antibiyotiklere duyarli olduklar: tespit edilmistir.

Kili¢ ve arkadaslar1 2009 ve 2010 yillart arasinda iilkemizde goriilen tularemi
salginlarindan kiiltir yontemi ile 250 F. tularensis izole etmisler ve antibiyotik
duyarhiliklarim1 E Test yontemi ile arastirmiglardir. Caligmalarinda 249 6rnegin F.
tularensis subsp. holarctica biovar Il (eritromisin direngli), bir 6rnek ise (eritromisin
duyarl), biovar japonica olarak tiplendirilmistir (Kili¢ ve ark., 2013). Calismamizda
kullanilan izolatlarin tiimii Kilig¢ ve arkadaslarinin ¢alismalarindaki izolatlara benzer
sekilde eritromisine kars1 direngli bulunmus ve biovar II olduklari tespit edilmistir.

Calismamizda su 6rneklerinden izole edilen sekiz F. tularensis subsp. holarctica
izolatinda alt1 lokusa yonelik yapilan VNTR analizi ile tekrar dizilerinin varligi bu
tekrar dizilerinin sayilar1 belirlenmistir. Johansson ve arkadaslar1 25 VNTR lokusuna

yonelik gergeklestirdikleri galismalarinda 192 F.tularensis izolatinin genetik iliskisini
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ve potansiyel populasyon yapisini kapsamli olarak aragtirmislardir. Calismamizda
Johansson ve arkadaglarinin kullandiklar1 25 VNTR lokusundan (Ft-M1 ile Ft-M25) alt1
lokus segilerek (Ft-M3, Ft-M6, Ft-M20, Ft-M21, Ft-M22, Ft-M24) bu lokuslarda
bulunan tekrar dizileri arastirilmistir.

Johansson ve arkadaslarmin F.tularensis izolatlarina yonelik yaptiklar1 MLVA
analizinde; Ft-M3 lokusunda 8-28, Ft-M6 lokusunda 4-7, Ft-M20, Ft-M21, Ft-M22
lokuslarinda 3-5, Ft-M24 lokusunda ise 1-2 tekrara rastlamislardir (Johansson ve ark.,
2004). Calismamizda ise Ft-M3 lokusunda Belkent2012, Dollik, Belkent2013,
Maksutlu ve Hiiyiik izolatlarinda 12, Karadren ve Bahgeigi izolatlarinda 9, Cigekoglu
izolatinda ise 6 tekrara rastlanmistir. Ft-M6 lokusunda Belkent2012 ve Dollik
izolatlarinda 6, Belkent2013 ve Cicekoglu izolatlarinda 5, Maksutlu, Hiiyiik, Karadren
ve Bahgei¢i izolatlarinda ise 4 tekrara rastlanmistir. Ft-M20 ve Ft-M24 lokuslarinda
izolatlar acisindan herhangi bir farkliliga rastlanmamis ve tiim izolatlar 2 tekrar
bulunmustur, Ft-M22 lokusunda ise tiim izolatlarda 4 tekrara rastlanmistir. Ft-M21
lokusunda ise Belkent2012, D&lliik, Belkent2013 izolatlarinda 3 tekrar, Hiiyiik ve
Cicekoglu 1 tekrar Maksutlu, Karadren ve Bahgei¢i izolatlarinda tekrara
rastlanmamistir. Bu agidan alti VNTR lokus analizinde Ft-M3, Ft-M6 ve Ft-M21
lokuslarinda genetik polimorfizme rastlanirken Ft-M20, Ft-M22 ve Ft-M24 lokuslarinda
polimorfizme rastlanmamistir ve calismamiz Johansson ve arkadaglarinin yaptigi
caligma ile benzer profil gostermektedir.

Fujita ve arkadaslar1 galismalarinda 33 Japon ve 11 diger bolgelerden (Rusya,
Ukrayna, Bulgaristan, italya, Avusturya, Cin ve ABD) izole edilen F. tularensis subsp.
holarctica izolatin1 yedi VNTR lokusu bakimindan MLV A yontemi ile aragtirmiglardir.
Aragtirmalar1 sonucunda Japon izolatlarinin Ft-M2, Ft-M10 ve Ft-M20 lokuslarinda,
Japonya’dan olmayan izolatlarin ise Ft-M3 lokusunda yiiksek genetik polimorfizm
gosterdiklerini saptamiglardir (Fujita ve ark., 2008). Calismamizda da benzer sekilde Ft-
M3 ve Ft-M6 lokuslarindaki tekrar dizisi sayilarinin izolatlar arasinda 3 farkl
polimorfizm gosterdigi saptanmustir.

Giircan ve arkadaglar iilkemizden izole ettikleri iki F. tularensis subsp. holarctica
(Nuhoren ve Yazikara) izolatin1 ve Bulgaristan’dan izole edilen yedi izolatt MLVA
yontemi alt1 lokus acisindan arastirmiglardir. En fazla degiskenlik M3 lokusunda
saptanmis (4 allel) ayrica M6 (3 allel) ve M20 (2 allel) lokuslarinda da degiskenlikler
oldugu gozlenmistir. M21, M22 ve M24 lokuslarinda ise tek bir allel gozlenmistir.

Calisma sonucunda Nuhoren ve Yazikara izolatlarinin alt1 lokus bakimindan ayni baz
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biiyiikliiklerine sahip oldugu ve Bulgaristan’da insanlardan izole edilen F. tularensis
subsp. holarctica izolatlar1 ile benzer oldugu bulunmustur (Giircan ve ark., 2008).
Calismamizda ise benzer sekilde en fazla degiskenlik Ft-M3 (3 allel), Ft-M6 (3 allel) ve
Ft-M21 (3 allel) lokusunda gozlenmistir. Ft-M20, Ft-M22 ve Ft-M24 lokuslarinda ise
tek bir allel gozlenmistir.

Bystrom ve arkadaslari Danimarka’dan izole ettikleri F. tularensis subsp.
holarctica izolatlarin1 diger Avrasya suslari ile genetik iliskisini saptamislardir. Izole
edilen 16 F. tularensis subsp. holarctica izolatini alt1 lokus (Ft-M3, Ft-M6, Ft-M20, Ft-
M21, Ft-M22 ve Ft-M24) agisindan MLVA yontemi ile incelemislerdir. En fazla
degiskenlik M3 (9 allel) lokusunda goézlenmistir. VNTR lokuslarindaki baz sayisi
farkliliklarinin lokustaki tekrar dizisi sayisindaki farkliliklarindan kaynaklandigini
bildirmislerdir (Bystrom ve ark., 2005).

Marinov ve arkadaglar1 1998-2005 yillar1 arasinda tavsan, kene, tarla faresi ve
insanlardan izole ettikleri sekiz F.tularensis subsp. holarctica izolatin1 yedi lokus
acisindan (M3, M6, M10, M20, M21, M22 ve M24) MLVA analizi ile inceledikleri
caligmalarinda M3 ve M6 VNTR lokusunda ii¢ allel tespit etmislerdir (Marinov ve ark.,
2009). Calismamizda ise benzer sekilde Ft-M3 ve Ft-M6 lokuslarinda ii¢ allel tespit
edilmistir

Ulkemizde gdzlenen tularemi vakalarmdan hastalik etkeni olarak F.tularensis
subsp. holarctica izole edilmektedir ve hastalik baslica kontamine olmus sular ile
bulagmaktadir (Kili¢ ve ark., 2015).

Calismamiz sonucunda; Sivas ilinde goriilen tularemi salgin bolgelerindeki su
orneklerinden izole edilen sekiz F. tularensis subsp. holarctica izolatinin altt VNTR
lokusu (Ft-M3, Ft-M6, Ft-M20, Ft-M21, Ft-M22, Ft-M24) PCR ile ¢ogaltilarak sekans
analizi yaptirilmistir. Tekrar dizilerinin varligi ve sayisi agisindan Sonuglar MLVA veri
tabaninda bulunan &rnekler ile karsilastirilmistir. Ulkemizde bu konu agisindan yeterli
caligmaya rastlanmadigindan sonuglarimizin Tiirkiye’den izole edilen F. tularensis
subsp. holarctica izolatlar1 ile karsilastirilmast mimkiin olmamistir. Calismalarimiz
sonucu elde ettigimiz veriler ileride yapilacak olan ¢aligmalar i¢in kaynaklik etmesi

acisindan 6nem tasimaktadir.

32



KAYNAKLAR

Atas, M. (2012). Cesitli Su Orneklerinden izole Edilen Acanthamoeba Tiirlerinde
Francisella tularensis Arastirilmasi, Doktora tezi, Cumhuriyet Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisi, Sivas.

Bicakci Z, Parlak M. (2008). A neglected cause of cervical lymphadenitis. Oropharyngeal
tularemia. Saudi Med J. 29:1059-61.

Bossi P, Tegnell A, Baka A, et al. (2004). Bichat Guidelines for the clinical management
of tularemia and bioterrorism-related tularemia. Eurosurveillance 9:1-7.

Bystrom, M., Bocher, S., Magnusson, A., Prag, J. & Johansson, A. (2005). Tularemia in
Denmark: identification of a Francisella tularensis subsp. holarctica strain by real-time
PCR and high-resolution typing by multiple-locus variable-number tandem repeat
analysis. J Clin Microbiol 43, 5355-5358.

Celebi G, Baruonii F, Ayoglu F, et al. (2006). Tularemia, a reemerging disease in
Northwest Turkey: epidemiological investigation and evaluation of treatment responses.
Jpn J Infect Dis 59: 229-34

Celebi, B. (2010). Tularemi: Laboratuvar Tani, III. Tirkiye Zoonotik Hastaliklar
Sempozyum Kitabi, 13-18.

Christova I, Velinov T, Kantardjiev T, Galev A. (2004). Tularemia outbreak in Bulgaria.
Scand J Infect Dis 36:785-9.

Clinical and Laboratory Standards Institute. 2010. Methods for antimicrobial dilution and
disk susceptibility testing of infrequently isolated or fastidious bacteria; approved
guideline—2nd ed, CLSI document M45-A2. Clinical and Laboratory Standards
Institute, Wayne, PA.

Cross JT Jr, Schutze GE, Jacobs RF. (1995). Treatment of tularemia with gentamicin in
pediatric patients. Pediatr Infect Dis J. 14(2): 151-2.

Dikici N, Ural O, Siimer S, Oztiirk K, Albayrak O, Katlanir E ve ark. (2012). Konya
Bolgesinde Tularemi. Mikrobiyol Bul. 46(2): 225-35.

Eliasson H, Broman T, Forsman M, Béck E. (2006). Tularemia: Current Epidemiology and
Disease Management. Inf Dis Clin N Am 20:289-311.

Ellis J, Oyston PC, Green M, et al. (2002). Tularemia. Clin Microbiol Rev 15:631-46.

Enderlin G, Morales L, Jacobs RF, Cross JT. (1994). Streptomycin and alternative agents
for the treatment of tularemia: review of the literature. Clin Infect Dis. 19(1): 42-7.

Erbay A, Dokuzoguz B, Baykam N ve ark. (2000). Ankara ydresinde tularemi. Infeksiyon
Derg 14: 453-8.

Evans ME, Gregory DW, Schaffner W, McGee ZA. (1985). Tularemia: a 30-year
experience with 88 cases. Medicine (Baltimore). 64(4):251-69.

Foshay L, Pasternack AB. (1946). Streptomycin treatment of tularemia. J Am Med Assoc.
130: 393-8.

Fujita, O., Uda, A., Hotta, A., Okutani, A., Inoue, S., Tanabayashi, K., & Yamada, A.
(2008). Genetic diversity of Francisella tularensis subspecies holarctica strains isolated
in Japan. Microbiology and immunology, 52(5), 270-276.

33



Garcia del Blanco N, Gutierrez Martin CB, de la Puente Redondo VA, Rodriguez Ferri EF.
(2004). In vitro susceptibility of field isolates of Francisella tularensis subsp. holarctica
recovered in Spain to several antimicrobial agents. Res Vet Sci. 76(3): 195-8.

Gary Benson (1999). "Tandem repeats finder: a program to analyze DNA sequences”
Nucleic Acids Research Vol. 27, No. 2, pp. 573-580.

Gedikoglu S, Goral G, Helvaci S. (1990). Bursa’daki tularemi epidemisinin 6zellikleri.
Infeksiyon Derg 4: 9-15.

Gedikoglu S. (2008). Pasteurella, Francisella ve Bordetella tiirleri. In: Willke Topgu A,
Soyletir G, Doganay M (Eds). Infeksiyon Hastaliklar1 ve Mikrobiyolojisi. Istanbul:
Nobel Tip Kitabevleri p.2251-5.

Geyik MF, Akalin H. (2009). Diinyada Tularemi. Icinde: Giircan S., Editor. Francisella
tularensis ve Tularemi. Istanbul: Nobel T1p Kitabevleri, s. 99-106.

Golem SB. (1945). Liileburgaz’da yeni bir tularemi epidemisi. Turk Hij Tecr Biyol Derg 5:
27-40.

Gotschlich E, Berkin T. (1938). 1936 yilinda Trakya’da tularemiye ait yapilan
epidemiyolojik ve bakteriyolojik arastirmalar. Turk Hifzissthha ve Tecrubi Biyoloji
Mecmuast 1: 115-23.

Grissa I, Bouchon P, Pourcel C, Vergnaud G. (2008). On-line resources for bacterial
micro-evolution studies using MLVA or CRISPR typing. Biochimie 90:660-668.
10.1016/j.biochi.2007.07.014

Grunow R, Kalaveshi A, Kithn A, Mulligi-Osmani G, Ramadani N. (2012). Surveillance of
tularaemia in Kosovo, 2001 to 2010. Euro Surveill. 17:20217.

Giircan S, Eskiocak M, Varol G, Uzun C, Tatman Otkun M, Sakru N, et al. (2006).
Tularemia re-emerging in European Part of Turkey after 60 years. Jpn J Infect Dis.
59:391-3.

Gurcan S, Karabay O, Karadenizli A, Karagol C, Kantardjiev T, Ivanov IN. (2008).
Characteristics of the Turkish isolates of Francisella tularensis. Jpn J Infect Dis. 61(3):
223-5.

Giircan S. (2007). Francisella tularensis ve Tiirkiye’de Tularemi. Mikrobiyol Biil. 41:621-
36.

Giircan S. (2012). Francisella tularensis ve tularemi hastaligina
epidemiyolojisi. XXXV. Tirk ~ Mikrobiyoloji ~ Kongresi  Toplam  Kitabi; 3-7
Kasim Kusadasi-Aydin. pp 149-50.

Hadimli HH. (2009). Hayvanlarda Tulareminin Tanist. In: Giircan § (Eds.). Francisella
tularensis ve Tularemi. Istanbul: Nobel Tip Kitabevleri. 5.185-9.

Helvaci S, Gedikoglu S, Akalin H, Oral HB. (2000). Tularemia in Bursa, Turkey: 205
cases in ten years. Eur J Epidemiol 16:271-6.

Helvaci S. (2008). Tularemi. In: Willke Topgu A, Soyletir G, Doganay M (Eds.).
Infeksiyon Hastaliklar1 ve Mikrobiyolojisi. Istanbul: Nobel Tip Kitabevleri. s.990-5.

Hepburn MJ, Simpson AJ. (2008). Tularemia: current diagnosis and treatment options.
Expert Rev Anti Infect Ther. 6(2): 231-40.

Hofinger DM, Cardona L, Mertz GJ, Davis LE. (2009). Tularemic meningitis in the United
States. Arch Neurol. 66(4): 523-7.

34



Ikaheimo |, Syrjala H, Karhukorpi J, Schildt R, Koskela M. (2000). In vitro antibiotic
susceptibility of Francisella tularensis isolated from humans and animals. J Antimicrob
Chemother. 46(2): 287-90.

Jackson J, McGregor A, Cooley L, Ng J, Brown M, Ong CW ve dig. (2012). Francisella
tularensis alttiirleri hoesctica, Tazmanya, Avustralya, 2011. Emerg Infect Dis. 18:1484-
6.

Johansson A, Berglund L, Gothefors L, Sjostedt A, Tarnvik A. (2000). Ciprofloxacin for
treatment of tularemia in children. Pediatr Infect Dis J. 19(5): 449-53.

Johansson, A., Urich, S. K., Chu, M. C., Sjostedt, A., & Téarnvik, A. (2002). In vitro
susceptibility to quinolones of Francisella tularensis subspecies tularensis. Scandinavian
journal of infectious diseases, 34(5), 327-330.

Johansson A, Farlow J, Larsson P, Dukerich M, Chambers E, Bystrom M, Fox J, Chu M,
Forsman M, Sjostedt A, Keim P. J Bacteriol. (2004). Worldwide genetic relationships
among Francisella tularensis isolates determined by multiple-locus variable-number
tandem repeat analysis. 186(17):5808-18.

Johansson A, Forsman M Anders Sjostedt A. (2004). The development of tools for
diagnosis of tularemia and typing of Francisella tularensis. 112:898-907.

Karabay O, Giircan S, Karadenizli A, Vahaboglu H.(2006). Second tularemia outbreak
within 5 years in same village of Bolu, Turkey. The First International Congress of
Central Asia Infectious Diseases. October 30- November 2. Bishkek, Kyrgy Republic.
Program and Abstracts Book, p: 80.

Karadenizli, A. (2009). Molekiiler Tan1 ve Tiplendirme Yontemleri. Francisella tularensis
ve Tularemi, Giircan, S. (Ed.), Nobel Matbaacilik, Istanbul, 283-288.

Karlsson, E., Svensson, K., Lindgren, P., Bystrém, M., Sjodin, A., Forsman, M. (2013).
The phylogeographic pattern of Francisella tularensis in Sweden indicates a
Scandinavian origin of Eurosiberian tularaemia. Environ.Microbiol, 15:634-645.

Katoh, K., Asimenos, G., & Toh, H. (2009). Multiple alignment of DNA sequences with
MAFFT. Bioinformatics for DNA Sequence Analysis, 39-64.

Keim P, Johansson A, Wagner DM. Molecular Epidemiology, Evolution, and Ecology of
Francisella. Ann N 'Y Acad Sci 2007;1105:30-66.

Kilig S, (2011). Yesilyurt M. Tularemi: Glincel tedavi seceneklerine giincel bir bakis.
Klimik Derg, 24(1): 2-10.

Kilig S. (2010). A General Overview of Francisella tularensis and the Epidemiology of
Tularemia in Turkey. Flora 15(2):37-58.
Kilg, S. (2005). Tularemi, RSHM Aylik Epidemiyoloji Raporu, 4 (4):146-1499.

Kilic, S., Birdsell, D. N., Karagoz, A., Celebi, B., Bakkaloglu, Z., Arikan, M. (2015).
Water as source of Francisella tularensis infection in humans, Turkey. Emerg. Infect.
Dis, 21: 2213-2216. doi: 10.3201/eid2112.150634

Kilic, S., Celebi, B., Acar, B., and Atas, M. (2013). In vitro susceptibility of isolates of
Francisella tularensis from Turkey. Scand. J. Infect. Dis, 45:337-341. doi:
10.3109/00365548.2012.751125

Kilgturgay K, Gokirmak F, Gedikoglu S ve ark. (1989). Bursa’da tularemi epidemisi.
Infeksiyon Derg 3: 149-56.

35



Kolayli F. (2009). Francisella tularensis Kiiltiirii ve Antibiyotik Duyarlilik Testleri. In:
Giircan S (Eds). Francisella tularensis ve Tularemi. Istanbul: Nobel Tip Kitabevleri.
5.273-81.

Kudelina RI, Olsufiev NG. (1980). Sensitivity to macrolide antibiotics and lincomycin in
Francisella tularensis holarctica. J Hyg Epidemiol Microbiol Immunol. 24(1): 84-91.

Kumar S., Stecher G., Li M., Knyaz C., and Tamura K. (2018). MEGA X: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis across computing platforms. Molecular Biology and
Evolution 35:1547-1549.

Lindquist D, Chu MC, Probert WS. (2009). Francisella and Brucella (Ceviri: Cetinkaya
Z.) In: Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH, Landry ML, Pfaller MA (Eds.). (Ceviri
editorleri: Basustaoglu A, Kubar A, Yildiran ST, Tanyiiksel M.) Manual of Clinical
Microbiology (Klinik Mikrobiyoloji). 9.baski. Washington: ASM pres (Ankara Atlas
Yayincilik). p.815-24.

Marinov, K. T., Georgieva, E. D., Ivanov, I. N., & Kantardjiev, T. V. (2009).
Characterization and genotyping of strains of Francisella tularensis isolated in
Bulgaria. Journal of medical microbiology, 58(1), 82-85.

Mason WL, Eigelsbach HT, Little SF, Bates JH. (1980). Treatment of tularemia, including
pulmonary tularemia, with gentamicin. Am Rev Respir Dis. 121(1): 39-45.

Mead PS. (2008). Tularemia. Wallace R.B. ed. Wallace/ Maxcy-Rosenau-Last: Public
Health and Preventive Medicine. Fifteenth edition. New York: McGraw Hill Medical
p.424-7

Meric M, Willke A, Finke EJ, et al. (2008). Evaluation of clinical, laboratory, and
therapeutic features of 145 tularemia cases: the role of quinolones in oropharyngeal
tularemia. APMIS. 116(1): 66-73.

Oyston PCF. (2008). Francisella tularensis: Unravelling The Secrets of an Intracellular
Pathogen. Journal of Medical Microbiology 57:921-30.

Ozel, T. (1938). Talat Vasfi 6zel'in 1937 yili yazinda Trakya'da tularemi tetkikati. Tiirk Hij
Tec Biyol Derg, 1 (1), 158-184.

Penn RL.(2005). Francisella tularensis (Tularemia), Mandell GL, Bennett JE, Dolin R
(eds): Principles and Practice of Infectious Diseases, 6.baski. Churchill Livingstone,
Philadelphia p. 2674-85.

Petersen JM, Schriefer ME, Araj GF. (2011). Francisella and Brucella. In: Versalovic J
(editor in chief). Manual of Clinical Microbiology. 10th ed., ASM Press, Washington
D.C. p. 751-769

Petersen JM, Schriefer ME. (2005). Tularemia: emergence/re-emergence. Vet Res 36: 455-
67.

Ramazanzadeh, R., & McNerney, R. (2007). Variable number of tandem repeats (VNTR)
and its application in bacterial epidemiology. Pak J Biol Sci, 10(16), 2612-2621.

Reintjes R, Dedushaj I, Gjini A, et al. (2002). Tularemia outbreak investigation in Kosovo:
case control and environmental studies. Emerg Infect Dis 8: 69-73.

Rubin LG. (2003). Francisella tularensis (tularemia). In: Long SS, Pickering LK, Prober
CG, eds. Principles and Practice of Pediatric Infectious Diseases. Philadelphia:
Churchill Livingstone 916-8.

36



Russell P, Eley SM, Fulop MJ, Bell DL, Titball RW. (1998). The efficacy of ciprofloxacin
and doxycycline against experimental tularaemia. J Antimicrob Chemother.41(4): 461-
5.

Sabat AJ, Budimir A, Nashev D, Sa-Ledao R, van Dijl JM, Laurent F, Grundmann H,
Friedrich (2013). AW on behalf of the ESCMID Study Group of Epidemiological
Markers (ESGEM). Overview of molecular typing methods for outbreak detection and
epidemiological surveillance. Euro Surveill.18(4):pii=20380. Available online:
http://www.eurosurveillance.org/ViewArticle.aspx?Articleld=20380

Saglik Bakanligi. (2011). Tularemi Hastaliginin Kontrolii i¢cin Saha Rehberi, T.C. Saglik
Bakanlig1i, Temel Saglik Hizmetleri Genel Miudirliigli, Zoonotik Hastaliklar Daire
Baskanlig1. Ankara.

Sahin 1. (2009). Tulareminin Genel Epidemiyolojik Ozellikleri. In: Giircan .,
editor. Francisella tularensis ve Tularemi. Istanbul: Nobel Tip Kitabevleri. pp. 89-93.

Sahin M. (2009). Francisella tularensis’in Vektorleri ve Dogal Rezervuarlar In: Giircan §.,
editor. Francisella tularensis ve Tularemi. Istanbul: Nobel Tip Kitabevleri. pp. 139-60.

Sharma N, Hotta A, Yamamoto Y, Fujita O, Uda A, Morikawa S, et al. (2013). Detection
of Francisella tularensis-Specific Antibodies in Patients with Tularemia by a Novel
Competitive Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. Clin Vac Immun, 20(1): 9-16.

Sjostedt A. (2007). Tularemia: history, epidemiology, pathogen physiology,and clinical
manifestations. Ann N'Y Acad Sci. 1105: 1-29.

Sjostedt, A. B. (2015). “Francisella,” in Bergey’s Manual of Systematics of Archaea and
Bacteria, ed W. B. Whitman (Hoboken, NJ: John Wiley and Sons Ltd), 1-18. doi:
10.1002/9781118960608

Svensson, K., Granberg, M., Karlsson, L., Neubauerova, V., Forsman, M., ve Johansson,
A. (2009). A real-time PCR array for hierarchical identification of Francisella isolates.
PLoS ONE 4:e8360. doi: 10.1371/journal.pone.0008360

Tarnvik A, Chu MC. (2007). New approaches to diagnosis and therapy of tularemia. Ann
N 'Y Acad Sci. 1105: 378-404.

Tarnvik A, Berglund L. (2003). Tularemia. European Respiratory Journal 21: 361-373.

Telford SR, (2011). Goethert HK. Toward an understanding of the perpetuation of the
agent of tularemia. Front Microbiol. 150:1-7.

Timofeev V., Bakhteeva I., Titareva G., Kopylov P., Christiany D., Mokrievich A., et al. .
(2017). Russian isolates enlarge the known geographic diversity of Francisella
tularensis subsp. mediasiatica. PLoS ONE 12:e0183714.10.1371/journal.pone.0183714.

Torunoglu MA. (2009). Tularemi Epidemiyolojisi Tularemi Vakalarimin Cografik
Dagilimi. 4. Tiirkiye EKMUD Kongresi Kongre Kitab1 p.100-3. 9-12 May 2012,
Pendik-Istanbul. Int J Infect Dis. 13:745-8.

Trevisanato Sl. (2004). Did an epidemic of tularemia in Ancient Egypt affect the course of
world history Med Hypotheses. 63:905-10.

Turhan V, Ardi¢ N, Sahinoglu L, Besirbellioglu BA, Gedikoglu S. (2007). A General View
to Tularemia Cases in Turkey: On to a Pure Oropharyngeal Type Outbreak. AJCI.
1:71-7.

37


http://www.eurosurveillance.org/ViewArticle.aspx?ArticleId=20380

Utku IE. Antalya’da tularemi epidemisi ve hususiyetleri. Turk Hij Tecr Biyol Derg 1954;
14: 288-93

Welling PG, Koch PA, Lau CC, Craig WA. (1977). Bioavailability of tetracycline and
doxycycline in fasted and nonfasted subjects. Antimicrob Agents Chemother. 11(3):
462-9.

Whipp MJ, Davis JM, Lum G, et all. (2003). Characterization of a novicida-like subspecies
of Francisella tularensis isolated in Australia. J Med Microbiol 52(9):839-42.

WHO (2007). Guidelines on Tularemia. World Health Organization Epidemic and
Pandemic Alert and Response. Switzerland: WHO Press

Willke A. (2006). Tularemi. ANKEM Derg 20 (Ek 2): 222-6.

Wobeser G, Campbell GD, Dallaire A, McBurney S.(2009). Tularemia, plague, yersiniosis

and Tyzzer’s disease in wild rodents and lagomorphs in Canada: A review. Can Vet J.
50:1251-6.

Yesilyurt, M., Kilig, S., Cagagar, O., Celebi, B., Giil, S. (2011). Yozgat Ilinde Kene
Kaynakli Iki Tularemi Olgusu, Mikrobiyol Bul, 45(4), 746-754.

38



EKLER

EK-1 SEKANS ANALIZ SONUCLARI
M3 LOKUSU SEKANS ANALIZIi SONUCLARI
>Belkent2012
AAAGCAAACAGCAAAATTCACAAAATAACAACAAAGACAACAAAGACAACAAAGACAATA
AGGATAATAAGGATAATAAGGATAATAAGGATAATAAGGATAATAAGGATAATAAGGATA
ATAAGGATAATAAGGATAATAAGGATAATAAGGATAATAAGGATCAGCAAGAGCAAAATG
AGCAAAATGAGCAAGCTAATAAAGTTGATCAGTGTCAAAAAGAACTTAATAATAAGGAAAC
AAATAAGCTTTTATCAATGATAGATGATGATCCCAGGTGGACTTCT
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ATCTATATCAATTATAAATTCATTTTCCTGATCCAATTTAATATCTGTTTTGATTCCACTACCA
TAACCTGTATAAGGTAATAATGTTTTGCATATTGAGGATTCACCACTAAGATAGGGTTCCGC
AGAATTGA
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TTTACTGTTTTTGGTGACTGCCAACACCATAACTTATATTTATTGGTGAACTTTCTTGCTCTTT
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GTGAACTTTCATCTCTTTTTAAAATACATCTAAACTGTTCACTATCTATATCATTTATAAATTC
AAGGTATTGAGTTACCTAAAAACCTTTTTTGATTCCACTACCATAACCTGTATAAGGTAATA
ATGTTTTGCATATTGAGGCTAAGATAGGGTTCCGCGGAATTGA
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TTTACTGTTTTTGGTGACTGCCAACACCATAACTTATATTTATTGGTGAACTTTCTTGCTCTTT
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GTGAACTTTCATCTCTTTTTAAAATACATCTAAACTGTTCACTATCTATATCATTTATAAATTC
AATATTAGGAATTAGCTCAACATCTCTTTTGATTCCACTACCATAACCTGTATAAGGTAATAA
TGTTTTGCATATTGAGGCTAAGATAGGGTTCCGCAGAATTGA
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TTTACTGTTTTTGGTGACTGCCAACACCATAACTTATATTTATTGGTGAACTTTCTTGCTCTTT
TGGTGAACTTTCTTGCTCTTTTGGTGAACTTTCTTGCTCTTTTGGTGAACTTTCTTGCTCTTTTG
GTGAACTTTCTTGCTCTTTTAAAATACATCCTTGCTCTTTTGGAGAACTAACAGGTATAACCA
CAAAGTTTGAATTTAGTATTTTTTGATTCCACTACCATAACCTGTATAAGGTAATAATGTTTT
GCATATTGAGGCTAAGATAGGGTTCCGCGGAATTGA

>Dolluk
TTTACTGTTTTTGGTGACTGCCAACACCATAACTTATATTTTATTGGTGAACTTTCTTGCTCCT
TTTGGTGAACTTTCTTGCTCTTTTGGTGAACTTTCTTGCTCTTTTGGTGAACTTTCTTGCTCTTT
TGGTGAACTTTCTTGCTCTTTTGGTGAACTTTCTTGCTCTTTTGGTGAACTTTCTTGCTCTTTTG
GTGAACTTTCATCTCTTTTTAAAATACATCTAAACTGTTCACTATCTATATCATTTATAAATTC
AATATTAGGAATTAGCTCAATAGCTCTTTTGATTCCACTACCATAACCTGTATAAGGTAATA
ATGTTTTGCATATTGAGGCTAAGATAGGGTTCCGCTGAATTGA

M20 LOKUSU SEKANS ANALIZi SONUCLARI

>Belkent2012
TATGCTTGACCTTGACTCCATGCCTCACCTGAAACAAAAGGTTTCTTCCATGCGCCACCATCA
GCCGGATTATTACCTTGTGTCCACCATTGAGCTTCATAAGTCACACCATTAACAATAACTTTA
TCACCCTTATTGTAGACTGCTTCTGCATTCCAGTTACCAGTTGATCCAGCATTATTATTTTGAT
CATTATTTTGATCATTGCTT

>Cicekoglu
TATGCTTGACCTTGACTCCATGCCTCACCTGAAACAAAAGGTTTTTTCCATGCGCCACCATCA
GCCGGATTATTACCTTGTGTCCACCATTGAGCTTCATAAGTCACACCATTAACAATAACTTTA
TCACCCTTATTGTAGACTGCTTCTGCATTCCAGTTACCAGTTGATCCAGCATTATTATTTTGAT
CATTATTTTGATCATTGCTT

>Karaoren
TATGCTTGACCTTGACTCCATGCCTCACCTGAAACAAAAGGTTTTTTCCATGCGCCACCATCA
GCCGGATTATTACCTTGTGTCCACCATTGAGCTTCATAAGTCACACCATTAACAATAACTTTA
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TCACCCTTATTGTAGACTGCTTCTGCATTCCAGTTACCAGTTGATCCAGCATTATTATTTTGAT
CATTATTTTGATCATTGCTT

>Maksutlu
TATGCTTGACCTTGACTCCATGCCTCACCTGAAACAAAAGGTTTTTTCCATGCGCCACCATCA
GCCGGATTATTACCTTGTGTCCACCATTGAGCTTCATAAGTCACACCATTAACAATAACTTTA
TCACCCTTATTGTAGACTGCTTCTGCATTCCAGTTACCAGTTGATCCAGCATTATTATTTTGAT
CATTATTTTGATCATTGCTT

>Huyuk
TATGCTTGACCTTGACTCCATGCCTCACCTGAAACAAAAGGTTTTTTCCATGCGCCACCATCA
GCCGGATTATTACCTTGTGTCCACCATTGAGCTTCATAAGTCACACCATTAACAATAACTTTA
TCACCCTTATTGTAGACTGCTTCTGCATTCCAGTTACCAGTTGATCCAGCATTATTATTTTGAT
CATTATTTTGATCATTGCTT

>Bahceici
TATGCTTGACCTTGACTCCATGCCTCACCTGAAACAAAAGGTTTTTTCCATGCGCCACCATCA
GCCGGATTATTACCTTGTGTCCACCATTGAGCTTCATAAGTCACACCATTAACAATAACTTTA
TCACCCTTATTGTAGACTGCTTCTGCATTCCAGTTACCAGTTGATCCAGCATTATTATTTTGAT
CATTATTTTGATCATTGCTT

>Belkent2013
TATGCTTGACCTTGACTCCATGCCTCACCTGAAACAAAAGGTTTTTTCCATGCGCCACCATCA
GCCGGATTATTACCTTGTGTCCACCATTGAGCTTCATAAGTCACACCATTAACAATAACTTTA
TCACCCTTATTGTAGACTGCTTCTGCATTCCAGTTACCAGTTGATCCAGCATTATTATTTTGAT
CATTATTTTGATCATTGCTT

>Dolluk
TATGCTTGACCTTGACTCCATGCCTCACCTGAAACAAAAGGTTTTTTCCATGCGCCACCATCA
GCCGGATTATTACCTTGTGTCCACCATTGAGCTTCATAAGTCACACCATTAACAATAACTTTA
TCACCCTTATTGTAGACTGCTTCTGCATTCCAGTTACCAGTTGATCCAGCATTATTATTTTGAT
CATTATTTTGATCATTGCTT

M21 LOKUSU SEKANS ANALIZi SONUCLARI

>Belkent2012
TAGTTTGGCGCGAGCTAATAAAGATCCCTTATGGAGAAACTATCAGCTATCGTAAAGAAGCT
ACAAATATTGGTAAACCAACTGCTTTTAGAGCTGTAGCTAATGCTAATGGTAAGAATCTATT
ACCCATAATTATTCCTTGTCATCGCGTAATTAATACTAACGGTAAACTTGGTGGCTATACCAG
TGGATTATATAAAAAAGAGTTTTTGTTAAATCTAGAACACTCGATTCTAATACACAAAAATT
AGATTATAAGTTGCTCAATTATCAATTATCAATTATCATAAAAATGATAAGCACTTATGCTTT
ATTATGTCAAACTTTTAATAGGAGAAAA

>Cicekoglu
TAGTTTGGCGCGAGCTAATAAAGATCCCTTATGGAGAAACTATCAGCTATCGTAAAGAAGCT
ACAAATATTGGTAAACCAACTGCTTTTAGAGCTGTAGCTAATGCTAATGGTAAGAATCTATT
ACCCATAATTATTCCTTGTCATCGCGTAATTAATACTAACGGTAAACTTGGTGGCTATACCAG
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TGGATTATATAAAAAAGAGTTTTTGTTAAATCTAGAACACTCGATTCTAATACACAAAAATT
AGATTATAAGTTGCTCAAAATTATCAATTATCATAAAAATGATAAGCACTTATGCTTTATTAT
GTCAAACTTTTAATAGGAGAAAA

>Karaoren
TAGTTTGGCGGGAGCTAATAAAGATCCCTTATGGAGAAACTATCAGCTATCGTAAAGAAGCT
ACAAATATTGGTAAACCAACTGCTTTTAGAGCTGTAGCTAATGCTAATGGTAAGAATCTATT
ACCCATAATTATTCCTTGTCATCGCGTAATTAATACTAACGGTAAACTTGGTGGCTATACCAG
TGGATTATATAAAAAAGAGTTTTTGTTAAATCTAGAACACTCGATTCTAATACACAAAAATT
AGATTATAAGTTGCTCAAATTATCCAATTATCATAAAAATGATAAGCACTTATGCTTTATTAT
GTCAAACTTTTAATAGGAGAAAA

>Maksutlu
TAGTTTGGCGGGAGCTAATAAAGATCCCTTATGGAGAAACTATCAGCTATCGTAAAGAAGCT
ACAAATATTGGTAAACCAACTGCTTTTAGAGCTGTAGCTAATGCTAATGGTAAGAATCTATT
ACCCATAATTATTCCTTGTCATCGCGTAATTAATACTAACGGTAAACTTGGTGGCTATACCAG
TGGATTATATAAAAAAGAGTTTTTGTTAAATCTAGAACACTCGATTCTAATACACAAAAATT
AGATTATAAGTTGCTCAAATTATCCAATTATCATAAAAATGATAAGCACTTATGCTTTATTAT
GTCAAACTTTTAATAGGAGAAAA

>Huyuk
TAGTTTGGCGGGAGCTAATAAAGATCCCTTATGGAGAAACTATCAGCTATCGTAAAGAAGCT
ACAAATATTGGTAAACCAACTGCTTTTAGAGCTGTAGCTAATGCTAATGGTAAGAATCTATT
ACCCATAATTATTCCTTGTCATCGCGTAATTAATACTAACGGTAAACTTGGTGGCTATACCAG
TGGATTATATAAAAAAGAGTTTTTGTTAAATCTAGAACACTCGATTCTAATACACAAAAATT
AGATTATAAGTTGCTCAAAATTATCAATTATCATAAAAATGATAAGCACTTATGCTTTATTAT
GTCAAACTTTTAATAGGAGAAAA

>Bahceici
TAGTTTGGCGCGAGCTAATAAAGATCCCTTATGGAGAAACTATCAGCTATCGTAAAGAAGCT
ACAAATATTGGTAAACCAACTGCTTTTAGAGCTGTAGCTAATGCTAATGGTAAGAATCTATT
ACCCATAATTATTCCTTGTCATCGCGTAATTAATACTAACGGTAAACTTGGTGGCTATACCAG
TGGATTATATAAAAAAGAGTTTTTGTTAAATCTAGAACACTCGATTCTAATACACAAAAATT
AGATTATAAGTTGCTCAAATTATCCAATTATCATAAAAATGATAAGCACTTATGCTTTATTAT
GTCAAACTTTTAATAGGAGAAAA

>Belkent2013
TAGTTTGGCGCGAGCTAATAAAGATCCCTTATGGAGAAACTATCAGCTATCGTAAAGAAGCT
ACAAATATTGGTAAACCAACTGCTTTTAGAGCTGTAGCTAATGCTAATGGTAAGAATCTATT
ACCCATAATTATTCCTTGTCATCGCGTAATTAATACTAACGGTAAACTTGGTGGCTATACCAG
TGGATTATATAAAAAAGAGTTTTTGTTAAATCTAGAACACTCGATTCTAATACACAAAAATT
AGATTATAAGTTGCTCAATTATCAATTATCAATTATCATAAAAATGATAAGCACTTATGCTTT
ATTATGTCAAACTTTTAATAGGAGAAAA
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>Dolluk
TAGTTTGGCGCGAGCTAATAAAGATCCCTTATGGAGAAACTATCAGCTATCGTAAAGAAGCT
ACAAATATTGGTAAACCAACTGCTTTTAGAGCTGTAGCTAATGCTAATGGTAAGAATCTATT
ACCCATAATTATTCCTTGTCATCGCGTAATTAATACTAACGGTAAACTTGGTGGCTATACCAG
TGGATTATATAAAAAAGAGTTTTTGTTAAATCTAGAACACTCGATTCTAATACACAAAAATT
AGATTATAAGTTGCTCAATTATCAATTATCAATTATCATAAAAATGATAAGCACTTATGCTTT
ATTATGTCAAACTTTTAATAGGAGAAAA

M22 LOKUSU SEKANS ANALIiZi SONUCLARI

>Belkent2012
AAACGCTTTAAATTACCCATTTATTGTAAAGCCGCGGTGGAAAGGCAAAAACAAAATCGGG
GAACTTTAAAAAACGCGATTCAAACGGCTATATTTAGACAAAGTGAAAATATAAACAAAAA
TAAAAATAAAAATAAAAATACGGGTAATCAACAACAAGCACTTTCAGAAAATTCCAAAGAT
GTAAAATCACTAACAGCGGACAAAAAAAACCTCCAA

>Cicekoglu
AAACGCTTTAAATTACCTATTTATTGTAAAGCCGCGGTGGAAAGGCAAAAACAAAATCGGG
GAACTTTAAAAAACGCGATTCAAACGGCTATATTTAGACAAAGTGAAAATATAAACAAAAA
TAAAAATAAAAATAAAAATACGGGTAATCAACAACAAGCACTTTCAGAAAATTCCAAAGAT
GTAAAATCACTAACAGCGGACAAAAAAAAACTCCAA

>Karaoren
AAACGCTTTAAATTACCAATTTATTGTAAAGCCGCGGTGGAAAGGCAAAAACAATATCGGG
GAACTTTAAAAAACGCGATTCAAACGGCTATATTTAGACAAAGTGAAAATATAAACAAAAA
TAAAAATAAAAATAAAAATACGGGTAATCAACAACAAGCACTTTCAGAAAATTCCAAAGAT
GTAAAATCACTAACAGCGGACAAAAAAAACCTCCAA

>Maksutlu
AAACGCTTTAAATTACCAATTTATTGTAAAGCCGCGGTGGAAAGGCAAAAACAAAATCGGG
GAACTTTAAAAAACGCGATTCAAACGGCTATATTTAGACAAAGTGAAAATATAAACAAAAA
TAAAAATAAAAATAAAAATACGGGTAATCAACAACAAGCACTTTCAGAAAATTCCAAAGAT
GTAAAATCACTAACAGCGGACAAAAAAAACCTCCAA

>Huyuk
AAACGCTTTAAATTACCAATTTATTGTAAAGCCGCGGTGGAAAGGCAAAAACAATATCGGG
GAACTTTAAAAAACGCGATTCAAACGGCTATATTTAGACAAAGTGAAAATATAAACAAAAA
TAAAAATAAAAATAAAAATACGGGTAATCAACAACAAGCACTTTCAGAAAATTCCAAAGAT
GTAAAATCACTAACAGCGGACAAAAAAAACCTCCAA

>Bahceici
AAACGCTTTAAATTACCAATTTATTGTAAAGCCGCGGTGGAAAGGCAAAAACAAAATCGGG
GAACTTTAAAAAACGCGATTCAAACGGCTATATTTAGACAAAGTGAAAATATAAACAAAAA
TAAAAATAAAAATAAAAATACGGGTAATCAACAACAAGCACTTTCAGAAAATTCCAAAGAT
GTAAAATCACTAACAGCGGACAAAAAAAAACTCCAA
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>Belkent2013
AAACGCTTTAAAATACCGATTTATTGTAAAGCCGCGGTGGAAAGGCAAAAACAAAATCGGG
GAACTTTAAAAAACGCGATTCAAACGGCTATATTTAGACAAAGTGAAAATATAAACAAAAA
TAAAAATAAAAATAAAAATACGGGTAATCAACAACAAGCACTTTCAGAAAATTCCAAAGAT
GTAAAATCACTAACAGCGGACAAAAAAAACCTCCAA

>Dolluk
AAACGCTTTAAATTACCAATTTATTGTAAAGCCGCGGTGGAAAGGCAAAAACAATATCGGG
GAACTTTAAAAAACGCGATTCAAACGGCTATATTTAGACAAAGTGAAAATATAAACAAAAA
TAAAAATAAAAATAAAAATACGGGTAATCAACAACAAGCACTTTCAGAAAATTCCAAAGAT
GTAAAATCACTAACAGCGGACAAAAAAAACCTCCAA

M24 LOKUSU SEKANS ANALIZi SONUCLARI

>Belkent2012
ACATATGGTTGTTTTAGTTTTTTTAGGACTATTGTAACTACTAGAATGCCCAGCATTACAAAA
ACGAAAATGGAAATCAAAGACTCGTTGTGCATATCTTTACATCATAAAATAACTACAGTAAT
AATACTGCATATATTAAACAAATTATACTAAGATTATTAATTCTCTCTAAATTATTTATTGTA
TAAATTATTTATTTTGATTAATAAATTATTTATTTTGATTAAAGTCACGTAGCCACTCTTTATA
ACCCAGATAAACCAATATTAAGAATATTGCATATTGTAAAGCCGTAACATGGTAACCTTTAT
AAATAAATAGAGGTACTGAAATAATATCCGCTATAGCCCATAAGTACCAACTCTCTATTGCT
CTTTTTATCATCAAATAAACTCCTGCAAAAGATATTGCGGTAACAAAGGCATCTTTAAATGA
A

>Cicekoglu
ACATATGGTTGTTTTAGTTTTTTTAGGACTATTGTAACTACTAGAATGCCCAGCATTACAAAA
ACGAAAATGGAAATCAAAGACTCGTTGTGCATATCTTTACATCATAAAATAACTACAGTAAT
AATACTGCATATATTAAACAAATTATACTAAGATTATTAATTCTCTCTAAATTATTTATTGTA
TAAATTATTTATTTTGATTAATAAATTATTTATTTTGATTAAAGTCACGTAGCCACTCTTTATA
ACCCAGATAAACCAATATTAAGAATATTGCATATTGTAAAGCCGTAACATGGTAACCTTTAT
AAATAAATAGAGGTACTGAAATAATATCCGCTATAGCCCATAAGTACCAACTCTCTATTGCT
CTTTTTATCATCAAATAAACTCCTGCAAAAGATATTGCGGTAACAAAGGCATCTATAAATGA
A

>Karaoren
ACATATGGTTGTTTTAGTTTTTTTAGGACTATTGTAACTACTAGAATGCCCAGCATTACAAAA
ACGAAAATGGAAATCAAAGACTCGTTGTGCATATCTTTACATCATAAAATAACTACAGTAAT
AATACTGCATATATTAAACAAATTATACTAAGATTATTAATTCTCTCTAAATTATTTATTGTA
TAAATTATTTATTTTGATTAATAAATTATTTATTTTGATTAAAGTCACGTAGCCACTCTTTATA
ACCCAGATAAACCAATATTAAGAATATTGCATATTGTAAAGCCGTAACATGGTAACCTTTAT
AAATAAATAGAGGTACTGAAATAATATCCGCTATAGCCCATAAGTACCAACTCTCTATTGCT
CTTTTTATCATCAAATAAACTCCTGCAAAAGATATTGCGGTAACAAAGGCATCTTTAAATGA
A
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>Maksutlu
ACATATGGTTGTTTTAGTTTTTTTAGGACTATTGTAACTACTAGAATGCCCAGCATTACAAAA
ACGAAAATGGAAATCAAAGACTCGTTGTGCATATCTTTACATCATAAAATAACTACAGTAAT
AATACTGCATATATTAAACAAATTATACTAAGATTATTAATTCTCTCTAAATTATTTATTGTA
TAAATTATTTATTTTGATTAATAAATTATTTATTTTGATTAAAGTCACGTAGCCACTCTTTATA
ACCCAGATAAACCAATATTAAGAATATTGCATATTGTAAAGCCGTAACATGGTAACCTTTAT
AAATAAATAGAGGTACTGAAATAATATCCGCTATAGCCCATAAGTACCAACTCTCTATTGCT
CTTTTTATCATCAAATAAACTCCTGCAAAAGATATTGCGGTAACAAAGGCATCTATAAATGA
A

>Huyuk
ACATATGGTTGTTTTAGTTTTTTTAGGACTATTGTAACTACTAGAATGCCCAGCATTACAAAA
ACGAAAATGGAAATCAAAGACTCGTTGTGCATATCTTTACATCATAAAATAACTACAGTAAT
AATACTGCATATATTAAACAAATTATACTAAGATTATTAATTCTCTCTAAATTATTTATTGTA
TAAATTATTTATTTTGATTAATAAATTATTTATTTTGATTAAAGTCACGTAGCCACTCTTTATA
ACCCAGATAAACCAATATTAAGAATATTGCATATTGTAAAGCCGTAACATGGTAACCTTTAT
AAATAAATAGAGGTACTGAAATAATATCCGCTATAGCCCATAAGTACCAACTCTCTATTGCT
CTTTTTATCATCAAATAAACTCCTGCAAAAGATATTGCGGTAACAAAGGCATCTATAAATGA
A

>Bahceici
ACATATGGTTGTTTTAGTTTTTTTAGGACTATTGTAACTACTAGAATGCCCAGCATTACAAAA
ACGAAAATGGAAATCAAAGACTCGTTGTGCATATCTTTACATCATAAAATAACTACAGTAAT
AATACTGCATATATTAAACAAATTATACTAAGATTATTAATTCTCTCTAAATTATTTATTGTA
TAAATTATTTATTTTGATTAATAAATTATTTATTTTGATTAAAGTCACGTAGCCACTCTTTATA
ACCCAGATAAACCAATATTAAGAATATTGCATATTGTAAAGCCGTAACATGGTAACCTTTAT
AAATAAATAGAGGTACTGAAATAATATCCGCTATAGCCCATAAGTACCAACTCTCTATTGCT
CTTTTTATCATCAAATAAACTCCTGCAAAAGATATTGCGGTAACAAAGGCATCTATAAATGA
A

>Belkent2013
ACATATGGTTGTTTTAGTTTTTTTAGGACTATTGTAACTACCTAAGAATGCCCAGCATTACAA
AAACGAAAATGGAAATCAAAGACTCGTTGTGCATATCTTTACATCATAAAATAACTACAGTA
ATAATACTGCATATATTAAACAAATTATACTAAGATTATTAATTCTCTCTAAATTATTTATTG
TATAAATTATTTATTTTGATTAATAAATTATTTATTTTGATTAAAGTCACGTAGCCACTCTTTA
TAACCCAGATAAACCAATATTAAGAATATTGCATATTGTAAAGCCGTAACATGGTAACCTTT
ATAAATAAATAGAGGTACTGAAATAATATCCGCTATAGCCCATAAGTACCAACTCTCTATTG
CTCTTTTTATCATCAAATAAACTCCTGCAAAAGATATTGCGGTAACAAAGGCATCTATAAAT
GAA

>Dolluk
ACATATGGTTGTTTTAGTTTTTTTAGGACTATTGTAACTACTAGAATGCCCAGCATTACAAAA
ACGAAAATGGAAATCAAAGACTCGTTGTGCATATCTTTACATCATAAAATAACTACAGTAAT
AATACTGCATATATTAAACAAATTATACTAAGATTATTAATTCTCTCTAAATTATTTATTGTA

46



TAAATTATTTATTTTGATTAATAAATTATTTATTTTGATTAAAGTCACGTAGCCACTCTTTATA
ACCCAGATAAACCAATATTAAGAATATTGCATATTGTAAAGCCGTAACATGGTAACCTTTAT
AAATAAATAGAGGTACTGAAATAATATCCGCTATAGCCCATAAGTACCAACTCTCTATTGCT
CTTTTTATCATCAAATAAACTCCTGCAAAAGATATTGCGGTAACAAAGGCATCTATAAATGA
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