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OZET

SiVAS YORESINDEN iZOLE EDILEN FRANCISELLA TULARENSIS
SUBSPECIES HOLARCTICA iZOLATLARININ MOLEKULER FiLOGENETIK
ANALIZI

Sinem DEMIR
Yiiksek Lisans Tezi
Farmasotik Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Mehmet ATAS
2018, 64 sayfa

Francisella tularensis insanlarda ve hayvanlarda Tularemi hastaligina neden olan
fakiiltatif intraselliiler bir bakteridir. Tularemi hastaligina alt tiir tularensis ve alt tir
holarctica neden olmaktadir. F. tularensis subsp. tularensis yalnizca Kuzey Amerika’ da
bulunurken, F. tularensis subsp. holarctica ise Avrupa ve Asya iilkelerinden izole

edilmektedir.

Ulkemizdeki tularemi salginlarinin su kaynakli oldugu ve etkenin F. tularensis subsp.
holarctica oldugu bilinmektedir. 2011-2012 yillarinda Sivas ilinde gézlenen tularemi salgin
bolgelerindeki su 6rneklerinden kiiltiir yontemi ile sekiz F. tularensis subsp. holarctica izole
edilmistir. Bu ¢alismada izole edilen sekiz F. tularensis subsp. holarctica izolatinin tul4,
fopA, RDI ve 16S rRNA gen bolgeleri PCR yontemi ile ¢ogaltilmis ve sekans analizi
yontemiyle arastirilmistir. Sekans analizi yapilan gen bolgeleri birbirleri ile ve GenBank’ ta
bulunan ornekler ile karsilastirilmistir. Tiim 6rnekler tul4 ve fopA gen bolgesi acgisindan
benzer bulunmustur. 16S rRNA gen bolgesi agisindan dort izolat, RD1 gen bolgesinde ise iki
izolat benzer bulunmustur. Incelen gen bélgeleri agisindan GenBank® ta yapilan sekans
karsilagtirmasinda F. tularensis subsp. holarctica LVS ve F. tularensis subsp. holarctica
PHIT-FT049 6rnekleri ile % 95-100 benzerlik saptanmustir.

Calismamiz sonucunda; sekiz F.tularensis subsp. holarctica izolatinin tul4 ve fopA
gen bolgelerinin 6zdes oldugu, ilimizdeki tularemi salginlarinda 16S rRNA ve RD1 gen
bolgeleri bakimindan benzer ve farkli baz dizilimine sahip kokenlerin bulundugu ortaya

konulmustur. F.tularensis’in  iilkemizdeki filocografyasinin detaylt olarak ortaya
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cikarilabilinmesi i¢in salgin bolgelerinden yeni izolatlarin iiretilmesi ve ileri molekiiler

teknikler ile arastirilmas: gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Tularemi, Sivas, holarctica, 16S rRNA, tul4, RD1, fopA



ABSTRACT

MOLECULAR PHYLOGENETIC ANALYSIS OF FRANCISELLA TULARENSIS
SUBSP. HOLARCTICA STRAINS WHICH ISOLATED FROM SIVAS REGION

Sinem DEMIR
Master Thesis
Department of Pharmaceutical Microbiology
Supervisor: Assistant Professor Dr. Mehmet ATAS
2018, 64 pages

Francisella tularensis is a facultative intracellular bacteria that caused Tularemia
disease at human and animals. Tularemia is caused by subspecies tularensis and subspecies
holarctica. F. tularensis subsp. tularensis is found only in North America, while F. tularensis

subsp. holarctica is isolated from European and Asian countries.

It is known that tularemia outbreaks in our country is water-borne and causative agent
F. tularensis subsp. holarctica. Eight F. tularensis subsp. holarctica were isolated from the
water samples in tularemia outbreaks observed in Sivas during 2011-2012. In this study; tul4,
fopA, RD1 and 16S rRNA gene regions of eight F. tularensis subsp. holarctica isolates were
amplified by PCR method and investigated by sequencing method. Sequence analysis of the
gene regions were compared with each other and the samples found in GenBank. All samples
were similar in terms of tul4 and fopA gene region. Four isolates were found in terms of the
16S rRNA gene region and two isolates were found in the RD1 gene region. In the sequence
comparison of GenBank’ in terms of examined gene regions, 95-100 % similarity was
determined with F. tularensis subsp. holarctica LVS and F. tularensis subsp. holarctica
PHIT-FTO049.

As a result of our study; the tul4 and fopA gene regions of eight F. tularensis subsp.
holarctica isolates were found to have identical and different base sequence origins in 16s
rRNA and RD1 gene regions in tularemia outbreaks in our province. In order to reveal the
phytogeography of F. tularensis’ in Turkey, it is necessary to produce new isolates from

epidemic regions and to investigate them with advanced molecular techniques.
Key Words: Tularemia, Sivas, holarctica, 16S rRNA, tul4, RD1, fopA
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1. GIRIS ve AMAC

Tularemi Kuzey yarimkiireye 6zgii bakteriyel zoonoz bir hastaliktir. Hastalik etkeni gram
negatif, kokobasil goriinimiinde bir bakteri olan Francisella tularensis’tir. F.tularensis
insanlara baslica artropod 1siriklari, enfekte hayvanlarla direk temas,enfekte hayvan dokulari,
kontamine su ve yiyecekler, enfekte aerosollerin solunmast yolu ile bulagsmaktadir (WHO,
2007; Ellis ve ark., 2002).

F.tularensis subsp. tularensis (Tip A) bilinen en enfeksiyéz patojenlerden biridir ve
Kuzey Amerika’dan izole edilmektedir. Keneler, geyik sinekleri gibi artropodlar veya
enfekte aerosoller araciligi ile insan ve hayvanlara bulasmaktadir. F.tularensis subsp.
holarctica (Tip B) Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika’dan izole edilmektedir. F.tularensis
subsp. holarctica’ nin etken oldugu tip B tularemi vakalar1 nehir, gol, akarsu, dere gibi sucul
ortamlar ve bu ortamlarda yasayan misk sigan1 ve kunduzlarla iligkilidir. Tavsanlar ve diger

hayvanlardan da izole edilmistir. (Ellis ve ark., 2002; WHO, 2007).

F. tularensis laboratuvar bulagmasi yoniinden ¢ok dikkatli olunmasi gercken bir
etkendir. Eger laboratuvar ortaminda canli bakteri ile galisiliyorsa biyogiivenlik diizeyi I1I
(Biosafety level III) ortam kosullari saglanmis olmali, siipheli 6rneklerle g¢alisiliyorsa

biyogiivenlik II diizeyinde ¢alisilmas1 gerekmektedir (Celebi, 2010).

Tularemi hastaliginin epidemiyolojisi tam olarak anlagilamamistir. Hastaligin
rezervuar ve vektorlerine iligskin pek ¢ok bilgi boslugu bulunmaktadir. Tularemide kiiltiir
isleminin biyogiivenlik diizeyi 3 (BGD-3) laboratuvar ortamina ve deneyimli personele
thtiya¢c duymasi nedeniyle, son yillarda klinik Orneklerde bakteriye ait spesifik gen
bolgelerinin Polimerase Chain Reaction (PCR) ile gdsterilmesi onem kazanmistir (Celebi,
2010). Molekiiler analizlerle F. tularensis’ in alttiirlerinin DNA dizin temelli tiplendirilmesi
laboratuvar calisanlari agisindan giivenli bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Keim ve
ark., 2007). Taksonomik siniflandirmalar, giiniimiizde DNA baz temelli yaklasimlara
dayandirilabilmektedir. Bu gelisme genusun sistematigine kilavuzluk eden filogenetik
modellerin  olusturulmasin1  kolaylastirmaktadir. Bunun sonucunda ise, basarili
epidemiyolojik arastirmalarin yani sira, kesin ekolojik analizler de yapilabilmektedir.
Yapilacak olan bu ¢alismada Sivas ilindeki su 6rneklerinden izole edilen F.tularensis subsp.

holarctica izolatlarinin Diinya' nin farkli bolgelerinden izole edilen bakteriler ile aralarindaki

1



filogenetik iliskiyi ortaya ¢ikarmak ve ilerde yapilacak olan benzer ¢aligmalar icin kaynak

olusturmak amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Tarihce

Tularemi ilk McCoy ve Chapin tarafindan 1911°de Kaliforniya’ nin Tulare sehrinde veba
benzeri hastaliktan 6len sincaplardan salgin bir hastalik etkeni olarak tanimlanmistir. Etken
Bacterium tularensis olarak adlandirilmistir. 1914 yilinda Francisella tularensis’in insandan
ilk izolasyonu ise Lamb ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilmistir. 1920 yilinda Edward
Francis’in c¢aligmalar1 ile hastaligin klinik bulgulari, tanis1 ve epidemiyolojik 6zellikleri
ortaya konmustur. 1947 yilinda Bacterium tularensis adi Edward Francis’in anisina F.

tularensis olarak degistirilmistir (Kilig, 2010).

Ulkemizde tularemi tarihi, seroloji ve klinik bulgular temelinde bir olguya tani
konuldugunda 1913'e kadar uzanmaktadir. Ancak, klinik ve mikrobiyolojik olarak Tularemi,
ilk olarak Liileburgaz bolgesinde askeri garnizon ve yakininda bulunan kdylerde aciga ¢ikan
salgin ile 1936 yilinda tanimlanmistir. Tirkiye’deki Tularemi (1936-2009), analizin
uygunlugu acisindan iic donemde: 1936 ve 1953 yillar1 arasindaki ilk salgin 18 yil, orta 16
yil (1988-2004) ve son 5 yil (2005-2009) olarak degerlendirilebilir. 1953 ile 1988 arasinda
herhangi bir tularemi vakasi bildirilmemistir ve bu varyasyonun nedenleri hala
bilinmemektedir. Giiniimiizde Tirkiye’nin bircok bolgesi Tularemi hastaligi yoniinden
endemik olarak kabul edilmektedir (Kilig, 2010).

2.2 Mikrobiyolojik Ozellikler

F. tularensis, gram boyama ile bipolar soluk boyanan, gram negatif, kokobasil
goriiniimiindedir. Zorunlu aerob, sporsuz, pleomorfik, fakiiltatif intraselliiler ve katalaz
pozitiftir. Siv1 besiyerinde liremesi ¢ok glictiir. Bu zor iireyen organizmanin lireyebilmesi
icin kanli agara sistein veya Sistin eklenmesi gerekmektedir. F. tularensis yiiksek lipid
icerigine sahiptir ve infekte hayvanlardan elde edilen virulent izolatlar kapsiil olusturur
(Stewart, 1995).

F. tularensis vahsi suslar1 ve canli as1 suglarinin (LVS -live vaccine strain) yiizeyinde
eksopolisakkarid bir kapsiil vardir (Svensson ve ark., 2005). Kapsiiliin bilesimi tam olarak

bilinmemektedir. Yapilan biyokimyasal analizlerde kapsiiliin karbonhidratlar, amino asitler



ve yag asitleri icerdigi bulunmustur. F. tularensis’in kapsiiliiniin bakteriyi serum

komplemaninin 6ldiiriicii etkisinden korudugu bilinmektedir (Sandstrom, 1988).

Kapsiil materyali ¢ikartilmis bakterilerin farelerde hastaliga neden olmamasi kapsiiliin

viriilans roliinii géstermektedir (WHO, 2007).

Lipopolisakkarit (LPS) tiim gram negatif bakterilerin dis membraninin ana bileseni
oldugu gibi F. tularensis’in de ana bilesenidir. Bu LPS yapilar yangisal sitokinler agiga
cikarmaktadirlar. Ancak F. tularensis polisakkariti diger enterik bakterilerinkine gore bin kez
daha az etkilidir. Bakterinin yapisindaki Tip 4 piluslari, konak hiicreye adezyonuna, titresim
hareketi yapmasina, DNA’nin i¢eriye alinmasina ve biofilm yapimina aracilik etmektedir

(Molly ve ark., 2006).

Francisella cinsinin siniflandirilmasi biyokimyasal reaksiyonlar1 degisken, zayif veya
gec reaksiyon seklinde oldugu i¢in karigiktir (Celebi ve ark., 2006). Bu sebeple bu
bakterilerin  diinyanin farkli bdlgelerinde farkli isimlendirildigi  g6zlemlenmistir.
Biyokimyasal testlerle F. tularensis subsp. tularensis ile F. tularensis subsp. holarctica
arasinda tam ve dogru bir ayrim yapilamaz. Etkenin alt tiirleri serolojik olarak birbirlerinden

ayirt edilemez (Svensson ve ark., 2005).

2.3 Epidemiyoloji

Tularemi, esas olarak kuzey yarim kiirede ve genellikle 30-71° kuzey enlemleri arasinda
goriilen bir zoonotik hastaliktir. Bakterinin dogal rezervuarlarimin ¢ogunlukla kemirici
hayvanlardan kaynaklandigi bilinmektedir. F. tularensis subsp. holarctica ise su sigani,
kunduz gibi suda yasayan kemiricilerden izole edilmistir (Eliasson ve ark., 2006). F.
tularensis subsp. tularensis, 6zellikle tavsan, sincap, sigan, geyik ve rakun gibi karada
yasayan canlilarda goriilmektedir. Tularemi bu hayvanlarda ¢ogunlukla 6liimciil hastalik
yapar. Ancak bazi kemiricilerde bakteri belirgin bir hastalik tablosu olusturmadan aylarca

varligini stirdiirebilir (Ellis ve ark., 2002).

Tularemi hastaligi insanlara farkli yollardan bulasabilmektedir. Bulagsma insanlarda,
bakteriyi tasiyan enfekte hayvan tarafindan 1sirilma, kontamine hayvan iriinleriyle temas ve
kontamine tozlarin solunmasi yoluyla olusmaktadir. Daha viriilan olan ve Kuzey Amerika’da

goriilen F. tularensis subsp. tularensis genellikle kene 1sirmasi ile bulasir. Kuzey Avrupa ve
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Kuzey Asya’da ise sivrisinekler en oOnemli vektordiir. Tularemi, insandan insana
bulagsmamaktadir. Hastalik genellikle tavsan ve kene kaynakli infeksiyon olmasi nedeniyle

29 ¢¢ +9° 13

“avcl hastaligl”, “geyik sinegi atesi”, “tavsan atesi” ve “kene atesi” olarak adlandirilmistir

(Sahin, 2009).

Hastaligin yeterince taninmamasi ve bildirim eksikligi nedeniyle Diinyada tularemi
insidansi tam olarak bilinmemektedir. Avrupa ve Asya’da su kaynakli, artropod kaynakli ve
aerosol kaynakli yiizlerce kisinin etkilendigi salginlar ortaya ¢ikmustir. Tularemi hastaligi her
mevsimde goriilebilmesine karsin, dogadaki etkinliklerin artmasina bagli olarak yaz
aylarinda ve avcilik nedeniyle de kis aylarinda daha sik goriilmektedir (Eliasson ve ark.,
2006).

2.4 F.tularensis’in Alt Tiirleri

[lk zamanlarda Francisella cinsi icerisinde bulunan bakteriler Bacterium, Brucella ve
Pasteurella tiirleri ile birlikte siniflandirilmistir. 1960’11 yillarda yapilan fenotipik, genetik
ve hiicre duvari analizleri sonucunda Francisella cinsi Francisellaceae ailesinin tek cinsi
olarak kabul edilmistir (Friend, 2006).

F. tularensis sicak kanli ve soguk kanli omurgalilar, omurgasizlar ve
eklembacaklilarda dahil olmak {izere 250’ den fazla hayvan tiiriinii enfekte edebilme
yetenegine sahiptir. Tavsanlar, kunduzlar gibi yar1 sucul hayvanlar, fareler, siganlar,
hamsterler, sincaplar  tulareminin  rezervuar1  olarak  diisiiniilmektedir.  Insan
enfeksiyonlarinda baslica tavsanlar ve fareler kiiresel olarak énem tasimaktadir. Tularemi
epidemiyolojisinde karasal ve su dongiisii olmak {izere iki dongii tanimlanmistir (Hopla,
1974; Morner, 1992).

F.tularensis insanlarda ve tavsanlardaki viriilansina, 16S dizilimine, biyokimyasal
reaksiyonlarina ve epidemiyolojik 6zelliklerine gore ii¢ alt tiire ayrilmaktadir. F. novicida
baz1 yazarlar tarafindan alt tiir bazilar1 tarafindan ise ¢ok yakin iligkili ayr1 bir tiir olarak

smiflandirilmistir (Olsufjev ve Meshcheryakova, 1982; Chanturia, 2011).
2.4.1 F.tularensis subsp. tularensis (Biovar tip A)

Insanlar ve hayvanlar i¢in en viriilan alt tiirdiir. Gliserol ve sitriilini fermente etme

kapasitesine sahiptir. Viicuda solunum yoluyla aliman 10 bakteri enfeksiyon gelisimi i¢in
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yeterlidir. Bu nedenle A grubu biyolojik silah ajanlarindan biridir. Kuzey Amerika’da hakim
olarak goriilebilirken Avrupa’da yaygin degildir (Eden ve ark., 2017).

Alt tiir tularensis karasal dongiide dnem tasimaktadir. Tavsanlar, keneler, sivrisinek ve
diger sinek tiirleri bu alt tiir igin 6nemli konaklardir. En az 15 kene tiiriniin F. tularensis ile
dogal enfekte oldugu bildirilmistir (Kilig ve ark., 2015).

F. tularensis subsp. tularensis kendi igerisinde A.I ve A.II olarak 2 gruba ayrilmstir.
A.l grubu Kuzey Amerika’nin dogusunda daha baskin bulunmasina ragmen, tim Kuzey
Amerika’ da goriilmektedir. F.tularensis subsp. tularensis A.ll grubu ise yalnizca Kuzey bati
Amerika’ da hakimdir (Farlow ve ark., 2005; Kugeler ve ark., 2009).

2.4.2 F.tularensis subsp. holarctica (Biovar tip B)

Alt tiir holarctica su kaynakli tularemi salginlarindan sorumludur. Kuzey Amerika, Avrupa,
Asya, Tiirkiye ve Japonya’da goriiliirken, F.tularensis subsp. holarctica biovar japonica
Japonya’dan izole edilmistir. Insanlara ve hayvanlara orta derece de virulandir. Alt tiir
tularensis’in aksine gliserolii ve sitriilini fermente edemez (Pilo, 2018). Fakat biovar
japonica gliserolii fermente edebilmektedir. Eritromisin diren¢ ve duyarliliklarina gore
eritromisin duyarli (EryS, biovar I) ve eritromisin direngli (EryR, biovar Il) olmak tizere de

ikiye ayrilmaktadirlar (Sjostedt, 2015).

F. tularensis subsp. holarctica ile ilgili B.16, B.4, B.6 ve B.12 olmak iizere 4 grup
tamimlanmustir. B.16 (F. tularensis subsp. holarctica biotip japonica) Japonya’ da ve
Avustralya’ da bulunmustur (Pilo, 2018). B.16 grubu iilkemizden de izole edilmistir (Kilig
ve ark., 2015). B.4 Avrasya ve Kuzey Amerika’da, B.6 Kuzey Amerika ve Avrupa’da B.12
ise Avrasya ve Kuzey Amerika’ da goriilmektedir. Son zamanlarda F. tularensis subsp.
holarctica’ nin farkli bir grubu Cin’ in Tibet bolgesinden izole edilmistir (Lu ve ark., 2016;
Pilo, 2018).

2.4.3 F.tularensis subsp. mediasiatica

Orta Asya iilkelerinde bulunmakta ve orta derecede viriilandir. Insan ve hayvanlar igin
virulansi orta derecededir. Alt tiir tularensis’ te oldugu gibi gliserolii ve sitriilini fermente
eder (Pilo, 2018; Eden ve ark., 2017) .



2.5 Patogenez

F. tularensis, fagositozu engelleyen lipidden zengin bir kapsiile ve etkinligi tam olarak
aydinlatilamamis bir endotoksine sahiptir (Wilke, 2006). Deri ve mukozalardan giren,
agizdan alinan bakteri insanda hastalik olusturabilmek i¢in yeterlidir (Penn, 2005; Helvaci,
2009). Inokiile olan etken ortalama 3-5 giin sonra giris yerinde 6nce bir papiil sonra da iilser
olusturur. Monosit ve makrofajlarda hiicre i¢i uzun siire yasayabilen bakteri daha sonra
lenfohematojen yolla retikiiloendotelyal sistem (RES) organlarina yayilarak karaciger, dalak,
kemik iligi, akciger ve bobregi de tutabilen graniilomlar olusturur (Wilke, 2006). Ayrica
hastalikta nadiren erken dénemde bakteriyemi olur. Infeksiyozitesi yiiksek, ekzotoksini
olmayan bakteri insandan insana bulasmaz. Bakterinin protein yapilarina karsit olusan

hiicresel immun yanit, konagin hastaliktan iyilesmesinde asil rolii oynar (Penn, 2005).

2.6 F.tularensis’in Bulasma Yollar:

F.tularensis insanlara enfekte hayvanlarla direk temas, hayvan isiriklari, arthropod vektorler,
enfekte hayvnalarin karkaslar1 ile kontamine olmus yiyecek ve icecekler, arthropod 1siriklari,
enfekte toz ve aerosollerin solunum yolu ile alinmasi gibi degisik yollarla bulagsmaktadir
(Kilig, 2010).

Etken karasal dongii ve su dongiisii olmak iizere iki dongiiyle dogada yayilir. Karasal
dongiide; vahsi tavsanlar, kara kemiricileri ile artropodlar (keneler ve akarlar) F. tularensis
icin ana rezervuarlardir. Bazi keneler hem vektor olarak hem de bakteriyi viicudunda 6miir

boyu tasiyarak rol oynamaktadirlar (Kilig, 2010).

F. tularensis subsp. holarctica’ nin dogadaki ana rezervuari; kunduz, misk sigani ve
diger si¢an tiirleri oldugu tahmin edilmektedir. F. tularensis gevre sartlarina oldukga
dayanikli, 6zellikle suda yasayan amipler i¢inde yasayabilmekte ve su kaynakli salginlara

neden olabilmektedir (Eliasson ve ark., 2006; Giircan, 2007).

Hastalik kene veya sinek gibi vektorlerin 1sirmasi veya idrar, digki hayvan ¢ikartilariyla
dokunma sonucu insana bulas s6z konusu olabilmektedir. Bu yol Kuzey Amerika ve Kuzey
Avrupa tlkeleri ile Kuzey Avrasya’da en sik goriilen ge¢is tiiriidiir. Deri ve mukozal yol ile

bulagsma gelisimi i¢in enfektif doz 10-50 etken yeterlidir (Tarnvik ve ark., 2004).



Kontamine olmus sulardan i¢ilmesi sonucu gelisen tularemi salginlar1 6zellikle Giiney
Avrupa ve Tiirkiye’ de goriilmektedir. Ulkemizde baslica bulas yolu kontamine olmus sular
olusturmakta ve etken olarak da F.tularensis subsp. holarctica goriilmektedir (Kilig ve ark.,
2015). Sularin kontaminasyonundan kunduzlar, tarla faresi ve su fareleri sorumlu
tutulmaktadir. Enfekte hayvanlarin ¢ikartilariyla veya bu hayvanlarin Oliisiiyle, karada
yasayan hayvanlarin sulara girip ¢ikmasi ile kirlenen sular tularemi agisindan risklidir (Kilig,

2010; Saglik Bakanligi, 2011).

Solunum yolu ile bulag da aerosol halinde bulunan kontamine su veya toz
partikiillerinin solunmasi ile olur. Cevrede hasta hayvanlarin digki, idrar gibi ¢ikartilariyla
kontamine olmus saman, ot ve tahillarin hasati sirasinda veya depolarda ¢alisanlarin bakteriyi

tozlarla solumasi sonucu solunum sisteminde enfeksiyon gelisir (Sjostedt, 2007).

Laboratuvar calisanlart da solunum yolu ile bulas acisindan yiiksek risk gruplari
arasinda bulunmaktadir. Bu yiizden tanisal amacli yapilan iglemler sirasinda gerekli glivenlik
onlemleri alinmalidir. Solunum yolu ile bulas riski ve enfektif dozunun diigsiik olmasi

nedeniyle biyoterdrizm ile iliskili etkenler arasinda sayilmaktadir (Eliasson ve ark., 2006;
WHO, 2007).

2.7 F.tularensis’in Biyolojik Silah Olarak Kullanim

Tularemi, biyoterorizm agisindan “tehlikeli” olarak degerlendirilen bir durumdur. Boylesi bir
durumda, hastalarda pnomonik ya da tifoidal tularemi gelisebilecegi belirtilmektedir. Ancak,
siklig1 daha az olmasina karsin, okiiloglandiilar, farengeal, iilseroglandiilar ya da glandiilar
hastaliklarin olusmasi da beklenmektedir (Kilig, 2006).

F. tularensis’in biyolojik silah olarak gelistirilmesine yonelik ilk ¢alismalar 1930’ lu
yillarda baslamustir. Ilk biyolojik silah iiretimi ve denemeleri Japon Ordusu tarafindan 1932-
1945 yillar1 arasinda Mangurya’da gergeklestirilmistir. Ayrica II. Diinya Savasi sirasinda
Dogu Avrupa’da, Alman ve Rus Askerleri’nde goriilen farkli klinik tularemi formlarinin,
F.tularensis’in Ruslar tarafindan askeri saldir1 amagli kullanimina bagli olabilecegi 6ne
stirilmiistiir. Savag sonrasi farkli iilkelerde F. tularensis iizerindeki biyolojik silah kullanimi
acisindan caligmalar devam etmistir. ABD Silahli Kuvvetleri tarafindan 1960 yilinda F.

tularensis silah haline getirilmis ve flize bagliklarina yerlestirilmislerdir (Lietenberg, 2001).



F. tularensis, biyolojik silah olarak aerosol formda ortama verilebilecegi gibi, gida
veya su kaynaklarina yonelik sabotaj amaci ile de kullanilabilir. Ayrica enfekte vektorler

araciligi ile hem insan hem de hayvanlara kars1 kullanilabilir (Lietenberg, 2001).

Diinya Saglik Orgiitii Uzmanlar Komitesi’ne gore, aerosol formdaki 50 kg virulan
F.tularensis toz materyalinin 5 milyon niifuslu kente havadan salinmasiyla 250.000 kisinin
etkilenecegi ve 19.000 kisinin 6lecegi hesaplanmistir (WHO, 2007; Kilig, 2006).

2.8 Tularemi Hastahginda Klinik Bulgular

Tularemi hastalig1; F. tularensis bakterisinin alt tiiriine, inokulum sayisina, bakterinin viicuda
giris yerine, tedaviye baglama zamanina ve konagm immun yetenegine bagli olarak
degiskenlik gosterir. Tularemi, asemptomatik veya subklinik bir seyir gosterebilecegi gibi
ozellikle F. tularensis subsp. tularensis ‘in etken oldugu durumlarda hizla ilerleyen ve mortal
seyreden dramatik bir tablo goriilebilir. Tularemi baslica yedi klinik formda siniflandirilir;
ilseroglandiiler, glandiiler, okiiloglandiiler, orofaringeal, tifoidal, pnémonik ve intestinal
tularemidir (Gotschlich ve Berkin, 1938; Kilig, 2006; Saglik Bakanligi, 2011).

1. Ulseroglandiiler tularemi: Genellikle kene, sinek gibi vektdr bir artropodun veya
bir av hayvaninin 1sirmasindan dolay1 olusur. Bazen de av hayvanina veya etine ¢iplak elle
temas bulas yolu olabilir. Isirilan veya enfekte hayvanla temas eden bdlgede once papiil
olusur, daha sonra bu papiil iilser halini alir ve bolgesel lenfadenopati gelisir. Diinya’da en
sik bu tularemi formu goriliir (Aydemir, 2009; Helvaci, 2009).

2. Glandiiler tularemi: Ulseroglandiiler formdan tek farki bakteri giris yerini isaret
eden bir cilt veya mukoza lezyonu goriilmez (Syrjala ve ark., 1985).

3. Okiiloglandiiler tularemi: Kontamine suyla temas sonrasi ya da ellerle etkenin goze
bulastirilmasi sonucu olusur (Helvaci, 2009). Hastada siddetli konjunktivit ve periorbital
6dem goriiliir. Nadiren goriilen bir formdur (Syrjala ve ark., 1985).

4. Orofarengeal tularemi: Kontamine sularla ya da besinlerle iligkili tularemi
formudur. F. tularensis subsp. holarctica alt tiirii ile iliskilidir. Ulkemizde goriilen tularemi
olgular1 en sik bu formda karsimiza ¢ikar (Dirik, 1939; Karadenizli ve ark., 2005). Hastada
ates Ve bogaz agrisi mevcuttur. Muayenede tonsillit, farenjit bulgular1 goriiliir. Ag1z i¢inde,
tonsiller {izerinde veya farenkste enflamasyon goriilebilir. Agrili lenfadenopati de tabloya

eslik eder (Helvaci, 2009).



5. Tifoidal tularemi: Bu form, yiiksek ates ve sistemik semptomlar ile seyreder.
Bakterinin giris yeri genellikle belirlenemez. Muhtemelen ¢ok fazla sayida bakteri
alindiginda gelisir. Lenfadenopatiler belirgin degildir veya belli bir anatomik lokalizasyon
gostermez. Bu nedenle tanis1 zordur (Syrjala ve ark., 1985).

6. Pnomonik tularemi: Bakterinin solunum yoluyla alinmasi sonucunda meydana
gelir. Bakterinin inhalasyonu veya akcigerlere hematojen yayilimi gelisebilir. Genellikle,
ates, hafif balgamin eslik ettigi Oksiiriik, keskin ve siddetli gogiis agris1 vardir (Aydemir,
2009).

7. Intestinal tularemi: Tulareminin bu formunda bulanti, kusma, ishal ve karin agrisi

ile karakterize bir tablo seyreder (Karadenizli ve ark., 2005).

29 Tedavi

Tularemi tedavisinde temel amag etkenin viicuttan eradikasyonu, semptomlarin diizeltilmesi,
lenf bezi slipiirasyonunun 6nlenmesi, daha agir klinik tablolara ilerlemesinin engellenmesidir
(Saglik Bakanligi, 2011).

Biitiin tularemi formlar1 i¢in ilk segenek streptomisin ve iKinci segenek olarak
tetrasiklin veya kinolonlar tercih edilir. Streptomisin ve tetrasiklin, bir takim yan etkilerine
ragmen uzun yillar tularemi tedavisinde tercih edilen ilaclar olmus; son zamanlarda ise
kinolonlar, tedavide yer almaya baglamistir. Tigesiklin tetrasiklinlerin en yeni iiyesidir. Yeni
semisentetik glisilsiklin olan bu antibiyotik ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir (Kilig
ve Yesilyurt, 2011). Tedavi siiresi 7-14 giindiir. Beta laktam antibiyotikler ve azitromisin
tularemi tedavisinde etkili degildir. Ulkemizde siklikla orofaringeal tipte goriilen salginlarda
izole edilen etken F.tularensis alt tir holarctica' dir. Bu olgular daha hafif klinik seyir
gostermekle birlikte mevcut antibiyotiklerle yapilan tedavilerde apselesme ve siipiirasyon
gibi komplikasyonlara rastlanmaktadir. Bu nedenle, alternatif tedavi segeneklerinin

arastirtlmas1 6nem kazanmaktadir (Saglik Bakanligi, 2011; Kili¢ ve Yesilyurt, 2011).

Antibiyotik tedavisi ne kadar erken baslanirsa o kadar iyi sonuglar alinir. Ulkemizde
genellikle tularemi tanisi atlanarak baska hastaliklarla karistig1 i¢in etkin tularemi tedavisi
cok geg verilir. Bu da hastanin tedavisini giiglestirir. Tam iyilesme saglanabilmesi i¢in hem
etkin antibiyotigin verilmesi hem de hastaligin erken doneminde tedavinin baglanmasi
oldukga 6nemlidir (Kilig, 2005).
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2.10 Filogenetik Analiz

Filogenetik analiz, ortak bir ata soyundan gelen tiirlerin yakin iligkilerini ve organizmalar
aras1 farkliliklarin grafiksel olarak gosterilmesi anlamindadir. Molekiiler filogenetik analiz
ise hizli DNA dizilenmesinin olusumundan sonra daha yaygin hale gelmistir (Lepp ve
Relman, 2004). Filogenetik agaglar; koklii, koksiiz ya da kladogram, dendrogram ve filogram
olarak farkl sekillerde gruplandirilirlar. Bu noktada olusturulan agagta yer alan taksonlar
aras1 mesafenin anlamli ya da ortak bir atadan koken alip almamasi filogenetik agag tipini

belirlemektedir (Mount, 2017; Sarigam ve Miistak, 2015).

Filogenetik aga¢ olusturma metotlari, uzaklik tabanli ve karakter tabanli olmak iizere
ikiye ayrilmaktadir. Uzaklik tabanli metotlar, bir asama siras1 i¢inde diizenlenmis birimler
olan taksonlarin aralarindaki uzakliklara gore kiimelendirilerek yerlestirilmesi ya da
olusturulan birden fazla agactan optimal olanin secilmesine gore kendi icerisinde ikiye
ayrilir. Bunlar Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) ve
Neighbour Joining (NJ) yontemidir. Karakter tabanli metotlar, daha karmasik oldugu i¢in
daha fazla emek ve zaman isteyen metotlardir. Tek veri seti tizerinden farkli agag topolojileri
olustururlar. Bunlar Maksimum likelihood, Maksimum parsimoni ve Bayes metotlaridir

(Freeman ve Herron, 1999).

Farkl1 bir algoritma kiimesi olan ve kiimeleme analizine filogenetik agaglar olusturmak
icin Neighbor-joining (NJ; Komsu katilimi-baglama) yontemi kullanilmaktadir. NJ yontemi
genetik mesafe matriksinden faydalanarak kiimelemeyi gergeklestiren bir yontemdir. NJ
metodu koksiiz ve dal uzunluklari farkli agaglar olusturur. Filogenetik agacin dallar1 boyunca

mutasyon hizinin farkli olabilecegini kabul eder (Lepp ve Relman, 2004).

Agaglarin giivenilirlik derecesini istatiksel olarak degerlendirmek icin kullanilan test
“bootstrap (se¢-bagla)” olarak adlandirilan yontemdir. Se¢ bagla testinde, bilgisayar mevcut
veri setinden tekrarli 6rnekleme yoluyla yeni bir veri seti olusturur. Ornegin, ¢aligmada
kullanilan dizinin baz ¢ifti kadar yeni bir dizi olusturmak i¢in bu pozisyonlardan birini
bilgisayar rastgele seger ve bunu yeni dizinin ilk 6gesi olarak se¢ bagla testine baslar. Daha
sonra rastgele sectigi bir pozisyon yeni veri setinin ikinci veri noktasini olusturmaktadir. Bu
verinin rastgele bir 6rneklemesi orijinal veri seti olusturuluncaya kadar devam eder. Sonra,

yeni veri seti filogenisini hesaplamak i¢in kullanilir. Yeniden 6rneklenmis veri setinden
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olusan agaglarda belirli bir dalin ortaya ¢ikma yilizdesi hesaplanir. Se¢-bagla tahmininde bir
dal ne kadar ¢ok kere aciga ¢ikarsa, o dalin gergekte var olduguna dair giiven artmaktadir

(Felsenstein, 1985; Freeman ve Herron, 1999).

2.11 F.tularensis’in izolasyonu ve Tiplendirilmesi

F. tularensis’in tanisinda kiiltir altin standart olarak degerlendirilmektedir. Kiiltiir
calismalarinda %9 koyun kanli Cystine heart agar (CHAB), Thioglycollate-glucose blood
agar (TGBA), 1% IsoVitaleX™ eklenmis Mueller-Hinton agar, Buffered charcoal yeast
extract (BCYE) gibi besiyerleri kullanilmaktadir (WHO, 2007).

Hasta serumunda, kontamine materyallerde ve Kkiiltiirde iiretilmis bakterilerin
tanimlanmasinda Direct fluorescence assay (DFA), Slide Agliitinasyon, Mikroagliitinasyon
testi ve ELISA testleri serolojik tamda siklikla kullanilan testlerdir (WHO, 2007).

F.tularensis’i tiplendirmek i¢in; Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP),
Canonical Insertion-Deletions (INDELs), PCR, Multilocus Sequence Typing (MLST),
Multilocus Variable-Number Tandem Repeat (VNTR) Analysis (MLVA), Pulsed-Field Gel
Electrophoresis (PFGE), Ribotyping, Regional Difference (RD) Analysis, Whole-Genome-
Based Single Nucleotide Polymorphism (SNP) Analysis and Even Whole Genome
Sequencing (WGS)-Based MLST gibi ¢esitli molekiiler tiplendirme metodlar
kullanilmaktadir (Lai ve ark., 2016).

VNTR analizi F. tularensis kokenlerinin ayrimi igin uygun bir ydntem olup
laboratuvarlar aras1 karsilastirmalara olanak saglamasi bakimindan 6nem tasimaktadir
(Farlow ve ark., 2005; Johansson ve ark., 2004). Coklu lokus VNTR analizi (MLVA) ile F.
tularensis subsp. tularensis iki gruba (A.l ve A.ll), F.tularensis subsp. holarctica ise bes
gruba ayrilmistir (B.1, B.II, B.1II, B.IV ve B.V) (Johansson ve ark., 2004). F. tularensis
subsp. mediasiatica ise M.l, M.Il ve M.I1I olmak iizere kisa siire 6nce ii¢ gruba ayrilmistir
(Timofeev ve ark., 2017). Baslangigta F. tularensis subsp. holarctica i¢in agiklanan bes grup,
MLVA yontemi kullanilarak yapilan ayrintili aragtirmalar sonucunda B.12 [B.1], B.4 [B.11],
B.6 [B.1VV] ve B.16 [B.V] (biovar japonica) olmak iizere dort gruba diistiriilmiistiir (Svensson
ve ark., 2009; Karlsson ve ark., 2013).
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Iki fragment bazl1 yontem olan INDELSs ve PFGE, F.tularensis soylarmi genotiplemek
icin kullanilmaktadir (Sissonen ve ark., 2015). PFGE'de, suslarin DNA fragmanlarinin (10
kb-10 Mb boyutunda) bantlama paternleri, restriksiyon enzim sindirimi ve en yaygin olarak
F. tularensis suslarinin popiilasyon yapisini arastirmak i¢in kullanilan bakteriyel genomik
DNA' nin elektroforez ayrilmasindan sonra karsilastiritlmaktadir (Kugeler ve ark., 2009; Lai
ve ark., 2016).

F.tularensis alt tiir ve onlarin alt gruplarmin filocografyasinin belirlenmesi i¢in Real-
Time PCR, high density microarray kullanarak kdokenlerin tiplendirilmesi ve genom
icerisinde bulunan nokta mutasyonlarin SNP analizi gibi ileri molekiiler yontemler

kullanilmaktadir. (Vogler ve ark., 2009; Lai ve ark., 2016; Pilo, 2018)
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1 Materyal

Tez calismamizda; 2011-2012 yillarinda Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Atas’in doktora tezi
calismalar1 sirasinda su 6rneklerinden kiiltiir yontemi ile izole ettigi 7 adet F. tularensis
subsp. holarctica izolat1 ve 2013 yilinda Sarkisla Belkent ¢esmesinden alinan su 6rneginden
izole edilen 1 adet izolat (Belkent2013 izolati) kullanildi (Atas, 2012). Ad1 gegen izolatlarin

yerlesim birimlerine gére dagilimi Tablo 1. de gosterilmistir.

Ornek No Ornek Ismi  Izole edildigi Bolge

1 Cigekoglu Sivas-Gemerek-Cigekoglu Koyii
2 Bahgeici Sivas-Giiriin-Bahgeigi Koyt

3 Karadren Sivas-Giiriin-Karadren Koyii

4 Hiiytik Sivas-Sarkisla-Hiiyiik Koyt

5 Maksutlu Sivas-Sarkisla-Maksutlu Koyt
6 Dolliik Sivas-Sarkisla-Dollik Koyii

7 Belkent2012 Sivas-Sarkisla- Belkent 2012

8 Belkent2013  Sivas- Sarkisla- Belkent 2013

Tablo 1. Incelenen izolat 6rneklerinin yerlesim birimlerine gore dagilimi
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3.2 Besiyeri ve Kimyasallar
Brain Heart Infusion Agar

26 gram Brain Heart Infusion Agar hassas terazide tartilarak tizerine 500 mililitre saf su
eklendi ve manyetik karistirict yardimiyla ¢oziinmesi saglandi. Otoklavda 15 dakika 121

°C’de bekletilerek sterilizasyonu yapildi.

L-Cystein

L-Cystein % 0.1°lik 0.5 gram hassas terazide tartim yapildu.

D (+) Glukoz

D (+) Glukoz % 1 olacak sekilde 5 gram tartildi.

3.2.1 Glucose Cystein Blood Agar (GCBA) Besiyerinin Hazirlanmasi

F.tularensis'in secici besiyeri olan Glukoz Sistein Blood Agar (GCBA) hazirlanmasinda,
otoklavdan alinan Brain Heart Infusion Agar besiyerinin 50 °C‘ye kadar sogumasi
beklendikten sonra, igerisine % 9 olacak sekilde taze insan kani eklendi. Manyetik karistirict
ile eklenen bilesenlerin iyice karigmasi saglandi ve hazirlanan besiyeri 90 mm ¢apli petri

plaklaria 20 ml olacak sekilde dagitildi.
3.2.2 Etidyum Bromiir Cozeltisi (5 mg/ml)

Toz halde bulunan Etidyum Bromiirden hassas terazide 50 mg tartildi. 10 ml saf suda
manyetik karistirict yardimiyla ¢6ziinmesi saglandi. Etidyum Bromiir ¢ozeltisinin 151K

gormesini engellemek igin renkli siseye konuldu.
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3.3 Cahsmada Kullamlan Primerler

Hedef gen bolgesi Primer Sekans bp
fopA FNA7L CTTGAGTCTTATGTTTCGGCATGTGAATAG 401
FNB1L CCAACTAATTGGTTGTACTGTACAGCGAAG
tuld TUL4-435  GCTGTATCATCATTTAATAAACTGCTG 410
TUL4-863 TTGGGAAGCTTGTATCATGGCACT
16S rRNA F11 TACCAGTTGGAAACGACTGT 1100
F5 CCTTTTTGAGTTTCGCTCC
RD1 F TTTATATAGGTAAATGTTTTACCTGTACCA  900/1100%
R GCCGAGTTTGATGCTGAAAA 1500° ve 1400°¢

Tablo 2. Primerlerin baz dizileri baglandiklari spesifik gen bolgeleri, PCR iiriinlerinin

uzunluklari. subspecies holarctica. °subspecies tularensis. subspecies
mediasiatica

3.4 Caliymada Kullanilan Laboratuvar alet ve ekipmanlari

© o0 N o g bk~ w DR

-
©

11.
12.

Biyogiivenlik Kabini Siif II (ESCO Class 1l BSC)
Mikrodalga Firin (ARCELIK MD 891 1)
Etiiv (Niive EN500)
Hassas Terazi (RADWAG Wagi Electroniczne AS 220.R2)
Thermal Block (Wealtec HB-1)
Vorteks (Benchmark)
Mikrosantrifiij (Sigma 1-14 microfuge)
Termal cycler (GeneAmp® PCR System 9700 Applied Biosystems)
Elektroforez Tanki (Cleaver runWIEW)
Goriintiileme Cihaz1 (Vilbert Lourmat Photodocumentation and Imaging
Systems)
Ependorf Tiipii (1.5 ml) (ISOLAB 078.03.002)
Ependorf Tiipii (2 ml) (ISOLAB 078.03.004)
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13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
217.
28.
29.

Mikropipet (100-1000 ul) (BOECO BOE 9621000)

Mikropipet (1-10 ul) (BOECO BOE 9620010)

Mikropipet (10-100 ul) (BOECO BOE 9620100)

PCR Tipii (0,2 ml) (THERMO SCIENTIFIC AB-0620)

TBE Buffer (10x Powder) ( BIO BASIC A0024)

Pipet Uglari (Fitreli, DNaz, RNaz Free) (10, 100, 200, 1000 ul) (NEST)
DNA Minikit (Thermo Scientific GeneJet Genomic DNA Purification Kit
(K0721))

dNTP Set (100 mM, 4x0.25 ml) (GeneDireX DN046-0250)

Gel Loading Solution (6x) (SIGMA G 7654)

Etidium Bromide (SIGMA-ALDRICH E8751)

Tag DNA Polymerase (2,5 U/ul) (GeneAll AmpONE 501-025)

DNA Ladder (100bp) (GeneDireX DM001-R500)

D (+) Glukoz (TEKKIM TK.09027.01002 )

Brain Heart Infusion Agar (BIOMARK 411041)

Agaroz (Biomax 104514PR)

Alkol (% 96°1ik)

L-Cysteine Hydrochloride Monohydrate (MERCK 1028390025)

3.5 Dizi Analiz Programlari ve Veritabanlari

a. Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA 7)
b. Basic Local Alignment Tool (BLAST)
c. National Center for Biotechnology Information (NCBI)

3.6 DNA izolasyonu

Derin dondurucuda -20 °C’de saklanan izolatlar Glukoz Sistein Blood Agar (GCBA)
besiyerine pasajlanarak % 5 CO-’ li ortamda 72 saat (3 giin) inkiibe edildi. GCBA besiyerinde
saf olarak tiretilen her sus i¢in, 6ze ile 1 koloni alinip 180 ul ATL buffer i¢inde siispanse

edildi. DNA izolasyonu, Thermo Scientific GeneJet Genomic DNA Purification Kit (K0721)

protokoliine gore yapildi.
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DNA iZOLASYON PROTOKOLU

10.

11.

Bakteri 6rnekleri 1.5 ml ependorf tiip icerisinde ezilerek homojenize edildi.
Icerisinde bakteri rnekleri bulunan 1.5 ml ependorf tiiplerin igerisine 180 ul
Digestion Solution eklendi. Ayni tiiplere 20 ul Proteinaz K eklenir. Vortekslenerek
homojen bir karigim elde edildi.

Ornekler 56 °C’ye ayarli olan termal blokta yaklasik olarak 30 dakika inkiibe
edilerek, ara sira vortekslendi.

Tipler tizerine 20 pul RNase A soliisyonu katildi. Vortekslenerek 10 dakika boyunca
oda 1s1sinda inkiibe edildi.

Tiipler iizerine 200 pl Lizis soliisyonu katildi. 15 saniye vortekslenerek homojen
bir karisim elde edildi.

Tiipler tizerine 400 pl %50 etil alkol eklendi ve vortekslenerek karigmasi saglandi.
Ependorf tiipleri icerisinde sindirilmis halde bulunan &rnekler, toplama tiipleri
igerisinde bulunan kolonlara aktarildi. Kolonlar 1 dakika 6000 x g’de santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi1 kolonlarda bulunan sivinin altta bulunan toplama tiiplerine
gectigi gdzlendi. Sivi igeren tiipler atild1 ve kolonlar 2 mI’lik yeni toplama tiiplerine
yerlestirildi.

Kolonlarin igerisine 500 ul Wash Buffer I konuldu. 1 dakika 8000 x g’ de santrifiij
edildi. Kolonlarin igerisinde bulunan 2 ml’lik toplama tiiplerinin i¢indeki sivilar
dokiildii ve kolonlar yine ayni toplama tiipleri i¢erisine konuldu.

Kolonlarin igerisine 500 pul Wash Buffer II konuldu. 3 dakika maksimum hizda (>
12000 x g) santrifiij edildi Toplama tiipleri atildi ve kolonlar steril 1.5 ml ependorf
tiiplerin icerisine yerlestirildi.

Kolonlarin igerisinde bulunan DNA’y1 yikamak i¢in kolonlarmn igerisine 200 pl
Elution Buffer konuldu. Oda 1sisinda 2 dakika inkiibe edildi ve 1 dakika 8000 x
g’de santrifiyj edildi.

Saflagtirma kolonlar1 atildi. Elde ettigimiz DNA o6rnekleri PCR ¢aligmasi
yapilincaya kadar -20 °C’de saklandi.
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3.7 PCR Analizi

Sivas yoresindeki su 6rneklerinden kiiltiir yontemi ile izole edilen 8 F. tularensis subsp.
holarctica izolatinin tul4, fopA, 16S rRNA ve RD1 gen bolgeleri, konvansiyonel PCR
(Polymerase Chain Reaction) yontemi kullanilarak ¢ogaltildi. PCR ¢alismamizda pozitif (+)
kontrol olarak F. tularensis subsp. holarctica NCTC 10857 LVS susu kullanildi.

Calismamizda; F.tularensis’in 17 kDa’luk dig membran proteinlerini kodlayan tul4 gen
bolgesi, 43 kDa’luk dis membran proteinini kodlayan fopA gen bolgesi, F. tularensis’ in
tanimlanmasi i¢in amplifiye edilen 16S rRNA geni ve alt tiirlerin ayrimi igin kullanilan RD1
“Farklilik Bolgeleri 1 (Regions of Difference)” hedef gen bolgesi klasik PCR yontemi ile
cogaltildi (Wang ve ark., 2010).

3.7.1 PCR Karisiminin Hazirlanmasi

Reaksiyon Karisim

Hacim Son Konsantrasyon  Stok Konsantrasyon
10X Taq Buffer 5ul 1X 10X
dNTP 4 ul 0.2mM 2.5 mM
Tag DNA Polimeraz 0.5l 1.25U 25U
Forward 1wl 0.2 uM 10 uM
Revers 1l 0.2 uM 10 uM
Kalip DNA oSul
dH20 335 ul
Toplam 50 ul

Tablo 3. PCR reaksiyon karigimi
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Bu ana karigimdan tiiplere 45’er pl dagitildi ve her tiipe 5 pl 6rnek DNA’s1 eklenerek
toplam reaksiyon hacmi 50 ul’ye tamamlandi. Bu karisima gore hazirlanan 6rnekler cogalma

i¢in 6nceden programlanmuis 1s1 dongii (thermo cycler) cihazina yerlestirildi.

Reaktif hazirlanmasi, DNA ekstraksiyonu, amplifikasyon ve agaroz jel elektroforezi
kontaminasyondan kacinmak icin ayr1 odalar da yapildi. Tepkime karigimlari hazirlandigi
zaman kontaminasyonlari belirlemek i¢in, her bir amplifikasyon setinde F. tularensis DNA
pozitif ve ayrica DNA icermeyen negatif kontrol olarak saf su kullanildi. PCR uygulamasinin
her asamasinda kontaminasyonun Onlenmesi ve toksik maddelerden korunmak amaciyla

eldiven kullanildi.
3.7.2 fopA Amplifikasyonu

Amplifikasyon isleminde hedef DNA baslangicta 94 °C’de 4 dk bekletilerek denatiire edildi.

Bu agsamadan sonra;
94°C’de 40 sn denatiirasyon
64°C’de 30 sn primerlerin baglamasi 40 dongii
72°C’de 45 sn primerlerin uzamasi

En son agamada 72 °C’de 5 dk bekletilerek reaksiyon tamamlandi. Amplifikasyon

sonrasinda reaksiyon tiipleri degerlendirme asamasina kadar 4°C’de bekletildi.

fopA gen bolgesine yonelik PCR amplifikasyonu firtinleri i¢in % 1.5” lik agaroz jel
elektroforezinde 401 bp’ lik bolgede bantin goériilmesi Francisella subsp. holarctica PCR
(+), bantin gozlenmemesi PCR (-) olarak degerlendirildi (Wang ve ark., 2010).

3.7.3 16S rRNA Amplifikasyonu

Amplifikasyon isleminde hedef DNA baslangicta 94 °C’de 3 dk bekletilerek denatiire edildi.

Bu asamadan sonra;
94°C’de 30 sn denatiirasyon
55°C’de 1 dk primerlerin baglamasi 40 dongii

72°C’de 35 sn primerlerin uzamasi
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En son asamada 72 °C’de 5 dk bekletilerek reaksiyon tamamlandi. Amplifikasyon

sonrasinda reaksiyon tiipleri degerlendirme asamasina kadar 4°C’de bekletildi.

16S rRNA gen bolgesine yonelik PCR amplifikasyonu iiriinleri igin % 1.5’ lik agaroz
jel elektroforezinde 1044 bp’ lik bolgede bantin goriilmesi Francisella subsp. holarctica PCR

(+), bantin gozlenmemesi PCR (-) olarak degerlendirildi (Wang ve ark., 2010).
3.7.4 RD1 Amplifikasyonu

Amplifikasyon isleminde hedef DNA baglangicta 95 °C’de 3 dk bekletilerek denatiire edildi.

Bu asamadan sonra;
95°C’de 30 sn denatiirasyon
58°C’de 1 dk primerlerin baglamasi 30 dongii
72°C’de 1 dk primerlerin uzamasi

En son asamada 72 °C’de 5 dk bekletilerek reaksiyon tamamlandi. Amplifikasyon

sonrasinda reaksiyon tiipleri degerlendirme asamasina kadar 4°C’de bekletildi.

RDI1 gen bolgesine yonelik PCR amplifikasyonu iriinleri igin % 1.5’ lik agaroz jel
elektroforezinde 900 bp’ lik bolgede bantin goriilmesi Francisella subsp. holarctica PCR

(+), bantin gozlenmemesi PCR (-) olarak degerlendirildi (Broekhuijsen ve ark., 2003).
3.7.5 tuld Amplifikasyonu

Amplifikasyon isleminde hedef DNA baslangigta 94 °C’de 4 dk bekletilerek denatiire edildi.

Bu asamadan sonra;
94°C’de 40 sn denatiirasyon
64°C’de 30 sn primerlerin baglamasi 40 dongti
72°C’de 45 sn primerlerin uzamasi

En son asamada 72 °C’de 5 dk bekletilerek reaksiyon tamamlandi. Amplifikasyon

sonrasinda reaksiyon tiipleri degerlendirme asamasina kadar 4°C’de bekletildi.

tul4 gen bolgesine yonelik PCR amplifikasyonu tiriinleri ig¢in % 1.5 lik agaroz jel
elektroforezinde 410 bp’ lik bolgede bantin goriilmesi Francisella subsp. holarctica PCR
(+), bantin gézlenmemesi PCR (-) olarak degerlendirildi (Sjostedt, 2007).
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3.8 Agaroz Jel Eelektorezi
3.8.1 Jel ve Elektroforez Tamponu

TBE buffer (Tris-borate-EDTA), agaroz jel ve elektroforez tamponu i¢in 1X ¢alisma
giiciinde kullanilmistir. Toz halinde bulunun TBE buffer 17,025 gram hassas terazide
tartildiktan sonra iizerine 1 litre saf su eklendi ve manyetik karistirici ve 1s1 yardim ile

berraklasana kadar karistirilarak hazirlandi.
3.8.2 Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Amplifikasyon sonucu elde edilen iiriinlerin degerlendirilmek amaciyla % 1.5 lik agaroz jel
kullanildi. Agarozdan 1.5 gram hassas terazide tartimi yapildi ve tizerine 100 ml 1x TBE
buffer eklendi. Hazirlanan agaroz mikrodalga firin1 yardimiyla eritildi ve sicakligin 50 °C’ye
kadar diismesi beklendi. Ceker ocak icerisinde stok Etidyum Bromiir ¢ozeltisinden 10 pl
aliarak 100 ml agaroz {izerine eklendi. Agaroz jel, diiz zeminde bulunan yatay jel tablasina
bosaltildi ve taraklar yerlestirildi. 20 dakika boyunca jelin katilasmas1 beklendi ve taraklar
jelden dikkatlice ¢ikarildi.

3.8.3 Elektroforez ve Géoriintiileme Islemi

Jel tanki, kuyucuklarin katottan anota dogru olacak sekilde elektroforez kabina yerlestirildi.
5 pl DNA 6rnegi 1 pl yiikkleme tamponu (6x) (SIGMA G 7654) ile karistirild1 ve sirasiyla
jele yiiklendi. Elektroforez islemi, Cleaver runWIEW elektroforez cihazi ile 100 volt (V)
akimda 60 dakika yapildi. DNA bantlarinin goriintiilenmesi ise jel goriintilleme sistemiyle

(Vilbert Lourmat Photodocumentation and Imaging Systems) gergeklestirildi.

3.9 Sekans Analizi

Tul4, fopA, 16S rRNA ve RD1 gen boélgelerine yonelik yapilan PCR sonucunda elde edilen
amplifikasyon triinlerine ticari bir firma (MG Biyoenformatik,Tiirkiye) araciligiyla sekans
analizi yaptirildi. Sekans analizinde Applied Biosystems™ 3730xl DNA Analyzer cihazi
kullanilmistir. Dizileme islemleri ileri ve geri yonlii olmak iizere ¢ift yonlii olarak
gerceklestirilmistir. Ham sekanslar FASTA formatinda diizenlenerek ileri ve geri yonlii diziler
Geneious R9 programi kullanilarak birlestirilmistir. Dizi okumalarinda kalitesiz ve hatali
okumalar kontrol edilmistir. Her bir primer ¢ifti icin ortak okuma bolgeleri ¢oklu hizalama

yapilarak konsensiis diziler .ab1 ve .fasta formatinda kaydedilmistir. Fasta dosyalar1 kullanilarak
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diger analizler gergeklestirilmistir. Her bir bdlge icin 8 O6rnek ayr1 ayri Mafft programi
kullanilarak ¢coklu hizalamalar gergeklestirilmistir (Katoh ve ark., 2009). Oncelikle NCBI’da
tul4, fopA, 16S rRNA ve RD1 gen bolgelerine benzer genlerin bulunmasi i¢in BLAST

programi kullanilmistir.

3.10 Filogenetik Analizi

Tul4, fopA, 16S rRNA ve RDI1 sekanslari NCBI veri tabaninda bulunan sekanslarla
karsilastirilarak benzerlikler saptandi. Molecular Evolutionary Genetics Analiysis MEGAX
(versiyon) 10.0.5 programina girilerek filogenetik analizi yapildi (Kumar ve ark., 2015).
Ayni1 zamanda MEGAX 10.0.5 programinda Kimura-2 genetik uzaklik modeli ve Neighbor-
joinin (komsu-baglama) yontemi kullanilarak filogenetik agaglar olusturuldu (Kimura, 1980;
Tamura ve ark., 2013). 16S rRNA gen bolgesi sekans sonuglari GenBank veri tabanina

yiiklenen 6rneklerin erisim numaralar1 Tablo 4” de goriilmektedir.

Ornek Adi Gen bolgesi Izolat adi GenBank numarasi
Francisella tularensis subsp. holarctica strain  16S rRNA Bahgeigi MK249699.1
Bahceicil6S 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence

Francisella tularensis subsp. holarctica strain  16S rRNA Belkent2012 MK249700.1

Belkent201216S 16S ribosomal RNA gene,

partial sequence

Francisella tularensis subsp. holarctica strain  16S rRNA Belkent2013 MK249701.1
Belkent201316S 16S ribosomal RNA gene,

partial sequence

Francisella tularensis subsp. holarctica strain  16S rRNA Cigekoglu MK?249702.1
Cicekoglul6S 16S ribosomal RNA gene,

partial sequence

Francisella tularensis subsp. holarctica strain  16S rRNA Dolluk MK?249703.1
Dolluk16S 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence

Francisella tularensis subsp. holarctica strain  16S rRNA Hiyiik MK249704.1
Huyuk16S 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence

Francisella tularensis subsp. holarctica strain  16S rRNA Karadren MK?249705.1
Karaoren16S 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence

Francisella tularensis subsp. holarctica strain  16S rRNA Maksutlu MK?249706.1
Maksutlul6S 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence

Tablo 4. 16S rRNA Gen Bolgesi GenBank Erisim Numaralari
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4. BULGULAR

4.1 PCR Bulgular
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NCTC 10857
BELKENT2012
CiCEKOGLU
MAKSUTLU
BELKENT2013

Sekil 1. tul4 gen bolgesinin agaroz jelde goriiniimii (Marker=100 bp )

F. tularensis bakterisinin dis zar proteinlerini kodlayan tul4 gen bdolgesine yonelik PCR
calismasinda yaklasik 410 bp’lik bolgede bant gozlendi (Sekil 1).
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NCTC 10857
HUYUK
CiCEKOGLU
KARAOREN
MAKSUTLU
BAHCEICI
BELKENT2013
DOLLUK

Sekil 2. fopA gen bdlgesinin agaroz jelde goriiniimii (Marker=100 bp )

F. tularensis bakterisinin dis zar proteinlerini kodlayan fopA gen bdlgesine yonelik yapilan
PCR ¢alismasinda yaklasik 400 bp’lik bolgede bant gdzlendi (Sekil 2).
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NCTC 10857
BELKENT2012
CICEKOGLU
MAKSUTLU
BAHCEICI
BELKENT2013

Sekil 3. 16S rRNA gen bolgesinin agaroz jelde goriiniimii (Marker=100 bp)

16S rRNA gen bolgesine yonelik PCR ¢alismasinda 1100 bp’lik bdlgede bant gozlendi (Sekil
3).
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NCTC 10857
HUYUK
BELKENT2012
CiCEKOGLU
KARAOREN
MAKSUTLU
BAHCEICI
BELKENT2013
DOLLUK

Sekil 4. RD1 gen bdlgesinin agaroz jelde goriiniimii (Marker=100 bp )

RD1 gen bolgesine yonelik PCR ¢alismasinda yaklasik 1000 bp’lik bolgede bant gézlendi
(Sekil 4).
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4.2 Filogenetik Analiz Bulgulan

Karaoren
Maksutlu
Huyuk
Dolluk
Cicekoglu

r Belkent2013
Belkent2012
Bahceici

al

CP007148 1 Francisella tularensis subsp. holarctica PHIT-FT(049 complete genome
CP024807.1 Francisella tularensis subsp. holarctica strain Fth-Must chromosome

CP009694 .1 Francisella tularensis subsp. holarctica LVS complete genome

(GU566693 1 Francisella tularensis subsp. holarctica strain Tul4 17 kDa lipoprotein gene partial cds
CP001633.1 Francisella tularensis subsp. tularensis NE0G1598 complete genome
AJT49949 2 Francisella tularensis subsp. tularensis SCHU 54 complete genome

AM286280.1 Francisella tularensis subsp. tularensis strain FSC 198 complete genome

0.0mo

Sekil 5. tul4 gen bolgesi BLAST analizi sonucu olusturulan filogenetik agac

F. tularensis bakterisinin tul4 gen bolgesine yonelik PCR calismasinda yaklagik 410
bp’lik bolgede bant gozlendi. PCR iiriiniin 360 bp’lik kism1 sekanslandi. Sekans sonuglari
MEGA X programi aracilig1 ile eslestirildi. Yapilan eslestirme sonucunda tiim 6rneklerde bu
bolgenin polimorfizm gostermedigi ve ayni oldugu goriildii. Sekans analizi sonuglart NCBI
BLAST programi aracilig1 ile GenBank’ da bulunan sekans sonuglari ile karsilastirildi.
Karsilagtirma sonucunda Sivas bolgesi izolatlari tul4 gen bolgesi bakimindan F. tularensis
subsp. holarctica LVS, complete genome (Erisim No:CP009694.1) ile % 100 oraninda
benzer bulundu. Kilig ve arkadaslar1 (Kilig ve ark., 2015) tarafindan iilkemizde su
orneklerinden izole edilen ve “biovar japonica” oldugu belirtilen izolat ile yapilan
karsilastirmada F. tularensis subsp. holarctica PHIT-FT049, complete genome (Erisim

No:CP007148.1) sonuglari ile %100 oraninda benzedigi goriildii. tul4 gen bolgesi sekans
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analizleri tiim Orneklerimizde ayni bulundugundan olusturulan filogenetik agacta

orneklerimizin ve GenBank’tan secilen 6rneklerin kiimelendigi gézlendi (Sekil 5).

Karaoren

Maksutlu

Huyuk

Dolluk

gs| CP024807.1 Francisella tularensis subsp. holarctica strain Fth-Must chromosome
CP009694 1 Francisella tularensis subsp. holarctica LVS complete genome
Cicekoglu

Belkent2013

Belkent2012

Bahceici

CP007148 1 Francisella tularensis subsp. holarctica PHIT-FT049 complete genome

AJT749949 2 Francisella tularensis subsp. tularensis SCHU 54 complete genome

AMZ286280 1 Francisella tularensis subsp. tularensis strain FSC 198 complete genome

100
CP001633 .1 Francisella tularensis subsp. tularensis NEDB1598 complete genome

0o

Sekil 6. fopA gen bolgesi BLAST analizi sonucu olusturulan filogenetik agac

fopA gen bolgesine yonelik yapilan PCR c¢aligmasinda yaklasik 400 bp’lik bolgede
bant gozlendi. PCR {iriinlin 364 bp’lik kismi sekanslandi. Sekans sonuglart MEGA X
programi aracilig ile eslestirildi. Yapilan eslestirme sonucunda tiim 6rneklerde bu bolgenin
polimorfizm gdstermedigi ve ayni oldugu goriildii. Sekans analizi sonuglart NCBI BLAST
programi araciligi ile GenBank’ da bulunan sekans sonuglart ile karsilagtirildi. Karsilastirma
sonucunda Sivas bolgesi izolatlar1 fopA gen boélgesi bakimindan F. tularensis subsp.
holarctica LVS, complete genome (Erisim No:CP009694.1) ile % 100 oraninda benzer
bulundu. Kili¢ ve arkadaslar1 (Kili¢ ve ark., 2015) tarafindan iilkemizde su 6rneklerinden
izole edilen ve “biovar japonica” oldugu belirtilen izolat ile yapilan karsilastirmada F.
tularensis subsp. holarctica PHIT-FT049, complete genome (Erisim No:CP007148.1)

sonuglart ile % 99 oraninda benzedigi goriildi. fopA gen bolgesinde polimorfizm
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saptanmadigindan olusturulan filogenetik agagta Orneklerimizin ve GenBank’tan segilen

orneklerin kiimelendigi gozlendi (Sekil 6).

% | MK249699 Bahceici
ﬂ MK249708 Maksutiu
MK249705 Karaoren
MK249702 Cicekoglu
o MK249703 Dolluk
MK249704 Huyuk
MK249701 Belkent2013
MK249700 Belkent2012
AY988232.1 Francisella tularensis subsp. holarctica strain UT01-1901 165 ribosomal RNA gene partial sequence
AM233362.1 Francisella tularensis subsp. holarctica LVS complete genome
1G432687.1 Francisella tularensis subsp. holarctica strain OvPVD1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
CP012037 1 Francisella tularensis subsp. tularensis strain WWY96 complete genome
45 CP007148.1 Francisella tularensis subsp. holarctica PHIT-FT049 complete genome

NR 116944.1 Francisella hispaniensis strain FSC454 16S ribosomal RNA partial sequence

CP009693.1 Francisella tularensis subsp. holarctica strain FTT 1 complete genome

| CP001633.1 Francisella tularensis subsp. tularensis NEOG1598 complete genome
AJ749949 2 Francisella tularensis subsp. tularensis SCHU S4 complete genome
AM286280.1 Francisella tularensis subsp. tularensis strain FSC 198 complete genome

- =

0o

Sekil 7. 16s rRNA gen bolgesi BLAST analizi sonucu olusturulan filogenetik agac

16S rRNA gen bolgesine yonelik PCR calismasinda yaklasik 1100 bp’lik bolgede bant
gozlendi. Sekans analizi sonrasi yapilan dizi birlestirmeleri ile PCR iirtiniin 1063 bp’lik kismi1
elde edildi. Sekans sonuglart MEGA X programi araciligi ile eslestirildi. Yapilan eslestirme
sonucunda tiim Orneklerde Belkent2012 ve Belkent2013 izolatlarinin birbiri ile aym
Cicekoglu ve Dolliik 1zolatlarininda birbiri ile ayn1 oldugu bulundu. Diger dort izolatin ise
polimorfizm saptandi. Sekans analizi sonuglari NCBI BLAST programi araciligi ile
GenBank’ da bulunan sekans sonuglari ile karsilastirildi. Karsilastirma sonucunda Sivas
bolgesi izolatlar1 16S rRNA gen bolgesi bakimidan F. tularensis subsp. holarctica LVS,
complete genome (Erisim No:CP009694.1) ile % 98 oraninda benzer bulundu. Kilig¢ ve
arkadaglar1 (Kilig ve ark., 2015) tarafindan iilkemizde su 6rneklerinden izole edilen ve

“biovar japonica” oldugu belirtilen izolat ile yapilan karsilastirmada F. tularensis subsp.
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holarctica PHIT-FT049, complete genome (Erisim No:CP007148.1) sonuglari ile % 98
oraninda benzedigi goriildii. 16S rRNA gen bdlgesi sekans sonuglart kullanilarak olusturulan
filogenetik agagta Bahgei¢i ve Maksutlu izolatlarinin birbirine daha yakin oldugu ve diger
orneklerden ayrilarak gruplandigi gozlendi. Diger 6rneklerin ise bu iki izolattan farkli
kiimelendigi goriildii. Calismamizda kullanilan izolatlar GenBank’tan secilen referans
sekanslar ile karsilastirildiginda bizim Orneklerimizin secilen drneklerden farkli grupta

oldugu bulunmustur (Sekil 7).

Bahceici
Karaoren
Maksutlu
Belkent2012
Huryuk

o
w

5g| | Cicekoglu

Belkent2013

38| ' Dolluk

CP001633.1 Francisella tularensis subsp. tularensis NE0G1598 complete genome

AJT749949 2 Francisella tularensis subsp. tularensis SCHU 54 complete genome

AMZ286280.1 Francisella tularensis subsp. tularensis strain FSC 198 complete genome
CP007148.1 Francisella tularensis subsp. holarctica PHIT-FT049 complete genome

CP012037 1 Francisella tularensis subsp. tularensis strain WY96 complete genome
100 | CP009694.1 Francisella tularensis subsp. holarctica LVS complete genome
AM233362.1 Francisella tularensis subsp. holarctica LVS complete genome

010

Sekil 8. RD1 gen bolgesi BLAST analizi sonucu olusturulan filogenetik aga¢

RDI1 gen bolgesine yonelik PCR calismasinda yaklasik 1000 bp’lik bolgede bant
gozlendi. PCR iiriiniin 835 bp’lik kismi sekanslandi. Sekans sonuglart MEGA X programi
araciligi ile eslestirildi. Yapilan eslestirme sonucunda tiim O&rneklerde bu bolgenin
polimorfizm gosterdigi tespit edildi. Sekans analizi sonuglart NCBI BLAST programi
aracilignr ile GenBank’ da bulunan sekans sonuglar1 ile karsilastirildi. Karsilastirma

sonucunda Sivas bolgesi izolatlart RD1 gen bdlgesi bakimindan F. tularensis subsp.
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tularensis NE061598, complete genome (Erisim No:CP001633.1), F. tularensis subsp.
tularensis SCHU S4, complete genome (Erisim No:AJ749949), F. tularensis subsp.
tularensis strain FSC 198, copmlete genome (Erisim No:AM286280) ile % 99, F. tularensis
subsp. holarctica LVS, complete genome (Erisim No:CP009694.1) ile % 95 oraninda benzer
bulundu. Kili¢ ve arkadaslar1 (Kili¢ ve ark., 2015) tarafindan iilkemizde su 6rneklerinden
izole edilen ve “biovar japonica” oldugu belirtilen izolat ile yapilan karsilastirmada F.
tularensis subsp. holarctica PHIT-FT049, complete genome (Erisim No:CP007148.1)
sonuclar1 ile % 99 oraninda benzedigi goriildii. RD1 gen bolgesi agisindan Bahgeigi ve
Karadren izolatlarinin ayni1 sekansa sahip olduklar1 diger izolatlarin sekanslarinda ise

farklilik oldugu ve polimorfizm bulundugu gozlendi (Sekil 8).
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5. TARTISMA ve SONUC

Ulkemizde ilk tularemi olgusu 1936 yilinda Liileburgaz Askeri garnizonunda gériilmiistiir.
Bu salginda dere suyunun farelerin deri altina enjekte edilmesi ile ilk kez F. tularensis
bakterisi izole edilmistir (Ozel, 1938; Simsek ve ark., 2012). Liileburgaz salgiinda Giilhane
ve Corlu olarak adlandirilan iki F. tularensis kokeni izole edilmistir. Bir yil sonra ortaya
cikan salginda Kaynarca deresinden bagka bir koken izole edilmistir. Gedikoglu ve
arkadaslar1 tarafindan Bursa’da goriilen salginlarda 10 yillik bir siireg i¢erisinde 205 hastanin
10’un da F. tularensis kiiltiir yontemi ile izole edilmistir (Gedikoglu, 1996). Giircan ve
arkadaglar1 tarafindan Bolu’nun Gerede ilgesinde Yazikara ve Nuhoren koylerindeki
hastalarin lenf nodu aspiratlarindan 2 sus izole edilmis ve F.tularensis subsp. holarctica
olarak tiplendirilmistir. Yazikara ve Nuhoren suslari yapilan MLVA analizi sonucunda

Bulgaristan’dan izole edilen suslarla benzer bulunmustur (Gurcan ve ark., 2008).

Ulkemizde tularemi tanisinda 2004 yilindan beri molekiiler ydntemler
kullanilmaktadir. 2004 yilinda Amasya ilinin Suluova ilgesinde goriilen tularemi salgininda
ilge igerisinden gecen dereden alinan su ornekleri ve hasta lezyonlarinda PCR yontemi ile
F.tularensis varhg: tespit edilmistir. Adi gegen caligmada F. tularensis‘ in dis membran
proteinlerini kodlayan tul4 ve fopA gen bolgelerine yonelik primerler kullanilmistir (Glircan
ve ark., 2004). Simsek ve arkadaslar1 2008-2009 yillarinda Corum, Sivas ve Samsun illerinde
goriilen salgin bolgelerinden toplanan 154 klorlanmamis su drnegini kiiltiir ve PCR yontemi
ile incelemislerdir. Bu ¢alismada Corum’dan alinan su 6rneklerinden 1 sus, Sivas’tan alinan
su orneklerinden 1 sus ve Samsun’dan alinan su 6rneklerinden 2 sus olmak iizere toplamda
4 su 6rneginden F. tularensis izole etmislerdir. Bu 4 kdkenin tiimii yapilan 16S rRNA sekans
analizleri sonucu F.tularensis subsp. holarctica LVS susuyla %100 benzerlik gostermistir
(Simsek ve ark., 2012).

Ulkemizde goriilen tularemi salginlarinin kontamine olmus igme ve kullanim
sularindan kaynaklandig1 ve etkenin F. tularensis subsp. holarctica oldugu bilinmektedir
(Helvaci ve ark., 2000; Kilig, 2010).

Karadenizli ve arkadaslar1 2008 yilinda Corum’ da, 2009 yilinda Sivas’ta ve 2012
yilinda Kocaeli’ nde gozlenen Tularemi salginlarinda hastalardan ve su drneklerinden kiiltiir

yontemiyle F. tularensis subsp. holarctica izole etmislerdir. F. tularensis subsp. holarctica
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izolatlart tim genom sekanslama yontemiyle sekanslanmis ve single nucleotide
polimorfizms (SNPs) yontemiyle arastirilmistir. Aragtirma sonucunda Sivas’tan ve
Corum’dan alinan su 6rneklerinden izole edilen F. tularensis subsp. holarctica suslar1 benzer
bulunmustur. Sivas’tan alinan su 6rnegi ile hastadan alinan tonsil swab 6rneginden izole
edilen F. tularensis subsp. holarctica izolatlar1 arasinda yalnizca 1 SNP bulunmustur. Tim
genom c¢oklu eslestirme ve canonical single nucleotide polimorfizms (canSNP) analizleri
sonucunda Kocaeli, Corum ve Sivas’ taki hastalardan ve su orneklerinden izole edilen F.
tularensis subsp. holarctica izolatlarinin tiimiiniin B.12 grubuna ait oldugu tespit edilmistir
(Karadenizli ve ark., 2015).

Kili¢ ve arkadagslar1 2010-2013 yillari arasinda iilkemizin farkli bolgelerinde gézlenen
tularemi salginlarinda 6 su 6rnegi, 1 rodent dalagi ve 33 insan 6rneginde (lenf nodu, bogaz
swabi, kan1 ve konjuktival swab) kiiltiir yontemi ile F. tularensis subsp. holarctica izole
etmislerdir. Bu ¢alismada 2011 yilinda Sivas’ taki bir hastadan alinan bogaz swab 6rneginde
ve 2012 yilinda Sivas’tan alinan bir su 6rneginde kiiltlir yontemi ile bakteri tiretilmistir. tul4
gen bolgesine yonelik primer ile yapilan PCR sonucunda 6rneklerin F. tularensis subsp.
holarctica oldugu dogrulanmistir. Bu ¢alismada canSNP yontemi kullanilmig ve izole edilen
F. tularensis subsp. holarctica izolatlar1 3 ana grup ve ayrica alt gruplara ayrilmigtir. 11
ornegin B.16 grubuna, 7 6rnegin B.6 grubuna (2 alt grup: B.6/7/10, n = 1; ve B.10/11, n = 6)
ve 22 6rnegin B.13 grubuna (2 alt grup: B.27, n = 5; ve B.20/21/33, n = 17) ait oldugunu
bildirmislerdir. Bu alt gruplardan B.6/7/10 ve B.10/11’in ve B.16 grubunun iilkemizde daha
once bilinmedigi, calismada toplanan 7 ¢evresel drnegin ise Tiirkiye igerisinde filogenetik

cesitliligi bilinen B.16, B.6 ve B.13 gruplarina ait oldugu belirtilmistir (Kili¢ ve ark., 2015).

Ozsiirekgi ve arkadaslar1 2009-2011 yillarinda {ilkemizin degisik bolgelerinde ortaya
¢ikan salginlarda 14 hastadan aldiklari lenf nodu aspirasyon orneklerinde PCR yontemiyle
F.tularensis pozitifligi saptamiglardir. Pozitif bulunan 14 6rnek canSNP yontemi ile analiz
edildiginde 6rneklerin B.20/21/33 (n=11), B.28/29 (n=2) ve B.7/8 (n=1) filogenetik grubuna
ait oldugunu bulmuslardir. B.28/29 grubunun daha oOnce Giircistan smirindan izole
edilmesinden dolay1 iilkemizde bulunmasinin sasirtict olmadigini, B.20/21/33 filogenetik
grubunun ise genis bir cografik dagilim gdstermesinden dolayi iilkemizde de bulunmasinin

beklenen bir durum oldugunu bildirmislerdir (Ozsiirekci ve ark., 2015).
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2009-2010 yillarinda Sivas ilinde goriilen tularemi salgininda iki hastanin lenf
gangliyonu Orneginde F. tularensis PCR’si pozitif bulunmus ve salgmlarin su kaynakli
oldugu belirtilmistir (Engin ve ark., 2011).

F. tularensis subsp. holarctica eritromisin direng¢ ve duyarliliklarina gore eritromisin
duyarli (EryS, biovar I) ve eritromisin direngli (EryR, biovar II) olmak iizere de iki gruba
ayrilmaktadirlar (Sjostedt, 2015). Kili¢ ve arkadaslar1 2009 ve 2010 yillar1 arasinda
tilkemizde goriilen salginlardan izole ettikleri insan (n=210), su (n=39) ve bir kemiriciden
(n=1) izole ettikleri 250 6rnegin antibiyotik duyarliliklarini inceledikleri ¢calismalarinda 249
ornegin F. tularensis subsp. holarctica biovar II (eritromisin direngli), bir 6rnegin ise
eritromisin duyarliligi, gliserolii fermente etmesi ve RD1 gen bdlgesi sekansinin biovar
japonica ile eslesmesinden dolay1 biovar japonica olarak tiplendirmislerdir (Kilic ve ark.,
2013).

Giircan ve arkadaglari iilkemizin bati karadeniz bolgesinden kiiltiir yontemi ile izole
ettikleri ve PCR yontemiyle F. tularensis subsp. holarctica olarak tiplendirdikleri Nuhoéren
ve Yazikara suslariin eritromisine direngli oldugunu bulmuslardir. Alt1 lokusa yonelik
yapilan MLVA tiplendirilmesinde Nuhoren ve Yazikara suslari Bulgaristan’ da insanlardan
izole edilen F. tularensis subsp. holarctica ile benzer bulunmustur (Gurcan ve ark., 2008).

Ulkemizde goriilen tularemi salginlarinin kontamine olmus su ve gidalardan
kaynaklandig1 olgularin en fazla orofarengeal formda goriildiigi ve etkenin de F. tularensis

subsp. holarctica oldugu bilinmektedir (Kilic ve ark., 2015).

Calismamizda 2011-2013 yillar1 arasinda Sivas ilinde goriilen tularemi salgin
bolgelerinden alinan su ornekleri kullanilmistir. Su 6rnekleri Giiriin, Gemerek ve Sarkisla
ilgeleri ve bu ilgelere bagh koylerinin igme suyu sebekelerinden ve kdy ¢esmelerinden
alinmigtir. F. tularensis subsp. holarctica Giiriin ilgesine ait iki koyden (Bahgei¢i ve
Karadren), Sarkigla ilgesine baglh ii¢c koyden (Maksutlu, D6lliik ve Hiiylik ) ve Sarkisla
merkez Belkent ¢esmesinden (2012 ve 2013 yillarinda) ayrica Gemerek ilgesinin Cigekoglu
koytinden kiiltiir yontemiyle izole edilmistir (Atas, 2012).

Calismamizda sekiz F.tularensis izolatinin tul4, fopA, 16S rRNA ve RD1 gen bolgeleri
konvansiyonel PCR yontemiyle arastirilmistir. Amplifikasyon iriinlerinin sekans analiz
sonuglar1 birbirleriyle ve GenBank’ ta bulunan sekans analizleriyle karsilastirilmistir.
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F.tularensis izolatinin tul4 ve fopA gen bdlgeleri sekans analizi sonucunda herhangi bir
farklilik saptanamamig ve biitiin 6rneklerin tul4 gen bolgeleri ve fopA gen bolgeleri kendi
icinde 6zdes bulunmustur. GenBank’ la yapilan eslestirme sonucunda érneklerimizin tul4
gen bolgesi sekanslar1 F. tularensis subsp. holarctica LVS, complete genome (Erisim
N0:CP009694.1) o6rnegi ile % 100 oraninda benzer bulunmustur. Kili¢ ve arkadaslar
tarafindan su 6rneginden izole edilen ve biovar japonica olarak tiplendirilen F. tularensis
subsp. holarctica PHIT-FT049, complete genome (Erisim No:CP007148.1) 6rnegi ile de %
100 oraninda benzedigi saptanmustir. fopA gen bolgesi acisindan GenBank’la yapilan
eslestirme sonucunda Orneklerimizin tul4 gen bdlgesi karsilastirma sonuglarina benzer
sekilde F. tularensis subsp. holarctica LVS, complete genome (Erisim No:CP009694.1) ile
% 100, F. tularensis subsp. holarctica PHIT-FT049, complete genome (Erisim
No:CP007148.1) sonuclari ile % 99 oraninda benzestigi saptanmustir.

RDI1 gen bolgesine yonelik PCR ile F. tularensis alt tiirlerini birbirinden ayirmak
miimkiindiir. Bu gen bdlgesine yonelik PCR sonucunda F. tularensis subsp. tularensis 1500
bp’lik bolgede, subsp. holarctica 900/1100 bp’ lik bélgede, subsp. mediasiatica 1400 bp” lik
bolgede bant vermektedir (Broekhuijsen ve ark., 2003). Calismamizda RD1 gen bolgesi
yonelik yapilan PCR sonucunda yaklasik 1000 bp’ lik bolgede bant gozlenmistir. Alt tiir
tesbitine yonelik yapilan bu c¢alisma ile Orneklerin alt tiir holarctica’ ya ait oldugu
saptanmistir. Amplifikasyon {irlinlerinin sekans analiz sonuglari birbirleriyle ve GenBank’ ta
bulunan sekans analizleriyle karsilastirilmigtir. F.tularensis izolatinin RD1 gen bdlgesi
sekans analizi sonucunda sekanslanan 835 bp karsilastirilmis ve Bahgeici ile Karadren
izolatlarmin bu gen bolgesi bakimindan birbiri ile ayn1 oldugu bulunmustur. Bahgeigi ve
Karaoren 6rneklerinin her ikisi de Giliriin ilgesindeki tularemi salginlarindan izole edilmistir.
Diger alt1 6rnek Bahgeici ve Karaoren izolatlarindan ve birbirlerinden baz dagilimi agisindan
farkli bulunmustur. GenBank’ ta yapilan karsilagtirmada orneklerimiz RD1 gen bdlgesi
bakimindan F. tularensis subsp. tularensis NE061598, complete genome (Erisim
No0:CP001633.1), F. tularensis subsp. tularensis SCHU S4, complete genome (Erisim
N0:AJ749949), F. tularensis subsp. tularensis strain FSC 198, complete genome (Erisim
No0:AM286280), F. tularensis subsp. holarctica PHIT-FT049, complete genome (Erisim
No0:CP007148.1) ile % 99, F. tularensis subsp. holarctica LVS, complete genome (Erisim
N0:CP009694.1) ile % 95 oraninda benzer bulundu.
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16S rRNA gen bolgesi eslesme sonuglarina gore Sarkisla ilge merkezinde bulunan
Belkent tatli su ¢cesmesinden 2012 yilinda izole edilen koken ile ayni gesmeden 2013 yilinda
izole edilen kokenin sekans eslesmeleri benzer bulunmustur. Ayni1 zamanda Cigekoglu
(Gemerek) ve Dolliik (Sarkigla) izolatlar1 da kendi aralarinda benzer olduklar1 gézlendi.
Diger dort izolatin ise birbirlerinden farkli sekanslara sahip olduklari saptanmigtir. 16S rRNA
gen bolgesi bakimindan F. tularensis subsp. holarctica LVS, complete genome (Erisim
No:CP009694.1) ile % 98, F. tularensis subsp. holarctica PHIT-FT049, complete genome
(Erisim No:CP007148.1) sonuglar ile % 98 oraninda benzer bulundu.

Calismamiz sonucunda incelenen sekiz F. tularensis subsp. holarctica izolatinda tul4
ve fopA gen bolgelerinde polimorfizm bulunmadigi, RD1 ve 16S rRNA gen bolgelerinde ise
polimorfizm bulundugu saptandi. Ornekler 2011-2013 yillarinda izole edilmis ve % 16
gliserollii buyyon igerisine alinarak -20 °C* de saklanmustir. Yilda bir GCBA besiyerine
yapilan pasajlar ile tekrar canlandirilmis ve tekrar gliserollii buyyon igerisine alinarak
giintimiize kadar siirekliligi devam ettirilmistir. Yapilan bu pasajlar sonucunda bakterilerin
mutasyona ugrayarak gen bolgelerindeki bazlar da degisimler olmasi beklenebilecek bir
durumdur. Ulkemizde yapilan ¢alismalar F. tularensis subsp. holarctica’ nin farkli
filogenetik gruplarinin farkli salgin bolgelerinden izole edildigini gostermektedir. Kili¢ ve
arkadaglar1 F. tularensis subsp. holarctica’ nin biovar japonica’ nin bulundugu B.16 grubu
da dahil olmak iizere dort filogenetik grubun iilkemizde bulundugunu (B.4, B.6, B.12 ve
B.16) ve Bati Avrupa’nin aksine Tirkiye’de tek bir filogenetik tipin baskin olmadiginm
bildirmektedirler. Ulkemizden izole edilen biovar japonica (B.6) kdkenlerinin ise Japon

kokenlerinden oldukga farkli oldugunu belirtmislerdir (Kili¢ ve ark., 2015).

Ulkemizde su drneginden izole edilen ve sekans analizleri GenBank’ ta bulunan F.
tularensis subsp. holarctica PHIT-FT049, complete genome (Erisim No:CP007148.1) 6rnegi
biovar japonica olarak tiplendirilmistir. Yapilan sekans karsilagtirilmasinda PHIT-FT049
ornegi ile bizim 6rneklerimiz arasinda tul4 gen bolgesi agisindan % 100, fopA ve RD1 gen
bolgeleri agisindan % 99 ve 16S rRNA gen bdlgesi agisindan % 98 oraninda benzerlik

bulunmustur.

Ulkemizde tularemi hastaligmin baslica bulas yolu kontamine olmus sular

olusturmakta ve etken olarak da F.tularensis subsp. holarctica goriilmektedir. Calismamiz
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sonucunda; Sivas ilinde goriilen tularemi salgin bolgelerindeki su drneklerinden izole edilen
sekiz F. tularensis izolatinin F.tularensis subsp. holarctica oldugu, bu izolatlarin tul4 ve
fopA gen bolgelerinin 6zdes oldugu, ilimizdeki tularemi salginlarinda 16S rRNA ve RDI
gen bolgeleri bakimindan benzer ve farkli baz dizilimine sahip kokenlerin bulundugu ortaya
konulmustur. Biitge yetersizligi nedeni ile 6rneklerimizin holarctica alt tiiriniin hangi
filogenetik alt grubuna dahil oldugu tespit edilememistir. Caligmalarimiz sonucu elde
ettigimiz veriler ileride yapilacak olan calismalar i¢in kaynaklik etmesi bakimindan 6nem

tasimaktadir.

F. tularensis’in tanis1 ile yeni alt tiir ve filogenetik gruplarin ortaya ¢ikarilmasi igin
bakterinin kiiltlir yontemi ile tiretilmesi gerekmektedir. Kiiltiirinlin zor olmasi, uzun siirmesi,
yiiksek biyogiivenlik diizeyinde ¢aligmay1 gerektirmesi bakimindan kiiltiir ydonteminin bazi
zorluklar1 bulunmaktadir. Ulkemizde gozlenen tularemi salginlarinda etkenin kiiltiir ydntemi
ile tretilmesi, tim genom analizi, SNP, canSNP gibi ileri molekiiler yontemler ile
tiplendirilerek F. tularensis’ in iilkemizdeki filocografik dagiliminin belirlenmesine yonelik

yeni ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir..
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EK-1
tul4 GEN BOLGESI SEKANS SONUCLARI

>HUYUK (BELKENT2012, CICEKOGLU, KARAOREN, MAKSUTLU, BAHCEICI, BELKENT2013,
DOLLUK)

TTATAATCGATTTGAGTATATGTGAATATTTAAAAATAGGAGTATCTATATGAAAAAAATAATTA
AGCTTAGTCTTTTATCTTTATCAATCGCAGGTTTAGCGAGCTGTTCTACTCTAGGGTTAGGTGGCT
CTGATGATGCAAAAGCTTCAGCTAAAGATACTGCTGCTGCTCAGACAGCTACTACTGAGCAAGC
TGCTGCTGTATCTAAGCCAACTGCAAAAGTAAGTTTAAATAAACTTGGTCAGGATAAAATAAAA
GCAACTGTATATACAGCATACAATAATAACCCACAAGGAAGTGTAAGATTACAATGGCAGGCTC
CAGAAGGTTCTAAGTGCCATGATACAAGCTTCCCAAA

fopA GEN BOLGESI SEKANS SONUCLARI

>HUYUK (BELKENT2012, CICEKOGLU, KARAOREN, MAKSUTLU, BAHCEICI, BELKENT2013,
DOLLUK)

TCCAACTAATTGGTTGTACTGTACAGCGAAGTATTTATTGATGTTATAACCGATTGTGAAGTTAG
CACCAGCACCTGATGGAGAGTTAGGAGTTCCAGCTAGACCGTTAGCATCTACACCTAAGTACCA
CTGGCCAGTTCTATCTTGAGGACCCCAAGTATTGTCCTTGTTAGTCAAAGCGCTATAAGTATTTG
CAAAAGGAGCAATGAAATTATTAGCTGCAAAACCACTGCTTTGTGTAGTAGCTGAATTAGTGTT
TGCTGACGTATCGATATTATCTGAACCTGCAGCGATAGATGCTGTAGCTGAACCTAATAATACA

GTTGTAGCTATAACAATACTTTTTAATCTCATCAAAAACTCC

16S rRNA GEN BOLGESI SEKANS SONUCLARI

>HUYUK

AAGGTGGCTTTCGGGCTGTCGCAGATGGATGAGCCTGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAA
GGGCCCACCAAGGCTACGATCCATAGCTGATTTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGA
CACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGAT
CCAGCAATGCCATGTGTGTGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCACTTTAGTTGGGGAGGAAAG
CCTCAAGGTTAATAGCCTTGGGGGAGGACGTTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGTCTGT
AGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCATTTGATACTGG
CAAACTAGAGTACGGTAGAGGAATGGGGAATTTCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCA
GAAGGAACACCAATGGCGAAGGCAACATTCTGGACCGATACTGACACTGAGGGACGAAAGCGT
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GGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAGTACTAGCTGTTGG
AGTCGGTGTAAAGGCTCTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTACTCCGCCTGGGGACTACGGCC
GCAAGTCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGAACTTTCTAGAGAAAGATTGGT
GCCTTCGGGAACGCAGTGACAGGTGCTGCACGGCTTTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAACGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGATAGTTACCATCATTAAGTTGGGTACTCAATTAA
GACTGCCGCTGACAAGGCGGAGGAAGTTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCGTTACGAAC
AGGGCTAACCACGTGCTAACATCGGTTTTACGAAGGCTGCA

>BELKENT?2012

AAGGTGGCTTTCGGGCTGTCGCAGATGGATGAGCCTGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAA
GGGCCCACCAAGGCTACGATCCATAGCTGATTTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGA
CACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGAT
CCAGCAATGCCATGTGTGTGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCACTTTAGTTGGGGAGGAAAG
CCTCAAGGTTAATAGCCTTGGGGGAGGACGTTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGTCTGT
AGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCATTTGATACTGG
CAAACTAGAGTACGGTAGAGGAATGGGGAATTTCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCA
GAAGGAACACCAATGGCGAAGGCAACATTCTGGACCGATACTGACACTGAGGGACGAAAGCGT
GGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAGTACTAGCTGTTGG
AGTCGGTGTAAAGGCTCTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTACTCCGCCTGGGGACTACGGCC
GCAAGTCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGAACTTTCTAGAGAAAGATTGGG
GCCTTCGGGAAACGCAGTGACAGGTGCTGCACGGCTTTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAACGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGATAGTTACCATCATTAAGTTGGGTACTCAATTA
AGACTGCCGCTGACAAGGCGGAGGAAGTTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCGTTACGAA
CAGGGCTAACCACGTGCTAACATCGGTTTTACGAAGGCTGCA

>CICEKOGLU

AAGGTGGCTTTCGGGCTGTCGCAGATGGATGAGCCTGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAA
GGGCCCACCAAGGCTACGATCCATAGCTGATTTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGA
CACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGAT
CCAGCAATGCCATGTGTGTGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCACTTTAGTTGGGGAGGAAAG
CCTCAAGGTTAATAGCCTTGGGGGAGGACGTTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGTCTGT
AGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCATTTGATACTGG
CAAACTAGAGTACGGTAGAGGAATGGGGAATTTCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCA
GAAGGAACACCAATGGCGAAGGCAACATTCTGGACCGATACTGACACTGAGGGACGAAAGCGT
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GGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAGTACTAGCTGTTGG
AGTCGGTGTAAAGGCTCTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTACTCCGCCTGGGGACTACGGCC
GCAAGTCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGAACTTTCTAGAGAAAGATTGGT
GCCTTCGGGAAACGCAGTGACAGGTGCTGCACGGCTTTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAACGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGATAGTTACCATCATTAAGTTGGGTACTCAATTA
AGACTGCCGCTGACAAGGCGGAGGAAGTTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCGTTACGAA
CAGGGCTAACCACGTGCTAACATCGGTTTTACGAAGGCTGCA

>KARAOREN

AAGGTGGCTTTCGGGCTGTCGCAGATGGATGAGCCTGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAA
GGGCCCACCAAGGCTACGATCCATAGCTGATTTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGA
CACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGAT
CCAGCAATGCCATGTGTGTGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCACTTTAGTTGGGGAGGAAAG
CCTCAAGGTTAATAGCCTTGGGGGAGGACGTTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGTCTGT
AGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCATTTGATACTGG
CAAACTAGAGTACGGTAGAGGAATGGGGAATTTCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCA
GAAGGAACACCAATGGCGAAGGCAACATTCTGGACCGATACTGACACTGAGGGACGAAAGCGT
GGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAGTACTAGCTGTTGG
AGTCGGTGTAAAGGCTCTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTACTCCGCCTGGGGACTACGGCC
GCAAGTCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGTAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGAACTTTCTAGAGAAAGATTGGG
GCCTTCGGGAAACGCAGTGACAGGTGCTGCACGGCTTTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAACGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGATAGTTACCATCATTAAGTTGGGTACTCAATTA
AGACTGCCGCTGACAAGGCGGAGGAAGTTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCGTTACGAA
CAGGGCTAACCACGTGCTAACATCGGTTTTACGAAGGCTGCA

>MAKSUTLU

AAGGTGGCTTTCGGGCTGTCGCAGATGGATGAGCCTGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAA
GGGCCCACCAAGGCTACGATCCATAGCTGATTTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGA
CACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGAT
CCAGCAATGCCATGTGTGTGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCACTTTAGTTGGGGAGGAAAG
CCTCAAGGTTAATAGCCTTGGGGGAGGACGTTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGTCTGT
AGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCATTTGATACTGG
CAAACTAGAGTACGGTAGAGGAATGGGGAATTTCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCA
GAAGGAACACCAATGGCGAAGGCAACATTCTGGACCGATACTGACACTGAGGGACGAAAGCGT
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GGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAGTACTAGCTGTTGG
AGTCGGTGTAAAGGCTCTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTACTCCGCCTGGGGACTACGGCC
GCAAGTCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGTAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATCCTGCGAACTTTCTAGAGAAAGATTGGG
CCTTCCGGAACACGCAGTGACAGGTGCTGCACGGCTTTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAACGTTGG
GCTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGATAGTTACCATCATTAAGTTGGGTACTCAATTA
AGACTGCCGCTGACAAGGCGGAGGAAGTTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCGTTACGAA
CAGGGCTAACCACGTGCTAACATCGGTTTTACGAAGGCTGCA

>BAHCEICI

AAGGTGGCTTTCGGGCTGTCGCAGATGGATGAGCCTGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAA
GGGCCCACCAAGGCTACGATCCATAGCTGATTTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGA
CACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGAT
CCAGCAATGCCATGTGTGTGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCACTTTAGTTGGGGAGGAAAG
CCTCAAGGTTAATAGCCTTGGGGGAGGACGTTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGTCTGT
AGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCATTTGATACTGG
CAAACTAGAGTACGGTAGAGGAATGGGGAATTTCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCA
GAAGGAACACCAATGGCGAAGGCAACATTCTGGACCGATACTGACACTGAGGGACGAAAGCGT
GGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAGTACTAGCTGTTGG
AGTCGGTGTAAAGGCTCTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTACTCCGCCTGGGGACTACGGCC
GCAAGTCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGTAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATCCTGCGAACTTTCTAGAGAAAGATTGGG
CCTTCCGGAACCCGCAGTGACAGGTGCTGCACGGCTTTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAACGTTGGG
CTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGATAGTTACCATCATTAAGTTGGGTACTCAATTAA
GACTGCCGCTGACAAGGCGGAGGAAGTTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCGTTACGAAC
AGGGCTAACCACGTGCTAACATCGGTTTTACGAAGGCTGCA

>BELKENT?2013

AAGGTGGCTTTCGGGCTGTCGCAGATGGATGAGCCTGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAA
GGGCCCACCAAGGCTACGATCCATAGCTGATTTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGA
CACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGAT
CCAGCAATGCCATGTGTGTGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCACTTTAGTTGGGGAGGAAAG
CCTCAAGGTTAATAGCCTTGGGGGAGGACGTTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGTCTGT
AGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCATTTGATACTGG
CAAACTAGAGTACGGTAGAGGAATGGGGAATTTCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCA
GAAGGAACACCAATGGCGAAGGCAACATTCTGGACCGATACTGACACTGAGGGACGAAAGCGT
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GGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAGTACTAGCTGTTGG
AGTCGGTGTAAAGGCTCTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTACTCCGCCTGGGGACTACGGCC
GCAAGTCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGAACTTTCTAGAGAAAGATTGGG
GCCTTCGGGAAACGCAGTGACAGGTGCTGCACGGCTTTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAACGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGATAGTTACCATCATTAAGTTGGGTACTCAATTA
AGACTGCCGCTGACAAGGCGGAGGAAGTTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCGTTACGAA
CAGGGCTAACCACGTGCTAACATCGGTTTTACGAAGGCTGCA

>DOLLUK

AAGGTGGCTTTCGGGCTGTCGCAGATGGATGAGCCTGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAA
GGGCCCACCAAGGCTACGATCCATAGCTGATTTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGA
CACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGAT
CCAGCAATGCCATGTGTGTGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCACTTTAGTTGGGGAGGAAAG
CCTCAAGGTTAATAGCCTTGGGGGAGGACGTTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGTCTGT
AGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCATTTGATACTGG
CAAACTAGAGTACGGTAGAGGAATGGGGAATTTCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCA
GAAGGAACACCAATGGCGAAGGCAACATTCTGGACCGATACTGACACTGAGGGACGAAAGCGT
GGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAGTACTAGCTGTTGG
AGTCGGTGTAAAGGCTCTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTACTCCGCCTGGGGACTACGGCC
GCAAGTCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGAACTTTCTAGAGAAAGATTGGT
GCCTTCGGGAAACGCAGTGACAGGTGCTGCACGGCTTTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAACGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGATAGTTACCATCATTAAGTTGGGTACTCAATTA
AGACTGCCGCTGACAAGGCGGAGGAAGTTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCGTTACGAA
CAGGGCTAACCACGTGCTAACATCGGTTTTACGAAGGCTGCA

RD1 GEN BOLGESI SEKANS SONUCLARI
>HUYUK

GCTTCTTACTGGATGTTTCAAACTGGCTGTATCTTTGAGTTTTATAATGTTCTTTGATTATATTTTT
TAGATTTGAATAGTCATTATTAAAGACATCGCACTCATCTAAAATATTTACGATATTATTTACAC
AATCTTCTTGATACTGTTGTTTTTCAAATAGCATTCAACATCTCTCTTATAGCTACCTGCATTATG
CAACTTTTGCATAATGCTTTTTATTTGTGTGGTGTGTGTATTTTTTGCACATACCTATTTTATACTT
CCAACTTGTGCATTTTTTACACTACTTAAATTTTCTATTCCTAGTAGTTTCAACTTGTAAGAATTA
TTTACAAGCTCACTTTTTAATAAACATCAATTTTAGTCATTCTACGGCTTGACCGTAGAATTCATT
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CTCCACCTAGTCAAGAATGCTCTCATATAAGTCTAACCAATCAGGATTAAACTCATTTATCAGAT
CTATCTTCCACTGTCTTTGCCAGTTTTAAGTCTTTTTTCTCTGTCAAAGCATCTTGTATATATTTAA
ATTGCTCATACTAAACTAAAATTTTTATATCAGACTTTTTAGTAAATCCATCAGCCAAACCTTGT
CTATGCTCTAAACTCTTTTGATAAGAGTTGCTGTCACTCCGATATATAGAGTACCATATTTCTTAC
TCGCCATATCTACACAAAGCCAAATTATAACCTTTATTAGCAGGTATTCCACGGTCAAGCCGTAG
AATGACGATGCTGTATTCTATGTCACCTGGGCTTGACACTGGACCACCCCAAGATCAATATCCGT
CTTCTAACTCTACAATTATCTGATTGGTTCTTTTTAGTGTTTTCA

>BELKENT?2012

GCTTCTTACTGGATGTTTCAAACTGGCTGTATCTTTGAGTTTTATAATGTTCTTTGATTATATTTTT
TAGATTTGAATAGTCATTATTAAAGACATCGCACTCATCTAAAATATTTACGATATTATTTACAC
AATCTTCTTGATACTGTTGTTTTTCAAATAGCATTCAACATCTCTCTTATAGCTACCTGCATTATG
CAACTTTTGCATAATGCTTTTTATTTGTGTGGTGTGTGTATTTTTTGCACATACCTATTTTATACTT
CCAACTTGTGCATTTTTTACACTACTTAAATTTTCTATTCCTAGTAGTTTCAACTTGTAAGAATTA
TTTACAAGCTCACTTTTTAATAAACATCAATTTTAGTCATTCTACGGCTTGACCGTAGAATTCATT
CTCCACCTAGTCAAGAATGCTCTCATATAAGTCTAACCAATCAGGATTAAACTCATTTATCAGAT
CTATCTTCCACTGTCTTTGCCAGTTTTAAGTCTTTTTTCTCTGTCAAAGCATCTTGTATATATTTAA
ATTGCTCATACTAAACTAAAATTTTTATATCAGACTTTTTAGTAAATCCATCAGCCAAACCTTGT
CTATGCTCTAAACTCTTTTGATAAGAGTTGCTGTCACTCCGATATATAGAGTACCATATTTCTTAC
TCGCCATATCTACACAAAGCCAAATTATAACCTTTATTAGCAGGTATTCCACGGTCAAGCCGTAG
AATGACGATGCTGTATTCTATGTCACCTGGGCTTGACACTGGACCACCCCAAGATCAATATCCGT
CTCTCTAACTCTACAATTATCTGATTGGTTCTTTTTAGTGTTTTCA

>CICEKOGLU

GCTTCTTACTGGATGTTTCAAACTGGCTGTATCTTTGAGTTTTATAATGTTCTTTGATTATATTTTT
TAGATTTGAATAGTCATTATTAAAGACATCGCACTCATCTAAAATATTTACGATATTATTTACAC
AATCTTCTTGATACTGTTGTTTTTCAAATAGCATTCAACATCTCTCTTATAGCTACCTGCATTATG
CAACTTTTGCATAATGCTTTTTATTTGTGTGGTGTGTGTATTTTTTGCACATACCTATTTTATACTT
CCAACTTGTGCATTTTTTACACTACTTAAATTTTCTATTCCTAGTAGTTTCAACTTGTAAGAATTA
TTTACAAGCTCACTTTTTAATAAACATCAATTTTAGTCATTCTACGGCTTGACCGTAGAATTCATT
CTCCACCTAGTCAAGAATGCTCTCATATAAGTCTAACCAATCAGGATTAAACTCATTTATCAGAT
CTATCTTCCACTGTCTTTGCCAGTTTTAAGTCTTTTTTCTCTGTCAAAGCATCTTGTATATATTTAA
ATTGCTCATACTAAACTAAAATTTTTATATCAGACTTTTTAGTAAATCCATCAGCCAAACCTTGT
CTATGCTCTAAACTCTTTTGATAAGAGTTGCTGTCACTCCGATATATAGAGTACCATTTTTCTTAC
TCGCCATATCTACACAAAGCCAAATTATAACCTTTATTAGCAGGTATTCCACGGTCAAGCCGTAG
AATGACGATGCTGTATTCTATGTCACCTGGGCTTGACACTGGACCACCCCAAGATCAATATCCGT
CTTCTAACTCTACAATTATCTGATTGGTTCTTTTTAGTGTTTTCA
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>KARAOREN

GCTTCTTACTGGATGTTTCAAACTGGCTGTATCTTTGAGTTTTATAATGTTCTTTGATTATATTTTT
TAGATTTGAATAGTCATTATTAAAGACATCGCACTCATCTAAAATATTTACGATATTATTTACAC
AATCTTCTTGATACTGTTGTTTTTCAAATAGCATTCAACATCTCTCTTATAGCTACCTGCATTATG
CAACTTTTGCATAATGCTTTTTATTTGTGTGGTGTGTGTATTTTTTGCACATACCTATTTTATACTT
CCAACTTGTGCATTTTTTACACTACTTAAATTTTCTATTCCTAGTAGTTTCAACTTGTAAGAATTA
TTTACAAGCTCACTTTTTAATAAACATCAATTTTAGTCATTCTACGGCTTGACCGTAGAATTCATT
CTCCACCTAGTCAAGAATGCTCTCATATAAGTCTAACCAATCAGGATTAAACTCATTTATCAGAT
CTATCTTCCACTGTCTTTGCCAGTTTTAAGTCTTTTTTCTCTGTCAAAGCATCTTGTATATATTTAA
ATTGCTCATACTAAACTAAAATTTTTATATCAGACTTTTTAGTAAATCCATCAGCCAAACCTTGT
CTATGCTCTAAACTCTTTTGATAAGAGTTGCTGTCACTCCGATATATAGAGTACCATATTTCTTAC
TCGCCATATATACACAAAGCCAAATTATAACCTTTATTAGCAGGTATTCCACGGTCAAGCCGTAG
AATGACGATGCTGTATTCTATGTCACCTGGGCTTGACACTGGACCACCCCAAGATCAATATCCGT
CTTCTAACTCTACAATTATCTGATTGGTTCTTTTTAGTGTTTTCA

>MAKSUTLU

GCTTCTTACTGGATGTTTCAAACTGGCTGTATCTTTGAGTTTTATAATGTTCTTTGATTATATTTTT
TAGATTTGAATAGTCATTATTAAAGACATCGCACTCATCTAAAATATTTACGATATTATTTACAC
AATCTTCTTGATACTGTTGTTTTTCAAATAGCATTCAACATCTCTCTTATAGCTACCTGCATTATG
CAACTTTTGCATAATGCTTTTTATTTGTGTGGTGTGTGTATTTTTTGCACATACCTATTTTATACTT
CCAACTTGTGCATTTTTTACACTACTTAAATTTTCTATTCCTAGTAGTTTCAACTTGTAAGAATTA
TTTACAAGCTCACTTTTTAATAAACATCAATTTTAGTCATTCTACGGCTTGACCGTAGAATTCATT
CTCCACCTAGTCAAGAATGCTCTCATATAAGTCTAACCAATCAGGATTAAACTCATTTATCAGAT
CTATCTTCCACTGTCTTTGCCAGTTTTAAGTCTTTTTTCTCTGTCAAAGCATCTTGTATATATTTAA
ATTGCTCATACTAAACTAAAATTTTTATATCAGACTTTTTAGTAAATCCATCAGCCAAACCTTGT
CTATGCTCTAAACTCTTTTGATAAGAGTTGCTGTCACTCCGATATATAGAGTACCATATTTCTTAC
TCGCCATATATACACAAAGCCAAATTATAACCTTTATTAGCAGGTATTCCACGGTCAAGCCGTAG
AATGACGATGCTGTATTCTATGTCACCGGGGCTTGACACTGGACCACCCCAAGATCAATATCCGT
CTCTCTAACTCTACAATTATCTGATTGGTTCTTTTTAGTGTTTTCA

>BAHCEICI

GCTTCTTACTGGATGTTTCAAACTGGCTGTATCTTTGAGTTTTATAATGTTCTTTGATTATATTTTT
TAGATTTGAATAGTCATTATTAAAGACATCGCACTCATCTAAAATATTTACGATATTATTTACAC
AATCTTCTTGATACTGTTGTTTTTCAAATAGCATTCAACATCTCTCTTATAGCTACCTGCATTATG
CAACTTTTGCATAATGCTTTTTATTTGTGTGGTGTGTGTATTTTTTGCACATACCTATTTTATACTT
CCAACTTGTGCATTTTTTACACTACTTAAATTTTCTATTCCTAGTAGTTTCAACTTGTAAGAATTA
TTTACAAGCTCACTTTTTAATAAACATCAATTTTAGTCATTCTACGGCTTGACCGTAGAATTCATT
CTCCACCTAGTCAAGAATGCTCTCATATAAGTCTAACCAATCAGGATTAAACTCATTTATCAGAT
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CTATCTTCCACTGTCTTTGCCAGTTTTAAGTCTTTTTTCTCTGTCAAAGCATCTTGTATATATTTAA
ATTGCTCATACTAAACTAAAATTTTTATATCAGACTTTTTAGTAAATCCATCAGCCAAACCTTGT
CTATGCTCTAAACTCTTTTGATAAGAGTTGCTGTCACTCCGATATATAGAGTACCATATTTCTTAC
TCGCCATATATACACAAAGCCAAATTATAACCTTTATTAGCAGGTATTCCACGGTCAAGCCGTAG
AATGACGATGCTGTATTCTATGTCACCTGGGCTTGACACTGGACCACCCCAAGATCAATATCCGT
CTTCTAACTCTACAATTATCTGATTGGTTCTTTTTAGTGTTTTCA

>BELKENT?2013

GCTTCTTACTGGATGTTTCAAACTGGCTGTATCTTTGAGTTTTATAATGTTCTTTGATTATATTTTT
TAGATTTGAATAGTCATTATTAAAGACATCGCACTCATCTAAAATATTTACGATATTATTTACAC
AATCTTCTTGATACTGTTGTTTTTCAAATAGCATTCAACATCTCTCTTATAGCTACCTGCATTATG
CAACTTTTGCATAATGCTTTTTATTTGTGTGGTGTGTGTATTTTTTGCACATACCTATTTTATACTT
CCAACTTGTGCATTTTTTACACTACTTAAATTTTCTATTCCTAGTAGTTTCAACTTGTAAGAATTA
TTTACAAGCTCACTTTTTAATAAACATCAATTTTAGTCATTCTACGGCTTGACCGTAGAATTCATT
CTCCACCTAGTCAAGAATGCTCTCATATAAGTCTAACCAATCAGGATTAAACTCATTTATCAGAT
CTATCTTCCACTGTCTTTGCCAGTTTTAAGTCTTTTTTCTCTGTCAAAGCATCTTGTATATATTTAA
ATTGCTCATACTAAACTAAAATTTTTATATCAGACTTTTTAGTAAATCCATCAGCCAAACCTTGT
CTATGCTCTAAACTCTTTTGATAAGAGTTGCTGTCACTCCGATATATAGAGTACCATTTTTCTTAC
TCGCCATATCTACACAAAGCCAAATTATAACCTTTATTAGCAGGTATTCCACGGTCAAGCCGTAG
AATGACGATGCTGTATTCTATGTCATCCGGGCTTGACACTGGACCACCCCAAGATCAATATCCGT
CTCTCTAACTCTACAATTATCTGATTGGTTCTTTTTAGTGTTTTCA

>DOLLUK

GCTTCTTACTGGATGTTTCAAACTGGCTGTATCTTTGAGTTTTATAATGTTCTTTGATTATATTTTT
TAGATTTGAATAGTCATTATTAAAGACATCGCACTCATCTAAAATATTTACGATATTATTTACAC
AATCTTCTTGATACTGTTGTTTTTCAAATAGCATTCAACATCTCTCTTATAGCTACCTGCATTATG
CAACTTTTGCATAATGCTTTTTATTTGTGTGGTGTGTGTATTTTTTGCACATACCTATTTTATACTT
CCAACTTGTGCATTTTTTACACTACTTAAATTTTCTATTCCTAGTAGTTTCAACTTGTAAGAATTA
TTTACAAGCTCACTTTTTAATAAACATCAATTTTAGTCATTCTACGGCTTGACCGTAGAATTCATT
CTCCACCTAGTCAAGAATGCTCTCATATAAGTCTAACCAATCAGGATTAAACTCATTTATCAGAT
CTATCTTCCACTGTCTTTGCCAGTTTTAAGTCTTTTTTCTCTGTCAAAGCATCTTGTATATATTTAA
ATTGCTCATACTAAACTAAAATTTTTATATCAGACTTTTTAGTAAATCCATCAGCCAAACCTTGT
CTATGCTCTAAACTCTTTTGATAAGAGTTGCTGTCACTCCGATATATAGAGTACCATTTTTCTTAC
TCGCCATATATACACAAAGCCAATTTATAACCTTTATTAGCAGGTATTCCACGGTCAAGCCGTAG
AATGACGATGCTGTATTCTATGTCATCTGGGCTGACCACTGGACCACCCCAAGATCAATATCCGT
CTCTCTAACTCTACAATTATCTGATTGGTTCTTTTTAGTGTTTTCA
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