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OZET

CESITLI SU ORNEKLERI VE SU ORNEKLERINDEN IZOLE EDILEN
ACANTHAMOEBA TURLERINDE FRANCISELLA TULARENSIS ARASTIRILMASI

Mehmet ATAS
Doktora Tezi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Omer POYRAZ
2012, 103 Sayfa

Bu calismada, su Orneklerinde Francisella tularensis ve Acanthamoeba cinsi
amiplerin varliginin ve bu amiplerin F. tularensis tasiyiciligindaki rollerinin
aragtirtlmast amaglanmistir. Bu amagla, Sivas ilinde tularemi olgusu goriilen
bolgelerden 200, olgu goriilmeyen bolgelerden 100 olmak iizere toplam 300 sebeke ve
kaynak suyundan 6rnek toplanmistir.

Su ornekleri 0.20 pm por ¢apli membran filtrelerden siliziilmiistiir. Membran
filtreler F. tularensis kultiri, Acanthamoeba kiiltiiri ve DNA elde edilmesinde
kullanilmigtir.  Su 6rneklerinde F. tularensis ve Acanthamoeba cinsi amiplerin ve bu
amiplerin F.tularensis tasiyiciligindaki rollerinin arastirilmasinda kiiltiir ve Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) kullanilmigtir. Kiiltiir ¢alismalarinda, F.tularensis igin
Glucose Cystein Blood Agar (GCBA), Acanthamoeba cinsi amiplerin {iretilmesi igin
Besleyici Degeri Olmayan Agar (BDOA) kullanilmigtir. Acanthamoeba cinsi
amiplerdeki F.tularensis tasiyiciliginin arastirilmasinda, Buffered Charcoal Yeast
Extract Agar (BCYE) besiyerinden yararlanilmistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda
F.tularensis’in Tul4, Acanthamoeba cinsi amiplerin 18S rDNA gen bdlgesine 6zgiil
primerler kullanilmistir. F.tularensis alt tiir analizinde ise RD1 gen bdlgesine 6zgiil
primerler kullanilmistir.

Tularemi olgusu goriilen bolgelerden alinan 200 su 6rneginin 30’undan (%15)
kiltir yontemi ile F.tularensis izolasyonu yapilirken, tularemi olgusu goriilmeyen
bolgelerden alinan 100 su 6rneginin hi¢ birisinden F.tularensis izole edilmemistir. Tiir
ve alt tiire 6zgii primerler ile yapilan PZR deneyi sonucunda 30 F.tularensis izolatinin

timiiniin F.tularensis subsp. holarctica oldugu bulunmustur.



Tularemi olgusu goriilen bolgelerden alinan 200 su 6rneginin 16’sindan (%38),
tularemi olgusu goriilmeyen bolgelerden alinan 100 su Orneginin 12’sinden (%12)
Acanthamoeba cinsi amip izole edilmistir. Elde edilen toplam 28 Acanthamoeba
izolatinin higbirinde kiiltiir ve PZR deneyleriyle F.tularensis tasiyiciligi saptanmamustir.

Alman su 6rneklerinin tamaminda konvansiyonel PZR yontemi ile F.tularensis
DNA’smin varligi aragtirtlmig olup, su oOrneklerinin hi¢ birisinde F.tularensis
DNA’sinin varligi saptanmamuistir.

Sonug olarak bu ¢alismada Sivas ilindeki sebeke ve kaynak sularinda F.tularensis
ve Acanthamoeba cinsi amiplerin varligi saptanirken, amipler ile F.tularensis varlig

arasinda anlamli bir iligki bulunmamustir.

Anahtar kelimeler: Francisella, Acanthamoeba, PZR, Su, Buffered Charcoal Yeast
Extract Agar (BCYE)



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF FRANCISELLA TULARENSIS IN THE WATER
SAMPLES AND IN ACANTHAMOEBA SPECIES ISOLATED
FROM THE WATER SAMPLES

Mehmet ATAS
Doctoral Thesis, Department of Microbiology
Supervisér: Prof. Dr. Omer POYRAZ
2012, 103 pages

In this study was aimed to investigation of the presence of Francisella tularensis
and Acanthamoeba sp. in the water samples and the carrier role of Acanthamoeba sp.
for F.tularensis. For this purpose, a total of 300 the drinking water supply and spring
water 200 from tularemia appeared regions and 100 from tularemia not appeared
regions were collected in Sivas.

The water samples were filtered through a 0,20 p pore size membran filters. The
membran filters were used for F. tularensis culture, Acanthamoeba culture and DNA
extraction. In the study, culture and Polymerase Chain Reaction (PCR) methods were
used to investigation of the presence of F. tularensis and Acanthamoeba sp. in the water
and carrier role of Acanthamoeba sp. for F. tularensis. Glucose Cystein Blood Agar
(GCBA) and the Non Nutrient Agar (NNA) were used for F.tularensis and
Acanthamoeba sp. in the culture, respectively. On the other hand, Buffered Charcoal
Yeast Extract Agar (BCYE) medium were used to investigate of carrier role of
Acanthamoeba sp. for F.tularensis. Tul4 and 18S rDNA genes spesific primers were
used for F.tularensis and Acanthamoeba sp. in the PCR, respectivly. After that, RD1
gene spesific primers were used for F.tularensis subspecies analysing.

F.tularensis was isolated in 30 (15%) of 200 water samples which are from
tularemia appeared regions, while was not been isolated in 100 water samples which are
from tularemia not appeared regions with the culture method. As a result of the PCR
assay with made by species and sub-species-specific primers, the all 30 isolates of

F.tularensis were identified as F.tularensis subsp. holarctica.

Vi



Acanthamoeba sp. were isolated in 16 (8%) of 200 water samples from tularemia
appeared regions, while 12 (12%) of 100 water samples from tularemia not appeared
regions. F.tularensis was not detected with culture and PCR method in the
Acanthamoeba isolates (28 isolates) obtained in the study.

All of the water samples were analyzed for the precence of F.tularensis with PCR
method but the species was not detected in any samples.

As a result of the study, the presence of F.tularensis and Acanthamoeba sp. were
detected in drinking water supply and spring water in Sivas. However, there was not a

significant relationship between the presence of F.tularensis with Acanthamoeba sp.

Keywords: Francisella, Acanthamoeba, PCR, Water, Buffered Charcoal Yeast Extract
Agar (BCYE)
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1. GIRIS VE AMAC

Tularemi Kuzey yarim kiireye 6zgii bakteriyel zoonoz bir hastaliktir. Hastalik Kuzey
yarim kiirede 30° - 71° enlemleri arasinda bulunan iilkelerde goriilmektedir. Hastalik
etkeni fakiiltatif, intraselliiler, gram negatif bir bakteri olan Francisella tularensis’tir
(Sjostedt, 2007; WHO, 2007).

F.tularensis insanlara kene, sivrisinek gibi boceklerin 1sirmasi, enfekte
hayvanlarin doku ve viicut sivilarina temas edilmesi, kontamine olmus su ve besinlerin
alinmast ve enfekte aerosollerin solunmasi yolu ile bulasmaktadir. Tularemi
hastaliginda insandan insana bulas bildirilmemistir (Sjostedt, 2007, WHO, 2007).

Tularemi enfeksiyonu F.tularensis bakterisinin alt tiirtine, bakterinin viriilansina
ve bulas yoluna gore degisik sekillerde ortaya ¢ikmaktadir. Tularemi enfeksiyonlarinda
tilseroglandiiler, glandiiler, okiiloglandiiler, orofarengeal, sistemik (tifoidal) ve
pnomonik tularemi olarak isimlendirilen klinik sekiller gézlenmektedir (Sjostedt, 2007).

F.tularensis subsp. tularensis Kuzey Amerika’da bulunan alt tiirdiir. Viriilansi
yiiksektir ve genellikle tavsan, kene ve koyunlarla iligkilidir. F.tularensis subsp.
holarctica ise Kuzey yarim kiirenin degisik iilke ve bolgelerinden izole edilmistir.
Viriilans1 F.tularensis subsp. tularensis’e gore daha diistiktiir. Akarsu, golet, gol ve
nehir gibi sucul ortamlarla iligkilidir (Sjostedt, 2007; WHO, 2007).

Tularemi hastaliginin epidemiyolojisinde karasal dongii ve su dongiisii olmak
tizere iki farkli dongii tanimlanmaktadir. Karasal dongiide baslica vektorleri yabani
tavsanlar, keneler ve bazi sinek tiirleri olustururken hastaligin su dongiisiinde kunduz,
misk sigam ve diger sican tiirleri rol oynamaktadir. Insan ise bu déngiilerde organizma
ile temas ederek organizmay1 kazanan konak olarak tanimlanmaktadir. (Morner, 1992;
Nigrovi¢ ve Wingerter, 2008).

Dogada toprak, hava ve su gibi ¢evrelerde 6zgiir olarak yasayan ¢esitli amip cins
ve tiirleri bulunmaktadir. Istemli ya da firsatg1 patojen olarak tanimlanan bu amipler
insanlarda baglica merkezi sinir sistemi ve goz enfeksiyonlar1 olusturmaktadirlar
(Martinez ve Visvesvara, 1997; John, 1998; Visvesvara ve ark., 2007).

Amipler yasadiklar1 ortamda bulunan bakteri, alg ve mantarlarla
beslenmektedirler. Fagositozla hiicre igerisine alinan bakteriler fagozom lizozom
birlesmesinden sonra olusan fagolizozom igerisinde sindirilmektedirler. Amoeba

Rezistant Bacteria (ARB) olarak adlandirilan Coxiella burnetii, Escherichia coli 0157,

1



Francisella tularensis, Legionella pneumophila, Vibrio cholerae, Helicobacter pylori,
Mycobacterium leprae ve Mycobacterium avium gibi bakteriler ise Ozgiir yasayan
amipler igerisinde canli kalarak yasamlarini devam ettirebilmektedirler (Greub ve
Raoult, 2004).

F.tularensis hiicre i¢i bir bakteri olup diger bir ¢ok bakteri gibi suda serbest
yasayan protozoonlar dahil bir ¢ok canlida yasayabilmektedir. F.tularensis’in deneysel
sartlarda protozoonlar igerisinde gogalabildigi gosterilmistir. Bu durumun bakteri i¢in
kisa siireli tireme ortami olusturabilecegi ve protozonlarin F.tularensis igin dogal
rezervuar olabilecegi diisiiniilmektedir (Berdal ve ark., 2000; Abd ve ark., 2003).

F. tularensis dis ortam kosullarina oldukg¢a dayanikli olup, 6zellikle sudaki serbest
yasayan amipler (Acanthamoeba castellani) iginde yasamini siirdiirebilmesinin, su
kaynakli epidemiler ve hastaligin bolgesel devamliligi acisindan énemli oldugu kabul
edilmektedir (Saglik Bakanligi, 2011).

Diinyada enfekte hayvanlarla ve kene ile temas, en sik gozlenen bulagsma yolu
iken, lilkemizde klorlanmamis igme suyu veya kaynak suyu tiiketilmesi ana bulas
yolunu olugturmaktadir (Kilig, 2010; Saglik Bakanlig, 2011).

Bu ¢alismada Sivas ilindeki sebeke ve kaynak sularinda F.tularensis bakterisinin
ve Acanthamoeba cinsi amiplerin varligi ile Acanthamoeba cinsi amiplerdeki
F.tularensis tasiyiciliginin kiiltir ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi ile

belirlenerek tularemi hastaliginin epidemiyolojisine katki saglamak amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1 Tarihce

Tularemi diinyanin farkli yerlerinde; su sigani avci hastaligi (Rusya), Ohara hastaligi ve
yabani tavsan atesi yato-byo (Japonya), veba benzeri hastalik (California), geyik sinegi
atesi (Utah), glandular kene atesi (Idaho ve Montana), Pazarci hastaligi (Washington) ve
tavsan atesi (Orta Amerika) hastaligi olarak adlandirilmaktadir (Ellis ve ark., 2002;
Penn, 2005; Wilke, 2006; Giircan, 2007). Ulkemizde top hastalifi, sis hastalig1 veya
piring hastalig1 olarak halk arasinda isimlendirilmistir (Ozel, 1938).

McCoy ve Chapin 1911 yilinda ABD’nin California eyaletinin Tulare bdlgesinde
yakalanan sincaplardan hastalik etkeni bakteriyi izole etmisler ve etkene Bacterium
tularense adimi vermisglerdir. Tularemi hastaligi etkeni olan Francisella tularensis’in
insandan ilk izolasyonu ise Lamb ve arkadaglar1 tarafindan 1914 yilinda
gerceklestirilmistir (Ellis ve ark., 2002; Nigrovig ve Wingerter, 2008).

Edward Francis 1919 yilinda hastaligin geyik sinekleri ile bulasabildigini
deneysel enfeksiyonla gostermis ve hastaliga ““ Geyik yangis1” adin1 vermistir. Edward
Francis 1921 yilinda kan emen bdceklerin 1sirmast ile kemirgenlerden insana bulasin
meydana geldigini bildirmis ve hastaligin adinin tularemi olmasini 6nermistir (Francis,
1921).

Tularemi hastaligt Japonya’da 1925, Rusya’da 1928, Norveg’te 1931,
Avusturya’da 1935 ve Cekoslovakya’da 1936 yillarinda tanimlanmistir (ONUL, 1980).

Tularemi hastalign iilkemizde ilk kez 1936 yilinda Corlu Askeri Hastanesi
doktorlarmndan Omer Bican, Irfan Titiz, Mustafa Fevzi Kurtaran ile Giilhane Hastanesi
doktorlarindan Hiiseyin Kemal tarafindan bildirilmistir. Hiiseyin Kemal tarafindan
hastalardan F.tularensis bakterisi izole edilmistir (Gotschlich ve Berkin, 1938; Tokgoz
ve Golem, 1938).

2.2 Mikrobiyolojik Ozellikler

2.2.1 Simflandirma, Alt Tiirler ve Biyovarlar
Francisella cinsi igerisinde bulunan bakteriler ilk yillarda Brucella ve Pasteurella
tirleri ile birlikte Bacterium cinsi igerisinde smniflandirilmistir. Yapilan genetik,

fenotipik ve hiicre duvari analizleri sonucunda 1960’l1 yillarda yeni bir cins olarak
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kabul edilmistir. Francisella cinsi Bergey’s Manuel’in 2000 yili baskisinda
Thiotrichales alt sinifinda, Proteobacteria y alt bélimiinde, Francisellaceae ailesinin
tek cinsi olarak yer almaktadir (Winn ve ark., 2006).

Francisella cinsi igerisinde iki tiir bulunmakta olup bunlar; F.tularensis ve
F.philomiragia’dir. F.tularensis insanlarda ve tavsanlardaki viriilansina, 16S dizilimine,
biyokimyasal reaksiyonlarina ve epidemiyolojik Ozelliklerine gore dort alt tiire
ayrilmaktadir. Bu tiir ve alt tiirlerin siniflandirilmasi asagida goriildiigi gibidir.

1. Francisella tularensis

a. F.tularensis subsp. tularensis
(F.tularensis subsp. nearctica veya biyovar tip A)
b. F.tularensis subsp. holarctica
(F.tularensis subsp. palaearctica veya biyovar tip B)
c. F.tularensis subsp. mediaasiatica
d. F.tularensis subsp. novicida

2. Francisella philomiragia

F.tularensis subsp. tularensis, insanlar ve tavsanlar ig¢in en virulan sustur.
Solunum yolu ile viicuda alinan 10 bakteri enfeksiyon gelisimi i¢in yeterlidir. Kuzey
Amerika’da yaygin olarak goriiliirken Avrupa’da yaygin degildir (Ellis ve ark., 2002;
Tarnvik ve Berglund, 2003; Penn, 2005; WHO, 2007).

F.tularensis subsp. holarctica Avrupa, Asya, Japonya ve Kuzey Amerika’da,
F.tularensis subsp. holarctica biovar japonica Japonya’da izole edilmistir. Insanlarda
orta diizeyde viriilan iken tavsanlardaki viriilans1 diistiktiir (Ellis ve ark., 2002; Tarnvik
ve Berglund, 2003; Penn, 2005; WHO, 2007).

F.tularensis subsp. mediaasiatica Kazakistan ve Tiirkmenistan’da izole edilmistir
ve orta derecede viriilandir. Insan ve tavsanlarda hafif seyirli bir hastalik yapar (Ellis ve
ark., 2002; Tarnvik ve Berglund., 2003; Penn, 2005; WHO, 2007).

F.tularensis subsp. novicida 6li misk fareleri ile kontamine sulardan ve nadir
insan olgularindan izole edilmistir. Kuzey Amerika’da ve Avustralya’da goriiliir.
Insanlarda nadiren (sadece immiin baskilanmis olgularda) enfeksiyon olusturur.
Insandan insana bulastigi gosterilmediginden hasta ile temas edilmesi veya aym
ortamda bulunulmasinin riskli olmadigi kabul edilmektedir (Ellis ve ark., 2002; Tarnvik
ve Berglund, 2003; Penn, 2005; WHO, 2007).



Tularemi hastaliginin inkiibasyon siiresi susun viriilansina, enfektif doza ve
konaga giris yoluna gore 1-14 giin arasinda degisir, ancak ¢ogu olguda semptomlar 3-5
giin i¢inde gelismektedir (Ellis ve ark., 2002; Tarnvik ve Berglund, 2003; Penn, 2005;
Winn ve ark., 2006; WHO, 2007).

Hayvanlardan ve sulardan izole edilen F.philomiragia tiirli, F.tularensis’e goére
daha disiik viriilanshidir. Cogunlukla immiin yetersizligi olan veya yakin temasla olusan
yaralanmalara sahip hastalarda nekrotizan pnomoni, bakteriyemi ve menenjit
yapabildigi gosterilmistir (Forbes ve ark., 2007).

Son yillarda yapilan arastirmalarda Atlantik Morinalarindan izole edilen
F.philomiragia subsp. noatunensis alt tiirii ile yine Atlantik Morinalarinda 6liimciil
hastaliklar yapabilen F.piscicida tiirleri tanimlanmistir (Mikalsen ve ark., 2007; Ottem
ve ark., 2007).

2.2.2  Mikroskobik Goriiniim, Boyanma ve Biyokimyasal Ozellikler

Francisella cinsi bakteriler gram negatif, kokobasil gériinimde, hareketsiz, sporsuz,
fakiiltatif intraselliiler bakterilerdir. F.tularensis 0.2x0.2-0.7 um, F.novicida ise 0.7-1.7
um boyutlarindadir. Boyutlart kiiciik oldugundan Gram boyasi ile soluk boyanirlar.
Gram veya Giemsa boyasi ile boyandiklarinda bipolar boyanma gosterirler ve kok
gortiniimii verirler (Penn, 2005; Winn ve ark., 2006).

F.tularensis oksidaz ve iireaz negatif olup, katalaz testinde zayif pozitif dzellik
gostermektedir (WHO, 2007).

F.tularensis vahsi suslar1 ve F.tularensis subsp. holarctica’dan iiretilen canli as1
susu (mutant live vaccine strain-LVS) yiizeylerinde eksopolisakkarit bir kapsiile
sahiptir. Kapsiiliin bakteriyi serum kompleman etkisinden korudugu bilinmektedir.
Kapsiilii uzaklastirilmis bakterilerin farelerde ve kobaylarda hastalik olusturamamasi
kapsiiliin viriilanstaki roliinii géstermektedir (McLendon ve ark., 2006).

Francisella’nin lipopolisakkariti kendine 6zgii yapidadir. F.tularensis subsp.
tularensis ve F.tularensis subsp. holarctica lipopolisakkaritlerindeki O antijenleri
aynidir fakat F.tularensis subsp. novicida O antijeni farklidir (McLendon ve ark., 2006).

Francisella tiirlerini ve alt tiirlerini birbirlerinden ayiran 6zellikler Cizelge 2.1°de
goriilmektedir (WHO, 2007).



Cizelge 2.1 Francisella tiirlerini ve alt tiirlerini birbirlerinden ayiran 6zellikler

.. F.tularensis alt tiir
Ozellik

tularensis holarctica mediaasiatica | novicida | F.philomiragia
Sistin, Sistein ihtiyact + + + - -
Karbonhidrat
fermentasyonu
Maltoz + + - zayif -
Sukroz - - - T +
D-Glukoz + + - + zayif
Gliserol + - + zayif -
Sitriilin tireidaz tiretimi + - + + Test edilmedi
Oksidaz tiretimi* - - - - T
TSI’da** H,S {iretimi +
Hiicre biiyikligii 0.2-0.7x0.2 0.2-0.7x0.2 | 0.2-0.7x0.2 0.7x1.7 0.7x1.7

* Kovak’s ayraci ile

** Triple Sugar Iron Agar

2.3 Bulas Yollar:

F.tularensis dogal olarak enfektif aerosollerin solunmasi, kontamine su ve gidalarin
alinmasi, enfeksiy6z sivi ve hayvan dokulari ile temas edilmesi veya i¢ilmesi, nadiren
de kene ve bazi sineklerin 1sirmasi ile bulasabilmektedir (Ellis ve ark., 2002; Tarnvik ve
Berglund, 2003).

Kuzey Amerika ve Japonya’da genellikle avcilarda direkt temasla, av
hayvanlariyla ve keneler araciligi ile bulagmaktadir. Kuzey Avrupa iilkelerinde
sivrisinek, kene ve tavsanlarla bulasirken Gliney Avrupa, Balkan iilkeleri ve ililkemizde
kontamine su kaynakli bulas daha fazla goriilmektedir (Penn, 2005; Wilke, 2006;
Nigrovi¢ ve Wingerter, 2008; Kilig, 2010).

2.3.1 Solunum Yolu Ile Bulasma

Aerosol seklinde bulunan kontamine su ve toz partikiillerinin solunum yolundan
alinmasi ile meydana gelmektedir. En sik karsilagilan risk faktorleri hasat yapmak, ¢im
bigmek veya benzer aktivitelerdir. Solunum yolu ile bulasma Iskandinav iilkelerinde
yasayan g¢iftcilerde, ABD’de bahge diizenlemesi yapan peyzajcilarda ve Orta Avrupa’da
seker kamis1 hasati yapanlarda bildirilmektedir. Laboratuvar calisanlart da solunum

yolu ile bulas agisindan yiiksek risk grubundadir. Solunum yolu ile meydana gelen




enfeksiyon genellikle tifoidal ve respiratuvar tularemiye neden olmaktadir (Dahlstrand
ve ark., 1971; Syrjala ve ark., 1985; Cerny, 2001; Feldman ve ark., 2001, 2003; Jensen
ve Kirsch, 2003; Tarnvik ve ark., 2004).

2.3.2 Sindirim Yolu ile Bulagsma

F.tularensis ile kontamine olmus su ve besin maddelerinin sindirim yolu ile viicuda
alinmasi ile ortaya c¢ikmaktadir. Kontamine olmus sularin neden oldugu tularemi
olgularina ozellikle Tiirkiye ve Giiney Avrupa’da rastlanirken, ABD ve Kuzey
Avrupa’dan nadiren olgu bildirilmektedir (Greco ve ark., 1987; Helvaci ve ark., 2000;
Giircan ve ark., 2004; Karadenizli ve ark., 2005). Bulgaristan’da sindirim yolu ile
bulasarak salgina neden olan 262 olguluk tularemi salgini bildirilmistir (Christova ve
ark., 2004).

2.3.3 Enfekte Hayvanlarla Temas Yolu ile Bulasma

F.tularensis’in saglam deriden penetre olabilecegi deneysel olarak gosterilmistir
(Ohara, 1926). Enfekte hayvanlarla temas yolu ile bulagsma en fazla avcilarda ve av
hayvani ile temas edenlerde goriilmektedir. Domuz, kemirgenler ve lagomorflar gibi
hayvanlarla temas onemli risk faktoridir (Miinnich ve Lakatos, 1979; Ohara ve ark.,
1996). Tularemi hastaliginin bireysel bazi olgularda kedi 1sirigr ile de bulastig
bildirilmektedir (Capellan ve Fong, 1993; Liles ve Burger, 1993).

2.3.4 Vektorler Araciligi ile Bulasma

Kuzey Amerika ve Orta Avrupa’da farkli kene tiirlerinin Francisella tularensis
tastyicist oldugu gosterilmigtir. Tabanidae familyas: icerisinde yer alan at sinekleri
(Tabanus ssp. ve Chrysozoma ssp.) ve Grysops tirii sineklerde etkeni
tagityabilmektedirler. ABD’de kene ve sinek gibi artropodlar en 6nemli vektorlerdir.
Isve¢ ve Finlandiya’da ise sivrisinekler tularemi igin Onemli vektdrler olarak
tanimlanmaktadirlar. (Klock ve ark., 1973; Hopla, 1974; Eliasson ve ark., 2002;
Petersen ve Schriefer, 2005).

2.4 Dayamkhhk
F.tularensis suda, toprakta, hayvan leslerinde ve atiklarinda aylarca, samanda alt1 ay ve
- 15°C'de dondurulmus tavsan etinde yillarca canli kalabilmektedir. Yiiksek 1siya ve

klora dayaniksiz oldugundan kaynatilmis veya klorlanmis suda canliligimi devam
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ettiremez. Klorlanmamis suda 90 giine kadar canli kalabildigi gosterilmistir. Fiziksel
etkenlere, kimyasal dezenfektanlara, standart inaktivasyon islemlerine ve UV 1sinlarina
kars1 olduk¢a duyarlidir. F.tularensis subsp. holarctica yilizey sularinda ve toprakta
aylarca canli kalabilmektedir. Dogal sartlarda F.tularensis su ve ¢amurda aylarca
canliligint koruyabilmektedir (Hopla, 1974; Ellis ve ark., 2002; WHO, 2007; Kilig,
2010).

Francis besiyeri ve McCoy besiyerinde iireyen bakteriler buzdolabinda saklanmak
kosulu ile canliliklarimi 4 ay siirdiirebilirler (Tokgéz ve Golem, 1938). Ast susu
saglamak veya DNA izolasyonu yapmak i¢in 60 °C’de bir saat 1sitmak bakterilerin
inaktivasyonu i¢in yeterlidir (WHO, 2007).

Ortam temizliginde ve arindirilmasinda, %5 NaOCl kullanilmasi yeterlidir.

Dezenfeksiyon islemi i¢in aerosolizasyondan kag¢inmak kosulu ile kuaterner amonyum

bilesikleri de kullanilabilir (Kilig, 2006).

2.5 Kilinik

F.tularensis fakiiltatif intraselliiler bir mikroorganizmadir. Diger hiicre i¢i bakterilerde
oldugu gibi makrofaj sitozolliinde fagozomal yapiy1 parcalamakta ve ¢ogalmaktadir.
Klinik tablo bakterinin viriilansina, viicuda giris yoluna ve konagm immiin durumuna
gore degisiklikler gostermektedir (Kilig, 2006; WHO, 2007; Saglik Bakanligi, 2011).

Hastaligin kulugka stiresi 3-5 gilin olmakla birlikte 1-21 giin arasinda
degisebilmektedir. Asemptomatik seyir gosterebilecegi gibi bakteriyemi ile sonuglanan
olgularda goriilmektedir. Hastalik Ulseroglandiiler, Glandiiler, Okiiloglandiiler,
Orofarengeal, Sistemik (tifoidal) ve Pnomonik tularemi olmak tizere 6 degisik formda
gozlenmektedir (Kilig, 2006; WHO, 2007; Saglik Bakanligi, 2011).

Hastalik ates, lislime, titreme, bas agrisi, halsizlik, istahsizlik ve yorgunluk ile
genellikle ani olarak bagslar. Ates 38 °C ve listiine ¢ikarak tedavi edilmeyen olgularda 30
giinden fazla siirebilmektedir. Ayrica Oksiiriik, kas agrisi, gogiiste rahatsizlik hissi,
kusma, bogaz agrisi, karin agris1 ve diyare goriilebilir (Kilig, 2005; WHO, 2007; Saglhk
Bakanligi, 2011). Ulkemizde tularemiye bagli tek 6liim vakasi 1936 yilindaki Trakya
salgiminda bildirilmistir (Gotschlich ve Berkin, 1938).

2.5.1 Ulseroglandiiler Tularemi
F.tularensis subsp. tularensis enfeksiyonu baslica iilseroglandiiler formda seyreder.

Hastalarin %21-78’inde bu form gozlenmektedir (Aydemir, 2009). Bakteri cilt yolu ile
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viicuda girer ve bu giris yerinin drene oldugu lenf bezini tutar. Cilt lezyonu kirmiz1 ve
agril1 bir papiil seklinde baslar. Papiil daha sonra nekroza ugrar ve tlserlesir. Genellikle
kene 1sirmasi, sivrisinek sokmasi ve enfekte hayvan dokularina temas sonrasi olusur.
Kuzey Amerika’da kene 1si@1 ve tavsan avcilarinda gelisen olgularda en sik
ilseroglandiiler tularemi gozlenmektedir. Kuzey Avrupa’da ise sivrisinek isirmasina

bagli olarak gozlenmektedir (Helvaci, 2009).

2.5.2 Glandiiler Tularemi

Glandiiler tularemi cilt lezyonu olmadan agrili lenfadenopati ile karakterizedir.
ABD’de olgularin %3-20’sinde, Japonya’da ise %62’sinde bu form goriilmektedir
(Aydemir, 2009). Cilt lezyonunun ¢ok kiigiik veya atipik olmasi nedeniyle gozden
kacabilir. Bliylimiis lenf bezleri uzun siire kalabilir. Agrili lenfadenopati vardir ve

deride iilser gozlenmez (Helvaci, 2009).

2.5.3 Orofarengeal Tularemi
Bakteri kontamine su, gidalar ve damlaciklar ile oral yoldan alinir. En yaygin
semptomlar ates ve siddetli bogaz agrisidir. Hastalarda eksiidatif farenjit veya tonsillit
mevcuttur. Bir veya daha fazla iilser gortilebilir. Tek tarafli veya bilateral lenfadenopati
gelisebilmektedir. Birka¢ lenf nodu biiyliyerek birlesebilmekte ve agrili, yumurta
biiyiikliigiinde bir kitle haline gelebilmektedir. Lenf nodlari ilerleyen zamanlarda siipiire
olabilmektedir. Ulkemizde goriilen tularemi vakalarinin biiyiik cogunlugu kontamine su
ve gida alinmasina bagl olarak orofarengeal formda gozlenmektedir (Helvaci, 2009).
Agizda ve farinks mukozasinda kizariklik ve piistiller degisimler yaygindir.
Genellikle tek tarafli olarak lenfadenit gelisebilmektedir. Bu bulgular streptokokkal
tonsillit, enfeksiyoz mononiikleoz ve tiiberkiiloz lenfadenit ile karigabilmektedir

(Karadenizli ve ark., 2005).

2.5.4 Okiiloglandiiler Tularemi

Kontamine olmus ellerle veya kontamine suyun goze temasi ile ortaya ¢ikan tularemi
formudur. Su kaynakli tularemi vakalarinin siklikla goriildiigii tilkemizde de kontamine
su aracilig ile bulas gergeklesmektedir. Genellikle tek tarafli piiriilan konjonktivit ve
ayni tarafta preavrikiiler lenfadenopati mevcuttur. Gozde agri, kasinti, fotofobi,

hiperemi ve periorbital ddem gozlenebilmektedir (Helvact, 2009).



2.5.5 Sistemik (Tifoidal) Tularemi

Cok fazla sayida bakterinin viicuda alinmasi durumunda, immiin sistemi bozuk veya
baskilanmis olanlarda goriilmektedir. Tulareminin en agir formudur. Bakterinin viicuda
giris yeri genellikle tespit edilemez. Hastalarda toksik goriiniim, yiiksek ates, listime,
bas agrisi, halsizlik, kusma, karin agris1 ve diyare goriilmektedir (Helvaci, 2009).
Hastalarin %5-30’unda goriilen bu formun tanisin1 koymak diger klinik formlara gore

daha zordur ve bulas degisik yollarla olmaktadir (Aydemir, 2009).

2.5.6 Pnomonik Tularemi

Bakterinin solunum yoluyla viicuda alinmasi sonrast veya diger formlarin
komplikasyonu olarak hematojen yolla gelisir. Hastalarda yiiksek ates ve bas agrisinin
yaninda akcigerlerde tek tarafli veya bilateral infiltratlar, hiler lenfadenopati ve plorezi
saptanabilmektedir. Tulareminin pnoémonik formu O6liimciil olarak seyredebilmektedir
(Syrjala ve ark., 1985; Helvaci, 2009). Tiim tularemi hastalarinin %7-20’sini pndmonik
form olusturmaktadir (Aydemir, 2009).

2.5.7 Tularemi’de Cilt Dokiintiileri

Tularemi olgularinda hastalarin %3-25inde makiilopapiiler, vezikiilopapiiler, eritema
nodosum, eritema multiforme, akne benzeri veya iirtiker seklinde deri dokiintiileri
goriilmektedir. Dokiintiiler genellikle semptomlarin baslamasindan sonraki 2 hafta
igerisinde ortaya ¢ikmaktadir (Penn, 2005). Tularemide goriilen sekonder deri bulgular
siklikla kollarda ve bacaklarda goriilmektedir. Kadinlarda goriilme orani erkeklerden

daha fazladir ve tedaviye baslanmasiyla birlikte siiratli bir iyilesme saglanmaktadir

(Helvaci, 2009; Saric1 ve Altinyazar, 2009).

2.6 Tedavi ve Antibiyotiklere Diren¢
Insanlarda F.tularensis’e kars1 humoral ve hiicresel bagisik yanit olusmakta, humoral
yanit ile olusan antikorlar 8-25 yil siire ile kanda saptanabilecek diizeyde kalmaktadir.
Antikorlarin olusmasi tek basina koruyuculukta etkin olmayip diger intraselliiler
mikroorganizmalarda oldugu gibi etkin bir bagisiklik i¢in hiicresel immiinitenin de
olugmasi1 gerekmektedir (Merig, 2009).

Antibiyotiklerin kullanima girmesinden 6nceki donemlerde, toplam olgu fatalite
hiz1 yaklasik %7 (%5-15 arasinda) ve agir olgulardaki (pnomoni ve tifoidal formda)

mortalite oram %33 iken, giiniimiizde mortalite %2 diizeylerine inmistir. Etkili
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antimikrobiyal tedavinin kullanimindan 6nce, hastaligin 3 ay veya daha uzun siiren
konvelesan donemle seyrettigi bildirilmistir (Kili¢ ve Yesilyurt, 2011).

Tularemi tedavisinde kullanilan baglica antibiyotikler streptomisin, gentamisin,
tetrasiklin, doksisiklin, kloramfenikol ve kinolon tiirevleridir (Cizelge 2.2) (Penn, 2005;
Tarnvik ve Chu, 2007; Kilig ve Yesilyurt, 2011; Saglik Bakanligi, 2011).

Cizelge 2.2 Eriskinlerde ve ¢ocuklarda tularemi tedavisinde Onerilen antibiyotikler,
dozu ve siireleri (Saglik Bakanligi, 2011)

Antibiyotik Erigkin Dozu Cocuk Dozu Siire
15 mg/kg/giin 15 mg/kg/giin
Streptomisin Maksimum doz 2 gr/giin ~ Giinliik doz ikiye 10 giin
I Secenck Verilis Yolu:IM boliiniir
' .. 5 mg/kg/giin
. 5 mg/kg/giin .o o .
Gentamisin Verilis Yolu:IM-IV Gunhik do% 1}<| ) 10 giin
veya iige boliiniir
15 mg/kg/giin
Il. Alternatif | _ . *  2x500 mg/giin oral Doz en fazla 1 10-14 iin
Tedavi Siprofloksasin - 5540 mg/giin, IV gr/giine kadar gl
¢ikabilir
Doksisiklin* 2x100 mg oral 4 mg/kg/giin 15-21 giin

Cocuklarda mecbur kalmadik¢a kullaniimamalidir.

F.tularensis suslar1 beta-laktamaz aktivitesine sahip olduklarindan Beta-laktam
grubu antibiyotikler tularemi tedavisinde kullanilmamaktadir (Baker ve ark., 1985).
Eritromisin direnci Avrupa’dan izole edilen suslarda, Rusya’nin endemik bdlgelerinde
ve lilkemizde yaygin olarak goriiliirken, Kuzey Amerika’da izole edilen suslarda daha
az goriilmektedir. Iskandinav iilkelerinden izole edilen 22 susun 14’{iniin eritromisin
direncine sahip oldugu bildirilmistir (Scheel ve ark., 1993; Kili¢ ve Yesilyurt, 2011).
Ulkemizden izole edilen iki susun eritromisine direngli oldugu belirtilmektedir (Giircan

ve ark., 2008).

2.7 Laboratuvar Tanis1

Yiksek aerosol bulas potansiyeli nedeniyle F.tularensis’in izolasyon ve
identifikasyonunu  gergeklestirecek laboratuvarlar minimum BGD-2 giivenlik
standartina sahip olmali ve tiim islemler sinif IIA biyogiivenlik kabininde yapilmalidir

(Saglik Bakanligi, 2005). F.tularensis’in kiiltiir, antibiyogram ve biyokimyasal
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testlerinin yapilmasi durumunda Diinya Saglik Orgiitii tarafindan diizey 3 biyoemniyet
kabini kullanilmasi Onerilmektedir. Laboratuvarda meydana gelebilecek bulasin
Onlenmesi i¢in ¢alisan personelin maske, gozliikk ve koruyucu elbiseler giymesi temel
onlemlerdendir (WHO, 2007).

Tularemi hastaligmmin tanisi; etkenin izolasyonu, etkene ait antijenlerin
saptanmasi, molekiiler yontemlerle bakteriye ait genetik yapilarin gosterilmesi ve
serolojik olarak antikorlarin gosterilmesi seklinde konulmaktadir (Karadenizli, 2009).

Tulareminin serolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak yapilan direkt tanisi
rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yapilabilmektedir. F.tularensis en sik laboratuvar
enfeksiyonuna neden olan mikroorganizmalardan birisi olup son derece bulagicidir.
Uremek igin 6zel gereksinimleri olan nazli bir bakteri olmasi nedeniyle kiiltiiriiniin

yapilmasi zordur (Karahan ve Kilig, 2009).

Tam i¢in Ahnacak Ornekler
Tularemi tanis1 i¢in hastadan alinacak ornekler klinik tabloya gore farkliliklar
gostermektedir. Enfekte iilseri olan hastada, yaradan kazint1 ve siiriintli 6rnekleri alinir.
Glandiiler form goziikken olgularda lenf bezi biyopsileri, aspiratlari veya akintili
lezyonlardan sliriintii Ornekleri alinarak laboratuvara ulastirilmalidir.  Pulmoner
tularemide balgam, farengeal yikama suyu, brons yikama suyu, transtrakeal aspirat,
aclik mide aspirat1 ve plevra mayii, ayrica kan ornekleri alinabilir. Hastalardan serolojik
tan1 i¢in akut ve konvalesan dénemlerde serum Ornekleri alinmalidir. Molekiiler tani
amaciyla ad1 gegen klinik materyaller kullanilabilmektedir (Karahan ve Kilig, 2009).
Hastadan alinan orneklerin transportu amaciyla komiirlii Amies veya modifiye
Thayer Martin besiyerleri tecih edilmektedir. Bu besiyerlerine alinan Orneklerdeki
bakterilerin yedi giine kadar canliligin1 koruyabildigi bildirilmektedir (Karahan ve Kilig,
2009).

2.7.1 Serolojik Tam
F.tularensis’in ¢ok viriilan bir bakteri olmasi, laboratuvar kaynakli enfeksiyonlara
neden olabilmesi ve kiiltiir duyarlihiginin %25 gibi diisiik diizeylerde olmasi kiiltiiriin
tanida tercih edilmemesine neden olmaktadir. Tiim bu nedenlerden dolay1 tulareminin
tanisinda mikro agliitinasyon testi en sik kullanilan testtir (Giircan, 2009a).

F.tularensis ile enfekte olan insanlarda spesifik IgM, IgG ve IgA antikorlari

semptomlarin baslangicindan 6-10 giin sonra ayni anda serumda belirmeye baslar.
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Enfeksiyondan sonraki 1-2 ayda en yiiksek seviyesine ulasir ve en az 11 yil saptanabilir
diizeylerde kalir. 1gG, IgM ve IgA simifi antikorlar ortalama 33 ila 41. giinlerde en
yiiksek titreye ulagmaktadirlar. IgM ve IgA smifi antikorlar 3-6 ayda belirgin olarak
azalmakta IgG’ler ise yliksek diizeylerini korumaktadirlar (Koskela ve Salminen, 1985).

Antikor diizeylerinin uzun yillar yiiksek diizeylerde kalmasi eski ve yeni
enfeksiyon ayriminda problemlere neden olabilmektedir. Eski ve yeni enfeksiyonlarin
ayriminda tek bir antikor titresi ile yetinmeyip 1-2 hafta sonra alinacak yeni kan
orneginde 4 kat titre artis1 olup olmadigi arastirilmalidir (Giircan, 2009a).

Antikorlar hastaligin baslangicindan itibaren 10-14 giin icerisinde olusurlar ve
mikroagliitinsayon testleri ile saptanabilecek diizeye gelirler. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) mikroagliitinasyon yonteminde >1:128 titrede, tiip agliitinasyon yonteminde ise
>1:160 titredeki pozitifligi anlamli kabul etmektedir (Ellis ve ark., 2002; WHO, 2007).

Serolojik tanida mikroagliitinasyon testi en yaygin kullanilan tani testidir
(Bevanger ve ark., 1988). Tirkiye’de yerli antijen ilk olarak 1936 yilinda Trakya
Bolgesinde meydana gelen tularemi salginlari sonrasindaki arastirmalarda iretilmistir
(Gotschlich ve Berkin, 1938). Ulkemizde yerli antijen olarak 1988 yilinda Uludag
Universitesi’nde bir hastanin lenf bezi aspiratindan izole edilen kokenden iiretilen
antijen ile Trakya Universitesi'nde 2005 yilinda Bolu-Gerede’nin kdylerinde
hastalardan alinan lenf bezi aspiratlarindan izole edilen F.tularensis kokenlerinden
tiretilen antijenler kullanilmaktadir (Giircan, 2009b).

Tularemi  tamisinda  immiinfloresan  yontemler de kullanmilabilmektedir.
Immiinfloresan yontemlerin dezavantajlari arasinda ¢ok sayidaki 6rnegin ¢alisilmasinda
laboratuvar is yiikiinii artirmasi, uzun yillar 6nce gecirilmis hastaliklarda daha diisiik
duyarliliklara sahip olmasi ve gapraz reaksiyonlar sayilabilir (Giircan, 2009b).

ELISA yontemi fazla sayida 6rnegin kolay ve hizli sekilde caligilmasi, uzun siire
once olusan antikorlarin tespitinde daha duyarli olmasi ve ¢apraz reaksiyon olasiliginin
daha diisiik olmasindan dolay1 tercih edilmektedir (Bevanger ve ark., 1988; Giircan,
2009D).

Brucella spp., Escherichia coli O:116 ve O:157, bazi Salmonella serotipleri,
Stenotrophomonas maltophila, Proteus spp., Pseudomonas spp., ve Yersinia
enterocolitica serotip O:3 ve 0:9’a karsi olusan antikorlar, indirek immiinofloresan
veya agliitinasyon testlerinde F.tularensis ile ¢apraz reaksiyonlar verebilen baslica

mikroorganizmalardir (Bevanger ve ark., 1988; Porsch-Ozciiriimez ve ark., 2004).
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2.7.2 Kiiltiir

Tularemi tanisinda kiiltiir altin standart olarak kabul edilmektedir. Kiiltiir ¢alismalari
enfeksiyonun kesin tanisinin konmasini saglar. Ayrica yeni tiirlerin ve alt tiirlerin ortaya
¢ikarilmasi ile molekiiler epidemiyoloji agisindan 6nem tasimaktadir (Ellis ve ark.,
2002; WHO, 2007).

F. tularensis zorunlu aerob bir bakteridir, ancak %5-10 CO, varliginda daha kolay
iremektedir. Optimal tireme 1s1s1 35°C'dir. 28°C'de zayif iiremesi bu 1sida kolayca
tireyebilen Yersinia pestis, Francisella philomiragia ve F.tularensis subsp.
novicidia’dan ayriminda 6nemlidir (Kilig, 2006).

F.tularensis subsp. tularensis, F.tularensis subsp. holarctica ve F.tularensis
subsp. mediaasiatica yavas iireyen nazl bakterilerdir. Uremeleri igin sistin, sistein ve
tiyostilfat gibi kiikiirt i¢eren siilfidril bilesiklerine gereksinim gosterirler. F.tularensis
subsp. novicida alt tiirii ve F.philomiragia tiirii digerlerine gore daha kolay tireyen
bakteriler olup koyun kanli agar gibi genel kullanim besiyerlerinde ve digerlerinin
aksine %6 NaCl eklenmis Nutrient Broth besiyerlerinde iireyebilirler (Winn ve ark.,
2006; WHO, 2007) Sistein’e gereksinim gostermeden koyun kanli agar gibi
besiyerlerinde tireyebilen suslarin varligi da literatiirde yer almaktadir (Bernard ve ark.,
1994; Ozel ve ark., 2010).

F.tularensis sivi besiyerlerinde iyi treyememektedir. Klinik 6rneklerde
bulunabilecek bakterilerin yeniden canlandirilmasinda, antibiyotik duyarlilik testlerinde
sistin veya sistein eklenmis Brain Heart Infusion Broth (BHI), Tripticase Soy Broth
(TSB), Tiyoglikolat Broth ve Mueller-Hinton besiyerleri kullanilabilmektedir (Kolayli,
2009).

F.tularensis’in iiretilmesinde; sistein-glukoz igeren kanl agar (Francis besiyeri),
%9 1sitilmis koyun kani eklenerek hazirlanan Cystein Heart Agar (CHAB), sisteinle
zenginlestirilmis ¢ukulatamsi agar, Buffered Charcoal Yeast Extract Agar (BCYE), %1
hemoglobin ile %1 IsoVitalex eklenmis GC Agar Base II, Thioglycollate Glucose
Blood Agar (TGBA) gibi zengin besiyerleri kullanilmaktadir. ilk izolasyonda yavas
tirerken (3-7 giin), pasajlarda 2-3 giinde tiremektedirler. CHAB besiyerinde 24-48
saatlik inkiibasyondan sonra 2-4 mm biiytikliigiinde yesilimsi-beyaz, diizgiin yiizeyli,
yuvarlak, hafif mukoid sekilde koloniler gozlenmektedir. CHAB besiyerindeki lireme
goriinimii karakteristik oldugundan dolay1 en sik kullanilan besiyerleri arasindadir.
Florali bolgelerden alinan ornekler antibiyotik eklenerek hazirlanmig besiyerlerine

ekilmelidirler. Florali ortamdan bakteri izolasyonu olasiligini arttirmak i¢in modifiye
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Thayer-Martin besiyeri de kullanilabilir. Antibiyotik olarak hazirlanacak besiyerine
litrede 7.5 mg kolistin, 2.5 mg amfoterisin, 0.5 mg linkomisin, 4.0 mg trimethoprim, 10
mg ampisilin olacak sekilde antibiyotik katilabilir (Kilig, 2006; Kolayli, 2009; WHO,
2007).

Cok kiiclik olmasit ve zayif boyanmasi nedeniyle kiiltiirden veya dokudan
hazirlanan preparatlarda goriilmesi son derece zordur. Bu nedenle hastaligin laboratuvar
tanisinda Gram boyamanin degeri siirhidir (Kilig, 2006).

F.tularensis’in kontamine Orneklerden izolasyonunda farelere inokiilasyon
yontemi kullanilmaktadir. Fareler F.tularensis enfeksiyonuna olduk¢a duyarli olup
inokiilasyondan sonraki 3-4 giin igerisinde hastalanirlar. Farelerin karaciger ve
dalaklarindan uygun besiyerlerine ekimler yapilarak saf kiiltiir halinde iiretilmeleri

mimkiindiir (WHO, 2007).

2.7.3 Molekiiler Tam ve Tiplendirme

Tularemi hastaliginda etkenin bulasici olmasi, kiiltiir duyarhiliginin diisiik olmasi,
etkene Ozgili antikorlarin genellikle hastaligin 2. haftasina kadar saptanamamasi ve
capraz reaksiyonlar goriilebilmesi tanida sorunlara ve gecikmelere neden olmaktadir.
Bu nedenle klinik ve ¢evresel 6rneklerde bakterinin molekiiler yontemlerle arastirilmasi
gittikge onem kazanmaktadir (Karadenizli, 2009).

Tularemi tanisinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) giiniimiizde yaygin olarak
kullanilmaktadir. PCR ile hedeflenen baslica gen bolgeleri; 17 kDa’luk dis membran
lipoproteinlerini kodlayan Tul4 gen bdolgesi, 43 kDa’luk dis membran proteinlerini
kodlayan fop A gen bdlgesi ve 16S rRNA gen bolgesidir. Tul4 gen bdlgesi alt tiir
tularensis ve alt tir holarctica suslari arasinda iyi korunmus bir bolge olarak
bilinmektedir (Karadenizli, 2009).

Konvansiyonel PCR’a gore daha hizli ve daha duyarli bir yontem olan Real-Time
PCR ile klinik oOrneklerde bakterinin varhigi 1-2 saat gibi kisa siirelerde tespit
edilebilmektedir. Baglica Real-time PCR yontemleri arasinda, 5’ niikleaz assay (RT
Tagman PCR), Hairpin problari, Hibridizasyon temelli rezonans enerji transfer problari,
DNA’nin ¢ift iplikgigine spesifik boyalarin kullanilmasi sayilabilir (Karadenizli, 2009).

F.tularensis’in alt tiir tularensis ve alt tiir holarctica izolatlarinin birbirinden
ayrilmasinda gliserol fermentasyonu, sitriilin tireidaz aktivitesi, hayvan modellerindeki
viriilans 6zellikleri yani1 sira PCR temelli testler kullanilmaktadir (Karadenizli, 2009).

RNA Helikaz geninde 6zel bir sekansta delesyon bulunmasi, ISFtu2 insertion sekans
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elementinin olup olmamasi, pdpD geni ve RD1 genindeki degisiklikler tespit edilerek
iki alt tiiriin birbirinden ayrilmasi miimkiindiir. insertion sekans geni olan ISFtu2 geni
alt tiir holarctica’da bulunmasina ragmen alt tiir tularensis’te bulunmamaktadir. ISFtu2
geni varlig1 bu agidan alt tiir ayriminda kullanilabilmektedir. (Karadenizli, 2009).
F.tularensis subsp. holarctica’da RNA Helikaz’1 kodlayan gende devamli olarak
30bp’lik bir delesyon bulunmaktadir. Bu genomik lokusu hedefleyen RT-PCR’da
melting curve analizi ile her iki alt tiiriin ayrimini yapmak miimkiindiir. Yo6ntemin
dezavantaji ise alt tiir ayriminin yalnizca kiiltiirde izole edilmis bakteriden yapilabilmesi

klinik drneklerden yapilamamasidir (Johansson ve ark., 2000).

2.8 Epidemiyoloji
Tularemi Kuzey yarimkiireye 6zgii bir hastalik olup 30° - 71° enlemleri arasinda

bulunan iilkelerde goriilmektedir (Sekil 2.1) (Ellis ve ark., 2002).

Sekil 2.1 Diinyada tulareminin endemik olarak goriildiigii bolgeler (koyu renkli alanlar)
(Ellis ve ark., 2002)

Tularemi hastaligi hakkindaki epidemiyolojik bilgilerin biiyiik ¢ogunlugu
hastaligin kesfinden sonraki on yil igerisinde olmustur. Hastaligin epidemiyolojisi tam
olarak anlasilamamistir ve F.tularensis’in yasam dongiisii ile ilgili standart bir
tanimlama mevcut degildir. Tularemi epidemiyolojisinin net olarak belirlenememesinin

birinci nedeni F.tularensis 'in birkag¢ yliz kilometrekarelik endemik bir bélgeye lokalize
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olmasidir. Komsu bolgelerde hastaligin insidans1 ¢ok diisiik olabilmektedir. ikinci
neden olarak ise F.tularensis’in bir bolgede bulunmasina ragmen ayni bdlgede salgin
goriilmeyebilecegi gercegidir. F.tularensis 'in bazi bolgelerde endemik olarak bulunmasi
enfeksiyon olusumu i¢in yeterli kosul degildir. Aktif enfeksiyon dongiisii i¢in iklimsel
kosullar gibi diger bazi sartlarin da 6nceden olusmasi gereklidir (Eliasson ve ark., 2006;
Sjostedt, 2007; Nigrovi¢ ve Wingerter, 2008; Sahin, 2009).

Tularemi hastaliginda karasal dongii ve su dongiisii olmak tizere iki farkli dongii
tanimlanmaktadir. Karasal dongilide baslica vektorler yabani tavsanlar, keneler ve bazi
sinek tiirleridir. Su dongiisiinde ise kunduz, misk si¢an1 ve diger sigan tiirleri rol
oynamaktadir. Insan ise bu dongiilerde organizma ile temas ederek organizmayi
kazanan konak olarak tanimlanmaktadir (Morner, 1992; Nigrovig¢ Wingerter, 2008).

F.tularensis enfeksiyonu; lagomorflar, kemirgenler, insektivorlar, etobur
hayvanlar, toynakli hayvanlar, keseli hayvanlar, kuglar, amfibiler, baliklar, omurgasiz
hayvanlar gibi ¢ok ¢esitli vahsi yasam tiiriinde gosterilmistir (Sahin, 2009).

F.tularensis subsp. tularensis lagomorflar gibi belirli bazi memeliler i¢in daha
yiiksek virlilansa sahiptir. Olusturdugu hastalik tablolar1 daha agir seyreder ve
mortalitesi daha yiiksektir. Antibiyotik tedavisi yapilmayan olgularda mortalite %5-60
oraninda degismektedir. En fazla lilseroglandiiler formda klinik tablolara yol agmaktadir
(Sahin, 2009). F.tularensis subsp. holarctica alt tiirii daha ¢ok Avrupa’da goriilen
tularemi olgularindan sorumludur. Viriilans1 diisiiktiir ve nadiren Oliimlere yol
acmaktadir. Bu alt tiirin en sik neden oldugu klinik tablo ise orofarengeal formdur.
Ulkemizde de daha ¢ok orofarengeal formda tularemi olgular1 goriilmektedir. (Dirik,
1939; Giircan ve ark., 2004, 2006).

Tularemi Kuzey Amerika, Avrupa (6zellikle Orta ve Kuzey Avrupa ile iskandinav
iilkeleri), Cin ve Japonya’y1 igerisine alan bir kusakta genellikle sporadik olgular
seklinde zaman zaman da epidemiler seklinde goriilmektedir. Diinya’da yilda yaklasik
500.000 tularemi olgusu oldugu tahmin edilmektedir (Ellis ve ark., 2002; Kilig, 2005;
WHO, 2007).

Kene, sinek 1sirmasi ve avcilikla ilgili olgular Haziran-Agustos aylarinda
gortliirken, su kaynakli salginlar daha c¢ok kis ve ilkbahar aylarinda goriilmektedir
(Penn, 2005; WHO, 2007).

Amerika kitasinda hastalik ABD, Meksika ve Kanada’da yaygindir. ABD’de

hastalik Havai hari¢ tiim bolgelerde 6zellikle de Arkansas, Giiney Dakota, Missouri ve
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Oklahoma’dan bildirilmektedir. ABD’deki olgularin %80’inin etkeni F.tularensis
subsp. tularensis’tir (McChesney ve Narain, 1983).

ABD’de tulareminin insanlara bulagsmasinda iki ana yol keneler ve tavsanlardir.
Kene kaynakli tularemi Missisipi’nin batisinda ozellikle de yaz aylarinda
goriilmektedir. Missisipi’nin dogusunda ise hastalik genellikle kis aylarinda tavsanlar
gibi bazi hayvanlarla direkt temasla bulagmaktadir. Tularemi insidanst ozellikle
Amerika Kizilderilileri ve Alaska yerlilerinde etkenle temas sikligina bagl olarak daha
fazla izlenmektedir (CDC, 2002).

ABD’de tularemi olgulari avlanmaya bagli olarak Kasim ayindan Subat ayimna
kadar ve artropodlarin aktif oldugu Haziran ayindan Eyliil ayina kadar yogunluk
gostermektedir (Tarnvik ve Berglund, 2003).

Tularemi eski Sovyetler Birligi’'nde Ikinci Diinya savasi siiresince 100.000’in
tizerinde olguya neden olmustur (Eliasson ve ark., 2006). Rusya’da ve Kafkaslarda
1941-1942 yillarinda 167.000 olgu saptanmistir (Sjostedt, 2007). Rusya’da esas
vektorler Culex ve Anopheles cinsi sivrisinekler ve Ixodes tirii kenelerdir. Eski
Sovyetler Birligi’nde as1 ¢alismalart yapilmis ve ilk basarili asilama 1942 yilinda
gerceklestirilmistir (Sjostedt, 2007). 1946-1960 yillar1 arasinda yaklasik 60 milyon kisi
astlanmistir. Hastalikla karsilasan ve asi yapilmamis kisilerde %4.3 olan tularemi
goriilme siklig1 agilamayla %0.36’ya kadar indirilmistir (Tarnvik ve Berglund, 2003).

Japonya’da enfeksiyonlarin ¢ogu iilkenin Kuzey dogusunda ozellikle de
lagomorflarla temas sonrasi meydana gelmektedir. Japonya’da ayrica kene kaynaklh
enfeksiyonlar da rapor edilmektedir (Ohara ve ark., 1991,1996,1998). Japonya’da 1926
yilinda Hachiro Ohara isimli arastirmaci tularemiye benzer klinik bulgulari olan
hastalig1 bildirmistir. Ayni aragtirmaci enfekte tavsan dokusunu esinin eli {izerine
friksiyon yaparak slirmiis ve lenfadenopatilerden yapilan biyopsi ile F.tularensis’i izole
etmistir (Ohara, 1926). Japonya’da as1 ¢alismalarina 1930’lu yillarda baslanmistir.
1924-1987 yillar1 arasinda toplam 1335 olgu saptanmistir. Hastalik 1950’1 yillara kadar
artig gosterirken alinan tedbirlerle yillik bildirim 10 olguya kadar gerilemistir (Ohara ve
ark., 1996; Tarnvik ve Berglund, 2003; Nigrovi¢ ve Wingerter, 2008).

Tularemi izlanda, Portekiz ve Ingiliz adalar1 harig tiim Avrupa’da goriilmektedir.
Giliney ve Orta Avrupa’dan bildirilen olgular asil olarak tavsan ve hamster gibi
hayvanlar kanali ile bulagsmaktadir. Bunun yaninda kene kaynakli, kontamine su ve
yiyecek kaynakli olgularda rapor edilmektedir (Tarnvik ve ark., 2004). Avusturya ve

eski Cekoslovakya’dan kontamine seker kamisi partikiillerinin inhalasyonuna baglh
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tularemi olgular1 bildirilmistir (Cerny, 2001). Cek Cumbhuriyeti’nde Dermacentor
reticulatus ve Ixodes ricinus cinsi kenelerden, Avusturya’da ise Dermacentor
reticulatus cinsi kenelerden F.tularensis izole edilmistir (Hubalek ve ark., 1996,1998).

Tularemi hastaligt Almanya ve Danimarka’da nadir bir hastaliktir. Norvecte
goriilen tularemi vakalarinin su kaynakli oldugu belirtilmektedir. Norveg’te 1975-1990
yillart arasinda 105 tularemi olgusu bildirilmistir. Danimarka’da iilseroglandiiler
tularemi olgusundan iiretilen etkenin tip B oldugu ve Norveg’te izole edilen suslarla
yakin genetik iligkisinin oldugu belirlenmistir (Scheel ve ark., 1992; Bystrom ve ark.,
2005).

Diinyada en yiiksek tularemi insidans1 Isva¢ ve Finlandiya’nin bazi bélgelerinden
rapor edilmektedir. Isve¢’te hastalarin ¢ogunlugu sivrisinek 1sirmasi ile enfekte
olmaktadir. Bunun yaninda keneler ve Hematopota pluvialis tiirii sinekler ile de bulas
bildirilmektedir (Eliasson ve ark., 2002).

Giliniimiize kadar rapor edilen en biiyiik respiratuvar tularemi salgint 1966-1967
yillarinda Kuzey Isve¢’te goriilmiistir. Hayvanlarin  beslenmesinde kullanilan
samanlarin tarla fareleri tarafindan kontamine edilmesi sonucu 600 ¢ift¢ide respiratuvar
tularemi meydana gelmistir (Dahlstrand ve ark., 1971; Syrjala ve ark., 1985; Nigrovig
ve Wingerter, 2008).

Balkan yarimadasinda cevre kosullarinin insan sagligini tehdit etmesi sonucu
tularemi vakalarinda son 10 yil i¢erisinde artis gortilmistiir (Sjostedt, 2007; Nigrovig ve
Wingerter, 2008). Kosova’da 1999-2000 yillarindaki savas ortaminin kot sartlar
nedeni ile tularemi vakalarinda artis olmustur. Kemirgenlerin su ve yiyecekleri
kontamine etmesine bagli olarak iki yil icerisinde 327 tularemi olgusu bildirilmistir.
Enfeksiyon kaynagmin ise fareler araciligi ile kontamine olan su ve gidalar oldugu
bildirilmistir. Etken olarak F.tularensis subsp. holarctica izole edilmistir (Reintjes ve
ark., 2002; Tarnvik ve Berglund., 2003; Giircan, 2007).

Bulgaristan’da 1962 yilinda Sreberna golii ¢evresinde yakalanan Misk faresinden
ilk tularemi susu izole edilmistir. Ayn1 bolgede 1997 yilinda 4 olgu, 2004 ve 2005
yilinin ilk ¢eyreginde toplam 285 olgu Bulgaristan Saglik Bakanligi’na rapor edilmistir.
Hastalarin tamami orofarengiyal, okiiloglandiiler ve iilseroglandiiler tularemi
formlarimin tipik klinigi ile seyretmistir (Tarnvik ve Berglund, 2003).

Kontamine su i¢ilmesine bagli salginlar 6zellikle Tiirkiye’den rapor edilmekte ve
orofarinks tutulumu ile karakterize olan orofarengeal form goriilmektedir (Helvaci ve
ark., 2000; Giircan ve ark., 2004; Karadenizli ve ark., 2005; Merig ve ark., 2008; Akalin
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ve ark., 2009; Wilke ve ark., 2009). Baz1 Avrupa iilkelerinde ve iilkemizde tularemi
hastalig1 uzun siire sessiz kaldiktan sonra epidemilerle tekrar ortaya ¢ikmaktadir (Akalin
ve ark., 2009).

Tularemi hastalifinin giintimiizde artis gostermesi diger bulasici hastaliklarda da
oldugu gibi insan niifusunun artmasi, cografi alanlar arasindaki etkilesimin artmasi,
karasal alanlarin kullanilmasinda yasanan degisim ve kiiresel 1sinma ile baglantili
olabilecegi diistiniilmektedir (Ayoglu, 2009).

Laboratuvar ¢alisanlari, ciftgiler, orman is¢ileri, ormanlik alanlarda yiiriiyiis
yapanlar, bah¢ivanlar, veteriner hekimler, avcilar, as¢ilar ve kasaplar tularemi hastaligi
i¢in risk tasimaktadirlar (Nigrovi¢ ve Wingerter, 2008).

F.tularensis dis ortam kosullarina olduk¢a dayanikli olmasi, ¢ok diisiik sayida
bakterinin hastaliga neden olabilmesi (deri altindan 10 ve akciger yoluyla 10-50
bakterinin enfeksiyon olusturabilmesi), kolay dagilabilmesi ve olusturdugu klinik
tablolarin ciddiyeti nedeni ile tercih edilen biyolojik silah ajanlar1 arasindadir (Kilig,
2006).

DSO Uzmanlar Komitesi’ne gore, acrosol formdaki 50 kg virulan F.tularensis toz
materyalinin 5 milyon niifuslu kente havadan salinmasiyla 250.000 kisinin etkilenecegi
ve 19.000 kisinin 6lecegi hesaplanmistir. Diger bir 6ngoriide ise ayn1 miktar bakterinin
500.000 niifuslu bir kentin iizerinde 2 km boyunca bir ugak tarafindan salinmasi
sonucunda 125,000 kiside tularemi gelisecegi 30.000 kisinin hayatin1 kaybedecegi
tahmin edilmektedir (Kilig, 2006).

1930’lu yillarda Japonya’da F.tularensis fiizerinde biyolojik silah gelistirme
calismalar1 yapilmistir (Harris, 1992). ikinci Diinya savasinda Alman ve Rus askerler
arasinda goriilen tularemi salgininin biyolojik silah kullanimi sonucu ortaya ¢iktigi
diistiniilmektedir (Isherwood ve ark., 2005).

F.tularensis 1940°l1 ve 1950’li yillarda ABD ve eski Sovyetler Birligi’nde
biyolojik silah ajani olarak gelistirilmistir. Aerosol sekilde kolay yayilabilmesi ve
yiiksek enfektiviteye sahip olmasi F.tularensis’in A grubu biyolojik silah ajanlari
kategorisinde yer almasini saglamaktadir (Dennis ve ark., 2001; Tarnvik ve Berglund,
2003).

ABD’de 1956 yilinda Moskova’dan getirilen ve canli bakteri iceren asi susu
tizerinde c¢alismalar yapilmistir. Hayvan modeli arasgtirmalarindan sonra F.tularensis
Live Vaccine Strain (LVS) asis1 iiretilmistir. Uretilen as1 ilk 6nce risk altindaki

personellerin asilanmasi amaciyla kullanilmigtir. LVS asisinin Fort Detrick’te 1960
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yilinda kullanimindan sonra; risk altindakilerde solunumsal tularemi insidanst 1000
Kiside 5,7°den 0,27’ye diismiistiir. Ulseroglandiiler tularemi insidans1 degismemis ancak
hastaligin seyri hafiflemistir (Tarnvik ve Berglund, 2003; Giircan, 2007; Nigrovi¢ ve
Wingerter, 2008).

Tularemi hastaligi temelde tavsan ve kemiricilerin hastalifidir ve dogada fark
edilmeyen enzootik odaklar seklinde goriilmektedir. Dogadaki ekolojik dengenin
bozulmasi epidemilerin temel hazirlayicisidir ve hastalik ancak insan etkilediginde fark
edilmektedir. Tularemi i¢in 100°den fazla yabani ve evcil memeli tiirii, 25 kus ve bazi
stirlingen, kene ve sinek tiirleri rezervuar olarak kabul edilmektedir. Tiim bu bilgilere
ragmen enfeksiyona neden olan bakteriyi barindiran hastaligin asil rezervuari
(barindirict konagi) hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir (Ellis ve ark, 2002; WHO,
2007; Kilig, 2009).

Tiirkiye’de Tularemi

Yapilan serolojik arastirmalara gore tularemi Trakya bolgesinde 1920’li yillardan
itibaren bulunmaktadir (Utku, 1954). Ulkemizde ilk tularemi olgular1 1936 yilinda
Liileburgaz askeri garnizonu ile Silivri, Catalca ve Tekirdag koylerinden miinferit
vakalar olarak saptanmistir. Bu salginlardan toplam 133’ asker olmak {izere 150
kiginin etkilendigi bildirilmistir (Gotschlich ve Berkin, 1938) . Daha sonraki yillarda
Konya ve Haymana’da sporadik olgular bildirilmistir. 1938 yilinda Bitlis ili Tatvan
ilgesi Resadiye beldesinde tavsan eti tliketilmesine bagl olarak ayni aileden 6 kiside
tularemi gozlenmistir. Ayn1 bolgede tavsan eti tiiketilmesine ragmen baska vakalara
rastlanmamistir. Yapilan aragtirmada tularemi’nin insandan insana bulasmadigi ve
sinekler tarafindan bulastirilabilecegi belirtilmektedir (Dirik, 1939).

Liileburgaz’da 1945 yilinda ikinci bir tularemi salgini ortaya ¢ikmis 15’1 asker
olmak tizere 18 kisi etkilenmistir. Hastaligin ortaya ¢ikmasinda Kaynarca deresinin rolii
oldugu belirtilmektedir (Golem, 1945). Antalya ilinin Bademagact koyiinde 1953
yilinda biiyiik ¢apli bir tularemi salgini meydan gelmistir. Iki yiizden fazla olgunun
saptandig1 bu salginda, istii acik bir sekilde kdy ¢esmesine gelen suyun kontamine
olarak salgina neden oldugu o6ne siiriilmiistiir. Bu epidemide ortaya ¢ikan vakalarin
%38’inde tifoit tularemi tablosu tespit edilmistir (Utku, 1954).

1988 yilinda Bursa ili Karacabey haras1 ve Badirga kdyiinde baslayan epidemi 2
yil siirmiis ve 64 kisi bu salgindan etkilenmistir. Suna Gedikoglu bu epidemideki 8
hastadan hastalik etkeni olan bakteriyi izole etmeyi basarmistir (Gedikoglu, 1996).
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1988’den sonra Bursa ve ¢evresinde, Canakkale ve Susurluk gibi yakin bolgelerde
1080 olgu saptanmistir. Ankara-Ayas’ta 1998 yili icerisinde 16 olgu, Aralik 1999’da
Samsun-Havza’da 34 olgu, Nisan 2000’de Yalova’da 22 olgu, Mayis 2000°de Diizce’de
21 olgu, EKim 2000’de Sinop-Yesilyurt kdyiinde 27 olgu, Eyliil 2001°de Gerede’de 14
olgu, 2004’te Zonguldak, Kastamonu ve Bartin’da 40 olgu bildirilmistir. Aralik 2004-
Mayis 2005 arasinda Kocaeli-Golciik’te orofarengeal formda 188 olgu saptanmistir
(Wilke, 2006; Giircan, 2007).

Sivas Il Saglik Midiirliigii Bulasic1 Hastaliklar Subesi verilerine gore Sivas ilinde
2009 yil1 igerisinde 19, 2010 y1l1 igerisinde 92, 2011 yili igerisinde 199 ve 2012 yilinin
Agustos ayma kadar 68 tularemi vakasi tespit edilmistir (Sivas Bulasici Hastaliklar,
2012).

Tularemi salginlarina 2005 yili Oncesinde Marmara ve Bati Karadeniz
Bolgelerinde sikca rastlanirken, 2009-2010 yillarmin ilk yarisindan itibaren dzellikle I¢
Anadolu Bolgesi ve diger bolgelerden yeni vakalar bildirilmistir (Saglik Bakanligi,
2011).

Ulkemizde yapilan galigmalara bakildiginda 2000 yilindan sonra iilkemizde
gorlilen tularemi salginlarmin su kaynakli oldugu goriilmektedir. Biitiin bu veriler:
Marmara ve Karadeniz bolgesinde agirlikli olmak tizere iilkemizde F.tularensis’in
endemik olarak bulundugunu ve kiiglik salginlara neden oldugunu gostermektedir.
Sanitasyonu saglanmis ve yeterli diizeyde klorlanmis sebeke suyu saglanamamasi,
pinar, dere gibi aciktan akan su kaynaklar1 ile temasin daha fazla olmasi, kdoy
cesmelerinin denetimsiz ve bakimsiz olmalart nedeniyle iilkemizde tularemi epidemileri
genellikle kirsal alanlarda goriillmektedir (Kilig, 2009).

Ulkemizde 1936-2005 yillari arasinda goriilen tularemi vakalarmna iliskin bilgiler
Cizelge 2.3 de belirtilmistir (Saglik Bakanligi, 2011).

Saglik Bakanlig: verilerine gore 2005 yilinda 431, 2006 yilinda 126, 2007 yilinda
89, 2008 yilinda 71, 2009 yilinda 428 ve 2010 yilinda 1531 tularemi vakasi tespit
edilmistir. 2010 yilinda Saghk Bakanligma bildirilen tularemi vakalarmin %79.4°ii g
Anadolu ve Karadeniz Bolgelerinden bildirilmistir (Maral ve ark., 2012).

Ulkemizde son yillarda goriilen tularemi vakalarindaki artis hastaligin bildirimi
zorunlu hastaliklar listesine alinmasina neden olmustur. Tularemi hastaligi, 2005 yilinda
yiiriirliige giren Saghk Bakanhg “Bulasict Hastaliklarin Ihbar1 ve Bildirim Sistemi,
Standart Tani, Siirveyans Rehberi”nde Tularemi, Grup C hastaliklar icerisinde yer

almaktadir (Saglik Bakanligi, 2005).
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Ulkemizdeki salgmlarin mevsimsel 6zelligi incelendiginde, 1988 dncesinde tiim
epidemilerin yaz aylarinda (Temmuz-Agustos), 1988 sonrasinda ise bahar ve kis
aylarinda (Eyliil-Mayis) ortaya ¢iktigr goriilmektedir. Bu farklilik, bahar-kis aylarinda
yagislarin artmasina ve buna bagli olarak su kaynaklarinin kirlenmesine baglanmaktadir
(Kilig, 2005).

Kars bolgesindeki koyunlarda tularemi infeksiyonunun insidensi %0,14 olarak
tespit edilmis ve Dermacentor spp. cinsi kenelerden kiiltiir yontemiyle F.tularensis
izole edilmistir (Seyda, 1996).

Ulkemizde 1930’1u yillarda tularemi iizerine yapilan arastirmalarda fare kobay ve
tavsanlara bakteri bulastirildiginda hastaliktan 6lenler oldugu gibi, hastalig1 atlatanlarin
da gozlendigi belirtilmektedir. Ayrica hastaliga yakalanan hayvanlarin safra ve idrarlar
ile bakteriyi etrafa yaymalarinin epidemiyolojik agidan 6nemli oldugu belirtilmektedir
(Tokgoz ve Golem, 1938).

Ulkemizde sogukkanli hayvanlar iizerinde tularemi arastirilmasma yonelik
caligmalar da yapilmistir. Sait Bilal Golem tarafindan yapilan ¢alisma sonuglarina gore;
F.tularensis’in karin igine enjeksiyonu sonucu yavru kaplumbagalarda 6liimciil, eriskin
kaplumbagalarda ise inaparan enfeksiyon meydana geldigi goriilmiistiir. Kurbagalarda
ise Olimcil bir enfeksiyon meydana gelmektedir. Ayn1 ¢alismada enfekte edilen
kaplumbaga ve kurbagalarin ¢ikartilari ile uzun siire bakteriyi etrafa yaydiklari,
F.tularensis ile enfekte olan sularda yasayan kurbagalarin da enfekte olarak, meydana
gelen inaparan enfeksiyon ile sularin devamli infekte kaldigi belirtilmektedir (Golem,
1940).
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Cizelge 2.3 1936-2005 yillar1 arasinda iilkemizde bildirilen tularemi salginlar1 (Saglik
Bakanlig, 2011)

Yil Bolge Vaka Mevsim Bulasma
1936 Liileburgaz 150 Yaz Su kaynakl
1937 Tatvan 6 Gida
1945 Liileburgaz 18 [lkbahar Su kaynakl
1953 Antalya 200 Sonbahar Su kaynakli
1988 - 2002 Bursa 205 Kis Su kaynakl
1997 Ankara 16 Kis Su kaynakl
2000 Diizce 21 Sonbahar Su kaynakl
2001 Bolu 14 Sonbahar Su kaynakl
2002 Balikesir 115 Kis Su kaynakli
2004 Suluova 43 Sonbahar Su kaynakl
2004 - 2005 Zonguldak 61 Kis Su kaynakl
2004 - 2005 Kocaeli 145 Kis-ilkbahar Su kaynakl
2004 - 2005 Kars 56 Kis-ilkbahar Sonbahar Su kaynakl
2005 Kocaeli 129 Kis Su kaynakl
2005 Tokat 8 Kis Su kaynakli
2005 Edirne 10 Kis Su kaynakli
2005 Diizce 11 Kis Su kaynakl

2.9 Acanthamoeba Cinsi Amipler

Dogada toprak, hava ve su gibi c¢evrelerde 6zgiir olarak yasayan ¢esitli amip cins ve
tiirleri bulunmaktadir. Istemli ya da firsatci patojen olarak tanimlanan bu amiplerden
insanlarda enfeksiyon olusturanlar Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia, Vahlkampfia
ve Sappinia cinsleri igerisinde yer almaktadirlar (Saygi ve Polat, 2003; Khan, 2006;
Visvesvara ve ark., 2007).

Toprakta ve tath sularda 6zgiir olarak yasayan amipler insanlarda baslica primer
amibik meningoensefalit (PAME) ve graniilamatoz amibik meningoensefalit (GAE)
olarak isimlendirilen ivegen ve siiregen enfeksiyonlara neden olmaktadirlar (Saygi ve
Polat, 2003; Khan, 2006; Visvesvara ve ark., 2007).

Acanthamoeba cinsi amipler 1913 yilinda Puschkarew tarafindan toz
orneklerinden izole edilmis ve Amoeba polyphagus ismi verilmistir. 1930 yilinda

Castellani tarafindan Cryptococcus pararoseus kiiltiirlerinden izole edilen amipler
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Acanthamoeba castellanii olarak isimlendirilmistir. Acanthamoeba cinsi amiplerin
smiflandirilmas: ise 1931 yilinda Volkonsky tarafindan yapilmistir (John, 1998;
Visvesvara ve ark., 2007).

Dogada yaygin olarak bulunmaktadirlar. Topraktan, tozlardan, havadan, kaplica
sularindan, deniz suyundan, ylizme havuzlarindan, lagim sularindan, c¢amurdan, ¢esme
sularindan, dis tedavi iinitelerinden, diyaliz {nitelerinden, bakteri, maya ve hiicre
kiltiirlerinden, bitkilerden, hayvanlardan, saglikli insanlarin burun ve bogazlarindan,
kontakt lenslerden, lens saklama kaplarindan, lens temizleme soliisyonlarindan,
digkidan, infekte hastalarin beyin ve akciger dokusundan, deri lezyonlarindan ve
korneal dokulardan izole edilmislerdir (Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Khan, 2006;
Visvesvara ve ark., 2007).

Acanthamoeba cinsi amiplerin yasam dongiisiinde iki donem ayirt edilmektedir.
Birinci donem aktif olarak beslenen, biiyiiyen, ¢ogalan ve hareket eden trofozoit formu,
ikinci donem ise dis ¢evre kosullarina daha dayanikli olan kist formudur (Khan, 2006;
Visvesvara ve ark., 2007).

Acanthamoeba trofozoitlerinin biiyiikliikleri 25-56 pm arasinda degisiklik
gostermektedir. Genellikle yavas olan hareketlerini, parmak seklinde olan lobopod ve
akantopod (acanthapodium) denilen dikensi yalanci ayaklar ile saglarlar (Khan, 2006;
Visvesvara ve ark., 2007).

Acanthamoeba  Kkistlerinin  biiyiiklikleri 13-20 um arasinda  degisiklik
gostermektedir. Kistler, tek ¢ekirdekli ve yuvarlak olup g¢eperleri endokist ve ektokist
denilen iki tabakadan meydana gelmektedir. Genellikle dis tabaka hafif¢e kivrik, i¢
tabaka ise polihedral bir goriiniimdedir (John, 1998; Marciano-Cabral ve Cabral, 2003;
Sayg1 ve Polat, 2003; Akin Polat ve ark., 2007).

Giiniimiizde Acanthamoeba cinsi amiplerin morfolojik yapilar1 gz oniine alinarak
24’ten fazla tirti tamimlanmistir. Morfolojik yapi ve kist biiytikliiklerine gore 3 grup
altinda incelenmektedirler (Khan, 2006).

Grup I’de bulunan A.astronyxis, A. commandoni, A. echinulata, A. pearcei ve A.
tubiashi tiirleri diger gruplardaki tiirlerden daha biiyiik Kkistlere sahiptirler. Ektokist ile
endokist arasinda oldukga belirgin bir sekilde goriilen aciklik vardir ve yildiz seklindeki
endokist, u¢lardan ektokistle baglantilidir (Khan, 2006).
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Grup II’de bulunan A. castellanii, A. divionensis, A. griffini, A. hatchetti, A.
lugdunensis, A. mauritaniensis, A. polyphaga, A. guina, A. rhysodes, A. stevensoni, A.
triangularis gibi tiirlerde ektokistler burusuk bir goriinimde iken endokist yildiz,
poligonal, tiggen veya oval sekilde olabilmektedir (Khan, 2006).

Grup III’deki A. culbertsoni, A. healyi, A. jacobsi, A. lenticulata, A. palestinensis,
A. pustulosa, A. royreba tiirlerinin kistleri kiigliktiir, kist duvari ince ve diiz bir
yapidadir ve ektokist diiz ¢eperi ile endokisti ¢evrelemektedir. Ektokist ile endokist
arasindaki mesafe birbirine ¢ok yakindir. (John, 1998; Marciano-Cabral ve Cabral,
2003; Khan, 2006; Visvesvara ve ark., 2007).

Acanthamoeba tiirleri insan viicudunda baslica merkezi sinir sistemi ve goze
yerleserek enfeksiyon olustururlar. Merkezi sinir sistemine yerleserek primer amibik
meningoensefalit (PAME) adi verilen enfeksiyona neden olmakta ayrica gesitli yollarla
goze bulasarak keratit olusturmaktadirlar. Dokularda hem trofozoit hemde kist halinde
bulunabilen bu amipler ayrica insanlarda deri, mukoza, akciger ve toraksta
yerlesebilmektedirler (John, 1998; Saygi ve Polat, 2003; Marciano-Cabral ve Cabral,
2003; Khan, 2006).

Acanthamoeba cinsi amipler genellikle ¢evrede bulunan bakteri, alg ve mantar
gibi kati maddeleri fagositoz ile, sivi ortamda erimis halde bulunan besinleri ise
pinositoz ile hiicre icerisine alarak beslenmektedirler (John, 1998; Marciano-Cabral ve
Cabral, 2003; Greub ve Raoult, 2004; Khan, 2006).

Acanthamoeba cinsi amiplerin ¢evresel ve klinik 6rneklerden izole edilmesinde en
sik kullanilan yontem besleyici degeri olmayan agar yiizeyine amiplerin beslenebilmesi
icin Escherichia coli, Enterobacter aerogenes gibi Gram negatif bakterilerden siiriilerek
olusturulan kiiltiir ortamuidir. Uzerine bakteri siiriilmiis besleyici degeri olmayan agar
plaklarina klinik ve c¢evresel Orneklerden inokiile edilerek 30 °C’de inkiibasyona
birakilmaktadir. Plaklar mikroskop altinda incelendiginde Acanthamoeba kist ve
trofozoitleri tipik goriiniimleri ile kolayca tanimlanabilmektedir. Plaklar 7 giin boyunca
amiplerin varlig1 yoniinden incelenmelidir (Khan, 2006).

Acanthamoeba cinsi amiplerin aksenik olarak {iretilmesinde Proteose Pepton
Yeast Extract Glucose Broth (PPYG) besiyeri kullanilmaktadir (Schuster, 2002).
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2.9.1 Acanthamoeba Cinsi Amipler ile Bakteri iliskileri

Ozgiir yasayan amipler bulunduklar1 ortamdaki bakteri, alg ve mantarlar1 fagositozla
hiicre igine alarak sindirmektedirler. Intraselliiler yasama aliskanhigindaki cok sayida
mikroorganizma degisik mekanizmalarla amipler igerisinde ¢ogalmakta ve yasamlarini
devam ettirmektedirler. Amipler igerisinde canli kalan ve yasamlarini devam ettiren bu
bakteriler amiplere direngli bakteriler (Amoeba Resistant Bacteria (ARB)) olarak
adlandirilmaktadir (Greub ve Raoult, 2004).

Amiplere direngli bakterilerden Legionella pneumophila, Coxiella burnetii,
Escherichia coli 0157, Francisella tularensis, , Vibrio cholerae, Helicobacter pylori,
Mycobacterium leprae ve Mycobacterium avium gibi bakteriler 6zgiir yasayan amipler
igerisinde canli kalarak yasamlarini devam ettirebilmektedirler (Greub ve Raoult, 2004).

Legionella ve Listeria gibi amiplere direngli bakterilerden bazilar1 amipler
igerisinde ¢ogalmakta ve amip hiicresini pargalayarak ortamda serbest kalmaktadirlar.
Amiplere direncli bakteriler ile enfekte amip kistleri bakterileri klor ve dezenfektanlarin
etkisinden korumaktadir (Barker ve Brown, 1994).

Ozgiir yasayan amipler dogada ¢ok gesitli ortamlardan izole edilmis olup dogal
sularda da yaygin olarak bulunmaktadirlar (Martinez ve Visvesvara, 1997; Khan, 2006).
Sularda serbest olarak yasayan amipler ve bakteriler arasinda kompleks bir etkilesimin
oldugu bilinmektedir. Acanthamoeba cinsi amipler Legionella, Chlamydia ve
Mycobacterium tiirleri gibi birgok hiicre i¢i patojen mikroorganizma igin ¢evresel konak
olarak gorev yapmaktadirlar (Amann ve ark., 1997; Neumeister ve ark., 1997; Steinert
ve ark., 1998).

F.tularensis hiicre igi bir bakteri olup suda serbest yagayan protozoonlar dahil bir
cok canlida yasayabilmektedir. F.tularensis deneysel sartlarda protozoonlar igerisinde
cogalabilmektedir. Bu durum bakteri i¢in kisa siireli lireme ortami olusturmaktadir ve
protozonlarin F.tularensis i¢in dogal rezervuar olabilecegi belirtilmektedir (Berdal ve
ark., 2000; Abd ve ark., 2003; Saglik Bakanligi, 2011).

Fakiiltatif intraselliiler bir bakteri olan F.tularensis, su kaynaklarinda serbest
olarak yasayan bir amip olan Acanthamoeba castellani igerisinde yasamim
siirdiirebilmektedir ve bu simbiyotik yagam bakterinin sularda ve camurda aylarca canl
kalmasin1 saglamaktadir. F.tularensis’in A.castellani trofozoitlerinin igerisindeki
vokuollerde, disar1 salinan vezikiillerde ve kistlerin igerisinde canli kalabildigi ve
cogalabildigi gosterilmistir (Kantardjiev ve Velinov, 1995; Abd ve ark., 2003; Greub
ve Raoult, 2004).
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F.tularensis’in farkli kdken ve alt tiirlerinin Acanthamoeba castellani igerisine
degisik oranlarda alindigt ve amip igerisinde ¢ogaldigr belirtilmektedir. Ayrica
Acanthamoeba castellani’nin patojen F.tularensis kokenleri ile enfekte edilmesinden
sonraki 30 dakika icerisinde amibin hiicre i¢i vezikiillerinde bulundugu tespit edilmistir.
Acanthamoeba castellani kistlerinden 21 giin sonra canli bakteri elde edilebildigi
bildirilmektedir (EI-Etr ve ark., 2009).

F.tularensis ve A.castellani’nin birlikte Kkiiltiiriiniin yapilmas1 durumunda
intraselliiler bakterilerin {i¢ haftadan daha uzun bir siire canliliklarinm1 koruyabildikleri
goriilmistiir. F.tularensis’in tek basina kiiltliriiniin yapilmasit durumunda ise iki hafta

igerisinde ortamda canli bakterinin kalmadigi belirtilmektedir (Abd ve ark., 2003).

28



3. GEREC ve YONTEM

3.1 Orneklerin Toplanmasi
Calismamizda Haziran 2011-Mart 2012 tarihleri arasindaki 10 aylik dénemde Sivas
ilinin ilge, belde ve kdylerinden alinan 300 adet su 6rnegi incelemeye alinmigtir.

Sivas Saglik Miidiirliigii Bulasict Hastaliklar Subesinden alinan bilgiler
dogrultusunda ilimizde tularemi olgusu goriilen bolgeler belirlenmistir. Tularemi olgusu
goriilen bolgelerden 200 adet su ornegi, tularemi olgusu goriilmeyen bolgelerden ise
100 adet su 6rnegi alinarak ¢alismamizda kullanilmistir.

Tularemi olgusu goriilen bolgelerden alinan su 6rnekleri; Haziran 2011-Mart 2012
tarihleri arasinda tularemi olgularinin gortildigi Merkez ilge, Gemerek, Giiriin,
Sarkigla, Susehri, Yildizeli ve Zara ilgeleri olmak iizere 7 ilgeye bagli 29 yerlesim
yerinden alinmistir. Su 6rnekleri 2 litrelik plastik siselere alinarak soguk zincir yolu ile
laboratuvara ulastiriimistir.

Tularemi olgusu goriilmeyen bolgelerden alinan su 6rnekleri; Haziran 2011-Mart
2012 tarihleri arasinda Merkez ilge, Gemerek, Giirtin, Sarkisla, Susehri, Yildizeli, Zara,
Kangal, Divrigi, Hafik ve Koyulhisar ilgeleri olmak iizere 11 ilgeye bagl 100 kdyden
alinarak Sivas Il Halk Saghg Laboratuvarina analiz amaciyla gonderilen sulardan
secilmistir.

Su deposunda toplanarak sebeke sistemi ile dagitimi yapilan su 6rnekleri sebeke
suyu, belirli bir kaynaktan ¢ikan ve sebeke sistemi olmadan tek bir noktadan kullanima
verilen kdy c¢esmeleri ve pinar sularindan aliman Ornekler kaynak suyu olarak
adlandirilmistir.

Tularemi olgusu goriilmeyen bdlgelerden alinan su ornekleri 1-100 arasi
numaralandirilmig, tularemi olgusu goriilen bolgelerden alinan su 6rnekleri ise T1-T200
arast numaralandirilmigtir. Su 6rneklerinin alindigr bolgelerin listesi EK-1 ve EK-2de
belirtilmistir.

Su orneklerinin alinmasi sirasinda komparator cihazi yardimi ile serbest bakiye
klor dlgtimleri yapilmistir. Yalnizca Sivas Merkez Yenidogan Mahallesinden alinan T37
nolu su 6rneginde 0.5 mg/L diizeyinde klor bulundugu tespit edilmistir. Koy muhtarlari
ile yapilan gorlismelerde igme ve kullanma sularmin diizenli klorlanmadigr bilgisine
ulastlmistir.

Orneklerin alindig1 bolgelerin il genelinde dagilimi Sekil 3.1°de goriilmektedir.
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Sekil 3.1 Orneklerin alindig1 bélgelerin il genelinde dagilimi

3.2 Cahsmada Kullanmilan Alet, EKipman ve Malzemeler

0.20 um Por Capli Selliiloz Nitrat Membran Filtre (Sartorius 11407-47-ACN)
Acanthamoeba Primerler

Agar (Agar No:1, OXOID L11)

Agaroz (Biomax 104514PR)

Alkol (% 96°11k)

BCYE Agar (Buffered Charcoal Yeast Extract Agar) (Acumedia 7728A)
Binokiiler Isik Mikroskobu (HAMILTON BLP 2000)

Biyogiivenlik kabini Simif IT (Bilser BLF2000)

Brain Heart Infusion Agar (LAB M, LAB 48)

10. D (+) Glukoz (Merck 8337)

11. Desikator

12. DNA Ladder (100 bp) (Solis Biodyne, 07-11-00050)
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13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,

25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.

40.
41.
42.

Elektroforez Tanki (E-C Apparatus Corporation, E-C MIDICELL"® PRIMO
EC330)

Ependorf Tiipii (1.5 ml) (ISOLAB 078.03.002)

Ependorf Tiipii (2 ml) (ISOLAB 078.03.004)

Etidium Bromide (SIGMA-ALDRICH E8751)

Etiiv (Niive EN500)

FJTaq DNA Polymerase (500 U, 5U/ul)(Genoks-261111)

Glucose Cystein Blood Agar (GCBA)

Francisella tularensis Antiserum (BD 240939)

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

Gii¢ Kaynagi (E-C Apparatus Corporation, E-C 1000-90)

Helicobacter pylori Selective Supplement (Dent) (OXOID SR0147E)

Jel Gorlintiileme Sistemi (Vilbert Lourmat Photodocumentation and Imaging
Systems)

L-Cysteine Hydrochloride Monohydrate (MERCK 1028390025)
Legionella (GVPC) Selective Supplement (OXOID SR0152E)

Membran Filtrasyon Sistemi (Sartorius 16831)

Mikrodalga Firin (Beko MD 1500)

Mikropipet (100-1000 pul) (BRAND Transferpette®S 704780)

Mikropipet (1-10 pl) (BRAND Transferpette™S 704770)

Mikropipet (20-200 pul) (BRAND Transferpette®S 704778)

Mikrosantrifiij (Niive NF1200)

Nuclease Free Water (Metis G104)

Niikleotides ANTP set (ANTP set, 100 mM, 4x0.25 ml) (VIVANTIS NP2406)
PCR Tiipii (0.2 ml) (THERMO SCIENTIFIC AB-0620)

Penicillin G Sodium Salt (C16H17N2NaO4S)(~ 1600 U/mg) (ROTH CN28.2)
Pipet Uglar (Fitreli, DNaz, RNaz Free) (10,20,200,1000 ul)(NEPTUNE)
QIAmMp® DNA Minikit (QIAGEN 51304)

RD1 Primerler

Forward: (5-TTT ATA TAG GTAAAT GTT TTA CCT GTA CCA-3)
Reverse: (5'-GCC GAG TTT GAT GCT GAA GA-3))

Stereo mikroskop (Hund Wetzlar)

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

Thermal Block (Wealtec HB-1)
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43. Thermal Cycler (GeneAmp® PCR System 9700 Applied Biosystems)
44, Tuld Primerler
Tul4-435 (5-GCT GTATCATCATTT AAT AAA CTG CTG-3))
Tul4-863 (5-TTG GGA AGC TTG TAT CAT GGC ACT-3))
45. Vakum Pompasi (Sartorius 16612)
46. Acanthamoeba Primerler
Forward: JDP1 (5'- GGC CCA GAT CGT TTA CCG TGA A-3)
Reverse: JDP2 (5'- TCT CAC AAG CTG CTA GGG AGT CA-3)

3.3 Kaullanilan Besiyerleri ve Kimyasallar

Brain Heart Infusion Agar (LAB M, LAB 48)
Brain-Heart Infusion Solids (porcine) 175 g/L

Tryptose 10.0 g/L
Glucose 20 g/L
Sodium chloride 50 g¢g/L
Disodium phosphate 25 g/L
Agar No2 120 g/L

Final pH: 7.4 £ 0.2 25°C’de

24.5 gram Brain Heart Infusion Agar tartilarak tizerine 420 mililitre distile su eklendi ve
kaynayan su banyosunda eriyinceye kadar bekletildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika
bekletilerek steril edildi.

D (+) Glukoz (Merck 8337)
5 gram Glukoz tartilarak steril plastik kap igerisine aktarildi. Uzerine 20 ml steril distile

su eklenerek ¢oziinmesi saglandi.

L-Cysteine Hydrochloride Monohydrate (MERCK 1028390025)
0.5 g L-Cysteine tartilarak 10 ml’lik enjektor icerisine aktarildi. 5 ml steril distile su

enjektorle aspire edildi ve L-Cystein’in ¢dziinmesi saglandi.
Penicillin G Sodium Salt (C16H17N2NaO4S)(= 1600 U/mg) (ROTH CN28.2)

47 mg Penicillin G hassas terazide tartilarak steril 10 ml’lik enjektor igerisine aktarildi.

5 ml steril distile su enjektorle aspire edildi ve Penicillin G’nin ¢dziinmesi saglandi.
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Helicobacter pylori Selective Supplement (Dent) (OXOID SR0147E)

Vancomycin 5.0 mg
Trimethoprim 2.5 mg
Cefsulodin 2.5 mg
Amphotericin B 2.5 mg

2 ml steril distile su sise igerisinde bulunan Helicobacter pylori Selective Supplement

tizerine eklendi ve ¢oziinmesi saglandi.

Legionella (GVPC) Selective Supplement (OXOID SR0152E)

Glycine (Ammonia free) 1.5 g

Vancomycin hydrochloride 0.5 mg
Polymyxin B sulphate 40000 IU
Cycloheximide 40.0 mg

10 ml steril distile su sise icerisinde bulunan Legionella (GVPC) Selective Supplement

izerine eklendi ve ¢ozlinmesi saglandi.

Glucose Cystein Blood Agar (GCBA) Besiyerinin Hazirlanmasi

Otoklavdan c¢ikarilan Brain Heart Infusion Agar besiyerinin 55 °C’ye kadar sogumasi
beklendi. Brain Heart Infusion Agar besiyerinin igerisine son konsantrasyonda %1
olacak sekilde Glukoz, %0.1 olacak sekilde L-Cystein ve %9 olacak sekilde taze insan
kani eklendi.

Kontaminasyonu ve diger bakterilerin iiremesini engellemek amaciyla 500 ml
besiyeri igerisine 1 gise Helicobacter pylori Selective Supplement, 1 sise Legionella
(GVPC) Selective Supplement ve 150 U/ml olacak sekilde Penicillin G eklendi. Insan
kant disindaki bilesenler, 0.20 pm capl seliiloz nitrat, enjektér ucuna takilabilen
filtrelerden siiziilerek besiyerine eklendi. Manyetik karistirict yardimi ile eklenen
bilesenlerin iyice karismasi saglandi ve hazirlanan besiyeri 90 mm ¢apli petri plaklarina

10-15 ml olacak sekilde dagitildi.

Besleyici Degeri Olmayan Agar (BDOA) (Agar No:1, OXOID L11)

15 gram agar tartildi ve {izerine 1000 ml distile su eklendi. Karistirildiktan sonra
otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. 50 °C’ye kadar sogumasi beklendi ve 90
mm c¢apl petri plaklarina 10-15 ml olacak sekilde dagitildi. Hazirlanan %1.5’lik agar

plaklar1 bir gece oda 1si1sinda bekletilerek ylizeylerinin kurumasi saglandi.
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Acanthamoeba cinsi amiplerin su 6rneklerinden izole edilmesi amaciyla tizerine
Escherichia coli siiriilmiis olan %1.5’lik besleyici degeri olmayan agar (BDOA) plaklari
kullanildi. Koyun kanli agar’da iiretilen E.coli, ekiivyon ¢ubuk yardimi ile alinarak

%1.5’1ik agar plaklariin yiizeylerine siiriildii.

BCYE Agar (Buffered Charcoal Yeast Extract Agar) (Acumedia 7728A)

Yeast Extract 10 g/L
ACES Buffer 10 g/L
Charcoal, Activated 1.5 g/L
a-Ketoglutarate 1 g/L
Ferric Pyrophosphate 025 9L
Agar 15 g/L

Final pH: 6.9 £ 0.2 25°C’de

38 gram besiyeri tartilarak lizerine 900 ml distile su eklendi. Besiyeri pH’s1 1N
KOH ile 6.9 olacak sekilde ayarlandi. Hacim 1000 ml olacak sekilde distile su ile
tamamlandi. Kaynayan su banyosunda eriyinceye kadar bekletildi. Otoklavda 121 °C’de
15 dakika bekletilerek steril edildi. Otoklavdan c¢ikarilan besiyeri 50 °C’ye kadar
sogutuldu. Igerisine % 0.1 konsantrasyonda olacak sekilde L-Cystein eklendi. 90 mm

capli petri plaklaria 10-15 ml olacak sekilde dagitild.

Etidyum Bromiir Cozeltisi (5 mg/ml)
Toz halde bulunan Etidyum Bromiirden 50 mg tartildi. 10 ml distile suda manyetik
calkalayict kullanilarak 1 saat boyunca ¢oziinmesi saglandi. Hazirlanan ¢ozelti renkli

siseye aktarildi ve etrafi aliiminyum folyo ile kapatildi.

Kontrol Calismasi

Hazirlamis oldugumuz Glucose Cystein Blood Agar (GCBA) ve Buffered Charcoal

Yeast Extract Agar (BCYE) besiyerleri Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Baskanligi

Tularemi Referans Tani Laboratuvari’nda kontrol edildi. Tularemi Referans Tani

Laboratuvari’nda tiretilmis F.tularensis suslarindan GCBA ve BCYE agar besiyerlerine

ekimler yapildi. Hazirladigimiz besiyerlerinin ¢alismamiz i¢in uygun oldugu gorildii.
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali’'ndan

temin edilen Acanthamoeba polyphaga, BDOA plaklarinin ve BCYE besiyerinin
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kontrolii amaciyla kullanildi. Yapilan kontrol ¢alismalarinda itizerine E.coli siiriilmiis

BDOA plaklarinda ve BCYE agar besiyerinde amiplerin iiredikleri gozlendi.

3.4 Su Orneklerinin Filtre Edilmesi

2 litrelik plastik siselere alinan su ornekleri soguk zincir kurallarina uyularak
laboratuvara ulastirildi. Su 6rnekleri 0.20 um ¢apli seliiloz nitrat membran filtrelerden
gecirilerek siizildii. Filtre kagitlar1 steril bisturi yardimi ile ortadan ikiye kesildi.
Kesilen filtrenin yarist GCBA besiyeri tizerine birakilarak F.tularensis kiiltiiriinde
kullanildi. Filtrenin diger yarisi ise Acanthamoeba cinsi amiplerin iiretilmesi ve DNA
izolasyonu amaciyla kullanildi. Bu amagla filtrenin diger yarisi; igerisine siiziilen su
orneginden eklenmis 2 ml’lik ependorf tiiplerine alindi. 2 ml’lik ependorf tiipleri DNA
izolasyonu yapilincaya kadar -20 °C’de bekletildi.

3.5 Su Orneklerinden F.tularensis izolasyonu

Uzerine filtre konulmus olan GCBA besiyerleri desikator icerisinde 37 °C’lik etiivde
inkiibasyona birakildi. Desikator igerisinde renksiz ve kokusuz mum yakilarak % 5-10
CO; ‘li ortam olusmasi saglandi.

F.tularensis ilk izolasyonunda yavas iireyen bir bakteri oldugundan filtre igeren
besiyerleri 3. giinden itibaren stereo mikroskop altinda incelemeye alindi. Yeterli 151k
saglanmasi amaciyla {istten ve yandan, beyaz 151k veren lambalar kullanildi. Stereo
mikroskopta yapilan incelemede 2-3 mm ¢apinda saydam, piiriizsiiz, diizgiin yiizeyli,
yesilimsi beyaz, yuvarlak, hafif mukoid kolonilerin F.tularensis kolonileri olabilecegi
diigiiniildi. Siipheli koloniler 6ze yardimiyla filtre tizerinden alinarak GCBA besiyerine
aktarild1 ve desikator icerisinde 37 °C’lik etlivde inkiibasyona birakildi.

2 giinliik inkiibasyondan sonra siipheli kolonilerden 6ze ile alinarak lam {izerinde
agliitinasyon testi yapildi. Agliitinasyon testi i¢in F.tularensis antiserumu kullanildi (BD
240939). Lam iizerine 10 ul serum fizyolojik ve 10 pl antiserum konuldu. Oze ile
besiyerinden alinan koloniler serum fizyolojik igerisinde siispanse edildi ve antiserum
ile karistir1ldi. Kisa siirede yogun agliitinasyon verip vermedigi gézlendi. Ayrica stipheli
kolonilerden alinarak katalaz ve oksidaz testleri uygulandi.

Agliitinasyon testinde yogun agliitinasyon gosteren, Katalaz pozitif, oksidaz
negatif bakterilerden DNA izolasyonu yapildi. PCR calismas1 yapilana kadar DNA
ornekleri -20 °C’de bekletildi.
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Su Orneklerinin siiziildiigl filteleri iceren tiim besiyerleri 10. gline kadar etiivde
bekletildi. 10. giin yapilan incelemede siipheli koloniye rastlanmamasi durumunda
besiyerleri otoklavda 121 °C’de 15 dakika bekletilerek steril edildi ve tibbi atiga atildu.

F.tularensis’in solunum yolu ile bulasabilen tehlikeli bir bakteri olmasi nedeniyle
koruyucu elbise, eldiven, maske, gozlik gibi koruyucu ekipmanlar kullanildi.
Besiyerlerine ekim yapilmasi, agliitinasyon, katalaz ve oksidaz deneyleri gibi tiim

islemler siif II biyogiivenlik kabini igerisinde gerceklestirildi.

3.6 Su Orneklerinden Acanthamoeba Cinsi Amiplerin izolasyonu

Acanthamoeba cinsi amiplerin su &rneklerinden izole edilmesi amaciyla Uzerine E.coli
stiriilmiis olan %1.5’lik besleyici degeri olmayan agar (BDOA) plaklar1 kullanildi.
Koyun kanli agar’da iiretilen E.coli, ekiivyon ¢ubuk yardimi ile alinarak %1.5’lik agar
plaklarinin yiizeylerine siiriildii. BDOA plaklar1 ekim i¢in hazir hale getirilmis oldu.

Icerisinde filtre bulunan 2 ml’lik ependorf tiipleri vorteks ile 5 dakika boyunca
karistirildi. Karigtirma isleminden sonra 2 ml’lik ependorf tiiptinden 100 pl alinarak
tizerine E.coli siiriilmiis BDOA plaklar tizerine eklendi. BDOA agar plaklar1 24 °C’lik
etiivde inkiibasyona birakildi. Plaklar 1. giinden itibaren 151k mikroskobunda 10’luk
objektif ile incelemeye alindilar. 15 giin boyunca yapilan incelemede Acanthamoeba
trofozoit ve kistleri gortilmemesi durumunda plaklar atildi.

BDOA plaklarmin incelenmesinde amipler, sadece trofozoitlerin bulundugu erken
donemde kontraktil vakuollerinin ve ¢ekirdeklerinin  goriiniimiiyle, 1ilerleyen
donemlerde ise tipik kist gortinlimleriyle ayirt edildiler.

Agar plaklarinda yildiz, tiggen, poligonal veya oval sekilli kistlerin goriildiigi
bolgeler isaretlendi. Isaretli bdlgeler lanset yardimu ile kesilerek alindi ve iizerine E.coli
stiriilmiis yeni bir BDOA plaginin ortasina ters yiiz edilerek birakildi. BDOA agar
plaklar1 24 °C’lik etlivde inkiibasyona birakildi. BDOA plaklar ertesi giinden itibaren
151k mikroskobunda 10’luk objektif ile incelemeye alindilar. Giinlik yapilan
incelemelerde Acanthamoeba cinsi amiplerin 3. giinden itibaren Kkistlesmeye

basladiklar1 gézlemlendi.
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3.7 Acanthamoeba spp. ile F.tularensis Arasindaki iliskinin Arastirilmasi
Calismamizda su orneklerinde F.tularensis ve Acanthamoeba cinsi amipler arasindaki
iliskinin arastirilmasinda;

a) Su orneklerinden BDOA ortaminda izole edilen Acanthamoeba cinsi amiplerin
BCYE besiyerine aktarilarak kiiltiirlerinin yapilmasi ve F.tularensis iiretilmeye
caligilmasi

b) Su 6rneklerinden izole edilen Acanthamoeba cinsi amiplerden DNA izolasyonu
yapilarak PCR ile F.tularensis varliginin arastirilmasi  kapsaminda

gerceklestirilmistir.

Abd ve ark. (2003), F.tularensis’in Acanthamoeba castellani igerisindeki
intraselliiler vokuollerde ¢ogaldigini ve amip hiicrelerini pargaladigini, EI-Etr ve ark.
(2009) ise A.castellani kistlerinden 21 giin sonra canli F.tularensis elde edilebildigini
bildirmektedirler. Penland ve Wilhelmus (1997), Acanthamoeba cinsi amiplerin BCYE
besiyerinde 1yi derecede iireyebildigini ve besiyeri lizerinde biraktiklari izler nedeni ile
kolayca tanimlanabileceklerini bildirmektedirler. BCYE besiyerinin ayni zamanda
F.tularensis kiiltiiriinde kullanilan bir besiyeri olmasi nedeni ile ¢alismamizda BCYE
besiyeri kullanilmistir.

BDOA plaklarinda iiretilen ve morfolojik 6zelliklerine gore Acanthamoeba cinsi
olarak tanimlanan amipler ortamda bulunan bakterilerin minimuma indirilmesi amaciyla
yikama islemine alindi.

BDOA plaklari tizerine 15 ml steril distile su eklendi. Steril plastik 6ze yardimai ile
agar plaklarinin yiizeyleri kazindi ve agar ylizeyindeki amip Kistlerinin sivi faza
gecmeleri saglandi. Agar plaklarinda bulunan sivi kisim steril santrifiij tiiplerine alindi.
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve santrifiij sonrasi iistte kalan sivi kisim atild1.
Dipte kalan ¢okiintli lizerine 10 ml steril distile su eklendi ve vorteks ile karistirildi.
Tekrar 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Son yikama isleminden sonra bakterileri yok etmek amaci ile dipte kalan ¢okelti
tizerine % 3’liik HCL c¢ozeltisi eklendi. Tiipler bir gece oda 1sisinda bekletildi. Ertesi
giin yikama islemi 3 kez tekrar edilerek ortamdaki HCL’in uzaklagmasi saglandi. Tiip
dibinde kalan ¢okeltiden 100 pl alinarak BCYE besiyeri lizerinde 3-4 noktaya esit
sekilde dagitildi. Plaklar desikator igerisine yerlestirildi ve 37 °C’lik etiivde
inkiibasyona birakildi. Desikator igerisinde renksiz ve kokusuz mum yakilarak % 5-10

CO; ‘li ortam olusmasi saglandi.
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Ertesi giinden itibaren plaklar stereo mikroskop altinda incelemeye alindi. Stereo
mikroskop altinda plaklar 45° ac1 ile tutularak kontrol edildi. Acanthamoeba cinsi
amiplerde iiremenin oldugu boélgeler amiplerin besiyeri iizerinde biraktiklar1 izler
nedeniyle kolaylikla gozlemlendi. BCYE agar plaklar1 10 giin boyunca amiplerin

tiremesi yoniinden ve F.tularensis kolonilerinin varligi agisindan incelendi.

3.8 DNA izolasyonu

Su Orneklerinden DNA izolasyonu

Su orneklerinden DNA izolasyonu yapmak amaciyla 2 ml’lik ependorf tiipii i¢erisinde
bulunan membran filtreler kullanildi. Su Orneklerinin siiziilmesi sirasinda 2 ml’lik
ependorf tiipii igerisine siiziilen su 6rneginden eklendi. Steril bisturi yardimi ile ortadan
ikiye kesilen membran filtrenin yarisi steril pensler yardimi ile kivrilarak ependorf tiipii
icerisine yerlestirildi.

DNA izolasyonu yapilincaya kadar -20 °C’de saklanan 2 ml’lik ependorf
tiiplerinin oda 1s1sinda ¢dziinmesi saglandi. Filtre tizerinde bulunabilecek bakterilerin
tip icerisinde bulunan suya ge¢mesini saglamak icin tiipler vorteks ile 10 dakika
boyunca karistirildi. Karistirilan tiiplerden 1 ml sivi alinarak 1.5 ml’lik steril ependorf
tiiplerine aktarildi. DNA izolasyonu iireticinin direktifleri dogrultusunda, DNA
izolasyon protokoliiniin 1. basamagindan itibaren devam edildi. Izole edilen DNA’lar

PCR c¢alismasi yapilincaya kadar -20 °C’de saklanda.

Kiiltiirde Uretilen Bakterilerden DNA izolasyonu

F.tularensis oldugundan siiphelenilen bakterilerden PCR ¢alismasinda kullanilmak
tizere DNA izolasyonu yapildi. DNA izolasyonu iireticinin direktifleri dogrultusunda
gerceklestirildi. 1.5 pul’lik ependorf tiipii igerisine 180 ul ATL buffer eklendi. GCBA
besiyerinde iiretilen bakterilerden 6ze yardimi ile alinarak 180 pl ATL buffer igerisinde
siispanse edildi ve iyice karigsmasi saglandi. DNA izolasyonuna iireticinin direktifleri
dogrultusunda, DNA izolasyon protokoliiniin 4. basamagindan itibaren devam edildi.
Izole edilen DNA’lar PCR ¢alismasi yapilincaya kadar -20 °C’de saklandh.

Acanthamoeba Cinsi Amiplerden DNA izolasyonu

Uzerine E.coli siiriilmiis besleyici degeri olmayan agar (BDOA) plaklarinda iireyen

amiplerden PCR ¢alismasinda kullanilmak iizere DNA izolasyonu yapildi.
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BDOA plaklarinda yildiz, {iggen, poligonal veya oval sekilli kistlerin goriildiigii
bolgeler isaretlendi. Isaretli bdlgeler lanset yardimu ile kesilerek alind1 ve iizerine E.coli
siiriilmiis yeni bir BDOA plakinin ortasina ters yiiz edilerek birakildi. BDOA agar
plaklar1 24 °C’lik etiivde inkiibasyona birakildi.

BDOA plaklart ertesi giinden itibaren 151k mikroskobunda 10’luk objektif ile
incelemeye alindilar. Giinliik yapilan incelemelerde Acanthamoeba cinsi amiplerin 3.
giinden itibaren kistlesmeye basladiklar1 gézlemlendi. BDOA plaklar: iizerine 15 ml
steril distile su eklendi. Steril plastik 6ze yardimi ile agar plaklarinin yiizeyleri kazindi
ve agar yiizeyindeki amiplerin s1v1 faza gegmeleri saglandi.

Agar plaklarinda bulunan sivi kisim 15 ml’lik steril santrifiij tiiplerine alindi. 10
dakika 3000 rpm’de santrifiij edilerck Acanthamoeba cinsi amiplerin tiiptin dip
kisminda toplanmasi saglandi. Santrifiij tiiplerinin dip kisminda yaklasik 2 ml sivi
birakilarak iist kistmdaki sivi bosaltildi. Tiipler vorteks yardimi ile karistirilarak dipteki
peletin dagilmasi saglandi. Yapilan bu islem sonucu Acanthamoeba cinsi amiplerin
trofozoit ve kistleri yogun bir sekilde elde edilmis oldu.

Vorteks yardimi ile karistirilan sivi kistmdan 1 ml alinarak 1.5 ml’lik ependorf
tiplerine aktarildi. DNA izolasyonuna ireticinin direktifleri sogrultusunda, DNA
izolasyon protokoliiniin 1. basamagindan itibaren devam edildi. Izole edilen DNA’lar

PCR ¢alismasi yapilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

DNA iZOLASYON PROTOKOLU (QIAmp® DNA Minikit (QIAGEN 51304))

1.5 mI’lik ependorf tiipleri 10 dakika 5000 x g (7500 rpm)’de santrifiij edildi.
Tipiin dibinde kalan pelete zarar vermeden iist kisimda kalan s1v1 bosaltildi.
Bakteriyel pelet lizerine 180 pl ATL buffer eklendi.

20 pl proteinaz K eklendi ve vorteks yardimai ile karistirildi.

56 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sirasinda 3 kez vorteks ile
karistirildi.

a bk wnE

6. 1,5 ml mikrosantrifiij tiipi kapaktaki damlaciklarin uzaklastirilmasi amaciyla
kisaca santrifiij edildi.

7. 200 ul Buffer AL eklendi. 15 saniye boyunca vortekslendi.

70 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.

9. 1,5 ml mikrosantrifiij tiipii kapaktaki damlaciklarin uzaklastirilmas1 amaciyla

®

kisaca santrifiij edildi.

10. 200 pl ethanol (%96-100) eklendi. 15 saniye boyunca vortekslendi.

11. 1,5 ml mikrosantrifiij tlipii kapaktaki damlaciklarin uzaklastirilmasi amaciyla
kisaca santrifiij edildi.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Karigim dikkatli bir sekilde QIAmp Mini spin column’lara aktarildi. Kapaklar
kapatildi ve 6000 x g (8000 rpm)’de 1 dakika santrifiij edildi.

QIAmp Mini spin column’lar 2 ml’lik temiz toplama tiiplerine yerlestirildi.
filtrat igeren toplama tiipleri atildi.

QIAmp Mini spin column’larin kapaklar1 dikkatlice agilarak igerisine 500 pl
Buffer AWL1 eklendi. Kapaklar1 kapatildi ve 6000 x g (8000 rpm)’de 1 dakika
santrifiij edildi.

QIAmp Mini spin column’lar 2 ml’lik temiz toplama tiiplerine yerlestirildi.
filtrat igeren toplama tiipleri atildi.

QIAmp Mini spin column’larin kapaklar1 dikkatlice agilarak igerisine 500 pl
Buffer AW2 eklenir. Kapaklar kapatildi ve 20.000 x g (14.000 rpm)’de 3 dakika
santrifiij edildi.

QIAmp Mini spin column’lar 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tliplerine yerlestirildi.
filtrat igeren toplama tiipleri atildi.

QIAmp Mini spin column’larin kapaklar1 dikkatlice agilarak igerisine 200 pl
Buffer AE eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. 6000 x g (8000
rpm)’de 1 dakika santrifiij edildi.

QIAmp Mini spin column’larin kapaklar1 dikkatlice acilarak icerisine 200 pl
Buffer AE eklendi. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. 6000 x g (8000
rpm)’de 1 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen DNA 6rnekleri PCR caligmasi yapilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

3.9 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Calismamizda Konvansiyonel PCR yontemi :

a.
b.

391

Su 6rneklerinden DNA izolasyonu yapilarak F.tularensis arastirilmasinda

Su orneklerinden kiiltiir yontemi ile izole edilen ve F.tularensis oldugundan
stiphelenilen bakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasinda

PCR ile F.tularensis oldugu kesinlesen bakterilerin alt tiir tanimlamasinda

Su Orneklerinden BDOA plaklarinda iiretilen ve morfolojik yapilarina gore
tiplendirilen amiplerin  Acanthamoeba cinsine ait olup olmadiklarinin
arastirilmasinda

BDOA plaklarinda {iretilen Acanthamoeba cinsi amiplerden DNA izolasyonu

yapilarak, F.tularensis varliginin arastirilmasinda kullanilmstir.

F.tularensis’in PCR ile Tiir Diizeyinde Tanimlanmasi

Calismamizda su 6rneklerinden, kiiltiirde iiretilip F.tularensis oldugundan siiphelenilen

bakterilerden ve su orneklerinden izole edilen Acanthamoeba cinsi amiplerden DNA

elde edilmis ve PCR c¢alismasinda kullanilmistir.
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F.tularensis’in PCR reaksiyonu ile tespit edilmesinde hedeflenen baslica gen
bolgeleri; 17 kDa’luk dis membran lipoproteinlerini kodlayan Tul4 gen bdolgesi, 43
kDa’luk dis membran proteinlerini kodlayan fop A gen bolgesi ve 16S rRNA gen
bolgesidir (Karadenizli, 2009).

Calismamizda F.tularensis’in  Tul4 gen bolgesine yonelik sentezlettirilen
primerler kullanilmistir. Tul4 gen bdlgesine ait primerler ile yapilan PCR sonucunda
yaklasik 400 baz ciftlik bolge cogaltilmaktadir (Sjostedt ve ark., 1997).

Tul4 Primerler

Forward: Tul4-435 (5'-GCT GTATCATCATTT AAT AAA CTG CTG-3)

Reverse: Tul4-863 (5-TTG GGA AGC TTG TAT CAT GGC ACT-3)

(Sjostedt ve ark., 1997).

Reaksiyon Karigimi

Hacim Son Konsantrasyon Stok Konsantrasyon
PCR Buffer 5ul 1X 10X
MgCl, 2.5ul 25mM 50 mM
Taq DNA Polimeraz 0.125 ul 1.25U 500 U (5U/ ul)
dNTP 0.4 ul 0.2mM 25 mM
Tul4-435 2 ul 0.4 uM 10 uM
Tul4-863 2 ul 0.4 uM 10 uM
Kalip DNA Sul
ddH,O 32.975 ul
Toplam hacim 50 pl

Calisilacak 6rnek miktarina gore ana karisim hazirlandi ve PCR tiiplerine 45 pl
olacak sekilde dagitildi. Her tiip lizerine drnek DNA’sindan 5 pl eklenerek tiipler
kapatildi. Onceden programlanan 1s1 dongii (Thermal cycler) cihazina yerlestirildi.

Reaksiyon karisimlarimizin  kontrolii ve karisim hazirlanmasi sirasindaki
kontaminasyonlari tespit etmek amaciyla pozitif ve negatif kontroller kullanildi. Pozitif
kontrol olarak Gemerek ilgesi Cicekoglu kdyii sebeke suyundan izole edilen ve Refik
Saydam Hifzissthha Merkezi Bagkanligt Tularemi Referans Tani Laboratuvari’nda
yapilan PCR ¢alismas1 sonucu F.tularensis subsp. holarctica oldugu kesinlesen izolat
kullanild1. Negatif kontrol olarak reaksiyon karigimi hazirlamada kullanilan distile su

kullanildi.
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DNA Amplifikasyonu:
Hedef DNA 94 °C’de 4 dk bekletilerek denatiire edildi. Bu asamadan sonra;
94 °C’de 40 sn denatiirasyon
64 °C’de 30 sn primerlerin baglanmasi (Annealing)
72 °C’de 45 sn uzama (Elongation)
olmak tizere toplam 40 dongii gergeklestirildi. En son asama olarak 72 °C’de 5 dk
bekletilerek final uzamasi gergeklestirildi ve reaksiyon tamamlandi (Kaygusuz ve ark.,
2010). Reaksiyon tiipleri degerlendirme asamasina kadar +4 ° C'de bekletildi.
Amplifikasyon triinleri agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra degerlendirildi. Negatif

sonug alinan 6rnekler i¢in ayn1 amplifikasyon islemi tekrarlandi.

3.9.2 F.tularensis’in PCR ile Alt Tiir Diizeyinde Tamimlanmasi
F.tularensis’in alt tiir tularensis ve alt tir holarctica izolatlarinin birbirinden
ayrilmasinda RNA Helikaz geninde 6zel bir sekansta delesyon bulunmasi, ISFtu2
insertion sekans elementinin olup olmamasi, pdpD geni ve RD1 genindeki degisiklikler
tespit edilerek iki alt tiiriin birbirinden ayrilmas1 miimkiindiir (Karadenizli, 2009).
Calismamizda F.tularensis’in  RD1 gen bolgesine yonelik sentezlettirilen
primerler kullanilmistir. RD1 gen bolgesine ait pirimerler ile yapilan PCR sonrasinda
F.tularensis subsp. tularensis’te 1522, F.tularensis subsp. holarctica’da 924,
F.tularensis subsp. mediaasiatica’da 1453, F.tularensis subsp. novicida’da 3322 baz
citlik bolge ¢ogaltilmaktadir (WHO, 2007).

RD1 Primerler
Forward: (5-TTT ATATAG GTA AAT GTT TTA CCT GTA CCA-3)
Reverse: (5'-GCC GAG TTT GAT GCT GAA GA-3)
(Broekhuijsen ve ark., 2003).

Reaksiyon Karigimi

Hacim Son Konsantrasyon Stok Konsantrasyon
PCR Buffer Sul 1X 10X
MgCl, 2.5ul 2.5 mM 50 mM
Tag DNA Polimeraz ~ 0.125 pl 1.25U 500 U (5U/ pl)
dNTP 0.4 pul 0.2mM 25mM
Forward Primer 2 ul 0.4 uM 10 uM
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Reverse Primer 2 ul 0.4 uM 10 uM
Kalip DNA 5ul

ddH,0 32.975 pl

Toplam hacim 50 ul

Calisilacak ornek miktarina gore ana karigim hazirland1 ve PCR tiiplerine 45 pl
olacak sekilde dagitildi. Her tiip lizerine 6rnek DNA’sindan 5 pl eklenerek tiipler
kapatildi. Onceden programlanan 1s1 dongii (Thermal cycler) cihazina yerlestirildi.

Reaksiyon karisimlarimizin  kontrolii ve karisim hazirlanmast sirasindaki
kontaminasyonlar1 tespit etmek amaciyla pozitif ve negatif kontroller kullanildi. Pozitif
kontrol olarak Gemerek ilgesi Cigekoglu koyili sebeke suyundan izole edilen ve Refik
Saydam Hifzissthha Merkezi Baskanligi Tularemi Referans Tani Laboratuvari’nda
yapilan PCR c¢alismas1 sonucu F.tularensis subsp. holarctica oldugu kesinlesen izolat
kullanild1. Negatif kontrol olarak reaksiyon karigimi hazirlamada kullanilan distile su

kullanildi.

DNA Amplifikasyonu:
Hedef DNA 95 °C’de 3 dk bekletilerek denatiire edildi. Bu asamadan sonra;
95 °C’de 30 sn denatiirasyon
58 °C’de 1 dk primerlerin baglanmasi (Annealing)
72 °C’de 1 dk uzama (Elongation)
olmak tizere toplam 30 dongli gergeklestirildi. En son asama olarak 72 °C’de 5 dk
bekletilerek final uzamasi gergeklestirildi ve reaksiyon tamamlandi (Wang ve ark.,
2010). Reaksiyon tiipleri degerlendirme agsamasina kadar +4 ° C'de bekletildi.
Amplifikasyon {irlinleri agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra degerlendirildi. Negatif

sonug alinan 6rnekler i¢in ayn1 amplifikasyon islemi tekrarlandi.

3.9.3 Acanthamoeba Cinsi Amiplerin PCR ile Tamimlanmasi

Acanthamoeba cinsi amiplerin PCR ile tanimlanmasinda 18S rDNA gen bdlgesine
yonelik primerler kullanildi. JDP1 ve JDP2 primerler ile yapilan ampilifikasyon sonucu,
Acanthamoeba cinsi amiplerin 18S rDNA gen bolgesinde yaklasik 423 ila 551 baz cifti
arasinda ortalama 500 bp’lik bolge ¢ogaltilmaktadir (Schroeder ve ark., 2001; Corsaro
ve Venditti, 2011).
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Acanthamoeba 18S rDNA gen bolgesine 6zgii primerler:
Forward: JDP1 (5'- GGC CCA GAT CGT TTA CCG TGA A-3)
Reverse: JDP2 (5'- TCT CAC AAG CTG CTA GGG AGT CA-3)
(Schroeder ve ark., 2001).

Reaksiyon Karigimi

Hacim Son Konsantrasyon Stok Konsantrasyon
PCR Buffer 5ul 1X 10X
MgCl, 2.5ul 2.5 mM 50 mM
Tag DNA Polimeraz 0.125 pl 1.25U 500 U (5U/ pl)
dNTP 0.4 ul 0.2 mM 25 mM
Forward (JDP1) Primer 2 ul 0.4 uM 10 uM
Reverse (JDP2) Primer 2 ul 0.4 uM 10 uM
Kalip DNA Sul
ddH,0 32.975 ul
Toplam hacim 50 ul

Calisilacak ornek miktarina gore ana karisim hazirlandi ve PCR tiiplerine 45 pl
olacak sekilde dagitildi. Her tiip lizerine 6rnek DNA’sindan 5 pl eklenerek tiipler
kapatildi. Onceden programlanan 1s1 dongii (Thermal cycler) cihazina yerlestirildi.

Reaksiyon karigimlarimizin  kontrolii ve karistm hazirlanmast  sirasindaki
kontaminasyonlar1 tespit etmek amaciyla pozitif ve negatif kontroller kullanildi.
Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilimdali’ndan temin
edilen Acanthamoeba polyphaga tiirii amipten elde edilen DNA pozitif kontrol olarak
kullanildi. Negatif kontrol olarak reaksiyon karisimi hazirlamada kullanilan distile su

kullanildi.

DNA Amplifikasyonu:
Hedef DNA 94 °C’de 7 dk bekletilerek denatiire edildi. Bu asamadan sonra;
94 °C’de 1 dk denatiirasyon
65 °C’de 1 dk primerlerin baglanmasi (Annealing)
72 °C’de 1 dk uzama (Elongation)
olmak tizere toplam 45 dongii gergeklestirildi. En son asama olarak 72 °C’de 10 dk

bekletilerek final uzamasi gergeklestirildi ve reaksiyon tamamlandi.
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Amplifikasyon tirlinleri agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra degerlendirildi. Negatif

sonug alinan 6rnekler i¢in ayn1 amplifikasyon islemi tekrarlandi.

3.10 Agaroz Jel Elektroforezi

3.10.1 Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Amplifikasyon {iriinlerinin degerlendirilmesi amaciyla %?2’lik agaroz jel kullanildi.
Agaroz jelin hazirlanmasinda ve elektroforez islemi sirasinda TBE (Tris-Borik asit-
EDTA) tamponu kullanildi. 2 gram agaroz hassas terazide tartildi ve iizerine 100 ml 1X
TBE tamponu eklendi. Mikrodalga firinda agarozun iyice erimesi saglandi ve 60 °C’ye
kadar sogumasi beklendi. Ceker ocakta 100 ml agaroz tizerine 5 mg/ml stok Etidyum
Bromiir ¢ozeltisinden 10 pul eklendi. Agaroz jel, taraklar yerlestirilerek jel dokiimii igin
hazir hale getirilen yatay jel tablasina dikkatlice bosaltildi. 30 dakika boyunca jelin

katilagmasi beklendi ve taraklar jele zarar vermeden ¢ikarildi.

3.10.2 Elektroforez islemi ve Goriintiileme
Agaroz jel, kuyucuklar katod tarafinda olacak sekilde elektroforez tankina yerlestirildi.
TBE tampon ¢ozeltisi agaroz jelin en az 1 mm iizerinde olacak sekilde elektroforez
tankina eklendi. 5 ul DNA 6rnegi 1 pl yiikleme tamponu (6x) (SIGMA G 7654) ile
karistirildi ve jele yiiklendi. Elektroforez tankinin kapagi kapatildi ve 60 dakika 110
voltta elektroforez islemine tabii tutuldu.

Elektroforez isleminin bitmesinden sonra jel, bilgisayarli jel goriintiileme sistemi

(Vilbert Lourmat Photodocumentation and Imaging Systems) ile goriintiilendi.

3.11 Istatistik
Calismalardan elde edilen veriler SPSS 20.0 (Statistical Package for the Social
Sciences) programinda degerlendirildi. Yanilma diizeyi «:0.05 olarak secildi ve

sonuglarin degerlendirilmesinde Ki-kare testi kullanildi.
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4. BULGULAR
4.1 1Incelenen Su Orneklerinin Degerlendirilmesi
Calismamizda tularemi olgusu goriilen bolgelerden 200, tularemi olgusu goriilmeyen

bolgelerden 100 olmak iizere toplam 300 su 6rnegi incelendi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Incelenen su 6rneklerinin ilgelere gore dagilimi

Q

& 5

e - ~ o = E c

) — = T,ﬁ“ — N = )ED —

S 0 0 &3 F& 5 N ¥ A T % g
Tularemi olgusu 25 25 19 47 10 21 53 o = w0 - 200
goriilen bolgeler
Tularemi olgusu 0 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 100
goriilmeyen bolgeler
Toplam 35 34 28 56 19 30 62 9 9 9 9 300

Tularemi olgusu goriilen ve tularemi olgusu goriilmeyen bolgelerden alinan su
orneklerinin alindiklar1 yerlesim yeri sayilarina gore dagilimlant Cizelge 4.2°de

goriilmektedir.

Cizelge 4.2 Incelenen su &rneklerinin alindig1 yerlesim yeri sayisina gore dagilimi

& 5
: % < . 'T_) E c
e 3 £ = £ X T B =
T E £ £ % 2 g 2§ 2 3
S 0 5 & & o= N ¥ A T N8 E
T.L.".E.lreml .(.)Igusu 3 3 3 9 3 5 3 .- e e - 29
goriilen bolgeler
Tularemi olgusu 10 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 100
goriilmeyen bolgeler
Toplam 13 12 12 18 12 14 12 9 9 9 9 129
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Tularemi olgusu goriilen bolgelerden alinan su 6rneklerinin 91°1 (%45.50) kaynak

suyu, 109’u (%54.50) sebeke suyu idi. Tularemi olgusu goriilmeyen bolgelerden alinan

su orneklerinin 47°s1 (% 47.00) kaynak suyu, 53’1 (% 53.00) sebeke suyu 6zelliginde

idi (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 Incelenen su 6rneklerinin niteligine gore dagilimi

Ornek Kaynak Sebeke

Sayisi Suyu % Suyu %
Tularemi olgusu goriilen bolgeler 200 91 45.50 109 54.50
Tylareml olgusu goriilmeyen 100 47 47.00 53 53.00
bolgeler
Toplam 300 138 46.00 162 54.00

Incelenen su orneklerinin aylara gore dagilimi Cizelge 4.4’te ve Sekil 4.1°de

goriilmektedir.

Cizelge 4.4 incelenen su drneklerinin aylara gore dagilimi

Yaz Sonbahar Kis [lkbahar
—
— — —
— o - — —
S35z 18/8/885]¢
AR ESE R IR SRR AR R
S|E|EA|IE|E|Z2 |5 |5 |25 Toplam
i T )SCD AR £ 18 | & | = | Omek Sayisi
Tularemi olgusu 192021 |22]18 3144|193 |3 200
goriilen bolgeler
Tularemi olgusu 10|10]10 | 10|10 10| 10|10 | 10| 10 100
goriilmeyen bolgeler
Toplam 29 |30 31|32 |28 |41 (54|29 |13 ] 13 300
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Su Orneklerinin Dagilimi
& 50
r 45 44
n 40 A
e 35 / \
k ’/1 \
30 \

S 20 - ®-27 \
A - = T = T~ 1g \19
v 15 \
110 = = = = = = = - \- T |t
s 5
. —e 3

0 T T T T T T T T T ]

Haz.11 Tem.11 Agu.ll Eyl.11 Ekill Kas.1ll Arall Oca.l2 Sub.12 Mar.12
Avlar
—e— Tularemi valkasi gérilen balgeler —m— Tularemi vakasi gdrilmeyen bélgeler

Sekil 4.1 Su 6rnekleri dagilim grafigi

4.2 izolasyon ve identifikasyon Bulgular:

4.2.1 Kiiltiir Bulgular:
F.tularensis kiiltiirleri stereo mikroskop altinda kontrol edildiginde bazi 6rneklere ait
kiiltiirlerde 3.glinden itibaren koloni olusumu gozlendi. Stereo mikroskop yardimi ile
kontrol edilen membran filtrelerin iizerinde, 2-3 mm ¢apinda saydam, piiriizsiiz, diizgiin
yiizeyli, yesilimsi beyaz, yuvarlak, hafif mukoid kubbe seklinde koloniler goriildii
(Sekil 4.2, 4.3). 4. giinden itibaren kolonilerin biyiidiikleri ve ¢iplak gozle bakildiginda
goriilebilecek hale geldikleri gozlendi. Filtre tizerinde olusan kolonilerden alinarak
GCBA besiyerine ekim yapildi. Kiiltiirde lireyen bakterilerin yesilimsi beyaz renkte,
mukoid gorliniimde, tereyagi kivaminda ve kendine has kokusunun oldugu gézlendi
(Sekil 4.4, 4.5).

2 litre su Orneginin membran filtrelerden siiziilmesi sonucu GCBA besiyeri
lizerine birakilan filtrelerde olusan F.tularensis kolonilerinin sayisinin 3-1000 CFU/2It

arasinda oldugu goriildii.
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Sekil 4.2 GCBA besiyerinde, membran filtre {izerinde ¢ogalan F.tularensis
kolonilerinin stereo mikroskop altinda goériiniimleri(5.giin)

16/01/2012

Sekil 4.3 GCBA besiyerinde, membran filtre tizerinde ¢ogalan F.tularensis
kolonilerinin stereo mikroskop altinda goriiniimleri(6.giin)
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Sekil 4.4 Gemerek Cigekoglu kdyiinden alinan su 6rneginde tiretilen F. tularensis'in
membran filtre ve besiyeri tizerinde tireme goriiniimii(7.giin)

Sekil 4.5 GCBA besiyerinde F.tularensis'in tireme goriiniimi
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Tularemi olgusu goriilen bdlgelerden alinan 200 su 6rneginin 30’ undan (%15.00)
F.tularensis izolasyonu yapildi. F.tularensis izolasyonu yapilan su drneklerinin 3 ilgeye
bagl 8 farkli bolgeden alinmis oldugu goriildii (Cizelge 4.5).

Bakteri izolasyonu yapilan 30 su orneginin 24’4 (%80.00) sebeke suyu, 6’s1
(%20.00) ise kaynak sularindan alinmis 6rneklerden olusmaktaydi.

Tularemi olgusu goriilmeyen bdolgelerden alinan 100 su 6rneginin hig birisinden
F.tularensis izole edilmedi. Toplam olarak incelenen 300 su Ornegininin 30’undan
(%10.00) kiiltiir yontemi ile F.tularensis izolasyonu gergeklestirildi (Cizelge 4.6).

F.tularensis izole edilen merkezlerin il haritas1 tizerindeki dagilimi Sekil 4.6’da

goriilmektedir.

Cizelge 4.5 Kiiltiir yontemi ile F.tularensis izole edilen 6rneklerin yerlesim yerlerine
gore dagilimi

Tige Ad1 Su Ornegi Ahnan Bolge Ornek No

Gemerek Cigekoglu Koyii T131

Gliriin Bahgeici Kdyii T135

Giiriin Karadren Koyii T173%, T174%, T175, T181X, T182, T183

Sarkigla Merkez Hiiyiik Koyii T142, T144, T145, T146, T148%, T149, T151,
T152, T153, T163", T164, T165, T166, T167,
T168,T169,T170,T171

Sarkisla Maksutlu Koyii T184

Sarkigla Dolliik Koyii T186

Sarkisla Merkez Belkent Cesmesi T187%

Sarkisla Gazi koyii T198

K (Kaynak Suyu)

Cizelge 4.6 Kiiltiir yontemi ile F.tularensis izole edilen 6rneklerin dagilimi

incelenen Su Ornegi  F.tularensis %
TEJIareml olgusu goriilen 200 30 15.00
bolgeler
TEJIareml olgusu goriilmeyen 100 0 0.00
bolgeler
Toplam 300 30 10.00
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Sekil 4.6 Kiiltir yontemiyle F.tularensis izole edilen merkezlerin il haritasi tizerinde
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Sekil 4.7 Acanthamoeba cinsi amip izole edilen bolgelerin il haritasi {izerinde dagilimi

52




BDOA plaklarinda iireyen amipler, sadece trofozoitlerin bulundugu erken

donemde kontraktil vakuollerinin ve ¢ekirdeklerinin = goriinlimiiyle, ilerleyen

donemlerde ise tipik kist goriiniimleriyle ayirt edildiler (Sekil 4.8, 4.9).

Sekil 4.8 BDOA plaklarinda iiretilen Acanthamoeba cinsi amip kistlerinin goriiniimleri
(10X)

Sekil 4.9 BDOA plaklarinda iiretilen Acanthamoeba cinsi amip trofozoitlerinin
gortiiniimleri (10X)
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Tularemi olgusu goriilen bolgelerden alinan 200 su 6rneginin 16’sindan (%8.00)
Acanthamoeba cinsi amip izolasyonu yapildi. Acanthamoeba izole edilen 16 su
orneginin 9’u (%56.25) sebeke suyundan, 7’si (%43.75) kaynak suyundan alinmis
orneklerden olusmaktaydi (Cizelge 4.7).

Tularemi olgusu goriilmeyen bolgelerden alinan 100 su Orneginin 12’sinden
(%12.00) Acanthamoeba cinsi amip izolasyonu yapildi. Acanthamoeba izolasyonu
yapilan 12 su 6rneginin 5’1 (%41.66) sebeke suyundan, 7’si (%58.33) kaynak suyundan
alinmis 6rneklerden olusmaktaydi (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.7 Tularemi olgusu goriilen bolgelerden tiretilen Acanthamoeba cinsi
amiplerin dagilimi

fice Ad Su Ornegi Ahnan Bélge Ornek No

Yildizeli Yusufoglan Koyii T24%,T26

Merkez Yildiz Beldesi T42, T44, TS50, T54, T55
Gemerek Kocaoglu Koyt T67

Gemerek Akgasar Koyii T75%

Zara Yapak Koyii T106, T115% T123%

Zara Kiiriinlii Koyii T141¢

Gliriin Bahgeici Koyii T159

Sarkisla Merkez Hiiyiik Koyii T163%, T171

K (Kaynak Suyu)

Cizelge 4.8 Tularemi olgusu goriilmeyen bolgelerden iiretilen Acanthamoeba cinsi
amiplerin dagilimi

flce Ada Su Ornegi Alinan Bolge Ornek No
Merkez Durdulu Koyii 1
Merkez Olukman Kdyii 3
Kangal Arpal1 Koyt 4
Susehri Merkez 15
Merkez Aydogmus Koyt 30
Merkez Akgahan Koyt 32
Gemerek Dendil Koyii 67"
Giiriin Bogriidelik Koyt 70
Gemerek Merkez 73¢
Gemerek Yenigubuk Beldesi 74K
Sugehri Balkara Koyt 90K
Sarkisla Karakiz Koyii 91K
K (Kaynak Suyu)
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Tularemi olgusu goriilen ve goriillmeyen bolgelerden alinan toplam 300 su
orneginin 28’inden (%9.33) Acanthamoeba cinsi amip izolasyonu gerceklestirildi
(Cizelge 4.9). Tularemi olgusu goriilen bolgeler ve tularemi olgusu goériilmeyen
bolgelerdeki su orneklerinde, Acanthamoeba cinsi amip goriilme sikligi yoniinden
istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05). Acanthamoeba cinsi amip izolasyonu

gerceklestirilen merkezlerin il haritasi tizerindeki dagilimi Sekil 4.7°de goriilmektedir.

Cizelge 4.9 Acanthamoeba cinsi amip izolasyon sonuglari

. Acanthamoeba Acanthamoeba cinsi

Incelenen L .. L

Su Ornesi cinsi amip izole amip izole

g edilen % edilmeyen %
Tularemi olgusu 200 16 8.00 184 92.00
goriilen bolgeler
Tularemi olgusu
goriilmeyen 100 12 12.00 88 88.00
bolgeler
Toplam 300 28 9.33 272 90.66
X?-1.26 p >0.05

Calismamizda F.tularensis ve Acanthamoeba cinsi amiplerin birlikte pozitifligi
yalnizca iki su Orneginde saptandi (Cizelge 4.10). Tularemi olgusu goriilen Sarkisla
Merkez Hiiylik kdyiinden alinan T163 ve T171 nolu 6rneklerden kiiltiir yontemi ile
F.tularensis ve Acanthamoeba cinsi amip izole edildi. T163 nolu 6rnek kaynak

suyundan, T171 nolu 6rnek ise sebeke suyundan alinmasti.

Cizelge 4.10 F.tularensis ve Acanthamoeba cinsi amiplerin izolasyon sonuglari

incelen Acanthamoeba F.tularensis +
Su F.tularensis % . . %  Acanthamoeba %
w T, cinsi amip ST
Ornegi cinsi amip
Tularemi
olgusu 200 30 15.00 16 8.00 2 1.00
goriilen
bolgeler
Tularemi
olgusu 100 0 0.00 12 12.00 0 0.00
goriilmeyen
bolgeler
Toplam 300 30 10.00 28 9.33 2 0.66
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Tularemi olgusu goriilen ve goriilmeyen bolgelerden alinan toplam 300 su
orneginden BDOA ortaminda 28 (%9.33) Acanthamoeba cinsi amip izolasyonu yapildi.
Bu amipler BCYE agar besiyerine aktarilarak tiremeleri saglandi. BCYE agar
besiyerinde Acanthamoeba cinsi amip tliremesi olmasina ragmen, F.tularensis tiremesi
goriilmedi (Sekil 4.10).

Sekil 4.10 Acanthamoeba cinsi amiplerin BCYE besiyerinde iiremeleri sirasinda
olusturduklari izler

4.2.2 PCR Bulgular

Ureme zamani, koloni morfolojisi ve antiserumla agliitinasyon ozellikleri yoniinden
olast F.tularensis olarak degerlendirilen 30 izolat, tire 6zgti Tul4 primerler ile yapilan
PCR sonucu 400 bp’lik bolgede bant olusturdu ve izolatlarin F.tularensis tiiriine ait
oldugu saptandi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Francisella cinsi bakterilerin Tul4 gen bélgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi
(M: Markir -Poz: Pozitif Kontrol - Neg: Negatif Kontrol)

Tiire 6zgili Tul4 primerler ile yapilan PCR ile F.tularensis oldugu kesinlesen 30
izolatin hepsi, alt tiire 6zgli RD1 primerler ile yapilan PCR sonucu 924 bp’lik bolgede
bant olusturdu ve F.tularensis subsp. holarctica olarak tanimlandi (Sekil 4.12).

Sekil 4.12 Francisella cinsi bakterilerin RD1 gen bélgesinin PCR ile gogaltilmasi
(M: Markir - Poz: Pozitif Kontrol - Neg: Negatif Kontrol)
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Toplam 300 su 6rneginden izole edilen 28 Acanthamoeba izolatinin timi 18S
rDNA gen bolgesine yonelik primerler ile yapilan PCR sonucu yaklasik 500 bp’lik

bolgede bant olusturdu ve Acanthamoeba cinsine ait olduklar1 saptandi (Sekil 4.13).

B2 60 B oW o0 o0 oI TR TH

Sekil 4.13 Acanthamoeba cinsi amiplerin 18S rDNA gen bélgesinin PCR ile
cogaltilmast
(M: Markir - Poz: Pozitif Kontrol - Neg: Negatif Kontrol)

Tularemi olgusu goriilen ve tularemi olgusu goriilmeyen bolgelerden alinan toplam
300 su orneginden DNA izolasyonu yapildi ve PCR ile F.tularensis DNA’siin varlig
yoniinden incelendi. Tiire 6zgli Tul4 primerler kullanilarak yapilan PCR sonucunda 300
su Orneginin higbirisinde F.tularensis DNA’sinin varligina rastlanmadi.

Tularemi olgusu goriilen ve goriilmeyen bolgelerden alinan toplam 300 su
orneginden izole edilen 28 Acanthamoeba izolatindan DNA elde edilerek PCR yontemi
ile F.tularensis DNA’sinin varligi arastirildi. Tiire 6zgii Tul4 primerler kullanilarak
yapilan PCR sonucunda 28 Acanthamoeba izolatinin hi¢ birisinde F.tularensis

DNA’sinin varligina rastlanmadi.
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5. TARTISMA

Tularemi hastaliginda karasal dongii ve su dongilisii olmak tizere iki farkli dongii
tanimlanmakta olup karasal dongilide baslica vektorler yabani tavsanlar, keneler ve bazi
sinek tiirleri yer almaktadir. Su dongiisinde ise kunduz, misk sicani ve diger sican
tiirleri rol oynamaktadir. Insan ise bu dongiilerde organizma ile tesadiifen temas ederek
organizmayl kazanan konak olarak tanimlanmaktadir. Karasal dongiide etken
F.tularensis subsp. tularensis, su dongiisiinde ise F.tularensis subsp. holarctica’dir.
(Mérner, 1992; Nigrovig ve Wingerter, 2008; Saglik Bakanligi, 2011).

F.tularensis subsp. holarctica primer olarak Kuzey Avrupa, Balkanlar, Tiirkiye,
Sibirya, Uzak Dogu, Kazakistan ve Kuzey Amerika’da izole edilmektedir ve daha ¢ok
su kaynakli salginlardan sorumludur (WHO, 2007).

Tularemi hastaliginda enfekte hayvan ve kene ile temas diinya genelinde en sik
gbzlenen bulagsma yolu iken, lilkemizde kene kaynakli veya sigir salyasindan bulas gibi
nadir vakalar disinda klorlanmamis igme suyu veya kaynak suyu tiiketilmesi ana bulas
yolunu olusturmaktadir (Bigakci ve Oztiirk, 2008; Saglik Bakanlig1, 2011; Yesilyurt ve
ark., 2011)

Tularemi tanisinda kiiltiir altin standart olarak kabul edilmektedir (WHO, 2007).
Diinyada ve iilkemizde yapilan caligmalara bakildiginda; nazli iireyen bir bakteri
olmasi, flora bakterileri ve c¢evresel 6rneklerde bulunan diger bakteriler tarafindan
iiremesinin baskilanmasi, solunum yolu ile bulagsmasi ve calismalar icin yiiksek
giivenlikli laboratuvara gereksinim olmasi gibi nedenlerden dolayr molekiiler
yontemlerin tercih edildigi goriilmektedir.

Greco ve ark. (1987) tarafindan, Italya’nin Tuscany bolgesinde 1982 yilinda
meydana gelen tularemi salgininda 49 vaka tanimlanmistir ve salginin klorlanmamais
sularin kullanilmasindan kaynaklandigi belirtilmektedir. Salgin bélgesinden alinan 20
su orneginden Hb-Cys-Agar kullanilarak F.tularensis izole edilmeye calisilmis fakat
basarili sonu¢ almamamistir. Salgin bdlgesinden yakalanan yabani tavsanlardan
F.tularensis tip 1 izole edilmistir.

Chitadze ve ark. (2009) tarafindan, Giircistan’da 2006 yilinda meydan gelen
tularemi salgiminda 21°1 orofarengeal ve 5’1 glandiiler tipte olmak {izere toplam 26 vaka
tespit edilmistir. Salgin bolgesinden alinan 5 adet su Ornegi santrifilij edilerek beyaz

farelere enjekte edilmistir. Farelerin dalaklar1 ¢ikarilarak McCoy besiyerine ekimler
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yapilmistir. Incelenen 5 adet su drneginin tamamindan kiiltiir yontemi ile F.tularensis
izole edilmistir.

Pazdiora ve ark. (2002), Cek Cumhuriyetinde 2000 yilinda meydana gelen ve 48
kisinin etkilendigi tularemi salgininin su kaynakli oldugunu ve iki su 6rneginde PCR
yontemi ile bakterinin tespit edildigini belirtilmektedirler.

Berdal ve ark. (2000), 1997 yilinda Kuzey Norveg’te goriilen tularemi salgininda,
salgin goriilen iki bolgeden aldiklar1 24 su 6rneginde immiinokromatografik test, ELISA
ve PCR yontemleri ile F.tularensis varligin1 arastirmislardir. Salgin bolgesindeki bir
kuyudan alinan 4 su orneginin 2’sinde her ii¢ yontemle pozitiflik saptanmigtir. Ayni
kuyuda bulunan yaban sigani Oliisiiniin karaciger, dalak ve bobreginde de her iig
yontemle pozitiflik saptanmistir.

Berrada ve Telford (2010), ABD’nin Massachusetts eyaletinin Martha’s Vineyard
bolgesinde, tulareminin gorildiigii alanlardan su, sediment ve toprak ornekleri alarak
PCR yontemi ile Francisella spp. varligin1 arastirmislardir. Tatlisu géleti ¢evresinden
alinan 10 su 6rnegi ile bataklik alan gevresinden alinan 25 su 6rnegi Francisella tiirleri
yoniinden negatif bulunmustur. Aci su géliinden alinan 42 su 6rneginin 19°u PCR ile
16S rRNA hedef gen bolgesi agisindan Francisella spp. pozitif bulunmustur. PCR ile
16S rRNA hedef gen bélgesi agisindan pozitif bulunan 19 6rnegin 14’4 sdhA, 12’si
fopA, 16’s1 ISFTu2, 12’si tul4 gen bolgesi agisindan pozitif bulunmustur.

Broman ve ark. (2011), isveg’te yaptiklari aragtimalarinda tulareminin endemik
oldugu bolgelerdeki su yiizeylerinden aldiklart 341 su 6rneginin 108’inde (%32), 245
sediment Orneginin 48’inde (%20) ger¢cek zamanli PCR ile F.tularensis DNA’sinin
varligini saptamislardir.

Kantardjiev ve ark. (2006), Bulgaristan’da 1997-2005 yillar1 arasinda goriilen
tularemi salginininda, 41 kuyudan aldiklar1 su orneklerinin 4’iinden F.tularensis
izolasyonu gerceklestirmislerdir. Bu calismada 4°t hastalardan, 4’ sulardan, 1°1
tavsanlardan ve 1’i kenelerden olmak tizere toplam 10 F.tularensis subsp. holarctica
kokeni izole edilmistir.

Larssen ve ark. (2011), 2011 yili Ocak-Mart aylar1 arasinda Norve¢’te meydana
gelen tularemi salgiminda 39 tularemi vakasindan 21’inin orofarengeal tipte oldugunu ve
salginin igme sularindan kaynaklandigini bildirmektedirler. Bes farkli kuyu suyundan
alinan su 6rneklerinde F.tularensis DNA’s1 PCR yontemiyle tespit edilmistir.

Su kaynakli tularemi salginlarinin goriildiigii iilkelerde yapilan ¢alismalara

bakildiginda Chitadze ve ark. (2009) tarafindan Glircistanda 5 su Orneginin

60



tamamindan, Kantardjiev ve ark. (2006) tarafindan Bulgaristan’da 41 kuyu suyu
orneginin 4’tinden kiiltiir yontemi ile F.tularensis izolasyonu gergeklestirildigi
gorilmektedir.

Icme ve kaynak sularinm kullanilmasina baglh olarak ortaya ¢ikan tularemi
salgilar 6zellikle Tiirkiye’den bildirilmektedir. Ulkemizde tularemi olgularmin ortaya
cikmasinin kontamine olmus sulardan kaynaklandigi hipotezi hemen hemen biitiin
olgularda ileri stiriilmiistiir (Sahin, 2009; Kilig, 2010).

Ulkemizde gériilen en biiyiik tularemi salgin1 ibrahim Etem Utku tarafindan
bildirilmistir. Antalya ili Bademagaci Koyiinde 1953 yili Ocak-Eyliil aylar1 arasinda
meydana gelen salginda, yerel saglik kuruluslarina gore 154, arastirmaciya gore 300°e
yakin kisinin etkilendigi belirlenmistir. Utku, salgina tavsan ve si¢anlarin suyu
kirletmesinin ve bu sularin tiiketilmesinin neden olabilecegini diisiinmiis ancak sularda
etken varligini gosterememistir (Utku, 1954).

Helvaci ve ark. (2000), Bursa yoresinde 1988 yilindan itibaren goriilen salginlari
10 yillik dénemde incelemisler ve 205 hastanin 10’undan (%4.9) kiiltiir yontemi ile
F.tularensis izole etmislerdir.

Wilke-Topgu (2009), 1988 yilinda Bursa ve ¢evresinde meydana gelen salginda
sulardan etken iiretilemedigini bildirmektedir. Olgularin ¢ogunun orofarengeal formda
oldugunu ve ayni kaynak suyu ¢esmesinden su igenler arasinda goriilmesinin salginin su
kaynakli oldugunu disiindiirdiigiinii belirtmektedir.

Giircan ve ark. (2008), 2005-2006 yillarinda Trakya ve Bati Karadeniz
bolgelerindeki kdylerde goriilen tularemi salginlarinda 12 hastadan toplam 16 6rnek
alarak incelemislerdir. iki hastanm lenf nodlarindan alinan aspirat érneklerinde kiiltiir
yontemiyle F.tularensis izolasyonu gerceklestirmislerdir. Nuhoren ve Yazikara suslari
olarak isimlendirilen kokenler yapilan molekiiler analizler sonucu 2003 yilinda
Bulgaristan’da izole edilen kokenlerle benzer bulunmustur.

Celebi ve ark. (2006), 2004-2005 yillarinda Zonguldak, Bartin ve Kastamonu
illerinde yaptiklar1 ¢aligmalarda su 6rneklerinde kiiltiir ve gercek zamanli PCR yontemi
ile tularemi agisindan negatiflik bulurken, 7 tularemi hastasinin lenf nodu aspiratlarinda
PCR yontemi ile pozitiflik saptamislardir.

Leblebicioglu ve ark. (2008), Amasya ilinin Suluova ilgesinde 2004 yilinda
goriilen tularemi salgininda, il¢enin igerisinden gegen dereden aldiklari su 6rneklerinde

gercek zamanli PCR yontemiyle F.tularensis varligini belirlemisglerdir.
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Wilke ve ark. (2009), 2004-2005 yillarinda Kocaeli bolgesinde meydana gelen
tularemi salgminin su kaynakli oldugunu bildirmektedirler. Ger¢ek zamanli PCR ile
yapilan ¢alismada su 6rneklerinde pozitiflik saptayamamislardir.

Giircan ve ark. (2006), 2005 yilinda Edirne’de gériilen tularemi salgininda iig
cesmeden alman kaynak suyu Orneklerinin birisinde PCR ydntemiyle F.tularensis
DNA’sinin varligini saptamislardir.

Merig ve ark. (2008), 2005 yili Ocak-Mart aylar1 arasinda Kocaeli ili Karamiirsel
ilgesi Pazarkdy koyiinde meydana gelen tularemi salginin su kaynakli oldugunu
bildirmektedirler. Salginda su deposundan ve sebekeden alinan su 6rnekleri kiiltiir ve
PCR yontemleri ile incelenmistir. Filtre edilen su 6rneklerinde gergek zamanli PCR ile
F.tularensis DNA’s1 gosterilmis, ancak filtre edilen su Orneklerinin kiiltiirlerinde
F.tularensis iiretilememistir. Deponun temizlenmesi ve sularin klorlanmasi ile salgin
kontrol altina alinmistir.

Merig¢ ve ark. (2010), 2005-2006 yillarinda Sakarya ilinin Kocadongel kdyiinde
¢ikan tularemi salginini inceledikleri caligmalarinda su 6rneklerinde kiiltiir yontemi ile
negatif sonug alinirken, su deposundan alinan 6rnekte gergek zamanli PCR ile pozitif
sonug alinmaistir.

Otkun ve ark. (2011), 2009 yilinda Canakkale ilinin Biga il¢esine bagh
Baliklicesme ve Sinek¢i kdylerinde meydana gelen tularemi salginini incelemislerdir.
Su orneklerinden yapilan kiiltiirlerde F.tularensis tiremesi saptanamamugtir. Sinekli
koytindeki 11 farkli noktadan alinan su oOrneklerinin 4’linden ve Baliklicesme
koyiindeki 5 farkli noktadan alinan su Orneklerinin 4’tinde gergek zamanli PCR ile
pozitiflik saptanmustir.

Ulu Kilig ve ark. (2011), 2009 yilinda Cankiri ili Cerkes il¢esi Kadiozi koyiinde
meydana gelen tularemi salginini incelemislerdir. Kadi6zii kdyiinden alinan 10 adet su
O0rnegi membran filtrelerden siiziilerek kiiltiir ve PCR yontemleri ile arastirilmastir.
Alman su Orneklerinde F.tularensis iretilememistir. Koyliiler tarafindan siklikla
kullanilan dogal kaynak sularinin birisinde tul4 gen bdlgesini hedefleyen konvansiyonel
PCR ile F.tularensis DNA’s1 saptanmistir. Yapilan PCR g¢alismalar1 sonucu etkenin
F.tularensis subsp.holarctica oldugu belirlenmistir.

Engin ve ark. (2011), Sivas ilinde 2009 ve 2010 yillarinda goriilen tularemi
salgminda 29 olguyu degerlendirmislerdir. Iki hastanm lenf gangliyonlarindan alinan

orneklerde F.tularensis DNA’s1 PCR ile pozitif bulunmustur.
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Dikici ve ark. (2012), 2010 yilinda Konya ilinde tularemi vakalar1 gériilen Emen
beldesi ve Yukarigigil beldesinden su Ornekleri alarak kiiltir ve PCR yontemleri ile
F.tularensis varligini arastirmislardir. Ug¢ olgudan alman aspirat orneginde PCR
yontemi ile F.tularensis DNA’sinin varligi gosterilmistir. Bu bolgelerdeki depolar,
cesmeler ve dogal kaynaklardan alinan 33 su Orneginin higbirisinde kiiltiir ve PCR
yontemleri ile pozitiflik saptanamamuistir.

Giircan ve ark. (2012), 2010 yilinda Trakya bolgesinde meydana gelen salgini
inceleyerek, salginin su kaynakli oldugunu ve sadece c¢ocuklarin etkilendigini
bildirmektedirler. Havuzda yiizme ve dere suyu ile temasin hastaliga yakalanma riskini
9.3 kat artirdigin1 belirtmektedirler. Su orneklerinde kiiltiir yontemi ile bakteri
iiretilemezken, 3 hastanin evinden ve dere suyundan alinan 6rneklerde ger¢ek zamanl
PCR ile F.tularensis varlig1 saptanmustir.

Ulkemizde tularemi hastalig1 etkeni olan F.tularensis’in su drneklerinden kiiltiir
yontemi ile ilk izolasyonu 1937 yilinda Talat Vasfi Ozel tarafindan gergeklestirilmistir.
Hamzabey Deresi ve Ceylan Suyundan alinan su 6rnekleri farelere enjekte edilmis ve
Olen farenin karacigeri baska bir fareye yedirilmistir. Farelerin kalp kan1 alinarak sistinli
besiyerine ekim yapilmis ve bakteri iiretilmistir (Ozel, 1938).

Helvaci ve ark. (2000), Bursa yoresinde goriilen salginlarda 10 yillik siire¢
icerisinde 205 hastanin 10’undan kiltiir yontemi ile F.tularensis izole etmeyi
basarmiglardir. Giircan ve ark. (2008), 2005-2006 yillar1 arasinda Trakya ve Bati
Karadeniz bolgesi salginlarinda 12 hastadan aldiklart 16 ornegi kiiltiir yontemi ile
incelemisler ve iki hastanin lenf nodu aspiratlarindan F.tularensis izole etmislerdir.

Kiiltiir yontemi ile su drneklerinde dogrudan F.tularensis izolasyonu ilk kez 2009
yilinda Simsek ve ark. (2012) tarafindan gerceklestirilmistir. Bu arastiricilar 2008-2009
yillarinda Corum, Sivas ve Samsun’da goriilen tularemi salginlarinda toplam 154 i¢gme
suyu Orneginin (Corum:69, Sivas:55, Samsun:30) 4’linden kiiltiir yontemi ile
F.tularensis izole etmislerdir. 17 su 6rneginde ise gercek zamanli PCR ile F.tularensis
DNA’sinin varligini ortaya ¢ikarmiglardir. Bu calisma ile iilkemizde ilk kez kiiltiir ve
PCR yontemleri ile su drneklerinde F.tularensis varligi tespit edilmistir. Sivas ilinden
alinan 55 su Orneginin birisinden kiiltiir yontemiyle F.tularensis izole edilmis, ti¢ Su
orneginde ise PCR ile pozitiflik saptanmaistir.

Calismamizda tularemi olgusu goriilen bolgelerden alinan 200 su Orneginin

30’undan kiiltiir yontemi ile F.tularensis izolasyonu gerceklestirilmistir. Calismamiz
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kiiltiir yontemi ile su 6rneklerinde F.tularensis izolasyonu yoniinden Simsek ve ark.’nin
(2012) caligsmalari ile benzerlik tasimaktadir.

Ulkemizde gériilen tularemi salgimlarma neden olan alt tiiriin F.tularensis subsp.
holarctica oldugu yapilan molekiiler ¢alismalarla kanitlanmistir (Kilig, 2010). Ulu-Kilig
ve ark. (2010), seksen li¢ yasindaki bir hastanin lenf nodu aspiratindan PCR yontemiyle
F.tularensis subsp. holarctica saptamiglardir. Uyar ve ark. (2011), Corum, Ankara,
Kirsehir ve Yozgat illerinden 7 hastanin lenf bezi aspiratlarini in House PCR ile
incelemisler ve 5 hastanin lenf bezi aspirati 6rneginde PCR ile pozitiflik saptamislardir.
Yapilan PCR c¢aligmalar1 ile etkenin F.tularensis subsp. holarctica oldugu
kesinlesmistir. Ozel ve ark. (2010) tarafindan Yozgat ilinde bir hastadan alnan lenf
nodu aspiratinda PCR yontemiyle F.tularensis subsp. holarctica saptanmstir.

Calismamizda 30 su 6rneginden kiiltiir yontemi ile F.tularensis izole edilmis ve
alt tiir tanimlamaya yonelik yapilan PCR sonrasinda tiim 6rneklerin F.tularensis subsp.
holarctica oldugu saptanmustir.

Pazdiora ve ark. (2002), Cek Cumhuriyetinde iki su 6rneginde; Berdal ve ark.
(2000) Kuzey Norveg’te 4 su 6rneginin 2’sinde; Berrada ve Telford (2010) ABD’nin
Massachusetts eyaletinin Martha’s Vineyard bolgesinde 42 su o6rneginin 19’unda;
Broman ve ark. (2011) Isveg’te 341 su Orneginin 108’inde; Larssen ve ark. (2011)
Norveg’te 5 farkli kuyu suyundan alinan su 6rneklerinde PCR yontemi ile F.tularensis
DNA’sinin varligini saptamislardir.

Leblebicioglu ve ark. (2008), 2004 yilinda Amasya ilinin Suluova ilgesinde
dereden aldiklar1 su 6rneklerinde; Giircan ve ark. (2006), 2005 yilinda Edirne’de {i¢
¢esmeden alinan kaynak suyu orneklerinin birisinde; Meri¢ ve ark. (2008) Kocaeli ili
Karamiirsel ilgesi Pazarkdy koyilinde su deposundan ve sebekeden alman su
orneklerinde; Meric ve ark. (2010) Sakarya ilinin Kocadongel koylinden aldiklari su
orneklerinde; Otkun ve ark. (2011) Canakkale ilinin Biga il¢esine bagl Balikligesme
koytindeki 5 farkli noktadan alinan su 6rneklerinin 4’iinde ve Sinek¢i koyiindeki 11
farkli noktadan alinan su orneklerinin 4’tinden; Ulu-Kili¢ ve ark. (2011) Cankir ili
Cerkes ilgesi Kadi6zii kdylinden alinan 10 su 6rneginin birisinde; Giircan ve ark. (2012)
Trakya bolgesinde goriilen salginda 3 hastanin evinden ve dere suyundan alinan
orneklerde PCR yontemi ile F.tularensis DNA’sinin varligini tespit etmislerdir.

Calismamizda tularemi olgusu goriilen ve tularemi olgusu goriilmeyen

bolgelerden alinan toplam 300 su 6rnegi PCR yontemi ile F.tularensis DNA’sinin
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varligl yoniinden arastirilmistir. Toplam 300 su Orneginin hi¢ birisinde F.tularensis
DNA’sinin varlig1 saptanmamustir.

Engin ve ark. (2011), Sivas ilinde saptanan 29 tularemi olgusunu
degerlendirdikleri caligmalarinda sikayetlerin baslamasindan tularemi tanis1 alincaya
kadar gegen siirenin ortalama 38 giin oldugunu belirtmektedirler. Calismamizda
tularemi olgusu goriilen bolgeler Sivas Saglik Midirligi Bulasict Hastaliklar
Subesinden almman veriler dogrultusunda gerceklestirilmistir. Bir bdlgede tularemi
olgusu bulundugunun belirlenmesi ve o bdlgeden su 6rneklerinin alinmasi i¢in gegen
stire i¢erisinde su deposundaki sirkiilasyondan dolay1 bakteri sayis1 azalmaktadir.

Tularemi olgusu goriilen bolgelerden alinan 200 su 6rneginin 30’undan kiiltiir
yontemi ile F.tularensis izole edilmesine ragmen ayn1 su drneklerinde PCR yontemi ile
bakteri DNA’sinin varlig1 tespit edilememistir. Calismamizda 2 litre su Orneginin
membran filtrelerden siiziiliip filtrelerin yarisinin GCBA besiyeri iizerine birakilarak
inkiibe edilmesi sonucu, filtreler iizerinde 3 ila 1000 CFU arasinda degisen oranlarda
F.tularensis kolonilerinin olustugu gériilmistiir.

Caligmamizda kiltir yontemi ile F.tularensis izole edilmesine ragmen PCR
yontemi ile tespit edilemesinin nedeninin, su 6rneklerinde bulunan bakteri sayisinin
yeterli miktarda olmamasindan kaynaklandigini diistinmekteyiz. Whitehouse ve Hottel,
(2007), toprak orneklerinden F.tularensis DNA’sinin geri kazanilmasinda 5 farkli ticari
DNA ekstraksiyon Kkitinin verimliligini karsilastirarak, toprak tipi ve ekstraksiyon
yontemine gore F.tularensis tespit limitinin 20-20.000 CFU/g arasinda degistigini
bildirmektedirler.

Caligmamizda maliyetinin yiliksek olmas1 nedeni ile gercek zamanli PCR yontemi
yerine konvansiyonel PCR yontemi kullanilmigtir. Tul4 gen bolgesine yonelik
konvansiyonel PCR yontemi ile, 1 ml fosfat tamponlu su igerisindeki 107 bakteri ve
F.tularensis igeren 1 ml serum ornegindeki 10° ile 10* bakteri tespit edilebilmektedir
(Grunow ve ark., 2000).

Johansson ve ark. (2004), ger¢ek zamanli PCR’da birkag DNA hedef bolgesinin
kullanilmasinin, 10-100 hiicre/ml araliginda standart PCR’dan 10 kat daha duyarh
oldugunu bildirmektedirler. Ayrica Higgins ve ark. (2000) TagMan 5' nuclease assay ve
PCR-enzyme immunoassay yontemlerinin duyarliliklarinin <100 CFU oldugunu
belirtmektedirler.

Gergek zamanli PCR yonteminin konvansiyonel PCR yonteminden daha duyarli

oldugu bilinmektedir. Ulkemizde yapilan arastirmalara bakildiginda klinik rneklerde
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ve su Orneklerinde F.tularensis DNA’sinin saptanmasinda, genellikle gergek zamanli
PCR yonteminin kullanildigi goriilmektedir. Calismamizda konvansiyonel PCR
yontemi kullanilmasinin negatif sonug¢ alinmasina sebep olabilecegini diisiinmekteyiz.

Cesitli su orneklerinde Acanthamoeba cinsi amiplerin varligi ve su 6rneklerinden
izole edilmesi ile ilgili diinyanin farkl iilkelerinde yapilmis ¢alismalar bulunmakta ve
farkli oranlarin gozlendigi goriilmektedir.

Boost ve ark. (2008), Hong Kong’ta yaptiklar1 arastirmalarda banyo
lavabolarindan alinan 100 gesme suyu 6rneginin 10’nundan (%10) Acanthamoeba cinsi
amip izole etmislerdir.

Lorenzo-Morales ve ark. (2005), ispanya’da 148 musluk suyu ve 60 deniz suyu
orneginde Acanthamoeba cinsi amip varligini arasgtirmiglardir. 148 musluk suyu
Oorneginin 88’inden (%59.46) ve 60 deniz suyu Orneginin 24’iinden (%40)
Acanthamoeba cinsi amip izolasyonu gergeklestirmislerdir.

Jeong ve Yu (2005), Kore’nin Pusan bolgesinde evlerden aldiklart 207 ¢esme
suyunun 12’sinden (%5.8) Acanthamoeba cinsi amip izole etmiglerdir.

Winck ve ark. (2011), Brezilya’da devlet ve belediyeye ait okullardan aldiklari
136 musluk suyu 6rneginde 6zgiir yasayan amiplerin varligini aragtirmiglardir. Otuz bir
su orneginde (%22.79) 6zgiir yasayan amip varligina rastlarken, bu 6rneklerin 13’{iniin
Acanthamoeba cinsine ait oldugunu belirtmektedirler. Acanthamoeba cinsi amiplerin
tiim su ornekleri igerisindeki izolasyon orani ise %9.5’tir.

Kao ve ark. (2012), Giiney Tayvanda iki su havzasinda yaptiklari ¢alismada 211
su 6rneginin 34’tinde (%16.1) Acanthamoeba cinsi amiplerin varligina rastlamislardir.

Stockman ve ark. (2011), 1990-1992 wyillar1 arasinda 467 eve ait sular
incelemisler ve evlerin %51 ’inden Acanthamoeba cinsi amip izole etmislerdir.

Bagheri ve ark. (2010), 2007-2008 yillarinda iran’daki hastanelerden aldiklar1 94
icme suyu 6rneginin 45’inden (%48) Acanthamoeba cinsi amipleri izole etmislerdir.

Badirzadeh ve ark. (2011), iran’da 7 kaplicadan aldiklar1 28 su &rneginin 12’sinde
(%42.9) ozgiir yasayan amip tespit etmisler ve 28 kaplica suyunun birisinde (%3.6)
Acanthamoeba cinsi amip varligina rastlamislardir.

Huang ve Hsu (2010), Tayvan’da 3 kaplicadan aldiklar1 52 kaynak suyu 6rneginin
11’inden (%21.2) Acanthamoeba spp. izole etmislerdir.

Leiva ve ark. (2008), Nicaragua’nin Leon bolgesindeki akarsular, kuyu sulari,
musluk sulart ve su tanklarindan aldiklari 178 su Orneginden %21 oraninda

Acanthamoeba spp. izole etiklerini bildirmektedirler.
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Ulkemizde cevresel érneklerden Acanthamoeba cinsi amiplerin izole edilmesine
yonelik sinirlt sayida yaym bulunmaktadir.

Kuk ve ark. (2012), Kayseri ilinde kuyu sularinda yaptiklar1 arastirmada 26 kuyu
suyu O6rneginin 5'inin (%19.23) PCR ve agar kiiltiirii ile Acanthamoeba ag¢isindan pozitif
oldugunu bildirmektedirler.

Kilic ve ark. (2004), Ankara’da bulunan bir askeri hastanenin degisik
boliimlerindeki ¢igek saksilarinin topraklarindan aldiklar1 28 toprak 6rnegi ve iki su
oreginde Acanthamoeba cinsi amiplerin varligimi arastirmislardir.  Orneklerin
timiinden Acanthamoeba cinsi amipler izole edilmistir.

Ozgelik ve ark. (2011), Sivas sehir merkezinden 24, ilgelerden 43, kdylerden 144,
kirsal alandaki kaynak sularindan 25, kaplica sularindan 8, derelerden 2 ve kuyu
sularindan 4 olmak {izere toplam 250 su O6rneginde serbest yasayan amip tiirlerinin
yaygmlhigini arastirmiglardir. Incelenen 250 su 6rneginin 75 (%30.0)’inde serbest
yasayan amip tlirlerine rastlanmistir. Yapilan incelemede 250 su Orneginin 11’inin
(%4.4) Acanthamoeba spp. oldugu belirlenmistir. Ozgelik ve ark. (2011), Tiirkiye’de
yapilan benzer ¢alismalarda gevresel ve klinik 6rneklerden saptanan bir prevalans degeri
bulunmadigini belirtmektedirler.

Calismamizda tularemi olgusu goriilen bolgelerden alinan 200 su 6rneginin
16’sindan (%8), tularemi olgusu goriilmeyen bolgelerden alinan 100 su Orneginin
12’sinden (%12) Acanthamoeba cinsi amip izolasyonu yapildi. Toplam olarak 300 su
orneginin 28’inden (%9.33) Acanthamoeba cinsi amip izolasyonu gergeklestirilmistir.

F.tularensis dis ortam kosullarina olduk¢a dayanikli olup, 6zellikle sudaki serbest
yasayan amipler (Acanthamoeba castellani) i¢inde yasamini siirdiirebilmesinin, su
kaynakli epidemiler ve hastaligin bolgesel devamliligi acisindan 6nemli oldugu kabul
edilmektedir (Greub ve Raoult, 2004; Saglik Bakanligi, 2011).

Amiplere direngli bakterilerden Legionella pneumophila, Coxiella burnetii,
Escherichia coli 0157, Francisella tularensis, , Vibrio cholerae, Helicobacter pylori,
Mycobacterium leprae ve Mycobacterium avium gibi bakteriler 6zgiir yasayan amipler
igerisinde canli kalarak yasamlarini devam ettirebilmektedirler (Greub ve Raoult, 2004).

Legionella ve Listeria gibi amiplere direngli bakterilerden bazilar1 amipler
igerisinde ¢ogalmakta ve amip hiicresini pargalayarak ortamda serbest kalmaktadirlar.
Amiplere direncli bakteriler ile enfekte amip kistleri bakterileri klor ve dezenfektanlarin

etkisinden korumaktadir (Barker ve Brown, 1994).
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Legionella pneumophila ile enfekte edilen Acanthamoeba polyphaga’
trofozoitlerinden olusan kistler bakteriyi en az 50 mg/l serbest klorun etkisinden
korumaktadir (Kilvington ve Price, 1990).

Ozgiir yasayan amipler ile bakteriler arasindaki iliskilerin arastirilmasina yonelik
cok sayida ¢alisma olmasina ragmen, Acanthamoeba spp. ile F.tularensis arasindaki
iligkilerin arastirilmast amaciyla yapilmis sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Abd ve ark. (2003), F.tularensis ve A.castellani’nin birlikte kiiltiiriiniin yapilmasi
durumunda intraselliiller bakterilerin ti¢ haftadan daha uzun bir siire canliliklarini
koruyabildiklerini belirtmektedirler. F.tularensis’in tek basina kiiltliriniin yapilmasi
durumunda ise iki hafta icerisinde ortamda canli bakterinin kalmadig1 belirtilmektedir.

El-Etr ve ark. (2009), F.tularensis’in farkli koken ve alt tiirlerinin Acanthamoeba
castellani igerisine degisik oranlarda alindigt ve amip igerisinde ¢ogaldigini
bildirmektedirler. Ayrica Acanthamoeba castellani’nin patojen F.tularensis kokenleri
ile enfekte edilmesinden sonraki 30 dakika igerisinde amibin hiicre i¢i vezikiillerinde
bulundugu tespit edilmistir. Acanthamoeba castellani kistlerinden 21 giin sonra canli
bakteri elde edilebildigi bildirilmektedir.

Shanan ve ark. (2011), Sudan’da koleranin endemik oldugu bdlgelerden aldiklart
400 su orneginde PCR yontemi ile Vibrio cholerae ve Acanthamoeba cinsi amiplerin
varligini arastirmiglardir. 400 su 6rneginin 8’inden (%2) Acanthamoeba ve V.cholerae,
13’tinden (%3.25) yalmizca Acanthamoeba, bir su 6rneginden de (%0.25) yalnizca
V.cholerae tespit etmislerdir.

Istanbul’daki 61 eve ait dus basliklarindan alinan sicak su ve siiriintii 6rnekleri
L.pneumophila ve dzgiir yasayan amipler agisindan incelenmistir. Incelenen evlerin
%21,3’tinden L. pneumophila, % 31’inden &zgiir yasayan amip izole edilmistir.
Arastirma sonuglarma gore L.pneumophila ve OYA larmn varhigi arasinda anlaml bir
korelasyon bulunmamistir (Burak ve Zeybek, 2011).

Penland ve Wilhelmus, (1997, 1998), Acanthamoeba cinsi amiplerin BCYE
besiyerinde {lreyebildiklerini bildirmektedirler. Calismamizda Acanthamoeba cinsi
amipler ile F.tularensis arasindaki iliskinin arastirilmas: amacityla BCYE besiyeri
kullanilmigtir.  BCYE besiyerinin  ayn1 zamanda F.tularensis’in izolasyonunda
kullanilan bir besiyeri oldugu bilinmektedir.

Calismamizda tularemi olgusu goriilen ve goriilmeyen bdlgelerden alinan toplam
300 su orneginden BDOA ortaminda 28 (%9.33) Acanthamoeba cinsi amip izolasyonu

yapildi. 28 Acanthamoeba izolati BCYE besiyerine aktarilarak amiplerin tiremesi
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saglandi. Amiplerin BCYE besiyerinde {iremeleri sirasinda besiyeri {izerinde
F.tularensis kolonilerinin olugup olusmadig1 gézlendi. Toplam 28 Acanthamoeba izolati
BCYE besiyerinde liremesine ragmen, hi¢ F.tularensis kolonisi olusumu gézlenmedi.
Ayrica amiplerden DNA izolasyonu yapildi ve PCR yontemi ile F.tularensis DNA’sinin
varlig1 yoniinden incelendi. Amiplerde F.tularensis DNA’sinin varligina da rastlanmadi.

Calismamizda tularemi olgusu goriilen bolgelerden alinan 200 su Orneginin
30’undan (%15) F.tularensis izolasyonu gerceklestirilmistir. Yalnizca 2 (%1) su
orneginde Acanthamoeba cinsi amip ve F.tularensis birlikte izole edilmistir. Tularemi
olgusu goriilen bolgeler ve tularemi olgusu goriilmeyen bolgelerdeki su drneklerinde,
Acanthamoeba cinsi amip goriilme sikligi yoniinden istatistiksel olarak fark
bulunmamustir (p>0.05).

Tularemi hastaliginda insanlardaki enfeksiy6z doz bakterinin viicuda giris yerine
gore farkliliklar gostermektedir. Deriden veya solunum yolu ile 10-50 bakterinin
alinmasi1 enfeksiyona neden olurken, sindirim yolu ile alinan bakterinin enfeksiyon
olusturmasi i¢in gereken bakteri sayis1 en az 10®dir (Oral, 2009).

Tokgoz ve Golem, (1938), enfekte hayvanlarin safra ve idrarlari ile bakteriyi
etrafa yaymalarmin epidemiyolojik agidan onemli oldugunu belirtmektedirler. Yiizey
sularinin kontaminasyonu enfekte hayvanlarin idrar ve digkilar1 ile olmaktadir. Ayrica
tularemiden Olen hayvanlarin karkaslar1 da sular1 kontamine etmektedir. Deneysel
caligmalara gore enfekte bir su faresi veya sican 500.000 litre suyu kontamine
edebilmektedir. Su kontamine oldugunda kan emen sinekler, vertebrali hayvanlar ve
insanlar i¢in kontaminasyon kaynagi olarak gorev yapabilir. Sudaki F.tularensis
yogunlugu litrede 100-1000 arasina ulastiginda farelerin %50’si, organizma sayisi
litrede 10.000 oldugunda farelerin %90°1 enfekte olmaktadir (Sahin, 2009).

F.tularensis hayvan o&lillerinde uzun siire yasayabilmektedir. I¢gme suyu
kaynaklarinda veya yakinlarinda bulunabilen enfekte hayvan oliileri igme sularin1 uzun
siire kontamine edebilmekte ve insanlarda salginlar seklinde enfeksiyonlar ortaya
cikmaktadir (Cinar, 2009).

Broman ve ark. (2011), insan vakasi goriilmeyen bolgelerden alinan su
orneklerinden F.tularensis subsp. holarctica tespit ettiklerini bildirmektedirler.

Ulkemizde son yillarda tularemi vakalarinda artis, bazi ekolojik dengelerin
degismesi ile izah edilmeye calisilmaktadir. Son yillarda 6zellikle yagisl sezonlardan
sonra kemirici popiilasyonundaki artigin tularemi vaka sayisinin artmasina neden oldugu

diisiiniilmektedir. Ancak, iilkemizde tularemi vakalarinin kiimelenme egilimi ve genel
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olarak kiiciik ¢aplt su kaynakli salginlar seklinde goriilmesi nedeniyle kemiricilerin su
kaynagina temasi en dnemli etken olarak goriilmektedir (Saglik Bakanligi, 2011).

Sonug¢ olarak ilimizde tularemi olgularinin gorildiigii bolgelerden alinan su
orneklerinde, kiiltiir yontemi ile F.tularensis ve Acanthamoeba cinsi amiplerin varhigi
ortaya konmustur. Su drneklerinde kiiltiir yontemi ile F.tularensis iiretilmesine ragmen
konvansiyonel PCR yontemi ile F.tularensis DNA’sinin varligi saptanamamistir. Kiiltiir
yonteminin  F.tularensis izolasyonunda altin standart oldugu bir kez daha
dogrulanmistir. Su Orneklerinden F.tularensis iiretilmesi ilimizde goriilen tularemi
olgularmin su kaynakli oldugunu gostermektedir. Calismamizda Acanthamoeba cinsi
amiplerin F.tularensis bakterisine ev sahipligi yaptig1 yoniinde bir iligski kurulamamis
olup Acanthamoeba cinsi amiplerin tularemi epidemiyolojisindeki yerleri hakkinda yeni

calismalarin yapilmasinin gerekli oldugunu diistinmekteyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada Sivas il merkezi, ilgeler ve kdylerinden alinan su Orneklerinde
bakteriyolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak F.tularensis ve Acanthamoeba cinsi
amiplerin varligi ortaya konuldu. Tularemi olgusu goriilen bolgelerden 200, tularemi
olgusu goriilmeyen bolgelerden 100 olmak iizere toplam 300 su Ornegi ¢alismada
kullanildi. Tularemi olgusu goriilen bolgelerden alinan 200 su o6rneginin 30’undan
(%15) kiiltir yontemi ile F.tularensis izole edildi. Tularemi olgusu goriilmeyen
bolgelerden alinan 100 su 6rneginde F.tularensis izole edilmedi.

Konvansiyonel PCR yontemi ile F.tularensis izolatlarmin F.tularensis subsp.
holarctica alt tiirii olduklar1 saptandi.

Toplam 300 su orneginde konvansiyonel PCR yontemi ile F.tularensis varligi
arastirildi. Su 6rneklerinde F.tularensis DNA’sinin varligina rastlanmadi.

Tularemi olgusu goriilen bolgelerden alinan 200 su 6rneginin 16’sindan (%8),
tularemi olgusu goriilmeyen bolgelerden alinan 100 su Orneginin 12°sinden (%12)
Acanthamoeba cinsi amip izolasyonu yapildi. Toplam 300 su 6rneginden 28 (%9.33)
Acanthamoeba izolat1 elde edildi.

Acanthamoeba izolatlar1 BCYE besiyerine aktarilarak F.tularensis iretilmeye
caligildi. Acanthamoeba izolatlarindan kiiltiir yontemi ile F.tularensis izole edilmedi.
Konvansiyonel PCR y6temi ile Acanthamoeba izolatlarinda F.tularensis DNA’sinin
varligina rastlanmadi.

Tularemi olgusu goriilen bolgelerden alman 200 su Orneginin 2’sinde (%1)
Acanthamoeba cinsi amip ve F.tularensis birlikte izole edildi.

Ulkemizde, tularemi olgularmin g¢ogunlukla kirsal alanlarda goriildiigii ve
hastaligin su kaynakli oldugu bilinmektedir. Su kaynakl tularemi salginlarina 6zellikle
iilkemizde rastlaniyor olmasi diistindiiriictidiir.

Su kaynaklarmin hastalik etkenini tasiyan kemiriciler tarafindan kontamine
edildigi bilinmekle birlikte hastaligin rezervuar veya rezervuarlarinin aragtirilmasina
yonelik ¢aligmalarin yapilmasi faydali olacaktir.

Kirsal alanlarda yer alan kdy su depolarinin temizlik ve bakimlarinin diizenli
olarak yapilmasi, su kaynaklarmin koruma altina alinmasi, igme ve kullanma sularina
yeterli derecede dezenfeksiyon islemi uygulanmasi ve halkin tularemi hastalig

hakkinda bilin¢lendirilmesi 6nem tasimaktadir.
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EK-1

TULAREMI OLGUSU GORULMEYEN BOLGELERDEN ALINAN SU
ORNEKLERI



Tularemi Olgusu Goriilmeyen Bolgelerden Alinan Su Orneklerinin Listesi

Ornek No Alindig Yer Cinsi | Miktar | Alms Tarihi
1 Merkez Durdulu kéyii kdy igi gesme Kaynak 21t 01.06.2011
2 Merkez Yaramis kdyii Nurettin Elmali evi Sebeke 21t 04.06.2011
3 Merkez Olukman yol ayrimi sonrasi gesme Kaynak 21t 04.06.2011
4 KANGAL Arpali kdyii Halis Yilmaz evi Sebeke 21t 10.06.2011
5 KANGAL Humarli kéyii Mehmet Keskin evi Sebeke 21t 10.06.2011
6 KANGAL Sekerpinar kdyii Battal Dogu evi Sebeke 21t 14.06.2011
7 KANGAL Sipahikayagi kdyii Dursun Irmak evi Sebeke 21t 14.06.2011
8 KANGAL Misiroren kdyii Hasan Hiiseyin Durak evi Sebeke 21t 22.06.2011
9 KANGAL Karacadren kdyli Adnan Coskun evi Sebeke 21t 25.06.2011
10 KANGAL Yesilkale koyii Salih Yesilkaya evi Sebeke 21t 30.06.2011
11 KANGAL Akgasehir koyli Mehmet Ali Cevik evi Sebeke 21t 06.07.2011
12 KANGAL Igdelidere koyii Ali Caliskan evi Sebeke 21t 09.07.2011
13 SUSEHRI Sagpazar kdyii muhtar evi Sebeke 21t 13.07.2011
14 SUSEHRI Giideli kdyii Ahmet Uyanik evi Sebeke 21t 13.07.2011
15 SUSEHRI TSM Sebeke 21t 13.07.2011
16 SARKISLA Camlica kdyii Hanim Otgiin evi Sebeke 21t 20.07.2011
17 YILDIZELI Cukursaray koyii Omer Aydin evi Sebeke 21t 24.07.2011
18 Merkez Haydarl1 koyii Salim Aslan evi Sebeke 21t 26.07.2011
19 YILDIZELI Yukarigakmak k&yii Ibrahim Giilhan evi Sebeke 21t 29.07.2011

20 YILDIZELI Yukariekecik kdyii Ibrahim Sahinbas evi Sebeke 21t 29.07.2011
21 Merkez Kortuzla koyii Eyiip Emren evi Sebeke 21t 03.08.2011
22 Merkez Karayiin kdyii Calil Tungbas evi Sebeke 21t 05.08.2011
23 Merkez Hidirnali kdyii Mehmet Yildirim evi Sebeke 21t 07.08.2011
24 YILDIZELI Asagigakmak koyii Mustafa Bulut evi Sebeke 21t 09.08.2011
25 YILDIZELI Cumhuriyet kdyii Burak Temiz evi Sebeke 21t 09.08.2011
26 YILDIZELI Yaghdere kdyii Duran Kogtas evi Sebeke 21t 11.08.2011
27 YILDIZELI Yeniyapan kéyii Elvan Kaya evi Sebeke 21t 21.08.2011
28 YILDIZELI Kadi kyii Ismail Gokmen evi Sebeke 21t 23.08.2011
29 YILDIZELI Sandal kdyii Saban Kok evi Sebeke 21t 26.08.2011
30 Merkez Aydogmus kdyli muhtar evi Sebeke 21t 28.08.2011
31 Merkez Celebiler kdyli Muhtar evi Sebeke 21t 02.09.2011
32 Merkez Akg¢ahan koyii Kuzubey Ertiik evi Sebeke 21t 02.09.2011
33 ZARA Yogunpelit koyii kdy cesmesi Kaynak 21t 07.09.2011
34 ZARA Yesildere koyii kdy cesmesi Kaynak 21t 07.09.2011
35 ZARA Asagimescit koyii koy ¢esmesi Kaynak 21t 07.09.2011
36 DIVRIGI Uzunkaya koyii Sebeke 21t 10.09.2011
37 ZARA Asagikavacik kdyii Sebeke 21t 16.09.2011
38 ZARA Yesimli koyii Sebeke 21t 18.09.2011
39 ZARA Yilkan koyii Sebeke 21t 21.09.2011
40 Zara Kurugayir koyii kdy ¢cesmesi Kaynak 21t 21.09.2011
41 ZARA Bilyiikkaya koyii Sebeke 21t 09.10.2011
42 ZARA Atkiran koyi Sebeke 21t 09.10.2011
43 SARKISLA Yahyali koyii Tagpinar ¢esmesi Kaynak 21t 15.10.2011
44 DIVRIGI Kirkgéz koyii sebeke Sebeke 21t 18.10.2011
45 HAFIK Bayramtepe kdyii kdy cesmesi Kaynak 21t 20.10.2011
46 DIVRIGI Citme koyii Yasar Akdag evi Sebeke 21t 22.10.2011
47 HAFIK Bayralt: kdyii kdy cesmesi Kaynak 21t 24.10.2011
48 SARKISLA Benlihasan kdyii cami 6nii ¢esme Kaynak 21t 28.10.2011
49 SARKISLA Faragderesi Kasim Aga Cesmesi Kaynak 21t 28.10.2011
50 HAFIK Durulmus kdyii kéy ¢esmesi Kaynak 21t 30.10.2011
51 HAFIK Uzeyir kdyii kdy ¢esmesi Kaynak 21t 06.11.2011
52 HAFIK Akkaya kdyii kdy gesmesi Kaynak 21t 06.11.2011
53 SARKISLA Hocabey koyii Biiyiikpinar gesmesi Kaynak 21t 13.11.2011
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Ornek No Alindig Yer Cinsi | Miktar | Alinis Tarihi
54 SARKISLA E.Karacadren koyii Yahya Yilmaz ¢esmesi Kaynak 21t 13.11.2011
55 HAFIK Eymiir kdyii kdy cesmesi Kaynak 21t 16.11.2011
56 HAFIK Diizyayla kdyii kdy ¢esmesi Kaynak 21t 16.11.2011
57 DIVRIGI Karaman koyii kdy ici cesme Kaynak 21t 20.11.2011
58 DIVRIGI Sirgali kdyii kdy 6nii cesme Kaynak 21t 20.11.2011
59 DIVRIGI Yagbasan koyii Hiiseyin Korkmaz evi Sebeke | 21t | 20.11.2011
60 DIVRIGI Cayéren koyii koy ¢esmesi Kaynak | 21t | 20.11.2011
61 SARKISLA Saritekke kdyii Yukaripinar ¢esmesi Kaynak 21t 01.12.2011
62 SARKISLA Alaman kdyii Eskipinar ¢cesmesi Kaynak 21t 04.12.2011
63 HAFIK Karl1 kdyii kdy cesmesi Kaynak 21t 06.12.2011
64 HAFIK Diiger kdyii kdy ¢esmesi Kaynak 21t 06.12.2011
65 GEMEREK Ikizce koyii kdy ¢esmesi Kaynak 21t 09.12.2011
66 GEMEREK Orenyurt kdyii sebeke 1 Sebeke 21t 11.12.2011
67 GEMEREK Dendil kdyii ¢esme Kaynak 21t 11.12.2011
68 GEMEREK Osmanusagi koyli ¢esme 2 Kaynak 21t 24.12.2011
69 GEMEREK Bulhasan kdyii koy ¢cesmesi Kaynak 21t 25.12.2011
70 GURUN Konakpinar Bogriidelik kdyii su sebekesi Sebeke | 21t 27.12.2011
71 GEMEREK Orenyurt sebeke 2 Sebeke 21t 05.01.2012
72 GEMEREK Bestepeler koyii cami Sebeke 21t 05.01.2012
73 GEMEREK Cepni S.Bnb Aras mahallesi ¢esmesi Kaynak 21t 05.01.2012
74 GEMEREK Yeni¢ubuk Y.Dogan cami ¢esmesi Kaynak 21t 05.01.2012
75 GURUN Bozhdyiik kdyii kdy ici cesme Kaynak 21t 12.01.2012
76 DIVRIGI Giines koyii sebeke Sebeke | 21t 16.01.2012
77 DIVRIGI Dékmegay koyii sebeke Sebeke 21t 16.01.2012
78 KOYULHISAR Gékdere kdyii Goldere gesmesi Kaynak 21t 21.01.2012
79 KOYULHISAR Karacam kdyii cami yan1 ¢esme Kaynak 21t 21.01.2012
80 KOYULHISAR Yesilyurt kéyii Hac1 Bayram gesmesi Kaynak 21t 21.01.2012
81 KOYULHISAR Ortaseki koyii Tahir ¢esmesi Kaynak 21t 08.02.2012
82 KOYULHISAR Kadife kdyii okul cesmesi Sebeke 21t 08.02.2012
83 KOYULHISAR Karacam kdyii Sokuran ¢esmesi Kaynak 21t 08.02.2012
84 KOYULHISAR Sarikaya kdyii Pinar cesmesi Kaynak 21t 08.02.2012
85 KOYULHISAR Boyali kdyii Hac1 Bekir Yamag cesmesi | Kaynak 21t 08.02.2012
86 KOYULHISAR Gélciik kdyii Cukurpinar mevkii cesme Kaynak 21t 08.02.2012
87 SUSEHRI Y Citlice kdyii koy girisi gesme Kaynak 21t 19.02.2012
88 SUSEHRI A.Akéren kdyii sebeke Sebeke 21t 19.02.2012
89 SUSEHRI Y.Akéren kdyii sebeke Sebeke | 21t 19.02.2012
90 SUSEHRI Balkara koyii Bedilli mahallesi kdy cesmesi Kaynak 21t 19.02.2012
91 SARKISLA Karakiz kdyii Asagipinar kdy ¢cesmesi Kaynak 21t 01.03.2012
92 SUSEHRI Kozgukur kdyii kdy konag1 yan1 gesme Kaynak 21t 01.03.2012
93 SUSEHRI A.Citlice kdyii cami yan1 kdy cesmesi Kaynak 21t 01.03.2012
94 GURUN Kizilpinar kéyii Tacettin Kizilpmar evi Sebeke 21t 12.03.2012
95 GURUN Kizilburun kéyii kéy ¢esmesi Kaynak 21t 12.03.2012
96 GURUN Sularbas1 kdyii su sebekesi Sebeke | 21t 12.03.2012
97 GURUN Incesu kdyii kdy ¢esmesi Kaynak | 21t 21.03.2012
98 GURUN Camlica kdyii su sebekesi Sebeke | 21t 21.03.2012
99 GURUN Davulhiiyiik kdyii su sebekesi Sebeke | 21t 25.03.2012

100 GURUN Kiziléren kdyii su sebekesi Sebeke | 21t 25.03.2012
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EK-2
TULAREMI OLGUSU GORULEN BOLGELERDEN ALINAN SU ORNEKLERI



Tularemi Olgusu Gériilen Bolgelerden Alinan Su Orneklerinin Listesi

Ornek No Alindig1 Yer Cinsi | Miktar | Alimg Tarihi
T1 ZARA Kayadibi koyii camii yani ¢esme Kaynak | 21t 05.06.2011
T2 ZARA Kayadibi koyii Tarihi Cesme Kaynak | 21t 05.06.2011
T3 ZARA Kayadibi koyii depoya gelen kaynak Kaynak | 21t 05.06.2011
T4 ZARA Kayadibi koyii Muhtarin evi Sebeke | 21t 05.06.2011
T5 SUSEHRI Asagisarica koyii kullanma suyu depo Sebeke | 21t 12.06.2011
T6 SUSEHRI Asagisarica koyii Salise Calislar evi Sebeke | 21t 12.06.2011
T7 SUSEHRI Asagisarica koyii koy ¢esmesi Sebeke | 21t 12.06.2011
T8 SUSEHRI Asagisarica koyii koy meydam ¢esmesi Sebeke | 21t 12.06.2011
T9 YILDIZELI Cavuslu kéyii kdy i¢i pinar Kaynak | 21t 25.06.2011

T10 YILDIZELI Cavuslu kéyii kdy i¢i pinar kiiriin Kaynak | 21t 25.06.2011
T11 YILDIZELI Cavuslu kdyii cesme karsisi sebeke Sebeke | 21t 25.06.2011
T12 YILDIZELI Sarikaya koyii Satilmis Kavak ¢esmesi 1 Kaynak | 21t 25.06.2011
T13 YILDIZELI Sarikaya kéyii Satilmis Kavak ¢esmesi 2 Kaynak | 21t 25.06.2011
T14 YILDIZELI Sarikaya koyii Koy ici YSE-1966 ¢esmesi 1 | Kaynak | 2 It 25.06.2011
T15 YILDIZELI Sarikaya koyii Koy ici YSE-1966 ¢esmesi 2 | Kaynak | 2 It 25.06.2011
T16 YILDIZELI Sarikaya kdyii kéy cesmesi Kaynak | 21t 25.06.2011
T17 YILDIZELI Sarikaya koyii kdy cesmesi kiiriin Kaynak | 21t 25.06.2011
T18 YILDIZELI Sarikaya kdyii kéy cesmesi yukarisi gesme 1 | Kaynak | 2 It 25.06.2011
T19 YILDIZELI Sarikaya kdyii kéy cesmesi yukarisi gesme 2 | Kaynak | 2 It 25.06.2011
T20 Yildiz beldesi kdy i¢i cesme Kaynak | 21t 02.07.2011
T21 Yildiz beldesi ¢ikist YSE-1970 ¢esme Kaynak | 21t 02.07.2011
T22 Yildizeli Yusufoglan kdyii yolu Agik ibrahimoglu ¢esm. | Kaynak | 21t 02.07.2011
T23 Yildizeli Yusufoglan kdyii yolu Fatma Ulucan hayrati Kaynak | 21t 02.07.2011
T24 Yildizeli Yusufoglan kdyii Haci Cemal Cinar gesmesi Kaynak | 21t 02.07.2011
T25 Yildizeli Yusufoglan koyii koy i¢i sebeke Sebeke | 21t 02.07.2011
T26 Yildizeli Yusufoglan kdyii Okul bahgesi ¢esme Sebeke | 21t 02.07.2011
T27 Yildizeli Yusufoglan kdyii morg 6nii gesme Sebeke | 21t 02.07.2011
T28 Yusufoglan kdyli mezarlik yani gesme Sebeke | 21t 02.07.2011
T29 Yildizeli Yusufoglan koyii i¢i Salih Demirkan ¢esme Kaynak | 21t 02.07.2011
T30 SUSEHRI Yesilyayla Yildiray Y1lmaz evi Kaynak | 21t 16.07.2011
T31 SUSEHRI Goékgekas koyii Siireyya Celik evi Kaynak | 21t 16.07.2011
T32 SUSEHRI Asagisarica kdy meydam kullanma suyu Kaynak | 21t 16.07.2011
T33 SUSEHRI Yesilyayla Ahmet Oren evi Sebeke | 21t 16.07.2011
T34 SUSEHRI Asagisarica kdy meydani igme suyu Sebeke | 21t 16.07.2011
T35 SUSEHRI Gékgekas koyii Niyazi Iskin evi Sebeke | 21t 16.07.2011
T36 SARKISLA Merkez Sehitler parki ¢esmesi Kaynak | 21t 18.07.2011
T37 Sivas Merkez Yenidogan mahallesi Sebeke | 21t 21.07.2011
T38 GURUN Giines kdyii 2.depo Kaynak | 21t 23.07.2011
T39 GURUN Giines koyii 1.depo Kaynak | 21t 23.07.2011
T40 Hayirbey koyii Rafet Erdogan evi sebeke Sebeke | 21t 12.08.2012
T41 Hayirbey koyii Rafet Erdogan evi kaynak Kaynak | 21t 12.08.2012
T42 Yildiz beldesi Necip Aktas evi Sebeke | 21t 12.08.2012
T43 Yildiz beldesi Kuzoren koyi karsisi gesme kiiriin Kaynak | 21t 12.08.2012
T44 Yildiz beldesi Zekeriya Yilmaz evi Sebeke | 21t 12.08.2012
T45 Yildiz beldesi Omer Oztiirk evi Sebeke | 21t 12.08.2012
T46 Yildiz beldesi Mustafa Danis evi Sebeke | 21t 12.08.2012
T47 Yildiz beldesi Kuzoren koyli karsisi gesme Kaynak | 21t 12.08.2012
T48 Yildiz beldesi kdy ¢esmesi kiiriin Kaynak | 21t 12.08.2012
T49 Yildiz beldesi camii sadirvan Kaynak | 21t 12.08.2012
T50 Yildiz beldesi camii yani ¢esme Kaynak | 21t 12.08.2012
T51 Yildiz beldesi Omer Cinar evi Sebeke | 21t 12.08.2012
T52 Yildiz beldesi Duran Erten evi Sebeke | 21t 12.08.2012
T53 Yildiz beldesi kOy ¢esmesi Sebeke | 21t 12.08.2012
T54 Yildiz beldesi Ibrahim Oztiirk evi Sebeke | 2 It 12.08.2012
T55 Yildiz beldesi Ali Tagyildiz evi Sebeke | 21t 12.08.2012
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T56 Yildiz beldesi Mehmet Dorma evi Sebeke | 21t 12.08.2012
T57 Y1ldiz beldesi Halil Ibrahim Oztiirk evi Sebeke | 21t 12.08.2012
T58 Yildiz beldesi Omer Yazgan evi Sebeke | 21t 12.08.2012
T59 | GURUN Giines koyii Sebeke | 21t | 23.08.2011
T60 Hayirbey koyii Mehmet AKTAS evi Sebeke | 21t 23.08.2011
T61 ZARA Kayadibi kdyii koy ¢cesmesi Kaynak | 21t 06.09.2011
T62 ZARA Kiiriinlii kdyii koy ¢esmesi Kaynak | 21t 06.09.2011
T63 GEMEREK Akgasar kdyii cami sadirvani Sebeke | 21t 13.09.2011
T64 GEMEREK Cigekoglu kdyii koy ¢cesmesi 3 Kaynak | 21t 13.09.2011
T65 GEMEREK Cigekoglu koyii kdy ¢cesmesi 2 Kaynak | 21t 13.09.2011
T66 GEMEREK Cigekoglu koyii koy ¢cesmesi kiiriin Kaynak | 21t 13.09.2011
T67 GEMEREK Kocaoglu Efraim Yalginkaya evi Sebeke | 21t 13.09.2011
T68 GEMEREK Kocaoglu Koy ¢esmesi Kaynak | 21t 13.09.2011
T69 GEMEREK Akgasar koyii Biiylikpinar ¢esmesi Kaynak | 21t 13.09.2011
T70 GEMEREK Cigekoglu koy camii Kaynak | 21t 13.09.2011
T71 GEMEREK Cigekoglu kdy ¢esmesi Kaynak | 21t 13.09.2011
T72 GEMEREK Kocaoglu Musafa Korkmaz evi Sebeke | 21t 13.09.2011
T73 GEMEREK Akgasar koyii teyzenin evi Sebeke | 21t 13.09.2011
T74 GEMEREK Cigekoglu kdyii okul Sebeke | 21t 13.09.2011
T75 GEMEREK Akgasar cami alt1 gesme Kaynak | 21t 13.09.2011
T76 ZARA Kiiriinlii kdyii yukari gesme Kaynak | 21t 13.09.2011
T77 ZARA Kiiriinlii kdyii okul ¢esmesi Kaynak | 21t 13.09.2011
T78 ZARA Kiiriinlii koyii Mehmet Ali Sahin evi Sebeke | 21t 13.09.2011
T79 ZARA Kiiriinlii kdyii depo giris Sebeke | 21t 13.09.2011
T80 ZARA Kiiriinlii kdyii kOy ortast gesme Kaynak | 21t 13.09.2011
T81 ZARA Kiiriinlii kdyili muhtarin evi 1 Sebeke | 21t 13.09.2011
T82 ZARA Kiiriinlii kdyili muhtarin evi 2 Sebeke | 21t 13.09.2011
T83 SARKISLA Dolliik koyii Sebeke | 21t 05.10.2011
T84 SARKISLA hoyiik koyi Siikrii Sekeroglu ¢esmesi Kaynak | 21t 07.10.2011
T85 ZARA Yapak kdyii Izzet Ylmaz ¢esmesi Kaynak | 21t 15.10.2011
T86 ZARA Yapak koyii koy ortasi cesme Kaynak | 21t 15.10.2011
T87 ZARA Yapak koyii Ilkégretim karsis1 cesme Kaynak | 21t 15.10.2011
T88 ZARA Yapak koyii Tahir Topgu evi Sebeke | 21t 15.10.2011
T89 ZARA Yapak koyl okul erkek tuvaleti Sebeke | 21t 15.10.2011
T90 ZARA Yapak koyii okul kiz tuvaleti Sebeke | 21t 15.10.2011
T91 ZARA Yapak koyii Hubuyar Caydavul evi Sebeke | 21t 15.10.2011
T92 ZARA Yapak koyili Ali Osman Yiiksel evi Sebeke | 21t 15.10.2011
T93 ZARA Yapak koyii Cemal Zencir evi Sebeke | 21t 15.10.2011
T94 ZARA Yapak kdyii Hac1 Ibrahim Kaba evi Sebeke | 21t 15.10.2011
T95 ZARA Yapak koyii cami ¢esmesi Kaynak | 21t 15.10.2011
T96 ZARA Yapak koyii koy listii cesme Kaynak | 21t 15.10.2011
T97 ZARA Yapak koyii Hasbi Kiitiik evi Sebeke | 21t 15.10.2011
T98 ZARA Yapak koyii depo suyu Kaynak | 21t 15.10.2011
T99 ZARA Yapak koyii 2 nolu depo suyu Kaynak | 21t 15.10.2011

T100 |ZARA Yapak koyii kdy ¢esmesi Kaynak | 21t 15.10.2011
T101 ZARA Yapak koyii Giircii Yakici evi Sebeke | 21t 12.11.2011
T102 ZARA Yapak kdyii Keziban Unal evi Sebeke | 21t 12.11.2011
T103 ZARA Yapak koyii Zeki Kaba evi Sebeke | 21t 12.11.2011
T104 ZARA Yapak koyii Ali Osman Yakici evi Sebeke | 21t 12.11.2011
T105 |ZARA Yapak koyii depo suyu Kaynak | 21t 12.11.2011
T106 ZARA Yapak koyii [lkdgretim okulu Sebeke | 21t 12.11.2011
T107 ZARA Yapak koyii Hasbi Kiitiik evi Sebeke | 21t 12.11.2011
T108 ZARA Yapak koyii Namiye Akkaya evi Sebeke | 21t 12.11.2011
T109 | ZARA Yapak koyii Serife Ozkan evi Sebeke | 21t 12.11.2011
T110 | ZARA Yapak koyii Cemal Zencir evi Sebeke | 21t 12.11.2011
T111 | ZARA Yapak koyii Kiymet Karaca evi Sebeke | 21t 12.11.2011
T112 ZARA Yapak koyii Hac1 Ibrahim Kaba evi Sebeke | 21t 12.11.2011
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T113 | ZARA Yapak kéyii Hasan Oztemur evi Sebeke | 21t 12.11.2011
T114 | ZARA Yapak kdyii Mehmet Akif Oztiirk evi Sebeke | 21t 12.11.2011
T115 | ZARA Yapak kdyii kdy cesmesi Kaynak | 21t 12.11.2011
T116 GEMEREK Cicekoglu kdyii imam evi Sebeke | 21t 14.11.2011
T117 GEMEREK Cigekoglu kdyli Dursun Yildirim evi Sebeke | 21t 14.11.2011
T118 GEMEREK Cigekoglu koyii okul alt1 gesme Kaynak | 21t 14.11.2011
T119 GEMEREK Kocaoglu kdyii cami Sebeke | 21t 14.11.2011
T120 GEMEREK Agcasar kdyii cami Sebeke | 21t 14.11.2011
T121 | ZARA Yapak kdyii kdy ici sar1 ev yani cesme Kaynak | 21t 16.11.2011
T122 | ZARA Yapak koyii 1.0.0 erkek lavabo Sebeke | 21t 16.11.2011
T123 | ZARA Yapak koyii kdy ortasi ¢gesme Kaynak | 21t 16.11.2011
T124 | ZARA Kiiriinlii koyii koy ortasi cesme Kaynak | 21t 16.11.2011
T125 | ZARA Yapak kéyii 1.0.0 kiz lavabo Sebeke | 21t 16.11.2011
T126 | ZARA Yapak koyii Izzet Yilmaz cesmesi Kaynak | 21t 16.11.2011
T127 | ZARA Kiiriinlii kdyii Ahmet Oztiirk evi Sebeke | 21t 16.11.2011
T128 | ZARA Yapak kdyii Ali Osman Yakici evi Sebeke | 21t 16.11.2011
T129 | GEMEREK Cigekoglu koyii kaynak Kaynak | 21t 18.11.2011
T130 GEMEREK Kocaoglu kdyii koy ¢esmesi Kaynak | 21t 18.11.2011
T131 GEMEREK Cigekoglu kdyii sebeke Sebeke | 21t 18.11.2011
T132 | YILDIZELI Uyiikyaylas: kdyii kdy ¢esmesi Kaynak | 21t 01.12.2011
T133 | YILDIZELI Uyiik kdyii kdy ¢esmesi Kaynak | 21t 01.12.2011
T134 GEMEREK Agcasar koyii Sebeke | 21t 01.12.2011
T135 | GURUN Bahgeici kdyii su sebekesi Sebeke | 21t 06.12.2011
T136 YILIDIZ Beldesi ¢esme Kaynak | 21t 09.12.2011
T137 YILIDIZ Beldesi Teslime Délek evi Sebeke 21t 09.12.2011
T138 GEMEREK Agcasar kdyii cami Sebeke | 21t 09.12.2011
T139 GEMEREK Kocaoglu kdy cami Sebeke | 21t 09.12.2011
T140 | GEMEREK Cigekoglu koyii cami Sebeke | 21t 09.12.2011
T141 | ZARA Kiiriinlii koyii koy ¢esmesi Kaynak | 21t 09.12.2011
T142 SARKISLA Merkez Hiiyiik koyii Cengiz Soysal evi Sebeke | 21t 14.12.2011
T143 SARKISLA Merkez Hiiylik koyii Durmus Akinci evi Sebeke | 21t 14.12.2011
T144 SARKISLA Merkez Hiiylik koyli Adnan Temiz6z evi Sebeke | 21t 14.12.2011
T145 SARKISLA Merkez Hiiylik koyili Ali Sentiirk evi Sebeke | 21t 14.12.2011
T146 SARKISLA Merkez Hiiyiik kdyii Ercan Ozer evi Sebeke | 21t 14.12.2011
T147 SARKISLA Merkez Hiiyiik koyil Yasar Beyazit evi Sebeke | 21t 14.12.2011
T148 | SARKISLA Merkez Hilyiik koyii su deposu Kaynak | 21t 14.12.2011
T149 SARKISLA Merkez Hiiylik koyii Yildirim Akinci evi Sebeke | 21t 14.12.2011
T150 SARKISLA Merkez Hiiylik koyii cami 6nii gesme Kaynak | 21t 14.12.2011
T151 SARKISLA Merkez Hiiyiik koyli Murat Soysal evi Sebeke | 21t 14.12.2011
T152 SARKISLA Merkez Hiiyiik koyii Serdal Soysal evi Sebeke | 21t 14.12.2011
T153 SARKISLA Merkez Hiiyiik koyli M.Mustafa Soysal evi | Sebeke | 2 It 14.12.2011
T154 SARKISLA Merkez Hiiyiik koyii Cengiz Beyazit evi Sebeke | 21t 14.12.2011
T155 GURUN Bahgeici koyii Hamurkesen cami Sebeke | 21t 16.12.2011
T156 | GURUN Bahgeici kdyii Liitfii Corak evi Sebeke | 2 It 16.12.2011
T157 | GURUN Bahgeigi koyii Kisla cami Sebeke | 21t 16.12.2011
T158 GURUN Bahgeici koyii Koy cesmesi Kaynak | 21t 16.12.2011
T159 | GURUN Bahgeigi kdyii mevliit Kaplanbaba evi Sebeke | 21t 16.12.2011
T160 GURUN Bahgeici koyii Velioglu dinlenme tesisleri Sebeke | 21t 16.12.2011
T161 | GURUN Bahgeigi kdyii Mehmet Ali Rengber evi Sebeke | 21t 16.12.2011
T162 GURUN Bahgeici koyii Hasan Selguk evi Sebeke | 21t 16.12.2011
T163 SARKISLA M.Hiiyiik kéyii Ercan Ozer evi 6nii gesme Kaynak | 21t 21.12.2011
T164 SARKISLA M.Hiiyiik koyii Serdal Soysal evi Sebeke | 21t 21.12.2011
T165 SARKISLA M.Hiiyiik koyii Durmus Akinci evi Sebeke | 21t 21.12.2011
T166 SARKISLA M.Hiyiik kdyii Yasar Beyazit evi Sebeke | 21t 21.12.2011
T167 SARKISLA M.Hiiyiik kdyii Adnan Temiz evi Sebeke | 21t 21.12.2011
T168 SARKISLA M.Hiiyiik koyii Cengiz Beyazit evi Sebeke | 21t 21.12.2011
T169 SARKISLA M.Hiiyiik kdyii M.Mustafa Soysal evi Sebeke | 21t 21.12.2011
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T170 SARKISLA M.Hiiyiik kdyii M.Ali Sentiirk evi Sebeke | 21t 21.12.2011
T171 SARKISLA M.Hiiyiik kdyii Cengiz Soysal evi Sebeke | 21t 21.12.2011
T172 | GURUN Konakpinar Karadren kdyii kdy ¢esmesi 1 Kaynak | 21t 21.12.2011
T173 | GURUN Konakpinar Karadren kdyii kdy ¢esmesi 2 Kaynak | 21t 21.12.2011
T174 GURUN Konakpinar Karadren koyii orta cesme Kaynak | 21t 21.12.2011
T175 GURUN Karaoren koyii Salman Karademir evi Sebeke | 21t 21.12.2011
T176 Sarkigla Cemel Beldesi Saglik Ocagi Yani ¢esme Kaynak | 21t 04.01.2012
T177 Sarkigla Cemel Beldesi Minare Yani ¢egme Kaynak | 21t 04.01.2012
T178 | Sarkisla M.Hiiyiik kdyii su deposu Kaynak | 21t 05.01.2012
T179 | Sarkisla M.Hiiyiik koyii 1 nolu kaynak Kaynak | 21t 05.01.2012
T180 | Sarkisla M.Hiiyiik koyii 2 nolu kaynak Kaynak | 21t 05.01.2012
T181 GURUN Karaébren koyii orta cesme Kaynak | 21t 05.01.2012
T182 GURUN Karaobren koyii Salman Karademir evi Sebeke | 21t 05.01.2012
T183 | GURUN Karadren kdyii su deposu Sebeke | 21t 05.01.2012
T184 | SARKISLA Maksutlu koyii depo suyu Sebeke | 21t 06.01.2012
T185 SARKISLA Maksutlu kdyii muhtar evi Kaynak | 21t 06.01.2012
T186 SARKISLA Délliik kdyii Omer Yilmaz evi Sebeke | 21t 06.01.2012
T187 SARKISLA Merkez Belkent ¢esmesi Kaynak | 21t 06.01.2012
T188 SARKISLA Délliik kdyii koy ¢cesmesi Kaynak | 21t 06.01.2012
T189 SARKISLA Ortakoy su deposu 1 Kaynak | 21t 12.01.2012
T190 SARKISLA Ortakoy su deposu 2 Kaynak | 21t 12.01.2012
T191 SARKISLA Ortakoy Kadir Hakverdi evi Kaynak | 21t 12.01.2012
T192 | SARKISLA Ortakoy Dilaver Tiiregiir evi Kaynak | 21t 12.01.2012
T193 Sarkigla M.Hiiyiikk M.Mustafa Soysal evi Kaynak | 21t 12.01.2012
T194 Sarkigla Giimiistepe koyii Yasin Giines evi Sebeke | 21t 23.01.2012
T195 Sarkigla Abdalli Koyii Mezarlik ¢gesmesi Kaynak | 21t 15.02.2012
T196 Sarkigla Abdalli Koyii Bekir Kartal evi Sebeke | 21t 15.02.2012
T197 Sarkigla Abdalli koyii kdy ici koprii cesmesi Kaynak | 21t 15.02.2012
T198 Sarkigla Gazi koyii su deposu Sebeke | 21t 20.03.2012
T199 Sarkigla Gazi kdyii kuyu suyu Kaynak | 21t 20.03.2012
T200 Sarkisla Gazi kdyii Ahmet Ozgen ¢esmesi Kaynak | 21t 20.03.2012
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