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OZET

Tularemi, nadir gorilen bir zoonoz olmasina karsin, biyolojik silah olarak degerlendirilmesi ve son
yillarda ortaya cikan salginlar nedeniyle yeniden 6nem kazanan bir enfeksiyon olmustur. Tulareminin
laboratuvar tanisi, uygun epidemiyolojik verilerin varliginda semptomlarin baslangicindan sonra 1-2
hafta arayla alinan serum oOrneklerinde etkene karsi gelisen antikorlarin gosterilmesiyle konulmaktadir.
Ancak bu yéntem, semptomlarin yeni basladigi hastaligin erken déneminde ve biyolojik harp ajanlarin
kasith salinmasi durumlarinda, hizli tani agcisindan sinirli kullanima sahiptir. Kiiltiir ve serolojideki sinirla-
malar yeni tani tekniklerinin gtindeme gelmesine yol acmistir. Tulareminin hizli tanisina yonelik olarak,
cesitli konvansiyonel ve gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (rtPCR) yontemleri gelistirilmistir.
Ancak PCR yontemlerinin, tularemi gibi hastaligin endemik olarak gorildigu yeterli altyapisi olmayan
kirsal bélgelerdeki merkezlerde uygulanabilmesi zordur. Ulkemizde biyolojik harp maddelerinin tanisina
yonelik olarak sahada kullaniimak amaciyla konvansiyonel PCR icin gerekli tiim cihaz, ekipman ve bile-
senlerini [DNA4U® Bakteri Genomik DNA izolasyon Kiti, CubeCycler® (Kisisel 1s1 déngii cihazi), PCR4U®
Biyoterdrizm Ajanlar Tespit Kiti, elektroforez tanki, glic kaynag, agaroz jel elektroforez tamponu] iceren
bir “Ara¢ Kutusu (Toolbox)” gelistirilmistir. Bu calismada, tularemi tanisinda tul4 genini hedefleyen
kullanima hazir Ftularensis PCR kitinin (Nanobiz, Ankara, Tirkiye) etkinliginin arastirimasi ve sonuglarin
“in-house” konvansiyonel ve rtPCR testi ile karsilastirimasi amaclanmistir. Bu amacla, dort Francisella
spp. standart susunun genomik DNA'si, 15 Francisella spp. saha (insan, hayvan, su) izolati, filogenetik
olarak F.tularensis ile iliskili 13 bakteri tiirliyle tularemi 6n tanili 60 olgudan alinan lenf nodu aspirat
ornekleri calismaya alinmistir. “In-house” PCR yontemi ile karsilastirildiginda Nanobiz PCR kitinin duyar-
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hlik, 6zgllik, pozitif ve negatif prediktif degerleri %100 olarak bulunmus; en disiik saptama siniri her
bir reaksiyon tiipi icin 100 genomik ekivalan olarak saptanmistir. PCR icin gerekli tim kimyasallar, cihaz
ve ekipmanlari iceren kullanima hazir PCR tani sistemi laboratuvarlarda uygulanacak olan konvansiyonel
PCR’ye gbre hizli ve dogru bir alternatiftir. Sonug olarak, kullanima hazir PCR kiti sinirli kaynaklarin s6z
konusu oldugu uzak bolgeleri etkileyen tularemi salginlarinda F.tularensis tanisi icin degerli bir tani araci
olarak degerlendirilmistir.

Anahtar sozciikler: Tularemi; Francisella tularensis; hizli tani; PCR; Tiirkiye.

ABSTRACT

Tularemia is a rare zoonotic infection, however, considerations of tularemia as a biological weapon
and several recent major epidemics have caused renewed interest in this disease. Laboratory diagnosis of
tularemia is done in the presence of appropriate epidemiological data, by the demonstration of specific
antibodies in the serum samples obtained with 1-2 week intervals following the development of symp-
toms. It is an a posteriori analysis with limited use for prompt diagnosis of the patient during the early
symptomatic phase and deliberate release of biological agents. Limitations in both culture and serology
have led to substantial research in the development of new diagnostic techniques. Several PCR methods
for tularemia have been developed, both for conventional and real-time polymerase chain reaction
(rtPCR). However, PCR methods are hard to be deployed in remote endemic areas that lack sufficient
infrastructure. Recently a “Toolbox” which includes all instruments, equipments and solutions [DNA4U®
Bacteria Genomic DNA Isolation Kit, CubeCycIer® (Personal Thermal Cycler), PCR4U® Bioterrorism
Agents Detection Kit, electrophoresis tank, power supply, ready-agarose gel and electrophoresis buffer]
necessary for conventional PCR, was developed for the identification of bioterrorism agents in the
field. In this study we aimed to evaluate the efficacy of a ready-to-use commercial PCR kit (Nanobiz,
Ankara, Turkey) targeting the tul4 gene, for the diagnosis of tularemia and to compare the results with
an in-house conventional PCR and a rtPCR test. We applied the assay to a collection of four F.tularensis
standard strains, 15 field isolates (from humans, animals, water), 13 non-Ffrancisella strains which are
phylogenetically related to F.tularensis and a total of 60 lymph node aspirates obtained from suspected
tularemia cases. Compared to the in-house PCR method used in our laboratory, the sensitivity, specific-
ity, positive and negative predictive values of Nanobiz PCR Toolbox assay were found to be 100%. The
lowest detection limit of this method was determined as 100 genomic equivalent per PCR reaction
mix. The new PCR kit is a rapid and accurate alternative to the conventional PCR methods since the
toolbox includes all of the required chemicals, accessories and equipments. This ready-to-use PCR assay
was appraised to be a valuable diagnostic tool for the detection of F.tularensis in the outbreak settings
particularly in remote areas with limited resources.
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GiRiS

Tularemi, Francisella tularensis’in etken oldugu kuzey yarim kiirede dagilim gosteren
zoonotik bir enfeksiyon hastaligidir'. Ulkemizde ilk kez 1936 yilinda Liileburgaz bél-
gesinde tanimlanan tularemi, yakin zamana kadar 6zellikle Marmara ve Bati Karadeniz
Bolgesinde kiiclk salginlar seklinde gortliirken, 2004 yilindan sonra diger bolgelerde de
salginlara neden olmasi nedeniyle 2005 yilinda bildirimi zorunlu hastaliklar listesine alin-
mustir?. Son yillarda, iilkemizde tulareminin daha énceden bildirilmedigi bélgelerde de
salginlara neden olmasi ve tlkemizin tim cografi bolgelerinden bildirilen olgu sayisinda
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belirgin artis gorilmesi, bu enfeksiyonun énemli bir halk sagligi sorunu haline gelmesine
neden olmustur®. F.tularensis, dis ortam kosullarina dayanikli olmasi, enfektif dozunun
distk olmasi (10-50 bakteri), kolay yayilabilmesi ve olusturdugu klinik tablolarin yiiksek
mortalitesi nedeniyle dnemli biyolojik silah ajanlari arasinda yer almaktadir’-%.

Tulareminin tanisi, bakteriyolojik, molekiiler ve serolojik yontemlerle konulmaktadir.
Kesin tani, klinik 6rneklerden etkenin izolasyonu ile yapilmakla birlikte, bakterinin 6zel
kdltur kosullarina gereksinim duymasi ve biyogivenlik diizeyi yiiksek (BL-3) laboratu-
varlarda calisma zorunlulugu, kiiltir yénteminin kullanimini sinirlamaktadir”'°. Tanida
siklikla tercih edilen serolojik testler ise, antikorlarin genellikle hastaligin ikinci haftasina
kadar saptanamamasi ve serokonversiyonun gosterilmesi icin zamana ihtiya¢ duyulmasi
gibi nedenlerle hizli tanida yeterince yararli olmamaktadir’-®"'2, Dolayisiyla molekiiler
ybéntemler, giiniimiizde tulareminin hizli tanisinda én plana gegmistir''"'6. Niikleik asit
amplifikasyon testlerinin yuksek duyarlilik ve 6zgulligu, klinik ve cevresel 6rneklerde
diisiik sayida bulunan mikroorganizmalarin arastirimasina olanak saglamaktadir'>17-19,
Bu calismada, tlkemizde biyolojik harp maddelerinin sahada hizli bir sekilde tanimla-
nabilmesi icin tim polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) bilesenlerini iceren bir sistemin,
tularemi tanisindaki etkinliginin degerlendirilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Turkiye Halk Saghgi Kurumu, Ulusal Tularemi Referans Laboratuvarinda
insan, hayvan ve su gibi cesitli kaynaklardan izole edilmis olan 15 Francisella spp. susu,
2011-2012 yillar arasinda tularemi on tanisiyla gonderilen lenf nodu aspirati (LNA)
orneklerinden izole edilen 60 F.tularensis susu ve dort standart Francisella spp. susu dahil
edildi (Tablo I). DNA amplifikasyonunun F.tularensis’e 6zgun olup olmadigini degerlen-
dirmek amaciyla da, Francisella tirlerine benzer hiicre ici yasam donglsiine sahip olan
veya filogenetik olarak F.tularensis ile iliskili tirlerden 13 bakteri susu calismaya alindi
(Tablo I).

Klinik orneklerden ve standart/koleksiyon suslarindan bakteri DNA'si, ekstraksiyon
kiti (DNA® 4U-Bakteri genomik DNA izolasyon Kiti, Nanobiz, Ankara) kullanilarak elde
edildi. PCR reaksiyon tiiplerinde liyofilize olarak bulunan PCR karisimina (PCR4U®
Bioterror Agents- F.tularensis tespit kiti) 25 ul DNAz ve RNAz icermeyen steril su eklen-
dikten sonra, birka¢ kez mikrosantriflij islemiyle peletin tamamen erimesi saglandi. PCR
karisimina sulandirildiktan sonra lizerine 3-5 pl (50-100 ng DNA) DNA 6rnegi eklendi.
Amplifikasyon, “kisisel” 1s1 dongii cihazinda (CubeCycler, Nanobiz, Ankara), 95°C’'de
10 dakika baslangi¢c denatiirasyonu takiben, 94°C’de 30 saniye denatilirasyon, 60°C’de
1 dakika baglanma ve 72°C’de 1 dakika uzamayi iceren 30 PCR dongust ve 72°C'de 5
dakika son uzama olacak sekilde uygulandi. PCR sonugclarinin gértintiilenmesi amaciyla,
amplifikasyon Grtinleri 10 pl olacak sekilde, firma tarafindan hazir olarak saglanan %1.5
agaroz jele yuklendi ve elektroforez islemine tabi tutuldu. Sonuglar standart molekiiler
agirhik ile karsilastirilarak degerlendirildi.

MiKROBIiYOLOJi BULTENI 137




Francisella tularensis’in MolekuUler Tanisinda Yeni Gelistirilen

Kullanima Hazir Ticari PCR Kitinin Etkinliginin Degerlendirilmesi

Tablo I. Calismada Kullanilan Standart Bakteri Suslari ve PCR Sonuglari

Sus PCR sonucu
Francisella tularensis subsp. holarctica ~ NCTC 10857 (Live Vaccine Strain)  Pozitif
Francisella tularensis subsp. tularensis Schu S4 Pozitif
Francisella tularensis subsp. novicida U112 Pozitif
Francisella philomiragia 13404 Negatif
Borrelia burgdorferi B31 (ATCC 35210) Negatif
Brucella abortus biovar 1 544 Negatif
Brucella melitensis biovar 1 16M Negatif
Escherichia coli ATCC 25922 Negatif
Haemophilus influenzae Type B ATCC 10211 Negatif
Legionella pneumophila ATCC 43111 Negatif
Bordetella pertussis ATCC 9797 Negatif
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Negatif
Yersinia pestis NCTC 2868 Negatif
Yersinia enterocolitica Tip 09 RSKK 921 Negatif
Vibrio cholerae NCTC 8021 Negatif
Burkholderia mallei RSKK 11 (NCTC 10260) Negatif
Bartonella henselae RSKK Negatif

RSKK: Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyon Laboratuvari.

Kullanima hazir PCR kitinin (Nanobiz®) etkinligi, konvansiyonel tul4 ve iic farkli geno-
mik bolgeyi (ISFtu2, 23kDa ve tul4) saptayan gercek zamanl PCR (rtPCR) ile karsilastiril-
di. PCR kitinin analitik duyarliligini [Saptama siniri; Limit of Detection (LOD)] belirlemek
icin 10° genomik ekivalan (GE) iceren pozitif kontrol érneginden 10'-106 arasinda GE
olacak sekilde hazirlanan ornekler tGi¢ PCR yontemiyle calisildi.

BULGULAR

Calismamizda, cesitli kaynaklardan izole edilen 15 Francisella spp. susu ile li¢ standart
Ftularensis DNA'sinda 6zgil 420 baz cifti (bg) buyiukligiinde bant olusumu saptanmis
ve F.tularensis varhgi PCR ile de dogrulanmistir. PCR kitinin 6zgulligini saptamak icin
test edilen filogenetik olarak F.tularensis ile yakin iligkili 13 bakterinin DNA 6rneklerinde
herhangi bir amplifikasyon gozlenmemistir (Sekil 1).

Tularemi stpheli olgulara ait 60 LNA orneginden 45’i, laboratuvarimizda kullanilan
tul4’e 6zgul konvansiyonel PCR ve ti¢ farkl genomik lokusu (ISFtu2, 23kDa, tul4) hedef-
leyen rtPCR ile pozitif olarak bulunmustur. Kalan 15 6rnek, kultir ve PCR ile negatif ola-
rak degerlendirilmis; ancak bu olgularin tularemi mikroagliitinasyon testi pozitif olarak
saptanmistir. Nanobiz PCR kiti ve “in-house” PCR yontemleriyle pozitif bulunan LNA
orneklerinin timunde 420 bg¢ biyukliginde bant belirlenmistir. Kilttr ve PCR negatif,
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Sekil 1. Kullanima hazir F.tularensis PCR kiti ile elde edilen sonuglar [Hat 1: F.tularensis NCTC 10857, Hat 2:
Negatif kontrol; Hat 3: Brucella melitensis ATCC 23456, Hat 4: Yersinia enterocolitica; Hat 5: Vibrio chloreae;
Hat 6-9 ve 11: Klinik 6rnekler (Lenf aspirati); Hat 10 ve 12: Siipheli klinik izolatlar].

serolojik testleri pozitif olan 15 olgunun LNA orneklerinde Nanobiz kiti ile de negatif
sonu¢ alinmigtir. Bu sonuglara gore “in-house” PCR ile karsilastirildiginda, Nanobiz PCR
kitinin duyarlilik ve 6zgilligi %100 olarak bulunmus; tularemi stipheli olgulara ait LNA
orneklerinin sonuclarina gore, pozitif ve negatif prediktif degeri de %100 olarak deger-
lendirilmistir.

PCR kitinin analitik duyarliligini belirlemek amaciyla, seri diliisyonlari yapilan pozitif
kontrol 6rnegi ile Nanobiz® F.tularensis PCR kitinin saptama siniri 100 GE/reaksiyon ola-
rak bulunmustur (Sekil 2). Konvansiyonel tul4 PCR yonteminde saptama degeri 100 GE
iken, “in-house” rtPCR ile 25 GE olarak saptanmustir.

TARTISMA

Tularemide erken donemdeki semptomlar 6zgul olmadigi icin, tedavide gecikmeye
bagh gelisecek komplikasyonlarin 6nlenmesi amaciyla hizli ve giivenilir laboratuvar tani
araclarina gereksinim vardir’-'%'!. Son yillarda F.tularensis'in saptanmasi amaciyla PCR

kullanimina yénelik bircok calisma yayinlanmistir'2'6, Tularemi tanisinda konvansiyonel
ve gercek zamanl PCR teknikleri kullaniimakla birlikte, rtPCR, konvansiyonel PCR yon-
. Ancak bu Ustunluk,

temine gore daha yiiksek duyarlilik ve ézgiilliige sahiptir!!17:20.21

500 bp

Sekil 2. Kullanima hazir F.tularensis PCR kitinin saptama siniri sonuglari [M: DNA belirteci; Hat 1: Pozitif
kontrol F.tularensis NCTC 10857 (420 bg); Hat 2: F.tularensis 10° GE; Hat 3: Ftularensis 10° GE; Hat 4:
FEtularensis 10* GE; Hat 5: Ftularensis 10° GE; Hat 6: Ftularensis 5 x 10 GE; Hat 7: F.tularensis 250 GE;
Hat 8: Ftularensis 100 GE; Hat 9: F.tularensis 50 GE; Hat 10: F.tularensis 10 GE, Hat 11: Negatif kontrol].
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secilen hedef bolgelere ve kullanilan 6rnek tiriine bagh olarak degisiklik gostermekte-
dir'13. PCR ile F.tularensis'e ait dis membran proteinlerini kodlayan tul4 ve fopA, insersi-
yon elementi (ISFtu2) ve makrofaj enfeksiyonunda eksprese edilen bir proteini kodlayan
23 kDa gen gibi baslica hedef bdlgeler cogaltilmaktadir'®'320-22_ F tylarensis'in tim alt
turlerinde ortak olarak bulunan 17 kDa'luk lipoproteini kodlayan tu/4 geni, tulareminin
molekiiler tanisinda en fazla tercih edilen hedef bélgedir'®'"13:22-24 Nanobiz® PCR kitin-
de de 17 kDa’luk lipoproteini kodlayan tul4 geni hedef olarak secilmistir.

Yapilan calismalarda tul/4’e 6zgil PCR yonteminin saptama siniri, kan 6érneklerinde 50
CFU/ml, fare ve kene doku érneklerinde < 100 CFU/ml, serum 6rneklerinde ise 103-10*
olarak bildirilmistir'®2324 Ancak calismalarda kullanilan PCR yéntemleri (konvansiyonel
veya rtPCR) ve analitik duyarliligin belirlenmesinde kullanilan birimlerin (CFU/ml, kopya/
PCR reaksiyon tiipt, kopya sayisi/ml, DNA konsantrasyonu/ml, genomik ekivalan) farkh
olusu, sonuglarin karsilastiriimasini zorlastirmaktadir. Bizim ¢alismamizda kullanilan PCR
kitinin saptama sinir, reaksiyon basina 100 kopya tul4 geni olarak saptanmistir. Bu
deger, F.tularensis tul4 genini hedefleyen énceki konvansiyonel PCR calismalarindaki?24
duyarlilik sinirlarina yakin olup, rtPCR yontemine gore iki kat daha ylksek bulunmugtur.
Bu kismi farkhlk, PCR icin gerekli tim reaktiflerin, PCR reaksiyon tuplerinde liyofilize
olarak sunulmasinin, tiip ¢eperlerinde absorbsiyona bagh kismi kayiplara neden olmasi
seklinde yorumlanmustir.

F.tularensis suslari ile standart bakteri DNA’larinda Nanobiz® PCR kitinin duyarliligi,
tul4’e 6zgul “in-house” PCR ve rtPCR ile karsilastirildiginda %100 olarak bulunmustur.
Nanobiz® PCR kiti ile Francisella bakterisi ile yakin iliskili 13 bakteri tiiriinde pozitif sonug
go6zlenmemis (Tablo ) ve 6zgilligiin de yiiksek (%100) oldugu belirlenmistir. Bir kitin
glvenilirliginin degerlendirilmesinde, duyarllik ve 6zgulligin yani sira uygulanabilirlik,
kullanim kolayligi, harcanan zaman ve maliyet gibi kriterler de g6z 6niine alinmalidir®.
Ftularensis'in tanimlanmasi konvansiyonel PCR ile 7-8 saatte, rtPCR ile 1.5-3 saatte
gerceklesmektedir. Gercek zamanh PCR yonteminin konvansiyonel yonteme gore daha
basit ve daha kisa is akisina sahip olmasi nedeniyle hizli sonug¢ vermesine karsin, konvan-
siyonel PCR’ye gore test ve kurulum maliyetleri daha ylksektir. Diger yandan cevresel
orneklerden DNA izolasyonu icin otomatik ekstraksiyon sistemleri uygun olmayip, érne-
gin 6n islemlerden gecirilmesi veya ayri kit kullanilmasi gereklidir. Bu durum laboratuvar
tanisinda zaman ve maliyet artirici bir faktordur.

Tulareminin molekiler tanisinda PCR tekniginin laboratuvarlar arasinda standardi-
ze edilememis olmasi en énemli sorundur''"1320, “In-house” yéntemler genellikle iyi
performans gostermesine karsin, kullanilan reakiflere, 1si dongu cihazi ve kosullarina,
DNA izolasyon yontemlerine ve islemi yapan personelin yeterliligindeki farkliliklara bagh
olarak laboratuvarlar arasindaki uygulamalarda sorunlar yasanmaktadir'""'3, Ticari kitler
bu sorunlarin 6nlenmesi ve tekrarlanabilir sonuclarin elde edilmesi icin iyi bir alternatif
olarak gorilmektedir. Ancak, cihaz-ekipman bagimliligi ve reaktiflerin maliyetinin yiiksek
olmasi PCR uygulamasinin énemli bir dezavantajidir® '3,
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Tulareminin kirsal bolge hastaligi olmasi nedeniyle, laboratuvar altyapisina sahip
olmayan yerlerde siipheli olgularin erken tanisi, tedaviye erken baslanmasi ve komp-
likasyonlarin énlenmesi acisindan cok énemlidir'#162%22 Ayrica, salginlarda cevresel
orneklerin incelenmesi, enfeksiyon kaynaklarinin saptanmasi ve epidemilerin kontrol
altina alinmasinda oldukga etkilidir''%23, Ek olarak, biyolojik saldir durumunda hizl
tani kapasitesinin saglanabilmesi icin sahada kullanilabilecek, uygulanmasi kolay, tim
ekipman ve bilesenleri iceren sistemlere ihtiyac vardir'”-'%21:23, Nanobiz® Toolbox siste-
mi yukarida belirtilen kosullarda calisacak sekilde dizayn edilmis olup, PCR icin gerekli
tim bilesenleri icermektedir. Calismamizda, bu yontemin duyarhhk, 6zgullik, pozitif ve
negatif prediktif degerleri %100 olarak bulunmus; uygulamasi kolay kullanima hazir bir
sistem olarak, tulareminin endemik olarak gorildigu kirsal bolgelerdeki fiziki alt yapisi
uygun olmayan mikrobiyoloji laboratuvarlarinda ve biyoteror olaylarinda sahada kulla-
nilma potansiyeli oldugu kanisina variimistir.
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