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Francisella tularensis, gram-negatif, kokobasil seklinde olan fakiiltatif hiicre ici bakteridir. insanlarda
zoonotik bir hastalik olan tularemiye neden olur. Ftularensis alt tir tularensis, F.tularensis alt tir holarctica,
F.tularensis alt tiir mediasiatica ve F.tularensis alt tiir novicida olmak lzere insanlarda viriilansi farkli dort
alt tir icermektedir. Ftularensis alt tir tularensis virilansi en yiiksek alt tir olup neden oldugu olgularda
mortalite orani yiiksektir. Ulkemizde bugiine kadar bildirilmis olan F.tularensis alt tiir holarctica’nin virii-
lansi, alt tir tularensis’e gore daha distik olup tedavi edilmeyen hastalarda 6lim nadiren goriilmektedir.
Eritromisin direnci, glikoz-gliserol fermentasyon 6zelliklerine gore F.tularensis alt tiir holarctica’'nin biovar
I, biovar Il ve biovar japonica olmak Uzere tg¢ biovari bulunmaktadir. F.tularensis alt tir mediasiatica yalniz
Orta Asya Ulkelerinin birkacinda bildirilmis olup virlilansi F.tularensis alt tiir holarctica’ya benzerlik gos-
termektedir. Ftularensis alt tiir novicida immiin sistemi yeterli bireyler icin aviriilan olup bagisiklik sistemi
baskilanmis bireylerde enfeksiyona neden oldugu gézlenmistir. Bu ¢alismada, 2009-2014 yillari arasinda
klinik 6rneklerden, icme sularindan ve bir kemiriciden elde edilen toplam 259 adet F.tularensis izolatinin
ve klinik 6rneklerde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile F.tularensis DNA'si pozitif bulunan 517 6rnegin
ait oldugu alt tiriin belirlenmesi amaclanmistir. Ftularensis'in RD1 (Region Difference) bodlgesine 6zgiil
primerler kullanilarak konvansiyonel PCR uygulanmistir. PCR amplifikasyon Griintiniin buyukligindeki
farkliiga bagh olarak alt tiirler arasi ayrim yapilmistir. Calismamizda 764 6rnegin, 922 baz cift (bp) amp-
lifikasyon Griin{i veren F.tularensis alt tiir holarctica oldugu gézlenmistir. Orneklerimizden, bir su izolati ve
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Tirkiye’'de izole Edilen Francisella tularensis Alt Tirlerinin Molekiiler Yontemlerle Belirlenmesi

11 lenf aspiratindan elde edilen DNA 6rneginin F.tularensis alt tir holarctica biovar japonica'ya ait oldugu
belirlenmistir. Su izolatinin RD1 bdlgesine ait amplifikasyon riintine yonelik DNA dizi analizi yapilmistir.
DNA dizi analizinden elde edilen 1136 bp dizilimi Genbank verileri ile karsilastirildiginda, Ftularensis alt
tlr holarctica biovar japonica (FCS075 strain-erisim numarasi AF469618) ile %100 uyumlu bulunmus-
tur. Bu izolatin tim genom sekansi da yapilarak GenBank’a kayit edilmis ve CP007148 erisim numarasi
alinmistir. Calismamizda kullanilan 6rneklerin hicbiri diger alt tlrlere ait cikmamustir. F.tularensis alt tir
holarctica biovar japonica pozitif belirlenen 11 lenf aspirati 6rnegi merkezimize Ankara (n= 1), Kayseri (n=
1) ve Afyon (n=9) illerinden gonderilmistir. Bu calismanin sonuglar, ilk defa F.tularensis alt tir holarctica
biovar japonica’nin Afyon ilinde bir kdyde tularemi salginina neden oldugunu ve farkli iki ilde de sporadik
olarak gozlendigini ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: Francisella tularensis; alt tiirler; biovar japonica.
ABSTRACT

Francisella tularensis is a gram-negative, coccobacillus, facultative intracellular bacteria and causes a
zoonotic disease, tularemia in humans. F.tularensis has four subspecies, which have different virulences
for humans as F.tularensis subsp. tularensis, F.tularensis subsp. holarctica, F.tularensis subsp. mediasiatica
and F.tularensis subsp. novicida. F.tularensis subsp. tularensis is the most virulent subspecies and mortality
rate is high in human cases. F.tularensis subsp. holarctica, which has been reported in our country to date,
has lower virulence than that of subsp. tularensis, and causes rare lethality among untreated patients.
According to the erythromycin resistance and the properties of glucose-glycerol fermentation, F.tularensis
subsp. holarctica has three biovar as biovar |, biovar Il and biovar japonica. F.tularensis subsp. mediasia-
tica has been reported only in a few central asian countries and its virulence is similar to the F.tularensis
subsp. holarctica F.tularensis subsp. novicida is avirulent for immunocompetent individuals but has been
observed to cause infection in immunocompromised individuals. The aim of this study was to determine
the F.tularensis subspecies in 259 F.tularensis strains isolated from clinical specimens, drinking water and
a rodent sample and 517 Ftularensis PCR-positive DNA isolated from clinical specimens between years
2009 and 2014. Conventional PCR was performed using primers specific for the RD1 (Region Difference)
region of Ftularensis. Subspecies were differentiated depending on the difference in PCR amplification
product size. In our study, F.tularensis subsp. holarctica was detected in 764 samples yielding 922 base
pair (bp) amplification product. The DNA samples obtained from one water and 11 lymph aspirates were
determined as F.tularensis subsp. holarctica biovar japonica. The DNA sequence analysis of the amplificati-
on product of the RD1 region of the isolate from water sample was determined. The 1136 bp nucleotide
sequence obtained from the DNA sequence analysis was 100% similar to F.tularensis subsp. holarctica bio-
var japonica (FCS075 strain-accesion number AF469618) when compared with GenBank data. The whole
genome sequence of this isolate was also determined and recorded to GenBank with accesion number
CP007148. None of the samples used in our study belonged to other sub-species. F.tularensis subsp.
holarctica biovar japonica positive 11 lymph aspirate samples were sent to our center from Ankara (n=
1), Kayseri (n= 1) and Afyon (n= 9) provinces. The results of the current study revealed that F.tularensis
subsp. holarctica biovar japonica caused a tularemia outbreak in a village in Afyon province at first time
and it was observed sporadically in two other different provinces.

Keywords: francisella tularensis; subspecies; biovar japonica.
GiRiS

Francisella tularensis gram-negatif, kokobasil seklinde, fakiiltatif hiicre ici bakteridir. in-
sanlarda farkli klinik tablolarla kendini gosteren, zoonotik hastalik olan tularemiye neden
olmaktadir. Etken dogada bircok hayvanda belirlenmisken, temel rezervuari ve vektorleri

yabani tavsanlar, bircok kemirici tiirli, keneler ve bazi sokucu sinekler oldugu bildirilmis-
tir'2. Etkenin insanlara bulagmasi, enfekte hayvanlara temas veya enfekte hayvanlarin
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etlerinin tiketilmesi, bu hayvanlarin kontamine ettigi sularin kullaniimasi, aerosolize ol-
mus etkenin solunum yolu ile alinmasi ve vektor konumundaki kene ve sokucu sineklerle
isirlma yolu ile olmaktadir?. Ulkemizde enfeksiyon kaynaginin cogunlukla kirsal alanlar-
daki kontamine icme ve kullanma sulari oldugu belirlenmistir36. F.tularensis, kategori
A biyoteror ajanlari arasinda yer almaktadir ve virtilanslari farkli olan F.tularensis alt tir
tularensis, Ftularensis alt tir holarctica, F.tularensis alt tlir mediasiatica ve F.tularensis alt tir
novicida olmak Uizere dort alt tiir icermektedir’. F.tularensis alt tiir tularensis insanlar icin
virlilansi en yiiksek alt tir olup neden oldugu tifoidal formu hastalarda %30-60 arasinda
degisen mortalite oranina sahiptir. insanlarda enfektif doz olarak 10-15 bakterinin aero-
sol yolla veya subkutan yolla alinmasinin yeterli oldugu bildirilmistir>. Dogada tavsanlar
rezervuar, keneler ve geyik sinekleri vektor konumundadir. F.tularensis alt tir holarcti-
ca virllansi alt tur tularensis’e gore daha dusik olup tedavi edilmeyen hastalarda 6lim
nadiren goriilmektedir'”. Eritromisin direnci, glukoz-gliserol fermentasyon 6zelliklerine
gore F.tularensis alt tur holarctica’'nin biovar |, biovar Il ve biovar japonica olmak tizere li¢
biovari bulunmaktadir®®. Dogada bu alt tiir icin daha ¢ok kemiriciler rezervuar, sivrisinek
ve keneler vektor olarak bildirilmektedir. Bu alt tiriin insanlara bulagsmasinda kontami-
ne icme ve kullanma sulari énemli rol oynamaktadir’. F.tularensis alt tiir mediasiatica
yalniz Orta Asya Ulkelerinden bildirilmis olup viriilansi Ftularensis alt tir holarctica'ya
benzerlik géstermektedir®. F.tularensis alt tiir novicida immiin sistemi yeterli bireyler icin
avirtlan olup immdin sistemi yetersiz bireylerde enfeksiyona neden oldugu gozlenmistir.
Ftularensis alt tur novicida’'nin alt tir olarak degil de Francisella cinsinin bir tiiri olarak
degerlendirilmesi tartigiimaktadir’. F.tularensis alt tirlerinin ayrimi, dnceleri biyolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerine gore yapilirken molekiiler tekniklerin gelistirilmesiyle molekiiler
yontemler ile yapilmaya baslanmistir®10-13,

Ulkemizde tularemi ilk kez 1936 yilinda tespit edilmis olup giiniimiize kadar bircok
tularemi salgini bildirilmistir’'*1%. Ulkemizde son yillarda laboratuvar tani imkanlarinin
gelismesi sonucu klinik ve cevresel 6rneklerden F.tularensis'in izolasyonuna ve molekiler
yontemlerle tespitine yonelik calismalar yapilmistir. Ftularensis’in viriilansi farkli olan alt
tarlerinin tanimlanmasina yonelik calismalarda kisitl sayida 6rnekten alt tiir tanimlamasi
bildirilmigtir>16-18,

Bu calismada, molekiler yontemler kullanilarak, tGlkemizin degisik bolgelerinden sag-
lanan klinik ve cevresel orneklerden elde edilen Ftularensis izolatlarinin ve klinik 6rnek-
lerde F.tularensis polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) pozitif DNA’larin hangi alt tire ait
oldugunun belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
F.tularensis izolatlarinin DNA izolasyonu

Tularemi referans laboratuvarina cesitli illerden (Resim 1) gonderilen klinik ve cevresel
ornekler kiltur islemine alindi. Klinik 6rnekler antibiyotikli, %9 at kanl, sistein kalp in-
flzyon agara direkt inokile edilerek %5 CO,'li ortamda inkibasyona birakildi. Cevresel
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Resim 1. Calismada kullanilan Ftularensis izolatlarinin ve pozitif DNA’larin elde edildigi klinik 6rneklerin il
bazinda dagilimi ve kullanilan pozitif 6rnek sayilarini iceren resim. llerin altinda calismada kullanilan 6rnek
sayilari cevresel-klinik 6rnek olarak ayrilmistir. *F.tularensis subsp. holarctica biovar japonica pozitif belirlenen
iller yildiz ile isaretlenmistir.

ornekler (icme ve kullanma sulari) 0.45 um seliiloz nitrat membran filtrelerden (Sartorius
AG, Goettingen, Almanya) gecirildikten sonra filtreler antibiyotikli, %9 at kanl, sistein
kalp infiizyon agara ekildi'®. Uremeler 10 giinliik inkiibasyon siiresince degerlendirildi.
Uremeler koloni morfolojisi ve tireme zamanina gére degerlendirildi. Siipheli koloniler
F.tularensis antiserum ile lam aglitinasyon yontemiyle incelendi. Pozitif 6rneklerden DNA
ekstraksiyonu kaynatma yontemiyle yapildi. Elde edilen DNA’lara TUL4 primerleri kulla-
nilarak konvansiyonel PCR uygulandi?°. Jel elektroforezde 420 baz cifti (bp) PCR amplifi-
kasyon Uriiniiniin gézlenmesi F.tularensis PCR pozitif olarak degerlendirildi. Ureme olma-
yan klinik 6rneklerden (lenf aspirati-doku biyopsi 6rnegi) doku ekstraksiyon kiti (Qiagen
Hilden, Almanya) kullanilarak DNA ekstraksiyonu yapildi ve konvansiyonel PCR uygulan-
di. Ftularensis PCR pozitif olarak belirlenen DNA 6rnekleri -20°C’de derin dondurucuda
saklandi. Bu calismada 2009-2014 yillan arasinda cevresel ve klinik orneklerden kiiltir
sonucu elde edilen F.tularensis izolatlarinin tamami ve klinik 6rnek olarak gonderilen,
kilttrinde Ureme g6zlenmeyen, PCR pozitif olan lenf aspirati 6rneklerinin tamamindan
elde edilmis DNAlar kullaniimustir.

F.tularensis Alt Turlerinin PCR ile Belirlenmesi

izolatlardan ve lenf aspiratlarindan elde edilen F.tularensis pozitif DNA'larin hangi alt tiir-
lere ait oldugunu belirlemek icin, Broekhuijsen ve arkadaglarinin tanimladigi RD1 (Region
Difference) bolgesine ait ileri 5-TTT ATA TAG GTA AAT GTT TTA CCT GTA CCA-3’ ve ters
5’-GCC GAG TTT GAT GCT GAA AA-3’ primerleri kullanilarak konvansiyonel PCR uygulan-
di'2. PCR karisimi, 5 pl Hotstart Taq polimeraz reaksiyon tamponu, 4 ul (25 mM) MgCl,, 1
pl (10 mM) dNTP, birer pl (10 pikomol/ul) primerler, 0.25 pl (5 1U/pl) Hotstart Taq polime-
raz enzimi, 32.75 pl molekdiler su ve 5 ul DNA 6rnegi ile toplam hacim 50 pl olacak sekilde
hazirlandi. Amplifikasyon kosullari 95°C 15 dakika 6n denatiirasyonun ardindan 95°C 30
saniye denattirasyon, 60°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 1 dakika uzama olacak sekilde
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35 dongi ve 72°C’de 5 dakika son uzama seklinde uygulandi. PCR amplifikasyon urtnleri
%1.5 agaroz jelde yiiritiilerek degerlendirildi. Broekhuijsen ve arkadaslan'? alt tiirler icin,
Ftularensis alt tir tularensis 1522 bp, F.tularensis alt tir holarctica 922 bp, F.tularensis alt tur
mediasiatica 1453 bp, Ftularensis alt tiir novicida 3322 bp ve F.tularensis alt tur holarctica
biovar japonica 1135 bp uzunlugunda amplifikasyon uriinli gozlendigini bildirmislerdir.
Calismamizda F.tularensis alt tur tularensis Schu4 susu ve Ftularensis alt tir holarctica LVS
susu (NCTC 10857) DNA'lan pozitif kontrol olarak kullanildi. Elektroforez degerlendirme-
sinde mevcut pozitif kontrollerin amplifikasyon Griint uzunlugundan farkl amplifikasyon
rlinleri gozlendiginde, literatiirde verilen amplifikasyon uzunluklarina gére degerlendirildi
ve dogrulama icin DNA dizi analizi ve tim genom dizilemesi uygulandi.

DNA Dizi Analizi

Dogrulama icin sadece su izolatina DNA dizi analizi ve tim genom sekanslamasi uy-
gulandi. PCR amplifikasyon urlnlerini saflastirmak icin, Agencourt Ampure saflastirma
kiti (Beckman Coulter, Beverly, ABD) kullanildi. Beckman Coulter 8000 Sanger dizileme
cihazi (Beckman Coulter, Beverly, ABD) ve Dye Terminator Dizileme Kiti (Beckman Coul-
ter, Beverly, ABD) kullanilarak cift yonlu niikleotit dizisi elde edildi. DNA dizi analizi veri-
leri Basic Local Alignment Search Tool (Blast version 2.0) programi kullanilarak GenBank
verileri ile karsilastirildi.

Tim Genom Dizileme

Genomik DNA konsantrasyonu Qubit 2.0 florometri cihazi ile Qubit dsDNA HS (High
Sensitivity) kiti kullanilarak ol¢iildi ve yeni nesil dizileme uygulamalarinda gerekli baglan-
gic genomik DNA miktari 100 ng olacak sekilde ayarlandi. Yari iletken temelli tim genom
dizileme “lon Personal Genome MachineTM (PGM)” sistemi (Thermo Fisher Scientific,
ABD) kullanilarak uretici firmanin yonergelerine gore yapildi. Tim genom kitliphanesi
olusturmak icin gerekli enzimatik fragmantasyon ve adaptor ligasyonu “lon Xpress Plus
fragment library kit” (Life Technologies, CA, ABD) kullanilarak gerceklestirildi. 200 bp
okuma yapabilmek icin hedeflenen 350 bp biyikligindeki DNA fragmanlari, agaroz jel
elektroforezi yontemi ile “E-Gel® SizeSelect 2%” (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
ABD) kiti ile belirlendi. Hazirlanan genomik kittiphane konsantrasyonu 100 pM olacak
sekilde sulandirildiktan sonra kalip hazirlama, emiilsiyon PCR ve iyon kire partikdilleri
(ion sphere particle-ISP)'nin zenginlestirilmesi reaksiyonlarini gerceklestirmek icin “lon
One Touch 200 Template kit v2” (Life Technologies, CA, ABD) kullanildi. lon PGM 200
Sequencing kit (Life Technologies, CA, ABD) kullanilarak dizileme reaksiyonu ve yiriitme
islemi lon 314 cip Uzerinde uretici firmanin yonergeleri dogrultusunda yapildi. Yeni nesil
dizileme verilerini analiz etmek, hizalamak ve birlestirmek icin CLC Genomics Workbench
7.0 programi kullanildi (CLC Bio,Qiagen, Aarhus, Danimarka).

BULGULAR

Bu calismada, 2009-2014 yillari arasinda, klinik 6rneklerden, icme sularindan ve Micro-
tus guentheri isimli bir kemiriciden izole edilen toplam 259 F.tularensis izolati ve klinik 6r-
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neklerde F.tularensis PCR pozitif 517 DNA kullanilmistir. Kullanilan izolatlarin hangi klinik
ornekten izole edildigi Tablo I'de, izolatlarin ve klinik 6rneklerden elde edilen F.tularensis
DNA’larinin hangi illerden saglandigi, hangi ile ait ka¢ pozitif 6rnek kullanildigi, pozitif
ornek yogunluguna bagh olarak harita renklendirilerek Resim 1’de verilmistir. Sayi be-
lirtimeyen ve renklendiriimeyen illerden molekiler calismalarda kullanilabilecek 6rnek
gelmedigi icin bog birakilmigtir.

RD1 primerleri kullanilarak uygulanan konvansiyonel PCR amplifikasyon Grinleri jel
elektroforezde yirutilerek degerlendirilmistir. Kullandigimiz iki alt tiire ait pozitif kont-
rollerimiz, Ftularensis alt tur tularensis 1522 bp, F.tularensis alt tir holarctica 922 bp
uzunlugunda amplifikasyon triinl vermistir (Resim 2). Calismamizda 764 6rnegin, 922
bp amplifikasyon riinii veren F.tularensis alt tiir holarctica oldugu gézlenmistir. Ornek-
lerimizin 12'sinde yaklasik 1150 bp uzunlugunda amplifikasyon Grtini belirlenmis ve
bu 6rneklerin kaynak literattir bilgisine gore F.tularensis alt tur holarctica biovar japonica
oldugu dustiniimustir. Ftularensis RD1 bolgesi PCR sonrasinda 12 ornegin F.tularensis
alt tlr holarctica biovar japonica olduguna karar verilmistir (Resim 2).

Tablo I. Calismada Kullanilan F.tularensis [zolatlarinin ve Pozitif DNA Orneklerinin Elde Edildidi Klinik
Ornekler

F.tularensis
DNA
F.tularensis izolatlarinin elde edildigi klinik 6rnekler (n= 259) (n=517)
Lenf Bogaz Goz Kan Yara icme sulari  Kemirici Lenf
aspirati  srlntlsi  konjunktival ~ kdltirl  strintdsu aspirati
strlntusd

68 135 6 2 1 46 1 517

MM = ! 2 3 = S 6 v 4 8 — i0 i1

—
— ——
— — — —

Resim 2. F.tularensis RD bélgesinin PCR amplifikasyon dirtinlerinin jel elektroforezde gériintiisii. M: Molekiiler
adirlik belirteci; 1: Pozitif kontrol F.tularensis subsp. tularensis (Shcu susu) 1522 bp; 2: Pozitif kontrol
F.tularensis subsp. holarctica (LVS sus NCTC 10857) 922 bp; 3: Negatif kontrol; 4,5,6,10: F.tularensis subsp.
holarctica pozitif belirlenen klinik érnek DNA’lari; 7,8,9,11: Ftularensis subsp. holarctica biovar japonica pozitif
belirlenen klinik 6rnek DNA’lari.
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Bu orneklerden bir tanesi su izolatindan ve 11’ lenf aspiratindan elde edilen DNA
ornekleridir. Ankara Guddl ilcesi kirsal alaninda sudan izole edilen 6rnegin RD1 bdlgesi
yaklasik 1150 bp amplifikasyon Grtiiniintin DNA dizi analizi yapilmistir. Cift yonla yapilan
DNA dizi analizinden elde edilen 1136 bp nukleotit dizilis Genbank verileri ile karsilastiril-
diginda erisim numarasi AF469618 F.tularensis alt tur holarctica biovar japonica (FCS075
susu) ile %100 uyumlu bulunmustur. izolatimiza ait niikleotit dizilimi GenBank’a kayit
edilerek JX436321 erisim numarasi alinmistir. Bu izolatin tim genom dizilemesi de ya-
pilarak GenBank’a kayit edilmis ve CP007148 erisim numarasi alinmistir. Calismamizda
kullanilan 6rneklerin hicbiri diger alt tirlere ait cikmamistir.

F.tularensis alt tur holarctica biovar japonica olarak belirlenen 6rneklerin Glkemizde lo-
kalizasyon alanlari degerlendirilmistir. Su izolatimiz Ankara Guddl ilgesinin kirsal alanin-
da bolge halki tarafindan kisith kullanimi olan fakat bir hastanin filyasyon calismasinda
icme kullanim suyu olarak kullandigini beyan ettigi bir kaynak suyundan izole edilmistir.
F.tularensis alt tir holarctica biovar japonica pozitif belirlenen 11 lenf aspirati 6rnegi Anka-
ra (n= 1), Kayseri (n= 1) ve Afyon (n=9) illerinden gonderilmistir ve iller Resim 1’de yildiz
ile isaretlenmistir. Ulkemizde F.tularensis alt tiir holarctica biovar japonica’nin Afyon ilinde
bir kdyde tularemi salginina neden oldugu ve farkli iki ilde de sporadik olarak gorildigi
izlenmistir.

TARTISMA

Ftularensis alt turlerinin virtilans farkhliklarinin yaninda bulas yollari, insanlarda ve hay-
vanlarda olusturduklar klinik tablolari ve cografi lokalizasyonlari da farklik gosterebil-
mektedir. En virllan alt tir olan F.tularensis alt tir tularensis’in aerosol yolla bulasmasiyla
gelisen pnomonik tularemi formu ile kene i1sirmasiyla gelisen tifoidal tularemi formunun
mortalitesinin ylksek oldugu bildirilmistir. Bu 6zelliginden dolayi biyoteror etkeni kate-
gorisinde degerlendirilmektedir®”. Enfektif doz 50 (ED,,)'nin insanlar, fareler, kobaylar ve
tavsanlarda 10 bakteriden az oldugu bildirilmistir. Cografi lokalizasyonu Kuzey Amerika
kitasi olarak bildiriimektedir?. Ancak 1998 yilinda Slovakya’da pire ve akarlarda F.tularensis
alt tiir tularensis izolasyonu bildirilmistir?'. Daha sonra yapilan genotipik calismalarda bu
izolatlarin Amerika Birlesik Devletleri’'nde laboratuvarda elde edilen mutant Schu4 susu ile
uyumlu oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarin kaynaginin insan eli ile bulasma oldugu disu-
niilmektedir?2. F.tularensis alt tir holarctica daha az viriilan olup insanlara daha cok icme
sulari, sokucu sinekler ve keneler tarafindan bulasmaktadir>’. insanlarda olusturduklari
klinik form, bulas yolu oral yol ise orofarengeal form ve takibinde tlseroglandiiler forma
donusen bir klinik tablo, kene veya sokucu sineklerle bulag olmussa glandiler form sek-
linde ortaya ¢ikmaktadir'. Ulkemizdeki olgularin cogu orofarengeal tularemi klinik tab-
losunda olup su kaynakli enfeksiyonlar oldugu bildirilmistir>'®'”. Nadiren kene kaynakli
glandiiler tularemi klinik formu da bildirilmistir?®. F.tularensis alt tiir holarctica’nin ED,
degeri fare ve kobaylar icin 10 bakteriden azken insanlarda 10° bakteriden az, tavsanlarda
ise 10° bakteriden fazla oldugu belirlenmistir. Cografik lokalizasyonu kuzey yarim kiirede
Avrupa ve Asya’da daha yayginken Kuzey Amerika’da daha az bildirilmistir?. F.tularensis
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alt tlr mediasiatica viriilans alt tiir holarctica ile benzerlik gostermektedir. Orta Asya Ul-
kelerinden Kazakistan, Tiirkmenistan, Ozbekistan ve Rusya Federasyonu Altay bélgesinde
bildirilmis olup baska cografyalarda bildirime iliskin bilgi bulunmamaktadir®. F.tularensis
alt tiir novicida bildirimi ise oldukca sinirlidir?. Ulkemizde F.tularensis alt tiirlerinin belir-
lenmesine yonelik calismalarda sinirl sayida érnek kullanilmigtir*>17:8, Giircan ve ar-
kadaslar'® “multiple-locus variable-number tandem repeat analysis (MLVA)” ydntemi
ile iki izolatin F.tularensis alt tiir holarctica oldugunu bildirmislerdir. Kilic ve arkadaglar*
“single nucleotide polymorphisms (SNP)” yontemi ile 40 6rnek calismislar ve orneklerin
Ftularensis alt tir holarctica oldugunu saptamislardir. S6z konusu calismada 776 6rnek
konvansiyonel PCR yontemi ile calisiimis ve orneklerin hepsinin F.tularensis alt tir holarc-
tica oldugu belirlenmistir.

F.tularensis alt tiir holarctica’min biovar | (E>-Eritromisin duyarli), biovar Il (ER Eritromisin
direncli) ve biovar japonica (E%) olmak {izere (i¢ biovar bulunmaktadir. Biovarlar eritromi-
sin direnglerine, glukoz ve gliserol fermentasyon 6zelliklerine gore ayrilmaktadr. Viriilans
farklari gozlenmemistir. Cografi lokalizasyonlarina gére biovar | ve Il kuzey yarim kiirede
dagihm gosterirken, biovar japonica’nin sadece bir ada Ulkesi olan Japonya’da gorildi-
g bildirilmektedir?”-'°, Bu calismanin baslangici ile 2011 yilinda kaynak suyundan izole
ettigimiz PHIT-FT049 Giidiil susunun F.tularensis alt tiir holarctica biovar japonica oldu-
gu, 2012 yilinda X. Ulusal Veteriner Mikrobiyoloji Kongresinde Celebi ve arkadaslari®*
tarafindan sunulmus ve boylece F.tularensis alt tiir holarctica biovar japonica’'nin Japonya
ile sinirl olmadigi ilk defa bildirilmistir. Kilic ve arkadagslari®> 2013 yilinda F.tularensis alt
tur holarctica biovar japonica PHIT-FT049 Gidiil susunun antibiyotik duyarlilik testle-
rini calisarak eritromisin duyarlihgini belirlemislerdir. Wang ve arkadaslar?® 2014 yilin-
da SNP yontemi ile Ftularensis alt tir holarctica biovar japonica’min Cin’de de varhigini
lic izolatla gostermislerdir. Kilic ve arkadaslari* 2015 yilinda SNP ve multilokus varyant
analizi (MLVA) yontemleri ile PHIT-FT049 Giidiil susunun Japonya izolatlariyla benzerli-
gini ortaya koymuslar ve filogenetik degerlendirmede Japonya izolatlarinin Asya orijinli
olma ihtimalini bildirmislerdir. En son Eden ve arkadaslari?’ 2017 yilinda Avustralya’da bir
izolasyon ile F.tularensis alt tlr holarctica biovar japonica’'nin varligini belirlemislerdir. Bu
calismada, F.tularensis alt tur holarctica biovar japonica’nin tlkemizde Ankara, Kayseri ve
Afyon illerinde toplam 12 6rnekte tespit edilirken, insanlarda tularemi salginina da neden
oldugu gozlenmistir.

Ftularensis alt tirlerinin virilans farkhhiklarina bagh farkli klinik tablolar gostermeleri
ve biyoteror etkeni de olmalarina bagl olarak laboratuvar tanilari 6nemlidir. Laboratuvar
tanisinda antijenik yapilarinin benzer olmasindan dolayi serolojik olarak ayrilamamakta-
dirlar. Kiltir islemlerinde etkenin ge¢ ve glic Uremesinden dolayl her zaman izolasyon
miimkiin olmayabilir. izolatlarin alt tiir olarak tanimlanmalarinda biyokimyasal testler ve
deney hayvani inokiilasyonlari yéntemleri kullanilmistir”’. Bu yéntemlerin uygulanmasi
icin donaniml laboratuvar ve tecribeli laboratuvar calisani gereksiniminin yaninda bu
yontemlerin zaman alici stireglerinin olmasi dezavantajlari olarak ortaya ¢ikmaktadir. Mo-
lekiler tekniklerin gelismesiyle, MLVA, SNP ve konvansiyonel PCR gibi molekiler yontem-
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lerle daha hizli alt tiir tanimlamalar gelistirilmistir. MLVA ve SNP yontemleri izolatlarin ge-
notipik 6zelliklerini molekiiler epidemiyolojik verileriyle ortaya koyan yéntemlerdir’-2228,
Bu yontemler maliyetli olup ayni zamanda biyoinformatik bilgisi ve teknik donanim ihti-
yaci gerektirmektedir. F.tularensis alt tiirlerinin belirlenmesinde basit ve kolay bir yontem
olan konvasiyonel PCR yontemi giinimiizde bircok laboratuvarda kullanilabilecek bir
yontemdir. Bu calismada F.tularensis’in RD1 bolgesinin alt tiir ayrim 6zelliginden yararla-
nilarak konvansiyonel PCR yontemi ile tilkemizdeki F.tularensis alt tiirlerinin belirlenmesi-
ne yonelik genig kapsamli bir calisma yapilmustir.

Ulkemizde belirlenen F.tularensis alt tiir holarctica biovar japonica’min bu cografyada
g6zlenmesinin nedeni tizerine yapilabilecek yorumlarin, bugiinki veriler 1siginda ihtimal
dlzeyinde olacag dustinilmektedir. Kiresellesen diinyada, ticari faaliyetler, insan ha-
reketleri, bunlarin paralelinde etkenin dogal rezervuarlari olan kemiricilerin hareketleri
etkenin yayihmina etki edebildigi gibi kasith olarak insan eli ile salinimlar da s6z konusu
olabilir. Onemli bir patojen olan F.tularensis'in tilkemizdeki biyolojik déngtisiiniin, biyolo-
jik ve genotipik ozelliklerinin belirlenmesiyle neden oldugu hastaliga yonelik alinabilecek
kontrol ve eliminasyon programlarina katki saglayabilmesi icin bu konudaki calismalarin
devaminin 6nemli oldugu dislnilmektedir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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