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Kayseri Yoresinden Toplanms Ixodid Kene ve Sivrisinek Tiirlerinde Francisella
tularensis’in Real Time PCR ile Arastirilmasi ve Saptanan Izolatlarin Molekiiler

Karakterizasyonu

OZET

Bu ¢alisma, Kayseri yoresinden toplanmis sivrisinek ile ixodid kene tiirlerinden ekstrakte
edilerek olusturulmus DNA havuzlarinda Francisella tularensis’in varliginin molekiiler
olarak arastirilmasi ve filogenisinin ortaya konmasi amaciyla yapilmistir. Bu amacgla TagMan
prob tabanli Real Time PCR ile Kayseri yoresinden orneklenen 6203 sivrisinekten (3202
Aedes vexans, 2610 Culex pipiens, 36 Cx. hortensis, 193 Cx. theileri, 100 Culiseta annulata,
62 Anopheles maculipennis) ekstrakte edilmis 1198 (599 adet bas-toraks+599 adet abdomen),
sigir ve barmaklardan toplanmis toplam 1115 ergin ixodid keneden (267 Rhipicephalus
(Boophilus) annulatus, 106 Haemaphysalis parva, 2 Hae. sulcata, 245 Hyalomma
marginatum marginatum, 106 H. anatolicum anatolicum, 53 H. a. excavatum, 68 Hyalomma
detritum detritum, 219 Rh. turanicus, 28 Rh. bursa, 1 Rh. sanguineus, 20 Dermacentor
marginatus) izole edilmis 38 ve enfeste insanlardan laboratuvara intikal ettirilen 362 ergin
ixodid keneden (39 Hae. parva, 3 Hae. sulcata, 86 H. m. marginatum, 14 H. anatolicum
anatolicum, 20 H. a. excavatum, 3 H. d. detritum, 13 H. dromedarii, 114 Rhipicephalus
turanicus, 38 Rh. bursa, 16 Rh. sanguineus, 11 D. marginatus, 5 Ixodes ricinus) olusturulan
42 olmak tizere toplam 1278 genomik DNA havuzunda Francisella tularensis kantitatif
olarak arastirilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore incelemesi yapilan sigir, barmak ve
insanlardan elde edilmis toplam 1477 ergin ixodid kene ve 6203 sivrisinekten olusturulmus

genomik DNA havuzlarinin higbirinde Francisella tularensis DNA’sina rastlanmamustir.

Sonu¢ olarak bu ¢alismayla Tirkiye’de ilk kez Kayseri yoresinde potansiyel vektor
sivrisinekler ve kenelerde Francisella tularensis molekiiler olarak arastirilmistir. Bu ¢alisma
Tiirkiye’de Francisella tularensis’in vektor artropodlarda molekiiler epidemiyolojisinin ortaya

konmasi yoniinde daha sonra yapilacak arastirmalara model olma niteligindedir.

Anahtar kelimeler: Francisella tularensis, ixodid kene, molekiiler karakterizasyon,

sivrisinek, Kayseri, Real Time PCR
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Investigation of Francisella tularensis in Ixodid Ticks and Mosquito Species Collected

from Kayseri Region by Real Time PCR and Molecular Characterization of the Isolates

ABSTRACT

This study was carried out to investigate the molecular prevalence and phylogeny of
Francisella tularensis in DNA pools which consisted from mosquito and ixodid tick species
collected from Kayseri region. For this aim, Francisella tularensis was investigated
quantitatively by TagMan prob based Real Time PCR in totally 1278 genomic DNA pools,
1198 pools (599 head-thorax + 599 abdomen) composed from 6203 mosquito species (3202
Aedes vexans, 2610 Culex pipiens, 36 Cx. hortensis, 193 Cx. theileri, 100 Culiseta annulata,
62 Anopheles maculipennis), 38 pools consisted from totally 1115 adult ixodid ticks from
cattle and barns in Kayseri region (267 Rhipicephalus (Boophilus) annulatus, 106
Haemaphysalis parva, 2 Hae. sulcata, 245 Hyalomma marginatum marginatum, 106
Hyalomma anatolicum anatolicum, 53 H. anatolicum excavatum, 68 H. detritum detritum,
219 Rh. turanicus, 28 Rh. bursa, 1 Rh. sanguineus, 20 Dermacentor marginatus), and also 42
genomic DNA pools constructed from 362 adult ixodid ticks from infested people (39
Haemaphysalis parva, 3 Hae. sulcata, 86 H. m. marginatum, 14 H. a. anatolicum, 20
Hyalomma a. excavatum, 3 H. d. detritum, 13 H. dromedarii, 114 Rh. turanicus, 38
Rhipicephalus bursa, 16 Rh. sanguineus, 11 D. marginatus, 5 Ixodes ricinus). According to
the results of the tagman probe based Real Time PCR, none of the DNA pools constructed
from totally 1477 adult ixodid ticks which were obtained from cattle, barns and people and

6203 mosquitos were found to be infected with Francisella tularensis DNA.

In conclusion, Francisella tularensis was firstly investigated in potential vector mosquitos and
ticks by molecular methods in Kayseri region of Turkey. This study also provides useful
insights into the molecular epidemiology of Francisella tularensis in Turkey and it could be a

model for future studies.

Key words: Francisella tularensis, ixodid tick, molecular characterization, mosquito,
Kayseri, Real Time PCR



1. GIRIS

Zoonotik bir enfeksiyon olan tulareminin bulagsma dinamikleri arasinda vektor kaynakli veya
su kaynakli bulagsma yollar1 olduk¢a 6nemlidir. Tulareminin etiyolojik ajani olan Francisella
tularensis; memeliler, kuslar, baliklar, karada ve suda yasayan hayvanlari da igeren bir¢ok
omurgalida bildirilmistir. Bu hastalik ilk kez 1911 yilinda George McCoy tarafindan yer
sincaplarinda tarif edilmistir (McCoy, 1911). Hastalik genellikle kuzey yarim kiirede
goriilmekte olup 250°den fazla hayvan tiiriinden rapor edilmistir. Insanlar icin risk, daha
yaygin olarak yabani memeli konaklarla iligkilidir (Morner ve Addison, 2001). F. tularensis
nesilleri veya bunlarin DNA’lar1 ayrica toprak, keneler ve ¢esitli dizilerdeki protozoonlarda da
saptanmistir (Keim vd., 2007). Bunun yaninda tularemi i¢in biyolojik ve mekanik vektorlerin
cesitliligi de oldukea yiiksektir (>15 kene tiirii, >10 sivrisinek tiirii, tabanid sinekler, akarlar,
tatarcik, tahtakurusu ve pireler) (Foley ve Nioto, 2010). Bu bakterinin neden oldugu
enfeksiyonlarda etken olarak en sik karsilasilan F. tularensis alt tiirleri F.tularensis subsp.
nearctica (tip A) ve F.tularensis subsp. holarctica (tip B)’dir. Tip A’nin virulanst daha
fazladir. F. tularensis insanlara enfekte hayvanlarla dogrudan temas, kontamine su veya
gidalarin alinmasi, kan emen artropodlar (sivrisinek, kene gibi) veya enfekte toz ya da
aerosollerin solunmasi yolu ile bulasir. Enfektivitesi yiiksek bir bakteri olup biyolojik savas

ajanlari i¢inde yer alir (Morner, 1992; Pearson, 1998; Ellis vd., 2002; Foley ve Nioto, 2010).

Diinyada tularemi vakalar1 daha ¢ok enfekte hayvanlar ile temasin azalmasia bagl olarak
gecmise nazaran daha az goriilmektedir. Ornegin Amerika’da 1939 yilinda 2291 vaka rapor
edilmisken, 1993-2005 yillar1 arasinda yalnizca 125 vaka bildirilmistir (Titball ve Sjostedt,
2003). Tularemi insan vakalar1 onceleri enfekte tavsanlarla temasa ilgili olarak daha ¢ok kis
mevsiminde siklikla goriiliirken, son yillarda ortaya ¢ikan olgular vektor artropoda ile temasa

bagli olarak daha ¢ok yaz sonu ve sonbaharda goriilmektedir (Foley ve Nioto, 2010).

Veteriner Hekimler tularemi yoniinden yiiksek risk grubunda olup (Liles ve Burger, 1993),
enfekte kopek ve kedilerle temas halinde olunmasi ciddi interaksiyon riski olusturmaktadir
(Greene ve DeBay, 2006). Kedi ile iliskin vakalarin ¢ogu, kedi 1sirmalarini takiben lokal
lezyon gelisimi ve lenfadenopati ile karakterize ulceroglandular karakterdedir. Enfekte kediler
genelde avcilik veya yabani hayvanlarla temas sonucu etkeni alirlar fakat cogunlukla hastalik

belirtisi gostermezler. Kopek ile temas sonucu ortaya ¢ikan olgular, typhoidal tularemi



tarzindadir. Insanlardaki kdpek kaynakli pulmoner tularemi vakalarmin, tavsan avina ¢ikan
kopeklerin 1slak haldeyken silkinmelerine maruz kalan bazi avcilarda goriildiigi bildirilmistir

(Greene ve DeBay, 2006).

F. tularensis subsp. tularensis tarafindan olusturulan tularemi’nin bulasmasinda, Kuzey
Amerika’da yaygin olan evcil (Sylvilagus spp.) ve yabani tavsanlar (Lepus spp.) 6nemli rol
oynarlar (Keim vd., 2007). Ancak, tavsanlarin yaygin olarak tularemi’nin rezervuari olarak
bildirilmesine karsin asil rezervuarlarin ¢evresel etmenler ve/veya artropod vektorlerin oldugu
ortaya ¢ikmistir. Bunun yaninda tavsanlar siklikla insan enfeksiyon riski ile iligkili goriilmekte
ve bir rezervuardan daha ¢ok ¢ogaltict konak olarak nitelendirilmektedir. Keneler yasam
sikluslarinin degisik evrelerinde birden fazla konak kullanmaktadirlar. Bu durum keneleri hem
rezervuar hem de vektor olarak ortaya ¢ikarmaktadir. Ozellikle 2 ve 3 konutlu kenelerin farkli
omurgali gruplarindan kan emebilmeleri, bunlarin bu gruplar arasinda c¢esitli hastalik
etkenlerini tasimadaki roliinii arttirmaktadir. F. tularensis disiik sicakliklarda bile ¢evrede
(rodent yuvalari vb.) uzun siire hayatta kalabilmektedir (Morner, 1992; Kilig, 2010). F.
tularensis subsp. tularensis bu yuvalarda rodentlere adapte olmus, buradan gesitli yollarla
tavsangillere gegmis ve her iki grupta bulunan ektoparazitler ile 6zellikle de kenelerle duyarl
konaklara ulagsmislardir. Keneler biyolojik 6zelliklerine gore etkeni hem transstadial hem de
transovarial olarak nakledebilmektedir. Kuzey Amerika’nin giiney, orta ve dogu bolgelerinde
tularemi’ye vektorlik yapan ixodid kene tiirleri Amblyomma americanum ve D. variabilis
olarak bildirilmistir. Bat1 bolgelerinde ise D. andersoni ve Chrysops discalis sinegi yaygin
vektorler olarak kaydedilmistir (Sonenshine, 1993). Agresif bir kene olan A. americanum
insanlardan her dénemde (larva, nimf, ergin) kan emebilmekte olup F. tularensis subsp.
tularensis’in bu kenelerle transtadial bulagsmasi deneysel olarak da ortaya konmustur (Hopla,
1953). D. variabilis erginleri primer olarak kopeklerden beslenmektedir. Ancak larva ve nimf
doénemleri basta geyik fareleri (Peromyscus spp.) ve tarla fareleri (Microtus spp.) olmak tizere
bir¢ok rodentten kan emmektedir (Furman ve Loomis, 1984). Bu kene tiirii arasira lagomorf,
ciftlik hayvanlar1 ve bir¢ok farkli karnivor tiirlinden beslenebilmekte olup bu durum kirsal ve
kentsel alanlar arasinda gegisi saglamakta ve bu kene tiiriiniin erigkinlerinin neden siklikla
insanlara tularemi’yi nakledebildigine agiklik getirmektedir. D. andersoni Bati Rocky
Mountain’da tularemi’nin bulastirilmasindan sorumlu olup, kanath hari¢ bir¢ok farkli konak
tiriinden kan emebilmekte ve konaklarin yogun oldugu odaklarda ¢ok yiiksek sayida

bulunabilmektedirler (Reif vd., 2011). Kaliforniya’da C. discalis ve tabanid sinekleri



(horseflies) insan vakalari ile iliskilendirilmis iken batida yalnizca C. discalis kayankli vakalar

bildirilmistir (Sjostedt, 2007; Petersen vd., 2009).

F. tularensis subsp. holarctica hem Kuzey Amerika hem de Avrupa’da bulunmakta olup,
Avrupa’da tularemi’ye yol acan en 6nemli etkendir. “Type B” tularemisi Avrupa ve Kuzey
Amerika’da yaygin olarak evcil ve yabani tavsanlarla iliskili olmasina karsin, tarla faresi
(Microtus spp.) ve zamanin ¢ogunu su iginde gegiren Amerikan kunduzlart (Castor
canadensis) ve misk fareleri (Ondatra zibethicus) basta olmak olmak {iizere diger birgok
omurgali konakta da bulunabilmektedir (Morner ve Addison, 2001). Kahverengi yaban
tavsani (Lepus europaenus) Avrupa’daki en dnemli konak olmasina karsin, Kuzey bolgelerde
dag yaban tavsani (L. timidus) daha yaygindir ve nispeten enfeksiyona direnglidir (Morner ve
Addison, 2001). Buna ilaveten tarla fareleri (Microtus spp.) ve lagim fareleri (Arvicola
terrestris) F. tularensis subsp. holarctica’nin diger 6nemli konaklardir (Olsufjev ve Shlygina,
1979). F. tularensis protozoonlardan Acantamoeba castellani’yi enfekte edip ve bu
protozoonda iireyebilmektedir (Abd vd., 2003). Yine protozoonlardan Tetrahymena
pyriformis kiiltirlerinde F. tularensis intracellular olarak yerlesmekte ancak ¢ogalma
gostermemektedir (Konstantinova vd., 2000). Birgok farkli protozoonun enfeksiyonu tagimast,
F. tularensis subsp. holarctica’nin bir protozoon water-borne rezervuari olabilecegi ve bu
enfekte protozoonlar1 alan molluskalar, kerevit, kurbagalar ve su rodentlerinde ¢ogalabilecegi
hipotezini desteklemektedir. Vektor kaynakli F. tularensis subsp. holarctica insanlarda
gortlebilmektedir. Ancak vektor kaynakli enfeksiyonlarin, su veya enfekte tavsanlarla temas
kaynakli enfeksiyonlardan daha az dnemli oldugu diisiiniilmektedir (Reintjes vd., 2002). Hem
Kuzey Amerika hem de Avrupa’da F. tularensis subsp. holarctica’nin en yaygin vektorii
ixodid kenelerdir. Bunu sirasiyla sokucu sinekler (Tabanidae) ve sivrisinekler takip eder.
Avrupa’daki en 6nemli vektor kenelerin, D. nuttalli, D. marginatus, D. reticulatus, I. ricinus
ve Haemaphysalis concinna oldugu rapor edilmistir. Orta Avrupa’da en yaygin vektor kene
ise D. reticulatus’tur. Bu keneden F. tularensis subsp. holarctica siklikla izole edilmistir. D.
reticulatus’ta saptanan enfeksiyon oraninin (%0.5-2.6) I. ricinus’tan (%0.1-0.2) daha yiiksek
oldugu kaydedilmistir. D. reticulatus Orta Avrupa’dan Kazakistan’a kadar bulunmakta olup
kuzey enlemlerinde daha az yogunlukta bulunmaktadir. D. reticulatus, siklikla F. tularensis
subsp. holarctica ile enfekte olmasina karsin nadir olarak insanlardan beslenmekte olup daha
¢ok vahsi kiigiik memelilerden kan emmektedir (Foley ve Nieto, 2010). Ixodes ricinus, sokucu
sinekler ve sivrisinekler vektor kaynakli insan enfeksiyonlarindan sorumlu artropodlardir.

Isve¢ ve Finlandiya’da insanlarda goriilen tularemi salgilarinin enfekte rodentlerden beslenen



sivrisinekler tarafindan mekanik nakil sonucu ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir (Eliasson vd.,
2002). Aedes, Culex ve Anopheles soylarina bagli 10’dan fazla tiiriin F. tularensis ile enfekte
oldugu kaydedilmekle birlikte, bu tiirlerde bakteriyel ¢ogalmaya iliskin herhangi bir kanit
giinimiize kadar belirlenememistir (Petrisheva, 1965; Triebenbach vd, 2010). Vektor
yetkinligindeki farkliliklar ve artropod tiirleri arasindaki dagilim, daha ¢ok kuzey
enlemlerinde sokucu sinekler ve sivrisineklerin kenelere oranla neden daha 6nemli vektorler

olabileceginin agiklanmasinda yardimci olmaktadir (Foley ve Nioto, 2010).

Akar ve pirelerin siklikla tularemi’ye vektorliik yaptigr diisiiniilmektedir (Keim vd., 2007). Bir
cok akar konak ac¢isindan tiir spesifik olmasina karsin, Alaska ve Kuzey Avrupa’daki akarlarin
deneysel olarak tularemi’yi enfekte ve saglam vahsi rodentler arasinda nakledebildigi
belirlenmigtir. Pireler, Onceleri tularemi ve veba arasindaki benzerliklere bagli olarak
tularemi’nin vektorii olarak One stirilmisgtiir. Pirelerin vektorlik potansiyelleri tularemi

acisindan onemsiz olarak nitelenmektedir (Petrisheva, 1965).

Tiirkiye’de her yil insanlarda tularemi vakalar1 bildirilmesine karsin F. tularensis’in bugiine
kadar vektorlerde aragtirilmasina yonelik herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Hayvanlarda
F. tularensis varlig1 lizerine ise yabani bir rodentten elde edilmis (Celebi vd., 2012) ve Trakya
Bolgesi'nde de iki farede Real Time PCR ile pozitif saptanmis kayitlar (Unal Yilmaz vd.,
2014) bulunmaktadir. Bunun yaninda GenBank kayitlar1 incelendiginde Ankara’nin Giidiil
ilcesinde dogal kaynak sularindan izole edilmis ve F. tularensis subsp. holarctica olarak
karakterize edilmis bir izolat (GenBank Aksesyon No: JX436321) ile yine sudan izole edilmis
ve F. tularensis subsp. holarctica biovar japonica olarak karakterize edilip tiim genomu kayda
girilmis (GenBank Aksesyon No: CP007148) izolat disinda Tirkiye’den kayit edilmis
herhangi bir veri bulunmamaktadir. Hastalik Tiirkiye’de ilk olarak 1988 yilinda Marmara
Bolgesi’nde bildirilmistir. Enfeksiyon daha sonra Tiirkiye’nin her yerine yayilmis olup
ozellikle hastaligin en ¢ok goriilmeye baglandigi 2005 yili ile 2011 yillar1 arasinda Saglik

Bakanligi’nin verilerine gore toplam 4824 insan vakasi rapor edilmistir.

Arastirma yoOresini olusturan Kayseri’de ilk tularemi vakasi 2005 yilinda Sariz ilgesinde
gorlilmiistiir. Daha sonra 2006 ve 2007 yillarinda birer vaka daha rapor edilmis olup 2007-
2009 yillar1 arasinda herhangi bir rapor mevcut degildir. 2010-2012 yillar1 arasinda bildirilen
tularemi salgininda ise toplam 110 hastada enfeksiyon rapor edilmis olup bu hastalarin

cogunun koylerde yasadiklar1 bildirilmistir. Bugline kadar Kayseri’den bildirilen tiim



vakalarin su kaynakli oldugu ve hemen hemen tiim hastalarda hastaligin orofarenjiyal ve

glandular formlarinin goriildiigii rapor edilmistir (Balci vd. 2014).

Bu arastirmada, cesitli projeler kapsaminda Kayseri’'nin farkli bolgelerinden toplanmis ve tiir
identifikasyonlar1 yapilarak genomik DNA havuzlar1 olusturulmus ergin ixodid kene ve
sivrisinek tiirleri ile enfeste insanlardan laboratuvara intikal ettirilen ve arastirma periyodu
boyunca tiir teshisleri yapilan kene tiirlerinden olusturulmus DNA havuzlarinda Tiirkiye i¢in
bir ilk olmak tizere Francisella tularensis’in varlig1 spesifik TagMan prob tabanli Real Time

PCR ile analiz edilmis ve vektorliik potansiyelleri agisindan risk faktorleri arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Francisella tularensis’in Mikrobiyolojisi ve Filocografisi

Francisella tularensis, giiniimiizde insan ve hayvanlarda potansiyel 6liimciil hastaliklara yol
acabilen en virulent birka¢ mikroorganizmden birisidir (Petersen ve Schriefer, 2005; Lopes de
Carvalho vd., 2009). Yiiksek diizeydeki enfektivitesinden dolayr F. tularensis, Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) tarafindan biyolojik savas ajani olarak A sinifi
kategorisinde siniflandirilmistir (Carvalho vd., 2014). F. tularensis; makrofajlar, hepatositler
ve epitelyal hiicreler gibi farkli tipteki bircok hiicrenin icerisinde gelisebilen hiicre ici
fakiiltatif, gram negatif, pleomorfik ve non-motile bir kokobasildir (Mandell vd., 2005; Lopes
de Carvalho vd., 2009; Foley ve Nieto, 2010; Cowley ve Elkins, 2011). F. tularensis’in hiicre
duvari essiz bir sekilde yliksek seviyede yag asitleri icermekte olup yabani suslar1 ne toksik ne
de immunojenik 6zellik gosteren lipid’ten zengin bir kapsiile sahiptir (Collier vd., 1998;
Mandell vd., 2005; Petersen vd., 2009).

Francisella tularensis, Francisellaceae ailesinde yer alan bir gamma-proteobakteridir
(Mandell vd., 2005; Oyston, 2008). F. tularensis farkli patojenitelere ve cografik dagilimlara
sahip 3 alt tiire boliinmiistiir: F. tularensis subsp. tularensis, F. tularensis subsp. holarctica ve
F. tularensis subsp. mediasiatica. Francisella novicida, 1,1 Mbp’lik genom sekansinda F.
tularensis ile ortalama %99,2 niikleotid identikligi gostermesi dolayisiyla giiniimiizde bilim
insanlarinin ¢ogunlugu tarafindan F. tularensis’in dordiincii alt tiirii olarak kabul edilmektedir
(Elli s vd., 2002; Oyston, 2008; Birdsell vd., 2009; Vogler vd., 2009; Huber vd., 2010;
Hansen vd., 2011; Siddaramappa vd., 2011; Brett vd., 2012). Bununla birlikte, F.
novicida’nin F. tularensis’in alt tiirii olarak kayit altina alinmasina, son zamanlardaki multiple
genom sekans sonuglarina gore F. novicida ve F. tularensis tiirlerinin birbirlerinden farkli
evollisyonlar gosterdiklerinin belirlenmesi sebebiyle ayri tiirler olduklari yoniinde itirazlar

bulunmaktadir (Johansson vd., 2010).

Tip A olarak klasifiye edilen ve en virulent alt tiir olarak bildirilen F. tularensis subsp.
tularensis agirlikli olarak Kuzey Amerika’da goriillmektedir (Whipp vd., 2003; Petersen ve
Schriefer, 2005; Oyston, 2008; Lopes de Carvalho vd., 2009; Hansen vd., 2011). Bu tiire ait,
farkli konak, vektor ve cografik dagilim gosteren iki alt-populasyon (Al ve All) identifiye
edilmistir (Petersen ve Schriefer, 2005; Fey vd., 2007; Oyston, 2008; Birdsell vd., 2009;
Vogler vd., 2009; Hansen vd., 2011). AI alt popiilasyonu, Ala ve Alb olmak iizere iki gruba



boliinmiistiir (Reese vd., 2010; Hansen vd., 2011). Tip B olarak siniflandirilan ve daha hafif
seyirli enfeksiyona yol agan F. tularensis subsp. holarctica Kuzey Hemisferi boyunca dagilim
gostermektedir (Whipp vd., 2003; Birdsell vd., 2009; Lopes de Carvalho vd., 2009). F.
tularensis subsp. tularensis Alb suslarinin sebep oldugu insan enfeksiyonlari, Ala ve All
suslar1 veya Tip B tularemisi’ne gore genellikle daha siddetli seyretmekte ve yiiksek oranda
Oliimlere sebep olmaktadir (Birdsell vd., 2009; Reese vd., 2010). Son yillarda bu alt tiirler
Tazmanya ve Avusturalya gibi llkelerden de rapor edilmistir (Jackson vd., 2012). F.
tularensis subsp. mediasiatica, F. tularensis subsp. holarctica’yla benzer virulens
gostermekte olup cografik dagilimi Orta Asya ile sinirhidir. F. novicida ise daha az virulense

sahiptir ve Kuzey Amerika, Avusturalya ve Tayland’dan izole edilmistir (Carvalho vd., 2014).

Bazi mikroorganizmler 16S rRNA gen bolgesi agisindan yiiksek diizeydeki benzerlik
sebebiyle Francisellaceae familyasinin muhtemel iiyeleri olarak klasifiye edilmis ve
“Francisella-like endosymbionts ya da FLEs” olarak isimlendirilmislerdir (Kugeler vd.,
2005). FLEs, F. tularensis tiirlerinden farkli bir filogenetik grupta yer almaktadir (Escudero
vd., 2008). FLEs’in, F. tularensis’in naklindeki ve vektor yetkinligindeki etkinligi halen daha
bilinmemektedir (Petersen vd., 2009). FLEs, tiim diinyada yayginlik goéstermekte olup vertikal
olarak Amblyomma, Dermacentor, Ixodes ve Ornithodoros soylarindaki ixodid ve argasid
kenelerle nakledilmektedir (Carvalho vd., 2011; lvanov vd., 2011; Dergousoff ve Chilton,
2012). FLEs, Kuzey Amerika’da (Texas, Kaliforniya, Minnesota), Kanada’da (Alberta) ve
Ispanya, Portekiz, Macaristan, Sirbistan ve Bulgaristan gibi Avrupa iilkelerinde kenelerde
tespit edilmistir (Scoles, 2004; Baldridge vd., 2009; Sréter-Lancz vd., 2009; Carvalho vd.,
2011; Ivanov vd., 2011; Dergousoff ve Chilton, 2012). Bunlarin insanlardaki patojenitesi ise
heniliz daha tam olarak belirlenememistir. Son yillarda FLEs, Avrupa’da serbest yasayan
kiiciik memelilerden de bildirilmis olup bu sonuclar FLE tiplerinin kenelerden kiigiik memeli
hayvanlara muhtemel nakli hakkinda fikir elde edilmesine olanak saglamistir (Scoles, 2004;
Baldridge vd., 2009; Sréter-Lancz vd., 2009; Carvalho vd., 2011; Ivanov vd., 2011;
Dergousoff ve Chilton, 2012). Francisella tularensis’in filocografik dagilimi ve FLEs’in

kenelerden bildirilen sonuglar dogrultusundaki cografik dagilimlar Sekil 1°de gosterilmistir.



® F, tulorensis subsp. tularensis Al

o F, tulorensis subsp. tularensis AN
F. tulorensis subsp, holorctico 9

® F. tulorensis subsp, mediosiotica

® £, novicldo

® franciselo-like endosymblonts

Sekil 1. Francisella tularensis ve Francisella-like endosymbiont’larin filocografisi (Carvalho vd., 2014)

2.2 Francisella tularensis’in Epidemiyolojisi

Francisella tularensis, bir¢ok farkli yabani tiirlerde (lagomorflar, rodentler, insektivorlar,
karnivorlar, toynaklilar, keseliler, kuslar, amfibianlar, baliklar) ve omurgasizlarda tespit
edilmistir (Petersen vd., 2009; Lopes de Carvalho vd., 2009; Ellis vd., 2002; Escudero vd.,
2008; Gyuranecz vd., 2010; Bandouchova vd., 2011; Kuehn vd., 2013). Lagomorflar ve
rodentler F. tularensis’in esas rezervuari olarak kabul edilmektedir (Petersen vd., 2009; Lopes
de Carvalho vd., 2009; Gyuranecz vd., 2010). Avrupa kahverengi yaban tavsani (Lepus
europaeus) gibi yabani lagomorflarin tulareminin yayilmasindaki en énemli konaklar oldugu
diisiiniilmektedir (Gyuranecz vd., 2010; Bandouchova vd., 2011). Son yillarda tilkilerin ve
rakunlarin tulareminin biyolojik indikatorleri gorevi gordiiklerine dair serolojik kanitlar da
elde edilmistir (Kuehn vd., 2013).

Farkli artropodlarda F. tularensis ile ilgili dogal enfeksiyonlar bildirilmistir. Artropodlardan;
Amblyomma, Dermacentor, Ixodes ve Ornithodoros soylarindaki keneler, Aedes, Culex,
Anopheles soylarindaki sivrisinekler, Ochlerotatus excrucians ve Tabanidae familyasindaki

sineklerin (Tabanus spp., Chrisozona spp. ve Chrisops spp.) F. tularensis’in vektorliigiinii
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yaptiklar1 bildirilmistir (Ellis vd., 2002; World, 2007; Petersen vd., 2009; Lopes de Carvalho
vd., 2009). Buna karsin vektor yeterliligi sadece Dermacentor soyundaki Kkenelerde
gosterilmistir (Reese vd., 2010). F. tularensis’in kene kaynakli nakli genellikle sporadik
vakalar seklinde goriilmektedir (Petersen vd., 2009). Mekanik vektor olarak sivrisineklerin de
tulareminin tiim diinyada yayginlik gostermesiyle alakali oldugu ve hastalifin gegici naklinde
gorev alabildikleri bildirilmistir (Petersen vd., 2009; Lundstrom vd., 2011). Hem keneler hem
de sivrisinekler larval donemlerinde enfekte olabilmektedirler. Kenelerde transstadial nakil
bildirildigi halde sivrisineklerde transstadial naklin kanitlarina dair bilgiler yalnizca molekiiler
metodlara dayanmaktadir (Reese vd., 2010; Lundstrom vd., 2011). F. tularensis’in
transovaryal nakli kenelerde rapor edilmesine karsin (Mandell vd., 2005; Petersen vd., 2009;
Anda vd., 2011), Dermacentor variabilis {izerine yapilan son bir ¢alismada bunun aksi
kanitlanmistir. Bu c¢alismada ovaryumlara ve daha sonra oocystlere dagilmasina ragmen
etkenin yumurtadan ¢ikan larvalarda bulunmadigi rapor edilmistir (Mani vd., 2012). Tabanid
sinekler de F. tularensis’in mekanik vektorliiglini yapmakta olup etken bu sineklerde

canliligini uzun siire koruyamamaktadir (Petersen vd., 2009).

Vektor kaynakli tulareminin epidemiyolojik karakteri kuzey hemisferi ile belirli bir cografik
alanda gerceklesmektedir. Bu durumun farkli vektor ve konak tiirlerinin fazlaligindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bu durum, Amerika Birlesik Devletleri, Isvec, Finlandiya ve
Rusya’da insanlarda artropod kaynakli tularemi vakalarinin neden daha yaygin goriildiigiinii
ve Bati ve Orta Avrupa’da enfekte hayvanlarla temas ve kontamine su veya gidalarin
alinmasiyla goriilen tularemi vakalarinin neden daha yaygin goriildiigiinii agiklamada yardime1
olmaktadir. Enfeksiyonun nakledilmesi ile ilgili bu dinamikler ABD’de de bildirilmis olup
bat1 eyaletlerinde hem keneler hem de geyik sinekleri tulareminin 6nemli vektorleri iken dogu
eyaletlerinde yalnizca kenelerin nakilden sorumlu oldugu goriilmiistiir. Isve¢ ve Finlandiya’da
ise primer vektor olarak sivrisinekler identifiye edilmistir (Petersen vd., 2009). Portekiz’de
Culex (%63,97), Ochlerotatus (%35,34), Anopheles (%0,42), Culiseta (%0,14) ve az
miktardaki Aedes aegypti (%0,12) soylarindaki 4949 sivrisinekte F. tularensis’in varligi
lizerine yapilan calismada sonuglar negatif bulunmustur. Vektor kaynakli tularemi’nin
epidemiyolojik karakteri ile ilgili daha 6nce yapilmis ¢alismalarin sonuglariyla uyumlu olan
bu bulgular Portekiz’de sivrisineklerin hastaligin naklinde rol oynamadigi izlenimi
uyandirabilmektedir. Tulareminin endemik oldugu iilkelerin biiyiik cogunlugunda Francisella

tularensis’in en 6nemli vektoriiniin keneler oldugu diistiniilmektedir (Carvalho vd., 2012).



Endemik bolgelerde tularemi mevsimsel ozellik gostermekte olup en yiiksek insidens geg
ilkbahar, yaz ve sonbahar aylarinda goriilmektedir. Bununla birlikte klimatik kosullarla
tularemi salginlar1 arasinda bir iliski oldugu heniiz daha kanitlanamamistir (World, 2007). F.
tularensis’in ¢evresel sartlara kars1 ¢ok direngli oldugu belirlenmis olup toprak, su ve hayvan
karkaslarinda diistik sicakliklarda haftalarca canli kalabildikleri bildirilmistir (Lopes de
Carvalho vd., 2009).

Tulareminin insanlara nakli ya enfekte hayvanlarla direkt kontakt ya da artropod vektdrlerle,
kontamine su veya gidalarin alinmasiyla ve solunum yoluyla indirekt sekilde olmaktadir.
Insandan insana nakil heniiz tanimlanmamistir (Mandell vd., 2005; Splettstoesser vd., 2005;
World, 2007; Lopes de Carvalho vd., 2009). Tularemi vakalar1 insanlarda her yasta
goriilebilmekte olup 6zellikle erkeklerin bayanlara oranla enfeksiyona daha egilimli olduklari
ve erkeklerde daha yiiksek prevalans oranlarinin belirlendigi rapor edilmistir (Mandell vd.,
2005; World, 2007).

2.3 Francisella tularensis’in Hayat Siklusu

Bir¢ok vektore, konaga ve farkli ¢evresel sartlara adapte olabilen F. tularensis gibi patojen
sayist oldukg¢a smirhidir. F. tularensis Tip A ve Tip B suslarinin, hayvan konaklarindaki ve
artropod vektorlerdeki farkliliklarindan dolayr yasam sikluslar1 farklidir (Petersen vd., 2009).
Tip A tularemi, biiyiik oranda hastaligin karasal siklusuyla alakali olup bu hayat siklusunda
ozellikle lagomorflar ve vektor artropodlar arasinda bir dongii s6z konusudur (Mandell vd.,
2005; Petersen vd., 2009; Lopes de Carvalho vd., 2009; Zarrella vd., 2011). Tip B tularemi ise
siklikla aquatik siklusla alakalidir (Mandell vd., 2005; Petersen vd., 2009; Lopes de Carvalho
vd., 2009; Zarrella vd., 2011). Bu hayat siklusunda ise kunduz ve misk faresi gibi rodentler ile
su kaynaklar1 arasinda dongii ger¢eklesmektedir (Ellis vd., 2002; Splettstoesser vd., 2005;
Petersen vd., 2009; Lopes de Carvalho vd., 2009). Kontamine sular, insanlar, sinekler ve
sivrisinekler igin enfeksiyon kaynagi olabilmektedir (World, 2007). Ispanya’da bir insan
tularemisi vakasinin kaynaginin ¢ok nadiren rastlanan sekilde kontamine bir nehirdeki kerevit
(Procambarus clarkii) tiirii oldugu rapor edilmistir. Mekanik vektér olan kerevitlerin
midesinde ve hepato-pankreasinda F. tularensis tespit edilmistir (Anda vd., 2011).
Francisella tularensis’in karasal ve aquatik hayat sikluslarinin sematize hali Sekil 2’de

gosterilmistir.
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Sekil 2. Francisella tularensis’in karasal ve aquatik hayat siklusu (Carvalho vd., 2014)

2.4 Francisella tularensis’in Immunopatogenezi
patog

Francisella tularensis birgok hiicre tipinde ¢ogalabilen nadir bakterilerden biridir (Oyston,
2008; Lopes de Carvalho vd., 2009; Foley ve Nieto, 2010; Cowley ve Elkins, 2011; Bosio,
2011). Bakterinin enfeksiyon olusturmada primer tercih ettigi hiicreler arasinda makrofajlar
veya dendritik hiicreler gibi antijen sunan hiicreler (APC) gelmektedir (Bosio, 2011).
Bakterinin virulensi direkt olarak etkenin enfekte hiicre sitosolii igerisinde cogalabilme
kapasitesi ile ilgilidir (Henry vd., 2007). F. tularensis, immuniteyi maniiple etmede
kullanabilecegi ¢esitli mekanizmalara sahiptir. Bakteri konaga giris noktasinda gizlenebilmek
amaciyla {li¢ sekilde kendisini gizleyebilmektedir: a) Yangisal reaksiyonlar tetikleyen konak
hiicre reseptorleriyle karsi karsiya kalmamak icin hiicre yiizey yapilarim1 modifiye eder, b)
Konak hiicrelerine invazyon asamasinda alarm veren reseptdrlere baglanmayi kolaylastiran
ko-reseptorlerden yoksun hiicreleri hedef alir, ¢) Proinflammator sitokinlerin iiretimini

baslatmada basarisiz olan reseptorlerden faydalanir (Henry vd., 2007).
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2.4.1 Dogal Bagisiklik

Francisella tularensis’in makrofajlara girisi Francisella tiirlerinin dogasinda olan 6zel bir
mekanizmayla ger¢eklesmektedir (Foley ve Nieto, 2010). Bakteri, makrofajlar1 genis
asimetrik pseudopod diigiimleri liretmesi amaciyla indiikler (Oyston, 2008; Cremer vd., 2011).
Bakteri yiizey polisakkaritlerini igeren komplement faktér C3 ve konak hiicre reseptorlerine
(CR3) baghi olan serum opsonizasyonuyla F. tularensis’in viicuda alinmasi daha da
kolaylagmaktadir (Oyston, 2008; Chong ve Celli, 2010). F. tularensis serum tarafindan
opsonize edildiginde iC3b’yi kendine baglar ve CR3 reseptorleri vasitasiyla konak hiicrelerine

girme yetenegini kazanir (Bosio, 2011).

Francisella tularensis subsp. tularensis’in lipopolisakkaritleri (LPS) kismen yangisal olup
proinflammator sitokinlerin {iretiminin azalmasini stimule eden son derece zayif bir toll-like
reseptor (TLR) 4 agonisti gibi gorev yapmaktadir (Bosio, 2011; Jones vd., 2011). F. tularensis
ayrica iki farkli TLR agonistine sahiptir: Tul4 ve FTT1103 lipoproteinleri (Bosio, 2011).
Bunlar, TLR2 ile etkilesime girerek bakteri varliinda fagositoz amaciyla konak hiicrelerini
alarma gegirirler (Oyston, 2008; Bosio, 2011; Cowley ve Elkins, 2011). TLR2/ myeloid
differentiation primary response gene 88 (MyD88) sinyal yolu proinflammator sitokinlerin
tiretimi igin gerekli olup Francisella enfeksiyonlarina karsi konak direnci igin kritik role

sahiptir (Foley ve Nieto, 2010; Cremer vd., 2011; Jones vd., 2011; Jones ve Weiss, 2011).

Francisella novicida, yapisal olarak farkli LPS kemotiplerini exprese etmektedir. F. novicida
fagozomlardan kagar ve inflammasome sinyal sisteminin tanidigi hiicre sitosoliinde replike
olur. Inflammasome uyarimi “protease cysteine aspartate-specific caspase-1”i aktive eder ve
hiicre apoptozisinden sorumlu proinflammator sitokinlerin salinmasini tesvik eder (Henry vd.,

2007; Foley ve Nieto, 2010).

Francisella tularensis’in makrofajlar igerisinde hayatta kalmasi ve replike olmasi
“macrophage growth locus” (mgl) A ve B ile “Francisella Pathogenicity Island” (FPI) genleri
sayesinde olmaktadir (Foley ve Nieto, 2010). Hiicre i¢i gelisim ve virulens i¢in gerekli 19 geni
ihtiva eden FPI, putatif tip VI sekresyon sistemini kodlar. Daha az patojen olan F. novicida bir
FPI’ya sahip iken F. tularensis subsp. tularensis ve F. tularensis subsp. holarctica 2 FPI’ya
sahiptir (Oyston, 2008; Foley ve Nieto, 2010; Sjostedt, 2011).

Polimorfoniikleer hiicreler (PMN) tarafindan opsonize F. tularensis’in fagositozunu takiben,
bakteri aktif olarak NADPH oxidase yoluyla superoxide anion generation (ROS)’u inhibe

eder. Boylelikle F. tularensis fagozomdan kurtulur ve hiicre sitosoliine yerlesir.
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Polimorfoniikleer hiicrelerin katkis1 enfeksiyon bolgesindeki effektor hiicreleri kuvvetlendiren
sitokin ve semokinlerin sekresyonuyla alakalidir (Cowley ve Elkins, 2011). Bunun yaninda
matrix metaloproteaz-9 artis1 ile noétrofillerin  kuvvetlendirilmesi I6kositlerin  modiile
edilmesinde kritik rol oynar ve F. tularensis’in patogenezinde direkt rol alir (Foley ve Nieto,
2010; Cowley ve Elkins, 2011). Akciger, karaciger ve dalaktaki dogal katil hiicreler (NK),
Francisella tularensis enfeksiyonlarini takiben o6zellikle INF-a iireterek dogal bagisiklikta
kilit rol alirlar (Cowley ve Elkins, 2011).

2.4.2 Kazamlmis Bagisikhik

Francisella tularensis hiicre i¢i bir patojen oldugu igin savunma mekanizmasinda hiicresel
bagisikligin esas teskil ettigine inanilmaktadir. CD4+ ve CD8+ T hiicreleri enfeksiyonun
kontroliinde primer rol oynamaktadirlar. Bu hiicreler, F. tularensis enfeksiyonlarina karsi
immun yanitta kilit role sahip INF-*, TNF- a ve IL-2 gibi Tip Thl sitokinlerini iretirler
(Cowley ve Elkins, 2011).

Francisella tularensis enfeksiyonlarinda humoral immun yanitin daha az 6nemli olduguna
inanilsa da bazi ¢aligsmalarda hiperimmun serum tedavisi almis enfekte insanlarda iyilesmenin
daha ¢abuk olduguna dair kanitlar rapor edilmistir (Bosio, 2011). Enfeksiyon spesifik IgM,
IgA ve IgG antikorlarinin iiretimi indikator olup bakterinin konak hiicrelerini enfekte etmesini
interfere edebilirler (World, 2007; Cowley ve Elkins, 2011; Bosio, 2011). Immun yanitta B
hiicrelerinin katkisinin sus virulensine bagl oldugu diisiiniilmektedir (Sjostedt, 2011; Cowley
ve Elkins, 2011).

2.5 Tiilaremi Enfeksiyonlarinda Klinik Semptomlar
2.5.1 insanlarda Klinik Gériiniim

Insanlarda bugiine kadar F. tularensis subsp. tularensis ve F. tularensis subsp. holarctica
kaynakli tularemi enfeksiyonlar1 rapor edilmistir. Tulareminin klinik goriiniimiinde etkenin
sus bazinda virulensi, enfektif dozu, enfeksiyon sekli, bireylerin immun sistemleri gibi
etkenler 6nem arz etmektedir (Mandell vd., 2005; World, 2007; Oyston, 2008). Inkubasyon
periyodu ortalama 3-5 giin arasi olmakla birlikte 1-20 giin arasinda degisebilmektedir.
Hastaligin akut safhasinda insanlarda yiiksek ates (38-40°C), titreme, yorgunluk hissi,
generalize miyalji ve bas agris1 gibi semptomlar goriilmektedir (Mandell vd., 2005; World,
2007; Oyston, 2008). Francisella tularensis subsp. tularensis (Tip A) kaynakli tularemi
vakalarinda tedavi edilmedigi takdirde insanlarda oliimler goriilebilmektedir. F. tularensis

subsp. holarctica (Tip B) kaynakli enfeksiyonlar daha hafif seyretmekte olup oliimlere ender
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rastlanmaktadir (World, 2007). Enfeksiyon sekline bagli olarak enfeksiyon sekillenen
insanlarda tulareminin iilseroglandular, glandular, okiiloglandular, orofaringeal, pnémonik,
tifoidal ve septik formlar1 gibi klinik semptomlar goriilebilmektedir (World, 2007; Lopes de
Carvalho vd., 2009).

Hastaligin iilseroglandular ve glandular formlar1 en sik rastlanan formlar olup genellikle
artropod kaynakli veya enfekte hayvanlarla temas sonucu goriilmektedir (Mandell vd., 2005;
World, 2007; Oyston, 2008). Ulseroglandular formda inokulasyon bolgesinde agrisiz ve
yumusak bir ilser sekillenir ve yara meydana gelir (Petersen vd., 2009; Lopes de Carvalho
vd., 2009). Glandular tularemide ise primer olarak iilser sekillenmez (Mandell vd., 2005;
World, 2007; Petersen vd., 2009; Lopes de Carvalho vd., 2009). Kontamine ellerle gozlere
temas veya solunum yoluyla okiiloglandular form sekillenebilmektedir. Unilateral
konjunktivit, baz1 hastalarda iilser veya papiiller, fotofobi ve epifora gibi klinik semptomlar bu
formda en sik rastlanan semptomlardir (Mandell vd., 2005; World, 2007). Orofarenjiyal
tularemi ise kontamine su veya gidalarin agiz yoluyla alinmasi sonucu veya aerosol yolla
sekillenmektedir. Bu formda klinik olarak iilseratif ve eksudatif stomatit ve farenjit
goriilmektedir (World, 2007; Lopes de Carvalho vd., 2009). Kontamine havanin solunmasi ile
pnomonik tularemi sekillenir fakat bunun yaninda diger formlarin yaninda da pndémonik
tularemi goriilebilmektedir (Mandell vd., 2005; World, 2007; Lopes de Carvalho vd., 2009).
Hastaligin bu formunda ates, okstiriik, ploritik gogilis agrist ve gii¢ solunum goriilmektedir
(World, 2007; Lopes de Carvalho vd., 2009). Tifoidal tularemi ise hastaligin sistemik bir
formunu olusturmakta olup enfeksiyonun alinma sekliyle direkt alakali degildir (Mandell vd.,
2005; World, 2007). Tip A tularemide iilseroglandular formun bir komplikasyonu olarak
septik tularemi sekillenmekte ve Oliimler goriilebilmektedir. Hastalarda spesifik olmayan
norolojik semptomlar goriilmekte ve multiple organ yetmezligine bagli olarak septik sok
meydana gelmektedir. Tip B tularemide ise sadece menenjit ve septisemi komplikasyonlari

tarif edilmistir (World, 2007; Lopes de Carvalho vd., 2009).
2.5.2 Hayvanlarda Klinik Goriiniim

Hayvanlarda tularemi vakalar1 genellikle hayvanlarin patojene kars1 duyarlilig: ile alakalidir
(World, 2007). Yabani hayvanlarda enfeksiyonun klinik semptomlar: ile ilgili yeterli bilgi
bulunmamakla birlikte post-mortem bulgularda karaciger ve dalakta non-spesifik
splenomegali ve punktal nekrotik lezyonlar tarif edilmistir (Splettstoesser vd., 2005; World,
2007).
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Kahverengi Avrupa tavsani (Lepus europaeus) lizerinde yapilan deneysel bir calismada
Francisella tularensis subsp. holarctica susunun inokulasyonunu takiben 1 giin sonra
hayvanda ates, letarji ve anoreksi gibi klinik semptomlarin gelismeye basladig1 goriilmiistiir.
Bes tavsanin ikisinde inokulasyonu takiben 5-9. giinlerde Oliimler gozlenmistir. Patolojik
bulgularda splenomegali, diffuz dalak nekrozu ve hepatosit vakulasyonuyla birlikte fokal
karaciger nekrozlar1 gozlenmistir. Geri kalan diger ii¢ hayvan 6tenazi yoluyla uyutulmus ve
nekropside herhangi bir patolojik belirtiye rastlanmamistir (Gyuranecz vd., 2010). Fransa’da
kahverengi tavsanlarda goriilen dogal bir tularemi salgininda sekiz tavsanin hepsinde de
splenomegali, bir¢ok organda konjesyon ve hemorajik alanlar, trakeada yangi ve bronsit
bildirilmigtir (Decors vd., 2011). Macaristan’da da kahverengi tavsanlarda goriilen dogal

enfeksiyonda benzer sonuglar rapor edilmistir (Bandouchova vd., 2011).

Bir baska ¢alismada, 20 disi Yeni Zelanda beyaz tavsani (Oryctolagus cuniculus) aerosol yolla
deneysel olarak ti¢ farkli dozda Tip A tularemiye maruz birakilmistir. Tavsanlarin 7’si 6liirken
digerlerinde ates, anoreksi ve kilo kaybi gibi semptomlar goézlenmistir. Alt1 tavsanin
hematolojik bulgularinda lenfopeni, monositopeni ve trombositopeni saptanmistir. Nekropsi
bulgularinda ise yogun splenomegali goriilmiis ve dalagin ¢ok biiyiikk ¢cogunlugunun nekroze
oldugu tespit edilmistir. Bazi tavsanlarin akcigerlerinde de hemorajik alanlar tarzinda nodiiller

gorilmistiir (Reed vd., 2011).

Evcil kopek ve kedilerde tularemi vakalari bildirilmis olup bunlarin artropod kaynakli veya
enfekte hayvanlarla direkt temas, enfekte hayvanlarin yenmesi ya da aerosol yolla hayvanlara
bulagsmis olabilecegi diistintilmiistiir (Woods vd., 1998; Meinkoth vd., 2004; Feldman, 2003;
World, 2007). Enfekte kedilerde ates, letarji, yorgunluk, kusma, anoreksi, dehidrasyon,
bolgesel veya generalize lenfadenopati, splenomegali, dil veya orofarenjiyal iilserasyon ve
sarilik gibi klinik belirtiler gozlenmistir (Baldwin vd., 1991; Woods vd., 1998; World, 2007).
Patolojik bulgularda ise lenf nodiillerinde, dalakta, karacigerde ve akcigerlerde multiple
nekrotik odaklar saptanmistir. Ayn1 zamanda hayvanlarda nétrofillerin dejenerasyonuna bagl
olarak siklikla panldkopeni ve hiperbilirubinemi gozlenmistir (Baldwin vd., 1991; Gustafson
ve DeBows, 1996; Meinkoth vd., 2004). Kopekler enfeksiyon karsi kedilere gére daha direncli
olup klinik semptomlar ender goriilmektedir(Meinkoth vd., 2004; Gustafson ve DeBows,
1996). Buna karsin kopekler enfeksiyonun nakledilmesinde tasiyict hayvan rolii listlenmekte
ve etkeni kontamine toprak veya Olii hayvanlarla temas sonucu diger hayvanlara veya
insanlara bulagtirabilmektedir. Cogu vakada enfekte kopeklerin spontan olarak iyilestikleri

goriilmiistiir (Feldman, 2003; Meinkoth vd., 2004, Siret vd., 2006).
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2.6 Laboratuar Teshisleri
2.6.1 Francisella tularensis’in Mikrobiyolojik Identifikasyonu

Temel biyokimyasal testler izolatlarin muhtemel tespitlerinde kullanilabilmekte olup bu
testlerin immiinolojik ve molekiiler metotlarla da teyit edilmesi gerekmektedir. Glikozu veya
gliserolli fermente edebilme duyarliligindaki bazi biyokimyasal testler etkenlerin teshisinde
kullanilmaktadir (Splettstoesser vd., 2005). Glikozu fermente etme yetenegindeki ticari
Microlog MicrostationTMSystem (Biolog Inc., Hayward, CA) testi F. tularensis subsp.
tularensis ve F. tularensis subsp. holarctica tiirlerinin birbirlerinden rahatlikla ayrilmasini
saglamaktadir (Petersen vd., 2004; Splettstoesser vd., 2005). Ayrica hiicre duvari yag asitlerini
analiz edebilen ticari Microbial Identification System (MIS) ve Library Generation System
(LGS) (MIDI, Inc,Newark, NJ) sistemleri ile Francisella tiirlerinin soy bazinda ayrimlar
mimkiindiir (Bernard vd., 1994; Splettstoesser vd., 2005). Klinik Orneklerden veya
kiiltiirlerden immunoblot analizi ve immunofloresans mikroskobi gibi immun tabanl

teknikler de identifikasyonda kullanilabilmektedir (Splettstoesser vd., 2005).
2.6.2 Serolojik Yontemler

Francisella tularensis’e karsi antikor gelisimi, enfeksiyonu takiben 10-20. giinlerde
saptanabilir diizeye ulagsmaktadir (World, 2007). Nekahat donemi veya akut donem arasindaki
dort katlik titre artist veya 1:160°lik titre teshiste dikkate alinmaktadir (Ellis vd., 2002;
Téarnvik ve Berglund, 2003; Mandell vd., 2005; Splettstoesser vd., 2005). Titreler 320-1280
arasinda pik yapar ve daha sonra yavasca diismeye baslar (Tarnvik ve Berglund, 2003).
Enfeksiyonun serolojik teshisinde tam kan agliitinasyon testi (Widal’s reaction), tiip
aglunitasyon testi, mikroaglunitasyon assay, hemaglunitasyon, ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay) ve immunoblot gibi testler kullanilmaktadir (Mandell vd., 2005; Lopes
de Carvalho vd., 2009). ELISA testi farkli antikor smiflarin1 (IgM, IgG ve IgA) ayr1 ayri
saptayabilmesi gibi avantajlar1 sayesinde diger aglunitasyon testlerine oranla daha duyarl: bir
testtir (Splettstoesser vd., 2005). ELISA testi ve takibinde konfirmasyon amagli immunoblot
testlerinin birlikte kullanilmasi tulareminin teshisinde tavsiye edilen iki basamakli teshis
metodudur (Splettstoesser vd., 2005). Ayn1 metot hayvanlarda enfeksiyonun teshisi amaciyla
da kullanilabilmektedir. Asir1 duyarl tiirlerde serolojik yontemler sinirli kalmaktadir. Bununla
beraber, endemik bolgelerde F. tularensis antikorlari tilki ve ¢akal gibi vahsi hayvanlarda
siklikla tespit edilmektedir (Ellis vd., 2002; Bandouchova vd., 2011).
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2.6.3 Molekiiler Yontemler

Francisella izolatlarinin teshisinde, kiiltiiriin miimkiin olmadigi durumlarda veya negatif
oldugu durumlarda molekiiler metotlar ¢ok degerli teshis yontemleri olmaktadir (World, 2007;
Mandell vd., 2005; Lopes de Carvalho vd., 2009). Son yillarda PCR tabanli metotlar yiiksek
sensitivite ve spesifiteleri dolayisiyla Francisella izolatlarimin  klasifikasyon ve
identifikasyonlarinda siklikla kullanilmaktadir (Splettstoesser vd., 2005; Ahlinder vd., 2012).
Bunun yaninda, Francisella alt tiirlerine yakin non-patojenik tiirlere bagl yanlis pozitiflikler
Francisella tiir veya alt tiirlerinin identifikasyonlarinda zorluklar olusturabilmektedir

(Ahlinder vd., 2012).

Konvansiyonel PCR’da F. tularensis’in ylizey membran lipoproteinlerini kodlayan tul4 ve
fopA genleri hedef alinmaktadir. Her iki gen bolgesiyle yapilan PCR analizleri de kan, doku
veya aerosol Orneklerde etkenin teshisinde yliksek sensitivite ve spesifite gostermektedir
(Splettstoesser vd., 2005; World, 2007 Oyston, 2008). PCR {iriinlerinin spesifitesi sekanslama
ile ya da reverse line blotting (RLB) veya restriction fragment-lenght polymorphism (RFLP)
testleriyle konfirme edilmektedir (Splettstoesser vd., 2005). Son yillarda 6zellikle ISFtu2, 23
kDA, tul4 ve fopA gen bolgelerini hedef alan ve spesifite ile sensitivitesi diger PCR tabanli
testlere gore daha yiiksek olan TagManTM (Applied Biosystems) Real Time PCR teknigi
gelistirilmistir (Splettstoesser vd., 2005; World, 2007).

Francisella tiirlerinin teshisinde pulse-field gel electrophoresis (PFGE), amplified fragment-
length polymorphism (AFLP), ribotyping, 16S rDNA gen sekansi, canonic insertion deletions
ve paired-end sequence mapping gibi ileri teknolojik yontemler de kullanilmaya baslanmigtir
(Ellis vd., 2002; Fey vd., 2007; Larsson vd., 2007; Vogler vd., 2009). Ayrica tularemi
enfeksiyonlarinin molekiiler epidemiyolojisinde ve alt tiirlerin ayriminda variable-number
tandem repeats (VNTR), multiple-locus VNTR analysis (MLVA) ve short-tandem repeats
(STR) gibi tiplendirme yontemleri de kullanilmaktadir (Johansson vd., 2004; Splettstoesser
vd., 2005; Larsson vd., 2007).

2.7 Tedavi

Tularemi enfeksiyonlar1 genellikle antibiyotik tedavisine yanit vermektedir. Gegmisten beri
insanlarin tedavisinde aminoglikozit bilesikleri kullanilmaktadir. Bu bilesikler klinik olarak
efektif olmalarinin yaninda ototoksisite ve nefrotoksisiteye sebep olmalarindan dolay1
giiniimiizde ¢ok nadir kullanilmaktadir. Buna karsin pndmonik tulareminin tedavisinde

gentamisin kullanilmakta ve aminoglikozitler genellikle c¢ok ciddi vakalarda tercih
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edilmektedir. Kloramfenikol oldukga efektiftir ancak hematopoitik sistem {izerindeki yan
etkileri sebeiyle nadiren ilk tercih olarak kullanilmaktadir. Tetrasiklinler tedavi edilen
bireylerde olumsuz sonuglar dogurdugundan geri ¢ekilmis ve kullanilmamaya baslanmustir.
Siprofloksasin gibi florokinonlar 6zellikle komplikasyon goriillmeyen tularemi vakalarinin
tedavisinde oldukca etkili olmakta ve siklikla tercih edilmektedir. Ayrica siprofloksasinin
cocuklarda ve hamile bayanlarda tularemi enfeksiyonlarnin tedavisinde etkili ve uygun
oldugu kanitlanmistir (World, 2007; Oyston, 2008). Evcil kopeklerde terapotik opsiyon olarak
gentamisin, enrofloksasin, doksisilin ve kloromfenikol gibi bilesikler tercih edilmektedir
(Feldman, 2003; Meinkoth vd., 2004). Kedilerde ise enfeksiyonun erken donemlerinde
doksisilin veya enrofloksasin ve amoksisilin klavulanik asit tedavilerinin faydali olduguna

dair raporlar bulunmaktadir (Valentine vd ., 2004).
2.8 Asillama

Gilniimiizde F. tularensis’e karsi halen daha lisansli bir as1 bulunmamakta olup 1950°lili
yillarda Amerika Birlesik Devletleri’nde attenue Tip B susundan iiretilmis ve “Live Vaccine
Strain (LVS)” olarak bilinen bir asimin askeri personeli ve laboratuvar ¢alisanlarini asilamak
amaciyla kullanildig1 rapor edilmistir (World, 2007; Oyston, 2008; Zvi vd., 2012; Eneslétt
vd., 2012). LVS’nin pndmonik tularemiye kars1 korumada basarisiz oldugu ve yiiksek titrelere
ulastiginda insanlarda hafif tularemiye neden olarak istenmeyen yan etkilere sebep oldugu
bildirilmistir (Rockx-Brouwer vd., 2012). LVS’nin bu kisith etkisinden yola ¢ikarak son
yillarda subunit as1 liretimi amaciyla farkli immunojenik komponentlerden olusan canli veya
attenue suslardan olusan as1 formulasyonlari iizerine arastirmalara agirlik verilmistir (Oyston,
2008; Zvi vd., 2012). Bu amagla Tip A tularemi susu olan SchuS4’ten attenue suslar
gelistirilmistir. LVS ve SchuS4 suslar1 arasinda gercekte fonksiyonlari tam olarak ortaya
konmamis ve farkli protein sekanslarini kodlayan 35 gen farkliligi bulunmaktadir (Rockx-
Brouwer vd., 2012). Son yillarda yapilan bir ¢alismada, diisiik dozda spesifik mutant F.
tularensis SchuS4 susunun inokulasyonuyla parenteral ve intranasal vahsi tip SchuS4 susuna
kars1 koruma saglandigi rapor edilmistir (Eneslétt vd., 2011). Bu durum F. tularensis’e karsi
olusan bagisiklikta humoral bagisikligin yaninda memory T hiicre yanitinin kritik role sahip
oldugunu kanitlar niteliktedir. Bu 6zellik, etkin bir hiicresel yanita sebep olan antijenik
determinantlarin identifiye edilmesini amaglayan as1 c¢alismalarinda temel teskil etmektedir
(Oyston, 2008; Zvi vd., 2012; Eneslatt vd., 2012; Rockx-Brouwer vd., 2012). Tularemiye
kars1t asilamadan sonra hiicresel immunite 30 yil kaliciligini siirdiirmektedir (Eneslétt vd.,

2011; Enesldtt vd., 2012). Yapilan ¢alismalarin sonucunda periferal mononiikleer kan
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hiicreleri tarafindan INF-y, macrophage inflammatory protein (MIP)-18 ve CDI107a

(lysosome-associated membrane protein 1 ya da LAMP-1) iiretiminin tularemiye kars1 gelisen

immun yanitin karakteristik 6zelligi oldugu belirlenmistir (Enesléitt vd., 2012).

2.9 Tiirkiye’de Tularemi

Tirkiye’nin li¢ farkli bolgesinde 1936 ve 1953 yillar1 arasinda tularemi epidemileri rapor

edilmistir (Gotschlich ve Berkin,1938; Dirik, 1939; Golem, 1945; Utku, 1954). Takiben uzun

bir miiddet herhangi bir salgin bildirilmemistir. Ancak 1988-2002 yillar1 arasinda Bursa’nin

fakli yorelerinden, 1988-2005 yillar1 arasinda da Tiirkiye’ nin farkli cografyalarindan tularemi

salginlar1 rapor edilmistir (Kilicturgay vd., 1989; Gedikoglu vd., 1990; Gedikoglu, 1996;
Helvaci vd., 2000; Erbay vd., 2000; Sencan vd., 2000; Ozyiirek vd., 2001; Giircan vd., 2004;
Celebi vd., 2006; Meric vd., 2008) (Tablo 1).

Tablo 1. Tiirkiye’den bildirilmis tularemi vakalari

Vaka Bulasma . .
Yil Bolge Klinik form Mortalite Kaynak
sayisi sekli
Liileburgaz Gotschlich
1936 Kirklareli 150 Su kaynakl Orofarenjiyal 1 ve
Tekirdag Berkin,1938
Gida N o
1938 Van 6 Orofarenjiyal 0 Dirik, 1939
kaynakli
- Golem,
1945 Liileburgaz 18 Su kaynakl Orofarenjiyal 0
1945
1953 Antalya 200 Su kaynakl Orofarenjiyal 0 Utku, 1954
1988- N Kiligturgay
Bursa 205 Su kaynakli Orofarenjiyal 0
2002 vd., 1989
. Erbay vd.,
2000 Ayas, Ankara 16 Su kaynakli Orofarenjiyal 0
2000
Zonguldak .
2004- B Celebi vd.,
Bartin 61 Su kaynakl Orofarenjiyal 0
2005 2006
Kastamonu
2004- ) ; Meric vd.,
Kocaeli 145 Su kaynakl Orofarenjiyal 0
2005 2008
B Leblecioglu
2004 Samsun 43 Su kaynakli | Orofarenjiyal-glandular 0
vd., 2008
2005 Edirne 10 Su kaynakl Orofarenjiyal 0 Giircan vd.,
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2006
2004- . Sahin vd.,
Kars 56 Su kaynakli Orofarenjiyal 0
2005 2007
Golciik, . Karadenizli
2005 ) 5 Su kaynakli Orofarenjiyal 0
Kocaeli vd., 2005

Tirkiye’de tularemi olgularmmin ¢ogunun su kaynakli oldugu belirlenmistir. Tiirkiye’de
bugiine kadar artropod kaynakli tularemi olgusu bildirilmemistir. 1988-2005 yillar1 arasinda
Tirkiye’den bildirilmis tularemi vakalarinda salginlarin bakterinin yayilisiyla m1 alakali
oldugu ya da eski tularemik odaklarda enfeksiyon agisindan tekrar bir alevlenme mi oldugu
tam olarak netlige kavusturulamamistir. 2005 yilindan sonra Tiirkiye’de yaklasik 5000’in
tizerinde vaka bildirilmistir. Arastiricilarin ¢oguna gore Tiirkiye’deki tularemi salginlarinin
baslica kaynagmin su kaynaklart oldugu ve enfeksiyonun ozellikle ciftcilerde, ev
hanimlarinda, cocuklarda, avcilarda ve orman iscilerinde goriildiigli rapor edilmistir
(Dedeloglu vd., 2007; Ozdemir vd., 2007; Barut ve Cetin, 2009; Willke vd., 2009; Akalin vd.,
2009; Sencan vd., 2009; Meric vd., 2010; Uyar vd., 2011; Yazgi vd., 2011; Tatman Otkun
vd., 2011; Cagh vd., 2011; Ulu Kili¢ vd., 2011, 2013; Dikici vd., 2012; Bayhan-Tas vd.,
2012; Mengeloglu vd., 2014; Kizil vd., 2014; Tuncer vd., 2014; Bozkurt vd., 2014; Balc1 vd.,
2014).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Cahisma Materyali ve Genomik DNA Havuzlarinin Olusturulmasi

Bu calismanin materyalini TUBITAK 1070533 kodlu ve “Dirofilaria immitis’in Vektor
Sivrisineklerde Molekiiler Biyolojik Tanisi ve Kayseri Yoresinde Vektor Sivrisineklerin
Ekolojisi” baslikli arastirma projesi kapsaminda Kayseri’nin ¢esitli bolgelerinden toplanip tiir
teshisleri yapilmis ve tiir ile arastirma bolgesine gore kategorize edilerek genomik DNA
havuzlar1 olusturulmus (1-17 6rnek/havuz) ergin disi sivrisinek (Culicidae: Diptera) 6rnekleri
(Tablo 2-3) ile Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenen EUBAP VA-05-05 kodlu ve “Sigirlarda Gériilen Theileria ve Babesia
Tiirlerinin Vektor Kenelerde Molekiiler Biyolojik Teshisi” baslikli arastirma projesi
kapsaminda Kayseri yoresindeki sigir ve barinaklardan toplanmis ve tiir teshisleri yapilarak
genomik DNA havuzlari olusturulmus [Calismada mevcut kene havuzlart ayni tiire ait ergin
disi ve erkek kenelerden olusturulmustur. Ornek sayis1 10’un iizerinde olan havuzlar
boliinerek DNA ekstrakte edilmis ve elde edilen genomik DNA ekstraktlar1 ayni1 havuzda
birlestirilmistir.] ergin Ixodid kene tiirleri (Tablo 4) olusturmustur. Caligmada ayrica arastirma
periyodu boyunca Kayseri yoresinde enfeste insanlardan laboratuvarimiza teshis amagl
getirilmis ixodid kene oOrnekleri de analiz edilmistir. Bu kene Orneklerinin morfolojik
identifikasyonlar1 steromikroskop altinda ilgili teshis anahtarina (Estrada-Pena vd., 2004) gore
yapilmis ve molekiiler analizlere kadar %70 etil alkol igerisinde muhafaza edilmistir.
Molekiiler analizler 6ncesi insanlardan elde edilen toplam 362 ergin ixodid kene 6rnegi de
tire gore kategorize edilmis ve toplam 42 genomik DNA havuzu (3-10 6rnek/havuz)

olusturulmustur.
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Tablo 2. 2008 yil1 sivrisinek sezonunda 6rnekleme merkezlerine gore toplanan sivrisinek tiirleri ve olugturulan genomik DNA havuz sayilari

Sivrisinek Tiirii DNA Havuz Sayisi
Nokta Koordinat ﬁzgrtez oldugu [ Ae vexans Cx. pipiens Cx. theileri Cx. hortensis
Say1 % Say1 % Say1 % Say1 % Bas/Toraks Abdomen

NKT-1 38734.002°N Incesu 41 474 21 2,43 33 3,82 19 2,20 7 7
35°11.197°E

NKT-2 38753.041°N Kizik 60 6,94 15 1,73 - - - - 2 2
35°35.455°E

NKT-3 38713.891°N Yesilhisar - - 15 1,73 - - 2 0,23 2 2
35°11.968°E

NKT-4 38712.912°N Yesilhisar - - 15 1,73 - - - - 1 1
35°17.798°E

NKT-5 38753.023°’N Kizik 9 1,04 3 0,35 - - - - 2 2
35%35.465’E

NKT-6 38753.043°’N Kizik 15 1,73 7 0,81 - - - - 2 2
35%35.120’E

NKT-7 38°53.156°'N Kizik - - 7 0,81 - - - - 1 1
35°35.282°E

NKT-8 38°53.859°'N Kizik - - 7 0,81 - - - - 1 1
35°37.062°E

NKT-9 38753.034'N Kizik 40 4,62 - - - - - - 3 3
35%35.352°E

NKT-10 38%49.726°N Kizik 10 1,16 29 3,35 - - - - 3 3
35%34.014°E

NKT-11 38°52.253°N Gomeg 8 0,92 5 0,58 - - - - 2 2
35%39.587°E

NKT-12 38749.727°N Akgatepe 11 1,27 13 1,50 - - - - 2 2
35%34.002°E

NKT-13 38753.042°N Kizik 7 0,81 3 0,35 - - - - 2 2
3535.217°E

NKT-14 38751.924°N Yemliha 4 0,46 18 2,08 - - - - 2 2
35%15.944°E
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NKT-15 38%45.257°N Bogazkdprii - - 247 28,55 - - - - 19 19
35°18.565°E

NKT-16 38%44.252°'N Saraycik - - 33 3,82 - - - - 2 2
35°17.507°E

NKT-17 38%40.521°'N Dokuzpinar 11 1,27 117 13,53 - - - - 8 8
35°18.246°E

NKT-18 38922.079°N Develi - - 24 2,77 - - - - 2 2
35%20.305°E

NKT-19 38%20.938°'N Sindelhdyiik - - 16 1,85 - - - - 1 1
35922.124°E

TOPLAM 216 24,97 595 68,77 33 3,81 21 2,43 66 66
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Tablo 3. 2009 yil1 sivrisinek sezonunda 6rnekleme merkezlerine gore toplanan sivrisinek tiirleri ve olusturulan genomik DNA havuz sayilari

Sivrisinek Tiirii DNA Havuz Sayisi
Nokta Koordinat Bagh  oldugu Ae. vexans Cx. pipiens Cx. theileri Cx. hortensis Cu. annulata An. maculipennis
merkez Bas/Toraks Abdomen
Say1 % Say1 % Say1 % Say1 % Say1 % Say1 %
NKT-1 38°52.459'N - 3 0,06 ) ) R R R ) R ) 2 2
35045 166'E Biinyan 7 0,13
NKT-2 ggoigg;‘gg Sultan Sazlig 60 112 - - i i N N N . N . 6 6
NKT-3 38°49.649'N 5 009 R ] _ _ _ ] R R 2 2
35034 127E Akcatepe 2 0,04
NKT-4 38°47.897'N . 16 0,30 ] ] _ _ _ ] R R 3 3
3593222 1'E Bugdayl 1 0,02
NKT-5 ggég;ggg Akgatepe 204 3,82 76 1,42 - - - - - - - - 27 27
NKT-6 38°53.023'N 24 0,45 3 0,06 - - 1 0,02 - - 12 12
35935 157'E Kizik 98 1,84
NKT-7 38°51.543'N 29 041 i R . . . . R R 3 3
35°31.925'E Akin 8 0.15
NKT-8 oS Giinesli 22 0,41 8l | 152 - - - - - - - - 10 10
NKT-9 EOoRtN Agimas 7 0,13 - - - - - - - - - - 1 1
NKT-10- | 38021 392N Biinyan 64 | 120 4 | oor | 18 | 034 - - - . 4 0,07 10 10
NKT-11 38°46.265'N
35926 824'E Karpuzatan - - 20 0,37 - - - - - - - - 2 2
NKT-12 38°46.698'N <
3523 407E Oymaagag - - 23 | o043 - - - - - . - i ) )
5 0 >
NKT-A3 | 3830 Yesilyurt 42 079 | s | 101 - - - - 2 0,04 - - 10 10
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NKT-14 | 38°49.235'N
35737394 Yesilyurt 69 129 | 150 | 281 - - 15 | 028 9 047 2 0,04 25 25
NKT-15 | 38°46.361'N Cureal ] ] ] ] i i i ] 9 9
35°33.648'E galan 90 1,69 i )
NKT-16 38°52.902N
35935 091'E Kizik 229 4,29 152 2.85 - - - - - - 19 0,36 39 39
NKT-17 38°53.023N
35°35.150' Kizik 237 444 | 160 | 3,00 - - - - - - 21 0,39 41 a1
NKT-18 38°41.308'N
35°19 946'E Dokuzpiar 28 0,52 19 0,36 - - - - 1 0,02 11 0,21 6 6
NKT-19 38°45.274N T
35°18.781'E Bogazkoprii 6 0,11 56 1,05 - - - - 3 0,06 - - 7 7
NKT-20 38°53.012N Kizik 462 8,65 218 408 53 0,99 - - 11 0,21 2 0,04 74 74
35°35.456'E *
54
. 38°52.872'N Kizik 335 6,28 38 0,71 - - 8 0,15 1 0,02 54
NKT-21 32035 4RSE 159 2,98
NKT-22 38°23.639'N Tomarza 3 0,06 10 019 - - - - 10 0,19 - - 3 3
35°55.092'E *
NKT-23 38°53.006'N Kizik 310 5,81 21 0,39 - - 4 0,07 - - 50 50
35°35.161'E 165 3,09
NKT-24 38°52.004'N Salur 217 4,07 115 215 15 0,28 - - 3 0,06 - - 34 34
35°36.538'E :
NKT-25 38°52.740N Barsama 162 3,03 - - - - 23 0,43 - - 29 29
35°41.762'E 115 215
NKT-26 38°53.023N Kizik 164 3,07 167 313 12 0,22 - - 5 0,09 2 0,04 35 35
35°35.145'E :
NKT-27 38°15.533'N Develi 295 5,53 65 199 - - - - 20 0,37 - - 37 37
35°37.317E :
TOPLAM 2986 | 5594 | 2015 | 37,75 | 160 2,99 15 0,28 100 1,87 62 1,16 533 533
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Tablo 4. Kayseri’de sigir ve barinaklardan toplanan ergin kenelerden olusturulmus genomik DNA havuzlarinda

kene tiirlerinin dagilim1

Havuzlar Alindig1 Yer Kene Tiirii Kene Sayisi
1 Dadaloglu/Tomarza Rh. (Boophilus) annulatus 26
2 Kadili/Pinarbasi H. m. marginatum 66
3 Kadili/Piarbagt Rh. (Boophilus) annulatus 66
4 Kadili/Pinarbasi Hae. parva 96
5 Kadili/Pinarbasi D. marginatus 20
6 Tekmen/Gemerek H. m. marginatum 33
7 Tekmen/Gemerek Rh. turanicus 88
8 Tekmen/Gemerek Rh. (Boophilus) annulatus 59
9 Burhan/Gemerek H. m. marginatum 35
10 Burhan/Gemerek Rh. turanicus 71
11 Burhan/Gemerek H. d. detritum 1
12 Burhan/Gemerek Rh. bursa 3
13 Burhan/Gemerek Rh. (Boophilus) annulatus 2
14 Yenigubuk/Gemerek H. m. marginatum 4
15 Y enigubuk/Gemerek Rh. (Boophilus) annulatus 78
16 Biiyiikkiinye/Develi H. m. marginatum 66
17 Biiyiikkiinye/Develi Rh. turanicus 42
18 Camrak/Yesilhisar H. a. excavatum 50
19 Camrak/Yesilhisar Rh. turanicus 15
20 Camrak/Yesilhisar H. a.anatolicum 76
21 Bakirdagi/Develi H. m. marginatum 1
22 Bakirdagi/Develi Rh. turanicus 2
23 Yaylaci/Sariz H. m. marginatum 6
24 Kurtini/Sariz H. m. marginatum 30
25 Kurtini/Sariz Rh. bursa 20
26 Kurtini/Sariz Hae. sulcata 2
27 Kurtini/Sariz Hae. parva 10
28 Palas/Sarioglan Rh. (Boophilus) annulatus 5
29 Palas/Sarioglan Rh. sanguineus 1
30 Palas/Sarioglan H. a. excavatum 3
31 Palas/Sarioglan H. m. marginatum 4
32 Palas/Sarioglan Rh. turanicus 1
33 Palas/Sarioglan Rh. bursa 5
34 Seyhsaban/Incesu H. a. anatolicum 24
35 Seyhsaban/Incesu H. d. detritum 66
36 Dokuzpinar/incesu H. a. anatolicum 5
37 Dokuzpinar/incesu H. d. detritum 2
38 Dokuzpinar/incesu Rh. (Boophilus) annulatus 31
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3.2 DNA Ekstraksiyonu ve Konsantrasyonlarin Belirlenmesi

Daha once ilgili projeler kapsaminda kene ve sivrisinek oOrneklerinden hali hazirda
olusturulmus havuzlardan elde edilmis olan genomik DNA ekstraktlart nanodrop
spektrofotometrik Ol¢limlerden sonra molekiiler analizlerde kullanilmistir. Bunun yaninda
enfeste insanlardan temin edilen 362 ergin kene orneginden olusturulmus havuzlardan ise
genomik DNA izolasyonu tam otomatik DNA/RNA ekstraksiyon cihazi (ExiPrep-16,
Bioneer) ve AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep Kiti (AP-MN-MS-GDNA-250,
Axygen Biosciences, USA) kullanilarak yapilmistir. Havuzlardan elde edilen genomik DNA
ekstraktlariin konsantrasyonlari ASP-3700 (ACT Gene) nanodrop spektrofotometrede
belirlenmistir. Real Time PCR ve standart PCR asamalarindan 6nce saptanan genomik DNA

konsantrasyonlarina gore Ornekler i¢in en uygun sulandirmalar hazirlanmistir. Elde edilen

DNA’lar kullanilana dek -20°C’de muhafaza edilmistir.
3.3 Real Time PCR Analizleri

Kene ve sivrisinek tiirlerinden elde edilen genomik DNA havuzlarinda Francisella tularensis-
spesifik lpnA geni TagMan prob bazli Real Time PCR kullanilarak arastirilmistir. IpnA
geninin amplifikasyonu amaciyla iQFt1F (5°-CGCAGGTTTAGCGAGCTGTT-3’) ve iQFtIR
(5’-GCAG CTTGCTCAGTAGTAGCTGTCT-3’) primerleri, florojenik prob olarak ise iQFt1
Prob (5'-FAM-CATCATCAGAGCCACCTAACCCTA-BHQ1-3’) kullanilmistir. Her bir
reaksiyon 50ng template DNA, 2XTagMan qPCR master miks, 20uM iQFt1F ve iQFt1R
primerleri, SuM 1QFtl Prob icerecek sekilde steril PCR grade deiyonize su ile total hacim
25ul’ye tamamlanmistir (Thelaus vd.,, 2009; Broman vd., 2011). Herbir 6rnek ikili olarak
caligilmistir.

Real Time PCR analizleri Stratagene Mx 3005P (Stratagene, Agilent Technologies, USA)
cthazinda gergeklestirilmistir. Kullanilan termal profil asagida gosterilmistir (Thelaus vd.,
2009).

. 50 °C 2dk 1 siklus
1. 95 °C 10dk 1 siklus

1lI. 95°C 15s
40 siklus

IV. 60 °C 60s
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IpnA genini hedef alan TagMan prob bazli Real Time PCR analizlerinin gegerliligi agisindan
her reaksiyonda pozitif kontrol olarak Saglik Bakanligi Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Refik
Saydam Hifzissihha Merkezinden temin edilen F. tularensis subsp. holarctica (NCTC 10857
kod nolu) izolatindan elde edilmis genomik DNA, negatif kontrol olarak ise steril deiyonize

su kullanilmustir.
3.4 16S rRNA Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

Calismada olas1 pozitif 6rneklere ait izolatlarin molekiiler genotiplendirmesi i¢in hedef gen
bolgesi olarak 16S rRNA belirlenmistir. Real Time PCR analizleri yapilan her bir 6rnek yine
ikili olarak 16S rRNA gen bolgesinin yaklasik 1150 bp bolgesini parsiyel olarak amplifiye
eden Francisella-specific Fr153F0.1 (5’-GCCCATTTGAGGGGGATACC-3’) ve Fr1281R0.1
(5’-GGACTAAGAGTACCTTTTTGAGT-3’) primerleri ile PCR analizine tabii tutulmustur.
Reaksiyon karisimi 25ul final konsantrasyonda; 2,5 pul 10XPCR buffer, 4 mM MgCl2, 0,4 uM
her bir primer, 200 mM her bir ANTP ve 1U Tag DNA polymerase ve 50ng template DNA
olarak hazirlanmigtir. Thermalcyclerda protokol initial denaturation: 94°C’de 4 dk; 40 siklus,
denaturation: 94°C’de 30s, annealing: 60°C’de 45s, extension: 72°C’de 1dk; final siklus:
60°C’de 45s ve 72°C’de 20 dk olacak sekilde programlanmistir (Broman vd., 2011). PCR
analizlerinin gegerliligi agisindan her reaksiyonda pozitif kontrol olarak Saglik Bakanligi
Tirkiye Halk Saglhigt Kurumu Refik Saydam Hifzissthha Merkezinden temin edilen
Francisella tularensis subsp. holarctica (NCTC 10857 kod nolu) izolatindan elde edilmis

genomik DNA, negatif kontrol olarak ise steril deiyonize su kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Enfeste insanlardan toplanmis ixodid kenelerin tiir identifikasyonlari

Kayseri yoresinde enfeste insanlardan laboratuvarimiza teshis amacl getirilmis ve iligili teshis
anahtarlarina gore tiir identifikasyonlar1 yapilmis olan ixodid kene tiirleri ve bunlardan
olusturulan genomik DNA havuz sayilar1 Tablo 5’de verilmistir. Tir identifikasyonlari

yapilan bazi 6rnekler Sekil 3-22’de gosterilmistir.

Tablo 5. Kayseri yoresinde enfeste insanlardan toplanmis ergin kene tiirleri ve olusturulan genomik DNA
havuzlari

Kene Tiirii Kene Sayisi OIU§tugl;lyalrsllHavuz
I. ricinus 5 1
Hae.parva 39 4
Hae.sulcata 3 1
H.m.marginatum 86 9
H.a.anatolicum 14 2
H.a.excavatum 20 2
H.d.detritum 3 1
H. dromedarii 13 2
Rh.turanicus 114 12
Rh.bursa 38 4
Rh.sanguineus 16 2
D.marginatus 11 2
TOPLAM 362 42

29



Sekil 3. Ergin disi Ixodes ricinus

Sekil 4. Ergin disi Hyalomma dromedarii
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Sekil 5. Ergin erkek Hyalomma marginatum marginatum

Sekil 6. Ergin disi Hyalomma marginatum marginatum
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Sekil 7. Ergin erkek Hyalomma anatolicum anatolicum

Sekil 8. Ergin disi Hyalomma anatolicum anatolicum
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Sekil 9. Ergin erkek Hyalomma anatolicum excavatum

Sekil 10. Ergin disi Hyalomma anatolicum excavatum

33



Sekil 11. Ergin erkek Haemaphysalis parva

Sekil 12. Ergin disi Haemaphysalis parva
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Sekil 13. Ergin erkek Haemaphysalis sulcata

Sekil 14. Ergin disi Haemaphysalis sulcata
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Sekil 15. Ergin erkek Rhipicephalus (Rhipicephalus) turanicus

Sekil 16. Ergin disi Rhipicephalus (Rhipicephalus) turanicus
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Sekil 17. Ergin erkek Rhipicephalus (Rhipicephalus) bursa

Sekil 18. Ergin disi Rhipicephalus (Rhipicephalus) bursa
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Sekil 19. Ergin erkek Rhipicephalus (Rhipicephalus) sanguineus

Sekil 20. Ergin disi Rhipicephalus (Rhipicephalus) sanguineus
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Sekil 21. Ergin erkek Dermacentor marginatus

Sekil 22. Ergin disi Dermacentor marginatus
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4.2 Real Time PCR Analiz Sonuglari

TagMan prob tabanli Real Time PCR sonuglarina gore incelemesi yapilan sigir, barmak ve
insanlardan elde edilmis toplam 1477 ergin ixodid kene ve 6203 sivrisinekten olusturulmus
genomik DNA havuzlarinin higbirinde Francisella tularensis DNA’sina rastlanmamustir.
TagMan prob tabanli Real Time PCR’da Francisella tularensis igin lpnA gen bdlgesini
amplifiye eden spesifik primer ve problarla Orneklerin analiz sonuglar1 Sekil 23-25°de

verilmistir.

Sekil 23. Sigir ve barinaklardan toplanmis kenelerden elde edilen DNA havuzlarinda Francisella tularensis

yoniinden TagMan prob bazli Real Time PCR analiz sonuglari, a: Pozitif kontrol, b: Negatif 6rnekler
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Sekil 24. Insanlardan temin edilmis kenelerden elde edilen DNA havuzlarinda Francisella tularensis yoniinden

TagMan prob bazli Real Time PCR analiz sonuglari, a: Pozitif kontrol, b: Negatif 6rnekler

Sekil 25. Sivrisineklerden elde edilen DNA havuzlarinda Francisella tularensis yoniinden TagMan prob bazli

Real Time PCR analiz sonuglari, a: Pozitif kontrol, b: Negatif 6rnekler

Sekil 23-25’de de goriildiigii lizere Real Time PCR ile analiz edilen kene ve sivrisinek
orneklerinin higbirinde Ct (dR) (Esik deger siklusu) degeri saptanamamisken, pozitif kontrol
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olarak kullanilan F. tularensis subsp. holarctica (NCTC 10857 kod nolu) izolatindan elde
edilmis genomik DNA’da Ct (dR) degerinin yaklasik 14+2,0 oldugu belirlenmistir.

4.3 16S rRNA Gen Bolgesi Analizleri

TagMan prob tabanli Real Time PCR analizleri gergeklestirilen tiim 6rneklerin ayn1 zamanda
spesifitenin  kontrolii amaciyla 16S rRNA gen bolgesi yoniinden PCR analizleri
gerceklestirilmis ve 0rneklerde pozitiflige rastlanmamistir. Buna karsin pozitif kontrol olarak
Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Refik Saydam Hifzissihha Merkezinden temin
edilen F. tularensis subsp. holarctica (NCTC 10857 kod nolu) izolatindan elde edilmis
genomik DNA ekstraktinin PCR analizlerinde agaroz jel iizerinde spesifik olarak yaklasik
1150 bp biiytikliiglinde amplikon belirlenmistir (Sekil 26).

I 2

X
g

l

Sekil 26. Baz1 orneklerin Francisella tularensis 16S rRNA gen bolgesi PCR analizleri sonucu jel elektroforezde
goriinimii, M: Marker; 1-2: Negatif kene DNA o&rnekleri, 3-4: Negatif sivrisinek DNA 06rnekleri, 5: Pozitif

kontrol
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5. TARTISMA VE SONUC

Gliniimiizde insan ve hayvanlarda potansiyel Oliimciil hastaliklara yol agabilen en virulent
birka¢ mikroorganizmden biri olan F. tularensis (Petersen ve Schriefer, 2005; Lopes de
Carvalho vd., 2009) farkli patojenitelere ve cografik dagilimlara sahip 3 alt tiire ayrilmistir (F.
tularensis subsp. tularensis, F. tularensis subsp. holarctica ve F. tularensis subsp.
mediasiatica). Francisella novicida, genom sckansinda F. tularensis ile ortalama %99,2
niikleotid identikligi gostermesi dolayisiyla giliniimiizde bilim insanlarinin  ¢ogunlugu
tarafindan F. tularensis’in dordiincii alt tiirii olarak kabul edilmektedir (Ellis vd., 2002;
Oyston, 2008; Birdsell vd., 2009; Vogler vd., 2009; Huber vd., 2010; Hansen vd., 2011,
Siddaramappa vd., 2011; Brett vd., 2012). Tip A olarak Klasifiye edilen ve en virulent alt tiir
olarak bildirilen F. tularensis subsp. tularensis agirlikli olarak Kuzey Amerika’da
goriilmektedir (Whipp vd., 2003; Petersen ve Schriefer, 2005; Oyston, 2008; Lopes de
Carvalho vd., 2009; Hansen vd., 2011). Tip B olarak siniflandirilan ve daha hafif seyirli
enfeksiyona yol agan F. tularensis subsp. holarctica Kuzey Hemisferi boyunca dagilim
gostermektedir (Whipp vd., 2003; Birdsell vd., 2009; Lopes de Carvalho vd., 2009). F.
tularensis subsp. mediasiatica, F. tularensis subsp. holarctica’yla benzer virulens
gostermekte olup cografik dagilimi Orta Asya ile sinirlidir. F. novicida ise daha az virulense

sahip olup Kuzey Amerika, Avusturalya ve Tayland’da izole edilmistir (Carvalho vd., 2014).

F. tularensis insanlara enfekte hayvanlarla dogrudan temas, kontamine su veya gidalarin
alinmasi, kan emen artropodlar (sivrisinek, kene gibi) veya enfekte toz veya aerosollerin
solunmasi yolu ile bulasir. F. tularensis, enfektivitesi yiiksek bir bakteri olup biyolojik savas
ajanlar1 iginde yer alir (Morner, 1992; Pearson, 1998; Ellis vd., 2002; Foley ve Nioto, 2010).
Francisella tularensis subsp. tularensis tarafindan olusturulan tularemi’nin naklinde, Kuzey
Amerika’da yaygin olan evcil (Sylvilagus spp.) ve yabani tavsanlar (Lepus spp.) 6nemli rol
oynarlar (Keim vd., 2007). Ancak, tavsanlarin yaygin olarak tularemi’nin rezervuari olarak
bildirilmesine karsin asil rezervuarlarin gevresel fomitler ve/veya artropod vektorlerin oldugu
ortaya ¢cikmistir. Kuzey Amerika’nin giiney, orta ve dogu bdlgelerinde tularemi’ye vektorliik
yapan ixodid kene tiirleri Amblyomma americanum ve D. variabilis olarak bildirilmistir
(Sonenshine, 1993). Keneler yasam sikluslarmin degisik evrelerinde birden fazla konak
kullanmaktadirlar. Bu durum keneleri hem rezervuar hem de vektor olarak ortaya
cikarmaktadir. Ozellikle 2 ve 3 konutlu kenelerin farkli canli gruplarindan kan emebilmeleri,

bunlarin bu canli gruplar1 arasinda ¢esitli hastalik etkenlerini tasimadaki roliinii arttirmaktadir.
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Keneler biyolojik 6zelliklerine bagli olmak iizere etkeni hem transstadial hem de transovarial
olarak nakledebilmektedir (Hopla, 1953; Sonenshine, 1993). “Type B” tularemisi etkeni
Francisella tularensis subsp. holarctica hem Kuzey Amerika hem de Avrupa’da bulunmakta
olup, Avrupa’da tularemi’ye yol acan en onemli etkenlerden biridir. Kuzey Amerika ve
Avrupa’da F. tularensis subsp. holarctica’nin en yaygin vektorii ixodid kenelerdir. Bunu
sirastyla sokucu sinekler (Tabanidae) ve sivrisinekler takip eder. Avrupa’daki en Onemli
vektor kenelerin, D. nuttalli, D. marginatus, D. reticulatus, I. ricinus ve Hae. concinna
oldugu bildirilmistir (Gurycova vd., 1995). Orta Avrupa’da en yaygin vektdr kene D.
reticulatus’tur. Bu keneden F. tularensis subsp. holarctica siklikla izole edilmistir. D.
reticulatus’ta saptanan enfeksiyon oraninin (%0.5-2.6) I. ricinus’tan (%0.1-0.2) daha yiiksek
oldugu kaydedilmisgtir. D. reticulatus Orta Avrupa’dan Kazakistan’a kadar bulunmakta olup
kuzey enlemlerinde daha az yogunlukta bulunmaktadir (Foley ve Nieto, 2010).

Giiniimiizde tularemi’nin teshisinde mikrobiyolojik identifikasyon testleri (Bernard vd., 1994;
Petersen vd., 2004; Splettstoesser vd., 2005) ve serolojik teshis yontemleri (Splettstoesser vd.,
2005; Mandell vd., 2005; Lopes de Carvalho vd., 2009) yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ancak son yillarda Francisella izolatlarinin teshisinde, kiiltiirin miimkiin olmadigi
durumlarda veya negatif oldugu durumlarda PCR tabanli metotlar yiiksek sensitivite ve
spesifiteleri dolayisiyla Francisella izolatlarinin klasifikasyon ve identifikasyonlarinda
siklikla kullanilmaya baglanmistir (Splettstoesser vd., 2005; Mandell vd., 2005; World, 2007;
Lopes de Carvalho vd., 2009; Ahlinder vd., 2012). Konvansiyonel PCR’da F. tularensis’in
ylizey membran lipoproteinlerini kodlayan tul4 ve fopA genleri hedef alinmaktadir. Her iki
gen bolgesiyle yapilan PCR analizleri de kan, doku veya aerosol 6rneklerde etkenin teshisinde
yiiksek sensitivite ve spesifite gostermektedir (Splettstoesser vd., 2005; World, 2007 Oyston,
2008). Son yillarda 6zellikle tulareminin teshisinde IpnA, ISFtu2, 23 kDA, tul4 ve fopA gen
bolgelerini hedef alan ve spesifite ile sensitivitesi diger PCR tabanli testlere gére daha yiiksek
olan TagManTM (Applied Biosystems) Real Time PCR teknigi gelistirilmistir (Splettstoesser
vd., 2005; World, 2007). Real-time PCR teknigi, hizi, sensitivite ve spesifitesi, se¢iciligi,
hedef patojen veya gen bolgesinin kantitatif olarak belirlenebilmesi ve otomasyona uygun
olmasi gibi nedenlerle son yillarda 6ne ¢ikan tekniklerin baginda gelmektedir. Ayrica soz
konusu teknik ile mutasyon analizleri ve gen ekspresyonlart da hassas bir sekilde
belirlenebilmektedir (Splettstoesser vd., 2005; World, 2007). Kayseri yoresinde yapilan

mevcut ¢alismamizda da sivrisineklerden ve kenelerden olusturulan DNA havuzlarinda F.
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tularensis’in belirlenebilmesi amaciyla Tagman prob bazli Real Time PCR analizleri

gerceklestirilmistir.

Diinyada sivsinek kaynakli tularemi ilizerine yapilan epidemiyolojik calismalarin ¢ok sinirlt
oldugu gériilmektedir. isve¢ ve Finlandiya’da primer vektdr olarak sivrisineklerin identifiye
edildigi rapor edilmistir (Petersen vd., 2009). Isve¢’in tularemi endemik Orebro kentinde 2008
yilinda Aedes communis, Ae. intrudens, Ae. punctor, Ae. cinereus, Ae. sticticus, Ae. vexans,
Culex pipiens/torrentium, Culiseta alaskaensis ve Cs. annulata tiirleri {izerinde yapilan bir
calismada, IpnA gen bdlgesine 6zgii Sybr Green tabanli Real Time PCR ile toplam 178 disi
sivrisinekten olugan 28 DNA havuzunun 8’inde ve toplam 156 erkek sivrisinekten olusan 20
DNA havuzunun 6’sinda F. tularensis pozitifligi rapor edilmistir (Lundstrom vd., 2011).
Iskandinavya’da Alaska sivrisinekleri {izerine yapilan bir diger calismada ise fopA gen
bolgesine 6zgli TagMan prob bazli Real Time PCR analizleri ile Ochlerotatus communis, O.
punctor, O. diantaeus, O. excrucians, O. canadiensis, O. intrudens, Cs. alaskaensis, Cs.
impatiens ve Ae. vexans tiirlerinden olusan toplam 2610 {izerinde sivrisinek tiiriinden
ekstrakte edilen DNA havuzlariin (her bir havuz 10 sivrisinekten olugturulmus) %30,0’unun
Francisella tularensis pozitif bulundugu bildirilmistir (Triebenbach vd., 2010). Portekiz’de
(Carvalho vd., 2012) Culex (%63,97), Ochlerotatus (%35,34), Anopheles (%0,42), Culiseta
(960,14) ve Aedes aegypti (%0,12) soylarindaki 4949 sivrisinekten olusan DNA havuzlarinin
hepsi Nested PCR analizi ile F. tularensis negatif bulunmustur. Vektor kaynakli tularemi’nin
epidemiyolojik karakteri ile ilgili daha 6nce yapilmis ¢aligsmalarin sonuglariyla uyumlu olan
bu bulgular, Portekiz’de sivrisineklerin hastaligin naklinde rol oynamadigi izlenimi
uyandirabilecek sekilde rapor edilmistir (Carvalho vd., 2012). Kayseri yoresinde yapilan
mevcut ¢aligmamizda 6rneklenen 6203 sivrisinekten (3202 Aedes vexans, 2610 Culex pipiens,
36 Cx. hortensis, 193 Cx. theileri, 100 Culiseta annulata, 62 Anopheles maculipennis)
ekstrakte edilmis olan toplam 1198 genomik DNA havuzunun Taq Man prob bazli Real Time
PCR ile yapilan analizlerinde higbir sivrisinek DNA havuzunda F. tularensis pozitifligi
saptanamamustir. Elde edilen bu sonuglarin Portekiz’de yapilan ¢aligma (Carvalho vd., 2012)

sonuglari ile uyumlu oldugu goriilmiistir.

Bazi mikroorganizmler 16S rRNA gen bdlgesi agisindan yiiksek diizeydeki benzerlik
sebebiyle Francisellaceae familyasinin muhtemel {iyeleri olarak klasifiye edilmis ve
“Francisella-like endosymbionts ya da FLEs” olarak isimlendirilmislerdir (Kugeler vd.,

2005). FLEs, F. tularensis tiirlerinden farkli bir filogenetik grupta yer almaktadir (Escudero
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vd., 2008). FLEs, tiim diinyada yayginlik gostermekte olup vertikal olarak Amblyomma,
Dermacentor, Ixodes ve Ornithodoros soylarindaki ixodid ve argasid kenelerde
bulunmaktadir (Carvalho vd., 2011; Ivanov vd., 2011; Dergousoff ve Chilton, 2012). FLEs,
Kuzey Amerika’da (Texas, Kaliforniya, Minnesota), Kanada’da (Alberta) ve Ispanya,
Portekiz, Macaristan, Sirbistan ve Bulgaristan gibi Avrupa dlilkelerinde kenelerde tespit
edilmistir (Scoles, 2004; Baldridge vd., 2009; Sréter-Lancz vd., 2009; Carvalho vd., 2011;
Ivanov vd., 2011; Dergousoff ve Chilton, 2012). Bunlarin insanlardaki patojenitesi heniiz
daha belirlenememistir. Son yillarda FLEs Avrupa’da serbest yasayan kiigiik memelilerden de
bildirilmis olup bu sonuglar FLE tiplerinin kenelerden kiigiik memeli hayvanlara muhtemel
nakli hakkinda fikir elde edilmesine olanak saglamistir (Scoles, 2004; Baldridge vd., 2009;
Sréter-Lancz vd., 2009; Carvalho vd., 2011; lvanov vd., 2011; Dergousoff ve Chilton, 2012).

Diinya’da kene kaynakli tulareminin epidemiyolojisi ve molekiiler karakterizasyonlar1 {izerine
yapilan ¢aligmalar da sinirli sayida olmakla birlikte sivrisinek kaynakli tularemi ¢alismalarina
nazaran daha fazla oldugu goriilmektedir. Almanya’nin gilineybatisinda yapilan bir ¢alismada
(Gehringer vd., 2013) 16S rRNA gen bolgesine spesifik Real Time PCR analiziyle toplam 916
I. ricinus ve 211 D. marginatus kenelerinden olusan DNA havuzlar1 incelenmis ve bu
havuzlardan I. ricinus i¢in 95 DNA havuzunun 8’inin (%8,4), D. marginatus i¢in ise bireysel
olarak secilen 35 keneden 20’sinin (%57,1) F. tularensis pozitif oldugu rapor edilmistir. S6z
konusu c¢alismada (Gehringer vd., 2013) elde edilen pozitiflerin IpnA gen bdlgesi
sekanslanmis ve sekans analizleri sonucu bu izolatlarin F. tularensis subsp. holarctica oldugu
belirlenmistir. Ayrica |. ricinus’tan elde edilen tiim pozitif izolatlarin filogenetik agacta F.
tularensis grubunda, D. marginatus’tan elde edilen izolatlarin ise FLEs grubunda yer aldiklari
bildirilmistir. Isvigre’de toplam 6071 I. ricinus kenesinden olusturulmus DNA havuzlari
tizerine yapilmis bir calismada (Wicki vd., 2000) TagMan prob bazli Real Time PCR
analizleri sonucu 607 DNA havuzunun 7’sinin (%0,12) F. tularensis pozitif oldugu
bildirilmistir. Bonnet vd. (2013)’nin Fransa’da yaptiklar1 ¢alismada, D. marginatus (n=377),
D. reticulatus (n= 74) ve I. ricinus (n=45) tiirlerindeki toplam 496 kenede Real Time PCR
analizi sonucu higbir Ornekte F. tularensis pozitifligi belirlenemezken D. reticulatus
orneklerinde %18.,9 F. philomiragia pozitifligi bildirilmistir. Italya’da Toma vd. (2014)’nin
yaptigr bir caligmada 2010-2011 yillar1 arasinda go¢men kuslardan toplanmis H. m.
marginatum (n = 38; %27,7), H. m. rufipes (n = 71; %51,8), Hyalomma spp. (n = 17; %12,4),
Amblyomma spp. (n = 5; %3,6), I. ricinus (n = 1; %0,7) ve Ixodes spp. (n = 5; %3,6)

tirlerindeki toplam 137 kenede Real Time PCR analizleri sonucu F. tularensis pozitifligi
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saptayamadiklarin1 rapor etmislerdir. Cin’de yapilan bir ¢alismada (Zhang vd., 2008) 1670
kenede nested PCR analizi ile F. tularensis yoniinden inceleme yapilmis ve I. persulatus ve D.
silvarum tiirii kenelerde pozitiflik oran1 %1,98 olarak tespit edilmistir. Tespit edilen pozitif
izolatlarin sekans analizleri sonucu F. tularensis subsp. holarctica oldugu saptanmustir.
Brezilya’da Amblyomma dubitatum, A. cajennense, D. nitens ve Rh. microplus tiiriindeki
toplam 295 kene tizerinde yapilan bir ¢alismada (Machado-Ferreira vd., 2009) PCR analizleri
sonucu A. dubitatum, D. nitens ve Rh. microplus tiirlerinden birer 6rnegin Francisella pozitif
bulundugu, pozitif izolatlarin sekans analizleri sonucu her ii¢ izolatin da filogenetik olarak
FLEs grubunda yer aldig1 belirtilmistir. Benzer sekilde Amerika Birlesik Devletleri’nin San
Diego eyaletinde yapilan bir ¢alismada (Kugeler vd., 2005) D. variabilis, D. occidentalis ve
tiirli belirlenememis keneler dahil toplam 3202 keneden olusturulmus DNA havuzlarinda (332
D. occidentalis DNA havuzu, 32 D. variabilis havuzu, 5 tiirii belirlenememis kenelerden
olusan havuz) 16S rRNA gen bolgesine gore PCR analizleri ile 2 D. occidentalis havuzu, 14
D. variabilis havuzu ve tiri belirlenememis kenelerden olusan 5 havuzda Francisella
pozitifligi belirlenmis ve sekans analizleri sonucu tiim pozitif izolatlarin FLEs oldugu rapor
edilmistir. Ivanov vd., (2011)’nin Bulgaristan’da yaptig1 ¢alismada, Rh. sanguineus (%31,4; n
148), D. marginatus, (%29,5; n 139), I. ricinus (%25,4; n 120), H. m. marginatum (%5,9; n
28), D. reticulatus (%3,6; n 17), Rh. bursa (%3,4; n 16), Rh. turanicus (%0,6; n 3) ve H.
aegyptium (%0,2; n 1) tiirlerindeki toplam 472 kenenin 16S rRNA gen bolgesinin PCR’1 ve
sekanslanmasi sonucu 16 H. m. marginatum, 1 H. aegyptium, 2 Rh. sanguineus ve 3 D.
reticulatus kenesinde FLEs tespit edildigi bildirilmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nin
Massachusetts eyaletinde yapilan calismada (Goethert ve Telford, 2009) 2004-2007 yillar
arasinda her yil en az 1500 D. variabilis kenesi PCR ile Francisella tularensis yoniinden
incelenmis ve pozitiflik oranlarinin %2,7-4,3 arasinda degistigi, ortalama pozitiflik oraninin
%3,4 oldugu belirtilmistir. Reye vd. (2010) Liiksemburg’da tularemi pozitifligi yoniinden
toplam 1394 1. ricinus kenesinde PCR ile inceleme yapmis ve incelenen kenelerin higbirinde
Francisella tularensis pozitifligi saptayamamiglardir. Benzer sekilde Sréter-Lancz vd. (2009)
Macaristan’da 245 D. reticulatus, 211 I. ricinus ve 194 Hae. concinna kenesinde 16S rRNA
tabanli PCR analizleri sonucu I. ricinus ve Hae. concinna tiirlerinde Francisella pozitifligi
saptayamazken, D. reticulatus tiirtinde %]1,2 pozitiflik bildirmisler ve bu pozitif izolatlarin
filogenetik olarak FLEs grubuna yakin oldugunu rapor etmislerdir. Yine Macaristan’da
yapilan birbaska ¢alismada (Kreizinger vd., 2013), I. ricinus, I. acuminatus, D. marginatus, D.

reticulatus, Hae. inermis, Hae. concinna, Hae. punctata tiirindeki toplam 5402 keneden
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olusturulan DNA havuzlarinda konvansiyonel PCR ve sekans analizleri sonucu 2 Hae.
concinna ve 1 D. reticulatus havuzunda F. tularensis subsp. holarctica pozitifligi
bildirilirken, 11 D. reticulatus havuzunda ise FLEs rapor edilmistir. Portekiz’de yapilan bir
¢alismada (Carvalho vd., 2011), 62 D. reticulatus, 4 I. hexagonus, 2 1. ricinus, 2 I. frontalis ve
5 D. marginatus tiiriinde olmak {izere toplam 75 kene 6rneginde PCR ve sekans analizleri
sonucu sadece D. reticulatus tiiriinde %39 oraninda F. tularensis pozitifligi belirlendigi ve
filogenetik analizlerde bu izolatlarin FLEs grubunda yer aldig bildirilmistir. Calismamizda
Kayseri yoresindeki sigir ve barmaklardan toplanmig toplam 1115 ergin ixodid keneden (267
Rhipicephalus (Boophilus) annulatus, 106 Haemaphysalis parva, 2 Hae. sulcata, 245
Hyalomma marginatum marginatum, 106 H. anatolicum anatolicum, 53 H. anatolicum
excavatum, 68 H. detritum detritum, 219 Rh. turanicus, 28 Rh. bursa, 1 Rh. Sanguineus, 20
Dermacentor marginatus) eckstrakte edilmis 38 genomik DNA havuzunda ve enfeste
insanlardan toplanmis toplam 362 ergin ixodid keneden (39 Hae. parva, 3 Hae. sulcata, 86 H.
m. marginatum, 14 H. a. anatolicum, 20 H. a. excavatum, 3 H. d. detritum, 13 H. dromedarii,
114 Rh. turanicus, 38 Rh. bursa, 16 Rh. sanguineus, 11 D. marginatus, 5 Ixodes ricinus)
olusturulan 42 genomik DNA havuzunda F. tularensis varligi Tagman prob bazli Real Time
PCR ve 16S rRNA gen bolgesinin PCR analizleri ile incelenmis ve orneklerin higbirinde
pozitiflik saptanmamustir. Elde edilen bu sonuglarin, diinyada kene kaynakli tularemi iizerine
yapilan galisma sonuglartyla kiyaslandiginda Fransa (Bonnet vd., 2013), Italya (Toma vd.,
2014) ve Liikksemburg’da (Reye vd., 2010) yapilan ¢aligmalarla uyumlu oldugu goriilmiistiir.
Diinyada kene kaynakli tularemi c¢alismalarinda elde edilen sonuclara genel olarak
bakildiginda F. tularensis’in tiim ixodid kene tiirlerinde goriilebildigi, bununla birlikte
genellikle Ixodes ve Dermacentor soyundaki kenelerde daha sik goriildiigii ve ozellikle
Dermacentor soyundaki kenelerden elde edilen izolatlarin biiyiikk cogunlugunun F.

tularensis’ten ziyade daha ¢ok FLEs grubunda yer aldiklar1 goriilmektedir.

Tiirkiye’de 1936 ve 1953 yillart arasinda tularemi epidemileri rapor edilmis olup (Gotschlich
ve Berkin,1938; Dirik, 1939; Golem, 1945; Utku, 1954) bu siireyi takiben uzun bir miiddet
herhangi bir salgin bildirilmemistir. 1988-2002 yillar1 arasinda Bursa’nin farkli yorelerinden,
1988-2005 yillar1 arasinda da Tiirkiye’nin farkli cografyalarindan tularemi salginlari rapor
edilmistir (Kiligturgay vd., 1989; Gedikoglu vd., 1990; Gedikoglu, 1996; Helvaci vd., 2000;
Erbay vd., 2000; Sencan vd., 2000; Ozyiirek vd., 2001; Giircan vd., 2004; Celebi vd., 2006;
Meric vd., 2008). 1988-2005 yillar1 arasinda Tirkiye’den bildirilmis tularemi vakalarinda

salginlarin bakterinin yayilisiyla m1 alakali oldugu ya da eski tularemik odaklarda enfeksiyon
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acgisindan tekrar bir alevlenme mi oldugu tam olarak netlige kavusturulamamistir. 2005
yilindan sonra Tirkiye’de yaklasik 5000’in iizerinde vaka bildirilmistir.  Arastiricilarin
coguna gore Tiirkiye’deki tularemi salginlarinin baslica kaynagmin su kaynaklar1 oldugu ve
enfeksiyonun ozellikle ¢iftgilerde, ev hanimlarinda, ¢cocuklarda, avcilarda ve orman isgilerinde
gorildiigii rapor edilmistir (Dedeloglu vd., 2007; Ozdemir vd., 2007; Barut ve Cetin, 2009;
Willke vd., 2009; Akalin vd., 2009; Sencan vd., 2009; Meric vd., 2010; Uyar vd., 2011; Yazgi
vd., 2011; Tatman Otkun vd., 2011; Cagh vd., 2011; Ulu Kili¢ vd., 2011, 2013; Dikici vd.,
2012; Bayhan-Tas vd., 2012; Mengeloglu vd., 2014; Kizil vd., 2014; Tuncer vd., 2014;
Bozkurt vd., 2014; Balci1 vd., 2014).

Calismamizda arastirma yoresini olusturan Kayseri’de ilk tularemi vakast 2005 yilinda Sariz
ilgesinde goriilmiistiir. Daha sonra 2006 ve 2007 yillarinda birer vaka daha rapor edilmis olup
2007-2009 yillar1 arasinda herhangi bir rapor mevcut degildir. Takiben 2010-2012 yillart
arasinda bildirilen tularemi salgininda ise toplam 110 hastada enfeksiyon rapor edilmis olup
bu hastalarin cogunun kdylerde yasadiklar bildirilmistir. Bugiine kadar Kayseri’den bildirilen
tiim vakalarin su kaynakli oldugu ve hemen hemen tiim hastalarda hastaligin orofarenjiyal ve
glandular formlarinin goriildiigii rapor edilmistir (Balc1 vd. 2014). Tiirkiye’de hemen hemen
her yil insanlarda tularemi vakalari bildirilmesine karsin F. tularensis’in bugiine kadar
vektorlerde arastirilmasina yonelik herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Hayvanlarda
Francisella tularensis varlig1 tizerine ise yabani bir rodentten elde edilmis (Celebi vd., 2012)
ve Trakya Bolgesi’nde de iki farede Real Time PCR ile pozitif saptanmis kayitlar (Unal
Yilmaz vd., 2014) bulunmaktadir. Bunun yaninda GenBank kayitlar1 incelendiginde
Ankara’nin Giidil il¢esinde dogal kaynak sularindan izole edilmis ve Francisella tularensis
subsp. holarctica olarak karakterize edilmis bir izolat (GenBank Aksesyon No: JX436321) ile
yine sudan izole edilmis ve F. tularensis subsp. holarctica biovar japonica olarak karakterize
edilip tim genomu kayda girilmis (GenBank Aksesyon No: CP007148) izolat disinda
Tiirkiye’den kayit edilmis herhangi bir veri bulunmamaktadir. Ote yandan 2011 yilinda
Yozgat’ta kene kaynakli olabilecegi varsayilan iki tularemi vakasi rapor edilmistir (Yesilyurt
vd., 2011). Ancak ayni ¢alismada (Yesilyurt vd., 2011) soz konusu kenelerde F. tularensis
pozitifligi arastinlmamistir. Tirkiye’de bugiine kadar goriilen tularemi vakalarimin c¢ogu
bakteriyolojik baki, serolojik ve molekiiler yontemlerle teshis edilmis olup, bu calismada
kullandigimiz Real Time PCR yontemiyle cesitli kaynaklardan elde edilmis izolatlar {izerine
calisma sayisinin yontem agisindan oldukg¢a sinirli oldugu goriilmiistiir (Simsek vd., 2012;

Celebi vd., 2014; Unal Yilmaz vd., 2014). Arastirma ydresi Kayseri’de insan vakalarmnin
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gorilmesine paralel olarak, sigirlardan, barinaklardan ve insanlardan toplanan vektor
kenelerde ve sivrisineklerde Real Time PCR ile F. tularensis’in tespit edilebilecegi
hipotezinden yola c¢ikilarak gerceklestirilen bu projede vektdr kaynakli tularemi tespit

edilmemistir.

Sonug olarak bu g¢aligmayla Tiirkiye’de ilk kez Kayseri yoresinde vektor sivrisinekler ve
kenelerde Francisella tularensis molekiiler olarak arastirilmistir. Arastirma sonucunda
sivrisinek ve kene orneklerinde F. tularensis pozitifligi saptanamamistir. Bu durum hastaligin
yorede olmadigr anlamina gelmemektedir. Dolayisiyla su kaynakli enfeksiyon odaklarinin
bulundugu yorelerde, toplanacak sivrisinek orneklerinde, insan ve hayvanlardan toplanacak
kene Orneklerinde daha kapsamli arastirmalarin yapilmasina ihtiya¢ vardir. Bu arastirma
model bir ¢aligma niteliginde olup Tiirkiye’nin diger yorelerinde hastaliin vektor-kaynakli
karakterine uygun molekiiler epidemiyolojik verilerin elde edilmesi amaciyla yapilacak
caligmalara katki saglayacaktir. Bununla birlikte bakterinin zoonotik karakterinden 6tiirii halk
saglig1 agisindan beseri ve veteriner hekimler, epidemiyologlar ve halk sagligi uzmanlarmin is
birliginde risk faktorlerinin degerlendirilmesi ve etkin kontrol ve miicadele stratejilerinin

gelistirilmesi gerekliligi asikardir.
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