o’

NIV
S %

ANg
)
TEeS

TURKIYE CUMHURIYETI

1949

ANKARA UNIVERSITESI

SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

TURKIYE’DE INSAN VE HAYVAN ORIiJiNLI
BACILLUS ANTHRACIS iZOLATLARININ MULTIPLE-
LOCUS VARIABLE-NUMBER TANDEM REPEAT

ANALYSIS (MLVA-31) ILE MOLEKULER

KARAKTERIZASYONU

Siileyman YALCIN

VETERINERLIK MiKROBiYOLOJiSi ANABILiM DALI

DOKTORA TEZi

DANISMAN

Prof. Dr. Baris SAREYYUPOGLU

ANKARA
2022



TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

TURKIYE’DE INSAN VE HAYVAN ORIiJiNLI
BACILLUS ANTHRACIS iZOLATLARININ MULTIPLE-
LOCUS VARIABLE-NUMBER TANDEM REPEAT
ANALYSIS (MLVA-31) ILE MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

Siileyman YALCIN

VETERINERLIK MiKROBiYOLOJiSi ANABILiM DALI

DOKTORA TEZIi

DANISMAN
Prof. Dr. Baris SAREYYUPOGLU

Prof. Dr. Selcuk KILIC

ANKARA
2022



ETiK BEYAN

Ankara Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii Mudiirliigii’ne,

Doktora tezi olarak hazirlayip sundugum “Tiirkiye’de Insan ve Hayvan Orijinli Bacillus
anthracis izolatlarmin Multiple-Locus Variable-Number Tandem-Repeat Analysis (MLVA)
ile Molekiiler Karakterizasyonu™ baslikli tez; bilimsel ahlak ve degerlere uygun olarak
tarafimdan yazilmistir. Tezimin fikir/hipotezi tiimiiyle tez danismanim ve bana aittir.
Tezde yer alan deneysel ¢alisma/arastirma tarafimdan yapilmis olup, tiim climleler,

yorumlar bana aittir.

Yukarida belirtilen hususlarin dogrulugunu beyan ederim.

Ogrencinin Ad1 Soyadi: Siileyman YALCIN
Tarih:

Imza:



KABUL VE ONAY

Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda
Stileyman YALCIN tarafindan hazirlanan
“Tiirkiye’de Insan ve Hayvan Orijinli Bacillus anthracis Izolatlarnin Multiple-Locus
Variable-Number Tandem-Repeat Analysis (MLVA) ile Molekiiler Karakterizasyonu™ adli
tez calismasi
asagidaki jiiri tarafindan DOKTORA TEZI olarak OY BIRLIGI/ OY
COKLUGU ile kabul/reddedilmistir.

Tez Savunma Tarihi:
Imza
Unvan1 Adi ve Soyadi
Universitesi

Jiiri Baskani

[mza [mza
Unvani Adi ve Soyadi Unvani Adi ve Soyadi
Universitesi Universitesi
Raportor Uye
Imza Imza
Unvani1 Adi1 ve Soyadi Unvani1 Adi ve Soyadi
Universitesi Universitesi
Uye Uye

Tez hakkinda alinan jiiri karari, Ankara Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii

Yonetim Kurulu tarafindan onaylanmustir.
Imza

Unvani1 Adi ve Soyadi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirti



ICINDEKILER

Etik Beyan

Kabul Ve Onay
Icindekiler

Onsoz

Simgeler Ve Kisaltmalar
Sekiller

Cizelgeler

1. GIRIS

1.1. Bacillus anthracis 'in Genel Ozellikleri
1.1.1. Tarihgesi

1.1.2. Klasifikasyonu

1.1.3. Etiyolojik Ozellikleri

1.1.3. Epidemiyolojisi

1.1.4. Patogenezi

1.1.5. Klinik Formlar1

1.2. B. anthracis’in Teshis Y ontemleri
1.2.1. Konvansiyonel Teshis

1.2.2. Molekiiler Tan1

1.2.3. Serolojik Tan1

1.2.4. Yeni Nesil Tanm1 Yontemleri
1.2.4.1. Filmarray

1.2.4.2. MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time Of

Flight Mass Spectrometry)
1.2.4.3. Biyoprob ve Biyosensorler

1.2.4.3.1. Faj Tabanli Tanimlama Sistemleri

1.2.4.3.2. Aptamerler ve Protein-DNA Tabanli Algilama Sistemleri

1.3. B. anthracis’in Tiplendirme Yontemleri

1.3.1. SNP (Single Nucleotide Polymorphism) Analizi
1.3.2. SNR (Single Nucleotide Repeat / Tek Niikleotid Tekrar1) Analizi
1.3.3. Cok Lokuslu Degisken-Say1 Tekrar Analizi (Multilocus Variable Number

Tandem Repeat Analysis / MLVA)

1.3.4. Tim Genom Dizileme

viii

~N o b b

10
11
13
16
16
17
19
20
20

21
22
22
23
24
24
25

25
26



2. GEREC VE YONTEM
2.1. Gereg

2.1.1. Mikroorganizmalar
2.1.2. Besiyerleri

2.1.3. Konvansiyonel Tan1 Materyalleri

28
28
28
31
32

2.1.4. Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QPCR) Reaktifleri ve Primerleri

33
2.1.5. MLVA Yonteminde Kullanilan Reaktifler ve Primerler 33
2.2. Yontem 35
2.2.1. Konvansiyonel Tan1 Yontemleri 35
2.2.1.1. Suslarin Canlandirmasi ve Selektif Besiyerinde Uretilmesi 36
2.2.1.2. Penisilin Duyarlilik Testi 36
2.2.1.3. Gama (Y) Faj1 Duyarlilik Testi 37
2.2.2. Suslardan DNA Ekstraksiyonu 37
2.2.3. Gergek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR) 37
2.2.4. MLVA-31 Caligmasi 38
3. BULGULAR 44
3.1. Konvansiyonel Tan1 Yontemleri ile Suslarin Dogrulanmasi 44
3.2. Gergek Zamanli PCR (qPCR) Bulgulari 47
3.3. MLVA Bulgular 51
4. TARTISMA 82
5. SONUC ve ONERILER 87
OZET 88
SUMMARY 89
KAYNAKLAR 90
EKLER 97
OZGECMIS Hata! Yer isareti tanimlanmamus.



ONSOZ

Sarbon (Anthrax), Bacillus anthracis’in etken oldugu esas olarak ot yiyen
(koyun, keci, sigir gibi) hayvanlarin hastaligi olup, insanlara genel olarak direkt
temas, nadiren enfekte etlerin yenmesi veya sporlarin solunmasi ile bulasabilen
zoonoz bir hastaliktir. Ulkemizde hayvancilik yaygin olarak yapilmaktadir ve bunun
sonucu olarak sarbon vakalar1 da hayvanlarda ve insanlarda farkli yillarda ve farkli
bolgelerde goriilmektedir. Sarbon hastaligi ile daha etkili miicadele edilebilmesi ve
insanlara bulasmasinin énlenmesi i¢in hastaligin epidemiyolojisinin etkili bir sekilde
ortaya konmasi gerekmektedir. Ulkemizde sarbon hastaligmin epidemiyolojisine
yonelik ¢alismalar smirli  oldugu goriilmektedir. Son yillarda molekiiler
yontemlerdeki hizli gelismelerle paralel olarak molekiiler epidemiyoloji ¢alismalari
da hiz kazanip gelisme gostermektedir. Ulkemizde insan ve hayvan ve insanlardan
izole edilen suslarin molekiiler genotiplendirilmesine yonelik 31 lokus ile yapilan
MLVA (Cok bolgeli farki sayilarda sirali tekrarlarin  analizi) c¢alismasi
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada; 2010-2021 yillar1 arasinda iilkemizin g¢esitli
sehirlerinde meydana gelen sarbon vakalarindan insan ve hayvan kaynakli Bacillus
anthracis suslarinin MLVA-31 yontemi ile molekiiler epidemiyolojik analizi

yapilmis ve zaman ve mekana bagli genotip dagilimi saptanmistir.

“Tiirkiye’de Insan ve Hayvan Orijinli Bacillus anthracis Izolatlarinin Multiple-
Locus Variable-Number Tandem-Repeat Analysis (MLVA-31) ile Molekiiler
Karakterizasyonu” konulu tez c¢alismamin segiminde, yiiriitilmesinde ve
sonuglandirilmasinda, Doktora egitimim boyunca fikirlerini, emegini ve destegini her
zaman ustiimde hissettiren ¢ok degerli danismanim ve hocam sayin Prof. Dr. Barig

SAREYYUPOGLU ve es danismanim Prof. Dr. Selguk KILIC” a,

Calismalarim sirasinda her zaman yanimda olan mesleki deneyimlerini ve ¢ok
degerli bilgilerini benimle paylasan is arkadasim ayni zamanda manevi ablam Dr.

Biyolog Fatma BAYRAKDAR’a,
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Giilay KORUKLUOGLU ve Dr. Mahmut AVCT’ ya,
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Arastirma Enstitiisit Midiirliigii Bakteriyolojik Teshis Laboratuvari’ndan Vet. Hekim
Selahattin SEN, Vet. Hekim Enes Gazi ATICI ve Vet. Hekim Zeynep SIK’a; T.C.
Saghik Bakanligi Halk Saghg Genel Mudirligii Mikrobiyoloji Referans
Laboratuvarlart ve Biyolojik Uriinler Dairesi Baskanligi Ulusal Yiiksek Riskli
Patojenler Referans Laboratuvari’ndan Dog. Dr. Serap SUZUK YILDIZ, Uzm. Dr.
Meral TURAN ve Bil. Uzm. Bio. Biilent ACAR’a,

Hayatim boyunca maddi manevi desteklerini benden esirgemeyen beni
yetistirip bu giinlere gelmemi saglayan ¢ok degerli babam Metin YALCIN, annem
Nebahat YALCIN, ablalarim Arzu YALCIN AYNACIOGLU ve Emel YALCIN,
enistem Volkan AYNACIOGLU ve hayatimmn nese kaynagi yegenlerim Ece Naz
AYNACIOGLU ve Ecrin Ezo AYNACIOGLU na,

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Kisiler, gruplar veya hiikiimetler tarafindan ideolojik, politik veya finansal
kazan¢ saglamak amaciyla hastalik yaratici mikroorganizma veya iiriinlerinin
(biyolojik silahlarin) hayvanlarda, bitkilerde ve insanlarda hastalik olusturmak
ve/veya Oliime neden olmak amaciyla agik veya gizli sekilde yayilmasina
biyoterdrizm denir (Kilig, 2006). Savaglarda ve/veya ayaklanmalarda halki panige
siiriklemek, kaos yaratmak icin kullanilan, mortalite ve/veya morbiditeye neden
olabilen biyolojik kokenli kitle imha silahlarina ise biyolojik savas ajanlari
denilmektedir. Biyolojik savas ajanlar1 tarih boyunca savasglarda diismana karsi
yaygin olarak kullanilmis ve bu nedenle, bu ajanlarin giivenli ve korunmali yerlerde

saklanmasi1 ve erisiminin kisitli olmasi son derece dnemlidir (Erkekoglu ve Giimiisel,

2018).

“Tek Saglik” yaklasimi, biyoterérizm tehditlerine karsi etkin hazirlik ve
miidahale saglamaktadir. Ayni zamanda ¢evrede, hayvanlarda ve insanlarda,
zoonotik hastaliklarin yonetimi i¢in etkili bir yaklasimdir. Diinyadaki bakteriyel
zoonozlari yonetimine iliskin 6rnekler hem endemik hem de endemik olmayan
bolgelerde salginlar1 basarili bir sekilde onlemek ve kontrol etmek i¢in bilgi
paylasimi, uluslararasi siirveyans ve uygun miidahale yontemleri tek saglik

yaklasimlarinin gerekli oldugunu géstermektedir (Cross ve ark., 2019).

Mikroorganizmalarin  konak¢iya bulagmasmin zahmetsiz olmasina, Seri
tiretilme yeteneklerine, iligkili morbidite ve mortalite oranlarma bagli olarak bu
biyolojik ajanlar CDC (Hastalik Kontrol Merkezi) tarafindan ti¢ kategoride (A, B ve
C) siniflandirilir (Oliveira ve ark., 2020).



Cizelge 1.1. Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) Stratejik
Planlama Grubuna gore, insanlarda hastaliklar1 indiikleyebilen potansiyel biyoterérizm ajanlarinin
(bakteri, viriis, protozoan ve toksinler) siniflandiriimasi.

Kategori Tanmim Ajan ve Hastalik
A eyiiksek oncelikli temsilciler Bacillus anthracis (sarbon)
eyayllmasi veya iletilmesi | *Clostridium botulinum (botulizm, toksin)
kolay (kisiden kisiye) *Francisella tularensis (tularemi)
« yiiksek 6liim oranlari *Yersinia pestis (veba)
* biiytik halk sagligi etkisi | *Variola major (¢igek hastaligr)
potansiyeli sFiloviriisler (Ebola, Marburg)

¢ kamuoyunda panige ve | *Arenavirisler (Lassa, Machupo)
sosyal  bozulmaya neden | <Bunyaviriisler (Kongo-Kirim, Rift Vadisi)

olmak *Flaviviriisler (Dang hummast)
 halk sagligina hazirlik icin
Ozel eylem
B *Brucella spp. (bruselloz)
« ikinci en yiiksek Oncelikli | * Clostridium perfringens (kangren ve gida
temsilciler zehirlenmesi, Epsilon toksini)
e orta derecede kolay | ¢ Salmonella spp. (salmonelloz)
yayilabilir *Escherichia coli 0157:H7 (Hemorajik
» orta morbidite oranlart ve | kolit)
diisiik mortalite oranlari « Shigella dysenteriae (dizanteri)
* CDC'nin teshis kapasitesinde | ¢ Burkholderia mallei (ruam)
ve gelismis hastalik | Burkholderia pseudomallei (melioidoz)

gozetiminde 6zel gelistirmeler | ¢ Chlamydia psittaci (psittakoz)

« Coxiella burnetii (Q atesi)

« Vibrio kolera (kolera)

Cryptosporidium parvum (kriptosporidiyoz)
« Staphylococcus aureus (gida zehirlenmesi,
Staphylococcal enterotoxin B)

* Rickettsia prowazekii (tifiis atesi)

* Alfaviriisler (ensefalit)

* Caliciviriisler (gastroenterit)

C « figiincii en yiiksek oncelikli e Coklu ilaca direngli Mycobacterium
temsilciler tuberculosis (tiiberkiiloz)

* Nipah viriisii (ensefalit)

*Hantaviriis (renal sendromlu hemorajik
ates-HFRS,  kardiyopulmoner  sendrom-
HCPS)

*Chikungunya viriisii (artrit ve dokiintii)
*SARS ile iliskili koronavirlis (solunum
sendromu)

*Yiiksek derecede patojenik suslar Influenza
Viriisii (solunum sendromu)

* Sart humma (miyalji)

« kitlesel yayilma igin
tasarlanabilecek ortaya ¢ikan
patojenleri igerir

* miisaitlik

« liretilmesi ve yayilmasi kolay
* yiiksek morbidite ve
mortalite oranlar1

* biiyiik halk saglig1 etkisi
potansiyeli

A kategorisinde yer alan sarbon, OIE (World Organisation for Animal Health,
Diinya Hayvan Saghg Orgiitii) listesinde yer alan bir hastaliktir ve Karasal Hayvan
Saglig1 Kodu’nda belirtildigi gibi OIE’ye bildirimi yapilmalidir. Ayn1 zamanda T.C.
Tarim ve Orman Bakanligi 2011/27823 sayili ihbar1 Mecburi Hayvan Hastaliklari ve

Bildirimine iliskin Ydnetmelik’e gore iilkemizde de ihbar1 zorunlu hale getirilmistir.



Sarbon bir otgul hayvan hastaligidir ve bu hastaligin ajan1 Gram pozitif,
acrobik, spor olusturan Kkapsiilli ve cubuk sekilli bir bakteri olan Bacillus
anthracis’tir. B. anthracis sporlar1 basinca, 1siya, iyonlastirict radyasyona ve
ultraviyole 1sinlarina, dezenfektanlara ve kimyasal maddelere karsi oldukca
direncglidir. Bu sebeple B. anthracis sporlari, biyolojik silah ve/veya biyoterdrizm
kullanim1 i¢in biyolojik savas ajanlari icerisinde dikkat ¢ekici bir se¢cimdir (Doganay
ve Demiraslan, 2015). Hayvanlarda goriilen sarbon vakalar1 yaz ve sonbahar
mevsimlerinde daha sik goriilme egilimindedir. Basta evcil koyun, ke¢i, sigir olmak
lizere yaban geyigi ve antilop gibi otlayan memelilerde goriiliir. insanlar, temas
yoluyla (enfekte hayvanlar ve kontamine olmus hayvan iiriinleri) veya dogrudan B.
anthracis'e maruz kalarak ikincil olarak enfekte olurlar. Sarbon hayvanlardan elde
edilir; dogrudan insandan insana bulastigina dair bir rapor bulunmamaktadir
(Simonsen ve Chatterjee, 2021). Toprak, B. anthracis igin ana rezervuardir. Diinya
capinda goriilen bu enfeksiyon, bazi bolgelerde hem hayvanlarda hem de insanlarda

hala endemik veya hiperendemiktir (Doganay ve Demiraslan, 2015).

B. anthracis’in tanimlanmasinda konvansiyonel yontemlerin  (segici
besiyerinde biiylime, hemoliz eksikligi, hareketlilik eksikligi, kapsiil boyama, gama
faj lizizi, 'inci dizisi' reaksiyonu ve penisiline duyarlilik) yani sira gelisen teknoloji
ile birlikte molekiiler yontemler (PCR ve Ger¢cek Zamanli PCR, [zotermal DNA
Amplifikasyon Yontemleri), Antijene Dayali Tanimlama Yo6ntemleri, Biyosensorler
(Niikleik Asit Problar1 ve Genosensorler, Antikor Problar1 ve Immiinosensorler,
Aptamerler ve Peptid-Niikleik Asit Kimera Problari) ve MALDI-TOF MS gibi
cihazlar rol oynamaktadir (Zasada, 2020).

B. anthracis, B. cereus grubunda bulunan evrimsel olarak geng bir patojendir.
Diinyanin dort bir yanindan toplanan izolatlar ile yapilan ¢ok sayida ¢alisma bu tiirde
molekiiler varyasyon olmadigini ve son derece yliksek bir genetik homoloji varligini
gostermektedir. Genetik materyalin yatay transferinin olmamasi, bakteri genomu
icindeki biiyiilk genom yeniden diizenlemelerinin azlig1 ve genetik varyasyonlarin
yavag bir birikim hiziba sahip olmasi bakterinin yiiksek oranda klonal dogasina

katkida bulunur. Bu cesitlilik eksikliginden dolayi, yalnizca ¢oklu lokus degisken



sayili tandem tekrar analizi (MLVA), tek niikleotid tekrar1 (SNR), genom ¢apinda tek
niikleotid polimorfizmi (SNP) analizleri gibi yiiksek ayrim giicline sahip modern
molekiiler karakterizasyon teknikleri ve hatta tiim genom dizilimi (WGS) bu yiiksek

oranda klonal tiirlerdeki suslar1 ayirt etmede etkilidir (Derzelle ve Thierry, 2013).

Bu calismada iilkemizde farkli yillarda ve farki sehirlerde meydana gelen
sarbon vakalarindan elde edilen insan ve hayvan orijinli B. anthracis suslarinin 31
adet gen bolgesi incelenerek c¢oklu lokus degisken sayili tandem tekrar analizi

(MLVAZ3L1) yapilarak molekiiler karakterizasyonu saglanmustir.

Bu calisma, iilkemizde yeni bir yontem ile sarbon haritasinin ¢ikarilmasi,
sarbon enfeksiyonlarinin insanlara bulagma yollarmin ve bulasma igin risk
faktorlerinin belirlenmesi, insan ve hayvanlar arasindaki hakim olan sus genotiplerin
tanimlanmasi ve lilkemizdeki suslarin filocografik iliskisinin anlasilabilmesi i¢in tip
ve veteriner hekimligi alanlarinda g¢alisan arastirmacilarin ortaklasa yiiriitecekleri

molekiiler epidemiyoloji ¢alismalarina katki saglayacaktir.

1.1. Bacillus anthracis’in Genel Ozellikleri

1.1.1. Tarihcesi

Sarbon, insanlik tarihi ile uzun bir iliskiye sahiptir ve M.O. 1190-1491
yillarinda Avrupa’da ve M.O. 3000 yillarinda Cin’de bilinmektedir. Sarbon,
Romalilarin, Hindularin ve Yunanlilarin erken literatiiriinde tanimlanmistir. Sarbon
adi, komiir karasi, deri lezyonlarinin kutanéz sarbon formunda olugmasi nedeniyle,

komiir anlamina gelen Yunanca "anthrakis" kelimesinden tiiretilmistir (Goel, 2015).

Sarbon tarihi antik ¢aga kadar uzanir ve literatiirde bu hastaligin izi Yaratilis
kitabindan Incil’e kadar takip edilebilmektedir. Yaratilis kitabinda (M.O. 1491), ...
ve tim Misir topraklart iizerinde ince toz haline gelecek ve iireyecek. Cibanlar

Misir’in her yerinde insanlarda ve hayvanlarda iilserlere neden olacak™ seklinde



yazilar bulunmaktadir ve eski Misir salgimi olan Misir’in besinci vebast (fifth
plague); sigir, koyun, kegi, deve, at ve esek de dahil olmak iizere hayvanlarin
Oliimiine sebep olan hastalik sarbondur. Sair Virgilio, Las Georgicas’in III.
kantosunda, dogu Alpleri etkileyen bir salgindan bahseder ve hayvanlardaki
semptomlart soyle anlatir: “Gozleri iltihaplanir ve nefeslerini gogiislerinin
derinliklerinden ¢ekerler, bazen bir inilti ile siddetlenirler ve uzun siireli hickiriklarla
bogiirlerin derinliklerini genisletirler; siyahimsi bir kan burun deliklerinden ve dilden

kagar, ttkanmis ¢enelerine baski yapar" (Espinosa ve ark., 2018).

17. ylizyillda Avrupa’da insan ve hayvan oOliimleriyle seyreden pandemiler
bildirilmistir. Barthalemy, 1823 yilinda hastali§in bulasicilik 6zelligini gostermistir.
Delofond, 1838 yilinda organizmanin mikroskobik 6zelliklerini, Pollender ise 1849
yilinda enfekte hayvanda organizmay: ilk defa tanimlamistir. Koch, 1876 yilinda
bakteri hastalik iligkisini kurarak Koch postulatini ortaya koymustur. Greenfield,
1880 yilinda atteniie hayvan spor agisini gelistirmis ve Pasteur de 1881 yilinda
atteniie spor asisini elde ederek, koyunlarda sahada ilk as1 uygulamasini yapmustir.
1929 yilinda Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim dali ilk
hocalarindan Ord. Prof. Dr. Siireyya Tahsin Aygiin yaptigi basarili ¢alismalar
neticesinde “Tiirk Universal Antrax Asisini” bulmustur. Ulkemizde bu as1 20 yil
kadar kullanilmistir (Osmanagaoglu, 2010). ingiliz Veteriner Mikrobiyolog Sterne
1939 yilinda avirulan canli spor asisini gelistirmistir. Bu as1 hayvanlarda hala

kullanilan asidir (Doganay ve Altintas, 2009).

1979-1980 wyillar1 arasinda, diinyanin simdiye kadar kaydedilen en biiyiik
sarbon salgini, Zimbabve’de i¢ savas sirasinda meydana gelmistir. iki yillik bir siire
icerisinde, 182’si 6liim olmak tizere 9400’den fazla kutanéz sarbon vakasi rapor
edilmigtir. Sarbon’un 1. ve 2. Diinya Savasi sirasinda biyolojik silah olarak
kullanilmak iizere gelistirildigi diistiniilmektedir. 2001 yilinda, igerisinde B.
anthracis organizmasimi bulundururan zarflar, posta yoluyla Amerika Birlesik
Devletleri’ndeki 22 farkli devlet adamina gonderilmistir ve bu olay bir biyoterdrizm
eylemi olarak kabul edilmektedir (Goel, 2015).



1.1.2. Klasifikasyonu

B. anthracis, Firmicutes filumuna, Bacillaceae familyasina, Bacillus cinsine ve
Bacillus cereus grubuna aittir (Pilo ve Frey, 2018). Burada en iyi bilinen tiirler; B.
subtilis, B. anthracis, B. cereus, B. licheniformis, B. megaterium, B. pumilus, B.
sphaericus ve B. thuringiensis 'tir. Bunlarin rRNA dizilerine bakilarak ii¢ tiir gruplari
belirlenmistir; “B. subtilis grup”, “B. cereus grup” ve “B. circulans grup”. (Doganay
ve Altintas, 2009). Bacillus cereus grubunu olusturan mikroorganizmalar, Firmicutes
filumuna ait Gram pozitif diisik % GC oranma sahip bakterileridir. B. cereus
grubunda yer alan B. cereus, B. anthracis ve B. thuringiensis tek bir tiiriin

patovarlaridir (Schulz ve ark., 2019).
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Sekil 1.1. B. cereus grubunun bes ana filogenetik kolu (Schulz ve ark., 2019).

1.1.3. Etiyolojik Ozellikleri

Bacillus anthracis, hareketsiz, non-hemolitik, aerobik, Gram pozitif ve
endospor olusturan bir ¢ubuk seklinde bir bakteridir (Salgado ve ark., 2020). Bakteri,
1-1,5x3-5 pum boyutlarinda olup aerobik ortamda rutin besiyerlerinde kolayca
tireyebilmektedir (WHO, 2008). B. anthracis, koyun kanli agarda 2-5 mm ¢apinda,
hemoliz olusturmayan (yogun iiremeye bagl olarak hafif bir hemoliz goériinimii
olusabilirse de bu gercek bir B-hemoliz degildir), beyaz-gri renkli, diiz veya hafif
konveks, diizensiz kenarli, R-tipinde koloniler olusturmaktadir ve bu goriinimii

“medusa bas1” olarak adlandirilmaktadir (Kilig, 2006).



B. anthracis, hiicre duvar1 karmasik bir mimariye ve dinamik bilesime sahiptir.
Sitoplazmik membrandan itibaren kalin bir peptidoglikan (PG) tabakas, ikincil hiicre
duvar1 polisakkariti (SCWP), iki farkli proteinli parakristal diziden olusan S-
katmanlar1 ve son olarak zayif immiinojenik ve antifagositik ozellikte poli-y-d-
glutamik asit (PDGA) yapisinda kapsiil bulunur (Chateau ve ark., 2020). B. anthracis
hiicre zarf organizasyonunun elektron mikroskobu goriintiisii ve zarfinin sematik

yapisi Sekil 1.2.’de gosterilmistir.
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Sekil 1.2. B. anthracis’in hiicre duvar1. A) Elektron mikroskobu goriintiisii B) Hiicre zarfinin sematik
yapisi (Chateau ve ark., 2020).



Bakteri; oval veya yuvarlak santral veya subterminal yerlesimli, bakteri
hiicresinde sislik olusturmayan sporlar olusturur ve atmosferik diizeyde CO2’e maruz
kalmadikga sporlar olusamamaktadir (Kilig, 2006). Spor boyutu ve morfolojisi ayni
tirtin suslar1 arasinda degiskenlik gosterebilir, ancak ¢ogu sus, ekzosporium olarak
adlandirilan bir dis tabaka ile ¢evrili yaklagik 1 um ¢apinda sporlar tiretir. Sporlarin
minimal ozellikleri, farkli biiyiime ve sporlanma kosullarinda degisebilir (Schulz ve

ark., 2019). B. anthracis hiicresinin spor formu Sekil 1.3.’te gosterilmistir.

Sekil 1.3. B. anthracis’in bes saatlik sporiilasyondan (soldaki resim) ve olgun bir spordan (sagdaki
resim) sonra ince kesitli transmisyon elektron mikroskobu goriintiisii (Schulz ve ark., 2019). Not:
Soldaki resimde, FS IM: On spor i¢ zar1, Ex: yeni olusan ekzosporyum. Sagdaki resimde FS IM: 6n
spor i¢ zar1, Ex: olgun ekzosporyum, Ct: kaplama, ara bosluk, Is: ara bosluk ve korteks Cx: korteks.
Otgul hayvanlar merada otlarken ¢evreyi kirleten B. anthracis sporlarini oral
yolla alirlar. Sporlar konak¢i iginde filizlenir ve vejetatif formlar1 tim doku ve
arganlarini istila eder ve gogalir. Sonunda konakg1 Oliir, vejetatif basiller ¢iiriiyen

karkaslarda sporlanir, boylece hareketsiz sporlar tekrar ¢cevreyi kirletebilir ve boylece

B. anthracis yasam dongiisiinii tamamlar (Missiakasand ve Schneewind, 2017).



1.1.3. Epidemiyolojisi

Sarbon diinyada goriilme siklig1 giderek azalan enfeksiyon hastaliklarindan
birisidir. Toprak, B. anthracis i¢in ana rezervuardir. Hastalik en sik vahsi ve evcil
memelileri etkilemektedir. B. anthracis’in sebep oldugu sarbon hastaligi diinya
capinda goriilmektedir ve bu enfeksiyon 6zellikle Orta Dogu, Bat1 Afrika, Orta Asya,
Hindistan ve Giiney Amerika olmak iizere diinyanin birgok bdlgesinde hem
hayvanlarda hem de insanlarda hala endemik veya hiperendemik &zellik
gostermektedir (Doganay ve Demiraslan, 2015). Diinya capinda yillik vaka
tahminleri 20.000 ila 100.000 arasinda degismektedir ve ayrica Orta Asya, Haiti,
Afrika, Giiney Amerika ve Orta Dogu'da halk saglig1 icin biiyiik bir tehdit olarak
kabul edilmektedir (Janik ve ark., 2020). Sarbon, enfekte hayvanlarla, 6zellikle
ciftciler, kasaplar ve ¢obanlar gibi meslek gruplarinin dogrudan temasi veya et, sac,
yiin ve hatta kemikler dahil olmak {izere hayvansal iiriinlere temas ile de insanlara
bulasabilmektedir (Eshraghi ve ark., 2020).

Deneysel yollarla hastalik olusturmak miimkiin olmakla birlikte kanatlilar
(devekusu harig; deneysel yollarla hastalik olusturmak miimkiindiir) ve sogukkanli
hayvanlar (yilan, kertenkele vb.) sarbon hastaligina direnglidir. Hastaliga daha ¢ok
sigir, manda, koyun, ke¢i, deve ve geyiklerde rastlanmaktadir. Son yillarda, Bat1 ve
Orta Afrika’da sempanze ve gorillerde ani 6liimle sonuglanan sarbon olgulari
bildirilmistir. Bulasma solunum, sindirim ve deri yoluyla olabilmektedir. Olen
hayvanlardan si1zan kan, siv1 ya da hastalarin digkilar ile kirlenen otlaklarda otlayan
diger hayvanlar B. anthracis sporlarini sindirim kanali ile alarak hastalanmaktadirlar.
Bazen kontamine yemler de hastalik kaynagi olmaktadir. Sarbon genellikle bir mera
hastalig1 olarak sekillenir; ancak, bol yagis alan mevsimlerde sel sulari ile etken ¢cok
uzak mesafelere tasinabilmekte ve sporlar belli bir bolgede yogunlasabilmektedir
(Doganay ve Altintag, 2009). Sekil 1.4.’te Ocak 2005-Agustos 2016 Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Organizasyon raporu'dan sayisallagtirilan veriler ile

hazirlanmis {ilke bazinda sarbon salginlar1 gosterilmistir (Carlson ve ark., 2018).
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Sekil 1.4. Sarbonun ortaya ¢ikiglarma karsi kiiresel sarbon semasi (nokta), iilke bazinda sarbon
salginlari.

1.1.4. Patogenezi

B. anthracis, kapsiil ihtiva eden, penisiline ve gama (y) fajma duyarli bir
bakteridir. Basilin kapsiilii bakterinin fagosite edilmesini 6nler ve vejetatif hale gegen
basiller girdigi dokuda ¢ogalarak ekzotoksin iiretmeye baslarlar. Basilin patojenitesi
biiyiik Olglide protein yapisindaki ekzotoksinine baghdir (WHO, 2008). B.
anthracis’in viriilansi, pXO1l ve pXO2 adi verilen spesifik PCR yontemiyle
saptanabilen iki viriilans plazmidi tarafindan belirlenir. pXO1 plazmidi: 6ldiriici
faktor (LF) ve 6dem faktorii (EF) olmak tizere iki ikili toksini kodlar. Hem oldiiriici
faktor (LF) hem de 6dem faktorii (EF) igin ortak olan koruyucu antijen (PA) olarak
adlandirilan bir yapigsma alt birimidir. pXO2 plazmidi ise, bir poli-y-d-glutamik asit
kapsiiliinin iretiminden sorumludur ve bunun i¢in bir operon (capBCDAE) tasir
(Pilo ve Frey, 2018). PA, konak hiicre iizerindeki CMG2 ve TEMS reseptorlere
baglanir ve ardindan furin tarafindan boliinerek LF veya EF’nin multimerizasyonuna
ve baglanmasima izin verir. PA:EF ve PA:LF kompleksleri daha sonra dinamin-
klatrin bagimli bir sekilde endositoz ile hiicre i¢ine alinir. Endozomlarin asit
ortaminda PA:EF ve PA:LF kompleksleri ¢oziiliir ve ge¢c endozomlara gegerler. EF
tarafindan asir1 cAMP iiretimi saglanir ve bdylece Cl iyonlarmin azalmasi ve su

cikisinin olugsmasina bagli 6dem meydana gelir. LF tarafindan MAPKK' nin
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(mitojenle aktive olan protein kinaz kinaz) proteolitik bdliinmesi ile pro-inflamatuar
sitokinlerin ardindan sok olusur ve apoptoz yoluyla toksik alt birimleri serbest
birakilir. Toksinlerin bir kismi, eksozomlar olarak aktarilabilen ve enfekte olmayan
hiicrelere dahil edilebilen intraliiminal vezikiillerde kalir; burada toksinler, uzun siire
saklanabilir, salinabilir ve enfeksiyon gergeklestikten ¢ok sonra bile aktivitelerini
stirdiirebilirler (Pilo ve Frey, 2011).

Intra-luminal vesicles

Apoptosis, release exosome
of proinflammatory

decrease of CI,
water efflux:
edema

Sekil 1.5. B. anthracis virulansinin molekiiler mekanizmasi.

Kisaltmalar: CAP: kapsiil, PA: koruyucu antijen, EF: 6dem faktorii, LF: oldiriicii faktér, VNTR: degisken say1
tandem tekrari, MAPKK: mitojenle aktive olan protein kinaz kinaz, CaM: kalmodulin, cAMP: siklik adenosin 3' 5" mono fosfat,
CMG2: kapiler morfogenez geni 2 (Pilo ve Frey, 2011).
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1.1.5. Klinik Formlari

Sarbon hastaligiin perakut, akut, subakut ve nadiren kronik formlari
gorilmektedir. Gevis getiren hayvanlar genellikle hasta olduklarina dair higbir belirti
gostermeksizin 6lii bulunmaktadir. Bu akut formda, hayvan 6lmeden kisa bir siire
once yiksek ates, kas titremeleri ve zor nefes alma gibi semptomlar
goriilebilmektedir. Subakut forma ise ilerleyici ates, istahsizlik, halsizlik, depresyon
ve oliim eslik edebilir (OIE, 2018).

Sarbon, 1930’larda canli ateniie veteriner asilarinin gelistirilmesine kadar
ciftlik hayvanlarinda baslica 6liim nedenlerinden birisi olmustur. Etkili veteriner
astlarinin  gelistirilmesiyle bile, sarbon diinyanin birgok bolgesinde enzootik
kalmaktadir (Savransky, 2020).

Hayvanlar, sporlar1 yutarak veya muhtemelen enfekte bir hayvandan beslenen
sinekler tarafindan isirilarak enfekte olurlar ve 24 saat igerisinde 6lim meydana
gelir. Cevresel kontaminasyonu o©nlemek i¢in, sarbon siipheli hayvanlarin
karkaslarinin  6lim sonrast incelemeleri Onerilmez. En sik goriilen lezyonlar,
genislemis bir dalak ve genellikle camur kivamina sahip yetersiz pihtilagmis kan ile
goriilen genel septisemi lezyonlaridir. Oliim aninda burun, agiz, vajina ve/veya aniis

gibi dogal agikliklardan kanama bulunabilir (OIE, 2018).

Insanlara dért ana yolla bulasabilir: inhalasyon, kutandz, gastrointestinal ve
intravenoz/enjeksiyon (Savransky, 2020). Hastaligmm 4 formu, organizmanin

konakgiya giris sekline bagl olarak ortaya ¢ikar (Odalar ve ark., 2021).

Inhalasyon sarbonunda, bakteriyel endosporlarim solunmasiyla olusan vakalarin
neredeyse tamami, semptomlarin baslamasinin ardindan birka¢ giin i¢inde oliimle
sonuglanmaktadir (Balkan ve Celebi, 2018). B. anthracis bir kez solundugunda
makrofajlar tarafindan fagosite edilir ve sporlar trakeobronsiyal lenf diigiimlerinde

cogalir (Odalar ve ark., 2021). Semptomlar 2-5 giin igerisinde kirginlik, yorgunluk ve
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hafif ates seklinde baslar. Sonrasinda atesin yiikselmesi, nefes darligi, gogiis agrisi,
tasikardi ve senkop gelisir. Hastalarda, suur bulanikligi, solunum yetersizligi ve kanlt
balgam gelisebilmektedir. Balgamda sarbon basili izole edilebilir. Radyolojik
incelemede pnémoni ve bronkopnémoni bulgular1 goriilebilmektedir (Keten ve ark,
2016).

Kutanoz sarbon (deri sarbonu), sarbon enfeksiyonlarinin %95’inden fazlasini
olusturmaktadir. B. anthracis sporlarmin deri tizerinde basit bir travmay1 takiben
girmesiyle, giris yerinde 1-7 giinliikk kulugka siiresinin ardindan kiigiik kasintili bir
papil olusmaktadir. Lezyonlar daha ¢ok agikta olan bas, boyun, kol ve bacaklarda
goriilmektedir (Ogiitlii, 2012). Lezyonlar, ekzotoksin salinimina bagl olarak 6demli
hale gelir ve hastada buna bagli bolgesel lenfadenit gelismektedir. Yaklasik bir hafta
sonra lezyonlar yirtilir ve bir eskar gelisir. Lezyonlar goriinim olarak etkileyici
olsada, hassas degildir ve agrisiz olarak tanimlanmaktadir (Odalar ve ark., 2021).
Hastaligin siddetine gore belirtiler de degismektedir. Hastalarda yiiksek ates,
lenfanjit ve bolgesel lenfadenit goriilebilir. Kutanéz sarbonun histopatolojik
ozellikleri arasinda damar konjestyonu, jelatindz 6dem ve nekroz bulunmaktadir

(Kadanal1 ve Ozel, 2019).

Gastrointestinal (GIS) sarbon, B. anthracis sporlar1 ile kontamine olmus
yiyecek ve igeceklerin viicuda alinmasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Sindirimi takiben 2-7
giin sonrasinda bulanti, kusma, karmm agrist ve ates goriilmektedir. Ayrica
hematemez, siddetli diyare, masif assit, hemorajik mezenterik lenfadenit ve sepsise
eslik edebilmektedir (Kinci ve ark., 2020). Sporlar gastrointestinal epitele yapisir ve
burada endoskopik muayenede goriilebilen ylizeysel iilserasyonlar olusturmaktadir
(Odalar ve ark., 2021). ilk temas ile B. anthracis sporlar1 iist gastrointestinal yol
(bogaz ve dsefagus), mide ve bagirsaklara etki edebilir (Ates Ozcan, 2019). Oral
kaviteden sekuma kadar gastrointestinal kanalin herhangi bir yerinde, mukozada
sarbon lezyonlar1 gelisir. En sik goriilen formlar1 orofaringeal sarbon ve barsak
sarbonudur. Orofaringeal sarbonda, lezyonlar oral kavitede, dil, tonsiller, yanak
mukozasi, farinks arka duvarina yerlesmektedir. Semptomlar arasinda yutma

gicliigli, bogaz agrisi, boyunda agrili lenfadenit, yiiksek ates ve toksemi
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goriilmektedir. Bagirsak sarbonunda bakteri sporlari terminal ileum ve ¢ekumda daha
sik, mide, duodenum ve proksimal ileuma nadiren yerlesmektedir. Hastalarda karin
agris1, bulanti, kusma, hematemez ve kanli ishal gériilmektedir (Kadanali ve Ozel,

2019).

Enjeksiyon sarbonu, kontamine olmus eroin gibi maddelerin intravenoz,
subkutan veya intramiiskiiler enjeksiyonu ile bulagir. Deri alt1 enjeksiyonunun (eroin,
vb.) sporlar i¢in bir alan sagladig1 sonucuna varilmistir. Genis yumusak doku 6demi
ve nekroz seklinde kendini gosteren hastaligin bu formu birka¢ hastada rapor
edilmistir. Enfeksiyon ¢ok sik septik sok ve menenjit ile komplike hale gelir (Zasada,
2018).

Sarbon hastaligmmi etkili bir sekilde tedavi etmek ig¢in, hizli tanima ve
terapotikler esastir. Siipheli bir B. anthracis vakasinda antibiyotik uygulamasina
hemen baglanmali ve 60 giin boyunca devam edilmelidir. Klinik semptomlar heniiz
goriilmemisse, doksisiklin veya penisilin G, sirasiyla giinde iki kez 100 mg (BID)
veya 12 saatte bir 1.200.000 {inite olarak agizdan veya damardan (iv)
uygulanmalidir. Eger klinik semptomlar ortaya ¢ikarsa, 400 mg siprofloksasin BID'

nin oral veya iv formiilasyonu 6nerilmaktedir (Head ve ark., 2016).

Hayvanlarda hastaligin tespit edilmesi durumunda enfekte hayvanlar 6ldiiriiliir
ve imha edilir. Hasta ve hastaliktan siipheli hayvanlarin kesilmesi ve etlerinin
tiiketilmesi yasak olup, 23.11.2011 tarihinde resmi gazetede yayinlanan Sarbon
Hastaligima Kars1 Korunma ve Miicadele Yonetmeligi kapsaminda hastaligin
teshisinden, miicadelesinden ve goézetim programlarindan sorumlu olan Veteriner
Kontrol Enstitiisii Miidiirliigi ve Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlig: tarafindan
yetki verilen veteriner hekim tarafindan yiiriitilmektedir. Olen ve imha edilen
hayvanlar en az iki metrelik cukurlara gomiilerek {izerine sonmemis kireg
dokiilmektedir (Ates Ozcan, 2019).
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1.2. B. anthracis’in Teshis Yontemleri

1.2.1. Konvansiyonel Teshis

B. anthracis’in tanimlanmasinda konvansiyonel mikrobiyolojik teshis
yontemleri yillardir altin standart olarak kabul edilmistir (Irenge ve Gala 2012). B.
anthracis’in teshisinde kullanilan geleneksel yontemler arasinda segici besiyerinde
biiyiime, hareketlilik eksikligi, hemoliz eksikligi, kapsiil boyama, penisilin ve gama
faj1 duyarlilig, inci dizisi reaksiyonu gosterilebilmektedir. Bu yontemler B. anthracis
icin yaniltict olabilir. Bunun nedeni hemoliz ve mortalite eksikligi, gama faji ve
penisiline duyarlilik gibi bircok fenotipik 6zelligin B. cereus suslari tarafindan da
sergilenebilmesidir. Ayrica, hemoliz gosteren, penisiline ve gama fajina direngli B.
anthracis suslar1 da izole edilmistir (Zasada, 2020). B. anthracis segici besiyeri
olarak polymyxin-B, lysozyme, EDTA, thallous asetat iceren agar (PLET agar)
tizerinde {remektedir, ancak bu {tireme 1-2 ginliik bir inkiibasyon siiresi
gerektirmektedir ayrica daha fazla dogrulayici testler yapilmasi gerekmektedir (Goel,
2015).

Kapsiil ihtiva eden B. anthracis hiicrelerinin varligi, polikrom metilen mavisi
veya Hindistan miirekkebi boyalar1 kullanilarak M'Fadyean boyama ile
dogrulanabilmektedir. Boyamadan sonra, B. anthracis hiicreleri, pembe kapsiiller ise
mavi-siyah, basiller olarak mikroskop altinda goriilebilmektedir. Bununla birlikte, B.
anthracis kapsiild, ¢lirime sirasinda metilen mavisine olan afinitesini kaybeder ve bu
nedenle, karkaslardan alinan numuneler incelendiginde kapsiil M'Fadyean

boyamasinda gortinmeyebilir (Turnbull, 2008).

Yillarca B. anthracis’i lize edebilen birgok faj denemeleri yapilmis fakat
istenilen sonu¢ alimamamistir. Son olarak Brown ve Cherry (1955), B. anthracis’i
parcalama yetenegine sahip olan ancak B. cereus’un direng gosterdigi gama (y) fajini
izole etmeyi basarmiglardir. Gama faji B. anthracis tanimlamasi icin hala

kullanilmaktadir (Turnbull, 2008). Bu testin 06zgilliigli, %96 olarak tahmin
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edilmektedir ve az sayida Bacillus olmayan g¢evresel suslarin y fajina duyarli oldugu
ortaya ¢cikmistir (Kolton ve ark., 2017).

Jensen ve Kleemeyer (1953) tarafindan ‘inci dizisi’ reaksiyonu tanimlanmustir.
Bu yonteme gore ml bagina 0,05-0,5 birim penisilin igeren Triptose Agar gibi kati bir
besiyerinde, 37 °C’de 3-6 saat boyunca biiyliyen B. anthracis’in biiyiik, kiiresel inci

gibi dizili hiicreler olugturmaktadir.

Cizelge 1.2. Sarbon tanisi ve amaglari i¢in mevcut test yontemleri (OIE, 2018).

Amag
Metot Infeksiyon | Hareket Yok  etme | Klinik Infeksiyon- | Asilama
goriilmeyen | Oncesi politikalarma | vakalarin gozetim sonrast
populasyon | infeksiyon | katkida dogrulanmasi | sistemine bireysel
goriilmeyen | bulunmak hakim hayvanlarda
bireysel olmak veya
hayvan popiilasyon
-larda
bagisiklik
durumu
Ajan Kimligi
Kapsiiliin - - - ++ - -
Ispati
Motilite - - - ++ - -
eksikliginin
gosterilmesi
Gama Faji - - - ++ - -
Lizisi
Penisilin - - - ++ - -
Duyarliligi
Real Time - - - + +++ -
PCR [++

Not: +++: Gosterilen amag i¢in dogrulanan Onerilen yontem, ++: Uygun yontem ancak daha fazla dogrulama
gerektirebilir, +: baz1 durumlarda kullanilabilir, ancak maliyet, giivenilirlik veya diger faktorler uygulamay: ciddi sekilde
smurlar, - : bu amag i¢in uygun degildir.

1.2.2. Molekiiler Tani

Kary B. Mullis (1983) tarafindan polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR/Polymerase Chain Reaction: PCR) kullanilarak DNA amplifikasyon
yonteminin kesfedilmesi, mikroorganizmalarin tanimlanmasi i¢in yeni olanaklar

saglamistir ve bu durum B. anthracis’in tanimlanmasina da yansimistir. Molekiiler
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tan1 yontemlerinin, mikroorganizmalarin kiiltiire alinmasina gerek olmamasi ve
inaktive edilmis Ornekleri test etme imkani1 olmasi gibi bazi avantajlar1 vardir, bu da
molekiiler tan1 yontemlerini konvansiyonel tan1 yontemlerine gore daha giivenli hale
getirmektedir (Zasada, 2020). Molekiiler tan1 yontemlerinin en 6énemli ilkesi, uygun
genetik belirteglerin segilmesidir. B. anthracis’in tanimlamasi i¢in kullanilan genetik
belirtegler, viriilans plazmidleri olan pXO1 ve pXO2 iizerinde bulunmaktadir
(Makino ve ark., 1993). Klinik ve gevresel Orneklerde plazmid kaynakli kapsiil
vel/veya toksin viriilans genlerini real-time PCR (qPCR) ydntemi ile saptamak
amaciyla ¢ok farkl ticari sistemler gelistirilmistir (Kilig, 2006). Genel olarak PCR
dongiisii Sekil 1.6.’da verilmistir.

DNA primers DNA nucleotides
- - polymerase (dTTPR, dCTP dATPR, dGTP)

N
arent DNA - - Taq

Step'l- DNA template strand \ l (
denaturing ’
Step 2:
annealmg
two DNA strands (55 - . f:‘g;ogr:;]%'\ejg g
4
5
g
g.
repeat cycle IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII " ””l ww ””l ””i | | 2
(20-40 times) r\:
new DNA strands - 0

four DNA strands © Encyclopzedia Britannica, Inc.

Sekil 1.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Siireci (Britannica, 2021).

Izotermal kosullardaki DNA amplifikasyonu molekiiler tanida ¢ok umut verici
bir ara¢ olarak goriilmektedir. Bu uygulamalar arasinda dongii aracili izotermal
amplifikasyon (LAMP), B. anthracis’in tanimlanmasinda uygulanan bir yontemdir.
B. anthracis tanimlamasi uygulanan LAMP yo6nteminde pag (pXO1), capB (pX0O2),
Ba813 (kromozomal), pagA (pXO1), capB (pXO2) ve sap(kromozomal) gibi bir¢ok
belirteg gen bolgeleri kullanilmaktadir (Kurosaki ve ark., 2009 ve Qiao ve ark.,

2007). LAMP uygulamasinda, her gen bolgesi igin altt primer gereklidir ve
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amplifikasyon, 60—65 °C’de yaklasik bir saat boyunca DNA polimeraz tarafindan
gerceklesmektedir (Zasada ve ark., 2018).

1.2.3. Serolojik Tan1

B. anthracis’in saptanmasi i¢in alternatif bir yaklasim, immiinoassay yoluyla
antijen saptamasidir. B. anthracis’in S-tabaka bileseni, toksininin ve kapsiiliin bir
bileseni olan PA, sporlarinin 6nemli bir bileseni olan glikoprotein BclA ve ayrica
BclA’nin oligosakarit epitoplari, hiicre disi antijen 1EAL1 gibi ¢esitli antijenler
serolojik tanida yardimei olmaktadir. Test i¢in uygun bir hedef antijenin sec¢imi
serolojik tanida etkili olmaktadir (Kuehn ve ark., 2009; Mechaly ve ark., 2018 ve
Sastry ve ark., 2003).

Serolojik tanida bir antikor immiin yanitinin saptanmasi i¢in kullanilan en
yaygin yontem, enzime bagli immiinosorbent testidir (ELISA). Test, PA, kapsiiler
antijen ve LF gibi gesitli antijenlere karsi antikorlarin saptanmasi igin gelistirilmistir
(Semenova ve ark., 2017). Mabry ve ark. (2006), ozellikle serumda PA ve LF’yi
saptamak i¢in bir ELISA testi gelistirmistir. Yapilan ¢alismada ELISA, intranazal
olarak enfekte edilmis kobaylarda enfeksiyonun geg¢ evresinde ve inhalasyon sarbonu
ile enfekte olmus tavsanin 6liimden sonra PA’nin saptanmasina olanak saglamistir.
Enfeksiyonun erken evresinde PA veya LF’nin saptanamadigini, dolagima salinan
sarbon toksininin yeterli doygunluga ulasana kadar siirekli olarak mevcut doku
reseptOrlerine baglanmasiyla agiklamiglardir. Ancak, daha hassas yontemler
kullanilarak yapilan ileri c¢aligmalar bunun dogru olmadigmni gostermektedir

(Tournier ve Rougeaux, 2006).

Yanal akis tahlilleri (Lateral Flow Assay / LFA), birinci basamak tani igin
ticari olarak mevcut olan ikinci test grubudur. Bu testlerin yapilmasi kolay olmakla
birlikte herhangi bir ekipman gerektirmemektedir. Yontemde, yakalama etiketli
antikor, hedef antijenine baglanir ve kromatografi seridi boyunca akar. Ardindan,

antikor-antijen kompleksleri, sirasiyla bir test ¢izgisi ve bir kontrol ¢izgisi olusturan
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serit iizerinde iki bolgede immobilize edilmis ikincil antikorlar tarafindan

yakalanmaktadir ve bu islem 15 dakika kadar siirmektedir (Wang ve ark., 2015).

B. anthracis teshisinde kullanilan diger immiinolojik testler arasinda, floresein
etiketli antikorlar ve FRET (Forster rezonans enerji transferi), Luminex testi ile
birlestirilmis akis sitometrisi testleri, manyetik partikiil florojenik immiin testi

(MPFIA) 6rnek olarak gosterilebilmektedir (Zasada, 2020).

1.2.4. Yeni Nesil Tan1 Yontemleri

1.2.4.1. Filmarray

Ideal klinik tam sistemi, Ozel laboratuvar ve kalifiye teknisyenlerin
gereksinimlerini en aza indirirken hizl, hassas, spesifik ve tekrarlanabilir sonuglar
vermelidir. Yaklasik bir saat icerisinde tek 6rneklemden birden fazla organizmanin
tespitini ve tanimlanmasini tamamen otomatiklestiren entegre bir teshis platformu
olan "FilmArray" sistemi tanimlanmaktadir. Islenmemis bir biyolojik / klinik
numune, niikleik asit izolasyonuna, saflastirmasina, revers transkripsiyona, nested ve
multipleks polimeraz zincir reaksiyonuna ve amplikon eriyik egrisi analizine (melt
curve analysis) tabi tutulur. Filmarray sistemi ile Multiplex ve Nested PCR yapilarak
B. anthracis tanisi konabilir. Bu sistemde Biofire cihazi ve biotreath panel Kkiti
kullanilmaktadir. Ornek hicbir isleme tabi tutulmadan cihaza yiiklenir. Cihaz
icerisinde c¢evresel veya klinik numunenin DNA izolasyonu, PCR’1 yapilir ve tiir

bazinda sonug verilir (Poritz ve ark., 2011).
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Sekil 1.7. Biofire cihazi.

1.2.4.2. MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization
Time Of Flight Mass Spectrometry)

Kiitle spektrometresi yakin zamanda bakteriyel tanimlama i¢in gii¢lii bir teknik
haline gelmistir. Bakterilerin kiitle spektrometrisi yaklasimlar1 genellikle MALDI-
TOF MS (Matrix-assisted laser desorption ionization time of flight mass
spectrometry) ile bir organizmaya 6zgii onlarin parmak izini olusturan proteinlerin
tanimlanmas1  iizerine dayamir (Kalb wve ark, 2015). Bu yontemde
mikroorganizmalara ait biyomolekiillerin (protein, peptid, seker) ve biiylik organik
molekiillerin (polimer, dendrimer, makromolekiil) iyonize edildikten sonra elektrik
ve/veya manyetik alandan gecirilerek protein profilleri ¢ikarilmaktadir. Bu profil
spektralarina ait grafiksel goriintiilerin sistemin veri tabanindaki referans
organizmaya uyumuna gore mikroorganizmalar cins ve tir bazinda
tanimlanabilmektedir (Yi1lmaz ve ark., 2014). B. anthracis gibi bazi1 bakterilerde, bu
organizmalarin yarattig1 saglik tehdidi organizmanin kendisi degildir, organizmalar
tarafindan {iretilen protein toksinleridir. Gii¢lii biyolojik toksinlerin saptanmasi,

yiiksek analitik hassasiyet gerektirir ve B. anthracis’in 6ldiiriicti toksinlerinin (letal
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faktor) enzimatik aktivitesini belirlemek icin MALDI-TOF MS tabanli yontemler
gelistirilmistir (Kalb ve ark., 2015).

Sekil 1.8. MALDI-TOF MS Cihaz1

1.2.4.3. Biyoprob ve Biyosensorler

1.2.4.3.1. Faj Tabanh Tamimlama Sistemleri

Antikor-antijen baglanmasina benzer sekilde, bir fajin bakteri hiicreleri ile
etkilesimi giiclii ve spesifiktir (Kim ve ark., 2015). B. anthracis’te, o6zellikle
bakteriyolizisi indiikklemek i¢in faj-Wf ve y-faji bildirilmistir (Buck ve ark., 1963 ve
Watonabe ve ark., 1975). Bu bakteriyofajlar, tanisal sistemler igin alternatif bir
biyoprob olarak kullanilabilir. Ornegin, Schofield ve ark. (2009) B. anthracis’i tespit
edebilen bakteriyel luxA ve luxB raportor genlerini W faj genomuna entegre ederek
biyoliiminesan bir bakteriyofaj gelistirmislerdir. Faj ve numune, biyoliiminesansi

analiz etmek icin basitce karigtirilmistir. Vejetatif hiicrelerin infeksiyonundan 16
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dakika sonra biyoliiminesan bir sinyal belirginlesmis; 60 dakika icinde 10°
CFU/mI’lik bir tespit limiti elde edilmistir. Benzer sekilde, Fujinami ve ark. (2007),
B. anthracis’i diger Bacillus aile iiyelerinden ayirmak i¢in y-faj kullanmislardir. Ek
olarak, Schuch ve ark. (2009) toprak, otobur diskisi, ¢iirliyen organik madde ve
topraktaki omurgasiz bagirsaklari da dahil olmak iizere bir dizi gevresel maddeyi

incelemis ve B. anthracis’e 6zgii birgok faj1 tanimlamistir.

1.2.4.3.2. Aptamerler ve Protein-DNA Tabanh Algilama Sistemleri

Aptamerler, essiz iic boyutlu yapilar1 nedeniyle kiigiik organik bilesikler,
biyotoksinler ve tiim organizmalar dahil olmak iizere ¢esitli hedeflere yiiksek afinite
ve Ozgiilliik ile baglanan tek iplikli RNA veya DNA oligoniikleotidleridir (Hamula
ve ark., 2011; Lauridsen ve Veedu, 2012 ve Proske ve ark., 2005). Ik aptamer
tabanli metodoloji Tuerk ve Gold (1990) (systematic evolution of ligands by
exponential enrichment, SELEX) tarafindan rapor edildiginden beri, aptamerler
hedef validasyon, teshis ve terapotikler de dahil olmak tizere cesitli uygulamalarda
genis sekilde tanimlanmis ve analiz edilmistir. SELEX tarafindan elde edilen
cesitlilik derecesi, ¢ok yiiksek afiniteli oligoniikleotid sekanslariin iiretimini
kolaylastirir. Bruno ve ark. (1999), aptamerleri gelistirmek icin SELEX kullanmis ve
yaklastk 10° B. anthracis sporu saptamis bir aptamer-manyetik boncuk
elektrokemiliiminesan sandvi¢ deneyi Onermistir. Enfeksiyonun erken evrelerinde
sarbon toksini saptanmasinin 6nemi goz Oniine alindiginda, hem Cella ve ark. (2010)
hem de Joungmak ve ark. (2015), sarbon PA’ya kars1 6zgiil ve duyarl tek iplikli
DNA aptamerlerinin taranmasini ve tanimlanmasini bildirmistir. Baslangigta Cella ve
ark. (2010) SELEX ile tanimlanan segici aptamer ile konjuge edilmis fonksiyonel tek
duvarli karbon nanotiipler kullanarak sarbon PA’y1 saptamak i¢in bir aptasensor

gelistirmistir.
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1.3. B. anthracis’in Tiplendirme Yontemleri

Tiplendirme ¢alismalari, dizi tabanli genetik veriler 1s18inda bir popiilasyonda
popiilasyon yapisinin yeniden belirlenmesi, mikroorganizmalar arasindaki genetik
iliskileri daha dogru bir sekilde tahmin etmek, dogru soy agacini bulmak ve sifreli
akrabalig1 belirlemek igin soy agacinin yeniden yapilandirmasi gibi amaglarla

kullanilabilmektedir (Samuels ve ark., 2020).

B. anthracis’in sebep oldugu olgular arasindaki epidemiyolojik iliskinin
belirlenmesinde molekiiler tiplendirme yontemlerine gereksinim duyulmaktadir. Bu
genotiplendirme yontemleri kullanilarak farkli hastalar ile ¢evre ve/veya hayvan
izolatlar1 arasindaki epidemiyolojik iliski dogrulanabilmekte ayni zamanda bir
iilkede goriilen major genotipik klonlar belirlenerek, iilkedeki kokenlerin orijini
hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir (Durmaz, 2011). B. anthracis’in olas1
bulagma kaynaklarini aragtirmak ve suslar arasindaki genetik iliskiyi belirlemek i¢in
tic molekiiler tiplendirme metodu, kanonik tek niikleotid polimorfizmleri (canSNP),
tek niikleotid tekrar (SNR) analizi ve ¢ok lokuslu degisken-say1 tekrar analizi
(MLVA) kullanilmaktadir (Liu ve ark., 2017).

1.3.1. SNP (Single Nucleotide Polymorphism) Analizi

B. anthracis izolatlarin1 6nceden tanimlanmis {i¢ ana soy (A, B ve C) ve 12
farkl1 alt soy veya alt gruplart mevcuttur. PCR analizine, her biri icin
oligoniikleotidler ve problar ile 13 TagMan-Minor Groove Binding (MGB) allelik
ayrim analizleri kullanilarak kanonik tek niikleotid polimorfizmi (CanSNP)
tanimlamas1 yapilmaktadir. 13 CanSNP primerlerinin elde ettigi sonuclar, taninmis
12 alt-soy ya da alt-grup ile Kkarsilastirllmistir (Rume ve ark., 2016). B. anthracis
SNP agacindaki temel filogenetik kavsaklarda yer alan 13 segilmis SNP’yi
kullanarak, kanonik single niikleotid polimorfizmleri (canSNP'ler) olarak
adlandirilan yaklasim su anda en uygun ilk soy genotipleme analizleridir (Zhang ve
ark., 2018). Su anda B. anthracis i¢in kullanilan klasik SNP tipleme siteleri, Keim ve
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ark. (2004) tarafindan, 42 iilke ve bolgeden 1033 B. anthracis izolatinin genomik
analizinin ardindan tasarlanan canSNP genotipleridir (Wang ve ark., 2020).

1.3.2. SNR (Single Nucleotide Repeat / Tek Niikleotid Tekrari) Analizi

Tiplendirme ¢aligsmalari igerisinde tek niikleotid tekrar dizilerini analiz ederek
ince Olgekli ¢oziim saglamada daha fazla ilerleme saglanmistir. Tek niikleotid tekrar
(SNR) analizi, tekrar uzunlugunun sadece tek bir niikleotid oldugu 6zel bir variable
number tandem repeat (VNTR) kategorisidir ve bu dizilerin evrimi olduk¢a hizlidir.
SNR analizi, salgin vakalarinda ¢ok yakindan iliskili olan izolatlar1 birbirinden ayirt
etmek i¢in kullanilmaktadir (Derzelle ve Thierry, 2013). SNR analizi salginla veya
epidemiyle iliskili mikroorganizmalarin ayrintili analizleri i¢in kullanilmakta ve bu
yontemle MLVA’nin ortak olarak buldugu epidemik izolatlar alt tiplere
ayrilabilmektedir. SNR ydntemi biyoterorizm iliskili salginlarin (anthrax/sarbon)
analizinde ve kaynagin saptanmasinda oldukca yararli bilgiler saglayabilmektedir
(Durmaz, 2011). Mullins ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, SNR yontemini
kullanarak B. anthracis’in dort alt genotip belirlemislerdir. Hahn ve ark. (2014),
Kanada’da B. anthracis izolatlariin tek niikleotid tekrar analizinde Pirosekans ve

Sangersekans karsilastirilmast yapmiglardir.

1.3.3. Cok Lokuslu Degisken-Say1 Tekrar Analizi (Multilocus Variable
Number Tandem Repeat Analysis / MLVA)

Bakteriyel genomlar, ayn1 dizi tekrarlarinin art arda siralandigi bdlgeleri
icermektedir. Bu bolgelerdeki tekrarlarin sayisi bakteri izolatlar1 arasinda siklikla
degistiginden, her biri degisken sayili ardisik tekrari (Variable Number Tandem
Repeat / VNTR) olarak adlandirilmaktadir (Sawa ve ark., 2020). Cok lokuslu
degisken sayili ardisik tekrar analizinde (MLVA) kullanilan sirali tekrarlar, satellitler
arasinda siniflandirilmaktadir ve 6-100 baz ¢ifti uzunluktakilere minisatellit, 1-8 baz

cifti uzunluktakilere ise mikrosatellitler adi verilmektedir (Durmaz, 2011). MLVA,
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VNTR’lerin PCR ile tespit edilmesine dayanan bir genotiplendirme yontemidir. PCR
araciligiyla amplifiye edilen, lokuslarin tekrar sayisi, jel elektroforezi veya yiiksek
¢ozunirlikli kapiler elektroforez ile lokuslarin boyutu olgtilerek belirlenmektedir.
Daha sonra, MLVAbank genel veritabanini kullanilarak karsilastirma esasina gore

genotiplendirme yapilmaktadir (Sawa ve ark., 2020).

B. anthracis suslarinin molekiiler tiplendirmesinde ¢ok lokuslu degisken sayili
ardisik tekrarlarin analizi yaygin sekilde kullanilmaktadir. Analizi yapilan lokuslarin
igerisindeki sirali tekrarlarin sayisi suslar arasinda degisiklik gosterebilmektedir ve
buna bagli olarak amplifiye edilen lokusun biyikligi degismektedir. Sirali
tekrarlarin say1 farkliligi genellikle epidemiyolojik olarak iligkisiz olan suslarda
gbzlenmekte, ayn1 soydan gelen salginla iliskili olan suslarda ise sirali tekrarlarin
uzunluklar1 ayn1 kalmaktadir. Dolayisiyla epidemik olarak iliskisiz kaynaklardan
gelen izolatlarin lokuslari, sirali tekrar sayisi ve biyiiklik bakimindan farklilik

gostermektedir (Durmaz, 2011).

2000 yilindaki ilk MLVA sisteminde 8 lokusta (MLVA-8) sirali tekrarlarin
analizi hedeflenmistir. Keim ve ark. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada, 426 B.
anthracis susunun MLVA-8 tiplendirmesi sonucunda 89 farkli genotip
tanimlanmigtir. Manzulli ve ark. (2018) Italya'da, 1984’ten 2017’ye kadar olan
sarbon salginlar sirasinda izole edilen B. anthracis suslarinin in-vitro antimikrobiyal
duyarliliklarmin degerlendirilmesi ¢alismalarinda 15 lokuslu MLVA (MLVA-15)
yonteminden yararlanmislardir. Daha yiiksek ayrim giici arayisinda, MLVA
sistemini yeni semalara yiikseltmek igin farkli arastirmalarla ek VNTR gruplari
(MLVA-15, MLVA-25 veya MLVA-31) eklenmistir (Derzelle ve Thierry, 2013).

1.3.4. Tiim Genom Dizileme

Tim genom dizilimi (WGS/Whole Genome Sequence), B. anthracis’in alt
tiplerinin saptanmasi i¢in kullanilmakla birlikte patojenin bulagsmasini incelemek,

sarbon salginlarini arastirmak ve rutin siirveyansi gerceklestirmek icin diizenli olarak
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kullanilmaktadir. Core-genome multilocus sekans tiplemesi (cgMLST) ise, yiiksek
¢cozlnirliklii sus karakterizasyonu saglamak igin tiim genom sekans verilerini

kullanan bir bakteri genotiplendirme yontemidir (Abdel-Glil ve ark., 2021).

Tim genom dizileme c¢alismalar1 diinya genelinde sarbon ulusal referans
laboratuvarlar1 tarafindan kullanilabilecek WGS verilerini ve epidemiyolojik
yorumlama olgiitlerini igeren analitik bir is planlamasimin olusturulmasina katkida
bulunabilmektedir. Gelisen teknoloji ile paralel olarak tim genom dizileme
verilerinin kullanilmasiyla, hastaligin olasi bir yayilimi i¢in risk altindaki bolgelerin
haritasin1 ¢ikarmak miimkiin olacaktir (Chiaverini ve ark., 2020). Ayrica B.
anthracis’in genomunda meydana gelebilecek mutasyonlarin sikligini belirlemek,
penisilin direnciyle iliskili mutasyonlar1 belirlemek ve penisilin direncini tahmin
etmede tiim genom dizileme (WGS) verilerinden yararlanilmaktadir (Gargis ve ark.,
2018).

Bu ¢alismada insan ve hayvan kaynakli B. anthracis suslarinin MLVA-31
yontemi ile molekiiler epidemiyolojik analizinin yapilmasi amacglanmistir. Bu
caligma ile iilkemizde goriilen B. anthracis genotiplerinin belirlenmesi, tilkemizde
insan ve hayvan kaynakli suslar arasindaki epidemiyolojik iligkinin saptanmasi ve

hayvanlar ile insanlar arasindaki genotip gegislerinin belirlemesi hedeflenmistir.
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2.1. Gereg

2.1.1. Mikroorganizmalar

2. GEREC VE YONTEM

Tez c¢alismasinda kullanilmak iizere T.C. Saghk Bakanlig1 Halk Sagligi Genel

Miidiirliigii Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlar1 ve Biyolojik Uriinler Daire

Bagkanligi Ulusal Yiiksek Riskli Patojenler Referans Laboratuvari’ndan 28 adet

insandan izole edilen Bacillus anthracis susu ve Max sterne as1 susu alindi. Ayni

daire baskanligina bagl Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu’ndan 3 adet sus alindi.

T.C. Tarim ve Orman Bakanligi Gida Kontrol Genel Miidiirliigii Veteriner Kontrol

Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirliigi Bakteriyolojik Teshis Laboratuvarindan 82

adet hayvan orijinli B. anthracis susu alindi. Calismada yararlanilan tiim B. anthracis

suslarinin, sus kodlari, izole edildikleri orijin, gonderen sehir ve tarih (yil) Cizelge

2.1.”de verilmistir.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan mikroorganizmalarin kodlari, orijinleri, sehir ve tarihleri.

NO |SUS KODU ORIJIN SEHIR TARIH
1 Ba/A/01 Hayvan (Keci) Ankara (Bala) 2010
2 Ba/H/01 nsan Van 2011
3 Ba/A/02 Hayvan Yozgat (Sarikaya) 2011
4 Ba/A/03 Hayvan Ankara (Nallithan) 2011
5 Ba/A/04 Hayvan (Si1g1r) Bolu (Gerede) 2011
6 Ba/A/05 Hayvan Ankara (Polatl) 2011
7 Ba/A/06 Hayvan Ankara (Bala) 2011
8 Ba/A/07 Hayvan (Keci) Corum (Sungurlu) 2011
9 Ba/A/08 Hayvan Ankara (Sereflikoghisar) 2011
10 Ba/A/09 Hayvan Yozgat (Sarikaya) 2011
11 Ba/A/10 Hayvan Ankara (Nallihan) 2011
12 Ba/A/11 Hayvan Nevsehir 2011
13 Ba/A/12 Hayvan (S181r) Bolu (Gerede) 2011
14 Ba/A/13 Hayvan Ankara (Nallthan) 2011
15 Ba/A/14 Hayvan Ankara (Bala) 2011
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Cizelge 2.1. Devam. Calismada kullanilan mikroorganizmalarin kodlari, orijinleri, sehir ve tarihleri.

16 Ba/H/02 Insan Kirsehir 2012
17 Ba/H/03 Insan Van 2012
18 Ba/H/04 Insan Van 2012
19 Ba/H/05 Insan Van 2012
20 Ba/H/06 Insan Van 2012
21 Ba/H/07 Insan Bursa 2012
22 Ba/A/15 Hayvan (S181r) Samsun 2012
23 Ba/A/16 Hayvan (Koyun) Eskisehir (Sivrihisar) 2012
24 Ba/A/17 Hayvan Ankara (Haymana) 2012
25 Ba/A/18 Hayvan Eskisehir (Sivrihisar) 2012
26 Ba/A/19 Hayvan Ankara (Yakup Abdal koyii) 2012
27 Ba/A/J20 Hayvan Bursa 2012
28 Ba/A/21 Hayvan (Si8ir) Kastamonu 2012
29 Ba/H/08 insan Bilinmiyor 2013
30 Ba/H/09 Insan Samsun 2014
31 Ba/H/10 Insan Bilecik 2014
32 Ba/H/11 Insan Ankara (Polatli) 2014
33 Ba/A/22 Hayvan Corum (Sungurlu) 2014
34 Ba/H/12 Insan Giresun 2015
35 Ba/H/13 Insan Izmir 2016
36 Ba/H/14 Insan Bursa 2016
37 Ba/H/15 Insan Agri 2016
38 Ba/H/16 Insan Bilinmiyor 2016
39 Ba/A/23 Hayvan (Kegi) Corum (Sungurlu) 2016
40 Ba/A/24 Hayvan (Keci) Ankara (Bala) 2016
41 Ba/A/25 Hayvan Kayseri (Incesu) 2016
42 Ba/A/26 Hayvan (S181r) Nevsehir (Hacibektas) 2016
43 Ba/A/27 Hayvan (si8ir) Kirsehir 2017
44 Ba/A/28 Hayvan (Koyun) Yozgat (Sefaatli) 2017
45 Ba/A/29 Hayvan (s1g1r) Ordu 2017
46 Ba/A/30 Hayvan (s1g1r) Ordu 2017
47 Ba/A/31 Hayvan (s181r) Yozgat (Sefaatli) 2017
48 Ba/A/32 Hayvan Ankara (Haymana) 2017
49 Ba/A/33 Hayvan (s181ir) Ordu 2017
50 Ba/A/34 Hayvan (Koyun) Ankara (Polatl) 2017
51 Ba/A/35 Hayvan (Koyun) Ankara (Polath) 2017
52 Ba/H/17 Insan Tranzon 2018
53 Ba/H/18 Insan Trabzon 2018
54 Ba/H/19 Insan Diyarbakir 2018
55 Ba/H/20 Insan Trabzon 2018
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Cizelge 2.1. Devam. Calismada kullanilan mikroorganizmalarin kodlari, orijinleri, sehir ve tarihleri.

56 Ba/H/21 Insan Istanbul 2018
57 Ba/A/36 Hayvan (Sig1r) Tunceli (Pertek) 2018
58 Ba/A/37 Hayvan (Koyun) Mardin (Mazidagy) 2018
59 Ba/A/38 Hayvan (Koyun) Bitlis (Hizan) 2018
60 Ba/A/39 Hayvan (S181r) Bingol 2018
61 Ba/A/40 Hayvan (S18ir) Ankara (Haymana) 2018
62 Ba/A/4l Hayvan (S181r) Istanbul (Pendik) 2018
63 Ba/A/42 Hayvan (S181r) Kayseri (Piarbas1) 2018
64 Ba/A/43 Hayvan (Sig1r) Kayseri (Piarbasi) 2018
65 Ba/A/44 Hayvan (S181r) Kayseri (Piarbas1) 2018
66 Ba/A/45 Hayvan (S11r) Elazig 2018
67 Ba/A/46 Hayvan (S181r) Elazig 2018
68 Ba/A/AT Hayvan (S1g1r) Samsun 2018
69 Ba/A/48 Hayvan (S1g1r) Karabiik (Eflani) 2018
70 Ba/A/49 Hayvan (S181r) Elazig 2018
71 Ba/A/50 Hayvan (S11r) Samsun 2018
72 Ba/A/51 Hayvan (S181r) Konya (Beysehir) 2018
73 Ba/A/52 Hayvan (S181r) Samsun (Terme) 2018
74 Ba/A/53 Hayvan (Si8ir) Sivas 2018
75 Ba/A/54 Hayvan (Si81r) Samsun (ilkadim) 2018
76 Ba/A/55 Hayvan (S11r) Sivas 2018
77 Ba/A/56 Hayvan (Keci) Mersin (Giilnar) 2018
78 Ba/A/57 Hayvan (S11r) Konya 2018
79 Ba/A/58 Hayvan (Si8ir) Samsun 2018
80 Ba/A/59 Hayvan (S1g1r) Ankara (Golbasi) 2018
81 Ba/A/60 Hayvan (S1g1r) Ankara (Golbasi) 2018
82 Ba/A/61 Hayvan (S181r) Ankara (Beypazari) 2018
83 Ba/A/62 Hayvan (S1g1r) Sivas (Yildizeli) 2018
84 Ba/A/63 Hayvan (Si81r) Van 2018
85 Ba/A/64 Hayvan (Diive) Cerkes (Yenikdy) 2018
86 Ba/A/65 Hayvan (Si8ir) Ankara (Gdlbast) 2018
87 Ba/H/22 insan Bilinmiyor 2019
88 Ba/A/66 Hayvan (S1g1r) Samsun (Alagcam) 2019
89 Ba/A/67 Hayvan (Si1gir) Samsun (Alagam) 2019
90 Ba/A/68 Hayvan (Koyun) Eskisehir (Sivrihisar) 2019
91 Ba/A/69 Hayvan (Sigir) Karabiik (Eflani) 2019
92 Ba/A/70 Hayvan (S181r) Yozgat (Sorgun) 2019
93 Ba/A/71 Hayvan (Sig1r) Yozgat (Sarikaya) 2019
94 Ba/A/72 Hayvan (Kegi) Ankara (Beypazari) 2019
95 Ba/H/23 Insan Edirne 2020
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Cizelge 2.1. Devam. Calismada kullanilan mikroorganizmalarin kodlari, orijinleri, sehir ve tarihleri.

96 Ba/A/73 Hayvan (S151r) Izmir (Bornova) 2020
97 Ba/A/74 Hayvan (Kuzu) Cankiri 2020
98 Ba/A/75 Hayvan (S181r) Konya 2020
99 Ba/A/76 Hayvan (Koyun) Yozgat (Sarikaya) 2020
100 | Ba/A/T7 Hayvan (S181r) Corum (Alaca) 2020
101 | Ba/A/78 Hayvan (S18ir) Ardahan (Cildir) 2020
102 | Ba/H/24 Insan Elazig 2021
103 | Ba/H/25 Insan Erzurum 2021
104 | Ba/H/26 Insan Amasya 2021
105 | Ba/H/27 Insan Istanbul 2021
106 | Ba/H/28 Insan Mersin 2021
107 | Ba/A/79 Hayvan (Koyun) Eskigehir Sivrihisar 2021
108 | Ba/A/80 Hayvan (S1g1r) Cankir1 2021
109 | Ba/A/8l Hayvan (S1g1r) Samsun 2021
110 | Ba/A/82 Hayvan Igdir

111 | Max Sterne

112 | RSKK1120

113 | RSKK9703

114 | RSKK14003

2.1.2. Besiyerleri

Calismada kullanilan suslar1 canlandirmak, ¢ogaltmak ve konvansiyonel tani

yontemlerini ¢alismak i¢in farkli besiyerleri belirtilen oranlarda kullanild:.

%5’lik Koyun Kanh Agar (CONDA Blood Agar Base, Spain)

Ticari olarak tretilip satin alinan kanli agar’m 40 g’1 1000 ml distile suda
¢oziilerek 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril hale getirildi. Sicakligi 45-50°C’ye
diisene kadar sogumasi beklendi. 50 ml steril, defibrine edilmis koyun kani ilave
edilerek homojen hale getirildi. Tiim besiyeri 20 ml petrilere dagitildi. Besiyerleri ve

karigim oranlari1 Cizelge 2.2’de gosterilmistir.
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Nutrient Broth (OXOID, England)

Ticari olarak iiretilip satin alinan nutrient broth’ un 13 g’1 1000 ml distile suda
¢oziilerek 121°C’de 15 dakika otoklavda steril hale getirildi. 5-10’ar ml seklinde

steril tiiplere dagitildi. Besiyerleri ve karisim oranlar Cizelge 2.2°de gosterilmistir.

Gliserollii Buyyon

Ticari olarak iretilip satin alinan Tryptic soy broth w/o dextrose’dan
(Condalab, Spain) 2,75 g tartildi. 16 ml gliserol (Merck, USA) ve 84 ml distile su ile
karistirilarak pH 7,3’e ayarlandi. 121°C’de 15 dakika otoklavda steril hale getirildi.

Besiyerleri ve karigim oranlar1 Cizelge 2.2°de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan besiyerleri ve karisim miktarlari.

Besiyerleri Karisim miktarlari

%35’lik Koyun Kanlt Agar (CONDA Blood 40 g/1000 ml + 10 ml Koyun kan1
Agar Base, Spain)

Nutrient broth (OXOID, England) 13 g/1000 ml

2,75 g Tryptic soy broth w/o dextrose

(Condalab, Spain)
Gliserollii Buyyon

16 ml gliserol (Merck, USA)

84 ml dHz20

2.1.3. Konvansiyonel Tam1 Materyalleri

Calismada kullanilan suslarin tanimlamasi ve dogrulamasi i¢in penisilin direnci
testinde 10 {inite penisilin diskleri (Himedia, India), Gama (Y) faji duyarlilik testinde
Halk Sagligi Genel Midiirliigii Ulusal Yiiksek Riskli Patojenler Referans

Laboratuvarindan alinan faj soliisyonu kullanildi.
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2.1.4. Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QPCR) Reaktifleri ve

Primerleri

Calismada PXO1 ve PXO2 plazmid DNA’s1 ile purA ve ptsl genomik
DNA’sinm1 hedefleyen 4 primer ¢ifti ve bu primer bolgelerine spesifik 4 adet primer
prob kullanildi. Primerlerin hedef bolgeleri DNA dizisi lizerindeki pozisyonlar1 ve
DNA dizileri Cizelge 2.3.te verilmistir. Gergek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonunda HS Prime Taqg Premix (2X) (GeNet Bio, South Korea) master mixi

kullanildi.

Cizelge 2.3. qPCR calismasinda kullanilan primerler, hedef bolgeleri, pozisyonlar1 ve baz dizileri
(Irenge ve ark., 2010).

Primer ismi Hedef Pozisyon Dizileme(5'—>3")
Lef-1-FOR pX01 150116-150092 CATCGGTCTGGAAATAAAGGATGTA
Lef-2-REV pX01 150037-150062 GCACTACTTTCGCATCAATCCTTATA
pXO1-LEF-PRO pXO1 150067-150083 FAM-CTTTTTCGGATTGCTTA-NFQ-MGB
CapA-1-FOR pX02 54939-54917 TGACGATGGTTGGTGACATTATG
CapA-2-REV pX02 54871-54898 AATCTGTACCGTAACGATTAACAATCTC
pX02-CAPa-PRO pX02 54900-54915 VIC-TTTACGTGACGTCCCA-NFQ-MGB
PUR-ANT-FOR purA 5208833-5208806 CAACACTTAAAATTTGTGTTGCTTACAA
PUR-ANT-REV purA 5208746-5208773 TCACATTTCGCTAAAATGTTTAAGTTTG
PUR-ANT-PRO purA 5208802-5208788 FAM-CGATGGGAAAGTTAT-NFQ-MGB
PTS-BAC-FOR ptsl 3902805-3902827 GCTTGACGGAAYTCATCAAGAGT
PTS-BAC-REV ptsl 3902925-3902900 TATGYCTTGAWGARCAAGATGTGTTC
PTS-BAC-PRO ptsl 3902894-3902880 VIC-ACAACTTCGTGCATT-NFQ-MGB

2.1.5. MLVA Yonteminde Kullanilan Reaktifler ve Primerler

Calismanin Multiplex PCR asamasinda HS Prime Taq Premix (2X) (GeNet
Bio, South Korea) master mixi kullanildi. Calismada 31 gen lokusuna spesifik 31

primer ¢ifti kullanildi. Forward primerler fragman analizi i¢in isaretlidir ve farklh
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kanallarda analiz edilmeyi saglamaktadir. Kullanilan primerler ve DNA dizileri

Cizelge 2.4.’te verilmistir.

Cizelge 2.4. MLVA ¢alismasinda kullanilan primerler ve DNA dizileri

Primer Dizileme (5'—3)
VITA-F 5’-(cy5.5)CACAACTACCACCGATGGCACA-3’
VITA-R 5’-GCGCGTTTCGTTTGATTCATAC-3’
vIrB1-F 5’-(cy5)ATAGGTGGTTTTCCGCAAGTTATTC-3’
vIrB1-R 5’-GATGAGTTTGATAAAGAATAGCCTGTG-3”
vrrB2-F 5’-(WellRed dye D2)CACAGGCTATTCTTTATCAAACTCATC-3’
vrrB2-R 5’-CCCAAGGTGAAGATTGTTGTTGA-3’
vrrCl-F 5°(cy5) GAAGCAAGAAAGTGATGTAGTGGAC-3’
vrrC1-R 5’-CATTTCCTCAAGTGCTACAGGTTC-3’cy5
vrrC2-F 5’(cy5)CCAGAAGAAGTGGAACCTGTAGCAC-3’
vIrC2-R 5’-GTCTTTCCATTAATCGCGCTCTATC-3”
CG3-F 5-’(cy5.5) TGTCGTTTTACTTCTCTCTCCAATAC-3’
CG3-R 5’-AGTCATTGTTCTGTATAAAGGGCAT-3’
pXO1-aat-F 5’-(cy5)CAATTTATTAACGATCAGATTAAGTTCA-3’
pXO1l-aat-R 5’>-TCTAGAATTAGTTGCTTCATAATGGC-3’
pX02-at-F 5°-(cy5.5)TCATCCTCTTTTAAGTCTTGGGT-3’
pX02-at-R 5’-GTGTGATGAACTCCGACGACA-3’
bams01-F 5’-(cy5)GTTGAGCATGAGAGGTACCTTGTCCTTTTT-3’
bams01-R 5’-AGTTCAAGCGCCAGAAGGTTATGAGTTATC-3’
bams03-F 5’-(cy5.5)GCAGCAACAGAAAACTTCTCTCCAATAACA-3
bams03-R 5’-TCCTCCCTGAGAACTGCTATCACCTTTAAC-3
bams05-F 5’-(WellRed dyeD2)GCAGGAAGAACAAAAGAAACTAGAAGAGCA-3
bams05-R 5’-ATTATTAGCAGGGGCCTCTCCTGCATTACC-3’
bams13-F 5’-(cy5.5) AATTGAGAAATTGCTGTACCAAACT-3’
bams13-R 5’-CTAGTGCATTTGACCCTAATCTTGT-3’
bams15-F 5’-(WellRed dyeD2)GTATTTCCCCCAGATACAGTAATCC-3’
bams15-R 5’-GTGTACATGTTGATTCATGCTGTTT-3’
bams21-F 5’-(cy5.5) TGTAGTGCCAGATTTGTCTTCTGTA-3’
bams21-R 5’-CAAATTTTGAGATGGGAGTTTTACT-3’
bams22-F 5'(cy5)ATCAAAAATTCTTGGCAGACTGA-3’
bams22-R 5’-ACCGTTAATTCACGTTTAGCAGA-3’
bams23-F 5’-(WellRed dyeD2)CGGTCTGTCTCTATTATTCAGTGGT-3’
bams23-R 5’-CCTGTTGCTCCTAGTGATTTCTTAC-3’
bams24-F 5’-(cy5)CTTCTACTTCCGTACTTGAAATTGG-3’
bams24-R 5’-CGTCACGTACCATTTAATGTTGTTA-3’
bams25-F 5’-(cy5.5)CCGAATACGTAAGAAATAAATCCAC-3’
bams25-R 5’-TGAAAGATCTTGAAAAACAAGCATT-3’
bams28-F 5’-(cy5)CTCTGTTGTAACAAAATTTCCGTCT-3’
bams28-R 5’-TATTAAACCAGGCGTTACTTACAGC-3’
bams30-F 5’-(cy5.5) AGCTAATCACCTACAACACCTGGTA-3’
bams30-R CAGAAAATATTGGACCTACCTTCC-3’
bams31-F 5’-(WellRed dyeD2)GCTGTATTTATCGAGCTTCAAAATCT-3’
bams31-R 5’-GGAGTACTGTTTGTTGAATGTTGTTT-3
bams34-F 5’-(WellRed dyeD2)CAGCAAAATCAATCGAATCAAA-3’
bams34-R 5’-TGTGCTAAATCATCTTGCTTGG-3’
bams44-F 5’-(cy5.5)GCGAATTAATTGCTCCTCAAAT-3’
bams44-R 5’-GCACTTGAATATTTGGCGGTAT-3’
bams51-F 5’-(cy5)ATTTCCTGAAGCAGGTTGTGTT-3’
bams51-R 5’-TGCATCTAACAATGCAGAACAA-3’
bams53-F 5’-(WellRed dyeD2)GAGGTGTGTTAGGTGGGCTTAC-3’
bams53-R 5’-CATATTTTCACCTTAATTTTGGAAG-3’
vntri2-F 5’-(cy5)CGTACGAAGTAGAAGTCATTAA-3
vntri2-R 5’-GCATATAATTGCACCTCATCTAG-3’
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Cizelge 2.4. Devam. MLVA c¢alismasinda kullanilan primerler ve DNA dizileri

vntrl6-F 5’-(WellRed dyeD2)CTCTTGAAAATATAAAACGCA-3’
vntrl6-R 5’-GAATAATAAGGGTTCTCATGGTAT-3’

vntrl7-F 5’-(cy5.5) TAGGTAAACAAATTTTCGTAATC-3’
vntrl7-R 5’-GATCGTACAACAGCAATTATCAT-3’

vntrl9-F 5’-(WellRed dyeD2)GTGATGAAATCGGACAAGTTAGGAG-3’
vntr19-R 5’-GAAATATTTTATTAAACATGCTTTCCATCC-3’
vntr23-F 5’-(cy5.5) TTTAGAAACGTTATCACGCTTA-3’
vntr23-R 5’-GTAATACGTATGGTTCATTCCC-3’

vntr35-F 5’-(cy5.5) AAATAATATGTTCCTTTTGCTG-3’
vntr35-R 5’-GTCCTGAAATAAATGCTGAAT-3’

Fragman analizi icin; kapiler jel elektroforezi (Beckman Coulter CEQ™ 8000
Genetic Analysis System, ABD) cihazinda kullanilmak tizere Map Marker (Size
Standart 50-1200bp) (Bio Ventures, USA) Sample Loading Solution, (BC/SCIEX,
USA), Separation Buffer (BC/SCIEX, USA), Separation Gel-LPAI (BC/SCIEX,
USA) kullanildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Konvansiyonel Tam1 Yontemleri

Suslarin canlandirilmasi ve segici besiyerinde tretilmesi, koloni morfolojisi
incelemeleri, penilisin direng testleri ve gama faj1 duyarlilik testleri ve T.C. Saglik
Bakanlig1 Halk Sagligi Genel Miidiirliigli Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari ve
Biyolojik Uriinler Daire Bagkanligina bagl Biyogiivenlik Seviye 3 (BSL3)

Laboratuvarinda ¢alisildu.
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Sekil 2.1. BSL3 laboratuvari, konvansiyonel ¢aligmalar.

2.2.1.1. Suslarin Canlandirmas: ve Selektif Besiyerinde Uretilmesi

Calismada kullanilan suslar, 6nceden hazirlanmig ve tiiplere 5 ml olarak
dagitilmis Nutrient Broth sivi besiyerinde 37°C’de 1 gece inkiibe edildi. Ardindan
%S5 koyun kanli agara tek koloni ekimi yapildi. Caligma sonrasinda tireyen koloniler
gliserollii buyyonda toplanarak daha sonraki caligmalarda kullanilmak {izere -80

°C’lik derin dondurucuya kaldirild.

2.2.1.2. Penisilin Duyarhhk Testi

Nutrient broth besiyerinde canlandirihip %5°lik koyun kanli agarda ¢ogaltilan

suslar yine %35°lik koyun kanli agara yayma ekimi yapildi. Petrinin orta kismina 10

36



tinitelik penisilin diski yerlestirildi. 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi (WHO,
2008).

2.2.1.3. Gama (YY) Faji1 Duyarhhk Testi

Nutrient broth besiyerinde canlandirilip %5°lik koyun kanli agarda cogaltilan
suslar yine %5’lik koyun kanli agara yayma ekimi yapildi. Petrinin orta kismina 15

ul gama faji damlatildi. 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi (WHO, 2008).

2.2.2. Suslardan DNA Ekstraksiyonu

Nutrient broth besiyerinde canlandirilip %5°lik koyun kanli agarda gogaltilan
suslarin agar tizerinde tek kolonileri 6ze ile alind1 ve 400 pl TE soliisyonu igerisinde
homojen hale getirildi. 100 °C’de 10 dakika inkiibe edildi, ardindan 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi steril tiiplere alindi (Dashti, 2009). Elde
edilen DNA’larin safligi ve konsantrasyonlari spektrofotometre (NanoDrop) ile
olciildii. Olgiilen DNA miktarlar1 50 ng/5ul olacak sekilde seyreltilip PCR yapilana
kadar -20°C’de saklandi.

2.2.3. Gerc¢ek zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qQPCR)

DNA ekstraksiyonu yapilan tiim 6rnekler HS Prime Taq Premix (2X) (GeNet
Bio, South Korea) ile plazmid ve genomik DNA’daki bolgeleri hedefleyen primerler
ve problar kullanilarak gergek zamanli PCR kuruldu. DNA’lardan her qPCR igin 5 pl
konuldu. Cap (pXO2) ve Pts (PtsI) bolgelerine ait primer problar HEX (yellow)
kanalinda, Lef(pXO1) ve Pur (PurA) bolgelerine ait primer problar ise FAM (Green)
kanalinda okunmaktadir. Bu ylizden iki farkli kanaldaki primer problar1 kullanilarak
2 bolgeyi kapsayan multiplex PCR kuruldu. Buna gore Cap-Lef mix ve Pur- PTS
mix olmak iizere iki mix hazirland1 ve Rotor-Gene Q Thermocycler (Qiagen,

Holland) cihazi kullanilarak ger¢cek zamanli PCR islemi gergeklestirildi. Ticari kit ve
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primerler ile yapilan real-time PCR karisgimlar Cizelge 2.5’te, PCR dongiileri

Cizelge 2.6’da verilmistir.

Cizelge 2.5. Ticari kit ve primerler ile yapilan Real- time PCR karigimlari.

Reajen Hacim
HS Primer Taq Premix (2X) 10 ul
Forward primerler 0,6 ul—0,6 ul
Reverse primerler 0,6 ul—0,6 ul
Primer problari 0,3ul-0,3pl
dH.0 2 ul
Template DNA 5ul
Toplam 20 uL
Cizelge 2.6. qPCR dongiileri.

Evre Is1 (°C) Siire (Saniye) Optik okuma Dongii Sayisi
Evre 1 95 600 Kapali 1
Evre 2 95 30 Kapali 35

50 30 Acik

2.2.4. MLVA-31 Calismasi

MLVA c¢alismasinin ilk basamagi konvansiyonel PCR asamasidir. MLVA

calismada 31 adet DNA bélgesi bakilacag icin 31 primer ¢ifti kullanildi. Izolat sayist

cok oldugu i¢in her primer ¢iftine PCR kurmak zahmetli olacagindan multiplex PCR

hazirlandi. Multiplex PCR primer mix gruplari, fragman analizi yaparken hangi

kanalda oklunacaklar1 ve hedeflenen bolgeler Cizelge 2.7.’de verilmistir.
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Cizelge 2.7. Multiplex PCR mix gruplari, analiz kanallar1 ve hedeflenen bolgeler.

Primer Mix Kanal Hedef DNA Bolgesi
A mix D2 VrrB2
Bams05
Bams15
D3 CG3
Bams03
Bams44
D4 VrrCl
Bams01
B mix D2 Bams31
Bams53
D3 Bams13
D4 VrrB1
VrrC2
Bams28
C mix D2 Bams34
D3 VrrA
Bams21
Bams25
D4 Bams24
D mix D2 Bams23
D3 PX02
Bams30
D4 PX0O1
Bams22
Bams51
E mix D2 VNTR16
VNTR19
D3 VNTR17
VNTR23
VNTR35
D4 VNTR12

Tiim ornekler i¢in ticari kit kullanilarak 5 multiplex PCR mix’i hazirlanmis ve
termal dongii (SensoQuest, Germany) cihazina yiliklenmistir. Ticari kit ve primerler
ile yapilan multiplex PCR karigimlar1 Cizelge 2.8.’de, PCR dongiileri Cizelge 2.9.’da

verilmistir.

39




Cizelge 2.8. Ticari kit ve primer mix ile yapilan multiplex PCR karigimlari.

Reajen Hacim
HS Primer Taq Premix (2X) 10 ul
Primer mix F 1,5
Primer mix R 1wl
dH20 2,5ul
Template DNA 5ul

Cizelge 2.9. Multiplex PCR dongiileri.

Evre Is1 (°C) Siire (Saniye) Dongii Sayist
Evre 1 95 600 1
Evre 2 94 30 30
57 45
72 45
Evre 3 72 300 1
Evre 4 4 00 1

Multiplex PCR firiinleri, olusan amplikonlar1 gdzlemlemek icin %1,5’luk
agaroz jelde yiritiildii. 1:10 diliisyon yapilarak kapiler jel elektroforezi (Beckman
Coulter CEQTM 8000 Genetic Analysis System, ABD) cihazinda analiz edilmeye
hazir hale getirildi. Analiz plate’ine 2 ul dilie edilmis PCR 6rnegi, tizerine 31 ul
Sample loading mix (0,5 ul Size Marker + 30 ul Sample Loading Solution) eklendi.
Ayrica Saperation plate’i hazirlanarak cihaza yiiklendi. Cihaz galismasi bittikten
sonra her bolgenin fragman uzunluklar1 not edilerek kod’lari referans rehbere gore
hesaplandi. Her bolgenin fragman uzunluklarina gére kod’larmm oldugu rehber

Cizelge 2.10.’da verilmistir.

40



Cizelge 2.10. MLVA fragman uzunluklari ve kod rehberi (Beyer ve ark., 2012).

MLVA Birim Tekrar Beklenen Gozlenen
bolgeleri Uzunluk | sayis1 Fragment Fragment
Boyutu (KOD) Uzunlugu (bp) Uzunlugu (bp)
8 317 321
10 359 363
bamsl 21 11 380 384
13 422 426
16 485 493
18 429 431
bams3 15 28 579 585
30 609 615
229 227
bams5 39 307 304
346 343
385 382
30 454 457
33 481 486
38 526 530
41 553 559
42 562 568
bams13 9 43 571 576
44 580 585
45 589 596
70 814 826
73 841 853
76 868 880
44 598 597
bams15 9 45 607 606
46 616 615
bams21 45 631 626
676 672
10 627 623
bams22 36 1 063 659
12 699 694
13 735 727-729
8 567 564
bams23 " 609 605-607
9,7 639 635
10 651 644-646
bams24 42 595 603
bams25 15 4 391 395
bams28 24
14 493 501
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Cizelge 2.10. Devam. MLVA fragman uzunluklar1 ve kod rehberi (Beyer ve ark., 2012).

48 646 654

51 673 683

53 691 703

bams30 9 54 700 711

57 727 738

60 754 765

69 835 850

75 889 904

56 700 705

59 727 731

bams31 9 63 763 768

64 772 77

65 781 786

6 386 392

bams34 39 7 425 431

9 503 513

2 183 187

bams44 39 7 378 382

8 417 422

bams51 45 9 493 500
W . 6 212 210-213

8 236 237

cGa 5 1 153 152

2 158 157

6 126 123

7 129 126

pX01 3 8 132 129

9 135 132

10 138 135

0 0 0

6 135 134

7 137 136

8 139 138

pX02 2 9 141 140

10 143 142

11 145 144

12 147 146

13 149 148

290 288

VITA 12 4 314 312

326 324
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Cizelge 2.10. Devam. MLVA fragman uzunluklar1 ve kod rehberi (Beyer ve ark., 2012).

13 193 192
vrrB1 9
17 229 228
14 162 160
vrrB2 9
49 544 552
vIrCl 9 53 580 587-590
57 616 621-630
15 532 533
vrrC2 18
19 604 604
6 115 114
VNTR12 2
7 117 116
0 0 0
VNTR16 8 8 273 271
9 281 279
0 0 0
VNTR17 8 3 378 379
4 386 387
4 96 93
VNTR19 3
5 99 96
3 185 184
VNTR23 12 4 197 196
5 209 208
3 109 109
VNTR35 6
4 116 116

Cihazdan alinan fragman uzunluklar: verileri ve tekrar kod’lar1 Bionumerix 7,5
(Applied-Maths, Belgika) programinda analiz edilerek suslarin birbirlerine olan

yakinliklar1 hesaplandi.
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3. BULGULAR

Tez calismasinda, 28 adet insan, 82 adet hayvan orijinli sus ile 3 adet Refik
Saydam Kiiltiir Koleksiyonu’ndan alinan susu ve 1 adet as1 susunun MLVA-31
yontemi ile molekiiler karakterizasyonu saglandi ve suslar arasindaki klonal iliski

saptand.

3.1. Konvansiyonel Tam Yontemleri ile Suslarin Dogrulanmasi

Calismada kullanilan suslar, nutrient broth besiyerinde canlandirilmasinin
ardindan %35 koyun kanli agara tek koloni ekimi yapildi ve 37°C’de 1 gece inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 koyun kanl agarda B. anthracis’in spesifik (medusa bas1)
koloni morfolojisi gozlemlendi. Koloni mikroskobi ile incelendiginde buzlu cam
gorlintiisii tespit edildi. B. anthracis’in koloni morfolojisi Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.°de

gosterilmistir.

Sekil 3.1. Ba/A/65 susunun koloni morfolojisi.
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Sekil 3.2. Ba/H/05 susunun koloni morfolojisi.

Koyun kanli besiyerine yayma ekimi yapilan ve petrinin orta kismina penisilin
diski yerlestirilen suslarin 37°C’de 1 gece inkiibasyonu sonrasi penisilin diskinin
etrafinda bakterinin iireyemedigi bir zon olustu. B. anthracis suslarinin penisiline
duyarl oldugu tespit edildi. Penisilin diskinin (10 tinite) B. anthracis’in liremesine

etkisi Sekil 3.3.’te gdsterilmistir.
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Sekil 3.3. Ba/A/28 susunun penisilin duyarlilik testi.

Koyun kanli besiyerine yayma ekimi yapilan ve petrinin orta kismma Gama
faji damlatilan suglar 37°C’de 1 gece inkiibasyonun ardindan incelendiginde, fajin
damlatildig1 zonda iireme olmazken petrinin diger yerlerinde B. anthracis susunun
tiredigi gozlemlendi. Calismada kullanilan suslarin Gama fajina duyarli oldugu tespit

edildi. Gama fajinmn B. anthracis’e etkisi Sekil 3.4.’te gosterilmistir.
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Sekil 3.4. Ba/A/06 susunun Gama Faji lizisi testi.

3.2. Ger¢cek Zamanh PCR (qPCR) Bulgular:

Kaynatma yontemi ile DNA ekstraksiyonlar1 yapilan tiim suslar qPCR
caligmasina alindi ve iki tanesi plasmid diger iki tanesi niikkleer DNA’sinda olacak
sekilde 4 reaksiyon gerceklestirildi. qPCR ardindan her susun 4 farkli bolgede Ct
(cycle threshold) degerleri tespit edildi. Max sterne as1 susu ve RSKK-14003
susunda PXO2 plazmid bolgesi i¢in yapilan ¢alismada negatif sonug alindi, Ct degeri

gozlenemedi. Caligma sonucunda elde edilen Ct degerleri Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. B. anthracis suglarmin qPCR testi sonucu elde edilen Ct degerleri.

SUS KODU pX01 pX02 purA ptsl
Ba/A/01 16,21 13,54 17,70 14,42
Ba/H/01 15,60 13,60 16,87 14,59
Ba/A/02 16,66 14,05 16,73 14,01
Ba/A/03 18,07 14,97 19,60 15,74
Ba/A/04 15,09 12,95 15,98 13,40
Ba/A/05 16,00 13,45 16,75 13,76
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Cizelge 3.1. Devam. B. anthracis suslarinin qPCR testi sonucu elde edilen Ct degerleri.

Ba/A/06 16,22 13,65 16,07 12,84
Ba/A/07 16,58 14,09 17,51 14,55
Ba/A/08 15,54 13,39 17,37 14,75
Ba/A/09 16,86 14,94 19,42 15,86
Ba/A/10 15,94 13,60 16,92 14,04
Ba/A/11 16,25 13,56 16,99 14,13
Ba/A/12 15,89 13,30 16,88 14,48
Ba/A/13 14,67 12,69 17,30 14,54
Ba/A/14 14,63 12,39 17,10 14,43
Ba/H/02 15,69 13,57 17,02 14,41
Ba/H/03 16,36 14,04 18,01 15,35
Ba/H/04 1571 13,15 17,75 14,86
Ba/H/05 16,26 14,05 16,27 14,21
Ba/H/06 15,08 13,06 17,32 14,71
Ba/H/07 16,97 14,26 18,46 15,39
Ba/A/15 15,09 12,72 16,07 13,25
Ba/A/16 14,70 12,50 16,32 13,52
Ba/A/17 15,32 13,13 17,76 14,24
Ba/A/18 15,61 13,07 17,02 14,44
Ba/A/19 1597 13,58 17,27 14,70
Ba/A/20 15,67 13,55 16,88 13,81
Ba/A/21 14,80 12,64 16,57 13,61
Ba/H/08 15,49 13,40 17,12 1441
Ba/H/09 14,02 12,15 17,00 13,88
Ba/H/10 14,86 13,02 16,70 13,98
Ba/H/11 15,28 13,23 15,66 13,36
Ba/A/22 14,34 12,52 15,69 13,44
Ba/H/12 15,81 13,29 18,46 15,59
Ba/H/13 14,85 18,78 16,77 14,28
Ba/H/14 15,05 12,90 18,99 15,23
Ba/H/15 14,97 13,16 15,91 13,98
Ba/H/16 15,54 13,56 16,67 14,88
Ba/A/23 16,02 14,29 16,85 13,98
Ba/A/24 15,58 13,59 17,38 15,34
Ba/A/25 15,37 13,26 17,28 15,03
Ba/A/26 15,06 13,09 16,53 14,37
Ba/A/27 1521 13,20 17,48 14,57
Ba/A/28 16,24 14,09 17,19 15,09
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Cizelge 3.1. Devam. B. anthracis suslarinin qPCR testi sonucu elde edilen Ct degerleri.

Ba/A/29 15,82 13,62 17,26 14,75
Ba/A/30 15,13 13,33 16,32 14,14
Ba/A/31 15,98 13,64 19,97 17,69
Ba/A/32 16,99 15,20 17,01 14,47
Ba/A/33 16,08 14,12 17,13 1497
Ba/A/34 15,48 13,53 17,17 14,83
Ba/A/35 15,34 13,12 17,67 15,05
Ba/H/17 15,65 13,30 17,28 14,64
Ba/H/18 15,76 13,16 17,66 14,76
Ba/H/19 16,25 14,02 17,74 14,79
Ba/H/20 15,54 13,21 17,24 14,97
Ba/H/21 15,96 13,61 16,64 14,67
Ba/A/36 16,85 1451 18,15 15,48
Ba/A/37 15,53 13,39 16,33 14,56
Ba/A/38 15,90 13,63 17,18 14,99
Ba/A/39 14,86 13,10 16,40 14,33
Ba/A/40 16,02 13,67 17,54 15,06
Ba/A/41 16,84 15,00 19,08 16,74
Ba/A/42 15,09 13,07 17,13 14,22
Ba/A/43 15,81 13,35 16,40 1437
Ba/A/44 15,72 13,56 17,06 14,31
Ba/A/45 16,25 14,27 16,66 14,84
Ba/A/46 15,79 14,07 16,69 14,32
Ba/A/47 15,94 13,85 16,28 14,00
Ba/A/48 16,00 13,45 18,23 15,31
Ba/A/49 16,51 14,05 16,55 14,38
Ba/A/S0 16,03 13,81 16,30 14,21
Ba/A/S1 15,71 13,71 17,73 15,70
Ba/A/S2 1511 13,26 16,46 14,19
Ba/A/S3 14,78 13,01 16,90 14,79
Ba/A/S4 16,38 14,03 17,56 15,14
Ba/A/SS 14,89 13,10 17,22 14,67
Ba/A/S6 16,12 14,07 17,38 15,09
Ba/A/ST 16,25 13,84 18,35 15,71
Ba/A/S8 15,69 13,54 17,31 14,98
Ba/A/S9 16,11 13,73 17,26 14,54
Ba/A/60 15,83 13,45 16,24 14,39
Ba/A/61 15,77 13,57 16,35 14,61
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Cizelge 3.1. Devam. B. anthracis suslarinin qPCR testi sonucu elde edilen Ct degerleri.

Ba/A/62 16,17 13,87 16,69 14,69
Ba/A/63 15,13 13,09 16,79 14,69
Ba/A/64 16,38 14,49 17,27 14,46
Ba/A/65 15,94 13,86 16,67 14,54
Ba/H/22 16,46 1453 18,70 1531
Ba/A/66 15,66 13,18 16,60 14,58
Ba/A/67 16,25 13,97 16,79 14,39
Ba/A/68 15,07 12,72 17,15 14,84
Ba/A/69 17,64 15,63 17,82 16,09
Ba/A/70 15,86 13,64 17,74 14,94
Ba/A/T1 1581 13,70 17,35 15,03
Ba/A/T2 15,76 13,71 17,61 15,14
Ba/H/23 14,92 13,26 16,43 14,37
Ba/A/T3 15,64 13,90 17,66 15,01
Ba/A/74 16,38 1451 17,85 15,84
Ba/AITS 16,35 1452 16,52 14,55
Ba/A/76 16,18 14,31 18,88 15,86
Ba/AIT7 15,43 13,79 16,83 14,04
Ba/A/78 16,30 14,12 15,08 15,68
Ba/H/24 17,73 13,53 16,97 14,02
Ba/H/25 16,46 17,56 15,09 14,86
Ba/H/26 16,90 1521 14,70 15,28
Ba/H/27 17,56 16,60 15,32 14,34
Ba/H/28 17,22 14,14 15,61 15,81
Ba/A/T9 17,38 13,35 15,97 14,85
Ba/A/80 15,35 15,20 13,85 15,05
Ba/A/81 15,42 16,28 16,48 14,97
Ba/A/B2 16,58 18,14 16,24 14,71
Max Sterne 16,25 NEG 14,15 15,50
RSKK1120 17,26 15,87 1351 17,15
RSKK9703 14,15 16,12 14,84 15,64
RSKK14003 16,72 NEG 16,48 15,87
RNTC NEG NEG NEG NEG
SNTC NEG NEG NEG NEG
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1.1. MLVA-31 Bulgular

MLVA g¢alismasinin ilk asamasinda her sus i¢in 5 adet multiplex PCR kuruldu
ve jel elektroforezinde beklenen bantlar gozlemlendi. Multiplex PCR ile elde edilen
amplikonlarin jel elektroforezinde kosturulmasi ile gozlenen bantlar Sekil 3.5.°te

verilmisgtir.

Sekil 3.5. Ba/H/22 ve Ba/A/64 multiplex PCR elektroforez goriintiisii.

Multiplex PCR ile olusan amplikonlar kapiler jel elektroforezi (Beckman
Coulter CEQ™ 8000 Genetic Analysis System, ABD) ile yapilan analiz sonucunda
her bir VNTR bolgesinin fragman uzunluklar tespit edildi. Sekil 3.6.’da kapiler jel
elektroforezinde kullanilan map marker’in peak goriintiisii, Sekil 3.7.’de Ba/A/48 D

miksinin piklerinin goriintiisii verilmistir.
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Sekil 3.6. Kapiler elektroforez cihazinda map marker pikleri.
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Sekil 3.7. Kapiler elektroforez cihazinda Ba/A/48 D miksinin pikleri.

VNTR bélgelerinin fragman uzunluklarina gore kag tekrar oldugu hesaplandi.
Her sus i¢in VNTR bdlgelerinin uzunluklar: ve tekrar sayilar1 Cizelge 3.2. ve Cizelge

3.3.’te verilmistir.
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Cizelge 3.2. Suslarin A ve B mix VNTR bélgelerinin uzunluklar: ve tekrar sayilari.

A mix B mix
D2 D3 D4 D2 D3 D4
SUS NO VrrB2 Bams05 Bamsl5 | CG3 Bams03 Bams44 VrrCl Bams01 Bams31 Bams53 Bams13 VrrB1 VrrC2 Bams28
Ba/H/01 Fr. Uz 159 307 615 158 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Code 14 5 46 2 30 8 57 13 65 8 30 17 19 14
Ba/H/02 Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Ba/H/03 Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 211 844 228 532 501
Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 6 73 17 15 14
Ba/H/04 Fr. Uz 150 307 615 158 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Code 13 5 46 2 30 8 57 13 65 8 30 17 19 14
Ba/H/05 Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Ba/H/06 Fr. Uz 150 307 615 158 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Code 13 5 46 2 30 8 57 13 65 8 30 17 19 14
Ba/H/07 Fr. Uz 159 385 615 153 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Code 14 7 46 1 30 8 57 13 65 8 30 17 19 14
Ba/H/08 Fr. Uz 159 385 615 153 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Code 14 7 46 1 30 8 57 13 65 8 30 17 19 14
Ba/H/09 Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Ba/H/10 Fr. Uz 150 385 615 158 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Code 13 7 46 2 30 8 57 13 65 8 30 17 19 14
Ba/H/11 Fr. Uz 159 385 615 153 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Code 14 7 46 1 30 8 57 13 65 8 30 17 19 14
Ba/H/12 Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 871 228 532 501
Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 76 17 15 14
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Cizelge 3.2. Devam. Suslarin A ve B mix VNTR bolgelerinin uzunluklar: ve tekrar sayilari.

Ba/H/13 Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 646 236 871 228 532 501
Code 14 7 46 2 30 8 57 16 50 8 76 17 15 14
Ba/H/14 Fr. Uz 159 385 615 153 612 416 615 427 781 236 430 228 603 501
Code 14 7 46 1 30 8 57 13 65 8 27 17 19 14
Ba/H/15 Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Ba/H/16 Fr. Uz 159 385 615 153 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Code 14 7 46 1 30 8 57 13 65 8 30 17 19 14
Ba/H/17 Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 646 236 844 228 532 501
Code 14 7 46 2 30 8 57 16 50 8 73 17 15 14
Ba/H/18 Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 733 17 15 14
Ba/H/19 Fr. Uz 150 385 615 158 612 416 615 490 646 236 844 228 532 501
Code 13 7 46 2 30 8 57 16 50 8 73 17 15 14
Ba/H/20 Fr. Uz 159 307 615 158 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Code 14 5 46 2 30 8 57 13 65 8 30 17 19 14
Ba/H/21 Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Ba/H/22 Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Ba/H/23 Fr. Uz 159 385 615 153 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Code 14 7 46 1 30 8 57 13 65 8 30 17 19 14
Ba/H/24 Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 871 228 532 501
Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 76 17 15 14
Ba/H/25 Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 871 228 532 501
Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 76 17 15 14
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Cizelge 3.2. Devam. Suslarin A ve B mix VNTR bolgelerinin uzunluklar: ve tekrar sayilari.

Ba/H/26 Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14

Ba/H/27 Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 871 228 532 501
Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 76 17 15 14

Ba/H/28 Fr. Uz 159 385 615 153 612 416 615 427 781 236 430 228 603 501
Code 14 7 46 1 30 8 57 13 65 8 27 17 19 14

Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501

Ba/A/01 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14

Fr. Uz 159 385 598 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501

Ba/A/02 Code 14 7 44 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14

Fr. Uz 159 385 615 153 612 416 615 427 691 236 456 228 603 501

Ba/A/03 Code 14 7 46 1 30 8 57 13 55 8 30 17 19 14

Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501

Ba/A/04 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14

Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501

Ba/A/05 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14

Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 664 228 532 501

Ba/A/06 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 53 17 15 14

Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501

Ba/A/07 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14

Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501

Ba/A/08 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14

Fr. Uz 159 385 598 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501

Ba/A/09 Code 14 7 44 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14

Fr. Uz 159 385 615 153 612 416 615 427 691 236 456 228 603 501

Ba/A/10 Code 14 7 46 1 30 8 57 13 55 8 30 17 19 14
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Cizelge 3.2. Devam. Suslarin A ve B mix VNTR bolgelerinin uzunluklar: ve tekrar sayilari.

Fr. Uz 150 385 615 153 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/11 Code 13 7 46 1 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/12 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 153 612 416 615 427 691 236 844 228 603 501
Ba/A/13 Code 14 7 46 1 30 8 57 13 55 8 73 17 19 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/14 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/15 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 646 236 844 228 532 501
Ba/A/16 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 50 8 73 17 15 14
Fr. Uz 150 385 615 153 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/17 Code 13 7 46 1 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 646 236 844 228 532 501
Ba/A/18 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 50 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/19 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 608 153 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Ba/A/20 Code 14 7 45 1 30 8 57 13 65 8 30 17 19 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/21 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 150 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/22 Code 13 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/23 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14




LS

Cizelge 3.2. Devam. Suslarin A ve B mix VNTR bélgelerinin uzunluklar: ve tekrar sayilari.

Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/24 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/25 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/26 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/27 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 150 385 615 158 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Ba/A/28 Code 13 7 46 2 30 8 57 13 65 8 30 17 19 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 727 236 844 228 532 501
Ba/A/29 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 59 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 727 236 844 228 532 501
Ba/A/30 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 59 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/31 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 150 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/32 Code 13 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 727 236 844 228 532 501
Ba/A/33 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 59 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/34 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/35 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/36 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
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Cizelge 3.2. Devam. Suslarin A ve B mix VNTR bolgelerinin uzunluklar: ve tekrar sayilari.

Fr. Uz 159 346 615 158 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Ba/A/37 Code 14 6 46 2 30 8 57 13 65 8 30 17 19 14
Fr. Uz 159 307 615 158 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Ba/A/38 Code 14 ) 46 2 30 8 57 13 65 8 30 17 19 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/39 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 646 236 871 228 532 501
Ba/A/40 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 50 8 76 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/41 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/42 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 150 385 615 158 612 416 615 490 781 236 871 228 532 501
Ba/A/43 Code 13 7 46 2 30 8 57 16 65 8 76 17 15 14
Fr. Uz 150 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/44 Code 13 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/45 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 150 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/46 Code 13 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 346 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/47 Code 14 6 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 871 228 532 501
Ba/A/48 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 76 17 15 14
Fr. Uz 159 346 615 158 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Ba/A/49 Code 14 6 46 2 30 8 57 13 65 8 30 17 19 14
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Cizelge 3.2. Devam. Suslarin A ve B mix VNTR bolgelerinin uzunluklar: ve tekrar sayilari.

Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/50 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 562 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/51 Code 14 7 40 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/52 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/53 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/54 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/55 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 153 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Ba/A/56 Code 14 7 46 1 30 8 57 13 65 8 30 17 19 14
Fr. Uz 159 385 562 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/57 Code 14 7 40 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 727 236 844 228 532 501
Ba/A/58 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 59 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Ba/A/59 Code 14 7 46 2 30 8 57 13 65 8 30 17 19 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Ba/A/60 Code 14 7 46 2 30 8 57 13 65 8 30 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/61 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/62 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
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Cizelge 3.2. Devam. Suslarin A ve B mix VNTR bélgelerinin uzunluklar: ve tekrar sayilari.

Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/63 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 544 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/64 Code 14 7 46 2 30 8 49 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Ba/A/65 Code 14 7 46 2 30 8 57 13 65 8 30 17 19 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/66 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 150 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/67 Code 13 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/68 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/69 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 608 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/70 Code 14 7 45 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/71 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/72 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/73 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501
Ba/A/74 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 153 612 416 615 427 781 236 456 228 603 501
Ba/A/75 Code 14 7 46 1 30 8 57 13 65 8 30 17 19 14
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Cizelge 3.2. Devam. Suslarin A ve B mix VNTR bolgelerinin uzunluklar: ve tekrar sayilari.

Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501

Ba/A/76 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501

Ba/A/77 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501

Ba/A/78 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 871 228 532 501

Ba/A/79 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 76 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501

Ba/A/80 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 871 228 532 501

Ba/A/81 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 76 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501

Ba/A/82 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501

RSKK-1120 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 612 416 615 490 781 236 844 228 532 501

RSKK-9703 Code 14 7 46 2 30 8 57 16 65 8 73 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 582 416 580 490 781 236 889 228 532 501

RSKK-14003 Code 14 7 46 2 28 8 53 16 65 8 78 17 15 14
Fr. Uz 159 385 615 158 582 416 580 490 781 236 889 228 532 501

Max Sterne Code 14 7 46 2 28 8 53 16 65 8 78 17 15 14
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Cizelge 3.3. Suslarin C, D ve E mix VNTR bélgelerinin uzunluklar: ve tekrar sayilari.

C mix D mix E mix
SUS NO D2 D3 D4 D2 D3 D4 D2 D3 D4
Bams34 | VrrA | Bams21 | Bams25 | Bams24 | Bams23 | PXO2 | Bams30 | PXO1 | Bams22 | Bams51 | VNTR16 | VNTR19 [ VNTR17 | VNTR23 | VNTR35 | VNTR12
Ba/H/01 Fr.Uz| 424 | 312 | 676 394 603 648 137 897 134 730 500 270 95 386 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 7 75 9 13 9 8 5 4 4 3 5
Ba/H/02 Fr.Uz| 424 | 312 | 676 394 603 648 143 700 131 730 500 0 92 376 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 10 53 8 13 9 0 4 3 4 3 5
Ba/H/03 Fr.Uz| 424 |312| 676 394 603 648 137 924 131 730 500 0 92 376 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 7 78 8 13 9 0 4 3 4 3 5
Ba/H/04 Fr.Uz| 424 | 300 | 676 394 603 648 137 924 134 730 500 270 92 386 196 109 112
Code 7 3 13 4 9 10 7 78 9 13 9 8 4 4 4 3 5
Ba/H/05 Fr.Uz| 424 | 312 | 676 394 603 648 141 735 131 730 500 0 92 376 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 9 57 8 13 9 0 4 3 4 3 5
Ba/H/06 Fr.Uz| 424 | 312 | 676 394 603 648 137 897 134 730 500 0 95 386 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 7 75 9 13 9 0 5 4 4 3 5
Ba/H/07 Fr.Uz| 424 312 676 394 603 648 137 897 134 730 500 0 92 386 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 7 75 9 13 9 0 4 4 4 3 5
Ba/H/08 Fr.Uz| 424 312 676 394 603 648 137 924 125 730 500 270 95 386 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 7 78 6 13 9 8 5 4 4 3 5
Ba/H/09 Fr.Uz| 424 | 323 | 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Code 7 5 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Ba/H/10 Fr.Uz| 424 |312| 676 394 603 648 137 924 125 730 500 270 95 386 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 7 78 6 13 9 8 5 4 4 3 5
Ba/H/11 Fr.Uz| 424 | 312 | 676 394 603 648 137 897 134 730 500 270 95 394 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 7 75 9 13 9 8 5 5 4 3 5
Ba/H/12 Fr.Uz| 424 312 676 394 603 648 141 735 128 730 500 280 92 376 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 9 57 7 13 9 9 4 3 4 3 5
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Cizelge 3.3. Devam. Suslarin C, D ve E mix VNTR bdlgelerinin uzunluklar: ve tekrar sayilari.

Ba/H/13 Fr.Uz| 424 | 323 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Code 7 ) 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Ba/H/14 Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 137 879 128 730 500 0 92 386 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 7 73 7 13 9 0 4 4 4 3 5
Ba/H/15 Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 137 735 137 730 500 0 92 376 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 7 57 10 13 9 0 4 3 4 3 5
Ba/H/16 Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 137 897 134 730 500 0 95 386 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 7 75 9 13 9 0 5 4 4 3 5
Ba/H/17 Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 128 658 500 270 92 376 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 9 57 7 11 9 8 4 3 4 3 5
Ba/H/18 Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 0 92 386 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 0 4 4 4 3 5
Ba/H/19 Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 128 658 500 280 92 376 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 9 57 7 11 9 9 4 3 4 3 5
Ba/H/20 Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 137 897 131 730 500 0 95 386 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 7 75 8 13 9 0 5 4 4 3 5
Ba/H/21 Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 137 735 137 730 500 270 92 376 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 7 57 10 13 9 8 4 3 4 3 5
Ba/H/22 Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 137 735 137 730 500 0 92 376 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 7 57 10 13 9 0 4 3 4 3 5
Ba/H/23 Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 137 924 134 730 500 280 95 386 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 7 78 9 13 9 9 5 4 4 3 5
Ba/H/24 Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 280 92 376 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 9 4 3 4 3 5
Ba/H/25 Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 149 735 134 730 500 280 92 376 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 13 57 9 13 9 9 4 3 4 3 5
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Cizelge 3.3. Devam. Suslarin C, D ve E mix VNTR bdlgelerinin uzunluklar: ve tekrar sayilari.

Ba/H/26 Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 280 92 376 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 9 4 3 4 3 5
Ba/H/27 Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Ba/H/28 Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 137 897 134 730 500 270 95 386 196 109 112
Code 7 4 13 4 9 10 7 75 9 13 9 8 5 4 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 137 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/01 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 10 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 280 92 376 196 109 112
Ba/A/02 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 9 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 137 924 134 730 500 280 95 386 196 109 112
Ba/A/03 Code 7 4 13 4 9 10 7 78 9 13 9 9 5 4 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 139 735 131 730 500 280 92 376 196 109 112
Ba/A/04 Code 7 4 13 4 9 10 8 57 8 13 9 9 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 131 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/05 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 8 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 131 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/06 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 8 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 280 92 376 196 109 112
Ba/A/07 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 9 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 280 92 376 196 109 112
Ba/A/08 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 9 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/09 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 137 897 134 730 500 270 95 386 196 109 112
Ba/A/10 Code 7 4 13 4 9 10 7 75 9 13 9 8 5 4 4 3 5
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Cizelge 3.3. Devam. Suslarin C, D ve E mix VNTR bdlgelerinin uzunluklar: ve tekrar sayilari.

Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/11 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 564 143 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/12 Code 7 4 13 4 9 8 10 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 137 897 134 730 500 270 92 386 196 109 112
Ba/A/13 Code 7 4 13 4 9 10 7 75 9 13 9 8 4 4 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 128 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/14 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 7 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 323 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/15 Code 7 5 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 131 658 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/16 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 8 11 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 564 143 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/17 Code 7 4 13 4 9 8 10 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 131 658 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/18 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 8 11 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/19 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 137 897 134 730 500 270 92 386 196 109 112
Ba/A/20 Code 7 4 13 4 9 10 7 75 9 13 9 8 4 4 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 564 143 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/21 Code 7 4 13 4 9 8 10 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 897 128 730 500 270 95 376 196 109 112
Ba/A/22 Code 7 4 13 4 9 10 9 75 7 13 9 8 5 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 280 92 376 196 109 112
Ba/A/23 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 9 4 3 4 3 5
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Cizelge 3.3. Devam. Suslarin C, D ve E mix VNTR bdlgelerinin uzunluklar: ve tekrar sayilari.

Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 137 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/l24 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 10 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 700 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/25 Code 7 4 13 4 9 10 9 53 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 700 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/26 Code 7 4 13 4 9 10 9 53 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/27 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 137 879 143 730 500 270 92 386 196 109 112
Ba/A/28 Code 7 4 13 4 9 10 7 73 12 13 9 8 4 4 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/29 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/30 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 700 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/31 Code 7 4 13 4 9 10 9 53 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 700 137 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/32 Code 7 4 13 4 9 10 9 53 10 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/33 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 131 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/34 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 8 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 131 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/35 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 8 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 128 730 500 280 92 376 196 109 112
Ba/A/36 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 7 13 9 9 4 3 4 3 5




L9

Cizelge 3.3. Devam. Suslarin C, D ve E mix VNTR bdlgelerinin uzunluklar: ve tekrar sayilari.

Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 137 897 128 730 500 280 92 394 196 109 112
Ba/A/37 Code 7 4 13 4 9 10 7 75 7 13 9 9 4 5 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 137 897 134 730 500 0 92 386 196 109 112
Ba/A/38 Code 7 4 13 4 9 10 7 75 9 13 9 0 4 4 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 280 92 376 196 109 112
Ba/A/39 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 9 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 131 658 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/40 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 8 11 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 184 109 112
Ba/A/41 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 3 3 5
Fr.Uz| 424 | 300 676 394 603 648 141 735 134 730 500 280 92 376 196 109 112
Ba/A/42 Code 7 3 13 4 9 10 9 57 9 13 9 9 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 300 676 394 603 648 141 735 134 730 500 294 92 376 196 109 112
Ba/A/43 Code 7 3 13 4 9 10 9 57 9 13 9 11 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 300 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/Al44 Code 7 3 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 131 730 500 0 92 376 196 109 112
Ba/A/45 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 8 13 9 0 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 131 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/46 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 8 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 131 730 500 280 92 376 196 109 112
Ba/A/47 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 8 13 9 9 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 131 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/48 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 8 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 137 897 134 730 500 270 95 386 196 109 112
Ba/A/49 Code 7 4 13 4 9 10 7 75 9 13 9 8 5 4 4 3 5




89

Cizelge 3.3. Devam. Suslarin C, D ve E mix VNTR bdlgelerinin uzunluklar: ve tekrar sayilari.

Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 143 700 134 658 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/50 Code 7 4 13 4 9 10 10 53 9 11 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/51 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 700 134 730 500 0 92 376 196 109 112
Ba/A/52 Code 7 4 13 4 9 10 9 53 9 13 9 0 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/53 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 145 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/54 Code 7 4 13 4 9 10 11 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/55 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 139 924 134 730 500 270 92 386 196 109 112
Ba/A/56 Code 7 4 13 4 9 10 8 78 9 13 9 8 4 4 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 131 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/57 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 8 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 280 92 376 196 109 112
Ba/A/58 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 9 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 137 879 143 730 500 270 95 386 196 109 112
Ba/A/59 Code 7 4 13 4 9 10 7 73 12 13 9 8 5 4 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 137 879 143 730 500 270 95 386 196 109 112
Ba/A/60 Code 7 4 13 4 9 10 7 73 12 13 9 8 5 4 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/61 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 145 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/62 Code 7 4 13 4 9 10 11 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
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Cizelge 3.3. Devam. Suslarin C, D ve E mix VNTR bolgelerinin uzunluklar ve tekrar sayilari.

Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 145 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/63 Code 7 4 13 4 9 10 11 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 139 735 131 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/64 Code 7 4 13 4 9 10 8 57 8 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 137 879 143 730 500 270 92 386 196 109 112
Ba/A/65 Code 7 4 13 4 9 10 7 73 12 13 9 8 4 4 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 323 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/66 Code 7 5 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 323 676 394 603 648 141 735 134 730 500 280 92 376 196 109 112
Ba/A/67 Code 7 5 13 4 9 10 9 57 9 13 9 9 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 143 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/68 Code 7 4 13 4 9 10 10 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/69 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/70 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/71 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 280 92 376 196 109 112
Ba/A/72 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 9 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 288 676 394 603 648 139 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112
Ba/A/73 Code 7 2 13 4 9 10 8 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 564 143 735 134 730 500 0 92 376 196 109 112
Ba/Al74 Code 7 4 13 4 9 8 10 57 9 13 9 0 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 288 676 394 603 648 137 897 131 730 500 280 95 386 196 109 112
Ba/A/75 Code 7 2 13 4 9 10 7 75 8 13 9 9 5 4 4 3 5
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Cizelge 3.3. Devam. Suslarin C, D ve E mix VNTR bdlgelerinin uzunluklar1 ve tekrar sayilari.

Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 143 735 134 730 500 270 92 386 196 109 112

Ba/A/76 Code 7 4 13 4 9 10 10 57 9 13 9 8 4 4 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 323 676 394 603 648 141 735 134 730 500 280 92 376 196 109 112

Ba/A/77 Code 7 5 13 4 9 10 9 57 9 13 9 9 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 280 92 376 196 109 112

Ba/A/78 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 9 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112

Ba/A/79 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 143 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112

Ba/A/80 Code 7 4 13 4 9 10 10 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 0 92 376 196 109 112

Ba/A/81 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 0 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112

Ba/A/82 Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112

RSKK-1120 | Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 424 | 312 676 394 603 648 141 735 134 730 500 270 92 376 196 109 112

RSKK-9703 | Code 7 4 13 4 9 10 9 57 9 13 9 8 4 3 4 3 5
Fr.Uz| 502 | 312 676 394 603 648 0 681 131 730 500 0 92 0 184 115 112

RSKK-14003 | Code 9 4 13 4 9 10 0 51 8 13 9 0 4 0 3 4 5
Fr.Uz| 502 | 312 676 394 603 648 0 681 131 730 500 0 92 0 184 115 112

Max Sterne | Code 9 4 13 4 9 10 0 51 8 13 9 0 4 0 3 4 5




Kapiler elektroforezi ile yapilan analizden elde edilen veriler 1s1¢inda RSKK-
14003 susunun Max Sterne as1 susu ile tiim VNTR bolgelerinin uzunluklar1 ve tekrar
sayllarinin benzer oldugu belirlendi. T.C. Saglik Bakanligit Halk Sagligi Genel
Midiirligi Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan RSKK-14003 susunun
Max Sterne asi susu oldugu sonucuna varildi. Elde edilen veriler Bionumerix 7.5
(Applied-Maths, Belgika) programinda analiz edilerek Suslar arasindaki klonal
yakinlik tespit edilerek grup ve genotipler belirlendi. Suslarin fragman uzunluklari ve
tekrar sayilar1 kullanilarak yapilan analiz sonucunda A, C1, C2 ve C3 olmak iizere 4
grup elde edildi. A grubunda tek bir genotip (G70) igerisinde RSKK-14003 ve Max
Sterne as1 susu yer aldi. C1 grubunda 8 (G1-G8) genotip 10 sus, C2 grubunda 40
(G9-G48) genotip 78 sus, C3 grubunda 21 (G49-G69) genotip 24 sus yer aldi.
Bionumerix 7.5 (Applied-Maths, Belgika) programindan elde edilen Suslarin
birbirleriyle klonal yakinligin1 gésteren dendogram Sekil 3.8.’de verilmistir. Analiz
sonucu belirlenen grup, genotip ve her genotipte bulunan sus sayis1 Cizelge 3.4.’te

verilmistir.
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Sekil 3.8. Bionumerix 7.5 (Applied-Maths, Belgika) programi ile elde edilen 114 6rnegin MLVA-31
UPGMA filogrami.
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Cizelge 3.4. Bionumerix 7.5 (Applied-Maths, Belgika) programi ile belirlenen grup, genotip ve

genotiplerde bulunan sus sayisi.
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Cizelge 3.4. Devam. Bionumerix 7.5 (Applied-Maths, Belgika) programu ile belirlenen grup, genotip
ve genotiplerde bulunan sus sayisi.

G39
G40
G41
G42
G43
G44
G45
G46
G471
G48
C3 G49
G50
G51
G52
G53
G54
G55
G56
G57
G58
G59
G60
G61
G62
G63
G64
G65
G66
G67
G68
G69
A G70

I N N N e I T I Y B B B B Y R R BN R S B BYOUY IS OCY I

Karsilastirma yapilabilmesi amaciyla Bionumerix 7.5 (Applied-Maths,
Belgika) programima 25 lokuslu MLVA analizi i¢cin 25 adet VNTR bdlgesi
tanimlandi ve 6 adet VNTR bolgesinin (VNTR12, VNTR16, VNTR17, VNTRI19,
VNTR23, VNTR35) sonuglar1 girilmeden analiz edildi. Elde edilen UPGMA

filogrami Sekil 3.9.’da verilmistir.
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Baina2
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Max Steme:

AwA22

BaHIIS
BaiA0
HaiHi14
BaHi28
FnATS
BaiALs
BaH2Y
BaHIOE
PaH10
BaIADI
BuA0

Sekil 3.9. Bionumerix 7.5 (Applied-Maths, Belgika) programi ile elde edilen 114 6rnegin MLV A-25

UPGMA filogrami.
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A grubunda tek bir genotip, G70 genotipinde iki adet sus yer aldi. Bunlarin
RSKK-14003 ve Max Sterne susu oldugu saptandi. iki susun tiim VNTR bolgelerinin
uzunluklar1 birbiri ile esit bulundu. VNTR bolgeleri i¢indeki tekrar sayilar1 benzer

oldugu belirlendi.

C1 grubunda; G1 genotipinde bulunan Ba/H/15 ve Ba/H/22 suslarinin tiim
VNTR boélgeleri uzunluklari birbirine esit bulundu. G2 genotipinde bulunan Ba/A/45
ve Ba/H/05 suslarinin da Tiim VNTR bdolgeleri birbirine esit oldugu belirlendi. G1 ve
G2 genotiplerinin 29 VNTR bolgesinin uzunluklar1 esit ¢ikarken genotipler
arasindaki ayirt edici VNTR bolgesi PXO1 ve PXO2 bolgeleri oldugu saptandi. G1
genotipinde PXO1 bolgesinin uzunlugu 137 bp iken, G2 genotipinde 131 bp, G1
genotipinde PXO2 bolgesinin uzunlugu 137 bp iken, G2 genotipinde 141 bp oldugu
ortaya kondu. Ba/H/18 susunun bulundugu G3 genotipini de G1 ve G2 den ayiran
fark, PXO1, PXO2 ve VNTR17 bdlgesinin uzunlugunun farkli olmasindan
kaynaklandig1 anlasildi. G3 genotipinde PXO1 134 bp, PXO2 141 bp ¢ikarak ayrim
saglandi, ayrica VNTR17 bolgesi G1 ve G2 genotiplerinde 376 bp olarak saptanirken
G3 genotipinde 386 bp olarak saptandi. G4 genotipinde Ba/A/81 susunu diger
genotiplerden ayiran farkin PXO1, PXO2, VNTR17 ve Bamsl3 bolgeleri oldugu
belirlendi. Bamsl3 bolgesinin uzunlugu G4 genotipinde 871 bp iken, diger
genotiplerde 844 bp oldugu saptandi. G5 genotipinde bulunan Ba/A/52 susunun ayirt
edici bolgesi diger 2 bolgeye ek olarak Bams30 oldugu belirlendi. Diger genotiplerde
Bams30 bolgesinin uzunlugu 735 bp iken, G5 genotipinde 700 bp uzunlukta
saptandi. B/H/02 susunun bulundugu G6 genotipini diger genotiplerden ayiran 5
VNTR (PXO1, PXO2, VNTR17, Bamsl3 ve Bams30) bolgesinin farkli fragman
uzunluguna sahip olmasindan kaynaklandigi ortaya kondu. G7 genotipinde
(Ba/A/74) diger genotiplerden farkli olarak Bams23 bolgesinin uzunlugu 564 bp iken
diger genotiplerde bu uzunluk 648 bp olarak saptandi. G8 genotipinde (Ba/H/03)
ayirt edici bolgenin Bams53 oldugu anlasildi. Bams53 diger genotiplerde 236 bp
uzunlukta iken G8 genotipinde 211 bp uzunlukta bulundu.

C2 grubunda; G9 (Ba/H/12) ve G10 (Ba/H/24) genotiplerini birbirinden ayiran
PXO1 bolgesi oldugu belirlendi. G9 genotipinde bu bolgenin uzunlugu 128 bp iken,
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G10 genotipinde 134 bp olarak saptandi. G11 (Ba/A/48, Ba/A/79 ve Ba/H/27)
genotipi igerisinde suslar kendi igerisinde aymi uzunlukta VNTR bolgelerine
sahipken, 270 bp uzunlugundaki VNTR16 bolgesi diger genotiplerde 280 bp
uzunlukta bulundu. G12 (BaH/25) genotipini ayiran farkin PXO2 bolgesinin 149 bp
uzunlukta olmasi olarak ortaya kondu. Diger genotiplerde bu uzunluk 141 bp olarak
saptandi. G13 (Ba/A/43) genotipinde VrrA bolgesi 300 bp iken, diger genotiplerde
312 bp, VrrB2 bolgesi 150 bp iken, diger genotiplerde 159 bp olarak saptandi. Ayrica
VNTR16 bolgesi diger genotiplerden farkli olarak 294 bp uzunlukta saptandi. G14
(Ba/A/02) genotipinde ayirt edici bolgelerin Bams13 ve Bamsl5 oldugu belirlendi.
Bams13 G14 genotipinde 844 bp uzunlukta iken diger genotiplerde 871 bp, Bams15
G14 genotipinde 598 bp iken diger genotiplerde 615 bp uzunlugunda saptandi. G15
(Ba/A/09) genotipinin ayirt edici 6zelligi VNTR16 (270 bp), Bams13 (844 bp) ve
Bamsl5 (598 bp) bolgelerinin farkli uzunlukta olmasindan kaynaklandi. G16
(Ba/A/11) genotipinde CG3 bdlgesi 153 bp uzunlugunda iken diger genotipler 158
bp uzunlugunda saptandi. G17 (Ba/A/46) genotipi VrrB2, PXO1l ve VNTR16
bolgelerindeki farkliliklardan dolayr diger genotiplerden ayrildi. G18 genotipi
icerisinde 20 adet sus (Ba/A/01, Ba/A/19, Ba/A/05, Ba/A/14, Ba/A/24, Ba/A/27,
Ba/A/34, Ba/A/35, Ba/A/53, Ba/A/55, Ba/Al6l, Ba/A/69, Ba/A/71, Ba/A/80,
Ba/A/54, Ba/A/62, Ba/A/63, Ba/A/82, RSKK-1120, RSKK-9703) yer almistir. Bu
suslarin 31 VNTR bolgesi de birbirine benzer olup, genel olarak PXO1 ve PXO2
bolgelerinden meydana gelen uzunluk farkindan dolayr diger genotiplerden
ayrildiklari belirlendi. G19 (Ba/A/70) genotipinde Bams15 bdlgesinin uzunlugu 608
bp iken diger genotiplerde 615 bp uzunlugunda saptandi. G20 (Ba/H/21) genotipi
PXO1 (137 bp) ve PXO2 (137 bp) bolgelerinin uzunluklar1 nedeniyle diger
genotiplerden ayrildig1 belirlendi. G21 genotipinde 7 adet sus (Ba/A/07, Ba/A/08,
Ba/A/23, Ba/A/39, Ba/Al72, Ba/A/78, Ba/H/26) yer aldi. Suslarin 31 VNTR
bolgesinin birbirine benzer oldugu, diger genotiplerden ayiran farkin VrrC2
bolgesinin diger genotiplerde 532 bp olmasma ragmen G21 genotipinde 603 bp
uzunlugunda olmasindan kaynaklandi. Ayrica, Bams01 boélgesi diger genotiplerde
490 bp iken G21 genotipinde 427 bp uzunlugunda saptandi. G22 (Ba/A/04) ve G23
(Ba/A/36) genotipi PXO1 ve PXO2 bolgelerindeki uzunluk farkindan dolayr diger
genotiplerden ayrildi. G24 (Ba/A/15, Ba/A/66 ve Ba/H/09) genotipi igindeki suslarin
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VNTR bélgelerinin uzunluklart ayni iken, diger genotiplerden ayiran farkin PXO1 ve
PX02 bolgelerinin uzunluklari oldugu anlasildi. G25 (Ba/A/76) genotipinin VNTR17
bolgesinin uzunlugu 386 bp iken diger genotiplerde bu uzunluk 376 bp olarak
saptand1. G26 (Ba/A/77) genotipi VNTR16 bolgesinin 280 bp uzunlugunda olmasi
sebebiyle diger genotiplerden ayrildi. G27 (Ba/A/67) genotipinin VrrB2 bdlgesinin
uzunlugu 150 bp iken diger genotiplerde bu uzunluk 159 bp olarak belirlendi. G28
(Ba/A/41) genotipinin Bams23 bolgesinin uzunlugu 184 bp, diger genotiplerin ise
196 bp oldugu saptandi. G29 (Ba/A/42) genotipinin VrrA bolgesinin uzunlugu 300
bp ve VNTR16 bolgesinin uzunlugu 280 bp oldugu icin diger genotiplerden ayrildu.
G30 (Ba/A/44) genotipi VrrB2 bolgesinin 150 bp uzunlugunda, G31 (Ba/A/73)
genotipi VrrA bolgesinin 288 bp uzunlugunda olmasi sebebiyle diger genoniplerden
ayrildi. G32 (Ba/A/25, Ba/A/26, Ba/A/31) genotipinde yer alan suslarin VNTR
bolgeleri birbiri ile ayn1 olmasina ragmen Bams30 bolgesindeki (700 bp) uzunluk
farkindan dolay1 diger genotiplerden ayrildi. G33 (Ba/A/32) genotipi VrrB2 (150 bp)
ve Bams30 (700 bp) bolgelerindeki uzunluk farkindan diger genotiplerden ayrildu.
G34 (Ba/A/47) genotipi PXO1 (131 bp), VNTR16 (280 bp) ve Bams05 (346 bp)
bolge uzunlugu ile ayri bir genotip olusturdu. G35 (Ba/A/51 ve Ba/A/57) genotipinin
Bams15 bolgesinin uzunlugu 562 bp iken diger genotiplerin 615 bp uzunlugunda
oldugu saptandi. G36 (Ba/A/29, Ba/A/30 ve Ba/A/33) genotipinin suslar1 arasindaki
VNTR bdélgelerinin  uzunlugu ayni bulunurken diger genotipler ile Bams31
bolgesinin uzunlugu arasindaki farktan dolayr ayr1 bir genotip olusturdu. Diger
genotiplerin Bams31 bolgesinin uzunlugu 781 bp, G36 genotipinin Bams31
bolgesinin uzunlugu 727 bp olarak belirlendi. G37 (Ba/A/58) genotipinin VNTR16
bolgesi 280 bp, Bams31 bolgesi 727 bp olmasi sebebiyle diger genotiplerden ayrildi.
G38 (Ba/A/64) genotipinin VrrCl bdlgesinin uzunlugu 544 bp iken diger
genotiplerin 615 bp olarak saptandi. G39 (Ba/A/50) genotipinin Bams22 bolgesinin
uzunlugu 658 bp iken diger genotiplerin 730 bp oldugu belirlendi. G40 (Ba/A/12,
Ba/A/21 ve Ba/A/ 68) genotipinin suglar1 arasinda VNTR bolgelerinin uzunluklari
ayni iken diger genotipler ile Bams23 bolgesindeki fark nedeniyle ayrildi. Diger
genotiplerde bams23 bdlgesinin uzunlugu 648 bp iken G40 genotipinde bu bdlgenin
uzunlugu 564 bp olarak saptandi. G41 (Ba/A/17) genotipi VrrB2 (150 bp), CG3 (153
bp) ve Bams23 (564 bp) bolgelerindeki farklar nedeniyle diger genotiplerden ayrildi.
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G42 (Ba/A/16, Ba/A/18 ve Ba/H/ 17) genotipi igerisindeki suslarin tiim VNTR
bolgeleri ayn1 uzunlukta olup diger genotipler ile Bams22 (658 bp) ve Bams31 (646
bp) bélgelerinin uzunluk farkindan dolayr ayrildi. G43 (Ba/H/19) genotipi VrrB2
(150 bp), PXO1 (128 bp) ve VNTR16 (280 bp) bolgelerinin uzunluk farkindan dolay1
diger genotiplerden farkli oldugu belirlendi. G44 (Ba/A/40) genotipinin Bams13
bolgesinin uzunlugu 871 bp iken diger genotiplerde bu bélgenin uzunlugu 844 bp
olarak saptandi. G45 (Ba/H/13) genotipinin VrrA boélgesinin uzunlugunun 323 bp,
diger genotiplerin bu bdlge uzunlugunun 312 bp olmasi genotipi karsilastirildig
diger genotiplerden ayirdi. G46 (Ba/A/13) genotipindeki VrrC2 (603 bp), CG3 (153
bp), VNTR17 (386), Bams01 (427 bp), Bams30 (897 bp) ve Bams3l (691 bp)
bolgelerindeki uzunluk farklari ayr1 bir genotip olmasini sagladi. G47 (Ba/A/22)
genotipi VrrB2 (150 bp), PXO1 (128 bp) ve PXO2 (141 bp) bdlgelerinderinin
uzunluklar1 farkindan dolayr ayri bir genotip olusturdu. Son olarak G48 (Ba/A/06)
genotipinin Bams13 bolgesinin uzunlugu 664 bp iken diger genotiplerin bu bolge
uzunlugu 844 bp olarak belirlendi.

C3 grubunun G49 (Ba/A/20) ve G50 (Ba/H/11) genotiplerini birbirinden ayiran
bolgelerden biri VNTR17 oldugu ortaya kondu. VNTR17 bolgesinin uzunlugu G49
genotipinde 386 bp iken G50 genotipinde 394 bp olarak saptandi. Aymi sekilde
Bams15 bolgesinin uzunlugu G49 genotipinde 608 bp iken G50 genotipinde 615 bp
olarak saptandi. G51 (Ba/A/59, Ba/A/60 ve Ba/A/65) genotiplerinin suslar1 arasinda
VNTR bdlgelerinin uzunluklari esit olup PXO1 bélgesinin uzunlugu 143 bp, diger
genotiplerin bu bolge uzunlugu 134 bp olarak saptandi. G52 (Ba/A/28) genotipinin
VrrB2 (150 bp) ve VNTR19 (92 bp) bolgelerinin uzunluklarindaki farkliliktan dolay1
diger genotiplerden ayrildi. G53 (Ba/A/75) genotipinde VrrA (288 bp), CG3 (153
bp), VNTR16 (280 bp) ve PXO1 (131 bp) bolgelerindeki farklar ayri bir genotip
olmasini sagladi. G54 (Ba/H/28) genotipinde Bams13 bolgesinin uzunlugu 430 bp
iken diger genotiplerde bu bolgenin uzunlugu 456 bp oldugu belirlendi. G55
(Ba/A/56) genotipini PXO2 (139 bp) ve Bams30 (924 bp) bolgelerindeki uzunluk
farki ayr1 bir genotip olarak degerlendirilmesini sagladi. G56 (Ba/H/08) genotipinde
PXO1 bolgesni uzunlugu 125 bp iken diger genotiplerde bu bdlgenin uzunlugunun
134 bp olmasi ayr1 bir genotip olmasini sagladi. G57 (Ba/H/10) genotipinde VrrB2
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bolgesinin uzunlugu 150bp iken diger genotiplerde 159 bp olarak saptandi. G58
(Ba/H/23), G59 (Ba/A/37), G60 (Ba/A/49) ve G61 (Ba/H/01) genotipleri VNTR16,
CG3, PXO1 ve PXO2 bolgelerindeki farkli uzunluklar nedeniyle ayri bir genotip
olarak gruplandirildi. G62 (Ba/H/04) genotipinde VrrA bolgesinin uzunlugu 300 bp
iken diger genotiplerde 312bp uzunlukta bulundu. Ayni sekilde, Bams30 bdlgesinin
uzunlugu G62 genotipinde 924 bp iken diger genotiplerde bu bolgenin uzunlugu 879
ve 897 bp olarak kaydedildi. G63 (Ba/A/03) genotipinde Bams3l bdolgesinin
uzunlugu 691 bp iken diger genotiplerde bu bolgenin uzunlugunun 781 bp oldugu
belirlendi. G64 (Ba/A/10) genotipinin VNTR16 ve Bams30 bolgelerindeki farkli
uzunluklar ayr1 bir genotip olmasini sagladi. G65 (Ba/H/07 ve Ba/H/16) genotipinin
suslart arasinda VNTR bdlgelerinin  uzunluklar1 ayn1 olmakla birlikte diger
genotiplerden ayiran bolgesi VNTR16 bélgesinin hi¢ olmamasindan kaynaklandig
ortaya kondu. G66 (Ba/H/14) genotipinin VNTR16 bolgesinin olmamasi, PXO1 ve
PXO2 bolgelerinin farkli uzunlukta olmasi sebebiyle diger genotiplerden ayrildi. G67
(Ba/A/38) genotipinin Bams05 bolgesinin uzunlugu 307 bp iken diger genotiplerin
385 bp uzunlukta oldugu saptandi. G68 (Ba/H/20) ve G69 (Ba/H/06) genotiplerinin
VNTR16 bolgelerinin olmamasi VrrB2, PXO1 ve PXO2 boélgelerinin uzunluklarinin

diger genotiplerden farkli olmasini sagladi.

Tespit edilen 70 adet genotipin Tirkiye’de izole edildikleri yerleri gésteren
harita Sekil 3.10.’da verilmistir.
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ye haritasinda izole edildikleri yerler. (Kirmizi renk C1
renk C3 kiimesini ifade etmektedir).

Sekil 3.10. Yetmis adet genotipin Tiirkiye
yah

kiimesini, mavi renk C2 kiimesini, siya
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4. TARTISMA

Sarbon diinya capinda dagilimi olan oldukg¢a bulasict ve potansiyel olarak
olduriciligi yiiksek zoonotik bir hastaliktir. Bu nedenle sarbon etkeni Bacillus
anthracis’in biyolojik savas ajani olarak kullanim potansiyeli, II. Diinya Savasi'ndan
beri tanimlanmas1 ve tiplendirilmesi gibi bir¢cok arastirmalarin yapilmasina neden

olmustur (Kamal ve ark., 2011).

Tiirkiye’de hayvan ve insanda sarbon vaka sayisinda genel anlamda bir azalma
goriilmektedir, fakat hastalik esas olarak lilkenin dogu bdlgelerinde goriilmeye

devam etmektedir (Topluoglu ve ark., 2020).

Bu tez ¢alismasinda farkli yillarda ve Tiirkiye’nin farkli sehirlerinde meydana
gelen sarbon vakalarindan elde edilen hayvan ve insan orijinli B. anthracis
izolatlarnin MLVA-31 yontemi kullanilarak genotipleri belirlenmis, ayrica MLVA-
31 yontemi ile vakalarin molekiiler epidemiyolojik analizi yapilmis ve zaman ve
mekana bagli genotip dagilimi saptanmigtir. 2010-2021 yillar1 arasinda Tiirkiye’nin
farkli sehirlerinden 82 adet hayvan 28 adet insan izolati ile yapilan calismada 3 adet
RSKK (Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu) ve 1 adet Max sterne as1 susu
kullanilarak her bir izolatin genotipleri belirlenerek genotipler arasindaki baglant1 ve

yakinlik ortaya konulmustur.

Bu calismada suslarin MLV A-31 yontemi ile analizinde 4 farkli kiime (A, C1,
C2 ve C3) ve A kiimesinde 1, C1 kiimesinde 8, C2 kiimesinde 40, C3 kiimesinde ise
21 genotip olmak iizere toplamda 70 genotip ortaya konuldu. C2 kiimesi %68,4’lik
saptanma oraniyla tiim suslar arasinda en baskin kiime olarak belirlendi. Genotipler
arasinda en yaygin olaninin ise C2 kiimesinde bulunan G18 (20 sus) genotipi oldugu
ortaya kondu. Ardindan C2 kiimesinde G21 (7 sus), G11, G24, G32, G36, G40, G42,
G51 (3 sug) genotipleri geldigi goriildii. Yapilan analiz ile ayni genotipin farkli
orijinde, farkli sehirlerde ve farkli yillarda oldugu gozlemlendi. G2 genotipi 2012

yilinda Van ilinde insandan izole edilirken, 2018 yilinda Elazig’da hayvandan izole
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edilmistir. Hayvanlardan insanlara bulasin oldugu diisiiniildiigiinde ayn1 genotipin ilk
olarak insandan daha sonraki tarihlerde hayvandan izole edilmesi ihbar edilmeyen
veya kayit altina alinmayan vakalarin olabilecegini géstermektedir. G11 genotipi
2018 yilinda Karabiik’te hayvandan, 2021 yilinda Eskisehir’de hayvandan, yine 2021
yilinda Istanbul’da insandan izole edilmistir. G18 genotipinin hepsi hayvan
numunesi olup Ankara (2010, 2011, 2012, 2016, 2017, 2018), Kirsehir (2017), Sivas
(2018), Karabiik (2019), Yozgat (2019), Cankir1 (2021), Samsun (2018), Van (2018)
ve Igdir illerinde goriilmiistiir. Bu genotipin i¢ Anadoluda yakin illerden doguya
dogru gecisinin hayvan hareketleri ile olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica RSKK-
1120 ve RSKK-9703 suslar1 G18 genotipi igerisinde yer almaktadir. G21 genotipi
hayvan izolatinda Corum (2011, 2016), Ankara (2011, 2019), Bingdl (2018),
Ardahan (2020) illerinde; insan izolatinda Amasya (2021) ilinde tespit edilmistir.
G24 genotipi Samsun’da 2012 ve 2019 yillarinda hayvandan, 2014 yilinda ise
insandan izole edilmistir. G32 genotipinin hepsi hayvandan izole edilmis olup 2016
yilinda Kayseri ve Nevsehir illerinde, 2017 yilinda Yozgat’ta tespit edilmistir. G40
genotipinin hepsi hayvan izolat1 olup Bolu (2011), Kastamonu (2012) ve Eskisehir
(2019) illerinde goriilmiistiir. G42 genotipi 2012 yilinda Eskisehir’de hayvanlardan
izole edilirken 2018 yilinda Trabzon’da insandan izole edilmistir. G51 genotipi 2018
yilinda Ankara’da 3 izolatta bulunmaktadir. G65 genotipi insandan 2012 yilinda
(Bursa) ve 2016 yilinda izole edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda Tiirkiye’de
yillara ve sehirlere gbre ayni genotiplerin tekrarlanmis oldugu goriilmektedir. Bu
sonucun nedeni olarak kagak havvan hareketleri ile farkli illere gegisler, sarbon
baslinin yillarca ayni merada kendini koruyabilmesi nedeniyle farkli yillarda ayni

genotipin tekrarlamasi olasilig1 diigiiniilmektedir.

Bu tez caligmasinda 31 lokus kullanilarak yapilan analizin 25 lokus
kullanilarak yapilan analizden daha verimli oldugu gosterilmek istenmistir. MLVA31
yonteminin MLVA25 yonetimden farki, 6 VNTR (VNTR12, VNTR16, VNTR17,
VNTR19, VNTR23 ve VNTR35) bolgesinin daha analize eklenmis olmasidir. Bu
calismada bu alt1 bolge olmadan 25 lokusun verileri MLVA-25 ile analiz edilerek 2
farkli kiime (B1 ve B2) ve B1 kiimesinde 33 genotip, B2 kiimesinde ise 17 genotip

olmak tizere 50 genotip belirlenmistir. Tez ¢alismasinda, MLVA-31 analizinde 4
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farkli kiime (A, C1, C2, C3) ve 70 genotip ayrimi yapilmistr. Eklenen 6 VNTR
bolgesinin genotiplerin belirlenmesinde ve birbirleri ile olan baglantilarinin ortaya
konmasinda ayrim giicliniin daha fazla oldugunu gostermistir. Ayrica lilkemizde B.
anthracis’in hayvanlardan insana bulasin1 goésterecek epidemiyolojik veri elde
edebilmek icin tasarlanmis bu kapsamda MLV A-31 calismas1 hi¢ yapilmamistir. Bu

da bu tez calismasinin 6zglinliglinii géstermektedir.

Thierry ve ark. (2014), Fransiz Ulusal Referans Laboratuvari koleksiyonunu
karakterize etmek i¢cin MLV A-31 analizini kullanmiglardir. Yiizotuz sus ile yapilan
calismada 35 farkli genotip ve 4 klonal kompleks belirlenmistir. Yapilan ¢aligmada
MLVAS, MLVAL1S, MLVA25 ve MLVA31 karsilastirilarak mevcut sus koleksiyonu
icin, Fransiz sus gesitliligini yararli ¢6ztiniirliik ve dogrulukla genotiplendirmek i¢in
gereken VNTR lokuslarinin sayisin1 optimize etmeye g¢alisiimis ve kisaltilmis bir
MLVA semasi tasarlanmigtir. Buna gére VNTR sayisinin artigi genotiplendirmede
daha dogru sonuglar alinacagini ortaya koymaktadir. Thierry ve ekibinin yaptiklar

calisma bu tez calismasini destekler niteliktedir.

Beyer ve ark. (2012), Namibya’da vahsi ve evcil hayvanlardan (bufalo, ¢ita,
eland, fil, s1g1 antilobu, su aygir1, kudu, aslan, oryx/gemsbok, devekusu, gergedan,
sitatunga, akbaba, zebra, antilop, sigir, keci, koyun, at) elde edilen genis bir izolat
koleksiyonu (384 izolat) icindeki genetik iligkileri analiz etmek ve iilke i¢indeki ve
disindaki sarbon salginlarinin olas1 epidemiyolojik korelasyonlarini belirlemek igin
31 isaretli bir MLVA analizini kullanmiglardir. Analiz sonucunda toplamda 37
genotip (GT) elde etmislerdir. GT4, GT6 ve GT9’un daha sik bulundugunu tespit
etmislerdir. GT6 genotipinin ilk olarak 1983-1988 yillarinda Olii filler ve zebra
orneklerinden izole ettiklerini daha sonraki yillarda ayni genotipe rastladiklarinm
gostermislerdir. GT4 ve GT9 ilk olarak 1987 ve 1992’de bulunmus sonraki yillarda
izole edilen orneklerde tekrar rastlanilmistir. Parkta baskin bir salgin klonunun
varhigi (GT4, GT6, GT9), her bir izolat ¢ifti arasindaki genetik mesafeler ile
izolasyon siireleri arasindaki zamansal mesafe arasindaki iliskinin yan1 sira bunlarin
ayn1 konakg tiirtinden olup olmadiklart degerlendirilerek ayrica test etmislerdir. Bu

calismada izlenen vakalarin dagilimi, kalict veya tekrarlayan salginlar kavramini
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desteklemektedir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgular degerlendirildiginde,
farkli yillarda ayn1 genotipin tekrar ortaya ¢ikmasi, ayni veya farkli konakei tiirtinden

izole edilmesi Beyer ve ark. (2012)’nin bulgulari ile benzerlik gostermektedir.

Rondinone ve ark. (2020) 1972°den 2018’¢ kadar Italya’da dolasan B.
anthracis suslarinin genetik karakterizasyonu c¢alismasinda 196 hayvan, 3 insan ve
35 cevre olmak iizere toplam 234 B. anthracis susu ile ¢alismislardir. 1972-2018
yillar1 arasinda Italya’nin gesitli bolgelerinde izole edilen B. anthracis suslarini, 31
lokuslu MLVA yontemi ile analiz edilerek 55 genotip belirlemislerdir. Sonug olarak
MLVA-31 yontemi kullanilarak kromozomal ve plazmid hiper-degisken bolgelerinin
analizi, B. anthracis’in ¢esitliligi, evrimi ve molekiiler epidemiyolojisinin
incelenmesi i¢in degerli bir yaklagim oldugunu géstermislerdir. Bu nedenle “MLVA-
31, B. anthracis’in bir iilke i¢inde dagiliminin anlagilmasini saglayan gegerli bir
yontemdir” sonucuna varmislardir. Yakin zamanda italya’da yapilan bu calisma tez

calismasina referans olma 6zelligindedir.

Tiirkiye’de yapilan benzer ¢aligmalarda ise; Durmaz ve ark. (2012), Tiirkiye'
nin ¢esitli illerinde insan (93 izolat), hayvan (155 izolat) ve gevresel (ii¢ izolat)
orneklerden toplam 251 B. anthracis izolati elde etmistir. 8 lokus igeren VNTR
analizi (MLVAR) ile en yiiksek frekansta (%41,8) genotip 43, ardindan genotip 35
(%25,5) ve genotip 27 (%10,4) olan 12 genotip ortaya cikarmustir. izolatlarin
%386,8'in1 igeren baslica alt tip A3.a, baskin kiime olmustur. 251 izolat i¢in MLV A25
analizi yapilmistir, 33"l sadece bir izolata sahip olan 62 farkli genotip verirken, kalan
218 izolatin 29 farkli genotipte (%86,9) oldugu goézlemlenmistir. Bu bulgular,
Tiirkiye’deki sarbon vakalarinda g¢ok yiiksek farkli yillarda ve farkli sehirlere
bulagsma oranlarina isaret etmektedir. Tiirkiye’de tespit edilen genotipler, A biyiik
kiimesinde yer almaktadir. Ortatatli ve ark. (2012), Tiirkiye nin 16 farkli bolgesinden
55 B. anthracis izolatlari1 genotiplendirmek igin 25 lokuslu VNTR analizi
(MLVAZ25) kullanmisglardir. Sekiz konumlu bir MLV A analizinde alt1 genotip (G (K)
13, G (K) 27, G (K) 35, G (K) 43, G (K) 44 ve G (K) 61) saptamiglardir. Bununla
birlikte, 25 lokuslu MLVA’nin daha ayrimci oldugunu ve 6 yerine 10 genotip

varligint ortaya koymuslardir. Bu bolgelerden toplanan B. anthracis izolatlari, B.
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anthracis hareketinin hayvanciliktaki artisin ve sonugta meydana gelen farkl

sehirlere bulagmanin bir sonucu oldugunu gostermislerdir.
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5. SONUC ve ONERILER

Tez c¢aligmast sonucunda Tirkiye’nin farkli sehirlerinde 2010-2021 yillar
arasinda meydana gelen sarbon vakalarindan elde edilen hayvan ve insan
izolatlarinin  genotipleri belirlenerek birbirleri ile olan yakinliklar1 ortaya
konulmustur. Hayvan ve insan kaynakli suslarin genetik benzerlik veya farkliliklarin
analizi, hastaligin kokenleri ve bulasma modellerinin anlagilmasina olanak
saglamistir. Bulgular Bacillus anthracis’in genotiplendirilmesinde MLVA-31
yonteminin, Tiirkiye’de son yapilan yontem olan MLVA-25’e gore ayrim giicliniin
daha fazla oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte bu tez ¢alismasinda MLV A-31
yontemiyle tespit edilen genotiplerin yillara ve sehirlere gore dagilimina bakildiginda

iilkemizde tekrarlayan ayni genotipte salginlarin oldugu diistiniilmektedir.

Bu ¢aligsma ile hayvan ve insan kaynakli suslar arasindaki baskin B. anthracis
tiplerinin tanimlanmasi ile lilkemizdeki suslarin filocografik iligkisi anlasilabilmistir
ve hastaligin molekiiler epidemiyolojisi hakkinda elde edilen 6nemli bilgiler
literatiirde yeni c¢alismalar igin kaynak saglayacaktir. Bu nedenle, tek saglik
yaklasimina uygun olarak, llkemizde zaman zaman goriilen sarbon vakalarina
yonelik tip ve veteriner alanlarinda ortaklasa yiiriitiilecek molekiiler epidemiyoloji

caligmalarina gereksinim duyulmaktadir.

Bu ¢alismanin epidemiyolojik ve adli analizler i¢in kullanilabilecek genetik bir
veri saglayacagn ongoriilmektedir. Ulkemize 6zgii yerel genotipler belirlenmis,
tilkemizde hangi cografi bolgede hangi genotiplerin dagilim gosterdigi tespit
edilmistir. Gelecekteki ¢alismalarda yurt disindan ithal edilen hayvanlarda sarbon
enfeksiyonu gelisir ise bu susun yerel ya da importe olup olmadigi, hangi iilke
kaynakli oldugu tespit edilebilecektir. Ayrica dogal bir salgin susu ile biyoterdrizmle
iligkili suglar tayin edilebilecektir. Ayrica bu ¢aligma, daha sonra yapilacak olan B.
anthracis ile ilgili molekiiler ¢alismalar i¢in de 6nemli veri elde edilmesine olanak

saglayacaktir.
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OZET

Tiirkiye’de Insan ve Hayvan Orijinli Bacillus anthracis Izolatlarinin Multiple-
Locus Variable-Number Tandem-Repeat Analysis (MLVA-31) ile Molekiiler
Karakterizasyonu

Sarbon bir otgul hastaligidir ve bu hastaligin ajam1 Gram pozitif, aerobik, spor
olusturan, kapsiillii ve ¢ubuk sekilli bir bakteri olan Bacillus anthracis’tir. Hastalik basta
evcil koyun, kegi, si@ir olmak iizere yaban geyigi ve antilop gibi ruminantlarda goriilir.
Insanlar, direkt temas yoluyla (enfekte hayvanlar ve kontamine olmus hayvan iiriinleri) veya
indirekt olarak B. anthracis’e maruz kalarak enfekte olurlar. Ulkemizde insan ve
hayvanlardan izole edilen suglarin molekiiler genotiplendirilmesine yonelik 31 lokus ile
yapilan MLVA c¢alismasi bulunmamaktadir. Bu ¢alismada; toplam 114 B. anthracis susu (82
hayvan izolati, 28 insan izolati, 3 RSKK susu ve 1 Max sterne asi susu) MLVA-31 yontemi
ile analiz edilmis, A, C1, C2 ve C3 olmak iizere 4 kiime ve 70 adet genotip tespit edilmistir.
Tiirkiye’de baskin kiimenin C2 (%68,4), baskin genotipin ise G18 (%17,5) ve G21 (%6,4)
oldugu goriilmiistiir. MLVA-31 yonteminin MLV A-25 yontemine gore ayrim giiciiniin daha
yiiksek oldugu gosterilmistir. Tirkiye’de B. anthracis genotiplerinin temporal ve spasyal

dagilimi incelenmis, {ilkemizde ¢apraz kontaminasyonun oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Bacillus anthracis, Genotiplendirme, MLVA-31, Molekiiler
Epidemiyoloji.
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SUMMARY

Molecular Characterization of Bacillus anthracis Isolates of Human and Animal
Origin by Multiple-Locus Variable-Number Tandem-Repeat Analysis (MLVA-
31) in Turkey

Anthrax is a herbivorous disease and the agent of this disease is Bacillus anthracis, a
Gram-positive, aerobic, spore-forming, encapsulated and rod-shaped bacterium. The disease
is seen primarily in domesticated sheep, goats, cattle, and grazing mammals such as wild
deer and antelope. Humans become infected by direct contact (infected animals and
contaminated animal products) or indirect exposure to B. anthracis. In our country, there are
no MLVA studies with 31 locis for molecular genotyping of strains isolated from humans
and animals. In this study; A total of 114 B. anthracis strains (82 animal isolates, 28 human
isolates, 3 RSKK strains and 1 Max sterne vaccine strain) were analyzed by the MLVA-31
method; 4 clusters as A, C1, C2 and C3 and 70 genotypes were determined. In Turkey, the
dominant cluster was C2 (68.4%), while the dominant genotype was G18 (17.5%) and G21
(6.4%). It has been shown that the discrimination power of the MLV A-31 method is superior
than the MLV A-25 method. The distribution of B. anthracis genotypes in Turkey according
to years and places was examined, and it was determined that there was cross contamination

in our country.

Keywords: Bacillus anthracis, Genotyping, MLVVA-31, Molecular Epidemiology.
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HALK SAGLIGI GENEL MUDURLUGU - HSGM NUKROBIYOLOJi REFERANS LABORATUVARLARI
BiYOLOJIKURUNLER DAIRESI BASKANLIGI

ANKARA UNIVERSITESI SAGLIK BILIMLERI
ENSTITUSUNE

Mikrobiyoloji Referans Laboratuvari ve Biyolojik Uriinler Daire Baskanlig Ulusal
Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvari'nda MM40702 sicil numarast ile gorev yapmakta olan Bio
Siileyman YALCIN Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Veteriner Mikrobiyolojisi
Anabilim Dalinda doktora programna kayitlidir. Ilgili personel doktora yeterlilik smavini vermis
ve tez asamasindadir. Doktora tez konusu "Tiirkiye 'de Insan ve Hayvan Orijinli Bacillus anthracis
Izolatlarmm MiiltipleLocus Variable-Number Tandem-Repeat Analysis (MLVA) ile Molekiiler
Karakterizasyonu” olup tez ¢alismasinda kullanilacak her tiirlii kit ve sarf malzemesi Enstitii
Bilimsel Arastirmalar Proje biriminden kargilanacaktir. Tez testlerinin Ulusal Molekiiler
Mikrobiyoloji ~ Referans Laboratuvari'nda mevcut cihazlar  kullanilarak  yiiriitiilmesi
planlanmaktadir. Tezden elde edilecek veriler, laboratuvarimizda B.anthracis MLVA icin
validasyon ¢aligmalarinin yapilmasi olanak saglayacaktir. Tezde ayrica hem hayvan hem de insan
izolatlar1 galisilacak olup elde edilen veriler, Daire Bagkanhgimizin giindeminde olan tek saglik
yaklagimina da katki verecektir. Elde edilen verilerin Zoonotik ve Vektorel Hastaliklar ve Daire
Bagkanhgi ile de paylasilmasi planlanmaktadir. Bu sebeplerden dolay, ilgili personelin doktora tez
¢aligmalarinin Genel Miidiirliigiimiiz Ulusal Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvarinda yiiriitiilmesi
uygun goriilmiistiir. Bilgilerini ve geregini rica ederim.

e-imzalidir
Dr. Mahmut AVCI
Genel Midiir Yardimeist
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(Saglik Bilimleri Enstitiisii Mudiirligii)

Ilgi  :11.02.2021 tarihli E-37106781-000-22454/00134630601 sayili yaziniz.

Ilgi yazida; Siileyman YALCIN’1n tez caligmast igin talep edilen materyallerin (izolatlarin),
Genel Miidiirliigiimiiz Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlar ve Biyolojik Uriinler Dairesi Bagkanlig
Ulusal Yiiksek Riskli Patojenler Referans Laboratuvarlarinda uygun biyogiivenlik ve biyoemniyet
kosullarinda galigilmak tizere kullanilmasi uygundur. Bilgilerini ve geregini rica ederim.

e-imzalidir.
Dr. Mahmut AVCI
Bakan a.
Genel Miidiir Yardimcisi
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Ek-3. Hayvandan izole edilen suslarin kullanim izni
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:E-71037622-325.99-1495769

:Tiirkiye’de Insan ve Hayvan Orijinli
Bacillus Anthracis Izolatlarmin (MLVA31)
Yontemi fle Molekiiler Karakterizasyonu

SAGLIK BAKANLIGINA
(Halk Saglig1 Genel Miidiirliigii)

ilgi : 29.04.2021 tarihli ve 23248055-599 sayili yaziniz.

Genel Midiirliigliniiz bilinyesinde bulunan Ulusal Molekiiler Mikrobiyoloji Referans
Laboratuvarinda gorevli Uzm. Biyolog Siileyman Yalg¢in tarafindan yapilmasi planlanan "Tiirkiye' de insan
ve hayvan orijinli Bacillus anthracis izolatlarinin Multiple-Locus Variable-Number Tandem-Repeat

Analysis (MLVA31) ile molekiiler karakterizasyonu" adli tez ¢aligmasinda, Bakanligimiz kurulusglarindan
Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirligii tarafindan MLVA ¢alismasi i¢in Genel
Miidiirliigii'niize gonderilmis hayvan orijinli 79 adet Bacillus anthracis izolatinin kullanilmasi amagli izin
talebiniz incelenmistir.

Yapilmas: planlanan tez calismasi i¢in hayvan orijinli 79 adet Bacillus anthracis izolatinin
kullanilmas1 Genel Midiirliigiimiizce uygun goriilmiis olup, kullanilacak ajanin ¢ift yonlii ajan olmasi
nedeni ile ¢aligmalarda gerekli hassasiyetin gosterilmesi, ¢alismanin ilerleyen siireglerinde Genel
Midiirligiimiizden izin ve goriis alinmast gereken konularn tarafimiza iletilmesi, tez calismasi
sonuglarinin yayin haline getirilmeden dnce son halinin Genel Miidiirliigiimiiz ile paylagilmasi ve yaymn
icin gerekli izinlerin alinmasi hususunda; Geregini arz ederim.
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